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1 Einleitung

1.1 Extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO)

Die ECMO ist ein extrakorporaler Kreislauf, welcher die kiinstliche Oxygenierung
des Blutes aulRerhalb des menschlichen Korpers ermoglicht und heutzutage ein
etabliertes Verfahren in der Intensivmedizin ist. Es wird zur Therapie von
Patienten mit Herz- und oder Lungenversagen genutzt. Die ersten Versuche Blut
aullerhalb des menschlichen Korpers zu oxygenieren, gehen schon auf das 19.
Jahrhundert zurlck. Eine wesentliche Beobachtung fur die Weiterentwicklung
der extrakorporalen Oxygenierung gelang im Jahre 1944, als die Wissenschaftler
Kolff und Berk feststellten, dass Blut oxygeniert wird, wenn es durch die
Zellophankammern ihrer kinstlichen Niere flieRt (Makdisi and Wang, 2015).
Diese Erkenntnis wurde von Gibbon genutzt, um einen Filmoxygenator zu
entwickeln, womit ihm 1953 die erste offene Herzoperation gelang (Makdisi and
Wang, 2015). Der erste langere Einsatz einer extrakorporalen
Membranoxygenierung (ECMO) bei einem Patienten mit schwerem
Lungenversagen gelang dann einige Zeit spater im Jahre 1972 (Makdisi and
Wang, 2015).

1.1.1 Funktionsweise und Aufbau

Zunachst soll der Begriff ECMO naher erdrtert und vom Begriff ECLS (engl.
.extracorporeal life support“) abgegrenzt werden, denn genau genommen zahlt
die ECMO zu den ECLS-Systemen (engl. ,extracorporeal life support®).
Allerdings handelt es sich bei ECLS-Systemen um kreislaufunterstutzende
MalRnahmen, die auch ohne Oxygenatoren verwendet werden kénnen (z.B. L-
VAD, engl. ,left ventricular assist device®). Im Gegensatz hierzu, beinhaltet die
ECMO immer einen Oxygenator, der den Gasaustausch auf3erhalb des Koérpers
ermdglicht. Weiterhin besteht eine ECMO aus mindestens zwei gro3en Kandulen,
einer Blutpumpe, einer Gasblende und einem Warmeaustauscher, die alle Uber
Schlauche miteinander verbunden werden (Lequier et al., 2013). Prinzipiell wird
bei einer ECMO das Blut mit Hilfe einer grolen Kanule vends abgefuhrt, Uber
eine Pumpe beférdert, im Oxygenator mit Sauerstoff versorgt und im Anschluss
uber eine weitere Kanule zum Patienten wieder ruckgefuhrt. Je nach Art und
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Weise der Kanulierung unterscheidet man die veno-venése (VV-ECMO) und die
veno-arterielle ECMO (VA-ECMO). Bei der VV-ECMO wird i.d.R. die Vena
femoralis punktiert, um das Blut aus der Vena cava inferior zu drainieren. Dieses
durchstromt den ECMO Kreislauf, um anschlie3end Uber eine Kandtile in der Vena
jugularis interna wieder in der rechten Herzvorhof zu gelangen. Alternativ besteht
auch die Mdoglichkeit Uber eine Doppellumenkanule eine einfache Kanulierung
der Vena jugularis durchzufuhren. Die VV-ECMO ist somit in der Lage, unter
Umgehung des Lungenkreislaufs, die Gasaustauschfunktion der Lunge zu
ubernehmen und ermdglicht dadurch eine effektivere lungenprotektive
Beatmung. Bei der VA-ECMO kann ein peripherer oder zentraler Zugang (i.d.R.
nach Herz-OP) gewahlt werden. Bei der peripheren Kanulierung wird das Blut
aus der Vena femoralis drainiert und dann uber die Arteria femoralis wieder
ruckgefuhrt (Brodie and Bacchetta, 2011). Da es sich hier um ein veno-arterielles
System handelt, wirkt die VA-ECMO im Gegensatz zur VV-ECMO pulmonal und
hamodynamisch stabilisierend (Brodie and Bacchetta, 2011). Um das Blut im
Kreislauf zu befordern, werden heutzutage vor allem Zentrifugalpumpen genutzt,
da sie kompakter sind und weniger Hamolyse verursachen, als z.B.
Rollenpumpen (Lequier et al., 2013). Neben den leistungsfahigeren Pumpen hat
insbesondere die Verbesserung der Oxygenatoren zur Weiterentwicklung der
ECMO beigetragen. Tatsachlich standen die ersten Oxygenatoren in direktem
Kontakt mit dem Blut (direkte Oxygenatoren) und waren daher relativ traumatisch
fur die Blutbestandteile. Sie waren somit fur den langeren Einsatz nicht geeignet
(max. ca. 4 h) und fanden ihren Einsatz in der Herz-Lungen-Maschine im Herz-
OP (Lim, 2006). Um die Schadigung von Blutbestandteilen zu minimieren und
dadurch die Einsatzzeit der Oxygenatoren verlangern zu kdnnen, wurden mit der
Zeit Oxygenatoren entwickelt, die nur indirekt mit dem Blut in Kontakt kommen
(indirekte Oxygenatoren) (Lim, 2006). Heutzutage werden vor allem diese
indirekten Oxygenatoren und insbesondere Membranoxygenatoren verwendet,
da sie weniger Hamolyse verursachen und ein geringeres Priming-Volumen
bendtigen, als altere Oxygenatoren (z.B. Blasenoxygenatoren) (lwahashi et al.,
2004). Diese Membranoxygenatoren bestehen aus Bindeln dinner
Hohlfasermembranen (HFM) und gewahrleisten den Gasaustausch Uber
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Diffusion. Das Gasgemisch fiir die Oxygenierung des Blutes fliel3t dabei durch
die Hohlfasern der Membranoxygenatoren, die wiederrum von Blut umspult
werden. So kann der Sauerstoff, seinem Konzentrationsgradienten nach, aus
dem Gasgemisch ins Blut gelangen und das CO, aus dem Blut wieder entfernt
werden. Membranoxygenatoren bestehen in der Regel aus den Polyolefinen
Polypropylen (PP), Polyethylen (PE) und Poly-4-methylpenten (PMP). Hier
unterscheidet man dichte Membranen (z.B. PMP-HFM: Polymethylpenten
Hohlfasermembranen) von mikroporésen Membranen (z.B. PP-HFM:
Polypropylen Hohlfasermembranen). Mikroporése Membranen haben den
Nachteil des Plasmaaustritts nach langerer Anwendung und werden daher nur
bei begrenzter Anwendungsdauer, beispielweise in der HLM, verwendet. Die
PMP-Membranen hingegen weisen keine Plasma Leckage auf (Betit, 2018),
I6sen eine geringere inflammatorische Reaktion aus und fuhren zu einem
geringeren Transfusionsbedarf bei Patienten (Peek et al., 2002). AuRerdem
zeigten Robak et al., dass PMP-Membranoxygenatoren im Vergleich zu PP-
Membranoxygenatoren weniger haufig gewechselt werden missen (Robak et al.,
2014).

Air—— ——Oxygen

N \IEP

co, <

’_ | Oxygenator ) \

— E“ Gas \
| — .\ f.co2 \ [”C01~
Membrant
Blender J

—

Abbildung 1: VV-ECMO Kreislauf. Beispielhafte Darstellung eines veno-venésen ECMO
Kreislaufs. Das Sauerstoffarme Blut wird aus der Vena femoralis des Patienten drainiert und tber
eine Pumpe in den Oxygenator beférdert. Hier wird das Blut Gber das Prinzip der Diffusion von
CO:z befreit und mit Oz versorgt. Im Anschluss wird das oxygenierte Blut dem Patienten tber die
Vena jugularis interna rickgefiihrt (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung von Brodie et al.,

2011, Copyright Massachusetts Medical Society).
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1.1.2 Indikationen fiir die ECMO

Laut Daten der ELSO (Extracorporeal life support Organization) sind die Zahlen
der ECMO-Einsatze im Laufe der Jahre stetig gestiegen (Abbildung 2)
(Thiagarajan et al., 2017). Hierzu trug unter anderem die CEASAR Studie bei,
die zeigte, dass die 60 Tage Uberlebensrate von Patienten mit ARDS (engl.
Acute Respiratory Distress Syndrome) unter ECMO Therapie signifikant besser
war als unter konventioneller Beatmung (Peek et al., 2006). AuRerdem sind
ECMOs durch den technischen Fortschritt immer handlicher, ausdauernder und
vertraglicher fur den Patienten geworden (Kwak et al., 2020). Jedoch gilt die
ECMO heute noch als ,Rescue Therapy“ bzw. als ,Bridge to Therapy“ oder
,Bridge to Transplant®, da es sich hierbei um ein invasives Therapieverfahren
handelt, welches potentiell schwerwiegende Komplikationen mit sich bringt. Laut
Thiagarajan et al. gelang im Jahr 2015 bei 70 % der Patienten die Entwdhnung
von der ECMO. |Insgesamt Uberlebten 58 % der Patienten bis zur
Krankenhausentlassung. Die Uberlebensrate war hierbei wesentlich vom Alter
der Patienten und der Indikation fir die ECMO abhéangig (Thiagarajan et al.,
2017).

500 10000]
450 9000
400 8000
350 7000
300 6000
= 250 5000
200 4000

150 3000

2000
1000
0

&

\\\\\\

=N

mmNo: Cases «==mNo: Reporting Centers

Abbildung 2: Graphische Darstellung der Anzahl der ECMO-Falle und der ELSO (Extracorporeal
Life Support Organization) Mitgliedszentren zwischen 1990 und 2015. Ab 2004 ist, eine deutliche
Steigerung der Anzahl von ECMO Einsatzen zu verzeichnen. Zudem wird in der Graphik gezeigt,
dass die Anzahl der Zentren, die Mitglieder der ELSO sind, seit 1990 stets zugenommen hat

(Thiagarajan et al, 2016, Copyight Wolters Kluwer).
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Die Indikationen fur die ECMO lassen sich in zwei Kategorien unterteilen,
einerseits kardiale Indikationen und andererseits pulmonale Indikationen. Bei
kardialer Indikation wird die VA-ECMO eingesetzt, da sie auch
kreislaufunterstitzend wirkt. Bei therapierefraktaren hypoxischen und
hyperkapnischen Zustanden wird die VV-ECMO verwendet.

Tabelle 1: ECMO Indikationen. Tabellarische Darstellung der mdglichen Indikationen fiir den
Einsatz der VA- und der VV-ECMO (Kwak et al., 2020, Makdisi and Wang, 2015, Abbasi et al.,
2019).

Indikationen VA-ECMO Indikationen VV-ECMO

(kardiale Indikationen) (pulmonale Indikationen)

Kardiogener Schock (z.B. nach | ARDS (engl. Acute respiratory distress

Lungenembolie oder Myokardinfarkt) | syndrome)

Erfolglose Entwohnung von der HLM | ,Bridge to recovery”
(Lungenprotektion z.B. nach

Rauchinhalation)

Chronische Kardiomyopathie Pulmonale Hamorrhagie

Herztransplantatversagen (,Rescue | Pneumonie

therapy®)

,Bridge to transplant” Verfahren Status asthmaticus

eCPR Lungentransplantation (,Bridge to
(extrakorporale kardiopulmonale | transplant®)

Reanimation)
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1.1.3 Komplikationen der ECMO

Komplikationen konnen wahrend einer EMCO Therapie haufig auftreten und
flhren zu einer erhéhten Morbiditat und Mortalitat der Patienten (Makdisi and
Wang, 2015). Die Komplikationen der ECMO lassen sich nach ihrer Ursache in
system- und patientenbezogene Komplikationen unterteilen. Zu den wichtigsten
systembezogenen Komplikationen gehéren: Oxygenatorversagen (8,7% in VV-
ECMO und 6% in VA-ECMO), Kandulierungsprobleme (3,9% in VV-ECMO und
5,8% in VA-ECMO), Luft im Kreislauf (1,1% in VV-ECMO, 1,4% in VA-ECMO),
Pumpenmalfunktion (1,5% in VV-ECMO und 0,7% in VA-ECMO) und vor allem
die Thrombusbildung im ECMO-Kreislauf (13,4% in VV-ECMO und 8,2% in VA-
ECMO) (Thiagarajan et al., 2017). Die Thrombusbildung im ECMO Kreislauf ist
eine der haufigsten systembezogenen Komplikationen und ist gefurchtet, da sie
zu Thromboembolien fihren kann. Haufiger fuhrt sie jedoch zu einem Versagen
des extrakorporalen Kreislaufes, da ein Thrombus auf der Oxygenatormembran
die Gasaustauschfunktion so stark beeintrachtigen kann, dass der Oxygenator
ausgetauscht werden muss (Lehle et al., 2008). Zusatzlich zu den oben
genannten Komplikationen, spielen patientenbezogene Komplikationen, wie
Blutungen (bis zu 41% bei VA-ECMO), Infektionen (17,1% in VV-ECMO und
12,8% in VA-ECMO), Nierenversagen (ca. 10% bei VV- und VA-ECMO),
Hamolyse (5,5% in VV- und VA-ECMO), Verbrauchskoagulopathie (3,2% in VV-
und VA-ECMO) und Ischdmien der unteren Extremitat bei femoraler Kanulierung
(1% bei VV-ECMO und 3,6% bei VA-ECMO) eine Rolle (Thiagarajan et al., 2017).
Blutungen sind mit Abstand die haufigsten patientenbezogenen Komplikationen
und lassen sich durch eine Vielzahl von Faktoren begrinden. Erstmal lasst sich
bei Patienten an der ECMO eine Abnahme der Thrombozytenzahl (Marasco et
al., 2008), eine verminderte VWF-Aktivitat (von Willebrand Faktor Aktivitat) und
eine gesteigerte Fibrinolyse durch erhéhte tPA (engl. tissue plasminogen
activator) Konzentrationen nachweisen. AufRerdem entsteht bei ECMO
Patienten, durch den Verbrauch und die Verdinnung von Gerinnungsfaktoren
eine Koagulopathie. Zusatzlich werden die Thrombozyten durch die Scherkrafte

im ECMO Kreislauf dysfunktional, da essentielle Adhasionsmolekule verloren
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gehen. Alle diese Faktoren tragen zu einem deutlich erhohten Blutungsrisiko bei
diesen Patienten bei. Zuzuglich zu diesem erhohten Blutungsrisiko kommt noch
eine systemische Antikoagulation, meist mit Heparin, hinzu. Durch den Einsatz
von Heparin ist auRerdem die seltene, aber gefurchtete Komplikation der HIT Typ
2 (Heparin Induzierte Thrombozytopenie) mdglich. Bei diesem Krankheitsbild
bilden sich nach Einsatz von Heparin Autoantikorper gegen den Komplex aus
Heparin und Plattchenfaktor 4. Sobald diese IgG Autoantikorper Uber Fc-
Rezeptoren an  Thrombozyten  binden, kommt es zu einer
Thrombozytenaggregation  und  -aktivierung  mit  Freisetzung  von
prokoagulatorischen Mikropartikeln. Dies auldert sich klinisch in einem starken
Thrombozytenabfall und der Ausbildung von Thrombosen (Hogan and Berger,
2020). Aus diesem Grund wird die alternative Antikoagulation mit DOACs
(direkte orale Antikoagulantien) wahrend des ECMO Einsatzes, beispielweise mit
Bivalirudin, getestet, um diese schwerwiegende Komplikation zu vermeiden
(Pollak, 2019, Berei et al., 2018).

1.2 Optimierung der Himokompatibilitat kiinstlicher Oberflachen
Materialien, die fur biomedizinische Zwecke verwendet werden (Biomaterialien),
mussen hohe Anspriche in Bezug auf ihre Biokompatibilitat erfullen.
Insbesondere bei Biomaterialien, die in Kontakt mit Blut stehen (z.B.
Oxygenatormembranen), dirfen keine Komplikationen durch die Interaktion des
Blutes mit der kiinstlichen Oberflache entstehen; sie miissen hamokompatibel
sein. In der Medizin werden diverse Werkstoffe zur Herstellung von
Biomaterialien eingesetzt, wie beispielweise Metall, Keramik, Polymere und Glas.
Polymere gewinne zunehmend an Bedeutung, da sie einfach und kostengunstig
hergestellt werden konnen und vielfaltige Eigenschaften aufweisen konnen. Zur
Analyse der Hamokompatibilitat eines Biomaterials werden Veranderungen von
Thrombozyten, Erythrozyten und Leukozyten untersucht und die Generierung
von Aktivierungsprodukten im Blutplasma analysiert. Ebenfalls wird die Adhasion
von Proteinen und Zellen an die Materialoberflache untersucht (Weber et al.,
2018).
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1.2.1 Interaktion von Blut mit kiinstlichen Oberflachen

Bevor die Hamokompatibilitat eines Materials verbessert werden kann, muss
erstmal die Interaktion zwischen Blut und dem Material verstanden werden.
Diese Interaktion soll im folgenden Abschnitt naher erlautert werden.

Sobald Blut in Kontakt mit einer kiinstlichen Oberflache kommt, werden
prokoagulatorische und proinflammatorische  Signalkaskaden  aktiviert
(Abbildung 3). Zuerst kommt es durch den Kontakt von Blut mit einer kiinstlichen
Oberflache zur Anlagerung von im Blut enthaltenen Proteinen (,Protein Fouling®).
Hier kommt der sogenannte Vroman-Effekt zum Tragen, der die konsekutive
Absorption von Proteinen an die Oberflache kunstlicher Materialien beschreibt.
Proteine, die am Anfang an die Oberflache gebunden haben, werden mit der Zeit
durch grof3ere und weniger mobile Proteine verdrangt, die eine starkere Affinitat
fur das Material aufweisen (Ferreira et al., 2015). So bindet zunachst Fibrinogen
an die synthetische Oberflache und an diese Schicht aus Fibrinogen binden dann
weitere Proteine. Einerseits binden Proteine, welche die Gerinnung Uber den
intrinsischen Weg aktivieren, wie zum Beispiel Faktor Xl und Kininogen.
Andererseits kann Immunglobulin G und der Komplementfaktor C3b an die
Proteinschicht binden und hierdurch den alternativen Weg der
Komplementaktivierung induzieren (Doyle and Hunt, 2018). Nach der Absorption
von Proteinen koénnen nun auch Thrombozyten und Leukozyten (v.a.
Granulozyten) Uber die Integrine an ihrer Oberflache an die kiinstliche Oberflache
binden (Ferreira et al., 2015). Die Thrombozyten werden durch die Bindung an
die synthetische Oberflache aktiviert und Aggregieren. Auch die Leukozyten
werden aktiviert; einerseits Uber einen ,Cross-Talk” mit den Thrombozyten und
andererseits Uber die Komplementaktivierung. Die Leukozyten schutten dann
wiederum Zytokine und den Gewebefaktor (Faktor 1) aus und férdern dadurch
eine inflammatorische Reaktion und die Aktivierung der Gerinnung Uber den
extrinsischen Weg (Courtney and Forbes, 1994).
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Abbildung 3: Interaktion von Blut mit der Oberflache eines Biomaterials. Diese Abbildung zeigt
schematisch, iber welche Wege das Blut durch kiinstliche Oberflachen aktiviert wird. Einerseits
wird die Gerinnung Uber den intrinsischen und spater auch den extrinsischen Weg aktiviert.
Andererseits wird das Komplementsystem aktiviert, welches zur Bildung des
Membranangriffskomplexes fihrt und die Freisetzung der Komplementfaktoruntereinheiten C5a
und C3a provoziert, die in der Lage sind Leukozyten zu aktivieren. Durch ,Protein Fouling” auf
dem Biomaterial sind auch Thrombozyten in der Lage an die kiinstliche Oberflache zu binden,

wodurch sie aktiviert werden (Weber et al., 2018).

Die zuvor beschriebenen Prozesse spielen sich auch an den Oberflachen des
extrakorporalen Kreislaufs ab und insbesondere an der Oxygenatormembran.
Diese hat einen besonderen Stellenwert, da sie eine sehr grof3e Oberflache (ca.
2 m?, (Ye et al., 2015)) besitzt, die zudem hydrophob ist (Doyle and Hunt, 2018).
Diese hydrophobe Oberflache neigt zur Absorption von Proteinen aus dem Blut
und hat daher prothrombotische Eigenschaften. Da die konstante
Gerinnungsaktivierung auch proinflammatorisch wirkt, kann es bei ECMO
Patienten auch zu exzessiven Entziindungsreaktionen kommen (Millar et al.,
2016). Neben einer verstarkten Thrombozytenaktivierung, wird die
Thrombusbildung auch durch erhdhte Fibrinogen- und Faktor VIiI-

Konzentrationen, Heparinresistenz und Hamolyse geférdert (Thomas et al.,
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2018). Ebenfalls tragen erhdhte Scherkrafte im ECMO Kreislauf zum
hamostatischen Ungleichgewicht der Patienten bei. In der Tat verursachen die
Scherkrafte, die v.a. von der Pumpe ausgehen, sowohl prothrombotische als
auch blutungsfordernde Veranderungen. Sie fuhren einerseits zu Hamolyse, die
vor allem bei hoheren Flussraten auftritt, und fordern dadurch prothrombotische
Veranderungen und andererseits fuhren sie zu einem Verlust essentieller
Adhasionsmolekile von Thrombozyten und einer Abnahme der VvWF
Konzentration, wodurch Blutungskomplikationen gefordert werden konnen.
Aulerdem kann Hypoxie, sowie Thrombin-, Histamin- oder
Vasopressinausschuttung die Ausschuttung von Plasminogenaktivatoren fordern
(Doyle and Hunt, 2018) und zu einer verstarkten Fibrinolyse flhren.

