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Zusammenfassung

In der regenerativen Medizin stellt der Einsatz von Stammzellen und Zellen, wie den
Endothelzellen (ECs) und deren Vorlaufern, einen vielversprechenden Ansatz in der
Gewebereparatur und Regeneration durch das Fordern der Angiogenese dar. Ver-
schiedene Ansatze werden von Forschenden untersucht, um die Vaskularisierung von
Geweben oder Organen zu verbessern. Beispiele hierfur sind, unter anderem die
Schaffung klnstlicher Blutgefalle oder die Optimierung der Mikrozirkulation bei peri-
pherer arterieller Verschlusskrankheit, aber auch bei Gefallverschlissen, welche zum
Myokardinfarkt fuhren kdnnen. Des Weiteren konnen ECs in Biomaterialien integriert
oder auf Biomaterialien angebracht werden, um die Hamokompatibilitat von Implanta-

ten zu verbessern.

Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) nehmen eine wichtige Stellung in der Neovas-
kularisierung von Geweben ein, die durch ischamische Erkrankungen wie dem
Myokardinfarkt oder dem ischamischen Insult verursacht werden. Ilhre sehr geringe
Anzahl und Homing-Rate schranken ihren klinischen Einsatz in der Behandlung von
ischamischen Erkrankungen ein. Um das therapeutische Potenzial von EPCs zu ver-
bessern, wurden im Rahmen dieser Arbeit murine EPCs mit synthetischen mRNAs,
die fur den C-X-C-Motiv-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) und dem P-Selektin Glykopro-
tein-Ligand 1 (PSGL-1) kodieren transfiziert, um die Homing- und Migrationseffizienz
von EPCs zum entzindeten Endothel zu verbessern. Durchflusszytometrische Mes-
sungen konnten zeigen, dass die Transfektion von EPCs mit CXCR4 und PSGL-1-
mRNA im Vergleich zu unmodifizierten EPCs zu einer erhdhten Expression dieser
Marker auf der Zelloberflache fihrte und dabei keinen negativen Einfluss auf die Zell-
viabilitat hatte. CXCR4-mRNA-modifizierte EPCs zeigten in einem chemotaktischen
Migrationstest ein signifikant hdheres Migrationspotenzial als unmodifizierte EPCs. Die
Bindungsstarke der EPCs an das entziindete Endothel wurde mit Hilfe der Einzelzell-
Atomkraftmikroskopie (AFM) bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die mRNA-modifizier-
ten EPCs eine dreifach hohere Ablosekraft bendtigten, um sich vom TNFa-aktivierten
Endothel abzulésen als unmodifizierte EPCs. Des Weiteren konnte in einem dynami-
schen Flussmodell eine signifikant hdhere Bindung der mRNA-modifizierten EPCs an
das entziindete Endothel festgestellt werden.

Neben der Therapie von ischamischen Erkrankungen mit endothelialen Progenitorzel-

len, kdnnen auch (aus)differenzierte ECs eingesetzt werden, um die Eigenschaft von
[l



Biomaterialien zu verbessern. Insbesondere bei kiinstlichen Lungen, die bei der extra-
korporalen Membranoxygenierung (ECMO) verwendet werden, kdnnen ECs
eingesetzt werden, um die bislang schlechte Hamokompatibilitat zu verbessern und
eine langere Anwendungsdauer zu ermoglichen. Aus diesem Grund wurde im zweiten
Teil der vorliegenden Arbeit eine neuartige Strategie zur effizienteren Endothelialisie-
rung blutkontaktierender Materialien entwickelt, um die Hamokompatibilitat zu
verbessern. Hierfir wurden Hohlfasermembranen (HFMs) mit Dibenzylcyclooctin
(DBCO) funktionalisiert, und ECs durch metabolische Modifikation mittels kupferfreier
Klick-Chemie kovalent an die Membran konjugiert. Die metabolische Modifizierung der
Zellen mit Azidoacetylmannosamin-tetraacyliert (AcaManNAz) fihrte zu einer hochef-
fizienten Funktionalisierung von ECs mit Azid (N3)-Molekilen auf der Zelloberflache
ohne negative Auswirkungen auf die Viabilitat. Nach 48-stindiger Inkubation der Zel-
len mit den DBCO-funktionalisierten Membranen, konnte im Vergleich zu
unmodifizierten HFMs eine deutlich verbesserte Endothelialisierung gezeigt werden.
Die Zellen reagierten nach Stimulation mit TNFa und exprimierten adhasionsfordernde
Molekule (E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1). Des Weiteren wurde durch dynamische
Inkubation mit frischem humanem Blut die Hamokompatibilitat untersucht. DBCO-be-
schichtete und unbeschichtete HFMs zeigten eine vergleichbare Hamokompatibilitat
bei der vermehrte Zellablagerung nachgewiesen werden konnten. Die Endothelialisie-
rung der HFM reduzierte deutlich die Thrombozytenaktivierung und die Gerinnung.
Interessanterweise fuhrte die Inkubation endothelialisierter HFM mit humanem Blut zu
einer weiteren Reduktion der E-Selektin- und VCAM-1-Expression auf den ECs. Die
so etablierte, hocheffiziente und zellkompatible Methode, die auf der kupferfreien Klick-
Chemie beruht, kann zur Endothelialisierung von kunstlichen Lungen, aber auch an-

derer Biomaterialien eingesetzt werden, um die Biokompatibilitat zu verbessern.



Abstract

In regenerative medicine, the use of stem cells and cells such as endothelial cells and
their precursors represents a promising approach in tissue repair and regeneration by
promoting angiogenesis. Various approaches are being investigated by researchers to
improve the vascularization of tissues or organs, such as the creation of artificial blood
vessels or the optimization of microcirculation in peripheral arterial occlusive disease,
but also in vascular occlusions that can lead to myocardial infarction. Furthermore,
endothelial cells can be integrated into biomaterials or attached to biomaterials in order
to improve the hemocompatibility of implants. Endothelial progenitor cells (EPCs) play
an important role in the neo-vascularization of tissues caused by ischemic diseases
such as myocardial infarction or ischemic insult. Their very low number and homing
rate limits their clinical use in the treatment of ischemic diseases. To improve the ther-
apeutic potential of EPCs, murine EPCs were transfected with synthetic mRNAs
encoding the C-X-C motif chemokine receptor 4 (CXCR4) and the P-selectin glycopro-
tein ligand 1 (PSGL-1) to improve the homing and migration efficiency of EPCs to the
inflamed endothelium. Flow cytometric measurements showed that transfection of
EPCs with CXCR4 and PSGL-1 mRNA resulted in increased expression on the cell
surface compared to unmodified EPCs and had no effect on cell viability. CXCR4
mRNA modified EPCs showed a significantly higher migration potential than unmodi-
fied EPCs in a chemotactic migration assay. The binding strength of the EPCs to the
inflamed endothelium was determined using single-cell atomic force microscopy
(AFM). This showed that the mRNA-modified EPCs required a threefold higher detach-
ment force to detach from the TNFa-activated endothelium than unmodified EPCs.
Furthermore, a significantly higher binding of the mRNA modified EPCs to the inflamed
endothelium was observed in a dynamic flow model. In addition to the therapy of is-
chemic diseases with endothelial progenitor cells, endothelial cells can also be used
to improve the properties of biomaterials. Especially in artificial lungs used in extracor-
poreal membrane oxygenation (ECMO), endothelial cells can be used to improve the
previously poor hemocompatibility and enable a longer duration of use. For this reason,
a novel strategy for more efficient endothelialization of blood-contacting materials was
developed in the second part of the present work to improve hemocompatibility. For
this purpose, hollow fiber membranes (HFMs) were functionalized with dibenzylcy-
clooctyne (DBCO), and endothelial cells were covalently conjugated to the membrane

by metabolic modification using copper-free click chemistry. Metabolic modification of
\Y



the cells with azidoacetylmannosamine-tetraacylated (Ac4ManNAz) led to a highly ef-
ficient functionalization of endothelial cells with azide (N3) molecules on the cell
surface without negative effects on viability. After incubation of the cells with the
DBCO-functionalized membranes for 48 hours, a significantly improved endotheliali-
zation was shown compared to unmodified HFMs. The cells reacted after stimulation
with TNFa and expressed adhesion-promoting molecules (E-selectin, VCAM-1 and
ICAM-1). Furthermore, the hemocompatibility was investigated by dynamic incubation
with fresh human blood. DBCO-coated and uncoated HFMs showed comparable he-
mocompatibility with increased cell deposition. The endothelialization of the HFMs
significantly reduced platelet activation and coagulation. Interestingly, the incubation
of endothelialized HFM with human blood led to a further reduction of E-selectin and
VCAM-1 expression on the endothelial cells. The established, highly efficient and cell-
compatible method, which is based on copper-free click chemistry, can be used to
endothelialize artificial lungs, but also other biomaterials, in order to improve biocom-

patibility.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen wie etwa akute Myokardinfarkte (AMI), zerebrale und
periphere arterielle Verschlusserkrankungen, sowie die arterielle Hypertonie und de-
ren Komplikationen, sind weltweit eine der haufigsten Todesursachen [1]. Wahrend
eines akuten AMIs setzen Gewebeschaden und Nekrose eine Reihe von pathologi-
schen Reaktionen in Gang, darunter Entzindung, Hypoxie, oxidativer Stress und die
Aktivierung des neurohormonellen Systems [2, 3], welche sich negativ auf die ECs
auswirken und diese weiterhin aktivieren. Da das kardiale System Uber eine nur sehr
geringe Regenerationskapazitat verfugt, fuhrt eine anhaltende Minderdurchblutung
des Gewebes zum irreversiblen Verlust von Kardiomyozyten und dem Untergang der
Gefalde, welche essenziell fur die Aufrechterhaltung der Gewebe- und Organfunktion
sind [4]. Der Niedergang von Herzmuskelzellen fuhrt zum sogenannten Remodelling
des Gewebes, wobei das zuvor gesunde Gewebe durch Fibroblasten ersetzt wird und
die Vernarbung des Gewebes zur Folge hat, was letztendlich zur kardialen Hypertro-
phie fuhrt [5]. Hierdurch wird das gesamte kardiale System erheblich belastet, was sich
in der Ausbildung einer Herzinsuffizienz und Nierenschwache, in Odemen, sowie Ap-

noe widerspiegelt [6].

Oberstes Ziel bei ischamischen Erkrankungen ist die Revaskularisierung des Gewe-
bes. Derzeit gibt es keine ausreichend wirksamen medikamentdsen oder chirurgischen
Verfahren zur Vorbeugung von ischamischen Erkrankungen oder der vollstandigen
Regeneration des geschadigten Herzmuskelgewebes [7]. Die Behandlung von Hyper-
tonien oder Dyslipidamien erfolgt Ublicherweise durch medikamentdse Therapien [8].
Die Therapie des Myokardinfarktes beschrankt sich bislang auf Standardverfahren wie
der perkutanen Koronarangiographie oder dem arteriellen koronaren Bypass, um die
Blutversorgung zum ischamischen Gewebe wieder herzustellen [9, 10]. Einer der wich-
tigsten Grunde fur inoperable Herzerkrankungen sind hierbei die Mikroangiopathien,
bei welchen Stérungen der Mikrozirkulation zu weiteren Ischamien fuhren. Die derzei-
tigen Therapien sind unzureichend und die Entwicklung neuer, sicherer und wirksamer
Behandlungen ist daher zwingend erforderlich. Die Stammzell- und Gentherapie oder
deren Kombination stellen hierbei die vielversprechendsten Therapiemadglichkeiten
dar. Stammzellen vermdgen das korpereigene Potential zur Regeneration zu stimulie-
ren und bieten letztendlich eine Grundlage zur vollstandigen Geweberegeneration.
1
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1.2 Zelltherapie

Die Wiederherstellung und Reparatur von Organen oder Geweben nach Traumata,
Krankheit oder angeborenen Erkrankungen ist ein wichtiges Ziel, auf das sich die re-
generative Medizin fokussiert. Die Zelltherapie ist ein vielversprechendes
therapeutisches Mittel in der Bekdmpfung von entzlindlichen Prozessen und unter-
schiedlichsten Erkrankungen, bei denen Zellen, konditionierte Medien oder auch mit
Zellen besiedelte Patches eingesetzt werden konnen. In einer Reihe von praklinischen
Studien, konnte gezeigt werden, dass die Stammzelltherapie die Entstehung oder Pro-
gression von pathologischen Prozessen in den unterschiedlichsten Organen wie der
Lunge [11-15] oder dem Herzen [16-18] durch immunmodulatorische, wie auch pa-
rakrine Prozesse, verhindern kann. Auch wird der Einsatz der Zelltherapie mit
Immunzellen in der Transplantationsmedizin untersucht, bei der in der Funktion beein-
trachtigte Organe repariert, die Auswirkungen von Reperfusionsschaden nach
Ischamie verringert und die Immuntoleranz nach Transplantationen verbessert werden
sollen [19-21].

Die Forschung konzentriert sich unter anderem auf die Techniken der regenerativen
Medizin, welche die Verwendung von Stammzellen einschlie3t, um funktionale Organe
und Gewebe wiederherzustellen und zu regenerieren. Hierbei finden auch Biomateri-
alien und das Tissue Engineering zunehmend an Bedeutung. Diese, das Herz
regenerierende Technologie, die darauf abzielt, die Struktur und Funktion des Herzens
wiederherzustellen, wurde von der Organ- und Zelltransplantation abgeleitet [22]. Ver-
schiedene Arten von Stammzellen wie bone marrow-derived mononuclear cell (BM-
MNCs), embryonale Stammzellen, induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs) oder
EPCs wurden als geeignete Zell-Ressource entdeckt. Darliber hinaus wurden einige
Biomaterialien und sogenannte Scaffolds entwickelt, um die Uberlebensrate und Re-
tention dieser transplantierten Zellen zu erhdéhen. EPCs sind aufgrund ihres
Differenzierungspotentials zu ECs von besonderem Interesse bei der Therapie von

kardiovaskularen Erkrankungen.

1.3 Endotheliale Progenitorzellen

Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) sind vordifferenzierte adulte Stammzellen, wel-
che die Eigenschaft besitzen in ECs differenzieren zu kdnnen [23]. Nach vaskularen

Verletzungen oder Ischamien, werden EPCs aus dem Knochenmark mobilisiert und in
2
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den Blutkreislauf abgegeben, wo sie die Reparatur des Gewebes durch sezernierte
parakrine Faktoren induzieren [24-27] (Abbildung 1). Die Rekrutierung der Zellen zum
Ort der ischamischen Lasion wird hierbei unter anderem durch die Ausschittung EPC-
mobilisierender Zytokine, wie dem stromal cell-derived factor-1a (SDF-1a) oder CXC-
chemokine ligand 12 (CXCL12) [28-30], dem granulocyte-colony-stimulating factor (G-
CSF) [31] und dem vascular endothelial growth factor (VEGF) [32] herbeigeflihrt, wel-

che die Revaskularisierung und Regeneration der ECs induzieren soll [33].

Knochenmark

1. Mobilisierung
Epo, VEGF,
SDF-1q, G-CSF

§ ‘e oo™
o A . 2a.Chemotaxis o )
.7‘.*“ ?i % SDF-1/CXCR4 - o ’ < DY
4 » . @ 2b. Adhésion rd '
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=
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Abbildung 1: Mehrstufiger Prozess der Ansiedlung und Anheftung von EPCs. Die Rek-
rutierung und der Einbau von Progenitorzellen in ischamisches oder verletztes Gewebe
erfordert einen koordinierten mehrstufigen Prozess, der die Adhasion an das Endothel, die
transendotheliale Migration, Chemotaxis, Invasion und Differenzierung in situ beinhaltet. Ab-
kirzungen: SDF-1a: Stromal cell-derived factor 1a, VEGF: Vascular Endothelial Growth
Factor, HGF: Hepatocyte Growth Factor, IGF: Insulin-like growth factor. Erstellt mit BioRen-

der.com.

Die therapeutische Wirkung von EPCs bei der Therapie kardiovaskularer Erkrankun-
gen wurde in den letzten Jahren in zahlreichen Studien untersucht [34-36]. Das
Homing der endothelialen Progenitorzellen hin zu den Lasionen und der Neovaskula-

risierung beinhaltet einen mehrteiligen und dynamischen Prozess der Mobilisation,

3
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Chemotaxis, Adhasion, Transmigration und Differenzierung in das Subendothel [37],
bei dem multiple Zytokine, Rezeptoren und Adhasionsmolekule beteiligt sind [38, 39].
Die Freisetzung von Chemokinen aus dem ischamischen Gewebe und deren Interak-
tion mit Oberflachenmolekulen auf den EPCs, sowie die Anbindung an deren Liganden
auf dem aktivierten Endothel ist ein wichtiger Prozess beim Homing von EPCs. Insbe-
sondere SDF-1a ist hierbei ein wichtiger Akteur bei der Rekrutierung von EPCs in
Richtung des ischamischen Gewebes [40]. Dies wurde bereits in einer Studie gezeigt,
bei der EPCs erfolgreich zu den, mit SDF-1-mRNA modifizierten EPCs migrierten [41].
Der Mechanismus, mit der SDF-1a seine chemotaktische Wirkung ausubt, beruht auf
der Bindung zu seinem Rezeptor, dem C-X-C-motiv-chemokine receptor 4 (CXCR4),
der von EPCs exprimiert wird [42, 43]. Sowohl SDF-1q, als auch CXCR4 werden durch
Hypoxie hochreguliert und regulieren somit verschiedene Schritte der Rekrutierung
von Progenitorzellen, einschlieRlich der Chemotaxis, der transendothelialen Migration
und Adhasion an ECs und Integrine [44]. Die SDF-1/CXCR4-vermittelte Rekrutierung
von Progenitorzellen aus dem Knochenmark (BM PC) hin zum ischamischen Herzge-
webe konnte in einer Studie gezeigt werden, bei der EPCs in praklinischen Modellen
zum Gefallwachstum und einer verbesserten Herzmuskelfunktion beitrugen [28]. Zu-
satzlich zur Chemotaxis weisen Zelladhasionsmolekile wie P-Selektin und E-Selektin,
die auf aktiviertem Endothel exprimiert werden eine wichtige Funktion bei der Adhasion
und Migration von EPCs auf [45, 46]. Das P-Selektin wird hierbei sowohl auf Throm-
bozyten als auch auf ECs nach deren Aktivierung exprimiert. Die Expression von E-
Selektin ist ausschlieB3lich auf ECs limitiert. Ein wesentlich limitierender Faktor der den
Erfolg in der klinischen Anwendung, wie auch das Einleiten der Angiogenese von
EPCs reduziert, ist die zu geringe Retentionsrate und das geringe Uberleben der ein-
gewanderten EPCs in das ischamische Gewebe [47-49]. Um eine effiziente
Behandlung und Ansiedlung von EPCs zu erzielen sind zwingend neue Strategien er-
forderlich. Dies kann etwa die Vorbehandlung des Zielgewebes mit stimulierenden

Faktoren oder die Modifikation der EPCs selbst sein.

1.4 Gentherapie als therapeutischer Ansatz in der regenerativen
Medizin

In den vergangenen Jahren wechselte das Interesse bei der Entwicklung von Arznei-

mitteln vom Testen kleiner chemischer Verbindungen zunehmend hin zu

4



Einleitung

unterschiedlichen Biopharmazeutika, wie Proteinen, Peptiden und Nukleinsauren [50-
53]. Hierbei lag das Augenmerk auf der Entwicklung einer neuen Generation von Bi-
opharmazeutika, unter denen sich Nukleinsaure-basierte Arzneimittel aufgrund ihres
therapeutischen Potenzials auf dem Gebiet der Gentherapie und regenerativen Medi-
zin als besonders geeignete Kandidaten zeigten. Nukleinsaure-basierte Therapien
zielen hierbei auf die Behandlung oder der praventiven Therapie verschiedenster Er-
krankungen, wie Krebs, neurodegenerativen, kardiovaskularen und viralen
Erkrankungen durch das Ersetzen, der Korrektur oder der Inhibierung spezifischer
Zielgene ab [54-58]. Das Konzept der Gentherapie liegt daher im Ersetzen von fehler-
haften Genen oder dem Hinzufiigen neuer Gene durch das sichere Einbringen von
genetischem Material in die Zielzelle [51-53]. Nach dem Einbringen des genetischen
Materials, kbnnen somit fehlende oder defekte Proteine in der Zielzelle hergestellt wer-
den. Der Gentherapie gegenuber stehen Proteinsubstitutionstherapien durch direkte
Applikation rekombinanter Proteine. Diese sind allerdings aufgrund der Menge, die be-
notigt wird, um die Funktion aufrechtzuerhalten, unwirtschaftlich. Des Weiteren
besitzen sie eine sehr geringe Halbwertzeit [59]. Um eine anhaltende Proteinexpres-
sion zu initiieren, wurde die Technik der rekombinanten Plasmid-DNA (pDNA)

entwickelt, die bei Vakzinierungen oder der Zelltherapie eingesetzt werden kann.

Die Plasmid-DNA muss hierbei in den Nukleus gelangen, dort wird die mRNA transkri-
biert, die dann wiederum, fur die Translation des gewiunschten Proteins ins Zytoplasma
exportiert wird. Hindernisse waren bei diesem Ansatz allerdings die geringe zellulare
Aufnahme der Plasmid-DNA, sowie die ineffiziente Translokation dieser in den Zell-
kern. Zahlreiche neuere Ansatze, wie die viralen und nicht-viralen Vektorsysteme
zielten deshalb darauf hin, diese Hindernisse zu umgehen [60-67]. Retrovirale oder
lentivirale Vektoren eignen sich gut fur den Gentransfer, da diese in das Genom integ-
rieren und zu einer stabilen Proteinexpression fihren. Diese Genomintegration birgt
allerdings auch erhebliche Risiken nicht zielgerichteter Mutationen, welche zu unkon-
trollierter Expression und vermehrter Immunreaktion fuhren kann [68]. Adeno-
assoziierte Viren (AAVs) sind haufig eingesetzte virale Vektoren, um DNA, welche fur
ein therapeutisches Protein kodiert, mit einem geringen Risiko der genomischen In-
tegration in die Zelle einzubringen. Hierdurch kann die physiologische Proteinfunktion
wiederhergestellt werden [69]. Trotz dieser Vorteile kdnnen auch AAVs zur Aktivierung

des Immunsystems und folglich zu schweren Immunreaktionen fihren [70].
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1.4.1 Synthetische mRNA als Therapeutikum

Die mRNA ist ein einzelstrangiges Molekul, welches die genetische Information tragt,
wodurch nach dem Ablesen durch Ribosomen Proteine hergestellt werden. Obwonhl
die mRNA bereits Anfang der 1960er Jahren entdeckt wurde [71], dauerte es bis in die
1990er Jahre bis Methoden zur DNA- und RNA-Produktion etabliert werden konnten,
um praklinische Studien in der Immuntherapie und der mRNA-basierten Vakzinierung
initiieren zu kdénnen [72, 73]. In den vergangenen Jahren hat der Einsatz synthetischer
mRNA aufgrund mehrerer Vorteile das Interesse der wissenschaftlichen Gemeinschaft
geweckt [74]. Essenziell fur die Verwendung in praklinischen Studien fur Immunthera-
pie und mRNA-basierten Vakzinierung war die Entwicklung geeigneter
Applikationsmethoden und Formulierungen die v.a. im Fall der mRNA basierten The-
rapeutika eine ausreichende Stabilitat in vivo gewahrleisten sollten. Da mRNAs nicht
in das Genom integrieren, werden damit verbundene Risiken der Insertionsmuta-
genese vermieden [51]. Des Weiteren sind synthetische mRNAs nur transient in der
Zelle vorhanden und werden durch physiologische, korpereigene Prozesse ruck-
standsfrei wieder abgebaut [72, 75] und so Komplikationen durch eine dauerhafte
Proteinuberexpression verhindert [76]. Ein weiterer Vorteil der synthetischen mRNA
ist, dass diese im Vergleich zur Plasmid-DNA nicht im Kern prozessiert werden muss
[77]. Nach der Freisetzung in das Zytoplasma, wird sie durch die Ribosomen direkt in
das gewulnschte Protein translatiert. Das erste liposomale Einbringen von mRNA in die
Zelle gelang Malone und Kollegen [78]. Sowohl DNA- als auch mRNA-basierte Thera-
peutika ermdglichen es Zellen fehlende oder defekte Proteine bei Erkrankungen
herzustellen [79]. Nukleinsaure-basierte Therapien sind somit vorteilhafter als der Ein-
satz rekombinanter Proteine, bei dem ein fehlendes Protein dauerhaft substituiert
werden muss. Ein weiterer entscheidender Vorteil Nukleinsaure-basierte Therapeutika
ist, die Moglichkeit der wirtschaftlichen und schnellen Herstellung ohne Limitierung der
Grofle. Auch kdnnen bestimmte Proteine wie membrangebundene Glykoproteine nicht
effizient in vitro exprimiert werden. Post-translationale Modifikationen der Proteine [73,
79], die in der Zelle vorgenommen werden und fur die Proteinfunktion essenziell sind
fehlen haufig bei in vitro hergestellten rekombinanten Proteinen oder mussen in auf-

wendigen Verfahren hinzugefigt werden.

