Aus der Klinik fiir kardiovaskulare Chirurgie
der Heinrich-Heine-Universitat
Diisseldorf
Direktor: Univ.-Prof. Dr. Artur Lichtenberg

Optimierungskonzepte
zur funktionellen Vaskularisierung,
Oberflichen-Biofunktionalisierung und Herstellung
von kardialen Extrazellularen Matrix-Geriisten

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitiat Disseldorf

vorgelegt von

Nicolas Schiitterle

2020



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Gehnemigung der Medizinischen Fakultit der
Heinrich Heine Universitiit Diisseldorf

gez.:
Dekan: Prof. Dr. Nikolaj Klocker
Erstgutachter: PD Dr. Hug Aubin

Zweitgutachter: Prof. Dr. Dr. Ragnar Huhn-Wientgen



Meinen geliebten GrofBeltern
Waltraud und Heribert Horner



Publikationen (Stand Februar 2020)

Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht:

1.

H. Aubin, C. Mas-Moruno, M. Iijima, N. Schiitterle, M. Steinbrink, A. Assmann, J.
Gil, A. Lichtenberg, M. Pegueroles, and P. Akhyari, ,,Customized interface biofunc-
tionalization of decellularized extracellular matrix: towards enhanced endothelializa-
tion”, Tissue Engineering Part C: Methods, vol. 22, no. 5. 2016.

J. Hiilsmann, H. Aubin, F. Oberle, N. Schiitterle, S. T. Bandesha, M. Iijima, A.
Lichtenberg, and P. Akhyari, ,,Mechanistics of biomass discharge during whole-heart
decellularization”, Biomed. Mater., vol. 13, no. 3. 2018.



Zusammenfassung \%

Zusammenfassung

Weltweit herrscht ein Mangel an verfiigbaren Spenderorganen zur Behandlung von terminalem
Organversagen. Insbesondere im Bereich der Herzchirurgie wird dies deutlich. Das sog. Whole
Organ-Tissue Engineering bietet vielversprechende Losungsansétze, z.B. durch Herstellung von
dezellularisierten kardialen und drei-dimensionalen Tragermatrizen zum bioartifiziellen myo-
kardialen Gewebeersatz. Diese zeigen optimale physiologische, chemische und strukturelle Ei-

genschaften im Rahmen eines natiirlichen extrazelluldaren Mikroklimas.

Trotz zahlreicher Erfolge verbleiben entscheidende Limitationen auf dem Weg zum klinischen
Einsatz eines bioartifiziellen Herzersatzes. Problematisch zeigt sich die iiberlebenswichtige und
nicht allein durch Diffusion erreichbare Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung von Gewebekon-
strukten ab einer Grofe von ca. 100 um. Deshalb wurde im Rahmen dieser Dissertationsarbeit
anhand der Re-Vaskularisierung des vorhandenen nativen Gefal3systems eines dezellularisierten
Rattenherzens mittels menschlichen Nabelschnurvenenzellen eine selektive und funktionelle
Endothelschicht als potentieller Losungsansatz gebildet. Durch (immun-)histologische und mo-
lekulargenetische Untersuchungen konnte die GefédBselektivitit und Funktionalitdt der Besied-

lung bildmorphologisch und anhand eines TNF-a-Stimulationsversuchs nachgewiesen werden.

Weiteres Optimierungspotenzial liegt in der Verbesserung von erwiinschten Zell-Matrix-Inter-
aktionen, wie z.B. einer verbesserten Adhésionsfahigkeit und Verankerung von Zellen innerhalb
der Extrazelluldren Matrix. Hierzu wurde im Rahmen dieser Arbeit die Oberflache von dezellu-
larisierten Schafsherzklappensegeln mit eigens hergestellten bioaktiven Peptiden funktionali-
siert und der Einfluss der gezielten Oberflachen-Funktionalisierung auf die Adhérenz von hu-
manen Endothelzellen (engl. Human umbilical vein cells — HUVECs) in vitro untersucht. Durch
die Kombination zweier hauptsidchlich von Integrin abgeleiteter bioaktiver Peptidsequenzen
konnte nach einer Besiedlungszeit von 4 h eine signifikante Verbesserung der HUVEC-Zellad-

hésion gegeniiber der Kontrollgruppe erreicht werden.

Um einen klinischen Einsatz zu ermdglichen, ist es notwendig, Konstrukte aus dezellularisierter
Extrazelluldrer Matrix (EZM) in humanen Dimensionen herzustellen. Mit den bereits zuvor in
der Arbeitsgruppe gewonnenen Erfahrungen der Kleintierherz-Dezellularisierung konnte zudem
durch Modifizierung eines etablierten Protokolls die perfusionsbasierte in foto Dezellularisie-

rung von ovinen Herzen mit dieser Arbeit erfolgreich demonstriert werden.

Nun gilt es, die zahlreichen Losungsansdtze weiter zu vertiefen und mit weiteren Forschungs-
feldern, wie z.B. der Stammzellen- und Bioreaktorforschung zu kombinieren, um die derzeitigen
limitierenden Faktoren zu liberwinden. Denn trotz intensiver Forschung und erzielten Fortschrit-
ten bleibt der Traum des funktionstiichtigen artifiziellen Herzersatzes als Alternative beim vor-

herrschenden Organspende-Mangel noch in weiter Ferne.
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Summary

A shortage of donor organs for the treatment of terminal organ disease is affecting thousands of
patients worldwide, especially in the field of cardiac surgery. While allogenic organ transplants
remain the gold standard, whole-organ tissue engineering holds great potential for future treat-
ment options, as decellularized organ scaffolds may provide optimal physiological, chemical and
microarchitectural environment for myocardial tissue replacement. However, despite great pro-
gress in the tissue engineering field, existing techniques still need to be optimized in order to pave
the way towards a clinical application of a bioartificial heart.

One major challenge is the supply of oxygen and other key cell nutrition in bioartificial tissue
constructs larger than 100pum, which represents a critical diffusion barrier. Hence, in this study we
recellularized the vascular system of rodent decellularized extracellular matrix scaffolds (dECM)
with human umbilical vein cells (HUVECS) in order to analyze the potential to recreate a func-
tional endothelial cell layer. Seeding selectivity to the vascular system as well as cell viability
and morphology were evaluated by histological and immunohistological staining. In addition,
endothelial function and adequate reaction to external stimulation of re-populated cells were
evaluated by rtPCR of endothelial and inflammatory gene response following in vitro stimula-

tion with Tumor necrosis factor alpha (TNF- a ).

To further optimize seeding selectivity and cell-matrix adhesion custom-made synthetic pep-
tides were used to functionalize the dECM scaffolds with different cell adhesive sequences.
Therefore, decellularized and functionalized ovine pulmonary valve leaflets were seeded with
HUVEC:s and cell adhesion after 1 and 4 h was analyzed. Here, the combination of two Integrin-
Protein-derived sequences, which function as a transmembrane cell receptor for mediating
ECM-cell-binding, significantly improved cell adhesion on ovine dECM after four hours of col-
onization.

In order to implement the clinical use of whole organ tissue engineering, functional organ con-
structs in dimensions of human organs will need to be generated. Therefore, we further modified
an already established decellularization protocol for rodent hearts in order to achieve the in foto
decellularization of “human scale” ovine hearts. In a proof of concept study, we could demon-
strate complete cell free dECM of in foto decellularized whole hearts, comparable to what has

been shown previously on a smaller scale with rodent hearts.

However, all the above optimization strategies need to be combined with recent and future
achievements in stem cell and bioreactor technology in order to overcome the limitations , which
lie in the engineering of bioartificial organs. Despite the progress made in the field of whole
organ tissue engineering it is still a very long way to go in order to reach the goal of a bioartificial

heart replacement in humans.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Grenzen der Therapie der terminalen Herzinsuffizienz

Fiir die meisten Patienten mit chronisch progredienten Erkrankungen, bei denen ein terminales
Organversagen droht, bleibt zurzeit die allogene Transplantation die einzige Option der kurati-
ven Therapie. Beispiele hierfiir sind die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD), Le-
berzirrhose, Nierenversagen [1], die koronare Herzerkrankung (KHK)) und Kardiomyopathien
(KM). [2] Alternative Verfahren haben bis dato keine vergleichbaren Ergebnisse erzielen kon-
nen. Aufgrund des vorherrschenden Ungleichgewichtes zwischen Spenderorganen und trans-
plantationspflichtigen Empfangern ist es jedoch notwendig, weitere alternative Therapien zu

erforschen.