1.2.2 Ansatze zur Optimierung der Hamokompatibilitat

Wie im vorherigen Abschnitt dargestellt, bestimmen die
Oberflacheneigenschaften eines Biomaterials wesentlich seine Interaktion mit
seiner biologischen Umgebung. Da die wenigsten Materialien von Natur aus
geeignet sind, um in den menschlichen Korper integriert zu werden, muss ihre
Oberflache modifiziert werden. Hierbei darf die Oberflachenmodifizierung nicht
die Kerneigenschaften des Materials verandern. Die Oberflachenmodifizierung
und Oberflachenbeschichtung kann mittels physikalischer und chemischer
Methoden erfolgen und kann die Biokompatibilitat eines Biomaterials wesentlich
verbessern. Insbesondere soll die unspezifische Absorption von Proteinen an
das Biomaterial reduziert werden, da somit auch antithrombogene und
antiinflammatorische Eigenschaften verbessert werden. Auflerdem soll die
Anlagerung und das Wachstum von Endothelzellen gefordert werden.

Allgemein lassen sich Oberflachenmodifizierungen und -beschichtungen in drei
Kategorien einteilen: Passivierung, Beschichtung mit bioaktiven Substanzen und
Endothelialisierung. Unter einer passiven Beschichtung versteht man die
Veranderung einer Oberflache mit Molekilen, die passiv antithrombogen wirken,
d.h. sie wirken der unspezifischen Proteinabsorption entgegen (,anti-Fouling®)
(Tchouta and Bonde, 2015). Oft wird dies durch eine Steigerung der Hydrophilitat
erreicht, beispielsweise mit Hilfe einer Plasmabehandlung mit EinfUhrung polarer

Gruppen oder uber die Beschichtung mit hydrophilen Polymeren. Hierbei
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kommen wu.a. Phosphorylcholin, Albumin und Poly-2-methoxyethylacrylat
(Ontaneda and Annich, 2018) zum Einsatz. Durch die Immobilisierung von
Biomolekilen (Proteine, Saccharide, Lipide, Medikamente etc.) kann ein
Biomaterial spezifische gewunschte Effekte in seiner Umgebung auslosen. Fur
diese sogenannte bioaktive Beschichtung konnen adhasive Proteine der
Extrazellularmatrix (Fibronektin, Vitronektin, Kollagen etc.) verwendet werden,
um die Anlagerung von Endothelzellen zu fordern. Zusatzlich kann eine bioaktive
Beschichtung mit Substanzen erfolgen, die aktiv Gerinnungsprozesse bzw.
Gerinnungsfaktoren hemmen. Hierzu zahlen zum Beispiel: Heparin,
Stickstoffmonoxid (NO) und direkte Thrombininhibitoren. Die Biomolekule
konnen entweder kovalent oder physikalisch an das jeweilige Material gebunden
werden. Eine kovalente Bindung bringt den Vorteil einer hoheren Stabilitat und
daher einer langeren Wirksamkeit (Klement et al., 2002). Jedoch muissen, bevor
eine kovalente Bindung entstehen kann, erstmal reaktive Gruppen auf dem zu
beschichtenden Material eingefihrt werden. Diese konnen zum Beispiel durch
chemische Reaktionen, wie Silanisierung entstehen oder auch mit Hilfe einer
Plasmabehandlung geschaffen werden. Zuletzt kdnnen Oberflachen auch durch
Beschichtung mit Endothelzellen (Endothelialisierung) hamokompatibler
gemacht werden. Die Endothelialisierung entspricht in der Theorie der idealen
Oberflachenbeschichtung, da es sich um eine sich selbst regulierende und
regenerierende Beschichtung handeln wurde.

Die Beschichtung von Oberflachen zur Verbesserung der Hamokompatibilitat
findet schon heutzutage in vielen Bereichen der Medizin Anwendung. So werden
auch Komponenten der ECMO beschichtet, um eine bessere Vertraglichkeit mit
dem Blut zu schaffen. In der Tabelle 2 werden biopassive und bioaktive

Beschichtungen aufgefuhrt, die bereits eingesetzt werden.
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Tabelle 2: Oberflachenbeschichtungen von extrakorporalen Kreislaufen. Darstellung der
unterschiedlichen Beschichtungen von extrakorporalen Kreislaufen, die aktuell Anwendung in der
Klinik finden (modifiziert nach Maul et al., 2015).

Hersteller Name Beschichtungstechnik und Eigenschaften
Beschichtung

Medtronic Carmeda Kovalent gebundenes Heparin
(gerinnungshemmend)

Trilium Kovalent gebundenes Heparin
(gerinnungshemmend), Sulfat- und
Sulfonatgruppen (negative Ladung),
Polyethylenoxid (hydrophil)

Maquet Bioline Kovalent gebundenes humanes Albumin
(Passivierung) und Heparin
(gerinnungshemmend)

Safeline Kovalent gebundenes synthetisches Albumin
(Passivierung)
Softline Amphiphile Polymerbeschichtung (Abnahme
Oberflachenspannung)
Terumo X-coating Poly-2-methoxylacrylat (Reduzierung Zell-

und Proteinadh&sion)

Sorin Smart-X Polymerbeschichtung (Polycaprolacton-
Polydimethylsiloxan-Polycaprolacton)
(Reduzierung Zell- und Proteinadhasion)

P.h.i.s.i.o Phosphorylcholin  (Reduzierung Zell- und
Proteinadhasion)

Vor allem die Beschichtung mit kovalent gebundenem Heparin ist weit verbreitet.
Diese Beschichtung reduziert die Absorption von Thrombozyten an die
Oxygenatormembran und reduziert potentiell auch die inflammatorische Antwort,
sowie die Aktivierung der Fibrinolyse (Niimi et al., 1999, Wendel and Ziemer,
1999). Jedoch senken diese Beschichtungen die Gerinnungsneigung nicht
genug, um auf eine systemische Antikoagulation mit Heparin verzichten zu

konnen, die selbst Nachteile aufweist. Einerseits wirkt Heparin nicht auf schon
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existierende Gerinnsel. Andererseits basiert der Wirkmechanismus von Heparin
auf einer Interaktion mit Antithrombin III (AT IIl), sodass die AT Ill Konzentration
im Verlauf einer Heparintherapie deutlich reduziert werden kann. Zusatzlich birgt
die Heparintherapie das Risiko einer HIT (Heparin induzierte Thrombozytopenie)
(Silvetti et al., 2015). Dementsprechend bedarf es noch weiterer, verbesserter
Beschichtungsmethoden fur ECMO Kreislaufe. Idealerweise sollte die
Beschichtung dem physiologischen Endothel so sehr &hneln, dass eine
systemische Heparinisierung obsolet wirde. So haben beispielweise Obstals et
al. eine Beschichtung von PMP-Oxygenatormembranen mit Polymerbursten
entwickelt und zeigten, dass diese Beschichtung die Initiierung der Gerinnung
verringert, sowie die Adhasion von Leukozyten und Thrombozyten verringert
(Obstals et al., 2018). Auch weitere potentielle neue Beschichtungen von
Oxygenatormembranen mit PEG (Abednejad et al., 2014), Plasma (Huang et al.,
2016a), Phospholipidfiimen (Iwasaki et al., 2002), PEG und Heparin (Wang et al.,
2017) und zwitterionischen Polymeren (Wang et al., 2016) werden aktuell in der
Literatur beschrieben.

1.3 Endothelialisierung zur Verbesserung der Himokompatibilitat
Aktuell bestehen Bestrebungen, Medizinprodukte mit Endothelzellen zu
beschichten, da man sich dadurch eine Optimierung der Hamokompatibilitat
erhofft. Endothelzellen bilden im gesamten Gefalisystem die GefalRauskleidung
und sind die physiologische Schnittstelle zwischen Blut und Gefallwand.

1.3.1 Das Endothel

Das Endothel ist mehr als eine einfache Gefaldauskleidung, da es samtliche
Funktionen, wie Metabolismus, Angiogenese, Hamostase, Inflammation,
Synthese und Abbau von extrazellularer Matrix und Regulation von
GefalRpermeabilitat und -tonus erfullt. AuRBerdem halt das Endothel das
Gleichgewicht zwischen Hemmung und Forderung der Migration von glatten
Muskelzellen, Thrombogenese und Fibrinolyse und zwischen Vasodilatation und
Vasokonstriktion aufrecht (Feletou and Vanhoutte, 2007). Das gesunde, nicht
aktivierte Endothel hemmt die primare Hamostase, die Gerinnungskaskade und
Inflammationsreaktionen in Gefallen. Dabei erfolgt die Hemmung der primaren
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Hamostase Uber die Ausschiuttung von NO (Stickstoffmonoxid) und PGl2
(Prostacyclin) und durch die Aufrechterhaltung eines vasodilatativen Phanotyps.
AulBerdem wird Uber den Abbau von ADP (Adenosindiphosphat) durch
Ektonukleotidasen des Endothels die Aggregation von Thrombozyten gehemmt.
Die Hemmung der Gerinnungskaskade wird uber die Exprimierung von
Thrombomodulin, TFPI (engl. Tissue Factor Pathway Inhibitor) und
Heparansulfat an der Plasmamembran der Endothelzellen bewirkt. Der Rezeptor
Thrombomodulin macht z.B. aus der prokoagulatorischen Wirkung von Thrombin
eine antikoagulatorische Wirkung, indem die Fahigkeit von Thrombin das Protein
C zu aktivieren, vertausendfacht wird. Zudem hat das Endothel uber die
Freisetzung von t-PA (engl. Tissue plasminogen activator) eine fibrinolytische
Wirkung. Damit Leukozyten aus dem Blut ins umliegende Gewebe gelangen
konnen, mussen sie an das Endothel binden und es anschlielend uber
Diapedese passieren. Die Interaktion von Leukozyten mit Endothelzellen
benétigt jedoch Adhéasionsmolekile, wie P-Selectin, ICAM-1 (Interzellulares
Zelladhasionsmolekil 1) und VCAM-1/CD106 (engl. Vascular cell adhesion
molecule 1), die wenig im gesunden Endothel exprimiert werden, sodass dieses
antiinflammatorisch wirkt. Sobald Endothelzellen, zum Bespiel durch Verletzung,
aktiviert werden, verandert sich deren Phanotyp und wird prothrombotisch und
prokoagulatorisch. Es kommt zur Freisetzung vom vVWF, TXA2 (Thromboxan Az)
und PAF (Plattchen aktivierender Faktor), wodurch die Thrombusbildung
geférdert wird (Feletou, 2011). Dabei fordert der vVWF durch seine Interaktion mit
dem Gewebefaktor die Aktivierung der Gerinnungskaskade (Rajendran et al.,
2013). Der Gewebefaktor wird durch die Sekretion von TNFa
(Tumornekrosefaktor o) auf Zellen vermehrt exprimiert. Auerdem fuhrt der vWF
zu einer Freisetzung von PAI 1 (engl. Plasminogen activator inhibitor). PAI 1 ist
in der Lage t-PA zu hemmen, wodurch die Fibrinolyse verhindert wird. Zuletzt
fuhren aktivierte Endothelzellen auch zu einer inflammatorischen Reaktion, da
vermehrt Adhasionsmolekule exprimiert werden, wodurch die Leukozyten die

Endothelzellschicht vermehrt passieren konnen.
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1.3.2 Endothelialisierung von Hohlfasermembranen

Das Endothel bildet die naturliche Barriere zwischen Blut und GefalRwand und ist
wesentlich an der Regulierung von Hamostase und Entzindung beteiligt. Daher
wird generell angenommen, dass durch die Beschichtung kunstlicher
Oberflachen mit Endothelzellen (EC), die Hdmokompatibilitdt verbessert wird und
somit hamostatische Komplikationen reduziert werden. Auf3erdem konnte durch
die Beschichtung mit Endothelzellen eine dauerhaft antithrombotische
Oberflache gebildet werden, die sich auch selbst regenerieren kdnnte (Pflaum et
al., 2017). Es bestehen aktuell Bestrebungen, die Oberflache von
Membranoxygenatoren, die aus Hohlfasermembranen (HFM z.B. aus
Polymethylpenten; PMP-HFM) bestehen, mit Endothelzellen zu beschichten, um
ihre Hamokompatibilitat zu verbessern.

Im Bereich des Tissue Engineerings bestehen zurzeit zwei Ansatze zur
Endothelialisierung von  Oxygenatormembranen  beziehungweise von
Gewebegerusten insgesamt. Einerseits kann eine Praendothelialisierung in vitro
erfolgen und andererseits kann eine in situ Selbstendothelialisierung durch
Abfangen von zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen (EPCs) realisiert
werden. Bei der in vitro Endothelialisierung werden die Endothelzellen auf eine
kiinstliche Oberflache ausgesat. Da die Eigenschaften kinstlicher Oberflachen
in der Regel wenig vorteilhaft fir die Anlagerung und das Wachstum von
Endothelzellen sind, mussen diese erstmal modifiziert werden. Hierbei
unterscheidet man drei Modifizierungstechniken: i) physikalische Veranderung
topographischer Eigenschaften (z.B. Elektropolieren) ii) chemische Behandlung
mit Einfihrung funktioneller Gruppen, die die Hydrophilitdt beeinflussen (z.B.
Plasmabehandlung), iii)) Biofunktionalisierung z.B. mit zelladhasiven
Extrazellularmatrixproteinen und Wachstumsfaktoren (Pang et al., 2015). Zur in
vivo Endothelialisierung werden EPCs genutzt, die eine Population
mononuklearer Zellen sind. Sie sind in erster Linie im Knochenmark vorhanden,
zirkulieren jedoch in geringen Mengen auch im peripheren Blut bei Erwachsenen
und konnen Eigenschaften von Endothelzellen erlangen. Um EPCs aus dem Blut
an die kunstliche Oberflache anlocken zu kénnen (engl. Homing), missen EPC-
selektive Moleklle an die zu besiedelnde Oberflache gebunden werden. Dies
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sind zum Beispiel Antikorper (anti-CD34, anti-CD133, anti-VEGFR-2), Peptide,

magnetische Molekile, Oligosaccharide und Aptamere (Avci-Adali et al., 2010).

1.3.3 Verwendung der Click-Chemie im Tissue Engineering

Der Begriff Click-Chemie wurde im Jahr 2001 von K.B. Sharpless etabliert (Kolb

et al., 2001) und bezeichnet chemische Reaktionen, die folgende Bedingungen

erfullen (Moses and Moorhouse, 2007):

e Hohe Ausbeute

e Schneller Ablauf

e Breite und einfache Anwendung

e Stereospezifisch

e Ungefahrliche Nebenprodukte, die einfach entfernt werden kdnnen

e Verwendung ungefahrlicher Losungsmittel

e Unempfindlich gegentiber H20 und O-

Mit diesen Reaktionen lassen sich am Beispiel der Natur, komplexe Produkte

einfach generieren. Reaktionen, die als Click-Chemie Reaktionen gelten, sind

Cycloadditionen wie die CUAAC (Cu' katalysierte 1,3-Dipolare Cycloaddition von

Aziden und Alkinen), nucleophile Substitutionen (z.B. Ringéffnungsreaktionen

von Epoxiden), nichtaldolartige Carbonylreaktionen (z.B. Bildung von

Harnstoffen) und Additionen an C-C Mehrfachbindungen (z.B. Epoxidierungen)

(Moses and Moorhouse, 2007). Seit der intensiveren Auseinandersetzung mit

den sogenannten Click-Chemie Reaktionen, haben diese sich als universelles

Werkzeug fur die Modifizierung von DNA, Proteinen, sowie die Herstellung von

Konjugaten und fur die Fluoreszenzmarkierung von Proben etabliert. Aus diesem

Grund wurden 2022 die Wissenschafter:innen Carolyn Bertozzi, Barry Sharpless

und Morten Meldal mit dem Nobelpreis fur Chemie fur ihren Beitrag zur

Entwicklung der Click-Chemie geehrt.

Die Click-Chemie ist insbesondere in den Bereichen der Biokonjugation, der

Materialwissenschaften und der Wirkstoffforschung von Bedeutung (Moses and

Moorhouse, 2007). Unter dem Begriff Biokonjugation versteht man die kovalente

Verbindung von zwei Molekilen, wobei mindestens eines davon ein Biomolekul

ist. So konnen beispielweise Biomolekule mit einer fluoreszierenden Probe

konjugiert und dann dargestellt werden. Auch konnen Proteine mithilfe der Click-
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Chemie kovalent an Oberflachen gebunden werden, ohne, dass sie ihre Aktivitat
verlieren (Shi et al., 2008). Die Click-Reaktionen sind somit eine gute Mdglichkeit,
um biologische Verbindungen z.B. zwischen Zellen oder zwischen bioaktiven
Molekilen und Oberflachen herzustellen (Orski et al., 2010). Fur die
Materialwissenschaften findet die Click-Chemie beispielsweise bei der
Produktion von Polymeren Anwendung. Zusatzlich konnen Click-Chemie
Reaktionen das Screening von chemischen Datenbanken ermdglich und so die
Wirkstoffforschung vorantreiben.

Die CuAAC gilt als Goldstandard der Click-Chemie Reaktionen, da diese
Reaktion sehr verlasslich und vielfaltig ist. Zudem konnen Azide Uber zelleigene
Stoffwechselwege in lebendige Organismen eingefuhrt werden, beispielweise
uber die Verwendung von Azidozuckern (Laughlin and Bertozzi, 2007). Da Azide
und Alkine auRerdem kaum physiologisch vorkommen, gibt es keine ungewollten
Kreuzreaktionen mit anderen Biomolekulen (Chaturvedi et al., 2011). AufRerdem
sind Azide sehr klein, sodass diese die Funktion der Zielmolekile wenig
beeinflussen. Von Nachteil ist allerdings, dass zytotoxisches Kupfer als
Katalysator verwendet wird. Infolgedessen etablierte Carolyn Bertozzi den Begriff
,bioorthogonal®, um Reaktionen zu beschreiben, die nicht mit der biologischen
Umgebung interagieren, dessen funktionelle Gruppen biologisch inaktiv sind und
ausschlieRlich miteinander reagieren, sowie ohne die Verwendung zelltoxischer
Substanzen zugig und unter physiologischen Bedingungen ablaufen konnen
(Kérpertemperatur, neutraler pH). Zusatzlich sollte mdglichst eine der reaktiven
Gruppen klein sein, sodass sie nicht die Funktion des zu markierenden
Biomolekils beeintrachtigt (Sletten and Bertozzi, 2011). In Anbetracht dieser
Kriterien ist die CuAAC nur eine beinahe bioorthogonale Reaktion, weshalb
Bertozzi et al. im Jahr 2004 die kupferfreie 1,3-Dipolare Cycloaddition von Aziden
und Alkinen (SPAAC, kupferfreie Click-Chemie) etablierten (Agard et al., 2004).
Dank dieser Entwicklung konnen nun auch Click Reaktionen in lebendigen
Organismen ablaufen. So zeigten Lee et al. beispielsweise, dass
Wachstumsfaktoren Uber die kupferfreie Click-Chemie an Kollagenfasern

gebunden werden konnten. Diese Verbindung war biokompatibel, nicht
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zytotoxisch und forderte die Anlagerung und das Wachstum von epithelialen
Zellen (Lee et al., 2017).

1.4 Zielsetzung

Die ECMO ist ein Therapieverfahren zur Behandlung von Patienten mit
schwerem Herz- und/oder Lungenversagen. Dieses Verfahren ist jedoch noch
mit diversen Komplikationen verbunden, vor allem mit dem Risiko von Blutungen
und Thrombusbildungen. Diese Komplikationen lassen sich zum Teil durch die
mangelnde Hamokompatibilitat der ECMO-Bestandteile erklaren. Insbesondere
der Oxygenator, bestehend aus hydrophoben Hohlfasermembranen (HFM),
spielt hier eine grofl3e Rolle, da er Gber eine groRe blutkontaktierende Oberflache
verfugt. Durch ihre hydrophoben Eigenschaften fordern die HFM die Absorption
von Proteinen aus dem Blut. Dies fuhrt wiederum zur Anlagerung von
Thrombozyten und Leukozyten und dann zur Aktivierung prokoagulatorischer
und proinflammatorischer Signalkaskaden. Um diese Prozesse zu unterbinden,
sollte die Oberflache der HFM die naturliche Trennwand zwischen Blut und
GefalRwand imitieren. Das Endothel mit seinen Endothelzellen ist wesentlich an
der Regulierung von Hamostase und Inflammation beteiligt und wirkt in seinem
inaktivierten Zustand dauerhaft antithrombotisch und antiinflammatorisch. In der
vorliegenden Arbeit soll ein Protokoll zur Endothelialisierung von PMP-HFM zur
Verbesserung ihrer Himokompatibilitat etabliert werden.