Zahlreiche Faktoren erschweren die Anwendung protein-basierter Therapeutika. Bei-
spielsweise ist die GroRe des Proteins haufig limitierend, auch die richtige
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Proteinfaltung ist nicht immer gegeben. Weiterhin konnen Immunogenitat und Instabi-
litdt der Proteine die Dosierungsmdglichkeiten und damit den Aufbau eines
therapeutischen Spiegels im Korper einschranken [80]. Hohe Produktionskosten ma-
chen den Einsatz der rekombinanten Therapie im Vergleich zu mRNA-basierten
Therapien unattraktiv und sehr teuer. Das Einbringen exogener mRNA in die Zelle und
die transiente Expression ist demnach ein vielversprechender Ansatz die Proteinex-
pression ohne Risiken von genomischen Integrationen zu steuern [72]. DNA-basierte
Ansatze in der Therapie von Erbkrankheiten wurden lange Zeit favorisiert. Hierbei ist
allerdings nicht nur das effektive Einbringen der DNA in das Zytoplasma entscheidend,
sondern auch die Translokation in den Zellkern, da diese dort zunachst in mRNA um-
geschrieben werden muss, um das therapeutische Protein zu exprimieren [81, 82].
Uber viele Jahre hinweg wurde der mRNA aufgrund ihrer Instabilitat (Verdau durch
ubiquitéare RNasen) und Immunogenitat (Aktivierung des Immunsystems) kein grol3er
therapeutischer Nutzen zugeschrieben [77, 81, 83] bis es Kariko und Kollegen mit ih-
ren wegweisenden Entdeckungen 2008 gelang, durch die Substitution von
Uridinresten in der mRNA mit dem bereits nattrlich vorkommenden modifizierten Nuk-
leosid, Pseudouridin dieses Hindernis zu umgehen [84]. Hierdurch konnte die
Translation durch die Veranderung der Sekundarstruktur erhéht und die Erkennung
der mRNA durch Toll-like Rezeptoren (TLRs) und Nukleasen verringert werden [84,
85]. Die so modifizierte mRNA zeigt eine bessere Stabilitat und minimierte die Immu-
nogenitat. Sie kann innerhalb von Minuten sehr effektiv (hohe Expressionsrate),
kontrolliert (durch die Menge an modifizierter mRNA) und transient exprimiert werden
mit effizienter Translation, ohne der Gefahr genomischer Integration, was den Einsatz
sicher macht und letztendlich zu keiner Aktivierung des angeborenen Immunsystems
fuhrt. FUr ihre wegweisende Arbeit erhielt Katalin Kariko 2023 den Nobelpreis fur Phy-
siologie oder Medizin. Der erfolgreiche Einsatz synthetischer mMRNA konnte bereits in
einer Vielzahl von Studien aus den unterschiedlichsten Teilgebieten der regenerativen
Medizin gezeigt werden. Hierzu gehdren unter anderem die Transdifferenzierung von
Zellen [86-89], die Modifikationen von (Stamm-) Zellen, um das Homing-Verhalten zu
verbessern [90, 91], die Reprogrammierung somatischer Zellen [75, 89, 92], sowie die
Herstellung von Wachstumsfaktoren [41, 58, 93-96] (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Mégliche Einsatzgebiete synthetischer mRNA. Gerichtete (Trans-) Differen-
zierung von Zellen aus induzierten pluripotenten Stammzellen in gewinschte Zelltypen (ECs,
Kardiomyozyten) durch exogen zugefiuhrte synthetische mRNA, Reprogrammierung somati-
scher Zellen (Fibroblasten) in iPSCs, Uberexpression von Rezeptoren (CXCR4, PSGL-1,
VEGFR) auf EPCs zur Verbesserung des Homings, Produktion sekretierbarer Proteine in Zel-
len, Vakzinierung gegen Krebszellen oder Viren, Reparatur von Gendefekten. Abklrzungen:
TAA: Tumor assoziierte Antigene, HIV: Humanes Immundefizienz-Virus, iPSC: induzierte plu-
ripotente Stammzellen, TALENs: Transcription Activator-like Effector Nucleases, CRISPR:
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, COVID-19: Coronavirus disease

2019, PSGL-1: P-selectin glycoprotein ligand 1. Erstellt mit BioRender.com

Fehlende oder defekte Proteine kdnnen somit durch den Einsatz synthetischer mRNA
substituiert werden oder Zellen so verandert werden, dass diese funktionale Proteine
exprimieren, die nicht zwingend unter normalen Bedingungen in der Zelle exprimiert
werden. Spatestens seit dem Ausbruch der COVID-19-Pandemie im Jahr 2020, konnte
die Entwicklung von mRNA-basierten Therapien enorm beschleunigt werden und Zu-

gang im Bereich der Krebsvakzinierung und Infektionsprophylaxe finden. mRNA-
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basierte Impfstoffe wie Comirnaty® und Spikevax® konnten hier ihren bemerkenswer-
ten Nutzen unter Beweis stellen und ihre Wirksamkeit, sowie Sicherheit bestatigen.
Auch mRNA-basierte Krebsvakzine befinden sich derzeit in der klinischen Entwick-
lung. So konnte beispielsweise in einer Studie mit BNT111 mRNA (BioNTech), das fur
vier tumor-assoziierte Antigene (TAAs) kodiert, eine effektive Behandlung von Patien-

ten mit fortgeschrittenem Melanom gezeigt werden [97].

1.4.2 Immunogenitat synthetischer mRNA

Die synthetische mRNA kann durch in vitro Transkription (IVT) kosteneffektiv und im
grolen Maldstab hergestellt und anschlieBend in Zellen eingebracht werden, wo sie
eine transiente Expression ohne der Gefahr einer Insertionsmutagenese ermdoglicht.
Die unmodifizierte mRNA ist sehr instabil und wird durch die hohe Aktivitat ubiquitarer
RNasen sehr schnell abgebaut. Des Weiteren wird die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems stimuliert, weshalb sie nach dem Einbringen in die Zelle diesem ent-
gehen muss. Im Gegensatz zum adaptiven Immunsystem, welches Pathogene
spezifisch erkennt, arbeitet das angeborene Immunsystem durch das Erkennen allge-
meiner Signale fur Zellschaden oder Infektionen. Diese werden als Schaden-
assoziierte molekulare Muster (DAMPs) und Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(PAMPs) bezeichnet, je nachdem, ob diese in der Wirtsumgebung selbst oder in Pa-
thogenen vorkommen. Erkannt werden diese molekularen Muster durch sogenannte
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs). Das angeborene Immunsystem schutzt unter-
anderem vor viralen Infektionen. Exogen zugefuhrte mRNA suggeriert die
Anwesenheit von Viren und fungiert daher als DAMP, was zur Inflammation, Hemmung
der Translation und zur Degradation der mRNA fuhrt. Endosomal vorhanden, wird ein-
zelstrangige RNA, einschliel3lich der mRNA, von Toll-like Rezeptoren (TLRs) 7 [98-
100] und TLR8 [100] als DAMP erkannt (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Inmunogenitat unmodifizierter mMRNA vereinfacht dargestellt. Exogene und
unmodifizierte mMRNA wird als DAMP von Mustererkennungsrezeptoren des angeborenen Im-
munsystems als fremd erkannt. Durch diese Erkennung werden immunologische Prozesse in
Gang gesetzt, welche durch Aktivierung proinflammatorischer Gene zum einen inflammatori-
sche Auswirkungen haben und zum anderen zur Degradierung der mRNA fuhren. Die
Modifikation in vitro transkribierter mMRNA mit modifizierten Nukleotiden kann sowohl die endo-
somale als auch zytoplasmatische Erkennung durch PRRs vermeiden, die Immunogenitat
verringern und gleichzeitig die Translation erhéhen. Abkirzungen: DAMPs: Damage-associ-
ated molecular patterns, modmRNA: modified mMRNA, Damage-associated molecular pattern,
PKR: Proteinkinase RIG-I: Retinoic acid-inducible gene |, MDA5: Melanoma differentiation-
associated protein 5, OAS: 2’-5’-oligoadenylate synthase, TLR: Toll-like Rezeptor, IRFs: Inter-

feron regulatory factors. Erstellt mit BioRender.com

Doppelstrangige RNA wird sowohl endosomal als auch zytoplasmatisch von TLR3
[101, 102] und Retinsaure-induzierbares Gen-l (RIG-I)-ahnlichen Rezeptoren (RLRs),
zu dem das Melanomdifferenzierungs-assoziiertes Protein 5 (MDA5) [103, 104] gehdrt,
wie auch der Proteinkinase R (PKR) [105], erkannt. Nach Aktivierung der TLRs wird

die Genexpression des Nuklearfaktor kB (NF- kB) und eine antivirale Immunantwort
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induziert, woraufhin proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-13 und IL-6 sekretiert
werden. Des Weiteren bewirkt die Hochregulierung von Interferon-stimulierten Genen
(ISG) eine vermehrte Expression RNA-abbauender Enzyme, wie der 2‘-5-Oligoade-
nylat-Synthase (OAS) und der RNase L. Um die Stabilitdt der mRNA zu verbessern
und gleichzeitig die Immunogenitat synthetischer mRNA zu verringern, kdnnen chemi-
sche Modifikationen am RNA-Terminus, den Nukleotiden [106-109] oder an der Ribose
selbst vorgenommen werden, bei der die Entfernung eines Protons am 2‘-OH die
TLR7/8 und MDA5-Bindung negativ beeinflusst und so die Erkennung durch das Im-
munsystem verhindert [110, 111]. Viele der modifizierten Nukleotide wie das
Pseudouridin (), 5-Methylcytidin (m°C), Né-methyladenosin (m®A) oder das 2‘-O-me-
thylierte Nukleosid (Nm) kommen auch natlrlicherweise vor, weshalb sie in
modifizierter mMRNA als Therapeutikum eingesetzt werden kdnnen. Es konnte gezeigt
werden, dass durch die Verwendung unterschiedlich modifizierter Nukleotide die TLR-
Aktivierung vermieden werden kann. Bereits Kariko und Kollegen konnten durch Sub-
stitution aller Uridinreste durch modifizierte Nukleotide (Pseudouridin und 2-thiouridin)
die Immunogenitat der in vitro transkribierten mMRNA umgehen und die Translationsef-
fizienz verbessern [85]. Auch andere Modifikationen wie m°U, m°C oder mPfA

resultierten in einer Abnahme der TLR-Aktivierung [112].

1.5 Endothelzellen

Das vaskulare Endothel ist eine heterogene Einzelschicht aus hoch spezialisierten Zel-
len, den sogenannten ECs, die das Lumen von allen GefalRen auskleidet und die erste
physiologische Barriere flr Molekulle und zirkulierende Zellen oder Pathogene im Blut
bilden [113]. Die auskleidende Gesamtflache des Endothels betragt etwa 1.000 m?,
weshalb es neben der Haut als das grof3te Organ im menschlichen Korper gesehen
werden kann [114]. Diese einzigartige Zellschicht agiert auch als endokrines Organ
und stellt durch den kontrollierten Austausch von Substanzen zwischen dem Blut und
dem umgebenden Gewebe in den spezifischen Organen eine selektiv permeable Bar-
riere zwischen extra- und intravaskularen Kompartimenten dar [115-119]. Jahre lang
wurde das Endothel als einfache, die Blutgefalle auskleidende Barriere gesehen [120,
121]. Inzwischen ist jedoch bekannt, dass das Endothel durch die Regulation des Ge-
faltonus, durch den Austausch von Flussigkeiten und Stoffen, durch die Angiogenese,

und durch das Aufrechterhalten eines anti-inflammatorischen und anti-thrombogenen
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Status, eine weitaus wichtigere Funktion in der kardiovaskularen Physiologie und Pa-
thophysiologie zukommt [122-133]. Unter physiologischen Bedingungen verhindern
ECs die Bildung von Thrombosen durch unterschiedliche gerinnungshemmende und
anti-thrombozytare Mechanismen. Durch die kontrollierte Expression von Bindungs-
stellen fur gerinnungshemmende und gerinnungsfordernde Faktoren auf der
Zelloberflache, vermdgen ECs die Gerinnung genauestens zu regulieren [134]. Ein
weiterer Schritt von ECs die Gerinnung zu steuern ist das Bereitstellen von Gewebe-
faktoren und Thrombininhibitoren, wie auch Rezeptoren zur Protein C Aktivierung
[135]. In den letzten Jahren wurden stetig weitere regulierende Gene, Signalwege und
Molekule identifiziert, welche in den Erhalt des anti-thrombogenen Status involviert
sind [136-139].

Neben der Regulation von Hamostase und Thrombose, spielen ECs bei entzindlichen
Prozessen eine wichtige Rolle, weil sie auf entziindliche Mediatoren sehr schnell rea-
gieren kdnnen [140]. ECs sorgen aktiv fir eine erhéhte Durchblutung des entziindeten
Gewebes, steuern die Rekrutierung zirkulierender Leukozyten und ermdglichen es die-
sen Immunzellen dadurch aus dem Blut in das betroffene Gewebe einzudringen. Die
Leukozytenrekrutierung wird dabei auch durch einen Kalziumanstieg, bei der es zur
Phosphorilierung der Myosin-light-chain (MLC) kommt, induziert. Das aktivierte MLC
fuhrt zur P-Selektin-Translokation zur zellularen luminalen Oberflache, welches wie-
derum zirkulierende neutrophile Granulozyten rekrutiert [141]. Wahrend der akuten
Entzindung, werden ECs durch den Tumornekrose Faktor (TNF-a) und Interleukin-1
(IL-1) stimuliert, was zur weiteren Aktivierung pro-inflammatorischer Transkriptionsfak-
toren wie dem NF-kB fuhrt [140]. Die Aktivierung pro-inflammatorischer Signalwege
fuhrt wiederrum zur vermehrten Expression von Adhasionsmolekilen wie dem E-Se-
lektin [142], dem intrazellularen Adhasionsmolekial 1 (ICAM1), dem vaskularen
Adhasionsmolekuil 1 (VCAM1) und einer Vielzahl an Chemokinen wie dem CXC-Motiv-
Chemokin 8 (CXCL8) und dem CC-Chemokin-Ligand-2 (CCL2) [143].

1.6 Oberflaichenmodifikation von Zellen und Biomaterialien

Durch die zellbasierte Therapie konnte der Einfluss auf das Tissue Engineering, die
Krebsimmuntherapie und die regenerative Medizin im Allgemeinen deutlich an Bedeu-

tung gewinnen. Aufgrund ihrer spezifischen Homing-Effekte durch Chemotaxis, ihrer
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Differenzierungsfahigkeiten, ihrer sekretorischen Funktionen, ihres ausgepragten the-
rapeutischen Potentials und der Fahigkeit, in vitro und in vivo expandiert werden zu
konnen, sind Zellen zu einem attraktiven und strategischen Werkzeug in der Therapie
unterschiedlichster Erkrankungen geworden. Daher ist die Fahigkeit, Zellen zu modifi-
zieren und entsprechend den beabsichtigten therapeutischen Zwecken zu
manipulieren von groRem Interesse fur die biomedizinische Forschung. Hier wurden
viele innovative Methoden entwickelt, bei der die genetische Modifizierung von Zellen
einen der fortschrittlichsten Techniken der Oberflachenmodifikation von Zellen dar-
stellt. Obwohl die genetische Manipulation mittels viraler Vektoren ein leistungsfahiges
Werkzeug ist, ist ihre Anwendbarkeit aufgrund der permanenten Veranderung der Zel-
len und moglicher Mutationen bislang sehr begrenzt. Alternativ hierzu wurden
Anstrengungen unternommen, um verbesserte Techniken zur Oberflachenmodifika-
tion zu entwickeln. Hierzu zahlen die kovalente chemische, enzymatische und
metabolische Konjugationen [144-146], polymere Verkapselung [147], hydrophobe In-
sertion [148], sowie die neuartige und optimierte genetische Modifikation mittels
synthetischer mRNA, um bestimmte Rezeptoren an der Zelloberflache exprimieren zu
konnen. Neben der Modifikation von Zelloberflachen, kdnnen sowohl Zellen als auch
Oberflachen von Biomaterialien mittels bioorthogonaler Chemie modifiziert werden,

um deren Biokompatibilitat erheblich zu verbessern.

1.6.1 Kovalente Konjugation

Die kovalente Konjugation auf dem chemischen, enzymatischen oder metabolischen
Weg kann bioaktive Substanzen an die Zellmembran koppeln [93, 145, 146, 149-152].
Die chemische Konjugation stellt hierbei eine der einfachsten Methode dar, die sich
die Vorteile von oberflachenexponierten funktionellen Gruppen auf der Zellmembran
als Bindungsstellen zu Nutze macht. Bislang werden N-Hydroxyl-succinimidyl Ester
(NHS)-Gruppen [149-152], Maleimide [144] und Pyridyldithiol [153, 154] als die gan-
gigsten chemischen Quervernetzungslinker eingesetzt. Der Einsatz von NHS-
aktivierten Estern modifiziert an der Zelloberflache exponierte Aminogruppen von bio-
aktiven Molekulen. Maleimid-konjugierte Biomolekule konnen selektiv an die
oberflachenexponierte Thiolgruppe gebunden werden, wodurch eine nicht spaltbare
Thioetherbindung entsteht. Der entscheidende Vorteil bei der chemischen Konjugation
ist die vielfaltige Anwendbarkeit. Biomaterialien, die mit Quernetzverlinkern funktiona-
lisiert sind, kdnnen zur Modifikation von Zellen eingesetzt werden. Anders als bei der
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zufalligen chemischen Konjugation, bieten enzymatische und metabolische Methoden

der Konjugation eine selektive Bindung an Biomaterialien.

Die Sialinsaurebiosynthese, die physiologisch nicht in humanen Zellen vorkommt, wird
durch den unnaturlichen Zucker N-a-azidoacetylmannosamin (ManNAz), einem Ana-
logon des nativen Zuckers N-Acetylmannosamin, induziert, wenn Zellen diesem
Zucker ausgesetzt werden. Bei diesem Prozess wird N-a-Azidoacetylsialinsaure (Si-
aNAz), ein Metabolit des ManNAz in die Membran konjugiert. Die so eingebauten
Azidgruppen (N3) stellen durch die Klick-Chemie [155, 156] oder Staudinger-Ligation
[145, 146], Bindungsstellen fur beschichtete Biomaterialien dar, um kovalent an diese
binden zu kdnnen. Wie bei der metabolischen Konjugation, ermoglicht die enzymati-
sche Konjugation ebenfalls eine kovalente Bindung von Biomaterialien an definierten
Stellen der Zelloberflache. So konnte gezeigt werden, dass durch die Transpeptidase
Sortase A aus Staphylokokkus aureus (Staph. aureus) effizient Peptide oder auch
ganze Proteine mit einem LPETG-Motiv an das N-terminale Glycin auf der Zelloberfla-
che konjugiert werden konnen [157]. Verglichen mit anderen nicht genetischen
Oberflachenmodifikationen sind Modifikationen durch kovalente Konjugation sehr
stabil [149, 152].

1.6.2 Hydrophobe Insertion

Amphiphile Polymere wie das Phospholipid-konjugierte Polyethylenglykol (PEG) und
der Polyvinylalkohol (PVA), die aus langen Alkylketten bestehen, bieten ein nicht-inva-
sives Mittel zur Veranderung der Zelloberflache durch hydrophobe Wechselwirkungen.
Verschiedenste Zelltypen wurden bereits durch hydrophobe Wechselwirkungen mit Li-
pid-konjugierten Biomaterialien fur spezifische Anwendungen modifiziert [158-164]. Im
Gegensatz zur kovalenten Konjugation oder elektrostatischen Interaktionen, welche
relativ stark und starr sind, erlauben Oberflachenmodifikationen durch hydrophobe In-
sertion membrangebundener, bioaktiver Molekule, der Zellmembran weiterhin sich
dynamisch verandern zu konnen. Des Weiteren konnte bisher gezeigt werden, dass
Lipid-konjugierte Biomaterialien eine geringe Toxizitat und eine physiologische zellu-
lare Aktivitat aufweisen [165-167].

1.6.3 Klick-Chemie als Werkzeug zur Oberflachenmodifikation von Zellen
und Biomaterialien
Die bioorthogonale Chemie beruht auf dem mathematischen Konzept der Orthogona-

litat und bezeichnet eine Reihe von chemischen Reaktionen, welche in biologischer
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Umgebung ablaufen konnen, ohne biochemische Prozesse selbst zu beeinflussen
[146, 168-172]. Hierzu zahlen unter anderem die Tetrazin-Ligation, die Kupfer-kataly-
sierte Azid-Alkin Zykloaddition (CUAAC) und die kupferfreie Azid-Alkin Zykloaddition
(SPAAC), auch bekannt als Klick-Chemie. Erstmal postuliert wurde der Begriff 2001
von Sharpless und Meldal, welche unabhangig voneinander die These aufstellten,
dass der Einsatz von Kupfer, die Reaktion der Azid-Alkin Zykloaddition deutlich erhoht
[171, 172]. Typische Charakteristika der Klick-Chemie sind die hohe Ausbeute, ein
breites Anwendungsspektrum, eine hohe Stereospezifitat, wie auch weniger zytotoxi-
sche Nebenprodukte bei der Reaktion selbst [173]. Der Vorteil der Klick-Chemie, liegt
im Gegensatz zu anderen chemischen Reaktionen in der Anwendbarkeit unter physi-
ologischen Bedingungen und der irreversiblen chemischen Bindungen, weshalb diese
fur die Modifikation von Biomolekulen wie Nukleinsauren, Lipiden, Proteinen und Bio-
materialien eingesetzt werden kann. Die Verwendung von CuAAC in biologischen
Systemen ist jedoch aufgrund ihrer zytotoxischen Eigenschaft nur wenig geeignet, da
die verwendeten Kupfer-1l-Vorlaufer (Cu(ll)) oxidative Schanden an der Zelle verursa-
chen. Auch der Einsatz von Kupfer-l (Cu(l)), welches durch Zugabe weiterer
Reduktionsmittel wie Ascorbat zu Cu(ll) oxidiert wird, kann durch seine Nebenprodukte
zellschadigende Prozesse auslosen. Um den Einsatz der Klick-Chemie auch in leben-
den Zellen einsetzen zu kénnen und die Notwendigkeit von Kupferkatalysatoren zu
eliminieren, wurde von Bertozzi et al. die Kupfer-freie Azid-Alkin Zykloaddition, besser
bekannt als strain-promoted azide-alkine cycloaddition, entwickelt, die zudem die lang-
same Kinetik der bislang Kupfer-freien Reaktionen verbessern sollte [168, 174]. Das
terminale Alkin, welches bei der CUAAC eingesetzt wird, wird bei der SPACC durch
ein zyklisches Alkin, wie dem Dibenzocylooctin (DBCO) ausgetauscht, wodurch sich

dieses mit Aziden verbinden kann.

