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Zusammenfassung  

In der regenerativen Medizin stellt der Einsatz von Stammzellen und Zellen, wie den 

Endothelzellen (ECs) und deren Vorläufern, einen vielversprechenden Ansatz in der 

Gewebereparatur und Regeneration durch das Fördern der Angiogenese dar. Ver-

schiedene Ansätze werden von Forschenden untersucht, um die Vaskularisierung von 

Geweben oder Organen zu verbessern. Beispiele hierfür sind, unter anderem die 

Schaffung künstlicher Blutgefäße oder die Optimierung der Mikrozirkulation bei peri-

pherer arterieller Verschlusskrankheit, aber auch bei Gefäßverschlüssen, welche zum 

Myokardinfarkt führen können. Des Weiteren können ECs in Biomaterialien integriert 

oder auf Biomaterialien angebracht werden, um die Hämokompatibilität von Implanta-

ten zu verbessern.  

Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) nehmen eine wichtige Stellung in der Neovas-

kularisierung von Geweben ein, die durch ischämische Erkrankungen wie dem 

Myokardinfarkt oder dem ischämischen Insult verursacht werden. Ihre sehr geringe 

Anzahl und Homing-Rate schränken ihren klinischen Einsatz in der Behandlung von 

ischämischen Erkrankungen ein. Um das therapeutische Potenzial von EPCs zu ver-

bessern, wurden im Rahmen dieser Arbeit murine EPCs mit synthetischen mRNAs, 

die für 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 entzündeten 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 erhöhten Expression dieser 

Marker auf der Zelloberfläche führte und dabei keinen negativen Einfluss auf die Zell-

viabilität hatte. CXCR4-mRNA-modifizierte EPCs zeigten in einem chemotaktischen 

Migrationstest ein signifikant höheres Migrationspotenzial als unmodifizierte EPCs. Die 

Bindungsstärke der EPCs an das entzündete Endothel wurde mit Hilfe der Einzelzell-

Atomkraftmikroskopie (AFM) bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die mRNA-modifizier-

ten EPCs eine dreifach höhere Ablösekraft benötigten, um sich vom TNFŬ-aktivierten 

Endothel abzulösen als unmodifizierte EPCs. Des Weiteren konnte in einem dynami-

schen Flussmodell eine signifikant höhere Bindung der mRNA-modifizierten EPCs an 

das entzündete Endothel festgestellt werden.  

Neben der Therapie von ischämischen Erkrankungen mit endothelialen Progenitorzel-

len, können auch (aus)differenzierte ECs eingesetzt werden, um die Eigenschaft von 
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Biomaterialien zu verbessern. Insbesondere bei künstlichen Lungen, die bei der extra-

korporalen Membranoxygenierung (ECMO) verwendet werden, können ECs 

eingesetzt werden, um die bislang schlechte Hämokompatibilität zu verbessern und 

eine längere Anwendungsdauer zu ermöglichen. Aus diesem Grund wurde im zweiten 

Teil der vorliegenden Arbeit eine neuartige Strategie zur effizienteren Endothelialisie-

rung blutkontaktierender Materialien entwickelt, um die Hämokompatibilität zu 

verbessern. Hierfür 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 (Ac4ManNAz) führte zu einer hochef-

fizienten Funktionalisierung von ECs mit Azid (N3)-Molekülen auf der Zelloberfläche 

ohne negative Auswirkungen auf die Viabilität. Nach 48-stündiger 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 TNFŬ und exprimierten adhäsionsfördernde 

Moleküle (E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1). Des Weiteren wurde durch dynamische 

Inkubation mit frischem humanem Blut die Hämokompatibilität untersucht. DBCO-be-

schichtete und unbeschichtete HFMs zeigten eine vergleichbare Hämokompatibilität 

bei der vermehrte Zellablagerung nachgewiesen werden konnten. Die Endothelialisie-

rung der HFM reduzierte deutlich die Thrombozytenaktivierung und die Gerinnung. 

Interessanterweise führte 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 künstlichen Lungen, aber auch an-

derer Biomaterialien eingesetzt werden, um die Biokompatibilität zu verbessern.  
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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 TNFŬ-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 
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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 TNFŬ 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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1 Einleitung  

1.1 Kardiovaskuläre Erkrankungen  

Kardiovaskuläre Erkrankungen wie etwa akute Myokardinfarkte (AMI), zerebrale und 

periphere arterielle Verschlusserkrankungen, sowie die arterielle Hypertonie und de-

ren Komplikationen, sind weltweit eine der häufigsten Todesursachen [1]. Während 

eines akuten AMIs setzen Gewebeschäden und Nekrose eine Reihe von pathologi-

schen Reaktionen in Gang, darunter Entzündung, 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 über eine nur sehr 

geringe Regenerationskapazität verfügt, führt eine anhaltende Minderdurchblutung 

des Gewebes zum irreversiblen Verlust von Kardiomyozyten und dem Untergang der 

Gefäße, welche essenziell für die Aufrechterhaltung der Gewebe- und Organfunktion 

sind [4]. Der Niedergang von Herzmuskelzellen führt 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 führt [5]. Hierdurch wird das gesamte kardiale System erheblich belastet, was sich 

in der Ausbildung einer Herzinsuffizienz und Nierenschwäche, in Ödemen, sowie Ap-

noe widerspiegelt [6].  

Oberstes Ziel bei ischämischen Erkrankungen ist die Revaskularisierung des Gewe-

bes. Derzeit gibt es keine ausreichend wirksamen medikamentösen oder chirurgischen 

Verfahren zur Vorbeugung von ischämischen Erkrankungen oder der vollständigen 

Regeneration des geschädigten Herzmuskelgewebes [7]. Die Behandlung von Hyper-

tonien oder Dyslipidämien erfolgt üblicherweise durch medikamentöse Therapien [8]. 

Die Therapie des Myokardinfarktes beschränkt sich bislang auf Standardverfahren wie 

der perkutanen Koronarangiographie oder dem arteriellen koronaren Bypass, um die 

Blutversorgung zum ischämischen Gewebe wieder herzustellen [9, 10]. Einer der wich-

tigsten Gründe für inoperable Herzerkrankungen sind hierbei die Mikroangiopathien, 

bei welchen Störungen der Mikrozirkulation zu weiteren Ischämien führen. 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 Therapiemöglichkeiten 

dar. Stammzellen vermögen das körpereigene Potential zur Regeneration zu stimulie-

ren und bieten letztendlich eine Grundlage zur vollständigen Geweberegeneration.  
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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 Bekämpfung von entzündlichen Prozessen und unter-

schiedlichsten Erkrankungen, bei denen Zellen, konditionierte Medien oder auch mit 

Zellen besiedelte Patches eingesetzt werden können. In einer Reihe von präklinischen 

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-

trächtigte Organe repariert, die Auswirkungen von Reperfusionsschäden nach 

Ischämie 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 einschließt, 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. Darüber hinaus wurden einige 

Biomaterialien und sogenannte Scaffolds entwickelt, um die Überlebensrate und Re-

tention dieser transplantierten Zellen zu erhöhen. EPCs sind aufgrund ihres 

Differenzierungspotentials zu ECs von besonderem Interesse bei der Therapie von 

kardiovaskulären Erkrankungen. 

 

1.3 Endotheliale Progenitorzellen  

Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) sind vordifferenzierte adulte Stammzellen, wel-

che die Eigenschaft besitzen in ECs differenzieren zu können [23]. Nach vaskulären 

Verletzungen oder Ischämien, werden EPCs aus dem Knochenmark mobilisiert und in 
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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 ischämischen Läsion wird hierbei unter anderem durch die Ausschüttung EPC-

mobilisierender Zytokine, wie dem stromal cell-derived factor-1Ŭ (SDF-1Ŭ) oder CXC-

chemokine ligand 12 (CXCL12) [28-30], dem granulocyte-colony-stimulating factor (G-

CSF) [31] und dem vascular endothelial growth factor (VEGF) [32] herbeigeführt, wel-

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

 

Abbildung 1:  Mehrstufiger Prozess der Ansiedlung und Anheftung  von EPCs. Die Rek-

rutierung und der Einbau von Progenitorzellen in ischämisches oder verletztes Gewebe 

erfordert einen koordinierten mehrstufigen Prozess, der die Adhäsion an das Endothel, die 

transendotheliale Migration, Chemotaxis, Invasion und Differenzierung in situ beinhaltet. Ab-

kürzungen: SDF-1Ŭ: Stromal cell-derived factor 1Ŭ, 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 kardiovaskulärer Erkrankun-

gen wurde in den letzten Jahren in zahlreichen Studien untersucht [34-36]. Das 

Homing der endothelialen Progenitorzellen hin zu den Läsionen und der Neovaskula-

risierung beinhaltet einen mehrteiligen und dynamischen Prozess der Mobilisation, 
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Chemotaxis, Adhäsion, Transmigration und Differenzierung in das Subendothel [37], 

bei dem multiple Zytokine, Rezeptoren und Adhäsionsmoleküle beteiligt sind [38, 39]. 

