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ZUSAMMENFASSUNG

Der prothetische Herzklappenersatz ist die einzige kausale Behandlungsmethode degenerativer
Herzklappenerkrankungen, welche aufgrund der steigenden Lebenserwartung in Deutschland stetig
zunehmen. Alle Arten aktuell eingesetzter Herzklappenprothesen sind natiirlichen gesunden Herz-
klappen unterlegen.

Das Tissue Engineering von Herzklappen zielt darauf ab, Prothesen herzustellen, welche gesunde
Herzklappen in Form, Funktion und Haltbarkeit imitieren. In der experimentellen Forschung wur-
den hierfiir unterschiedliche Konzepte etabliert. Als Grundgeriist stehen bisher einerseits biokom-
patible synthetische Materialien und andererseits biologische Materialien zur Auswahl. Zu den
biologischen Materialien gehdren Herzklappen tierischen Ursprungs. Da die seit Jahrzehnten kli-
nisch eingesetzten Herzklappen aus chemisch fixiertem bovinem und porcinem Perikard gute Er-
gebnisse gezeigt haben, widmen sich mehrere Arbeitsgruppen diesem Gewebe als Ausgangsmate-
rial fiir tissue engineerte Herzklappen. Zur Entfernung von immunogenem Material aus xenogenem
Gewebe wurde die Methode der Dezellularisierung etabliert.

In der vorliegenden Arbeit wurden fiinf detergenz- und enzymbasierte Protokolle, welche in vor-
liegenden Verdffentlichungen zur Dezellularisierung unterschiedlicher Gewebearten etabliert wur-
den, an bovinem und porcinem Perikard angewendet. Die Protokolle basierten auf folgende Rea-
genzien:

Protokoll I (Borschel-Protokoll): Glycerol, NaCl, EDTA, DCA, SDS, Triton X-100, PBS; Behand-
lungsdauer 16 Tage.

Protokoll II (Lichtenberg-Protokoll): SDS, DCA, PBS; Behandlungsdauer 6 Tage.

Protokoll III (Cebotari-Protokoll): Trypsin, EDTA, PBS; Behandlungsdauer § Tage.

Protokoll IV (Rieder-Protokoll): Triton X-100, DCA, IGEPAL, RNase, DNase, MgCl,, PBS; Be-
handlungsdauer 18 Tage.

Protokoll V (Tedder-Protokoll): DCA, Triton X-100, EDTA, HCI-Puffer, Ethanol, DNase, RNase,
PBS, Elastase, CaCl,, Tris-Puffer; Behandlungsdauer 16 Tage.

Nach der Dezellularisierung wurde das dezellularisierte Perikard mittels histologischer und mo-
lekularbiologischer Verfahren auf potentiell immunogene Xenogene und auf Strukturverédnderun-
gen, und mittels biomechanischer Testungen auf mechanische Eigenschaften hin untersucht. Als
Kontrollgruppe diente natives porcines und bovines Perikard.

Die Protokolle I bis III konnten keine ausreichende Entfernung von Desoxyribonukleinsduren
(DNA) erzielen. Protokoll IV konnte zwar eine ausreichende DNA Entfernung erzielen, jedoch
keine vollstandige Entfernung von Galactose-alpha-1,3-Galactose (0-Gal). Lediglich Protokoll V
konnte an porcinem Perikard eine ausreichende Eliminierung sowohl der DNA als auch von a-Gal
erreichen. An bovinem Perikard angewendet konnte Protokoll V zwar auch eine ausreichende
DNA-Reduktion erzielen, jedoch war weiterhin a-Gal nachweisbar. Somit erfiillt lediglich Proto-
koll V an porcinem Perikard angewendet die Kriterien einer erfolgreichen Dezellularisierung.

Histologisch haben die mit Protokoll I, Il und V dezellulariserten Proben einen gut erhaltenen
Kollagenfaserverband aufgewiesen. Die mit Protokoll III und IV dezellularisierten Proben haben
eine aufgequollene Struktur der Extrazelluldrmatrix aufgewiesen. Inwiefern dies das Potential zur
Rebesiedlung reduziert bleibt offen.

Keines der verwendeten Protokolle hat zu einer signifikanten Verdnderung des Elastizitétsmoduls
gefuhrt, trotz nachweislichem Verlust an Glykosaminoglykanen (GAG) durch nahezu alle Proto-
kolle. Somit korreliert der Verlust an GAG nicht zwangsweise mit einer Beeintrachtigung des elas-
tischen Verhaltens des Perikards.

Bovines Perikard hat deutlich hohere Elastizititsmodul-Werte als porcines Perikard aufgewiesen.
Ob dies eine Uberlegenheit des einen oder anderen Perikardtyps beim Einsatz als Herzklappenpro-
these bedeutet, bleibt weiteren Studien vorbehalten.

Zusammenfassend wurde die hochste Antigenreduktion bei bestem Erhalt der strukturellen und
mechanischen Eigenschaften in dem mit Protokoll V dezellularisiertem Perikard erreicht.
Ankniipfende Arbeiten sind ndtig, um zu untersuchen, ob weitere Kriterien erfiillt sind, bevor das
dezellularisierte Perikard als Matrix fiir tissue engineerte Herzklappen dienen kann. Hierzu gehort,
dass das Gewebe von Endotoxinen frei sein muss, welche eine Rebesiedlung mit Zellen verhindern
wiirden, und ferner, dass das Gewebe physiologischen Stromungsbedingungen standhalten muss.
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SUMMARY

Prosthetic heart valve replacement is the only option for a causal treatment of degenerative heart
valve diseases, the latter showing a constantly increasing prevalence in Germany because of the
rising life expectancy of the general population. All forms of currently used heart valve prostheses
are inferior to the healthy native heart valves.

The aim of heart valve tissue engineering is to produce heart valve prostheses that imitate healthy
heart valves in their shape, function and durability. Therefore, several concepts have been estab-
lished in previous experimental research. As scaffolds for tissue engineered tissue, there is a choice
between biocompatible synthetic materials on the one hand, and biological materials on the other
hand. The group of biological materials includes animal derived heart valves.

Because the prostheses constructed based on bovine and porcine pericardium have showed good
results during decades of clinical use, they are preferred by several groups as a starting material for
tissue engineering of heart valves. However, in order to remove immunogenic material from the
xenogeneic donor tissue, the method of decellularization has been established.

In the present work, five protocols based on detergents, or enzymes or a combination thereof,
were applied to bovine and porcine pericardium. All protocols have been previously reported as
efficient for decellularization of different types of tissues. The protocols were based on following
reagents:

Protocol I (Borschel protocol): Glycerol, NaCl, EDTA, DCA, SDS, Triton X-100, PBS; duration of
the protocol: 16 days.

Protocol II (Lichtenberg protocol): SDS, DCA, PBS. The Protocol has a duration of 6 days.
Protocol III (Cebotari protocol): Trypsin, EDTA, PBS; duration of the protocol: 8 days.

Protocol IV (Rieder protocol): Triton X-100, DCA, IGEPAL, RNase, DNase, MgCl,, PBS; dura-
tion of the protocol: 18 days.

Protocol V (Tedder protocol): DCA, Triton X-100, EDTA, HCI-Buffer, Ethanol, DNase, RNase,
PBS, Elastase, CaCl,, Tris-Buffer; duration of the protocol: 16 days.

After decellularization, the pericardium was examined with the help of histological and molecu-
lar biological methods for potentially immunogenic material and structural changes, and with the
help of biomechanical testing for mechanical properties. Native porcine and bovine pericardium
served as control.

The protocols I to III could not reach a sufficient removal of deoxyribonucleic acids (DNA). Alt-
hough Protocol IV could reach a sufficient removal of DNA, it could not reach a sufficient removal
of galactose-alpha-1,3-galactose (a-Gal). Only protocol V could reach on porcine pericardium a
sufficient removal of DNA as well as a-Gal. Applied on bovine pericardium Protocol V could
reach a sufficient reduction of DNA, however, a-Gal was still detectable. Therefore, only Protocol
V applied on porcine pericardium fulfil the criteria for a successfully decellularization.

The samples which were decellularized with protocol I, I and V showed a well-maintained col-
lagen network. The samples which were decellularized with Protocol III and IV showed a swollen
structure of the extracellular matrix. It remains an open question how much this result reduces the
potential for reseeding.

None of the applied Protocols led to a significant change in the elastic modulus, despite the prov-
en loss of glycosaminoglycans (GAG) through almost all protocols. Therefore, the loss of GAG
does not necessarily correlate with a negative impact on the elastic behaviour of the pericardium.

Bovine pericardium showed clearly higher modulus of elasticity than porcine pericardium. Fur-
ther studies are necessary to decide whether this result may translate into the superiority of one
over the other type of pericardium.

In summary, the highest reduction of antigens whilst best maintaining of structural and mechani-
cal properties, was achieved in pericardium treated with Protocol V. Follow-up studies are neces-
sary, to analyse if further criteria are fulfilled, before the decellularized pericardium could be used
as a scaffold for tissue engineered heart valves. This includes that the tissue must be free of endo-
toxins which would inhibit a reseeding with cells and that the tissue must withstand physiological
flow conditions.
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1| EINLEITUNG

1.1 | Herzklappenerkrankungen

1.1.1 | Epidemiologie und Klinik

Im Jahre 2015 wurden in Deutschland iiber 32.000 Herzklappenoperation vorgenommen,
davon tiber 9000 katheterbasierte Eingriffe. Seit dem Jahre 2005 steigt die stationdre Mor-
biditatsziffer der Herzklappenerkrankungen parallel zur verldngerten Lebenserwartung und
der verbesserten diagnostischen Mdglichkeiten kontinuierlich an. Innerhalb der operativ
behandelten Herzklappenerkrankungen ist die Aortenklappenstenose mit Abstand die am
hiufigsten operierte Form der Herzklappenerkrankung, gefolgt von der Mitralklappenin-
suffizienz. (DHB, 2016) Sie entstehen am hiufigsten altersbedingt durch Degeneration und
Kalzifizierung. (Herold, 2011) Dabei liegt der GroBteil der Erkrankten in der Altersgruppe
der liber 60-jéhrigen. (DHB, 2016) Wesentlich seltener sind Erkrankungen der Trikuspidal-
oder Pulmonalklappe. Diese treten am hdufigsten im Rahmen kongenitaler Herzanomalien
auf. Je nach Art des Klappenvitiums entsteht im Herzen eine Volumen- oder eine Druckbe-
lastung. Klinisch duBert sich dies in Symptomen einer Herzinsuffizienz. Die Entscheidung
zu einer zuriickhaltenden konservativen oder einer operativen bzw. interventionellen Be-
handlung hdngt vom Ausmal} der Klappenschédigung und der klinischen Symptomatik ab.
(Herold, 2011)

1.1.2 | Therapieoptionen

Herzklappenfehler konnen funktionell nur durch einen chirurgischen oder transkutanen
prothetischen Herzklappenersatz bzw. eine Rekonstruktion behandelt werden. Diese Form
der Therapie geht mit einer signifikant erhdhten Uberlebensrate und einer verbesserten
Lebensqualitét einher. (Kheradvar A., 2014) Bis heute stehen jedoch keine Klappenprothe-
sen zur Verfligung, die mit natiirlichen Klappen beziiglich Haltbarkeit und Funktion ver-
gleichbar wiren. (Herold, 2011) Eine ideale Herzklappenprothese sollte bestimmte Anfor-
derungen erfiillen. Sie darf keine Thrombogenitit oder erhdhte Infektantfilligkeit aufwei-
sen, keine Hamolyse durch Klappenbestandteile bewirken und sollte unbegrenzt haltbar
sein. (Goecke T., 2015)

Bei den aktuell eingesetzten Herzklappenprothesen wird zwischen mechanischen und bi-
oprothetischen Herzklappen unterschieden. Die erste mechanische Herzklappe wurde
erstmals 1952 von C.A. Hufnagel implantiert. (Hufnagel C, 1958) Seitdem werden mecha-

nische Klappen in verschiedenen Formen, GroB3en und Materialien angeboten und stetig



weiterentwickelt. Die Hauptansidtze in der Weiterentwicklung von mechanischen Herz-
klappen liegen in der Optimierung des Scharnierdesigns, der Verbesserung ihrer himody-
namischen Eigenschaften, sowie in der Entwicklung neuer antithrombogener Oberflichen-
beschichtungen. Als Material fiir die beweglichen Teile der mechanischen Herzklappen
dient i.d.R. pyrolytisches Carbon. (Kheradvar A., 2014) Der Hauptvorteil mechanischer
Herzklappen besteht in der Abwesenheit degenerativer Verdnderungen und in der hohen
mechanischen Lebensdauer. Wesentliche Nachteile sind die unphysiologischen Flusseigen-
schaften und das somit erhohte Thrombembolierisiko. Dies macht eine lebensldngliche
Antikoagulation unabdingbar. (Geiler H. J., 2009) Diese ist wiederum mit dem Risiko
gefdhrlicher Blutungskomplikationen verbunden und macht eine zuverldssige INR-
Selbstbestimmung notwendig. (Herold, 2011) In Angesicht der genannten Nachteile und
der aktuellen Fortschritte im Bereich bioprothetischer Herzklappen, insbesondere neuerer
Transkatheterklappen, bleiben mechanische Herzklappen weiterhin primér jiingeren Pati-
enten vorbehalten. (Kheradvar A., 2014)

Der Einsatz biologischer Klappen ist seit iiber vierzig Jahren klinischer Alltag. (Ionescu
M.L, 1984) Sie haben eine niedrige Thrombogenitit, sodass auf eine langfristige Antikoa-
gulation verzichtet werden kann. Zudem verfiigen sie verglichen mit mechanischen Klap-
pen iiber eine physiologischere Himodynamik. (Kheradvar A., 2014) Aktuell eingesetzte
biologische Herzklappen sind xenogener oder allogener Natur.