2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tabelle 3: Verwendete Geréate

Artikel Hersteller

Brutschrank (Hereus 6000) ThermoScientific, USA

CASY Zellzahler Roche Innovatis AG, Deutschland
ELISA Reader (Eon Synergy 2) BioTek Instruments Inc., USA
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FACScan

BD Biosciences, USA

HB-1000 Hybridizer Ofen

Ultra-violet Products Ltd., UK

Fluoreszenzmikroskop
(Axiovert 135)

Carl Zeiss AG, Deutschland

Mikroplattenleser (Mithras 940)

Berthold Technologies GmbH &

Co.KG, Deutschland

Parallelplattenreaktor Denta Plas®

Diener electronic, Deutschland

pH Meter (Mettler Toledo

SevenCompact S220)

Cole-Parmer GmbH, Deutschland

Rollschuttler

Phoenix Instrument, Deutschland

Sonorex Ultraschallbad

Bandelin, Deutschland

Schittler (Polymax 1040)

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Deutschland

Tischzentrifuge (MiniSpin Plus)

Eppendorf AG, Deutschland

Thermoschiittler

Eppendorf AG, Deutschland

Zentrifuge (5415 R)

Eppendorf AG, Deutschland

Zentrifuge (Rotanta 460 R)

Hettich, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Artikel

Hersteller

Filter, steril (0,2 pm)

Thermo Fisher Scientific, USA

FACS-Rundboden Rohrchen

Corning Incorporated, USA

Eppendorfgefafd (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf AG, Deutschland

Kryoréhrchen

STARLAB GmbH, Deutschland

Kanulen (100 Sterican)

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Neubauer Zahlkammer

Brand GmbH u. Co. KA, Deutschland

Pipettenspitzen (10ul, 20ul,
200pl, 1000ul)

100ul,

STARLAB GmbH, Deutschland
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Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 20

ml)

Corning Incorporated, USA

Spritzen (1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Zentrifugenrdhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-one, Osterreich

Zellkulturplatten (6-Well, 12-Well)

Greiner Bio-one, Osterreich

Zellkulturflasche (75 cm?und 175 cm?)

Greiner Bio-one / Osterreich

2.1.3 Losungen und Puffer

Tabelle 5: Verwendete Losungen und Puffer

Puffer/L6sung (End.-Konz.)

Zusammensetzung

Glycin-HCI (100 mM, pH 2,7)

375 mg Glycin
pH mit HCI eingestellt
in dH20 (Gesamtvolumen 50 ml)

Salzsaure (1 mM)

Methylorange-Lésung (1 mM)

16.36 mg Methylorange

in 50 ml Ampuwa

Natriumhdyroxid (1 mM)

4 mg NaOH
100 ml dH20

Tris-Base (1 M, pH 7,5)

2,42 g Trizma-Base
pH mit HCI eingestellt
in dH20 (Gesamtvolumen 20 ml)

Tris-Puffer (2 M, pH 7,5)

1.889 g Trizma-Base
10.16 g Trizma-Hydrochlorid
in dH20 (Gesamtvolumen 40 ml)

Tris gepufferte Kochsalzlésung (TBS)
pH 7,5

0,5 ml Tris Puffer (2 M, pH 7,5) in 10
ml dH20 (Endkonz.100 mM)
NaCl (150 mM)
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21.4 Zellen

Tabelle 6: Verwendete Zellen

Zelllinie

Herkunft

HUVECs (Human umbilical cord vein
endothelial cells)

American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, USA)

P2B1
CD31, zur Herstellung monoklonaler
anti-CD31 Antikorper)

Hybridomazellen (Antigen:

Studies
Bank (DSHB, lowa, USA)

Developmental Hybridoma

2.1.5 Zellkulturmedien

Tabelle 7: Verwendete Zellmedien fir die Zellkultur

Medium

Zusammensetzung

VascuLife Complete Medium
(CellSystems), EC-Medium
complete

(HUVEC Zellkultur)

VasculLife Basal Medium

EnGS Kit (ohne Hydrocortison)

EnGS LifeFactor 0,2 %, rh EGF 5
ng/ml, Ascorbinsaure 50 pg/ml, L-
Glutamin 10 mM, Heparansulfat 0,75
U/ml, fetales Kalberserum (FCS) 2 %,

Medium-BulletKit™ (Lonza), EGM-2-
Medium complete
(HUVEC Inkubation mit HFM)

Gentamycin 30 mg/ml und
Amphotericin B 15 ug/ml
EGM™-2 Endothelial Cell Growth | EBM-2 Medium

2 BulletKit (ohne Heparin und FCS)
hEGF, Hydrocortison, Gentamycin,
Amphotericin B, VEGF, hFGF-B, R3-
IGF-1, Askorbinsaure, 10% humanes
AB-Serum, 1% L-Glutamax

Wachstumsmedium
Zellkultur)

(Hybridoma

IMDM mit HEPES (ThermoFisher)
5% FCS
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L-Glutamin (200 mM)
Natriumpyruvat (100 mM)
Gentamycin (50 ng/ml)
Penicillin-Streptomycin (10 000U/ml
und 10

Penicillin mg/mL

Streptomycin)

Serumfreies Medium

Zellkultur)

(Hybridoma

Hybridoma-SFM (ThermoFisher)
L-Glutamin (200mM)

Natriumpyruvat (100 mM)
Penicillin-Streptomycin (10 000U/mL

Penicillin und 10 mg/mL
Streptomycin)
2.1.6 Chemikalien und Reagenzien
Tabelle 8: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Medienzusatze
Chemikalie Hersteller
Amphotericin B Sigma Aldrich, USA
Ampuwa Fresenius SE & Co. KGaA,

Deutschland

BSA (Bovines Serum Albumin)

Sigma Aldrich, Deutschland

BGG (Bovines Gamma Globulin)

Invitrogen, Deutschland

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma, Deutschland

Ethanol, 99 %

AppliChem GmbH, Deutschland

FACSClean BD Biosciences, US
FACSRinse BD Biosciences, USA
Gentamycin Sigma Aldrich, USA
Gelatine Sigma, Deutschland
L-Glutamin Life Technologies, USA

Nukleasefreies Wasser

Quiagen, Deutschland

Natriumpyruvat

ThermoFisher, USA

Paraformaldehyd (4%)

Merck, Deutschland
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Penicillin und Streptomycin

Life Technologies, USA

PBS mit Ca/Mg (PBS™)

ThermoFisher, USA

PBS ohne Ca/Mg

ThermoFisher, USA

PrestoBlue Assay

Invitrogen, Carlsbad, USA

Trypsin

Promocell, Deutschland

TNS (Trypsin neutralizing solution)

Promocell, Deutschland

Trypanblau-Farbelosung

Sigma Aldrich, USA

Triton X-100

Sigma, Deutschland

Ziegenserum (100%)

Invitrogen, USA

2.1.7 Chemikalien fiir die Beschichtung von Hohlfasermembranen

Tabelle 9: Eingesetzte Chemikalien fur die Beschichtung von Hohlfasermembranen

Chemikalie

Hersteller

3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES),
100%

Sigma Aldrich, Deutschland

Dibenzylcyclooctyne-
Polyethylenglycol-N-
Hydroxysuccinimidyl Ester
(DBCO-PEG4-NHS Ester), 10 mg

Jena Bioscience, Deutschland

Methanol (100 %)

Honeywell Research  Chemicals,

Deutschland

Toluol (99,8%)

Sigma Aldrich, USA

2.1.8 Chemikalien fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Tabelle 10: Verwendete Chemikalien fir die Fluoreszenzmikroskopie

Artikel

Hersteller

Actin Red 555 (2 Tropfen/ml PBS)

ThermoFisher, USA

Calcein-AM (50 pg in 200 pl DMSO)

ThermoFisher, USA

Cy3-Azid (4 mg/ml)

Sigma-Aldrich, USA

31



DBCO-Sulfo-Cy3 (10 mM)

Jena Bioscience, Deutschland

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (1
mg/ml)

Sigma-Aldrich, USA

2.1.9 Antikorper

Tabelle 11: Verwendete Antikorper fiir die Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie

Antikorper Label Hersteller

Maus anti-human VE- | - ThermoFisher, USA
Cadherin (CD144)

Antikorper

(0,5 mg/ml)

Maus anti-human CD31 | - Isoliert aus P2b1
lgG Hybridomazellen
Ratte anti-Maus 1gG1 | PE eBioscience Inc., USA
(0,2 mg/ml)

Ziege anti-Maus IgG Alexa Fluor 488 ThermoFisher, USA
(2 mg/ml)

2.1.10 Chemikalien zur Modifizierung der Oberflaiche von HUVECS
Tabelle 12: Verwendete Chemikalien zur Modifizierung der Oberflache von HUVECs

Artikel

Hersteller

AcsManNAz (10 mM Stock in DMSO)

Sigma Aldrich, USA

2.1.11 Kits

Proteinbestimmung

far

Tabelle

Proteinbestimmung

Antikorperisolation,

13: Verwendete Kits fir die Antikdrperisolation,

Antikorpermodifizierung und

Antikdrpermodifizierung und

Kit

Hersteller/Land

BCA Protein Assay

ThermoFisher, USA
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Magne Protein G Beads

Promega, Deutschland

Kit

Site Click Antibody Azido Modification

ThermoFisher, USA

2.1.12 Hohlfasermembranen (HFM)
Tabelle 14: Hohlfasermembranen (HFM)

Material

Herkunft

Polymethylpenten-Membran (PMP)

3M Membrana, Deutschland

2.1.13 Software

Tabelle 15: Verwendete Software

Messung/
Photometrische
Messung

Programm Funktion Hersteller/Land

CellQuestPro Durchflusszytometrie BD Biosciences, USA
(Messung)

FlowJo Durchflusszytometrie Tree Star Inc., USA
(Auswertung)

Gen5 Kolorimetrische BioTek Instruments Inc.,

USA

GraphPad Prism 7

Statistische Auswertung

Statcon GmbH,

Deutschland

Fluoreszenzmessung

MikroWin Fluoreszenzmessung Mikrotek Laborsysteme
GmbH
Excel Auswertung der | Microsoft, USA

Zeiss Axio Vision

Fluoreszenzmikroskopie

Zeiss, Deutschland

ELISA Analysis

BCA Assay

Elisakit.com, Australien
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2.2 Methoden

2.2.1 Auftauen von primaren humanen Endothelzellen

HUVECs (engl. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) sind primare humane
Endothelzellen, die aus Nabelschnurblut isoliert werden. Um diese aufzutauen,
wurde zu Beginn ein Reaktionsgefald mit 10 ml EC-Medium befullt. Anschlie3end
wurde das Kryordhrchen mit den HUVECs aus dem Stickstofftank (-196°C) bzw.
der Tiefkuhltruhe (-80°C) entnommen und im Wasserbad aufgetaut. Sobald die
Zellen ganz aufgetaut waren, wurden diese sofort in das Reaktionsgefaly
Uberfiihrt und fir 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand
entfernt, die Zellen in frischem EC-Medium resuspendiert und in eine
beschichtete Zellkulturflasche (T 75) tUberfihrt und unter Standardbedingungen
(37°C, 5% CO2) inkubiert. FUr die Beschichtung der Zellkulturflasche wurden 6
ml einer 0,1% Gelatine Lésung (1g Gelatine in 1000 ml Ampuwa) in die
Zellkulturflasche gegeben und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach

der Inkubationszeit wurde die Uberschussige Flussigkeit wieder entfernt.

2.2.2 Kultivierung und Passagieren von primaren humanen Endothelzellen
Fur die Experimente wurden die HUVECs wdchentlich passagiert. Hierfur wurde
erstmal das Medium in der T 175 Zellkulturflasche abgesaugt und die Zellen mit
10 ml einer phosphatgepufferten Salzlésung (PBS ohne Mg/Ca) gewaschen.
Nach dem Absaugen der Salzlésung wurden 5 ml Trypsin hinzugegeben. Nach
gleichmafiger Verteilung in der Zellkulturflasche wurde dieser Ansatz fur ca. 3
min bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 5 ml Trypsin Neutralization
Solution (TNS) hinzugefiigt, um die Proteaseaktivitat des Trypsins zu inhibieren.
SchlieB3lich wurden die Zellen vorsichtig von der Flasche abgespult, in ein 15 ml
Reaktionsgefalt Uberflhrt und fiir 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und die Zellen in 1 ml EC-Medium resuspendiert. Im Anschluss
wurden weitere 4 ml Medium hinzugegeben und die Zellen in einer Neubauer

Zahlkammer gezahlt. Vitale Zellen mit intakter Zellmembran erschienen hier
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braun-gold, wohingegen beschadigte oder tote Zellen durch den Farbstoff
Trypanblau blau gefarbt wurden. Nach der Zellzahlung wurden die Zellen im
gewunschten Verhaltnis ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 80-90 % unter
Standardbedingungen (5 % CO2, 37°C) kultiviert.

2.2.3 Zellen Einfrieren

Zum Einfrieren der Zellen wurde die Zellzahl auf 2,0 x 108 Zellen/ml eingestellt.
Hierzu wurden die Zellen, wie im Abschnitt 2.2.2 beschrieben, abgelost und
gezahlt. Im Anschluss wurden 900 ul Zellsuspension mit 100 yl DMSO in ein
Kryorohrchen tberfuhrt und gut vermischt. Die Rohrchen wurden dann 24 h bei
-80°C in einem mit Isopropylalkohol befulltem Gefrierbehalter eingefroren, um
eine konstante Kuhlrate von -1°C/min zu gewahrleisten. Nach Ablauf der 24 h
wurden die Rohrchen aus dem Gefrierbehalter entnommen und bei -80°C oder
in Flussigstickstoff weiter gelagert.

2.2.4 Beschichtung von PMP-Hohimembranen

Um eine Endothelialisierung zu erméglichen, muss die Oberflache der PMP-HFM
modifiziert werden. Hierfur erfolgte eine O2-Plasmabehandlung, eine
Silanisierung mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES), eine Reaktion mit
Dibenzylcyclooctyne-PEG4s-NHS  Ester (DBCO-PEG4+-NHS  Ester) und
schlussendlich die Inkubation mit HUVECs.

2.2.4.1 Oz-Plasmabehandlung

Die Plasmabehandlung ist eine physikalische Methode zur Modifizierung von
Oberflachen (Solouk et al., 2011). Bei der Niederdruck-Plasmatechnik wird Gas
im Vakuum ionisiert, was wiederum zur Bildung von energiereichen und reaktiven
Teilchen fuhrt. Durch die Verwendung von Sauerstoff als Gas fur die
Plasmabehandlung entstehen Ox-funktionelle Gruppen, wie Carboxylgruppen
(-COOH) und Hydroxylgruppen (-OH) (Solouk et al., 2011). Vor der
Plasmabehandlung wurden die PMP-HFM auf eine GroRe von ca. 3 x 3 cm
zugeschnitten und in Petrischalen aus Glas gelegt. Die Plasmabehandlung
erfolgte dann in einem Parallelplattenreaktor (Denta Plas®, Diener electronic) mit
dem ,Cleaning“ Programm d.h. fir 30 Minuten mit einem Druck von 0,30 mbar (£
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0,20 mbar) und einer Leistung von 80 % (x 5 %). Nach der Plasmabehandlung
wurden die Membranen mit einer Pinzette vorsichtig in eine 6-Well Platte gelegt
und anschliellend weiterbehandelt.

2.2.4.2 Silanisierung mit APTES

APTES ist ein Aminosilan d.h. ein Silan mit einer freien -NH> Gruppe. Seine
Siliciumatome konnen mit Hydroxylgruppen reagieren und kovalente Bindungen
eingehen. Aus diesem Grund kann durch die Behandlung mit APTES eine
Schicht von Aminogruppen auf Membranen, die zuvor mit Sauerstoffplasma
behandelt wurden, gebildet werden (Abbildung 4). Zum Ansetzen der Silanlésung
wurden unter einem Abzug 19,6 ml Toluol (99,8 %) mit einer Spritze aufgezogen
und in ein Becherglas gegeben. AnschlieRend wurden die mit O2-Plasma
behandelten HFM in das Becherglas gelegt und 0,4 ml APTES (Endkonz. 2 % in
Toluol) hinzugegeben. Im Anschluss wurde das Becherglas mit Parafilm bedeckt
und die Proben fur 30 min auf einem Schattler bei 20 rpm und Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben gewaschen, um nicht
gebundenes APTES zu entfernen. Hierzu wurden die HFM nacheinander in
Becherglaser mit jeweils 10 ml Toluol (99,8 %), 10 ml Toluol/Methanol (v/v 1:1)
und 10 ml Methanol (100%) gelegt und jeweils fur 2 Minuten im Ultraschallbad
behandelt. Zuletzt wurden die Membranen fir 10 Minuten bei 100°C im Ofen

getrocknet.

NH, NH,

NH, NHZNHz NH, NH,

-OH Si i Si ,Si
-OH Si > ! !
N 35070

Silanization ==

APTES

. -0
= Hydroxylation
02 Plasma
treatment

Abbildung 4: Sauerstoffplasmabehandlung und Silanisierung mit APTES. Die PMP-HFMs
wurden fir 30 min mit Sauerstoffplasma behandelt, um -OH Gruppen zu generieren.
Anschlieflend erfolgte die Behandlung mit 2 % APTES fiir 30 min zur Einfiihrung von priméaren
Aminen auf die PMP-HFM. (Modifiziert nach (Sarkar and Daniels-Race, 2013).
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2.2.4.3 Nachweis von Aminogruppen mittels Methylorangefarbung

Die Farbung der Membranen mit Methylorange dient dem Nachweis von
gebundenen Aminogruppen und somit dem Nachweis der erfolgreichen
Silanisierung der HFM. Methylorange ist ein Azofarbstoff, der an Substrate, die
Aminogruppen enthalten, binden und danach durch Zugabe von Basen auch
wieder entfernt werden kann (Hartwig et al., 1994). Zusatzlich findet bei
Basenzugabe ein Farbumschlag von rot nach gelborange statt. Die Membranen
wurden wie in den Abschnitten 2.2.4.1 und 2.2.4.2 behandelt. Danach wurden 50
ml einer 1 mM Methylorange-L6sung hergestellt (16.36 mg Methylorange in 50
ml Ampuwa). Diese Lésung wurde im Anschluss 1:1 in Ampuwa auf 0,5 mM
verdunnt und die Membranen mit 900 ul der Losung in 1,5 ml Eppendorf Gefalken
fur 5 h im Dunkeln auf dem Schuttler bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die HFMs dreimal fur jeweils 3 min mit 1 ml einer 1 mM HCI-L6sung und
1 ml Ampuwa gewaschen. Die Desorption von Methylorange erfolgte mit 0,5 ml
einer 1 mM NaOH-Ldsung Uber Nacht auf dem Schittler bei 37°C. Zuletzt wurden
100 pl der Losung entnommen, in eine 96-Well Platte Gberfuhrt und die Extinktion
bei 465 nm im ELISA Reader in Triplikaten gemessen.

2.2.4.4 Einfiihrung von Alkinen durch Behandlung mit DBCO-PEG4-NHS
Ester
Durch die Behandlung mit DBCO-PEG4-NHS Ester soll die Oberflache der HFM
mit dem Alkin DBCO funktionalisiert werden. DBCO-PEG4-NHS Ester kann mit
den Aminogruppen auf der HFM unter Ausbildung stabiler Amidbindungen
reagieren (Abbildung 5). Fur die Einfihrung von Alkinen wurden 10 mg DBCO-
PEG4s+-NHS Ester in 7,7 ml wasserfreiem DMSO gelést, um eine 2 mM
Stocklosung herzustellen. Diese wurde im Anschluss 1:5 mit PBS verdinnt,
sodass die Beschichtung der plasmabehandelten und silanisierten PMP-HFM mit
5 ml einer 400 yM DBCO-L06sung erfolgte. Die Inkubation erfolgte fur 30 min bei

Raumtemperatur auf einem Rollschuttler.
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Abbildung 5: NHS Ester Reaktion zwischen DBCO-PEG4-NHS Ester und den Aminogruppen auf
der Oberflache der HFM. DBCO-PEG4-NHS Ester kann mit den primaren Aminen der silanisierten
HFM unter Ausbildung von Amidbindungen reagieren, somit wird das Alkin DBCO kovalent an
die Membran gebunden (Modifiziert nach Sarkar et al., 2013).