Die Freisetzung von Chemokinen aus dem ischämischen Gewebe und deren Interak-

tion mit Oberflächenmolekülen auf den EPCs, sowie die Anbindung an deren Liganden 

auf dem aktivierten Endothel ist ein wichtiger Prozess beim Homing von EPCs. Insbe-

sondere SDF-1Ŭ ist hierbei ein wichtiger Akteur bei der Rekrutierung von EPCs in 

Richtung des ischämischen 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-1Ŭ seine chemotaktische Wirkung ausübt, 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-1Ŭ, als auch CXCR4 werden durch 

Hypoxie hochreguliert und regulieren somit verschiedene Schritte der Rekrutierung 

von Progenitorzellen, einschließlich der Chemotaxis, der transendothelialen Migration 

und Adhäsion an ECs und Integrine [44]. Die SDF-1/CXCR4-vermittelte Rekrutierung 

von Progenitorzellen aus dem Knochenmark (BM PC) hin zum ischämischen Herzge-

webe konnte in einer Studie gezeigt werden, bei der EPCs in präklinischen Modellen 

zum Gefäßwachstum und einer verbesserten Herzmuskelfunktion beitrugen [28]. Zu-

sätzlich zur Chemotaxis weisen Zelladhäsionsmoleküle wie P-Selektin und E-Selektin, 

die auf aktiviertem Endothel exprimiert werden eine wichtige Funktion bei der Adhäsion 

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 ausschließlich 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 Überleben der ein-

gewanderten EPCs in das ischämische 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 



Einleitung 

5 
 

unterschiedlichen Biopharmazeutika, wie Proteinen, Peptiden und Nukleinsäuren [50-

53]. Hierbei lag das Augenmerk auf der Entwicklung einer neuen Generation von Bi-

opharmazeutika, unter denen sich Nukleinsäure-basierte Arzneimittel aufgrund ihres 

therapeutischen Potenzials auf dem Gebiet der Gentherapie und regenerativen Medi-

zin als besonders geeignete Kandidaten zeigten. Nukleinsäure-basierte Therapien 

zielen hierbei auf die Behandlung oder der präventiven Therapie verschiedenster Er-

krankungen, wie Krebs, neurodegenerativen, kardiovaskulären 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 Hinzufügen neuer Gene durch das sichere Einbringen von 

genetischem Material in die Zielzelle [51-53]. Nach dem Einbringen des genetischen 

Materials, können somit fehlende oder defekte Proteine in der Zielzelle hergestellt wer-

den. Der Gentherapie gegenüber stehen Proteinsubstitutionstherapien durch direkte 

Applikation rekombinanter Proteine. Diese sind allerdings aufgrund der Menge, die be-

nötigt 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, für die Translation des gewünschten Proteins ins Zytoplasma 

exportiert wird. Hindernisse waren bei diesem Ansatz allerdings die geringe zelluläre 

Aufnahme der Plasmid-DNA, sowie die ineffiziente Translokation dieser in den Zell-

kern. Zahlreiche neuere Ansätze, wie die viralen und nicht-viralen Vektorsysteme 

zielten deshalb darauf hin, diese Hindernisse zu umgehen [60-67]. Retrovirale oder 

lentivirale Vektoren eignen sich gut für den Gentransfer, da diese in das Genom integ-

rieren und zu einer stabilen Proteinexpression führen. Diese Genomintegration birgt 

allerdings auch erhebliche Risiken nicht zielgerichteter Mutationen, welche zu unkon-

trollierter Expression und vermehrter Immunreaktion führen kann [68]. Adeno-

assoziierte Viren (AAVs) sind häufig eingesetzte virale Vektoren, um DNA, welche für 

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 können auch AAVs zur Aktivierung 

des Immunsystems und folglich zu schweren Immunreaktionen führen [70].  
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1.4.1 Synthetische mR NA als Therapeutikum  

Die mRNA ist ein einzelsträngiges Molekül, welches die genetische Information trägt, 

wodurch nach dem Ablesen durch Ribosomen Proteine hergestellt werden. Obwohl 

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 präklinische Studien in der Immuntherapie und der mRNA-basierten Vakzinierung 

initiieren zu können [72, 73]. In den vergangenen Jahren hat der Einsatz synthetischer 

mRNA aufgrund mehrerer Vorteile das Interesse der wissenschaftlichen Gemeinschaft 

geweckt [74]. Essenziell für die Verwendung in präklinischen Studien für 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 Stabilität in vivo gewährleisten 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, körpereigene Prozesse rück-

standsfrei wieder abgebaut [72, 75] und so Komplikationen durch eine dauerhafte 

Proteinüberexpression 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 gewünschte Protein translatiert. Das erste liposomale Einbringen von mRNA in die 

Zelle gelang Malone und Kollegen [78]. Sowohl DNA- als auch mRNA-basierte Thera-

peutika ermöglichen es Zellen fehlende oder defekte Proteine bei Erkrankungen 

herzustellen [79]. Nukleinsäure-basierte Therapien sind somit vorteilhafter als der Ein-

satz rekombinanter Proteine, bei dem ein fehlendes Protein dauerhaft substituiert 

werden muss. Ein weiterer entscheidender Vorteil Nukleinsäure-basierte Therapeutika 

ist, die Möglichkeit der wirtschaftlichen und schnellen Herstellung ohne Limitierung der 

Größe. Auch können 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 für die Proteinfunktion essenziell sind 

fehlen häufig bei in vitro hergestellten rekombinanten Proteinen oder müssen in auf-

wendigen Verfahren hinzugefügt werden.  

Zahlreiche Faktoren erschweren die Anwendung protein-basierter Therapeutika. Bei-

spielsweise ist die Größe des Proteins häufig limitierend, auch die richtige 
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Proteinfaltung ist nicht immer gegeben. Weiterhin können Immunogenität und Instabi-

lität der Proteine die Dosierungsmöglichkeiten und damit den Aufbau eines 

therapeutischen Spiegels im Körper einschränken [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 

Ansätze 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 zunächst in mRNA um-

geschrieben werden muss, um das therapeutische Protein zu exprimieren [81, 82]. 

Über viele Jahre hinweg wurde der mRNA aufgrund ihrer Instabilität (Verdau durch 

ubiquitäre RNasen) und Immunogenität (Aktivierung des Immunsystems) kein großer 

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 natürlich vorkommenden modifizierten Nuk-

leosid, Pseudouridin dieses Hindernis zu umgehen [84]. Hierdurch konnte die 

Translation durch die Veränderung der Sekundärstruktur erhöht und die Erkennung 

der mRNA durch Toll-like Rezeptoren (TLRs) und Nukleasen verringert werden [84, 

85]. Die so modifizierte mRNA zeigt eine bessere Stabilität und minimierte die Immu-

nogenität. 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 

führt. Für ihre wegweisende Arbeit erhielt Katalin Kariko 2023 den Nobelpreis für Phy-

siologie oder Medizin. Der erfolgreiche Einsatz synthetischer mRNA konnte bereits in 

einer Vielzahl von Studien aus den unterschiedlichsten Teilgebieten der regenerativen 

Medizin gezeigt werden. Hierzu gehören 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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Abbildun g 2:  Mögliche Einsatzgebiete synthetischer mRNA.  Gerichtete (Trans-) Differen-

zierung von Zellen aus induzierten pluripotenten Stammzellen in gewünschte Zelltypen (ECs, 

Kardiomyozyten) durch exogen zugeführte synthetische mRNA, Reprogrammierung somati-

scher Zellen (Fibroblasten) in iPSCs, Überexpression 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. Abkürzungen: 

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 können somit durch den Einsatz synthetischer mRNA 

substituiert werden oder Zellen so verändert werden, dass diese funktionale Proteine 

exprimieren, die nicht zwingend unter normalen Bedingungen in der Zelle exprimiert 

werden. Spätestens 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 bestätigen. 

Auch mRNA-basierte Krebsvakzine befinden sich derzeit in der klinischen Entwick-

lung. So konnte beispielsweise in einer Studie mit BNT111 mRNA (BioNTech), das für 

vier tumor-assoziierte Antigene (TAAs) kodiert, eine effektive Behandlung von Patien-

ten mit fortgeschrittenem Melanom gezeigt werden [97]. 

1.4.2 Immunogenität synthetischer mRNA  

Die synthetische mRNA kann durch in vitro Transkription (IVT) kosteneffektiv und im 

großen Maßstab hergestellt und anschließend in Zellen eingebracht werden, wo sie 

eine transiente Expression ohne der Gefahr einer Insertionsmutagenese ermöglicht. 

Die unmodifizierte mRNA ist sehr instabil und wird durch die hohe Aktivität ubiquitärer 

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 für Zellschäden 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 schützt unter-

anderem vor viralen Infektionen. Exogen zugeführte mRNA suggeriert die 

Anwesenheit von Viren und fungiert daher als DAMP, was zur Inflammation, Hemmung 

der Translation und zur Degradation der mRNA führt. Endosomal vorhanden, wird ein-

zelsträngige RNA, einschließlich der mRNA, von Toll-like Rezeptoren (TLRs) 7 [98-

100] und TLR8 [100] als DAMP erkannt (Abbildung 3).  