Bioprostethische Klappen auf xenogener Basis bestehen aus chemisch fixierten porcinen
Klappensegeln, bovinem oder porcinem Perikard. Die chemische Fixierung erfolgt in der
Regel mit Glutaraldehyd. (Kheradvar A., 2014) (Hiilsmann J., 2012) Es reduziert die Im-
munogenitit durch Kreuzvernetzung von Proteinen, stabilisiert die Matrix und macht sie
resistenter gegeniiber Enzymen. Auflerdem ist es ein effektives Sterilisierungs- und Kon-
servierungsmittel. (Collatusso C., 2011) Allerdings wirken Aldehydresiduen in der Matrix
zytotoxisch, was eine Zellinfiltration unmoglich macht. Zudem kann die Fixierung mit
Glutaraldehyd die Immunogenitét nicht vollstindig autheben, was eine chronische Immun-
reaktion verursachen kann. (Vinci M. C., 2013) Gemeinsam mit der Anfélligkeit glutaral-
dehydfixierter Klappen fiir Kalzifizierungen, fiihrt dies zu einer kurzen Haltbarkeit von nur
ca. 10-15 Jahren. (Kheradvar A., 2014) Um mehrfache Operationen zu vermeiden sind
xenogene Herzklappen daher hauptséchlich élteren Patienten vorbehalten. Allerdings wird
die Anwendung biologischer Prothesen in der jiingsten Vergangenheit zunehmend liberal

gehandhabt, sodass aktuell z.B. im Falle des Aortenklappenersatzes Patienten bereits mit
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einem Alter von 60 oder hoher primir die Empfehlung zur Wahl einer biologischen Pro-
these erhalten.

Homografts sind humane Leichenklappen welche nach Explantation antibiotisch behan-
delt und zur Lagerung kryokonserviert werden. Trotz ihrer im Vergleich mit xenogenen
Klappen immunologisch besseren Vertriaglichkeit weisen auch diese Klappen schnelle De-
generationserscheinungen auf. (Dohmen P. M., 2011) Ein zusitzlicher Nachteil ist die Ab-
héngigkeit von Spendermaterial und die somit limitierte Verfligbarkeit. Homografts spielen
daher bei der Behandlung von Herzklappenfehlern eine untergeordnete Rolle. (Steinhoff
G., 2000) Sie werden hauptsdchlich im Rahmen von Ross-Operationen eingesetzt um eine
in die Aortenposition verpflanzte, patienteneigene Pulmonalklappe (sog. Autograft) zu
ersetzten. (Dohmen P. M., 2011)

Alle aktuell eingesetzten Herzklappenprothesen haben den gemeinsamen Nachteil des
fehlenden Wachstums- und Regenerationspotentials. Dies fiihrt insbesondere bei pédiatri-
schen Patienten zu wiederholten Operationen und bei élteren Patienten zu schnellen Dege-
nerationserscheinungen. Eine vielversprechende Alternative bietet das Konzept des Tissue

Engineering (dt.: Gewebeziichtung).

1.2 | Tissue Engineering von Herzklappen

1.2.1 | Theoretischer Hintergrund

Die gingigste Definition des Tissue Engineering ist jene, die 1993 von Langer und Va-
canti etabliert wurde: ,, Tissue engineering is an interdisciplinary field that applies the
principles of engineering and the life sciences toward the development of biological substi-
tutes that restore, maintain, or improve tissue function.“ (Langer R., 1993) Das Herzklap-
pen Tissue engineering verfolgt somit das Ziel der Herstellung von Prothesen, welche
Form und Funktion gesunder nativer Herzklappen imitieren und die Féhigkeit zum Wachs-
tum und zur Regeneration besitzen. Das géngigste Paradigma des Tissue Engineering im-
pliziert, dass zunidchst ein Gerlist entwickelt wird. Dieses wird mit Zellen besiedelt
wodurch ein funktionsfahiges Gewebe entsteht, welches implantiert werden kann. (Rabkin
E., 2002) In einem alternativen Ansatz, dem sogenannten Guided Tissue Regeneration,
wird das Geriist zellfrei implantiert, in Erwartung einer in vivo Besiedlung mit kdrpereige-

nen Stammzellen aus dem Blutstrom. (Goecke T., 2015) (Akhyari P., 2011)
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1.2.2 | Stand der Forschung

Ein erstes vollstindiges Konzept zum Tissue Engineering von Herzklappen wurde 1995
von Shinoka et al. in Boston vorgestellt. (Shinoka T., 1995) Die Grundidee war die Her-
stellung eines Grundgeriistes aus synthetischem Material welches in vitro mit Myo-
fibroblasten und Endothelzellen besiedelt wird. Dieses Geriist sollte in vivo schrittweise
degradiert und resorbiert werden wéhrend die Zellen eine eigene ECM bilden und so ein
neues Gewebe schaffen. Als Ausgangsmaterial fiir solch ein synthetisches Geriist werden
biokompatible und resorbierbare Stoffe wie Polylactide (PLA) und Polyglycolide (PGA)
eingesetzt. Solche Geriiste bieten den Vorteil der breiten Verfiigbarkeit und der auswihlba-
ren Materialstruktur und Eigenschaften. Dem Konzept des synthetischen Geriistes stellen
sich mehrere Herausforderungen, wie die Regulation der Zelladhdsion und das Verhindern
einer zu schnellen oder einer unvollstindigen Resorption des Polymergeriistes in vivo.
(Mendelson K., 2006) (Neuenschwander S., 2004) (Kheredvar A., 2014) (Steinhoff G.,
2000)

Ein alternativer Ansatz welcher die Probleme der noch unzureichend befriedigenden Po-
lymercharakteristika umgeht, ist die Verwendung eines biologischen Geriistes. Es besteht
entweder aus natiirlichen reinen ECM-Komponenten wie Kollagen und Fibrin oder aus
einem geeigneten biologischen Gewebe welches zuvor dezellularisiert wurde. Reine ECM-
Komponenten haben wesentliche Schwéchen, wie die Tendenz zur Schrumpfung und der
Entstehung von Zellnekrosen und —apoptosen bei der Besiedlung. Daher widmen sich viele
Arbeitsgruppen natiirlichem biologischem Gewebe, welches dezellularisiert wird, um es
als Matrix fiir tissue engineerte Herzklappen zu verwenden. (Mendelson K., 2006) Der
Fokus lag dabei bisher in der Verwendung von Herzklappen xenogener oder allogener Na-
tur als Ausgangsmaterial. Sie bieten natiirliche strukturelle und mechanische Eigenschaf-
ten, die denen nativer gesunder Herzklappen nahekommen. Zudem beinhalten sie biologi-
sche Informationen wie z.B. Wachstumsfaktoren, die eine Rebesiedlung mit Zellen poten-
tiell moglich machen. Thre mechanischen Eigenschaften erfiillen das unabdingbare Kriteri-
um der sofortigen Belastbarkeit und Funktionalitdt ab dem Zeitpunkt der Implantation.
Gleichzeitig sind sie potentiell resorbierbar, wobei dies nicht auf Degradationsprozesse
beruht wie es bei kiinstlichen Polymeren der Fall ist, sondern viel mehr auf metabolische
Prozesse. (Neuenschwander S., 2004) (Steinhoff G., 2000) Bisher lag der Fokus bei der
Herstellung tissue-engineerter Herzklappen auf die Anwendung in der pulmonalen Positi-
on. Nur wenige Forschungsgruppen haben die Versuche auf die aortale Position iibertra-

gen. (Akhyari P., 2010) (Neumann A., 2013) Da die seit Jahren klinisch eingesetzten
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Herzklappen aus chemisch fixiertem Perikard gute Ergebnisse in der aortalen Position ge-
zeigt haben, (Ionescu M.I., 1984) widmen sich einige Arbeitsgruppen diesem Gewebe als
Ausgangsmaterial fiir tissue-engineerte Herzklappen. (Tedder M. E., 2009) (Hiilsmann J.,
2012) (Dohmen P. M., 2014)

1.3 | Perikard als Ausgangsgewebe

Perikard ist ein bindegewebiger Sack, welcher das Herz umhiillt. Es besteht aus einer
serdsen Schicht welche dem Herzen anliegt, dem sog. Epikard, und dem fibrosen Perikard.
(Schiinke M., 2005) Die Untersuchung des fibrosen Perikards verschiedener Spezies konn-
te zeigen, dass es sich um ein Bindegwebe handelt, welches hauptsdchlich aus Kollagen
Typ I besteht. Weitere Bestandteile sind Elastin und Glykosaminoglykane sowie bindege-
websproduzierende Zellen. (Mendoza-Novelo B., 2011) Die erste Herzklappenprothese aus
bovinem Perikard wurde 1971 von Ionescu et al. konzipiert und erfolgreich implantiert.
(Ionescu M.I., 1984) Seitdem werden chemisch fixierte Klappen aus Perikard neben eben-
so chemisch fixierten porcinen Aortenklappen routinemifBig in der Klinik eingesetzt.
(Kheradvar A., 2014) Klappen aus bovinem Perikard konnten in mehreren Studien bessere
hiamodynamische Eigenschaften in der Aortenposition vorweisen als porcine Aortenklap-
pen. Sie haben groBere effektive Offnungsflichen und somit geringere Druckdifferenzen
als vergleichbare Schweineklappen. (Antunes, 2014) In den neueren Transkatheterklappen
wird zunehmend auch porcines Perikard eingesetzt. (Kheradvar A., 2014) Sowohl bovines
als auch porcines Perikard sind durch gezielte Tierzucht auch in groBer Stiickzahl verfiig-
bar. Seit kurzem hat dieses Gewebe als Ausgangsmaterial fiir tissue engineerte Herzklap-
pen die Aufmerksamkeit auf sich gezogen. (Tedder M. E., 2009) Es erfiillt mehrere Krite-
rien die fiir den Einsatz als Geriist erforderlich sind. Dazu gehdren addquate mechanische
Eigenschaften, welche weitgehend erforscht wurden. Eine Herausforderung stellt die Ent-
fernung von xenogenen Komponenten dar, welche eine Rebesiedlung mit autologen Zellen
verhindern und immunologische Reaktionen beim Empfanger auslosen konnten. (Griffiths
L. G., 2008) Zur Losung dieses Problems wurde das Konzept der Dezellularisierung ent-

worfen. (Gilbert T. W., 2006) (Courtman D. W., 1994)

1.4 | Dezellularisierung als Methode

Die Matrix welche den Zellen als Leitstruktur dient und der spiteren Bioprothese ihre
dreidimensionale Struktur verleiht, muss biokompatibel und frei von zytotoxischen, pro-

kalzifizierenden oder immonogenen Elementen sein. (Teebken O. E., 2007) Mindestkrite-



13

rien, die erfiillt sein miissen um eine Dezellularisierung als ausreichend bezeichnen zu
konnen, sind ein DNA-Gehalt von weniger als 50 ng/mg Trockengewicht sowie ein feh-
lender Nachweis von sichtbarem nuklearem Material in der HE- oder DAPI-Féarbung.
(Crapo P. M., 2011) Das alleine ist jedoch nicht ausreichend, um von xenogenfreiem Ge-
webe sprechen zu konnen. Die Entfernung von Xenogenen wie dem a-Gal-Epitop sollte
bei der Dezellularisierung ebenfalls im Fokus stehen, da gezeigt werden konnte, dass die-
sem Antigen eine besondere Rolle bei der Auslosung von Immunreaktionen zugeschrieben
wird. (Kasimir M.-T., 2005) (Badylak S. F., 2008) Meistens wird bei der Erstellung eines
Dezellularisierungsverfahrens eine Kombination aus chemischen und physikalischen Ele-
menten gewdhlt. Hierzu zéhlen der Einsatz hypo- und hypertoner Losungen, Detergenzien,
Alkohole, Enzyme und Chelate. Zur Minimierung der Kontamination mit Mikroorganis-
men konnen Biozide eingesetzt werden. Um die Exposition des Gewebes mit der Dezellu-
larisierungslosung zu maximieren, werden physikalische Methoden angewendet. (Gilbert

T. W., 2006) Eine Zusammenfassung von hiufig eingesetzten Elementen bietet Tabelle 1.

Tabelle 1 - Agenzien und Methoden zur Dezellularisierung

Osmose Hyper- und hypotone Losungen

Ionische Detergenzien Natriumdodecylsulfat (SDS), Natriumdeoxycholat (DCA)
Nicht-ionische Detergenzien  Triton X-100

Chelate EDTA

Enzyme Trypsin, DNase, RNase

Biozide Antibiotika, Natriumazid

Physikalische Methoden Mechanische Agitation (Schiitteln)

Die Effektivitéit einer Dezellularisierungsmethode hingt von der Zellularitit des Gewe-
bes, der Gewebedicke und -dichte, sowie den eingesetzten Dezellularisierungsmitteln ab.
Neben einer ausreichenden Entfernung von immunogenem Material sollte die Schadigung
der mechanischen Integritit und die Zusammensetzung der ECM minimal gehalten wer-
den. Eine ausreichende Antigenreduzierung und der Erhalt der strukturellen und mechani-
schen Eigenschaften des nativen Gewebes: dies zu erreichen ist das Ziel eines optimalen
Dezellularisierungsprotokolls. (Keane T. J., 2015) (Courtman D. W., 1994) (Pagoulatou E.,
2012) (Keane T. J., 2015)
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1.5 | Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit setzt sich die Evaluation verschiedener Dezellularisierungsprotokolle zum
Ziel. Hierbei werden fiinf Protokolle verwendet, welche bereits in der Literatur beschrie-
ben worden sind. (Akhyari P., 2010), (Lichtenberg A., 2006), (Cebotari S., 2006), (Rieder
E., 2005), (Tedder M. E., 2009). Die Analysen werden an bovinem und porcinem Perikard
angewendet. Als Kontrollgruppe dient das native Perikard der jeweiligen Spezies.