Die metabolische Veranderung von Zellen zielt darauf ab, die Glykosilierung und den
zellularen Stoffwechsel zu manipulieren, um die Expression nicht nattrlicher Mono-
saccharide wie Alkin- oder Azid-modifizierte Glykane an der Zelloberflache
einzubauen. Dieser Schritt ist ein wesentlicher Bestandteil in der Klick-Chemie, der es
durch chemische Markierung erlaubt, Zellen oder Molekile an Oberflachen kovalent
zu binden. Biologische Komponenten wie Aminosauren, Zucker oder Lipide werden in
lebenden Zellen verstoffwechselt. Diese physiologische Eigenschaft kann genutzt wer-
den, um chemische Markierungen auf Glykanen [146, 175, 176], Proteinen [177, 178]

und Lipiden [179, 180] vorzunehmen und diese flr den Einsatz in der Klick-Chemie
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oberflachlich zu markieren. Die metabolische Veranderung durch den Einsatz von Zu-
ckeranaloga zur Einfuhrung von SPAAC-Substraten in Zellen ist hier ein besonders
nutzliches Werkzeug [175, 181, 182]. Dabei werden unterschiedliche Zucker wie Azid-
modifiziertes Mannosamin (ManNAz) oder tetraacetyliertes N-Azidoacetyl-Mannosa-
min (AcaManNAz)  verwendet, welche  durch den Oligosaccharid-
Biosynthesesignalweg unter anderem zu Azidoacetyl-Neuraminsaure metabolisiert
werden, dann in sialinsaurehaltige Glykoproteine der Zelle integriert werden, und an-
schliel3end auf der Zelloberflache als Azide exprimiert werden [175, 176, 183]. DBCO
bildet mit Aziden Triazolverbindungen aus, ohne dabei unspezifisch mit Tetrazinen zu
reagieren. Der Einsatz von DBCO als Klick-Ligand bietet daher, zusammen mit che-
misch modifizierten Sacchariden, eine alternative Methode zu herkdmmlichen
Verknupfungsmethoden, sowohl in vitro (fir die Beschichtung von Biomaterialien, Mar-
kierung von Proteinen und Nukleinsduren), als auch in vivo (fur Zell-Zellinteraktionen

oder dem targeted drug delivery).

1.7 Hamokompatibilitat von ECMO-Membranen

Atemwegserkrankungen sind weltweit fur eine hohe Morbiditat und Mortalitat verant-
wortlich. Derzeit gilt die Lungentransplantation als die einzige kurative Option flr die
Behandlung von Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen im Endstadium, wie
der chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung (COPD), zystischer Fibrose (CF), Lun-
genddemen und interstitiellen Lungenerkrankungen. Leider fuhrt der immer noch
bestehende Mangel an Spenderlungen dazu, dass eine hohe Anzahl an Patienten, die
auf einer Transplantationsliste stehen versterben, da die mittlere Wartezeit flir eine
Transplantation bis zu eineinhalb Jahre betragen kann [184]. Die schlechte Prognose
hat die Nachfrage nach kunstlichen Lungen, die die Funktion der geschadigten Lunge
temporar Ubernehmen konnen, um die Zeit bis zur Transplantation zu uberbrucken,
deutlich erhéht. Zum ersten Mal wurden kiinstliche Lungen Anfang der 1950erJahre in
der Herzchirurgie als kardiopulmonaler Bypass (CPB) eingesetzt [185]. Die extrakor-
porale Membranoxygenierung (ECMO) stellt hierbei ein Unterstitzungssystem dar,
welches bei schwerem Lungenversagen eingesetzt wird, um die Zeit bis zur moglichen
Transplantation zu Uberbricken [186, 187]. Hierbei wird das patienteneigene Blut
durch eine gasdurchlassige Oxygenatormembran gepumpt, um das Blut zu oxygenie-

ren und gleichzeitig Kohlendioxid aus dem Blut zu entfernen [188]. Insbesondere seit
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dem weltweiten Ausbruch der Coronapandemie Ende 2019, bei der das neuartige
Coronavirus (SARS-CoV-2) die alveolaren Zellen der Lunge infizierte, stieg die Rate
an ECMO-Einsatzen deutlich an [189] und rettete tausenden Menschen das Leben.
Die standardmalig eingesetzten Oxygenatoren bestehen aus Bundeln von mikropo-
rosen Hohlfasermembranen (HFMs), die meist aus Polypropylen (PP) oder
Polymethylpenten (PMP) bestehen und eine Oberflache von etwa 2m? aufweisen, um
die klinisch relevanten Transportraten fir Sauerstoff (O2) und Kohlenstoffdioxid (COz2)
zu erreichen. Der Sauerstoff fliel3t dabei durch die Lumina der Hohlfasern und das Blut

durch die Zwischenraume der Hohlfaserbundel (Abbildung 4).

"I Pulmonales
) System

Extrakorporale
Membranoxygenierung

-
- -
-

Abbildung 4: Funktionsprinzip der Lunge im Vergleich zum Oxygenator. Oben: Gasaus-
tausch in den Lungen hin zu den Lungenblaschen zur Anreicherung des Blutes mit Sauerstoff
und dem Ausatmen von Kohlenstoffdioxid. Unten: Aufbau eines ECMO-Systems stark verein-
facht mit dem Oxygenator als Hauptbestandteil und der darin befindlichen HFMs. Gas flief3t
durch die Kanale der HFMs hindurch, wobei das Blut an den HFM vorbeifliel3t und somit das
Blut oxygeniert oder decarboxyliert. Abklrzungen: CO2: Kohlendioxid, O,: Sauerstoff, HFM:
Hohlfasermebran. Erstellt mit BioRender.com

Der Einsatz von PP-Membranen ist aufgrund der stark porésen Struktur fir einen lan-

geren Einsatz am Patienten nicht geeignet, da es zum Austritt von Plasma in die
17



Einleitung

Membranen kommt und dadurch den Gasaustausch behindert. Die Entwicklung von
PMP-Membranen konnte den Einsatz der ECMO auf bis zu drei Wochen verlangern

[190], aber auch hier ist kein langerer Einsatz moglich.

Trotz der Behandlung mit gerinnungshemmenden Medikamenten, wie Heparin, wel-
ches bei der ECMO eingesetzt werden, fuhrt die Fremdoberflache der klnstlichen
Lungen zur Aktivierung der Gerinnungs- und Komplementsysteme, was den langer-
fristigen Einsatz am Patienten erschwert, sodass diese fur nur einige wenige Tage bis
wenige Wochen eingesetzt werden kdnnen [191]. Um die Hamokompatibilitat von blut-
kontaktierenden Materialien zu verbessern, wird seit Jahrzenten an neuen Methoden
geforscht [192, 193]. Bislang konnten verschiedene kommerzielle Oberflachenbe-
schichtungen fur den klinischen Einsatz [194] entwickelt werden, wie etwa
oberflachengebundenes Heparin, einer bioaktiven Beschichtung von Cortiva [195], die
biopassive Beschichtung von Safeline, bei der rekombinantes humanes Albumin als
Beschichtung eingesetzt wird [196], dem Phisio (Phosphorylcholin) [197], der X-Be-
schichtung (Poly(2-methoxyethylacrylat), PMEA) [198] oder der aktiven
Mehrfachbeschichtung durch Bioloin (Maquet), dass Heparin kovalent mit rekombinan-
tem humanen Albumin an der Oberflache beschichtet [199]. Die Beschichtung der
HFM-Oberflachen mit Heparin stellt den haufigsten Ansatz dar, um die Hamokompati-
bilitat zu verbessern. Der positive Effekt dieser Beschichtung ist allerdings nicht
ausreichend, um die Notwendigkeit einer systemischen Gabe von Antikoagulantien zu
beseitigen. AuRerdem kann sich im Laufe der Zeit das gebundene Heparin I6sen und
zur Ausbildung von Thromben fihren [200]. Neben méglichen Blutungen, die auftreten
konnen, birgt die Langzeitexposition gegenuber Heparin das Risiko, dass ECMO-Pa-
tienten eine Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT) entwickeln [201-204]. Bei der
entstehenden HIT werden Antikdrper gegen den Heparin- und den Plattchenfaktor 4-
Komplex gebildet, die Thrombozyten aktivieren, zu einer vermehrten Thrombinbildung-
und Aktivierung fuhren und so schwere thromboembolische Komplikationen hervorru-
fen. Trotz der zahlreichen Fortschritte bei der Entwicklung neuer Materialien und
Oberflachenbeschichtungen ist die Hamokompatibilitat von Oxygenatormembranen
immer noch nicht ausreichend, weshalb an weiteren hamokompatiblen Beschichtung
geforscht wird [205, 206]. Das Endothel, dass physiologischer Weise die luminalen
Seiten der Blutgefalde auskleidet und aus ECs besteht, bleibt die optimale Oberflache
fur den Blutkontakt. Unter physiologischen Bedingungen stellt das Endothel eine nicht-

thrombogene Oberflache dar und bildet zugleich eine gerinnungshemmende und anti-
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thrombotische Wirkung aus. Aufgrund dieser Vorteile, stellt die vollstandige Endothe-
lialisierung kunstlicher Oberflachen eine vielversprechende Strategie dar, um die
Hamokompatibilitat von Biomaterialien zu verbessern und Reaktionen gegen die

kunstlichen Materialien zu verhindern [47, 207].

1.8 Hamokompatibilitat

Die Blutvertraglichkeit ist ein wesentliches Merkmal fur Biomaterialien, welche nach
der Implantation in den Patienten mit Blut und dessen zellularen Bestandteilen (Eryth-
rozyten, Thrombozyten und Leukozyten), sowie auch im Plasma gelosten
Bestandteilen (Salze und Plasmaproteinen) in Beruhrung kommen. Die Zusammen-
setzung von Biomaterialien, wie auch das Biomaterial an sich, muss mit dem Blut in
Kontakt kommen konnen, ohne klinisch relevante Komplikationen wie die Hamolyse
oder, die Aktivierung von Thrombozyten-, Leukozyten und Komplementfaktoren, her-
vorzurufen. Im Gegensatz zum gesunden Endothel, welches Thrombosen und
Entzindungen durch die Expression und Sekretion von Faktoren wie dem tissue plas-
monogen activator (tPA), Thromboglobulin oder Prostaglandinen [208] aktiv
entgegenwirkt, kdonnen Biomaterialien durch komplexe und miteinander verbundenen
Prozesse die Gerinnungsaktivierung erhdhen [209]. Der Kontakt von Biomaterialien
mit Blut fUhrt innerhalb kirzester Zeit zur Adsorption von Plasmaproteinen auf der de-
ren Oberflache [210, 211]. Immunglobuline, Albumin und Fibrinogen sind hierbei die
am haufigsten vorkommenden Plasmaproteine [212], wovon Fibrinogen das zentrale
Protein in der Gerinnungskaskade ist und auf der Oberflache von Biomaterialien ad-
sorbiert wird [213]. Die Gerinnungskaskade besteht hierbei aus einer Vielzahl an
Proteasen, welche sich gegenseitig aktivieren und zur Bildung von Thrombin und letzt-
endlich zur Ausbildung eines festen Fibrinnetzes flhren [214]. Generell kann die
Gerinnungskaskade in den extrinsischen Weg und den intrinsischen Weg eingeteilt
werden, die jeweils unterschiedlich aktiviert werden, aber die Aktivierung des Faktors
X (FX) gemeinsam haben, bei dem als Endprodukt ein Gerinnsel aus Fibrin ausgebil-
det wird [215]. Der extrinsische Weg der Gerinnungskaskade wird hierbei durch die
Expression des Gewebefaktors (TF) von geschadigten Zellen eingeleitet, wahrend der
intrinsische Weg durch die Wechselwirkung der Materialoberflache (Kontaktaktivie-
rung) mit den adsorbierten Proteinen induziert wird und der Faktor XII (FXII) zu FXlla

gespalten wird. Die so an der Materialoberflache gebundenen Proteine spielen auch
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eine wichtige Rolle bei der Adhasion von Thrombozyten, was nicht selten thromboem-
bolische Ereignisse und weitere Komplikationen, durch das Ablosen des Thrombus,
nach sich zieht. Insbesondere die Bindung vom Fibrinogenrezeptor GPIIb/llla auf der
Oberflache von aktivierten Thrombozyten begunstigt die Bindung an das Fibrinogen,
was eine weitere Stimulation der Thrombozyten zur Folge hat und zur Freisetzung der
in den a-Granula gespeicherten Faktoren fuhrt. Die adsorbierten Proteine beeinflussen
hierbei nicht nur die Aktivierung der Gerinnung und der Thrombozytenadhasion, son-
dern auch die Aktivierung des Komplementsystems und der Leukozyten. Der
alternative Signalweg des Komplementsystems kann dabei direkt durch Biomaterialien
durch die Hydrolyse der Komplementfaktoren C3 und C5 initiiert werden [216]. Letzt-
endlich kdnnen die reaktiven Fragmente C3a und C5a die Leukozytenadhasion- und

Aktivierung beeinflussen [217].

Um potenzielle Biomaterialien auf Hamokompatibilitdt zu prifen, gibt es zahlreiche
standardisierte Methoden, welche in der ISO10993-4 — ,Biologische Beurteilung von
Medizinprodukten — Teil 4: Auswahl von Test fur Interaktion mit Blut®. Unterschiedliche
Inkubationsmethoden wie die statische Inkubation [218, 219] oder die dynamische In-
kubation [176, 220] konnen eingesetzt werden, um die Physiologie von implantierten
Biomaterialien annahernd gleich zu halten. Hierbei konnen nach der Inkubation unter-
schiedliche Parameter wie etwa der Thrombin-Anti-Thrombin Komplex (TAT -
Gerinnung), die Hamolyse, das SC5b9 (Komplementaktivierung) und das Blutbild (Ha-

matologie) untersucht werden.
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2 Zielsetzung

Herz-Kreislauferkrankungen gehdren gemeinsam mit den Lungenerkrankungen zu
den haufigsten Todesursachen weltweit und stellen die Gesundheitssysteme vor eine
grolie Herausforderung. Herzkreislauferkrankungen umfassen hierbei eine Reihe von
Erkrankungen des Herzens, wie dem akuten Myokardinfarkt, Hypertonie oder Herzin-
suffizienz. Lungenerkrankungen betreffen primar das Atmungssystem mit der
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) oder der Lungenfibrose als hau-
figste Erkrankung. Trotz der Fortschritte in der Behandlung ischamischer
Erkrankungen mit Medikamenten und interventionellen Eingriffen, ist die Behandlung
der Patienten mit AMIs, welche einen Verlust des Herzmuskelgewebes erleiden, nach
wie vor eine Herausforderung. EPCs spielen eine wichtige Rolle bei der Neovaskula-
risierung von ischamischem Gewebe, aber auch bei der Reendothelialisierung
verletzter Blutgefale. In mehreren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass das
Alter und bestimmte Risikofaktoren, wie Rauchen und Lebensstil, die Verfugbarkeit
und die Funktion zirkulierender EPCs erheblich beeintrachtigen kénnen. Strategien zur
Verbesserung des Homing zirkulierender Zellen zum ischamischen Gebiet, aber auch
der Zelladhasion und das Uberleben der Zellen sicherzustellen, sind von entscheiden-
der therapeutischer Bedeutung. Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte deshalb
eine Strategie zur Verbesserung des Homings von EPCs hin zum entzindeten En-
dothel etabliert werden. Hierbei wurden murine EPCs in vitro kultiviert und mittels
synthetischer mMRNA modifiziert. Die in vitro transkribierte mRNA kodiert hierbei fur
wichtige Migrations- und Adhasionsfaktoren wie dem CXCR4 und dem PSGL-1. Nach
erfolgreicher mMRNA-Synthese und Transfektion der Zellen, sollten die mRNA-modifi-
zierten Zellen auf Migrations- und Adhasionspotential hin untersucht werden, bei dem
aktivierte ECs als Model gelten sollen, um die mRNA-basierte Modifikation der EPCs
zu testen. Im zweiten Teil der Arbeit sollte eine neuartige Beschichtung etabliert wer-
den, um die Hdmokompatibilitat von in Oxygenatoren verbauten Hohlfasermembranen
zu verbessern. Da die bislang verwendeten HFMs aufgrund ihrer schlechten Vertrag-
lichkeit nur fur eine geringe Zeit am Patienten eingesetzt werden kdnnen, sollte dies
mit der neuen Beschichtungsmethode verbessert werden. Hierbei war zunachst das
primare Ziel eine Beschichtungsmethode basierend auf der kupfer-freien Klick-Chemie
zu entwickeln. Dazu sollten die Membranen durch unterschiedliche Schritte mit DBCO
beschichtet und anschlieRend mit metabolisch veranderten ECs kovalent konjugiert

werden. Die Beschichtung der HFMs mit ECs soll aufgrund der anti-inflammatorischen
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und anti-thrombogenen Eigenschaften der ECs die Aktivierung der Gerinnung, der
Thrombozyten und des Komplementsystems verringern. Um diese Hypothesen zu be-
statigen, sollten die modifizierten und endothelialisieten HFMs auf |hre
hamokompatiblen Eigenschaften gemal Vorgaben der EN ISO 10993-4 bewertet wer-

den.
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3 Ergebnisse

3.1 Publikation I: Homing of mMRNA-modified endothelial progenitor

cells to inflamed endothelium

Denis Canjuga, Heidrun Steinle, Jana Mayer, Ann-Kristin Uhde, Gerd Klein, Hans-
Peter Wendel Christian Schlensak,
Meltem Avci-Adali

MDPI - Pharmaceutics
Akzeptiert am 30. May 2022

Zusammenfassung:

Endotheliale Vorlauferzellen (EPCs) gehoren zu den wichtigsten Stammzellen fur die
Neovaskularisierung von Geweben, die durch ischamische Erkrankungen wie Herzin-
farkt, ischamischen Schlaganfall oder kritische Extremitatenischamie geschadigt
wurden. lhre geringe Homing-Effizienz bei der Behandlung von ischamischen Gewe-
ben schrankt jedoch ihre potenziellen klinischen Anwendungen ein. Die Verwendung
synthetischer mRNA fiur die Zellmodifikation stellt eine neue und vielversprechende
Technologie zur Modulation des Zellverhaltens und der Geweberegeneration dar. Um
das therapeutische Potenzial von EPCs zu verbessern, wurden EPCs aus der Maus
mit synthetischen mRNAs transfiziert, die fir den C-X-C-Motiv-Chemokinrezeptor 4
(CXCR4) und den P-Selektin-Glykoprotein-Liganden 1 (PSGL-1) kodieren, um die
Homing- und Migrationseffizienz der EPCs zum entzindeten Endothel zu erhdhen.
Durchflusszytometrische Messungen ergaben, dass die Transfektion von EPCs mit
CXCR4 und PSGL-1 mRNA zu einer erhéhten Expression von CXCR4 und PSGL-1
auf der Zelloberflache im Vergleich zu den unmodifizierten EPCs fuhrte. Die Transfek-
tion von EPCs mit mRNAs hatte hierbei keinen Einfluss auf die Viabilitat der Zellen.
CXCR4-mRNA-modifizierte EPCs zeigten in einem chemotaktischen Migrations-As-
say ein deutlich hoéheres Migrationspotenzial als unmodifizierte Zellen. Die
Bindungsstarke der EPCs an das entzindete Endothel wurde mit der Einzelzell-Ras-
terkraftmikroskopie (AFM) bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die mMRNA-modifizierten
EPCs eine dreifach héhere Abldsekraft bendtigten, um sich vom TNF-a-aktivierten En-

dothel zu I6sen, als unmodifizierte EPCs. Dartiber hinaus wurde in einem dynamischen
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Flussmodell eine deutlich erhéhte Bindung der mRNA-modifizierten EPCs an das ent-
zundete Endothel festgestellt. Diese Studie konnte zeigen, dass die Modifikation von
EPCs mit synthetischen mRNAs, welche Homing-Faktoren kodieren, das Homing- und
Migrationspotenzial dieser Stammzellen zum entzindeten Endothel erhdht. Somit
stellt diese Strategie eine vielversprechende Mdglichkeit dar, das therapeutische Po-

tenzial von EPCs flur die Behandlung von ischamischem Gewebe zu erhéhen.
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Abbildung 5: Grafische Zusammenfassung. Herstellung und Komplexierung der IVT-mRNA
kodierend flir CXCR4 und PSGL-1 mit Lipofectamine™ 2000 und Transfektion der kultivierten
EPCs. Nach der Transfektion wurde mittels Durchflusszytometrie die Expression der Oberfla-
chenrezeptoren und Liganden untersucht. In Migrations- und Adhasions-Assays zeigten die
mRNA-modifizierten Zellen sowohl signifikant hdhere Migration zu einem Chemokingradien-
ten, als auch eine starke Adhasion und Bindung an aktiviertem Endothel verglichen mit nicht
modifizierten EPC: Endotheliale Progenitor Zellen, PSGL-1: P-selectin Glycoprotein Ligand-1,
SDF-1a: Stromal cell-derived factor 1. Erstellt mit BioRender.com
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3.2 Publikation II: Improving hemocompatibility of artificial lungs by
click conjugation of glycoengineered endothelial cells onto

blood-contacting surfaces.