Innerhalb der kardiovaskuldren Medizin fithren die meisten relevanten kardiovaskuléren Er-
krankungen im Verlauf zu einer akuten oder chronischen Herzinsuffizienz (HI). So zdhlt die
Herzinsuffizienz, unabhédngig von ihrer auslosenden Pathologie, zur gemeinsamen Endstrecke
von arterieller Hypertonie, KHK, Kardiomyopathie und Arrhythmie. Die typischen klinischen
Symptome der HI sind Miidigkeit, reduzierte physische Belastbarkeit, Dyspnoe und Fliissig-
keitsretention. Die Stadieneinteilung der HI erfolgt anhand der New York Heart Association
(NYHA-Stadien) in vier Stadien. Diese Klassifizierung berticksichtigt die mogliche korperliche
Belastung bis zum Auftreten von Symptomen der HI. NYHA I entspricht dabei einer HI ohne
korperliche Limitationen, wobei NYHA IV bereits eine auftretende Dyspnoe bei Bettruhe be-
schreibt.

Neben der rein symptomatischen medikamentdsen Therapie der HI, ist die Herztransplantation
(HTX) als kausale Therapie zurzeit der Goldstandard fiir die Behandlung der terminalen HI.
Indikationen fiir die HTX sind unter anderem ein NYHA-Stadium IV, eine linksventrikulére
Ejektionsfraktion < 20 %, ein Herzindex < 2 L/min/m? und eine maximale Sauerstoffaufnahme
von < 10-14 ml/kg/min. [2][4][5] Beispiele fiir absolute Kontraindikationen sind additive irre-
versible Endorganschéden z.B. Nieren- oder Leberinsuffizienz, nicht kurativ behandelte Tumo-
rerkrankungen, bestehende schwere Suchterkrankungen wie Nikotin-, Alkohol- oder sonstiger
Drogenabusus und mangelnde psychosoziale Compliance. [5] Zusétzlich zur strengen Indika-
tionsstellung erschwert die begrenzte Verfiigbarkeit von Spenderherzen die kausale Therapie
der Herzinsuffizienz. Transplantierte Patienten allerdings konnen derzeit mit einer 1-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von rund 80 % und einem 5-Jahres-Uberleben von iiber 70 %

rechnen. [6][7]
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Zu den postoperativen Komplikationen erfolgreicher Transplantationen zéhlen postoperative
Infektionen, Tumorleiden, arterielle Hypertonien, Fettstoffwechselstorungen und renale Dys-
funktionen. Auch die stetig drohende Gefahr der akuten oder chronischen AbstoBungsreaktion
sowie die Notwendigkeit und das Risiko einer lebenslangen immunsuppressiven Therapie li-

mitieren die Lebensqualitit der Patienten. [7]

Aktuell wird in der kardiovaskuldren Medizin versucht, dem vorhandenen Engpass an verflig-
baren Spenderherzen durch die Nutzung alternativer mechanischer Methoden zu begegnen.
Hierzu zdhlen verschiedene Unterstiitzungssysteme, die in das Herz eingebracht werden und
dessen Funktion teilweise oder vollstindig tibernehmen konnen. Vereinfacht dargestellt handelt
es sich bei den aktuellen Systemen um Pumpensysteme, die das Blut {iber einen elektrisch an-
getriebenen Rotor vom linken Ventrikel in die Aorta ascendens pumpen. Patienten mit links-
ventrikuldren Assistenzsystemen (engl. Left Ventricular Assist Device (LVAD)) haben eine
bessere Lebensqualitit und Uberlebensrate als medikamentds behandelte Patienten, ohne je-

doch die Lebensqualitit und das Uberleben des Goldstandard HTX zu erreichen. [8][9]

Im Bereich der mechanischen Kreislaufunterstiitzung werden derzeit unterschiedliche Behand-
lungskonzepte eingesetzt. Im sogenannten Bridge to Transplant-Konzept wird ein LVAD ein-
gesetzt, um eine ldngere Wartezeit auf ein geeignetes Spenderorgan zu ermdglichen. Eine end-
giiltige Therapie stellt das Destination-Therapy-Konzept dar. Das LVAD wird dabei implantiert,
ohne dass eine Herztransplantation im weiteren Verlauf — aufgrund von Kontraindikationen, wie
zum Beispiel Alter oder Komorbidititen — moglich ist. Als Bridge to Recovery wird ein weiteres
Konzept benannt, bei dem es nach Einbau des LVAD zu einer Erholung des entlasteten Myo-
kards kommt und der Patient dadurch in der Lage ist, eine fiir das Uberleben ausreichende
Pumpfunktion wiederzuerlangen. Als kurzfristige Losung, bei einer noch unklaren klinischen
Situation und fehlenden Entscheidungsmdglichkeiten, beispielsweise im akuten Herzversagen
mit unklarem neurologischen Ausgang, hat sich das Bridge to Decision-Konzept etabliert, fiir
das in der Regel temporiare mechanische Unterstiitzungssysteme eingesetzt werden. [7] Im wei-
teren Verlauf kann dann {iber die Moglichkeit der HTX oder der definitiven Versorgung mittels
LVAD entschieden werden. Trotz des rasanten technischen Fortschritts konnten in der Vergan-
genheit einige schwerwiegende Nachteile der mechanischen Unterstiitzungssysteme zwar ver-
bessert, aber noch nicht endgiiltig beseitigt werden. Als elektrische Gerite miissen die LVAD-
Systeme zurzeit noch iiber Batterien und eine kabelgebundene Stromversorgung zur Pumpe ver-
fligen. Die Batterien und Steuerungseinheiten miissen dabei stindig am Korper mitgefiihrt wer-
den. Die sogenannte Driveline, das Verbindungsstiick zwischen Batterie und Pumpe, birgt als

Eintrittspforte fiir pathogene Keime das Risiko von schweren Infektionen. [10][11] Auch eine
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lebenslange Antikoagulation bleibt durch die Fremdoberflache der mechanischen Systeme wei-
terhin obligat. Weiterhin zdhlen der ischdmische und hdmorrhagische zerebrale Insult noch im-
mer zu den hdufigsten und schwerwiegendsten LVAD-Komplikationen. Pro Patientenjahr ereig-
nen sich bei der 3. Generation der Systeme 0,18 Schlaganfille. [8][12] Damit hat rechnerisch
fast jeder Patient, der von einem LVAD unterstiitzt wird, nach 5 Jahren ein ischdmisches zereb-
rales Ereignis. LVAD-Patienten haben dariiber hinaus eine erhdhte Hospitalisierungsrate und

schneiden in der Alltagsbelastbarkeit schlechter ab als Patienten nach einer Herztransplantation.

Zusammenfassend sind die mechanischen Unterstlitzungssysteme der Herztransplantation als
Goldstandard der Therapie der terminalen Herzinsuffizienz noch unterlegen. Trotzdem werden
aufgrund der Diskrepanz zwischen Spenderorganen und mdglichen Empfingern, bei zuletzt
(2018) nur 318 HTX pro Jahr in Deutschland [13] und iiber 1000 Patienten auf der Warteliste,
die mechanischen Unterstilitzungssysteme dringend bendtigt. Im Jahr 2018 wurden insgesamt
942 Kunstherzsysteme in verschiedenen Ausfithrungen implantiert. Somit wurden fast dreimal
so viele Patienten mit einem mechanischen Unterstiitzungssystem versorgt, als Herzen trans-
plantiert. [14] Der demografische Wandel, mit einer immer é&lter werdenden Gesellschaft und
die sinkende Anzahl von Organspendern verstéirkt das Problem zusitzlich, sodass ein dringen-

der Bedarf an alternativen Therapieansétzen besteht.

1.2 Tissue Engineering

Das Forschungsfeld des Tissue Engineering arbeitet interdisziplinir und vereint Methoden der
Ingenieurwissenschaften mit denen der biomedizinischen und biochemischen Wissenschaften.