Die Untersuchung des Perikards vor und nach Dezellularisierung erfolgt mittels histolo-
gischer und molekularbiologischer Verfahren sowie biomechanischer Testungen. Mit Hilfe
dieser Methoden wird gezeigt wie effektiv die einzelnen Dezellularisierungsprotokolle das
native porcine und bovine Perikard von immunogenem Material befreien. Zusétzlich wird
untersucht, wie stark die Dezellularisierungsverfahren die strukturellen Eigenschaften der
Extrazelluldrmatrix und die mechanischen Eigenschaften des nativen Perikards beeintréch-

tigen.
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2 | Material und Methoden

2.1 | Praparation des Perikards

Die verwendeten Herzbeutel werden aus Rinder- und Schweineherzen prépariert, die
vom Schlachtbetrieb Willy Siemes & Sohn in Viersen abgeholt werden. Die frischen Her-
zen werden in eine verschliebare und mit Brucheis gefiillte Transportbox gegeben. Nach
dem Transport wird rasch mit der Priparation begonnen. Das Perikard wird auf eine sterile
Unterlage gelegt. Die Praparation erfolgt mit sterilem Instrumentarium. Die Ablosung des
Perikards vom Herzen erfolgt durch einen ersten Schnitt von der Mitte der Corona cordis
(zwischen Aorta und Truncus pulmonalis) bis zur Apex cordis, und einem zweiten hori-
zontalen Schnitt entlang der Perikardumschlagstellen an den grofen Gefden. Das aufge-
klappte Perikard wird von iiberschiissigem Fett befreit, ohne dabei das Pericardium fibro-
sum zu beschidigen. Es werden 3 x 4 cm grof3e longitudinale Perikardstreifen mit einem
Skalpell herausgeschnitten, welche anschlieend fiir eine Stunde in einer antiseptischen
PBS-Losung mit 10 % Betaisadona-Losung inkubiert werden. Danach werden die Streifen
fiir fiinf Minuten in eine sterile PBS-Losung getaucht, um darauthin fiir eine Stunde in
einer PBS-Losung mit 2% Penicillin/Streptomycin-Losung gewaschen zu werden. An-
schlieBend werden die Perikardstreifen unmittelbar den entsprechenden Analysen zuge-

fiihrt.

2.2 | Dezellularisierung

Die Dezellularisierung der Perikardstreifen erfolgt in autoklavierten 250 ml Vierkant-
Laborglasflaschen und auf einem Schiittler, welcher mit 220 Umdrehungen pro Minute
betrieben wurde. In jede Kantflasche werden jeweils 2 Perikardstreifen und 150 ml Lésung

gegeben.

2.2.1 | Protokoll I (Borschel-Protokoll)

Dieses Protokoll basiert auf einer Methode von Borschel et al. welche zur Dezellularisie-
rung von Skelettmuskulatur angewendet wurde (Borschel G.H., 2004) und von Akhyari et
al. zur Dezellularisierung von ovinen Aortenklappen eingesetzt wurde. (Akhyari P., 2010)

Alle Schritte erfolgen bei Raumtemperatur.
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Tabelle 2 - Protokoll 1

Dauer Reagenz

3d 80% Glycerol 0,9% NaCl 0,05% NaN; 25mM EDTA
3d 4,2 % DCA 0,05% NaN3
2d 80% Glycerol 0,9% NaCl 0,05% NaN; 25mM EDTA
2d 1% SDS 0,05% NaNj3;
2d 3% Triton X-100 0,05% NaN3
2d 1% SDS 0,05% NaNj3;
2d 0,05% NaNj
3 Stunden 2% Penicillin/Streptomycin in PBS-Lésung

2.2.2 | Protokoll II (Lichtenberg-Protokoll)

Diese Methode wurde von Lichtenberg et al. zur Dezellularisierung von ovinen Pulmo-
nalklappen erstellt. (Lichtenberg A., 2006) Alle Schritte erfolgen bei Raumtemperatur. Das
Perikard wird 48 Stunden in einer Detergenzlosung aus 0,5% SDS und 0,5% DCA inku-
biert. Alle 12 Stunden erfolgt ein Losungswechsel. AnschlieBend werden die Perikardstrei-
fen 24 Stunden in Aqua dest. und danach 72 Stunden bei tdglichem Losungswechsel in

einer sterilen PBS-Losung gewaschen.

2.2.3 | Protokoll III (Cebotari-Protokoll)

Dieses Protokoll basiert auf einer Methode von Cebotari et al., welches zur Dezellulari-
sierung von humanen Pulmunalklappen erstellt wurde. (Cebotari S., 2006) Die Perikar-
dstreifen werden 24 Stunden bei 37°C in einer PBS-Losung mit 0,05% Trypsin und 0,02%
EDTA inkubiert. Anschlieend erfolgt ein 7-tdgiger Waschvorgang in steriler PBS-Lsung

bei Raumtemperatur.

2.2.4 | Protokoll IV (Rieder-Protokoll)
Dieses Protokoll basiert auf einer Methode die von Rieder et al. beschrieben und zur De-

zellularisierung von porcinen und humanen Pulmonalklappen verwendet wurde. (Rieder

E., 2005)



Tabelle 3 - Protokoll IV

Dauer Reagenz Temperatur
2d 0,05% Triton X-100 0,05% DCA 0,05% IGEPAL 4°C
100pg/ml RNase 150IU/ml DNase 50mmol MgCl,
1d 37°C
in PBS-Ldsung
12d PBS-Lo6sung
RT
3d 2 % Penicillin/Streptomycin in PBS-Losung

2.2.5 | Protokoll V (Tedder-Protokoll)
Dieses Verfahren basiert auf einer Methode welche von Tedder et al. zur Dezellularise-

rung von porcinem Perikard entwickelt wurde. (Tedder M. E., 2009)

Tabelle 4 - Protokoll V

Dauer Reagenz Temperatur

1d Aqua dest. 4°C
0,25% DCA 0,15% Triton X-100 0,1% EDTA 0,02% NaN3

6d in 50mM HCI-Puffer (pH 7,8), Losungswechsel nach 3 Ta- RT
gen

30min Aqua dest. 70% Ethanol

1d 360mU DNase 360mU RNase in PBS-Ldsung 37°C

30min Aqua dest. RT

6d 40mU/ml Elastase, ImM CaCl, 0,02% NaNs in 50mM Tris- 37 C
Puffer (pH 8) Losungswechsel nach 3 Tagen

2d Aqua dest. RT

2.3 | Histologie

2.3.1 | Paraffineinbettung

Zur histologischen Charakterisierung des Perikards werden die zu untersuchenden Pro-
ben in Paraffin eingebettet. Zuvor werden hierfiir native und dezellularisierte Perikardstrei-
fen fir mindestens 24 Stunden in 4 % Formaldehydlosung fixiert. Anschlieend werden
aus den urspriinglichen Streifen, diinne 0,5 x 4 cm grofle Streifen geschnitten. Um eine
erleichterte Positionierung in den Einbettkassetten zu ermoglichen, werden aus diesen

Streifen Rollchen geformt. Um ein Aufrollen zu verhindern wird um jedes Perikardroll-
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chen Filterpapier gewickelt, welches zuvor in Aqua dest. getrankt wurde. Anschlieend
werden die Perikardrollchen jeweils eine Stunde in 70%, 80%, 96% und 100% Ethanol
entwassert. Danach wird das Gewebe zweimal mit 100% Xylol durchtrankt, um danach
zwel Stunden lang bei 56°C in Paraffin eingebettet zu werden. Anschlieend wird das Fil-
terpapier abgelost. Es wird jeweils ein Rollchen mittig und senkrecht, in eine mit fliissigem
Paraffin (1% DMSO) gefiillte Einbettkassette positioniert. Das Abkiihlen der Paraffinblo-
cke erfolgt im Kiihlschrank bei 4°C.

2.3.2 | Herstellung von Paraffinschnitten

Aus den Paraffinblocken werden mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms 5 pm starke Schnit-
te angefertigt. Die Schnitte werden anschlieBend in einem Wasserbad gestreckt und danach
auf beschriftete Objekttriger aufgebracht. Diese werden iliber Nacht auf einer Heizplatte
bei 56°C getrocknet. Bevor die Schnitte gefarbt werden konnen, miissen diese dreimal fiir
je zehn Minuten in Xylol entparaffinisiert und fiir jeweils fiinf Minuten in 100%, 96% und

70% Ethanol, sowie abschlieend fiir eine Minute in Aqua dest. rehydriert werden.

2.3.3 | Himatoxylin-Eosin-Fiarbung
Mit Hilfe dieser Farbung kann eine Aussage iiber den Gehalt an Zellkernen sowie iiber
die Beschaffenheit der Extrazelluldrmatrix getroffen werden. Zellkerne werden blau darge-
stellt. Zytoplasma und Extrazelluldrmatrix erscheinen rosa. Die entparaffinisierten und
rehydrierten Schnitte werden nach dem folgenden Protokoll geférbt:
* @Gill-Hématoxylin, 1 Minute
= Aquadest., 1 Minute
= 5% Eisessigwasser, 1 Minute
= Aquadest., 3 x 1 Minute
= 70 % Ethanol, 1 Minute
= Eosin alkoholisch, 1 Minute
AnschlieBend werden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 70%, 96%
und 100% Ethanol fiir je 1 Minute entwéssert. Nach 2 x 1 Minute in Xylol, werden die
Schnitte an der Luft getrocknet und eingedeckt.

2.3.4 | DAPI-Farbung
Diamidinphenylindol ist ein Fluoreszenzfarbstoff der zur Darstellung von DNA einge-
setzt wird. Bei Anregung mit ultraviolettem Licht fluoresziert DAPI mit blauer Farbe.

Nach der Entparaffinisierung und Rehydrierung werden die zu farbenden Schnitte mit ei-
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ner DAPI-haltigen Losung (Vector laboratories) eingedeckt. Um ein Ausbleichen zu ver-

hindern wird die Inkubation lichtgeschiitzt durchgefiihrt.

2.3.5 | Movat’s Pentachrome Firbung
Die Pentachrom Fiarbung nach Movat ermdglicht eine spezifische Darstellung der einzel-
nen Komponenten der Extrazellularmatrix. Kollagenfasern werden gelb, elastische Fasern
rot und Glykosaminoglykane hellblau dargestellt. Zellkerne erscheinen rotbraun. Die Pa-
raffinschnitte werden nach dem folgenden Protokoll geférbt:
= Alcianblau, 10 Minuten
* Tropfendes Leitungswasser, 5 Minuten
= Alkalisches Ethanol, 60 Minuten
* Tropfendes Leitungswasser, 10 Minuten
= Aquadest., | Minute
=  Weigerts Eisenhdmatoxylin, 10 Minuten
=  Aqua dest., 1 Minute
= Tropfendes Leitungswasser, 15 Minuten
= Brillant-Crocein-Sdurefuchsin, 15 Minuten
= 0,5% Essigsédure, 1 Minute
= 5% Phosphorwolframsédure, 20 Minuten
= 0,5% Essigsdure, 2 Minuten
= 100% Ethanol, 3 x 5 Minuten
= Saffron du Gatinais, 60 Minuten
AnschlieBend werden die Schnitte dreimal kurz in 100% Ethanol gespiilt und eine Minu-

te in Xylol getaucht. Nach der Trocknung werden die Schnitte eingedeckt.