Denis Canjuga, Caroline Hansen, Franziska Halbrligge, Ludmilla Hann, Sarina Weil3,
Christian Schlensak, Hans Peter Wendel,
Meltem Avci-Adali

Biomaterials Advances
Akzeptiert am 20. April 2022

Zusammenfassung:

Klnstliche Lungen, welche auch Oxygenatoren genannt werden, ermdglichen das
Uberleben von Patienten mit schwerem Lungenversagen durch die effiziente Oxyge-
nierung des Blutes. Die unzureichende Hamokompatibilitat der derzeit verfugbaren
kinstlichen Lungen verhindert jedoch ihre langfristige Verwendung. In dieser Studie
wurde daher eine neuartige Methode zur effizienten Endothelialisierung blutkontaktie-
render Oberflachen entwickelt, um deren Hamokompatibilitat zu verbessern. Hierfur
wurden Hohlfasermembranen (HFM) zunachst mit Dibenzylcyclooctin (DBCO) funkti-
onalisiert und mit metabolisch-funktionalisierten ECs mittels kupferfreier Click-
Reaktion kovalent mit DBCO konjungiert. Durch metabolisches Glycoengineering un-
ter Verwendung von tetraacyliertem Azidoacetylmannosamin (Ac4ManNAz) konnte
eine hocheffiziente Funktionalisierung von ECs mit Azid (N3)-Molekulen auf der Zell-
oberflache ohne negative Auswirkungen auf die Viabilitat der Zellen, erreicht werden.
Nach 48 Stunden wurde auf den mit DBCO funktionalisierten HFM-Oberflachen im
Vergleich zu unmodifizierten HFM eine deutlich verbesserte Endothelialisierung fest-
gestellt. Die ECs reagierten auf Entzindungsreize und exprimierten
adhasionsférdernde Molekile (E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1). Darlber hinaus
wurde die Hamokompatibilitdt der HFMs durch dynamische Inkubation mit frischem
menschlichem Blut analysiert. DBCO-beschichtete und unbeschichtete HFM zeigten
eine vergleichbare Hamokompatibilitat, aber die Endothelialisierung der HFM redu-
zierte die Aktivierung der Blutgerinnung und der Blutplatichen erheblich.
Interessanterweise fuhrte die Inkubation endothelialisierter HFM mit menschlichem

Blut zu einer weiteren Verringerung der Expression von E-Selektin und VCAM-1 in
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ECs. In dieser Studie wurde somit eine hocheffiziente, zellkompatible Methode zur En-
dothelialisierung klnstlicher Lungen etabliert. Diese auf Click-Chemie basierende
Methode kann auch fur die Endothelialisierung anderer kinstlicher Oberflachen fir das

Tissue-Engineering und regenerative Medizinanwendungen eingesetzt werden.
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Abbildung 6: Grafische Zusammenfassung: Entwicklung einer biokompatiblen Beschich-
tung zur Verbesserung der Hamokompatibilitdt von Hohlfasermembranen. PMP-Membranen
wurden zunachst mit Sauerstoffplasma behandelt, um Hydroxylgruppen und anschlieend
durch Inkubation mit APTES Aminogruppen zu generieren. Zuletzt wurde das DBCO an die
Aminogruppen konjungiert. ECs wurden mit Ac4ManNAz inkubiert, um Azidgruppen (N3) an
der Zelloberflache zu generieren. Die metabolisch veranderten ECs wurden mit den modifi-
zierten HFMs inkubiert, wodurch sich durch kupfer-freie Klick-Chemie eine konfluente
Endothelzellschicht ergab. Die modifizierten und endothelialisierten HFMs wurden mit huma-
nem Vollblut inkubiert und die Hamokompatibilitdt im Vergleich zu unmodifizierten HFMs
untersucht. Analysiert wurden unter anderem Parameter wie B-TG, TAT, PMN-Elastase und
sC5b9, als Marker fur die Aktivierung der Gerinnung, der Thrombozyten, des Immunsystems

wie auch des Komplementsystems. Abkurzungen: AcisManNAz: Tetraacetyliertes N-
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Azidoacetyl-Mannosamin, 3-TG: Beta-Thromboglobulin, TAT: Thrombin-Antithrombin Kom-
plex, PMN-Elastase: Polymorphonuklear-Elastase, sC5b9: Ldslicher terminaler Komplement-

Komplex.
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4 Diskussion

4.1 Homing von mRNA-modifizierten endothelialen Progenitorzel-

len zum entziindeten Endothel

Herz-Kreislauferkrankungen stellen bis heute eine der haufigsten Todesursachen welt-
weit dar, in denen sich unter anderem ischamische Erkrankungen wie der
Myokardinfarkt mit fast 46 % manifestieren [221, 222]. Der Myokardinfarkt fuhrt hierbei
zu zahlreichen Komplikationen, angefangen von der Myokardnekrose bis hin zur Scha-
digung des gesamten Herzmuskels, welcher eine nur sehr geringe
Regenerationsfahigkeit aufweist [223] und nicht selten zum Tod des Patienten flhrt.
Trotz des medizinischen Fortschritts in der Behandlung ischamischer Erkrankungen,
darunter dem Myokardinfarkt, bestehen immer noch erhebliche Einschrankungen in
der Therapie der Patienten. Die Entwicklung neuer technischer Methoden wie der
DNA- oder mRNA-basierten Therapie und dem Einsatz rekombinanter Proteine hat die
klinische Umsetzung und Anwendbarkeit deutlich beschleunigt [73]. Unterschiedliche
Faktoren wie das Remodelling des Herzgewebes, dessen Entzindungsgeschehen
und das daraus resultierende fibrotische Milieu, beeintrachtigen hierbei das prolifera-
tive Potential der Herzmuskelzellen [3]. Unter der Gruppe von unspezialisierten Zellen
weisen Stammzellen die Fahigkeit auf, sich stadndig zu erneuern und in unterschied-
lichste Zelltypen ihrer Nische zu differenzieren [224]. Hierbei sind Stammzellen an der
Reparatur des Herzmuskelgewebes durch die direkte Differenzierung in Herzmuskel-
zellen oder ECs beteiligt und sezernieren parakrine Faktoren, die sowohl die
Angiogenese und Selbstreparatur fordern, als auch entziindliche Immunreaktionen

hemmen kdnnen [225].

Eine vielversprechende Strategie zur Verbesserung der Revaskularisierung und Re-
generation von ischamischem Gewebe stellt der kombinierte Ansatz der Zelltherapie
mit synthetisch modifizierten mMRNAs dar. In der vorliegenden Arbeit konnte die effizi-
ente Modifikation von EPCs mit synthetischen mRNAs zur Expression von CXCR4 und
PSGL-1 auf der Zelloberflache gezeigt werden und somit ihr Homing-Potenzial zum
entzindeten Endothel zu erhéhen. Die mMRNA-Modifikation ermdglichte es den EPCs
zudem, effizienter und zielgerichtet zum aktivierten Endothel zu wandern und sich dort
anzuhaften. Diese Erkenntnisse resultieren somit in einer vielversprechenden Strate-

gie zur Behandlung und Regeneration von ischamischem Gewebe. EPCs spielen
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durch ihr vaskulogenes- und angiogenes Potential eine wesentliche Rolle bei der post-
natalen Gefallreparatur- und Umstrukturierung und stellen daher eine
vielversprechende therapeutische Option flr vaskulare Erkrankungen dar [226]. lhre
Mobilisierung aus dem Knochenmark und ihre effiziente Ansiedlung in ischamische
Gebiete ist daher entscheidend flr eine erfolgreiche Gewebsregeneration und der Be-
grenzung von Gewebsschaden. Sowohl der Einfluss der Gewebsschadigung als
endogener Stimulus als auch die exogene Verabreichung von Zytokinen (z. B. Gra-
nulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor, GM-CSF) als Einflussfaktoren
zur Mobilisierung von EPCs wurden bereits untersucht [227]. Dabei fuhrte die Induktion
einer lokalen Ischamie in Kaninchen- und Mausmodellen zu einer erhohten Anwesen-
heit von zirkulierenden EPCs [227]. Bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI)
oder koronarer Herzkrankheit (KHK), wurden vermehrt erhéhte Mengen von EPCs mo-
bilisiert und im Blutkreislauf nachgewiesen, welche nahezu doppelt so hoch waren wie
bei Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit [26, 228]. Neben der hohen Anzahl
an rekrutierten EPCs konnten hohe VEGF-Spiegel nachgewiesen werden, die mit den
EPC-Spiegeln der Patienten korrelierten [229, 230].

Die Ansiedlung von EPCs wird hauptsachlich durch verschiedene Zytokine und Che-
mokine vermittelt. VEGF fordert nachweislich die Mobilisierung und tragt mafdgeblich
zur Neovaskularisierung bei [32, 33, 231]. Andere Wachstumsfaktoren oder Chemo-
kine, wie Angiopoietin-1 (ANG-1) oder SDF-1, haben ebenfalls gezeigt, dass sie die
Rekrutierung von EPCs stimulieren kénnen [231, 232]. Vergangene Studien konnten
zeigen, dass die Funktionalitat von EPCs, die von Patienten mit KHK stammen, beein-
trachtigt ist [233, 234]. Dies wurde auf eine unzureichende Fahigkeit zur Ansiedlung
der EPCs in den ischamischen Regionen, selbst nach der Mobilisierung aus dem Kno-
chenmark zuriickgefuhrt. Des Weiteren spielen auch das Alter [235], Vorerkrankungen
wie Diabetes mellitus [236] und Risikofaktoren wie Rauchen [237] oder ungesunde
Lebensweise eine entscheidende Rolle, welche die Funktionalitat von EPCs beein-
trachtigen kdnnen. Um diese Einschrankungen zu tUberwinden und die Angiogenese
zu verbessern, wurde das betroffene Zielgewebe oder die EPCs selbst vorbehandelt.
Dies wurde zum Beispiel mit viralen Vektoren, die fir VEGF-A [238, 239] oder HIF-1
[240] kodieren umgesetzt. In einer anderen Studie wurde SDF-1-kodierende Plasmid-
DNA eingesetzt, um das vaskulare Endothel zu transfizieren und durch die Expression
von SDF-1, injizierte EPCs zum Gewebe zu rekrutieren [241]. SDF-1 wird physiologi-

scher Weise aus dem ischamischen Gewebe freigesetzt und tragt durch seine
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Interaktion mit CXCR4 auf der Oberflache von EPCs, zur Ansiedlung von EPCs bei
[232]. So konnte in in vivo Studien eine induzierte EPC-Mobilisierung, wie auch eine
verstarkte Angiogenese beobachtet werden, nachdem SDF-1-kodierende Plasmide in
ischamische Hintergliedmallen von Mausen [242] oder in das ischamische Myokard
von Ratten [243] injiziert wurde. Obwohl der gezielte Einsatz von Zytokinen zur Be-
handlung von Ischamien wirkungsvoll ist, kann es aufgrund der permanenten
Expression von Angiogenese-induzierenden Faktoren zu erheblichen Nebenwirkun-
gen wie unter anderem, Neoplasien kommen. Ein vielversprechender Ansatz zur
Umgehung der potenziellen Nebenwirkungen einer kontinuierlichen exogenen Protei-
nexpression, ist die Verwendung synthetischer mRNA, die zur transienten
Proteinexpression fuhrt. In einer Studie von Steinle et al. wurden beispielsweise syn-
thetische mRNAs, die fur die angiogenen Faktoren ANG-1, SDF-1 und VEGFA
kodieren zur Modifizierung von EPCs verwendet [41]. Neben erfolgreicher Expression
der angiogenen Faktoren, zeigten diese mRNA-transfizierten EPCs eine erhodhte
chemotaktische Aktivitat, wie auch ein erhohtes Wundheilungspotential im Vergleich
zu untransfizierten EPCs. Interessanterweise zeigten insbesondere ANG-1 mRNA-
modifizierte EPCs in einem Chorioallantoismembranen (CAM)-Assay in Hlihnereiern
ein starkes angiogenes Potential, welches sich durch eine erhohte Gefalidichte aus-
zeichnete. In der vorliegenden Arbeit flihrte die Transfektion von EPCs mit
synthetischen mRNAs, die fur CXCR4 oder PSGL-1 kodieren, zu einer erhdhten Ex-
pression des CXCR4-Homing-Faktors und des PSGL-1 Adhasionsmolekuls nach nur
einmaliger und kombinierter Applikation der mRNAs, ohne dass negative Auswirkun-

gen auf die Viabilitat der Zellen festzustellen waren.

Da SDF-1 an den CXCR4-Chemokinrezeptor bindet, kann das Homing zum gescha-
digten Gewebe gefordert werden [42, 43]. Durch die Transfektion der EPCs mit
CXCR4-mRNA oder einer Kombination aus beiden mRNAs, konnte eine signifikant
hdhere Migration im Vergleich zu nativen EPCs beobachtet werden, was die Bedeu-
tung von CXCR4 flr den Homing-Prozess belegt. Dartber hinaus wurde durch
Einzelzell-Atomic Force-Mikroskopie (AFM) eine signifikant starkere Anheftung der
mRNA-modifizierten EPCs am entzlindeten Endothel nachgewiesen, was zu héheren
Kraften fuhrte, die fur die Ablosung der EPCs vom TNFa-aktivierten und nicht aktivier-
ten Endothel erforderlich waren. Die Aktivierung des Endothels mit TNFa fuhrte zu

einer erhdhten Expression von E-Selektin. Dadurch kam es zu einer starkeren Bindung
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der mMRNA-modifizierten EPCs an das aktivierte Endothel im Vergleich zum nicht akti-
vierten Endothel. Des Weiteren wurde ein dynamischer Adhasionstest verwendet, um
die Ansiedlung und Anhaftung zirkulierender EPCs an entzlindetes oder verletztes Ge-
falRendothel in vitro zu simulieren. EPCs, die mit dem mRNA-Cocktail transfiziert
wurden, hafteten und akkumulierten starker an TNFa-aktiviertem Endothel als an nicht
aktiviertem Endothel. Zusatzlich zu den oben genannten Beobachtungen wurden keine
weiteren Unterschiede zwischen mRNA-modifizierten und unmodifizierten EPCs auf
nicht aktiviertem Endothel gemessen. Dies deutet darauf hin, dass sich modifizierte
EPCs nur am verletzten und entzindeten Endothel effizient ansiedeln. Die mit mRNA
modifizierten EPCs zeigten auf aktiviertem Endothel eine verstarkte Bindung im Ver-

gleich zu unmodifizierten EPCs.

Neben den Chemokinen, die die Zellen zu den verletzten Stellen im Gewebe leiten,
spielen die Adhasionsmolekule und ihre Liganden eine entscheidende Rolle bei der
Bindung der mobilisierten EPCs an das verletzte Endothel. EPCs exprimieren (32-In-
tegrine, die mit ihrem Hauptliganden, dem interzellularen Adhasionsmolekul 1 (ICAM-
1), auf der Oberflache des verletzten Endothels interagieren konnen [244]. In mehreren
Studien konnte so gezeigt werden, dass eine erhéhte ICAM-1-Expression im ischami-
schen Muskelgewebe zu einer verstarkten Rekrutierung von EPCs und einer erhéhten
Angiogenese fuhrt und somit die Reparatur von geschadigtem Gewebe fordert [245,
246]. Diese Studien haben gezeigt, dass die Stimulierung der Expression von Moleku-
len, die an der Bindung von EPCs an das entziindete Endothel beteiligt sind, die
Bindung erhéhen und damit das Homing der EPCs an den gewtlinschten Stellen ver-
bessern kann. Die in dieser Arbeit durchgeflhrte Transfektion von EPCs mit CXCR4-
und PSGL-1-mRNA, erhohte die Adhasionskrafte und das Homing zum aktivierten En-
dothel im dynamischen Adhasionstest und bestatigte damit die Wirksamkeit dieser
Strategie. Die verstarkte Bindung von EPCs an E-Selektin und P-Selektin als Folge
einer erhdhten PSGL-1-Expression wurde auch von Foubert und Kollegen nach der
Aktivierung von EphB4 mit einem chimaren Ephrin-B2-Fc-Protein nachgewiesen [247].
Wie bereits frihere Studien zeigen konnten, ist die Anzahl, sowie die Funktion und das
Uberleben von EPCs bei alteren Menschen beeintrachtigt [248, 249]. Aufgrund der
eingeschrankten Funktionalitat und Anheftung der EPCs kann die klinische Anwen-
dung von EPCs in der kardiovaskularen Zelltherapie bei alteren Patienten auf einige

Hindernisse stoRen [250]. Um die Funktion und Regenerierungskapazitat der EPCs zu
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verbessern, kdnnen sie mit Wachstumsfaktoren wie dem Hepatozyten-Wachstumsfak-
tor (HGF) [251], insulindhnlichem Wachstumsfaktor (IGF-1) [235] oder
knochenmorphogenetischem Protein 4 (BMP4) behandelt werden [252]. Li und Kolle-
gen zeigten auRerdem, dass die Transfektion von EPCs mit Micro-RNAs (miR326-5p),
die angiogene Kapazitat von EPCs signifikant erhdht [253]. Die Transplantation von
miR-326-5p-Uberexprimierenden EPCs verbesserte die Herzfunktion in einem akuten
Myokardinfarkt-Model in Mausen. In einer kirzlich durchgeflihrten Studie von Huang
und Kollegen, fuhrte die Behandlung von EPCs mit Exosomen aus von SIRT1-uberex-
primierenden adipdsen Stammzellen (ADSCs) [254] zu einer erhOhten Expression von
C-X-C-Motiv-Chemokin 12 (CXCL12) und Nuclear Factor E2-Related Factor 2 (Nrf2)
in EPCs von Patienten mit akutem Myokardinfarkt und verbesserte dadurch die Funk-
tion dieser EPCs.

In einer anderen Studie wiesen Masuda und Kollegen nach, dass die Verwendung
eines neuen Kulturmediums, des sogenannten Qualitats- und Quantitatskulturmedi-
ums (QQ-Kulturmedium) fir periphere mononukledre Blutzellen (PBMCs) die
Vaskulogenese und Angiogenesefunktionen von mononuklearen Zellen (MNCs) ge-
sunder Probanden verbessern kann [255]. In der Folge wurde auch gezeigt, dass
dieses Medium das vaskulogene Potenzial von CD34*-Zellen aus diabetischen huma-
nem peripheren Blut im Vergleich zu unbehandelten Zellen erhéht [256]. In einer
neueren Studie untersuchten Chruewkamlow und Kollegen dieses Kulturmedium, um
den Einfluss auf die Funktionalitat von PBMCs aus Patienten mit chronischer Ischamie
der Gliedmalien (CLTI) zu analysieren [257]. Die Kultivierung von MNCs in QQ-Kultur-
medium  zeigte auch, dass der Anteil der CD34*/CD133" EPCs
entzindungshemmenden Zellpopulation erhdht wurde und im Vergleich zu MNCs, die
in Standardkulturmedium kultiviert wurden, zu einer verbesserten Angiogenese fiihrte.
Diese verbesserten Kulturbedingungen konnten in Kombination mit einer mRNA-Mo-
difikation verwendet werden, um die Anzahl der EPCs in der Kultur zu erhdhen und
funktionelle Defizite der EPCs im klinischen Einsatz zu kompensieren. Daruber hinaus
kénnte die mRNA-Modifikation von EPCs vor einer Transplantation die Wirksamkeit
von EPC-basierten Therapien deutlich verbessern, indem es ihre Ansiedlung an den
gewunschten ischamischen Geweben fordert. Die in dieser Studie angewandte und
auf synthetischer mRNA basierende Strategie der Zellmodifikation, erfordert jedoch
die Isolierung und Kultivierung von EPCs aus Patienten, die sehr zeitaufwandig sein

kann und eine akute Therapie somit verzogern wurde. Daruber hinaus ist die Menge
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an zirkulierenden EPCs im peripheren Blut von Patienten sehr gering, weshalb diese
mit Zytokinen wie dem G-CSF behandelt werden mussten, um die Zahl der EPCs im
Blut zu erhéhen. Die CD34*/CD133" positiven Zellen kdnnen direkt aus dem Knochen-
mark, dem Fettgewebe oder peripherem Blut von Patienten durch Verwendung von
magnetischen Beads und der Durchflusszytometrie isoliert werden, um eine konzent-
riertere Menge an EPCs zu erhalten. Diese angereicherten EPCs kdnnen im
Anschluss direkt mit synthetischer mRNA transfiziert und in den Patienten zurlck ap-
pliziert werden. Die Verwendung synthetischer mRNAs, die fur Adhasionsmolekule
und ihre Liganden, wie CXCR4 und PSGL-1 kodieren, stellt eine neue Methode dar,
um die Ansiedlung und Adhasion von EPCs in das ischamische Gewebe zu erhéhen
und um die niedrige Retentionsraten nach der Transplantation zu umgehen. Da die
exogen zugefuhrte mRNA nur eine transiente Proteinexpression induziert, besteht kein
Risiko einer genomischen Integration und potenzielle Nebenwirkungen konnen somit
reduziert werden, was somit eine wirksame Behandlung von Patienten mit ischami-

schen Herz-Kreislauf-Erkrankungen darstellen wirde.

In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass die Modifikation von EPCs mit syn-
thetischer mRNA, die fir CXCR4 und PSGL-1 kodieren, das Homing und die Adhasion
am entziindeten Endothel verbessert. Die erfolgreiche Translation der mRNA, wurde
nach Transfektion der Zellen nachgewiesen und die verbesserte Migrations- und Ad-
hasionsfahigkeit der mRNA-modifizierten EPCs gezeigt. Diese Technik stellt einen
innovativen Ansatz zur Expression von Rezeptoren auf unterschiedlichsten Zellen dar,
um ihr Homing-Potenzial in das ischamische Areal zu verbessern und Erkrankungen
wie dem Myokardinfarkt, Insulte oder periphere arterielle Verschlusserkrankungen

durch Verbesserung der Vaskularisierung zu therapieren.

4.2 Verbesserung der Hamokompatibilitat kiinstlicher Lungen durch
Klick-Konjugation von metabolisch modifizierten Endothelzellen

an blutkontaktierende Oberflachen.

Kunstliche Lungen und die extrakorporale Membranoxygenierung gelten seit langem
als Standardmethode in der Behandlung von fortgeschrittenem Herzkreislauf- und

Lungenversagen [258]. Extrakorporale Lebenserhaltungssystem (ECLS), wie sie bei
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offenen Herzeingriffen als kardio-pulmonaler Bypass eingesetzt werden, unterstiutzen
das Herz-Kreislaufsystem sowohl bei operativen Eingriffen als auch bei der Behand-
lung von schweren Lungenerkrankungen auf Intensivstationen. Ein wesentlicher
Bestandteil bei ECLS-Systemen ist der Membranoxygenator an sich. Bereits wahrend
der letzten Influenza Epidemie stieg der Einsatz an ECMOs ebenso stark an wie bei
der 2019 ausgebrochenen Coronapandemie und ermoglichte eine regenerierende
Therapie der Patienten, durch Unterstitzung des Kreislaufsystems [259-261]. Kinstli-
che Lungen koénnen unter anderem zur Uberbriickung bis zur erforderlichen
Lungentransplantation oder als Assistenzsystem, bis zur Erholung der Lunge einge-
setzt werden, um das Uberleben von Patienten mit fortgeschrittenem Lungenversagen
zu ermdglichen [259]. Darlber hinaus erwies sich wahrend der Coronapandemie, die
ECMO als uberaus nutzliche Therapie bei Patienten mit akutem Atemnot-Syndrom
(ARDS) und Lungenversagen [262].

Die ersten Oxygenatoren wurden aus Polypropylen hergestellt mit einer mikroporésen
Oberflache. Diese eigneten sich nur fur den kurzzeitigen Einsatz, da die pordse Struk-
tur dieser Membranen nach wenigen Stunden zum Plasmaaustritt fihrte. Dabei trat
das Plasma durch die Poren in das Innere der Membranen und verhinderte den weite-
ren Gasaustausch. Dies geschieht vor allem durch die Adsorption von
Plasmaproteinen auf der Membranoberflache. Die auftretende Plasmaadsorbtion fuhrt
des Weiteren zur Aktivierung des Immun- und Komplementsystems, wie auch zur In-
duktion der Gerinnungskaskade. Die Weiterentwicklung zu Polymethylpenten
Membranen (PMP) konnte den Einsatz durch Veranderung der Porositat bei einem
geringen Verlust der Oxygenierungseffizienz verlangern, da der Plasmaaustritt, in das
Innere der Membranen, verhindert wurde. Der grof3te Nachteil bei bislang eingesetzten
Oxygenatoren besteht allerdings nicht in der Leistungsfahigkeit der Permeabilitat der
verbauten HFMs, sondern in der schlechten Hamokompatibilitat der fur den Sauerstoff-
und Kohlendioxidausstausch verwendeten Hohlfasermembranen mit dem Risiko der
Thrombusbildung und Adsorption von Blutbestandteilen [263]. Dadurch ist ihr langfris-

tiger Einsatz auf wenige Tage bis zu einigen wenigen Wochen begrenzt [191].