1993 wurde Tissue Engineering von Langer und Vacanti folgendermallen definiert:

»lissue Engineering ist ein interdisziplindres Feld, welches die Methoden der
Ingenieurwissenschaften und der Naturwissenschaften miteinander vereint, um
biologische Ersatzstoffe zu entwickeln, um die Funktion von Geweben wieder-
herzustellen, zu erhalten und zu verbessern.* [15]

Das Kernelement des Tissue Engineering ist dabei die Herstellung von funktionellen, bioartifi-
ziellen Geweben. Individuell angepasst sollen diese dreidimensionalen Konstrukte die physio-
logischen Aufgaben der geschéddigten Organstrukturen in erkrankten Organismen iibernehmen.
Hierzu zihlen Regeneration-, Proliferation und Ubernahme der spezifischen Stoffwechselakti-
vitét. [15] Die Herstellung dieser funktionellen Gewebe erfolgt meist durch die Besiedlung eines
biologisch modifizierten oder synthetischen dreidimensionalen Konstrukts. Als Zellgeriist agie-

rend kann dieses Konstrukt dabei mit verschiedensten Zellarten — je nach zu erfiillender Funktion
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— besiedelt werden. Idealerweise bereiten diese Gerliststrukturen dabei eine biologische oder
synthetische Mikroumgebung aus Wachstumsfaktoren und Zytokinen. [16] Diese bieten die fiir
eine physiologische Zellaktivitit benotigten, chemischen Stimuli. Fiir die ebenfalls notwendigen
physikalisch-mechanischen Stimuli werden z.B. spezielle Bioreaktorsysteme eingesetzt. [17]
Die Kombination der drei Grundbausteine Geriistkonstrukt, Zellbesiedlung und adidquate che-
mische und physikalische Stimulation soll dabei in synergistischer Weise funktionelle, bioarti-
fizielle Gewebe erschaffen. Durch die Anwendung der vorgestellten Prinzipien konnten in den
vergangenen Jahren bereits neue Behandlungsmethoden und experimentelle Konzepte in ver-
schiedenen Bereichen der Medizin etabliert werden. So sind einfache biofunktionelle Transplan-
tate zur Deckung und zum Ersatz von unterschiedlichen strukturellen Defekten, wie z.B. von
Haut und Knochen bereits im klinischen Einsatz zu finden. [ 18][19] Der Ersatz von komplexeren
Geweben durch Tissue Engineering findet z.B. im Rahmen in vivo hergestellter Pulmonalklap-
pen zur Implantation bei Kindern mit Herzklappenerkrankungen seine Anwendung. Hier zeigt
sich zugleich der groB3e Vorteil individuell angepasster, bioartifizieller Konstrukte. Denn durch
die biologische Aktivitit sind die kiinstlichen Herzklappen in der Lage mit den erkrankten Kin-
dern im Verlauf mitzuwachsen. [20] Als anspruchsvollste Aufgabe des Tissue Engineerings ist
als logische Konsequenz die Entwicklung von ganzen Organsystemen zu sehen. Dieser For-
schungsbereich wird im Englischen als Whole-Organ Tissue Engineering bezeichnet. Erste Er-
folge und vielversprechende Konzepte wurden bereits in diesem Feld erreicht. Zahlreiche expe-
rimentelle Studien mit bioartifiziellen Organen wurden sowohl in vitro, als auch in tierexperi-
mentellen Arbeiten mit verschiedensten Organsystemen bereits erfolgreich durchgefiihrt. Hierzu
zdhlen unter anderem Leber [21], Lunge [22], Pankreas [23], Herz [24] und Niere. [25] Die
prinzipielle humane Anwendbarkeit zeigte z.B. Atala et al. bereits 2006, als von der Arbeits-
gruppe durch Tissue Engineering hergestellte, bioartifizielle Harnblasen in Patienten mit neuro-
gener Blasenstorung implantiert wurden, die gute funktionelle Ergebnisse zeigte. [26] Der Ein-
satz von Tissue Engineering ist dabei neben experimentellen Anwendungen — abhingig von der
Fachrichtung — bereits im klinischen Alltag angekommen. Insbesondere zur Deckung von
Weichteildefekten, aber auch im Bereich von Gefd3- und Herzchirurgie werden zahlreiche
tissue-engineerte Konstrukte angewendet, die zum Teil von kommerziellen Anbietern herge-

stellt werden.

Zukiinftig konnte Tissue Engineering auch regelhaft genutzt werden, um durch technische Ver-
fahren, synthetisch hergestellte Materialien mit biologisch verfiigbaren zu modifizieren und die
Vorteile der artifiziellen und biologischen Materialien zu vereinen. Mogliche Anwendungsbei-
spiele erstrecken sich hier von der orthopéadischen bis zur kardiovaskuldren Implantationschi-

rurgie. [27]
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1.3 Dezellularisierung von nativen Geweben und Organen

Einer der grofiten potenziellen Vorteile in der Entwicklung von bioartifiziellen Organen besteht
dabei in der Moglichkeit vorhandene Ressourcen — z.B. humane Organspender — universeller
nutzbar zu machen oder génzlich neue Ressourcen, wie z.B. xenogenen Organersatz zu er-

schliefen.

Zu den wichtigsten Methoden, um natiirliches Gewebe als Gerlistkonstrukt fiir individuelle Ge-
webeersatzverfahren nutzbar zu machen, zéhlt die Dezellularisierung. Als Dezellularisierung
bezeichnet man die Entfernung jeglichen zelluldren Materials aus einem nativen Gewebe oder
Organ und damit auch die Entfernung von potenziell immunreaktiven Epitopen und Oberfli-
chenmarkern. [28][29] Aktuell stehen unterschiedliche Methoden der Dezellularisierung zur
Verfiigung, man unterscheidet hauptsichlich physikalische, enzymatische, chemische oder
Kombinationsverfahren. [30] Dariiber hinaus gibt es verschiedene Wege, um das Gewebe oder
das Organ mit dem meist fliissigen Dezellularisierungsagens zusammenzufiithren. Es wird in
perfusions- und diffusionsbasierte Verfahren unterschieden, wobei diese ebenfalls in Kombi-
nation eingesetzt werden konnen. [31] Im Wesentlichen kommt es darauf an, ob das ganze Or-
gan oder einzelne Strukturen, wie z.B. eine Herzklappe, dezellularisiert werden sollen. Dabei
ist zu beachten, dass eine perfusionsbasierte Dezellularisierung eine gute Vaskularisierung des
Gewebes voraussetzt. Wohingegen fiir die Diffusionsmethode eine ausreichende Umspiilung
mit Dezellularisierungsagens essenziell und der Durchmesser der Struktur limitierend fiir eine

suffiziente Dezellularisierung ist.

Im ersten Schritt des Dezellularisierungsprozesses miissen die Zellmembranen lysiert werden,
damit alle intrazelluldren Bestandteile fiir die weiteren Reaktionsschritte zuginglich sind. Im
nédchsten Schritt ist es notig die Bausteine der Zellmembran und des Cytoplasmas aus der umge-
benden Extrazelluldren Matrix (EZM) herauszuldsen. Je nach Gewebe unterscheiden sich dabei
die extrazelluldren Bestandteile, wie z.B. Kollagene und Glykosaminoglykane in deren Zusam-
mensetzung und spezifischem Anteil. [32][33][34] Die genannten zelluldiren Komponenten, in-
klusive der Zellorganellen, Zellkernmembrane und DNA miissen 16slich gemacht werden, damit
sie im ndchsten Schritt moglichst vollstdndig aus der Matrix ausgespiilt werden kénnen. Im Ide-
alfall entsteht so mit der richtigen Auswahl des Dezellularisierungsagens eine Struktur, welche
als reines Tréagergeriist und immunologisch neutral als Ausgangsmaterial fiir weitere Anwen-
dungen fungiert. [35][30][36] Mittels maBgeschneiderter Dezellularisierungsanlagen lésst sich
der Prozess der Dezellularisierung automatisieren, wodurch eine Uberwachung und Steuerung

der zur Dezellularisierung notwendigen physikalischen Parameter erreicht werden kann.
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Zum Beispiel ist es bei perfusionsbasierten Verfahren moglich, Druckkurven und Flussge-

schwindigkeiten zu erfassen, zu evaluieren und gegebenenfalls anzupassen. [35]

Das Ziel einer erfolgreichen Dezellularisierung besteht in der volligen Zellfreiheit des Spen-
dermaterials. Zusétzlich soll gewihrleistet werden, dass die EZM mit seinen zahlreichen Struk-
turproteinen und dem verbleibenden vaskuldren System moglichst erhalten bleibt. Dies ist von
Bedeutung, da die EZM eine funktionelle, bioaktive und organspezifische Ultrastruktur bildet,

welche fiir die Funktion des einzelnen Gewebes oder Organs entscheidend ist.

