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Abstract

Background: The development of aortic valve degeneration is becoming increasingly
understood as a complex pathomechanism, in which peptides of the extracellular matrix (ECM)
as well as signal molecules and valvular interstitial cells (VIC) are involved. VIC can influence the
composition of valvular ECM and by this control growth and regeneration processes of the
native aortic valve. Both, mechanical and biological aortic valve prostheses consist of avital
tissue and do therefore not have these properties. This makes valvular growth impossible and
contributes to a relatively short durability of biological valve prostheses so that re-operations
with an increased risk of complications or - in case of mechanical valve prostheses - a lifelong
anticoagulation might be needed.

Objective: Aim of the present study was to establish ECM-based 3D cell culture models for
primary ovine VIC. Subsequently, the effect of cytokines on VIC phenotype as well as different
target-proteins playing a substantial role in aortic valve degeneration should be analysed.
Furthermore, various approaches for interstitial repopulation of decellularized aortic valve
leaflets with VIC should be evaluated. Interstitially repopulated, tissue-engineered heart valves
might provide new perspectives in the development of improved heart valve prostheses with
the potential of growth and regeneration.

Methods: Two types of 3D cell culture models were established. VIC were cultured in matrigel-
based ECM (mECM) and stimulated with procalcifying agents, TGFf3 or VEGF. Culture shrinking
was measured macroscopically indicating the extent of matrix compaction. 3D culture
morphology and cell distribution were examined by histological analysis and indicators of
matrix calcification and apoptosis were scrutinized. In addition, expression of o smooth muscle
actin (aSMA), osteopontin (OPN), cluster of differentiation 73 (CD73) und matrix
metalloproteases (MMP) were analyzed as well as the activity of tissue non-specific alkaline
phosphatase (TNAP) and MMP2 and MMP9 in stimulated mECM cultures. Different approaches
for VIC cultivation in decellularized, ovine aortic valve leaflets (dECM) were applied evaluating
the influence of dECM surface manipulation by Femto second Laser (FsL), enzymatic digestion
with trypsin or variation of nutrient supply and number of cells seeded on quality of interstitial
dECM repopulation.

Results and discussion: TGF(3-treated mECM cultures showed a significantly increased degree
of matrix compaction and a higher rate of apoptosis compared to other conditions. In VEGF-
treated mECM cultures, aSMA-expression was reduced in comparison to TGFp-treatment. There
were neither significant effects on MMP-, CD73- or OPN-expression, nor proper matrix
calcification of mECM cultures. A possible explanation for this could be the absence of additional
mechanical stimuli or the mechanical properties of mECM cultures themselves, which have been
shown to have synergistic effects on VIC transdifferentiation combined with TGFp. Furthermore,
cultivation time could have an impact on calcification and transdifferentiation of mECM cultures.
For dECM cultures, best reseeding results were seen in trypsin-treated dECM with a high
number of seeded cells and improved nutrient supply. Photomanipulation of dECM has been
shown for the first time to faciliate interstitial dECM repopulation with VIC, however matrix
repopulation was limited to perifocal and superficial areas around the disruption sides. In
untreated dECM, interstitial repopulation could not be observed. These findings suggest a
barrier function of the basement membrane inhibiting VIC migration into the valvular matrix,
which can be overcome by trypsinisation or photomanipulation with FsL.

Conclusion: VEGF as well as TGFf affect the expression pattern of VIC, but cytokine effects were
revealed to be mitigated in the established mECM culture model compared to 2D VIC cultures.
Interstitial repopulation of dECM is not compatible with an intact basement membrane. By
additional manipulation of the matrix surface and modifications of the reseeding protocol,
quality of interstitial dECM repopulation can be optimized.



Zusammenfassung

Hintergrund: Die Aortenklappendegeneration wird zunehmend als komplexer
Pathomechanismus verstanden, in welchen sowohl Matrixbestandteile als auch Signalmolekiile
und Zellen der Herzklappe eingebunden sind. Dariiberhinaus konnen die Zellen des
Klappeninterstitiums Einfluss auf die Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix (ECM)
nehmen und sind so an valvuliren Wachstums- und Regenerationsprozessen beteiligt. Da
sowohl mechanische als auch biologische Klappenprothesen avital sind, weisen sie diese
Eigenschaften nicht auf, wodurch die Haltbarkeit biologischer Klappenprothesen stark
eingeschrankt wird und ein Wachstum der Klappenprothese unmdglich ist. Diesem Umstand ist
es geschuldet, dass Re-Operationen an der Herzklappe unter erhohtem Risiko durchgefiihrt
werden miissen.

Ziele der Arbeit: Im Rahmen der vorliegenden Studie sollen dreidimensionale (3D), ECM-
basierte Zellkulturmodelle zur Anzucht primirer, oviner valvuldrer Interstitiallen (VIC)
etabliert werden. Ausgehend von diesen Modellen soll zum einen das phanotypische Verhalten
der VIC unter Zytokinstimulation sowie verschiedene target-Proteine, welche im Rahmen der
Aortenklappendegeneration eine Rolle spielen untersucht werden. Zudem koénnten interstitiell
rebesiedelte, tissue engineerte Herzklappen die Grundlage fiir die Entwicklung verbesserter
Herzklappenprothesen darstellen, weshalb es Moglichkeiten der interstitiellen Rebesiedlung
dezellularisierter Klappensegel zu eruieren gilt.

Methodik: Es wurden zwei Arten von 3D-Kulturmodellen entwickelt. VIC wurden in
matrigelbasierten Kulturen (mECM) unter Zytokinstimulation herangeziichtet, wobei der
Einfluss von prokalzifizierenden Substanzen, transforming growth factor § (TGFf3) und vascular
endothelial growth factor (VEGF) untersucht wurde. Hierzu wurden die makroskopische
Kulturgrofe, die histologische Morphologie sowie Indikatoren der Matrixkalzifizierung
untersucht. Zudem wurde die Expression von Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) als
Apoptosemarker, a-smooth muscle actin (aSMA), Osteopontin (OPN), cluster of differentiation
73 (CD73) und Matrix-Metalloproteasen (MMPs) analysiert. Die Aktivitdt der tissue non-specific
alkaline phosphatase (TNAP) und der MMP2 und 9 wurden ebenfalls beurteilt. Weiterhin
wurden Ansatze zur Kultivierung von VIC in dezellularisierten, ovinen Aortenklappensegeln
(dECM) erprobt. Dabei wurde der Einfluss einer Photomanipulation der dECM-Oberflache
mittels Femto second Laser (FsL), einer enzymatischen Behandlung der dECM mit Trypsin sowie
der Variation von Zellzahl und Nahrstoffangebot auf die Qualitat der interstitiellen Rebesiedlung
analysiert.

Ergebnisse und Diskussion: TGFB bewirkte in den mECM-Kulturen eine starke
Matrixkompaktion im Verlauf der Kultivierung sowie eine Apoptoseinduktion, welche sich
signifikant von den anderen Konditionen unterschied. Unter VEGF-Stimulation hingegen konnte
eine deutliche Reduktion der aSMA-Expression gegeniiber TGF(3 gezeigt werden. Signifikante
Effekte auf die Expression von MMPs, CD73 oder OPN konnten allerdings nicht nachgewiesen
werden. Ebensowenig konnte eine manifeste Kalzifizierung der Matrix gesehen werden.
Moglicher Grund kénnte das Fehlen zusatzlicher, mechanischer Reize, die Matrixbeschaffenheit
und eine zu kurze Kultivierungsdauer sein. Im Falle der dECM-Modelle zeigten sich die qualitativ
und quantitativ besten Rebesiedlungsergebnisse bei enzymbehandelten dECM, hoher ausgesiter
Zellzahl und verbessertem Angebot an Nahrstoffen. Photomanipulierte dECM wiesen teils
perifokale, oberflachliche Matrixbesiedlungen um die Disruptionsstellen auf. Demgegeniiber war
bei unbehandelten dECM keine Matrixbesiedlung mit VIC zu beobachten. So ist eine
Barrierefunktion der Basalmembran fiir die Migration von VIC naheliegend, welche durch
enzymatische Behandlung oder Photomanipulation mittels FsL iiberwunden werden kann.
Schlussfolgerung: VEGF und TGFB nehmen Einfluss auf das Expressionsmuster von VIC, jedoch
zeigen sich Zytokineffekte im etablierten 3D-Modell verglichen mit Ergebnissen aus 2D-
Zellkulturen abgeschwacht. Eine intakte Basalmembran ist mit der interstitiellen Besiedlung von
dECM nicht vereinbar. Durch additive Manipulation der dECM-Oberflache sowie Modifikationen
des Besiedlungsprotokolls lasst sich die Qualitidt der interstitiellen Rebesiedlung optimieren.
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1 Einleitung

1.1 Klinischer Hintergrund der Aortenklappendegeneration

Die Aortenklappendegeneration ist in der westlichen Welt eine der haufigsten pathologischen
Veranderungen des Alters. Rund 30% der westlichen Weltbevoélkerung tiber dem 65. Lebensjahr
leiden an einer Aortenklappensklerose. Dabei handelt es sich um eine auf fibrosierende Prozesse
zurlickgehende Verdickung der Aortenklappe, welche mit einer chronischen Inflammation
einhergeht. Eine Funktionseinschrankung der Klappe ist jedoch nicht automatisch impliziert. Bei
voranschreitendem Krankheitsprozess kann sich die Aortenklappendegeneration im
Spatstadium durch verstirkte Biomineralisation der Klappenmatrix zu einer klinisch manifesten
Aortenklappenstenose entwickeln. Diese maximale Auspragung der Aortenklappensklerose ist
mit einer erhohten Druckbelastung des linken Ventrikels und einem progredienten
Funktionsverlust der Aortenklappe vergesellschaftet und kann zu einer verminderten
Ejektionsfraktion fithren sowie schliefllich in einer Herzinsuffizienz kumulieren 1-3. Etwa 3%
aller liber 75-Jahrigen sind von einer Aortenklappenstenose betroffen 4. Hieraus ergibt sich eine
hohe sozio6konomische Relevanz fiir das Verstindnis und die Therapie dieser Erkrankung.
Aktuell besteht die einzige kurative Therapieoption im operativen oder interventionellen
Klappenersatz. Pharmakotherapeutische Ansitze waren demgegeniiber bislang nicht
zielfiihrend und kdénnen die invasive Therapie bestenfalls hinauszégern 5. Bei Patienten ohne
Klappenersatztherapie liegt die 1-Jahresmortalitdt nach erstmaliger klinischer Symptomatik bei
37% und bereits bei einer himodynamisch nicht relevanten Aortenklappensklerose steigt das
Mortalitatsrisiko um 50% an 67. Dabei unterliegen biologische Herzklappenprothesen ebenso
dem Prozess der Klappendegeneration wie native Herzklappen. Der Pathomechanismus einer
Aortenklappendegeneration ist bis heute nur ansatzweise verstanden. Die involvierten
Risikofaktoren dhneln jenen der Arteriosklerose, wenngleich der Entstehungsmechanismus aus
heutiger Sicht nicht identisch ist. Wahrend man bis vor einigen Jahren davon ausging, dass es
sich bei der Entstehung der Aortenklappendegeneration um ein rein passives Geschehen durch
langjahrige mechanische Klappenbelastung handelt, weifs man heute, dass valvulire
Interstitialzellen (VIC) wesentlich in diesen Prozess mit eingebunden und somit aktiv an der
Entstehung einer Aortenklappendegeneration beteiligt sind. Ebenso scheinen verschiedene
Molekiile der Extrazellulirmatrix (ECM), insbesondere Glykoproteine und Wachstumsfaktoren
eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der Aortenklappensklerose zu spielen 8-13. Diese
Erkenntnisse konnten entweder pharmakotherapeutisch {iiber eine Beeinflussung des
zellvermittelten Pathomechanismus genutzt werden oder aber die Herzklappenprothetik um
Einsichten aus der valvuldren Zellbiologie ergdnzen und zeigen somit Moglichkeiten neuer

Therapieoptionen fiir Patienten mit einer degenerativen Veranderung der Aortenklappe auf.



1.2 Pathomechanismus der Aortenklappendegeneration

1.2.1 Matrixbasierte Mechanismen

Die Aortenklappe weist histomorphologisch eine trilamellare Struktur auf und wird an ihrer
Oberflache von einer Endothelschicht bedeckt. Kammerwarts liegt die lamina ventricularis,
welche vor allem aus Kollagen I und radidr angeordnetem Elastin besteht. Dariiber liegen die
lamina spongiosa, welche vor allem locker gepacktes Kollagen und Glykosaminoglykane enthalt,
sowie die aus kompaktem Kollagen bestehende lamina fibrosa 14 In degenerativ verdnderten
Aortenklappen kommt es zu einer abnormen Verteilung der ECM-Bestandteile. Dabei sind
sowohl die Lokalisation als auch die Degradations- und die Syntheserate der ECM-Komponenten
in der Herzklappe verdndert. An diesen extrazelluliren Umbauprozessen sind im Wesentlichen
Matrix-Metalloproteasen (MMPs) beteiligt, welche in sklerosierten Aortenklappen vermehrt
exprimiert werden 15. Zusatzlich zum Strukturverlust der Klappe hat dies auch biologische
Auswirkungen, da VIC sowohl iiber die mechanischen Eigenschaften ihrer Umgebung, als auch

rezeptorvermittelt von ECM-Bestandteilen beeinflusst werden.

Matrizelluldre Signale

Direkte Signallibertragung von ECM auf
VIC iber Adhdsionsrezeptoren fiir
Kollagen, Elastin, Biglycan etc.

Die Elastizitdt der ECM
reguliert Zellfunktionen &

Matrikrine Signaliibertragung die zelluldre Signalantwort

Die ECM sequestriert Wachstums-
faktoren wie Biglykan, TGFB und VEGF

Mechanische Signaltransduktion
AuRere mechanische Reize werden
iber die ECM auf die Zellen dbertragen

Abb. 1: Die Beeinflussung von VIC durch Komponenten der ECM. Die ECM iibertragt mechanische
Reize der Umgebung auf die VIC. Durch die Sequestration von Signalmolekiilen beeinflusst sie deren
Konzentration im Milieu und in der Konsequenz auch das Zellverhalten. Weiterhin besitzen VIC
Rezeptoren fiir verschiedene Matrixkomponenten, deren Aktivierung eine direkte intrazelluldre
Signalweiterleitung bewirken kann. Die Elastizitit bzw. Steifigkeit der ECM kann ebenfalls zelluldre
Vorgange und Regulationsmechanismen beeinflussen (modifiziert nach Chen et al, Circ Res. 2011 16).



Somit kann eine verdnderte ECM auch eine Alteration der Genexpression von VIC zur Folge
haben. Dariiberhinaus nimmt die ECM {iber die Sequestration von Signalmolekiilen Einfluss auf
VIC (Abb. 1) 16,

Ein fiir die Pathogenese der Aortenklappendegeneration besonders interessantes Molekiil der
ECM, welches der extrazellularen Sequestration unterliegt, ist Osteopontin (OPN). OPN ist ein
elektronegatives, ca. 300 Aminosduren grofdes Molekiil, welches physiologischerweise in
Knochengeweben vorkommt und von Osteoblasten produziert wird 17. Aufderdem wird es in
ektop kalzifiziertem Gewebe wie in degenerativ verdnderten Herzklappen vermehrt
vorgefunden 18. Bereits bei einer leichten Klappenkalzifizierung lassen sich peripher erhdhte
OPN-Konzentrationen messen, was die Einflussnahme von OPN auf den Entstehungsprozess
vermuten und OPN eine potentielle Markerrolle zukommen lasst. Topographisch ist OPN in
verkalkten Herzklappen mit Kalziumablagerungen in der Matrix kolokalisiert 19. OPN gehort zur
Glykophosphoproteinfamilie der small integrine-binding ligand N-linked glycoproteins
(SIBLINGs) 20, Thnen allen ist die sogenannte ASARM-Region gemeinsam (acidic serine- and
aspartate-rich motif), eine serin- und aspartatreiche Region, welche mehrfach phosphoryliert
werden kann. Alle SIBLINGs konnen im phosphorylierten Zustand tliber die ASARM-Region
Hydroxyapatit-Kristalle binden und somit den ektopen Kalzifizierungsprozessen
entgegenwirken 21. Diese Eigenschaft verliert OPN jedoch im nicht- oder wenig phosphorylierten
Zustand 22, Das humane OPN besitzt 36 sogenannte phosphorylation sites. Im Knochengewebe
werden hieriiber Osteoklasten im Hydroxyapatit der knéchernen ECM verankert, sodass das
OPN als eine Art Briicke zwischen beiden Komponenten fungiert (,,0steo-pontin®) 23. Weiterhin
von funktioneller Bedeutung sind die multiplen RGD-Sequenzen des OPN-Molekiils, bestehend
aus einer Aminosidurenabfolge von Arginin, Glycin und Aspartat. Uber diese Sequenz kénnen
Integrine und andere zellulire Oberflichenmolekiile gebunden wund intrazelluldre
Signalkaskaden beeinflusst werden 24 Besonders gut differenziert ist hier die
Signaltransduktion von OPN tber das Integrin a.f33 in Kostimulation mit CD44, welche durch die
Aktivierung des  NFkB-Signalweges Zelladhdsion, Zelliiberleben, Migration sowie
Immunreaktionen beeinflusst 25-28. Zudem kann OPN hiertiber den intrazelluliaren Akt-Signalweg
kontrollieren und auf diese Weise einer Matrixkalzifizierung entgegenwirken 29. Abgesehen von
seiner Bedeutung fiir die Biomineralisation ist OPN auch in inflammatorische Prozesse
involviert 1720, Seine genaue Rolle im Entstehungsprozess der Klappendegeneration ist jedoch
nicht abschliefdend geklart. Neben dem OPN werden eine Reihe weiterer Molekiile vermehrt in
ektop Kkalzifizierenden Geweben exprimiert. So weist auch die membranstindige,
gewebeunspezifische alkalische Phosphatase (engl. tissue non-specific alcaline phosphatase,
TNAP) im Rahmen des Degenerationsprozesses der Aortenklappe eine tempordre

Hochregulierung auf 30.



1.2.2 Zellbasierte Mechanismen

VIC sind der prddominante Zelltyp in der valvuliren Matrix und wesentlich fiir die
Matrixstruktur und Funktionalitdt verantwortlich 31. Sie kommen in allen drei Schichten der
Herzklappe vor, weisen in der lamina spongiosa allerdings eine niedrigere Zelldichte auf. VIC
nehmen iiber Sekretion und Abbau von Matrixbestandteilen Einfluss auf die Struktur der
Herzklappe und sind mafdgeblich an Umbauprozessen der ECM (remodeling) beteiligt.
Umgekehrt konnen jedoch auch einige Bestandteile der ECM Effekte auf die VIC zeigen. Neuere
Erkenntnisse legen nahe, dass VIC abhingig von den Wachstumsstimuli und
Umgebungsfaktoren, die auf sie einwirken, unterschiedliche phanotypische Merkmale ausbilden
kénnen, anhand derer sich verschiedene Funktionszustdnde der Zelle kategorisieren lassen.
Dabei ist der Phanotyp einer Zelle versatil, sodass die Zelle optimal auf die Konditionen ihres
Milieus reagieren kann. Embryogenetisch entstehen VIC aktuellen Studien zufolge aus
Endothelzellen, welche angeregt durch verschiedene Wachstumsfaktoren eine endothelial-
mesenchymale Transdifferenzierung (EndoMT) vollziehen und daraufhin die Bildung der
Herzklappe initiieren. Man unterscheidet weiterhin ruhende (quiescent, qVIC), aktivierte (aVIC)

und osteoblastische VIC (obVIC, Abb. 2)163233,
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Abb. 2: Phanotypische Funktionszustinde der VIC. qVIC entwickeln sich durch endothelial-
mesenchymale Transdifferenzierung (EndoMT) aus embryonalen Progenitorzellen, welche sich von
Klappenendothelzellen ableiten. Die Moglichkeit der direkten Entwicklung von aVIC aus Progenitorzellen
wird ebenfalls angenommen. Pathologische Verianderungen des Gewebes, hdmodynamische Einfliisse
sowie Wachstumsfaktoren, insbesondere transforming growth factor S (TGFB) fihren zu einer
Aktivierung von qVIC zu aVIC. Diese sind essentiell am Matrix-remodeling der Herzklappe beteiligt. -
Glycerolphosphat (B-GP), TGFB und bone morphogenic protein (BMP) férdern eine Transdifferenzierung
von qVIC zu obVIC, welche in Kalzifizierungsprozesse der Herzklappe involviert sind. In der Regel
wandeln sich obVIC und aVIC nicht in qVIC zuriick sondern unterlaufen anschlieflend der Apoptose
(adaptiert nach Liu et al, Am ] Pathol. 2007 33).



In der gesunden, adulten Aortenklappe liegen VIC iiberwiegend als qVIC vor, welche sowohl
liber adhesion junctions als auch iiber gap junctions miteinander in Verbindung stehen. Uber
letztere ist es ihnen mdglich, untereinander zu kommunizieren 34. Zu ihren Funktionen gehort
der Erhalt der Klappenstruktur sowie das Verhindern von Angioneogenese und konsekutiver
Gefafieinsprossung in die Herzklappenmatrix 33. Kommt es zu pathologischen Prozessen an der
Herzklappe oder erhohter mechanischer Beanspruchung, so verdndern die VIC ihr
Expressionsmuster und werden zu aVIC. In der aktivierten Form sind VIC in die Wundheilungs-
und Regenerationsprozesse eingebunden, welche sich einer Herzklappenschadigung
anschliefien. Die Zellen unterlaufen dabei einer myofibroblastischen Transdifferenzierung und
zeigen eine vermehrte Expression kontraktiler Filamente wie a-SMA oder Schwerkettenmyosin.
Auflerdem konnte gezeigt werden, dass aVIC im Vergleich zur ruhenden Form einen hdheren
Zellumsatz aufweisen; sowohl die Zellproliferation als auch die Zellapoptoserate ist gesteigert
31,3536, Fiir das remodeling der ECM sind aVIC essentiell. Sie sind entscheidend beteiligt an einer
gesteigerten Matrixdegradation und -neusynthese. Mafdgeblich ist hierbei eine erhohte
Expression der beiden Gelatinasen Matrixmetalloproteinase (MMP) 2 und 9, welche von aVIC
gebildet und in die ECM sezerniert werden, sowie ein gesteigertes Migrationsverhalten der
Zellen 1531, Weiterhin sezernieren aVIC unterschiedliche Zytokine wie den transforming growth
factor B (TGFp), welche autokrin wirksam sind, den aktivierten Phdnotypen der VIC weiter
begiinstigen und somit die Reparationsmechanismen in pathologisch verdnderten Klappen
unterhalten 3738, In der Regel wandeln sich aVIC nicht zurtck in qVIC sondern unterlaufen der
Apoptose. Es wird angenommen, dass eine Dysregulation bzw. Dysfunktion von aVIC iiber eine
zunehmende Klappenfibrosierung zu einer Aortenklappensklerose fiihren kann und somit in
letzter Konsequenz an der Initiierung einer Aortenklappendegeneration beteiligt ist 333940, Bei
Exposition gegeniiber B-Glycerolphosphat (3-GP), TGF oder Vertretern der bone morphogenic
protein (BMP) Subgruppe, welche z.T. ebenfalls der TGFB-Proteinfamilie zugerechnet werden,
unterlaufen die qVIC einer osteogenen Transformation und differenzieren sich zu obVIC 193341,
In 2D-Kulturen zeichnet sich dieser Phanotyp durch die Bildung kalzifizierender Zellnoduli aus
42, Dabei scheint der extrazellulire Nukleotidkatabolismus eine entscheidende Rolle fiir die
Bildung der Zellaggregate zu spielen. So stimuliert ATP insbesondere iiber den PY2-Rezeptor
sowohl prodegenerative als auch proinflammatorische Prozesse im kardiovaskularen System 43.
ATP-Spaltprodukte hingegen, allen voran das inorganische Pyrophosphat (PP;) weisen dem ATP
entgegengesetzte Effekte auf und wirken sowohl antiinflammatorisch als auch antikalzifizierend
an der Aortenklappe 44 PP;inhibiert Mineralisationsvorginge, indem es zum einen direkt die
Bildung extrazelluldrer Kristalle verhindert, zum anderen aber auch die OPN-Expression steigert
und die Aktivitdt der TNAP reduziert 4546, Somit stehen ATP und seine Metabolite in einer fiir
den Funktionserhalt der Aortenklappe essentiellen Homoostase. Auf ihrer Zelloberflache

exprimieren VIC die Enzyme TNAP sowie cluster of differentiation 73 (CD73). Beide Enzyme sind
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membranstidndige Phosphatasen, welche am Nukleotid-Stoffwechsel beteiligt sind und somit
entscheidend in das zuvor beschriebene Phosphat-Gleichgewicht eingreifen konnen. Die TNAP
kommt in verschiedenen Geweben vor und katalysiert unspezifisch diverse hydrolytische
Phosphatabspaltungsreaktionen - so auch den Abbau von protektiv wirkendem PP; - und
begiinstigt auf diesem Wege eine ektope Gewebekalzifizierung 47. Neben den extrazellularen
Nukleotiden wird auch das OPN als Substrat der TNAP diskutiert. So liegt es nahe, dass die TNAP
tiber eine Dephosphorylierung des OPN dessen antikalzifizierende Wirkung aufhebt und auf
diese Weise zusitzlich zu einem degenerativen Phdnotyp der Aortenklappe beitragen kann
(Abb. 3) 234344, Mathieu et al. konnten zeigen, dass eine Suppression der TNAP das Entstehen

kalzifizierender VIC-Zellaggregate in vitro verhindert.
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Abb. 3: Interaktionen von OPN und TNAP an der VIC. VIC sind in der Lage, OPN zu exprimieren und
dieses im Rahmen von posttranslationalen Modifikationen zu phosphorylieren. Phosphoryliertes OPN
kann neben seiner direkten inhibitorischen Wirkung auf Kalzifizierungsprozesse der ECM auch {iber das
Integrin o3 intrazelluldre Signalkaskaden beeinflussen. So reguliert es durch eine Phosphorylierung der
Akt-Gene die Expression der Proteinkinase B in VIC und antagonisiert auf diese Weise zellulire,
prokalzifizierende Prozesse. Desweiteren nimmt phosphoryliertes OPN iiber die Interaktion mit dem
Integrin o33 Einfluss aufdie Zellmigration und das Zelliiberleben. Kostimulatorische Signale durch CD44
sind fiir die Signaltransduktion liber das Integrin o3 essentiell. Die TNAP dephosphoryliert OPN und
spaltet anorganisches Pyrophosphat, wodurch beide Substrate ihre direkten antikalzifizierenden
Eigenschaften verlieren. Die zellvermittelten Effekte von OPN demgegeniiber sind unabhingig vom
Phosphorylierungsstatus, da sie tiber die RGD-Sequenz des Molekiils vermittelt werden 232429444849,



ObVIC weisen eine erhohte Expression der TNAP auf, was einen Zusammenhang zwischen
osteogener Transdifferenzierung von VIC, TNAP-Expression und der Entstehung einer
valvularen Matrixkalzifizierung vermuten lasst 50.