Einleitung 

10 
 

 

Abbildung 3: Immunogenität unmodifizierter mRNA vereinfacht dargestellt.  Exogene und 

unmodifizierte mRNA 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 führen. Die 

Modifikation in vitro transkribierter mRNA mit modifizierten Nukleotiden kann sowohl die endo-

somale als auch zytoplasmatische Erkennung durch PRRs vermeiden, die Immunogenität 

verringern und gleichzeitig die Translation erhöhen. Abkürzungen: DAMPs: Damage-associ-

ated molecular patterns, modmRNA: modified mRNA, Damage-associated molecular pattern, 

PKR: Proteinkinase RIG-I: Retinoic acid-inducible gene I, MDA5: Melanoma differentiation-

associated protein 5, OAS: 2ô-5ô-oligoadenylate synthase, TLR: Toll-like Rezeptor, IRFs: Inter-

feron regulatory factors. Erstellt mit BioRender.com 

Doppelsträngige RNA wird sowohl endosomal als auch zytoplasmatisch von TLR3 

[101, 102] und Retinsäure-induzierbares Gen-I (RIG-I)-ähnlichen Rezeptoren (RLRs), 

zu dem das Melanomdifferenzierungs-assoziiertes Protein 5 (MDA5) [103, 104] gehört, 

wie auch der Proteinkinase R (PKR) [105], erkannt. Nach Aktivierung der TLRs wird 

die Genexpression des Nuklearfaktor əB (NF- əB) und eine antivirale Immunantwort 
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induziert, woraufhin proinflammatorische Zytokine wie TNF-Ŭ, IL-1ɓ und IL-6 sekretiert 

werden. Des Weiteren bewirkt die Hochregulierung von Interferon-stimulierten Genen 

(ISG) eine vermehrte Expression RNA-abbauender Enzyme, wie der 2ó-5ó-Oligoade-

nylat-Synthase (OAS) und der RNase L. Um die Stabilität der mRNA zu verbessern 

und gleichzeitig die Immunogenität synthetischer mRNA zu verringern, können chemi-

sche Modifikationen am RNA-Terminus, den Nukleotiden [106-109] oder an der Ribose 

selbst vorgenommen werden, bei der die Entfernung eines Protons am 2ó-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 (ɣ), 5-Methylcytidin (m5C), N6-methyladenosin (m6A) oder das 2ó-O-me-

thylierte Nukleosid (Nm) kommen auch natürlicherweise vor, weshalb sie in 

modifizierter mRNA als Therapeutikum eingesetzt werden können. 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 Immunogenität der in vitro transkribierten mRNA umgehen und die Translationsef-

fizienz verbessern [85]. Auch andere Modifikationen wie m5U, m5C oder m6A 

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

 

1.5 Endothelzellen  

Das vaskuläre Endothel ist eine heterogene Einzelschicht aus hoch spezialisierten Zel-

len, den sogenannten ECs, die das Lumen von allen Gefäßen auskleidet und die erste 

physiologische Barriere für Moleküle und zirkulierende Zellen oder Pathogene im Blut 

bilden [113]. Die auskleidende Gesamtfläche des Endothels beträgt etwa 1.000 m2, 

weshalb es neben der Haut als das größte Organ im menschlichen Körper 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 intravaskulären Kompartimenten dar [115-119]. Jahre lang 

wurde das Endothel als einfache, die Blutgefäße auskleidende Barriere gesehen [120, 

121]. Inzwischen ist jedoch bekannt, dass das Endothel durch die Regulation des Ge-

fäßtonus, durch den Austausch von Flüssigkeiten 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 kardiovaskulären Physiologie und Pa-

thophysiologie zukommt [122-133]. Unter physiologischen Bedingungen verhindern 

ECs die Bildung von Thrombosen durch unterschiedliche gerinnungshemmende und 

anti-thrombozytäre Mechanismen. Durch die kontrollierte Expression von Bindungs-

stellen für gerinnungshemmende und gerinnungsfördernde Faktoren auf der 

Zelloberfläche, vermögen 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 

Moleküle identifiziert, welche in den Erhalt des anti-thrombogenen Status involviert 

sind [136-139].  

Neben der Regulation von Hämostase und Thrombose, spielen ECs bei entzündlichen 

Prozessen eine wichtige Rolle, weil sie auf entzündliche Mediatoren sehr schnell rea-

gieren können [140]. ECs sorgen aktiv für eine erhöhte Durchblutung des entzündeten 

Gewebes, steuern die Rekrutierung zirkulierender Leukozyten und ermöglichen 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 

führt zur P-Selektin-Translokation zur zellulären luminalen Oberfläche, welches wie-

derum zirkulierende neutrophile Granulozyten rekrutiert [141]. Während der akuten 

Entzündung, werden ECs durch den Tumornekrose Faktor (TNF-Ŭ) und Interleukin-1 

(IL-1) stimuliert, was zur weiteren Aktivierung pro-inflammatorischer Transkriptionsfak-

toren wie dem NF-əB führt [140]. Die Aktivierung pro-inflammatorischer Signalwege 

führt wiederrum zur vermehrten Expression von Adhäsionsmolekülen wie dem E-Se-

lektin [142], dem intrazellulären Adhäsionsmolekül 1 (ICAM1), dem vaskulären 

Adhäsionsmolekül 1 (VCAM1) und einer Vielzahl an Chemokinen wie dem CXC-Motiv-

Chemokin 8 (CXCL8) und dem CC-Chemokin-Ligand-2 (CCL2) [143].  

 

1.6 Oberflächenm odifikation 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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Differenzierungsfähigkeiten, ihrer sekretorischen Funktionen, ihres ausgeprägten the-

rapeutischen Potentials und der Fähigkeit, in vitro und in vivo expandiert werden zu 

können, sind Zellen zu einem attraktiven und strategischen Werkzeug in der Therapie 

unterschiedlichster Erkrankungen geworden. Daher ist die Fähigkeit, Zellen zu modifi-

zieren und entsprechend den beabsichtigten therapeutischen Zwecken zu 

manipulieren von großem Interesse für die biomedizinische Forschung. Hier wurden 

viele innovative Methoden entwickelt, bei der die genetische Modifizierung von Zellen 

einen der fortschrittlichsten Techniken der Oberflächenmodifikation von Zellen dar-

stellt. Obwohl die genetische Manipulation mittels viraler Vektoren ein leistungsfähiges 

Werkzeug ist, ist ihre Anwendbarkeit aufgrund der permanenten Veränderung der Zel-

len und möglicher Mutationen bislang sehr begrenzt. Alternativ hierzu wurden 

Anstrengungen unternommen, um verbesserte Techniken zur Oberflächenmodifika-

tion zu entwickeln. Hierzu zählen 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 Zelloberfläche exprimieren zu 

können. Neben der Modifikation von Zelloberflächen, können sowohl Zellen als auch 

Oberflächen von Biomaterialien mittels bioorthogonaler Chemie modifiziert werden, 

um deren Biokompatibilität 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 oberflächenexponierten 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 gän-

gigsten chemischen Quervernetzungslinker eingesetzt. Der Einsatz von NHS-

aktivierten Estern modifiziert an der Zelloberfläche exponierte Aminogruppen von bio-

aktiven Molekülen. Maleimid-konjugierte Biomoleküle können selektiv an die 

oberflächenexponierte Thiolgruppe gebunden werden, wodurch eine nicht spaltbare 

Thioetherbindung entsteht. Der entscheidende Vorteil bei der chemischen Konjugation 

ist die vielfältige Anwendbarkeit. Biomaterialien, die mit Quernetzverlinkern funktiona-

lisiert sind, können zur Modifikation von Zellen eingesetzt werden. Anders als bei der 
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zufälligen chemischen Konjugation, bieten enzymatische und metabolische Methoden 

der Konjugation eine selektive Bindung an Biomaterialien. 

Die Sialinsäurebiosynthese, die physiologisch nicht in humanen Zellen vorkommt, wird 

durch den unnatürlichen Zucker N-Ŭ-azidoacetylmannosamin (ManNAz), einem Ana-

logon des nativen Zuckers N-Acetylmannosamin, induziert, wenn Zellen diesem 

Zucker ausgesetzt werden. Bei diesem Prozess wird N-Ŭ-Azidoacetylsialinsäure (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 für beschichtete Biomaterialien dar, um kovalent an diese 

binden zu können. Wie bei der metabolischen Konjugation, ermöglicht die enzymati-

sche Konjugation ebenfalls eine kovalente Bindung von Biomaterialien an definierten 

Stellen der Zelloberfläche. 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 Zelloberflä-

che konjugiert werden können [157]. Verglichen mit anderen nicht genetischen 

Oberflächenmodifikationen 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 Veränderung der Zelloberfläche durch hydrophobe Wechselwirkungen. 

Verschiedenste Zelltypen wurden bereits durch hydrophobe Wechselwirkungen mit Li-

pid-konjugierten Biomaterialien für spezifische Anwendungen modifiziert [158-164]. Im 

Gegensatz zur kovalenten Konjugation oder elektrostatischen Interaktionen, welche 

relativ stark und starr sind, erlauben Oberflächenmodifikationen durch hydrophobe In-

sertion membrangebundener, bioaktiver Moleküle, der Zellmembran weiterhin sich 

dynamisch verändern zu können. Des Weiteren konnte bisher gezeigt werden, dass 

Lipid-konjugierte Biomaterialien eine geringe Toxizität und eine physiologische zellu-

läre Aktivität aufweisen [165-167]. 