1.4 Tissue Engineering in der kardiovaskularen Medizin

So vielfaltig sich die Krankheitsbilder der kardiovaskuldren Medizin darstellen, so vielféltig
sind auch die Anwendungsgebiete und Forschungsfelder des Tissue Engineering in diesem Be-
reich. Die in vitro Testung von Pharmaka, durchgefiihrt an standardisierten, dezellularisierten
und re-besiedelten EZM-Modellen, ist beispielsweise ein auf Tissue Engineering basierter An-
satz der pharmakologischen-kardiovaskuldren Forschung. [37] Die durch Dezellularisierung
entstandenen EZM-Konstrukte, aus dem Englischen und fortan Decellularized Extracellular
Matrix, kurz auch dECM genannt, bieten durch die physiologische Mikroumgebung des Ur-
sprungsgewebes optimale Plattformen fiir die Erforschung verschiedener Zellreihen und deren
Verhalten. So konnen etwa Stammzellen oder Endothelzellen in der Interaktion mit der EZM,
als Zwischenschritt der reinen in vitro Zellkultur zum in vivo Experiment untersucht werden

und damit helfen, chronische und akute Krankheiten besser zu verstehen. [38]

Ein weiterer Anwendungsbereich des kardiovaskuldren Tissue Engineering liegt in der Rege-
neration beschidigten Gewebes. Zum Beispiel von myokardialem Gewebe, welches durch ein
Infarktgeschehen in seiner Funktion beeintrachtigt wurde. Innerhalb von tierexperimentellen,
aber auch in humanen klinischen Studien konnte diesem infarzierten Gewebe mithilfe von zell-
haltigen Injektionen und der Implantation von dECM-Matrizen zu einer besseren Funktion oder
Regeneration verholfen werden. [39][40][41] Im Falle der Injektionen konnen verschiedene
pluripotente Stammzellen oder differenzierte myokardiale Zelltypen einzeln oder als Kombi-
nation zur lokalen Anwendung im Infarktbereich gebracht werden. Ebenfalls gibt es Ansitze
bei denen ganze Gewebe im Sinne von EZM-Geriisten in die kompromittierten Areale implan-
tiert werden. [42] Diese Gewebe kdnnen von biologischen und lediglich dezellularisierten Ge-
weben entstammen (engl.: Native Tissue Derived dECM) oder ginzlich synthetisch hergestellt
sein und eine EZM-éhnliche Struktur bilden. Synthetische Gewebe orientieren sich dabei meist

an Bestandteilen der natiirlichen EZM und bestehen beispielsweise aus Kollagenen [43], Zel-
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lulose [44], Alginat [45] oder Gelatine [46]. Génzlich synthetische Ansdtze bestehen etwa aus
speziellen Hydrogelen [47] oder Nanofasern [48]. Beladen mit hinzugefiigten oder natiirlich
gebundenen Wachstumsfaktoren oder Stammzellen werden die geriistartigen Gewebe auf die
geschidigten Areale aufgebracht. Zu den regenerativ wirkenden Mechanismen zéhlen hierbei
die Stimulation ortsstindiger Zellen als auch die Rekrutierung von regenerativ wirkenden Zel-

len aus der Umgebung.

Eine der schwierigsten Aufgaben im Bereich des kardiovaskulédren Tissue Engineering besteht
in der Herstellung eines menschendhnlichen Herzens mittels biotechnologischer Verfahren.
Seit den Errungenschaften von Taylor und Ott im Jahre 2008, die erstmals die Tir zu dieser
verheiBungsvollen Zukunft im Bereich des Tissue Engineering des Herzens aufgestof3en haben,
versuchen Arbeitsgruppen auf der gesamten Welt, den Traum vom ,,Herzen aus dem Reagenz-
glas® zu verwirklichen. Der Arbeitsgruppe von Taylor und Ott gelang es nicht nur ein Ratten-
herz in einem Bioreaktorsystem in toto zu dezellularisieren, sondern die resultierende zellfreie
EZM erneut mittels neonataler Rattenkardiomyozyten und Endothelzellen zu besiedeln. Binnen
8 Tagen Kultivierung im Bioreaktorsystem unter kontinuierlicher Nahrstoffperfusion und an-
schlieBender elektrischer Stimulation, konnten makroskopische selbststindige Myokardkon-
traktionen nachgewiesen werden. Diese rudimentiren Kontraktionen ergaben lediglich eine
Pumpfunktion von 2 % der adulten Rattenherzen, zeigten jedoch zugleich eindrucksvoll das
Potenzial des kardialen Whole-Organ Tissue Engineering. [24] Die weitere Entwicklung geeig-
neter Dezellularisierungsverfahren und Anlagen [35] mit angepassten Spezifikationen fiir Her-
zen menschlicher Grof3e riickte darauthin in den Fokus des kardiovaskuldren Tissue Enginee-
ring. Um den weiteren Fortschritt zu bereiten, benétigen die komplexen Prozesse im Bereich
des Tissue Engineering kontrollierbare und vergleichbare dulere Bedingungen. Eigens entwi-
ckelte Bioreaktoren in unterschiedlichen Grofen und Ausfiihrungen ermdglichen die Kontrolle
iiber Parameter wie Temperatur, pH-Wert, Nihrstoffzusammensetzung und viele mehr. Sie bie-
ten die Moglichkeit der Automatisierung und der Modifikation von Kultivierungsstrategien,
welche mit zahlreichen, weiterfiihrenden biotechnischen Anwendungen, wie z.B. der elektro-
physiologischen oder mechanischen Stimulation von Organen zusétzlich angepasst werden

kann. [18][24][49][50]

Zukiinftig als Gewebeersatz humaner Dimension denkbar, wéren zuvor dezellularisierte und im
hoch spezialisierten Bioreaktor mit empfiangereigenen Stammzellen besiedelte, humane oder
xenogene Spenderherzen. Diese konnten eingesetzt werden als eine maB3geschneiderte Option,
um die immungetriggerten AbstoBungsreaktionen und damit eine immunsuppressive Medika-

tion zu vermeiden. [51] [52] Bis zum vollstindigen bioartifiziellen Herzersatz miissen jedoch
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noch zahlreiche grundlegende, den gesamten Bereich des Tissue Engineering betretffende Hin-

dernisse iiberwunden werden.

1.5 Grenzen und Potenzial des Tissue Engineering

Trotz der gewaltigen Fortschritte, die in diesem Forschungsgebiet bereits erreicht wurden, stof3t
das kardiale Tissue Engineering in einigen Gebieten auf bisher noch ungeldste wissenschaftli-
che Herausforderungen. Insbesondere bei der Nutzung der kardialen dECM als Plattform fiir
die regenerative kardiovaskulidre Medizin gibt es noch zahlreiches Optimierungspotenzial und
Hindernisse, die es zu tiberwinden gilt. Eines dieser Hindernisse ist die Frage nach einer geeig-
neten Nahrstoffversorgung funktioneller dECM-Konstrukte. So konnen sich Konstrukte von
kleinerer GroBe bzw. kleinerem Durchmesser durch Diffusion in das Gewebe versorgen und
auf diese Art die Funktion der vorhandenen Zellen innerhalb des Konstruktes sicherstellen.
Herzmuskelzellen haben jedoch einen hohen Energie- und Sauerstoffverbrauch, der durch Dif-
fusion nur innerhalb eines Durchmessers von circa 100 pm aufrechterhalten werden
kann. [40][53] Dies fiihrt bisweilen dazu, dass die Anwendungsmoglichkeiten von dECM-Mo-
dellen mit groBerem Durchmesser limitiert bleiben, da die Nahrstoffversorgung einer geeigne-
ten funktionellen Zellpopulation nicht gewéhrleistet werden kann. Dringend bendtigt wird da-
her eine addquate Moglichkeit zur funktionellen Vaskularisierung von dECM-Konstrukten. Nur
hierdurch ist es moglich, biologische Konstrukte zu erschaffen, die ganze Organfunktionen er-
setzen konnen. Dies konnte beispielsweise durch die funktionelle Re-Endothelialisierung des
vorhandenen Gefédl3systems nativer dECM-Geriiste erreicht werden. Erste Erfolge konnten hier
zum Beispiel von Robertson et al. erzielt werden. Durch Re-Endothelialisierung von in toto
dezellularisierten Rattenherzen mittels aortalen Rattenendothelzellen senkten Robertson et al.
in vitro die Thrombogenitit im vaskuldren System des arteriell und vends re-endothelialisierten
dECM-Rattenherzmodell. Die Re-Endothelialisierung fiihrte dariiber hinaus zu einer stirkeren
Kontraktilitdt des linken Ventrikels im re-besiedelten dECM-Rattenherz. Verglichen wurde die
Kontraktilitdt nach vorheriger Besiedlung und Kultivierung mit neonatalen Rattenkardiomy-
ozyten mit und ohne zusitzliche Re-Endothelialisierung. [54] Vielversprechend sind auch die
Ergebnisse von Ott et al. (2010), die eine dezellularisierte Rattenlunge erfolgreich mit humanen
Nabelschnurvenenzellen (engl.: Human Umbilical Vein Cells (HUVECs)) revaskularisierten
und eine Besiedlung mit Epithelzellen anschlossen. Es gelang der Gruppe, die im Bioreaktor
hergestellte Lunge orthotop in eine Ratte, nach vorheriger linker Pneumonektomie, zu implan-
tieren. Die Ratte zeigte fiir mehrere Stunden keine Blutungen aus dem Geféfbett und konnte