CD73 hingegen ist eine ekto-5'-Nukleotidase welche hochspezifisch die Reaktion von AMP zu
Adenosin katalysiert. Die Wirkung von Adenosin ist abhingig von seinem Rezeptortyp. Wahrend
der A1R einen antikalzifizierenden Effekt zu haben scheint, verstarkt eine Aktivierung des an
der Herzklappe vorwiegend exprimierten A2aR die Mineralisation der Klappenmatrix. Somit
wird von einem insgesamt prodegenerativen Effekt des Adenosin und indirekt auch von CD73
auf die Herzklappe ausgegangen. Dafiir spricht, dass degenerativ verdnderte Aortenklappen eine

erhohte enzymatische Aktivitat von CD73 aufweisen, wodurch vermehrt Adenosin entsteht 5152,

1.3 Der Einfluss von Zytokinen auf Zellen der Herzklappe

1.3.1 Transforming growth factor 8

TGFp ist ein Wachstumsfaktor, dessen biologisch aktive Form beim Menschen als 25 kDa grofies
Homodimer vorliegt und durch die Bindung an eine der beiden TGFp-Rezeptor-Subtypen die
SMAD-Signalkaskade aktiviert. Diese wiederum kann iber die Induktion von
Transkriptionsfaktoren die Expression verschiedener Proteine beeinflussen und ist so an der
Regulierung von Zellumsatz und Matrixumbauprozessen beteiligt 5354 TGF wirkt auto- und
parakrin sowohl auf das Klappenendothel als auch auf die Zellen des valvuldren Interstitiums 36.
Eine Stimulation der TGFB-Rezeptoren des Klappenendothels fiihrt zur Auflésung von Zell-Zell-
Kontakten und zur Gefaf3einsprossung. In 2D-Kultur konnte gezeigt werden, dass TGFp in VIC zu
einer erhohten Proliferations- und Apoptoserate fiithrt. Auflerdem bewirkt TGF[B eine
myofibroblastische Differenzierung der VIC, was sowohl eine vermehrte a-SMA-Expression als
auch eine Hochregulierung der MMPs impliziert 375556, Hieraus ldsst sich schlieféen, dass TGF[3
ein potenter Aktivator der qVIC ist. Zudem kann TGFB wie auch BMP tliber SMAD den
Transkriptionsfaktor Runx2 induzieren und somit zu einer osteogenen Transdifferenzierung
beitragen 53. Durch die Inkubation mit TGFB-haltigem Medium konnten VIC in vitro zur Bildung
kalzifizierender Noduli stimuliert werden. Diese wiederum werden als Pendant zu frithen
zelluliren Prozessen der Aortenklappenkalzifizierung betrachtet 3057. In degenerativ
verdnderten Aortenklappen konnte eine stark erh6hte Konzentration von TGFf3 gezeigt werden
40, Auch in vitro wird die Expression von TGFf durch die mechanische Schiadigung von VIC
hochreguliert 36. Dies alles weist darauf hin, dass TGFf3 eine wichtige Rolle in der Entwicklung

von degenerativen Aortenklappenerkrankungen einnimmt.



1.3.2 Vascular endothelial growth factor

Der vascular endothelial growth factor (VEGF) ist ein dimeres Glykoprotein, welches der platelet
derived growth factor- (PDGF)/ VEGF-Familie angehort. Diese Gruppe von Signalmolekiilen, die
funktionell als Wachstumsfaktoren agieren, ist sehr stark sowohl in die embryonale als auch in
die postnatale Angiogenese involviert und =zahlt als potentester Aktivator der
Neovaskularisation 58. Darunter ist VEGF der am lingsten bekannte und am weitesten
verbreitete Vertreter dieser Gruppe. Seine Expression wird unter hypoxischen Bedingungen
durch den hypoxia inducable factor HIF-la gesteigert und ist somit abhdngig vom
Sauerstoffgehalt 59. VEGF aktiviert tiber die Rezeptoren VEGFR 1/2 die Inositoltriphosphat-3-
Kinase sowie die Phospholipase C und fiihrt hieriiber zu einer verdnderten zelluldren
Genexpression. VEGF wirkt in physiologischen Mengen protektiv im kardiovaskuldren System
und ist essentiell fiir die vaskulire Homdostase, indem er das Uberleben von Endothelzellen
fordert, die Proliferation von glatten Muskelzellen der Gefifwand inhibiert und ferner iiber die
Stimulation der NO- und Prostazyklinsynthese zur Vasodilatation fiihrt 5869, In vitro Versuche
mit primadren VIC haben gezeigt, dass VEGF die Bildung von kalzifizierenden Zellaggregaten, wie
sie unter TGFB-Stimulation entstehen inhibiert. Zusatzlich reduziert VEGF die Apoptoserate in
VIC-Kulturen, sodass ein insgesamt protektiver Einfluss durch VEGF auch auf VIC angenommen
wird 57. In Fibroblasten der Adventitia fiihrt VEGF iiber den VEGFR-1 zu einer Zunahme der
Osteopontinexpression und kénnte iiber diesen Mechanismus antikalzifizierend wirken 6L
Insgesamt betrachtet geht man davon aus, dass in den gangigen in vitro Modellen VEGF eine dem

TGFp entgegengesetzte Wirkung auf VIC ausiibt 57.

1.4 Dreidimensionale Zellkulturmodelle und valvuldres tissue engineering

Die meisten in vitro-Untersuchungen an VIC werden in zweidimensionaler (2D) Zellkultur
durchgefiihrt. Unter physiologischen Bedingungen werden VIC jedoch von einer Vielzahl an
Faktoren beeinflusst, welche in der 2D-Zellkultur nicht beriicksichtigt werden kénnen. So
spielen Komponenten der ECM eine wesentliche Rolle in der zelluldren Signaltransduktion von
VIC. Durch Rezeptoraktivierung, Sequestration von Signalmolekiilen, elastische Eigenschaften
oder die Ubertragung duflerer mechanischer Einfliisse kann die ECM auf VIC einwirken (Fig. 2)
16, In vivo wirken wahrend der Herzaktionen alternierende Driicke permanent auf die
Aortenklappentaschen und ihre Zellen ein, woraus eine starke mechanische Beanspruchung der
VIC resultiert. Diese Aspekte bleiben in 2D-Kulturmodellen jedoch voéllig unbeachtet 62.
Weiterhin erhalt die einzelne VIC in 2D-Kultur eine unphysiologische Polaritit, da hier lediglich
das Wachstum in einer Ebene moglich ist. In vivo hingegen konnen die VIC in mehreren Ebenen
wachsen und migrieren. Es bestehen verschiedene Ansitze der Zellkultivierung in einer

dreidimensionalen (3D) Matrix, um einigen dieser Anspriiche gerecht zu werden.



1.4.1 Matrigel-basierte Extrazelluldrmatrix

Matrigel ist ein aus murinen Engelberth-Holm-Swarm-Sarkomen  gewonnenes
Basalmembranextrakt. Es besteht im Wesentlichen aus verschieden Proteinen der ECM wie
Laminin, Kollagen 1V, Entactin oder dem Proteoglykan Heparansulfat 63. Weiterhin enthailt es
auch unterschiedliche Wachstumsfaktoren wie den basic fibroblast growth factor, den epidermal
growth factor oder den insulin-like growth factor. Besonders in der Stamm- und
Tumorzellforschung wird Matrigel verwendet, da es der physiologischen ECM &hnelt und
gleichzeitig durch seine biophysikalischen Eigenschaften die Untersuchung von Zell-Matrix-
Interaktionen ermdoglicht ¢4 Obwohl die ECM - wie zuvor dargelegt - einen entscheidenden
Einfluss auf die Zelldifferenzierung und Zellproliferation haben kann und damit als eine
gesonderte Variable im Prozess der Aortenklappendegeneration zu betrachten ist, existieren nur
wenige Untersuchungen des Zellverhaltens von VIC in einem der physiologischen ECM

dhnlichen, matrigelbasierten 3D-Gertist (mECM).

1.4.2 Herzklappenprothetik und valvuldres tissue engineering

Bei  behandlungsbediirftigen, = degenerativ = verdnderten  Aortenklappen ist der
Aortenklappenersatz die einzige therapeutische Option mit kurativem Ansatz 65 Der erste
operative Aortenklappenersatz mit einer kiinstlichen Herzklappe wurde 1960 von Dwight
Emary Harken durchgefiihrt ¢6. Heutzutage stehen verschiedene Moglichkeiten des
Aortenklappenersatzes zur Verfiigung. Zum einen werden mechanische Herzklappenimplantate
verwendet. Sie zeichnen sich durch eine lange Haltbarkeit aus, haben jedoch ein hohes
thrombogenes Risiko und erfordern somit eine lebenslange Antikoagulation, wodurch
wiederum das Blutungsrisiko der Patienten steigt 67. Alternativ werden biologische
Herzklappenprothesen zum Aortenklappenersatz verwendet. Hier werden Allo- von Xenografts
unterschieden, welche aus menschlichen bzw. tierischen Herzklappen oder aus tierischem
Perikard hergestellt werden. Die biologischen Prothesen erfordern keine lebenslange
Antikoagulation. Durch physikalische und chemische Verfahren wie der Behandlung mit
Glutaraldehyd wird das Risiko immunologischer Reaktionen gegen das Implantat reduziert. Dies
allerdings impliziert eine Avitalisierung des Klappengewebes, sodass Zellproliferation und
Matrixregeneration nichtmehr moglich sind 8. Da ihre Haltbarkeit durch degenerative und
kalzifizierende Prozesse limitiert ist und keine Mdoglichkeit der zellulir gesteuerten
Matrixregeneration besteht, wiirden biologische Klappenprothesen bei jungen Patienten
erneute Interventionen an der Aortenklappe erfordern und sind somit bei diesem
Patientenkollektiv nicht indiziert 6. Trotz Behandlung mit Glutaraldehyd scheinen zudem auch
immunologische Prozesse eine Rolle bei der Degeneration biologischer Herzklappenprothesen

zu spielen 70. Insbesondere junge Patienten wiirden daher von Herzklappenprothesen



profitieren, welche erstens eine hohe Biokompatibilidt mit dem Empfingerorganismus
aufweisen und somit keine immunologischen Reaktionen hervorrufen, zweitens das Potenzial
zur Zellproliferation, aktiven Matrixdegradation und -erneuerung besitzen und zudem drittens
keine antikoagulatorische Behandlung erfordern. Ansidtze zur Entwicklung neuer
Herzklappenprothesen, welche diese Eigenschaften erfiillen bietet das tissue engineering.
Hierbei wird synthetisches oder biologisches Gewebe verwendet, um einen funktionellen
Klappenersatz zu ermoglichen. Im Falle der Herzklappenprothetik ist das Dezellularisieren
xenogener Herzklappen ein vielversprechendes Konzept 7!. Mit dieser Technik werden durch
enzymatische und nicht-enzymatische Prozesse Zellen des urspriinglichen Gewebes zerstért und
ausgewaschen, sodass ein azelluldres Matrixgeriist entsteht, welches in seinem Aufbau der
physiologischen Matrix sehr dhnlich ist 72. Anschlieflend gewdahrleistet eine Rebesiedlung der
dezellularisierten ECM (dECM) mit vitalen, herzklappenspezifischen Zellen die Funktionalitat
der Klappenprothese. Dabei werden verschiedene Ansatze zur Rebesiedlung verfolgt. Zum einen
konnte nach in vivo Implantation dezellularisierter, re-endothelialisierter Herzklappen eine
Rebesiedlung des Klappeninterstitiums durch gerichtete Migration von VIC des
Empfiangerorganismus aus der Peripherie nachgewiesen werden - ein Prozess, der auch als
guided tissue regeneration bezeichnet wird. Alternativ konnen dezellularisierte Herzklappen, z.B.
unter Zuhilfenahme von Bioreaktoren in vitro rebesiedelt werden 7374, Fiir eine endotheliale
Besiedlung von dECM ist die Entwicklung schon weit fortgeschritten, sodass bereits die ersten
klinischen Anwendungen von endothelial rebesiedelten Herzklappenprothesen durchgefiihrt
werden konnten 75. Weniger etabliert ist hingegen die in vitro-Besiedlung des
Klappeninterstitiums. Neuerdings stehen spezielle Besiedlungsvorrichtungen fiir dECM-Modelle
zur Verfiigung, welche die Evaluation von in vitro durchgefiihrten Rebesiedlungsversuchen
unter streng definierten, experimentellen Bedingungen ermdoglichen. Bisherige Arbeiten, die
dieses Modell verwenden beschiftigen sich jedoch ausschliefllich mit der endothelialen

Rebesiedlung 76.
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2 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll das Zellverhalten von VIC unter Kultivierung in einer 3D Matrix
analysiert werden. Dabei sollen zwei verschiedene 3D Kulturmodelle entwickelt und erprobt
werden: zum einen soll, ausgehend von frither publizierten Arbeiten zu 3D-Zellkulturen mit
Herzmuskelzellen, ein 3D-Kulturmodell unter Verwendung von Matrigel fiir primare, ovine VIC
etabliert werden (mECM) 77. In einem zweiten Modell soll die native ECM der Herzklappentasche
als extrazelluldres Geriist dienen, welches mit ovinen VIC besiedelt wird (dECM). Im Falle der
dECM soll zunéchst ein Verfahren etabliert werden, welches eine in vitro Besiedlung der Matrix
ohne Bioreaktor und unter Zuhilfenahme der zuvor beschriebenen Besiedlungsvorrichtungen
ermoglicht. Eigene Vorarbeiten haben gezeigt, dass konventionelles Aussden von VIC auf der
dECM zu keiner Matrixbesiedlung fiihrt. Dementsprechend miissen Methoden zur Modifizierung
der dECM und des Besiedlungsprotokolls entwickelt werden, um eine Matrixbesiedlung durch
VIC zu ermoglichen. Die Basalmembran auf der valvuldren Oberfliche sowie das nutritive
Angebot in der Klappenmatrix sind hierbei mogliche Faktoren, welche die Migration von VIC in
die Matrix der dECM beeinflussen konnten. Eine enzymatische Behandlung der Basalmembran
mit Trypsin/Ethylendiamintetraacetat (EDTA), die Photodisruption der Basalmembran mit Hilfe
eines Femto second Lasers (FsL) sowie die Variation des Angebots nutritiver Faktoren innerhalb
der Matrix und der ausgeséten Zellzahl sollen hinsichtlich einer verbesserten dECM-Besiedlung
erprobt werden. Die Besiedlungsqualitit soll durch Hé&dmatoxylin/Eosin-Farbungen (H&E-
Farbungen) evaluiert und die Eindringtiefe der VIC in die Matrix bewertet werden. Weiterhin
soll die Aktivitit von MMPs mit Hilfe der in situ Zymographie sowie die myofibroblastische
Transdifferenzierung der VIC nach Matrixbesiedlung anhand immunhistologischer Farbungen
untersucht werden.

Im Falle des matrigelbasierten 3D-Zellkulturmodells soll die ECM mit VIC besiedelt werden. Die
Kulturen sollen anschliefiend makroskopisch, histomorphologisch sowie molekularbiologisch
analysiert und die VIC hinsichtlich ihrer Entwicklung innerhalb der mECM beurteilt werden.
Uber die reine Beobachtung der Zelldistribution und das Zelliiberleben von VIC in dem hier
etablierten 3D-Kulturmodell hinaus soll der Einfluss von kalzifizierungsférdernden Botenstoffen
wie pB-Glycerolphosphat (-GP) und Calciumchlorid (CaCl;) sowie der Zytokine TGFf und VEGF
auf die VIC beurteilt werden. Die Untersuchung von Markern der myofibroblastischen bzw.
osteoblastischen Transdifferenzierung der VIC soll hierbei Aufschluss iiber das Differenzierung-

und Kalzifizierungsverhalten von VIC geben.
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3 Materialien

Zur Versuchsdurchfiihrung wurden die im Folgenden aufgelisteten Materialien und Laborgeréte

benutzt:

3.1 Verbrauchsmaterialien
Produkt
Amersham Membran
Cryovials
Einbettschalen
Einschweif3-Folie
Falcon 15 ml
Falcon 50 ml
Falcon 50 ml, konvex
Gelkdmme 1,5 mm
Gelkassette 1,5 mm
12-Well Inserts
24-Well Inserts
KP-CryoCompound
Zellkulturflasche T25
Zellkulturflasche T75
Zellkulturflasche T225
Nitrocellulose Membran
Stripetten 5 ml
Stripetten 10 ml
Stripetten 25 ml
Blottingpapiere 1,5 mm
Sterile Pipettenspitzen

10 ul kurz

10 pllang

20 ul

200 pl

1000 pl
12-Well Plate
24-Well Plate
SuperFrost Plus Objekttrager

Hersteller

GE Healthcare, Chalfont St. Giles
VWR Chemicals, Radnor
Medite, Burgdorf

Carl Roth, Karlsruhe

Greiner Bio One, Kremsmiinster
Sarstedt, Niimbrecht

Greiner Bio One, Kremsmiinster
Life Technologies, Kalifornien
Life Technologies, Kalifornien
Greiner Bio One, Kremsmiinster
Becton Dickinson, Franklin Lakes
VWR Chemicals, Radnor
Greiner Bio One, Kremsmiinster
Greiner Bio One, Kremsmiinster
Corning, New York

BIO RAD, Kalifornien

Corning, New York

Corning, New York

Corning, New York

Carl Roth, Karlsruhe

STARLAB, Hamburg
STARLAB, Hamburg
STARLAB, Hamburg
STARLAB, Hamburg
STARLAB, Hamburg
Greiner Bio One, Kremsmiinster
Greiner Bio One, Kremsmiinster

R. Langenbrinck, Emmendingen
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Artikelnr.
10600023
479-1262
48-6302-00
E706.1
188271
62.559.001
227261
NC3510
NC2015
665641
353095
1620C
690175
658175
353138
162-0115
4487
4488
4489
CL75.1

S1121-3810
S1120-3810
S1120-1810
S1120-8810
S1122-1830
665180
662160
03-0060



Sterilfilter

Deckglaser

Microcentrifuge Tubes 0,2 ml
Microcentrifuge Tubes 0,5 ml
Microcentrifuge Tubes 1,5 ml
Microcentrifuge Tubes 2,0 ml
Spritze

Kaniile

Shreddersaulen

MicroAmp 96-Well Reaction Plate

MicroAmp Optical Adhesive Film Kit

Soft tissues

Prolene 7-0

3.2 Chemikalien
Produkt
3,3’-Diaminobenzidin
Aceton

Acrylamid

Alcianblau
Ammoniumhydroxid 30%
Ammoniumperoxosulfat
Betaisodona

Bovines Serumalbumin Fraktion V
Brillant Crocein R
Calciumchlorid-Dihydrat
Chloroform
Desoxycholsaure
Diamidin-2-phenylindol
Direct Red 80

DNase

EDTA Titriplex III
Eisenchlorid-Hexahydrat
Eosin B

Essigsaure

Ethanol absolut

Fast Green FCF

MERCK, Darmstadt

Engelbrecht GmbH, Edermiinde
Biozym, Hessisch Oldendorf
Sorenson BioScience, Saltake City
Kisker, Steinfurt

Kisker, Steinfurt

B. Braun, Melsungen

Becton Dickinson, Franklin Lakes
QIAgen, Hilden

Life Technologies, Kalifornien
Life Technologies, Kalifornien
Tapira, Heidenheim

Johnson & Johnson, New Jersey

Hersteller
ZytomedSystems, Berlin
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, St. Louis
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, St. Louis
Mundipharma, Limburg
Carl Roth, Karlsruhe
Waldeck GmbH, Miinster
MERCK, Darmstadt
VWR Chemicals, Radnor
MERCK, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, St. Louis
QIAgen, Hilden

MERCK, Darmstadt
Sigma Aldrich, St. Louis
Sigma Aldrich, St. Louis
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, St. Louis
MERCK, Darmstadt
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SCGPUOSRE
k12450
711080
16890
GO52BP
GO53BP
9161309V
301300
79656
4346906
4313663
07730012
KHH5643H

Artikelnr.
DAB5000plus
5025.5
A515.1
A5268
CP17.1
A3678-25G

8076.3
1B-109
1.02382.1000
22711
1065040250
6335.1
365548
79254
1.08418.100
236489
861006
6755.2
34852
1.04022.0025



Fetales Kalberserum
Fluoresceint gelatin
Formaldehyd 37%

Glycin

Glycerol

Hamatoxylin

Isopropanol

Jod

Kaliumiodid
Kernechtrot-Aluminiumsulfat
Methanol

Meyer’s Himalaun
M-PER-Puffer
Natriumazid (NaNs3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumkarbonat
Natriumthiosulfat
OP-Abdecktuch

PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder

Phosphate buffered saline (PBS)
Phosphotungistic Acid
PhosStop

Picrinsaure

Propanol

Protease Inhibitor

Restore™-Westernblot-
Stripping-Buffer

RNase-Away

Roti HistoClear
Roti HistoKit II
Runningbuffer
Safran du Gatinais
Salzsaure (HCI)
Saurefuchsin

Shandon Gill 3 Hematoxylin

Biochrom

Life Technologies, Kalifornien

Carl Roth, Karlsruhe
MERCK, Darmstadt

Sigma Aldrich, St. Louis
ThermoScientific, Waltham
Sigma Aldrich, St. Louis
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
ThermoScientific, Waltham
Carl Roth, Karlsruhe
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt

Sigma Aldrich, St. Louis
L&R, Rengsdorf

ThermoScientific, Waltham

Sigma Aldrich, St. Louis
Sigma Aldrich, St. Louis
Roche Diagnostics, Rotkreuz
VWR Chemicals, Radnor
MERCK, Darmstadt

Roche Diagnostics, Rotkreuz

ThermoScientific, Waltham

VWR Chemicals, Radnor
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
ThermoScientific, Waltham
Waldeck GmbH, Miinster
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

ThermoScientific, Waltham
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S0615
D12054
4979.1
1041691000
G-9012
6765009
19516
7935.1
8491.1
N069.1
1060092511
1092490500
78501
K305.2
1064041000
106498
1063931000
72049
33010
26619

P4417

P4006
04906837001
84512.260
1096342511
04693124001
21059

7003
A538.1
T160.1
28362
5A-394
2607.1
T128.1
6765009



Silbernitrat

Skalpell

Skim Milk Powder
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sterile Handschuhe
SuperSignal Protein Ladder

SuperSignal West Femto

Maximum Sensitivity Substrate

TEMED

Tris Base

Tris HCI

Triton X

TRIzol

Tween
Wasserstoffperoxid
Western Blot Stripping Buffer
WesternBright Quantum
Xylol

B-Mercaptoethanol

3.3 Laborgeridite
Produkt

Abzug maXXima

Autoklav VX-95
Biophotometer plus
COz-Inkubator HERACell 240i
Cryostat CM 1950
Einschweifdgerat Folio
Eismaschine AF80
EpiChemie-II-Darkroom

Fluoreszenzlampe

Gefriertruhen und Kiihlschrinke

4°C (NUNC)
4°C
-20°C
-20°C (GS54NAW30)

-20°C (Premium NoFrost)

Carl Roth, Karlsruhe

VWR Chemicals, Radnor
Sigma Aldrich, St. Louis
Carl Roth, Karlsruhe
Semperit, Wien
ThermoScientific, Waltham

ThermoScientific, Waltham

BIO RAD, Kalifornien
Sigma Aldrich, St. Louis
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, St. Louis
Life Technologies, Kalifornien
MERCK, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
ThermoScientific, Waltham
Advansta, Kalifornien
VWR Chemicals, Radnor
Sigma Aldrich, St. Louis

Hersteller

WRT Laborbau, Stadtlohn
Systec, Wettenberg
Eppendorf, Hamburg
ThermoScientific, Waltham
LEICA, Wetzlar

Severin, Sundern

Scotsman, Illinois

UVP Laboratory Products, Kalifornien

LEICA, Wetzlar

ThermoScientific, Waltham
Lovibond, Dortmund
BOSCH, Stuttgart
SIEMENS, Miinchen
LIEBHERR, Bulle

15

9370.1
02.001.30.010
70166-500G
CN30.4
822751721
84785

34095

161-0801
T1503-1KG
9090.3
T9284
15596026
655205
9681.1
21059
K-12042-D20
28975
M7154



-80°C (REVCO)
Magnetriihrer RH basic 2
Homogenisator BRAUN-SONIC 125
Kamera
Microplate-Reader
Mikroskop DM2000
Mikroskop DMIL LED
Mini-Zentrifuge
NanoDrop 1000
Netzgerat PowerPac 200
Neubauer Zahlkammer
Pipettierhelfer accu-jet pro
RT-PCR System StepOne Plus
Saugpumpe Laboport
Schiittler KS-15 Control
Schiittler Vibrax-VXR
Semidry Trans-Blot SD Cell
Sterilbank HERASafe KS
Stickstofftank 35VHC
Thermocycler T3000
Waage BP 110 S
Warmebad 1092
Warmeschrank Function line
Zentrifugen Universal 16
Zentrifuge Labofuge 300
Zentrifuge 5804 R

3.4 Kits

Produkt

BCIP/NBT Liquid Substrate
GoTag® qPCR Master Mix
Kalziumassay

Live/Dead Kit

QuantiTect Kit

Qiagen RNeasy Mini Kit

ThermoScientific, Waltham
IKA, Staufen
Quigley-Rochester Inc.