1.6.3 Klick -Chemie als Werkzeug zur Oberflächenmodifikation von Zellen 

und Biomaterialien  

Die bioorthogonale Chemie beruht auf dem mathematischen Konzept der Orthogona-

lität und bezeichnet eine Reihe von chemischen Reaktionen, welche in biologischer 
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Umgebung ablaufen können, ohne biochemische Prozesse selbst zu beeinflussen 

[146, 168-172]. Hierzu zählen 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 unabhängig voneinander die These aufstellten, 

dass der Einsatz von Kupfer, die Reaktion der Azid-Alkin Zykloaddition deutlich erhöht 

[171, 172]. Typische Charakteristika der Klick-Chemie sind die hohe Ausbeute, ein 

breites Anwendungsspektrum, eine hohe Stereospezifität, 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 

für die Modifikation von Biomolekülen wie Nukleinsäuren, 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-II-Vorläufer (Cu(II)) oxidative Schänden an der Zelle verursa-

chen. Auch der Einsatz von Kupfer-I (Cu(I)), welches durch Zugabe weiterer 

Reduktionsmittel wie Ascorbat zu Cu(II) oxidiert wird, kann durch seine Nebenprodukte 

zellschädigende Prozesse auslösen. Um den Einsatz der Klick-Chemie auch in leben-

den Zellen einsetzen zu können 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 Veränderung von Zellen zielt darauf ab, die Glykosilierung und den 

zellulären Stoffwechsel zu manipulieren, um die Expression nicht natürlicher Mono-

saccharide wie Alkin- oder Azid-modifizierte Glykane an der Zelloberfläche 

einzubauen. Dieser Schritt ist ein wesentlicher Bestandteil in der Klick-Chemie, der es 

durch chemische Markierung erlaubt, Zellen oder Moleküle an Oberflächen kovalent 

zu binden. Biologische Komponenten wie Aminosäuren, 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 für den Einsatz in der Klick-Chemie 
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oberflächlich zu markieren. Die metabolische Veränderung durch den Einsatz von Zu-

ckeranaloga zur Einführung von SPAAC-Substraten in Zellen ist hier ein besonders 

nützliches Werkzeug [175, 181, 182]. Dabei werden unterschiedliche Zucker wie Azid-

modifiziertes Mannosamin (ManNAz) oder tetraacetyliertes N-Azidoacetyl-Mannosa-

min (Ac4ManNAz) verwendet, welche durch den Oligosaccharid-

Biosynthesesignalweg unter anderem zu Azidoacetyl-Neuraminsäure metabolisiert 

werden, dann in sialinsäurehaltige Glykoproteine der Zelle integriert werden, und an-

schließend auf der Zelloberfläche 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 herkömmlichen 

Verknüpfungsmethoden, sowohl in vitro (für die Beschichtung von Biomaterialien, Mar-

kierung von Proteinen und Nukleinsäuren), als auch in vivo (für Zell-Zellinteraktionen 

oder dem targeted drug delivery).  

 

1.7 Hämokompatibilität von ECMO -Membranen  

Atemwegserkrankungen sind weltweit für eine hohe Morbidität und Mortalität verant-

wortlich. Derzeit gilt die Lungentransplantation als die einzige kurative Option für die 

Behandlung von Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen im Endstadium, wie 

der chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung (COPD), zystischer Fibrose (CF), Lun-

genödemen und interstitiellen Lungenerkrankungen. Leider führt der immer noch 

bestehende Mangel an Spenderlungen dazu, dass eine hohe Anzahl an Patienten, die 

auf einer Transplantationsliste stehen versterben, da die mittlere Wartezeit für eine 

Transplantation bis zu eineinhalb Jahre betragen kann [184]. Die schlechte Prognose 

hat die Nachfrage nach künstlichen Lungen, die die Funktion der geschädigten Lunge 

temporär übernehmen können, um die Zeit bis zur Transplantation zu überbrücken, 

deutlich erhöht. Zum ersten Mal wurden künstliche Lungen Anfang der 1950erJahre in 

der Herzchirurgie als kardiopulmonaler Bypass (CPB) eingesetzt [185]. Die extrakor-

porale Membranoxygenierung (ECMO) stellt hierbei ein Unterstützungssystem dar, 

welches bei schwerem Lungenversagen eingesetzt wird, um die Zeit bis zur möglichen 

Transplantation zu überbrücken [186, 187]. Hierbei wird das patienteneigene Blut 

durch eine gasdurchlässige 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-Einsätzen deutlich an [189] und rettete tausenden Menschen das Leben. 

Die standardmäßig eingesetzten Oxygenatoren bestehen aus Bündeln von mikropo-

rösen Hohlfasermembranen (HFMs), die meist aus Polypropylen (PP) oder 

Polymethylpenten (PMP) bestehen und eine Oberfläche von etwa 2m2 aufweisen, um 

die klinisch relevanten Transportraten für Sauerstoff (O2) und Kohlenstoffdioxid (CO2) 

zu erreichen. Der Sauerstoff fließt dabei durch die Lumina der Hohlfasern und das Blut 

durch die Zwischenräume der Hohlfaserbündel (Abbildung 4). 

 

Abbildung 4: Funktionsprinzip der Lunge im Vergleich zu m Oxygenator.  Oben: Gasaus-

tausch in den Lungen hin zu den Lungenbläschen 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 fließt 

durch die Kanäle der HFMs hindurch, wobei das Blut an den HFM vorbeifließt und somit das 

Blut oxygeniert oder decarboxyliert. Abkürzungen: CO2: Kohlendioxid, O2: Sauerstoff, HFM: 

Hohlfasermebran. Erstellt mit BioRender.com 

Der Einsatz von PP-Membranen ist aufgrund der stark porösen Struktur für einen län-

geren Einsatz am Patienten nicht geeignet, da es zum Austritt von Plasma in die 
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Membranen kommt und dadurch den Gasaustausch behindert. Die Entwicklung von 

PMP-Membranen konnte den Einsatz der ECMO auf bis zu drei Wochen verlängern 

[190], aber auch hier ist kein längerer Einsatz möglich.  

Trotz der Behandlung mit gerinnungshemmenden Medikamenten, wie Heparin, wel-

ches bei der ECMO eingesetzt werden, führt die Fremdoberfläche der künstlichen 

Lungen zur Aktivierung der Gerinnungs- und Komplementsysteme, was den länger-

fristigen Einsatz am Patienten erschwert, sodass diese für nur einige wenige Tage bis 

wenige Wochen eingesetzt werden können [191]. Um die Hämokompatibilität von blut-

kontaktierenden Materialien zu verbessern, wird seit Jahrzenten an neuen Methoden 

geforscht [192, 193]. Bislang konnten verschiedene kommerzielle Oberflächenbe-

schichtungen für den klinischen Einsatz [194] entwickelt werden, wie etwa 

oberflächengebundenes 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 Oberfläche beschichtet [199]. Die Beschichtung der 

HFM-Oberflächen mit Heparin stellt den häufigsten Ansatz dar, um die Hämokompati-

bilität zu verbessern. Der positive Effekt dieser Beschichtung ist allerdings nicht 

ausreichend, um die Notwendigkeit einer systemischen Gabe von Antikoagulantien zu 

beseitigen. Außerdem kann sich im Laufe der Zeit das gebundene Heparin lösen und 

zur Ausbildung von Thromben führen [200]. Neben möglichen Blutungen, die auftreten 

können, birgt die Langzeitexposition gegenüber Heparin das Risiko, dass ECMO-Pa-

tienten eine Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT) entwickeln [201-204]. Bei der 

entstehenden HIT werden Antikörper gegen den Heparin- und den Plättchenfaktor 4-

Komplex gebildet, die Thrombozyten aktivieren, zu einer vermehrten Thrombinbildung- 

und Aktivierung führen und so schwere thromboembolische Komplikationen hervorru-

fen. Trotz der zahlreichen Fortschritte bei der Entwicklung neuer Materialien und 

Oberflächenbeschichtungen ist die Hämokompatibilität von Oxygenatormembranen 

immer noch nicht ausreichend, weshalb an weiteren hämokompatiblen Beschichtung 

geforscht wird [205, 206]. Das Endothel, dass physiologischer Weise die luminalen 

Seiten der Blutgefäße auskleidet und aus ECs besteht, bleibt die optimale Oberfläche 

für den Blutkontakt. Unter physiologischen Bedingungen stellt das Endothel eine nicht-

thrombogene Oberfläche dar und bildet zugleich eine gerinnungshemmende und anti-
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thrombotische Wirkung aus. Aufgrund dieser Vorteile, stellt die vollständige Endothe-

lialisierung künstlicher Oberflächen eine vielversprechende Strategie dar, um die 

Hämokompatibilität von Biomaterialien zu verbessern und Reaktionen gegen die 

künstlichen Materialien zu verhindern [47, 207]. 

1.8 Hämokompatibilität  

Die Blutverträglichkeit ist ein wesentliches Merkmal für Biomaterialien, welche nach 

der Implantation in den Patienten mit Blut und dessen zellulären Bestandteilen (Eryth-

rozyten, Thrombozyten und Leukozyten), sowie auch im Plasma gelösten 

Bestandteilen (Salze und Plasmaproteinen) in Berührung kommen. Die Zusammen-

setzung von Biomaterialien, wie auch das Biomaterial an sich, muss mit dem Blut in 

Kontakt kommen können, ohne klinisch relevante Komplikationen wie die Hämolyse 

oder, die Aktivierung von Thrombozyten-, Leukozyten und Komplementfaktoren, her-

vorzurufen. Im Gegensatz zum gesunden Endothel, welches Thrombosen und 

Entzündungen durch die Expression und Sekretion von Faktoren wie dem tissue plas-

monogen activator (tPA), Thromboglobulin oder Prostaglandinen [208] aktiv 

entgegenwirkt, können Biomaterialien durch komplexe und miteinander verbundenen 

Prozesse die Gerinnungsaktivierung erhöhen [209]. Der Kontakt von Biomaterialien 

mit Blut führt innerhalb kürzester Zeit zur Adsorption von Plasmaproteinen auf der de-

ren Oberfläche [210, 211]. Immunglobuline, Albumin und Fibrinogen sind hierbei die 

am häufigsten vorkommenden Plasmaproteine [212], wovon Fibrinogen das zentrale 

Protein in der Gerinnungskaskade ist und auf der Oberfläche 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 führen [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 geschädigten Zellen eingeleitet, während der 

intrinsische Weg durch die Wechselwirkung der Materialoberfläche (Kontaktaktivie-

rung) mit den adsorbierten Proteinen induziert wird und der Faktor XII (FXII) zu FXIIa 

gespalten wird. Die so an der Materialoberfläche gebundenen Proteine spielen auch 
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eine wichtige Rolle bei der Adhäsion von Thrombozyten, was nicht selten thromboem-

bolische Ereignisse und weitere Komplikationen, durch das Ablösen des Thrombus, 

nach sich zieht. Insbesondere die Bindung vom Fibrinogenrezeptor GPIIb/IIIa auf der 

Oberfläche von aktivierten Thrombozyten begünstigt die Bindung an das Fibrinogen, 

was eine weitere Stimulation der Thrombozyten zur Folge hat und zur Freisetzung der 

in den Ŭ-Granula gespeicherten Faktoren führt. Die adsorbierten Proteine beeinflussen 

hierbei nicht nur die Aktivierung der Gerinnung und der Thrombozytenadhäsion, 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 können die reaktiven Fragmente C3a und C5a die Leukozytenadhäsion- und 

Aktivierung beeinflussen [217].  