2.2.4.5 Nachweis der Funktionalisierung mit DBCO mittels Azid-Cy3-
Farbung
Der Farbstoff Azid-Cy3 kann dank seiner Azid Gruppe Uber die kupferfreie Click-
Chemie mit DBCO reagieren. Durch den Nachweis des Farbstoffes Cy3 kann
daher nachgewiesen werden, ob die HFM Oberflache erfolgreich mit DBCO
funktionalisiert wurde. Hierfir wurden die Membranen, wie zuvor beschrieben,
mit Sauerstoffplasma, APTES und DBCO-PEG4-NHS Ester behandelt. Im
Anschluss wurden die Membranen dreimal und jeweils fur 1 min in 1 ml PBS
gewaschen, dann auf einem Papiertuch leicht trocken getupft, in eine 6-Well
Platte gelegt und ihre Eigenfluoreszenz im Mikroplattenleser gemessen. Zuvor
wurde als ,Blank” die Fluoreszenz einer leeren 6-Well Platte gemessen, um das
Hintergrundsignal der Platte zu bestimmen und von den Probenwerten

subtrahieren zu kdnnen. Daraufhin wurden die Membranen in Eppendorf Gefalte
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Uberfihrt und mit 80 pg/ml Azid-Cy3 in PBS ohne Ca?'/Mg?*, bei
Raumtemperatur, im Dunkeln und fur 1 h inkubiert. Nach der Inkubation wurden
die Membranen Gber 10 min mit 100 % Ethanol gewaschen, kurz abgetupft und
wieder ihre Fluoreszenz im Mikroplattenleser (Mithras 940, Berthold
Technologies) gemessen. Hierbei wurde eine Anregungswellenlange von 500
nm verwendet und die Emission wurde bei 600 nm gemessen. Fur die
Auswertung wurden die ,Blank Werte“ von den gemessenen Werten subtrahiert.
Im Anschluss wurden die Werte der Messung vor der Cy3-Farbung von denen
nach der Farbung subtrahiert. Zusatzlich zur Messung der Fluoreszenz im
Mikroplattenleser wurden die Membranen auch unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert.

2.2.4.6 Generierung von Azidgruppen auf der Oberflaiche von HUVECs
Durch die Behandlung der HFMs mit DBCO-PEG4-NHS Ester wurden diese mit
DBCO funktionalisiert. Damit Zellen an DBCO binden konnen, mussen
Azidgruppen auf ihrer Oberflache vorhanden sein. Hierfir wurden HUVECSs bis
zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. Dann wurde das alte Medium entfernt und
durch neues ersetzt, welches 50 puM des  Azidozuckers  N-
azidoacetylmannosamin-tetraacyliert (AcsaManNAz) in DMSO geldst enthielt.
AcsManNAz ist ein Zucker, welcher mit einer Azidgruppe modifiziert wurde.
Wahrend der Inkubation mit den HUVECs ist er in der Lage, passiv uber die
Zellmembran zu diffundieren. In der Zelle wird AcsaManNAz metabolisiert und
dann in Glykanstrukturen auf der Zelloberflache eingebaut. In der Abbildung 6
wird das Ergebnis dieses sogenannten metabolischen “Glycoengineerings® mit
AcsManNAz dargestellt. Die Zellen wurden fur diesen Versuch insgesamt fur 48
h mit dem Azidozucker unter Standardbedingungen inkubiert.
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Abbildung 6: Generierung von Azidgruppen auf HUVECs. HUVECs wurden ausgesat und
anschlieBend mit 50 uM des Azidozuckers AcsManNAz behandelt und fiir 48 h inkubiert. Die
Zellen tragen im Anschluss Azidgruppen (-Ns3) an ihrer Oberflaiche. (Baskin et al., 2007).
(Copyright 2007 National Academy of Sciences).

2.2.4.7 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Azidgruppen auf der
Zelloberflache von HUVECs
In diesem Versuch wurden die AcsManNAz modifizierten Zellen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DBCO-S-Cy3 gefarbt. Dieser Farbstoff bindet mithilfe
seines Alkins DBCO an die Azidgruppen der Zelloberflache. Hierflr wurden 2 x
10°HUVECS pro Well in eine gelatinebeschichtete 6-Well Platte ausgesat und fir
24 h inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Zellen mit 50 pM
AcsManNAz in 2 ml Medium fir 48 h unter Standardbedingungen. Nach der
Inkubation wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS ohne Ca?*/Mg?*
gewaschen und mit 1 ml pro Well einer 5 yM DBCO-Cy3/ DPBS mit Ca?*/Mg?* -
Losung gefarbt und fur 1 h unter Standardbedingung inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Lésung abgesaugt, die Zellen mit PBS mit Ca?*/Mg?*
gewaschen und dann mit dem Axiovert 135 (Carl Zeiss AG)

fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

2.2.4.8 Durchflusszytometrischer Nachweis von Azidgruppen auf der
Oberflache von HUVECs

Neben der mikroskopischen Analyse wurde das Vorhandensein der Azidgruppen

durchflusszytometrisch untersucht. Fir die durchflusszytometrische Analyse

wurden die Zellen wie im Abschnitt 2.2.4.6 beschrieben mit AcsManNAz

behandelt und anschlieBend, wie im Abschnitt 2.2.4.7 dargestellt, mit 5 yM
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DBCO-Cy3/DPBS mit Ca?*/Mg?* -Lésung fiir 1 h im Brutschrank inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Zellen 3-mal mit PBS gewaschen, mit Trypsin
abgeldst, in FACS-Rohrchen uberfuhrt und jeweils fur 5 min bei 1900 rpm
zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellen in 0,5 ml PBS aufgenommen und
durchflusszytometrisch untersucht. Um den Einfluss unterschiedlicher
AcsManNAz Konzentrationen zu untersuchen, wurden HUVECs entweder mit 50
MM oder 100 pM AcsManNAz far 48 h inkubiert und im Anschluss
durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.49 Endothelialisierung der modifizierten HFM

Die Endothelialisierung der Membranen mit HUVECs basiert auf dem Prinzip der
von Bertozzi et al. etablierten 1,3-Dipolaren Cycloaddition von Aziden und
Cyclooctinen (kupferfreie Click-Chemie) (Abbildung 7) (Agard et al., 2004).

Abbildung 7: Reaktionsgleichung der kupferfreien Click-Chemie. Darstellung der 1,3-Dipolaren

Cycloaddition eines Azids (-N3) mit einem Cyclooctin.

In unserem Versuchsaufbau reagiert die C-C-Dreichfachbindung des Alkins
DBCO-PEGs-NHS Esters mit einer Azidgruppe auf der Oberflache der HUVECs.
Dadurch entsteht eine stabile kovalente Bindung zwischen der Zelle und der
HFM-Oberflache (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Beschichtung der HFM. Die modifizierten PMP-HFM wurden mit 400 uM DBCO-
PEG4-NHS Ester fiir 30 min inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Endothelialisierung mit 4 x 10°
HUVECs/mI. Hierbei reagieren die Azidgruppen auf der Oberflache der HUVECs mit der C-C
Dreifachbindung von DBCO (Modifiziert nach Baskin et al., 2007 und Sarkar et al., 2013).

Vor der Beschichtung wurden die HUVECs, wie im Abschnitt 2.2.4.6
beschrieben, 48 h lang mit AcsManNAz (Endkonz. 50 pM) inkubiert.
Anschlielend wurden die Zellen abgelost, zentrifugiert, in 1 ml EGM2 Medium
resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Die Zellsuspension wurde auf eine
Konzentration von 4 x 10° Zellen/ml (insgesamt 5,2 x 108 Zellen) eingestellt und
in einem Gesamtvolumen von 13 ml mit der Membran in ein 15 ml
Reaktionsgefaly Uberfuhrt. Nur leicht verschlossen und in Urinbechern fixiert
wurden die Reaktionsgefale im Anschluss auf einem Rollschuttler im
Brutschrank bei 10 rpm flr 24 h inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Membranen einzeln in Petri Schalen Uberfuhrt, mit 13 ml EGM2 Medium bedeckt

und weiter statisch inkubiert.

22410 Calcein-AM Farbung der HUVECSs auf den HFM
Zur Darstellung von vitalen Zellen, die an die HFM gebunden haben, wurde der
Farbstoff Calcein-AM verwendet. Dieser Farbstoff kann die Zellmembran

passieren und wird dann in der Zelle durch Esterasen in Calcein umgewandelt.
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Calcein kann anschlieend mit Calciumionen in der Zelle komplexieren, wodurch
eine grune Fluoreszenz entsteht. Hierbei entsteht die Fluoreszenz nur in vitalen
Zellen, da nur diese genug Esteraseaktivitat besitzen, um Calcein-AM in Calcein
umzuwandeln. Fur die Zellfarbung wurden die Membranen dreimal mit PBS mit
Ca?*/Mg®* gewaschen und dann mit 250 ng/ml Calcein-AM fir 15 min im
Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Membranen wieder dreimal mit PBS
mit Ca?*/Mg?* gewaschen. Nach der Farbung wurden die Membranen vorsichtig

auf Objekttrager gelegt, moglichst glatt ausgebreitet und mikroskopiert.

22411 Nachweis der Zell-Zell Kontakte mittels
Immunfluoreszenzfarbung
Um nachzuweisen, ob sich eine konfluente Endothelzellschicht auf der
Oberflache der Membranen gebildet hat, wurde eine Immunfluoreszenzfarbung
gegen VE-Cadherin durchgefuhrt. VE-Cadherin ist ein Glykoprotein, welches
mafgeblich an der Bildung von Zell-Zell Kontakten beteiligt ist. Somit kann der
Nachweis von VE-Cadherin genutzt werden, um die Konfluenz der
Endothelzellschicht auf den beschichteten HFMs nachzuweisen. Die
endothelialisierten Membranen wurden hierfiir mit PBS mit Ca?*/Mg?* gewaschen
und anschlieRend fur 15 Minuten bei Raumtemperatur in 4 % PFA fixiert. Nach
dreimaligem Waschen erfolgte die Permeabilisierung und Blockierung der Zellen
mit 0,25 % Triton X-100 in Tris-Puffer (pH 7,5) und 5 % Ziegenserum fir 30 min
bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen der Membranen wurden diese
mit einem primaren Antikérper gegen VE-Cadherin (Maus anti-human VE-
Cadherin, Endkonz. 5 pg/ml) in 1 % BSA/PBS fur 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang erfolgte die Inkubation mit dem
Alexa Fluor 488 Sekundarantikdrper (Ziege anti-Maus 1gG, Endkonz. 5 pg/ml) fur
30 Minuten im Dunkeln. Danach wurden die Membranen dreimal grundlich mit
PBS Ca?*/Mg?* gewaschen. Zur Darstellung des Zytoskeletts wurde der Farbstoff
Actin Red 555 verwendet. Hierbei wurden 2 Tropfen Actin Red pro ml PBS zu
den Membranen gegeben und fir 30 min im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss
wurden die Membranen wieder dreimal mit PBS mit Ca?*/Mg?* gewaschen.
Schlussendlich wurde der Farbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
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verwendet, um Zellkerne mikroskopisch darzustellen. DAPI bindet vor allem an
AT-reiche Regionen der DNA und fluoresziert bei Anregung mit ultraviolettem
Licht blau. Die Farbung mit DAPI erfolgte (1:2000 in PBS verdlinnt, Endkonz. 0,5
pg/ml) far 10 min bei Raumtemperatur und im Dunkeln. Die Membranen wurden
dann wieder mit PBS mit Ca?*/Mg?* gewaschen und mit dem Axiovert 135 (Carl

Zeiss AG) mikroskopiert.

22412 Detektion der adhdrenten Zellen mittels Fluoreszenzreader
Zur Bestimmung der Zelldichte auf den beschichteten HFMs, wurden diese mit
Calcein-AM gefarbt und anschlieBend die Fluoreszenz der Membranen
bestimmt. Diese korreliert mit der Anzahl adharenter Zellen auf den HFM, d.h. je
groRRer die Anzahl von Zellen auf den Membranen, desto grof3er die gemessene
Fluoreszenz. In diesem Versuchsaufbau wurden die Membranen mit O2-Plasma,
2 % APTES und 400 uM DBCO-PEG4-NHS Ester behandelt und anschlieffend
mit 4 x 10° AcsaManNAz behandelte HUVECs/ml fiir 24 h auf dem Rollschittler
inkubiert. Danach wurden die Membranen dreimal mit PBS mit Ca?*/Mg?*
gewaschen und deren Fluoreszenz im Mikroplattenleser gemessen.
Anschlieend wurden 5 ml Calcein-AM (Endkonz. 250 ng/ml) mit den
Membranen in 15 ml Reaktionsgefalle Uberfuhrt und 30 min unter
Standardbedingungen im Brutschrank (37°C, 5 % COz) inkubiert. Zum Schluss
wurden die Membranen wieder dreimal mit PBS mit Ca?*/Mg?* gewaschen und
erneut deren Fluoreszenz gemessen. Im Mikroplattenleser wurde eine
Anregungswellenlange von 485 nm verwendet und die Emission wurde bei 535
nm gemessen. Fur die Auswertung wurde die Hintergrundfluoreszenz (Leerwert
der 6-Well Platte) von den gemessenen Werten abgezogen. Danach wurden die
gemessenen Werte vor der Calcein-AM Farbung von den Werten nach der
Calcein-AM Farbung substrahiert.

44



2.2.5 Isolierung eines Maus anti-human CD31 Antikorpers mittels
Hybridomazellen

2.2.5.1 Kultivierung von P2b1 Hybridomazellen

Hybridomazellen sind Zellen, die zur in vitro Produktion monoklonaler Antikorper
genutzt werden kdnnen (Kohler and Milstein, 1975). Um Hybridomazellen
herzustellen, muss ein Wirtsorganismus (z.B. Maus) mit dem gewinschten
Antigen immunisiert werden, woraufhin B-Zellen Antikdrper gegen dieses Antigen
bilden. Letztlich werden die B-Zellen mit Tumorzellen (Myelomzellen) fusioniert
und dadurch immortalisiert.

Fur die in vitro Produktion eines anti-CD31 Antikorpers wurden P2b1
Hybridomazellen kultiviert. Hierfir wurden die Zellen fur 2 min im Wasserbad
(37°C) aufgetaut. Im Anschluss wurden die Zellen bei 170 x g fur 5 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde dann in 1 ml
Hybridoma Wachstumsmedium resuspendiert und in eine T-75 Kulturflasche mit
weiteren 9 ml Hybridoma Wachstumsmedium gegeben. Die Kultivierung erfolgte
bei 37°C und 5 % CO:2 im Brutschrank. Die Zellzahl wurde taglich mittels CASY
Zellzahler bestimmt und sobald eine Zellkonzentration von 5 x 10%/ml erreicht
wurde, wurde der Zellkultur 10 ml Hybridoma Wachstumsmedium zugefugt. Nach
2 Tagen wurde die Zellsuspension auf 2 T-75 Zellkulturflaschen aufgeteilt, die
zusatzlich mit jeweils mit 10 ml Hybridoma Wachstumsmedium befullt wurden.
Nach weiteren 2 Tagen wurden die Zellen erneut gezahlt und in T-175
Zellkulturflaschen mit 10 ml serumfreien Hybridomamedium gegeben (Endkonz.
3 x 10% Zellen/ml). Uber mehrere Tage wurde serumfreies Medium zu den
Zellkulturen gegeben, um eine Konzentration zwischen 5 x 10° Zellen/ml und 3 x
108 Zellen/ml zu gewahrleisten, da sich hier das beste Zellwachstum zeigt.
Sobald ein Volumen von 50 ml in den Zellkulturflaschen erreicht wurde, wurden
die Zellen fur 14 Tage ohne Hinzugabe von Medium inkubiert. Hierdurch sterben
die Hybridomazellen ab und es kann eine maximale Immunglobulinkonzentration
erreicht werden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Uberstand in 10 ml
Reaktionsgefallen gesammelt und fur 10 min bei 670 x g zentrifugiert. Der
erhaltene Uberstand wurde im Anschluss steril filtriert und mit 1 M Tris-HCI (pH
7,5) gepuffert (6 ml je 200 ml Uberstand), um den pH zu stabilisieren. Der
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Uberstand wurde daraufhin in Zentrifugen-Filtereinheiten gegeben und fiir 30 min
bei 8°C und 4000 x g zentrifugiert. Der aufkonzentrierte Uberstand wurde bis zur
weiteren Verwendung in Eppendorf Gefalden bei 4°C gelagert.

2.2.5.2 Antikorperisolierung mittels Magne Protein G Beads

Um den Antikorper aus dem gewonnenen Uberstand zu isolieren, wurden Magne
Protein G Beads von Promega eingesetzt. Diese Beads tragen an ihrer
Oberflache das Protein G, welches ein Protein aus der Zellwand von
Streptokokken ist. Dieses Protein bindet mit hoher Affinitat an die Fc-Region von
IgG Antikorpern, wodurch die Beads in der Lage sind, Antikdrper kovalent an
ihrer Oberflache zu binden. Durch Waschen kénnen unspezifisch gebundene
Proteine leicht entfernt werden und es bleibt am Ende nur der gewunschte
Antikdrper (Abbildung 9) (Nath et al., 2015).

Protein G or
Protein A
HaloTag
p otein
—>

Pre ote n
Porous Magnetic beads with Magnetic Protein G Capture Elute
magnetic beads HaloTag® Ligands or Protein A beads antibody antibody

Abbildung 9: Antikorperisolierung mit Magne Protein G Beads. Die Beads tragen an ihrer
Oberflache das Protein G bzw. Protein A, welches mit hoher Affinitdt an Antikorper binden kann
und somit die Antikdrperisolierung aus Proben ermoglicht. In der Abbildung wird die Bindung von
Protein G bzw. A mittels HaloTag Technologie an die magnetischen Beads dargestellt. Diese
funktionalisierten Beads sind nun in der Lage, Antikdrper aus einer Probe zu binden. Nach
Entfernung der Beads bleibt schlussendlich nur der gewtiinschte Antikérper zurlick (Nath et al.,
2015).

Die Antikorperisolierung erfolgte nach Angaben des Herstellers Promega.
Zunachst wurden 50 ul Beads in ein Eppendorf Gefal® gegeben und dieses in
einen Magnetstander gestellt, wodurch der Lagerungspuffer der Beads entfernt
wurde. Anschliefend wurden die Beads mit 500 pyl TBS (pH 7,5) gewaschen.
Nach der Entfernung von TBS wurden 900 pl aufkonzentrierter
Hybridomazelliberstand und 100 pl TBS (pH 7,5) vermischt und zu den Beads
gegeben. Die Inkubation des Zelliberstands mit den Beads erfolgte fur 60 min
auf einem Rotator bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde das Eppendorf
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Gefal mit der Probe in den Magnetstander gestellt und der Uberstand entfernt.
Nach insgesamt 3 Waschgangen mit TBS (pH 7,5) wurden 50 yl 100 mM Glycin-
HCI (pH 2,7) zu den Beads gegeben, 5 Minuten gemischt und das Antikérpereluat
entnommen, welches mit 10 yl 2 M Tris Puffer (pH 7,5) in ein neues Eppendorf
Gefal uberfuhrt wurde. Die Elution mit 100 mM Glycin-HCI (pH 2,7) erfolgte

insgesamt zweimal.

2.2.5.3 Proteinbestimmung mittels BCA-Assay

Um die Antikorperkonzentration im Eluat zu bestimmen, wurde mittels BCA-
Assay die Proteinkonzentration der Probe bestimmt. Die BCA Reagenzien
enthalten u.a. Bicinchoninsdure und Cu?'. Das Cu?* wird durch die
Peptidbindungen der Proteine in alkalischem Milieu zu Cu* reduziert (Biuret
Reaktion) und komplexiert dann mit zwei Molekulen Bicinchoninsaure. Dies fuhrt
zu einem lilafarbenen Farbumschlag mit starker Extinktion bei 562 nm, der
proportional zur Proteinkonzentration ist. Um von der gemessenen Extinktion auf
die Proteinkonzentration der Probe schlielen zu konnen, wird eine
Standardgerade erstellt. Hierfur wurde eine Verdinnungsreihe aus bovinem
Gamma Globulin (BGG, 2 mg/ml) mit folgenden Konzentrationen genutzt: 2
mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml und 0,0625 mg/ml.

FUr die Durchfuhrung des BCA-Assays wurde zuerst das Eluat 1:20 in
nucleasefreiem Wasser verdunnt und dann die Verduinnungsreihe von BGG
erstellt. Die Verdunnungsreihe und die Proben wurden dann in Triplikaten in eine
96-Well Platte pipettiert, mit 200 yl der BCA Ldsung (1:50 verdinnt) vermischt
und fur 30 min bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Extinktion der Proben bei 562 nm im ELISA Reader gemessen. Die Auswertung
der Ergebnisse erfolgte im Anschluss mit der Onlinesoftware ELISA Analysis.

2.2.5.4 Nachweis der Bindung des isolierten Maus anti-human CD31
Antikorpers an HUVECs

Ziel dieses Versuchs war es nachzuweisen, dass es sich beim isolierten

Antikorper tatsachlich um einen Maus anti-human CD31 Antikdrper handelt.