LEICA, Wetzlar
ThermoScientific, Waltham
LEICA, Wetzlar

LEICA, Wetzlar

Carl Roth, Karlsruhe
ThermoScientific, Waltham
BIO RAD, Kalifornien
Marienfeld, Lauda-Konigshofen
BRAND, Wertheim

Life Technologies, Kalifornien
KNF Lab, New Jersey
Edmund Biihler GmbH, Hechingen
IKA, Staufen

BIO RAD, Kalifornien
ThermoScientific, Waltham
Taylor Wharton, Minnesota
Biometra, Gottingen
Sartorius, Gottingen

GFL, Hannover
ThermoScientific, Waltham
Hettich, Tuttlingen
ThermoScientific, Waltham

Eppendorf, Hamburg

Hersteller

Sigma Aldrich, St. Louis
Promega, Wisconsin

Cayman, Michigan

Life Technologies, Kalifornien
QIAgen, Hilden

QIAgen, Hilden
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Artikelnr.
B1911
A6002
700550
L3224
205313
74106



3.5 Zellkulturmedien und -zubehor

Produkt

0,25% Trypsin-EDTA
10xDMEM
Amphotericin B

BD Matrigel™
Collagen Typ I

Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM)

Dulbecco’s Phosphate-
Buffered Saline (PBS)

Fetales Kalberserum (FCS)
Gelatine

Incidur-Spray

L-Glutamine 200 mM
Kalziumchlorid

Nicht essentielle Aminosduren
Penicillin/Streptomycin
Recombinant Human TGF(
Recombinant Human VEGF

3-Glycerolphosphat

Hersteller

Life Technologies, Kalifornien
Sigma Aldrich, St. Louis

Gilead Sciences, Kalifornien
Becton Dickinson, Franklin Lakes
Becton Dickinson, Franklin Lakes

Sigma Aldrich, St. Louis

Life Technologies, Kalifornien

Biochrom, Berlin

Sigma Aldrich, St. Louis
ECOLAB, Minnesota

Life Technologies, Kalifornien
Sigma Aldrich, St. Louis
Sigma Aldrich, St. Louis

Life Technologies, Kalifornien
R&D Systems, Minnesota
R&D Systems, Minnesota
Sigma Aldrich, St. Louis

Artikelnr.
25200-114
D2429
4684857
356237
354236
D6546

14190-169

S0615

G9391
YD12/P301137
25030-024
C4901

M7145
15140-163
240-B-0027CF
293-VE

G9422

Basalmedium Vollmedium CaCl;-Medium

DMEM 500 ml 500 ml 500 ml
FCS 0,5% 10% 0,5%
L-Glutamin 1% 1% 1%
Penicillin/Streptomycin 1% 1% 1%
Amphotericin 1% 1% 1%
B-Glycerolphosphat - - 1 mM
Kalziumchlorid - - 1 mM

Tabelle 1: Zusammensetzung der unterschiedlichen Zellmedien.
unterscheiden sich in ihrem FCS-Gehalt. Das CaCl;-Medium basiert auf Basalmedium und enthéalt

zusatzlich die prokalzifizierenden Substanzen (3-Glycerolphosphat und Kalziumchlorid.
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3.6 Antikorper
Fiir die immunhistochemischen Farbungen sowie fiir das Westernblot-Verfahren wurden

folgende Antikorper verwendet:

3.6.1 Primdre Antikorper

Antikérper Organismus Verdiinnung Kennzeichnung

anti-MMP2 rabbit 1:1000 (BSA) ABCAM
ab37150
polyklonal

anti-PARP rabbit 1:250 (TBST) Cell Signaling (46D11)
#9532
monoklonal

anti-B-Aktin rabbit 1:1000 (BSA) Cell Signaling
#4967
polyklonal

anti-OPN mouse 1:100 (BSA) Novus Biologicals (1B20)
NB110-89062
monoklonal

anti-a-SMA mouse 1:100 (PBS) Sigma
1:500 (BSA) A5228
monoklonal

anti-Vimentin mouse 1:10 (PBS) PROGEN
10515V9
monoklonal

Die primaren Antikérper wurden fiir immunhistochemische Farbungen in PBS, fiir Westernblots
in 5% BSA/TBST oder im Falle von anti-PARP in reinem TBST verdiinnt.
Anti-a-SMA wurde fiir die Immunhistochemie im Verhaltnis 1:100 bzw. fiir die Westernblot-

Analyse im Verhaltnis 1:500 verdiinnt.
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3.6.2 Sekunddre Antikorper

Antikérper Organismus Verdiinnung Kennzeichnung

anti-mouse goat 1:5000 Jackson
Immunoresearch
115-035-044

HRP-gekoppelt

anti-rabbit goat 1:5000 Dianova
111-035-003
HRP-gekoppelt

anti-mouse goat 1:200 (IH) Santa Cruz Biotechnology
sc-2005
HRP-gekoppelt

anti-mouse goat 1:300 (FIH) Dianova Cy3
115-165-062
Indocarbocyanin-
gekoppelt

Sekundarantikorper wurden fiir die Westernblot-Verfahren in 5% Milchpulver/TBST oder BSA,
fiir die Immunhistochemie mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) und Fluoreszenzfarbungen in PBS

verdinnt.

3.7 Primer

Vorwidrts (5" 2 3’) Riickwdrts (5" 2 3’)
18S GCA-ATT-ATT-CCC-CAT-GAA-CG GGC-CTC-ACT-AAA-CCA-TCC-AA
ACTA2 GAT-AGA-GCA-CGG-CAT-CAT-CA GAA-GGG-TTG-GAT-GCT-CTT-CA
MMP2 TGA-CAA-GGA-CGG-CAA-GTA-TG GTA-AGA-TGT-GCC-CTG-GAA-GC
OPN GAT-GGC-CGA-GGT-GAT-AGT-GT TCG-TCT-TCT-TAG-GTG-CGT-CA
NT5E TCT-TCT-CAA-CAG-CAG-CAT-CC CCC-AAT-TCC-TGG-GTT-GAA-TA

Tabelle 2: Verwendete Primer und ihre Nukleotidsequenzen.
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3.8 Puffer und Losungen

Anodenpuffer 1 Anodenpuffer 2 Kathodenpuffer Runningbuffer
Tris Base - 25 mM 25 mM 25 mM
Methanol 10% 10% 10% -
Glycin - - 40 mM 192 mM
SDS - - - 3,5 mM
pH 10,4 10,4 9,4 .
Tabelle 3: Zusammensetzung der Anoden-, Kathoden- und Runningbuffer fiir

Gelelektrophorese sowie die Westernblot-Analyse.

die

Ldmmli-Puffer

MPER-Lésung

9 ml HzO
18,2 ml 1,5M Tris

10 ml MPER-Puffer
1 Tablette PhosStop

9 ml 20% SDS
36,8 ml Glycerol -

1 Tablette Phosphatase-Inhibitor

27 ml B-Mercaptoethanol -

Tabelle 4: Zusammensetzung des Limmli-Puffers sowie der MPER-Lésung zur Probenaufbereitung
fiir die Westernblot-Analyse.

o e
Tris Base 0,5M 0,5M 0,05 M
NaCl 1,5M 1,5M 0,15M
Tween 20 - 0,1% =
FCS - - 10%
BSA - - 0,15 mM
pH 7,5 7,5 7,6

Tabelle 5: Losungsansiatze fiir 10xTBS und 10xTBST fiir die Westernblot-Analyse sowie fiir die
Blockierlosung zur immunhistologischen Farbung.
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Eosin-Lésung Natriumkarbonat-Formaldehyd

1,5 g Eosinpulver 10 g Natriumkabonat
150 ml Aquagest 50 ml Formaldehyd
150 ml 100% Ethanol 150 ml Aquagest

300 pl pure Essigsdure

Tabelle 6: Zusammensetzung der Eosinlésung fiir die Himatoxylin-Eosin-Firbung sowie der
Natriumkarbonat-Formaldehyd-Lésung zur Von Kossa Firbung.

Jodidlésung Eisenchlorid Weigert’s Eisenhdmatoxylin

10 gJod 12,4 g Eisenchlorid- 60 ml Himatoxylin (2%)
Hexahydrat

20 g Kaliumiodid 500 ml Aquagest 40 ml Eisenchlorid

500 ml Aquagest 5 ml Salzsaure (37%) 20 ml Jodlésung

Tabelle 7: Erstellung von Weigert's Eisenhdmatoxylin.

Sdurefuchsin-Stock-Lsg. Brillant Crocein R-Stock-Lsg. ~ Crocein-Sdurefuchsin-Lsg.
0,5 g Saurefuchsin 4 g Brillant Crocein R 20 ml Saurefuchsin-Stock
497,5 ml Aquagest 398 ml Aquagest 80 ml Brillant-Crocein-Stock

2,5 ml Essigsaure (100%) - -

Tabelle 8: Herstellung von Crocein-Saurefuchsin-Losung.

In situ Zymographie Puffer Hannoveraner Dezellularisierungslésung
7,6 mM Tris-HCI Aquagest

2 mM Kalziumchlorid-Dihydrat 0,05% NaN3

30,8 mM NaCl 0,5% SDS

5% Triton X 0,5% DCA

Tabelle 9: Zusammensetzung des in situ Zymographie-Puffers sowie der Hannoveraner
Dezellularisierungslésung.

Bouin’sche Lésung

300 ml Pikrinsaure
100 ml Formaldehyd (37%)

20 ml Essigsaure (100%)

Tabelle 10: Herstellung von Bouin’scher Lésung.
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Sterilbank

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Verwendete
Materialien wurden, sofern nicht steril verpackt, zur Sterilisation autoklaviert oder alternativ
mit Ethanol bzw. Desinfektionsmittel griindlich gereinigt. Es wurde auf eine sterile Arbeitsweise

geachtet.

4.1.2 Zellgewinnung und Zellpassagierung

Zur Gewinnung oviner aortaler VIC wurden ovine Herzen von einem lokal ansissigen
Schlachthof bezogen. Die Herzklappen wurden steril herausprépariert, in PBS gewaschen und
die Segel anschliefRend mittels Schere zerkleinert. Nun wurden die Gewebestlicke in Vollmedium
suspendiert und in eine mit Gelatine vorbeschichtete t25 Kultivierungsflasche gegeben. Bei einer
Konfluenz von etwa 90% wurden die Zellen gesplittet. Hierzu wurde der Zellrasen in der
Kultivierungsflasche zunidchst zweimal vorsichtig mit PBS gewaschen. Dann wurde zur
Zellablosung Trypsin/EDTA auf die Zellen gegeben und die Kulturflasche fiir 3 min bei 37°C und
einem pCO; von 5% inkubiert, wodurch die VIC aus ihrem Zellverband herausgeldst wurden und
dabei ihre charakteristische dendritische Form verloren. Die Trypsinreaktion wurde durch
Zugabe von mindestens der doppelten Menge Vollmedium nach 3 min abgestoppt. Im Anschluss
wurden die abgeldsten Zellen in ein Falcon iiberfiihrt und mittels Zentrifugation abpelletiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in frischem Vollmedium resuspendiert.
Daraufhin wurde die Zellsuspension auf 3-5 neue Kulturflaschen aufgeteilt und diese mit
Medium aufgefiillt. Von Passage 0 (P0) auf P1 und von P1 auf P2 wurden die Zellen in grofiere
Kultursflaschen tiberfiihrt, sodass sie ab P2 in t225-Flaschen ausgesdt wurden. Die Zellen

wurden bis P3 herangezogen und zwischen P3 und P6 fiir die Besiedlung von ECM verwendet.

4.1.3 Einfrieren und Auftauen von VIC

Zellen, die erst zu einem spateren Zeitpunkt bendtigt wurden, wurden bei -80°C weggefroren.
Hierzu wurden sie wie oben beschrieben abtrypsiniert, pelletiert, in DMSO-basiertem
Einfriermedium (FCS, 10% DMSO) suspendiert und schliefflich in cryovials bei
-80°C oder in Fliissigstickstoff weggefroren. Bei Bedarf wurden die Zellen durch eine moglichst
rasche Zugabe von vorgewidrmtem Vollmedium aufgetaut. Dabei wurde 1 ml DMSO-
Zellsuspension in 6 ml Vollmedium aufgenommen und zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, das Pellet in frischem Vollmedium suspendiert und in eine mit Gelatine

vorbeschichtete Kultivierungsflasche gegeben.
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4.1.4 Zellzdhlung mittels Neubauer Zdihlkammer

Um eine definierte Zellzahl in der Matrix aussden zu konnen, wurde die in einer Zellsuspension
enthaltene Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer ermittelt.

Die Zellen wurden wie unter 4.1.2 beschrieben abtrypsiniert und durch Zentrifugation pelletiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 10 ml frischem Vollmedium vollstindig gelost.
Es wurden 50 pl der Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau - einem dunkelblauen, anionischen
Azofarbstoff, welcher die Zellmembran abgestorbener Zellen passieren kann und diese so
gegeniiber den lebendigen Zellen mikroskopisch abgrenzbar macht - vermischt. Anschliefdend
wurde die Anzahl vitaler Zellen in der Probe lichtmikroskopisch ausgezihlt und hieraus die

Gesamtzellzahl errechnet.

4.1.5 VIC Kultivierung in mECM

Um eine moglichst natiirliche Umgebung fiir die VIC zu schaffen, wurden diese in einem
matrigelbasierten 3D-Gertist kultiviert, welches in seiner Zusammensetzung der valvularen ECM
dhnelt. Diese mECM wurde aus den zwei Hauptkomponenten Kollagen und BD Matrigel™
gebildet, welche in der fertigen mECM-Konfiguration ein Verhaltnis von etwa 1:2 zueinander
aufwiesen. Kollagen Typ I wurde auf 1 mg/ml verdiinnt, mit 10xXDMEM im Verhéltnis 5:2
vermischt und anschlieffend mit 0,1 M NaOH neutralisiert, bis ein Farbumschlag zu erkennen
war. VIC wurden mittels Trypsin aus der 2D-Zellkultur geerntet, mit Hilfe der Neubauerkammer
ausgezahlt und im Anschluss in auf 4°C gekiihltem, purem DMEM in einer Konzentration von
20x10¢ Zellen/ml suspendiert. Abhdngig vom Endvolumen der mECM wurde soviel
Zellsuspension ins Matrigel gegeben, dass die Zellkonzentration in der fertigen mECM 2x10¢
Zellen/ml  entsprach. Anschlieffend wurde ziigig die Kollagenkomponente zur
Matrigelkomponente hinzugegeben und eine homogene Verteilung angestrebt. Es wurden
mECM-Volumina zwischen 150 pl und 300 pl verwendet, welche in die vorgekiihlten well-inserts
pipettiert und fiir 45 min bei 37°C im Inkubator ausgehéartet wurden. Im Anschluss wurde in das
well 1,5 ml und auf die mECM im insert 750 pl Vollmedium gegeben, sodass die VIC in der mECM
durch Diffusion sowohl von oben als auch von unten iiber eine permeable Membran am Boden
des transwells erndahrt werden konnten (Abb. 4). Der Tag der Matrixbesiedlung wird im
Folgenden als Tag 0 (d0) bezeichnet. Ab Kulturtag 1 wurden die mECM-Kulturen unter den vier
verschiedenen Konditionen: Basalmedium, CaCl;-Medium sowie CaCl;-Medium ergdnzt um die
Wachstumsfaktoren TGF (2,5 ng/ml) bzw. VEGF (5 ng/ml) iiber 8 Tage kultiviert. Das Medium
wurde an Tag 4 und 7 gewechselt. An Tag 8 wurden die mECM-Kulturen geerntet und zur

weiteren Prozessierung aufbereitet.
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Abb. 4: Dreidimensionale mECM mit VIC im transwell-insert. Auf die mECM wurde Vollmedium
gegeben, ebenso in das well, welches das insert umgibt. Die Erndhrung der vitalen Zellen erfolgt per
Diffusion durch die Matrix sowohl von oben als auch von unten liber eine permeable Membran (adaptiert
nach Hof et al, Eur ] Cardiothorac Surg. 2016 78).

4.1.5.1 Kulturgréfsenbestimmung

Zur makroskopischen Charakterisierung wurden die besiedelten mECM an den Tagen 1, 4 und 7
der Kultivierung fotographisch dokumentiert. Unter Zuhilfenahme einer Leuchtquelle (light pad)
konnten die Konturen der mECM gut abgegrenzt werden. Zur Quantifizierung der
Groflenentwicklung wurde mittels Image/ die Flache der Kultur (im Folgenden als Kulturgrofie

bezeichnet) als Korrelat bestimmt und in Relation zur Grundflache des inserts gesetzt.
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4.1.6 VIC-Kultivierung in dECM

4.1.6.1 Prdparation oviner Aortenklappen

Zur Herstellung von dezellularisierter Extrazellularmatrix (dECM) wurden ovine Herzen von
lokal ansassigen Schlachthofen bezogen. Zum Zeitpunkt der Praparation lag die Explantation der
Herzen nicht langer als 6 Stunden zuriick. In dieser Zeit wurden die Herzen auf Eis gekiihlt
aufbewahrt. Zunachst wurde das Perikard entfernt und der apex cordis abgetrennt, sodass man
von apikal einen Blick in das Kammersystem des Herzens erhielt. Hiervon ausgehend wurde das
gesamte rechte Herz sowie das linke atrium entfernt. Nun wurde das verbleibende interatriale
Septum bis kurz vor die Klappenebene herunterprapariert, sodass nur noch der truncus aortae
samt Aortenklappe erhalten blieb. Die aorta ascendens wurde soweit proximal wie moglich
abgetrennt, ohne dabei die Segel der Aortenklappe zu beschadigen. Schlielich wurde der

truncus aortae griindlich von Myokardresten freiprapariert (Abb. 5).

Abb. 5: Priaparation der Aortenklappe. Ovines Herz wenige Stunden nach Explantation (A). Abtrennen
des apex cordis (B) und Ansicht von apikal auf linken und rechten Ventrikel (C). Freipraparierter truncus
aortae mit Aortenklappe (D).
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4.1.6.2 Dezellularisierung oviner Aortenklappen

Nach einer initialen antibiotischen Behandlung der Aortenklappen erfolgte ein detergenzien-
basiertes Dezellularisierungsverfahren (,Hannoveraner Protokoll”) mit Sodium-Dodecylsulfat
(SDS) und Desoxycholsdure (DCA) (Tabelle 11). SDS und DCA wirken als Detergenzien an der
Zellmembran und zerstoren auf diese Weise die Zellen der Herzklappenmatrix. NaN3; wurde dem
Dezellularisierungsprotokoll als antimikrobieller Zusatz hinzugefiigt und unterstiitzt die
antibiotische Dekontamination des Prdparates, indem es die Cytochrom-c-Oxidase der
mitochondrialen Atmungskette inhibiert. 79. Hierdurch reduziert es die Konzentration des
lebensnotwendigen ATP in Mikroorganismen, sodass diese absterben 80. Durch Waschschritte
mit PBS wurden die Zellreste aus der Matrix herausgewaschen.

Im Anschluss an den Dezellularisierungsprozess wurden die dECM auf unterschiedliche Weise
weiterbehandelt und das Ergebnis der Dezellularisierung und Matrixbesiedlung vergleichend
gegenlibergestellt. Die ventrikulare Seite der Klappensegel wurde zur besseren Orientierung mit
Prolene 7-0 und einem chirurgischen Knoten gekennzeichnet. Dann wurden die einzelnen Segel
moglichst grof3ziigig aus dem Klappenring herausgetrennt, ohne dabei Myokardanteile

einzubeziehen (Abb. 6).

Abb. 6: Dezellularisierte Herzklappe. (A) Dezellularisierter truncus aortae, welcher zwischen zwei
Segeln erdffnet wird, sodass alle drei Segel erhalten bleiben (B). Der Schnitt wird dabei genau in der
Klappenkommissur gesetzt. Zur Orientierung werden die Segel durch einen chirurgischen Knoten an der
ventrikuldren Seite markiert (C). AnschliefRend werden sie moglichst grofdflichig aus dem Klappenring
herausgeschnitten, ohne dabei Myokardstiicke mit abzutrennen (D).
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Substanzen Zeitdauer

Betaisodona 1h
2% Penicillin/ Streptomycin auf PBS 1h
Hannoveraner Lésung 4x12 h
0,05% NaNzauf Aquades: (7,7 mM) 24 h
1% Penicillin/ Streptomycin auf PBS 3x48 h

Tabelle 11: Hannoveraner Dezellularisierungsprotokoll. Dargestellt sind die einzelnen
Dezellularisierungsschritte mit Inkubationszeiten. Abgesehen von der antibiotischen Behandlung mit
Betaisodona wurden alle Inkubationsschritte unter permanenter Bewegung auf einem Schiittler
(220/min)  durchgefiihrt. Der Losungswechsel fand ab dem Einsatz der Hannoveraner
Dezellularisierungslésung unter sterilen Bedingungen statt (adaptiert nach Akhyari et al, Eur ]
Cardiothorac Surg. 2010 79).

4.1.6.3 Weitere Prozessierung und Rebesiedlung der dECM

Die herauspraparierten, dezellularisierten Klappensegel wurden wie in Tabelle 12 dargestellt
entweder mittels laservermittelter Photomanipulation oder enzymatisch mit Trypsin
weiterbehandelt. Als Kontrollen wurden jeweils unbehandelte dECM verwendet. Um die
Basalmembran auf der valvuldren Oberflache zu durchbrechen und somit den Eintritt von VIC in
die Klappenmatrix zu ermdoglichen, wurde die dECM mit einem FsL behandelt. Die FsL-
vermittelte Manipulation der dECM fand im Rahmen einer Kooperation mit dem Laserzentrum
Hannover durch die Mitarbeiter der AG Biophotonic Imaging and Manipulation, Abteilung
Biomedical Optics (Leiter: Dr.-Ing. Heiko Meyer) statt. Dabei wurden verschiedene
Laserleistungen in einem Bereich zwischen 400 mW und 1000 mW angewendet. Alternativ
wurden die dECM iiber 30 min mit Trypsin inkubiert und anschliefend in beiden Fallen mit VIC
besiedelt.

Die Rebesiedlung der dECM fand unter sterilen Bedingungen statt. Dabei kam eine spezielle
Besiedlungsvorrichtung, das ECM evaluation culture device (EECD) zur Anwendung. Dieses
besteht im Wesentlichen aus einer Bodenplatte, einem Schraubverschluss sowie einem Zylinder,
welcher dicht mit der Bodenplatte abschliefst und iiber dessen oberes Ende ein Zugang zum
Besiedlungsmilieu ermdoglicht wird (Abb. 7A und 7B). Die dezellularisierten, aus dem
Klappenring herauspriaparierten und gegebenenfalls weiterbehandelten Aortenklappensegel
wurden griindlich in PBS gewaschen. Daraufhin wurden die dECM mit der ventrikuldren bzw.
perforierten Seite nach oben auf die Bodenplatte der Besiedlungsvorrichtung gelegt. Es wurde
darauf geachtet, dass die mechanische Manipulation der dECM durch das Instrumentarium
moglichst gering gehalten und auf den Segelrand beschrankt wurde. Der Zylinder wurde so auf
die dECM aufgesetzt, dass er diese liickenlos bedeckte und mit Hilfe des Schraubverschlusses

feste angedriickt. Die besiedelte Fliche der dECM entsprach somit der ca. 50 mm?2 messenden
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Grundflache des Zylinders. Zur Matrixbesiedlung wurden VIC wie unter 4.1.2 und 4.1.4
beschrieben aus dem 2D-Zellrasen gelost und mittels Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. Die
Zellen in der Zellsuspension wurden anschlieffend erneut pelletiert und in Vollmedium
resuspendiert. Nun wurden tiber den oberen Zugang des Zylinders die VIC auf den dECM
ausgesat. Die dECM wurden iiber 7 Tage bei 37°C und 5% pCO: inkubiert und das Medium an
den Kulturtagen 1, 3 und 5 gewechselt. Dariiberhinaus wurde zur Besiedlungsoptimierung ein
modifiziertes Besiedlungsprotokoll entwickelt. Dabei wurden die besiedelten dECM bereits nach
24-stiindiger Zellanhaftung in den EECD in ein transwell transferiert und fiir die restliche Dauer
hierin kultiviert, wobei der Algorithmus des Mediumwechsels beibehalten wurde (Tabelle 12).
Im Unterschied zur Besiedlung in den EECD wird auf diese Weise die dECM von beiden Seiten
mit Ndhrmedium umspiilt, was ein Austrocknen der Matrix auf der abgewandten Seite
verhindert und zusatzlich ein héheres Nahrstoffangebot innerhalb der Matrix gewahrleistet
(Abb. 7C). An Tag 7 wurden die dECM aus der Besiedlungsvorrichtung herausgenommen, erneut
mit PBS gewaschen und anschlieffend zur histologischen Analyse mittels CryoCompound

eingebettet (Abb. 7D).

dECM, FsL dECM, Trypsin dECM, Trypsin,
transwell
Zellen/ ECM 0,3x106/50 mm? 0,3x106/50 mm? 106/50 mm?
ECM-Behandlung Photodisruption Trypsin Trypsin
(400-1000 mW) (10 puM, 30 min) (100 uM, 30 min)
Kultivierung EECD EECD EECD (d1)

+ transwell (d2-7)

Tabelle 12: Manipulation der dECM-Oberflache und Besiedlungskonditionen. Die dECM wurden vor
der Besiedlung mit Femto second Laser (FsL) bestrahlt, wobei Laserleistungen zwischen
400 mW und 1000 mW eingesetzt wurden (n = 7). Alternativ wurden die dECM fiir 30 min mit Trypsin
inkubiert. Im letzteren Falle wurde ein Standardmodell sowie ein modifiziertes Besiedlungsmodell
angewandt, in dem die besiedelten dECM nach 24 Stunden vom ECM evaluation culture device (EECD) in
ein transwell tberfilhrt wurden, eine hohere Zellzahl ausgesdt und stdrker konzentriertes Trypsin
verwendet wurde (je n = 5).

28



Transwell-
insert

dECM
e (L ventricularis)

— VIC

— —— _ permeable

\\ Membran
I

dECM (I fibrosa) ~ DMEM

Abb. 7: Besiedlungssettings fiir dECM. A, B: EECD, Disc-System (A) und Blocksystem (B). Beide
Besiedlungsvorrichtungen bestehen aus Bodenplatte, Zylinderaufsatz, dessen Volumen die
Besiedlungskammer darstellt und dessen Grundfliche mit ca. 50 mm?2 die besiedelte Fliche der dECM
definiert sowie einem Schraubverschluss. Die Besiedlungskammer ist von oben zum Mediumwechsel
zuganglich. C: Schematische Darstellung einer rebesiedelten dECM, welche in ein transwell-System
tiberfiihrt wurde. Medium umgibt die Matrix von beiden Seiten. Die ventrikuldre Seite der dECM ist
besiedelt. D: Rebesiedelte dECM auf der EECD-Bodenplatte nach 7-tdgiger Kultivierung im EECD. Der
Zylinderaufsatz wurde abgenommen. Areale der dECM, welche nicht vom Zylinder bedeckt waren sind
eingetrocknet (adaptiert nach Hof et al., Eur | Cardiothorac Surg. 2016 78).
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4.2 Proteinanalyse mittels Westernblot

Zur Proteinanalyse mittels Westernblot wurden Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wie erstmals von Ulrich Limmli beschrieben nach ihrer Grofie
und Ladung aufgetrennt, anschliefend auf eine Membran iibertragen und mittels

Antikorperreaktion sichtbar gemacht 81.

