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Widmung

FUr meine Familie, die mich immer unterstutzte.

The practice of medicine is an art, not a trade; a calling, not a business; a calling in
which your heart will be exercised equally with your head.
- Sir William Osler (1849 — 1919)


https://www.aphorismen.de/autoren/person/2840/Sir+William+Osler

ZUSAMMENFASSUNG

Die Aortenklappenstenose (AKS) ist die haufigste erworbene Herzklappenerkrankung
in den Industriestaaten und fihrt unbehandelt zu Linksherzinsuffizienz und zum Tod.
Momentan besteht die einzige Therapie im Ersatz der Klappe, da die zu Grunde lie-
genden Mechanismen dieser Erkrankung noch nicht vollstandig verstanden sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein ex vivo Modell zur Kultivierung einer kompletten
nativen Aortenklappenbasis mit einem pulsatilen Strémungsprofil etabliert. Uber die
automatische Adjustierung der Temperatur, des Drucks und des pH’s konnte der
computergesteuerte Bioreaktor physiologische Bedingungen aufrecht erhalten. Zu-
nachst wurde das System in Vorversuchen optimiert und dadurch die Anzahl der er-
folgreichen Laufe verdreifacht. Die Aortenklappentaschen ovinen Ursprungs wurden
nach einer siebentagigen, vollautomatisierten Kultivierung unter kalzifizierenden Be-
dingungen histologisch und mittels eines biochemischen Assay‘s zur Quantifizierung
der Kalzifizierung untersucht.

In der groben Durchsicht von Gewebeschnitten nach HE-Farbung zeigten sich im
histologischen Aufbau keine Unterschiede zwischen frischen Aortenklappentaschen
und solchen, die unter Standard- oder kalzifizierenden Bedingungen im Bioreaktor
kultiviert wurden. Um eine deutlichere Aussage zum Strukturerhalt treffen zu kdnnen
wurde eine Movat-Pentachrom-Farbung durchgefihrt, und so ein Erhalt der drei-
schichtigen Struktur nachgewiesen. Anhand der Immunfluoreszenzfarbung des
Endothelzellmarkers von-Willebrand-Faktor und des in Endothel und valvularen
Interstitialzellen (VIC) exprimierten Vimentin konnte ein Erhalt der VIC’s bei den kulti-
vierten Aortenklappentaschen im Vergleich zu den nativen Aortenklappentaschen
festgestellt werden. Jedoch wurde ein Verlust des Endothels bei den kultivierten
Klappentaschen im Vergleich zu frischen Klappentaschen verzeichnet. Allerdings
wurde eine erhaltene Vitalitat im gesamten Klappengewebe gezeigt. Diesen Ergeb-
nissen folgend Iasst sich der Bioreaktor als weitestgehend biokompatibel einstufen.
Interessanterweise wurde in der von-Kossa-Farbung eine deutliche Kalzifizierung der
unter kalzifizierenden Bedingungen kultivierten Klappentaschen im Vergleich zu den
Kontrollen sichtbar. Dabei war nicht nur eine oberflachliche, sondern auch eine infilt-
rative Kalzifizierung zu beobachten. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen konn-
te auch im quantitativen Assay ein erhoéhter Kalziumgehalt in den unter kalzifizieren-
den Bedingungen kultivierten Aortenklappentaschen festgestellt werden. Die Unter-
schiede waren statistisch nicht signifikant, zeigten jedoch trotz der kleinen Stichprobe
eine deutliche Tendenz (p=0,1).

Die aktuellen Ergebnisse legen nahe, dass der Bioreaktor ein vielversprechendes
Modell zur artifiziellen ex vivo Kalzifizierung von nativen Aortenklappentaschen dar-
stellen kdnnte. Zuklnftige Untersuchungen werden sich mit den Auswirkungen der
Bioreaktor-Kultivierung auf die Genexpression und den Proteinhaushalt befassen. Im
Zusammenspiel mit bereits bekannten in vivo und in vitro Modellen konnte der vorge-
stellte Bioreaktor in Zukunft einen wertvollen Beitrag zur Ursachen- und Therapiefor-
schung der Degeneration von Aortenklappen leisten.



ABSTRACT

Calcific aortic valve disease is the most common valve disease in developed coun-
tries and leads, if left untreated, to left heart failure and finally to death. The only
treatment is replacing the diseased valve, since underlying mechanisms are not fully
understood. Thus a suitable model to investigate these mechanisms is necessary.

In this study an ex vivo model was established as a method to cultivate native ovine
aortic valves under physiological conditions and a pulsatile flow profile. The comput-
er-controlled bioreactor maintained these conditions via automated control and regu-
lation of temperature, pressure and pH adjustment. The bioreactor handling was op-
timized in preliminary tests and the success rate of cultivations was tripled. Ovine
aortic valves were cultivated ex vivo for seven days using control or pro-degenerative
conditions. Readout analysis was performed using histological analysis and a bio-
chemical calcium quantification assay.

Hematoxylin and eosin stain showed no structural differences between the native
aortic valves and aortic valves cultivated in control or pro-degenerative conditions.
The typical three-layered structure of aortic leaflets was detected using Movat-
pentachrome staining and revealed no differences between native and cultivated aor-
tic valves. In addition an immune fluorescence staining of von-Willebrand-factor (En-
dothelial cell marker) and vimentin (endothelial and valvular interstitial cell marker
(VIC)) was conducted. While the amount of VIC stayed the same in native and ex
vivo cultivated aortic valves, a loss of endothelial cells was observed after bioreactor
cultivation compared to native aortic valves. However, general cell viability was ob-
served throughout the valve tissue. Following these results the bioreactor can be
seen as biocompatible.

Furthermore calcium deposits could be found in aortic valves cultivated in pro-
degenerative conditions via von-Kossa-staining, but not under native and control
conditions. These calcium deposits were not only found on the surface but also inside
the tissue of the aortic valves. The results of the von-Kossa-staining were confirmed
by quantitative assay measuring tissue calcium content. Although results were not
statistically significant, a clear tendency (p=0.1) was observed despite small number
of replicates. Thus cultivation using pro-degenerative conditions was capable of in-
ducing calcific degeneration in aortic valves.

The current results suggest that the bioreactor is a sufficient ex vivo model to induce
calcific degeneration in aortic valves. Future studies will focus on the effects of biore-
actor cultivation on RNA and protein expression levels. In combination with current in
vivo and in vitro studies the bioreactor could be a useful model to investigate the
causes of calcific aortic valve disease and to develop novel treatment strategies
against this disease.
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1. EINLEITUNG

,rhere are two objects of medical education: To heal the sick and to advance
the science.”
- Charles Horace Mayo (1865-1939)

Die Aortenklappenstenose (AKS) ist heutzutage die haufigste Herzklappener-
krankung in den Industriestaaten [1]. Im Jahre 2015 ermittelte das Robert-Koch-
Institut und das statistische Bundesamt im Rahmen der Gesundheitsberichter-
stattung, dass 42.090 Menschen in Deutschland wegen AKS stationar behan-
delt wurden und 9.580 Menschen an den Folgen einer AKS verstarben. Dabei
war die Mehrzahl der Patienten Uber 65 Jahre alt [2, 3]. Die genauen Ursachen
sind noch nicht vollstandig geklart, sodass momentan die einzige langfristige
Behandlung im Ersatz der erkrankten Klappe besteht. Zur weiteren Erforschung
sind mdglichst physiologische Studienmodelle von Néten. In der vorliegenden

Arbeit soll ein entsprechendes ex-vivo-Modell etabliert werden.
1.1 Die Aortenklappenstenose

1.1.1 Aufbau und Funktion der Aortenklappe

Die Aortenklappe (Valva aortae) gehort neben der Pulmonalklappe zu den Ta-
schenklappen. Diese sind aus drei halbmondférmigen Membrantaschen (Valvu-
lae semilunares) mit freien, nach oben ausgerichteten, Randern aufgebaut. An
diesen Randern sitzen Knétchen (Noduli valvulae semilunaris) neben einem
Saum (Lunula valvulae semilunaris), die zusammen fur einen dichten Schluss
der Aortenklappe sorgen. Die Aortenklappe befindet sich zwischen dem linken
Ventrikel und der Aorta ascendens. Als eine Art Ruckschlagventil sorgt dieser
Aufbau dafir, dass das Blut nur in eine Richtung flie3t und ein Rickstrom ver-
hindert wird [4].

Histologisch gesehen ist die Aortenklappe wie die anderen Herzklappen ein Teil
des Endokards und bis auf die Basis gefalifrei. Sie besteht aus drei Schichten,

die sich in ihrem Aufbau der extrazellularen Matrix (EZM) unterscheiden: der
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Lamina fibrosa auf der Aortenseite, der Lamina spongiosa und der Lamina vent-
ricularis auf der Ventrikelseite.

Die EZM ist unter anderem fir die Form, die Elastizitat und die Signaltransduk-
tion, sowie die Wundheilung des Gewebes verantwortlich [5, 6]. In allen Schich-
ten befinden sich valvulare Interstitialzellen (VIC), welche wichtig fur die Syn-
these von der EZM sind. Beidseitig sind valvulare Endothelzellen zu finden, die
den vaskularen Endothelzellen sehr &hnlich sind und eine Barrierefunktion aus-
uben [7, 8].

Die Lamina fibrosa besteht hauptsachlich aus dem Strukturprotein Kollagen
Typl. In der Lamina spongiosa produzieren VIC’s vornehmlich Glykos-
aminoglykane und Hyaluronan als Bestandteile der Grundsubstanz. Die Lamina
ventricularis besteht hauptsachlich aus elastischen Fasern, wodurch sich diese
Schicht durch eine besonders hohe Elastizitat und Spannkraft auszeichnet [5,
6].

1.1.2 Krankheitsbild der Aortenklappenstenose

Die AKS ist die haufigste Erkrankung der Aortenklappe und tritt vor allem bei
alteren Menschen auf. Es gibt kongenitale und erworbene Aortenklappensteno-
sen. Die primar-degenerative, kalzifizierte AKS (senile AKS) ist dabei von den
sekundar-degenerativen rheumatoid-entzindlichen AKS zu unterscheiden [9,
10].

In den meisten Fallen bleibt die Erkrankung jahrelang weitgehend asymptoma-
tisch, sodass es haufig abrupt zu einer hamodynamischen Dekompensation
kommt [11-13]. Dabei tritt typischerweise die Symptom-Trias der Dyspnoe, der
Synkope und der Angina pectoris auf. Weitere Anzeichen einer AKS sind eine
eingeschrankte Leistungsfahigkeit, Schwindel und Orthopnoe. Klinische Unter-
suchungsmethoden zeigen dabei ein erniedrigtes Schlagvolumen und einen
erhdhten Perfusionsdruck, sowie eine erhéhte myokardiale Wandspannung
[14]. Ein entscheidender, apparativ quantifizierbarer Parameter ist die Klappen-
offnungsflache (KOF). Liegt die KOF unter einem Wert von 2-4 cm?, kommt es
zu einer linksventrikularen Nachlasterh6hungen, die wiederum zu einer kon-

zentrischen Hypertrophie des linken Ventrikels fuhrt. Ab einer bestimmten Gro-
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Re des Herzmuskels ist das Gleichgewicht von Sauerstoffbedarf und —zufuhr
gestort, was eine belastungsinduzierten subendokardialen Ischamie bei redu-

ziertem Koronarperfusionsdruck und aufgehobener Koronarreserve induziert

9.

Je nach Symptomen und Untersuchungswerten wird die Erkrankung in drei

Schweregrade eingeteilt (Tabelle1).

Tabelle 1 Einteilung des Schweregrades der AKS [15]

Leichte AKS Mittlere AKS Schwere AKS
KOF (cm?) >1,5 1-1,5 <1
Druckgradient (mmHg)

<25 25-40 >40

Flussgeschwindigkeit
(ml/s) <3 3-4 > 4
Symptome rasche Ermu- Schwindel, Angina Periphere Zyanose,

dung pectoris Synkope

Unbehandelt betragt die durchschnittliche Lebenserwartung nach Einsetzen
einer Dyspnoe finf Jahre, nach einer Synkope drei Jahre und nach einer Links-
herzinsuffizienz zwei Jahre [9]. Die Wahrscheinlichkeit, dass bei einem asymp-
tomatischen Patienten der pl6tzliche Herztod eintritt, liegt bei unter 1% pro Jahr,
wohingegen nach Auftreten von Symptomen die Wahrscheinlichkeit auf 20%

ansteigt [16].

1.1.3 Therapien und Therapieansétze

Patienten, die an einer AKS leiden, kdnnen mit Medikamenten lediglich symp-
tomatisch behandelt werden, da die Ursachen der Degeneration noch nicht
vollstandig verstanden sind [17]. Begleitend oder palliativ kann mit Digoxin, Diu-
retika und Angiotensin-llI-Rezeptor-Subtyp-1-Antagonisten behandelt werden,
was jedoch heute in Anbetracht der verfigbaren operativen oder interventionel-

len Methoden eines Aortenklappenersatzes nur noch selten erforderlich ist [18].



https://de.wikipedia.org/wiki/Angiotensin-II-Rezeptor#AT1-Rezeptor

In der aktuellen Forschung werden allerdings mehrere medikamentdse Thera-
pieansatze diskutiert und erforscht, wie etwa der Einsatz von Bisphosphonaten,
Pioglitazonen [19], Apolipoprotein A-I-Mimetika [20—24] und Cathepsin S [25].

Eine medikament6se Therapie eignet sich jedoch nur als Uberbriickung fiir den
operativen Klappenersatz. Hierbei wird die erkrankte Aortenklappe durch eine
mechanische oder eine biologische Klappe ersetzt. Zweifligelklappen werden
bei den mechanischen Klappen bevorzugt und sind beinah unbegrenzt haltbar,
weswegen sie vor allem bei jungeren Patienten verwendet werden. Aufgrund
der Thrombogenitat ist eine dauerhafte Antikoagulation mit Kumarinen von NoO-
ten. Heutzutage werden biologische Klappen (Rinder- / Schweine- / Pferdeperi-
kard oder native Schweineklappen) vor allem bei Patienten Uber 70 oder bei
jungeren Patienten mit erhdhtem Blutungsrisiko verwendet. Sie bedurfen keiner
dauerhaften Antikoagulation und verfugen uber physiologischere Stromungsei-
genschaften. Allerdings sind sie nur begrenzt haltbar und kdénnen altersabhan-
gig nach 10-15 Jahren bereits rezidivierende degenerative Veranderungen mit
relevanten funktionellen Einschrankungen (Stenose und/oder Insuffizienz) auf-
weisen [26]. Im Jahre 2016 wurden in Deutschland 9.722 biologische und 1.201
mechanische Aortenklappen operativ eingesetzt [27].

Bisher kénnen nur ca. 30-40% der AKS Patienten fiir eine solche Operation
zugelassen werden [28]. Grunde hierfur sind ein fortgeschrittenes Alter, eine

linksventrikulare Dysfunktion oder multiple Komorbiditaten [29-32].

Fir Patienten mit einem erhdéhten Operationsrisiko wird daher der Transkathe-
teraortenklappenersatz (TAVI) in Betracht gezogen [33]. Bei dieser Behandlung
wird eine biologische Klappenprothese Uber einen Katheter eingebracht, je
nach Modell und Hersteller wird ein selbst-expandierendes Klappenmodell oder
auch eine Ballon-expandierbare Prothese eingesetzt [34—44].

