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Abstract

Advanced medical care utilizes a wide range of biomaterials, which are in permanent or tran-
sient contact with blood or tissue. The application of biomaterials ranges from implantable
devices and scaffolds for tissue engineering to devices for extracorporeal therapies, including
hemodialysis and apheresis. Upon contact with blood, biomaterials are immediately coated
by a dynamic layer of proteins (“protein corona”), which constitutes a new interface between
the biomaterial and the blood. Depending on the characteristics of the biomaterial, adsorbed
proteins can undergo conformational changes, and cells can be activated to release extracel-
lular vesicles. This may ultimately result in the activation of the contact, complement, and
coagulation systems, and trigger immunological responses with potentially detrimental con-
sequences both for the host and for the function of the biomaterial.

Analyzing the interactions of blood and tissue with biomaterials at this interface is an
essential prerequisite for the development of surfaces with high biocompatibility while main-
taining their function.

Restimee

In der Medizin wird ein breites Spektrum von Biomaterialien eingesetzt. Darunter versteht
man (meist synthetische) Polymere, die stindig oder voriibergehend mit Blut oder Gewebe
in Kontakt sind. Die Anwendung von Biomaterialien reicht von implantierbaren Geriten
und ,,Scaffolds* fir die Gewebezlichtung bis hin zu Geriten fiir extrakorporale Therapien,
einschliefSlich Himodialyse und Apherese. Bei Kontakt mit Blut bildet sich auf dem jeweili-
gen Biomaterial in kiirzester Zeit eine Schicht aus Proteinen, die als ,,Protein-Korona® be-
zeichnet wird und deren Zusammensetzung sich dynamisch dndert. Diese bildet eine neue
Grenzfliche zwischen dem jeweiligen Biomaterial und dem Blut und bestimmt in der Folge
die Bindung von Zellen an die Oberfliche. Je nach den Eigenschaften des Biomaterials kon-
nen die adsorbierten Proteine an der Oberfliche Konformationsinderungen erfahren, und
es kann zur Aktivierung von Zellen komme, was unter anderem zur Freisetzung extrazellu-
lirer Vesikel fuhrt. Dies kann eine Aktivierung des Kontakt-, Komplement- und Gerin-
nungssystems bewirken und immunologische Reaktionen mit potenziell schadlichen Folgen
sowohl fiir den Organismus als auch fiir die Funktion des Biomaterials auslésen.

Die Analyse der Interaktionen von Blut und Gewebe mit Biomaterialien an dieser Grenz-
fliche stellt eine wesentliche Voraussetzung fir die Entwicklung von Oberflichen mit hoher
Biovertriglichkeit bei Erhaltung ihrer Funktion dar.
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Biomaterialien und Biovertriglichkeit

Biomaterialien sind (meist) synthetische Materialien, welche in der Medizin fir
therapeutische oder diagnostische Zwecke Verwendung finden und die in direktem Kontakt
mit Gewebe oder mit Korperflissigkeiten stehen. Bei ihrer Verwendung treten diese
Materialien in chemische, physikalische und biologische Wechselwirkungen mit ihrer
Umgebung.

Das Spektrum fiir die Anwendung von Biomaterialien im medizinischen Bereich ist
umfangreich und erweitert sich durch den Einsatz neuer Technologien, wie den 3D-Druck.
Biomaterialien kdnnen biomimetisch wirken, also natiitlich ablaufende Prozesse nachahmen
oder molekulare Erkennungsstellen bereitstellen, die die Anheftung von Molekiilen oder
Zellen ermdglichen. Ebenso kénnen sie die mechanischen Eigenschaften ihrer Umgebung
imitieren und auf diese Weise das Wachstum und die Differenzierung von Zellen férdern.
Sie kommen beispielsweise als Nahtmaterialien und zur Wundabdeckung, fiir den Gelenks-,
Knochen-, Zahn- und Gewebsersatz, fiir Stents, Implantate, sowie fiir Schlauchsysteme,
Filter und Adsorbermaterialien fiir die extrakorporale Blutreinigung (Hamodialyse,
therapeutische Apherese) zum Einsatz. Auf diese letztgenannte Gruppe von Biomaterialien
und auf ihre Wechselwirkung mit dem Blut soll hier niher eingegangen werden.