Hierfir wurden 1 x 10° HUVECs in FACS-Rohrchen gegeben und fiir 5 min bei

1900 rpm zentrifugiert. Zum Waschen wurden die Zellen in 4 % BSA/PBS
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resuspendiert und fur 5 min bei 1900 rpm zentrifugiert. Fur die Inkubation mit dem
Primarantikdrper wurde das Zellpellet in 50 ul 4 % BSA/PBS resuspendiert und
2 pyg/ml des hergestellten Antikdrpers hinzugefliigt. Nach einer Inkubationszeit
von 30 min bei Raumtemperatur wurden die Zellen erneut gewaschen und in
einer 50 pl Lésung mit einem PE-anti-Maus-IgG Antikérper (1 pg/ml) und 4 %
BSA in PBS fur 30 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit 4
% BSA in PBS gewaschen, in 500 pl PBS resuspendiert und
durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.6 Azidmodifizierung des Maus anti-human CD31 Antikorpers

Mit diesem Versuch sollte der erste Schritt in Richtung einer Beschichtung der
HFMs mit einem anti-CD31 Antikorper gemacht werden. Damit dieser an die mit
DBCO-PEG4-NHS Ester beschichtete Membran binden kann, muss der
Antikorper Azidgruppen tragen. Hierfur wurde das Site Click Antibody Azido
Modification Kit von ThermoFisher verwendet und die Anweisungen des
Herstellers befolgt. Da der hergestellte Antikdrper eine geringere Konzentration
als 10 mg/ml hatte, wurde dieser vor der Modifizierung mit einem im Kit
enthaltenen Antikorperkonzentrator aufkonzentriert. Der Konzentrator wurde
durch Zugabe von 500 pl dH20 und Zentrifugation fir 6 min bei 5000 x g
gewaschen. Vom Antikorper wurden 1 mg in den Antikdrperkonzentrator
pipettiert und insgesamt zweimal mit 500 pl des Vorbereitungspuffers vermischt
und jeweils fur 6 min bei 5000 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurde der
Antikorperkonzentrator in ein Auffangbehaltnis invertiert und far 3 min bei 1000 x
g zentrifugiert, um den Antikorper ins Auffangbehaltnis zu eluieren. Danach
wurde die Kohlenhydratdomane des Antikorpers modifiziert, indem 20 ul B-
Galaktosidase fur 6 h bei 37°C mit dem Antikorper inkubiert wurden. Als nachstes
wurde die Losung zur Azidmodifizierung vorbereitet, indem 12 yl dH20, 18 pl 20
X Tris Puffer (pH 7,0), 40 ul Pufferzusatz und 160 pl GalT Enzym mit UDP-
GalNAz vermischt wurden. Zu dieser Losung wurde der Antikorper hinzugefugt
und Uber Nacht bei 30°C inkubiert (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Azidmodifizierung des anti-CD31 Antikorpers.
Erstmal werden endsténdige Glykane enzymatisch entfernt und im Anschluss werden Nas-
Gruppen mit Hilfe der UDP-GalNAz-Transferase an den Antikorper gebunden (modifiziert nach
(Gai et al., 2020).

Zuletzt wurde der Azid-gelabelte anti-CD31 Antikorper gereinigt und
aufkonzentiert. Hierfir wurden zunachst 10 ml einer 1 X Tris Lésung (pH 7,0)
vorbereitet, indem 500 pl 20 X Tris zu 9,5 ml dH,O hinzugeflgt wurden. Zum
Waschen des groRen Antikorperkonzentrators wurden 2 ml dieser Losung
hineingegeben und fur 10 min bei 1200 x g zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Durchflusses wurden 1,5 ml der 1 X Tris Lésung (pH 7,0) und 350 pl des Azid-
gelabelten anti-CD31 Antikorpers in den Antikorperkonzentrator gegeben und fur
8 min bei 1200 x g =zentrifugiert. Danach wurde das Volumen im
Antikdrperkonzentrator mit 1 X Tris (pH 7,0) wieder auf 2 ml aufgeflllt und erneut
fur 11 min bei 1200 x g zentrifugiert. Dieser Schritt zur Reinigung des Azid-
gelabelten anti-CD31 Antikorpers wurde insgesamt dreimal durchgefuhrt.
Schlussendlich wurde der Antikdrperkonzentrator in ein Eppendorf Gefal
invertiert und fur 3 min bei 1000 x g zentrifugiert, um den Antikdrper zu sammeln.
Um die Konzentration des Azid-gelabelten anti-CD31 Antikorpers zu bestimmen,
wurde die OD2go (Optische Dichte) gemessen, wobei laut dem Hersteller eine
OD2go von 1,4 einer Konzentration von 1 mg/ml entspricht. Die Probe wurde bis

zum weiteren Gebrauch bei 2-8°C gelagert.
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2.2.6.1 Nachweis der Azidmodifizierung des Maus anti-human CD31

Antikorpers mittels Durchflusszytometrie
In diesem Versuch wurde untersucht, ob die Modifizierung des Antikorpers mit
einer Azidgruppe erfolgreich war. Hierfir wurden 1 x 10° HUVECs in FACS-
Rohrchen gegeben und fur 5 min bei 1900 rpm zentrifugiert. Zum Waschen
wurden die Zellen in 4 % BSA in PBS resuspendiert und wieder flir 5 min bei
1900 rpm zentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet in 50 ul 4 % BSA in PBS
resuspendiert und es wurden 2 ug/ml des Azid-gelabelten anti-CD31 Antikdrpers
hinzugefugt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur wurden
die Zellen erneut gewaschen und mit 5 yM DBCO-Cy3/PBS*-L6ésung fur 1 h im
Brutschrank inkubiert. Schlussendlich wurden die Zellen noch zweimal mit 4 %
BSA in PBS gewaschen, in 500 pl PBS resuspendiert und durchflusszytometrisch
analysiert.

3 Ergebnisse
3.1 Beschichtung von PMP-Hohlfasermembranen

3.1.1 Nachweis von Aminogruppen mittels Methylorange Farbung

In diesem Versuch wurde die erfolgreiche Silanisierung der HFM mit 3-
Aminopropyltriethoxysilan (APTES) nachgewiesen. APTES kann uUber die
Reaktion mit Hydroxylgruppen, die zuvor durch die O2-Plasmabehandlung
generiert wurden, Aminogruppen auf die Oberfliche der PMP-Membran
einfuhren. Der Azofarbstoff Methylorange bindet an Aminogruppen und wird
daher genutzt, um diese nachzuweisen. In der Abbildung 11 ist die Extinktion der
Uberstande der unterschiedlichen Membranen dargestellt. Die Membran, die mit
APTES behandelt wurde, weist im Vergleich zur unbehandelten und zur
plasmabehandelten Membran eine signifikant hohere Extinktion auf. In der Tat
ist die Extinktion der silanisierten Membran 250 Mal grofRer als die Extinktion der
unbehandelten Membran. Zusétzlich war die gelbliche Farbung des Uberstandes
nach Desorption des Farbstoffs mit bloRem Auge deutlich erkennbar.
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Abbildung 11: Nachweis von NHz2-Gruppen nach Silanisierung mit 2 % APTES. Dargestellt ist
die Extinktion der Ubersténde unterschiedlicher Proben bei 465 nm nach Methylorangefarbung
und Desorption mit NaOH. Als Kontrollen dienten PMP-Membranen, die ganz unbehandelt
geblieben sind oder nur mit Sauerstoffplasma behandelt wurden. Die Werte sind als Mittelwert +
SD (n=3) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels One-way ANOVA mit
anschlieBendem Bonferroni‘'s multiple comparisons test (**** p<0,0001). APTES: 3-

Aminopropyltriethoxysilan. (Canjuga, Hansen et al., 2022)

3.1.2 Nachweis der Funktionalisierung mit DBCO mittels Azid-Cy3-
Farbung
Die erfolgreiche Bindung des DBCO-PEG4-NHS Esters auf der Oberflache der
HFM wurde durch Markierung mit dem Azid-gekoppeltem Farbstoffs Cy3
bestatigt. DBCO ist ein Alkin, welches mit Azidgruppen reagieren kann und somit
durch die Reaktion mit einem Cyaninfarbstoff gekoppelten Azid farblich markiert
werden kann. Als Kontrollen fungierten eine unbehandelte Membran und eine
Membran, die zusatzlich mit O2-Plasma behandelt wurde und silanisiert wurde
(LAPTES"). Wie in der Abbildung 12 A zu erkennen ist, konnte nach Farbung mit
Azid-Cy3 und fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung dieser Membranen
keine Fluoreszenz nachgewiesen werden. Im Gegensatz hierzu, ist die rote
Fluoreszenz von Azid-Cy3 auf der Membran ,APTES + DBCO" in der

Fluoreszenzmikroskopie deutlich zu erkennen. Jede einzelne Faser der PMP-
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HFM ist hier mit dem Farbstoff gefarbt, womit auf eine DBCO Funktionalisierung
der gesamten Membran geschlossen werden kann. In der Abbildung 12 B
werden die relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) der jeweiligen Membranen
dargestellt. Passend zu den Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie hat die
Membran ,APTES + DBCO* mit 22553 + 2058 RFU eine signifikant héhere
Fluoreszenz als die Kontrollmembran (,unbehandelt‘), zumal die RFU der
Membranen ,APTES® und ,unbehandelt® sich nicht signifikant unterscheiden.
Insgesamt kann man schlie3en, dass der Azid-Cy3 Farbstoff an die Kohlenstoff-
Kohlenstoff Dreifachbindung des Alkins gebunden hat und somit die Oberflache
der HFM erfolgreich mit DBCO-PEG4-NHS Ester modifiziert wurde.
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Abbildung 12: Nachweis der Beschichtung mit DBCO-PEG4-NHS Ester. Hierfir wurde eine HFM
mit Sauerstoffplasma, APTES und DBCO-PEG4-NHS Ester behandelt (APTES + DBCO) und
anschlieRend mit Azid-Cy3 gefarbt. Als Kontrollen dienten Membranen, die entweder ganz
unbehandelt geblieben sind (unbehandelt) oder nur mit Sauerstoffplasma und APTES (APTES)
behandelt wurden und danach mit Azid-Cy3 gefarbt wurden. A) Dargestellt sind
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (5-fache VergroRerung) der Membranen nach Farbung
mit Azid-Cy3. B) Detektion der Fluoreszenzintensitat der Membranen nach Farbung mit Azid-
Cy3. Die RFU (Relative Fluoreszenzeinheit) wurde mittels Mikroplattenleser ermittelt. Die Daten
sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n=3). Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des
One-way ANOVA Tests mit anschlieRendem Bonferroni‘s multiple comparisons test (ns: nicht

signifikant, ** p<0,01). (Canjuga, Hansen et al., 2022)

3.1.3 Nachweis der generierten Azidgruppen auf HUVECs mittels DBCO-S-
Cy3-Farbung
Damit die Endothelzellen an die HFMs binden kénnen, missen sie mit DBCO-
PEG4-NHS Ester reagieren kdnnen. Daher wurden die Zellen fur 48 h mit 50 uM
des Azidozuckers AcsManNAz behandelt, um Azidgruppen an der Zelloberflache
zu generieren. Um nachzuweisen, ob tatsachlich Azidgruppen auf der Oberflache
der HUVECs vorhanden sind, wurden die Zellen im Anschluss an die Inkubation
mit AcsManNAz mit dem Farbstoff DBCO-S-Cy3 inkubiert. In der oberen Reihe
der Abbildung 13 A werden die Zellen dargestellt, die mit dem Azidozucker
behandelt wurden. In der Hellfeld Aufnahme, ist ein dichter Rasen von HUVECs
zu erkennen, der in der Azid-Cy3 Aufnahme eine deutliche, rote Fluoreszenz
zeigt. In der zusammengefugten Darstellung wird veranschaulicht, dass alle
Zellen des Zellrasens fluoreszieren und daher Azidgruppen aufweisen. Die
untere Bildreihe dient als Kontrolle, da Zellen verwendet wurden, die nicht mit
AcsManNAz inkubiert wurden. Zur Quantifizierung der Azidfunktionalisierung
wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung 13 B). Die erste
Graphik der Abbildung 13 B zeigt in Prozent die Zellen, die mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DCBO-Cy3 gefarbt wurden. Nach der Inkubation mit dem
Azidozucker weisen 98,4 + 0,9 % der Zellen eine Fluoreszenz auf. Im Gegensatz
dazu sind nur 11,73 £ 6,3 % der Zellen, die nicht mit AcsaManNAz behandelt
wurden, positiv mit Cy3 gefarbt. Die zweite Graphik der Abbildung 13 B zeigt die

Fluoreszenzintensitat der einzelnen Proben mit bzw. ohne Farbung mit DBCO-
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Cy3. Die AcsManNAz behandelten HUVECs weisen eine signifikant gro3ere, bei
2659 + 459,2 liegende mittlere Fluoreszenzintensitat (GeoMFI) auf, als Zellen,
die nicht mit dem Azidozucker behandelt wurden. Anhand dieser Versuche wird
das Vorhandensein von Azidgruppen nach Behandlung mit AcsManNAz
bestatigt, da DBCO-Cy3 signifikant starker an AcaManNAz behandelte HUVECs
bindet.
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Abbildung 13: A) Nachweis von Azidgruppen auf HUVECs nach Behandlung mit AcsManNAz.
Hierfir wurden 2 x 10° HUVECs ausgesat und fir 48 h mit 50 uM AcsManNAz inkubiert.
Anschlielend wurden die Zellen mit 5 pyM DBCO-Sulfo-Cy3 fur 1 h gefarbt. A)
Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Zellen (10-fache Vergréferung). Als Kontrolle dienten
unbehandelte HUVECSs, um eine unspezifische Bindung des Farbstoffs DBCO-Cy3 an die Zellen
auszuschlieRen. B) Durchflusszytometrische Analyse der Zellen. Es wurde die Anzahl der Zellen
untersucht, die positiv flir den Farbstoff waren, sowie die Fluoreszenzintensitat der Zellen. Die
Werte stammen aus drei Versuchen (n=3) und sind als Mittelwert + SEM dargestellt. Als
statistische Tests wurden One-way ANOVA und im Anschluss Tukey’s multiple comparisons test
verwendet (*** p<0,001, **** p<0,0001, GeoMFI: Geometric mean fluorescence intensity).

(Canjuga, Hansen et al., 2022)

Es wurde zusatzlich untersucht, ob die Effektivitat der AcsManNAz-Behandlung
durch eine Erhohung der AcsManNAz Konzentration auf 100 uM gesteigert
werden kann. Das Ergebniss der Durchflusszytometrie (Abbildung 14) deutet
darauf hin, dass es kaum einen Unterschied im Prozentsatz der gefarbten Zellen
gibt: 99,9 % bei der Verwendung von 100 yM ManNAz im Vergleich zu 99,6 %
bei Gebrauch von 50 uM ManNAz. Auch die Fluoreszenzintensitaten bei
Verwendung von 100 yM AcsManNAz im Vergleich zu 50 yM AcsManNAz,
scheinen sich kaum zu unterscheiden. Da in diesem einzelnen Versuch kein
Unterschied zwischen der Verwendung von 50 yM und 100 uM AcsManNAz
festgestellt werden konnte, wurde fur weitere Versuche eine Konzentration von
50 M verwendet.
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Abbildung 14: Vergleich von unterschiedlichen AcsManNAz-Konzentrationen. Es wurden 2 x 10°
HUVECSs ausgesat und fiir 48 h mit 50 yM bzw. 100 uM ManNAz inkubiert. Anschlief3end wurden
die Zellen mit 5 yM DBCO-Sulfo-Cy3 fur 1 h gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. A)
Darstellung des Prozentsatzes der Zellen, die durch die Behandlung mit DBCO-S-Cy3 gefarbt
wurden und B) graphische Darstellung der Fluoreszenzintensitat der Zellen. Als Kontrollen
dienten unbehandelte HUVECs und HUVECSs, die nur mit DCBO-Cy3 inkubiert wurden. Die Werte

stammen aus einem Versuch (n=1).

3.1.4 Endothelialisierung der beschichteten PMP-HFM

Zur Endothelialisierung der HFMs wurden zunéchst 4 x 10° Zellen/ml in EGM2
Medium mit der beschichteten PMP-HFM in ein 15 ml Reaktionsgefal Uberfuhrt.
Das Reaktionsgefal? wurde in einem Urinbecher fixiert, und fur 24 h unter
Rotation inkubiert. Eine statische Inkubation erfolgte fur weitere 96 h. Nach
Inkubation der Zellen mit den HFMs wurden die Zellen auf ihre Viabilitat und
Ausbreitung fluoreszenzmikroskopisch untersucht. In der Abbildung 15 ist zu
erkennen, dass die HUVECs ohne AcsManNAz nicht an die HFM adharieren.
Stattdessen sind die Zellen in Gruppen verklumpt und deformiert. In der oberen
Reihe der Abbildung 15 sind HFMs dargestellt, die mit Azid-modifizierten
HUVECs inkubiert wurden. Hierbei diente eine unbehandelte Membran als
Kontrolle und weist kaum gebundene Zellen auf. Die HFM, die mit O2-Plasma
und APTES behandelt wurde, tragt an ihrer Oberflache wenige unspezifisch
gebundene HUVECs, die sich vor allem an den Randern der einzelnen
Hohlfasern befinden. Letztlich zeigt nur die Membran ,APTES + DBCO® die

gewunschte Dichte Besiedlung der einzelnen Hohlfasern.
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Unbehandelt APTES APTES + DBCO

Mit Ac,ManNAz

Ohne Ac,ManNAz

Abbildung 15: Endothelialisierung von PMP-HFMs. Hierfir wurden die Membranen mit
Sauerstoffplasma, APTES und DBCO-PEGs-NHS Ester beschichtet. Im Anschluss wurden 4 x
10° HUVECs/ml zu den Membranen gegeben. Die Inkubation erfolgte erstmal 24 h rotierend und
im Anschluss 96 h statisch im Inkubator bei 37°C und 5 % COs2. Die Zellen wurden dann mit
Calcein-AM gefarbt und mikroskopiert. Hier dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen unterschiedlich modifizierter Membranen (5-fache Vergréerung). (Canjuga, Hansen
et al., 2022)

Die Beschichtung mit Endothelzellen wurde mehrfach durchgefuhrt und
verschiedene Inkubationszeiten untersucht. In der Abbildung 16 A wird eine
rotierende Inkubationszeit von 24 Stunden mit einer Inkubation von 7 Tagen (24
h rotierend + 6 Tage statisch) verglichen. Hier zeigt sich, dass sich innerhalb von
24 Stunden eine weitestgehend dichte Endothelzellschicht auf der HFM bildet,
die jedoch noch Lucken aufweist. Nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen sind
die Lucken in der Beschichtungdeutlich riucklaufig.  AuRerdem wurden
Inkubationszeiten von 48 Stunden (24 h rotierend + 24 h statisch) und 5 Tagen
(24 h rotierend + 4 Tage statisch) verglichen (Abbildung 16 B). Hier zeigt sich
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nach 48 Stunden eine luckenlose Besiedlung der HFM mit Endothelzellen mit nur
leichter Abnahme der Zelladhasion nach 5 Tagen. Insgesamt scheint die
Endothelzellschicht nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden am dichtesten zu
sein.