Die Erfolgsrate dieser Behandlung liegt bei ca. 90% und geht mit einer geringe-
ren Gesamtbelastung des Patienten im Vergleich zur herkdbmmlichen offenen
Herzoperation einher [34, 35, 37—44]. Kontraindiziert ist dieses Vorgehen bei
diversen Komorbiditaten, sodass auch hier nicht jeder Patient behandelt werden
kann. Dazu gehoren ein Thrombus im linken Ventrikel, eine aktive Endokarditis,

4



ein erhohtes Risiko fur eine koronare Ostiumobstruktion oder Plaques mit mobi-

len Thromben in der Aorta oder im Aortenbogen [18].

Da weder bei dem TAVI noch bei dem konventionellen Klappenersatz eine In-
tegration und somit auch kein Wachstum erfolgt, ist diese Behandlungsart fur
Kinder nicht geeignet. Bei dieser Patientengruppe kann die Operation nach
Ross in Betracht gezogen werden [45-47]. Dabei wird die erkrankte Aortenk-
lappe gegen die patienteneigene Pulmonalklappe ausgetauscht [48]. Die feh-
lende Pulmonalklappe wird durch eine Homograft (menschliche Spenderklappe)
ersetzt, da diese weniger degenerativen Prozessen im Niederdrucksystem aus-
gesetzt ist [49]. Die Ross-Operation ist ein sehr aufwendiges Verfahren und

geht mit einer Manipulation an beiden Taschenklappen einher [45].

Bei hamodynamisch instabilen Patienten oder als palliative MalRnahme kann als
Uberbriickung eine perkutane Ballonvalvuloplastie durchgefiihrt werden [18].
Mithilfe eines Ballonkatheters wird hierbei die Kalzifizierung gesprengt und die
Aortenwurzel leicht dilatiert [50].

Diese Behandlung ist allerdings von rezidivierenden Stenosen und von einer
erhohten Rate an Aortenregurgitation gepragt [17, 51]. Hinzu kommt, dass ein
solcher Eingriff fir schlechtere Vorrausetzungen flr eine spatere Aortenklappe-
nersatz- oder TAVI-Operation sorgen kann, z.B. durch eine Kommissurenavul-

sion, eine Klappendehiszenz, eine -perforation oder einen —riss [52].

Keine der vorgestellten Therapiemoglichkeiten stellt eine langfristige Heilung
dar, und nicht jeder Patient kann zufriedenstellend behandelt werden. Dies liegt
vor allem daran, dass die Ursachen der AKS noch nicht vollstandig verstanden

sind.



1.1.4 Ursachenforschung

Zum jetzigen Zeitpunkt geht man davon aus, dass der Beginn der senilen AKS
in einer mechanischen Belastung liegt [53]. Scherspannung und transvalvularer
Druck erzeugen Endothelschaden an den Klappen [54]. An diese Mikroverlet-
zungen lagern sich Lipide an und haben eine proinflammatorische Wirkung [55,
56].

Die Entzindung wird in der aktuellen Literatur als zentraler Punkt der Erkran-
kung diskutiert. Solche Entzindungsreaktionen werden auch Uber das bei Hy-
pertonie ausgeschuttete Angiotensin |l ausgelost, sodass Hypertonie als ein
moglicher Risikofaktor fur die AKS diskutiert wird [57, 58]. Aufgrund der Ent-
zUndungsreaktionen kommt es zu einer Vaskularisierung der gefal3freien Aor-
tenklappen [59-62]. Durch eine Schlisselkomponente der Entziindungsreakti-
on, dem intrazellularen oxidativen Stress, werden reaktive Sauerstoffspezies
wie Wasserstoffperoxid und Hyperoxide erzeugt, die eine Kalzifizierung und
somit die Entstehung einer AKS fordern [63—66]. Die Hypoxie wird daher eben-
falls als Risikofaktor angesehen.

Begleitend zur Entziindungsreaktion werden die VIC’s aktiviert und in einen
myofibroblastischen Phanotyp umgewandelt [67]. Durch die nun veranderte
EZM andert sich die Hdmodynamik und die zyklische Spannung auf die Aor-
tenklappen erhoht sich [68, 69].

Uber einen positiven Feedback-Mechanismus kommt es zu einer erhéhten Ex-
pression von alkalischer Phosphatase und anorganisches Phosphat bildet zu-
sammen mit Kalziumionen eine dem Hydroxylapatit ahnliche Struktur [70]. Die-
se lagert sich einer Matrix, bestehend aus Kollagen, Osteopontin und anderen
kleinen Knochenmatrix-Proteinen an. Der Prozess beginnt in der Lamina fibrosa
und dehnt sich auf die Lamina spongiosa aus [71-76]. Die daraus resultierende
Kalzifizierung wird als eine weitere Schlisselkomponente der AKS angesehen
und ist die letzte Stufe der Manifestation einer AKS.

Zurzeit werden zwei Kalzifizierungsprozesse in Erwagung gezogen: Die dys-
throphe Kalzifizierung und die osteogene Kalzifizierung. Die dystrophe Form ist
ein passiv degenerativer Prozess, im Zuge dessen es zur Anlagerung von

Hydroxylapatit Kristallen kommt [77]. Diese Form wird durch Transforming



Growth Factor B (TGF-B) induziert, da die myofibroblastischen VIC’s durch
TGF-B -Signale aktiviert werden [78].
Im Gegensatz dazu steht der aktive Prozess der osteogenen Kalzifizierung,

welche durch Knochen- und Knorpelentwicklungsgene reguliert wird [72, 79].

Zusammenfassend werden momentan die mechanische Belastung und die da-
rauffolgende Entzindungsreaktion und Kalzifizierung als Kernpunkte der AKS
gesehen. Die genauen Ablaufe sind jedoch noch nicht vollstandig geklart und

bedurfen weiterer Erforschung.

1.2 Bioreaktoren als ex-vivo-Modelle

Die AKS wurde in diversen ex-vivo, in-vitro und in-vivo Studien untersucht. Da-
bei bilden in-vitro Studien eine gute Basis, da sie schnell sind und eine bessere
Kontrolle sowie eine kontrollierte Manipulation von bestimmten Faktoren erlau-
ben. Allerdings ist bei in-vitro Studien auch das Risiko gegeben, einen wichtigen

Faktor zu Ubersehen, oder das Modell zu stark zu vereinfachen [80, 81].

In-vivo-Studien bieten demgegenilber eine adaquate Darstellung des komple-
xen menschlichen Systems. Komorbiditaten, sowie das Anfangsstadium der
Erkrankungen kdnnen bei diesen Studien naher untersucht werden. Schweine
sind die bestmdglichen Modellorganismen fir den Menschen, jedoch ist ihre
Haltung schwierig und kostenintensiv sowie die Zeitspanne bis zum Erlangen
des optimalen Forschungsalters verhaltnismallig lang. Schafe werden ebenso
gerne bei kardiovaskularen Versuchen verwendet. |hr kardiovaskulares System
ist dem des Menschen sehr ahnlich und damit auch der Aufbau der Herzklap-
pen [82]. Jedoch besteht auch hier das Problem der Haltung und der langen
Aufzucht, wie bei vielen Grofdtiermodellen. Mause, die einfacher zu halten sind
und schneller wachsen, entwickeln von sich aus keine AKS und missen daher
gentechnisch verandert werden. Auch der histologische Aufbau der Aortenklap-
pe unterscheidet sich deutlich von dem des Menschen, was zu irreflhrenden
Resultaten fuhren kann. An diesen Beispielen erkennt man, dass sich die Un-
terschiede zwischen Menschen und Tieren nachteilig auswirken und Ergebnis-
se verfalschen konnen. Die Auswahl des Tiermodells mit der damit verbunde-
7



nen Aussagekraft und der experimentellen Machbarkeit muss sorgfaltig abge-
wogen werden. Fur die Auswahl eines optimalen Tiermodells missten die pa-
thogenen Prozesse der AKS im Menschen tiefgehender verstanden werden
[83].

Ex-vivo-Studien vereinen in diesem Zusammenhang viele positive Aspekte von
in-vitro sowie in-vivo Studien. Eine ex-vivo-Studie ist gut kontrollierbar, schnell
durchfihrbar, und verschiedene Faktoren kdnnen verandert werden, um Krank-
heitsursachen und deren Auswirkungen auf den Grund zu gehen. Unter ande-
rem zahlt zu diesen Faktoren, dass ein spezifischer Dehnungsstress appliziert
werden kann und dass die Aortensegel in ihrer Gesamtstruktur untersucht wer-
den konnen. Als Nachbildung der Klappenfunktion stellen ex-vivo Studien eine

gute Darstellung der in-vivo Situation dar.

Bisherige ex vivo Bioreaktoren zeigten bereits positive Ergebnisse in Hinsicht
auf die artifizielle Kalzifizierung von Aortenklappen. Engelmayr et al. entwickel-
ten einen Dehnungsbioreaktor, der mit Stanzen aus porkinen Aortenklappen 48
Stunden betrieben wurde. Diese kultivierten Aortenklappen zeigten eine Veran-
derung in der EZM und eine erhdhte Aktivitat der myofibroblastischen VIC’s
[84]. In spateren Jahren entwickelten Sun et al. einen Doppelkonus-Platten-
Bioreaktor, welcher ebenfalls mit Stanzen aus porkinen Aortenklappen verwen-
det wurde. Das Augenmerk lag hierbei vor allem auf der nun regulierbaren sei-
tenspezifischen Belastung [68]. In diversen Studien wurde nachgewiesen, dass
man mit diesem ex vivo System eine Kausalitat zwischen hamodynamischen

Anomalitaten und valvularer Pathogenese belegen und erzeugen kann [85-87].

Zusammenfassend ist festzustellen, dass ex-vivo-Modelle gegenliber den in-

vivo und in-vitro Modellen diverse Vorteile haben.

1.3 Ziele der Arbeit

Wie in den vorherigen Abschnitten bereits erlautert, handelt es sich bei der AKS
um eine schwerwiegende Erkrankung, die derzeit nicht heilbar ist und deren
einzige langfristige Therapie im Ersatz der erkrankten Klappe besteht. Dies liegt
8



vor allem daran, dass die Atiologie dieser Erkrankung noch nicht vollstandig
verstanden ist. Zur weiteren Erforschung sind passende Studienmodelle vonno-
ten.

Das Ziel dieser Dissertation ist es, die Kultivierung von nativen Aortenwurzel-
Explantaten in einem voll automatisierten, computergesteuerten Bioreaktor un-
ter zusatzlichen artifiziellen, kalzifizierenden Bedingungen zu etablieren. Basis
soll hierbei ein von Stefanie Aubin bereits fir eine Fragestellung aus dem Be-
reich des Tissue Engineering erfolgreich verwendeter Bioreaktor sein, bei der
ovine Pulmonalklappen dezellularisiert und die dezellularisierte Matrix mit Endo-
thelzellen rebesiedelt wurde [88].

Fur die vorliegende Arbeit werden die physiologischen Kultivierungsparameter
dem menschlichen System angepasst. Unter anderem sind dies der valvulare
Druck und das pulsatile Stromungsprofil. AuRerdem werden das Medium sowie
das Spendergewebe auf die Fragestellung abgestimmt. Des Weiteren wird eine
verbesserte Software verwendet, die zu einer starkeren Automatisierung bei der
Regulation fuhrt.

Zunachst soll das System getestet und fur die Fragestellung optimiert werden.
Etwaige Fehler und Schwachstellen des Bioreaktors sollen in diesen Testlaufen
erkannt und beseitigt werden, sodass die Funktionalitat, die Stabilitat und die
Sterilitat des Systems gewabhrleistet ist.

Zur Kalzifizierung der Aortenklappentaschen werden einem Standardmedium
kalzifizierende Substanzen zugesetzt, wahrend Versuchsansatze mit reinem
Standardmedium als Kontrolle dienen. Nach einer Laufdauer von sieben Tagen
werden die kultivierten Klappentaschen histologisch untersucht. Als zusatzliche
Kontrolle werden die kultivierten mit nativen Aortenklappentaschen verglichen.
Das Augenmerk liegt hier auf dem Strukturerhalt zur Sicherung der Biokompati-
bilitdt und auf einer mdglichen Kalzifizierung. Ein Kalzium Assay soll die Ergeb-
nisse der Histologie untermauern. Ebenso sollen die Ergebnisdaten des Ver-
suchsablaufes graphisch dargestellt werden, um eine Funktionalitat des Biore-

aktors zu belegen.



Die Ergebnisse dieser Dissertation sollen dazu beitragen, den Bioreaktor als ein
zuverlassiges und geeignetes ex-vivo-Modell zur Kultivierung und zur kinstli-

chen Kalzifizierung von ovinen Aortenklappentaschen zu etablieren.
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2. MATERIAL UND METHODIK

2.1 Material

2.1.1 Prédparation, Kryokonservierung & Bioreaktor

Tabelle 2 Gerate und Utensilien fiir den Bioreaktor

Geriate und Utensilien

Bezugsquelle

Autoklav

Systec GmbH, Linden (DE)

Bioreaktorkammer (Glas)

freundliche Leihgabe Prof. Dr. A. Lichtenberg

Deckel GL45 mit Dichtring

DURAN Group GmbH, Wertheim/Main (DE)

Easyferm Plus VP 120 (pH — Sonde)

Hamilton, Nevada, (USA)

HeraSafe (Sterilbank)

Thermo Electron Corporation, Karlsruhe (DE)

Konnektor 1/2 x 3/8 CORMED Medizintechnik GmbH & Co. KG, Rithen
(DE)

Konnektor 1/2 x 3/8 mit Offnung CORMED Medizintechnik GmbH & Co. KG, Ruthen
(DE)

MPX 320-39 (Stecksystem)

Applied Critical Fluids GmbH, Mannheim (DE)

O-Ring 15,5 x 3mm

Arcus GmbH, Seevetal (DE)

Oxygenierungskammer (Glas)

freundliche Leihgabe Prof. Dr. A. Lichtenberg

PC / Software

Engineo GmbH, Kelkheim (DE)

Rollerpumpe

Stdckert Instrumente GmbH, Minchen (DE)

Schlauch 0,5 mm

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Schlauch 4 mm

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Schlauch 12 mm

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Schlauch 12,7 mm (1/2 Zoll)

Reichelt Chemietechnik GmbH & Co., Heidelberg
(DE)

Schlauch 9,5 mm (3/8 Zoll)

Reichelt Chemietechnik GmbH & Co., Heidelberg
(DE)

Schlauchschellen GroRe 9-14, 12-17,
17-22

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Temperatursonde

Engineo GmbH, Kelkheim (DE)

Verschlussdeckel mit Frasung

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Visiferm DO 120 (O, — Sonde)

Hamilton, Nevada, (USA)

Y-Konnektor 3/8 x 3/8 x 1/2

CORMED Medizintechnik GmbH & Co. KG, Riithen
(DE)
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Tabelle 3 Chemikalien, Medien und Zusatze fir die Kryokonservierung, die Praparation und

den Durchlauf des Bioreaktorsystems

Chemikalien, Medien und Zusatze

Bezugsquelle

Amphotericin B

Gilead Sciences, Inc., Foster City (USA)

Dimethylsulfoxide (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen (DE)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medi-
um (DMEM)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Fetales Kalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen (DE)

Incidin Liquid

Ecolab Deutschland GmbH, Monheim am Rhein (DE)

Kalziumchlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Nicht essentielle Aminosauren

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen (DE)

Penicillin-Streptomycin

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Phosphate Buffered Saline (PBS)

BioFroxx GmbH, Einhausen (DE)