Werden Biomaterialien — etwa beim Kontakt mit Blut oder Gewebe - vom Organismus
als fremd erkannt, so hat dies die Aktivierung korpereigener Abwehrmechanismen und
Entziindungsreaktionen zur Folge. Daher ist die Biovertriglichkeit ein wesentliches
Qualititsmerkmal von Biomaterialien. Biovertrigliche Materialien verhalten sich im Korper
neutral und rufen keine klinisch signifikante Abwehrreaktion, sei sie lokal oder systemisch,
hervor (vgl. Klinkmann et al. 1984; Williams 2008; Gawaz et al. 1994). Entscheidend bei der
Betrachtung der Biovertriglichkeit ist nicht nur die Eigenschaft einer bestimmten
Komponente, sondern der Blick auf das Gesamtsystem. So kann sich etwa die Evaluierung
der Biovertriglichkeit eines Dialysesystems nicht auf die Untersuchung der
Biovertriglichkeit des Himofilters beschrinken, sondern muss alle relevanten
Komponenten, wie Schlauchsysteme, Gerinnungshemmer und deren Zusammenwirken
einschlief3en.

Bei der Entwicklung von Biomaterialien gilt es, sowohl deren Biovertriglichkeit als auch
ithre Funktionalitit zu berticksichtigen. Diese beiden Pole sind jedoch oftmals schwierig in
Einklang zu bringen, weil etwa die Beschichtung eines Biomaterials mit dem Zweck, die
Biovertriglichkeit zu verbessern, gleichzeitig die Adsorptionseigenschaften dieses Materials
fur bestimmte Zielsubstanzen und somit seine Funktionalitit verschlechtern kann.
Biomaterialien mit ausgezeichneter Funktionalitit sind oftmals wenig biovertraglich und
umgekehrt. Bei der Entwicklung von Biomaterialien handelt es sich daher hiufig um eine
Gratwanderung zwischen diesen beiden Anforderungen (vgl. Kizhakkedathu, Conway 2022).

Das Endothel als blutvertrigliche Oberfliche

Das Endothel, die innerste Zellschicht unserer Blutgefille, kann als Beispiel fiir eine optimal
blutvertrigliche natiirliche Oberfliche gelten. Es bildet eine Barriere zwischen Blut und
Gewebe und reguliert Transportvorginge zwischen dem Blut und dem Gewebe ebenso wie
die Adhision (Anheftung) zellulirer Blutbestandteile (Blutplittchen, weille Blutzellen) (vgl.
Aird 2007).

Unter physiologischen Bedingungen stellt das Endothel eine geschlossene,
gerinnungshemmende Oberfliche dar. Die gerinnungshemmenden und anti-adhisiven
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Eigenschaften werden durch eine Reithe von Mechanismen aufrechterhalten, zu denen die
Expression von Gerinnungshemmern an der Endotheloberfliche gehort. AuBlerdem ist das
Endothel von einer Schicht bedeckt, die als Glykokalyx bezeichnet wird und aus sogenannten
Glykosaminoglykanen besteht, hauptsichlich aus Heparansulfat. Dieses ist ein Analogon von
Heparin, welches in der Medizin als Gerinnungshemmer, aber auch fiir die Beschichtung von
Biomaterialien, wie etwa Stents, eingesetzt wird, um die Thrombusbildung zu vermeiden.