unter Raumluft ventiliert werden. [22]
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Weiteres Verbesserungspotenzial der momentan in der Forschung verwendeten kardialen
dECM-Ansitze betrifft die Re-Besiedlung der Konstrukte durch funktionelle Zellen. Dies gilt
nicht nur bei der Besiedlung des vaskuldren Systems, sondern gilt fiir simtliche Versuche, eine
zuvor dezellularisierte Struktur erneut mit lebenden Zellen zu funktionellen Organen zu formen.
Allein die schiere Zahl der benétigten Zellen, die beispielsweise fiir ein bioartifizielles Herz
bendtigt wiirden, stellt diesen Forschungszweig vor gro3e Herausforderungen. So besteht ein
Herz aus circa 10® Kardiomyozyten/cm? [55] sowie aus zahlreichen weiteren Zellen mit ver-
schiedensten Aufgaben und Funktionen. Die durchschnittliche Zahl der Zellen, welche mit den
heutigen Techniken in ein dECM-Konstrukt eingebracht werden kdnnen, kann diese gewaltige
Anzahl bei Weitem noch nicht erreichen. Umso wichtiger ist es, neue Methoden zu finden,
ausreichende Zellzahlen zu kultivieren und mit hoher Effizienz in die dECM-Konstrukte ein-
zubringen. Eine Mdoglichkeit dieses Hindernis anzugehen, verbirgt sich in der Funktionalisie-
rung der EZM-Oberfldchen. Eine Anreicherung des Gewebes mit zusétzlichen Chemokinen,
Wachstums- und pro-angiogenetischen Faktoren, um eine Verbesserung der Differenzierung,

Proliferation und Adhirenz der Zellen zu fordern, kdnnte einen denkbaren Ansatz verkdrpern.

Auch die Steigerung der Adhdrenz der Zellen an der dECM und somit die Verringerung von
zellfreien Arealen in den Konstrukten bietet Optimierungspotenzial. So gibt es bereits im Be-
reich der Endoprothetik und der Implantatforschung Bestrebungen, eine optimale Integration
von Fremdmaterial im Korper mittels spezieller Beschichtungen zu fordern. [56] Hier gilt es, die
bereits gesammelten Erfahrungen zu nutzen und den gemeinsamen Mehrwert in den Bereich des
kardiovaskuléren Tissue Engineerings zu iibertragen. Auch im Feld der kardiovaskuldren Erfor-
schung von dECM-Konstrukten wurden bereits erste Erfolge erzielt. So ersetzte Flameng et al.
(2014) im Schafsmodell erfolgreich die Pulmonalklappen mit zuvor dezellularisierten und mit
Fibronectin sowie Stromal Cell Derived Factor beschichteten Aortenklappen. Die beschichteten
Aortenklappen zeigten eine signifikant verbesserte Endothelialisierungsrate als die Kontroll-
gruppe. Des Weiteren zeigte sich durch die Beschichtung eine verminderte Kalzifizierungsrate
sowie eine geringere Immunreaktion. [57] Eine schnellere Endothelialisierung hat wesentliche
positive Eigenschaften auf die Biokompatibilitét eines Implantats. So ist es nicht verwunderlich,
dass es durchaus einen wesentlichen Bedarf an Oberfldchenoptimierung im Bereich des Tissue
Engineering von Herzklappen gibt. Denn obwohl die klinische Anwendung von dezellularisier-
ten Herzklappen bereits im Jahre 2006 gute Ergebnisse lieferte [20][ 58], offenbarten sich anhand
einiger Félle von frithen TransplantatabstoBungsreaktionen noch deutlicher Optimierungsbedarf.
Die Implantate zeigten dabei vor allem unerwiinschte Immunreaktionen, einerseits durch ver-

bleibende Antigene des Spenders durch unzureichende Dezellularisierungsverfahren. Oder aut-
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grund von immunologischen Abstoungsreaktionen mit erhohter inflammatorischer Aktivitét
durch Makrophagen und Granulozyten bei der Verwendung von xenogenen Implantaten durch
das alpha-Galctosyl-Epitop. Schweine, Schafe und auch die meisten anderen Siugetiere expri-
mieren diese Epitope. Menschen allerdings besitzen natiirliche Antikdrper gegen das alpha-Gal-
Antigen, welche erfolgreiche Xenotransplantationen bisher verhinderten. Starke Kalzifikationen
des Implantats, die zu Funktionsverlusten der Klappen fiihren und eine erhohte Thrombogenitit
durch die Klappen selbst wurden ebenfalls beobachtet. [59][60][61][62] Um den genannten
Problemen entgegenzuwirken ist es von grofler Bedeutung, die autologe Endothelialisierung des
Implantats zu verbessern. Dazu zdhlen die schnellere sowie die vollstindigere Besiedlung mit

eigenen Endothelzellen.

Besonders im Bereich des Whole-Organ Tissue Engineering vereinigen sich zahlreiche der ge-
nannten Hindernisse in besonderem Mafe. Die GroBenverhidltnisse und die biofunktionelle
Komplexitét lebenswichtiger Organe wie sie Lunge, Niere, Leber oder auch Herz ausbilden,
ermOglichten es bisher nicht, diese im Sinne des Tissue Engineering als funktionellen Organ-

ersatz nachzubilden.

Als mogliche Grundlage fiir den humanen Organersatz gelten im Whole-Organ Tissue Engine-
ering Herzen tierischen Ursprungs, dem menschlichen, in Physiologie und Grofe entsprechen-
der Spezies, wie zum Beispiel Schaf oder Schwein. Ein groBer Vorteil dieser Tiere besteht in
der Einfachheit der Haltung und Zucht. Auch haben diese Tiere eine lange Tradition als Nutz-
und Schlachttiere, sodass eine Generierung von bioartifiziellen Organen aus Zuchttieren nach
ethischen Mafstdben eventuell mdglich wire. Eine kommerzielle Zucht der dem Menschen
nichsten Verwandten, den Primaten, wére in diesem Kontext ethisch vergleichsweise proble-
matisch. Auch wenn sie entscheidende Vorteile gegeniiber anderen Sdugetieren bieten wiirde.
So fehlen Primaten, analog zum Homo sapiens sapiens, aufgrund diverser genetischer Ausstat-
tungsmerkmale die alpha-Galctosyl-Epitope. [63] Entsprechende Dezellularisierungsverfahren
an Grofitiermodellen, wie sie bereits in der Vergangenheit zum Beispiel an Herzen etabliert
werden konnten, miissen daher auch nach ihrer Freiheit an Xenoantigenen beurteilt werden.
[64][65] Eine der wohl schwierigsten bevorstehenden Aufgaben besteht sicher darin, geeignete
Methoden zur addquaten zelluliren Wiederbesiedlung von komplexen dezellularisierten Orga-

nen zu entwickeln.

Denn die schiere Grof3e, beispielsweise eines menschengroflen Herzens stellt die Wissenschaft
vor logistische Herausforderungen, bereits die benétigte Zellzahl mit den gdngigen Methoden

bereitzustellen. Dariiber hinaus besteht ein Herz aus vielen unterschiedlich agierenden Zellty-
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pen, die in unterschiedlicher Konzentration vorhanden sein miissen, um ein funktionstiichtiges
Organ darzustellen. Die richtige Zusammensetzung der Bestandteile eines lebenden Organs

exakt nachzubilden bleibt damit weiterhin eine grofle Aufgabe.

Nicht auBBer Acht zu lassen ist die Bedeutung einer moglichst kostenoptimierten Losung, um die
Methoden in Zukunft moglichst vielen Menschen zur Verfiigung stellen zu konnen. Eine stin-
dige Verbesserung der Dezellularisierungsmethoden und Protokolle ist in Bezug auf Schnellig-

keit, Effizienz und Ressourcenverbrauch weiterhin ein aktueller Forschungsschwerpunkt.