B-Glycerophoshpat Disodium Pen-
tahydrat (B-GP)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen (DE)

Tabelle 4 Verbrauchsmaterialien fiir die Kryokonservierung, die Praparation und den Bioreaktor

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Druckluft

Air liquide

Filter Midisart 2000

Sartorius AG, Géttingen (DE)

Fliissiger Stickstoff

Air liquide

Kohlenstoffdioxid

Air liquide

Micro-Tube, 1,5 ml

Biosigma S.r.l.,, Cona (IT)

Petrischalen 9 cm

Sarstedt, Numbrecht (DE)

Prolene Faden 4-0

Ethicon Products, Norderstedt (DE)

Pumpenschlauch 12,7 mm (1/2 Zoll)

Raumedic AG, Helmbrechts (DE)

Skalpell

Feather Safety Razor Co. LTD, Osaka (JPN)

Spannbinder groR 4,8 * 361 mm

Thomas & Betts Corporation, Memphis (USA)

Spannbander klein 100 * 2,5 mm

J.W. Zander GmbH & Co. KG, Freiburg (DE)

Tube 50 mi

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen (DE)

2.1.2 Férbungen

Tabelle 5 Geréte fur die Farbungen

Gerate und Utensilien

Bezugsquelle

Kryostat Leica CM 1950

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar (DE)

Systemmikroskop Leica DM 2000

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar (DE)
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Tabelle 6 Chemikalien, Medien und Zusatze fir die Farbungen

Chemikalien, Medien und Zusitze

Bezugsquelle

Albumin Fraktion V (BSA)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Alcianblau 1%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mlnchen (DE)

Alexa 488 (anti-guinea-pig)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Alexa 546 (anti-rabbit)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Ammoniumhydroxid 30 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Brilliant Crocein R

Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster (DE)

Cryocombound VWR International GmbH, Darmstadt (DE)
Eisen-Chlorid-Hexahydrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen (DE)
Eosin B Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen (DE)
Essigsaure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Ethanol 50%, 70 %, 96 %, 100%

Zentralapotheke UKD, Dusseldorf (DE)

Formaldehydlésung 37 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Formalin 4 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Hamatoxylin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mlnchen (DE)

Salzsaure 32-37 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Isopentan Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)
Jod Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)
Kaliumjodid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Kernechtrot-Aluminiumsulfat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Leica CV Mount

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar (DE)

Natriumcarbonat

Merck KGaA, Darmstadt (DE)

Natriumthiosulfat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mlnchen (DE)

PBS

BioFroxx GmbH, Einhausen (DE)

Wolframatophosphorséaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen (DE)

Pikrinsaure

VWR International GmbH, Darmstadt (DE)

Primar-Antikorper von-Willebrand-
Faktor (VWF)

Agilent Technologies, Santa Clara (USA)

Primar-Antikorper Vimentin

Progen Biotechnik GmbH, Heidelberg (DE)

Safran du Gatinais

Waldeck GmbH & Co. KG, Minster (DE)

Saurefuchsin

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Silbernitrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)

Triton X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen (DE)

Tween20 Detergent

Merck KGaA, Darmstadt (DE)

Vectashield with DAPI

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

Xylol

VWR International GmbH, Darmstadt (DE)
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Tabelle 7 Verbrauchsmaterialien fir die Farbungen

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle

Cryomold Weckert Labortechnik, Kitzingen (DE)

Dako-Pen Agilent Technologies, Santa Clara (USA)

Deckglaser Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH, Eder-
munde (DE)

Faltenfilter Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diren (DE)

Objekttrager 76x26x1mm

Paul Marienfeld & Co KG, Lauda Kénigshofen (DE)

2.1.3 Kalzium Assay

Tabelle 8 Gerate fir das Kalzium Assay

Geriate und Utensilien

Bezugsquelle

Infinte M1000 PRO

Tecan Group AG, Mannedorf (CH)

Heraeus Labofuge 300

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Tabelle 9 Chemikalien, Medien und Zusatze fur das Kalzium Assay

Chemikalien, Medien und Zusatze

Bezugsquelle

Complete Protease Inhibitor

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen (DE)

DC Protein Assay

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen (DE)

HEPES

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Kalzium Assay Kit

Abnova, Taiwan (CHN)

Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt (DE)

PhosSTOP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen (DE)
Tris HCI Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe (DE)
Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen (DE)

Tabelle 10 Verbrauchsmaterialien fir das Kalzium Assay

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle

Flussiger Stickstoff

Air Liquide

Micro-Tube, 1,5 ml

Biosigma S.r.l., Cona (IT)

Microwell-Platte

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen (DE)
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2.2 Aufbau des Bioreaktors

Der Bioreaktor besteht aus auReren Komponenten und Software-Komponenten.
Zu den aulleren Komponenten gehdren die Rollerpumpe, die Heizmanschette,
die Schutzhaube, die Isolierungen, die Druckanlage und das eigentliche Biore-
aktorsystem. Zu den Software-Komponenten gehéren der PC mit der eigens

entwickelten Software und der Schaltkasten.

Abb. 1 Einzelkomponenten des Bioreaktorsystems, a: Oxygenierungskammer, b: AuRere
Kammerwand, c: Innerer Kammerbereich, d: pH-Sonde, e: O,-Sonde, f: 15,5 * 3 mm O-Ring,

g: Verschlussdeckel mit Frasung, h: Temperatursonde, i: Stecksystem, j: Y-Konnektor, k:
Konnektor, I: Konnektor mit Offnung, m: Spannband 100 * 2,5 mm, n: Spannband 4,8 * 361
mm, o: Filter, p: Schlauchschelle 14 mm, q: Schlauchschelle 17 mm, r: Schlauchschelle 22
mm, s: Schlauch 0,5 mm, t: Schlauch 4 mm, u: Schlauch 12 mm, v: Schlauch 12,7 mm

Die Oxygenierungskammer (Abb.1, a) gehoért zu den glasernen Komponenten

des Bioreaktorsystems und dient dem Austausch von Zu- und Abluft. Sie ver-
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fugt Uber sechs Offnungen, wobei zwei seitliche Offnungen mit Schlduchen (t)
und Filtern (o) ausgestattet als Zu- und Abluftweg dienen. In die obere Offnung
wird die pH-Sonde (d) mit einem speziell angefertigten Verschlussdeckel (g)
und einem Dichtungsring (f) verschraubt. Dabei ist darauf zu achten, dass sich
der Dichtungsring im Inneren des Verschlussdeckels direkt an der Offnung be-
findet und somit dicht an der pH-Sonde abschlieRt. Die zentrale untere Offnung

dient mittels eines Schlauches als Verbindungsstelle zur Bioreaktorkammer.

Die Bioreaktorkammer ist eine weitere glaserne Komponente und ist aus zwei
Stucken gefertigt: der duleren Kammerwand (b) und dem inneren Kammerbe-
reich (c). Die Kammerwand ist mit einem Gewinde versehen und kann mithilfe
eines Schraubdeckels und einem Dichtring mit dem inneren Kammerbereich
verbunden werden. Der innere Kammerbereich besteht aus zwei schmalen gla-
sernen Staben und zwei gegenuberliegenden Glasrohrchen sowie drei schma-
len Oliven, bei der eine mit einem Gewinde versehen ist. An den beiden Glas-
rohren werden spater Schlauchstiicke befestigt, die ein Einnahen der Aortenk-
lappe ermoglichen. Die auliere Kammerwand verflgt Uber vier weitere Oliven.
Die gegenuberliegende Olive wird als Einfuhrungsoéffnung fur die Temperatur-

sonde (h) genutzt.

Die untere, seitliche Offnung der Oxygenierungskammer wird Uber einen
Schlauch mit dem Y-Konnektor (j) verbunden. Dort wird die O,-Sonde (e) ange-
schlossen und wird Uber ein Schlauchsystem mit der Bioreaktorkammer und
somit dem gesamten Flusssystem verbunden. Dieses Schlauchsystem besteht
aus mehreren Teilen und wird Uber Konnektoren (k, 1) und einem speziellen
Stecksystem (i) verbunden. Zur optimalen Kompatibilitat und Passung werden
unterschiedliche Schlauche verwendet. Dadurch wird ebenfalls der Austausch
von Verbrauchsmaterialien wie dem Pumpenschlauch (v) erleichtert. Dieser
erfordert einen Austausch nach jedem erfolgten Versuch, da die mechanische
Belastung durch die Pumpe (Abb. 2A, a) das Material stark beansprucht. Eben-
so erleichtert das spezielle Stecksystem das sterile Einnahen der Klappen in die

Bioreaktorkammer.
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Samtliche Verbindungsstiicke werden mit Schlauchschellen (Abb. 1, p, g, r) und
Spannbandern (m, n) gesichert, um eine Dichtigkeit zu garantieren. Offene Oli-
ven, beziehungsweise die verbleibende Offnung an der Oxygenierungskammer,
werden mit Schlauchen (s, t), Spannbandern, Schlauchschellen und Ver-
schlusskappen abgedichtet.

Zur Temperaturreglung wird eine Heizmanschette (Abb. 2 A, c) an das
Schlauchstlick angelegt und mithilfe von Isolierungsrollen (d) wird eine konstan-

te Temperatur des gesamten Systems aufrechterhalten.

Abb. 2 A Kompletter Bioreaktor; a: Rollerpumpe, b: Schaltkasten, c: Heizmanschette, d:
Isolierung, e: pH-Umformer, f: Druckanzeige, g: Barometer CO2, h: Barometer Druckluft, i:
Schutzhaube, j: Bioreaktorsystem B Zusammengebautes Bioreaktorsystem; a: Schlauch
0,5 mm b: Schlauch 4 mm c¢: Schlauch 12 mm d: Schlauch 12,7 mm

Ein konstanter Zufluss von CO, und von Druckluft muss fur einen optimalen
Gasfluss zu jeder Zeit gewahrleistet sein und wird in Abbildung 3 grafisch dar-
gestellt. Dafur verflgt das Bioreaktorsystem sowohl Gber einen Druckluftzugang

(Abb.3, 1), als auch Uber einen CO»-Zugang (H). Wie viel Gas bendtigt wird,

17



wird Uber den Systemdruck und den pH-Wert bestimmt. Die Regulierung des
Druckes bedarf nach Eingabe des Sollwertes keinerlei manueller Steuerung
und verlauft vollkommen automatisiert unter der Steuerung der Software. Die
Messstationen finden sich hierbei am Druckmesser der Oxygenierungskammer
(E) fur den Kammerdruck und am Druckmesser des Ausgangs (F) fur den Sys-
temdruck. Die entscheidenden Stationen bei der Gasregulation sind dabei die
Kammerventile (C, D) fir den Zustrom und das 3-Wege-Ventil (B) und dem da-
ran angeschlossenen Ablassventil (G) zur Reduzierung des Druckes, falls die-

ser zu hoch sein sollte.

[H 1=
[ t
L

Abb. 3 Gasfluss im Bioreaktorsystem; A: Oxygenierungskammer; B: 3-Wege-Ventil;
C: Kammerventil 1; D: Kammerventil 2; E: Druckmesser Kammer; F: Druckmesser Ausgang;
G: Ablassventil; H: COz-Zugang; I: Druckluft-Zugang; J: Bioreaktorkammer; K: Rollerpumpe.
Die Pfeile stellen die Richtung des Gasflusses dar. Der Gaskreislauf beginnt bei dem Zu-
gang von CO? und Druckluft (H/1) und schliet sich am Ablassventil (G).

Die eigens programmierte Kontroll- und Steuerungssoftware befindet sich auf
einem externen Computer und speichert kontinuierlich Messdaten des Bioreak-
torsystems. Durch den konstanten Vergleich der gemessenen Werte mit den
Sollwerten kann das System bei etwaigen Abweichungen automatisch gegen-

regulieren.
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Abb. 4: Screenshot Anlageniibersicht, Eingabe und Ubersicht der Sollwerte und aktuellen
Werte der Parameter Gasfluss (A), pH (B), Temperatur (C), Pumpengeschwindigkeit (D) und
Druck (E). Die Sollwert Einstellungsfelder (SV) sind mit roten Pfeilen gekennzeichnet, wah-
rend die Einstellung REM/LOC mit griinen Sternen ausgewiesen sind.

Das eigentliche Steuerungsprogramm besteht aus drei Registerkarten: 1. Anla-
geniibersicht, 2. Messwert-Historie und 3. Alarme. Uber die Registerkarte Anla-
gentbersicht (Abb. 4) werden die Sollwerte des pH-Wertes, der Temperatur,
des Drucks, der Begasung und der Pumpendrehzahl manuell eingegeben
(Abb.4 rote Pfeile). Bei den Parametern des Drucks und der Pumpendrehzahl
kann der Start- und Endwert sowie die Start- und die Laufzeit eingegeben wer-
den. In einer Zusatzoption wird eingegeben, ob der Endwert gehalten, oder ob
ein bestimmter Wert nach Ablauf der Laufzeit erreicht werden soll. Zudem gibt
es die Moglichkeit, zwischen REM und LOC zu wahlen (Abb. 4 grine Sterne).
Bei der Einstellung REM muss das entsprechende Feld nicht Uber die Bedien-
oberflache bedient werden, sondern der betreffende Parameter wird automa-
tisch von der jeweiligen Bioreaktoreinheit reguliert. Die Einstellung LOC ist das
entsprechende Gegenstlick dazu, hierbei wird eine manuelle (starre) Vorgabe
des betreffenden Parameters vorgenommen. In dieser Arbeit wurde die Einstel-
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lung REM lediglich bei den Gasflissen gewahlt, da sich diese an den Werten

fur den Druck und den pH orientierten.
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Abb. 5 Screenshot Messwert-Historie — Ubersicht der im aktuellen Lauf erfassten Messwer-
te. In der Registerkarte Ubersicht werden die Werte der Temperatur (rote Linie), des pH's
(dunkelblaue Linie), des Drucks (hellgriine Linie) und des Sauerstoffgehalts (dunkelgriine
Linie) dargestellt. Weitere erfasste Werte konnen in separaten Registerkarten detailliert ein-
gesehen werden (rote Sterne). Die im Screenshot dargestellten Messwerte sind reprasentativ
fur die durchgefuhrten Bioreaktorlaufe.

In der Registerkarte Messwert-Historie (Abb. 5) kdnnen samtliche Parameter
eingesehen werden, die vom System gemessen und wahrend des Versuchs
aufgezeichnet worden sind. So Iasst sich ein reibungsloser Ablauf des Versu-
ches dokumentieren. Nach Ablauf des Versuches kdnnen diese Daten in eine

Excel Tabelle exportiert werden.

Die Registerkarte Alarme (Abb. 6) dient als zusatzliche Kontroll- und Warnin-
stanz. Hier werden aktuelle und quittierte Fehlermeldungen angezeigt. Vergan-
gene und somit behobene Alarme kdnnen aus dem System ausgelesen wer-

den.
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Abb. 6 Screenshot Alarmiibersicht als Kontroll- und Warneinheit. In der oberen Leiste Iasst
sich sofort erkennen, ob ein Fehler vorliegt (A) und die Anzahl dieser Fehler (B). Diese werden
in der Liste der neuen Alarm (C) detailliert aufgefuhrt. Quittierte Fehlermeldungen (D) kénnen
weiterhin eingesehen werden. Behobene Fehler werden nicht mehr in der Alarmibersicht ange-
zeigt. Zur Veranschaulichung wurde das Bioreaktorsystem von den Software Komponenten
getrennt.
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2.3 Methodik

2.3.1 Prédparation der Aortenklappentaschen samt Aortenwurzel

o NN
Abb. 7 Praparation der Aortenklappenbasis, A: Praparierte Aorta. Zu sehen sind ein
schmaler Myokardring sowie ein Stiick der Aorta und deren GefalRabgangen. B: Offen ein-
genahte Aortenklappenbasis. Zu sehen ist der Myokardring unten und die Kommissuren mit
Einzelknopfnahten. Man erhalt so Einblick auf die Aortenklappentaschen.