2.3.6 | Direktrotfirbung (picro sirius red)

Diese Methode basiert auf der Anlagerung des stark anionischen Farbstoffes Direktrot (in
engl. Literatur sirius red) durch seine Schwefelsduregruppen an basische Seitenketten des
Kollagens. (Sweat F., 1964) Durch Darstellung einzelner Kollagenfasern unter polarisie-
rendem Licht ermodglicht diese Farbung eine genauere Beurteilung der Beschaffenheit der
Extrazelluldrmatrix. Nach Entparaffinisierung und Rehydrierung der histologischen Schnit-
te werden diese fiir 60 Minuten in einer gesittigten Pikrinsdurelosung mit 0,1% Sirius Red
inkubiert. AnschlieBend werden die Proben zweimal fiir je zwei Minuten in 0,01N Salzséu-

re gewaschen und zweimal fiir je fiinf Minuten in 100% Ethanol rehydratisiert. Zum
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Schluss werden die Schnitte dreimal fiinf Minuten in Xylol gereinigt und anschlieBend

eingedeckt.

2.3.7 | Kombinierte Firbung mit Direktrot (picro sirius red) und Fast Green
und Spektrophotometrie

Diese Methode (Joseph J., 2003) ist eine Weiterentwicklung der im Jahr 1979 von
Junqueira et al. beschriebenen Methode zur spektrophometrischen Quantifizierung von
Kollagen. (Junqueira L., 1979) Sie macht sich die Bindung von Direktrot an Kollagen und
von Fast Green an nicht-kollagene Proteine zu Nutze. Es werden jeweils 15 pym und 5 pm
starke Paraffinschnitte verwendet, welche nach Entparaffinisierung und Rehydrierung fiir
die Dauer von 30 Minuten in einer gesdttigten Pikrinsdure-Losung mit 0,1% Direktrot und
0,1% Fast Green inkubiert werden. Die 5 um Schnitte werden mit 0,01M Salzsdure gewa-
schen und in 100% Ethanol rehydratisiert. Zum Schluss werden die Proben in Xylol gerei-
nigt und mit Roti-Mount eingedeckt. Die 15um Schnitte werden so lange unter schwach
flieBendem Leitungswasser gespiilt bis das Wasser farblos wird. Im Anschluss werden die
Schnitte mit einem scharfen Skalpell vom Objekttrager geldst und in ein 2 ml Reaktionsge-
faB} tberfiihrt. Es wird eine Losung aus 50% Methanol und 50% 0,1N NaOH hergestellt.
Hiervon werden 2ml auf die Probe pipettiert, welche anschlieBend leicht geschiittelt wird,
bis die Farbe vollstindig in Losung gegangen ist. Danach wird mit einem Photometer die
Extinktion der Losung bei 540nm und 605nm gemessen (entsprechend der maximalen Ab-
sorption fiir Direktrot und fiir Fast Green). AnschlieBend wird die korrigierte Absorption
von Direktrot bei 540nm berechnet (korrigiert fiir den Anteil von Fast Green an der Ab-
sorption bei 540 nm), indem 29,1% der Absorption bei 605nm subtrahiert werden. Die
Absorptionen werden nun durch die entsprechenden Farbédquivalente dividiert (2,08 fiir
Direktrot und 38,4 fiir Fast Green) um die Werte filir den Kollagengehalt bzw. den Gehalt
an nicht-kollagenen Proteinen zu erhalten (vgl. Formel 1, wobei gilt Ex=Extinktion bei x
nm und P=gemessene Probe). Der relative Gehalt an Kollagen im Verhéltnis zum Gesamt-

protein, ausgedriickt in Prozent, kann somit ermittelt werden.

Formel 1

E540(P) — 0,291 x E¢o5(P)

Direktrot(P) =
irektrot(P) 2.08
Egos(P)
Fast G P) =
ast Green(P) 384

Gesamt(P) = Direktrot + Fast Green
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Direktrot

Relativer Kollagengehalt (P) = Gesamt X 100%

2.4 | Molekularbiologie

Die Proben fiir die molekularbiologischen und biochemischen Untersuchungen werden
unmittelbar im Anschluss an die Dezellularisierung aus den Perikardstreifen herausge-
schnitten und den entsprechen Analysen zugefiihrt, oder in fliissigem Stickstoff schockge-

froren und bis zur weiteren Verwendung bei - 80°C gelagert.

2.4.1 | DNA-Quantifizierung

Durch die Quantifizierung der im Gewebe persistierenden DNA kann eine Aussage tliber
die Fahigkeit der einzelnen Protokolle zur Reduktion von immunrelevantem Zellkernmate-
rial getroffen werden. Zur Isolation der DNA wird das QIAmp DNA Mini-Kit (Qiagen)
verwendet. Es wird pro Dezellularisierungsprotokoll jeweils eine Probe aus vier unter-
schiedlichen Perikardstreifen verwendet (n=4). Dies ergibt eine Gesamtzahl von 48 Ein-
zelmessungen. Die Isolation der DNA erfolgt gemidll dem entsprechenden Protokoll des
Herstellers zur Verarbeitung von Gewebe, zuziiglich einiger Modifikationen. Die zu unter-
suchende Probe wird in fliissigem Stickstoff schockgefroren und mit einem Mdrser pulve-
risiert. Es werden jeweils 15-30 pug Probe abgewogen und in ein 2ml-Tube tiberfiihrt. Um
eine komplette Lyse zu ermdglichen wurden 40ul Proteinkinase statt 20ul verwendet und
die Probe tliber Nacht oder fiir mindestens 12 Stunden inkubiert. Anschliefend werden die
Protokollschritte des Herstellers exakt eingehalten. Das weitere Verfahren beinhaltet die
Bindung der DNA an die Oberfldche der Membran der Spinsdule, das Waschen der gebun-
denen Nukeleinsduren und die finale Elution. Die Quantifizierung der DNA erfolgt durch
Messung der Extinktion bei 260 nm mit Hilfe eines Photometers (Invitrogen) welcher den
DNA-Gehalt anhand einer eingespeicherten Standardkurve bestimmt. Zum Schluss werden

die erhaltenen Werte im Verhiltnis zum Gewicht des Ausgangsmaterials gesetzt.

2.4.2 | GAG-Quantifizierung

Glykosaminoglykane sind ein wichtiger Bestandteil der Extrazelluldarmatrix. Dezellulari-
sierungsverfahren sollten diese Substanz weitestgehend erhalten. Zur Ermittlung des Geh-
altes an Glykosaminoglykanen wird der Blyscan GAG Assay (Biocolor) verwendet. Die
Methode basiert auf der Bindung des Farbstoffes 1,9-Dimethylmethylenblau an sulfatierte
Glukosaminoglykane und macht sich die maximale Absorption des Farbstoffes bei 656nm

zu Nutze. Analog zur DNA-Quantifizierung werden 48 Einzelmessungen durchgefiihrt
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(n=4). Die Proben werden schockgefroren und mit einem Mdrser pulverisiert. Anschlie-
Bend werden 25-50ug Gewebe abgewogen. Die Durchfiihrung der Quantifizierung erfolgt
gemil den Angaben des Herstellers. Fiir die photometrische Messung wird mit Hilfe von
Standards aus Chondroitin-4-Sulfat eine Standardkurve erstellt. Die nach der photometri-
schen Bestimmung und mit Hilfe der Standardkurve abgeleiteten GAG-Konzentrationen

werden im Verhéltnis zum Gewicht des Ausgangsmaterials gesetzt.

2.4.3 | Western Blot Analyse

Diese Methode ermoglicht mit Hilfe spezifischer Antikorper die Detektion von bestimm-
ten Proteinen bzw. Antigenen. Fiir diese Arbeit sind das xenogene a-Gal-Epitop sowie die
ECM-Proteine Osteopontin und Kollagen Typ I Gegenstand der Untersuchung. Pro Proto-

koll wird aus drei verschiedenen Perikardstreifen jeweils eine Probe untersucht (n=3).

2.4.3.1 Proteinaufarbeitung

Die Gewebeprobe wird pulverisiert, abgewogen und in ein Eppendorf-Gefal} {iberfiihrt.
Pro 100ug Gewebe werden 500ul RIPA-Puffer hinzugefiigt und 15 Sekunden mit einer
Ultraschallsonde sonifiziert. AnschlieBend wird die Probe 10 Minuten lang bei 12.000rpm
zentrifugiert. Es entsteht ein Lysat (RIPA-Lysat), welches weiteren Analysen zugefiihrt
wird, und es entsteht ebenso ein Zentrifugat welches in einem zweiten Verfahren lysiert
wird. Hierfiir werden dem Pellet pro mg Feuchtgewebe 2 ul 8M Harnstoff gegeben. An-
schlieBend wird die Probe 15 Sekunden sonifiziert und 10 Minuten bei 60°C auf einem
Thermoblock inkubiert. Danach wird die Probe 10 Minuten bei 12.000 rpm zentrifugiert.
Das Lysat (Harnstoff-Lysat) wird den weiteren Analysen zugefiihrt. Die Uberreste im

Zentrifugat werden verworfen.

2.4.3.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung in den RIPA-Lysaten erfolgt mit dem DC-Assay (Bio Rad). Fiir
die Harnstoff-Lysate wurde der BCA-Assay (Thermo) verwendet. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgt gemdll den Angaben der jeweiligen Hersteller. Die Gesamt-
proteinkonzentration wird von einem Biophotometer (Eppendorf) durch Messung der Ex-

tinktion und mit Hilfe einer vordefinierten Standardkurve ermittelt.

2.4.3.3 Blotting
Es werden jeweils 10pg Protein pro Tasche verwendet. Die verwendeten Polyacrylamid-
Gele enthalten Acrylamid und Bisacrylamid im Verhiltnis 37,5:1 (Bio Rad). Dabei besteht

jedes Gel aus einem 5%-igen Sammelgel und einem 10%-igen Trenngel. Die Gelelektro-
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phorese findet in einem XCell SureLock Mini-Cell System (Invitrogen) statt. Die Ubertra-
gung der Proteine auf die Trigermembran (Healthcare Life Sciences) erfolgt mit dem
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell System (Bio Rad) bei 250mA. Die Dauer des Blot-
ting-Vorgangs betrdgt 120 Minuten. AnschlieBend wird mittels Ponceau-Fiarbung iiber-
priift, ob sich Proteinbanden auf der PVDF-Membran befinden. Wenn dies der Fall ist,
wird die Membran griindlich mit einer TBST-Pufferlosung gespiilt und mit einer TBST-
5%BSA-Losung blockiert. AnschlieBend wird der Primédrantikorper auf die Membran ge-
geben und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wird nach einer griindlichen Spiilung in
TBST-Puffer der Zweitantikorper auf die Membran gegeben und fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einem erneuten griindlichen Waschschritt mit TBST-
Puffer wird die Membran mit SuperSignal West Dura Chemiluminescent Substrate (Ther-
mo) bedeckt, in einer durchsichtigen Folie zugeschweif3t und sofort in die Dunkelkammer
(UVP) gelegt. Dort erfolgt eine integrierte Bildaufnahme tiber 10-20 Minuten. Eine semi-
quantitative Auswertung erfolgt computergestiitzt mit Hilfe des Bildbearbeitungspro-
gramms [/mageJ. Das Programm ermittelt die Farbdichte der Proteinbanden auf den aufge-
nommenen Bildern. Fiir jeden Blot werden die Werte der dezellularisierten Proben in Rela-

tion zum Wert der nativen Probe angegeben.

2.5| Biomechanische Testung

Die biomechanische Testung erfolgte in Kooperation mit dem Institut fiir angewandte

Medizintechnik - Helmholtz Institut - der RWTH Aachen.

2.5.1 | Probenaufarbeitung

Die Perikardstreifen werden unmittelbar im Anschluss an die Dezellularisierung in steri-
ler PBS-Losung mit 2% Penicillin/Streptomycin bei 4°C autbewahrt. Der Transport der
Proben zum Versuchsort erfolgt in mit Brucheis gefiillten Kiihlboxen. Die Perikardstreifen
werden vor Ort mit Hilfe einer Stanze zu 4 x 0,6 cm langen Streifen prapariert. Mit Hilfe
einer Schieblehre wird die Dicke jeder Probe ermittelt um das Volumen bestimmen zu
konnen. Es werden pro Spezies jeweils zwei bis drei Proben aus jeweils zwei Herzbeuteln

untersucht. Es wurden insgesamt 58 Einzelmessungen durchgefiihrt (n=4-6).

2.5.2 | Messung
Die Testung erfolgt an einer Materialpriifmachine der Firma Zwick/Roll. Die Perikar-

dstreifen werden mit Hilfe einer Klemmvorrichtung mit einer wellformigen Oberfliche
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eingespannt. Um ein Gleiten der Probe innerhalb der Klemmvorrichtung der Maschine zu
verhindern wurde zwischen den Innenflichen des Probenhalters und der Probe Sandpapier
gelegt. Die Probe wird so eingespannt, dass die Ausgangslinge 10 mm ist. Die Zugge-
schwindigkeit betrdgt 1mm/Sekunde. Die vom Gerét gemessenen Parameter sind: Kraft (in
Newton) und Weg (in mm). Es werden pro Millimeter ca. 100 Werte elektronisch in Form
eines Datensatzes mit einer Genauigkeit von 10° N bzw. 10 mm gespeichert. Die Mes-

sung erfolgt bis zur vollstindigen Durchtrennung der Probe.