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Diese Arbeit befasst sich mit neuen Optimierungskonzepten in drei Kernbereichen des kardi-
ovaskuléren Tissue Engineerings, die dabei helfen sollen die aktuellen wissenschaftlichen Hiir-
den in diesem Bereich zu iiberwinden. Im Mittelpunkt der Dissertation steht dabei die dezellu-
larisierte kardiale EZM, die somit als Plattform fiir den klinischen Einsatz von tissue-engineer-

ten Geweben und Organen in der kardiovaskuldren Medizin genutzt werden konnte.

Hierbei sollten neue Losungsansétze in drei relevanten Fragestellungen wissenschaftlich er-

probt und evaluiert werden:

1. Die selektive Re-Endothelialisierung des Gefdl3systems von dezellularisierter kardialer
EZM als Voraussetzung fiir eine funktionelle Vaskularisierung von tissue-engineerten Ge-
weben und Organen.

2. Die Biofunktionalisierung der Oberfldche von dezellularisierter kardialer EZM zur verbes-
serten in vitro und in vivo Zell-Matrix-Interaktion.

3. Die Herstellung von dezellularisierten kardialen EZM-Konstrukten humaner Dimensionen,

um einen klinischen Einsatz zu ermdglichen.

Konkret sollte hierzu:

1. Das Geféallsystem von dezellularisierter myokardialer Ratten-EZM selektiv mit humanen
Endothelzellen re-endothelialisiert und auf seine Funktionalitét hin untersucht werden.

2. Die Oberflache von dezellularisierten ovinen Herzklappensegeln mit eigens hergestellten
bioaktiven Peptiden funktionalisiert und der Einfluss der gezielten Oberflichen-Funktio-
nalisierung auf die Adhédrenz von humanen Endothelzellen in vitro untersucht werden.

3. Die Moglichkeit der Herstellung von Auman-size EZM-Gertisten durch die perfusionsba-
sierte in toto Dezellularisierung von ovinen Herzen anhand der Modifizierung eines etab-

lierten Protokolls zur Kleintierherz-Dezellularisierung untersucht werden.
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2 Materialien

2.1 Organentnahme und Praparation

Original Perfusor Syringe 50 ml

Braun, Melsungen, Art.-Nr.: 8728852F

Chirurgisches Nahtmaterial, 3-0 Prolene monofil Ethicon, Norderstedt, Art.-Nr.:Eh7694H

Heparin-Natrium-25000-Ratiopharm
Ketaminhydrochlorid, Ketavet

Xylazinhydrochlorid 2 %, Rompun

Ratiopharm, Ulm, Zul.Nr.: 5394.02.00
Bayer, Leverkusen, Zul.Nr: 61879260000

Bayer, Leverkusen, Zul.Nr: 62938410000

2.2 Dezellularisierung und Detergenzien

1 Liter Vorratsflasche, Schott Duran
2 Liter Vorratsflasche, Schott Duran
Natriumazid

Desoxycholsdure, DCA
Sodiumdodecylsulfate, SDS Pellets
Triton X 100

Venenverweilkaniile Vasofix Safety Gr.: 17G
0,25 % Trypsin-EDTA 100 ml

Penicillin/Streptomycin 100 ml

L-Glutamine 200 mM 100 ml

Betaisadona, Povidon-lod

2.3 Histologie und Immunhistologie

Alcianblau

Briliant-Crocein-R
Eisessig 100 %, Suprapur
Essigsédure 96 %, Emprove

Eosin G

Schott, Mainz, Art.-Nr.: 21 801 54 5
Schott, Mainz, Art.-Nr.: 21 801 63 5
Carl Roth, Karlsruhe, Art.-Nr. K305.2
Merck, Darmstadt, Art.-Nr.: 106504
Carl Roth, Karlsruhe, Art.-Nr.: CN-30.4

Sigma Aldrich, Miinchen,
Art.-Nr.: T9284-500ML

Braun, Melsungen, Art.-Nr.: 4268156S-01

Gibco by Life Technologies, Darmstadt
Art.-Nr.: 25200056

Gibco by Life Technologies, Darmstadt
Art.-Nr.: 15140122

Gibco by Life Technologies, Darmstadt
Art.-Nr.: 25030024

Mundipharma, Limburg

Sigma Aldrich, Miinchen,
Art.-Nr.: A3157-10G

Waldeck, Miinster, Art.-Nr.: 1B-109
Merck, Darmstadt, Art.-Nr.: 100066
Merck, Darmstadt, Art.-Nr.: 100058
Carl Roth, Karlsruhe, Art.-Nr.: 7089.1
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Ethanol 70 %, 96 %, 100 %

Formaldehyd 37 %, Rotipuran
Formaldehyd 4 %, Roti Histofix
Eisen-Chlorid-Hexahydrat

Hématoxylin

Natriumthiosulfat

Pikrinsaure

Phosphorwolframséure

Salzsdure rauchend, konzentriert
Séurefuchsin, 25 g

Safran du Gatinais

Tween 20, Calbiochem

Xylol

Wetzlar Cryotom, Modell CM1950
Objekttrager Super Frost Plus

Objekttriger

Deckglaser

FEindeckmedium

Fettstift (DAKO-Pen)

Frozen Tissue Medium, CryoCompound

Einbettschalen

Leica DM 2000 Durchlichtmikroskop
Mikroskop DMIL LED
Fluoreszenzlampe DFC425C

Zentralapotheke,
Universitatsklinikum Diisseldorf

Carl Roth, Karlsruhe, Art.-Nr.:4979.1
Carl Roth, Karlsruhe, Art.-Nr.:P087.5
Sigma Aldrich, Miinchen, Art.-Nr.:236489

Sigma Aldrich, Miinchen, Art.-Nr.:H3136-
25G

Sigma Aldrich, Miinchen, Art.-Nr.: 72049-
250G

Sigma Aldrich, Miinchen, Art.-Nr.:197378-
500G

Sigma Aldrich, Miinchen, Art.-Nr.:P4006-
250G

Carl Roth, Karlsruhe, Art.-Nr.: 2607.1
Waldeck, Miinster, Art.-Nr.: 1B-525
Waldeck, Miinster, Art.-Nr.: 5A-394
Merck, Darmstadt, Art.-Nr.:655205

VWR Chemicals, Braunschweig,
Art.-Nr.: 28975

Leica, Wetzlar

R. Langenbrink, Emmendingen,
Art.-Nr.: 03-0060

Marienfeld, Lauda Konigshofen,
Art.-Nr.: 08 100 00

Engelbrecht GmbH, Edermiinde,
Art.-Nr.: k12450

Roti HistoKitt, Carl Roth, Karlsruhe
Art.-Nr.: 6638.1

DAKO, Agilent, St. Clara, CA, USA
Art. Nr.: S2002

Klinipath, Duiven, Niederlande,
Art.-Nr.: 1620C

Medite, Burgdorf, Art.-Nr.: 48-6302-00
Leica Microsystems, Wetzlar

LEICA, Wetzlar

LEICA, Wetzlar
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Konfokalmikroskop, LSM 700
Mikrotom, Modell 2035

2.4 Antigene

Goat anti mouse antikorper 1gG

Alexa fluor 488

Anti-Human-vWF-Antikorper, polyklonal

Anti-Human-CD3 1-Antikorper, Rabbit unkon;.

Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit

Rhodamine Phalloidin
Dapi Vectashield

2.5 Molekularbiologie
RNEasy Mini Kit

QuantiTect® Reverse Transcription Kit
GoTaq® gqPCR Master Mix
B-Mercaptoethanol

RNase-Away

Thermocycler T 3000

Rt-PCR System, StepOnePlus

Carl Zeiss, Jena

Reichert-Jung, Leica, Wetzlar

Invitrogen by Life Technologies, Darmstadt
Art.-Nr.: A11029

DAKO, Agilent, St. Clara, CA, USA
Art.-Nr.: A0082

Abcam, Cambridge, UK Art.-Nr.: ab32457

Life Technologies, Darmstadt, Art.-
Nr.: L3224

Life Technologies, Darmstadt

Vector Laboratories, Burlingame, USA,
Art.-Nr.: H1200

Qiagen, Hilden, Art.-Nr.:74106

Qiagen, Hilden, Art.-Nr.: 205310
Promega, Mannheim, Art.-Nr.: A6002
Sigma Aldrich, Miinchen, Art.-Nr.: M7154
VWR Chemicals, Darmstadt, Art.-Nr.:7003
Biometra, Gottingen