Als Forschungsobjekt fur diese Dissertation werden Aortenklappenbasen von
Lammern (Schlachthof Laame GmbH, Wuppertal) genommen. Diese werden
unmittelbar nach Schlachtung unter sterilen Bedingungen prapariert. Dabei wird
die Aortenklappenbasis sorgfaltig vom restlichen Herzgewebe getrennt. Ein
schmaler Myokardring an der ventrikularen Seite wird zum sicheren Vernahen
zu einem spateren Zeitpunkt belassen (Abb. 8 A). Auf der vaskularen Seite wird
die Gefalkwand weitestgehend entfernt. Kleine Bereiche an den Kommissuren
werden fir das spatere offene Vernahen belassen (Abb. 8 B). Nach Praparation
der Basis wird diese in 50 ml Tubes gekuhlt gewaschen. Dabei besteht das La-
gerungsmedium aus PBS mit Penicillin-Streptomycin (Endkonzentration Penicil-
lin 200 U/ml und Streptomycin 200 pg/ml) und Amphotericin B (Endkonzentrati-
on 5 pg/ml).

2.3.2 Kryokonservierung der Aortenklappenbasen

Da der Bezugsort der Aortenklappenbasen aul3erhalb von Dusseldorf liegt, wird
fur eine hdhere Flexibilitat wahrend der Vorversuche eine Kryokonservierung

durchgefuihrt. Nach erfolgter Praparation der Aortenklappenbasis wird diese
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unmittelbar in einem konservierenden Medium gelagert. Dieses besteht aus
DMEM, 10 % DMSO und 20 % FCS. Danach werden die Praparate auf - 80 °C
gefroren. Zum Beginn der Vorversuche wird die Basis in einem 37 °C warmen

Wasserbad schnellstmdglich aufgetaut.

2.3.3 Durchlauf im Bioreaktorsystem unter physiologischen Parame-
tern und Flussbedingungen

Vor dem eigentlichen Versuchsdurchlauf wird der Bioreaktor zusammengebaut
(s. Abschnitt 2.2) und autoklaviert. Dadurch werden eine vereinfachte Handha-
bung sowie ein vermindertes Risiko einer Kontamination erreicht. Im Anschluss
an das Autoklavieren werden samtliche Verbindungsstellen bzw. Verschllsse
fest angezogen, um etwaigen Leckagestellen vorzubeugen. Diese missen beim
Autoklavieren gelockert sein, um eine vollstandige Sterilisation zu garantieren.
Zusatzlich werden die Kombi-Stopper ausgetauscht, da diese nicht
autoklavierbar sind. Danach wird am Bioreaktor die Heizmanschette vorge-
warmt. Nach Praparation der Aortenklappenbasis wird die ventrikulare Seite
mithilfe einer fortlaufenden Naht am Schlauchstiick mittels sterilen OP-Bestecks
und chirurgischem Nahtmaterial befestigt. Die vaskulare Seite wird mittels Ein-
zelknopfnahten an den Kommissuren offen vernaht (Abb. 8 B). Zeitgleich wer-
den die Medien in einem Wasserbad auf eine Temperatur von 37 °C vorge-
warmt. Durch diese schonende Malinahme soll ein Absterben der Klappenzel-
len durch thermische Schadigung vermieden werden. Die verwendeten Medien
bestehen aus DMEM versetzt mit 10 % FCS, 1 % nicht-essentiellen Aminosau-
ren, Penicillin-Streptomycin (Endkonzentration Penicillin 200 U/ml und Strepto-
mycin 200 pg/ml) und Amphotericin B (Endkonzentration 5 ug/ml). Dem kalzifi-
zierenden Medium wird zusatzlich noch Beta-Glycerolphosphat (3-GP; Endkon-
zentration 10 mM) und Kalziumchlorid (Endkonzentration 1,5 mM) zugesetzt.
Die Medien werden uber die pH-Sonden-Offnung der Oxygenierungskammer
eingeflllt. Nach dem Beflillen des Systems mit Medium wird dieses erneut auf
etwaige Leckagestellen Uberpruft, und falls vorhanden werden etwaige Lecka-
gen beseitigt. Diese Schritte erfolgen zur Sicherung gegen Kontamination unter
der Sterilbank. Soweit das System leckagefrei ist, wird es am Bioreaktor mon-
tiert.
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Uber die Steuerungssoftware werden Uber die Registerkarte Anlagentiibersicht

(Abb. 4) bei jedem Versuch die gleichen Parameter eingestellt (Tabelle11).

Tabelle 11 Parameter-Einstellung

Parameter Wert
Laufzeit 7 Tage
pH-Sollwert 7,35
Kammerdruck- Sollwert 107 mBar
Temperatur-Sollwert 37 °C
Pumpenprofil 50 rpm

Nach Eingabe der Sollwerte, wird die Software und somit der Versuch Uber die
Reglungsfunktion gestartet. Da der Bioreaktor ein vollautomatisiertes System
darstellt, missen keine Regulierungen von aulen vorgenommen werden,
nachdem der Lauf gestartet wurde. Lediglich Kontrollen zur Sicherung der
Funktionalitat und Sterilitat erfolgte in regelmaRigen Abstanden. Eine Kontrolle
der reibungslosen Funktionalitat des Bioreaktors wird anhand der Messwerthis-
torie durchgefuhrt. Durch visuelle Kontrollen des Mediums auf potenzielle Ein-
trGbungen, Flockung und Verfarbungen werden Kontaminationen ausgeschlos-
sen. Ebenso dient die Beobachtung der O,-Kurve zum Ausschluss einer Kon-

tamination.

Nach Abschluss des Versuches werden die Aortenklappenbasen aus den
Kammern entfernt und gekuhlt in PBS gereinigt. Die Taschenklappen werden
herausprapariert und jedes Segel auf mit PBS geflillten Petrischalen in drei un-
gefahr gleich groRe Praparate geschnitten. Die so entstandenen Praparate
werden in Micro-Tubes umgelagert und in flissigem Stickstoff schockgefroren
oder eingebettet (siehe Abschnitt 2.3.4.1). Bis zur weiteren Verarbeitung wer-

den sie bei — 80 °C gelagert.

2.3.4 Farbungen

Die detaillierte Zusammensetzung von den im folgenden Abschnitt genannten

Lésungen und Puffer findet sich im Anhang.
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2.3.4.1 Kryoschnitte

Das gewonnene Probenmaterial muss in kleinen Blocken fixiert werden, um
Schnitte anfertigen zu kénnen, die man in weiteren Schritten anfarben kann.
Dazu werden die Proben mit einem Einbettmedium (CryoCompound) in sog.
Cryomolds umschlossen. Das Cryomold wird horizontal in ein Gefaly mit Iso-
pentan gegeben, welches sich in flissigem Stickstoff befindet. Sobald der
CryoCompound festgeworden ist, werden die Cryomolds bei — 80 °C gelagert.
Vor der Anfertigung von Kryoschnitten werden die Cryomolds auf - 20 °C auf-
gewarmt. Die Blocke werden auf dem Schneidteller des Kryostats fixiert und,
nachdem der Uberschuss an CryoCompound weggeschnitten wurde, kdnnen
Gewebeschnitte von 10 um Dicke angefertigt werden. Die so entstandenen
Schnitte werden auf sauberen und staubfreien Objekttragern fixiert und bis zur

Weiterverarbeitung bei — 20 °C gelagert.
2.3.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Fé&rbung

Bei der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) werden saure Strukturen wie
beispielsweise DNA, Zellkerne und Ribosome durch Hamatoxylin blau und ba-
sische Strukturen wie Zytoplasma, Mitochondrien und Kollagen durch Eosin rot
angefarbt. Durch diese histologische Standardfarbung erhalt man einen Uber-
blick tGber die feingewebliche Struktur des Praparates.

Die angefertigten Kryoschnitte werden in Hamatoxylin-Losung gefarbt und die
Farbung mit Hilfe von 4-5 % Essigsaure differenziert. Nach Waschen in 70 %
Ethanol wird in Eosin B gegengefarbt. Danach erfolgt eine alkoholische Ent-
wasserungsreihe mit zwei Xylolstufen. Sobald die Schnitte getrocknet sind,
werden sie mit Leica CV Mount bedeckt und unter einem Deckglas konserviert

und fotodokumentiert.
2.3.4.3 Movat-Pentachrom-Féarbung

Durch die Kombination von funf verschiedenen Farbstoffen erlangt man bei der
Movat-Pentachrom-Farbung eine differenzierte Bindegewebsfarbung, was vor
allem bei der Beurteilung von kardiovaskularem Gewebe bevorzugt wird. Dabei
werden Zellkerne und elastische Fasern blauschwarz, kollagenes Bindegewebe
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hellgelb und die Grundsubstanz des Gewebes blaugrun gefarbt. Muskelgewebe
wird in dieser Farbung rot angefarbt.

Nach der Fixierung der Schnitte in 4 % Formalinlésung, werden sie in auf 50 °C
erhitzte Bouin’s Losung getaucht. Danach werden die Schnitte unter kaltem,
flieBendem Leitungswasser gespult und in 5 % Nathriumthiosulfat fixiert. An-
schlieRend werden die Schnitte in 1 % Alcianblau gefarbt, unter flieRendem Lei-
tungswasser gewaschen und in 60 °C warmen alkalischen Alkohol stabilisiert.
Es folgt die Farbung in Weigert's Lésung und Brilliant-Crocein-Saurefuchsin-
Ldsung und eine Fixierung in 5 % Phosphorwolframsaure, wobei zwischen den
Schritten mit destilliertem Wasser gewaschen wird. Nach der Differenzierung in
1 % Essigsaure, werden die Schnitte in Ethanol dehydriert und in alkoholischem
Safran gefarbt. Eine Spulung in 100 % Ethanol erfolgt mit einer anschlieRenden
Entfettung mit Xylol. Nach dem Trocknen, werden die Schnitte mithilfe von Lei-

ca CV Mount konserviert und fotodokumentiert.
2.3.4.4 Immunfluoreszenz-F&rbung mit Vimentin und vWF

Mithilfe dieser Farbung werden bestimmte Markerproteine Uber spezifische An-
tikdrper nachgewiesen, die wiederum ein Nachweis flur die Existenz von Endo-
thelzellen und VIC’s sind.

Auf dem Objekttrager befinden sich eine Probe und eine Negativ-Kontrolle. Die
Negativ-Kontrolle wird dabei nicht mit dem Primarantikérper versehen, um eine
unspezifische Bindung des Sekundarantikérpers und um eine Eigenfluoreszenz
auszuschlielen. Aullerdem wird noch eine Positiv-Kontrolle von nativem Myo-
kard bendtigt. Hiermit soll die Funktionalitat der Antikorper und der Farbung
bewiesen werden.

Die Objekttrager werden in 4 % Formalin fixiert und in 0,25 % Triton X-Losung
permeabilisiert. Nach dem Umranden der Praparate mit DAKO-Pen werden sie
in einer Feuchtkammer mit 5 % BSA-L6sung blockiert. Nach Waschen mit
0,1 % Tween20-Losung, werden die Proben bei 37°C in den Primarantikorpern
inkubiert (Vimentin-spezifischer Meerschweinchenantikdrper 1:100 und vVWF
spezifischer Kaninchenantikérper 1:300 in 1 % BSA Ldsung). Die Inkubation der
Negativ-Kontrollen erfolgt in 1 % BSA Losung. Im Anschluss werden die Objekt-

trager in 0,1 % Tween20-Lésung gewaschen und bei 37°C in den Sekundaran-
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tikorpern inkubiert (Alexa 546 gekoppelter Maus spezifischer und Alexa 488
gekoppelter Meerschweinchen spezifischer Antikorper jeweils 1:200 in 1 % BSA
Ldsung). Daraufhin erfolgen Waschschritte mit PBS, destillietem Wasser und
100 % Ethanol. Nach dem Trocknen der Objekttrager, werden die Praparate mit
DAPI-Vectashield eingedeckt und unter einem Deckglas konserviert und foto-

dokumentiert.
2.3.4.5 Von-Kossa-Férbung

Bei der von-Kossa-Farbung werden indirekt Kalziumablagerungen uber einen
Austausch von Kalziumionen gegen Silberionen nachgewiesen. Eine Verkal-
kung stellt sich bei dieser Farbung schwarz dar. Fur einen definitiven Nachweis
muss eine Positivkontrolle mitgefuhrt werden.

Die Kryoschnitte werden in Aceton bei — 20 °C inkubiert und getrocknet. Nach-
dem sie in destilliertem Wasser equilibriert wurden, werden sie unter einer Ne-
onréhre mit 5 % Silbernitratidésung behandelt, gewaschen und in Natriumkarbo-
nat-Formaldehydlosung reduziert. Nach erneutem Waschen erfolgt eine Gegen-
farbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat und die Schnitte werden dann mit ei-
ner Alkoholreihe und zwei Xylolstufen entwassert. Nachdem sie getrocknet
sind, werden sie mit Leica CV Mount unter einem Deckglas konserviert und fo-

todokumentiert.

2.3.5 Kalzium-Assay

Zur Messung des intrazellularen Kalziumgehalts wird ein kommerzielles, kolo-

rimetrisches Assay (im Folgenden ,Kalzium Assay“ genannt) durchgefuhrt.

Lysat-Herstellung

Um den Gesamtkalziumgehalt einschlieRlich des intrazellularen Gehalts an
Biomineralisationsherden messen zu kdnnen, mussen die Zellen der Gewebe-
probe zunachst aufgeschlossen werden. Dazu wird das tiefgefrorene Praparat
in einem mit flissigem Stickstoff vorgekihlten Mérser zu einem Pulver zerklei-

nert. Das so entstandene Pulver wird in einem Lysepuffer gelost und Uber
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Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Probe wird zentrifugiert und der Uberstand wird in

ein neues Micro-Tube uberfuhrt.
Proteinbestimmung nach Lowry

Mithilfe des Lowry-Tests wird die Proteinkonzentration auf kolorimetrische Wei-
se bestimmt. Kupferionen reagieren mit den Proteinen und Folin-Ciocalteau-
Reagenz zu einem blau-violetten Farbstoff, der photometrisch bestimmt werden
kann.

Der Lowry-Test wird mit dem Biorad DC Protein Assay erstellt. Dabei wird nach
Hersteller Angaben vorgegangen. Mithilfe des Monochromators Infinte® M1000
PRO wird die optische Dichte der aufgetragenen Proben mit einer Wellenlange
von 750 nm bestimmt. Nach Erstellen einer Eichgeraden mithilfe einer Stan-
dardreihe erhalt man eine Geradengleichung, dank der man die Proteinkonzent-

ration der Proben errechnen kann.
Kalziumbestimmung

Mithilfe des kommerziellen Kalzium Assay‘s wird die Menge an Kalzium in einer
Gewebeprobe bestimmt. Dabei bildet Phenolrot mit Kalzium einen blaulichen
Komplex, dessen Konzentration photometrisch bei einer Wellenlange von 612
nm bestimmt werden kann. Die Intensitat ist dabei proportional zur Kalziumkon-
zentration.