Aktivierungsvorginge an der Grenzfliche zwischen Blut und Biomaterialien

Jedes Biomaterial, das mit Blut in Kontakt gebracht wird, tritt mit diesem unmittelbar in
Wechselwirkung; diese Wechselwirkung kann nicht verhindert, sondern lediglich minimiert
werden. Erster Schritt dieser Wechselwirkung ist die Bindung (Adsorption) verschiedener
Proteine an die Oberfliche des Biomaterials. Diese Adsorption folgt einer GesetzmalBigkeit,
die nach ihrem Entdecker als Vroman-Effekt beschrieben ist (vgl. Vroman 1962). Demnach
erfolgt im Fall einer komplexen Proteinmischung, wie sie im Blut und Plasma vorliegt,
zunichst die Adsorption jener Proteine, die in héchster Konzentration vorliegen; diese
werden in der Folge durch Proteine ersetzt, die eine hohere Bindungskraft (Affinitdt) zum
jeweiligen Material aufweisen. Die Proteinschicht, die sich auf einem Biomaterial beim
Kontakt mit Blut ausbildet, ist maB3geblich fiir die weitere Interaktion dieses Biomaterials mit
seiner Umgebung. Durch die Adsorption von Proteinen, die innerhalb von Sekunden erfolgt,
entsteht eine neue, sich dynamisch verindernde, biologisch aktive Oberfliche, die auch als
Protein-Corona bezeichnet wird. In Abhingigkeit von den Figenschaften des Biomaterials
konnen sich bestimmte Proteine an dieser Oberfliche stark antreichern, sodass die
Konzentrationen dieser Proteine an der Grenzfliche um ein Vielfaches hoher sind als in
ihrer Umgebung (Blut). Neben der chemischen Zusammensetzung beeinflussen auch
Faktoren wie die Krimmung, die Ladung, oder die Rauheit der Oberfliche die Art und
Zusammensetzung der Protein-Corona, man kann daher von einem materialspezifischen
Protein-Fingerabdruck sprechen.

Auf die initiale Ausbildung der Proteinschicht auf der Materialoberfliche folgt die
Bindung von Zellen, insbesondere von Blutplittchen (Thrombozyten). Ihre Adhasion an
Biomaterialien wird durch Integrine vermittelt, das sind Rezeptoren, die bestimmte auf der
Biomaterialoberfliche gebundene Proteine, zum Beispiel Fibrinogen, erkennen. Die
Erkennung erfolgt tber eine spezifische Aminosduresequenz, das sogenannte RGD-
(Arginin-Glycin-Asparaginsaure)-Motiv. Die Interaktion mit der Oberfliche fihrt zu einer
Aktivierung der Thrombozyten, die ihre Gestalt dndern und bestimmte Mediatoren
freisetzen, welche ihre Adhision und Aggregation weiter verstirken. Die Aktivierung der
Plittchen fiithrt weiters zur Freisetzung extrazellulirer Vesikel, die gerinnungsférdernde
Eigenschaften besitzen. Auch weile Blutzellen (Leukozyten) adhirieren am Biomaterial,
auch sie sezernieren extrazellulire Vesikel, und ihre Interaktion mit gebundenen Plittchen
verstirkt die Thrombusbildung an der Oberfliche. Welche Reaktionen auf molekularer
Ebene an der Blut-Biomaterial-Grenzfliche ablaufen, wird letztlich von den
Materialeigenschaften sowie den an der Oberfliche gebundenen Proteinen und bestimmt

(Abbildung 1).
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Abb. 1: Die Beschaffenheit von Biomaterialien (,,Oberflache”) sowie deren Umgebung
bestimmen die Bindung von Proteinen und nachfolgend die Anheftung und Aktivierung von
Zellen am Biomaterial. vWF, von Willebrand-Faktor.

Worauf beruht nun die gerinnungsfordernde Aktivitit extrazelluldrer Vesikel? Diese liegt
einerseits darin begriindet, dass die Freisetzung von Vesikeln zu einer veranderten Verteilung
von Phospholipiden in der Lipiddoppelschicht fiithrt, von der diese Vesikel umgeben sind.
Phosphatidylserin wird an der Oberfliche der Vesikel exponiert und bietet gleichsam einen
Anker fur die Anheftung von Gerinnungsfaktoren. Diese koénnen dadurch auf der
Oberfliche der Vesikel interagieren, wodurch der Ablauf der Gerinnung wesentlich
beschleunigt wird. Die Bindung und Aktivierung wei3er Blutzellen induziert dariiber hinaus
die Expression von Tissue Factor, dem wichtigsten Ausloser der Gerinnung. Die Bindung
und Aktivierung von Thrombozyten und Leukozyten auf der Biomaterialoberfliche und die
damit verbundene Freisetzung extrazellulirer Vesikel kann somit sowohl den Funken (Tissue
Factor) als auch den Brennstoff (Phosphatidylserin) fiir den Ablauf der Blutgerinnung
liefern.