Applied Biosystems, Life Technologies,
Darmstadt

2.6 Re-Endothelialisierung und Tissue-Flap-Praparation (Zellkultur)

Endothelial Cell Growth Medium
Supplement Mix

Titan Haemostatic Clips
Chirurgisches Besteck

Neubauer Zahlkammer

Promo Cell, Heidelberg, Art.-Nr.: C-22010
Promo Cell, Heidelberg, Art.-Nr.: C-39215
Vitalitec, Plymouth, USA, Art.-Nr.: J1180-1
Aesculap by Braun, Melsungen

Marienfeld, Lauda-Konigshofen
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2.7 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Steritopfilter

5 ml Spritze

10 ml Spritze
20 ml Spritze
50 ml Spritze
DPBS 500 ml

Aqua dest., Ecotainer
Sterile Latex Handschuhe, Semper Med
Nitra-Tex Handschuhe, Micro Touch

Jonosteril Infusionslosung 500 ml

OP-Abdecktuch

CytoOne Petrischale, steril 100 x 20 mm

10 pl Graduated, Filter Tip, TipOne
20 ul Bevelled Filter Tip

100 pl Bevelled Filter Tip (Sterile)
200 pl Graduated Filter Tip (Sterile)
1000 pl Filter Tip (Sterile)

CytoOne, 6-Well Plate
Zellkulturflasche (T-225cm?), Cellstar

Zellkulturflasche (T-75¢cm?” Cellstar

50 ml FalconTubes,
50 ml Falcon CellStar Tubes,

Zentrifugengefal3, 2,0 ml
Zentrifugengefal3 1,5 ml
Cryotubes, 2,0 ml
Stripetten 5 ml

Stripetten 10 ml

Millipore Corp., Merck, Darmstadt
Art.-Nr.: SCGPTOSRE

Braun, Melsungen, Art.-Nr.: 4606051V
Braun, Melsungen, Art.-Nr.: 4606108V
Braun, Melsungen, Art.-Nr.: 4606205V
Braun, Melsungen, Art.-Nr.: 8728852F

Gibco by Life Technologies, Darmstadt
Art.-Nr.: 14190-094

Braun, Melsungen, Art.-Nr.: 0082479E
Semperit, Wien, Art.-Nr.: 822751721
Ansell, Miinchen, Art.-Nr.: 700113

Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Zul.-Nr.: 61002850000

L&R, Rengsdorf, Art.-Nr.: 33010

Starlab, Hamburg, Art.-Nr.: CC7672-3394
Star Lab, Hamburg, Art.-Nr.: S1121-3810
Star Lab, Hamburg, Art.-Nr.: S1120-1810
Star Lab, Hamburg, Art.-Nr.: S1120-2810
Star Lab, Hamburg, Art.-Nr.: S1123-1840
Star Lab, Hamburg, Art.-Nr.: S1120-9810
Starlab, Hamburg, Art.-Nr.: CC7672-7506

Greiner Bio One, Frickenhausen,
Art.-Nr.: 353139

Greiner Bio One, Frickenhausen,
Art.-Nr.: 658175

Sarstedt, Niimbrecht Art.-Nr.: 62559001

Greiner Bio One, Frickenhausen
Art.-Nr.:227261

Kisker Biotech, Steinfurt, Art.-Nr.: GO53BP
Kisker Biotech, Steinfurt, Art.-Nr.: GO52BP
VWR, Darmstadt, Art.-Nr.: 479-1262
Corning, Massachusetts, Art.-Nr.: 4487
Corning, Massachusetts, Art.-Nr.: 4488
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Stripette 25 ml
0,45ul Minisart Filter
HeraSafeKS 18, Sterilbank

Chirurgisches Nahtmaterial, 5-0 PDS II monofil
Chirurgisches Nahtmaterial, 3-0 Prolene monofil
Chirurgisches Nahtmaterial, 4-0 Prolene monofil
Pipettierhelfer Accu Jet pro,

Zentrifuge, Heraeus Sepatech Megafuge 10
Brutschrank, HERA Cell 2401

Zentrifugen Universal 16

Zentrifuge Labofuge 300

Zentrifuge 5804 R

Mini-Zentrifuge

Waage BP 110 S

Wirmebad 1092

Autoklav VX-95

Saugpumpe Laboport

NanoDrop1000

Corning, Massachusetts, Art.-Nr.: 4489
Sartorius, Gottingen, Art.-Nr.: 16555

Thermo Scientific, Braunschweig
Art.-Nr.:51022712

Ethicon, Norderstedt, Art.-Nr.:Z863
Ethicon, Norderstedt, Art.-Nr.:Eh7694H
Ethicon, Norderstedt, Art.-Nr.: Eh7411
BRAND, Wertheim

Thermo Scientific, Braunschweig
Thermo Scientific, Braunschweig
Hettich, Tuttlingen

Thermo Scientific, Brauschweig
Eppendorf, Hamburg

Carl Roth, Karlsruhe

Sartorius, Gottingen

GFL, Hannover

Systec, Wettenberg

KNF Lab, New Jersey

Thermo Scientific, Braunschweig
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2.8 Technische Anlagen

2.8.1 Automatisierte, softwaregesteuerte perfusionsbasierte
Dezellularsierungsanlage

Abb. 1:  Originalaufbau der Dezellularisierungsanlage 2 und Schemazeichnung
Ansicht eines exemplarischen Perfusionskreislaufs der Dezellularisierungsanlage 2 mit vier Perfusions-
gefdBen und der zugehorigen Schemazeichnung wéhrend des laufenden Dezellularisierungsprozesses.
(A) Organ; (B) Perfusionsgefd mit Perfusat; (C) Luftfalle; (D) Schlauchsystem/Verbindungsstiick; (E)
Druckmesser; (F) Kabelverbindung; (G) Rollerpumpe; (H) Messwerterfassung und Steuerung; (I) Note-
book.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte in tofo Dezellularisierung von Rattenherzen wur-
den mit der in Abb. 1 dargestellten institutseigenen Dezellularisierungs- und Langzeitperfusi-
onsanlage vorgenommen. Dabei handelt es sich um eine automatisierte und softwaregesteuerte
Pumpenanlage mit dazugehdrigem Schlauchsystem und Perfusionsgefd3. Einen entsprechen-
den schematischen Aufbau zeigt ebenfalls Abb. 1. Zur Umwilzung der Fliissigkeit und dem
Druckaufbau innerhalb des Systems wurden je 4 Rollerpumpen pro Anlage genutzt. Diese er-
moglichten es, automatisiert und softwaregesteuert, innerhalb eines geschlossenen Kreislaufs
das eingespannte Organ steril zu perfundieren. Gesteuert wurden jeweils vier Pumpen parallel
auf einem Windows XP basierten Notebook mit einer speziell fiir diesen Zweck entwickelten
Software, das entsprechende Softwarekontrollfeld zeigt der Screenshot in Abb. 2. Die Software
wurde in Zusammenarbeit mit der engineo GmbH (engineo GmbH, Ginsheimer Str. 1, D-65462
Gustavsburg, Deutschland, HR GroB3-Gerau: HRB 4502, Geschiftsfiihrer: Dipl.-Ing. Dr. Karl-
heinz PreuB3, USt.-ID-Nr.: DE 813 223 543) bereits fiir frithere Projekte der Arbeitsgruppe ent-

wickelt und fiir diese Arbeit angepasst.
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Druckregelung [Perfusionsanlage Nr. 3 (CKD0Z2)] - Bedienoberfliche
Aktion Ansicht Info

Laufzeit [h] 6798 Messwerterfassung [[UOK T Alame [TT070

Anlagenibersicht T Messwert-Historie T Alarme

|Druckreg|er 1 |Druckreg|er 3

Pv| 98.01([mmHg] PRM Py 98.78|[mmHg] PRM

lsv[ 100 [IG@ REM lsv[ 100 [0O@) REM

[ 081 man | [RDE] [ 120 wian| BT
(Drehzahl P1 | 0.0] [Ufmin] | |Dreheahl P3| 17.2] [Ujmin] |
|Druckreg|er 2 |Druckreg|er L]

Pvv| 97.83([mmHg] PRM Pv| 99.80([mmHg] PRM

lsv[ 100 [0G@ REM lsv[ 100 [0O@) REM

v 093 wan| AT v 090 man | AT
(Dreheshl P2 | 0.0] [Ujmin] | (Drehzahl P4 | 13.8] [Ujmin] |

Abb. 2:  Screenshot des Steuerungssystems und Druckiiberwachung der Perfusionsanlage
Benutzeroberflache der Steuerungs- und Aufzeichnungssoftware. Echtzeitwerte des Soll- und Ist-Perfu-
sionsdruck und der Pumpendrehzahl. Mit der Mdglichkeit zur manuellen und automatisierten Anpassung
und Aufzeichnung des Perfusionsdrucks und der Flussrate iiber die angeschlossenen Rollerpumpen.