Es wird nach dem Hersteller Protokoll (Abnova Calcium Assay Kit) verfahren.
Die Auswertung des Assay’s erfolgt nach Relativierung auf die Proteinkonzent-

ration unter MitfGhrung einer Eichgeraden.

2.3.6 Datenverarbeitung und statistisches Verfahren

Die von der Software aufgezeichneten Verlaufsdaten werden vom Steuerungs-
computer kopiert und mithilfe einer Template-Datei in eine Excel-Datei trans-

formiert. Die Alarmdaten werden als *.txt-Datei ausgegeben.

28



Die deskriptive Statistik wird mit der Software Microsoft Excel 2016 erstellt. Da-
runter fallen die Darstellungen der Messwerte des Bioreaktors in Diagrammen,
die Berechnung der Eichgeraden Uber eine Standardreihe und der Protein- und

Kalziumkonzentration in einem Diagramm.

Mithilfe von GraphPad PRISM® 7 werden die gemessenen Werte als Einzelwer-
te dargestellt. Auch der Standardfehler und der Mittelwert kdnnen mit dieser
Software veranschaulicht werden. Zur Uberprifung der gemessenen Unter-
schiede auf statistische Signifikanz wird ein Mann-Whitney-U-Test verwendet.
Die maximale Irrtumswahrscheinlichkeit a liegt bei 5 %. Damit ist der Unter-

schied bei einem Signifikanzwert p < 0,05 signifikant.
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3. ERGEBNISSE

Zur Untersuchung der Fragestellung mussten zunachst Optimierungen am be-
stehenden Bioreaktorsystem und am Versuchsablauf vorgenommen werden.
Die gemessenen Parameter der daraus resultierten optimierten Versuchsdurch-
laufe werden in Flussdiagrammen in Bezug auf die Sollwerte in den folgenden
Abschnitten prasentiert und an einem exemplarisch ausgewahlten Versuchs
dargestellt. Im Anschluss wurden histologische und biochemisch quantitative
Untersuchungen an erfolgreichen Kultivierungen durchgefiihrt, um das Modell

zu validieren.
3.1 Optimierung des Bioreaktorsystems

In verschiedenen Vorversuchen wurden Optimierungen am bestehenden Biore-
aktorsystem durchgefuhrt. Der Aufbau des Bioreaktors wurde im Abschnitt 2.2
beschrieben. Fur die Testlaufe wurden teilweise kryokonservierte Aortenklap-
pentaschen ovinen Ursprungs verwendet. Insgesamt wurden 28 Testlaufe im

Rahmen der Optimierung durchgefuhrt.
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Abb. 8 Probleme und Optimierungen des Bioreaktors im Vergleich, A: Dargestellt ist die
prozentuale Verteilung der Probleme, die zum Abbruch der Laufe flhrten: Bakterielle Kon-
tamination, Riss des Pumpenschlauchs, Leckagestellen an der Insertionsstelle der pH- und

O,-Sonde, Leckagestellen an den Glasoliven; B: Dargestellt ist der Vergleich der Anzahl
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30



In Abb. 8 A ist die prozentuale Verteilung der aufgetretenen Probleme darge-

stellt:

e Bakterielle Kontamination des Mediums (44%)
e Riss des Pumpenschlauchs (28%)
e Leckagestellen an der Insertionsstelle der pH - und O,-Sonde (16%)

e Leckagestellen an den Glasoliven (12%)

Diese Probleme konnten folgendermal3en behoben werden:

Um das grofdte und langwierigste Problem der bakteriellen Kontamination zu
beheben, wurde neben Beseitigung der Leckagestellen ein Reinigungsprotokoll
entwickelt. Nach jedem kontaminierten Lauf wurde das gesamte Bioreaktorsys-
tem in seine Einzelteile zerlegt, mit destillietem Wasser gereinigt und fir
15 min in Incidin eingelegt. Danach wurden die Bauteile mit destilliertem Was-
ser gespult, autoklaviert und steril zusammengebaut, bevor das gesamte Biore-
aktorsystem vor dem nachsten Versuch erneut autoklaviert wurde. Diese Opti-
mierungen flhrten zu geringfligigen Besserungen (Abb. 8 B, dunkelblauer Bal-
ken).

Fruhzeitige Pumpenschlauchrisse waren ein weiteres Problem. In den Testlau-
fen wurden verschiedene Schlauche als Pumpenschlauch ausgetestet, um den
Schlauch mit den besten Eigenschaften zu ermitteln. Dabei wurde auf den
Durchmesser, die Wandstarke und das Material geachtet. Als optimaler
Schlauch erwies sich ein speziell fur Peristaltikpumpen gefertigter Silikon-
schlauch von Raumedic mit einem Durchmesser von 12,7 mm (Y2 Zoll). Des
Weiteren stellte sich heraus, dass ein wichtiger Faktor fur die Langlebigkeit des
Schlauches, seine exakte Lage im Pumpensystem ist. Die Anfalligkeit des Sys-
tems fur Schlauchrisse konnte durch diese Optimierungen erheblich gesenkt
werden (Abb. 8 B).

Um die pH-Sonde in die Oxygenierungskammer eingliedern zu kdnnen (s. Ab-
schnitt 2.2, Abb. 2 B), musste die Plastikummantelung der Sonde mithilfe einer
Sage entfernt werden. Es wurden verschiedene DichtungsringgroRen und Ver-
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schlussdeckel sowie Kombinationen mit Dichtungsring und Verschlussdeckel
ausgetestet, um die Undichtigkeit an der Insertionsstelle der pH-Sonde zu be-
heben (Abb. 9 A). Ein speziell gefraster Verschlussdeckel in Kombination mit
einem 15,5*3 mm breiten O-Ring wurde als die effektivste Methode etabliert
und konnte Leckagen an dieser Stelle langfristig ausschlieRen (Abb. 8 B).

Um die Leckagestelle an der O,-Sonde zu beheben, wurden Schlauche mit ver-
schiedenen Innendurchmessern ausgetestet. Anstatt der bisherigen 12,7 mm
(2 Zoll) erwies sich ein Schlauch mit einem Innendurchmesser von 12 mm als
optimal, da er enger an der Sonde anlag (Abb. 9 B). In Kombination mit zusatz-
lichen Schlauchschellen konnte eine Undichtigkeit an dieser Stelle nachhaltig

ausgeschlossen werden (Abb. 8 B).

Abb. 9 Optimierungsstellen, An folgenden Stellen (schwarze Sterne) wurden Optimierun-
gen vorgenommen: A: Insertionsstelle pH-Sonde in die Oxygenierungskammer, B: Inserti-
onsstelle der O,-Sonde C: Untere und obere Oliven der Bioreaktorkammer

In Bezug auf die gehauft auftretenden Leckagen an den Glasoliven der Bioreak-
torkammer wurden in ahnlicher Weise Schlauche mit geringerem Innendurch-
messer getestet. Die Schlauche mit einem Durchmesser von 0,5 mm erwiesen
sich am wirkungsvollsten (Abb. 9 C) und in Kombination mit einem Spannband
konnten auch hier Leckagen nachhaltig vermieden werden (Abb. 8 B).
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Nach den erfolgten Optimierungen konnten die Leckagestellen an den Sonden
und den Glasoliven ganzlich behoben werden und die Anzahl von Kontaminati-
onen und Pumpenschlauchrissen nahm ab. Insgesamt stieg die Rate von er-
folgreichen Bioreaktorlaufen Uber die gesamte Versuchsdauer von sieben Tage
von 13,8% auf 42,9% und konnte somit verdreifacht werden (Abb. 8 B).

3.2 Ergebnisse der Systemsteuerung des Bioreaktorsystems

Zur Validierung des Bioreaktorsystems wurden je drei Aortenklappenbasen un-
ter den in Tabelle 11 (s. Abschnitt 2.3.3) genannten Versuchsbedingungen im
Bioreaktor kultiviert, wobei zum einen ein kalzifizierendes Medium (n=3) und
zum anderen ein Kontrollmedium (n=3) verwendet wurde. Diese im Bioreaktor
kultivierten Aortenklappentaschen wurden zusatzlich mit nativen Aortenklappen-
taschen (n=6) verglichen. Der gesamte Versuchsablauf wurde bereits im Ab-
schnitt 2.3.3 eingehend beschrieben. Uber die im Abschnitt 2.2 besprochene
Steuerungssoftware wurden konstant die Messwerte fur jeden Lauf aufgezeich-
net und in einer Ergebnisdatei gespeichert. Mithilfe einer Excel Datei konnten
die gemessenen Parameter in Flussdiagrammen dargestellt werden und sie
gaben einen umfassenden Uberblick tber samtliche Versuchsparameter. So
konnte fur alle Versuchslaufe eine konstante Qualitat nachgewiesen werden.
Nachfolgend sind die erfassten Werte eines Bioreaktorlaufs exemplarisch fur

die sechs erfolgreich durchgefiihrten Laufe dargestellt.

3.2.1 Verlauf der Mediumflusswerte

Der Sollwert der Pumpendrehgeschwindigkeit (Abb. 10, schwarze unterbroche-
ne Linie) betrug durchgehend 50 rpm. Die wahrend des Laufs erfasste Pum-
pengeschwindigkeit (n=6; reprasentative Kurve in Abb. 10, griine Linie) lag bei
51,17 rpm. Der gelegentliche Abfall in der Drehgeschwindigkeit der Pumpe
ergibt sich daraus, dass die Pumpe manuell gestoppt wurde, um den Schlauch
auf Abrieb und mogliche Risse zu kontrollieren. Dies war aufgrund gelegentlich
auftretender Schlauchrisse unvermeidbar und nahm nur wenige Sekunden in

Anspruch.
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Abb. 10 Pumpendrehgeschwindigkeit im Bioreaktorsystem. Die Geschwindigkeit der
Peristaltikpumpe (Umdrehungen pro Minute (rpm)) wurde gegen die Laufzeit aufgetragen.
Die dargestellte Skalierung der Y-Achse wurde zur besseren Ubersicht gewahlt. Sowohl der
Sollwert (50 rpm; schwarze, unterbrochene Linie) als auch die tatsachliche Pumpendrehge-
schwindigkeit wahrend des Laufes (Durschnitt 51,17 rpm; griine Linie) sind dargestellt. Der
hier dargestellte Lauf steht reprasentativ fur n=6.

3.2.2 Verlauf der Temperatur
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Abb. 11 Temperatur im Bioreaktorsystem. Die Temperatur (°C) wurde gegen die Lauf-
zeit aufgetragen. Der Sollwert (schwarze unterbrochene Linie) wurde zusammen mit den
gemessenen Temperaturwerten der Bioreaktorkammer (rote Linie), der Heizmanschette
(blaue Linie) und der Oxygenierungskammer (griine Linie) dargestellt. Der hier dargestell-
te Lauf steht reprasentativ flr n=6.

Der Sollwert der Mediumtemperatur lag bei 37 °C (Abb. 11, schwarze unterbro-
chene Linie). Bei samtlichen Versuchslaufen wurde diese physiologische Tem-
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peratur durchgehend in der Bioreaktorkammer gemessen (n=6; reprasentative
Kurve in Abb. 11, rote Linie, Durchschnittswert 36,67 °C). Die Aufrechterhaltung
der Solltemperatur erfolgte Uber die Temperatursteuerung der Heizmanschette
(Abb. 11, blaue Linie, Durchschnittswert 57,33 °C) anhand der mit der Tempe-
ratursonde (Abb. 11, rote Linie, Durchschnittswert 36,67 °C) erfassten Werte.
Des Weiteren erfolgte eine Temperaturerfassung uber die pH-Sonde (Abb. 11,

grune Linie, Durchschnittswert 38,39 °C) in der Oxygenierungskammer.

3.2.3 Verlauf der Druck- & pH-Werte in Bezug auf den Gasfluss

Die Druck- und pH-Werte wurden gemal} den vorgegebenen Sollwerten Uber
den Gasfluss im Bioreaktorsystem reguliert. Die Aufrechterhaltung des pH-
Wertes (Abb. 12, griine Linie) wird Uber den CO»-Fluss (Abb. 13) geregelt. So-
bald der pH-Wert Gber den Sollwert von 7,35 (Abb. 12, schwarze unterbrochene
Linie) stieg, wurde CO, in das System geleitet. Der pH wurde sollwertgetreu
vom BR-System Uber den gesamten Lauf stabil gehalten (n=6; reprasentative
Kurve des pH-Wert’s in Abb. 12, Durchschnittswert 7,35)

pH-Wert
— — —Sollwert
7.5
a5
u Tl LA | ' | ) : q I
7,35 ' I"‘lll‘l'[l,""-,llFl Lo |||
7.2 T T T
0 50 100 150

Laufzeit (h)
Abb. 12 pH-Wert im Bioreaktorsystem. Die pH-Werte wurden gegen die Laufzeit aufge-
tragen. Die Skalierung der Y-Achse wurde zur besseren Ubersicht gewahlt. Sowohl der
Sollwert (schwarze unterbrochene Linie) als auch die gemessenen pH-Werte wahrend der
Kultivierung (griine Linie) sind dargestellt. Der Sollwert lag bei 7,35. Der hier dargestellte
Lauf steht reprasentativ fir n=6.
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Abb. 13 CO,-Fluss im Bioreaktorsystem. Der CO,-Fluss (Liter pro Minute) wurde gegen

die Laufzeit aufgetragen. Dargestellt sind die Messwerte wahrend des Laufes (griine Linie).
Die Regulation des CO,-Flusses erfolgt indirekt Uber die pH-Regulation, sodass es keinen
festen Sollwert gibt. Der hier dargestellte Lauf steht reprasentativ fir n=6.

Der Drucksollwert von 107 mBar (Abb.14, schwarze unterbrochene Linie,
Durchschnittswert 100,3 mBar) wurde Uber den Glasfluss durch das Bioreaktor-
system reguliert. Der gesamte Gasfluss wird hauptsachlich durch den Druckluft-

fluss (Abb. 15) bestimmt, der Einfluss des CO,-Flussanteils ist niedrig

Bioreaktokammer

- - - - Sollwert

115 -

Druck (mBar)

90 T T T
0 50 100 150
Laufzeit{h)

Abb. 14 Druck im Bioreaktorsystem. Die Druckwerte des Kammersystems (mBar) wur-
den gegen die Laufzeit aufgetragen. Die Skalierung der Y-Achse wurde zur besseren
Ubersicht gewahlt. Der Sollwert wurde mithilfe einer schwarzen unterbrochenen Linie
dargestellt, wahrend die Driicke wahrend des Laufs in griin dargestellt wurden. Der Soll-
wert lag hier bei 107 mBar. Der Durchschnittswert des gemessenen Drucks betrug 100,3
mBar. Der hier dargestellte Lauf steht reprasentativ fir n=6.
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Abb. 15 Druckluftfluss im Bioreaktorsystem. Der Druckluftfluss (Liter pro Minute) wurde
gegen die Laufzeit aufgetragen. Dargestellt sind die Messwerte wahrend des Laufes (griine
Linie). Da die Regulation des Flusses indirekt tUber die Druckregulation erfolgt, gibt es keinen
festen Sollwert. Der hier dargestellte Lauf steht reprasentativ fir n=6.