Adsorbierte Plasmaproteine auf Biomaterialoberflichen vermitteln nicht nur die
Adhision von Blutzellen und die Aktivierung der Blutgerinnung (Abbildung 2), sondern
induzieren auch die Aktivierung des Komplementsystems. Dieses System ist als Teil der
angeborenen Immunitit von herausragender Bedeutung bei der Abwehr von Infekten und
vermittelt eine Vielzahl entziindlicher Reaktionen. Ahnlich wie das Gerinnungssystem - mit
dem es phylogenetisch eng verbunden ist - wird das Komplementsystem durch eine Reihe
von Substanzen aktiviert und reagiert in Form einer Aktivierungskaskade. Wie das
Gerinnungssystem unterliegt auch das Komplementsystem einem komplexen System von
Regulatoren.

Die Mechanismen der Komplementaktivierung an Biomaterialoberflichen wurden in der
Literatur kurzlich ausfihrlich zusammengefasst (vgl. Poppelaars et al. 2018). Wesentlich ist,
dass alle drei Wege der Komplementaktivierung — der er klassische, der Lektin- und der
alternative Weg — auch an Biomaterialoberflichen ablaufen kénnen und dass, wie oben
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bereits erwahnt, eine enge Interaktion zwischen dem Komplement- und dem
Gerinnungssystem besteht; die beiden Systeme aktivieren und verstirken einander. Aktuelle
Studien weisen uberdies auf komplexe Interaktionen des Komplementsystems mit
extrazelluliren Vesikeln hin. Im Rahmen von Zustinden mit starker Aktivierung des
Komplementsystems, wie beispielsweise bei schwerem Trauma oder wihrend einer Sepsis,
wurde eine erhohte Anzahl extrazellulirer Vesikel im Blutkreislauf von Patienten
nachgewiesen. Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass diese Vesikel wichtige
Komplementfaktoren sowie Komplementregulatoren auf ihrer Oberfliche tragen, die die
Entziindung und den Krankheitsverlauf beeinflussen (vgl. Karasu et al. 2018).

13 mM citrate

2 mM citrate

Abb. 2: Untersuchung der Zelladhasion an Adsorberpolymeren in Abhangigkeit von der
Zitratkonzentration. Humanes Vollblut wurde in diesem Versuchsaufbau lber ein
Adsorberpolymer rezirkuliert und die Adhasion und Aktivierung von Thrombozyten und
Leukozyten elektronenmikroskopisch untersucht. Zitrat, das in extrakorporalen Verfahren als
Gerinnungshemmer zum Einsatz kommt, unterdriickt konzentrationsabhangig die Aktivierung
und Anheftung von zelluldren Bestandteilen aus dem Blut und fiihrt daher zu einer
verbesserten Biovertraglichkeit.

Extrazellulire Vesikel als Signaliibertriger zwischen Zellen

Es war nun bereits in Zusammenhang mit der Gerinnungsaktivierung an Biomaterial-
oberflichen, aber auch mit der Vermittlung der Komplementaktivierung von extrazelluliren
Vesikeln die Rede. Dabei handelt es sich um eine heterogene Gruppe von Vesikeln im

GroBenbereich von etwa 30 bis 5000 nm, die von einer Membrandoppelschicht umgeben
sind (Abbildung 3).
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Abb. 3: Extrazelluldre Vesikel. Diese heterogene Gruppe submikroskopischer Vesikel im Blut ist
von einer Lipiddoppelschicht umschlossen. An der Oberflache tragen die Vesikel Molekiile, die
als Marker fir ihre zellulare Herkunft dienen konnen. Vesikel transportieren ihre molekulare
Fracht einerseits in ihrem Inneren, andererseits sind sie in biologischen Flissigkeiten mit einer
,»Bio-Corona“ assoziiert, deren Zusammensetzung sich dynamisch verdndert.