4.2.1 Probenaufbereitung

Die mECM wurden mit PBS gewaschen, in ein Eppendorf-Gefafd tberfithrt, mit 50 pl
Phosphatase- und Protease-Inhibitoren-haltigem M-PER-Puffer versetzt und auf Eis gelagert.
AnschliefRend wurden die mECM mittels Ultraschall zerkleinert, sodass Zelllysate entstanden, in
welchen die Proteine frei vorlagen. Von der so gewonnenen Losung wurden 10 pl in ein neues
Eppendorf-Gefafd gegeben und mit 5 pl 4x-Lammli-Puffer versetzt. Zuvor wurde das Zelllysat bei
einer zu hohen photometrischen Dichte gegebenenfalls mit M-PER-Puffer verdiinnt. Dann
wurden die Proben fiir 5 min bei 90°C im Heizblock erhitzt, sodass die Proteine in ihrer

Primarstruktur vorlagen und im Anschluss fiir 15 min bei 10.000 G zentrifugiert.

4.2.2 Gelherstellung

Zur Herstellung des Polyacrylamid-Gels wurde zunidchst ein 10%-iges Trenngel vorgefertigt
(Tabelle 13), mit welchem die Gelkassette zu 3% befiillt wurde. Nachdem 1 ml Propanol auf das
Trenngel in der Gelkassette gegeben wurde, um Blasenbildungen im Gel zu vermeiden,
polymerisierte das Trenngel innerhalb von 30 min aus. Daraufhin wurde das iiberstehende
Propanol abgeschiittet und die Gelkassette bis oben mit 5%-igem Sammelgel befiillt. In das
Sammelgel wurde ein Gelkamm fiir 10 bzw. 15 Geltaschen gesteckt. Nach weiteren 30 min war
auch das Sammelgel auspolymerisiert und von fester Konsistenz. Nun konnte das Gel entweder
sofort fiir die Gelelektrophorese verwendet oder in angefeuchteten Zellstoff gewickelt und bei

4°C fir maximal 3 Tage gelagert werden.

Trenngel (10%) Sammelgel (5%)
Bisacrylamide 40% 2,5 ml 720 pl
H,0 4,8 ml 3,5 ml
Tris Base 1,5 M pH 8,8 2,5 ml 650 ul
20% SDS 50 ul 25 ul
10% Ammoniumperoxosulfat 100 pl 50 ul
TEMED 5ul 5ul

Tabelle 13: Zusammensetzung von 10%-igem Trenn- und 5%-igem Sammelgel fiir die Gel-
Elektrophorese.
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4.2.3 Gelelektrophorese/SDS-PAGE

Zur Vorbereitung der SDS-PAGE wurde die Gelkassette inklusive des Polyacrylamidgels in die
Elektrophoresekammer eingespannt und diese mit Laufpuffer befiillt. Die Geltaschen wurden
mit 15 pl der mit Lammli-Puffer aufbereiteten Probe, einem Proteingréfienmarker sowie
gegebenenfalls einer Positivkontrolle zur spiteren Evaluierung des Bandensignals befiillt. Die
Elektrophoresekammer wurde an den BIO-RAD PowerPac 200 angeschlossen und so ein
elektrisches Feld angelegt. Durch dieses elektrische Feld wurden die Proteine in der jeweiligen
Probe entsprechend ihrer Ladung und Gréf3e durch das Polyacrylamidgel bewegt, wobei sich die
Proteine um so schneller durch das Gel bewegten, je kleiner und je starker negativ sie geladen
waren. Nach ca. 40 min hatten die Proteinbanden das Trenngel nahezu vollstindig durchlaufen,

sodass die Gelelektrophorese gestoppt wurde.

4.2.4 Western-Blotting und Antikérperbindung

Mithilfe der Westernblot-Methode wurden die durch die Gelelektrophorese entstandenen und
nach Grofle aufgetrennten Proteinbanden auf eine Membran transferriert, um ausgewdahlte
Banden im Anschluss sichtbar machen zu koénnen. Ein zurechtgeschnittenes Stiick Whatman-
Paper wurde in Anodenpuffer 1, ein weiteres in Anodenpuffer 2 (Tabelle 3) und zwei Whatman-
Paper sowie das Polyacrylamidgel in Kathodenpuffer getaucht. Nacheinander wurden nun die
Whatman-Paper aus Anodenpuffer 1 und 2, das Polyacrylamidgel, die Amersham- bzw.
Nitrocellulosemembran und das Whatman-Paper aus dem Kathodenpuffer unter Vermeidung
von Blasenbildung auf den Semidry transfer cell bzw. den Electrophoresis Power Supply EPS 301
gelegt. Nun wurde fiir 90 min ein elektrisches Feld mit einer konstanten Stromstdrke von 250
mA pro Polyacrylamid-Gel angelegt, durch welches die Proteinbanden von dem Gel in Richtung
Anode auf die darunterliegende Amersham- bzw. Nitrocellulose-Membran iibertragen wurden.
Im Anschluss an den Bandentransfer wurden die unspezifischen Epitope der Proteine 60 min
lang abhdngig vom Zielprotein mit 5% Magermilch bzw. 5% BSA auf TBST blockiert.
Anschliefend wurde die Blotmembran mit dem entsprechenden Erstantikérper iliber Nacht bei
4°C unter permanenter Bewegung inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran auf einem
Schiittler fiir 3x15 min bei Raumtemperatur (RT) in TBST gewaschen und fiir 90 min mit dem
Zweitantikorper inkubiert, welcher an den Fc-Teil des Erstantikorpers bindet und somit indirekt
den Nachweis der jeweiligen Proteinbande auf der Blotmembran ermdoglicht. Abschlief3end

wurde die Blotmembran erneut 3x15 min bei RT in TBST gewaschen und entwickelt.

4.2.5 Bandenvisualisierung und Auswertung
Zur Entwicklung des Blots wurden 500 pl WesternBright Chemilumineszenz Substrat Quantum
auf die Membran pipettiert und diese dann in Folie eingeschweifdt. Die Bandendetektion erfolgte

mit Hilfe des EpiChemie-1I-Darkroom. Bei schlechter Signalqualitat wurde zur Signalverstarkung
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250 pl SuperSignal West Femto auf die Membran gegeben. Nach Aufnahme wurden die
Membranen in TBST gewaschen, in TBST-benetzte Whatman-Paper gelegt, eingeschweifdt und
bei 4°C aufbewahrt bzw. erneut fiir die Ladekontrolle verwendet. Als Ladekontrolle wurde in
allen Fillen B-Aktin verwendet. Die Inkubation mit Erst- und Zweitantikorper sowie die
Entwicklung fiir die Ladekontrolle wurden entsprechend wiederholt, wobei zuvor die am
Zielprotein gebundenen Erst- und Zweitantikorper mittels stripping-buffer entfernt wurden. Die

Auswertung der Westernblots erfolgte durch die Bandenintensitdtsmessung mittels Image].
4.3 Histologie und Immunhistochemie

4.3.1 Kryoschnitte

Zur histologischen und immunhistologischen Darstellung der Praparate wurden mECM- bzw.
dECM-Kulturen mittels KP-CryoCompound eingebettet, in Fliissigstickstoff schockgefroren und
bei -80°C gelagert. Die eingebetteten Proben wurden am Kryostat geschnitten, wobei die
Schnittdicke der Pradparate fiir alle histologischen und immunhistologischen Untersuchungen 10
um, fiir den MMP-Aktivititsnachweis mittels in situ Zymographie und die relativ
Kollagenquantifizierung 15 um betrug. Die geschnittenen Priaparate wurden auf Objekttrager

aufgezogen und bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

4.3.2 Hdmatoxylin/Eosin Fdrbung

Um einen orientierenden Eindruck der 3D-Kulturen zu erhalten, wurden sowohl von
rebesiedelten dECM als auch von mECM Himatoxylin/Eosin-Ubersichtsfirbungen (H&E-
Farbungen) angefertigt.

Nachdem die Kryoschnitte fiir 30 min bei RT aufgetaut wurden, wurden sie sukzessiv fiir jeweils
1 min in Hamatoxylin, frisches Aquades;, 5%-ige Essigsdure als Oxidanz fiir das Hamatoxylin und
erneut in frisches Aquagest getaucht. Im Anschluss wurden die Praparate unter flieféendes
Leitungswasser gehalten, wodurch der pH-Wert angehoben und die basophilen
Zellkomponenten ,gebldaut” wurden. Die Kryoschnitte wurden daraufhin in 70%-iges Ethanol
getaucht, fir 15 min mit Eosin gegengefirbt und anschlieffend in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70% Ethanol, 96% Ethanol, 100% Ethanol, Xylol) entwdssert. Dann wurden die

Schnitte getrocknet und mit Roti HistoKit Il eingedeckt.

4.3.3 Von Kossa Fdrbung

Die Von Kossa Farbung dient dem histologischen Kalzifizierungsnachweis auf der Basis einer
Prazipitationsreaktion von Silberionen mit Phosphat. Als Positivkontrolle dienten Praparate
kalzifizierter Mauseaorten (freundliche Gabe von Dr. ].-P. Minol). Die Kryoschnitte wurden
aufgetaut und mit Aceton fiir 8 min bei -20°C fixiert. Anschlief}end wurden sie luftgetrocknet,

kurz in Aquagest getaucht und dann 15 min lang in einer 5%-igen Silbernitratlésung inkubiert. Da
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es sich hierbei um eine lichtabhdngige Reaktion handelt, wurde dieser Schritt bei direkter
Lichteinstrahlung unter einer Neonlichtrohre durchgefiihrt. Nach der Inkubation wurden die
Prdparate mit Aquades: gewaschen und mit Natriumkarbonat-Formaldehydlésung reduziert,
wodurch ein schwarzer Niederschlag entstand. Die Praparate wurden mit flieflendem
Leitungswasser gewaschen, mit 5%-iger Natriumthiosulfatlésung inkubiert und dann erneut
gewaschen. AnschliefRend erfolgte eine Kernfirbung mit Aluminiumsulfat-Kernechtrot.
Schliefdlich wurden die Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und mit Roti

HistoKit Il eingedeckt.

4.3.4 Movat’s Pentachrom Fdrbung

Zur Evaluation der ECM wurden die einzelnen Bestandteile des extrazelluliren Gewebes mittels
Movat’'s Pentachrom-Farbung dargestellt. Hierzu wurden die Kryoschnitte iiber Nacht auf 37°C
erwdrmt und dann mit 4%-iger Formalinlosung fixiert. Nun wurden die Objekttrager fiir 10 min
in auf 50°C erhitzte Bouin’sche LOosung gestellt und anschliefdend fiir 10 min mit fliefendem
Leitungswasser gewaschen. Die Schnitte wurden mit 5%-igem Natriumthiosulfat inkubiert und
anschlieffend mit Aquagest gesplilt. Dann wurden die Prédparate sukzessiv mit 1%-igem
Alzianblau (20 min), erhitztem alkalischem Alkohol (30% Ammoniumhydroxid in 96% Ethanol
1:9; 10 min), Weigert’s working solution (9 min, Tabelle 7) und Brillant-Crocein-Sdurefuchsin
working solution (1 min, Tabelle 8) inkubiert. Dazwischen wurden die Prdparate jeweils mit
Leitungswasser oder Aquades: gewaschen. Anschlieffend wurden die Farbungen mit 5%-iger
Phosphorwolframsaure differenziert und dann in Essigsdure gespiilt. Die Prdparate wurden
zuletzt mit Alkohol entwéssert (96% und 100% Ethanol), mit alkoholischem Safran gefarbt (6 g
Safran du Gatinais in 100 ml Ethanol 100%), erneut entwassert (100% Ethanol, Xylol) und dann

eingedeckt.

4.3.5 Immunhistochemische Fdrbungen

Das Prinzip der immunhistochemischen Farbung basiert auf dem spezifischen Nachweis von
Antigenstrukturen im histologischen Prdaparat mit Hilfe von Antikérpern. Dabei wird das
Prdparat zundchst mit einem Antikorper, welcher gegen das nachzuweisende Antigen gerichtet
ist, inkubiert und schlief3lich ein Zweitantikorper hinzugegeben, dessen Fap-Teil an den Fc-Teil
des Erstantikoérpers bindet. Im Anschluss kann der Zweitantikérper nachgewiesen werden.

Hierzu wurden zwei unterschiedliche Methoden verwendet.

4.3.5.1 Immunhistochemische Fdrbung mittels 3,3‘-Diaminobenzidin

Bei der 3,3’-Diaminobenzidin- (DAB-) Farbung gelingt der Nachweis des Zweitantikorpers liber
eine enzymatische Reaktion, bei der eine an den Zweitantikorper gekoppelte, aus Meerrettich
gewonnene Peroxidase (horseradish-Peroxidase) H,0, oxidiert. Hierbei werden Protonen frei,

welche zum braunen Farbumschlag eines zuvor farblosen Chromogens fiihren (Abb. 8).
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Die Schnitte wurden zunichst aufgetaut und bei -20°C in Aceton fixiert. Als Positivkontrolle
wurde ovines Myokard verwendet, welches im Zuge der VIC-Isolierung aus den Schafsherzen
gewonnen und wie oben beschrieben eingebettet und geschnitten wurde. Daraufhin wurden die
Praparate in PBS gewaschen und fiir eine Stunde in Blockierlosung gegeben, welche
unspezifische Antikérperbindungsstellen im Praparat blockiert, sodass der Erstantikorper
moglichst spezifisch an das Antigen bindet. Nun wurden die Schnitte in einer Feuchtkammer fiir
60 min mit dem Erstantikérper inkubiert. Die Praparate wurden erneut in PBS gewaschen und
sodann zur Blockierung in der Probe vorhandener Hydroxid-Peroxidasen mit 3%-igem H0:
inkubiert, sodass es nicht zu Interferenzen mit der Zweitantikorper-gekoppelten horseradish-
Peroxidase kommen konnte. Anschlieflend erfolgte die Inkubation mit dem Zweitantikorper und
weitere Waschschritt mit PBS. Zur Detektion des Zweitantikorpers wurden die Praparate fiir in
Tris Base Puffer getaucht und fiir kurz Zeit mit dem Substrat-Chromogen-Gemisch (20:1)
inkubiert. Zum Abstoppen der DAB-Reaktion wurden die Praparate erneut in Tris Base Puffer
getaucht und anschlieflend in Aquages: gewaschen. Schliefllich folgte eine Kernfirbung mit

Hamalaun mit anschliefRender Blauung durch Leitungswasser.

Chromogen (DAB)
horseradish

Peroxidase T H,0,
Zweitantikorper - H,0

Farbumschlag

Erstantikérper \

Antigen :

Abb. 8: Immunhistochemischer Antigennachweis mittels DAB. Der Erstantikdrper bindet das
spezifische Antigen. Der F,,-Teil des sekundédren Antikorpers richtet sich gegen den Fc-Teil des primaren
Antikorpers und ist an eine horseradish-Peroxidase gekoppelt, welche iiber eine Oxidation des DAB zum
braunen Farbumschlag fithrt (adaptiert nach Kim et al, ] Pathol Transl Med. 2016 82).

4.3.5.2 Indirekte Inmunfluoreszenzfdrbung

Alternativ zur DAB-Farbemethode wurde auch der immunhistochemische Antigennachweis
mittels fluoreszenzgekoppelten Antikérpern angewandt. Hier ist der Zweitantikdrper statt an
ein Enzym an ein fluoreszierendes Substrat gekoppelt, welches im Anschluss an die Farbung

unter einem Fluoreszenzmikroskop detektiert werden kann.

34



Die Schnitte wurden aufgetaut, bei -20°C mit 99%-igem Ethanol fixiert und anschlief3end
luftgetrocknet. Daraufhin wurden die Praparate 5 min mit 0,2%-igem Triton X in PBS behandelt.
Triton X ist ein nichtionisches Detergenz, welches die Zellmembran permeabel fiir grofiere
Proteine wie etwa Antikorper macht. Es folgte ein Waschschritt mit PBS, woraufhin die
Praparate mit dem Erstantikorper in einer Feuchtkammer inkubiert und daraufhin erneut in
PBS gewaschen wurden. AnschliefSend erfolgte die 45-miniitige Inkubation mit einem
fluorochrommarkierten Zweitantikorper. Nach einem letzten Waschschritt mit PBS wurden die
Praparate kurz mit Aquagest gespult, in 99% Ethanol getaucht, luftgetrocknet und mit 4',6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) - einem blau fluoreszierender Farbstoff, welcher sich im
Zellkern an die Desoxyribonukleinsdure (DNA) lagert und somit kernhaltige Zellen nachweist -

eingedeckt.

4.4 In situ Zymographie

Mit Hilfe der in situ Zymographie erfolgt im Gegensatz zur Immunhistochemie, bei welcher
Antigene detektiert werden, der Nachweis von enzymatischer Aktivitit. Im konkreten Fall
wurde die enzymatische Aktivitdit der MMP2 und MMP9 untersucht, welche auch als Gelatinasen
bezeichnet werden.

Frisch hergestellte Kryoschnitte von 15 pm Dicke wurden mit 1%-iger, fluoreszenzmarkierter
Gelatine in ISZ-Puffer (Tabelle 9) iiber Nacht bei 37°C in einer Feuchtkammer inkubiert. Alle
Arbeitsschritte erfolgten unter Lichtausschluss um die Fluoreszenz der Gelatine zu erhalten. Als
Negativkontrolle wurden Proben sowohl mit reinem ISZ-Puffer als auch mit EDTA-haltiger
Arbeitslosung, welche die Gelatinaseaktivitdt inhibiert eingesetzt. Am Folgetag wurden die
Praparate mit PBS gewaschen, luftgetrocknet und anschlieffend mit DAPI eingedeckt. Die

Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.

4.5 Picro-Sirius Red/ Fast Green-Fdrbung und relative Kollagenquantifizierung

Die Picro-Sirius Red/Fast Green-Farbung dient der Beurteilung von kollagendsen und nicht-
kollagendsen Proteinanteilen des Gewebes. Dabei farbt Picro-Sirius Red Kollagenstrukturen und
Fast Green nicht-kollagendse Proteine an. Zum einen wurden histologische Farbungen an 10 pm
dicken Kryoschnitten von dECM angefertigt. Diese wurden fiir eine Stunde mit 0,1% Sirius Red
und 0,1% Fast Green-Losung in Picrinsdure inkubiert. Daraufhin wurden die Prdparate in 0,01 M
HCl gewaschen, in 100% Ethanol entwdissert und wieder in Roti HistoClear gewaschen,
anschliefend eingedeckt und mikroskopiert.

Fiir eine photokolorimetrische Quantifizierung in Anlehnung an die 1985 von Lépez de Ledn
und Rojkind beschriebene Methode wurden 15 pm dicke Kryoschnitte verwendet 83. Sie wurden
ebenfalls fiir eine Stunde in der zuvor beschriebenen Picro-Sirius Red/Fast Green-
Picrinsdurelosung gefarbt und anschlief3end mit flieffendem Aquagest gewaschen. Nun wurden

die Praparate mit einer scharfen Klinge vom Objekttrager gekratzt und in ein 2 ml Eppendorf-
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Gefafs gegeben. Dieses wurde mit 1 ml 0,1 M Natronlauge und 1 ml Methanol befiillt und solange
geschiittelt, bis die Farbstoffe vollstindig in die Losung libergegangen waren und die Praparate
sich entfarbt hatten. Die Extinktion wurde fiir Picro-Sirius Red bei 540 nm und fiir Fast Green bei

605 nm gemessen. Der relative Kollagenanteil berechnet sich anhand der Formel:

(Extsaonm — 0,291 X Exteosnm) <+ 2,08
((Ext540nm — 0,291 X Exteosnm) + 2,08) + (Exteosnm + 38,4)

Dabei entspricht der Zahler dem korrigierten Kollagengehalt der Probe, welcher in Relation zum
Gesamtproteingehalt im Nenner gesetzt wird. Dieser ergibt sich aus der Summe von
korrigiertem Kollagengehalt und nicht-kollagendsen Proteinanteilen. Die Subtraktion des
relativen Kollagengehalts von dem Wert 1 liefert den relativen Anteil an nicht-kollagen6sen

Proteinanteilen.

4.6 BCIP/NBT-Assay

Zum Nachweis der enzymatischen Aktivitat der TNAP wurde ein BCIP/NBT-Assay durchgefiihrt.
Die Substanz 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-Phosphat (BCIP) ist ein synthetisches Substrat der
alkalischen Phosphatase. Diese hydrolysiert BCIP zu anorganischem Phosphat und 5-Bromo-4-
chloro-3-indoxyl, welches anschlieffend mit Hilfe von Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
oxidiert wird. Dabei entsteht der blaue Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor. Ein Tag vor dem
Ernten der mECM-Kulturen wurde beim letzten Mediumwechsel BCIP/NBT-Substrat und
Basalmedium im Verhadltnis 1:1 gemischt und auf die mECM ins transwell-insert sowie in das
well gegeben. Die Kulturen wurden bei 37°C und einem pCOzvon 5% liber Nacht inkubiert, am
nichsten Tag zur histologischen Aufarbeitung eingebettet und bei -80°C weggefroren. Nach der
Anfertigung von Kryoschnitten erfolgte eine Kernfarbung mit Aluminiumsulfat-Kernechtrot. Die
Kryoschnitte wurden fiir 8 min bei -20°C in Aceton fixiert, anschliefRend luftgetrocknet und kurz
in Aquagess gewaschen. Daraufhin erfolgte eine 15-miniitige Inkubation der Schnitte in
Aluminiumsulfat-Kernechtrot-Losung, erneutes Waschen in Aquages: und schliefdlich die
Entwisserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Die Praparate wurden eingedeckt und

konnten nun mikroskopisch ausgewertet werden.
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4.7 Quantitative Genanalyse

Zur Analyse der Genexpression wurde das Verfahren der sog. quantitative reverse transcriptase
(bzw. real time) polymerase chain reaction (qRT-PCR) angewandt, welches sich aus der 1986
erstmals beschriebenen Polymerasen-Kettenreaktion ableitet 84 Zunachst wurde aus den Zellen
in der 3D-Matrix mRNA gewonnen, welche im Anschluss in cDNA umgeschrieben und der

spezifischen Genanalyse mittels qRT-PCR zugefiihrt wurde.

4.7.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte unter Anwendung des Qiagen RNeasy Mini Kits und die Verarbeitung
der Proben wurde im Allgemeinen entsprechend der Empfehlung des Herstellers durchgefiihrt.
Die mECM-Kulturen wurden nach dem Ernten in 1 ml Trizol, ein aus Phenol und Guanidin-
Isothiocyanat zusammengesetztes Reagenz zur RNA-Extraktion aufgenommen und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Anschliefiend wurden die Proben entweder bei -80°C weggefroren
oder zur RNA-Extraktion aufgetaut, mittels Vortex-Mixers durchmischt und homogenisiert. Die
Homogenisierung erfolgte durch mehrmalige Aspiration durch eine Kaniile mit 0,9 mm
Durchmesser sowie zusatzlich durch Qiagen-Shreddersaulen. Es wurden 200 pl Chloroform pro
ml zur Trizollésung hinzugegeben. Anschlieffend wurden die Proben fiir 15 min bei 6°C und
15.000 rcf zentrifugiert und der wissrige, die RNA enthaltende Uberstand von der Trizolphase
abpipettiert, in welcher sich im Wesentlichen Proteine anreicherten.

Zum wassrigen Anteil wurden 500 pl Isopropanol gegeben, was nach einer 10-miniitigen
Inkubation und anschlieféenden Zentrifugation bei 6°C und 15.000 rcf iiber 10 min zur RNA-
Prizipitation und Pelletierung fiihrt. Der Uberstand wurde abgekippt und das Pellet in 1 ml 75%
Ethanol vorsichtig gewaschen. Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt iiber 5 min bei 6°C.
Der Uberstand wurde abgekippt und das Pellet in 100 pl RNase-freiem H,0 geldst. AnschlieRend
wurden 350 pl B-Mercaptoethanollésung (1:100 in RLT-Puffer) hinzugegeben. Die Proben
wurden mittels Vortex-Mixer durchmischt, mit 250 pl 100% Ethanol versetzt und in die
Zentrifugationssdulen iiberfiihrt.

Weiterhin wurde nach Herstellerprotokoll verfahren, bis die RNA-Probe zuletzt in 25 pl RNase-
freies H,0 aufgenommen werden konnte und anschliefiend sofort auf Eis gestellt oder bei -80°C

weggefroren wurde.

4.7.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Konzentration in den Proben wurde mittels Spektrophotometrie bestimmt. Hierbei
wurde der NanoDrop1000 verwendet. Die RNA-Konzentration in ng/pl wurde anhand der
Absorption bei 260 nm Wellenldnge ermittelt. Die Probenqualitiat wurde mit Hilfe des 260/280-
und 260/230-Quotienten beurteilt.
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4.7.3 Reverse Transkription

Fir die gqRT-PCR sind DNA-Sequenzen notwendig, weshalb die isolierte RNA in cDNA
umgeschrieben werden musste. Umgeschrieben wurden 100 ng RNA in einem Endvolumen von
20 pl. Dazu wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit verwendet, und die Verarbeitung der
Proben im Allgemeinen entsprechend der Empfehlung des Herstellers durchgefiihrt. Wahrend
der Probenvorbereitung wurden die Proben auf Eis gelagert. Es wurden 100 ng der in RNase-
freiem H,0 gelosten RNA mit 2 pul gDNA wipeout buffer versetzt und auf ein Volumen von 14 pl
mit RNase-freiem H,O aufgefiillt. Anschlief3end erfolgte eine Inkubation im Thermocycler bei
42°C fiir 2 min. Den Proben wurden sukzessiv 4 pl RT buffer, 1 pl RT primer und 1 pl reverse
Transkriptase hinzugefiigt. Anschlieflend erfolgte eine erneute Inkubation im Thermocycler iiber
30 min bei 42°C zum Primer-Annealing, woraufhin die Proben fiir 3 min auf 95°C erhitzt und

schlief’lich wieder abgekiihlt wurden. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.