Sowohl die gemessenen Werte des pH’s (Abb. 12, griine Linie, Durchschnitts-
wert 7,35), als auch die des Drucks (Abb. 14, grine Linie, Durchschnittswert
100,3 mBar), lagen im Bereich ihrer Sollwerte. Die Graphen unterlagen jedoch
geringfligigen Schwankungen, die auf die Aufrechterhaltung der Sollwerte des
pH’s und des Drucks zurickzufuhren sind. Dazu musste wie oben beschrieben
der Fluss von Druckluft und CO, bedarfsgerecht reguliert werden. Im Bereich
zwischen 140 und 150 h kam es bei beiden Messwerten zu grélieren Schwan-
kungen. In dieser Zeitspanne fiel die zweite Kammer des Bioreaktorsystems
aus und musste abgebaut werden. Dadurch kam es zu einer kurzfristigen Sto-
rung des Gasflusses mit Auswirkungen auf die Druck- und die pH-Regulation.
Da ein Ausfall bei einer der zwei Kammern nicht uniblich war, wurde hier ein
solches Beispiel beschrieben um die Auswirkungen dieses Ausfalls aufzuzeigen

und n=6 zu reprasentieren.
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3.2.4 Verlauf der O,-Werte
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Abb. 16 O,-Gehalt im Bioreaktorsystem. Die O>-Werte (%) wurden gegen die Laufzeit

aufgetragen. Dargestellt sind die Messwerte eines erfolgreichen (griine Linie) und eines
kontaminierten Laufs (rote Linie). Der hier dargestellte durchschnittliche Sauerstoffgehalt lag
bei 115 %. Der Sauerstoffgehalt unterschied sich geringfiigig bei jedem Lauf wie bei dem
hier dargestellten kontaminierten Lauf bis zum Zeitpunkt der Kontamination zu erkennen ist.
Hier lag der Durchschnittswert bis zum Auftreten der Kontamination bei 122 %.

Uber den gesamten Verlauf konnte ein konstanter Sauerstoffgehalt im BR Sys-
tem gemessen werden. Schwankungen waren in allen erfolgreichen Versuchen
nahezu ganzlich abwesend (n=6; reprasentative Kurve in Abb. 16, griine Linie).
In Abb. 16 steht der Kurve des Sauerstoffgehaltes des exemplarisch erfolgrei-
chen Laufes (Abb. 16, grune Linie) diejenige Kurve eines kontaminierten Laufes
(Abb. 16, rote Linie) gegenuber. Dabei konnte ein Abfallen des Sauerstoffge-
halts bei Kontamination beobachtet werden (Abb.16, rote Linie). Dieser Abfall
begann bereits bevor eine Kontamination sichtbar wurde. Zusatzlich war zu be-
obachten, dass der Startwert des Sauerstoffgehalts bei jedem Lauf geringfugig
anders war. In Abb. 16 ist dies reprasentativ anhand des erfolgreichen (Abb. 16,
grune Linie; Durchschnittswert 115 %) und des kontaminierten Laufs (Abb. 16,
rote Linie; Durchschnittswert bis zum Zeitpunkt der Kontamination 122 %) zu

erkennen.
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3.3 Untersuchungsergebnisse der kultivierten Aortenklap-

pentaschen

Zur Untersuchung der Biokompatibilitat wurden HE-, Movat-Pentachrom- und
Immunfluoreszenz-Farbungen angefertigt. In einem weiteren Schritt wurden ein
Kalzium Assay und von Kossa-Farbungen durchgefuhrt, um festzustellen, ob es

zu einer experimentell bedingten degenerativen Kalzifizierung gekommen war.

3.3.1 Makroskopische Ergebnisse

Kalzi.

Abb. 17 Makroskopische Ansicht der Aortenklappentaschen. Die hier dargestellten
Klappentaschen stehen exemplarisch fir alle nativen und kultivierten Aortenklappentaschen.
A: Native Aortenklappentasche (Nativ), reprasentativ fir n=6 B: Aortenklappentasche 7 Ta-
ge in Kontrollmedium kultiviert (Ktrl.), reprasentativ fur n=3 C: Aortenklappentasche 7 Tage
in kalzifizierendem Medium kultiviert (Kalzi.), reprasentativ fiir n=3.

Nach Beendigung eines Bioreaktorlaufes wurden die Aortenklappenbasen
makroskopisch auf Strukturunterschiede untersucht und dabei insbesondere die
Aortenklappentaschen begutachtet. Durch das Trennen des Gewebes an der
Kommissur zwischen zwei Taschenklappen, erhielt man einen uneingeschrank-
ten Einblick auf die Aortenklappentaschen. Die Unterschiede zwischen den kul-
tivierten und den nativen Aortenklappentaschen waren bereits makroskopisch
erkennbar. Die nativen Taschenklappentaschen zeigten sich dinn und dezent
transparent (Abb. 17 A). Im Gegensatz dazu erschienen die Taschen der kulti-
vierten Aortenklappentaschen verkurzt und verdickt. Ebenso war die Transpa-
renz nicht mehr gegeben (Abb. 17 B & C).

Es wurden native Aortenklappentaschen (n=6) mit kultivierten Klappentaschen
(jeweils n=3 von der Kontrollgruppe und von der kalzifizierten Gruppe) vergli-
chen.
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3.3.2 Histologische Darstellungen
3.3.2.1 HE-Fé&rbung

In einem ersten Schritt sollte mittels der HE-Farbung eine Strukturtbersicht ge-

wonnen, und die Biokompatibilitat des Bioreaktors untersucht werden.

Farbung von nativen (Nativ; A, B, C und D) und unter Kontroll- (Ktrl.; C und G) und prokalzi-
fizierenden (Kalzi.; D und H) Bedingungen im Bioreaktor kultivierten Taschen. Die Abbil-
dungen A/E und B/F stellen Strukturunterschiede der Lamina spongiosa bei ovinen Aor-
tenklappen dar. Zellkerne sind blau, wahrend zytoplasmatische Proteine rot angefarbt sind.
Die Rechtecke in der ersten Bildzeile zeigen die Bereiche, die in der zweiten Bildzeile ver-
gréRert dargestellt sind. Die hier dargestellten Ergebnisse stehen reprasentativ fir n=6 bei
den nativen und fir jeweils n=3 bei den kultivierten Klappen.

Die HE-Farbung wurde im Abschnitt 2.3.4.2 beschrieben. In diesem Verfahren
farbt Hamatoxylin die DNA, die Zellkerne und die Ribosomen blau an, wahrend
Eosin das Zytoplasma, die Mitochondrien und das Kollagen rot anfarbt. Je
nachdem wie hoch der Gehalt der jeweiligen Strukturen ist, ist die Farbintensitat
starker oder schwacher ausgepragt. Ublicherweise wird eine hdhere Zelldichte
in der Lamina fibrosa und in der Lamina ventricularis erwartet, als in der zellar-
meren Lamina spongiosa. Es wurden native Aortenklappentaschen (n=6) mit
kultivierten Klappentaschen (jeweils n=3 von der Kontrollgruppe und von der

kalzifizierten Gruppe) verglichen.

In der HE-Farbung ist die dreischichtige histologische Struktur der Aortenklap-
pentaschen im Ansatz erkennbar (Abb. 18). Die Lamina fibrosa ist hier als brei-

tes zelldichtes Band zu erkennen, wahrend die Lamina spongiosa eine lockere-
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re Struktur zeigt. Die Lamina ventricularis ist als dunneres zellarmeres Band
erkennbar. Die Zellkerne sind blau gefarbt. Es war festzustellen, dass die Be-
schaffenheit der Lamina spongiosa der nativen Aortenklappentaschen (n=6) je
nach Praparat unterschiedlich war. In manchen erschien diese locker und zel-
larm (Abb. 18 A & E), in anderen dichter und zellreicher (Abb.18 B & F).

Im Vergleich mit Aortenklappentaschen nach Bioreaktorkultivierung (je n=3)
zeigt sich kein Unterschied im histologischen Aufbau. Somit entsprechen die

Versuchsgruppen dem ublichen Bild von Aortenklappentaschen.
3.3.2.2 Movat-Pentachrom-Féarbung

In einem weiteren Schritt sollten die Ergebnisse der HE-Farbung durch eine
Movat-Pentachrom-Farbung bestatigt und tiefergehend untersucht werden, da

diese Farbung die Gewebestruktur detaillierter wiedergibt.
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ADD. 1Y nNovat-renacnrom-raroung aer Aortenkiappen. wviovdl-rendenrorm-rarouny
von nativen (Nativ; A) und unter Kontroll- (Ktrl.; B) und prokalzifizierenden (Kalzi.; C) Bedin-
gungen im Bioreaktor kultivierten Segeln sowie eines chemisch fixierten Perikards (bovines
Perikardpatch der Firma Edwards Lifesciences) als Positivkontrolle der Safranfarbung
(Pos.; D). Blau dargestellt ist die Grundsubstanz, gelb dargestellt sind Kollagenfasern und
violett-schwarz geféarbt sind elastische Fasern sowie Zellkerne. Die hier dargestellten Er-
gebnisse stehen reprasentativ fur n=6 bei den nativen und fir jeweils n=3 bei den kultivier-
ten Klappen.

Der Ablauf der Farbung wurde im Abschnitt 2.3.4.3 beschrieben. Diese Farbung
besteht aus verschiedenen kombinierten Farbungen: Alcianblau-, Verhoeff-
Hamtoxylin, Brilliant-Crocein-Saurefuchsin- und Safranfarbung. Die Alcianblau-
farbung farbt die Grundsubstanz des Gewebes und Glycosaminoglycane blau-
grun, wahrend die Verhoeff-Hamatoxylin-Farbung die elastischen Fasern und
die Zellkerne schwarzviolett farbt. Durch die Brilliant-Crocein-Saurefuchsin-
Farbung wird muskulares Gewebe rot gefarbt, wahrend die Safranfarbung Kol-

lagen gelb anfarbt.
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Aufgrund der unterschiedlichen EZM-Zusammensetzung der drei verschiede-
nen Schichten der Aortenklappentaschen werden diese unterschiedlich ange-
farbt. Die Lamina fibrosa stellt sich Ublicherweise gelblich dar. Dies steht fur
einen hohen Anteil an kollagenem Bindegewebe. Die Lamina spongiosa wird
normalerweise blaugrin angefarbt, da sie viel Grundsubstanz enthalt, die vor
allem aus Glykosaminoglykane besteht. Aufgrund des erhdhten Gehalts an
elastischen Fasern wird die Lamina ventricularis gelb und schwarzviolett darge-
stellt. Auch in dieser Farbung wurden native Aortenklappentaschen (n=6) mit

kultivierten Klappentaschen (jeweils n=3) verglichen.

Aufgrund der farblich gréf3eren Differenz kann die dreischichtige Struktur der
Aortenklappentaschen in der Movat-Pentachrom-Farbung im Gegensatz zur
HE-Farbung (Abb18) deutlicher erkannt werden (Abb. 19 A-C).

Die Gelbfarbung wirkte in Vorversuchen im Vergleich zu anderen Farbungen
schwacher, wodurch Bereiche mit Gelb und Blaufarbung grinlich erschienen.
Daher dienten Proben von chemisch fixiertem Perikard, (bovines Perikardpatch
der Firma Edwards Lifesciences) die aulerst kollagenreich sind, als Kontrolle
fur die Safranfarbung. Die hier verwendete Positivkontrolle zeigte eine Gelbfar-
bung, somit war die Safranfarbung erfolgreich (Abb. 19 D).

Die Lamina spongiosa zeigt in der Movat-Pentachrom-Farbung eine lockerere
Struktur, die blau angefarbt ist. Auch hier zeigten sich innerhalb der Versuchs-
gruppen zellarmere und zellreichere Laminae spongiosae wie sie schon in der
HE-Farbung ersichtlich waren (Abb. 18 A/E und B/F).

Die Lamina ventricularis ist in dieser Farbung violett-schwarz mit gelblichen An-
teilen dargestellt und spiegelt den hohen Elastingehalt wieder. Im Vergleich in-
nerhalb der einzelnen Versuchsgruppen fiel auf, dass eine gewisse Heterogeni-
tat der Farbeintensitat innerhalb einer Farbung auftrat. Vor allem die elastischen
Fasern waren unterschiedlich stark vertreten. Die Zellkerne sind blauschwarz
dargestellt und unterscheiden sich nicht im Vergleich der Versuchsgruppen.

Die Dreischichtigkeit ist somit in allen Versuchsgruppen gegeben.
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3.3.2.3 Immunfluoreszenz-Farbung auf Vimentin & vWF

Vimentin vWF Uberlagerung Negativkontrolle

Nativ

50 pm 50 ym

Ktrl.

50 pm 50 pm

Kalzi.

Positiv
Ktrl.

50 ym " 50 ym 50 pym

Abb. 20 Immunfluoreszenz-Farbung (Vimentin & vWF) der Aortenklappentaschen.
Immunfluoreszenz-Farbung von Vimentin (Marker fur Endothel und VICs; grin) und vVWF
(Endothelzellmarker; rot) und DAPI (Zellkerne, blau) von nativen (Nativ; A-D) und unter
Kontroll- (Ktrl.; E-H) und prokalzifizierenden (Kalzi.; I-L) Bedingungen im Bioreaktor kultivier-
ten Taschen sowie von Myokard als Positivkontrolle (Positiv Ktrl., M-P). Dargestellt sind die
Einzelkanale von Vimentin (A, E, I, M) und vVWF (B, F, J, N) zusammen mit DAPI sowie ein
Bild mit allen drei Kanalen (Uberlagerung; C, G, K, O). Des Weiteren sind die Negativkon-
trollen dargestellt (D, H, L, P). Negativkontrollen sind Proben, die nicht mit dem Primaranti-
korper behandelt wurden und daher eine unspezifische Farbung ausschlielen sollen. Die
hier dargestellten Ergebnisse stehen reprasentativ fir n=6 bei den nativen und fir jeweils
n=3 bei den kultivierten Klappen.

Mittels der Immunfluoreszenz-Farbung von Vimentin (Vorkommen in Endothel
und VIC’s) und VWF (Endothelzellmarker) sollte der Erhaltungszustand des
Endothels und der VIC’s in den Aortenklappentaschen untersucht werden. Die
Farbung wurde in Abschnitt 2.3.4.4 beschrieben und sollte abschlielRend eine
weitere Komponente der Biokompatibilitat untersuchen.

Es wurden native (n=6) und kultivierte Aortenklappentaschen (n=3 je Bedin-

gung) verglichen. Jedes Praparat lag zweifach vor. Dabei war eines das zu un-
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tersuchende Praparat, wahrend das andere als Negativkontrolle (Abb. 20 D, H,
L & P) mitgefuhrt wurde. Die Negativkontrolle wurde nicht mit dem Primaranti-
korper behandelt, um eine unspezifische Farbung auszuschlielRen. Zusatzlich
wurde ein Myokardpraparat als Positivkontrolle mitgefuhrt (Abb. 20 M-P), da es

Gefalle aufweist, deren Endothel sowohl Vimentin als auch VWF positiv ist.

Bei den kultivierten Aortenklappentaschen sind die VIC's in ahnlicher Auspra-
gung wie bei den nativen Klappentaschen zu finden (Abb. 20 A, E & I). Unter-
schiede konnte man beim Erhalt des Endothels erkennen. Die durchgangige
Endothelschicht der nativen Klappentaschen (Abb. 20 B, rot) war in den kulti-
vierten Klappentaschen nicht mehr zu erkennen (Abb. 20 F & J). Die Zellkerne
sind sowohl in den nativen Aortenklappentaschen (Abb. 20 A-C), als auch in
den kultivierten Klappentaschen ersichtlich (Abb. 20 E-G, I-K). Die Positivkon-
trolle (Myokard) weist die spezifische Farbung auf Vimentin und vWF, sowie die
Zellkerne auf (Abb. 20 M-P). Die zu jedem Praparat erfolgte Negativkontrolle
zeigte eine blaue Farbung der Zellkerne und keine Farbungen im rot- oder grun-
Kanal (Abb. 20 D, H, L & P). In der Darstellung der Immunfluoreszenz-Farbung
wird deutlich, dass zwar das aulere Endothel wahrend der Kultivierung verloren
geht, die VIC’s und die Struktur der Aortenklappentaschen allerdings erhalten

bleiben.