Diese Vesikel werden sowohl unter physiologischen als auch unter pathologischen
Bedingungen von Zellen freigesetzt und wurden in allen Korperflissigkeiten nachgewiesen.
Bereits in den 1960er Jahren wurde beobachtet, dass Blutplittchen nach ihrer Aktivierung
submikroskopisch kleine Partikel ins Blut abgeben. Diesen Partikeln wurde allerdings
zunichst keine wesentliche biologische Bedeutung zugeschrieben, weshalb man sie auch als
,»Plittchenstaub® bezeichnete (vgl. Wolf 1967). Ab Mitte der 1990er Jahre wurde ihre
Bedeutung fiir die Informationstibertragung zwischen Zellen und ihr Anwendungspotential
fir Diagnostik und Therapie zunehmend erkannt. Im Jahr 2013 schliefSlich wurden James
Rothman, Thomas Siidhof und Randy Shekman fir die Beschreibung des vesikuliren
Transports mit dem Nobelpreis fir Medizin und Physiologie ausgezeichnet.

Die molekulare Fracht (,,Cargo®) extrazellulirer Vesikel besteht aus verschiedenen
Biomolekilen. Die Beladung extrazellulirer Vesikel mit funktionellen Molekiilen erfolgt
gezielt, wobei die zugrundeliegenden Mechanismen noch nicht véllig geklirt sind. Dariiber
hinaus tragen extrazellulire Vesikel Biomolekiile an ihrer Oberfliche, mit denen sie mit ihrer
Umgebung interagieren. In Analogie zur weiter oben beschriebenen Protein-Corona auf
Biomaterialien wir diese Schicht als ,,Bio-Corona“ bezeichnet. Es gibt Hinweise darauf, dass
Proteine durch die Bindung an Vesikeloberflichen ihre Konformation und damit auch ihre
funktionellen Figenschaften dndern koénnen. Eine wesentliche biologische Funktion
extrazellulirer Vesikel ist die Aufrechterhaltung eines biologischen Gleichgewichtszustandes
(Homoostase) auf zellulirer Ebene durch die Weitergabe ihrer Fracht an benachbarte oder
an weiter entfernte Zellen. Andererseits tragen sie zum Krankheitsgeschehen, insbesondere
bei thrombotischen Komplikationen bei, wie etwa in der Sepsis und in Verlauf von COVID-
19 (,Immunthrombose®).

An der Grenzfliche von Blut und Biomaterialien sind extrazellulire Vesikel einerseits als
Marker fiir die Aktivierung von Zellen von Interesse (z.B. Freisetzung von Vesikeln im Zuge
der Plittchenaktivierung), aber auch auf Grund ihrer gerinnungsférdernden Eigenschaften.
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Zusammenfassung und Ausblick

Die Reaktionen an der Grenzfliche von Blut und Biomaterialien sind hochkomplex und
umfassen verschiedene interaktive zellulire und molekulare Mechanismen.

Derzeit gingige Methoden zur Untersuchung der Biovertriglichkeit beruhen in erster
Linie auf der Messung der Aktivierung verschiedener Stoffwechselwege (Gerinnung,
Komplement), messen also systemische Auswirkungen einer lokalen Interaktion. Dies bildet
die Vorginge an der Grenzfliche von Blut und Biomaterialien jedoch nur unzureichend ab.
Neue analytische Verfahren auf dem Gebiet der Massenspektrometrie (,,proteomics®)
konnen lokalisierte Veranderungen an der Schnittstelle zwischen Blut und Biomaterial zu
messen und somit zu einem besseren Verstindnis der Biovertraglichkeit fithren. Zusitzlich
zur Identifizierung von Proteinsignaturen auf Biomaterialien kénnen diese Verfahren
Informationen tber die unterschiedliche Zusammensetzung der Corona an der
Materialoberfliche liefern und die Entwicklung innovativer Biomaterialien unterstiitzen.
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