Um potenzielle Biomaterialien auf Hämokompatibilität zu prüfen, gibt es zahlreiche 

standardisierte Methoden, welche in der ISO10993-4 ï ĂBiologische Beurteilung von 

Medizinprodukten ï Teil 4: Auswahl von Test für Interaktion mit Blutñ. Unterschiedliche 

Inkubationsmethoden wie die statische Inkubation [218, 219] oder die dynamische In-

kubation [176, 220] können eingesetzt werden, um die Physiologie von implantierten 

Biomaterialien annähernd gleich zu halten. Hierbei können nach der Inkubation unter-

schiedliche Parameter wie etwa der Thrombin-Anti-Thrombin Komplex (TAT ï 

Gerinnung), die Hämolyse, das SC5b9 (Komplementaktivierung) und das Blutbild (Hä-

matologie) untersucht werden. 
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2 Zielsetzung  

Herz-Kreislauferkrankungen gehören gemeinsam mit den Lungenerkrankungen zu 

den häufigsten Todesursachen weltweit und stellen die Gesundheitssysteme vor eine 

große Herausforderung. Herzkreislauferkrankungen umfassen hierbei eine Reihe von 

Erkrankungen des Herzens, wie dem akuten Myokardinfarkt, Hypertonie oder Herzin-

suffizienz. Lungenerkrankungen betreffen primär das Atmungssystem mit der 

chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) oder der Lungenfibrose als häu-

figste Erkrankung. Trotz der Fortschritte in der Behandlung ischämischer 

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 ischämischem Gewebe, aber auch bei der Reendothelialisierung 

verletzter Blutgefäße. In mehreren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass das 

Alter und bestimmte Risikofaktoren, wie Rauchen und Lebensstil, die Verfügbarkeit 

und die Funktion zirkulierender EPCs erheblich beeinträchtigen können. Strategien zur 

Verbesserung des Homing zirkulierender Zellen zum ischämischen Gebiet, aber auch 

der Zelladhäsion und das Überleben 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 entzündeten En-

dothel etabliert werden. Hierbei wurden murine EPCs in vitro kultiviert und mittels 

synthetischer mRNA modifiziert. Die in vitro transkribierte mRNA kodiert hierbei für 

wichtige Migrations- und Adhäsionsfaktoren wie dem CXCR4 und dem PSGL-1. Nach 

erfolgreicher mRNA-Synthese und Transfektion der Zellen, sollten die mRNA-modifi-

zierten Zellen auf Migrations- und Adhäsionspotential 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 Hämokompatibilität von in Oxygenatoren verbauten Hohlfasermembranen 

zu verbessern. Da die bislang verwendeten HFMs aufgrund ihrer schlechten Verträg-

lichkeit nur für eine geringe Zeit am Patienten eingesetzt werden können, sollte dies 

mit der neuen Beschichtungsmethode verbessert werden. Hierbei war zunächst das 

primäre Ziel eine Beschichtungsmethode basierend auf der kupfer-freien Klick-Chemie 

zu entwickeln. Dazu sollten die Membranen durch unterschiedliche Schritte mit DBCO 

beschichtet und anschließend mit metabolisch veränderten 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-

stätigen, sollten die modifizierten und endothelialisierten HFMs auf Ihre 

hämokompatiblen Eigenschaften gemäß Vorgaben der EN ISO 10993-4 bewertet wer-

den. 
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3 Ergebnisse   

3.1 Publikation I : Homing of mRNA -modified endothelial progeni tor 

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 Vorläuferzellen (EPCs) gehören zu den wichtigsten Stammzellen für die 

Neovaskularisierung von Geweben, die durch ischämische Erkrankungen wie Herzin-

farkt, ischämischen Schlaganfall oder kritische Extremitätenischämie geschädigt 

wurden. Ihre geringe Homing-Effizienz bei der Behandlung von ischämischen Gewe-

ben schränkt jedoch ihre potenziellen klinischen Anwendungen ein. Die Verwendung 

synthetischer mRNA für 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 für 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 entzündeten Endothel zu erhöhen. 

Durchflusszytometrische Messungen ergaben, dass die Transfektion von EPCs mit 

CXCR4 und PSGL-1 mRNA zu einer erhöhten Expression von CXCR4 und PSGL-1 

auf der Zelloberfläche im Vergleich zu den unmodifizierten EPCs führte. Die Transfek-

tion von EPCs mit mRNAs hatte hierbei keinen Einfluss auf die Viabilität der Zellen. 

CXCR4-mRNA-modifizierte EPCs zeigten in einem chemotaktischen Migrations-As-

say ein deutlich höheres Migrationspotenzial als unmodifizierte Zellen. Die 

Bindungsstärke der EPCs an das entzündete Endothel wurde mit der Einzelzell-Ras-

terkraftmikroskopie (AFM) bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die mRNA-modifizierten 

EPCs eine dreifach höhere Ablösekraft benötigten, um sich vom TNF-Ŭ-aktivierten En-

dothel zu lösen, als unmodifizierte EPCs. Darüber hinaus wurde in einem dynamischen 
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Flussmodell eine deutlich erhöhte Bindung der mRNA-modifizierten EPCs an das ent-

zündete 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 entzündeten Endothel erhöht. Somit 

stellt diese Strategie eine vielversprechende Möglichkeit dar, das therapeutische Po-

tenzial von EPCs für die Behandlung von ischämischem Gewebe zu erhöhen. 

 

 

Abbildung 5: Grafische Zusammenfassung . Herstellung und Komplexierung der IVT-mRNA 

kodierend für CXCR4 und PSGL-1 mit LipofectamineÊ 2000 und Transfektion der kultivierten 

EPCs. Nach der Transfektion wurde mittels Durchflusszytometrie die Expression der Oberflä-

chenrezeptoren und Liganden untersucht. In Migrations- und Adhäsions-Assays zeigten die 

mRNA-modifizierten Zellen sowohl signifikant höhere Migration zu einem Chemokingradien-

ten, als auch eine stärke Adhäsion und Bindung an aktiviertem Endothel verglichen mit nicht 

modifizierten EPC: Endotheliale Progenitor Zellen, PSGL-1: P-selectin Glycoprotein Ligand-1, 

SDF-1Ŭ: Stromal cell-derived factor 1. Erstellt mit BioRender.com 
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3.2 Publikat ion II : Improving hemocompatibility of artificial lungs by 

click conjugation of glycoengineered endothelial cells onto 

blood -contacting surfaces.  

 

Denis Canjuga, Caroline Hansen, Franziska Halbrügge, Ludmilla Hann, Sarina Weiß, 

Christian Schlensak, Hans Peter Wendel,  

Meltem Avci-Adali 

Biomaterials Advances  

Akzeptiert am 20. April 2022 

Zusammenfassung:  

Künstliche Lungen, welche auch Oxygenatoren genannt werden, ermöglichen das 

Überleben von Patienten mit schwerem Lungenversagen durch die effiziente Oxyge-

nierung des Blutes. Die unzureichende Hämokompatibilität der derzeit verfügbaren 

künstlichen Lungen verhindert jedoch ihre langfristige Verwendung. In dieser Studie 

wurde daher eine neuartige Methode zur effizienten Endothelialisierung blutkontaktie-

render Oberflächen entwickelt, um deren Hämokompatibilität zu verbessern. Hierfür 

wurden Hohlfasermembranen (HFM) zunächst 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)-Molekülen auf der Zell-

oberfläche ohne negative Auswirkungen auf die Viabilität der Zellen, erreicht werden. 

Nach 48 Stunden wurde auf den mit DBCO funktionalisierten HFM-Oberflächen im 

Vergleich zu unmodifizierten HFM eine deutlich verbesserte Endothelialisierung fest-

gestellt. Die ECs reagierten auf Entzündungsreize und exprimierten 

adhäsionsfördernde Moleküle (E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1). Darüber hinaus 

wurde die Hämokompatibilität der HFMs durch dynamische Inkubation mit frischem 

menschlichem Blut analysiert. DBCO-beschichtete und unbeschichtete HFM zeigten 

eine vergleichbare Hämokompatibilität, aber die Endothelialisierung der HFM redu-

zierte die Aktivierung der Blutgerinnung und der Blutplättchen erheblich. 

Interessanterweise führte 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 künstlicher Lungen etabliert. Diese auf Click-Chemie basierende 

Methode kann auch für die Endothelialisierung anderer künstlicher Oberflächen für das 

Tissue-Engineering und regenerative Medizinanwendungen eingesetzt werden. 