Der Kontakt von Blut mit kiinstlichen Oberflachen kann unterschiedliche aktivierende
Mechanismen in Gang setzen. Die Adsorption von Plasmaproteinen, sowie die Adha-

sion von Zellen (Thrombozyten und Leukozyten) fuhrt zur Aktivierung der Gerinnung,
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wobei die Kontaktaktivierung zur Thrombinbildung und letztendlich zu Komplementak-
tivierung fuhrt [217]. Um eine sichere Anwendung von blutkontaktierenden Materialien
sicherzustellen, missen unerwunschte Nebenwirkungen wie Thrombenbildung oder
die Aktivierung der Gerinnungs- und Komplementkaskade vermieden werden. Bei der
Vermeidung dieser Nebenwirkungen spielt die Oberflachenmodifikation durch chemi-
sche oder physikalische Funktionalisierung der Biomaterialien, eine entscheidende
Rolle. Aus diesem Grund wurden in den vergangenen Jahren mehrere Methoden zur
Herstellung einer hamokompatiblen Oberflache entwickelt. Diese konzentrierten sich
vor allem auf die Reduzierung der Proteinadsorption und Adhasion von Zellen, sowie
auf der Hemmung der Gerinnung und Thrombozytenaktivierung zu denen passive und
aktive Methoden zahlen, um die Wechselwirkungen zwischen Blut und Material zu ver-
bessern [264].

Biopassive Modifikationen wie zwitterionische Polymere (z. B. Sulfobetain (SB)-co-Me-
thacrylsaure (MA)-Blockcopolymer (SBMAb-COOH) [265] oder SB-Blockcopolymere
mit niedrigem Molekulargewicht und N-Hydroxysuccinimid ester (SBNHS) oder Silo-
xangruppen (SBNHSi) [266], nichtionische Polymer Bdrsten (z. B. Poly-N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamid (HPMA)) [148], flussige Perfluorkohlenstoffe (TLP) [267]
oder Methacryloyloxyethyl Phosphorylcholin (MPC) [268] zielen hierbei auf die Modifi-
kation der Oberflachenchemie und Morphologie ab. Bioaktive Methoden, wie
Stickstoffmonoxid (NO) freisetzende Beschichtungen [269] oder C1-Esterase-Inhibitor
(C1-INH)-Beschichtungen [270] zielen hingegen auf die Eigenschaften des Endothels
ab, welche direkt in biochemische Prozesse wie der Gerinnung eingreifen. Trotz dieser
Fortschritte ist die optimale Oberflache blutkontaktierender Materialien immer noch
das native Endothel. Daher wurden verschiedene Fangermolekule und Strategien an-
gewandt, um Implantate mit Blutkontakt zu endothelialisieren [47, 271]. Bislang wurden
HFM mit Heparin/Albumin [272], cRGD [273], Titandioxid [274] oder Fibronectin [275-
277] beschichtet, um die Endothelialisierung zu fordern. Allerdings kann die Beschich-
tung mit subendothelialen extrazellularen Matrixbestandteilen, wie dem Fibronektin, zu
einer unspezifischen Adhasion unerwiinschter Zellen fliihren. Des Weiteren kann es in
Bereichen, die nicht endothelialisiert wurden, zur Adhasion von Thrombozyten kom-
men, die als Folge aktiviert werden und es zur Ausbildung von Thromben kommt. Auch
die Verwendung von cRGD zur Bindung von ECs an die Oberflache ist unspezifisch.

Mehrere Zellen, darunter auch Thrombozyten, haben cRGD-bindende Integrine auf
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ihrer Oberflache, was zu einer unspezifischen Adhasion von Zellen an der blutberih-
renden Oberflache flihren kann. Um eine effiziente Endothelialisierung der HFM von
kinstlichen Lungen zu erméglichen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine neue Stra-
tegie zur Endothelialisierung blutkontaktierender Oberflachen mit ECs entwickelt, bei
der Ns-markierte ECs Uber kupferfreie Klick-Chemie an die DBCO-funktionalisierte
HFM-Oberflache kovalent konjungiert wurden. Durch 48-stiindige Inkubation der ECs
mit AcaManNAz im Zellkulturmedium, wurden diese metabolisch so verandert, dass
diese hocheffiziente Azidgruppen an der Zelloberflache exprimierten, ohne dabei die
Zellviabilitat negativ zu beeinflussen. Der Prozess des AcsManNAz-Einbaus in die Zell-
oberflache, wurde von Wang et al. [31] beschrieben und umfasst zunachst nach Eintritt
in die Zelle die Hydrolyse durch unspezifische Esterasen. Im nachsten Schritt findet
die Phosphorylierung von Cs-OH und die Isomerisierung von der zyklischen zur offen-
kettigen Struktur statt. Im Anschluss wird das offenkettige Acetyl-Azidomannosamin
einer Aldol-Reaktion mit intrazellularer Phosphoenolbrenztraubensaure zugefihrt.
Nach Umlagerungs- und Dephosphorylierungsreaktionen wird Azidosialinsaure gebil-
det, die dann an ein Glykoprotein konjugiert und auf der Zelloberflache exprimiert wird.
Neben AcsManNAz kénnen auch andere azidfunktionalisierte Monosaccharide, wie
AcaGIcNAz oder AcsGalNAz zur Funktionalisierung der Oberflache von ECs mit Azid-
gruppen verwendet werden. Die Oberflache von HFMs wurde nach der Behandlung
mit O2-Plasma und APTES effizient mit DBCO-Molekulen funktionalisiert. Um den Er-
halt der Oberflachenstruktur nach der Modifikation zu untersuchen, wurden die HFMs
mit toluidinblauhaltiger Lésung fir 3 h unter einem Druck von 250 mmHg inkubiert,
wonach keine Leckagen und damit keine negative Beeintrachtigung der Membranen
beobachtet werden konnte. Die metabolisch modifizierten ECs wurden im Anschluss
mittels SPAAC kovalent an die DBCO-funktionalisierte HFM-Oberflache konjungiert.
Die SPAAC-Reaktion, die erstmals von Bertozzi und Kollegen [168] entwickelt wurde,
ermoglicht kupferfreie Klick-Reaktionen in lebenden Zellen und verhindert dadurch die
kupferinduzierte Zytotoxizitat. Im Vergleich zu unmodifizierten HFMs, zeigten metabo-
lisch veranderte Zellen eine deutlich verbesserte Anheftung und Endothelialisierung
nach 48-stundiger Inkubation. Die ECs bildeten eine konfluente Zellschicht mit Zell-
Zell-Kontakten aus, was durch Farbung der Zellen mit einem anti-VE-Cadherin-Anti-
korper nachgewiesen werden konnte. DarUber hinaus zeigte die Endothelzellschicht

eine physiologische Aktivitat und reagierte auf einen entzundlichen Stimulus durch das

36



Diskussion

Zytokin TNF-a, was zu einer erhohten Expression von adhasionsfordernden Molekilen
(E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1) fiihrte.

In dieser Studie wurde frisches humanes Vollblut verwendet, um die Hadmokompatibi-
litdt der HFMs nach den Leitlinien der ISO 10993-4 zu bewerten. Diese Untersuchung
ermdglicht es, komplexe Informationen Uber den Aktivierungsstatus von humanem Blut
zu erhalten, indem gleichzeitig die Aktivierung von Gerinnung, Blutplattchen, Komple-
mentsystem und Entzindung untersucht wird. Die dynamische Inkubation mit
unbeschichteten, DBCO-funktionalisierten und endothelialisierten HFMs wurde fur 90
Minuten durchgefiihrt. Die Hadmokompatibilitat von DBCO-beschichteten HFMs war
ahnlich gering, wie die der unbeschichteten HFMs, wobei endothelialisierte HFMs die
Aktivierung der Gerinnung (TAT-Spiegel) und Thrombozyten (B-TG-Spiegel) im Ver-
gleich zu unmodifizierten Membranen signifikant senken konnten. Daruber hinaus
zeigten SEM-Analysen geringere Mengen von Fibrinbildung auf endothelialisierten
HFMs im Vergleich zu unmodifizierten HFM-Membranen. Dies deutet eindeutig auf die
Wichtigkeit der Endothelschicht bei der Verhinderung der Thrombusbildung hin. Die
Analyse von aktivierten Blutplattchen durch CD62P (P-Selektin)-Expression, wurde
mittels Durchflusszytometrie durchgeflihrt und zeigte eine signifikant geringere Anzahl
aktivierter Thrombozyten in Blutproben, die mit endothelialisierten HFMs inkubiert wur-
den, was somit die anti-thrombogene Eigenschaft der ECs deutlich aufzeigt. ECs
konnen die Hamostase steuern, indem sie die Expression von anti-thrombogenen und
entzindungshemmenden Molekulen aktiv regulieren [278]. Interessanterweise zeigten
die mit humanem Vollblut endothelialisierten HFMs eine weitere Reduktion der E-Se-
lektin und VCAM-1-Expression, verglichen zu endothelialisierten HFMs im
Zellkulturmedium. Durch die Inkubation der endothelialisierten HFMs mit humanem
Vollblut konnte eine in vivo-ahnliche Umgebung nachgestellt werden, in der die ECs
einen signifikant niedrigeren Aktivierungsstatus aufwiesen als Zellen, die in Zellkultur-

medium inkubiert wurden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die ausgesaten ECs ihre anti-throm-
bogenen und anti-inflammatorischen Eigenschaften beibehalten und die
Hamokompatibilitat der kinstlichen Oberflache deutlich verbessert haben. Diese Ei-
genschaften konnten die Verwendbarkeit der kunstlichen Lungen bei Patienten
verlangern kénnte. Die Klick-Reaktion flihrt zur Ausbildung einer kovalenten Bindung
zwischen den Azidgruppen auf den ECs und dem DBCO auf der Materialoberflache.
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Dies deutet auf eine stabile Bindung der ECs hin. Allerdings sollte die Stabilitat der
Endothelschicht in weiteren Studien, auch unter Flussbedingungen untersucht wer-
den, um dies zu bestatigen. Dartber hinaus ist ein ausreichender Gasaustausch ein
wichtiger Leistungsindikator der kunstlichen Lungen. Studien von Klein et al. unter-
suchten die Langzeitstabilitat und die Gasaustauschleistung von endothelialisierten,
RGD-konjugierten PDMS-Membranen in einem Modellsystem [34] und konnten nach-
weisen, dass die Endothelzellschicht unter physiologischem Druck von 0,5 Pa fur bis
zu 33 Tage vorhanden war und nur eine geringe, aber nicht signifikante Abnahme der
Gasubertragungsraten tber langere Kulturzeiten (19 und 33 Tage) beobachtet werden
konnte. In dieser Studie wurde deutlich gezeigt, wie wichtig es ist, den Gastransfer
nach der Endothelialisierung der Oberflachen unter Langzeitkulturen zu testen. Des
Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit humane Nabelvenen-Endothelzellen
(HUVECGCS) fur die Endothelialisierung von HFMs verwendet. Diese Zellen sind meist
allogenen Ursprungs und kénnen daher AbstoRungsreaktionen hervorrufen. Ein wei-
teres Ziel ist daher die Erzeugung autologer ECs aus patientenspezifischen
induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSCs), welche Absto3ungsreaktionen verhin-
dern und somit die kinstlichen Lungen einen grof3en Schritt in Richtung klinischer
Langzeitanwendung fihren kénnen. Ein weiterer Vorteil von iPSCs ist ihre unbe-
grenzte Fahigkeit zur Vermehrung. Dass dieses Konzept funktioniert und ECs aus
iPSCs an HFMs angebracht werden konnen, konnte durch Pflaum et al. prinzipiell ge-
zeigt werden [276]. Allerdings wurden hier die ECs mittels Fibronektin an die
Oberflache der HFMs angebracht was ein Risiko der Thrombozytenadhasion und Ak-
tivierung birgt. Auch fehlten in vielen Studien die Untersuchungen der
Hamokompatibilitat unter in vivo Bedingungen. Zusatzlich muss in weiteren Studien
untersucht werden, wie lange es dauert, um ausreichende Mengen an ECs zu gene-
rieren, aber auch wie lange es dauert, um Oxygenatoren effizient zu endothelialisieren,
da schwerkranke Patienten eine nur limitierte Zeit haben. Durch Differenzierung von
iPSCs in ECs [279, 280] und der Anwendung der in dieser Studie entwickelten Me-
thode kdnnten grofRe Oberflachen, wie die von Oxygenatoren endothelialisiert werden.
Allerdings gilt es auch bei dieser Methode zu prufen, wie zeitintensiv die vollstandige
Modifikation und Endothelialisierung der Oxygenatoren ist, bis diese erfolgreich zum
Einsatz kommen kann. Bislang wurden alle auf dem Gebiet der ECLS-Modifikation

durchgefuhrten Studien in kleinem Labormafstab durchgefuhrt, was viele positive
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Strategien zur Oberflachenmodifikation aufzeigte. Generell gilt es aber auch zu unter-
suchen, wie sich diese Modifikationen in vivo, vor allem in Groftiermodellen

auszeichnen und die Hamokompatibilitat auch wirklich verbessern und die Anwendung

von ECMOs langfristig verlangern konnen.
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5 Ausblick

Auf der Suche nach innovativen und wirksamen Behandlungen hat sich die Zellthera-
pie als innovativer Ansatz in der praklinischen Forschung herausgestellt. Bei der
Zelltherapie werden Zellen verwendet, die haufig aus dem eigenen Koérper des Patien-
ten oder von kompatiblen Spendern stammen, um geschadigtes Gewebe zu
reparieren, zu ersetzen oder zu regenerieren. Im Zusammenhang mit Herz-Kreislauf-
und Lungenkrankheiten birgt die Zelltherapie in Kombination mit der Gentherapie ein
enormes Potenzial flr die Behandlung der zugrunde liegenden Pathologien und der
Forderung der Gewebereparatur. Dieser Ansatz nutzt die einzigartigen regenerativen
Fahigkeiten verschiedener Zelltypen, einschliel3lich Stammzellen, um die naturlichen

Heilungsprozesse des Korpers zu verbessern.

Der Einsatz der mit synthetischer mRNA transfizierten murinen EPCs, die CXCR4 und
dem PSGL-1 kodieren, konnte unter Laborbedingungen zeigen, dass die Homing- und
Migrationseffizienz von EPCs zum entzlindeten Endothel deutlich verbessert wurde,
was zu der Annahme flhrt, dass eine Therapie ischamischer Erkrankungen mit Hilfe
der mit mRNA-transfizierten EPCs mdglich ist. Im nachsten Schritt muss der Behand-
lungserfolg in weiteren Tier-Modellen validiert werden, um so den Grundstein fir den

Ubergang in die klinische Phase zu legen.

Nicht zuletzt hat uns die Corona Pandemie gezeigt, wie wichtig der Einsatz funktionaler
effizienter ECMOs ist. Durch eine Beschichtung der HFMs mit ECs, konnte eine Ver-
besserung der Hamokompatibilitat erzielt werden, die nach Validierung im in vivo
Modell einen wichtigen Beitrag zum langfristigen Einsatz in Patienten, die auf eine
kunstliche Lunge angewiesen sind, ermdglicht. Einen Schritt in diese Richtung kdnnte
der kombinierte Einsatz von mRNA-modifizierten ECs sein, die mittels der neuen und
auf der kupferfreien Klick-Chemie beruhenden Methode auf die Membranen aufge-
bracht werden und zusatzlich anti-thrombogene Proteine exprimieren. Entscheidend
ist jedoch, dass die hier entwickelte Methode weiterentwickelt wird, um ganze Oxyge-
natoren effizient mit Endothelzellen zu beschichten und diese in Groltiermodellen zu

untersuchen.
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Abstract: Endothelial progenitor cells (EPCs) are one of the most important stem cells for the neovas-
cularization of tissues damaged by ischemic diseases such as myocardial infarction, ischemic stroke,
or critical limb ischemia. 1Towever, their low homing efficiency in the treatment of ischemic tissues
limits their potential clinical applications. The use of synthetic messenger RNA (mRNA) for cell
engineering represents a novel and promising technology for the modulation of cell behavior and
tissue regeneration. To improve the therapeutic potential of EPCs, in this study, murine EPCs were
engineered with synthetic mMRNAs encoding C-X-C chemokine receptor 4 (CXCR4) and P-selectin
glycoprotein ligand 1 (PSGIL-1) to increase the homing and migration efficiency of IPCs to inflamed
endothelium. Flow cytometric measurements revealed that the transfection of EPCs with CXCR4
and PSGL-1 mRNA resulted in increased expressions of CXCR4 and PSGL-1 on the cell surface com-
pared with the unmodified TPCs. The transfection of EPCs with mRNAs did not affect cell viability.
CXCR4-mRNA-modified EPCs showed significantly higher migration potential than unmodified
cells in a chemotactic migration assay. The binding strength of the EPCs to inflamed endothelium was
determined with single-cell atomic force microscopy (AFM). This showed that the mRNA-modified
EPCs required a three-fold higher detachment force to be released from the TNF-x-activated en-
dothelium than unmodified EPCs. Furthermore, in a dynamic flow model, significantly increased
binding of the mRNA-modified EPCs to inflamed endothelium was detected. This study showed
that the engineering of EPCs with homing factors encoding synthetic mRNAs increases the homing
and migration potentials of these stem cells to inflamed endothelium. Thus, this strategy represents a

promising strategy to increase the therapeutic potential of EPCs for the treatment of ischemic tissues.

Keywords: synthetic mRNA; EPCs; homing; engineering; angiogenesis; endothelium

1. Introduction

Cardiovascular diseases and the resulting complications, such as myocardial infarction,
are among the leading causes of death worldwide. Injury and inflammation of the endothe-
lial cells lining blood vessels, as well as the occlusion of blood vessels due to atherosclerosis
and thrombosis, can lead to severe organ dysfunction and irreversible damage. Prolonged
ischemia of the myocardium results in the irreversible loss of cardiomyocytes and vascula-
ture, which are essential for maintaining cardiac integrity and function [1].

Endothelial progenitor cells (EPCs) are predifferentiated adult stem cells with the
ability to differentiate into endothelial cells [2]. EPCs are mobilized from the bone marrow to
the peripheral blood after ischemia or vascular injury [3-5]. The recruitment of EPCs occurs
through the release of EPC-mobilizing cytokines, such as vascular endothelial growth
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factor (VEGF) [6], stromal-cell-derived factor-1ac (SDF-1ex) [7-9], or granulocyte-colony-
stimulating factor (G-CSF) [10], to regenerate injured ECs and induce revascularization at
the site of injury [11].

In recent years, numerous studies have investigated the therapeutic effects of EPCs in
cardiac repair [12-14]. The homing of EPCs to sites of vascular injury or neovascularization
requires a dynamic and multistep process of mobilization, chemotaxis, tethering, adhesion,
and migration into subendothelial tissue [15]. In this process, the release of chemokines
from ischemic tissue and the interaction of EPC surface molecules with their ligands on
activated endothelium both play an important role in EPC homing. SDF-1« is a potent
chemoattractant for EPC recruitment along a gradient toward ischemic tissue [16]. Our
recent study [17] demonstrated the successful migration of EPCs towards SDF-1-mRNA-
engineered EPCs. The function of SDF-1« is induced by binding to C-X-C chemokine
receptor 4 (CXCR4), which is expressed on EPCs [18,19]. In addition to chemotaxis, the
expression of the adhesion molecules P-selectin and E-selectin on activated endothelium
plays an important role in EPC adhesion and migration [20,21]. The ligand of these adhesion
molecules is P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-1), which mediates the attachment of
circulating EPCs to inflamed endothelium [22].

However, previous clinical studies have shown that the low homing rate and low
retention of circulating EPCs significantly limit the use of EPCs to promote angiogenesis.
Thus, novel strategics are required to enable efficient treatment with EPCs. Therefore,
various methods can be used to enhance and improve the homing of EPCs to desired areas,
such as pretreatment of the target tissue or EPCs [23].

In recent years, the use of synthetic messenger RNA (mRNA) has attracted consider-
able interest due to several advantages [24]. Synthetic mRNAs are not integrated into the
genome, avoiding the risks associated with insertional mutagenesis [25]. Furthermore, syn-
thetic mRNAs are only transiently present in the cells until they are naturally degraded [26].
Thus, no footprints are left, and complications associated with permanent protein overex-
pression are prevented [27]. Compared to plasmid transfections, synthetic mRNA does
not need to be delivered into the nucleus [28]. After the release of mRNA into the cytosol,
the mRNA is immediately translated into proteins by cellular translation machinery under
physiological conditions.

In this study, we investigate whether EPCs can be engineered using synthetic, modified
mRNAs encoding CXCR4 and PSGL-1 to increase the expression of homing ligands on EPCs,
and we analyze the homing potential of mRNA-modified EPCs to inflamed endothelium.

2. Materials and Methods
2.1. In Vitro Synthesis of Modified mRNA

pcDNA 3.3 vector (Aldevron, Fargo, ND, USA) that contained the coding sequence of
murine PSGL-1 or CXCR4 was used as a template for the synthesis of DNA. The synthesis
of DNA and the in vitro transcription (IVT) of mRNA were performed as previously
described [17,29]. Briefly, to amplify the DNA sequence, a Hotstar Hillidelity Polymerase
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) was used according to the manufacturer’s instructions.
For the PCR, 100 ng of plasmid DNA, 0.7 uM of the forward primer (5'-TTG GAC CCT
CGT ACA GAA GCT AAT ACG-3'), and 0.7 pM of the reverse primer (Tj30-CTT CCT
ACT CAG GCT TTA TTC AAA GAC CA-3') (Ella Biotech, Martinsried, Germany) were
used. The PCR products were generated using the following cycling protocol: an initial
activation step at 95 “C for 5 min, followed by 25 cycles of denaturation at 95 “C for 45 s,
annealing at 58 “C for 1 min, extension at 72 *C for 1 min, and a final extension at 72 “C for
5 min. After the DNA amplification, the PCR products were purified using a QIAquick
PCR purification kit (Qiagen, Hilden, Germany) and were eluted in nuclease-free water
(Qiagen, Hilden, Germany). The size and purity of the DNA were analyzed using 1%
agarose gel electrophoresis at 100 V for 45 min and staining with 1x GelRed (Biotium,
Fremont, CA, USA) in Tris-borate-EDTA (TBE) buffer.
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Next, the IVT of the DNA into mRNA was performed using a MEGAscript T7 Kit
(Life Technologies, Darmstadt, Germany) according to the manufacturer’s instructions.
Therefore, 40 uL of the IVT reaction mix containing 7.5 mM adenosine triphosphate
(ATP), 1.875 mM guanosine triphosphate (GTP), 7.5 mM 5-methylcytidine-5'-triphosphate
(m5CTP) (TriLink BioTechnologies, San Diego, CA, USA), 7.5 mM pseudouridine-5'-
triphosphate (1-UTP) (TriLink BioTechnologies, San Diego, CA, USA), 2.5 mM 3'-0-Me-
m7G(5")ppp(5')G RNA Cap Structure Analog (ARCA) (New England Biolabs, Frank-
furt am Main, Germany), and 40 U RiboLock RNase inhibitor (Thermo Uisher Scientific,
Waltham, MA, USA) was prepared in 1x reaction buffer and 1x T7 RNA polymerase en-
zyme mix. The IVT reaction mix was incubated for 4 h at 37 “C. Afterwards, 1 uL. TURBO
DNase (T7 MEGAscript kit) was added to the IVT mix and incubated for 15 min at 37 “C
to remove the remaining template DNA. Then, the mRNA was purified using a RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. The
mRNA was dephosphorylated using 5 U/mL Antarctic phosphatase (New England Biolabs,
Frankfurt am Main, Germany) at 37 “C for 30 min. The mRNA was purified again using
a RNeasy Mini Kit, and the concentration was measured with a ScanDrop spectropho-
tometer (Analytic Jena, Jena, Germany) and adjusted to 100 ng/uL with nuclease-free
water. The size and purity of the synthesized mRNA were analyzed using 1% agarose gel
electrophoresis, as described for the DNA analysis. The mRNA was stored at —80 “C until
use for transfection.