2.5.3 | Auswertung

Aus den gemessenen Werten kann fiir jede Probe ein Weg-Kraft-Diagramm und ein
Spannung-Dehnungs-Diagramms ermittelt werden. Die Spannung als Wert fiir das Ausmaf}
der Gewebedehnung, ist der Quotient aus der auf die Probe ausgeiibten normierten Kraft

und der tatsdchlichen Querschnittsflidche (vgl. Formel 2).

Formel 2

N normierte Kraftin N

Spannung in =
P & mm?2  tatsiachliche Querschnittsfliche in mm?

Ausgangsbreite in mm x Ausgangslange in mm

Tatsachliche Querschnittsfliche in mm? =
Streckung

Dehnungsldange in mm

Streck =
reckung Ausgangsliange in mm

Eine Moglichkeit das elastische Potential zu quantifizieren, welches im Gewebe enthal-
ten ist bevor es zu einer plastischen Verformung kommt, ist die Ermittlung der sogenann-
ten Energiedichte. Hierfiir muss zundchst die Gesamtenergie ermittelt werden. Diese ist
das Integral bzw. die Flache unter der Kurve des Weg-Kraft-Diagramms im Bereich der
giiltigen Dehnung, d.h. ab Beginn der Verformung der Probe (Kraft bei erstmaligem An-
stieg der Spannung) bis zum Anriss der Probe (Kraft bei maximaler Spannung). Die Be-

rechnung der Energiedichte ergibt sich aus Formel 3.

Formel 3

Gesamtenergie in N mm

N
Energiedichte in > = , 3 — " - . -
mm*~  Volumen in mm” = Breite in mm x Lange in mm x Dicke in mm
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Die mathematische Formulierung des Spannungs-Dehnungsgesetzes unter der Vorausset-
zung homogener Korper fiihrt zum Hook’schen Gesetz, welches besagt, dass fiir gentigend
kleine Deformierungen eines Festkorpers, die Dehnung & = Al direkt proportional zur

Spannung o ist (vgl. Formel 4).

Formel 4

o, =E-¢,

Dabei steht E fiir die Elastizitdtskonstante, auch E-Modul genannt. Es gilt fiir die Ener-
giedichte und fiir das E-Modul folgendes Verhiltnis:

Formel 5

E edicht Spannung - Dehnung Spannung?
nergiedi = =
ergledichte 2 2 - Elastizititsmodul
Daraus resultiert:
Formel 6
o Spannung?
Elastizititsmodul =

2 - Energiedichte

2.6 | Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgt mit dem Programm SPSS (Version
22). Es wird ein zweiseitiger Dunnet-Test durchgefiihrt, bei dem gepriift wird, ob ein signi-
fikanter Unterschied zwischen Mittelwerten der dezellularisierten Proben und dem Mittel-

wert der nativen Proben besteht. Ein p-Wert <0,05 wird als signifikant betrachtet.
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2.7 | Materialliste

Acrylamid

Alcianblau
Alcianblaulésung
Alkalischer Alkohol
Alpha-Gal-Epitop

BCA Protein Assay Kit
Betaisadona-Losung 10%
Blyscan GAG Assay
Brillant Crocein

Bovines Serum Albumin

Crocein-Saurefuchsin-Losung

DAPI

DCA

DC Protein-Assay
Direktrot 80

DNase

ECL-Substrat

EDTA
Einschlussmittel Roti-Histokitt
Elastase

Eosin

Essigsidure

Fast Green

Glycerin

Himatoxylin
HCI-Puffer

Igepal CA-630
Kollagen Typ I-Antikorper
MgCl

Natriumazid

PBS
Penicillin/Streptomycin

Pikrinsdure-Losung

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

1g Alcianblau und Iml Eisessig in 100ml Aqua. dest.
10ml 25% Ammoniak + 90 ml 96% Ethanol

Enzo Life Sciences, Farmingdale, USA

Thermo Scientific, Rockford, USA

10ml Betaisadona (Mundipharma) + 90ml Aqua dest.
Biocolor, Carrickfergus, UK

Waldeck, Miinster, DE

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

(80 ml einer Losung aus 0,1g Brillant Crocein, 0,5ml Ei-
sessig und 99,5ml Aqua dest) + (20ml einer Losung aus
0,1g Saurefuchsin, 0,5ml Eisessig und 99,5ml Aqua dest.)
Vector laboratories, Burlingame, USA

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Bio-Rad, Hercules, USA

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Thermo Scientific, Rockford, USA

Merck, Darmstadt, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Life technologies, Carlsbad, USA

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE
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PVDF-Membran
QIamp DNA Mini Kit
RIPA-Losung

RNase A

Saffron du Gatinais

Saffron du Gatinais-Losung

Sédurefuchsin
SDS
Gill-Himatoxylin
TEMED
Tris-Puffer
Triton X-100
Trypsin

Weigert’s Eisenhiimatoxylin

Wolframphosphorsiure

Osteopontin-Antikorper

GE Healthcare Life Scienes, Little Chalfont, UK

Qiagen, Hilden, DE

Thermo Scientific, Rockford, USA

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Waldeck, Miinster, DE

6g Saffron du Gatinais in 100ml Ethanol 16sen und luft-
dicht fiir 48 Stunden bei 50°C inkubieren

Waldeck, Miinster, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Thermo Scientific, Rockford, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Life Technologies, Carlsbad, USA

(1,16g Eisenchlorid und 1ml 25% HCI in 100ml Aqua
dest.) + (1g Hdmatoxylin in 100ml 96% Ethanol)

Sigma Aldrich, Darmstadt, DE

Abcam, Cambridge, UK
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2.8 | Geriteliste

Autoklav

Biophotometer Plus
Braun-Sonic Homogenisator
Eismaschine

Epi Cheml II Darkroom
Herasafe Werkbank
Kiihlschrank
Materialpriifmaschine
Mikroskop

Mikrotom
Paraffin-Streckbad
pH-Sonde
Priazisionswaage
Prazitherm Heizplatte
Schiittelwasserbad
Rotationsschiittler
Schwenkplatte
Thermomixer
Transblot-SD Semi Dry Transfer Cell
Vortex Vibrofix
Wirmeschrank

XCell SureLock Mini Cell

Zentrifuge Universal 16

Systec, Linden, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

Braun Biotech, Goettingen. DE
Scotsman, Ipswich, UK

UVP, Upland, USA

Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Zwick Roell, Ulm, DE

Leica, Wetzlar, DE

Leica, Wetzlar, DE

Medite, Burgdorf, DE

WTW, Weilheim, DE

Sartorius, Gottingen, DE
Gestigkeit, Angermund, DE

GFL, Burgwedel, DE

Edmund Biihler, Hechingen, DE
Heidolph, Schwabach, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

BioRad, Hercules, USA

IKA, Staufen, DE

Binder, Tuttlingen, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Hettich, Tuttlingen, DE
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3| Ergebnisse

3.1 | Histologische Auswertung

3.1.1 | HE-Firbung

Die histologischen Schnitte der nativen porcinen und bovinen Proben zeigen ein dhnli-
ches Bild: kompakt angeordnete, wellenformig und parallel verlaufende Bindegewebsbiin-
del (rosa), zwischendrin erscheinen gleichméBig verteilte blaue Zellkerne.

In den mit Protokoll I dezellularisierten Proben beider Spezies sind basophile Zellkerne
oder Zellkernfragmente inmitten der Bindegewebsmatrix zu erkennen. Letztere jedoch
wird durch das Verfahren kaum in ihrer Struktur beeintrdchtigt: es sind kaum Briiche oder
Verdnderungen im Verlauf und in der Anordnung der Bindegewebsfasern festzustellen.

In den histologischen Schnitten des mit Protokoll II behandelten porcinen Perikards sind
keine Zellriickstdnde zu erkennen. In den bovinen Proben sind jedoch vereinzelt basophile
Zellfragmente zu erkennen. Bei beiden Spezies fiihrt Protokoll II zu einer leichten Verdn-
derung der Bindegewebsstruktur. Die Verlaufsform der Fasern bleibt zwar kaum beein-
trachtigt, jedoch weist die Matrix im Vergleich zum nativen Perikard groere Liicken zwi-
schen den Faserbiindeln auf.

Protokoll III bis V haben eine gute Dezellularisierung bewirkt. Es sind bei beiden Spe-
zies keine Zellkerne oder —fragmente zu erkennen. Allerdings féllt die Beeintrachtigung
der Intaktheit des Bindegewebes unterschiedlich aus. Durch Protokoll IIT wirkt die Matrix
stark aufgequollen, zeigt blasige Auftreibungen und briichige Fasern. Protokoll IV fiihrt zu
einem dhnlichen Bild, jedoch mit weniger ausgeprigtem bullésem Gewebemuster. Proto-
koll V hingegen fiihrt was die Struktur des Bindegewebes betrifft, zu einem Bild welches

dem des nativen Perikards am nichsten kommt.
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b) Protokoll I

a) Nativ

d) Protokoll III

¢) Protokoll II

f)  Protokoll V

e) Protokoll IV

-Firbung (40x Vergoflerung)

Bovines Perikard HE

Abbildung 1
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e) Protokoll IV f)  Protokoll V

Abbildung 2 — Porcines Perikard HE-Firbung (40x Vergrofierung)
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3.1.2 | DAPI-Farbung

In den histologischen Bildern der nativen Proben ist durch die blau fluoreszierende Er-
scheinung von Nukleinsduren, das Vorhandensein von Zellkernen deutlich zu erkennen.
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der HE-Firbung, zeigt sich auch in der DAPI-
Féarbung bei beiden Spezies eine schlechte Dezellularisierung durch Protokoll 1. Es sind
jeweils noch Zellfragmente, teilweise ganze Zellkerne zu erkennen. Das Vorhandensein
von Zellkernmaterial, welches sich fiir Protokoll II bei der HE-Farbung lediglich bei den
bovinen Proben zeigte, wird durch die DAPI-Farbung bestatigt. Allerdings ist zusétzlich
das Vorhandensein von DNA-Material in den porcinen Proben zu erkennen. Auch Proto-
koll IIT kann bei beiden Spezies keine addquate Dezellularisierung erreichen. Bei Protokoll

IV und V zeigt sich bei beiden Spezies keinerlei Fluoreszenz.
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50 ym
50 um 5,

a) Nativ b) Protokoll

50 ym
100 pm

¢) Protokoll II d) Protokoll ITI

50 pm 50 ym

e) Protokoll IV f)  Protokoll V

Abbildung 3 - Bovines Perikard DAPI-Firbung (40x Vergofierung)
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50 ym

Nativ Protokoll I

50 ym

Protokoll 11 Protokoll 111

Protokoll IV Protokoll V

Abbildung 4 — Porcines Perikard DAPI-Firbung (40x Vergrofierung)
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3.1.3 | Movat’s Pentachrome Firbung

In allen nativen und dezellularisierten Proben imponiert das Perikard durch Safran-Gelb
gefirbtes kollagenes Bindegewebe. Lediglich sporadisch zeigen sich in einigen Schnitten
zwischen den Kollagenschichten rot gefarbte elastische Fasern oder griinblau gefarbte

Glykosaminoglykane.

e) Protokoll IV f)  Protokoll V

Abbildung S - Bovines Perikard Movat-Féirbung (40x Vergoflerung)
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b) Protokoll I

nativ

a)

d) Protokoll IIT

¢) Protokoll I

f)  Protokoll V

e) Protokoll IV

Fiarbung (40x Vergroflerung)

Abbildung 6 - Porcines Perikard Movat-
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3.1.4 | Picro Sirius Red Firbung

Analog zu den Ergebnissen der HE-Firbung zeigt sich in allen dezellularisierten Perikar-
dproben eine Auflockerung in der Anordnung der Kollagenfasern. Insbesondere Protokoll
IIT und IV fiihren zu einer deutlichen Auflockerung des Kollagenfaserverbandes. Die ge-
ringsten strukturellen Verdnderungen sind bei denjenigen Proben zu beobachten, welche
mit Protokoll V behandelt wurden. Hier erscheinen die Kollagenfasern nach wie vor dicht

aneinandergereiht und wenig durch Briiche oder Risse geschadigt.
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nativ Protokoll I

Protokoll II Protokoll IIT

Protokoll IV Protokoll V

Abbildung 7 - Bovines Perikard Picro Sirius Red Farbung (40x Vergrofierung)
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a) nativ b) Protokoll I

¢) Protokoll II d) Protokoll III

e) Protokoll IV f)  Protokoll V

Abbildung 8 - Porcines Perikard Picro Sirius Red Firbung (40x Vergrofierung)
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3.1.5 | PSR/FG-Firbung und relativer Kollagengehalt

Natives Perikard beider Spezies erscheint durch diese Methode hauptséichlich rot einge-
farbt, was auf ein Imponieren von Kollagenfasern in der ECM des Perikards schliefen
lasst, und die Aussage der Ergebnisse der Movat’s Pentachrome-Farbung bestétigt. Alle
dezellularisierten Praparate beider Spezies sind deutlich griiner eingefarbt, was auf ein
Vorhandensein nicht-kollagener Proteine riickschlieen lédsst. Dieses Ergebnis deckt sich
jedoch nicht génzlich mit dem Ergebnis der spektrophotometrischen Kollagenbestimmung.
In dieser zeigt sich ndmlich eine Zunahme des relativen Kollagengehaltes der dezellulari-
sierten Perikardproben im Vergleich zu den nativen. Diese Zunahme ist jedoch in bovinem
Perikard, welches mit dem Protokoll I behandelt wurde, und ebenso in porcinem Perikard,
welches mit den Protokollen I-IV behandelt wurde, als nicht signifikant zu werten. Auf die

Bewertung dieses Ergebnisses wird in der Diskussion dieser Arbeit ndher eingegangen.