4.7.4 Quantitative reverse transcriptase PCR

Die qRT-PCR amplifiziert die vorhandene ¢cDNA in mehreren Reaktionszyklen und weist durch
fluoreszenzbasierte Verfahren den DNA-Gehalt in einer Probe nach. Zur Quantifizierung der
PCR-Produkte wurde der fluoreszierende Cyanin-Farbstoff BRYT Green™ benutzt. Dieser
interkaliert an doppelstrangige DNA und emittiert griines Licht bei einer Wellenldnge von 530
nm. Die Intensitdt des emittierten Fluoreszenzsignals korreliert mit der Menge vorhandener
Amplifikationsprodukte und kann so als Mafd fiir die Expression des untersuchten
Genabschnittes dienen. Primer, cDNA und Fluoreszenzfarbstoff wurden in folgendem Verhaltnis

mit RNase-freiem Wasser vermischt (Tabelle 14):

BRYT Green ™ 10 ul
RNase-freies H;0 7,4 pl
cDNA 2ul210ng
Forward primer 0,3 ul
Reverse primer 0,3 ul

Tabelle 14: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes.

Es wurde das StepOnePlus™ real time PCR System von Applied Biosystems als Thermocycler sowie
der GoTag® qPCR Master Mix zur Amplifikation und Signaldetektion verwendet. Ein
Amplifikationszyklus besteht aus drei Phasen (Abb. 9). Zunachst wird der cDNA-Doppelstrang
durch Erhitzen denaturiert, sodass DNA-Einzelstrange vorliegen. Es folgt das Primer-Annealing -
die Primer lagern sich hierbei ihrer Leserichtung entsprechend an einen der beiden DNA-
Einzelstrange an, und zwar dort, wo ihre Basensequenz komplementir zu der der DNA ist.

Anschliefiend lauft die Polymerase Kettenreaktion ab, durch welche ausgehend vom Primer der
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komplementdre DNA-Strang synthetisiert wird. Dieser Schritt wird auch als Elongation
bezeichnet. So verdoppelt sich die Menge der DNA nach jedem Amplifikationszyklus. Es wurden
insgesamt 40 Amplifikationszyklen pro PCR durchlaufen. Vorher und hinterher erfolgten
Schritte zur Aktivierung bzw. endgiiltigen Terminierung der PCR-Reaktion. Die Konditionen
wiahrend eines Amplifikationszyklus sind Tabelle 15 zu entnehmen. Die Auswertung erfolgte

anhand der AACt-Methode 85.

Temperatur Zeit
Hot-Start Aktivierung 95°C 2 min
Denaturierung 95°C 15 sec
Annealing und Elongation 60°C 60 sec
Dissoziation 95°C - 60°C - 95°C 15 sec - 60 sec - 15 sec

Tabelle 15: Ablaufkonditionen der qRT-PCR-Reaktion.

5 3
g 5¢

Nukleotide

BRYT Green™
5 3
. 000000
Primer
3 5

Abb. 9: Ablauf eines Amplifikationszyklus im Rahmen der qRT-PCR. In einem ersten Schritt wird der
cDNA-Doppelstrang durch Denaturierung in zwei Einzelstrange aufgetrennt. Es folgt die Hybridisierung
der Primer an die DNA-Einzelstrange. Anschlieffend synthetisiert eine Polymerase vom Primer ausgehend
den komplementaren Strang, sodass am Ende eines jeden Amplifikationszyklus die doppelte Menge DNA
vorliegt. Der Cyanin-Farbstoff BRYT-Green™ bindet an doppelstrangige DNA und lasst somit auf das
Vorhandensein des primer-spezifischen Gens riickschliefRen (adaptiert nach Alberts et al, Molecular
Biology of the Cell, 2011 89)
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4.8 Kalzium-Assay

Der Gesamt-Kalziumgehalt der mECM wurde mit Hilfe des Cayman Kalzium-Assays ermittelt.
Dieser Assay macht sich zunutze, dass Kalzium in alkalischer Umgebung mit o-Cresolphthalein-
Complexone reagiert. Als Reaktionsprodukt entsteht ein Komplex, welcher Licht zwischen 570
nm und 590 nm Wellenldnge absorbiert. Diese Absorption kann mit Hilfe eines Microplate-
Readers detektiert und quantifiziert werden. Somit kann der Kalziumgehalt der einzelnen
Proben bestimmt werden.

Die mECM-Kulturen wurden mit PBS gewaschen, gewogen und in 5 ml Tris-HCl-Puffer pro 1 g
mECM aufgenommen. Daraufhin wurden sie mittels Ultraschall zerkleinert, durchmischt und fiir
5 min auf Eis gestellt. Danach wurden die Proben 15 min lang bei 4°C und 15.000 rcf
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf-GefiR {iberfiihrt. AnschlieRend wurden
10 pl jeder Probe sowie einer Standard-Konzentrationsreihe in eine 96-well-Platte pipettiert.
Unter Lichtexklusion wurde das Working Detector Reagent nach Herstellerangaben vorbereitet
und 100 pl des Reagenz zu jeder Probe gegeben. Die Platte wurde 20-30 sec lang gleichmafig
geschwenkt, 5 min bei RT inkubiert und schlieflich wurde die Absorption bei 580 nm im

Microplate-Reader gemessen. Von dieser liefs sich auf den Kalziumgehalt in der Probe schlief3en.

4.9 Live/Dead Assay

Mit Hilfe des Live/Dead-Assays konnen lebende von toten Zellen innerhalb einer
dreidimensionalen Matrix unterschieden werden. Er basiert auf den Farbstoffen Calcein und
Ethidiumhomodimer (EthD). Calcein-Acetoxymethyl (Calcein AM) kann frei durch die
Zellmembran diffundieren. Im Zellinneren wird der Acetoxymethylrest unspezifisch durch
Esterasen, welche ubiquitdr in lebenden Zellen vorkommen, abgespalten, wodurch das griin
fluoreszierende, membranimpermeable Calcein entsteht. EthD hingegen kann nur tiber Defekte
in der Zellmembran, wie sie bei apoptotischen oder nekrotischen Zellen vorkommen, in die Zelle
sowie in den Kern gelangen, wo eine Anlagerung an die DNA erfolgt. Hier wird die Emission von
rotem Licht durch Bindung an Nukleinsduren angeregt und so die Fluoreszenz des EthD um den
Faktor 100 gesteigert. Calcein AM wurde 1:9, EthD 1:4 in PBS verdiinnt. Die Arbeitslésungen
wurden anschliefend im Verhéiltnis 1:250 in Basalmedium gegeben. Die mECM-Kulturen
wurden mit PBS gewaschen und anschlief3end fiir 1 h bei 37°C und einem pCO;von 5% mit dem
Chromogen-enthaltenden Basalmedium inkubiert. Die Signaldetektion erfolgte anschlieféend am
Laserrastermikroskop (engl.: laser scanning mikroscope, LSM) mithilfe der ZEN-Software. Mittels

Z-stacking konnten Schichtaufnahmen einer 3D mECM-Probe angefertigt und beurteilt werden.
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4.10 Software und statistische Auswertung

Photointensitdtsmessungen zur Westernblot-Signalauswertung sowie geometrische Messungen
im Rahmen der Kulturgréfdenbestimmung wurden unter Zuhilfenahme von Image] 1.48v
software durchgefiihrt. Aufnahmen von Gewebeschnitten im Rahmen der Histologie und
Immunhistochemie wurden mit Hilfe des Leica DM2000 und der Leica Application Software LAS
v3.1 angefertigt. Fiir LSM-Aufnahmen im Life/Dead-Assay wurde die ZEN imaging software von
CARL ZEISS benutzt. Statistische Analysen wurden mit GraphPad Prism Version 6 unternommen.
Alle Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt, wobei eine Varianzanalyse
(analysis of variance, ANOVA) mit anschliefRender Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt wurde.

Unterschiede wurden ab einem p-Wert von < 0,05 als signifikant erachtet.
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchungen zur VIC-Kultivierung in mECM
5.1.1 Morphologische Charakterisierung der besiedelten mECM

5.1.1.1 Kulturgréfsenbestimmung

Um sich der morphologischen Charakterisierung des dreidimensionalen Kultivierungsmodells
anzundhern, wurden zunachst makroskopische Verdanderungen von besiedelten mECM {iiber den
gesamten Kultivierungszeitraum dokumentiert. Die Auswertung erfolgte wie unter 4.1.5.1

beschrieben mithilfe von Imagej.
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Abb. 10: Makroskopische Charakterisierung der mECM-Kulturen iiber den zeitlichen Verlauf.
A-C: Fotodokumentation von mithilfe eines lightpads durchleuchteten mECM-Kulturen. Dargestellt sind
reprasentative Bilder von TGFp-stimulierten mECM an Tag 1 (A), Tag 4 (B) und Tag 7 (C) der Kultivierung
mit initialem Volumen von 300 pl. Makroskopisch lasst sich eine Kulturgroflenreduktion tber den
zeitlichen Verlauf erkennen. D: Relative Kulturgrofdenquantifizierung. Approximativ wurde der
Kulturumfang als Surrogat fiir die Kulturgréfie mittels Imagej definiert und dieser zu den Zeitpunkten d1,
d4 und d7 ins Verhaltnis zur initialen Kulturgrofie (d0) gesetzt. Nach Stimulation mit den
unterschiedlichen Ndhrmedien zeigte sich fiir alle Konditionen eine hoch signifikante Abnahme der
Kulturgrofle zwischen d1 auf d4. Am stiarksten war dieser Effekt mit 72,8% Grofdenreduktion unter
Stimulation mit TGFf zu sehen, am geringsten unter Konditionierung mit Basalmedium (35,6%). Nach Tag
4 schrumpften die mECM-Kulturen nur noch langsam um weitere 8,2 - 12,9%, mit einer maximalen
Gesamtgrofienreduktion von 81,8% der Ausgangsgrofie (TGFf). Im Vergleich der einzelnen Gruppen
untereinander besteht an Tag 1 makroskopisch kein Unterschied, wohingegen sowohl nach vier als auch
nach sieben Tagen die Kulturgréfie von mit TGFf stimulierten mECM gegeniiber den iibrigen Konditionen
signifikant reduziert ist. Diese weisen untereinander keine wesentlichen Unterschiede beziiglich der
Grofdenentwicklung auf. n = 5; ** p < 0,01; ** p <0,001; **** p < 0,0001; dargestellt sind die Mittelwerte
mit Standardfehler.
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Zu Beginn der Kultivierungsperiode fiillten mECM mit einem Volumen von 300 ul die gesamte
Grundfliche des transwell-inserts aus (Abb. 10A). Im =zeitlichen Verlauf zeigte sich eine
zunehmende GrofRenreduktion der Kulturen, welche sich in einer Abnahme des Kulturumfangs
niederschlug (Abb. 10B und C). Dabei nahmen die mECM im dreidimensionalen Raum meist eine
kegelstumpfformige Konfiguration an. Wahrend insbesondere zu Anfang der Kultivierung eine
schnelle Abnahme der Kulturgréfie um 35,6% (Basal) bis 72,8% (TGF@) beobachtet werden
konnte, kam es zwischen dem vierten und siebten Tag der Kultivierung nur noch zu einer
schwach ausgepragten Grofdenabnahme um maximal 12,9% (Basal). In jeder Gruppe war die
Reduktion der Kulturgrofie von Tag 1 auf Tag 4, nicht jedoch von Tag 4 auf Tag 7 der
Kultivierungszeit hoch signifikant. Die starkste Grofienabnahme zeigte sich mit einer finalen
Kulturgrofie von 19% der initialen Ausdehnung in mit TGFf stimulierten mECM-Kulturen. Die
geringste Schrumpfungstendenz wurde bei mECM-Kulturen beobachtet, welche mit
Basalmedium kultiviert wurden. Hier betrug die Grofienreduktion iliber den gesamten
Kultivierungszeitraum bis zum 7. Tag 49,4% der Initialgrofie, die Schrumpfung war also um
etwa 30% geringer als unter Stimulation mit TGFp. Wahrend an Tag 1 der Kultivierung
makroskopisch keine Unterschiede zwischen den einzelnen Stimulationskonditionen
festzustellen waren, zeigte sich beim Vergleich der Gruppen untereinander sowohl an Tag 4 als
auch an Tag 7 eine deutlich verringerte Kulturgréfie unter Stimulation mit TGFf3 gegentiber allen
anderen Konditionen. Basal-, CaCl;- und VEGF-stimulierte mECM-Kulturen unterschieden sich

jedoch untereinander nicht signifikant zu den verschiedenen Zeitpunkten (Abb. 10D).

5.1.2 Histologische Charakterisierung

Um einen histologischen Eindruck der besiedelten mECM zu erhalten, wurden H&E-Farbungen
angefertigt. Morphologisch stellten sich die mECM in der Histologie als kompakte, wenn auch
nicht absolut kreisrunde Strukturen dar (Abb. 11A, D, G und J). Die Matrix der Kulturen war im
Vergleich zum natiirlichen Aortenklappengewebe lockerer gepackt. Es fielen jedoch stellenweise
Areale auf, in welchen die mECM-Matrix stark verdichtet und mit der nativer Aortenklappen
vergleichbar war. Die gesamte Matrix der mECM war am Ende der insgesamt 9-tigigen
Kultivierungszeit durch VIC besiedelt. Dabei war auffillig, dass die Peripherie der mECM
tendenziell starker und unregelmafiiger besiedelt war als zentrale Anteile. Zum Teil stellte sich
an der Kulturoberfliche ein regelrechter, konfluierender Randsaum durch epithelhaft
angeordnete VIC dar (Abb. 11E und H). Fokal bildeten sich dabei Zellaggregationen mit stark
erhohter Zelldichte in Relation zu umliegenden Arealen. In zentralen Bereichen wiederum
verteilten sich die Zellen mehr oder weniger gleichmafig mit einer dhnlichen Zelldichte unter
allen Stimulationsbedingungen (Abb. 11C, F, I und L). So ergab sich ein insgesamt inhomogenes

Verteilungsmuster beziiglich der Matrixbesiedlung. Histologisch zeigten mit TGFf stimulierte
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Kulturen insgesamt eine grofiere Zelldichte gegeniiber den restlichen Konditionen (Abb. 11G, H
und I). Weiterhin waren jedoch keine essentiellen Unterschiede zwischen den einzelnen

Kultivierungsbedingungen auszumachen.

A B C
D E F
G H |
J K L

Abb. 11: Darstellung von mECM-Kulturen mit 150 pl Initialvolumen in der H&E-Firbung. Basal-
(A, B, C), CaCl;- (D, E, F), TGFB- (G, H, I) und VEGF-Stimulation (J, K, L). A, D, G, J: Ubersichtsaufnahme
der mECM-Kultur nach insgesamt 9 Tagen Kultivierung bzw. 8 Tagen Stimulation mit unterschiedlichen
Medien. B, E, H, K: vergrofierte Darstellung peripherer Kulturareale. Z.T. bilden sich epitheloide Zelllayer
und Zellaggregationen am Kulturrand. C, F, I, L: Ansicht zentraler Bereiche der mECM-Kulturen. Hier
stellen sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Kulturbedingungen dar. Mafstibe =
500 um (A, D, G, ]J) bzw. 100 um (B, C, E, F, H, [, K, L). Rosa = Kollagen, blau = Zellkerne.
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5.2 Viabilitit und Apoptose der VIC in mECM

5.2.1 Life/Dead Assay

Der Life/Dead Assay bot die Maoglichkeit, die Zellviabilitit in den besiedelten mECM zu
analysieren und weiterhin unter Zuhilfenahme des LSM einen Einblick in die dreidimensionale
Struktur der Kultur zu erlangen. Die tberwiegende Anzahl der VIC innerhalb der mECM-
Kulturen stellten sich als vitale Zellen mit den fiir sie charakteristischen dendritischen
Zellauslaufern dar (Abb. 12). Es zeigte sich, dass die VIC mit ihren Zellauslaufern im
dreidimensionalen Raum ein sehr engmaschiges Zellgeflecht ausbildeten und hieriiber
miteinander in einer engen raumlichen Beziehung zueinander stehen. Dieser Eindruck wurde
durch die H&E-Farbung nicht suggeriert, da hier lediglich die Zellkerne - und diese nur in einer
Ebene - abgebildet werden konnten. Ubereinstimmend mit den histologischen Firbungen
konnten auch im Life/Dead Assay je nach Areal unterschiedliche Zelldichten nachgewiesen
werden. Zu den Unterschieden in den einzelnen Kultivierungsbedingungen liefd sich
diesbeziiglich keine Aussage treffen. Auffillig war eine relativ hohe Anzahl an apoptotischen
bzw. nekrotischen Zellen in den mit TGFf stimulierten Kulturen (Abb. 12C). Dariiber hinaus

glichen sich die mECM-Kulturen unterschiedlicher Behandlungsgruppen weitestgehend.

Abb. 12: Darstellung von mECM-Kulturen im LSM nach Inkubation mit Calcein-Acetoxymethyl und
Ethidiumhomodimer im Life/Dead-Assay. A: Basalkondition. B: CaCl;-Kondition. C: TGFp-Kondition. D:
VEGF-Konditionon. In allen Konditionen stellt sich der iiberwiegende Anteil der VIC als lebende Zellen
dar, welche in enger topographischer Beziehung zueinander stehen. Vereinzelt treten - insbesondere

unter TGFB-Stimulation - tote Zellen auf. Griin = vitale Zellen, rot = tote Zellen; Skalierung = 100 um auf
der X- bzw. Y-Achse; 60 pm (A, B), 50 pm (C), 40 um (D) auf der Z-Achse.
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5.2.2 Quantitative Analyse der Apoptoserate

Um die Apoptoserate unter den einzelnen Stimulationsbedingungen zu quantifizieren, wurde auf
Proteinebene der Gehalt des Apoptosemarkers cleaved Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP)
analysiert. Hierbei handelt es sich um ein nukledres Enzym, welches bei starker Schadigung der
DNA, wie etwa beim Zelluntergang durch Caspasen gespalten und inaktiviert wird. Das
Vorhandensein der gespaltenen Form von PARP (sog. cleaved PARP) korreliert mit dem Ausmaf3
des Zelluntergangs innerhalb der jeweiligen Kultur.

Die Stimulation mit reinem CaCl,-Medium zeigte verglichen mit der Basalbedingung keinen
Effekt auf die Apoptoserate in den mECM-Kulturen. Auch in der VEGF-Behandlungsgruppe
entsprach die Apoptoserate in etwa jener der Kontrollgruppe und unterschied sich nicht
wesentlich von mECM-Kulturen, die mit CaCl;-Medium stimuliert wurden. Unter Stimulation mit
TGFp hingegen zeigte sich ein deutlicher Anstieg von cleaved PARP in den mECM-Kulturen auf
das etwa 2,3-fache der Basalbedingung, wobei die Apoptose signifikant gegeniiber der VEGF-
Kondition und der CaCl;-Kondition erhéht war. Somit zeigte sich ein klarer, proapoptotischer

Effekt von TGFf auf die mECM-Kulturen (Abb. 13).
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Abb. 13: Quantitative Analyse der Apoptoserate mittels cleaved PARP Westernblot. A: Statistische
Auswertung der Bandenintensitdtsbestimmung. Es zeigt sich ein klarer Effekt von TGFf auf den Gehalt an
cleaved PARP und somit auf die Apoptoserate, welcher sich in einer Erhéhung des cleaved PARP-Gehalts
um das 2,3-fache gegeniiber der Basalbedingung manifestiert und sich signifikant von der CaClz- bzw.
VEGF-Behandlungsgruppe unterscheidet. Die Apoptoserate unter der Behandlung mit CaCl;-Medium
(0,97-fache der Basalkondition) bzw. mit VEGF-haltigem Medium (1,02-fache der Basalkondition)
entsprechen der Apoptoserate unter Basalbedingung und unterscheiden sich somit weder von dieser noch
untereinander. n = 5; * p =< 0,05; dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler. Die Resultate der
Behandlungsgruppen wurden auf die Kontrollgruppe (Basalkondition) bezogen. B: Repriasentatives
Bandenmuster eines cleaved PARP Westernblots und der internen Ladekontrolle durch f3-Aktin.
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5.3 Matrixkalzifizierung

5.3.1 Von Kossa Fdrbung

Mit Hilfe der Von Kossa Farbung wurden phosphatbasierte Mineralisationsprozesse in der
mECM nachgewiesen. Die Matrix wies eine ungleichmaflig starke beige-braunliche Farbung
unter allen Kultivierungsbedingungen auf. Stellenweise konnten Mikrokalzifizierungsprozesse

mit lokal begrenztem, braun-schwarzen Farbumschlag gezeigt werden (Abb. 14).
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Abb. 14: Von Kossa Firbung der mECM-Kulturen nach einwéchiger Kultivierung. A, B, C:
Basalkondition; D, E, F: CaCl;-Kondition; G, H, I: TGFB-Kondition; ], K, L: VEGF-Kondition. Die Matrix der
mECM zeigt unter allen Bedingungen eine blass-braunliche Farbanreicherung. Z.T sind in den peripheren
Kulturarealen beginnende Kalzifizierungsprozesse zu erkennen (Pfeile). Beige-braun =
Phosphatanreicherung, schwarz = Kalzifizierungsherde, rot = Zellkerne; Mafdstdbe = 500 pum (A, D, G, ]),
100 pm (B, E, H, K) und 50 um (C, F, I, L).
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Eine starke flachige Schwarzfarbung im Sinne einer essentiellen Kalzifizierung der ECM wurde
allerdings in keiner der Kulturen beobachtet.

Zwischen den einzelnen Kulturbedingungen ergaben sich histologisch keine markanten
Unterschiede. Beginnende Kalzifizierungsprozesse waren vornehmlich in randstindigen
Kulturbereichen zu beobachten, allerdings waren diese Befunde sowohl zwischen den

verschiedenen Behandlungsgruppen als auch innerhalb dieser nicht konstant zu beobachten.

5.3.2 Kalzium-Assay

Der Kalziumgehalt innerhalb der mECM-Kulturen wurde als Indikator fiir
Mineralisierungsvorgdnge mittels Kalzium-Assay gemessen. Zunichst liefd sich unter allen
Behandlungsgruppen der Trend einer erhohten Kalziumkonzentration gegeniiber der mit
Basalmedium kultivierten Kontrollgruppe feststellen. Dieser Effekt war signifikant fiir mECM-
Kulturen, welche CaCl;.-Medium oder VEGF-Medium stimuliert worden waren. Hier zeigte sich
eine Erhohung der Kalziumkonzentration um das 2- bis 3-fache verglichen mit der
Basalbedingung. Dabei war der Kalziumgehalt mit einer mittleren Kalziumkonzentration von

etwa 3,4 mg/dl unter VEGF-Behandlung der mECM-Kulturen am héchsten.
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Abb. 15: Bestimmung des Kalziumgehalts in mECM-Kulturen mit einem Ausgangsvolumen von 300
pl mittels Kalzium-Assay. Die Kalziumkonzentration ist in allen Konditionen gegeniiber der
Basalkondition (1,2 + 0,05 mg/ dl) erhoht. Signifikant ist dieser Anstieg fiir CaCl,- (2,8 + 0,21 mg/ dl) und
VEGF-behandelte mECM-Kulturen (3,4 * 0,17 mg/ dl), wobei der mittlere Kalziumgehalt in der VEGF-
Behandlungsgruppe am grofdten ist und sich auch gegeniiber der TGFB-Behandlungsgruppe (1,7 + 0,45
mg/ dl) signifikant unterscheidet. n = 5; ** p < 0,01, *** p < 0,001; dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardfehler.
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5.4 Myofibroblastische Transdifferenzierung

5.4.1 Immunhistologischer Nachweis von a-SMA

Zur Beurteilung des Vorkommens sowie der Verteilung von a-SMA innerhalb der Kultur wurden
immunhistochemische Farbungen gegen a-SMA angefertigt. Dabei handelt es sich um einem
charakteristischen Marker fiir myofibroblastische Transdifferenzierung, welchen VIC

insbesondere im aktivierten Zustand (aVIC) aufweisen (Abb. 16).
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Abb. 16: Immunhistologische «a-SMA-Fiarbung der besiedelten mECM-Kulturen. A, B, C:
Basalbedingung; D, E, F: CaCl;-Bedingung; G, H, I: TGF@-Stimulation; ], K, L: VEGF-Stimulation. Dargestellt
sind jeweils Ubersichtsaufnahmen (A, D, G, ]), periphere (B, E, H, K) und zentrale Bereiche der mECM-
Kultur. Unter allen Bedingungen zeigen die peripheren Kulturareale ein stark positives a-SMA-Signal.
Auch zentral finden sich a-SMA-positive Zellen, jedoch in geringerem Mafie als peripher. 10-fache
Vergroflerung. Braun = a-SMA, blau = Zellkerne; Mafdstab = 200 pum (A, D, G, J) bzw. 100 um (B, C, E, F, H, I,
K, L).
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In allen Kulturen und unter allen Stimulationsbedingungen konnte das Signal fiir -SMA in den
VIC detektiert werden. Hierbei fiel auf, dass besonders an der Kulturoberflache ein kraftiges a-
SMA-Signal auszumachen war. Dabei prédsentierte sich an mehreren Stellen ein langstreckiger
Signalverlauf welcher eine ausgepragte myofibroblastische Transdifferenzierung der dufiersten
VIC-Schicht in den mECM-Kulturen suggeriert (Abb. 16B, E, H und K). Zentral gelegene VIC
exprimierten a-SMA in wesentlich geringerem Mafle. Nichtsdestotrotz fanden sich auch hier a-

SMA-positive Zellen (Abb. 16C, F, I und L).