2.2. Cultivation of EPCs

Murine embryonic EPCs (T17b) [30] were cultivated in DMEM with high glucose and
L-glutamine, containing 20% fetal bovine serum (FBS), 1x minimum essential medium
(MEM) non-essential amino acid (NEAA) solution, 100 uM 2-mercaptoethanol, and 1%
penicillin and streptomycin. All the reagents were obtained from Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA). The cells were cultivated at 37 “C with 5% CQO,, and the medium was
changed every 2 to 3 days. After reaching a confluency of 70-80%, the cells were detached
using 0.04% trypsin, 0.03% EDTA, and a trypsin-neutralizing solution (TNS, 0.05% trypsin
inhibitor in 0.1% BSA; PromoCell, Heidelberg, Germany). After centrifugation for 5 min
at300x g, the cells were seeded onto 0.1% gelatin (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany)-
coated tissue flasks or cell culture plates.

2.3. Cultivation of Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs)

HUVECs (ATCC®, Manassas, VA, USA) were seeded in T75 cell culture flasks coated
with 0.1% gelatin and were cultivated at 37 °C with 5% CO; in Vasculife® EnGS EC
culture medium (CellSystems, Troisdorf, Germany) containing a VascuLife EnGS Life-
Factors Kit, 50 mg/mL gentamicin, and 0.05 mg/mL amphotericin B (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). The medium was changed every 3 days. After reaching
80% confluency, the cells were detached using trypsin, EDTA (0.04%, 0.03%, PromoCell,
Heidelberg, Germany), and TNS (PromoCell, Heidelberg, Germany).

2.4. Transfection of EPCs with Synthetic, Modified mRNA

To perform the transfection experiments, 1 x 10° EPCs were seeded per well in a
6-well plate coated with 0.1% gelatin and incubated overnight at 37 “C. The next day, single
mRNA transfections were performed with 1 ug PSGL-1 or 1 ug CXCR4 mRNA and 2 pLL
Lipofectamine® 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA} in 0.5 mL. Opti-MEM I
serum-reduced medium (Thermo lisher Scientific, Waltham, MA, USA). Transfections with
both the mRNAs were performed using 1 pg PSGL-1 and 1 ug CXCR4 mRNA with 4 uL
Lipofectamine® 2000 (mRNA cocktail). To generate mRNA lipoplexes, the transfection mix
was incubated for 20 min at room temperature (RT) and then added dropwise to the cells.
After 4 h of incubation, the transfection medium was replaced with 2 mL fresh cell culture
medium per well and further incubated overnight at 37 “C. The cells incubated both with
Opti-MEM alone and with transfection reagent (TR) served as controls.
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2.5. Viability Assay

The impact of synthetic PSGL-1 and CXCR4 mRNA transfection on cell viability
was investigated using a PrestoBlue™ assay (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Therefore,
1 % 10° EPCs were transfected with 1 pg PSGL-1 or CXCR4 single mRNAs or with the
mRNA cocktail containing both mRNAs with 1 ug each for 4 h at 37 “°C and incubated
for 24 h in cell culture medium. Afterwards, the cells were washed once with Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (DPBS) without Ca®* /Mg®*, and 500 uL 1x PrestoBlue™ cell
viability reagent was added per well. After 1 h of incubation at 37 “C, the fluorescence
intensity of 100 pL supernatant was measured in triplicate at an excitation of 530 nm and
an emission of 600 nm using a multimode microplate reader (Mithras LB 940, Berthold
Technologies, Bad Wildbad, Germany).

2.6. Analysis of CXCR4 and PSGL-1 Expression by Flow Cytometry

The expressions of CXCR4 and PSGL-1 on the surfaces of the EPCs were analyzed
24 h after transfection with the synthetic mRNA. Therefore, 1 x 10° transfected EPCs were
detached, washed twice with 4% BSA /DPBS, and incubated with either PE rat anti-mouse
CD162 (PSGL-1) antibody (BD Pharmingen, Heidelberg, Germany) or PE rat anti-mouse
CXCR4 antibody (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) for 45 min at RT. After washing
twice with 4% BSA /DPBS for 5 min at 500x g, flow cytometry analysis of 10,000 cells was
performed using a FACScan system (BD Biosciences, Heidelberg, Germany).

2.7. Analysis of E-Selectin Expression on HUVECs

To analyze the activation of the HUVECs, 1 x 10° HUVECs were seeded and cultivated
at 37 “C with 5% CO;. After 24 h, the cells were activated with 10 ng/mL TNF-« (Sigma
Aldrich, Darmstadt, Germany) for 4 h in culture medium. After 4 h, HUVECs with or
without TNF-« treatment were stained with 5 pL mouse anti-human CD62E (E-selectin)-
PE-conjugated antibody (Invitrogen, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s
instructions, and the L-selectin expression was analyzed using flow cytometry.

2.8. Chemotactic Migration Assay

The migration of modified EPCs towards a chemokine gradient was analyzed using a
chemotactic migration assay. One day after the seeding of 1 x 10° EPCs onto 0.1% gelatin-
coated wells, transfection with 1 pg CXCR4 mRNA or mRNA cocktail (1 ug CXCR4 mRNA
and 1 pg PSGL-1 mRNA) was performed for 4 h in Opti-MEM. Then, the transfection mix
was removed, and cultivation medium was added for overnight incubation. The next day,
5 x 10* mRNA-modified EPCs were seeded onto transwell insert membranes with 8 pm
pores (Bio-One, Frickenhausen, Germany) coated with 0.1% gelatin. The transwell inserts
were transferred to a 12-well plate containing 1% FBS serum-reduced culture medium and
50 ng/mL recombinant stromal-cell-derived factor 1 alpha (SDF-1wx) (PeproTech, Hamburg,
Germany) and incubated for 6 h at 37 “C. Subsequently, the transwell inserts were rinsed
in DPBS with Ca/Mg?* and fixed in ice-cold methanol (AnalaR NORMAPUR, VWR,
Darmstadt, Germany) for 10 min. After washing with 0.5% BSA in DPBS, the cells at the
bottom of the transwell inserts were stained with 1 ug/mL 4 ,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI, Sigma Aldrich) in DPBS for 10 min at RT. The detection of the migrated cells was
performed using fluorescence microscopy (Axiovert135, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).
The number of migrated cells was determined for 4 different regions of each insert using
Image] 1.5.1 software.

2.9. Dynamic Adhesion Assay

The adhesion capacity of the mRNA-modified EPCs under flow conditions was an-
alyzed after the mRNA transfection. Therefore, 1 x 10° EPCs were seeded per well of a
6-well plate, transfected with the mRNA cocktail, and cultivated overnight at 37 *C and 5%
CO;. The next day, the EPCs were stained with 2 uM PKH-26 (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Germany) in 1.5 mL DPBS without Ca*"/Mg?* for 5 min at RT. The staining process was
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stopped by adding 1.5 mL FBS for 1 min, and the cells were washed twice in EPC medium.
The cell number was adjusted to 1 x 10° cells/mL and transferred to a 10 mL syringe.

A total of 1 x 105 HUVECs were seeded onto 0.1% gelatin-coated 0.4 p slides (Ibidi,
Grifelfing, Germany) and activated with 10 ng/mL TNI-« for 4 h at 37 “C with 5% CO,.
The perfusion of the EPCs over the activated endothelium was performed at a flow rate of
0.11 mL/min with a shear force equivalent to 0.1 dyn/cm?. Images and video recordings
were acquired after 1, 3, 5, and 7 min of perfusion using an Axiovert 135 microscope (Carl
Zeiss, Jena, Germany) with an excitation of 550 nm. Analysises of the dynamic adhesion of
mRNA-modified and unmodified EPCs to activated and nonactivated endothelium were
performed using the MTrack function of Image] 1.5.1 software.

2.10. Single-Cell Atomic Force Microscopy (AFM)

AFM was used to measure the detachment force of the binding of mRNA-transfected
and nontransfected EPCs to activated and nonactivated endothelium by measuring the
force acting on the deflection of the cantilever and providing the signature of cell adhesion.
A total of 5 x 10* HUVECs were seeded per gelatin-coated plate (& 6 em?), cultivated
overnight, and activated with 10 ng/mL TNF-« for 4 h. The EPCs were transfected with a
cocktail of CXCR4 and PSGL-1 mRNAs (1 ug each). After 24 h, the EPCs were detached,
and a single cell was attached using a constant contact force of 1 nN for 30 s to an adhesive-
coated tipless cantilever (All-in-One-cantilever D, 40 N/m nominal spring constant, Budget
Sensors, Sofia, Bulgaria). The cantilever was coated with 10 uL Corning® Cell-Tak in 300 uL
of 0.1 uM bicarbonate buffer by incubating for 30 min at room temperature and rinsing
with water.

The testing was performed in force spectroscopy mode by recording single force—
distance curves at the position of interest (over a single HUVEC with neighboring cells)
without laterally scanning the sample. The cantilever of the AFM (CellHesion 200, JPK
Instruments, Berlin, Germany) was calibrated on the extend curve (vertical deflection), and
its spring constant was determined using the thermal noise method of the data-processing
software (JPK Instruments). The samples were measured at a maximum force of 800 nN
with a pulling length of 90 um and an extend speed of 5 um/s in quadruplicate at four
locations for each group. The deflection-detachment force curve was calculated using the
data-processing software.

2.11. Statistical Analysis

The data are shown as mean + standard deviation (SD) or standard error of the
mean (SEM). One- or two-way analysis of variance (ANOVA) was performed, followed
by Bonferroni’s multiple comparisons test. To compare the means of two groups, a t-test
was performed. All the analyses were performed using GraphPad Prism version 9.0.1.
Differences of p < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Analysis of CXCR4 and PSGL-1 Expression after the Transfection of EPCs with Synthetic,
Modified mRNAs Encoding CXCR4 ana PSGL-1

After the successful synthesis of the synthetic mRNAs, the expressions of CXCR4 and
PSGL-1 on the EPCs were determined. Therefore, single mRNA transfections with 1 pg
CXCR4 or PSGL-1 or transfections with an mRNA cocktail consisting of 1 ug each of both
the mRNAs were performed. The expressions of CXCR4 and PSGL-1 were measured using
flow cytometry 24 h after transfection (igure 1). After transfection with CXCR4 mRNA,
52% of the analyzed EPCs expressed CXCR4 on their cell surfaces, and transfection with
PSGL-1 mRNA resulted in the expression of PSGL-1 on the surfaces of 64% of the EPCs.
The cells transfected with the mRNA cocktail (CXCR4 and PSGL-1 mRNA) also showed
elevated expressions of CXCR4 (56%) and PSGL-1 (76%).
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Figure 1. Analysis of CXCR4 and PSGL-1 expressions on the surfaces of EPCs after transfection with
CXCR4 and PSGL-1 mRNA. A total of 1 x 10° EPCs were seeded and transfected after 24 h with
either 1 g CXCR4, 1 pg PSGL-1 mRNA, or both mRNAs (mRNA cocktail). The CXCR4 and PSGL-1
expressions on the cell surfaces were analyzed 24 h post-transtection using flow cytometry. Cells
treated only with medium and transfection reagent (TR) were used as negative control. Results are
shown as mean + SD (n = 3). Statistical differences were determined using one-way ANOVA multiple
comparisons, followed by Bonferroni’s multiple comparisons test (** p < 0.01 and *** p < 0.001;
ns: nonsignificant).

3.2. Analysis of Cell Viability of EPCs after Transfection with Synthetic, Modified CXCR4 or
PSGL-1 mRNAs

To investigate the effect of mRNA transfection on the viability of EPCs, a PrestoBlue™
cell viability assay was performed 24 h after the mRNA transfection. The viability of cells
incubated with medium was set to 100%, and the viability of the transfected cells was
determined relative to the control. As shown in Figure 2, the transfection of EPCs with
synthetic mRNA did not influence the cell viability.
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60

Viability [%]

40-
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Medium Medium + TR CXCR4 PSGL-1 cocktail
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Figure 2. Analysis of cell viability of EPCs after transfection with CXCR4 and PSGL-1 mRNA. A total
of 1 x 10 cells were seeded and transfected after 24 h with 1 ug of CXCR4, PSGL-1 mRNA, or both
mBRNAs (mRNA cocktail). The viability was analyzed 24 h post-transtection using a PrestoBlue™ cell

viability assay. The viability of cells incubated only with the medium was set to 100%. Results are
shown as mean + SEM (n = 3).

3.3. Chemotactic Migration Assay of EPCs toward Chemoattractant SDF1-a

An important chemoattractant for the homing of EPCs to a site of injury is SDF-1¢,
which directs EPC migration by binding to CXCR4. Therefore, the chemotactic migration
potential of mRNA-modified EPCs was determined using a transwell migration assay.
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After transfection with 1 pg CXCR4 mRNA or the mRNA cocktail (1 pg CXCR4 and 1 ug
PSGL-1 mRNA) and further overnight incubation, 5 x 10* cells were seeded into transwell
inserts and analyzed after 6 h of incubation. The migrated cells were stained with 1 pg/mL
DAPT and automatically counted using Tmage J software (Figure 3).
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Figure 3. Chemotactic migration of mRNA-modified TPCs. A total of 1 x 10° EPCs were trans-
fected with either 1 pg CXCR4 mRNA or with an mRNA cocktail containing 1 ug CXCR4 and
1 ug PSGL-1 mRNA. After overnight cultivation, 5 x 10* EPCs were seeded in § ym transwell in-
serts to analyze their migration capacity towards 50 ng/mL SDF-1« in a serum-reduced medium.
Chemotactic migration was analyzed after 6 h at 37 “C by counting DAPI-stained migrated cells using
Image] software. As controls, EPCs incubated with medium and medium containing transfection
reagent (TR) were used. Scale bars represent 200 um. Results are shown as mean + SD (1 = 4).
Statistical differences were determined using one-way ANOVA multiple comparisons, followed by

Bonferroni“s multiple comparisons test (**** p < 0.0001).

EPCs transfected with CXCR4 mRNA (525 + 10 cells) or the mRNA cocktail (CXCR4
and PSGL-1 mRNA; 495 + 7 cells) resulted in a significantly increased migration rate
compared with EPCs without mRNA transfection (medium: 168 + 18 cells; medium + TR:
165 £ 12). This revealed enhanced and directed migration of the CXCR4-modified EPCs
towards chemoattractant SDF1-«, indicating improved homing potential compared with
cells expressing CXCR4 at basal levels.

3.4. Single-Cell AFM Analysis of the Adhesion of mRNA-Modified EPCs to
TNF-a-Activated Endothelium

The adhesion of mRNA-transfected and nontransfected EPCs to TNF-c-activated and
nonactivated HUVECs was further analyzed to determine the binding strength of EPCs to
the endothelium using single-cell AIM. EPCs modified with the mRNA cocktail encoding
for CXCR4 and PSGL-1 were able to bind three-fold stronger to activated endothelium than
unmodified EPCs, as demonstrated by the higher detachment force required to release
the cell-cell interaction of a single EPC from activated HUVECs (Figure 4). In addition,
mRNA-modified EPCs showed 1.8-fold stronger binding to activated endothelium than
nonactivated endothelium.
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Figure 4. Analysis of the adhesion strength of EPCs to activated endothelium using single-cell atomic
force microscopy (AFM). Representative histograms of the adhesion signature of CXCR4 and PSGL-1
mRNA (mRNA cocktail) modified and native EPCs to TNF-«-activated and nonactivated endothelium
and the quantification of adhesion forces are shown. Bonds formed between the cell surface ligands
(PSGL-1) and molecules on HUVECs (E-selectin) broke slightly with increasing force until the cell
completely detached from the HUVEC. The maximum downward force of the cantilever’s tip is referred
to as detachment force (Fyeaqn). (11 = 4). Statistical analysis was performed using two-way ANOVA,
followed by Bonferroni “s multiple comparisons test (** p < 0.01 and **** p < 0.0001).
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3.5. Adhesion of mRNA-Modified EPCs on TNF-a-Activated Endothelium in a Dynamic
Flow Model

The homing of mRNA-modified EPCs on inflamed endothelium was analyzed in a
dynamic flow model. To stimulate inflamed conditions in vitro, the HUVECs were treated
with 10 ng/mL TNF-«, which is a strong activator of the endothelium. As shown in
Figure 5A, the treatment of HUVECs with TNF-« resulted in a significant upregulation
of E-sclectin expression compared with untreated cells, demoenstrating the inflammatory
response of the endothelial cells to TNF-a.
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Figure 5. Dynamic adhesion of mRNA-modified EP'Cs to activated endothelium. (A) HUVECs were

treated with 10 ng/mT. TNF-«, and E-selectin expression was analyzed by flow cytometry to analyze
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the successful activation of the cells. (n = 3). Statistical analysis was performed using a f-test (* p < 0.05
and *** p <0.001). (B) EPCs were transfected with an mRNA cocktail of CXCR4 and PSGL-1 mRNA
(1 ug each). After 24 h, the cells were stained with PKH26 and perfused over TNF-a-activated
TTUVTCs in a flow chamber at 0.11 mL/min and a shear stress of 0.1 dyn/m?. (B) Representative
images of rolling EPCs are shown every 2 s. Red arrows indicate a slowly rolling cell, and yellow
arrows point to a fast-moving cell not interacting with the activated HUVECs. (C) Representative
images of recordings at 1, 3, 5, and 7 min after starting the flow. (D) The number of EPCs adhered
to TTUVICs after 7 min was quantified (n = 3). Statistical analysis was performed using two-way
ANOVA, followed by Bonferroni’s multiple comparisons test (** p < 0.01).

Next, mRNA-cocktail (CXCR4 and PSGL-1 mRNA, 1 ug each)-transfected and un-
transfected EPCs were perfused over the activated I1TUVECs at a constant flow rate of
0.11 mL/min with a defined shear force of 0.1 t.lyr'n/m2 to simulate the process of EPC
adhesion. As highlighted in Figure 5B, the EPCs rolled on the activated endothelium and
permanently adhered to it (red arrow). A fast-moving and non-adhering EPC in Figure 5B
is indicated by the yellow arrows in the time course (0, 2, 4, and 6 s). Representative images
of recordings (Supplementary Videos S1 and S2) at 1, 3, 5, and 7 min after starting the
flow (lligute 5C) showed that mRNA-engineered EPCs interacted more strongly with the
activated endothelium and attached to the inflamed endothelial cell surface in increased
numbers, suggesting that adhesion molecules improved the rolling and adhesion of EPCs
to the inflamed endothelium. In contrast, the unmodified EPCs adhered less to the ac-
tivated endothelium. The quantification of adhered EPCs on the endothelium revealed
that a significantly higher number of mRNA-transfected EPCs adhered to the activated
endothelium within 7 min (cocktail mRNA: 42 + 5 cells) compared with unmodified EPCs
(Medium + TR: 15 + 6 cells) (Figure 5D).

4. Discussion

The combined approach of cell therapy with synthetic, modified mRNAs represents a
promising strategy to improve the revascularization and regeneration of ischemic tissues.
In this study, we demonstrated the efficient modification of EPCs with synthetic mRNAs
to express CXCR4 and PSGL-1 on cell surfaces to enhance their homing potentials to
inflamed endothelium, The mRNA modification allowed EPCs to migrate and adhere more
cfficiently to the activated endothelium. Thus, this approach may represent a promising
strategy for the treatment and regeneration of ischemic tissues.

EPCs play an essential role in postnatal vascular repair and remodeling through
vasculogenesis and angiogenesis and offer a promising therapeutic option for vascular
diseases [31]. Their mobilization from bone marrow and efficient homing to ischemic areas
is, therefore, crucial for successful tissue regeneration and the limitation of tissue damage.
Both the influence of tissue ischemia as an endogenous stimulus and the exogenous admin-
istration of cytokines (e.g., granulocyte macrophage-colony-stimulating factor, GM-CSF)
were previously studied for the mobilization of EPCs [32]. The induction of ischemia in
rabbit and mouse models resulted in an increased frequency of circulating EPCs [32]. In
patients with acute myocardial infarction or coronary artery disease (CAD), increased
numbers of EPCs have been mobilized and detected in circulation, as well as high VEGF
levels, which have correlated with EPC levels [33,34].

The homing of EPCs is mainly mediated by various cytokines and chemokines. VEGF
has been shown to promote mobilization and contribute to neovascularization [6,11,35].
Other growth factors or chemokines, such as angiopoietin-1 (ANG-1) or SDF-1«, have
also been shown to stimulate EPC recruitment [35,36]. However, previous studies have
shown that the functionality of EPCs derived from patients with CAD is impaired [37,38],
indicating an insufficient ability to home to the ischemic regions even after mobilization
from the bone marrow. To overcome these limitations and to improve angiogenesis, various
methods, such as pretreatment of the target tissue or EPCs, have been investigated in the
past using viral vectors encoding VEGF-A [39,40], HIF-1«x [41], or plasmid-DNA-encoding
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SDF-1 [42]. SDF-1 is released from ischemic tissues and contributes to EPC homing by
interacting with CXCR4 on the surface of EPCs [36]. Thus, in previous studies, induced
mobilization of EPCs and enhanced angiogenesis have been observed after applications
of SDF-1-encoding plasmid to the ischemic hind limbs of mice [43] or the ischemic my-
ocardium of rats [44]. Although the use of cytokines is a promising approach to treat
ischemia, side effects can occur due to the permanent expression of angiogenesis-inducing
factors. Thus, a promising approach to circumvent the potential side effects of continuous
exogenous protein expression is the use of transiently present, synthetic mRNA. In our
recent study, synthetic mRNAs encoding the angiogenic factors ANG-1, SDF-1«, and VEGF-
A were used to modify EPCs [17], and enhanced chemotactic migration and angiogenic
potential were demonstrated in vitro and in vivo in a chicken chorioallantoic membrane
(CAM) assay, particularly by using ANG-T-encoding, mRNA-madified EPCs.

In this study, the transfection of EPCs with synthetic mRNAs encoding CXCR4 or
PSGL-1 resulted in an increased expression of the CXCR4 homing factor and the PSGL-1
adhesion molecule after single and combined (cocktail) applications of the mRNAs without
detecting any negative effects on cell viability.

The chemokine SDF-1« binds to the CXCR4 chemokine receptor, which promotes hom-
ing towards damaged tissue [18,19]. Thus, significantly increased migration of the EPCs
transfected with single or cocktail CXCR4 and PSGL-1 mRNA was observed compared with
native EPCs, demonstrating the importance of CXCR4 in the homing process. In addition,
single-cell AI'M measurements showed that CXCR4- and PSGL-1-mRNA-modified EPCs
adhered significantly more strongly to the inflamed endothelium than the unmodified EPCs,
leading to higher forces required for the detachment of the EPCs from TNF-«-activated
and nonactivated endothelium. The activation of the endothelium with TNF-« resulted in
increased L-seleckin expression, which led to a stronger binding of mRNA-modified EPCs
to the activated endothelium than to the nonactivated endothelium.