Diagramm 1 — Spektrophotometrie: Relativer Kollagengehalt bovines vs. porcines Perikard
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Relativer Kollagengehalt in bovinem Perikard %

Porcines Perikard: Relativer Kollagengehalt %

Diagramm 2- Relativer Kollagengehalt in bovinem Perikard (kolorimetrische Bestimmung)
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Diagramm 3 - Relativer Kollagengehalt in porcinem Perikard (kolorimetrische Bestimmung)
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c) Protokoll II d) Protokoll III

e) Protokoll IV f)  Protokoll V

Abbildung 9 - Bovines Perikard Sirius Red-Fast Green Firbung (40x Vergofierung)
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c) Protokoll II d) Protokoll IIT

e) Protokoll IV f)  Protokoll V

Abbildung 10 - Porcines Perikard Sirius Red-Fast Green-Firbung (40x Vergoflerung)
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3.2 | Molekularbiologische Auswertung

3.2.1 | DNA-Gehalt

Alle Protokolle fithren zu einer Reduktion des DNA-Gehaltes. Lediglich fiir das porcine
Perikard welches mit Protokoll I behandelt wurde ist die Reduktion als nicht signifikant zu
werten. Trotz signifikanter DNA-Reduktion (p<0,03) in den restlichen Gruppen, erreicht
keines der Protokolle eine vollstindige Eliminierung von Desoxyribonukleinséuren. Die
hochste Reduktion im Vergleich zum nativen Perikard erreicht Protokoll V bei einer Re-
duktion von ca. 73,5% im bovinen Perikard und einer Reduktion von 71,7% im porcinen

Perikard.

Diagramm 4 — Mittlerer DNA-Gehalt in bovinem und porcinem Perikard
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Diagramm 5 - DNA-Gehalt in bovinem Perikard
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Tabelle 5 — DNA-Gehalt in bovinem Perikard
Mittel- SD Minimum  Maximum Signifikanz
n
wert ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg (vs. Nativ)

Nativ 4 343,50 96,33 257 466
Protokoll I 4 181,25 62,00 144 274 ,003
Protokoll 11 4 141,75 35,45 102 179 <0,001
Protokoll I11 4 126,00 33,17 87 162 <0,001
Protokoll IV 4 99,00 42,62 40 141 <0,001
Protokoll V 4 90,75 43,53 47 133 <0,001
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Diagramm 6 - DNA-Gehalt in porcinem Perikard
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Tabelle 6 — DNA-Gehalt in porcinem Perikard
Mittel- SD Minimum Maximum Signifikanz
n
wert ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg (vs. Nativ)

Nativ 4 425,25 53,05 372 497
Protokoll I 4 364,00 61,88 308 452 222
Protokoll IT 4 186,75 22,60 167 211 <0,001
Protokoll I1I 4 216,25 64,73 159 298 <0,001
Protokoll IV 4 119,50 12,47 106 132 <0,001
Protokoll V 4 120,25 14,86 106 141 <0,001
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3.2.2 | GAG-Gehalt

Die Protokolle I und II fithren zu keiner signifikanten Reduktion von Glykosaminogly-
kanen im Vergleich zum nativen Perikard. Die Protokolle III bis V fiihren sowohl in porci-
nem als auch in bovinem Perikard zu einer signifikanten Reduktion des GAG-Gehaltes

(p<0,036).

Diagramm 7 — Mittlerer GAG-Gehalt in bovinem und porcinem Perikard
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Diagramm 8 - GAG-Gehalt in bovinem Perikard
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Tabelle 7 - GAG-Gehalt in bovinem Perikard

Mittel- SD Minimum Maximum Signifikanz

" wert ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg (vs. Nativ)
Nativ 4 169,00 41,71 132 220
Protokoll I 4 141,50 21,61 110 159 ,362
Protokoll IT 4 138,50 29,72 110 180 ,275
Protokoll ITT 4 25,00 11,37 18 42 <0,001
Protokoll IV 4 4,50 1,00 3 5 <0,001
Protokoll V 4 10,50 10,84 3 26 <0,001
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Diagramm 9 - GAG-Gehalt in porcinem Perikard
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Tabelle 8 - GAG-Gehalt in porcinem Perikard
Mittelwert SD Minimum Maximum Signifikanz
n
ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg (vs. Nativ)
Nativ 4 134,00 23,33 110 166
Protokoll I 4 225,25 111,64 74 313 ,063
Protokoll IT 4 76,00 29,34 60 120 ,344
Protokoll I11 4 33,25 16,78 20 57 ,036
Protokoll IV 4 13,50 5,26 9 21 011
Protokoll V 4 12,25 8,22 3 21 ,010

3.2.3 | Quantitative Protein-Bestimmung mittels Western Blot

3.2.3.1 Alpha-Gal
Mit keinem der verwendeten Protokolle konnte eine vollstindige Elimination von a-Gal
erreicht werden. Jedoch konnte mit einigen Protokollen immerhin eine signifikante Reduk-

tion im Vergleich zum nativen Perikard erreicht werden. Dies ist bei porcinem Perikard der
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Fall, welches mit Protokoll I (p=0,006), II (p=0,001), III (p=0,009) und V (p=0,001) be-
handelt wurde. Die hochste a-Gal Reduktion erreicht Protokoll V mit einer Reduktion um
99,8% in porcinem Perikard. Eine signifikante Reduktion des a-Gal Gehaltes konnte in den

restlichen Probegruppen nicht erreicht werden.
Abbildung 11 - Western Blot a-Gal in bovinem Perikard
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alpha-Gal in Rinderperikard %

Diagramm 10 -

Relativer a-Gal-Gehalt in bovinem Perikard
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Abbildung 12 - Western Blot a-Gal in porcinem Perikard
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Diagramm 11 - Relativer a-Gal-Gehalt in porcinem Perikard
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3.2.3.2 Osteopontin
In allen nativen Proben beider Spezies kann Osteopontin nachgewiesen werden. In allen
dezellularisierten Perikardproben beider Spezies ist dieses Protein mittels Western Blot

nicht mehr nachweisbar.

Abbildung 13 - Western Blot Osteopontin in bovinem Perikard
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Abbildung 14 - Western Blot Osteopontin in porcinem Perikard
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3.2.3.3 Kollagen Typ 1

In allen untersuchten Perikardproben kann Kollagen Typ 1 nachgewiesen werden. Im
Vergleich zu den RIPA-lysierten Proben fiihrt die Lyse mit 8M Harnstoff in allen Gruppen
zu hoheren Messwerten. Aufgrund hoher Standardabweichungen und einem p-Wert >0,05
wird die Zu- oder Abnahme des Kollagengehaltes in dezellularisierten Perikardproben im
Vergleich zu nativen Proben als nicht signifikant gewertet. Allerdings muss hierbei betont
werden, dass es auch nach mehrfachen Optimierungen des Verfahrens eine relevante

Streuung der mittels Densitometrie bestimmten Proteinmengen gab.

Abbildung 15 - Western Blot Kollagen Typ 1 in RP (RIPA-Lysate)

Diagramm 12 - Kollagen Typ 1: Relativer Gehalt in RP (RIPA-Lysate)
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Kollagen | in Rinderperikard (Urea) %

Abbildung 16 - Western Blot Kollagen Typ 1 in RP (Urea-Lysate)
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Diagramm 13 - Kollagen Typ 1 Relativer Gehalt (Urea-Lysate)
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Abbildung 17 - Western Blot Kollagen Typ 1 in SP (RIPA-Lysate)
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Diagramm 14 - Kollagen Typ 1: Relativer Gehalt in SP (RIPA-Lysate)
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Abbildung 18 - Western Blot Kollagen Typ 1 in SP (Urea-Lysate)

Diagramm 15 - Kollagen Typ 1: Relativer Gehalt in SP (Urea-Lysate)
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3.3 | Biomechanische Eigenschaften

3.3.1 | Elastische Energiedichte

Perikard beider Spezies welches mit Protokoll I und II behandelt wurde, weist eine Ver-
anderung der Energiedichte im Vergleich zur nativen Kontrollgruppe auf. Dieses Ergebnis
stellte sich jedoch nur fiir bovines Perikard als signifikant dar (p<0,04). Perikard beider
Spezies zeigt nach einer Dezellularisierung mit den Protokollen III bis V eine nur geringe,

nicht signifikante Verdnderung der Energiedichte auf.
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Diagramm 16 - Energiedichte in bovinem Perikard
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Tabelle 9 - Energiedichte in bovinem Perikard

Mittelwert SD Minimum Maximum Signifikanz
N/mm? N/mm? N/mm? N/mm? (vs. Nativ)

nativ 5 3,48 1,51 2,20 5,86

Protokoll I 4 9,38 6,92 5,27 19,70 ,040
Protokoll 1T 6 9,37 3,09 5,92 14,10 ,021
Protokoll I11 4 4,08 1,68 2,01 5,93 ,999
Protokoll IV 5 2,06 1,44 ,80 4,33 925
Protokoll V 5 2,46 1,37 ,90 4,42 ,980
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Diagramm 17 - Energiedichte in porcinem Perikard
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Tabelle 10- Energiedichte in porcinem Perikard
Mittelwert SD Minimum Maximum Signifikanz
n
N/mm? N/mm? N/mm? N/mm? (vs. Nativ)
nativ 5 2,18 ,30 1,80 2,50
Protokoll I 5 4,17 1,11 2,44 5,38 279
Protokoll I1 5 4,36 1,31 2,09 5,42 ,208
Protokoll 111 5 3,25 2,35 1,74 7,39 ,796
Protokoll IV 5 3,64 2,61 1,38 7,73 ,558
Protokoll V 4 2,51 1,57 27 3,96 ,999
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Diagramm 18 — Mittlere Energiedichte in bovinem und porcinem Perikard
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3.3.2 | Elastizititsmodul

Die E-Modul-Werte der in dieser Arbeit untersuchten dezellularisierten Perikardproben
zeigen keine signifikante Abweichung von den Werten der nativen Kontrollproben auf.
Weiterhin kann festgestellt werden, dass die E-Module von nativem bovinem Perikard ho-

here Werte aufweisen als die des nativen porcinen Perikards.
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Diagramm 19 — E-Modul des bovinen Perikards
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Tabelle 11- E- Modul des bovinen Perikards
Mittelwert SD Minimum Maximum Signifikanz
n
MPa MPa MPa MPa (vs. Nativ)
nativ 5 17,05 9,86 9,92 34,45
Protokoll 1 4 18,48 7,60 9,81 25,38 ,998
Protokoll II 6 14,39 1,87 11,87 16,53 ,944
Protokoll 111 4 8,08 1,56 6,12 9,93 ,193
Protokoll IV 5 8,91 6,00 1,95 16,79 221
Protokoll V 5 13,26 8,26 4,60 22,86 ,834
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Diagramm 20- E-Modul des porcinen Perikards
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Tabelle 12 - E- Modul des porcinen Perikards
Mittelwert SD Minimum Maximum Signifikanz
n
MPa MPa MPa MPa (vs. Nativ)
nativ 5 12,06 6,04 5,65 19,75
Protokoll I 5 8,17 2,01 5,07 9,97 924
Protokoll 1T 5 21,85 5,35 14,98 27,84 279
Protokoll 11T 5 19,45 6,02 10,90 26,10 ,531
Protokoll IV 5 14,96 9,63 4,84 27,40 976
Protokoll V 5 22,51 15,64 8,92 46,97 227
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Diagramm 21 — Mittlere Werte des Elastizititsmoduls des bovinen vs. des porcinen Perikards
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3.3.3 | Gewebedicke
Es zeigt sich eine signifikante Zunahme der Gewebedicke, bei bovinem Perikard, wel-
ches mit Protokoll IIT behandelt wurde (p=0,000). In den restlichen Gruppen kam es zu

keiner signifikanten Zunahme der Gewebedicke durch Dezellularisierung.
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Diagramm 22 - Dicke des bovinen Perikards
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Tabelle 13 - Dicke des bovinen Perikards

Mittelwert SD Minimum Maximum Signifikanz
! mm mm mm mm (vs. Nativ)
nativ 5 98 ,13 ,82 1,18
Protokoll I 4 94 33 ,60 1,39 ,999
Protokoll 1T 6 1,23 17 1,00 1,48 515
Protokoll I1T 4 2,31 ,52 1,69 2,90 ,000
Protokoll IV 5 1,30 31 1,03 1,71 319
Protokoll V 5 ,96 ,22 ,68 1,26 1,000
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Diagramm 23 - Dicke des porcinen Perikards
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Tabelle 14 - Dicke des porcinen Perikards

Mittelwert SD Minimum Maximum Signifikanz
! mm mm mm mm (vs. Nativ)
nativ 5 ,33 17 ,19 ,59
Protokoll I 5 ,30 ,10 24 49 ,980
Protokoll TT 5 ,16 ,06 ,10 25 ,047
Protokoll 111 5 37 ,03 31 41 974
Protokoll IV 5 ,39 ,13 27 ,56 ,823
Protokoll V 5 ,26 ,01 24 ,29 726
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Diagramm 24 — Mittlere Werte der Dicke des bovinen vs. des porcinen Perikards
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4 | Diskussion

4.1 | Diskussion der Methoden

4.1.1 | Praparation

Die einzelnen Herzbeutel weisen unterschiedliche Faserorientierungen auf, dabei ist die
Préparation in axiale Streifen bisher nur ein Versuch die Proben moglichst weitgehend zu
standardisieren. Aus mikroanatomischer Sicht kann nicht davon ausgegangen werden, dass
dadurch die Faserorientierung in allen axialen Streifen gleich ist. Dies ist auch nicht erstre-
benswert, da die mechanische Stabilitdt der Proben in allen Richtungen der Faserorientie-
rung gegeben sein sollte. Die geringe Signifikanz der erlangten Ergebnisse der biomecha-
nischen Testung lasst sich moglicherweise nicht nur auf ein Problem der standardisierten
Probenpriparation, sondern unter Umstidnden auch auf die niedrigen Gruppengréflen zu-
riickfiihren. Eine erheblich hohere n-Zahl wiirde ein aussagekriftigeres Ergebnis liefern.
Dennoch ist aus den erbrachten Ergebnissen eine Einordnung der Wertigkeit der unter-

schiedlichen Behandlungen abzuleiten.