 

 

Abbildung  6: Grafische Zusammenfassung:  Entwicklung einer biokompatiblen Beschich-

tung zur Verbesserung der Hämokompatibilität von Hohlfasermembranen. PMP-Membranen 

wurden zunächst mit Sauerstoffplasma behandelt, um Hydroxylgruppen und anschließend 

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 Zelloberfläche zu generieren. Die metabolisch veränderten 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 Hämokompatibilität im Vergleich zu unmodifizierten HFMs 

untersucht. Analysiert wurden unter anderem Parameter wie ɓ-TG, TAT, PMN-Elastase und 

sC5b9, als Marker für die Aktivierung der Gerinnung, der Thrombozyten, des Immunsystems 

wie auch des Komplementsystems. Abkürzungen: Ac4ManNAz: Tetraacetyliertes N-
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Azidoacetyl-Mannosamin, ɓ-TG: Beta-Thromboglobulin, TAT: Thrombin-Antithrombin Kom-

plex, PMN-Elastase: Polymorphonuklear-Elastase, sC5b9: Löslicher terminaler Komplement-

Komplex. 
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4 Diskussion  

4.1  Homing von mRNA -modifizierten endothelialen Progenitor zel-

len zum entzündeten Endothel  

 

Herz-Kreislauferkrankungen stellen bis heute eine der häufigsten Todesursachen welt-

weit dar, in denen sich unter anderem ischämische Erkrankungen wie der 

Myokardinfarkt mit fast 46 % manifestieren [221, 222]. Der Myokardinfarkt führt hierbei 

zu zahlreichen Komplikationen, angefangen von der Myokardnekrose bis hin zur Schä-

digung des gesamten Herzmuskels, welcher eine nur sehr geringe 

Regenerationsfähigkeit aufweist [223] und nicht selten zum Tod des Patienten führt. 

Trotz des medizinischen Fortschritts in der Behandlung ischämischer Erkrankungen, 

darunter dem Myokardinfarkt, bestehen immer noch erhebliche Einschränkungen 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 Entzündungsgeschehen 

und das daraus resultierende fibrotische Milieu, beeinträchtigen hierbei das prolifera-

tive Potential der Herzmuskelzellen [3]. Unter der Gruppe von unspezialisierten Zellen 

weisen Stammzellen die Fähigkeit auf, sich ständig 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 fördern, als auch entzündliche Immunreaktionen 

hemmen können [225]. 

Eine vielversprechende Strategie zur Verbesserung der Revaskularisierung und Re-

generation von ischämischem Gewebe stellt der kombinierte Ansatz der Zelltherapie 

mit synthetisch modifizierten mRNAs dar. In der vorliegenden Arbeit konnte die effizi-

ente Modifikation von EPCs mit synthetischen mRNAs zur Expression von CXCR4 und 

PSGL-1 auf der Zelloberfläche gezeigt werden und somit ihr Homing-Potenzial zum 

entzündeten Endothel zu erhöhen. Die mRNA-Modifikation ermöglichte 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 ischämischem Gewebe. EPCs spielen 
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durch ihr vaskulogenes- und angiogenes Potential eine wesentliche Rolle bei der post-

natalen Gefäßreparatur- und Umstrukturierung und stellen daher eine 

vielversprechende therapeutische Option für vaskuläre Erkrankungen dar [226]. Ihre 

Mobilisierung aus dem Knochenmark und ihre effiziente Ansiedlung in ischämische 

Gebiete ist daher entscheidend für eine erfolgreiche Gewebsregeneration und der Be-

grenzung von Gewebsschäden. Sowohl der Einfluss der Gewebsschädigung 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 führte die Induktion 

einer lokalen Ischämie in Kaninchen- und Mausmodellen zu einer erhöhten Anwesen-

heit von zirkulierenden EPCs [227]. Bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI) 

oder koronarer Herzkrankheit (KHK), wurden vermehrt erhöhte 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 hauptsächlich durch verschiedene Zytokine und Che-

mokine vermittelt. VEGF fördert nachweislich die Mobilisierung und trägt maßgeblich 

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 können [231, 232]. Vergangene Studien konnten 

zeigen, dass die Funktionalität von EPCs, die von Patienten mit KHK stammen, beein-

trächtigt ist [233, 234]. Dies wurde auf eine unzureichende Fähigkeit zur Ansiedlung 

der EPCs in den ischämischen Regionen, selbst nach der Mobilisierung aus dem Kno-

chenmark zurückgeführt. 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 Funktionalität von EPCs beein-

trächtigen können. Um diese Einschränkungen zu überwinden und die Angiogenese 

zu verbessern, wurde das betroffene Zielgewebe oder die EPCs selbst vorbehandelt. 

Dies wurde zum Beispiel mit viralen Vektoren, die für VEGF-A [238, 239] oder HIF-1 

[240] kodieren umgesetzt. In einer anderen Studie wurde SDF-1-kodierende Plasmid-

DNA eingesetzt, um das vaskuläre 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 ischämischen Gewebe freigesetzt und trägt durch seine 
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Interaktion mit CXCR4 auf der Oberfläche von EPCs, zur Ansiedlung von EPCs bei 

[232]. So konnte in in vivo Studien eine induzierte EPC-Mobilisierung, wie auch eine 

verstärkte Angiogenese beobachtet werden, nachdem SDF-1-kodierende Plasmide in 

ischämische Hintergliedmaßen von Mäusen [242] oder in das ischämische Myokard 

von Ratten [243] injiziert wurde. Obwohl der gezielte Einsatz von Zytokinen zur Be-

handlung von Ischämien 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 führt. In einer Studie von Steinle et al. wurden beispielsweise syn-

thetische mRNAs, die für 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 erhöhte 

chemotaktische Aktivität, wie auch ein erhöhtes Wundheilungspotential im Vergleich 

zu untransfizierten EPCs. Interessanterweise zeigten insbesondere ANG-1 mRNA-

modifizierte EPCs in einem Chorioallantoismembranen (CAM)-Assay in Hühnereiern 

ein starkes angiogenes Potential, welches sich durch eine erhöhte Gefäßdichte aus-

zeichnete. In der vorliegenden Arbeit führte die Transfektion von EPCs mit 

synthetischen mRNAs, die für CXCR4 oder PSGL-1 kodieren, zu einer erhöhten Ex-

pression des CXCR4-Homing-Faktors und des PSGL-1 Adhäsionsmoleküls nach nur 

einmaliger und kombinierter Applikation der mRNAs, ohne dass negative Auswirkun-

gen auf die Viabilität der Zellen festzustellen waren. 

Da SDF-1 an den CXCR4-Chemokinrezeptor bindet, kann das Homing zum geschä-

digten Gewebe gefördert werden [42, 43]. Durch die Transfektion der EPCs mit 

CXCR4-mRNA oder einer Kombination aus beiden mRNAs, konnte eine signifikant 

höhere Migration im Vergleich zu nativen EPCs beobachtet werden, was die Bedeu-

tung von CXCR4 für den Homing-Prozess belegt. Darüber hinaus wurde durch 

Einzelzell-Atomic Force-Mikroskopie (AFM) eine signifikant stärkere Anheftung der 

mRNA-modifizierten EPCs am entzündeten Endothel nachgewiesen, was zu höheren 

Kräften führte, die für die Ablösung der EPCs vom TNFŬ-aktivierten und nicht aktivier-

ten Endothel erforderlich waren. Die Aktivierung des Endothels mit TNFŬ führte zu 

einer erhöhten Expression von E-Selektin. Dadurch kam es zu einer stärkeren Bindung 
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der mRNA-modifizierten EPCs an das aktivierte Endothel im Vergleich zum nicht akti-

vierten Endothel. Des Weiteren wurde ein dynamischer Adhäsionstest verwendet, um 

die Ansiedlung und Anhaftung zirkulierender EPCs an entzündetes oder verletztes Ge-

fäßendothel in vitro zu simulieren. EPCs, die mit dem mRNA-Cocktail transfiziert 

wurden, hafteten und akkumulierten stärker an TNFŬ-aktiviertem Endothel als an nicht 

aktiviertem Endothel. Zusätzlich 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 entzündeten Endothel effizient ansiedeln. Die mit mRNA 

modifizierten EPCs zeigten auf aktiviertem Endothel eine verstärkte Bindung im Ver-

gleich zu unmodifizierten EPCs.  

Neben den Chemokinen, die die Zellen zu den verletzten Stellen im Gewebe leiten, 

spielen die Adhäsionsmoleküle und ihre Liganden eine entscheidende Rolle bei der 

Bindung der mobilisierten EPCs an das verletzte Endothel. EPCs exprimieren ɓ2-In-

tegrine, die mit ihrem Hauptliganden, dem interzellulären Adhäsionsmolekül 1 (ICAM-

1), auf der Oberfläche des verletzten Endothels interagieren können [244]. In mehreren 

Studien konnte so gezeigt werden, dass eine erhöhte ICAM-1-Expression im ischämi-

schen Muskelgewebe zu einer verstärkten Rekrutierung von EPCs und einer erhöhten 

Angiogenese führt und somit die Reparatur von geschädigtem Gewebe fördert [245, 

246]. Diese Studien haben gezeigt, dass die Stimulierung der Expression von Molekü-

len, die an der Bindung von EPCs an das entzündete Endothel beteiligt sind, die 

Bindung erhöhen und damit das Homing der EPCs an den gewünschten Stellen ver-

bessern kann. Die in dieser Arbeit durchgeführte Transfektion von EPCs mit CXCR4- 

und PSGL-1-mRNA, erhöhte die Adhäsionskräfte und das Homing zum aktivierten En-

dothel im dynamischen Adhäsionstest und bestätigte damit die Wirksamkeit dieser 

Strategie. Die verstärkte Bindung von EPCs an E-Selektin und P-Selektin als Folge 

einer erhöhten PSGL-1-Expression wurde auch von Foubert und Kollegen nach der 

Aktivierung von EphB4 mit einem chimären Ephrin-B2-Fc-Protein nachgewiesen [247]. 