5.4.2 Quantitative Analyse von a-SMA auf Protein-und Genexpressionsebene

Mittels Westernblot wurde der «a-SMA-Gehalt der Zellen unter den verschiedenen
Kultivierungsbedingungen semi-quantitativ bestimmt. Hierbei zeigte sich eine leichte Erhdhung
des Markers in mit CaCl;-Medium und TGFf3 stimulierten mECM gegeniiber der Basalkondition.
Die Stimulation mit VEGF hingegen fiihrte zu einer signifikanten Senkung des a-SMA-Gehalts um
knapp die Halfte in Relation zur Basalkondition und auf etwa ein Drittel des a-SMA-Gehalts in
mit CaCl;- oder TGFB-Medium stimulierten mECM-Kulturen (Abb. 17A und B). Auf
Genexpressionsebene hingegen konnten keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
Behandlungsgruppen festgestellt werden (Abb. 17C). Die Menge der «a-SMA-
Amplifikationsprodukte in der PCR entsprach jeweils - unter Beriicksichtigung physiologischer

Schwankungen - der Kontrollgruppe (Abb. 17C).
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Abb. 17: Quantifizierung des «a-SMA-Gehalts der mECM-Kulturen auf Protein- und
Genexpressionsebene. A: Statistische Auswertung der Bandenmuster in der Westernblot-Analyse fiir o-
SMA. Wahrend die a-SMA-Expression unter Stimulation mit CaCl,-Medium (1,53 # 0,41) und TGF(3 (1,61
0,21) auf etwa das 1,5-fache der Genexpression in der Kontrollgruppe erhoht ist, reduziert sie sich unter
VEGF-Behandlung auf etwa die Halfte der Basalbedingung (0,55 # 0,11). n =5; * p < 0,05. B:
Représentatives Bandenmuster fiir a-SMA-Westernblot und Ladekontrolle mit 3-Aktin. C: Graphische
Darstellung der a-SMA-Genamplifikation in der PCR-Analyse. Die Werte der einzelnen
Behandlungsgruppen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. n = 6; dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardfehler.
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5.5 Expression und Aktivitdt von MMP2 und MMP9

5.5.1 Insitu Zymographie

Mittels in situ Zymographie konnte die enzymatische Aktivitidt der Gelatinasen MMP2 und MMP9
innerhalb des Praparates lokalisiert werden. Das Verteilungsmuster liefd auf den ersten Blick
erkennen, dass enzymatische Aktivitit vornehmlich in der unmittelbaren Umgebung von Zellen
vorhanden war. Dort, wo keine Zellen lagen, konnte auch kein Aktivitidtssignal nachgewiesen
werden. Allerdings war im Umkehrschluss nicht um alle Zellen ein perizelluldres MMP-Signal
auszumachen. So wiesen einige VIC in ihrer Umgebung - insbesondere wenn sie vereinzelt
vorlagen - keinerlei enzymatische Aktivitat auf. Demgegeniiber prasentierte sich im Bereich von
Zellen, welche im Verbund arrangiert waren oder Zellagglomerate bildeten eine iibermafdig
starke MMP-Aktivitat. Diese Aktivitatsfoci um Zellagglomerate konnten insbesondere bei mit
TGFB stimulierten Kulturen dargestellt werden. Weiterhin stellte sich das Aktivitatssignal
entsprechend der oben beschriebenen Zellverteilung innerhalb der Matrix in peripheren

Arealen stirker als in zentralen Kulturbereichen dar (Abb. 18).

Abb. 18: In situ Zymographie von mECM-Kulturen nach Stimulation mit Basal- (A), CaCl.- (B), TGF-
(C) und VEGF-Medium (D). Die in situ Zymographie zeigt keine konstant beobachtbaren Unterschiede
zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen beziiglich der Gesamt-MMP-Aktivitat. Es lasst sich jedoch
feststellen, dass hohe Enzymaktivitit mit einer hohen Zelldichte assoziiert ist. Pfeile deuten auf ein
perizellular erh6htes MMP-Signal in der Umgebung solcher Zellagglomerationen. Griin = enzymatische
Aktivitat der Gelatinasen MMP2 und MMP9, blau = Zellkerne (DAPI); Maf3stdbe = 100 pm.
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5.5.2 Insitu Zymographie mit inmunhistologischer Vimentin-Gegenfdrbung

Zur nadheren Betrachtung und Validierung der topographischen Beziehung zwischen VIC und
MMP-Signal wurde eine fluoreszenzbasierte, immunhistologische Vimentin-Gegenfarbung im
Anschluss an die in situ Zymographie vorgenommen (Abb. 19). Dabei handelt es sich um einen
fibroblastentypischen Marker, welcher Zytoplasmaanteile der VIC kennzeichnet. Wie erwartet
konnte gezeigt werden, dass sich um die DAPI-gefarbten Zellkerne ein Vimentinsignal
prasentierte. Topographisch bestand eine enge Beziehung zwischen dem Vimentinsignal und
der MMP-Aktivitdt, wobei auch eine extrazellulire Komponente des MMP-Signals auszumachen

war.

Abb. 19: Vimentin-Gegenfirbung nach in situ Zymographie. Dargestellt ist das Préparat einer TGFf-
behandelten mECM-Kultur. A: Zellkerne (DAPI, blau), B: Vimentin (rot), C: enzymatische Aktivitit der
Gelatinasen MMP2 und MMP9 (griin), D: Overlay. Es prasentiert sich eine enge topographische
Assoziation von Zellkernen, Vimentinverteilung und enzymatischer MMP-Aktivitiat. Maf3stab = 200 um.



5.5.3 Quantitative Analyse von MMPZ auf Protein-und Genexpressionsebene

Zur Quantifizierung der MMP2-Expression innerhalb der dreidimensionalen mECM-Kulturen
wurden sowohl Westernblot- als auch PCR-Analysen durchgefiihrt. Der absolute Protein- bzw.
RNA-Gehalt in den Behandlungsgruppen wurde in Relation zur jeweiligen Kontrollgruppe
gesetzt. Dabei unterschieden sich weder die Proteinmenge noch die Genamplifikate signifikant

voneinander und schwankten bei einer relativ breiten Streuung der Werte um den MMP2 Gehalt

in Basalkulturen.
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Abb. 20: Quantifizierung des MMP2-Gehalts der mECM-Kulturen auf Protein- und
Genexpressionsebene. A: Statistische Auswertung der Westernblot-Analyse. Ergebnisse sind auf die
Basalbedingung normiert. Unter den Behandlungsgruppen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
beziiglich des MMP2-Proteingehalts. Bei einer relativ weiten Streuung der Ergebnisse liegen die Werte
zwischen dem 1,23-fachen (= 0,35, TGFB) und dem 1,87-fachen (+ 0,68, CaCl;) der Kontrollgruppe.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler; n = 6. B: Abbildung eines reprasentativen Westernblot-
Bandenmusters fiir MMP2. C: Quantifizierung der Genamplifikation nach AACt-Methode. Die Ergebnisse
decken sich mit der Westernblot-Analyse und weisen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Konditionen auf. Im Verhaltnis zur Kontrollgruppe zeigen sich ebenfalls keine Effekte, die
Mittelwerte (CaCl; = 1,11 + 0,56; TGFp = 0,91 + 0,22; VEGF = 1,45 + 0,35) entsprechen in etwa der
Kontrolle. n = 6; dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler.
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5.6 Expression von OPN und CD73

5.6.1 Quantitative Analyse der OPN-Expression auf Proteinebene

Mittels Westernblot und PCR-Methode wurde der Einfluss der unterschiedlichen
Stimulationsbedingungen auf die OPN-Expression in den mECM untersucht (Abb. 21). Im
Westernblot zeigten sich dabei zwei dominante Banden je bei 44 kDa und bei 60 kDa. Dabei
reprasentiert die 44 kDa-Banden unphosphoryliertes, die Bande bei 60 kDa phosphoryliertes
OPN. Weder durch die Kultivierung mit CaCl,-Medium noch durch die Zugabe der Zytokine TGFf
oder VEGF liefd sich ein signifikanter Effekt auf die OPN-Expression nachweisen. Diese
Beobachtung konnte sowohl fiir phosphoryliertes als auch fiir unphosphoryliertes OPN machen.
Wahrend dabei der Gehalt an phosphoryliertem OPN in allen Behandlungsgruppen der
Basalkontrolle entsprach, wurde in TGFp-stimulierten mECM-Kulturen - bei einer grofden
Streubreite - ein nahezu doppelt so hoher Gehalt an unphosphoryliertem OPN wie in der
Basalkondition beobachtet (Abb. 21C; 1,98 + 0,50). Die Mittelwerte der mit CaCl;- oder VEGF-
Medium stimulierten mECM-Kulturen unterschieden sich nur unwesentlich von der

Kontrollgruppe (CaCl;-Medium: 1,28 + 0,33; VEGF: 1,05 = 0,26).
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Abb. 21: Quantifizierung von phosphoryliertem und nicht phosphoryliertem OPN mittels
Westernblot-Analyse. A: Graphische Darstellung des Gehalts an phosphoryliertem OPN (60 kDa). Der
Gehalt unterscheidet sich nicht wesentlich innerhalb der Gruppen und entspricht in etwa dem Gehalt der
Basalkondition (CaCl;-Medium: 1,13 + 0,33; TGFp: 1,16 = 0,44; VEGF: 0,83 = 0,38). Dargestellt sind
Mittelwerte = Standardfehler; n = 5. B: Abbildung eines reprasentativen Bandenmusters fiir
phosphoryliertes OPN bei 60 kDa, sowie fiir B-Aktin als Ladekontrolle (45 kDa). Industriell hergestelltes,
bovines phosphoryliertes OPN dient als Kontrollbande. C: Graphische Darstellung des Gehalts an
unphosphoryliertem OPN in den einzelnen Kultivierungsbedingungen. Auch auf die Expression des
unphosphorylierten OPN haben die unterschiedlichen Stimulationen keinen signifikanten Effekt. Bei einer
groflen Streuung kann unter Stimualtion mit TGFB ein fast doppelt so hoher Gehalt an
unphosphoryliertem OPN (1,98 =+ 0,50) wie in der Kontrollgruppe sowie den iibrigen
Behandlungsgruppen beobachtet werden. n = 8. D: Reprasentatives Bandenmuster fiir unphosphoryliertes
OPN bei 44 kDa sowie $-Aktin als Ladekontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler.
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5.6.2 PCR-Analyse der OPN- und CD73-Expression

PCR-Analysen zur Quantifizierung der OPN- und CD73-Expression wurden sowohl nach der
Standard-Kultivierungszeit von 9 Tagen (davon 8 Tage Kultivierung unter den verschiedenen
Stimulationsbedingungen) als auch im zeitlichen Verlauf an d2, d4 und d6 der Kultivierung
durchgefiihrt (Zeitreihe; Abb. 22). Hierdurch sollte evaluiert werden, ob eine vorzeitige und
kurzfristige Hoch- oder Herunterregulation von OPN bzw. CD73 stattfindet, welche am Ende der
Kultivierung nichtmehr detektiert werden kann. Weder fiir OPN noch fiir CD73 zeigte sich nach
8 Tagen ein signifikanter Effekt in den Behandlungsgruppen. Bei einer grofien Streubreite
zeichnete sich eine leichte Tendenz zur erhohten Expression beider Marker unter VEGF-
Stimulation ab, welche aber weder signifikant noch von hoher Effektstarke war (Abb. 22A und
C). Auch im zeitlichen Verlauf waren durch die unterschiedlichen Behandlungen keine

deutlichen Effekte auf die OPN- oder CD73-Genexpression zu sehen (Abb. 22B und D).
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Abb. 22: PCR-Analyse der Genexpression von OPN und CD73. A: OPN-Genexpression, graphische
Darstellung der PCR-Auswertung nach AACt-Methode. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Kultivierungskonditionen. n = 6. B: Genexpression von OPN iiber den
zeitlichen Verlauf an Tag 2, 4 und 6 der Kultivierung. n = 2-3. C: OPN-Genexpression, graphische
Darstellung der PCR-Auswertung nach AACt-Methode. Es zeichnet sich eine Tendenz zur erhéhten CD73-
Expression unter VEGF-Stimulation ab, welche angesichts der grofien Streuung jedoch nicht eindeutig
interpretierbar ist. n = 6. D: CD73-Genamplifikate zu den verschiedenen Zeitpunkten d2, d4 und d6; n = 2-
3; dargestellt sind die Mittelwert mit Standardfehler. B, D: Aufgrund kleiner Gruppengroéfien wurde nicht
auf statistische Signifikanz getestet.
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5.7 BCIP/NBT-Assay

Zum Nachweis der TNAP-Aktivitit in den mECM-Kulturen wurde ein BCIP/NBT-Assay
durchgefiihrt. Wahrend unter basalen Konditionen vor allem randstindige Zellen eine mafiige
Aktivitdt der TNAP aufwiesen, fiel besonders in mit TGFf stimulierten mECM-Kulturen ein
starkes TNAP-Aktivitdtssignal auf. Dabei konnte sowohl peripher als auch zentral eine hohe
Enzymaktivitdt beobachtet werden. Mit CaCl,-Medium inkubierte mECM-Kulturen wiesen eine
mafdige TNAP-Aktivitdt auf, das Aktivitatssignal war allerdings eindeutig geringer als in TGFf3-
stimulierten mECM. Unter Stimulation mit VEGF zeigte sich bezogen auf die gesamte Kultur
kaum Enzymaktivitit, sodass insbesondere zwischen den zytokinbehandelten Gruppen ein

klarer Unterschied auszumachen war.
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Abb. 23: Histologischer Nachweis der TNAP-Aktivitidt im BCIP/NBT-Assay. A, B: Basalbedingung; C, D:
Stimulation mit CaCl,-Medium; E, F: TGFB-Behandlung; G, H: VEGF-Behandlung. Wahrend mit Basal- und
CaCl;-Medium stimulierte mECM-Kulturen eine eher mafiige TNAP-Aktivitat, vermehrt in peripheren
Arealen der Kultur zeigen, besteht ein klarer Unterschied zwischen der Zytokinbehandlung mit TGF und
VEGF. Dabei ist die hochste Enzymaktivitdt unter allen Behandlungsgruppen nach Stimulation mit TGFf3
vorzufinden. In dieser Behandlungsgruppe verteilen sich die Enzym-Aktivititsfoci zudem auf die gesamte
Matrix. Demgegeniiber kann in VEGF-behandelten mECM-Kulturen so gut wie keine TNAP-Aktivitat
gezeigt werden. Blau = TNAP-AKktivitat, rot = Zellkerne (Kernechtrot); Maf3stab = 200 pm (4, C, E, G) bzw.
50 um (B, D, F, H).
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5.8 Matrixcharakterisierung der dECM

5.8.1 Gegentiberstellung verschiedener Dezellularisierungsverfahren

Durch den detergenzienbasierten Dezellularisierungsprozess liefd sich eine vollstindig
dezellularisierte Aortenklappenmatrix erstellen, welche den charakteristischen trilamelldren
Aufbau der nativen Aortenklappe beibehalten hatte. Somit stellte die dECM ein optimales
Kultivierungsgertst fiir 3D in vitro Versuche dar, da sie zum einen in ihrer Zusammensetzung
grofle Ahnlichkeit mit der physiologischen Klappenmatrix aufwies, zum anderen jedoch keinen
wesentlichen Strukturverlust durch das Dezellularisierungsprotokoll erlitten hatte. Im
Gegensatz dazu zeigte sich aus Vorversuchen mit einer rein enzymatischen Dezellularisierung
der Aortenklappe durch Trypsinbehandlung liber 48 h ein substanzieller Strukturverlust. Der
Versuch, diesen durch eine Reduktion der Trypsinexpositionsdauer auf 24 h zu minimieren
fiihrte zu einer unzureichenden Dezellularisierung der Aortenklappe. Damit wurde das
detergenzienbasierte (,Hannoveraner") Dezellularisierungsprotokoll als Grundlage zur

Herstellung von dECM fiir weitere Experimente gewahlt.
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Abb. 24: Dezellularisierungskonzepte. Dargestellt sind H&E-Fiarbungen von Aortenklappensegeln
vor und nach unterschiedlichen Dezellularisierungsverfahren. A: Natives ovines Aortenklappensegel
nach Explantation. Die valvuldre Matrix ist flichendeckend und homogen von VIC besiedelt. Diese weisen
eine hohe Zelldichte auf. B: Aortenklappensegel nach detergenzienbasierter Dezellularisierung (dECM).
Durch dieses Verfahren ist eine weitestgehende Zellfreiheit der Matrix bei gutem Erhalt der
charakteristischen, trilamelldren Struktur des Segels moglich. C: Eine enzymatische Dezellularisierung
durch 24-stiindige Inkubation mit Trypsin fithrt zur unzureichenden Entfernung von Zellkernen und
Zelldebris aus der Matrix (Pfeile). D: Diese wird bei ldngerer Inkubationsdauer (hier 48 h) durch einen
massiven Strukturverlust erkauft. Rot = Kollagen, blau = Zellkerne; Mafdstab = 200 pm (4, C) bzw. 500 um
(B, D).
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5.8.2 Trypsinbehandlung der dECM

Um den Effekt einer kurzzeitigen Trypsininkubation der dECM auf die einzelnen ECM-
Bestandteile zu evaluieren, wurden Picro-Sirius Red und Movat's Pentachrom-Firbungen
durchgefiihrt. Sowohl nach 30-miniitiger Inkubation mit konzentriertem (100 pM, Abb. 25B) als
auch mit verdiinntem (10 pM, Abb. 25C) Trypsin konnte der Erhalt der charakteristischen,
trilamelldren Matrixstruktur mit dichter gepackten Kollagenfasern in den laminae ventricularis
et fibrosa sowie lockerer gepackten Kollagenanteilen in der lamina spongiosa dazwischen
beobachtet werden (Tabelle 12). Dieses Verteilungsmuster entspricht der dECM-Struktur ohne
Trypsininkubation (Abb. 25A) und im Wesentlichen auch der physiologischen valvularen Matrix.
Auch in der Movat’s Pentachrom-Farbung stellten sich keine erheblichen Unterschiede beziiglich
der Klappentextur dar (Abb. 25D-F). Die Verteilung der Matrixkomponenten entsprach sowohl
nach der detergenzienbasierten Dezellularisierung (Abb. 25D) als auch nach zusatzlicher
Inkubation mit verdiinntem (Abb. 25E) und konzentriertem Trypsin (Abb. 25F) {iber 30 min der
physiologischen Situation mit einem hohen Anteil an Glykosaminoglykanen in der lamina
spongiosa (blau-tiirkis) sowie prddominanten Kollagenanteilen in der lamina ventricularis und

fibrosa (griin).

D = F

Abb. 25: Strukturerhalt der dECM nach Kkurzzeitiger Trypsininkubation. A, D: dECM ohne
Trypsinbehandlung; B, E: 30 min Inkubation mit verdiinntem Trypsin (10 uM); C, F: 30 min Inkubation
mit konzentriertem Trypsin (100 uM). In der Picro-Sirius Red Farbung (A-C, rot = Kollagenfasern) zeigt
sich der charakteristische, trilamelldare Aufbau der valvularen Matrix unter allen Konditionen erhalten,
mit locker gepackten Kollagenanteilen in der lamina spongiosa und dicht gepackten Kollagenfasern in den
laminae fibrosa et verntricularis. Auch die Movat's Pentachrom-Fiarbung zeigt den Erhalt des
physiologischen Klappenaufbaus nach detergenzienbasierter Dezellularisierung (D) und additiver
Trypsinbehandlung (E, F) mit hohem Glykosaminoglykangehalt der lamina spongiosa (blau-tiirkis) und
kollagengepragter ECM in der lamina fibrosa und ventricularis (griin); Mafdstab = 200 pm (A-C) bzw. 500
um (D-E) (Hof et al, Eur ] Cardiothorac Surg. 2016 78).
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Fiir eine tiefergehende Untersuchung des Einflusses von Trypsin auf die einzelnen
Matrixkomponenten wurde mithilfe der Picro-Sirius Red/Fast Green-Fdrbung sowie einer
anschlieféenden kolorimetrischen Auswertung die topographische Verteilung und das Verhaltnis
von nicht-kollagenen Proteinen und Kollagen innerhalb der dECM analysiert. Wahrend nach der
detergenzienbasierten Dezellularisierung noch ein relativ hoher Gehalt an nicht-kollagenen
Proteinen in der Matrix vorhanden war (Abb. 26A), fiihrte eine zusitzliche Inkubation
insbesondere mit konzentriertem Trypsin zu einer signifikanten Reduktion der nicht kollagenen
Proteine (Abb. 26B, C und F). Dabei konnte in unbehandelten dECM insbesondere in der lamina
fibrosa ein hoher nicht-kollagener Anteil der Matrixkomponenten beobachtet werden (Abb.
26A). Auffillig ist hier ebenfalls die Darstellung eines oberflachlichen, griinlich kolorierten
Saumes im Sinne nicht-kollagener Basalmembran-Anteile (Laminin, Proteoglykane), welcher

nach Trypsinbehandlung nicht mehr erkennbar ist.
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Abb. 26: Der Effekt von Trypsin auf den Gehalt unterschiedlicher Proteingruppen in der dECM.
A-E: Picro-Sirius Red/Fast Green-Farbung (rot = Kollagen, griin = nicht-kollagene Proteine). F: Relative
kolorimetrische Quantifizierung der einzelnen Proteingruppen. Dargestellt ist der Anteil nicht-kollagener
Proteine am Gesamtproteingehalt (nicht-kollagene Proteine + Kollagen). Durch eine zuséitzliche
Trypsinbehandlung mit verdiinntem (10 pM, B) und insbesondere konzentriertem Trypsin (100 pM, C)
kann der relative Gehalt von nicht-kollagen Proteinen im Vergleich zu unbehandelten dECM (A)
signifikant reduziert werden (F). Wahrend eine 24-stiindige Trypsininkubation nativer
Aortenklappensegel hohe nicht-kollagene Proteinriickstinde zur Folge hat (D), kann durch 48 h
Trypsininkubation der nicht-kollagen-Anteil ebenfalls deutlich reduziert werden (E). Maf3stabe = 500 pm,
n = 3-4; * p < 0,05; dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler (Hof et al, Eur ] Cardiothorac Surg.
201678).
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Auch die lamina fibroreticularis enthdlt zahlreiche nicht kollagene Proteine und Proteoglykane
wie das Versican. Beschrankt man den Dezellularisierungsprozess auf rein enzymatische
Verfahren, so ist nach 24 h Trypsininkubation noch ein relativ hoher Gehalt nicht-kollagener
Proteine in der Matrix zu erkennen (Abb. 26D), welcher am ehesten auf eine insuffiziente
Dezellularisierung mit massiven Zellresten in der Matrix zurilickzufiihren ist (Vgl. Abb. 24C).
Demgegeniiber ist durch eine 48-stiindige Dezellularisierung mit Trypsin eine dhnlich gute
Reduktion nicht-kollagener Anteile wie durch Detergenzienbehandlung mit additiver
Trypsininkubation ANl erzielen, jedoch auf Kosten des Strukturerhaltes

(vgl. Abb. 24D).

5.8.3 Perforation mittels Photodisruption

Ein weiterer Ansatz, dECM einer interstitiellen Besiedlung tiber die Segeloberfliche zuganglich
zu machen, stellt die Photodisruption der Oberfliche mithilfe des FsL dar (Tabelle 12). Der
Erfolg dieser neuartigen Strategie wurde mittels verschiedener Techniken validiert (Abb. 27).
Lichtmikroskopisch konnte in allen Faillen das laserexponierte Feld mit den seperaten
Manipulationsstellen identifiziert werden (Abb. 27A und B). Auch im Multiphotonen-Mikroskop
prasentierten sich die Auftreffstellen des Lasers in der apikalen Ansicht als nahezu runde,

homogene Spots von 100 pm Durchmesser in einem Abstand von 1 mm (Abb. 27C und D).

Abb. 27: Erfolg der Membranperforation durch Femto second Laser (FsL) vermittelte
Photodisruption. A, B: Lichtmikroskopische Aufnahme photoperforierter dECM (800 mW) mit
Millimetermaf3 (A) bzw. Durchleuchtung mittels lightpad (B). C, D: Darstellung der perforierten Areale im
Multiphotonen-Mikroskop in niedriger (C) und hoher Vergrofierung (D). E, F: Histologische Darstellung
einer photoperforierten dECM in H&E-Farbung in 10- (E) und 40-facher Vergrofierung (F). Asteriske
kennzeichnen potentiell manipulierte Areale (Hof et al,, Eur ] Cardiothorac Surg. 2016 78).
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Histologisch liefd sich kein Anhalt fiir einen Strukturverlust bei sehr gut erhaltener valvularer
Matrix finden. Allerdings konnte die histologische Darstellung photoperforierter Stellen nur
inkonstant reproduziert werden. So war in einigen Fallen aufgrund der Dreidimensionalitat des
Modells keine klare Abgrenzung zu Artefakten oder anderen Oberflachenalterationen moglich
(Abb. 27E und F). In anderen photoperforierten Segeln wiederum konnten trotz systematischer
histologischer Durchmusterung keine Oberflichendisruptionen auf histologischer Ebene

wiedergefunden werden.

5.9 Evaluierung der interstitiellen dECM-Rebesiedlung

5.9.1 Qualitative Analyse der dECM-Rebesiedlung

Zur qualitativen Analyse der interstitiellen Matrixbesiedlung wurden H&E-Farbungen der
rebesiedelten dECM angefertigt, welche Aufschluss iiber topografische Verteilung und
Besiedlungsstirke lieferten (Abb. 28). Hier zeigten sich essentielle unterschiede im Erfolg der
Wiederbesiedlung, abhdngig von der Art der Matrixvorbehandlungen. In dECM, welche nach der
detergenzienbasierten Dezellularisierung ohne weitere Prozessierung mit VIC besiedelt wurden,
konnte keine interstitielle Neubesiedlung erreicht werden. Nach der Aussaat von VIC zeigte sich
zwar ein mehrreihiger Zelllayer auf der dECM-Oberflache (I ventricularis) nach 7 Tagen
Kultivierungszeit, ein Eindringen in das valvulére Interstitium war den VIC jedoch nicht méglich.
Die Ergebnisse der Rebesiedlung von dECM nach Photodisruption préasentierten sich als
inhomogen in ihrer Qualitdt. Die eindeutige histologische Identifizierung der laserbehandelten
Areale gestaltete sich schwierig. In mehreren Versuchen konnten Disruptionsstellen entweder
nicht klar von anderen Oberflichenalterationen bzw. Einbettungsartefakten unterschieden
werden, oder es wurde trotz systematischer Durchmusterung kein histologischer Anhalt fiir eine
technische Oberflichenmanipulation gefunden. Dariliberhinaus konnte auch bei klarer
Identifizierung lasermanipulierter Bereiche keine konstante Matrixbesiedlung beobachtet
werden. In anderen dECM dieser Gruppe wiederum zeigte sich eine fokale Matrixbesiedlung
durch VIC, welche sich allerdings auf die unmittelbare Umgebung der Perforationsstelle
beschrankte (Abb. 28C und D).