4.1.2 | Dezellularisierung

Das Inkubieren der Perikardproben in 250ml Vierkantflaschen unter stindigem Schwen-
ken hat sich bei Tschierschke et al. (Tschierschke R., 2010) als effektive physikalische
Methode erwiesen. Sie ermdglicht eine gleichméBige Verteilung der Dezellularisierungslo-
sung im Gewebe, weshalb in der vorliegenden Arbeit keine Anderung der Methode vollzo-
gen wurde.

Die in dieser Arbeit eingesetzten Reagenzien dienten laut vorliegenden Veroffentlichun-
gen verschiedenen Forschungsgruppen als effektive Dezellularisierungsmittel. Das in Pro-
tokoll I, IV und V verwendete nicht-ionische Detergenz Triton X-100, welches Protein-
DNA-, Protein-Lipid- und Lipid-Lipid-Bindungen trennt, zeigte in der Literatur unter-
schiedliche Ergebnisse in Abhédngigkeit von der Gewebedicke. Glycerin, welches in Proto-
koll I eingesetzt wird, ist ein Alkohol welches durch Dehydratation zur Zelllyse fiihrt und
Lipide 16st und entfernt (Crapo P. M., 2011). Die ionischen Detergenzien SDS und DCA,
welche in allen Protokollen bis auf Protokoll III eingesetzt wurden, lieferten in mehreren
Studien gute Dezellularisierungsergebnisse. Insbesondere SDS gilt als ein potentes Deter-
genz, welches in der Lage ist, durch Auflésung von Zell- und Kernmembranen Zellkern-
reste und zytoplasmatische Proteine auch aus dichtem Gewebe effektiv zu entfernen. Das

in Protokoll III eingesetzte Trypsin, welches die Peptidverbindung zwischen der C-Seite
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von Arginin und Lysin spaltet, konnte sich ebenfalls als effektives Dezellularisierungsmit-
tel etablieren. Die Kombination von Trypsin mit dem Chelatbildner und Metallproteasein-
hibitor EDTA ist ebenfalls {iblich. Die in Protokoll IV und V eingesetzten Nukleasen, wel-
che die Hydrolyse von Desoxyribonukleasen bzw. Ribonukleasen katalysieren, werden
typischerweise der Behandlung mit Detergenzien hinzugefiigt, wenn eine Azellularitdt mit
Detergenzien alleine nicht erreicht werden kann. In vorangegangenen Studien konnte
dadurch eine effektive Dezellularisierung erreicht werden, jedoch konnten die schwer zu
entfernenden Riickstdinde von DNasen und RNasen in transplantiertem Gewebe Immunre-

aktionen auslosen. (Keane T. J., 2015) (Crapo P. M., 2011) (Yang M., 2009)

4.1.3 | Proteinanalysen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Proteinanalyse basierte auf semiquantitative Verfah-
ren. Mit Hilfe der Spektrophotometrie konnte eine Aussage iiber die Verdanderung des Kol-
lagenanteils im dezellularisierten Perikard im Vergleich zum nativen Perikard getroffen
werden. Aus diesem Ergebnis wiederum konnte geschlossen werden, wie stark die einzel-
nen Dezellularisierungsverfahren zu einem Verlust an nicht-kollagenen Proteinen fiihren.
Durch die Methode des Western Blots konnten spezifisch Antigene nachgewiesen werden.
Hierbei handelt es sich jedoch ebenfalls um ein semiquantitatives Verfahren. Um eine
Aussage iiber die Quantitit der noch vorhandenen Antigene nach Dezellularisierung treffen
zu konnen, sollten zusitzlich oder stattdessen quantitative Analysemethoden wie z.B. ELI-
SA gewihlt werden. Optimierungsbedarf besteht zudem in der Methode der Perikardlyse
(d.h. der Lysierung der im Perikard enthaltenen Proteine), da die in dieser Arbeit gewihlte

Methode keine vollstindige Lyse der einzelnen Proben erreichen konnte.

4.1.4 | Biomechanische Testung

Die Spannungs-Dehnungs-Diagramme des untersuchten Perikards weisen keine signifi-
kanten linearen Steigungen auf, die fiir eine eindeutige Vergleichbarkeit notwendig wiren.
Daher wurde zur Ermittlung des E-Moduls in der vorliegenden Arbeit als Néherung die
durchschnittliche Steigung der Kurve im Bereich der giiltigen Dehnung bis zum Riss ver-
wendet. Hierbei sollte jedoch beachtet werden, dass es sich um kein reales E-Modul han-
delt, sondern um eine Vereinfachung, welche eine statistische Vergleichbarkeit der Peri-

kardproben untereinander ermoglicht.



68

4.2 | Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 | Antigenreduktion

Eines der Hauptziele eines Dezellularisierungsprotokolls sollte es sein, moglichst alle
zelluldren und nukledren Bestandteile aus dem Gewebe zu entfernen (Gilbert T. W., 2006).

Akhyari et al. konnten zeigen, dass in mit Protokoll I behandelten ovinen Aortenklappen,
histologisch minimale Zellreste nachweisbar sind. (Akhyari P., 2010) Dieses Ergebnis
deckt sich mit dem Ergebnis der in dieser Arbeit erfolgten Dezellularisierung von bovinem
und porcinem Perikard. Das Vorhandensein von Zellkernfragmenten im Gewebe spricht
fiir eine subtotale Wirkung der eingesetzten Detergenzien. Eine mogliche weitere Erkla-
rung hierfiir ist die verhéltnismiBig kurze Waschphase von nur 2 Tagen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Lichtenberg et al., welche eine vollstindige Azel-
lularitét der mit Protokoll II behandelten ovinen Pulmonalklappen zeigten, wies das in die-
ser Arbeit mit demselben Protokoll behandelte Perikard eine unvollstindige DNA-
Entfernung auf. Hierbei ist allerdings anzumerken, dass die Gewebebeschaffenheit im Fal-
le vom Perikard deutlich von derjenigen der Pulmonalklappen abweicht, wodurch alleine
bereits die unterschiedlichen Ergebnisse zu erkléren sind.

Ahnlich verhielt es sich mit dem Protokoll III. Cebotari et al. konnten zeigen, dass die
mit diesem Protokoll behandelten humanen Herzklappen histologisch zellfrei waren, und
eine liber 98%ige DNA-Reduktion erreicht werden konnte. (Cebotari S., 2006) Das in der
vorliegenden Arbeit mit demselben Protokoll behandelte Perikard zeigt jedoch sowohl his-
tologisch als auch molekularbiologisch eine unzureichende Azellularitit. Dies kann darauf
zuriickgefiihrt werden, dass Perikard dicker und kompakter als Herzklappengewebe ist und
es daher hoherer Detergenz-Konzentrationen bzw. einer ldngeren Behandlungsdauer be-
darf, um eine dhnlich vollstindige Zellfreiheit zu erreichen. Diese Ergebnisse decken sich
mit der in der Literatur beschriebenen Feststellung, dass eine vollstindige Eliminierung
von Zellresten durch bisherige Dezellularisierungsprozesse nicht moglich ist, und es kein
universelles Protokoll gibt, welches an unterschiedlichen Geweben gleichermallen ange-
wendet dieselben Ergebnisse erzielen kann. Die spezifischen Eigenschaften der einzelnen
Gewebe verlangen ein Dezellularisierungsprotokoll, welches speziell daran angepasst sein
muss. (Keane T. J., 2015)

Die Ergebnisse des mit Protokoll IV behandelten Perikards decken sich groftenteils mit
den Ergebnissen von Rieder et al. die zeigen konnten, dass nach der Behandlung mit dem

Protokoll porcine und humane Pulmunalklappen histologisch zellfrei waren. Bovines und
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porcines Perikard war in dieser Arbeit histologisch ebenfalls zellfrei, jedoch war moleku-
larbiologisch DNA nachweisbar.

Tedder et al. haben das Protokoll V an porcinem Perikard angewendet und konnten eine
vollstindige Azellularitdt auf histologischer Ebene sowie eine DNA-Reduktion von 94%
erreichen. Dieses Ergebnis konnte in der vorliegenden Arbeit sowohl an bovinem als auch
an porcinem Perikard reproduziert werden. Nach den Kriterien einer erfolgreichen Dezel-
lularisierung konnten somit Protokoll IV und V bei Perikard beider untersuchter Spezies
eine befriedigende DNA-Reduktion erreichen. Eine vollstindige Befreiung von DNA
konnte allerdings keines der angewendeten Dezellularisierungsverfahren erreichen. Er-
wiahnenswert ist, dass in vielen kommerziell erhéltlichen ECM-Geriisten DNA-Spuren
gemessen werden konnten, und dass diese Materialien sich dennoch im klinischen Alltag
als erfolgreich erwiesen haben, sodass dem Vorhandensein geringer DNA-Mengen keine
allzu grofe Relevanz hinsichtlich der Induktion klinisch relevanter Inmunreaktionen zuge-
schrieben werden sollte. (Gilbert T. W., 2009)

Zwar wurde von Badylak et al. der DNA-Gehalt des Gewebes als Marker fiir eine ausrei-
chende Dezellularisierung ausgewdhlt, jedoch spielen auch andere Antigene eine wichtige
Rolle bei der Entstehung von Immunreaktionen nach Transplantation von xenogenem Ma-
terial. Zu diesen Antigenen zdhlt insbesondere das Oligosaccharid a-Gal. Dieses Epitop
wurde in hohen Mengen als Zelloberflichenmolekiil in den meisten Spezies gefunden. Ei-
ne Ausnahme bildet neben Altweltaffen der Mensch, bei dem das Epitop aufgrund von
Mutationen nicht gebildet wird. Stattdessen bildet der Mensch als Folge der stdndigen Ex-
position mit Darmbakterien, welche das Epitop jedoch tragen, grofle Mengen a-Gal-
Antikorper. Dies ist die primére Ursache fiir die AbstoBungsreaktion bei Xenotransplanta-
tion. (Galili U., 1987) Daher ist es von Bedeutung, dass eine vollstindige Entfernung die-
ses Epitops aus dem xenogenen Gewebe erreicht wird, bevor ein solches Gewebe als Ge-
riist fiir ein tissue engineertes Transplantat dienen kann. Dies gelang in dieser Arbeit nur in
porcinen Perikardproben welche mit Protokoll V behandelt wurden. In allen anderen
Gruppen konnte das alpha-Gal-Epitop auch nach der Dezellularisierungsbehandlung nach-
gewiesen werden. Fiir dieses Problem kann als Losungskonzept die gezielte enzymatische
Entfernung von Xenoantigenen ansetzen. Die in der Literatur beschriebene gezielte Be-
handlung des Perikards mit dem Enzym alpha-Galaktosidase konnte eine vollstindige Eli-
minierung des Epitops erzielen. Ein Vorteil dieser gezielten enzymatischen Entfernung von

Xenoantigenen ist, dass es zu keiner wesentlichen Beeintridchtigung der strukturellen oder
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biologischen Eigenschaften des Gewebes kommen soll (It. entsprechenden Verdffentli-

chungen). (Goncalves A. C., 2005)

4.2.2 | Erhalt der strukturellen ECM-Eigenschaften

Neben der effektiven Entfernung aller zelluldren Bestandteile, ist das Ziel eines Dezellu-
larisierungsprotokolls die Beeintrachtigung der bindegewebigen Integritdt minimal zu hal-
ten. (Gilbert T. W., 2006)

Akhyari et al. konnten zeigen, dass die dreidimensionale Struktur von mit Protokoll I be-
handelten ovinen Aortenklappen histologisch gut erhalten war. Dieses Ergebnis deckt sich
mit dem in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnis. Die in diesem Protokoll verwendeten
nicht-ionischen Detergenzien SDS und DCA zeigten in fritheren Studien nachweislich die
Tendenz, die Ultrastruktur zu zerstéren, GAG zu entfernen und Kollagen zu schidigen.
(Crapo P. M., 2011) Eine mdgliche Erkldrung fiir den geringen Strukturverlust ist jene,
dass Glycerol ein proteinstabilisierender Alkohol ist. (Timasheft S., 1993)

Einen guten Erhalt der ECM auf histologischer Ebene zeigte auch Perikard, welches mit
Protokoll II behandelt wurde. Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen bereits Lichtenberg et
al. bei der Anwendung des Protokolls an ovinen Pulmonalklappen. Da auch hier die dena-
turierenden Detergenzien DCA und SDS angewendet wurden, ist die kurze Dauer des Pro-
tokolls eine mogliche Erklarung fiir die geringe Schidigung der ECM.