Wie bereits frühere Studien zeigen konnten, ist die Anzahl, sowie die Funktion und das 

Überleben von EPCs bei älteren Menschen beeinträchtigt [248, 249]. Aufgrund der 

eingeschränkten Funktionalität und Anheftung der EPCs kann die klinische Anwen-

dung von EPCs in der kardiovaskulären Zelltherapie bei älteren Patienten auf einige 

Hindernisse stoßen [250]. Um die Funktion und Regenerierungskapazität der EPCs zu 
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verbessern, können sie mit Wachstumsfaktoren wie dem Hepatozyten-Wachstumsfak-

tor (HGF) [251], insulinähnlichem Wachstumsfaktor (IGF-1) [235] oder 

knochenmorphogenetischem Protein 4 (BMP4) behandelt werden [252]. Li und Kolle-

gen zeigten außerdem, dass die Transfektion von EPCs mit Micro-RNAs (miR326-5p), 

die angiogene Kapazität von EPCs signifikant erhöht [253]. Die Transplantation von 

miR-326-5p-überexprimierenden EPCs verbesserte die Herzfunktion in einem akuten 

Myokardinfarkt-Model in Mäusen. In einer kürzlich durchgeführten Studie von Huang 

und Kollegen, führte die Behandlung von EPCs mit Exosomen aus von SIRT1-überex-

primierenden adipösen Stammzellen (ADSCs) [254] zu einer erhöhten 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 Qualitäts- und Quantitätskulturmedi-

ums (QQ-Kulturmedium) für periphere mononukleäre Blutzellen (PBMCs) die 

Vaskulogenese und Angiogenesefunktionen von mononukleären 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 erhöht [256]. In einer 

neueren Studie untersuchten Chruewkamlow und Kollegen dieses Kulturmedium, um 

den Einfluss auf die Funktionalität von PBMCs aus Patienten mit chronischer Ischämie 

der Gliedmaßen (CLTI) zu analysieren [257]. Die Kultivierung von MNCs in QQ-Kultur-

medium zeigte auch, dass der Anteil der CD34+/CD133+ EPCs 

entzündungshemmenden Zellpopulation erhöht wurde und im Vergleich zu MNCs, die 

in Standardkulturmedium kultiviert wurden, zu einer verbesserten Angiogenese führte. 

Diese verbesserten Kulturbedingungen könnten in Kombination mit einer mRNA-Mo-

difikation verwendet werden, um die Anzahl der EPCs in der Kultur zu erhöhen und 

funktionelle Defizite der EPCs im klinischen Einsatz zu kompensieren. Darüber hinaus 

könnte die mRNA-Modifikation von EPCs vor einer Transplantation die Wirksamkeit 

von EPC-basierten Therapien deutlich verbessern, indem es ihre Ansiedlung an den 

gewünschten ischämischen Geweben fördert. 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 zeitaufwändig sein 

kann und eine akute Therapie somit verzögern würde. Darüber 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 müssten, um die Zahl der EPCs im 

Blut zu erhöhen. Die CD34+/CD133+ positiven Zellen können 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 können im 

Anschluss direkt mit synthetischer mRNA transfiziert und in den Patienten zurück ap-

pliziert werden. Die Verwendung synthetischer mRNAs, die für Adhäsionsmoleküle 

und ihre Liganden, wie CXCR4 und PSGL-1 kodieren, stellt eine neue Methode dar, 

um die Ansiedlung und Adhäsion von EPCs in das ischämische Gewebe zu erhöhen 

und um die niedrige Retentionsraten nach der Transplantation zu umgehen. Da die 

exogen zugeführte mRNA nur eine transiente Proteinexpression induziert, besteht kein 

Risiko einer genomischen Integration und potenzielle Nebenwirkungen können somit 

reduziert werden, was somit eine wirksame Behandlung von Patienten mit ischämi-

schen Herz-Kreislauf-Erkrankungen darstellen würde. 

In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass die Modifikation von EPCs mit syn-

thetischer mRNA, die für CXCR4 und PSGL-1 kodieren, das Homing und die Adhäsion 

am entzündeten Endothel verbessert. Die erfolgreiche Translation der mRNA, wurde 

nach Transfektion der Zellen nachgewiesen und die verbesserte Migrations- und Ad-

häsionsfähigkeit 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 ischämische Areal zu verbessern und Erkrankungen 

wie dem Myokardinfarkt, Insulte oder periphere arterielle Verschlusserkrankungen 

durch Verbesserung der Vaskularisierung zu therapieren.  

 

4.2 Verbesserung der Hämokompatibilität künstlicher Lungen durch 

Klick -Konjugation von metabolisch modifizierten  Endothelzellen 

an blut kontaktierende  Oberflächen.  

 

Künstliche 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, unterstützen 

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 während 

der letzten Influenza Epidemie stieg der Einsatz an ECMOs ebenso stark an wie bei 

der 2019 ausgebrochenen Coronapandemie und ermöglichte eine regenerierende 

Therapie der Patienten, durch Unterstützung des Kreislaufsystems [259-261]. Künstli-

che Lungen können unter anderem zur Überbrückung bis zur erforderlichen 

Lungentransplantation oder als Assistenzsystem, bis zur Erholung der Lunge einge-

setzt werden, um das Überleben von Patienten mit fortgeschrittenem Lungenversagen 

zu ermöglichen [259]. Darüber hinaus erwies sich während der Coronapandemie, die 

ECMO als überaus nützliche Therapie bei Patienten mit akutem Atemnot-Syndrom 

(ARDS) und Lungenversagen [262]. 

Die ersten Oxygenatoren wurden aus Polypropylen hergestellt mit einer mikroporösen 

Oberfläche. Diese eigneten sich nur für den kurzzeitigen Einsatz, da die poröse Struk-

tur dieser Membranen nach wenigen Stunden zum Plasmaaustritt führte. 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 Membranoberfläche. Die auftretende Plasmaadsorbtion führt 

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 Veränderung der Porosität bei einem 

geringen Verlust der Oxygenierungseffizienz verlängern, da der Plasmaaustritt, in das 

Innere der Membranen, verhindert wurde. Der größte Nachteil bei bislang eingesetzten 

Oxygenatoren besteht allerdings nicht in der Leistungsfähigkeit der Permeabilität der 

verbauten HFMs, sondern in der schlechten Hämokompatibilität der für 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 künstlichen Oberflächen kann unterschiedliche aktivierende 

Mechanismen in Gang setzen. Die Adsorption von Plasmaproteinen, sowie die Adhä-

sion von Zellen (Thrombozyten und Leukozyten) führt zur Aktivierung der Gerinnung, 
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wobei die Kontaktaktivierung zur Thrombinbildung und letztendlich zu Komplementak-

tivierung führt [217]. Um eine sichere Anwendung von blutkontaktierenden Materialien 

sicherzustellen, müssen unerwünschte Nebenwirkungen wie Thrombenbildung oder 

die Aktivierung der Gerinnungs- und Komplementkaskade vermieden werden. Bei der 

Vermeidung dieser Nebenwirkungen spielt die Oberflächenmodifikation durch chemi-

sche oder physikalische Funktionalisierung der Biomaterialien, eine entscheidende 

Rolle. Aus diesem Grund wurden in den vergangenen Jahren mehrere Methoden zur 

Herstellung einer hämokompatiblen Oberfläche entwickelt. Diese konzentrierten sich 

vor allem auf die Reduzierung der Proteinadsorption und Adhäsion von Zellen, sowie 

auf der Hemmung der Gerinnung und Thrombozytenaktivierung zu denen passive und 

aktive Methoden zählen, um die Wechselwirkungen zwischen Blut und Material zu ver-

bessern [264].  

Biopassive Modifikationen wie zwitterionische Polymere (z. B. Sulfobetain (SB)-co-Me-

thacrylsäure (MA)-Blockcopolymer (SBMAb-COOH) [265] oder SB-Blockcopolymere 

mit niedrigem Molekulargewicht und N-Hydroxysuccinimid ester (SBNHS) oder Silo-

xangruppen (SBNHSi) [266], nichtionische Polymer Bürsten (z. B. Poly-N-(2-

hydroxypropyl)methacrylamid (HPMA)) [148], flüssige Perfluorkohlenstoffe (TLP) [267] 

oder Methacryloyloxyethyl Phosphorylcholin (MPC) [268] zielen hierbei auf die Modifi-

kation der Oberflächenchemie 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 Oberfläche blutkontaktierender Materialien immer noch 

das native Endothel. Daher wurden verschiedene Fängermoleküle 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 fördern. Allerdings kann die Beschich-

tung mit subendothelialen extrazellulären Matrixbestandteilen, wie dem Fibronektin, zu 

einer unspezifischen Adhäsion unerwünschter Zellen führen. Des Weiteren kann es in 

Bereichen, die nicht endothelialisiert wurden, zur Adhäsion 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 Oberfläche ist unspezifisch. 