3.3.2.4 Von-Kossa-Férbung

Zur Untersuchung der artifiziellen Kalzifizierung wurden von-Kossa-Farbungen
durchgefuhrt wie in Abschnitt 2.3.4.5 beschrieben. Dabei werden Kalzifizierun-
gen schwarz angefarbt, wahrend Zellkerne mithilfe von Kernechtrot rot ange-
farbt werden. Hierbei wurden native (n=6) und kultivierte Aortenklappentaschen
(jeweils n=3 von der Kontrollgruppe und von der kalzifizierten Gruppe) vergli-
chen. Zusatzlich wurde eine verkalkte Aorta als Positivkontrolle mitgefuhrt (Abb.

21 D & H), um eine erfolgreiche Farbung zu verifizieren.
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Abb. 21 Von-Kossa-Farbung der Aortenklappen Von-Kossa-Farbung von nativen (Nativ;
A und E) und unter Kontroll- (Ktrl.; B und F) oder prokalzifizierenden (Kalzi.; C und G) Be-
dingungen im Bioreaktor kultivierten Aortenklappen sowie einer verkalkten Aorta als Posi-
tivkontrolle (Pos.; D und H). Die schwarze Farbung zeigt dabei die Kalzifizierung an, wah-
rend Zellkerne rot gefarbt sind. Rechtecke in der ersten Bildzeile zeigen Stellen die in der
zweiten Bildzeile vergrofiert dargestellt sind. Der rote Pfeil (G) verweist auf eine tieferge-
hende Kalzifizierung. Die hier dargestellten Ergebnisse stehen reprasentativ fir n=6 bei
den nativen und fiir jeweils n=3 bei den kultivierten Klappen.

Die nativen Klappentaschen und die im Kontrollmedium kultivierten Klappenta-
schen wiesen keine Kalzifizierungen auf (Abb. 21 A, B, E & F). Bereits in der
Ubersichtsaufnahme der kalzifizierten Gruppe sind deutliche oberflachliche Kal-
zifizierungen sowohl auf der ventrikularen, als auch der aortalen Seite zu er-
kennen (Abb. 21 C). In einer hoheren Vergréflierung zeigten sich auch Kalzifi-
zierungen, die sich tiefergehend befanden (Abb. 21 G, roter Pfeil). Diese waren
vor allem in obersten Schichten der Lamina ventricularis und Lamina fibrosa
ersichtlich. Ein hoherer Anteil der Kalzifizierungen fand sich dabei in der Lamina
ventricularis. Die mitgeflihrte Positivkontrolle (verkalkte Aorta) zeigte eine Kalzi-
fizierung (Abb. 21 D & H).

Anhand der von-Kossa-Farbung kdnnen in den Proben, die im kalzifizierenden
Medium kultiviert wurden, Kalzifizierungen nachgewiesen werden. Bei den nati-
ven Aortenklappentaschen und der Kontrollgruppe konnten Kalzifizierungen

nicht nachgewiesen werden.
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3.3.3 Kalzium Assay
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Abb. 22 Quantitative Bestimmung des Kalziumgehalts in kultivierten Aortenklappenta-
schen. Dargestellt ist die Ex Vivo Induktion der Biomineralisation im BR. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen fur die unter Kontroll- (Ktrl.; 0,98 +/- 1,201 ng/ug) oder
prokalzifizierenden (Kalzi.; 20,94 +/- 2,984 ng/ug) Bedingungen im Bioreaktor kultivierten Aor-
tenklappen. Bei quantitativem Nachweis von Kalziumgehalt in Aortenklappentaschen zeigte
sich ein deutlicher Anstieg in den Klappen, die unter prokalzifizierenden Bedingungen im BR
kultiviert wurden, gegenlber den unter Kontrollbedingungen kultivierten Klappentaschen (p =
0,10; Mann-Whitney-U-Test). Die hier dargestellten Ergebnisse stehen flir jeweils n=3 bei den
kultivierten Klappen.

Beim quantitativem Nachweis des Kalziumgehaltes in den Aortenklappen-
taschen zeigte sich ein deutlicher Anstieg (p = 0,10; Mann-Whitney-U-Test) in
den Klappen, die unter prokalzifizierenden Bedingungen im BR kultiviert wurden
(Kalzi.; 20,94 +/- 2,984 ng/ug) gegenuber den unter Kontrollbedingungen kulti-
vierten Klappentaschen (Ktrl.; 0,98 +/- 1,201 ng/ug). Dargestellt sind die Mittel-

werte und Standardabweichungen fir jeweils n=3 (Abb. 21).
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4. DISKUSSION

Vor dem Hintergrund der steigenden Bedeutung der AKS, deren Ursachen noch
nicht vollstandig geklart sind, ist ein anhaltend gro3er Bedarf fir kliniknahe Mo-
delle der Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen und geeigneter
Therapieansatze vorhanden. In dieser Arbeit konnte ein vollautomatisierter,
computergesteuerter Bioreaktor zur artifiziellen Kalzifizierung von ovinen Aor-
tenklappentaschen etabliert werden. Fur die Untersuchung dieser Erkrankung
sind valide Studienmodelle essentiell wie beispielsweise das hier vorgestellte

Bioreaktormodell.

Nach der initialen Optimierung dieses Modells wurde die Kultivierung von Aor-
tenklappentaschen durchgefihrt (s. Abschnitt 2.3.3). Dies geschah Uber sieben
Tage mittels eines pulsatilen Durchflusses von kalzifizierendem Kulturmedium
unter physiologischen Bedingungen und es konnte die Biokompatibilitat mittels
histochemischer und Immunfluoreszenz-basierter Farbung bestatigt werden.
Mittels naherer histochemischer Untersuchung und eines quantitativen kolori-
metrischen Assay konnte schliel3lich eine erfolgreiche Induktion degenerativer
Kalzifizierung in nativen Aortenklappentaschen gezeigt werden. In den folgen-
den Abschnitten werden die gewonnenen Ergebnisse und die mdgliche zukinf-

tige Relevanz dieses Bioreaktorsystems diskutiert.
4.1 Beurteilung der Optimierungen und des Versuchsablaufs

Wie bereits in Abschnitt 1.2 erwahnt bieten Bioreaktoren als ex vivo Modelle
diverse Vorteile gegenuber in vivo und in vitro Studien. Nicht nur lassen sich die
fur Entstehung pathologischer Veranderungen mafigeblichen Kofaktoren beein-
flussen, diese Modelle stellen vielmehr eine physiologischere Situation dar als
die bislang haufig eingesetzten in vitro Modelle [80, 81]. Solche Kofaktoren sind
beispielweise Zustande bei Hypertonie oder Hypoxie, die im klinischen Setting
als Risikofaktoren der AKS gesehen werden [20, 33-36]. Im Vergleich sind die
alternativ zu wahlenden In vivo Studien meist kostenintensiv und erfordern eine
umfangreiche und langwierige Tierhaltung und -aufzucht bei physiologischen

Groftiermodellen. Als Kompromiss wird oft auf Kleintiermodelle zurickgegrif-
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fen, die jedoch anatomische und teilweise auch auf Organebene histologische
Unterschiede zum Menschen aufweisen [83]. Diese Probleme kdnnen teilweise
bei ex vivo Modellen beseitigt werden.

Das hier vorgestellte Bioreaktorsystem wurde auf Grundlage der Dissertations-
arbeit von Stefanie Aubin (geb. Hoffmann) in Hinsicht auf die hier untersuchte
Fragestellung optimiert [88]. In ihrer Arbeit konnte sie mithilfe des Bioreaktors
ovine dezellularisierte Pulmonalklappen vollstandig mit Endothelzellen rebesie-

deln.

Als Ausgangspunkt der AKS werden Scherkrafte angenommen [88]. Dieser An-
nahme folgend wurde das hier vorgestellte Bioreaktormodell entwickelt. Unter
einem pulsatilen Strdomungsprofil konnte eine physiologische Situation nachge-
bildet werden. Die Anforderung eines pulsatilen Stromungsprofils stellte eine
Neuerung gegenuber bisherigen Modellen dar. In den Studien von Sun et al.
wurde eine pulsatile Wellenform angewendet, wobei eine Besonderheit die sei-
tenspezifische Belastung war [68, 87, 89]. In den Modellen von Balachandran et
al. wurde zusatzlich zu einem wellenformigen Durchfluss eine zyklische Stre-
ckung und Dehnung durchgefluhrt [68, 87, 89].

In der hier vorgestellten Arbeit wurde der pH automatisch Uber die Begasung
reguliert. In den Arbeiten von Sun et al. und Balachandran et al. wurde lediglich
ein konstanter Wert von 5% CO; in einem Inkubator aufrechterhalten.

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit die Kultivierungszeit mit sieben
Tagen deutlich erhdht im Vergleich zu den meisten Bioreaktorstudien. Diese
zuvor beschriebenen Ansatzen beinhalten Kultivierungszeiten zwischen 24 und
96 Stunden [68, 87, 89].

Bevor mit der Untersuchung der Fragestellung begonnen werden konnte, muss-
te zunachst eine Optimierung des Systems erfolgen. Dazu wurden in einem
ersten Schritt Fehlerquellen beseitigt. Dazu gehoérten Kontaminationen,
Schlauchrisse und Leckagen an den Insertionsstellen der Sonden sowie den
Glasoliven.

So wurden die Leckagestellen an den Insertionsstellen der Sonden sowie an
den Glasoliven bereits nach der ersten Phase behoben. Hierzu wurden diverse
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Schlauche zum besseren Abschluss an den Sonden ausgetestet sowie ver-
schiedene Kombinationsmoglichkeiten mit Hilfsmitteln wie Schlauchschellen

und Dichtringen.

Zwar traten in der Phase nach den erfolgten Optimierungen noch vereinzelt
Schlauchrisse auf, jedoch wurde nach der Optimierungsphase ein weiteres

Schlauchmodell getestet, bei dem keine Risse mehr auftraten.

Das grofdte und langwierigste Problem war die bakterielle Kontamination, wel-
che zu einer vollstandigen Unbrauchbarkeit des betroffenen Probenmaterials
fuhrte. Eine mogliche Fehlerquelle, die zumindest teilweise flr das Auftreten
einer Kontamination verantwortlich war, ist in der Technik der Entnahme der
Herzen am Schlachthof anzusehen, da diese in der initialen Phase nicht ganz-
lich steril erfolgte.

Ein weiterer Aspekt waren die zahlreichen Steckverbindungen des Bioreaktor-
systems. Diese Steckverbindungen stellten Schwachstellen dar, indem sie als
potentielle Eintrittspforte fir Keime dienen kdnnen. Die Anzahl der Steckverbin-
dungen liel3 sich jedoch nicht weiter reduzieren, weil diese fur einen Austausch
der Verbrauchsmaterialien und den Ubergang zwischen Schlduchen unter-
schiedlicher Dicke notwendig waren. Aulierdem war dieser Aufbau fir das steri-
le Einndhen der Klappentaschen in den Bioreaktor essentiell (s. Abschnitt 2.2,
Abb. 2 B und Abschnitt 2.3.1, Abb. 7 B). Durch die Steckverbindung, die sich
direkt an der Bioreaktorkammer befindet, konnte der innere Kammerbereich
vom restlichen Bioreaktorsystem separiert werden. Dadurch wurde das Einna-
hen der Klappentaschen deutlich erleichtert und neben der leichteren Handha-
bung konnte auch das Kontaminationsrisiko gesenkt werden. Durch regelmafi-
ge visuelle Kontrollen auf Leckagen dieser Verbindungsstellen und den sorgfal-
tigen Zusammenbau unter sterilen Bedingungen wurde das Risiko deutlich re-
duziert.

Mithilfe der oben beschriebenen Optimierungen konnte die Erfolgsrate verdrei-
facht werden und die Fehlerquellen weitestgehend beseitigt werden. Trotz Op-

timierungen und einem intensiven Reinigungsprotokoll konnten Kontaminatio-
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nen nicht vollstandig vermieden werden, sodass hier noch Bedarf an weiterer

Verbesserung im Rahmen zukunftiger Studien besteht.

Fir eine erfolgreiche Kultivierung musste passendes Spendergewebe und ein
dazu passendes Kulturmedium mit entsprechenden Zusatzen gewahlt werden.

Die Kultivierung der Aortenklappentaschen erfolgte in einem Standardmedium
(DMEM) versetzt mit 10% FCS, Penicillin/Streptomycin (Endkonzentration Pe-
nicillin 200 U/ml und Streptomycin 200 ug/ml), Amphotericin B (Endkonzentrati-
on 5 pg/ml) und 1% nicht-essentielle Aminosauren (s. Abschnitt 2.3.3). Vor al-
lem FCS und nicht-essentielle Aminosauren dienten hierbei als Nahrstoffe fur
die Zellen der Aortenklappentaschen und sicherten das Uberleben des Gewe-
bes. Da das hier eingesetzte System nicht Gber ein Abwehrsystem vergleichbar
mit dem Immunsystem eines intakten Organismus verfugt, ist der Einsatz von
Antibiotika und eines Antimykotikum unerlasslich [84, 90, 91]. Diese hier einge-
setzte Zusammensetzung war bereits eine etablierte Methode in der Arbeits-
gruppe und wurde in den Vorversuchen bestatigt. Flr das kalzifizierende Medi-
um wurden diesem Kontrollmedium zusatzlich 3-GP und Kalziumchlorid zuge-
setzt, wobei die mineralisierende Wirkung von -GP bereits in friheren Arbeiten
beobachtet wurde, ebenso wie die von Kalziumchlorid [92, 93]. Auch diese

Konstellation wurde bereits innerhalb der Arbeitsgruppe erfolgreich verwendet.

In der hier vorgestellten Arbeit wurden Aortenklappentaschen von Lammern als
Spendergewebe verwendet (s. Abschnitt 2.3.1, Abb. 7). Bisherige Bioreaktor-
modelle verwendeten Stanzen aus porkinen Aortenklappentaschen [68, 87, 89].
Ovine Modelle kommen der Physiologie des Menschen sehr nahe und in der
kardiovaskularen Forschung wird daher regelmafig auf sie zurtickgegriffen [82].
Weitere Auswahlkriterien waren die kostenginstige und problemlose Beschaf-
fung des Spendergewebes sowie die optimalen GrdéRenverhaltnisse fur das
Vernahen im Bioreaktor (s. Abschnitt 2.3.1, Abb. 7 B). Die Verwendung dieses

Spendergewebes wurde in der Arbeitsgruppe bereits erfolgreich etabliert.

Eine weitere Anforderung an den Bioreaktor war dessen Autonomie in der Auf-
rechterhaltung der physiologischen Parameter. Diese Parameter orientierten
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sich an den physiologischen Bedingungen, die an der menschlichen Aortenk-
lappe herrschen (s. Abschnitt 2.3.3). Zur Validierung wurden die Parameter
kontinuierlich aufgezeichnet. Anhand der Verlaufsdiagramme (s. Abschnitt 3.2,
Abb. 10-15) konnte diese Anforderung bewiesen werden. Die Sollwerte von pH,
Temperatur, Druck und Durchflussgeschwindigkeit konnten Uber die gesamte
Dauer einer Kultivierung aufrechterhalten bleiben. So konnten fir jede Kultivie-
rung unabhangig von aufleren Umwelteinflissen gleiche Bedingungen garan-

tiert werden.