Protokoll IIT zeigte in der Studie von Cebatori et al. an humanen Herzklappen ebenfalls
eine histologisch gut erhaltene ECM-Struktur. (Cebotari S., 2006) Dieses Ergebnis konnte
in der vorliegenden Arbeit an bovinem und porcinem Perikard nicht reproduziert werden.
Bereits Hiilsmann et al. beobachten, dass mit Protokoll III behandeltes bovines Perikard
eine aufgequollene ECM-Struktur aufwies. (Hiillsmann J., 2012) Zum selben Ergebnis ge-
langten Tschierschke et al. welche Protokoll III an ovinen Aortenklappen anwendeten.
(Tschierschke R., 2010) Steinhoff et al. Konnten allerdings im Rahmen von Zellkulturver-
suchen nachweisen, dass mit diesem Protokoll behandelte porcine Pulmonalklappen erfolg-
reich mit autologen Zellen rebesiedelt werden kdnnen, und somit zeigen, dass zumindest
die grundsétzliche in vitro Biokompatibilitit gegeben ist. (Steinhoff G., 2000)

Rieder et al., welche Protokoll IV an porcinen und humanen Herzklappen anwendeten,
konnten zeigen, dass die histologische Kollagen- und Elastinbeschaffenheit des Gewebes
erhalten bleibt. (Rieder E., 2005) Im Gegensatz dazu zeigte sich in dieser Arbeit bei mit
Protokoll IV behandeltem Perikard histologisch eine deutliche Lockerung des Kollagenfa-

serverbandes. Eine mogliche Erkldrung hierfiir ist der kombinierte Einsatz der ECM-
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schidigenden Detergenzien DCA und IGEPAL, sowie Triton X-100, welches je nach Ge-
webeart die ECM schédigt und GAG entfernt. (Crapo P. M., 2011) Die partiellen Unter-
schiede der Ergebnisse zwischen dieser Arbeit und jener Veroffentlichung von Rieder et al.
mag jedoch auch wieder durch die unterschiedlichen Gewebearten (Herzklappen versus
Perikard) begriindet sein.

Das Protokoll V, welches von Tedder et al. zur Dezellularisierung von porcinem Perikard
entwickelt wurde, fiihrte trotz Einsatz von DCA und Triton-X100 auch in dieser Arbeit
sowohl an porcinem als auch an bovinem Perikard zu einem histologisch intakten Kol-
lagenfaserverband. Es ist davon auszugehen, dass die hier eingesetzten Pufferlésungen
einen protektiven Effekt auf die kollagene ECM bewirken. Glykosaminoglykane waren
jedoch nachweislich stark reduziert, was einer relevanten Beeintrichtigung der Integritit
der ECM gleichzusetzen ist.

Die in der spektrophotometrischen semiquantitativen Kollagenbestimmung festgestellte
Zunahme des relativen Kollagengehaltes in allen dezellularisierten Proben im Vergleich zu
den nativen Proben, kann dadurch erklart werden, dass es durch die Dezellularisierungs-
verfahren zu einer Abnahme nicht-kollagener Proteine kommt. Die Tatsache, dass in den
histologischen Schnitten, die mit Direktrot und Fast Green eingeférbt sind, die dezellulari-
sierten Proben griinlicher erscheinen widerspricht jedoch vordergriindig diesem Ergebnis.
Eine Erkldrung hierfiir ist, dass Bereiche des nativen Kollagens durch die Dezellularisie-
rungsverfahren strukturelle Schadigungen erfahren, sodass diese als ,,nicht-kollagene* Pro-
teine griin gefdrbt werden. Eine weitere Erkldrung ist, dass es durch die Dezellularisierung
zu einer Auflockerung des Gewebes kommt und somit nicht-kollagene Bereiche optisch
sichtbarer werden. Letztere Erklarung ist vor allem deshalb schliissig, da es sich bei den
0.g. Verfahren um dieselbe Fiarbungskombination mit lediglich zwei unterschiedlichen

Detektionsverfahren handelt.

4.2.3 | Erhalt der mechanischen Integritit

Die Energiedichte definiert als Energie je Volumeneinheit (Hering E., 1995) entspricht
dem elastischen Potential, welches im Gewebe enthalten ist, bevor es zur Schadigung der
strukturellen Integritdt kommt. (Tschierschke R., 2010) Die erhohte Energiedichte in mit
Protokoll I behandeltem bovinem Perikard ldsst sich moglicherweise auf den Einsatz von
Glycerol zuriickfithren, welches dem Gewebe durch stirkere Hydratisierung mehr Stabili-
tat verleiht. (Timasheff S., 1993) Im Falle von porcinem Perikard kam es jedoch zu keiner

signifikant erh6hten Energiedichte. Vermutlich ldsst sich dies auf die deutlich geringere
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Gewebedicke des Schweineperikards zuriickfiihren, da in diesem Fall eine bessere Auswa-
schung des Glycerols stattfinden kann.

Das E-Modul wiederum beschreibt die Spannungsidnderung bezogen auf die Dehnungs-
dnderung, (Hering E., 1995) also wie sehr sich ein Material einer dauerhaften Verformung
wiedersetzt, was der Elastizitdt entspricht. Die Werte der E-Module zeigen, dass die ver-
schiedenen Dezellularisierungsverfahren keine wesentliche Beeintrachtigung der Elastizitét
herbeifiihren. Dies widerspricht den histologischen Ergebnissen der ECM Analyse, in de-
nen Protokoll IIT und IV zu einer Schiadigung des Bindegewebsverbandes. Eine Erkldrung
hierfiir liefern Courtmann et al. Sie gehen davon aus, dass die mechanische Integritét des
Perikards nach Dezellularisierung nicht nur mit dem Ausmal der Denaturierung der Kol-
lagenfasern korreliert, sondern wesentlich mit dem Verlust an Substanzen wie Proteogly-
kanen verbunden ist. In dieser Arbeit kam es zwar durch nahezu alle Dezellularisierungs-
verfahren zu einer Abnahme des Gehaltes an Glukosaminoglykanen, jedoch kann davon
ausgegangen werden dass es sich bei diesen entfernten GAGs um freie Proteoglykane han-
delt, deren Entfernung aus dem Gewebe in Studien zu keiner Beeintrachtigung des elasti-
schen Verhaltens fiihrte. Vielmehr ist es das fest an die Kollagenfasern gebundene Proteo-
glykan Dermatansulfat, welches die mechanischen Eigenschaften bestimmt. (Courtman D.
W., 1994) (Simionescu D., 1989) Moglicherweise handelt es sich also bei dem in dieser
Arbeit nach Dezellularisierung weiterhin nachweisbare GAG um eben dieses fiir den Er-
halt der elastischen Eigenschaften relevante Dermatansulfat. Dies ist jedoch eine Hypothe-
se, die durch zukiinftige Analysen validiert werden sollte.

Die hoheren E-Modul Werte der bovinen Perikardproben im Vergleich mit den porcinem
konnten schon Gauvin et al (44) feststellen. (Gauvin R., 2012) Dennoch werden zuneh-
mend Transkatheterherzklappen aus porcinem Perikard hergestellt und klinisch eingesetzt.
(Kheradvar A., 2014) Ob hierbei eine Relevanz fiir die Funktion und Haltbarkeit dieser
Prothesen abzuleiten ist, bleibt Langzeit-Beobachtungen an den entsprechend behandelten

Patienten vorbehalten.

4.3 | Eignung als Matrix fur tissue engineerte Herzklappen

Der beste in vitro Indikator fiir eine potentielle in vivo Integritét ist eine Kombintion aus
biochemischer und mechanischer Evaluation sowie das Potential zur Rebesiedlung und die
Regenerationsfihigkeit. (Courtman D. W., 1994) (Hiilsmann J., 2012) In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass der Gehalt an potentiell immunogenen Substanzen im dezellu-

larisierten Perikard durch alle Protokolle signifikant abnimmt. Eine ausreichende DNA und
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a-Gal-Reduktion konnte jedoch nur mit Protokoll V an porcinem Perikard erreicht werden.
Alle fiinf verwendeten Protokolle flihrten zu keiner relevanten Verdnderung der mechani-
schen Eigenschaften. Jedoch konnte festgestellt werden, dass das bovine Perikard deutlich
stabiler ist als das porcine. Weitere hdmodynamische und in vivo Untersuchungen sind
notwendig, um eine Aussage iiber die Uberlegenheit einer Perikardart treffen zu kénnen.
Dass dezellularisiertes Perikard in vitro erfolgreich rebesiedelt werden kann, konnte bereits
in vorangehenden Studien gezeigt werden. (Tedder M. E., 2011) (Santoro R., 2015) In vivo
Studien konnten dariiber hinaus Regenerations- und Modellierungsprozesse im Perikard
nachweisen. (Dohmen P. M., 2014) Ein Protein, welches eine wichtige Rolle bei der Rebe-
siedlung und Remodellierung spielt, ist das Osteopontin. Es handelt sich dabei um ein ext-
razelluldres Protein, welches bei inflammatorischen Prozessen vermehrt exprimiert wird
und die Migration von Immun- und Endothelzellen in die ECM steuert. (Giachelli C. M.,
1998) (Weintraub A. S., 1996) Zudem wird dem Osteopontin ein anti-kalzifizierender Ef-
fekt zugeschrieben. (Giachelli C. M., 2005) Im in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Perikard konnte nach Dezellularisierung kein Osteopontin mehr nachgewiesen werden. Bei
einer potentiellen Rebesiedlung der dezellularisierten Proben in vivo kdnnte Osteopontin
somit als biochemischer Marker fiir eine Infiltration mit Empfiangerzellen, auch Immunzel-
len, gewéhlt werden. Um ein konstruktives Geweberemodeling zu ermdglichen, muss das
effektiv dezellularisierte Gewebe zusétzlich frei von Endotoxinen und baktierieller Konta-
mination sein. (Daly K. A., 2012) Die Uberpriifung kann mithilfe von Zytotoxizititstests
erfolgen. (Cebotari S., 2010) (Tschierschke R., 2010) Eine weitere Bedingung ist es, die
Matrix in Kontakt zu einem gesunden Gewebe zu platzieren und sie physiologischen Stro-
mungsbedingungen auszusetzen. Wenn all diese Bedingungen erfiillt sind kommt es zu
einer Immunantwort, welche von einem proinflammatorischen in einen umbauférdernden
Typ (pro-Remodelling) iibergeht. Wéhrend des Degradierungsprozesses kommt es zur
Rekrutierung von Stamm- oder Vorlduferzellen. Es kommt zu Bildung einer Neomatrix
und eines funktionalen Gewebes. Werden die oben genannten Bedingungen jedoch nicht
erfiillt, kommt es zu einem chronischen Inflammationsprozess bis hin zur AbstoBungsreak-

tion. (Londono R., 2014)

4.4 | Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, fiinf in der Literatur beschriebene Dezellularisie-
rungsverfahren an bovinem und porcinem Perikard anzuwenden und deren Effekt auf diese

zu untersuchen. Der Hintergrund war, dass dezellularisiertes Perikard als Grundgertst fiir
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tissue engineerte Herzklappen dienen soll. In dieser Arbeit konnte lediglich Protokoll V
befriedigende Ergebnisse in der Reduktion von potentiell immunogenem Material bei
gleichzeitig weitgehendem Erhalt der strukturellen und mechanischen Eigenschaften errei-
chen.

Ankniipfende Arbeiten konnten sich weiteren Kriterien widmen, die erfiillt sein sollten,
damit das dezellularisierte Perikard als optimales Grundgeriist fiir tissue engineerte Herz-
klappen dienen kann. Beispiele fiir solche Kriterien sind die Freiheit von Endotoxinen, um
eine in vitro Besiedlung oder eine in vivo Repopulation mit Zellen nicht zu verhindern, und

ebenso eine physiologische Funktion hinsichtlich Blutstromungsbedingungen in vivo.
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