Mehrere Zellen, darunter auch Thrombozyten, haben cRGD-bindende Integrine auf 
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ihrer Oberfläche, was zu einer unspezifischen Adhäsion von Zellen an der blutberüh-

renden Oberfläche führen kann. Um eine effiziente Endothelialisierung der HFM von 

künstlichen Lungen zu ermöglichen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine neue Stra-

tegie zur Endothelialisierung blutkontaktierender Oberflächen mit ECs entwickelt, bei 

der N3-markierte ECs über kupferfreie Klick-Chemie an die DBCO-funktionalisierte 

HFM-Oberfläche kovalent konjungiert wurden. Durch 48-stündige Inkubation der ECs 

mit Ac4ManNAz im Zellkulturmedium, wurden diese metabolisch so verändert, dass 

diese hocheffiziente Azidgruppen an der Zelloberfläche exprimierten, ohne dabei die 

Zellviabilität negativ zu beeinflussen. Der Prozess des Ac4ManNAz-Einbaus in die Zell-

oberfläche, wurde von Wang et al. [31] beschrieben und umfasst zunächst nach Eintritt 

in die Zelle die Hydrolyse durch unspezifische Esterasen. Im nächsten Schritt findet 

die Phosphorylierung von C6-OH und die Isomerisierung von der zyklischen zur offen-

kettigen Struktur statt. Im Anschluss wird das offenkettige Acetyl-Azidomannosamin 

einer Aldol-Reaktion mit intrazellulärer Phosphoenolbrenztraubensäure zugeführt. 

Nach Umlagerungs- und Dephosphorylierungsreaktionen wird Azidosialinsäure gebil-

det, die dann an ein Glykoprotein konjugiert und auf der Zelloberfläche exprimiert wird. 

Neben Ac4ManNAz können auch andere azidfunktionalisierte Monosaccharide, wie 

Ac4GlcNAz oder Ac4GalNAz zur Funktionalisierung der Oberfläche von ECs mit Azid-

gruppen verwendet werden. Die Oberfläche von HFMs wurde nach der Behandlung 

mit O2-Plasma und APTES effizient mit DBCO-Molekülen funktionalisiert. Um den Er-

halt der Oberflächenstruktur nach der Modifikation zu untersuchen, wurden die HFMs 

mit toluidinblauhaltiger Lösung für 3 h unter einem Druck von 250 mmHg inkubiert, 

wonach keine Leckagen und damit keine negative Beeinträchtigung der Membranen 

beobachtet werden konnte. Die metabolisch modifizierten ECs wurden im Anschluss 

mittels SPAAC kovalent an die DBCO-funktionalisierte HFM-Oberfläche konjungiert. 

Die SPAAC-Reaktion, die erstmals von Bertozzi und Kollegen [168] entwickelt wurde, 

ermöglicht kupferfreie Klick-Reaktionen in lebenden Zellen und verhindert dadurch die 

kupferinduzierte Zytotoxizität. Im Vergleich zu unmodifizierten HFMs, zeigten metabo-

lisch veränderte Zellen eine deutlich verbesserte Anheftung und Endothelialisierung 

nach 48-stündiger Inkubation. Die ECs bildeten eine konfluente Zellschicht mit Zell-

Zell-Kontakten aus, was durch Färbung der Zellen mit einem anti-VE-Cadherin-Anti-

körper nachgewiesen werden konnte. Darüber hinaus zeigte die Endothelzellschicht 

eine physiologische Aktivität und reagierte auf einen entzündlichen Stimulus durch das 
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Zytokin TNF-Ŭ, was zu einer erhºhten Expression von adhäsionsfördernden Molekülen 

(E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1) führte.  

In dieser Studie wurde frisches humanes Vollblut verwendet, um die Hämokompatibi-

lität der HFMs nach den Leitlinien der ISO 10993-4 zu bewerten. Diese Untersuchung 

ermöglicht es, komplexe Informationen über den Aktivierungsstatus von humanem Blut 

zu erhalten, indem gleichzeitig die Aktivierung von Gerinnung, Blutplättchen, Komple-

mentsystem und Entzündung untersucht wird. Die dynamische Inkubation mit 

unbeschichteten, DBCO-funktionalisierten und endothelialisierten HFMs wurde für 90 

Minuten durchgeführt. Die Hämokompatibilität von DBCO-beschichteten HFMs war 

ähnlich gering, wie die der unbeschichteten HFMs, wobei endothelialisierte HFMs die 

Aktivierung der Gerinnung (TAT-Spiegel) und Thrombozyten (ɓ-TG-Spiegel) im Ver-

gleich zu unmodifizierten Membranen signifikant senken konnten. Darüber 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 Blutplättchen durch CD62P (P-Selektin)-Expression, wurde 

mittels Durchflusszytometrie durchgeführt 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 

können die Hämostase steuern, indem sie die Expression von anti-thrombogenen und 

entzündungshemmenden Molekülen 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-ähnliche 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 ausgesäten ECs ihre anti-throm-

bogenen und anti-inflammatorischen Eigenschaften beibehalten und die 

Hämokompatibilität der künstlichen Oberfläche deutlich verbessert haben. Diese Ei-

genschaften könnten die Verwendbarkeit der künstlichen Lungen bei Patienten 

verlängern könnte. Die Klick-Reaktion führt zur Ausbildung einer kovalenten Bindung 

zwischen den Azidgruppen auf den ECs und dem DBCO auf der Materialoberfläche. 
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Dies deutet auf eine stabile Bindung der ECs hin. Allerdings sollte die Stabilität der 

Endothelschicht in weiteren Studien, auch unter Flussbedingungen untersucht wer-

den, um dies zu bestätigen. Darüber hinaus ist ein ausreichender Gasaustausch ein 

wichtiger Leistungsindikator der künstlichen Lungen. Studien von Klein et al. unter-

suchten die Langzeitstabilität 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 für bis 

zu 33 Tage vorhanden war und nur eine geringe, aber nicht signifikante Abnahme der 

Gasübertragungsraten über längere Kulturzeiten (19 und 33 Tage) beobachtet werden 

konnte. In dieser Studie wurde deutlich gezeigt, wie wichtig es ist, den Gastransfer 

nach der Endothelialisierung der Oberflächen unter Langzeitkulturen zu testen. Des 

Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit humane Nabelvenen-Endothelzellen 

(HUVECs) für die Endothelialisierung von HFMs verwendet. Diese Zellen sind meist 

allogenen Ursprungs und können daher Abstoßungsreaktionen hervorrufen. Ein wei-

teres Ziel ist daher die Erzeugung autologer ECs aus patientenspezifischen 

induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSCs), welche Abstoßungsreaktionen verhin-

dern und somit die künstlichen Lungen einen großen Schritt in Richtung klinischer 

Langzeitanwendung führen können. Ein weiterer Vorteil von iPSCs ist ihre unbe-

grenzte Fähigkeit zur Vermehrung. Dass dieses Konzept funktioniert und ECs aus 

iPSCs an HFMs angebracht werden können, konnte durch Pflaum et al. prinzipiell ge-

zeigt werden [276]. Allerdings wurden hier die ECs mittels Fibronektin an die 

Oberfläche der HFMs angebracht was ein Risiko der Thrombozytenadhäsion und Ak-

tivierung birgt. Auch fehlten in vielen Studien die Untersuchungen der 

Hämokompatibilität unter in vivo Bedingungen. Zusätzlich 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 könnten große Oberflächen, wie die von Oxygenatoren endothelialisiert werden. 

Allerdings gilt es auch bei dieser Methode zu prüfen, wie zeitintensiv die vollständige 

Modifikation und Endothelialisierung der Oxygenatoren ist, bis diese erfolgreich zum 

Einsatz kommen kann. Bislang wurden alle auf dem Gebiet der ECLS-Modifikation 

durchgeführten Studien in kleinem Labormaßstab durchgeführt, was viele positive 
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Strategien zur Oberflächenmodifikation aufzeigte. Generell gilt es aber auch zu unter-

suchen, wie sich diese Modifikationen in vivo, vor allem in Großtiermodellen 

auszeichnen und die Hämokompatibilität auch wirklich verbessern und die Anwendung 

von ECMOs langfristig verlängern können.  
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5 Ausblick  

Auf der Suche nach innovativen und wirksamen Behandlungen hat sich die Zellthera-

pie als innovativer Ansatz in der präklinischen Forschung herausgestellt. Bei der 

Zelltherapie werden Zellen verwendet, die häufig aus dem eigenen Körper des Patien-

ten oder von kompatiblen Spendern stammen, um geschädigtes 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 für die Behandlung der zugrunde liegenden Pathologien und der 

Förderung der Gewebereparatur. Dieser Ansatz nutzt die einzigartigen regenerativen 

Fähigkeiten verschiedener Zelltypen, einschließlich Stammzellen, um die natürlichen 

Heilungsprozesse des Körpers 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 entzündeten Endothel deutlich verbessert wurde, 

was zu der Annahme führt, dass eine Therapie ischämischer Erkrankungen mit Hilfe 

der mit mRNA-transfizierten EPCs möglich ist. Im nächsten Schritt muss der Behand-

lungserfolg in weiteren Tier-Modellen validiert werden, um so den Grundstein für den 

Übergang 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 Hämokompatibilität erzielt werden, die nach Validierung im in vivo 

Modell einen wichtigen Beitrag zum langfristigen Einsatz in Patienten, die auf eine 

künstliche Lunge angewiesen sind, ermöglicht. Einen Schritt in diese Richtung könnte 

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 zusätzlich 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 Großtiermodellen zu 

untersuchen. 
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