24 Stunden 7 Tage

48 Stunden 5 Tage

Abbildung 16: Endothelzellbeschichtung im Verlauf der Zeit. Dargestellt sind
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von endothelialisierten HFM bei A) 2,5-facher
Vergrofterung bzw. B) 5-facher VergroRerung. Fir die Endothelialisierung wurden alle
dargestellten HFM erstmal fiir 24 h unter Rotation mit den HUVECs inkubiert. Im Anschluss wurde
die Inkubation fiir weitere 0, 1, 4 oder 6 Tage unter statischen Bedingungen fortgefiihrt. (Die
Bildunterschrift gibt die jeweilige Inkubationsdauer an inkl. rotierender und statischer
Inkubationszeit).
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3.1.5 Nachweis der Zell-Zell Kontakte mittels Inmunfloreszenzfarbung

Nach der Endothelialisierung einer kinstlichen Oberflache ist die Verbesserung
der Hamokompatiblitat wesentlich von der Integritat der gebildeten
Endothelzellschicht abhangig. Daher ist es wichtig, dass sich eine konfluente
Endothelzellschicht auf der HFM bildet, die die kunstliche Oberflache ganzlich
bedeckt. Sobald Zellen konfluent sind, stehen sie in engem Zell-Zell Kontakt und
bilden Zellverbindungen aus, die vor allem aus Zelladhasionsmolekulen
bestehen. Cadherine sind solche Zelladhasionsmolekile und kdonnen mittels
Immunfluoreszenzfarbung  dargestellt  werden.  Hierfur ~ wurde die
endothelialisierte HFM mit einem Maus anti-human CD144 (VE-Cadherin)
Antikorper inkubiert und im Anschluss mit einem zweiten fluoreszierenden
Antikérper (Alexa Fluor 488 gelabelter Ziege anti-Maus 1gG Antikorper).
Zusatzlich wurde eine Zellkernfarbung mit DAPI durchgefuhrt, sowie die Farbung
des Zytoskeletts mit ActinRed. Die Abbildung 17 A zeigt bei 20-facher
VergroRerung die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von HUVECs auf
einer HFM, die zuvor mit O2-Plasma, APTES und DBCO-PEG4+-NHS Ester
modifiziert wurde. In der untersten Bildreihe lassen sich die Zellkerne der
HUVECs deutlich in der DAPI-Farbung darstellen. In der mittleren Bildreihe zeigt
sich in Grun die Expression von VE-Cadherin in den Zellmembranen. So lassen
sich zwischen allen HUVECs Zell-Zell Kontakte nachweisen. Die
zusammengefugte Aufnahme dient der gleichzeitigen Darstellung der Zellkerne
und der ausgebildeten Zell-Zell-Kontakte. In der Abbildung 17 B wird die
Endothelzellschicht auf der HFM bei 40-facher Vergrofierung dargestellt. Mit der
ActinRed Farbung wird das F-Aktin des Zytoskeletts der HUVECs gefarbt und in
Rot dargestellt. Insgesamt zeigen diese mikroskopischen Aufnahmen deutlich
die Ausbildung eines dichten Zellrasens mit dem fur Endothelzellen typischen

pflastersteinartigem Phanotyp.
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Abbildung 17: Immunfluoreszenzfarbung endothelialisierter HFM. Die PMP-HFM wurde mit
Sauerstoffplasma, APTES und DBCO-PEG4-NHS Ester beschichtet. Im Anschluss wurde sie fiir
24 h rotierend und 24 h statisch mit 4 x 10° HUVECs/ml inkubiert. A) Zur Darstellung der Zell-Zell
Kontakte auf der beschichteten HFM erfolgte eine Immunfluoreszenzfarbung mit Alexa Fluor 488
gegen VE-Cadherin. Zuséatzlich erfolgte eine Zellkernfarbung mit DAPI. Die Aufnahmen wurden
bei 20-facher VergroRerung aufgenommen. B) Aufnahmen bei 40-facher VergrofRerung mit

zusatzlicher Farbung des Zytoskeletts mit Actin Red 555. (Canjuga, Hansen et al., 2022)
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3.1.6 Quantifizierung der Zellbesiedlung der Membranen

Zur Quantifizierung der Zellbesiedlung der Membranen wurden die
endothelialisierten Membranen mit Calcein-AM gefarbt und im Anschluss die
relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) im Mikroplattenleser bestimmt. Hierbei gilt,
dass je mehr Zellen auf der Membran binden, desto grofer ist die RFU. In der
Abbildung 18 ist zu erkennen, dass die DBCO-PEG4+-NHS Ester modifizierten
Membranen (APTES + DBCO) mit einer RFU von 147299 + 20757 RFU
signifikant mehr Zellen aufweisen als die APTES-behandelten Membranen
(APTES) mit 48232 + 25407 RFU. Als Kontrolle diente eine unbehandelte
Membran, die mit HUVECs inkubiert wurde. Hier zeigte sich eine signifikant
niedrigere RFU von 7391 = 1227 RFU, sodass eine zu vernachlassigende
Bindung der Zellen an die HFM angenommen werden kann. Da Calcein-AM ein
Farbstoff ist, der nur vitale Zellen farbt, werden in diesem Versuch zusatzlich nur

vitale Zellen auf den HFM nachgewiesen.
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Abbildung 18: Bestimmung der Zelldichte auf HFMs nach Endothelialisierung. PMP-HFMs
wurden beschichtet und mit AcsaManNAz behandelten HUVECSs fiir 24 h rotierend inkubiert. Im
Anschluss wurden die Membranen mit Calcein-AM gefarbt und die Fluoreszenz der Membranen

im Mikroplattenleser gemessen. Es wurde eine Messung vor der Farbung und eine nach der
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Farbung mit Calcein-AM durchgefiihrt. Zudem wurde die Hintergrundfluoreszenz der 6-Well
Platte von den Werten abgezogen. Die Daten sind als Mittelwert + SEM (n=3) angegeben. Die
statistische Signifikanz wurde mittels One-way ANOVA mit anschlieBendem Tukey’s Test gepriift
(* p<0,01, ** p<0,001). (Canjuga, Hansen et al., 2022)

3.2 Isolierung und Konzentrationsbestimmung eines Maus anti-human
CD31 Antikorpers
FiUr die Herstellung eines Maus anti-humanen CD31 Antikérpers wurden P2b1
Hybridomazellen kultiviert. Aus dem Zelliberstand der Hybridomazellen wurde
dann der Maus anti-human CD31 Antikorper mittels Protein G Beads von
Promega isoliert. Hierbei wurde untersucht, ob sich durch eine Konzentrierung
des Zelliberstands oder durch eine Veranderung des Verhaltnisses zwischen
Protein G Beads und ZellUberstand, die Konzentration des isolierten Antikorpers
erhohen lasst. In der Abbildung 19 wird dargestellt, welche unterschiedlichen
Protokolle zur Isolierung des Maus anti-human CD31 Antikorpers genutzt
wurden. Ein Teil des P2b1 Uberstandes wurde aufkonzentriert bevor die
Antikorperisolierung mit Protein G Beads erfolgte. Hierbei wurden zwei
unterschiedliche Mengenverhaltnisse zwischen den Beads und dem Uberstand
verwendet (1:18 und 1:1). Aus dem restlichen Uberstand wurden die Antikdrper
ohne vorherige Aufkonzentrierung des Uberstandes isoliert und es wurde ein

Beads zu Uberstand Verhaltnis von 1:18 gewahilt.
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Abbildung 19: Methoden der Antikdrperisolierung. In dieser Abbildung werden die
unterschiedlichen Protokolle dargestellt, die zur lIsolierung des Maus anti-human CD31
Antikérpers verwendet wurden. Im Anschluss an die Antikdrperisolierung wurde mittels BCA-

Assay die Konzentration des Antikdrpers bestimmt.

Die Konzentration des isolierten Antikdrpers wurde im Anschluss mittels BCA-
Assay bestimmt. Hierbei wurde die Extinktion der jeweiligen Proben im ELISA
Reader gemessen und im Anschluss die Software ELISA Analysis verwendet,
um die Antikdrperkonzentration zu bestimmen. In der Tabelle 16 werden die
Antikdrperkonzentrationen der einzelnen Proben je nach verwendetem Protokoll

dargestellt.
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Tabelle 16: Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay. Darstellung der
Konzentrationen unterschiedlich isolierter Antikdrperproben. Die Messung der Extinktion bei 562

nm erfolgte im Eon Reader und die Auswertung anschlieBend mittels der ELISA Analysis

Software.
Probe Extinktion | Konzentration
(mg/ml)
900 pl aufkonzentrierter Uberstand 0,372 3,08
+ 0,324 3,48
50 pl Beads 0,473 3,96
50 ul aufkonzentrierter Uberstand 0,183 0,56
+ 0,108 0,4
50 ul Beads
900 pl nicht aufkonzentrierter Uberstand 0,129 0,13
+
50 pl Beads

Anhand der Tabelle 16 Iasst sich feststellen, dass die hochste
Antikdrperkonzentration nach vorheriger Aufkonzentrierung des Uberstandes,
sowie unter Verwendung von 900 ul Zellkulturiberstand mit 50 yl Beads erreicht

wurde.

3.3 Nachweis des Maus anti-human CD31 Antikorpers mittels
Durchflusszytometrie
Endothelzellen  tragen als  spezifischen Endothelzellmarker  das
Oberflachenmerkmal CD31. Mit der Durchflusszytometrie sollte gezeigt werden,
dass der isolierte Maus anti-human CD31 Antikorper spezifisch an das CD31 der
HUVECs binden kann. Hierfir wurden 1 x 10° HUVECs mit 2 ug/ml des
generierten Antikdrpers fur 30 min in 4% BSA in PBS inkubiert. Im Anschluss
erfolge die Inkubation mit einem fluoreszierenden anti-Maus 1gG-PE
Sekundarantikorper. Als Kontrolle dienten ungefarbte HUVECs und HUVECs, die
nur mit dem Sekundarantikérper (anti-Maus 1gG-PE) inkubiert wurden. Letzteres

diente dem Ausschluss einer unspezifischen Bindung des Sekundarantikorpers
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an die Zellen. In der Abbildung 20 wird gezeigt, dass der Sekundarantikorper nur
in der Lage war, an HUVECs zu binden, die zuvor mit dem isolierten Maus anti-
human CD31 Antikorper inkubiert wurden. Die durchflusszytometrische Analyse
dieser Zellen ergab 98,03 + 1,0 % PE-positive Zellen (Abbildung 20 A) mit einem
geoMFI von 2340 £ 424,1 (Abbildung 20 B). Im Vergleich hierzu, zeigte die 1gG-
PE-Kontrolle mit 2,8 + 1,1 % positiven Zellen und einem GeoMFI| von 9,31 + 3165
ein signifikant schwacheres Signal.
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Abbildung 20: Durchflusszytometrische Analyse der Bindung des isolierten Maus anti-human
CD31 Antikorpers an HUVECs. Hierbei wurden HUVECs mit dem isolierten Antikorper (anti-
CD31 AK) und im Anschluss mit einem fluoreszierenden Sekundarantikérper (IgG-PE) inkubiert.
A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zellen, der mit dem PE Farbstoff markiert wurde. B)
In dieser Graphik wird die mittlere Fluoreszenzintensitat der einzelnen Proben aufgefihrt. Alle
Werte sind als Mittelwert + SEM (n=3) dargestellt. Die statistische Analyse wurde mittels One-

way ANOVA und anschlieBendem Tukey’s multiple comparisons Test durchgefiihrt.

3.4 Azidfunktionalisierung des Maus anti-human CD31 Antikorpers

Um den Maus anti-human CD31 Antikorper mittels kupferfreier Click-Chemie, an
die PMP-HFM binden zu konnen, muss dieser Azidgruppen tragen. In diesem
einmalig durchgefuhrten Vorversuch wurde untersucht, ob mit dem SiteClick™
Antibody Azido Modification Kit von ThermoFisher eine Azidfunktionalisierung
des selbst isolierten Antikorpers erreicht werden kann. Zumal festgestellt wurde,
dass nach Verwendung des Kits ein Grof3teil des Antikorpers verloren ging. Zur
Uberprifung der Azidfunktionalisierung des Maus anti-human CD31 Antikorpers
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wurde eine Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Hierfiir wurden 1 x 10° HUVECs
mit 2 pg/ml des Azid-gelabelten anti-CD31 Antikérpers fur 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Fur die Fluoreszenzmarkierung wurden 5 uM DBCO-
Cy3 in PBS mit Mg?*/Ca?* fiir 1 h im Brutschrank mit den Proben inkubiert.

Die Abbildung 21 A zeigt, dass der Farbstoff DBCO-Cy3 10,5 % der
unbehandelten HUVECs farbt. Die HUVECs, die mit dem Azid-gelabelten
Antikérper inkubiert wurden (HUVECs + Anti-CD31-Azid-AK), wurden zu 12,1 %
gefarbt. Zudem scheint es in der Abbildung 21 B keinen Unterschied in der
Fluoreszenz der Zellen zu geben: GeoMFI| von 38,0 (HUVECS + Anti-CD31 Azid-
AK + DBCO-Cy3) im Vergleich zu einem GeoMFI von 35,5 (HUVECs + DBCO-
Cy3). Insgesamt scheinen die unbehandelten HUVECs und die HUVECs + Azid-
AK sich nicht signifikant, in ihrem Farbeverhalten mit DBCO-Cy3 zu
unterscheiden. Die Click-Chemie Reaktion zwischen der Azid-Gruppe des
Antikérpers und dem Farbstoff DBCO-Cy3 scheint nicht stattgefunden zu haben.
Ein Grund hierfur konnte sein, dass die Funktionalisierung des Antikorpers mit

Azidgruppen nicht erfolgreich war.
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Abbildung 21: Nachweis von Azidgruppen auf dem anti-CD31 Antikdrper nach Anwendung des
SiteClick™ Antibody Azido Modification Kit. Hierfir wurden HUVECs mit dem Azid-gelabelten
CD31 Antikérper und im Anschluss mit DBCO-S-Cy3 inkubiert (HUVECs + anti-CD31 Azid-AK).
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Als Kontrolle dienten HUVECSs, die ausschliellich mit dem Farbstoff DBCO-S-Cy3 inkubiert
wurden (HUVECSs). Ungefarbte Zellen (ungefarbt) wurden weder mit dem Primarantikdrper noch
mit DBCO-S-Cy3 behandelt. A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zellen, der sich als
positiv fur den Farbstoff Cy3 erwiesen hat. B) Darstellung der Fluoreszenzintensitat der Zellen.

Die Werte stammen aus einem Versuch (n=1).

4 Diskussion

Die Anzahl der ECMO-Einsatze ist im Verlauf der Jahre stetig gestiegen, sodass
die ECMO mittlerweile zu einer gangigen Therapiemethode in der
Intensivmedizin zahlt (Ratnani et al., 2018). In der Tat konnte gezeigt werden,
dass durch die ECMO-Therapie die Mortalitat von Patienten mit einem ARDS
reduziert werden kann (Combes et al., 2020). Auch fur Patienten mit
kardiogenem Schock ermdglicht die ECMO (VA-ECMO) eine Verbesserung der
Uberlebensrate (Bréchot et al., 2020, Weiner et al., 2020, Aad et al., 2013). Somit
ist die EMCO eine effektive Therapie fur schwer kranke Patienten mit Herz-
und/oder Lungenversagen. Nichtsdestotrotz kann der Einsatz der ECMO mit
erheblichen Komplikationen verbunden sein und auch die Anwendungsdauer ist
aktuell noch begrenzt. Um in Zukunft eine vermehrte Anwendbarkeit dieser
potentiell lebensrettenden Therapie zu ermdglichen, braucht es daher eine
Reduktion der Komplikationsraten und eine Verlangerung der mdoglichen
Anwendungsdauer.

Heutzutage wird versucht dies Uber die Veranderung der blutkontaktierenden
Oberflachen der ECMO, insbesondere der Oxygenatormembran, zu erreichen.
Membranoxygenatoren  bestehen  oftmals aus PMP- oder PP-
Hohlfasermembranen. Fur die Versuche in dieser Arbeit wurden ausschlieflich
PMP-Hohlfasermembranen (PMP-HFM) verwendet, da diese im Vergleich zu
PP-HFM leistungsfahiger sind. Zumal PMP-HFMs dicht und daher nicht anfallig
fur Plasma-Leakage sind (Lim, 2006). Im Vergleich zu PP-HFM missen PMP-
HFM seltener gewechselt werden und deren Verwendung fuhrte zu einer
geringeren Mortalitdt bei Patienten mit ARDS, die jedoch nicht statistisch
signifikant war (Robak et al., 2014). Khoshbin et al. zeigten, dass Oxygenatoren
aus PMP im Vergleich zu Oxygenatoren aus Silikon eine geringere
inflammatorische Reaktion verursachten (Khoshbin et al., 2007). Daher werden
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heute insbesondere Oxygenatoren mit Hohlfasermembranen aus PMP
verwendet (Syed et al., 2021, Hayes et al., 2021). Zudem konnte gezeigt werden,
dass PMP-HFM das Wachstum von Endothelzellen besser unterstutzen als
Hohlfasermembranen aus PP (Zwirner et al., 2018).

Die Endothelialisierung stellt eine vielversprechende Strategie zur Verbesserung
der Hamokompatibilitdt von Oxygenatormembranen dar. Nach Wiegmann et al.
sollte die Endothelzellschicht auf einer Oxygenatormembran folgende
Eigenschaften erfillen: 1.) Die Endothelzellen, missen auf der kilnstlichen
Oberflache ihren  physiologischen  Phéanotyp beibehalten 2.) Die
Endothelialisierung soll eine Leukozyten- und Thrombozytenaggregation
verhindern 3.) Die Endothelzellschicht muss unter Flussbedingungen und in
Anwesenheit eines Gasflusses bestehen bleiben, um einen langerfristigen
Einsatz zu gewahrleisten (Wiegmann et al.,, 2016). Zudem durfen die
Endothelzellen nicht die Funktion der Oxygenatormembran beeintrachtigen, d.h.
der Gasaustausch darf durch die Endothelzellschicht nicht eingeschrankt
werden. Dies wurde in mehreren Arbeiten untersucht, da die Erhohung der
Diffusionsstrecke durch die Endothelzellen eine Reduktion des Gasaustausches
vermuten liel3. Jedoch konnte durch Bestimmung der pO2 Konzentration im Blut
nach Oxygenierung durch endothelialisierte und nicht endothelialisierte
Oxygenatormembranen gezeigt werden, dass das Monolayer aus Endothelzellen
keinen signifikanten Einfluss auf den O2- und CO2-Transfer hatte (Polk et al.,
2010). Dieses Ergebnis wird auch von Hess et al. (2010a) bestatigt, die den
Gastransfer durch eine endothelialisierte und eine nicht endothelialisierte PMP-
Membran gemessen haben. Andererseits deutet die Arbeit von Klein et al. (2020)
darauf hin, dass die Oxygenierung des Blutes durch die endothelialisierte
Membran zwar moglich ist, die Sauerstoff- und CO2-Transferraten mit der Zeit
jedoch abnehmen. Neben der Frage des Gasaustausches, darf die potentiell
toxische Wirkung von reinem Sauerstoff auf Zellen nicht aul3er Acht gelassen
werden. Aus diesem Grund testeten Plein et al. eine Behandlung von HUVECs
mit N-Acetylcystein und zeigten, dass diese deutlich resistenter gegen den
Einfluss von Sauerstoffradikalen wurden (Plein et al., 2017). In Bezug auf das
Beibehalten eines physiologischen Phanotyps von Endothelzellen auf
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kiinstlichen Oberflachen ergaben gRT-PCR Untersuchungen von Pflaum et al.
und Zwirner et al., dass die Zellen nach ihrer Aussaat auf Hohlfasermembranen
keine erhohte Expression von Markern der Zellaktivierung, wie beispielweise
VCAM und E-Selectin aufwiesen (Pflaum et al., 2017, Zwirner et al., 2018). Im
Vergleich hierzu wiesen Canjuga et al. sogar erniedrigte VCAM-1, ICAM-1 und
E-Selectin Spiegel nach Aussaat der Endothelzellen auf die HFM und Inkubation
mit humanem Blut auf (Canjuga et al., 2022). Zudem lieRen sich die Zellen
weiterhin durch physiologische Stimuli, wie TNFa, aktivieren (Wiegmann et al.,
2016, Zwirmer et al., 2018). Auch mit dem hier dargestellten
Endothelialisierungsprotokoll lie sich diese Beobachtung bestatigen. Die
Endothelzellen reagierten nach Aussaat auf die HFM und Behandlung mit TNFa
weiterhin mit einer erhohten Expression von Adhasionsmolekilen, wie E-
Selectin, VCAM-1 und ICAM-1 (Canjuga et al., 2022). Da die Zellen in einem
inaktivierten und daher antithrombogenen und anti-inflammatorischem Zustand
verbleiben, kann auch die Adhasion und Aktivierung von Thrombozyten
vermieden werden. Studien kamen zu dem Schluss, dass die Endothelialisierung
die Adhasion von Thrombozyten an die Oxygenatormembran reduziert (Polk et
al., 2010, Hess et al., 2010b). Hess et al. inkubierten endothelialisierte PMP-
Membranen mit Thrombozyten. Hierbei konnte eine signifikante Verringerung der
Thrombozytenadhasion an endothelialisierte Membranen im Vergleich zu
unbeschichteten Membranen gezeigt werden. Auch nach Stimulation der Zellen
mit TNFa war die Thrombozytenadhasion auf endothelialisierten Membranen
weiterhin geringer. Dies wird durch eine Verringerung der inflammatorischen
Reaktion, die normalerweise durch Fremdmaterialien ausgelost werden, erklart.
Auch trugen unbehandelte PMP-Folien, sowie endothelialisierte PMP-Folien
vergleichbar  wenige  Plattchen pro  Quadratmillimeter, wie eine
elektronenmikroskopische Untersuchung von Pflaum et al. darstellte (Pflaum et
al,, 2017). Des Weiteren zeigten Canjuga et al., dass nach Inkubation der
endothelialisierten HFM mit Blut kein wesentlicher Verbrauch von Thrombozyten
stattfand. AuRerdem konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Anzahl
aktivierter Thrombozyten auf der endothelialisierten HFM und einer Blutprobe

(Negativkontrolle) festgestellt werden (Canjuga et al., 2022).
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Abhangig von der Indikation fur einen ECMO-Einsatz kann sich die benétigte
Anwendungsdauer stark unterscheiden. So berichteten beispielsweise Nelson-
McMillan et al. von einem 7-jahrigen Kind, welches nach einem
Inhalationstrauma fur 20 Monate durch eine ECMO unterstitzt wurde (Nelson-
McMillan et al., 2020). Aus diesem Grund ist es essentiell, Beschichtungen zu
entwickeln, die auch Uber eine langere Zeitspanne stabil bleiben. Die
Beschichtung von PDMS (Polydimethylsiloxan)-Membranen durch Klein et al. mit
der RGD-Sequenz (Arginin, Glycin und Asparaginsaure) und HUVECs blieb Gber
eine Zeitspanne von 33 Tagen unter physiologischen Scherbedingung stabil und
zusatzlich exprimierten die HUVECs nach dieser Zeit weiterhin einen
endothelialen Phanotyp (Klein et al., 2020). Zwirner et al., Wiegmann et al. und
Hess et al. modifizieten HFMs allesamt mit einer Heparin- und
Albuminbeschichtung, um die Endothelialisierung zu férdern (Zwirner et al., 2018,
Wiegmann et al., 2016, Hess et al., 2010a). Die Arbeitsgruppen stellten hier
jedoch fest, dass diese Beschichtung sich mit der Zeit abnutzt und kamen zu dem
Schluss, dass neue, stabilere Beschichtungsmethoden notwendig sind. Es
konnte bereits die erfolgreiche Endothelialisierung von PMP-HFM nach
Oberflachenmodifizierung mit Titaniumdioxid nachgewiesen werden. Es entstand
hierbei ein vitales Zellmonolayer mit Ausbildung von Zell-Zell Kontakten (Pflaum
et al.,, 2017). Auch gelang der Arbeitsgruppe von Cornelissen et al. die
Endothelialisierung von Oxygenatormembranen nach vorheriger
Oberflachenbeschichtung mit Fibronektin. Allerdings entstand eine konfluente
Zellschicht ausschliel3lich auf der PDMS-Membran und diese blieb lediglich tber
vier Tage bestehen. Andere Oberflachenbeschichtungen mit Gelatine und
Kollagen IV waren nicht in der Lage die Ausbildung einer konfluenten
Endothelzellschicht zu unterstitzen (Cornelissen et al., 2013).