Durch eine additive Trypsininkubation der dECM iiber 30 min wurde es den VIC mdglich, in das
Interstitium der dECM einzudringen. Zum ersten Mal zeigte sich so die Maoglichkeit, in
konstanter Weise eine Wiederbesiedlung von dECM zu erreichen. Allerdings beschrankte sich
diese lediglich auf oberflachlich gelegene Anteile des dezellularisierten Klappensegels (Abb. 28E
und F). Da eine moglichst flichendeckende interstitielle Wiederbesiedlung der Segel angestrebt
wurde, wurden sowohl an den Besiedlungsmodalititen als auch an der Vorbehandlung der
dECM Modifikationen vorgenommen um diese Restriktion zu tiberwinden. So wurden die dECM

mit hoher konzentriertem Trypsin (100 uM) inkubiert und die ausgesate Zellzahl pro dECM auf
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2x106 VIC erhoht. Zudem wurden die wiederbesiedelten dECM nach 24-stiindiger Zellanhaftung
aus den EECD herausgenommen und im weiteren Verlauf in einem transwell-System kultiviert,
um das Angebot an Medium und Néahrstoffen fiir die VIC innerhalb der valvuldren Matrix zu

verbessern.
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Abb. 28: Qualitative Evaluierung der dECM-Rebesiedlung. A-H: H&E-Firbung von mit VIC
wiederbesiedelten dECM. A, B: In dECM ohne weitere Prozessierung zeigt sich 7 Tage nach Zellaussaat
keine Matrixbesiedlung durch VIC. C, D: In photoperforierten dECM zeigen sich um die Disruptionsstellen
z.T. perifokale Besiedlungserfolge. Die Ergebnisse prasentieren sich allerdings inkonstant. E, F: Durch eine
zusatzliche Inkubation mit Trypsin lasst sich eine oberflachliche Rebesiedlung der dECM erreichen. G, H:
Durch Erhéhung von Trypsinkonzentration und Zellzahl sowie der Kultivierung in einem transwell nach
24 h initialer Zelladhidsion im EECD lassen sich Qualitat der Besiedlung und besiedelte Flache steigern.
Mafdstdbe = 200 pm (A, C, E, G) bzw. 100 pm (B, D, F, H). Pfeile deuten auf interstitiell lokalisierte
Zellkerne (blaulich), Asteriske kennzeichnen identifizierte, photoperforierte Areale (Hof et al, Eur ]
Cardiothorac Surg. 2016 78).
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Hierdurch konnte eine tiefere interstitielle Rebesiedlung der dECM erreicht werden, welche sich
in der histologischen Darstellung stellenweise liber den gesamten Durchmesser der dECM
erstreckte (Abb. 28G und H). In allen Konditionen bildeten die VIC - wie auch bei den
unbehandelten dECM - einen Polyzelllayer auf der Oberflache, welcher allerdings in seltenen

Fallen wiahrend der methodischen Prozessierung der Praparate nicht erhalten werden konnte.

5.9.2 Quantifizierung der interstitiellen Rebesiedlung von dECM

Zwei Parameter wurden zur Objektivierung der Matrixbesiedlung herangezogen; die Gesamtzahl
aller VIC, die das Interstitium in einem definiertem Bereich besiedeln (Abb. 29A) und die
mittlere Migrationstiefe der VIC in eben diesem Bereich, wobei auch hier lediglich die sich in der
Matrix befindlichen Zellen bertcksichtigt wurden (Abb. 29B). Wurden die dECM nach der
alleinigen Detergenzienbehandlung mit VIC besiedelt, kam es zu keiner VIC-Migration in das
Interstitium. Durch eine zusitzliche, kurze Trypsininkubation konnte die absolute Zellzahl

innerhalb der dECM signifikant erhoht werden (28,6 + 4,1 Zellen).
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Abb. 29: Quantitative Analyse der Rebesiedlung verschiedener dECM-Modelle. A: Bestimmung der
absoluten Zellzahl innerhalb der dECM iiber einen definierten Bereich anhand von fiinf reprasentativen
H&E-Bildern. Nach reiner detergenzienbasierter Dezellularisierung befinden sich keine VIC im
Interstitium des Segels. Durch eine 30-miniitige Trypsininkubation der dECM wird eine interstitielle
Rebesiedlung ermoglicht. Es findet sich ein signifikanter Anstieg der die Matrix besiedelnden Zellen mit
durchschnittlich 28,6 + 4,1 Zellen pro beobachtetem Areal. Durch Erh6hung von Trypsinkonzentration,
ausgesater Zellzahl und Kultivierung der rebesiedelten dECM in einem transwell-System nach 24-
stiindiger Zelladhdsion im EECD wird eine signifikante Steigerung auf die hochste Besiedlungsdichte der
dECM erreicht (98 + 11,6 Zellen pro beobachtetem Besiedlungsareal). B: Analyse der Migrationstiefe aller
unter A beobachteten Zellen innerhalb der dECM. Wahrend VIC nicht fahig sind, in das Interstitium
unbehandelter dECM zu migrieren, fiihrt eine additive Trypsinbehandlung zu einer Besiedlung
oberflachlicher dECM-Areal mit einer geringen Migrationstiefe von 21 = 3,6 pm. Durch weitere
Modifikationen der dECM-Vorbehandlung und des Besiedlungsprotokolls lasst sich eine signifikant
erhéhte Einwanderungsdistanz von durchschnittlich 87,4 + 14,7 um erreichen. n = 5; * p < 0.05, *** p <
0.001, **** p < (0.0001; dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler (Hof et al, Eur ]
Cardiothorac Surg. 2016 78).
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Durch Erh6hung von Trypsinkonzentration und ausgesater Zellzahl sowie additiver Kultivierung
in einem transwell konnte wiederum eine hoch signifikante Steigerung sowohl der absoluten
Zellzahl innerhalb der Matrix als auch der mittleren Einwanderungstiefe der VIC gegeniiber
beiden zuvor genannten Konditionen erreicht werden. Diese Gruppe zeigte somit das beste
Rebesiedlungsergebnis dezellularisierter Aortenklappensegel mit einer durchschnittlichen
absoluten Zellzahl von 98 + 11,6 Zellen pro beobachtetem Besiedlungsareal und einer mittleren

Migrationstiefe von 87,4 + 14,7 pm.
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5.9.3 Untersuchung der Zellaktivitdt innerhalb der dECM

Als immunhistologischer Aktivitditsmarker wurde o-SMA verwendet, ein charakteristischer
Marker fir VIC im myofibroblastisch aktivierten Zustand. Aufféalligerweise zeigte der VIC-
Polylayer auf der dECM-Oberfliache in allen Konditionen ein insgesamt starkes a-SMA-Signal.
Demgegeniiber wiesen VIC, welche die Matrix besiedelten (Abb. 30C-H) unter allen Bedingungen
ein wesentlich geringeres Aktivierungssignal auf. Nichtsdestotrotz farbten sich vereinzelte

Zellen auch interstitiell positiv fiir a-SMA.

REZ ¢ gt H
Abb. 30: Immunhistologische a-SMA-Farbung als Zellaktivitidtsindikator. A, B: dECM ohne weitere
Vorbehandlung. C, D: dECM mit Photoperforation. E, F: dECM mit Trypsinbehandlung. G, H: dECM mit
Trypsinbehandlung und zusatzlicher Kultivierung in einem transwell. Wahrend der Zelllayer auf der
dECM-Oberflache ein intensives a-SMA-Signal aufweist, zeigen interstitiell lokalisierte VIC eine geringe
Signalantwort (Asteriske). Pfeile deuten auf interstitielle Zellen nach erfolgreicher Matrixbesiedlung.
Maf3stdbe = 100 um (A, C, E, G) bzw. 50 um (B, D, F, H). Braun = a-SMA-Signal, blau = Zellkerne (Hof et al,
Eur ] Cardiothorac Surg. 2016 78).
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5.9.4 Die Aktivitdt der Matrix-Metalloproteasen MMP2 und MMP9

Mittels in situ Zymographie wurde die Enzymaktivitit der MMP2 und MMP9 untersucht. Auch
die MMP-Aktivitiat prasentierte sich deutlich gesteigert im oberflachlichen Zelllayer auf der
dECM. Innerhalb der dECM konnte vereinzelt perizellular lokalisierte MMP-Aktivitat gezeigt
werden, insgesamt allerdings war interstitiell nur ein sehr geringes MMP-Signal unter allen

Bedingungen, die eine interstitielle Besiedlung iiberhaupt ermdglichten, nachweisbar.

. G _ Y

Abb. 31: In situ Zymographie zur Aktivitatsbestimmung der MMP2 und MMP9. A, B: dECM ohne
weitere Vorbehandlung. C, D: dECM mit Photoperforation. E, F: dECM mit Trypsinbehandlung. G, H: dECM
mit Trypsinbehandlung und zusatzlicher Kultivierung in einem transwell. Unter den Konditionen, welche
eine interstitielle dECM-Besiedlung zulassen ist ein MMP-Signal innerhalb der Matrix allenfalls schwach
ausgepragt. Teils weisen die VIC perizellulare MMP-Aktivitat auf, wie durch die Asteriske gekennzeichnet.
Der Zelllayer auf der dECM-Oberflache zeigt unter allen Bedingungen ein starkes MMP-Signal. Pfeile
deuten auf interstitielle Zellen nach erfolgreicher Matrixbesiedlung. Maf3stabe = 100 um (A4, C, E, G) bzw.
50 um (B, D, F, H). Blau = DAPI-Zellkernfarbung, griin = Enzymaktivitat (Hof et al,, Eur ] Cardiothorac Surg.
201678).
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6 Diskussion

6.1 Charakterisierung der mECM-Kulturen und Zellverhalten im drei-

dimensionalen Kultivierungsmodell unter Zytokineinfluss

6.1.1 Kulturmorphologie und Zellviabilitdit

Die Entstehung der nicht-rheumatischen Aortenklappendegeneration wird mehr und mehr als
ein Prozess verstanden, welcher durch die Interaktion zellularer und extrazelluldrer
Bestandteile der Herzklappe beeinflusst wird. Um eine bessere Vergleichbarkeit von in vitro
Experimenten mit dem in vivo Verhalten von VIC herzustellen und physiologische Bedingungen
moglichst getreu der realen Situation abbilden zu koénnen, war die Etablierung von
dreidimensionalen Zellkulturmodellen fiir VIC ein mafdgeblicher Aspekt dieser Studie.
Vergleichende Untersuchungen haben deutlich gezeigt, dass allein die VIC-Kultivierung in einem
2D-Modell bereits phanotypische Verdnderungen der Zellen im Sinne einer unphysiologischen
Reizantwort hervorrufen kann 87. Daraus folgt der Schluss, dass 2D-Experimente auf
zellbiologischer Ebene nicht die natilirlichen Verhaltnisse widerspiegeln koénnen, was die
Einfithrung von 3D-Modellen fiir ein tiefergreifendes Verstandnis der
Aortenklappendegeneration unerldsslich macht. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen
die Machbarkeit der 3D-Zellkultivierung in der verwendeten ECM aus Kollagen I und Matrigel.
Dabei iiberlebten VIC die insgesamt 9-tagige Kultivierungszeit innerhalb der Matrix und wiesen
eine hohe Viabilitidtsrate auf. Ferner zeigte die Stimulation mit TGFf einen proapoptotischen
Effekt auf die mECM-Kulturen. Clark-Greuel et al. beschreiben bereits einen Apoptose-
induzierenden Effekt von TGFB in 2D-Kultur und sehen diesen in Zusammenhang mit der
Bildung kalzifizierender Zellaggregate. Auch in vivo konnte eine Korrelation zwischen der TGFf-
Konzentration sowie der Apoptoserate von VIC gezeigt werden 3040, Unter der Annahme, dass
ein solcher verstarkter Zelluntergang als Teil des Pathomechanismus bzw. als Konsequenz einer
Aortenklappendegeneration zu verstehen ist, kann von einem wesentlichen Einfluss von TGFf
auf diesen Prozess ausgegangen werden. Weiterhin kann die verstiarkte Apoptose auch in
Zusammenhang mit einem insgesamt erhohten, TGFp-induzierten Zell-turnover gesehen
werden, wie er bereits von Liu et al. beschrieben wurde 36. Hierflir spricht auch die in den
histologischen Untersuchungen beobachtete erhohte Zelldichte in mit TGFf stimulierten mECM-
Kulturen.

Auffallig gestaltete sich das Distributionsmuster der VIC innerhalb der mECM. Obwohl die VIC in
der Matrix suspendiert wurden, und somit eine homogene Zellverteilung in der Kultur zu
erwarten ware, zeigte sich nach 9 Tagen der Kultivierung eine unregelméafiige Matrixbesiedlung.

Dabei prasentierte sich eine peripher erhohte Zelldichte gegeniiber zentralen Matrixanteilen.
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Haufig bildete sich auf der Kulturoberfliche ein ein- bis mehrschichtiger Zellsaum von dicht
aneinander gereihten VIC. Eine mogliche Erklarung fiir diese Zellanordnung koénnten zum
Zentrum der mECM-Kulturen hin abfallende Nahr- und Sauerstoffgradienten liefern. Diese
wiirden zum Absterben oder zumindest zu einer verminderten Proliferation zentral gelegener
VIC fithren, wohingegen oberflachliche VIC aufgrund des ausreichenden Ndhrstoffangebotes ein
giinstigeres Verhdltnis von Apoptose zu Proliferation aufweisen. Hinweise auf solche
Mechanismen in dreidimensionalen Zellkultivierungsmodellen liefern Untersuchungen aus der
Tumorforschung. So wurde ein verminderter Sauerstoffgehalt und eine stark erhohte
Apoptoserate im Zentrum von 3D-Tumormodellen nachgewiesen 88. Schilling et al. beschreiben
dieses Problem ebenfalls auf dem Gebiet des myokardialen tissue engineerings und definieren
eine kritische Diffusionsstrecke von 100-200 pm 89,

Makroskopisch zeigte sich im zeitlichen Verlauf eine Matrixkompaktierung der mECM-Kulturen.
Dieses Schrumpfungsverhalten konnten auch Butcher et al. fiir dreidimensionale VIC-Kulturen in
kollagenbasierten Hydrogelen beobachten 9091, Auch in diesen Studien wurde eine starke
Grofienreduktion - vornehmlich in der ersten Halfte des Kultivierungszeitraums - gezeigt. Dabei
dhnelte das Ausmafd der Matrixschrumpfung mit 60 - 80% der Initialgrofie dem in der
vorliegenden Studie beobachteten Effekt. Butcher et al. betrachteten ebenfalls die Auswirkung
von TGFf auf VIC, welche jedoch aus caninen Mitralklappen gewonnenen wurden. Im Einklang
mit den hier prasentierten makroskopischen Befunden konnte seine Arbeitsgruppe eine
signifikant stirkere Grofdenreduktion der Hydrogele durch die Zugabe von exogenem TGFf

sowohl fiir aVIC als auch flir embryonale, valvulare Progenitorzellen feststellen 92.93,

6.1.2 Mpyofibroblastische Transdifferenzierung der VIC und Matrix-remodeling in mECM-
Kulturen

In Abhdngigkeit von Umgebungsfaktoren und Wachstumsstimuli kénnen VIC verschiedene
phéanotypische Ausprdgungen aufweisen. So konnen sie durch eine myofibroblastische
Transdifferenzierung in den aktivierten Zustand iibergehen. Aktivierte VIC (aVIC) sind in
Reparationsprozesse der pathologisch verdnderten Herzklappe eingebunden, kénnen bei
tiberméafdiger Aktivierung jedoch auch zu einer massiv gesteigerten Apoptoserate fithren und
somit selbst zur Klappenfibrosierung beitragen 3940. Dabei spielt das Gleichgewicht zwischen
MMP-vermittelter Matrixdegradation und Matrixerneuerung ebenfalls eine entscheidende Rolle
15, Das Zytoskelett der aVIC zeichnet sich durch einen hohen Gehalt an kontraktilen Filamenten,
insbesondere a-SMA aus. Durch die Behandlung mit unterschiedlichen Zytokinen konnte die a-
SMA-Expression in den mECM-Kulturen beeinflusst werden. Unter Stimulation mit TGFp zeigte
sich ein tendenziell erhohter Gehalt an a-SMA gegeniiber der Basalbedingung ohne zusatzliche

Zytokingabe. VEGF hingegen hatte einen gegenteiligen Effekt zur Folge und fiihrte zu einer
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signifikanten Reduktion der a-SMA-Expression verglichen mit TGFf3-behandelten Kulturen. In
der Literatur wird TGFpB als potenter Aktivator fiir VIC beschrieben, welcher die
myofibroblastische Transdifferenzierung von ruhenden qVIC stimuliert. Beriicksichtigt man
auch die immunhistologischen Ergebnisse sowie die PCR-Analysen, so konnte dieser Effekt fiir
die mECM-Kulturen nicht klar gezeigt werden. Dies macht die Bedeutung von dreidimensionalen
Zellkulturmodellen fiir die zuverlassige Interpretation von in vitro Daten besonders deutlich.
Wahrend fiir 2D-Kulturmodelle verschiedene Studien eine klare VIC-Aktivierung durch blofe
Zugabe von exogenem TGFp beobachten konnten, geben Untersuchungen am 3D-Kulturmodell
Hinweise auf ein weitaus komplexeres Zusammenspiel mehrerer Faktoren, die mafigeblich in
die myofibroblastische Transdifferenzierung von VIC und dariiber in den Pathomechanismus
der Aortenklappenstenose involviert sind 36-38. Eine herausragende Rolle spielen dabei
mechanische Einflussgrofien, welche iiber die ECM auf die Zellen wirken. Merryman et al
untersuchten die a-SMA-Expression unter dem Aspekt der synergistischen Wirkung von TGFf
mit der mechanischen Spannung in 3D-Kulturen. Dabei wurden porcine Aortenklappen
zyklischer Spannung ausgesetzt und mit oder ohne TGFf iiber 14 Tage kultiviert. Weder durch
die alleinige Applikation von zyklischer Spannung noch durch Stimulation mit TGFf konnte die
myofibroblastische Transdifferenzierung angeregt werden. Erst durch die Kombination beider
Faktoren zeigte sich ein signifikanter Anstieg des a-SMA-Gehalts. Interessanterweise konnte auf
diese Weise auch ein starker Anstieg des biologisch aktiven TGFf beobachtet werden %4.

In dem Kulturmodell der vorliegenden Studie befindet sich die mECM-Kultur ohne Fixierung frei
beweglich in den transwells. Dies fiihrt dazu, dass keine exogen induzierte Spannung in der
Kultur aufgebaut werden kann, und somit keine synergistische Wirkung von Spannung und
TGFp entsteht. Dadurch bleibt ein signifikanter Effekt von TGFp auf die a-SMA-Expression aus.
Auch muss die Beschaffenheit der Matrix beriicksichtigt werden. Es wird angenommen, dass
erstens die VIC-Aktivierung durch TGFf u.a. tiber Matrixkomponenten vermittelt wird, und dass
zweitens das Ausmafd dieser matrixvermittelten Zellaktivierung abhdngig von den
Matrixbestandteilen ist. So prasentiert sich eine deutlich geringere VIC-Aktivierung in Kollagen
[-beschichteten Kulturen verglichen mit Fibronektin- oder Heparin-beschichteten Kulturen 38.
Zudem gibt es in der Literatur Hinweise darauf, dass die Matrixsteifigkeit verschiedener ECM-
Modelle ebenfalls den Aktivierungsstatus der VIC sowie die Effektivitit einer Zytokinstimulation
durch TGFf beeinflussen kann 959. Kloxin et al. haben in kollagenhaltigen Hydrogelkulturen
gezeigt, dass eine erhdhte Steifigkeit der Matrix in dosisabhangiger Weise zu einem Anstieg der
a-SMA-Expression fithrt 97. Wahrend TGFf alleine nur einen geringen Effekt auf die
Kontraktilitit der einzelnen VIC in einer Matrix mit hoher Compliance hat, steigt die
Kontraktilitit einzelner Zellen bei einer erhohten Matrixsteifigkeit stark an 9. Vor diesem

Hintergrund sind die dargestellten Ergebnisse zu reevaluieren, sodass die insgesamt niedrige
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myofibroblastische Transdifferenzierung durch TGFf im angewandten Kulturmodell plausibel
erscheint. Dass mechanische Beanspruchung und Spannung an der mECM-Kulturoberfliche am
grofdten sind, konnte dabei das peripher gesteigerte a-SMA-Signal in immunhistologischen
Analysen erkliaren. Ex vivo Beobachtungen an Aortenklappen in Bioreaktor-Systemen, in
welchen eine VIC-Aktivierung durch eine stirkere himodynamische Belastung nachgewiesen
wurde, unterstiitzen diese Hypothese 99100, Dass TGFf in 2D-Kulturen eine starke
myofibroblastische Transdifferenzierung induziert, konnte wiederum darauf zuriickzufiihren
sein, dass die blof3e Anzucht der VIC in 2D-Kulturen bereits zu einer Kontraktilitdtserhdhung der
VIC im Sinne einer pathologischen Zellaktivierung fiihrt und damit einem mechanischen Reiz
gleich kommt 87,

Der Einfluss von VEGF auf die Aktivierung von VIC hingegen ist bis heute weniger untersucht. Es
konnte auf Proteinebene gezeigt werden, dass VEGF die a-SMA-Expression gegeniiber TGFf3-
behandelten mECM-Kulturen reduziert. Diese Beobachtung steht in Analogie zu Untersuchungen
von Gwamnesia et al., welche einen insgesamt protektiven Effekt von VEGF auf VIC belegen. Zu
beriicksichtigen ist allerdings, dass der protektive Einfluss von VEGF im Bezug auf die Bildung
kalzifizierender Noduli nachgewiesen wurde und eine VIC-Aktivierung nicht unmittelbar mit
Kalzifizierungsprozessen korrelieren muss 57.

Mit der VIC-Aktivierung einher geht die gesteigerte Expression und Aktivitdit von MMPs. Beide
Prozesse sind im Sinne einer Reaktion auf pathologische Reize zu bewerten. Histologisch
konnten Kulturareale beobachtet werden, in denen sich sowohl eine erhéhte Zelldichte als auch
eine gesteigerte Aktivitit von MMP2 und MMP9 zeigte. Zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen konnten allerdings weder histologisch noch quantitativ mittels PCR- oder
Westernblot-Analyse klare Alterationen der MMP-Aktivitit bzw. -Expression festgestellt
werden. Aktivierte VIC exprimieren und sezernieren vermehrt MMPs, um so
Matrixumbauprozesse im Rahmen pathologischer Geschehen an der Herzklappe zu induzieren
1535101, Speziell fiir eine Stimulation mit TGFP konnten Clark-Greuel et al. in 2D-Kultur eine
signifikante Erhohung der pro-MMP9-Expression - nicht jedoch der MMP-Aktivitdt — aufzeigen
30, Da im mECM-Kulturmodell im Vergleich zu konventionellen 2D-Zellkulturmodellen nur eine
limitierte Stimulation der myofibroblastischen Transdifferenzierung zu aVIC stattgefunden hat,
ist es nicht verwunderlich, dass sich der MMP-Gehalt in den verschiedenen
Behandlungskonditionen nur geringfligig voneinander unterscheidet. Unabhdngig von der
Kulturbedingung konnte die Bildung von Zellaggregaten auf eine erhdhte Proliferationsrate im
Sinne einer VIC-Aktivierung in den entsprechenden mECM-Arealen deuten und somit

gleichzeitig die dort verstarkte MMP-Aktivitat erklaren.
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6.1.3 Osteoblastische Transdifferenzierung und Matrixkalzifizierung

Ruhende VIC (qVIC) kéonnen weiterhin einen osteoblastischen Phanotypen annehmen (obVIC),
welcher im fortgeschrittenen Stadium einer Aortenklappenerkrankung Kalzifizierungsprozesse
der valvularen Matrix induziert und unterhdlt. Die an der Degeneration der Aortenklappe
entscheidend beteiligten obVIC zeichnen sich durch eine Hochregulierung der TNAP, die
Formierung kalzifizierender Zellnoduli und die Einlagerung von Kalziumapatitkristallen in der
ECM aus 33. Zudem konnte in kalzifizierten Herzklappen ein erhéhter Gehalt an osteogenese-
typischen Proteinen wie OPN nachgewiesen werden 1941, Bekannte Induktoren der
osteoblastischen Differenzierung sind u.a. TGFf und organische Phosphate. CD73 ist als
membranstidndige Phosphatase genau wie TNAP in den ATP-Katabolismus eingebunden und
konnte somit ebenfalls fiir die osteogene Transdifferenzierung eine Rolle spielen 2352,

Sowohl Clark-Greuel et al. als auch Gwamnesia et al. konnten beobachten, dass VIC in der
Monolayer-Kultur zur Bildung von charakteristischen, kalzifizierenden Noduli neigen, sobald sie
mit TGFP stimuliert wurden. Dabei benutzten sie TGFf-Konzentrationen zwischen 5 und 10
ng/ml 3057, Fisher et al. hingegen konnten bei alleiniger TGFB-Applikation keine Nodulus-Bildung
beobachten. Ahnlich wie bei der myofibroblastischen Transdifferenzierung konnte erst durch
die Kombination von TGFp-Behandlung der mECM-Kulturen mit der Applikation von zyklischer
Spannung die Formation Kkalzifizierender Zellaggregate im Sinne eines osteoblastischen
Zellphanotyps gezeigt werden. Dabei beschreibt diese Arbeitsgruppe sowohl in Bezug auf die
Spannung als auch auf die TGFp-Konzentration eine dosisabhdngige Entwicklung der
Nodulusformierung 8. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte hingegen eine &hnliche
Bildung Kkalzifizierender Zellnoduli im mECM-Kulturmodell nicht vorgefunden werden. Zwar
wurden fokale Zellverdichtungen festgestellt, in der Von Kossa Farbung zeigte sich allerdings
keine einschliagige Matrixkalzifizierung unter den angewandten Behandlungsbedingungen.
Vielmehr wurden randstdndige Mikrokalzifizierungen beobachtet, welche jedoch nicht
regelmafdig mit einer bestimmten Kondition assoziiert waren. Zwar zeigte der Kalzium-Assay
eine erhohte Kalziumkonzentration in den Behandlungsgruppen gegeniiber der Basalkultur,
jedoch bleibt zu diskutieren, ob es sich hierbei wirklich um obVIC-vermittelte
Kalziumanreicherungen handelt. Der gezeigte Effekt konnte ebenso auf einer Sequestration von
Kalziumkomponenten aus dem Kulturmedium innerhalb der mECM beruhen. Diese Hypothese
wird gestiitzt durch die Tatsache, dass der Kalziumgehalt in allen Gruppen gegeniiber der
Basalkondition erhoht ist. Auch der Umstand, dass der Kalziumgehalt in TGFp-stimulierten
Kulturen am geringsten unter den Behandlungsgruppen ist, lduft kontrdr zu den vielfach
beobachteten, prokalzifizierenden Effekten von TGFB und lasst einen zellvermittelten
Kalzifizierungsmechanismus im vorliegenden 3D-Modell als Ausldser fraglich erscheinen 40. Ob

die zusatzliche Applikation von Spannung oder eine Erhéhung der Matrixsteifigkeit einen
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prokalzifizierenden Effekt in mit TGFp stimulierten mECM-Kulturen hat bleibt durch weitere
Studien zu tiberpriifen. Auch der zeitliche Faktor kénnte eine Rolle spielen. So postulieren
Hjortnaes et al.,, dass VIC unter Kultivierung mit prokalzifizierendem Medium in den ersten 7
Tagen zunichst einen myofibroblastischen Phdnotypen aufweisen, und erst nach 2 - 3 Wochen
eine osteoblastische Transdifferenzierung durchlaufen 192, Demnach konnte das Ausbleiben
einer starken Matrixkalzifizierung und Nodulus-Bildung auf eine zu kurze Kultivierungszeit
zuriickzufiihren sein.