A dynamic adhesion assay was used to simulate the homing and adherence of cir-
culating EPCs to inflamed or injured vascular endothelium in vitro. EPCs transfected
with the mRNA cocktail adhered and accumulated more on TNF-a-activated endothelium
than on non-activated endothelium. Furthermore, no differences were observed on the
nonactivated endothelium between mRNA-modified and unmodified EPCs, suggesting
that modified EI’Cs efficiently homed only to the injured and inflamed endothelium. In
contrast, on activated endothelium, EPCs modified with mRNA showed increased binding
compared with unmodified EPCs,

Inaddition to chemokines guiding the cells to tissue injury sites, the adhesion molecules
and their ligands also play a crucial role in the tethering of mobilized EPCs to the injured
endothelium. EPCs express p-integrins that can interact with the main ligand intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1) on the surface of the injured endothelium [45]. Thus, several
studies have shown that increased ICAM-1 expression in ischemic muscle tissue leads to
the increased recruitment of EPCs, angiogenesis, and the repair of damaged tissue [46,47].
These studies have indicated that stimulating the expression of molecules involved in the
tethering of LPCs to inflamed endothelium can increase the binding and, thereby, improve
the homing of EPCs at required sites. The transfection of EPCs with CXCR4 and PSGL-1
mRNA increased the adhesion forces and homing to activated endothelium in the dynamic
adhesion assay, confirming the potency of this strategy. The enhanced binding of EPCs to
E-selectin and P-selectin as a result of increased PSGL-1 expression was also demonstrated
by Foubert et al. after the activation of EphB4 with an ephrin-B2-Fc chimeric protein [22].

Previous studies have shown that the number, function, and survival of EPCs are
impaired in the elderly [48,49]. Thus, due to the impaired functionality and engraft-
ment of EPCs, the clinical application of EPCs for cardiovascular cell repair therapies
faces some obstacles in elderly patients [50]. To improve the function of EPCs and their
repair capacity, they can be treated with growth factors, such as hepatocyte growth fac-
tor (HGF) [51], insulin-like growth factor (IGF-1) [52], or bone morphogenetic protein 4
(BMP4) [53]. Moreover, Li and colleagues showed that the transfection of EPCs with miR-
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326-5p significantly enhanced the angiogenic capacity of EPCs [54]. The transplantation
of miR-326-5p-overexpressing EPCs improved cardiac function in an acute myocardial
infarction model in mice. In a recent study, the treatment of EPCs with exosomes derived
from SIRT1-overexpressing adipose-derived stem cells (ADSCs) [55] led to an increased
expression of C-X-C motif chemokine 12 (CXCL12) and nuclear factor E2-related factor
2 (Nrf2) in EPCs from acute myocardial infarction patients and, thereby, improved the
function of these EPCs. In another study, Masuda et al. demonstrated that the use of a new
culture medium called the Quality and Quantity culture medium (QQ culture medium)
for peripheral blood mononuclear cells (PBMNCs) could improve the vasculogenesis and
angiogenesis functions of MNCs from healthy subjects [56]. Subsequently, this medium
was also shown to increase the vasculogenic potential of diabetic human peripheral blood
CD34+ cells compared with untreated cells [57]. In a recent study, Chruewkamlow et al.
used this culture medium to analyze the influence on the functionality of PBMNCs derived
from patients with chronic limb-threatening ischemia (CLTI) [58]. Culturing MNCs in
QQ culture medium increased the percentage of CD34+/CD133+ cells (EPCs) and the
anti-inflammatory cell population and resulted in improved angiogenesis compared to
MNCs cultured in standard culture medium. Thus, the QQ culture medium could be used
in combination with an mRNA-engineering strategy to increase the number of EPCs in
the culture and compensate for the functional deficits of EPCs in clinical use. Moreover,
the mRNA engineering of EPCs prior to transplantation could significantly improve the
efficacy of L'C-based therapies by enhancing their homing to desired sites.

However, the synthetic-mRNA-based engineering strategy of EPCs used in this study
requires the isolation and cultivation of EPCs from patients. This can be time-consuming
and can hinder urgent applications. In addition, the quantities of EPCs in peripheral
blood are low; thus, patients could be treated with cytokines such as G-CSF to increase
the number of EPCs in the peripheral blood. However, the CD34+/CD133+ positive cells
(EPCs) could also be isolated from bone marrow, adipose tissue, or peripheral blood using
magnetic beads or flow cytometry to obtain higher numbers of EPCs that could be directly
transfected with synthetic mRNAs and applied.

The use of synthetic mRNAs encoding adhesion molecules and their ligands, such
as CXCR4 and PSGL-1, represents a novel method to increase the homing and adhesion
of EPCs in ischemic tissue to overcome low retention rates after transplantation. Since
exogenous protein expression is induced only transiently without the risk of genomic
integration, potential side effects can be reduced, allowing the effective treatment of patients
with ischemic cardiovascular diseases.

5. Conclusions

In this study, we demonstrated that the modification of EPCs with synthetic mRNAs
encoding for CXCR4 and PSGL-1 improved the homing and adhesion of EPCs to inflamed
endothelium. The increased expressions of CXCR4 and PSGL-1 were demonstrated after
the single or combined mRNA transfection of EPCs with CXCR4- and PSGL-1-encoding
mRNA. Furthermore, the improved migration and adhesion capacity of mRNA-modified
EPCs was shown. Synthetic-mRNA-based cell engineering technology is a promising
approach for the expression of desired receptors on stem cells to improve their homing
potential to desired sites in the body and can enable the personalized treatment of various
ischemic diseases such as myocardial infarction, strokes, or limb ischemia to improve the
vascularization and regeneration of tissues.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com /article/10.3390/pharmaceutics14061194 /51, Video 51: Native EPCs; Video 52:
mRNA modified EPCs.
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ARTICLE INTFO ABDSTRACT

Keywords;

Extracorporcal membrane oxygenation
Ilollow fiber membrane

‘Oxygenator

Endothelialization

Copper free click chemistry

Artificial lungs, also known as oxygenators, allow adequate oxygenation of the blood in patients with severe
respiratory [ailure and enable paticnt survival, However, the insullicient hemocompatibility of the current ol
arlificial lungs hampers their long-term use. Therelore, in this study, a novel strategy was developed to efliciently
endothelialize blood-contacting surfaces to improve their hemocompatibility. Hollow fiber membranes (HEMs)
were functionalized with dibenzyleyelooetyne (DBCO), and endothelial cells were glycoengineered for covalent
conjugation  to DBCO by a copperfree elick  reaction.  Metabolic  glycocngineering  using
azidoacetylmannosamine-tetraacylated (AcyManNAz) resulted in highly cfficient functionalization of endothclial
cells with azide (N;) molecules on the cell surface without negative impact on cell viability. After 48 h, signif-
icantly improved endothelializalion was detecled on the HFM surfaces [unclionalized with DBCO compared (o
unmodified HFMs, Endothelial cells were responsive 1o inflammatory stimulus and expressed adhesion-
promoting moleeules (F-seleetin, VCAM-1, and ICAM-1). Furthermore, the hemocompatibility of 1IFMs was
analyzed by dynamie incubation with fresh human bload. DECO-coated and uncoated 11Ms showed a compa-
rable hemocompatibility, but the endothelialization of [IFMs significantly reduced the activation of blood
coagnlation and platelets. Interestingly, the incubation of endothelialized HFMs with human blood further
reduced the cxpression of E-selectin and VCAM-1 in endothelial cells. In this siudy, a highly efficien, cell-
compatible method for endothelialization of artificial lungs was established. This click chemistry-based
mcthod can be also applied for the cndothelialization of other artificial surfaces for tissue engineering and
regeneralive medicine applications.

1. Introduction

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is the 3rd leading
cauge of death worldwide and lung transplantation is the only curative
treatment option for patients with end-stage lung disease, such as COPD,
interstitial lung disease, cystic fibrosis, and pulmonary edema. Unfor-
tunately, the shortage of donor lungs results in considerable numbers of
patients dying on the waiting list for lung transplantation. Thus, there is
an urgent need for artificial lungs, which can take over the function of
the lung for an extended period to bridge the time until the trans-
plantation. Moreover, the ongoing worldwide pandemic of coronavirus
disease 2019 (COVID-19) caused by severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-GoV-2) has also demonstrated the importance of
artificial lungs [1] and their application in enabling the survival of
critically ill patients with lung failure.

In severe respiratory failure, extracorporeal membrane oxygenation
(ECMO) is performed as bridge-to-transplant solution [2] by continu-
ously pumping the patient’s blood through a gas-permeable membrane
oxygenator (artificial lung) that mimies the lung's gas exchange process.
Standard blood oxygenators consist of bundles of microporous hollow
fiber membranes (HFMs) mostly made of pelypropylene (PP) or poly-
methylpentene (PMP) that have a large surface area (~2 m®) to achieve
the clinically required transport rates for O, and CO3. In most artificial
lungs, oxygen flows through the lumina of the hollow fibers and bloed
tlows through the interstitial spaces in the hollow fiber bundle.

Despite the treatment of patients during ECMO with anticoagulant
drugs, mostly heparin, the foreign material suiface of artificial lungs still
leads to activation of the coagulation and complement system and
hampers their long-term use, so that they can currently only be used for
a very limited period of days to a few weeks [3].
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Intensive research has been conducted for decades to improve the
hemocompatibility of blood-contacting artificial devices [4,5]. So far, a
variety of commerelal surface coatings have been developed for the use
of blood-contacting oxygenator surfaces in the clinic [6], including the
bioactive coating of Cortiva (surface-bound heparin) [7], the biopassive
coatings of Safeline (recombinant human albumin) [2], Phisio (phos-
phoryleholine) [91, X-coating (poly(2-methoxyethyl acrylate), PMEA)
[10], and the multilayer coating of Bioline with heparin (active) and
recombinant human albumin (passive) [11]. The most common
approach is to eoat the surfaces with heparin. However, heparin coating
alone is not sufficient to eliminate the need for systemic anticoagulation.
Over time, heparin can detach from the surface and lead to thrombus
formation. Furthermore, in addition to the complications, such as
bleeding, the long-term exposure to heparin carries the risk that the
patient develops heparin-induced thrombocytopenia (HIT). Here, anti-
bodies are generated against the complex heparin and platelet factor 4
(PP4), which can lead to severe thromboembolic complications by
strong activation of platelets, increased thiombin generation and
activation.

Thus, despite extensive progress in the development of new materials
and surface coatings, the hemocompatibility of oxygenators is still not
satisfactory. The search for more effective hemocompatible coatings is,
therefore, ongoing [12,13]. The optimal surface for blood contact re-
mains the encothelium, which naturally lines the luminal side of blood
vessels and consists of a thin monolayer of endothelial cells. Under
physiological conditions, the endothelium provides a non-thrombogenic
surface and has an anticoagulant and antithrombotic activity. Thus, the
complete endothelialization of artificial surfaces is a promising strategy
to prevent the foreign body reaction [14,15] to blood-contacting im-
plants and, in turn, improve the hemocompatibility of implants.

In this study, a clickable coating was generated on the surface of
HFM:s for the efficient binding of metabolically labeled endothelial eells.
The binding of endothelial cells and the creation of endothelium on
blood-contacting HFM surfaces was analyzed. Furthermore, extensive
hemocompatibility analyses were performed according to GLP (ISO-
10993-4) guldelines to evaluate the effect on hemostasls in comparison
‘to uncoated HFM surfaces.
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2. Materials and methods
2.1. Cultivation of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs)

HUVECs (ATCC®, Manassas, USA) were seeded in T75 cell culture
flasks coated with 0.1% gelatin and cultivated at 37 “C with 5% CO. in
Vasculife® EnGS EC culture medium (CellSystems, Troisdorf, Cermany)
containing VascuLife EnGS LifeFactors Kit, 50 mg/ml gentamicin, and
0.05 mg/ml amphotericin B (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
The medium was changed every 3 days. After reaching B0% confluency,
the cells were detached using trypsin/EDTA (0.04%6,/0.03%, PromoCell,
Heidelberg, Germany).

2.2, Functionalization of hotlow fiber membranes (HFMs) wich DBCO

The surface of PMP HFMs (OXYPLUS, 3M Membrana, Wuppertal,
Germany) was coated in a 3 step procedure (Fig. 1). First, the surface
was treated with Oy plasma and in the second step, the silanization was
performed. In the third step, dibenzyleyclooctyne-PEG,-NHS ester
(DBCO-PEG4-NHS ester) was conjugated to the silanized suiface.
Therefore, PMP membranes were cut to a size of 3 x 3 cm, and hydroxyl
groups were generated by treatment with O, plasma using (Denta Plas®,
Diener electronic, Ebhausen, Germany) for 30 min with a pressure of 0.3
mbar (+0.20 mbar), and a power of 80% [+5%). Subsequently, HFMs
were incubated for 30 min in toluene (Sigma-Aldrich, Darmstaclt, Ger-
many) with 2% (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES, Sigma-Aldrich)
on a shaker at 20 rpm. The membranes were then sonicated in 100%
toluene, 50% toluene/50% methanol, and 100% methanol for 2 min
each to remove unbound or weakly bound APTES. After drying, mem-
branes were incubated for 30 min in 400 pM DBECO-PEG4-MHS ester
(Jena Bioscience, Jena, Germany) containing Dulbecca’s phosphate-
buffered saline (DPBS), (Invitrogen, Carlsbad, USA) to introduce
cyclooctyne groups and washed three times with fresh DPBS.

2.3. Quandfication of funcrional groups generated on HFM coating

2.3.1. Detection of amino groups after APTES treatment

To detect the amino groups on the surface of HFMs, membranes were
incubated for 5 h in 0.5 mM methyl orange (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Germany) at 37 “C on a shaker followed by three times washing with 1
mM HCl solution. The desorption of bound methyl orange from HFM
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Fig. 1. Schematic representation of the functionalization of the PMP hollow fiber membrancs (HEMs). [Iydroxyl groups on 1ITMs were generated Oy plasma
treatment. The subsequent silanization with APTES leads to the generation of NI, groups. Afterwards, DBCO groups were introduced by covalent conjugation of

DBCO-PEG,-NIIS ester.
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surface was performed using 0.4 ml of 1 mM NaOH solution overnight at
37 “C on a shaker. To detect methyl crange, 100 ul desorption solution
was transferred in triplicates in a 96-well plate. The absorption was
measured at 465 nm using a microplate reader (Eon Synergy 2, Bio Tel
Instruments Inc., Winooski USA).

2.3.2. Detection of DBCO groups after the comjugation of DBCO-PEG-NHS
ester

After the incubation with DBCO-PEG4-NHS ester, HFMs were incu-
bated in DPBS w/o Ca®"/Mg”* for 1 h with 80 pg/ml Cy3-azide (Sigma-
Aldrich) to elick Cy3-azide to the DBCO functionalized HFM surface. The
HFMs were then washed five times with 100% ethanol and the staining
of the membranes was detected using fluorescence microscopy (Axiovert
135, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany). Furthermore, the fluores-
cence intensity on the membranes was quantified using a microplate
reader (Mithras 940, Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) at
an excitation wavelength of 500 nm and an emission wavelength of 600
nm. HFMs without treatment and only APTES treatment were used as
controls.

2.4. Merabolic labeling of HUVECs with azide groups end detection of
azide labeling

To functionalize the cell surface of HUVECs with azide groups, 2 x
10° HUVEGs were seeded per well of a 6-well plate and treated with er
without 50 pM N-azidoacetylmannosamine-tetraacylated (AcyManNAz,
Sigma Aldrich) in 2 ml medium for 48 h at 37 *C with 5% COy;. To detect
the generated azido groups, cells were washed with DPBS w/o Ca’'/
Mg?* and incubated with 5 pyM DBCO-Sulfo-Cy3 (Jena Bioscience,
Germany) in DPBS w Ca®*/Mg** for 1 h at 37 "G with 5% COy. Cells
were washed three times with 1 ml DPBS, detached with trypsin/EDTA
(0.04%,/0.03%), and centrifuged at 300 xg for 5 min. The cell pellet was
resuspended in 0.5 ml DPBS and the Cy3 labeling of 10,000 cells was
analyzed using flow cytometry (FACS SCAN, BD, Heidelberg, Germany).
Additional to the flow cytometry analyses, cells were further stained for
30 min with ActinGreen™ 488 ReadyProbes® Reagent (Invitrogen) for
cytoskeleton and with 0,2 pg/ml DAPI for 5 min to visualize nuclei
(Sigma Aldrich).

2.5, Analysis of ceil viability after metabolic labeling of HUVECs with
AcsManNAz

The influence of metabolic labeling on the viability of HUVEGs was
assessed 48 h after the labeling with 50 pM Ac,ManMNAz using Pres-
toBlue assay (Invitrogen, Carlsbad, USA). Therefore, 500 il 1x Presto
Blue cell viability reagent was added per well of a 6-well plate and
incubated for 1.5 h at 37 “C. The fluorescence intensity of 100 pl su-
pernatant was measured in triplicates at an excitation wavelength of
530 nm and an emission wavelength of 600 nm using a multimode
microplate reader (Mithras LB 940, Berthold Technologies, Bad Wild-
bad, Germany).

2.6. Clicking of endothelial cells to HFMs via copper-free click chemistry

DBCO coated and uncoated PMP membranes (3 x 3 cm) were
incubated with 5.2 x 10° Ae,ManNAz labeled HUVECs in 13 ml EGM™®
2 endothelial cell growth medium BulletKit™ (Lonza, Basel,
Switzerland). The incubation was performed for 24 h at 10 rpm using a
rotator (Phoenix Insttument, Garbsen, Germany) in a humidified incu-
bator with 5% CO; at 37 “C. After the rotational incubation, membranes
were placed in each well of a 6-well plate and further incubated for 24 h
under static conditions.

2.7. Analysis of endothelialization

HUVECs adhered to the membranes were stained with 250 ng/ml
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calcein-acetoxymethyl ester (Calcein-AM; Invitrogen) for 10 min at
37 °C. The stained cells were detected using fluorescence microscopy
(Axio 135, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany). Furthermore, the
fluorescence signal on the surface of HFMs was detected before and after
caleein-AM staining at an excitation wavelength of 494 nm and an
emission wavelength of 517 nm using a multimoede microplate reader
(Mithias LB 940, Berthold Technologies),

In addition, the generation of a confluent endothelial cell monolayer
and the presence of cell-cell contacts were detected by staining the cells
with an anti-human VE-eadherin antibody. Therefore, DBCO-PEG,-NHS
ester coated and endothelialized membranes were washed with DPBS
and fixed in 4% paraformaldehyde (v/v) for 10 min at RT. After washing
with DPBS, blocking was performed with Tris-buffered saline (SO mM
Tris base, 150 mM sodium chloride, pH 7.5) containing 5% goat serum
(Thermo Fisher Selentific, Waltham, USA) for 30 min at RT. The mem-
branes were washed with DPBS and incubated with the 1:100 diluted
primary antibody mouse anti-human VE-cadherin (CD144 (16B1),
Invitrogen, eBioscience, USA) in DPBS with 1%6 bovine serum albumin
(BSA) for 1 h at RT. Membranes were then washed three times with
DPBS and incubated with 1:400 diluted Alexa Fluor 488-labeled goat
anti-mouse 1gG (H + L) cross-adsorbed secondary antibody, Thermo-
Fisher, USA) for 1 hin PBS with 1% BSA. After three times washing with
DPBS, the cytoskeleton was stained for 30 min at RT using 2 drops/ml
ActinRed™ 555 ReadyProbes™ Reagent (Rhodamine phalloidin) in
DPBS. As o negative control, membranes were also incubated with an
isotype control antibody. The stained eells were detected using fluo-
rescence microscopy (Axio 135, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany).

2.8. Reactivity of endothelium on HFMs to the inflammatory stimulus

Endothelialized HFMs were Incubated for 4 h without or with 50 ng/
ml tumor necrosis factor @ (TNF-a, Sigma-Aldrich) in EGM™2 endo-
thelial eell growth medium without hydrocortisone. After incubation,
HFMs were washed twice with DPBS and total RNA was isolated. The
expression of activation markers, endothelial leukocyte adhesion
molecule 1 (E-selectin), vaseular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1),
and intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) was detected by qRT-
PCR. The mRNA levels were normalized to CAPDH mRNA levels, and
results were presented relative to expression levels in endothelialized
HFMs without TNF-a stimulation.

2.9. gRT-PCR

The total RNA of cells was isolated using Aurum Total RNA Mini Kit
(Bio-Rad, Munich, Germany) according to the manufacturer’s in-
structions. 300 ng of RNA was reverce transcribed into copy DNA
(cDNA) using iScript Kit (Bio-Rad). Amplification of the transcripts was
performed with primers listed in Table 1 ata final concentration of 300
oM under the following conditions: for one eyele 3 min at 95 "G, fol-
lowed by 40 eyeles of 95 °C for 158, and 72 “C for 10 s. After 40 cyeles,
melt curve analysis was performed to detect the specific amplicons.
Real-time qRT-PCR reactions were performed in triplicates with a total
volume of 15 pl per well in a CFX Connect Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad) using 1Q SYBR Green Supermix (Bio-Rad). The
constitutively expressed CAPDH (glyceraldehyde-3 phosphate dehy-
drogenase) was used as the housekeeping gene. The detected mRNA
levels in each gene were normalized to CAPDH, and the results were

Table 1

Primers uscd for QRT-PCR analysis.
Gene Forward primer (5'=3) Beverse primer (5'—=37)
GAPDH TCAACAGCGACACCCACTCN TGAGGTCCACCACCCTGTTG
Lselectin -~ GOCCAGAGCCTTCAGTGTACE GGAATGGCTGCACCTCACAG
ICAM-1 CTTGAGGGCACCTACCTCTGTS CGGOTGCTACCACAGTGATG
VCAM 1 ACACTTTATGTCAATGTTGCCCO GAGGCTGTAGCTCCOCGTTAG
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shown relative to control mRNA levels.

2.10. Blood collection

Human wheole blood was collected from the antecubital vein of non-
medicated healthy volunteers (n = 4) using Safety-Multyfly® 20 Gx3/4
TW needle (Sarstedr, Numbrecht, Germany) intc 9 ml monovettes
(Sarstedt) containing 1 1U/ml sodium heparin (Ratiopharm, Ulm, Ger-
many). The Ethics Committee (287/2020B02) of the University of
Tuebingen approved the blood sampling procedures and all subjects
gave written informed consent.

2.11. Performance of hemocomparibility analyses

The incubation of unmodified, DBCO-coated or endothelialized
HFMs (3 x 3 cm) with human blood samples was performed with 9@ ml
heparinized human whole blood in polypropylene round-bottom tubes
(14 ml, Becton Dickinson (BD) Biosciences, Heidelberg, Germany) under
dynamic conditions 35 eyeles/min (Heidolph Instruments, Schwabach,
Germany) for 90 min at 37 “C. This method was also used in our pre-
viously published study [ 16]. As a negative control, the tubes were filled
with the same amount of fresh heparinized blood without any material
After 90 min of dynamic incubation, blood samples were collected in
tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid (1.6 mg/ml, EDTA,
Sarstedt) for the analysis of complement activation and detection of cell
numbers. To detect PMN-elastase, and TAT, tubes containing (0.3 ml of
citrate solution/3 ml blood, 0.106 M CgHsNazO7 x 2H,0, Sartstedt)
were ugsed. For B-TG analysis, blood was transferred to 2.7 ml CTAD
tubes with 270 pl of 0.109 M CTAD solution containing buffered sodium
citrate, theophylline, adenosine, and dipyridamole (BD Vacutainer
CTAD, Becton-Dickinson CmbH, Heidelberg, Germany) and stored for
15 min on ice. The EDTA and CTAD preparations were centrifuged at
2500 xg for 20 min at 4 “C. The citrated blood preparations were
centrifuged at 1800 xg for 18 min at RT. The blood plasma of each
sample was shoek frozen in liguid nitrogen and stored at -80 “C until
further investigations.

2.11.1. Blood cell count analyses

The number of erythrocytes, leukocytes, and platelets was measured
in collected blood samples using an automated cell count system (ABX
Micros 60, HORIBA Medical, Minami-ku, Kyoto, Japan).