Die zuvor aufgefuhrten Methoden der Endothelialisierung haben allesamt den
Nachteil, dass sie nicht spezifisch flir Endothelzellen sind. Im Gegensatz dazu ist
die Endothelialisierung mittels kupferfreier Click-Chemie spezifisch fur Zellen, die
Azidgruppen exprimieren. Diese Gruppen sind physiologischerweise nicht
vorhanden, weshalb eine ungewollte Kreuzreaktion vermieden wird. Weiterer

Vorteil ist die kovalente Bindung der Zellen an die HFM. Zusatzlich werden
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APTES und auch DBCO-PEG4-NHS Ester kovalent an die kunstliche Oberflache
gebunden. Insofern ist von einer stabilen Oberflachenmodifizierung und dadurch
langlebigen Beschichtung auszugehen im Vergleich zu einer rein physikalischen
Beschichtung mit Heparin und Albumin. In Bezug auf die Haltbarkeit der
Endothelzellschicht in dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Endothelzellschicht
uber mindestens 7 Tage unter statischen Bedingungen stabil blieb.

Neben der Haltbarkeit der Endothelzellschicht sind auch die Bestandteile der
Beschichtung relevant. Es ist von Nachteil, wenn die Beschichtung, die die
Adhasion von Endothelzellen fordern soll, zusatzlich auch thrombogen ist, da bei
Schadigung der Endothelzellschicht die Gerinnungsneigung der kunstlichen
Oberflache gesteigert werden kann. Beispielweise ist bekannt, dass Fibronektin
eine Rolle in der Aggregation von Thrombozyten und in der Thrombusbildung
spielt (CHO and MOSHER, 2006). Darliber hinaus kann Heparin eine ,Heparin
induzierte Thrombozytopenie* (HIT) auslésen, welche gravierende Folgen fir
den Patienten haben kann. Neben der Heparinisierung wahrend der ECMO wird
auch der Einfluss der Heparinbeschichtung der ECMO-Bestandteile als Ausloser
einer HIT diskutiert (Pappalardo et al., 2009, Steinlechner et al., 2021). Der
Fallbericht von Steinlechner et al. beschreibt den klinischen Verlauf einer
Patientin, die eine HIT unter ECMO-Therapie entwickelte, obwohl die
Antikoagulation mit Argatroban statt mit Heparin erfolgte. Die Arbeitsgruppe
aulerte demnach den Verdacht, dass die Heparinbeschichtung der ECMO-
Bestandteile Ausloser der HIT war. Zumal sich die Thrombozytenzahl nach
Ausbau der ECMO wieder erholte (Steinlechner et al., 2021). In einer weiteren
Arbeit wurden Dacron-Gefalprothesen mit und ohne Heparinbeschichtung in
Bezug auf ihren Einfluss auf die Bildung von Antikbrpern gegen den Heparin-
Plattchenfaktor-4 Komplex untersucht (Mureebe et al., 2007). Hierbei stellen die
Autoren fest, dass die Heparinbeschichtung die Bildung dieser AntikOrper
forderte. Durch die Verwendung einer Beschichtung ohne Heparin kann das

Risiko einer HIT vermieden werden.

4.1 Etablierung eines Protokolls zur in vitro Endothelialisierung von

Hohlfasermembranen
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4.1.1 Oberflachenmodifizierung von PMP-Hohlfasermembranen

Der erste Schritt der Oberflachenmodifizierung in unserem Protokoll war die
Generierung von reaktiven -OH Gruppen. Hierfur wurde eine Plasmabehandlung
durchgefuhrt, die eine einfache und effektive Methode  zur
Oberflachenmodifizierung ist. Sie ermoglicht die Reinigung von Oberflachen,
sowie die Veranderung der Oberflachenbeschaffenheit und der chemischen
Eigenschaften. Mehrfach konnte gezeigt werden, dass sich durch eine
Plasmabehandlung die Biokompatibilitat verbessern lasst, wodurch dieses
Verfahren auch fur medizinische Produkte von grolRem Interesse ist (Recek,
2019, MichaljaniCova et al., 2014). Zudem wurde demonstriert, dass dieses
Verfahren auch bei Oxygenatormembranen eingesetzt werden kann, die haufig
aus PMP bestehen, denn obwohl es sich um ein sehr resistentes Material
handelt, lassen sich ihre Oberflacheneigenschaften durch die Behandlung mit
Plasma verandern (Michaljani¢ova et al., 2014). Durch die Verwendung von
Sauerstoffplasma wird die Konzentration von Sauerstoffatomen auf der
Oberflache, sowie die Hydrophilie der PMP-HFM erhoéht. In dieser Arbeit konnte
auf die EinfUhrung ausreichender Hydroxylgruppen geschlossen werden, da die
anschlieBende Silanisierung APTES erfolgreich war. Zudem zeigte sich die
erwartete Steigerung der Hydrophilie durch die vereinfachte Benetzung mit
Wasser nach der Sauerstoffplasmabehandlung. Je nach Behandlungsdauer mit
Sauerstoffplasma, ist es moglich, dass das behandelte Material beschadigt wird
und eine Plasma Leckage gefordert wird. Daher testeten Huang et al. mehrere
Behandlungszeiten mit O>-Plasma bei 100 W und machten im Anschluss
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der PMP-HFM, zumal hier die
optimale Behandlungszeit 2 min Betrug (Huang et al., 2016b). In dieser Arbeit
wurde die Plasmabehandlung fur 30 min durchgefuhrt. Um auszuschlie3en, dass
durch die Oberflachenmodifizierung in dieser Arbeit die PMP-HFM beschadigt
werden, wurden in einer Folgearbeit elektronenmikroskopische Aufnahmen der
HFM (APTES, APTES + DBCO-PEG4NHS Ester und unbehandelt) gemacht.
Hierbei konnten keine strukturellen Unterschiede zwischen den Plasma-
behandelte und unbehandelten HFM-Oberflachen festgestellt werden.
AuBerdem konnte keine Leckage nach Inkubation der HFM mit einer
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Toluidinblaulésung unter Druck detektiert werden (Canjuga et al., 2022).
Alternativ konnten auch andere Methoden zur Einfuhrung von -OH Gruppen
verwendet werden. Beispielsweise zeigten Jang et al., dass NaOH verwendet
werden kann, um die Hydrophilitat von Titanplattchen zu erhdhen. Hierdurch
konnte die Adhasion und Proliferation von Osteoblasten geférdert werden (Jiang
et al., 2019). Allerdings bietet die O.-Plasmabehandlung den Vorteil, dass die
Kerneigenschaften des Materials nicht beeinflusst werden. Im Gegensatz hierzu
konnten Donate et al. nachweisen, dass PLA- (engl. polylactic acid) Geruste nach
Verwendung von NaOH an Masse verloren und pordser wurden. Aul3erdem lield
sich in ihrer Arbeit der Wasserkontaktwinkel effektiver durch Plasmabehandlung
reduzieren als durch NaOH Behandlung. Zusatzlich halten die Autoren fest, dass
bei der Plasmabehandlung Sauerstoffatome vornehmlich als Hydroxylgruppen
eingeflhrt wurden und nicht wie bei NaOH als Carboxylgruppen (Donate et al.,
2021).

Die Einfuhrung von Hydroxylgruppen ermoglichte in einem nachsten Schritt die
Beschichtung der PMP-HFM mit dem Aminosilan APTES, wobei Aminogruppen
generiert wurden. Damit diese fur weitere Reaktionsschritte verfugbar sind, muss
sich ein Monolayer aus Silanmolekulen bilden und die Aminogruppen von der
PMP-Membran weg gerichtet sein. Hier ist die Auswahl der richtigen
Konzentration von APTES, des richtigen Ldsungsmittels und der richtigen
Inkubationszeit essentiell. Diese Parameter beeinflussen wesentlich die Art der
APTES-Bindung an das Substrat (Vashist et al.,, 2014). Neben anderen
Arbeitsgruppen (Solouk et al., 2011, Acres et al., 2012) definierten Zhu et al.
folgende Punkte, die fur die Bildung einer glatten Aminosilanoberflache zu
beachten sind (Zhu et al., 2012): 1.) Nutzung wasserfreier Losungsmittel, 2.)
geringe Silankonzentration, um die Bildung von Oligomeren und Polymeren in
der Lésung zu verhindern, 3.) Waschen der Substrate nach Silanisierung, um
schwach gebundene Silane zu entfernen und die Hydrolyse Ubriger Alkoxy-
Molekile zu férdern, 5). Trocknen der Substrate bei hohen Temperaturen (z.B.
110°), um die Bildung von Siloxanverbindungen zu férdern und die
Ammoniumionen in reaktivere Aminogruppen umzuwandeln. Vandenberg et al.

zeigten, dass sich ein Silanmonolayer bildet, wenn die Reaktionszeit im
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Losungsmittel weniger als eine Stunde betragt (Vandenberg et al., 1991).
Zusatzlich konnten Wang et al. (Wang et al., 2006), wie auch Guha Thakurta
und Subramanian (Guha Thakurta and Subramanian, 2012) nachweisen, dass
eine APTES Konzentraton von 2 % ideal ist, um weitere
Funktionalisierungsschritte vorzunehmen. Daher wurden in dieser Arbeit 2 %
APTES in Toluol verwendet und eine Inkubationszeit von 30 Minuten
eingehalten. Unter Verwendung dieser Parameter konnten Aminogruppen nach
der Silanisierung nachgewiesen und die weiteren Beschichtungsschritte
erfolgreich durchgefuhrt werden. Zusatzlich wurden anfangs APTES-
Konzentrationen von 5 % und 8 % mit Inkubationszeiten von 2 h und 24 h
getestet. Hier konnten zwar auch Aminogruppen auf der Membran nachgewiesen
werden, allerdings blieb die weitere Beschichtung der Membranoberflache
erfolglos. Moglicherweise entstand durch die Verwendung hoherer APTES
Konzentrationen ein Multilayer auf der PMP-HFM (Gunda et al., 2014). Hierbei
sind die Aminogruppen nicht einzeln von der HFM weg gerichtet und daher nicht
fur weitere Reaktionsschritte verfugbar. In dieser Arbeit wurde zum Nachweis der
eingefuhrten Aminogruppen eine Methylorangefarbung durchgefuhrt. Der
Uberstand der APTES behandelten PMP-HFM nach Methylorangefarbung und
Desorption mit NaOH wies eine deutlich hdhere Extinktion auf, womit auf die
Bindung des Farbstoffes geschlossen werden konnte. Da Methylorange an -NH>
Gruppen bindet, heil3t dies im Umkehrschluss, dass die Beschichtung mit APTES
erfolgreich war. Nach der Inkubation mit APTES wurden die Membranen in Toluol
(100%), Methanol/Toluol (1:1) und Methanol (100%) im Ultraschallbad
gewaschen (Guha Thakurta and Subramanian, 2012), um ungebundenes
APTES zu entfernen. Zusatzlich wurden die HFMs nach Silanisierung getrocknet,
da hierdurch die Bildung von Silonxanverbindungen weiter gefordert wird und die
Reaktivitdt der Ammoniumione gesteigert wird (Vashist et al., 2014).

Als letzter Schritt der Oberflachenmodifizierung der PMP-HFM, wurden diese mit
einem Cyclooctyn behandelt, um eine Kohlenstoff-Kohlenstoff
Dreichfachbindung einzufiihren. Fur die Bindung von DBCO an die HFM wurde
eine NHS Ester-Reaktion durchgefuhrt. NHS Ester werden oft zur Konjugation
an Aminogruppen verwendet, da die Reaktion schnell und unter milden
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Bedingungen (Raumtemperatur) ablauft. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
ursprunglich DBCO-S-NHS Ester verwendet, welches ein Succinimidylester mit
Cyclooctyn-Derivat ist. Es konnte jedoch mit DBCO-S-NHS Ester keine
Endothelialisierung der Membranen erreicht werden. Am ehesten war die
Seitenkette von DBCO-S-NHS zu kurz, sodass sich die Kohlenstoff-Kohlenstoff
Dreifachbindung nicht adaquat von der Membran weg richten konnte. Daher
wurde fur weitere Versuche DBCO-PEG4-NHS Ester verwendet, welches gut in
Wasser I0slich, biokompatibel und durch die lange Seitenkette besser fur weitere
Reaktionen verfugbar ist. Fur den Nachweis von DBCO-PEG4-NHS Ester wurde
eine  Farbung mit Azid-Cy3 durchgefuhrt und im  Anschluss
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen gemacht, sowie die
Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Proben gemessen. Es zeigte sich, dass die
Click-Chemie Reaktion erfolgreich zwischen der ,APTES + DBCO® Membran und
der Azid-Gruppe des Farbstoffes ablaufen konnte, da diese Membran deutlich
fluoreszierte. In der Arbeit von Li et al. wurde auch die Reaktion zwischen Alkinen
und Aziden verwendet, um die erfolgreiche Funktionalisierung von EPCs mit
einer Azid-Gruppe nachzuweisen. Hierzu wurden EPCs mit Az-PEG-CD34
inkubiert und im Anschluss eine Farbung mit dem Alkin gekoppeltem Farbstoff
Alexa Fluor 647 DIBO durchgefuhrt (Li et al., 2018).

4.1.2 In vitro Endothelialisierung von PMP-Hohlfasermembranen

Neben der Oberflachenmodifizierung der PMP-HFM wurden auch die HUVECs
modifiziert, sodass diese in der Lage sind an die HFM zu binden. Hierzu wurden
Azidgruppen auf der Oberflache der HUVECs durch metabolisches
,Glycoengineering” generiert. Gleichermalden nutzten Mao et al. diese Methode,
um Nz-positive (N3: Azid) Makrophagen zu generieren, die an ein DBCO-
modifiziertes Polymer binden kdnnen (Mao et al., 2020). Azidozucker sind
Zucker, die mit Azidgruppen markiert wurden und die vor allem fur in vivo
metabolische Markierungen genutzt werden. Beispielsweise konnen Alkine, die
an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt wurden, Uber die kupferfreie Click-Chemie
an Azidgruppen auf Zelloberflachen binden, sodass diese

fluoreszenzmikroskopisch dargestellt werden konnen. In unserer Arbeit nutzten
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wir den Azidozucker AcsManNAz. Eine zusatzlich  durchgefuhrte
durchflusszytometrische Messung deutete darauf hin, dass die Azidexpression
durch eine Steigerung der AcsManNAz-Konzentration von 50 uM auf 100 uM
nicht erhoht wird. Gleichwohl testeten Yoon et al. in ihrer Arbeit unterschiedliche
ManNaz Konzentrationen und erreichten auch mit 50 uM die besten Ergebnisse
(Yoon et al., 2017). Im Gegensatz hierzu empfehlen Han et al. die Verwendung
von 10 uM AcsManNAz (Han et al., 2017). Die Inkubationszeit der HUVECs mit
AcsManNAz betrug in dieser Arbeit nur 48 h im Vergleich zu einer Inkubationszeit
von drei Tagen in anderen Arbeiten (Ning et al., 2008, Agard et al., 2004). In einer
Untersuchung unserer Arbeitsgruppe konnte zudem gezeigt werden, dass trotz
einer verkurzten Inkubationszeit die HUVECs gleichermal3en Azidgruppen an
ihrer Oberflache tragen. Zusatzlich demonstrierten Canjuga et al., dass die
Viabilitat der HUVECs nicht durch die Behandlung mit AcsManNAz beeintrachtig
wird (Canjuga et al., 2022). Der Nachweis der erfolgreichen Modifizierung der
HUVECs erfolgte mikroskopisch und durchflusszytometrisch Uber die Farbung
der Zellen mit DBCO-S-Cy3. Gleichermal3en zeigten Spiciarich et al. durch die
Farbung mit einem Alkinderivat (DIBAC-647), dass die Behandlung mit dem
Azidozucker erfolgreich war und der Farbstoff spezifisch an Azidgruppen
gebunden hat (Spiciarich et al., 2017). Passend zu unseren Ergebnissen der
Durchflusszytometrie zeigten auch Agard et al., dass Zellen, die mit dem
Azidozucker behandelt wurden, eine erhdhte Fluoreszenz aufwiesen nachdem
sie mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FITC-Avidin) und einem Biotin gekoppeltem
Cycloocytn behandelt wurden (Agard et al., 2004). Zudem konnte keine
wesentliche unspezifische Bindung des Farbstoffes an Zellen ohne Azidgruppe
festgestellt werden. Die Inkubation der Azid-modifizierten HUVECs mit den
DBCO-modifizierten HFMs erfolgte teilweise rotierend, da diese
Inkubationsmethode mit einer hoheren Besiedlungsdichte von Stents mit
Endothelzellen in Verbindung gebracht worden ist (Tang et al., 2008, Avci-Adali
et al., 2013, Hsu et al., 2005). In unseren Versuchen konnte diese Feststellung
bestatigt werden, da unter rein statischen Inkubationsbedingungen keine
zufriedenstellende Endothelialisierung realisiert werden konnte. So verwendeten
auch Zwirner et al. ein Protokoll mit 24 h Rotation mit 1 rpm, um ihre HFMs zu
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endothelialisieren (Zwirner et al., 2018). Die rotierende Inkubation erméglicht
eine gleichmaRige Verteilung der Zellen im Medium und daher eine homogene
Endothelialisierung der HFM. Die weitere Inkubation erfolgte statisch, um das
Zellwachstum und die Adharenz der Zellen zu fordern. Mit Hilfe mikroskopischer
Aufnahmen wurde die Bindung der HUVECs an die HFM dargestellt. Hierbei
wurde gezeigt, dass die AcsManNAz-behandelten HUVECs spezifisch an HFMs
binden, die mit DBCO funktionalisiert wurden. Da die Zellen fur die
Fluoreszenzmikroskopie mit Calcein-AM gefarbt wurden, konnte zusatzlich
demonstriert werden, dass die Zellen nach der Bindung an die HFM weiterhin
vital bleiben. In einem zweiten Schritt wurde mit einer Immunfluoreszenzfarbung
gegen VE-Cadherin die Bildung von Zell-Zell Kontakten nachgewiesen. Durch
diese Methode kann effektiv die Bildung einer konfluenten Endothelzellschicht
nachgewiesen werden, da die Beurteilung der Konfluenz beispielsweise durch
eine einfache lichtmikroskopische Untersuchung nicht mdglich ist (Esch et al.,
2011). VE-Cadherine sind wesentliche Bestandteile von endothelialen Zell-Zell
Verbindungen und spielen daher eine wichtige Rolle fur die endotheliale
Integritat, sowie fur die interzellulare Signaltransmission, die unter anderem das
Zellwachstum und die Zellpolaritat bestimmt. Dies demonstrierten beispielweise
Corada et al., die mit einem Antikorper die Funktion von VE-Cadherin blockierten.
Dies fuhrte im Mausmodell zu schweren Schaden insbesondere in Herz und
Lungen mit Ausbildung von interstitiellen Odemen und Hamorrhagien (Corada et
al.,, 1999). Das Vorhandensein von normal geformten VE-Cadherin Kontakten
auf den endothelialisierten Membranen spricht somit fur ein intaktes
Zellmonolayer, welches einem thrombotischen und inflammatorischen
Zellphanotyp entgegenwirkt.

Zur kolorimetrischen Zellquantifizierung der adharenten Zellen an der PMP-HFM
wurden die Zellen mit Calcein-AM gefarbt und dann die RFU (Relative
Fluoreszenzeinheiten) gemessen. Die anschlie3ende
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Membranen bestatigte, dass eine
hohere RFU tatsachlich mit einer hoheren Zellzahl korreliert.

Bei der Verwendung von HUVECs als Zellquelle fur eine Endothelialisierung
mussen jedoch folgende Punkte beachtet werden. Einerseits sind HUVECs
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primare Endothelzellen, die je nach Spender unterschiedliche Eigenschaften z.B.
Wachstumseigenschaften aufweisen konnen. Andererseits konnen sie nicht
endlos proliferieren (Kono et al., 2016). Die Verwendung von primaren
Endothelzellen mit limitierter Proliferationskapazitat ist insbesondere ein
Problem, da die Oxygenatormembran eine sehr groRe Flache von ca. 2 m?
besitzt, die es zu besiedeln gilt. Eine vielversprechende alternative Zellquelle fur
die Endothelialisierung von Oxygenatormembranen sind iPSC (humaninduzierte
pluripotente  Stammzellen)-Endothelzellen. Diese Zellen haben keine
Einschrankung in Bezug auf ihre Proliferation und sie kbnnen autolog oder auch
immunkombatibel durch HLA Editierung generiert werden. Aullerdem wurde
bereits demonstriert, dass sich diese Zellen eignen, um Fibronektin beschichtete
HFMs zu endothelialisieren (Pflaum et al., 2021). An dieser Stelle sollte jedoch
erwahnt werden, dass auch der Mangel von HLA Markern eine immunologische
Reaktion auslosen kann. In der Tat werden Zellen ohne HLA Marker durch NK-
Zellen (Naturliche Killerzellen) erkannt und eliminiert.