Zusatzlich wurde eine weitere Kontrollinstanz der Kontamination etabliert. An-
hand der Aufzeichnung des Sauerstoffgehalts konnte eine Kontamination er-
kannt werden, bevor sie visuell erkennbar wurde. Im Vergleich zu einem erfolg-
reichen Lauf fiel der O,-Wert bei einer Kontamination rapide ab (s. Abschnitt
3.2, Abb. 16). AuRRerdem fiel auf, dass sich die Startwerte des Sauerstoffgehalts
unter den Kultivierungen unterschieden. Der unterschiedliche Sauerstoffver-
brauch koénnte durch die unterschiedlichen Grélien der Aortenklappenbasen
zustande gekommen sein, z.B. durch unterschiedliche Dicken des Myokard-

rings.

Dementsprechend konnte der Bioreaktor als ein vollautomatisiertes und compu-
tergesteuertes System etabliert werden, dass zwar noch Probleme mit bakteri-
eller Kontamination aufweist, aber daruber hinaus fehlerfrei arbeitet. Mithilfe
dieses Bioreaktors konnte eine physiologische Simulation der Situation an den

menschlichen Aortenklappen erreicht werden.

4.2 Beurteilung der Biokompatibilitat

Um die Biokompatibilitat des Bioreaktors sicherzustellen, wurden histologische
und immunhistochemische Farbungen durchgefuhrt. In der HE- und Movat-
Pentachrom-Farbung waren im Vergleich zwischen kultivierten und nativen Aor-
tenklappentaschen keine Unterschiede zu erkennen. Wie auch in anderen, zu-
vor publizierten Untersuchungen mit Einsatz eines Bioreaktorsystems konnten

hier keine sichtbaren Gewebestrukturanderungen erkannt werden [84, 87, 89].
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Die dreischichtige Struktur, die Zelldichte und die Zellkerne blieben erhalten.
Somit konnte die physiologische Struktur der Aortenklappentaschen auch nach

Kultivierung bewahrt werden.

Aulerdem zeigte sich im Vergleich der nativen Klappentaschen, dass sowonhl
eine zellarme als auch eine zellreiche Lamina spongiosa auftreten konnte. Da
dies innerhalb einer Farbung bei allen Versuchsgruppen auftrat, liegt die Ver-
mutung nahe, dass die Heterogenitat auf die Versuchstiere zurickzufiihren und
somit physiologisch ist. Eine andere Erklarung ware ein unterschiedlicher Elas-
tingehalt in bestimmten Bereichen der Aortenklappentasche, sprich mehr Elas-
tin in den Randbereichen der Taschenklappe und ein geringerer Elastinanteil in
der Mitte der Taschenklappe. Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen bereits
Tseng et al. [94]. Bei der Untersuchung des Elastingehaltes in der Lamina
spongiosa wurde in der Studie von Tseng et al. festgestellt, dass sich der Elas-
tingehalt und dessen Ausrichtung in den verschiedenen Bereichen der Aortenk-
lappentasche unterscheidet. In der hier vorgestellten Arbeit haben wir nicht zwi-
schen den unterschiedlichen Bereichen unterschieden, daher ist es moglich,
dass die unterschiedlichen Ergebnisse in Hinblick auf die Zelldichte, durch un-
terschiedlich angeschnittene Bereiche zustande gekommen sind. Interessant
ware eine tiefergehende Untersuchung dieses Sachverhalts.

In der aktuellen Literatur finden sich unterschiedliche Kollagengehalte der La-
mina fibrosa. Diese reichen von einem niedrigen (grunstichig gelb angefarbte
Lamina fibrosa) bis zu einem hohen Gehalt (rein gelb angefarbte Lamina fibro-
sa) an Kollagen. In der hier vorgestellten Arbeit lie sich ein vergleichsweise
niedriger Gehalt an Kollagen in der Lamina fibrosa erkennen ahnlich wie in der
Arbeit von Hinton et al. in der ebenfalls mit ovinem Material gearbeitet wurde
[95]. Eine erfolgreiche Anfarbung der Kollagenstruktur konnte mithilfe der Posi-
tivkontrolle (Edward-Patch) sichergestellt werden. Folglich ist Kollagen in den
untersuchten Klappen vorhanden, allerdings wird der Kollagengehalt hochst-
wahrscheinlich von der Grundsubstanz Uberlagert.

Es stellt sich ebenfalls die Frage, ob sich der Kollagengehalt innerhalb ver-
schiedener Schafsrassen unterscheidet. Gegebenenfalls kdnnte auch eine ge-

netische Variation von ovinen Individuen zu einem unterschiedlichen Kollagen-
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gehalt fuhren. In weiterfUhrenden Studien konnte dieser Sachverhalt ebenfalls

weitergehend untersucht werden.

Der bereits im Rahmen der histologischen Farbungen bestatigte Erhalt der
Struktur und der EZM-Zusammensetzung deutet bereits eine Biokompatibilitat
des Bioreaktors an. Mithilfe einer abschlieRenden Immunfluoreszenz-Farbung
auf Vimentin und VWF sollten nun die relevanten residenten Zelltypen nachge-
wiesen werden, um deren Erhalt und damit indirekt die Biokompatibilitat des
angewandten BR-Kultursystems weiter bestatigen zu konnen. Die VIC’s sowie
die Zellkerne konnten bewahrt werden und somit kann phanotypisch die native
zellulare Komposition in den kultivierten Aortenklappentaschen bekraftigt wer-
den [7].

Jedoch ging das aul3ere Endothel nach der Kultivierung der Aortenklappenta-
schen verloren. In der Studie von Sun et al. konnte das Endothel erhalten wer-
den [68]. Der vermutete Verlust endothelialer Oberflache kultivierter Aortenk-
lappentaschen kénnte durch die Verwendung eines Standardmediums an Stelle
eines speziellen Endothelzellmediums erklart werden. Da in der vorliegenden
Arbeit das Bioreaktorsystem optimiert und getestet werden sollte, wurde zu-
nachst ein Standardmedium verwendet, in dem viele Zelltypen kultivierbar sind,
einige spezialisierte Zelltypen wie etwa Endothelzellen jedoch hierunter bekann-
termalen eine geringere Uberlebensrate aufzeigen. In der Arbeit von Sun et al.
wurden Aortenklappen direkt nach der Schlachtung der Spendertiere vor Ort
prapariert und als Stanzen in eiskaltem PBS transportiert. In der vorliegenden
Arbeit erfolgte die Praparation der Aortenklappenbasen steril im Labor. Die na-
tiven Aortenklappentaschen wiesen jedoch kaum Endothelverlust auf, weshalb
der Aspekt des unterschiedlichen Transports vernachlassigbar zu sein scheint.
In der aktuellen Literatur wird die Entstehung der AKS mit Endothelschaden
verbunden [54]. Da dies unsere Fragestellung nur unterstutzte und der Erhalt
des Endothels nicht primares Ziel der Arbeit war, wurde das Medium im Verlauf
der Versuche dieser Promotionsarbeit nicht gewechselt. Bei zukunftigen Arbei-
ten mit einem fokussierten Interesse am Erhalt des Endothels musste eine ent-

sprechende Anpassung des Kulturmediums erfolgen.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass die dreischichtige Gewebestruktur
sowie die Zellmorphologie nach Kultivierung im BR erhalten bleiben konnten.
Zwar war ein Verlust des aul3eren Endothels zu verzeichnen, jedoch hatte dies
keinen negativen Einfluss auf die Untersuchung der Fragestellung. Aufgrund
dieser Resultate kann man davon ausgehen, dass der hier vorgestellte Bioreak-

tor weitestgehend biokompatibel ist.

4.3 Beurteilung der Kalzifizierung

Im Rahmen dieser Studie erfolgte eine erfolgreiche Induktion degenerativ kalzi-
fizierender Veranderungen in nativen ovinen Aortenklappentaschen mithilfe ei-
nes voll automatisierten Bioreaktorsystems. Die Beurteilung der kalzifizierten
Aortenklappentaschen erfolgte jeweils vergleichend zu einer im Kontrollmedium
kultivierten und einer nativen Aortenklappentasche. Dies geschah sowohl mor-
phologisch anhand einer histochemischen Farbung als auch biochemisch an-

hand eines quantitativen photometrischen Assays.

Im direkten mikroskopischen Vergleich der nativen mit im Kontrollmedium kulti-
vierten Aortenklappentaschen und den Kkalzifizierten Aortenklappentaschen
konnte eine deutliche oberflachliche Kalzifizierung sowohl auf der ventrikularen
als auch auf der aortalen Seite bei den kalzifizierten Aortenklappentaschen be-
obachtet werden. Zusatzlich sind in den Schichten der Lamina ventricularis und
der Lamina fibrosa infiltrative Kalzifizierungen zu erkennen. Durch dieses Er-
gebnis konnte schlussgefolgert werden, dass die Kalzifizierung nicht nur ober-
flachlich dem Aortenklappentaschengewebe aufgelagert ist, sondern dass viel-
mehr ein Biomineralisationsprozess stattgefunden hat, bei dem Kalzium auch in
das Innere des Gewebes eingebracht wurde. In der hier vorgestellten Arbeit
konnten vor allem an der Lamina ventricularis Kalzifizierungen festgestellt wer-
den. In der Arbeit von Balachandran et al. konnten ahnliche Beobachtungen
gemacht werden. Jedoch wurde hier eine starkere Kalzifizierung der Lamina
fibrosa im Vergleich zur Lamina ventricularis festgestellt [89]. Dies kdnnte ver-
schiedene Ursachen haben. Zum einen kdnnte es an dem pulsatilen Flussprofil
liegen, welches eine direkte Belastung der Lamina ventricularis mit sich fuhrt.
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Des Weiteren wurden in der Studie von Balachandran et al. porkine Aortenk-
lappen verwendet, was ebenfalls zu einem anderen Ergebnis fuhren kdnnte als
bei ovinen Aortenklappen. Aulderdem wurde in der Arbeit von Balachandran et
al. ein anderes Medium verwendet, welches u.a. TGF-B enthielt. Dies konnte
ebenfalls zu den Unterschieden gefuhrt haben, da TGF- eine Reihe von dege-
nerativen Prozessen aktiviert [25, 71, 78, 78, 96]. Inwiefern sich dieses Ergeb-
nis auf die physiologische Nachbildung einer AKS auswirkt, kdnnte in weiterfih-

renden Studien geklart werden.

Quantitativ konnte hier bereits mittels der relativ geringen Probenmenge und
des begrenzten Stichprobenumfangs eine deutliche Tendenz flr eine erhdhte
experimentell induzierte Kalzifizierung erkannt werden (p=0.10), jedoch war das
Ergebnis nicht signifikant. Um eine mdgliche Signifikanz erreichen zu kdnnen,
ware eine groler angelegte Studie notwenig. Da der Fokus der vorliegenden
Arbeit auf der Etablierung lag, wurde eine Gruppengrofde von n=3 zur Demonst-
ration der grundsatzlichen Machbarkeit der Bioreaktorkultivierung als ausrei-
chend betrachtet.

Zudem fuhrte der reine Scherstress des pulsatilen Stromungsprofils zu keinen
signifikanten Kalzifizierungen, was mit den Ergebnissen von Balachandran et al.
ubereinstimmt, bei denen es lediglich mit der Kombination aus Bioreaktor und

kalzifizierendem Medium zu einer Kalzifizierung kam [89].

Zusammenfassend konnte eine Kalzifizierung der ovinen Aortenklappentaschen
nach Kultivierung mit kalzifizierendem Medium im Bioreaktor sowohl histolo-

gisch als auch biochemisch quantitativ nachgewiesen werden.

Weiterfuhrende Studien, die ihren Fokus beispielsweise auf die Genexpression
oder den Proteinhaushalt legen, erscheinen sinnvoll, um andere Aspekte der
Bioreaktorkultivierung zu untersuchen. Sie sollten eine gréliere Stichprobenan-
zahl umfassen, um signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsbedingun-
gen genauer zu erfassen. Mithilfe dieses validierten ex vivo Modells kénnte Ur-
sachenforschung betrieben werden, um die Entstehung der AKS besser zu ver-
stehen. Darunter kdnnten Studien fallen, die sich mit Kofaktoren der Erkrankun-
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gen beschaftigen, wie beispielsweise dem Einfluss von Hypoxie oder von Hy-
pertonie. Des Weiteren ware eine tiefergehende Untersuchung der bislang im
Zusammenhang mit AKS als relevant erachteten Signalwege denkbar, z.B. der
TGF-B-Signalweg, oder aber auch die Rolle von myofibroblastischen VIC’s.
Auch die Rolle des anorganischen Phosphats, als Beginn der Kalzifizierung,
ware untersuchungswurdig. Aul3erdem sind mithilfe dieses Modells Therapie-
modelle denkbar. Unterschiedliche Wirkstoffe und Kombinationen kénnten so

auf ihre Wirksamkeit getestet werden.
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6. ANHANG

Anfertigungen der erwahnten Losungen und Puffer

Alkalischer Alkohol, 400ml
360ml Ethanol (96%) mit 40ml Ammoniumhydroxid (30%) mischen.

Alkoholisches Hamatoxylin (2%), 500ml
10g Hamatoxylin wird in 500ml 96%iger Ethanol geldst.

Alkoholischer Safran, 200ml
12g Safran du Gatinais wird in 200ml Ethanol (100%) gelost.

Bouin’s Léosung, 420ml
300ml Pikrinsdure mit 100ml Formaldehyd (37-40%) und 20ml Essigsaure (100%) mi-
schen.

Brilliant Crocein R Stock, 400ml
49 Brilliant Crocein R mit 398ml destilliertem Wasser versetzen.

Crocein-Saurefuchsin, 100ml
80ml Brilliant Crocein R Stock mit 20ml Saurefuchsin Stock mischen.

Eisenchlorid, 500ml
12,49 Eisen-Chlorid-Hexahydrat wird in 500ml destilliertem Wasser mit 5ml Salzsaure
(32-37%) gelost.

Eosin-Lésung
1 g Eosin in 100 ml destilliertem Wasser, 100 ml Ethanol (100%) und 200 pl Eisessig
I6sen.

Jodlésung, 500ml
10g Jod mit 20g Kaliumjodid und 500ml destilliertem Wasser gemischt und 24h ruhen
lassen.

Lysepuffer
50mM HEPES (pH 7,4) mit 1% TritonX100, 10%Complete Protease-Inhibitoren und
10% PhosphoStop versetzen.

Natriumkarbonat-Formaldehydlésung
150ml destilliertes Wasser mit 50ml Formaldehyd und 10g Natriumcarbonat l6sen.

Saurefuchsin Stock, 500ml
Zu 0,5g Saurefuchsin 497,5ml destilliertes Wasser und 2,5ml Essigsaure (100%) ge-
ben. Die entstehende Lésung wird gefiltert und 24h stehen gelassen.

Silbernitratiosung (5%)
200ml destilliertes Wasser mit 10g Silbernitrat mischen.

Weigert’s Eisenhamatoxylin, 120m|
60ml Hamatoxylin (2%) mit 40ml Eisenchlorid und 20ml Jodlésung mischen.
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