2.11.2. Analyses of activation markers in blood plasma

Commercially available enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) kits were used according to the manufacturer's instructions to
determine alterations in coagulation (thrombin antithrombin 11T com-
plex (TAT)), complement system (sC5b-9), and activation of platelets
(thromboglobulin  ((i-TG)), and neutrophils. Therefore, =C5b-9
(MicroVue™ Complement, Quidel Germany GmbH & AnDiaTec Divi-
sion, Kornwestheim, Germany), TAT (Enzygnost® TAT micro, Siemens
Healthcare, Erlangen, Germany), polymorphonuclear (PMN) elastase
(Demeditec Diagnostics, Kiel, Germany), and -TG (Asserachrom® p-TG,
Diagnostica Stago S.A.S, Asnieres sur Seine, France) ELISAs were used.

2.11.3. Detection of activated platelets

Uncoated, DBCO-coated, or endothelialized HFMs were incubated
with blood as described above. After the incubation of HFMs for 90 min
with human blood, blood was collected and diluted 1:5 with DPES.
Samples were incubated for 30 min at RT with 10 pl mouse anti-human
CD41-FITC antibody (Beckman Coulter, Krefeld, Germany) to detect
platelets and 10 pl mouse anti-human CDé2P-PE antibody (BD Bio-
sciences, Heidelberg, Germany) to detect platelets expressing P-selectin
(CD62P), indicating platelet activation. Samples were fixed with 0.5%
paraformaldehyde and the activation of platelets was analyzed by flow
cytometry.
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2.11.4. Scanning electron microscopy (SEM) analyses of HFM surfaces

After the incubation of unmodified, DBCO-coated, and endothe-
lialized HFMs with blood, the HFMs were rinsed with 0.9% saline co-
lution (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany) and fixed for 24 h in
2.5% glutaraldehyde (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) in DPBS.
After the fixation step, the samples were washed with DPBS for 15 min at
RT followed by dehydration with an ascending ethanol series (40%-
100% ethanel; Merck-Millipore, Darmstadt, Germany) in 15 min steps at
RT. Thereafter, the samples were dried in a critical point drier (Polaron
E3100, Quorum Technologies Ltd., East Sussex, United Kingdom) and
sputtered with gold-palladium particles (Baltec SCD 050, Bal-Tec AG,
Balzers, Liechtenstein). Imaging was performed by SEM (EVO LS 10,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) with 20-, 500-, 1000-, and
5000-fold magnification.

2.11.5. Analysis of the inflamunatory status of the endothelium on HFMs

After the endothelialization of HFMs, total RNA was isolated from
endothellal cells without bloed incubation and after 90 min of blood
incubation. Therefore, HFMs were washed twice with DPBS prior to
RNA isolation. As a control, RNA was also isclated from 3 x 10" HUVECs
cultivated per well of a 6-well plate. The expression of activation
markers, E-gelectin, VCAM-1, and ICAM-1 was detected by qRT-PCR.
The mRNA levels were normalized to GAPDH mRNA levels, and re-
sults were presentec relative to expression levels in HUVECs cultivated
on cell eulture plates.

2.12. Sratstical analysis

The data are shown as mean + standard deviation (SD) or mean +
standard error of the mean (SEM). Paired t-test was performed for the
comparison of means between two groups. One-way or two-way analysis
of variance (ANOVA) with Bonferroni's or Tukey's multiple comparison
test was performed to compare the means of more than two groups. All
statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 9.0.2
software {(GraphPad Software, Inc., La Jolla, California, USA). Differ-
ences of p < 0.05 were considered significant.

3. Results

3.1. Detection of generated functional groups on the surface of PMP
HFMs

To detect the generated amino groups on untreated, Op-plasma, and
APTES-treated HFM membranes, the membranes were stained with
methyl crange (Fig. 2A). APTES-treated membranes showed approxi-
mately 126-times higher methyl orange binding (0.2523 + 0.0175
versus 0.002 + 0.0175) compared with Oz plasma-treatecd membranes,
indicating successful silanization of the surface and the presence of
amino groups. These amino-functionalized surfaces were treated with
DBCO-PEG,-NHS ester and the presence of DBCO was detected by the
click reaction of Cy3-azide to the surface. The fluorescence intensity of
HFMs was cletectec] with a fluorescence reader (Fig. 2B). DBCO-PEG-
NHS ester-treated surfaces showed significantly higher fluorescence
intensity than APTES-treated HFMs (RFU: 22553 + 3564 versus 3845 +
2155). Furthermore, Cy3 fluorescence staining was detected only on the
surface of the HFMs treated with DBCO-PEGa-NHS ester by fluorescence
microscopy analysis (Fig. 2C). Moreover, the SEM analyses chowed no
visual differences on the surface of the HFMs treated with only APTES or
APTES and DBCO-PEG,-NHS ester compared to untreated HFMs, illus-
trating no negative impact of the coating procedure on the integrity of
the HFMs (Supplementary Fig. 1). Furthermore, the leak tightness of the
funetionalized HFMs was analyzed using a leakage model by fixing the
HFMs in a closed-cireuit system (Supplementary Fig. 2). A constant
pressure of 250 mmHg + 10 mmHg, comparable to the pressure used in
the clinic for ECMO perfusion, was applied for 3 h and showed no
membrane leakage in DBCO functionalized membranes.
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A B Fig. 2. Detection of the generated functional groups on PMP

hollow fiber membrancs (HFMs). (A) To detect the amino

0.30 oo 8 groups after APTES-trcatment of [[FMs, [IFMs were stained

0.25 | with methyl orange and the absorption of attached and cluted

8 ! 25 mcthyl orange from the surface was detected using a speetro-

H 0.20 E 3 photometer. Unirealed and O; plasma-ireated HFMs were used

'E 0.15 é E as negalive controls. (n = 2). (B) To detect DBCO groups on the

3 010 ns $ e surface of untreated, AITES or DBCO-PEG-NIIS ester (reated

R £ 1IFMs; 116Ms were incubated with Cy3-azide. The conjugated

! & Cy3-azide was detected using a fluorescence reader (n = 3] or
0.00 i icroscopy # 3

untreated o, APTES untreated APTES  DBCO [(o}} fluln enee microscopy. The data it shown as mean +
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3.2. Metabolic labeling of the surface of endothelial cells with Na and
analysis of the influence on cefl viability

HUVECs were treatecd with 50 pM AcyManNAz for 48 h. To determine
whether N3 groups are present on the cell surface, cells were then
incubated with 5 pM DBCO-Sulfo-Cy3 for 1 h. The presence of N3 on the
cell surface led to the conjugation of DBCO and labeling of the cells with
Gy3 (Fig. 3A). The cells without AcsManNAz treatiment were noet stained.
Furthermore, flow cytometric analyses revealed that approximately
98% of the cells analyzed were Cy3 positive (Fig. 3B). The presence of N
groups was also analyzed after the removal of AcyManNAz from the

Tollowed by Bonferroni's multiple comparison test, (**p < 0.01,
Febp < 0.0001)

culture medium, and incubation for 0, 2, 4, and 24 h (Supplementary
Fig. 5). After 24 h, N3 groups were still present on the cell suiface, as
shown by the suecessful conjugation of DBCO-Sulfo-Cy3 to approxi-
mately 99% of the cells examined. The treatment of the cells with
Ac ManNAz did not affect the viability of HUVECs (Fig. 3C).

3.3. Endothelinlization of modified HFMs by copper-free click reaction of
Na-labeled HUVECS to the DBCO functionalized HFM surface

DBCO coated and uncoated HFMs were incubated with 5.2 x 10%
AcyManNAz labeled HUVECs for 24 h under rotation and then for 24 h

A DBCO-Sulfo-Cy3 ActinGreen DAPI Merged Fig. 3. Mectabolic labeling of IIUVECs with Ac,Man-
NAz and analysis of ccll viability. 2 = 10° IIUVECs
were incubated for 48 h with and without 50 pM

g AcsManNAz. A) Cells were incubaled with 5 pM
g [ DBCO-Sullo-Cy3 for 1 h. Fluorescence microscopic
=2 images were taken after washing the eclls with DPBS
& and stalning the cytoskeleton with ActinGreen and
the nuelei with DAPL B) Cells were incubated with 5
E ub DBCO-Sullo-Cy3 for 1 h and aller washing with
E DPBS, Mlow eytomctric analyses were performed. Re-
-g E sults are presented as mean + SD (n = 3). C) Cell
g viability was determined using PrestoBlue assay. Re-
< sults are presented as mean + SEM (n — 3). Statistical
analysis was performed using a two-tailed paired

test. (*% p < (.01, ns: non-significant).
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under static conditions. The attached HUVECs were detected by staining
with Caleein AM (Fig. “A). Fluorescence microscopic analysis showed
that the Ac;ManNAz treated HUVECs efficiently bind to the DBCO
functionalized HFM surface and led to almost complete endothelializa-
tion. The detection of fluorescence intensity of HEMs alsc demonstrated
that the DBCO functionalization resulted in significantly increased
adhesion of HUVECs compared with uncoated or APTES-coated HFMs
(Fig. 4B). The close cell-cell contacts of HUVECs on the HFM membranes
were detected by staining with an anti-VE-cadherin antibody (Fig. 4C).

3.4. Reactivity of endothelial layer on inflammatory stimulus

The expression of adhesion molecules, E-gelectin, VCAM-1, and
ICAM-1 was analyzed after the stimulation of the endothelial layer on
HFMs with TNF-« and compared to unstimulated endothelial layerusing
qRT-PCR (Fig. 5). The stimulation of the endothelial layer with TMF-u
led to significantly higher E-selectin (199-fold), VCAM-1 (328-fold), and
ICAM-1 (162-fold) expression compared to the unstimulated endothelial
layer. Thereby, the responsiveness of the generated endothelial layer on
HFMs was demonstiated.
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3.5. Hemocompatibility of DBCO coated or endothetialized HFMs

The influence of DBCO functionalized or endothelialized HFMs on
hemocompatibility was analyzed by dynamic incubation with fresh
human blood. Blood cell counts, activation of thromboeytes, coagula-
trion, complement system, and inflammation were determined after in-
cubation of blood without HFMs (negative control), with uncoated,
DBCO-coated, or DBCO-coated and endothelialized HFMs. No signifi-
cant differences in white blood or red blood cell counts were observed
compared with blood samples without HFMs (Fiz. ©). However, a sig-
nificant decrease in platelet counts was detected after the incubation of
blood with uncoated or DBCO-coated HFMs, whereas endothelialized
membranes prevented the logs of platelets. In addition to platelet counts,
P-selectin expression on platelets was analyzed as a marker of platelet
activation. As shown in Fig. ©, significantly inereased numbers of acti-
vated platelets were detected on uncoated and DBCO-coated HFMs
compared with the blood samples without HFMs. However, the ende-
thelialized membranes prevented the activation of platelets.

Furthermore, after the incubation of HFMs with blood, the adhesion
of platelets, monocytes, and the formation of fibrin on the surface of
HFMs were analyzed by SEM (Fig. 7). The endothelialization of HFM
surface generated a smooth confluent endothelial cell layer. After the

Fig. 4. Analysis of cndothclialization of modificd
hollow fiber membrancs (HEMs). Untreated, APTTS-,
or DBCO-functionalized [ITMs were incubated with
TIUVECs. Therefore, 5.2 < 10° IINVECs without (w/a)
or with metabolic labeling with Ac,ManNAz were
dynamically incubated for 24 h and then cultivated
for 24 h under stalic conditions. A) Attached eclls
were visualized using Calecin AM staining and fluo-
rescence microscopy. Representative images of three
experiments are shown. B) Quantification of bound
TIUVECs on HFMs using a Mluorescence reader. Resulls
are presenled as mean + SIM (n = 3). Stalistical
analysis was performed using ene-way ANOVA fol-
lowed by Tukey's multiple comparison test. (*p <
0.05). C) Detection of cell-cell contacts of 1IUVECs
bound to the DBCO-coated membranes by slaining
with anti-human VE-cadherin anlibody (green) and
ActinRed cyloskelelon staining using luorescence
micToseopy.
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VCAM-1 Fig. 5. Analysis of responsiveness of endothelialized
E-Selectin surface on inflammatory stimulus using qRT-PCR.
*kokk Tndothelialized 1IFMs were treated with 50 ng/ml
o - 400 TNE-a for 4 h and the expression of adhesion mole-
g g 300 eules (E-scleetin, VCAM-1, and 1CAM-1) was deter-
T % § 200 mined using qRT-PCR. mRNA levels were normaliced
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Fig. 6. Detection of blood ecll counts after the incubation of human blood with unceated, DBCO-coated, or endothelialized 1IFMs. Blood samples without 1IFM were
used as a negative control. The incubation of blood was performed for 90 min at 37 “C. The numbers of white blood cells, red blood eells, and platelets were
determined using a cell counter. Furthermore, the activaled platelets were detected using anti-human CDO2PF antibody staining and (low cytometry. Dala are shown
as mean + 8D, Stalistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test, (*p < 0.05, **p < 0.01, **%p < 0.001).

incubation of unmodified HFMs with fresh human blood, a strong fibrin
network formation with entrapped erythrocytes was detected on the
surface. The DBCO-coated HFM surfaces also showed fibrin networl
formation. However, incubatlon of the endothelialized surface with
human blood strongly prevented the fibrin network formation on the
surface of HFMs. Cell-like structures were also detected at some sites,
which could be exfoliated endothelial cells resulting from critical point
drying or adherent monocytes.

After the incubation of blood with uncoated and DBCO-
functionalized HFMs, significantly increased levels of thrombin-
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antithrombin 11l complex (TAT), an indicator of coagulation activa-
tion, and p-thromboglobulin, a marker for platelet activation, was
detected (Fig. 8). In contrast, endothelialized HFMs efficiently pre-
vented the activation of coagulation and platelets. Regarding the acti-
vation of inflammation (PMN elastase) and complement system (sC5b-
9), no significant changes were measured between blood samples
without HFMs (negative control) and different HFM modifications.
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Fig. 7. Scanning clectron microscopic (SEM) images of uncoated, DBCO-coated, or endothelialized [1IFMs 90 min after the ineubation with human blood, or

endothelialized 1ITMs without blood contact. (n = 2).
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Fig. 8. Analysis of the hemocompatibility of uncoated, DBCO-coated, or endothelialized 1IIMs. After the incubation for 90 min with fresh human blood, the
activation of coagulation (thrombin-antithrombin 111 complex (TAT)), platclets (B-thromboglobulin), complement system (sC5b-9), and inflammation (PMN clastasc)
were determined using FLISA (n = 4). Data are shown as mean + SD, Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni's multiple

comparison lest. (**p < 0.01, ***p < 0,001, and ****p < 0.0001).
3.6. Inflammatory status of the endothelium on HFMs

After the endothelialization of HFMs, the expression of adhesion
molecules was analyzed before and after the incubation with blood for
90 min to determine the activation status of endothelial cells. HUVECs
cultivated in a 6 well plate served as control. Interestingly, the incuba-
tion of endothelialized HFMs with blood further reduced the expression
of E-selectin and VCAM-1 compared to endothelialized HFMs without

blood contact (Fig. 9).
4. Discussion

Artificial lungs (oxygenators) are used as bridge to recovery or as
bridge to transplantation devices to enable the survival of patients with
advanced lung failure. However, cue to insufficient hemocompatibility,
their long-term use is associated with complications and is limited to a
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Fig. 9. Analysis of the inflammatory status of endothelialized surface on HFMs using qRT-PCR. Endothelialiced HEMs were incnbated with human blood for 90 min
4l 37 °C and the expression ol adhesion molecules (E-selectin, VCAM-1, and ICAM-1) was determined using qRT-PCR. mRNA levels were normalized Lo the GAPDIT
mRBNA levels and the results are presented as mean + SEM relative to the expression levels in the control (HUVECs on ccll culture plate). Differences were assessed by
one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test. (n = 3). (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

maximum of days to a few weeks [3]. Contact of blood with artificial
surfaces can initiate different mechanisms leading to coagulation, such
as adsorption of plasma proteins, adhesion of cells (platelets and leu-
kocytes), contact activation leading to thrembin generation, and com-
plement activation [17]. Thus, several passive and active approaches
have been developed in recent years to guide blood-material in-
teractions [15]. Various novel anti-thrombogenic coatings were created
for oxygenator surfaces, such as bioactive nitric oxide (NO) releasing
coatings [ 19] or Cl-esterase inhibitor (C1-INH) coatings [16], as well as
biopassive coatings, such as zwitterionic polymers (e.g. sulfobetaine
(SB)-co-methacrylic acid (MA) block copolymer (SBMADL-COOH) [20] or
low molecular weight SB block copolymers with N-hydroxysuceinimide
ester (SBNHS) or siloxane groups (SBNHSi) [217), nonionic polymer
brushes (e.g. poly N-(2-hydroxypropyl) methacrylamide (HPMA)
brushes [22]), tethered liquid perfluorocarbon (TLP) [23], or meth-
acryloyloxyethyl phosphoryleholine (MPC) [24].

Despite these advances, the optimal surface for blood contact is still
the native endothelium. Thus, various capturing molecules and strate-
gies have been applied to endothelialize blood-contacting implants
[15,25]. To date, HFMs have been coated with heparin/albumin [26],
<RGD [27], titanium dioxide [22], or fibronectin [29,30] to support
endothelialization. However, especially the coatings with sub-
endothelial extracellular matrix components, such as fibronectin, may
lead ta nonspecific attachment of unwanted cells, and the non-
endothelialized areas may activate thrombocytes and lead to throm-
bosis. The use of cRGD to bind endothelial cells is also nonspecific.
Several eells, including thrombocytes, have ¢cRGD binding integrins on
their surface, which may lead to unspecific adhesion of cells to the
blood-contacting surface.

In this study, to enable the efficlent endothelialization of HFMs of
artificial lungs, we developed a novel strategy for the colonization of
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blood-contacting gurfaces with endothelial cells by using copper-free
click chemistry for covalent conjugation of metabolically Ny labeled
endothelial cells ta the DBCO functionalized HFM surface.

The incubation of endothelial cells for two days by adding of
AcyManNAz into the cell culture medium allowed the metabolic engi-
neering of endothelial cells and resulted in highly efficient metabolic
glycoprotein labeling of the cell surface with N without negatively
influencing the cell viabllity. The process of AcyManNAz incorporation
into the cell surface described by Wang et al. [31] involves the following
steps: After entry into the cells, AcyManNAz is hydrolyzed by nonspecific
esterase. The next step is the phosphorylation of C6-OH and isomeri-
zation from cyelic to the open-chain structure. Subsequently, the open-
chain acetyl azidomannosamine undergoes an aldol reaction with
intracellular phosphoenoclpyruvie acid. After rearrangement and
dephosphorylation reactions, azido sialic acid is formed, which is then
conjugated to glycoprotein and expressed on the cell surface. In addition
1o AcManNAz, other azide-functicnalized monosaccharides, such as
AcdGleNAz or Ac4GalNAz, could be also used to functionalize the sur-
face of endothelial cells with Nx-groups.

The suitface of HFMs was efficlently funectionalized with DBCO
molecules after O; plasma and APTES treatment. The functionalization
did not change the surface structure of HFMs and no leakage was
detected after the incubation of HFMs with toluidine blue-containing
solution for 3 h with 250 nunHg pressure. Metabolically glyco-
engineered endothelial cells were covalently conjugated to the DBCO
funetionalized HFM surface via strain-promoted alkyne azide cycload-
dition (SPAAC). The SPAAC reaction, first developed by Bertozzi et al.
[32] enables copper-free click reactions and thereby, prevents copper-
induced cytotoxicity im living cells. A significantly improved attach-
ment and endothelialization were detected after 48 h of incubation
compared to unmodified HFMs. The endothelial cells generated a
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confluent layer with cell-cell contacts, which was detected by staining of
cells with anti-VE-cadherin antibody. In addition, the endothelial cell
layer showed physiclogical activity and responded to an inflammatory
stimulus by the cytokine TNF-u, resulting in increased expression of
adhesion-promoting molecules (E-selectin, VCAM-1, and ICAM-1).

In this study, fresh human whole blood was used to evaluate the
hemocompatibility of HFMs according to 15O 10993-4 guidelines, This
assessment allows to obtain complex information about the activation
status of human blood by simultaneously determining the activation of
coagulation, platelets, complement system, and inflimmation. The dy-
namic incubation with uncoated, DBCO-functionalized, and endothe-
lialized HFMs was performed for 90 min. The hemocompatibility of
DECO-coated HFMs was similar to the uncoated HFMs, however, the
endothelialization of HFMs significantly reduced activation of coagu-
lation (TAT levels) and platelets (B-TG levels) compared to unmodified
membranes. In addition, SEM analyses showed reduced amounts of
fibrin formation on endothelialized HFMs compared with unmodified
HFM membranes, clearly indicating the importance of an endothelial
layer in preventing thrombus formation. In addition, the analysis of
activated platelets by detecting CD62P (P-selectin) expression using
flow cytometry demonstrated significantly reduced amounts of acti-
vated platelets in blood samples incubated with endothelialized HFMs.
Endothelial cells can actively regulate hemostasis by the expression of
anti-thrombogenic and anti-inflammatory molecules [33]. Interestingly,
compared to the endothelialized HFMs in the eell culture medium, the
incubation of endothelialized HFMs with human blood further reduced
the expression of E-selectin and VCAM-1 in endothelial cells. Thus, the
presence of an in vivo-like environment (human whole blood) signifi-
cantly reduced the inflammatory status of endothelial cells compared
with those incubated in a cell culture medium. In conclusion, the seeded
endothelial cells maintained the anti-thrombogenic and anti-
inflammatory status and improved the hemocompatibility of artificial
surfaces, which could prolong the usability of artificial lungs in patients.

The click reaction leads to the formation of a covalent bond between
the azide group on the endothelial cells and the DBCO on the biomaterial
surface. This indicates stable binding of endothelial cells. However, the
stability of the endothelial layer will also be analyzed under flow con-
ditions in our future studies. In addition, adequate gas exchange is an
important performance indicator of the artificial lungs. Klein et al
investigated the long-term stability and gas exchange performance of
endothelialized RGD-conjugated PDMS membranes in a model system
[34] and demonstiated the long-term stability of the endothelial layer
under physiological wall shear stress of 0.5 Pa for up to 33 days and a
small but non-significant decrease in gas transfer rates over longer cul-
ture periods (19 and 33 days). Thus, this study demonstrates the
importance of testing gas transfer after endothelialization of surfaces
and long-term culture, which we will also perform in our next studies.

In this study, HUVECs were used for the endothelialization of HFMs.
These cells are mostly of allogenic origin and therefore may cause
rejection reactions, Thus, we aim to generate autologous enclothelial
cells from patient-specific induced pluripotent stem cells (iPSCs) in cur
future studies. This can prevent rejection reactions and advance artifi-
cial lungs a big step toward long-term use and generation of implantable
lungs. Another advantage of iPSGs is their unlimited ability to prolifer-
ate. By differentiating these iPSCs into endothelial cells [35,36] and
applying the strategy established in this study, large surfaces, such as
those of artificial lungs (oxygenators), can be efficiently endothelialized.

5. Conclusions

In this study, a novel and highly efficient, cell-compatible method for
the endothelialization of blood-contacting suifaces was established
based on glycoengineering of endothelial cells and copper-free click
reaction. The incubation of DBCO-functionalized HFMs of artificial
lungs with azide-labeled endothelial cells resulted in the generation of a
funetional endothelial cell monolayer. In addition to improving the
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long-term applicability of artificial lungs, the use of this click chemistry-
based method can be extended in the future to endothelialization of
other artificial surfaces for organ-on-a-chip models, tissue engineering,
and regenerative medicine.
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