Die Untersuchung der Hamokompatibilitat der mittels kupferfreier Click-Chemie
endothelialisierten HFM erfolgte in der weiterfuhrenden Arbeit von Canjuga et al.
Durch die Endothelialisierung kommt es zu einer geringeren Aktivierung der
Gerinnung. In der Tat unterscheidet sich die Expression von R-Thromboglobulin
und TAT (Thrombin-Antithrombin Il Komplex) auf den endothelialisierten
Membranen und auf den Kontrollmembranen nicht. Auch
elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass die Endothelialisierung
deutlich die Ausbildung eines Fibrinnetzes auf den HFM nach Kontakt mit
humanem Blut reduzierte (Canjuga et al., 2022).

4.2 Endothelialisierung von Hohlfasermembranen mittels eines Maus
anti-human CD31 Antikorpers

4.2.1 Herstellung eines Maus anti-human CD31 Antikorpers

In dieser Arbeit wurden erste Versuche durchgefuhrt, um die Entwicklung einer
Beschichtung mit Antikbrpern unter Verwendung der Click-Chemie

voranzutreiben. Diese Beschichtung soll in Zukunft eine in vivo
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Selbstendothelialisierung der HFM ermoglichen. Hierzu wurden Antikorper
produziert, die sich gegen Endothelzellen (HUVECS) richten. Im Anschluss
sollten diese mit einer Azidgruppe funktionalisiert werden, um sie mittels
kupferfreier Click-Chemie an PMP-HFMs zu binden.

Zellen exprimieren an ihrer Zelloberflache unterschiedliche Molekule, anhand
denen Zellen spezifisch erkannt bzw. markiert werden kénnen. Endothelzellen
exprimieren endotheliale Marker wie CD31 (PECAM 1), VE-Cadherin, VEGFR2,
und ACE. Der Vorteil von CD31 als Marker ist, dass dieser in hoher Dichte auf
Endothelzellen vorhanden ist (DeLisser et al., 1994, Newman, 1997). Zusétzlich
eignen sich CD31 Antikorper gut, um humane Endothelzellen zu binden, da sie
schnell an Endothelzellen binden und hierfur im Vergleich zu anderen getesteten
Antikérpern eine geringere Konzentration nétig ist (Wang et al., 2019). Aus
diesem Grund wurden P2b1 Hybridoma Zellen kultiviert, die humane IgG
Antikorper gegen CD31 bilden. In dieser Arbeit erfolgte die Kultur der P2b1
Hybridoma Zellen statisch in Zellkulturflaschen, wobei von Vorteil ist, dass hier
keine Tiere verwendet werden mussen, im Vergleich zur Antikdrperproduktion im
Aszites der Maus. Da man mit einer niedrigen Antikoperkonzentration im
Zelliiberstand rechnete, wurde der Uberstand der Zellkulturen mehrfach
aufkonzentriert, womit zufriedenstellende AntikOrperkonzentrationen erreicht
werden konnten. Nachdem der Uberstand der P2b1 Zellen gesammelt und
aufkonzentriert wurde, wurde der Antikorper mittels Affinitatschromatographie
isoliert. P2b1 Hybridomazellen bilden einen Antikorper vom IgG1 Isotyp, weshalb
fur die Antikorperisolierung Protein G Beads (20% Beads Gemisch in 20%
Ethanol) verwendet wurden, die eine hohe Affinitat zur Fc-Region von humanem
und Maus IgG besitzen. Durch die hohe Bindungsaffinitat von Protein G wird eine
hohe Ausbeute und Reinheit des gewunschten Antikorpers im Eluat erreicht
(Nath et al., 2016). Zudem ermdglichen die Protein G Beads eine direkte
Isolierung des Antikorpers aus dem Zellmedium und machen somit weitere,
aufwendige Reinigungsschritte obsolet. Nach jeder Antikorperisolierung wurde
die Antikorperkonzentration im Eluat mittels BCA Assay bestimmt. So konnten
die optimalen Parameter fur die Antikorperisolierung mittels Protein G Beads
ermittelt werden: vorherige Aufkonzentrierung des Zelluberstands, Verwendung
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von 900 pl Zelliberstand und 50 ul Magne Protein G Beads (20% Beads Gemisch
in 20% Ethanol). In einem zweiten Schritt sollte bestatigt werden, dass der
hergestellte Antikorper tatsachlich in der Lage ist, CD31 zu binden. Hierzu wurde
eine Durchflusszytometrie mit HUVECs durchgefuhrt, die bekanntermallen CD31
positiv sind. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass der Antikorper sich in
der Tat gegen CD31 richtet, da er spezifisch HUVECs gebunden hat. Nach
Bordeaux et al. ist vor allem die Auswahl der Kontrollen wichtig, wenn es um die
Identifizierung von Antikorpern geht. Sie empfehlen als Negativkontrolle die
Nutzung einer Zelllinie, die sicher das Antigen nicht exprimiert, statt einer
Kontrolle ohne Primarantikorper. Als Positivkontrolle werden Zellen empfohlen,
die mit dem nachzuweisenden Protein transfiziert wurden (Bordeaux et al., 2010).
So nutzten zum Beispiel Schams et al. zum Nachweis der Produktion eines CD34
Antikorpers CD34 negative Raji Zellen als Negativkontrolle und CD34 positive
TF1 Zellen (humane Embryoblastzellen) als Positivkontrolle (Shams et al., 2013).
Da in unserer Arbeit der Antikorper nicht mit CD31 negativen Zellen inkubiert
wurde, kann eine Kreuzreaktivitat mit anderen Zellen nicht sicher

ausgeschlossen werden.

4.2.2 In vivo Selbstendothelialisierung mit EPCs

Die Grundlage einer in vivo Selbstendothelialisierung von kunstlichen
Oberflachen ist das Abfangen von im Blut zirkulierenden Zellen, wie den
endothelialen Vorlauferzellen (sog. EPCs). Hierbei werden bestimmte
Fangermolekile genutzt, die die gewunschte Zellpopulation aus dem am
Implantat vorbeistromendem Blut binden konnen. Aktuell gibt es vor allem
Arbeiten zur Selbstendothelialisierung von kardiovaskularen Stents. Um die
EPCs an die zu besiedelnde Oberflache zu locken (engl. Homing), gibt es
unterschiedliche Strategien. Beispielweise koénnen Peptide, Aptamere,
Antikérper und magnetische Molekile als Fangermolekile genutzt werden (Avci-
Adali et al., 2011). In dieser Arbeit soll vor allem auf eine Endothelialisierung
mittels Antikorper eingegangen werden. Hier stellt sich erstmal die Frage welcher
Antikorper sich am ehestens eignet, um EPCs zu erkennen. Die hauptsachlichen
EPC spezifischen Marker sind CD34, CD133 und VEGFR2 (Avci-Adali et al.,
2010), allerdings ist noch unklar welcher am besten geeignet ist, um die
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Endothelialisierung einer Oberflache zu garantieren. Die meisten Arbeiten nutzen
Antikdrper gegen CD34 (Lee et al., 2012, Li et al., 2018, Rotmans et al., 2005,
Zhuang et al., 2021). Fur den ersten kommerziell erwerbbaren CD34 Antikorper
beschichteten Stent, der Genous™ Stent, konnte allerdings kein Vorteil im
Vergleich zu herkdmmlichen ,Drug eluting Stents® (DES) nachgewiesen werden
(Klomp et al., 2011). Dies liegt wahrscheinlich daran, dass CD34 nicht allein ein
Marker fur EPCs ist, sondern insgesamt fur pluripotente Zellen, die auch
anderweitig ausdifferenzieren kdnnen (z.B. in glatte Muskelzellen). Des Weiteren
exprimieren EPCs CD31 auf ihrer Oberflache. So nutzten Diaz-Rodriguez et al.
(Diaz-Rodriguez et al., 2021) ein CD31-Analogon, um kardiovaskulare Stents mit
EPCs zu beschichten. In unserer Arbeit wurden die ersten Versuche zur
Etablierung einer Methode zur Selbstendothelialisierung mittels kupferfreier
Click-Chemie durchgefuhrt. Hierzu wurde der selbst produzierte Maus anti-
human CD31 Antikorper verwendet. Dieser Antikorper wurde dann mit Hilfe des
Antibody Azido Modifying Kit von Thermo Fisher mit einer Azidgruppe versehen.
Dies gestaltete sich allerdings sehr ineffizient, da ein Groliteil des Antikorpers
wahrend der Bearbeitung verloren ging. Zudem konnte in einer durchgefuhrten
Durchflusszytometrie keine Bindung von DBCO-S-Cy3 an mit dem Azid-
Antikorper behandelte HUVECs nachgewiesen werden, weshalb von einem
Nichterfolg der  Azidfunktionalisierung ausgegangen werden  muss.
Moglicherweise war der hergestellte Antikorper nicht genug glykosyliert, um die
Azid-Modifizierung erfolgreich durchfuhren zu konnen. Tatsachlich wird in der
Literatur ein Verlust der Glykosilierung von Antikorpern wahrend einer in vitro
Kultivierung von Hybridomazellen beschrieben (Council, 1999). Somit muss in
Zukunft die Azid-Modifizierung des Antikorpers verbessert werden und eventuell
eine alternative Methode der Antikorperisolierung erprobt werden. Neben der
Click-Chemie bestehen auch weitere Moglichkeiten zur Immobilisierung von
Antikorpern auf Oberflachen. Ates et al. untersuchten in ihrer Arbeit
unterschiedliche Methoden zur Immobilisierung von Antikorpern, die dem
Erfassen von zirkulierenden Tumorzellen dienen sollten. Unter Berlcksichtigung
von Effektivitat, Zeit- und Kostenersparnis war die NHS/EDC Methode die
machbarste Immobilisierungsmethode, die untersucht wurde (Ates et al., 2018).
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Hierbei werden Carboxylgruppen (-COOH) und primare Amine (-NH2) unter
Ausbildung einer Amidbindung konjugiert. Neben der NHS/EDC Methode wurde
in weiteren Arbeiten auch die Verwendung von Glutaraldehyd getestet.
Glutaraldehyd ist in der Lage Aminogruppen enthaltende Biomolekule zu
verbinden, wobei der genaue Wirkmechanismus unklar ist (Smith et al., 2020,
Migneault et al., 2004). Nachteil der zuvor genannten Methoden ist allerdings,
dass es sich zwar um kovalente Bindungen, aber nicht um gerichtete (,site
specific’) Reaktionen handelt. Aus diesem Grund kann es zu einer zufalligen
Orientierung der Antikdrper und zu deren Funktionsverlust kommen (Shen et al.,
2017). Im Gegensatz hierzu ermdglichen Click-Chemie Reaktionen eine
gerichtete Bindung von Antikorpern auf Oberflachen, sodass die Fahigkeit des
Antikorpers sein Antigen zu binden, uneingeschrankt bleibt (van Moorsel et al.,
2019).

4.3 Fazit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit fugt sich in eine Reihe von wenigen aber aktuellen
Arbeiten, die sich mit dem Thema der Endothelialisierung von
Oxygenatormembranen befassen (Zwirner et al., 2018, Hess et al., 2010b,
Pflaum et al., 2017). In der Tat beschranken sich die Arbeiten zum Thema
Endothelialisierung in erster Linie auf die Beschichtung von Herzklappen,
Gefaldtransplantaten und Prothesen (Hess et al., 2010b). Zudem betonten
insbesondere Zwirner et al., die eine Beschichtung mit Heparin und Albumin
anwendeten, den Bedarf flr neue, stabilere Beschichtungen mit Endothelzellen
(Zwirner et al., 2018). Bevor die Endothelialisierung einer kiinstlichen Oberflache
moglich ist, muss diese allerdings erstmal modifiziert werden (Takagi et al.,
2003), da die Zelladhasion wesentlich durch Oberflacheneigenschaften, wie
Hydrophilitdt, Ladung und Rauheit der Oberflache beeinflusst wird (Hess et al.,
2014, Bhattacharyya et al., 2010). In dieser Arbeit wurde eine neuartige Methode
zur Endothelialisierung von Hohlfasermembranen etabliert. Durch die
Verwendung der Click-Chemie entsteht zwischen den Endothelzellen und der
HFM eine kovalente Bindung, wodurch man sich eine stabile und langlebige
Beschichtung erhofft. Aullerdem werden bei dieser Beschichtungsmethode keine
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thrombogenen Proteine verwendet (z.B. Fibronektin). Die Oberflache der HMFs
wird durch die Plasmabehandlung sogar hydrophiler und die Hamokompatibilitat
wird verbessert (Recek, 2019). Zwar konnte erfolgreich ein Protokoll zur
Endothelialisierung von PMP-HFMs etabliert werden, jedoch fehlen noch
Folgestudien. In der Tat muss die Stabilitat der Endothelzellschicht Gber die Zeit
untersucht werden. Bei Versuchen, die die Stabilitat der Endothelzellschicht uber
die Zeit untersuchen, ist eine dynamische Kultur sinnvoll, da ein laminarer Fluss
mit hoher Scherbelastung das Uberleben und den inaktivierten Zustand von
Endothelzellen gewahrleistet (Chistiakov et al., 2017). Zudem muss in einem
Flussmodell Uberprift werden, ob die kovalente Bindung zwischen Zellen und
PMP-Membran stabil genug ist, um physiologischen Scherkraften Stand zu
halten. Die Funktion des Membranoxygenators ist in erster Linie der
Gasaustausch, somit sollte untersucht werden, ob die Endothelialisierung die
Oxygenierung des Blutes behindert. In Hinblick auf eine eventuelle klinische
Anwendung, muss auch analysiert werden, welche Zellquellen sich fur eine
Beschichtung eignen. In der Tat braucht es viele und gut wachsende Zellen, um
moglichst schnell einen gesamten Oxygenator zu endothelialisieren. Einerseits
besteht die Moglichkeit Endothelzellen aus iPSCs aus Patientenurin zu
generieren (Gimbel et al., 2016, Steinle et al., 2019) und andererseits kdnnten
allogene Zellquellen verwendet werden, die durch HLA Silencing verandert
wirden (Wiegmann et al.,, 2014), um AbstolRungsreaktionen zu verhindern.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die ersten Schritte fur die Entwicklung
einer neuen Methode zur Endothelialisierung von Oxygenatormembranen getan
wurden, jedoch mussen nun weitere Versuche durchgefuhrt werden, die die
Resistenz gegen Scherkrafte und Langlebigkeit der Beschichtung untersuchen.
Weiteres Ziel wird der Ubergang zu in vivo Versuchen sein, um fundierte
Aussagen uber die Funktionalitat von endothelialisierten Oxygenatormembranen
machen zu konnen. So entwickelten Schlor et al. bereits ein in vitro
Schweinemodell, um spater in vivo Versuche an Schweinen durchfuhren zu
kénnen (Schldr et al., 2022). In Hinblick auf eine in vivo Selbsendothelialisierung
wurde in einem ersten Schritt gezeigt, dass eine effektive Produktion von
monoklonalen Antikorpern in Zellkulturflaschen moglich ist. Des Weiteren wurde
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eine Methode zur Selbstendothelialisierung von Hohlfasermembranen mittels
kupferfreier Click Chemie und Antikorpern diskutiert. Hierzu kann man sagen,
dass CD31-Antikorper sich generell fur eine in vivo Endothelialisierung eignen,
jedoch muss der Herstellungsprozess optimiert werden, sodass eine
Azidmodifizierung des CD31-Antikorpers realisiert werden kann.

5 Zusammenfassung

Die ECMO stellt ein extrakorporales Kreislaufverfahren dar, welches je nach Art
und Weise der Kanulierung die Funktion von Herz und/oder Lungen Ubernehmen
kann. Dies ermdglicht die Erholung dieser Organe bei Patienten mit schwerem
pulmonalen und/oder kardialen Versagen. Dieses Verfahren ist jedoch noch mit
erheblichen Komplikationen, wie Thrombosen und Blutungen verbunden, die
unter anderem auf die eingeschrankte Hamokompatibilitdt dieser Systeme
zurickzufihren sind. Die kiinstliche Oberflache der ECMO und insbesondere die
Oxygenatormembran aktivieren namlich das Gerinnungs- und das
Komplementsystem. Durch eine Beschichtung der kinstlichen Oberflachen mit
Endothelzellen, der natirlichen Auskleidung aller Blutgefalle und wesentliche
Regulatoren von Inflammations- und Gerinnungsprozessen, erhofft man sich
eine deutliche Verbesserung der Hamokompatibilitdt und dadurch eine
Reduktion der ECMO assoziierten Komplikationen. Ziel dieser Arbeit war somit
die Etablierung eines Protokolls, um die Endothelialisierung von
Hohlfasermembranen unter Verwendung der Click-Chemie zu ermdoglichen.
Hierfur wurden erstmal die Oberflacheneigenschaften der HFM in drei Schritten
modifiziert, sodass das Zellwachstum gefordert wirde. Zuerst erfolgte die
Behandlung mit Sauerstoffplasma, um reaktive sauerstoffhaltige funktionelle
Gruppen einzufuhren. Im Anschluss wurde APTES verwendet, um mittels
Silanisierung ein Monolayer aus Aminogruppen herzustellen. Diese
Aminogruppen reagierten dann uber NHS-Ester Reaktion mit DBCO-PEG4-NHS
Ester, um die HFM mit dem Alkin DBCO zu funktionalisieren. Bevor die
Endothelzellen mit den HFM inkubiert wurden, wurden mittels eines
Azidozuckers Azidgruppen an der Oberflache der HUVECs generiert.

AnschlieBend konnten die Zellen im Laufe einer unter Rotation erfolgenden

84



Inkubation an die HFM binden. Zusatzlich zu einer in vitro Endothelialisierung
bestehen Bestrebungen, die Endothelialisierung in vivo stattfinden zu lassen.
Hierzu koénnen beispielweise an eine kunstliche Oberflache gebundene
Antikorper verwendet werden, die sich gegen spezifische Oberflachenmarker von
im Blut zirkulierenden Zellen richten. Daher wurde in dieser Arbeit auch die
Herstellung eines anti-CD31 Antikorpers, mittels einer Hybridoma Zelllinie, die
Maus anti-humane CD31 Antikorper produziert, getestet, sowie dessen
Modifizierung mit einer Azidgruppe. Im Laufe dieser Arbeit konnte die Oberflache
von HFMs erfolgreich modifiziert werden und die Bildung einer konfluenten
Endothelzellschicht ermoglicht werden. In der Tat trugen die Membranen, die mit
Sauerstoffplasma, APTES und DBCO-PEGs+-NHS Ester behandelt wurden,
signifikant mehr Zellen als die unbehandelten und rein APTES-behandelten
Membranen. Diese neuartige Endothelialisierungsmethode mittels kupferfreier
Click-Chemie ist unter vielfachen Gesichtspunkten vielversprechend. Einerseits
gestaltet sich die EinfuUhrung von Azidgruppen in lebendige Zellen einfach und
hat keinen Einfluss auf die Zellviabilitat. Andererseits entsteht zwischen den
Zellen und der HFM durch die Reaktion von Alkinen mit Aziden eine kovalente
Bindung. Dies lasst auf eine stabile Beschichtung hoffen. Des Weiteren ist die
Endothelialisierung mittels kupferfreier Click-Chemie sehr spezifisch, da nur
Zellen, die eine Azidgruppe tragen, welche physiologischerweise nicht vorkommt,
an die Membran binden konnen. Auch konnte in dieser Arbeit erfolgreich ein
Maus anti-human CD31 Antikorper aus einer Hybridoma Zelllinie isoliert werden.
HierfUr wurden die produzierten Antikorper mittels Affinitatschromatographie aus
dem  Zelliberstand isoliert. ~Zudem  wurden  Uberlegungen  zur
Selbstendothelialisierung mit Hilfe von Antikorpern angestellt und erste
Vorversuche durchgefuhrt.

Somit wurde im Laufe dieser Arbeit erstmals ein erfolgreiches Protokoll zur
Endothelialisierung von PMP-HFM mittels kupferfreier Click-Chemie etabliert und
auch die in vitro Herstellung eines anti-CD31 Antikdrpers wurde realisiert. Es
besteht jedoch noch Bedarf an Folgeversuchen, da noch gezeigt werden muss,
dass wesentliche Funktionen des Oxygenators, wie beispielsweise der
Gasaustausch, durch die Endothelialisierung nicht eingeschrankt werden.
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AuBerdem muss gepruft werden, ob die Zellen den Scherkraften im
extrakorporalen Kreislauf standhalten konnen und das Endothelzellmonolayer
uber eine ausreichend lange Zeit stabil bleibt. Zuletzt sollte weiter an der
Azidmodifizierung von Antikorpern gearbeitet werden, um spater ein Protokoll fur
die in vivo Endothelialisierung von Oxygenatormembranen mittels Azid-

modifizierter Antikdrper zu etablieren.
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