Die TNAP ist iiber den ATP-Katabolismus und die Dephosphorylierung von OPN maf3geblich in
valvulare Kalzifizierungsprozesse eingebunden 23. Histologisch zeigte sich im BCIP/NBT-Assay
durch die Behandlung mit TGFf eine erh6hte Enzymaktivitit in den mECM-Kulturen. Diese
Beobachtung deckt sich mit einer erh6hten ALP-Aktivitdt in 2D-Kulturen, welche in mehreren
Studien nachgewiesen werden konnte 30103, Interessanterweise zeigte sich auch ein
antagonistischer Effekt auf die TNAP-Aktivitiat durch die Behandlung mit VEGF. Gwamnesia et al.
entdeckten, dass VEGF Kalzifizierungsprozessen entgegenwirken kann 57. In Kombination dieser
beider Beobachtungen konnte also eine durch VEGF verursachte TNAP-Inhibition der
protektiven Wirkung zugrunde liegen. Allerdings konnte weder am Ende der Kultivierungszeit
noch im Verlauf eine Hochregulierung der TNAP-Genexpression beobachtet werden.

Wahrend bis vor einiger Zeit die Bedeutung von OPN fiir die ektope Kalzifizierung nicht gut
untersucht war, zeigen neuere Analysen, dass OPN in Abhdngigkeit von seinem
Phosphorylierungsstatus auf die valvulare Matrixkalzifizierung Einfluss nehmen kann. Sainger et
al. konnten erstens nachweisen, dass Patienten mit pathologisch verdanderten Aortenklappen
einen erhohten Serum-OPN-Spiegel aufweisen, und zeigten zweitens einen gesteigerten Anteil
an dephosphoryliertem OPN im Serum dieser Patienten 104, Nach aktueller Kenntnislage ist OPN
wiederum hauptsachlich im phosphorylierten Zustand dazu in der Lage, z.B. iber die
Komplexierung von Hydroxyapatitkristallen einer ektopen Kalzifizierung entgegenzuwirken.
Dephosphoryliertes OPN hingegen verliert diese Eigenschaft grofdtenteils und unterstiitzt somit
eine ektope Biomineralisation 2245, Narisawa et al. berichten, dass die Hochregulierung der
TNAP zu einer Dephosphorylierung des OPN fithrt und hieriiber eine Matrixkalzifizierung
vorantreibt 23. Wahrend in der vorliegenden Studie die Proteinanalyse zeigte, dass das
phosphorylierte OPN durch die unterschiedlichen Behandlungen unverdndert gegeniiber der
Kontrollgruppe blieb, lief? sich unter TGFp-Stimulation ein tendenzieller Anstieg des
dephosphorylierten OPN nachweisen. Dieser - wenn auch nicht signifikante - Effekt konnte wie
bereits dargelegt auf die gesteigerte Aktivitat der TNAP zuriickzufiihren sein. Allerdings konnte
diese Beobachtung weder nach 8 Tagen noch im Verlauf der Kultivierung durch eine Analyse der
Genexpression bestidtigt werden. Dabei ist zu bedenken, dass ein verdnderter
Phosphorylierungsstatus nicht im Zusammenhang mit einer verdnderten Genexpressionsrate

stehen muss. Weitere Untersuchungen, die fokussiert auf die Analyse der Phosphorylierung von
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OPN sowie deren Regulation abzielen, werden ndhere Einsicht in diese Zusammenhinge

bringen.

Zusammenfassend konnte in keiner Behandlungsgruppe eine relevante Mineralisierung der
Matrix beobachtet werden. Indikatoren, die auf eine beginnende osteoblastische
Transdifferenzierung der VIC hinweisen, konnten dennoch identifiziert werden. Dabei waren in
der Literatur beschriebene Effekte von TGFf und VEGF nachweisbar, jedoch in der hier erstmals
eingesetzten = 3D-Versuchsanordnung gegeniiber fritheren Beobachtungen in  2D-
Untersuchungen abgeschwicht. Als Ursache hierfiir kommen in Analogie zur
myofibroblastischen Transdifferenzierung fehlende mechanische Aspekte im mECM-Modell in
Frage. Mehrere Studien konnten zeigen, dass VIC-vermittelte Kalzifizierungsprozesse von der
Steifigkeit der Matrix abhdngig sind. Das Ausmafd der Matrixsteifigkeit scheint zu beeinflussen,
ob qVIC sich zu aVIC oder obVIC differenzieren, wobei ein mittlerer elastischer Modulus (ca. 25-
50 kPa) einen osteogenen Phanotypen, hohere elastische Moduli einen myofibroblastischen
Phianotypen der VIC beglinstigen 105-107, Balachandran et al. haben zudem in ex vivo
Untersuchungen nachgewiesen, dass die Applikation von TGFf in Kombination mit
mechanischer Spannung zu einer erhdhten Kalzifizierung explantierter Schweineherzklappen
fiihrt - ein weiterer Faktor, der beriicksichtigt werden muss. Dabei konnten mit zunehmender
Matrixdehnung zum einen deutlich erh6hte Osteocalcin- und Kalziumkonzentrationen und zum
anderen eine vermehrte ALP-Aktivitit beobachtet werden 108, Reslimiert man die
Beobachtungen der vorliegenden Studie vor diesem Hintergrund, so lasst sich daraus ableiten,
dass in 3D-Kulturen TGFp alleine nur schwach auf die Transdifferenzierung der VIC Einfluss
nehmen kann. Vielmehr scheint die Kombination von Zytokinstimulation und mechanischen,
matrixvermittelten Einfliissen filir die Aktivierungs- und Kalzifizierungsprozesse der valvulidren
Zellen essentiell zu sein. Neben dem Fehlen mechanischer Faktoren wird das verwendete Modell
durch die Tatsache limitiert, dass Matrigel bereits zahlreiche Wachstumsfaktoren enthilt -
darunter auch TGFf. Dass die VIC in ihrem Zellverhalten und Expressionsmuster durch diese
beeinflusst werden, kann nicht ausgeschlossen werden. Weiterhin spielen auch entziindliche
Prozesse im Rahmen der Aortenklappendegeneration eine wichtige Rolle. So sind neben VIC,
ECM-Molekiilen und Wachstumsfaktoren auch Makrophagen und andere Zellen des
Immunsystems an der Entstehung der ektopen Kalzifizierung beteiligt 17. Dies wurde in der

vorliegenden Studie nicht weiter berticksichtigt.
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6.2 Die interstitielle Rebesiedlung von dECM

Die heutzutage zur Verfiigung stehenden Herzklappenprothesen weisen bereits deutlich
verbesserte Eigenschaften gegeniiber den Prothesen aus den Anfingen des Herzklappenersatzes
auf. Dennoch sind alle existierenden Optionen noch weit von einer optimalen
Herzklappenprothese entfernt. Ein grofies Defizit ist dabei die fehlende Regenerationsfahigkeit
kiinstlicher Herzklappen, wodurch degenerative Verdnderungen der Klappenprothesen nicht
intrinsisch antagonisiert werden konnen. Des Weiteren macht die Wachstumsunfahigkeit des
Implantats bei jungen Patienten Re-Operationen notwendig. Diese Nachteile werden generiert
durch die Tatsache, dass sowohl mechanische als auch glutaraldehydfixierte, biologische
Herzklappenprothesen Kkeine lebenden Zellen enthalten. Vitale Zellen wiederum sind die
Grundlage fiir valvuldre Reparationsmechanismen und biologisches Klappenwachstum. Die
Moglichkeit der Herzklappendezellularisierung stellt die Grundlage fiir die Entwicklung

alternativer Klappenprothesen in Aussicht 71,109,110,

Als zweites Modell der dreidimensionalen Kultivierung valvularer Zellen wurde in dieser Studie
die Moglichkeit der in vitro Repopulation einer dezellularisierten Aortenklappenmatrix eruiert.
Hierzu wurden verschiedene Ansitze der Herzklappendezellularisierung und Rebesiedlung
implementiert und verglichen. Ziel der vorliegenden Studie war die Etablierung eines in vitro
Rebesiedlungsmodells  dezellularisierter =~ Herzklappen mit VIC zur Untersuchung
zugrundeliegender Zellmigrationsmechanismen, welches als Ausgangspunkt fiir weiterfithrende
Experimente zur Entwicklung optimierter Herzklappenprothesen dienen kann.

Um ein geeignetes Verfahren zur Dezellularisierung der Aortenklappen auszuwahlen, wurde die
Qualitdt unterschiedlicher Dezellularisierungsverfahren im Vorfeld evaluiert. Unter
Verwendung eines trypsinbasierten Protokolls iiber 48 h wie 2002 von Cebotari et al
beschrieben zeigte sich ein starker Strukturverlust der Klappenmatrix 111, Unter einer kiirzeren,
24-stiindigen Trypsininkubation hingegen prasentierte sich eine insuffiziente Entfernung von
Zellmaterial aus der valvuldren Matrix. Trypsin wurde in den Anfangen des kardiovaskuldren
tissue engineering vermehrt zur enzymatischen Dezellularisierung verwendet. Allerdings hat
man dieses Verfahren mit der Zeit grofdtenteils verlassen, da Trypsin auch Proteine der ECM
unspezifisch aufspaltet und somit die valvuldre Architektur zerstort. Sowohl Grauss et al. als
auch Liao et al. berichten liber einen Verlust der Kollagenstruktur valvularer Klappenmatrices
nach Behandlung mit Trypsin. Demgegeniiber konnte eine klare Uberlegenheit von SDS gezeigt
werden. Zudem konnte Grauss et al. - iibereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit - keine vollstindige Dezellularisierung der Klappenmatrix durch Trypsin-basierte
Verfahren mit einer Inkubationsdauer von bis zu 17 Stunden erreichen. Tudorache et al.
demonstrierte dariiberhinaus, dass durch eine SDS-basierte Dezellularisierung sogar die

Basalmembran erhalten werden kann, wohingegen Trypsin zur Zerstorung selbiger fiihrt 112-114,
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Vor diesem Hintergrund wurde fiir die hier beschriebenen Untersuchungen eine
detergenzienbasierte Dezellularisierung nach Akhyari et al. gewahlt 79. Der bedeutende Vorteil
dieses Verfahrens liegt in einer matrixschonenden und gleichzeitig suffizienten
Herzklappendezellularisierung, wobei die Basalmembran weitestgehend erhalten bleibt. Eine
erhaltene Basalmembran wiederum ist essentiell fiir die Endotheladhédsion im Rahmen einer Re-
endothelialisierung dezellularisierter Herzklappen und gewadhrleistet somit wichtige
physiologische Funktionen. So nimmt ein konfluenter Endothellayer Einfluss auf die
Signalweiterleitung an interstitielle Zellen und ist dariiberhinaus essentiell fiir eine addquate
Inhibierung der Thrombozytenadhésion und Gerinnungsaktivierung 115-118,

Lichtenberg et al. konnten fiir auf diese Weise dezellularisierte Herzklappen eine
flichendeckende in vitro Re-endothelialisierung mittels Bioreaktor-System erreichen, welche
dariiberhinaus eine gute in vivo Funktionalitit ohne verstiarkte Inflammation, Kalzifizierung
oder Thrombenbildung nach einem und drei Monaten aufwiesen 73.119. Demgegeniiber zeigten
dezellularisierte Herzklappen ohne Re-endothelialisierung eine wesentlich hdhere
Thrombogenitit nach orthotoper Implantation in vivo 120,

Bei der interstitiellen Rebesiedlung einer dezellularisierten Herzklappe muss nun zwischen der
Besiedlung in vivo einerseits, auch als guided tissue engineering bezeichnet, und einer in vitro-
Besiedlung andererseits unterschieden werden. Wahrend sich die in vivo Rebesiedlung zwar als
potentiell moglich erwies, lieferte trotz zahlreicher verschiedener Ansitze keine Methode eine
interstitiell vollstindig besiedelte Herzklappenprothese, welche vergleichbar mit einer nativen
Klappe wire. So zeigten in vivo Versuche nach 3, 5 und sogar 9 Monaten nur eine unvollstandige
interstitielle = Neubesiedlung basisnaher Klappenanteile von dezellularisierten, re-
endothelialisierten = und  orthotop reimplantierten  Herzklappen. Die  statischen
Zellkulturexperimente der vorliegenden Studie zeigten zundchst, dass unter Anwendung des
beschriebenen Dezellularisierungsprotokolls keine interstitielle Matrixbesiedlung durch eine
VIC-Aussaat auf der dECM-Oberfldche zu erreichen war. Dieses Resultat ist nicht verwunderlich,
berticksichtigt man, dass auch in Langzeitstudien nach Reimplantation dieser dezellularisierten
Herzklappen in vivo keine Zellmigration tber die Basalmembran erfolgte 7379121 Die
Beobachtung des guided tissue engineering in dezellularisierten Klappenimplantaten ebenso wie
in vitro Studien mit enzymatisch dezellularisierten Herzklappen sind gleichsam beweisend fiir
die Fahigkeit von VIC, innerhalb der Matrix zu migrieren. Dies wiederum wirft die Frage auf,
was im vorliegenden Modell die VIC an der Migration in die Klappenmatrix hindert. In Betracht
kommt dabei zum einen die Basalmembran als Migrationsbarriere, zum anderen mechanische
und nutritive Faktoren bedingt durch das verwendete Modell. Die Basalmembran, bestehend aus
Basallamina und lamina fibroreticularis enthalt im Vergleich zur interstitiellen Matrix einen
erhohten Anteil an Proteoglykanen wie Ankerproteinen oder Vesikan und weist zuséatzlich eine

andere Kollagenstruktur und -zusammensetzung auf.

75



Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals fiir das Feld der kardiovaskularen
Regenerationsforschung die generelle Durchfiihrbarkeit einer kontrollierten, fokalen
Oberflichenmanipulation der valvuliren Matrix gezeigt werden, welche licht- und
multiphotonenmikroskopisch dargestellt werden konnte. Dabei wurde ein Femto second laser
(FsL) eingesetzt, welcher in translationalen Wissenschaften schon mehrfach und in vielfaltiger
Funktion verwendet und detailliert beschrieben wurde 122123, So stellt die laservermittelte
Photomanipulation von Matrixoberflichen einen vielversprechenden methodischen Ansatz in
der Entwicklung artifizieller Organe dar. Trotz des technischen Erfolgs konnte der histologische
Nachweis der laserperforierten Felder nicht immer gelingen, und auch der Erfolg der
Matrixbesiedlung gestaltete sich uneinheitlich. Es konnte in keiner der rebesiedelten dECM eine
flichendeckende interstitielle Besiedlung erreicht werden. Vielmehr wurde lediglich in wenigen
Fillen eine perifokale Matrixbesiedlung in unmittelbarer Ndhe der perforierten Areale
beobachtet, sodass weitere Untersuchungen zur Verfahrensoptimierung notwendig erscheinen.
Der hier angewandte Ansatz muss somit zumindest auf dem heutigen technologischen Stand
zwar als innovativ, jedoch in der Auswirkung nicht ausreichend angesehen werden. Eine
Weiterentwicklung dieser Methodik, etwa durch eine stiarkere Kontrolle iiber die biologische
Wertigkeit der durch FsL erwirkten Manipulation, kénnte jedoch in der Zukunft ihre Bedeutung
fiir die translationale Wissenschaft steigern.

Als weiterer Ansatz zur verbesserten Zellpermeabilitit der Basalmembran wurde eine kurze
Trypsinbehandlung im Anschluss an die Dezellularisierung abgewendet. Trypsin ist - wie
bereits ausgefiihrt - bekannt dafiir, an der Basalmembran proteolytisch zu agieren. Ferner
belegen Daten aus der Tumorforschung eine strukturelle Alteration der Basalmembran durch
Trypsinbehandlung sowie die dosisabhdngige Abnahme der Tumorprogressivitit durch
Inkubation mit Tryspininhibitoren 124125, Histologische Untersuchungen zeigen in der
vorliegenden Studie, dass eine kurze Trypsininkubation flir 30 min keine groben Veranderungen
der Matrixstruktur hervorruft. Quantitativ zeigten sich geringe Unterschiede in der
Matrixzusammensetzung nach Trypsinbehandlung dahingehend, dass der relative Anteil nicht-
kollagener Proteine durch eine Trypsininkubation abnimmt. Durch diese kurze Inkubation mit
Trypsin wurde schliefilich eine interstitielle Klappenbesiedlung in vitro realisierbar, ohne dabei
den Kompromiss eines massiven Strukturverlusts eingehen zu miissen. Eine partielle
Desintegration der Basalmembran kénnte dieser Beobachtung zugrunde liegen. Anzumerken ist,
dass die interstitielle Besiedlung bei 8-tdgiger Kultivierung in EECD auf sehr oberflachennahe
Bereiche der dECM limitiert ist. Um eine tiefere Besiedlung der Matrix zu erzielen, wurde daher
eine grofiere Zellzahl ausgesidt und eine hohere Trypsinkonzentration gewahlt, wobei der
strukturelle Erhalt dieser dECM mit dem einer mit niedrigkonzentriertem Trypsin behandelten
dECM vergleichbar war. Zusatzlich kommen - dhnlich wie bei den mECM-Kulturen - nutritive

Aspekte als migrationslimitierende Faktoren in Betracht. So ist es naheliegend, dass VIC sich bei
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einem geringen Angebot an Néahrstoffen in der Matrix dem Konzentrationsgradienten
entsprechend moglichst nah an der Oberfliche der dECM ansiedeln, um ihr Uberleben zu
sichern. Da die Rebesiedlung von dECM in EECD zwar eine kontrollierte Matrixbesiedlung
erlaubt, jedoch konzeptionell die Entstehung eines solchen Konzentrationsgradienten
provoziert, wurden besiedelte dECM nach 24 Stunden initialer Zellanhaftung in ein transwell
transferiert. Insgesamt wurde durch diese Modifikationen eine tiefergehende Matrixbesiedlung
erreicht. Dabei konnte mittels immunhistochemischer Farbung gezeigt werden, dass die in die
Matrix migrierten VIC zu einem groféen Teil kein a-SMA exprimieren, somit also iiberwiegend
als qVIC vorliegen und nur wenige VIC eine myofibroblastische Transdifferenzierung
durchlaufen. Weiterhin zeigte sich in der in situ Zymographie eine perizellular erhohte MMP-
Aktivitdt um einige der in die dECM migrierten VIC, welche Riickschliisse auf eine Einflussnahme
durch VIC auf die ECM zuldsst. Dass der mehrschichtige Zelllayer auf der Oberflache
rebesiedelter dECM sowohl starke MMP-Aktivitat als auch ein erhohtes a-SMA-Signal aufweist,
konnte - analog zum 2D-Kultumodell - in der unphysiologischen Zellanordnung der VIC
begriindet liegen.

Das dECM-Modell wird allerdings durch zwei Aspekte limitiert; zum einen wird zu Gunsten der
Matrixbesiedlung eine Zerstérung der Basalmembran in Kauf genommen. Zwar ist durch die
detergenzienbasierte Dezellularisierung ein zufriedenstellender Strukturerhalt der Matrix
gewadhrleistet, dennoch ist der Verlust einer intakten Basalmembran anzunehmen. Ohne Erhalt
der Basalmembran wiirde sich eine anschlief3ende Re-endothelialisierung der dECM wie bereits
ausgefiihrt schwierig gestalten. Zum anderen sind zwar grundlegende Mechanismen identifiziert
worden, die zu einer verbesserten interstitiellen Repopularisierung fithren. Dennoch ist es nicht
gelungen, eine physiologische Zellverteilung innerhalb der Klappenmatrix zu erreichen. Hierzu
sind weitere Experimente erforderlich; so ware die Verldngerung der Kulturdauer eine denkbar
relevante Einflussgrofie, welche es zu untersuchen gilt. Zu erwahnen sind in diesem
Zusammenhang vergleichbare in vitro Studien zur interstitiellen Besiedlung dezellularisierter
Herzklappen. So konnten Schenke-Layland et al. bei einer Gesamt-Kultivierungsdauer von 20
Tagen sehr gute Repopulationsergebnisse erzielen. Im Unterschied zur vorliegenden Studie
wurde hier jedoch kein rein statisches Modell verwendet, sondern nach zwei Tagen initialer
Zellanhaftung ein Bioreaktorsystem eingesetzt. Das Besiedlungsprotokoll unterschied sich
beziiglich der ausgesiten Zellzahl, aufferdem wurden die Zellen repetitiv und von beiden Seiten
der Klappe ausgehend ausgesit. Verwendet wurde ein trypsinbasiertes Protokoll sowie
vaskulare statt valvularer Myofibroblasten 110. Auch Leyh et al. verwendeten ein trypsinbasiertes
Dezellularisierungsprotokoll, repetitive Aussahschritte und ein dynamisches
Kultivierungsmodell 126, Aus diesen Studien lasst sich eine positive Auswirkung sowohl von
einer dynamischen Matrixbesiedlung als auch von repetitiven Besiedlungsschritten auf die

Qualitadt der valvularen Matrixbesiedlung ableiten. Steinhoff et al. besiedelten mit Trypsin
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dezellularisierte Herzklappen zwar in statischer Kultur, woraufhin sie jedoch - vergleichbar mit
den hier vorliegenden Ergebnissen - nur eine sehr schwache, fokale interstitielle
Matrixbesiedlung beobachteten. Erst nach orthotoper Reimplantation dieser in vitro
rebesiedelten Klappen Kkonnte eine adiaquate Zelldichte - sei es durch Einwachsen
empfangereigener Zellen oder die zusatzliche mechanische Komponente analog zu dynamischen
in vitro-Modellen - erreicht werden 127. Zwei besonders interessante Studien im Hinblick auf die
vorliegenden Ergebnisse sind die Untersuchungen von Bertipaglia et al. sowie Cushing et al. zur
Rebesiedlung dezellularisierter Herzklappen, da in beiden Fallen statische VIC-Kulturmodelle
verwendet wurden. Beide Gruppen konnten eine erfolgreiche Matrixbesiedlung nach Triton X-
basierter Dezellularisierung erreichen, wobei die erzielten Resultate erst nach zwei- bzw.
vierwochiger Besiedlungsdauer gezeigt werden konnten. Weiterhin wiesen Cushing et al. nach,
dass eine intermittierende Serumdeprivation der rebesiedelten dECM-Kulturen einen positiven
Einfluss auf den Erfolg der interstitiellen Klappenrepopulation hat. Diese Beobachtung erganzt
sich mit der vorliegenden Studie, da sie dem nutritiven Angebot in der Umgebung der 3D-Matrix

eine entscheidende Rolle fiir die interstitielle Repopulation und Zellproliferation zuspricht **'%.

In der Zusammenschau bereits veroffentlichter Studien sowie der vorliegenden Ergebnisse
wurde eine interstitielle Matrixbesiedlung in der Regel unter Verwendung trypsinvermittelter
Verfahren bzw. durch eine Zerstorung der Basalmembran erreicht. Die Anwendung
dynamischer Kulturmodelle sowie eine Verldngerung der Kultivierungszeit sind mdgliche
Faktoren zur Optimierung der interstitiellen Besiedlungsqualitat, welche es in weiteren

Untersuchungen zu evaluieren gilt.
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7 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend konnte die vorliegende Studie die Realisierbarkeit und gleichzeitig die
Herausforderungen der VIC-Kultivierung in einer 3D-Matrix herausstellen.

Im Falle des mECM-Modells konnte die Mehrdimensionalitit und Komplexitit kalzifizierender
und pathologischer Differenzierungsprozesse aufgezeigt werden. Es wurde demonstriert, dass
TGF eine starke Kompaktion der mECM-Kulturen bewirkt und in Einklang mit anderen Studien
auch im vorliegenden 3D-Modell apoptoseinduzierend wirkt — Beobachtungen, die Teilaspekte
einer myofibroblastischen Transdifferenzierung reprasentieren. Als Ausdruck einer solchen
wurde allerdings keine statistisch eindeutige Erh6hung des myofibroblastentypischen Markers
aSMA vorgefunden. VEGF wiederum fithrte zu einer signifikanten Reduktion der Expression von
aSMA im Vergleich zu TGFB-exponierten Kulturen und konnte somit als Inhibitor der
myofibroblastischen Transdifferenzierung verstanden werden. Insgesamt pradsentieren sich
Zytokineffekte im 3D-Versuch allerdings wesentlich abgeschwachter als in 2D-Experimenten,
was ihre Bedeutung fiir die in vivo Situation neu zu bewerten veranlasst. So konnte keine
deutliche Kalzifizierung der Matrix und auch keine osteoblastische Transdifferenzierung der VIC
gezeigt werden. Die einzelnen Konditionen unterschieden sich nicht beziiglich der Expression
anderer Marker wie OPN, CD73 oder MMPs, die im Prozess der Aortenklappendegeneration eine
potentielle Rolle einnehmen. Es ist naheliegend, dass weitere Faktoren wie die Beschaffenheit
der verwendeten Matrix, mechanische Stimuli und die Kultivierungsdauer zuséatzlich zu den hier
untersuchten Zytokineffekten berticksichtigt werden miissen, um ein Verstindnis fiir die
Entwicklung phénotypischer Veranderungen von VIC und die daraus resultierenden
Konsequenzen fiir die Aortenklappendegeneration in ihrer Gesamtheit zu entwickeln.

Weiterhin ist es gelungen, ein Modell zur Besiedlung von dezellularisierten, valvularen Matrices
zu etablieren. Hierbei zeigte sich ein positiver Einfluss auf den Erfolg der interstitiellen
Matrixbesiedlung insbesondere durch eine enzymatische Behandlung der dECM mit Trypsin,
eine Erh6hung der ausgesaten Zellzahl und ein verbessertes Ndhrstoffangebot innerhalb der
Matrix. Die Photomanipulation der dECM-Oberfliche erbrachte nur inkonstante
Besiedlungserfolge, welche sich auf oberflichliche und perifokale Areale beschriankten und
erfordert dariiberhinaus einen hohen technischen Aufwand. Die interstitielle Besiedlung tiber
die dECM-Oberflache scheint in der gewdhlten Versuchsanordnung nur auf Kosten einer
Zerstorung der Basalmembran moglich zu sein. Ausgehend von dem hier etablierten Modell
kann jedoch eine Optimierung der interstitiellen Matrixbesiedlung durch weiterfiihrende

Studien zur Komplettierung einer homogenen dECM-Besiedlung erfolgen.
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