2.8.2 Perfusionskammer und Schlauchsystem

Alle Herzen wurden in einem eigens konzipierten Schlauchsystem mit angeschlossenem Per-
fusionsgefdll dezellularisiert. Das Perfusionsgefdll besteht aus einer 250 ml Schott Laborfla-
sche, welche mit einem speziellen Verschluss ausgestattet ist (Abb. 3a: K, I, G, H). Das
Schlauchsystem ist mit Konnektoren zum Durchtritt durch den Gefaf3deckel (Abb. 3a: H) und

einem Ausgleichsventil (Abb. 3a: G) versehen.

Das Ventil ist, um die Sterilitdt zu wahren, mit einem Filter (Abb. 3a: E; Porengréfe 25 pm)
ausgestattet und dient vornehmlich dazu den Austausch des Perfusats zu erleichtern. Das
Schlauchsystem endet im Perfusionsgefall in einem Luer-Lock-Konnektor, welcher sich frei
flotierend im Geféall befindet. An diesen Konnektor wird das zu dezellularisierende Organ an-
geschlossen und die Flasche soweit gefiillt, dass das Organ vollstindig mit Fliissigkeit bedeckt
ist. (Abb. 3a: B) Das Perfusionsgefall verfiigt iber zwei weitere Anschliisse am Boden der
Flasche. An einem Anschluss befindet sich der Ablassschlauch (Abb. 3a: M), der sowohl dem
sterilen Entleeren als auch dem Fiillen der Flasche mithilfe des Befiillungssystems (Abb. 3¢)
dient. Der zweite Anschluss stellt die erneute Verbindung zum Schlauchsystem her, von wel-
chem das Perfusat abgezogen wird, um es erneut in den Kreislauf einzuspeisen. Ein spezieller

Schlauchabschnitt im weiteren Lauf wird bendtigt, um den Schlauch in die Rollerpumpe ein-
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zuspannen, er besteht aus widerstandsfahigem Material, um den erhohten Scherkréften zu wi-
derstehen. (Abb. 3a: J) Um den Druck im System kontinuierlich verfolgen zu kdnnen, ist dem
Perfusionsgefill ein 3-Wege-Hahn mit Verbindungsschlauch zu einem Druckmessgerit vorge-
schaltet. Von hier aus werden die Daten mittels Kabelverbindung zur Messerfassung und weiter
zur Software geleitet. (Abb. 3a: B, C, F) Ein Ablassschlauch zur Spiilung ist ebenfalls vorhan-
den. (Abb. 3a: L) Bevor das Perfusat zur Organperfusion gelangt, wird durch eine Blasenfalle
(Abb. 3a: D) gewihrleistet, dass keine Luft in das GefaBBsystem des Herzens gelangen kann.
Um das gesamte System steril mit Perfusat zu fiillen, wurden jeweils gefiillte 1 L-2 L Schott
Duran Glasflaschen (Abb. 3c: A) im Autoklav sterilisiert und mit einem ebenfalls sterilisierten
Befiillungsverschluss versehen. Dieser besteht aus einem Schraubverschluss, durch den ein
Schlauch gefiihrt wurde (Abb. 3¢: C, D, F) sowie einem Ventil mit Filter (25 um Porengrofe)
(Abb. 3c: E) um den Luftaustausch zu erméglichen. Ein 3-Wege-Hahn (Abb. 3c¢: B) dient der
Verbindung zum Perfusionsgefa3. Mit dieser Vorrichtung war es moglich, die Fliissigkeit steril

in jedes Perfusionsgefdl zu infundieren.

Abb. 3:  Anordnung und Detailansicht des eigens konzipierten Schlauchsystems zur sterilen Befiillung und
Wechsel des Perfusats wihrend des Dezellularisierungsvorgangs
a) Perfusionskammer und Schlauchsystem
(A) Silikonschlauch, Verbindungsstiicke; (B) 3-Wege-Hahn; (C) Kunststoffschlauch; (D) Blasen-/Luft-
falle; (E) Luftfilter (25 um); (F) Druckmessgerit; (G) Verschlusskappe mit Aufnahme fiir den Luftfilter;
(H) Verschlusskappe mit Aufnahme fiir den Perfusionsschlauch; (I) Kunststoffdeckel mit Verbindungs-
stiicken; (J) Schlauch zum Einspannen in die Rollerpumpe; (K) Perfusionsgefdll und Konnektionsstiick
(Luer-Lock) fiir das das Organ; (L) Auslass- und Druckausgleichsschlauch; (M) Ablassschlauch; (N)
Abflussverbindung.
b) Perfusionsgefif} gefiillt, mit konnektiertem und dezellularisiertem Rattenherz
¢) Befiillungssystem
(A) Schott Duran 1 L Flasche; (B) 3-Wege-Hahn; (C) Silikonschlauch auflen; (D) Verschluss mit
Schlauchdurchtritt; (E) Ventil mit Luftfilter; (F) Silikonschlauch innen.
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2.8.3 Disc-System zur in vitro Besiedlung und Biofunktionalisierung

Zur Biofunktionalisierung von ovinen Herzklappensegeln wurde ein eigens angefertigtes Disc-
System verwendet, das urspriinglich fiir die kontrollierte Zellbesiedlung von dezellularisierten
Herzklappen konzipiert worden war. [66] Die in dieser Arbeit verwendete Variante des Disc-
Systems besteht aus 12 nach oben und unten gedffneten Acrylglaszylindern, die mit einem Fiil-
lungsvolumen von ca. 300 ul den Reaktionsraum darstellen und in eine runde Aluminiumdisc
eingelassen sind. (Abb. 4: B) Diese Top-Komponente wird mittels einer vierkantigen Mulde auf
die entsprechende Basis-Disc passend aufgesetzt. (Abb. 4: A) Die Basis-Disc enthélt Ausspa-
rungen, die in Glaspléttchen eingelassen sind, welche als Boden der Reaktionskammer dienen
und diesen abschlieBen, sodass eine kontinuierliche optische Kontrolle der Reaktionskammer
jederzeit moglich ist. Die verwendeten ECM-Proben werden durch die Zylinder auf den Glas-
pléttchen fixiert und eine definierte Reaktionsflache geschaffen. Die Fiillung des Reaktionszy-
linders erfolgt iiber die offene Top-Komponente, diese wird mithilfe der Unterlegscheibe (Abb.
4: D) und Schraube (Abb. 4: C) auf der Basis-Komponente montiert. Der durch die Schraube
und Unterlegscheibe erzeugte Anpressdruck schlieSt das Reaktionsgefal3 fliissigkeitsdicht ab.
(Abb. 4: F)

l‘.l;' v n|!l|, -

Abb. 4: Disc System zur Biofunktionalisierung
Ansicht der einzelnen und zusammengesetzten Komponenten des Disc System wie es zur sterilen Bio-
funktionalisierung von ovinen Pulmonalklappensegeln und den Adhérenzversuchen genutzt wurde.
(A) Bodenplatte aus Aluminium und Glas;
(B) Deckplatte aus Aluminium und Reaktionszylinder aus Kunststoff;
(C) Verschlussschraube aus Aluminium;
(D) Unterlegscheibe aus Aluminium;
(E) Schutzabdeckung aus Kunststoff;
(F) Discsystem Seitenansicht geschlossen;
(G) Discsystem geschlossene Ansicht von oben.
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Um Kontaminationen zu vermeiden, kann ein weiteres Acryl-Aluminium-Modul aufgesetzt
werden, welches die Disc oberfldchlich verschlieBt, jedoch den Gasaustausch z.B. in einem
Zellinkubator nicht behindert. Alle verwendeten Materialien sind vollstdndig und separat mit

einem Dampf-Autoklaven bei 121 °C sterilisierbar.
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3 Methoden

3.1 Spendertiere, Herzentnahme und Praparation

3.1.1  Spendertiere und Praparation der Rattenherzen

Im Rahmen der Dissertation wurde durch den Doktoranden der Fachkundenachweis gemil3 § 9
des Tierschutzgesetzes iiber die Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitédt (Direktor:
PD Dr. med. vet. Martin Sager) erworben. Hierzu wurde der entsprechende 40-stiindige ver-
suchstierkundliche Einfiihrungskurs fiir wissenschaftliche Mitarbeiter, Doktoranden und Stu-

denten erfolgreich absolviert.

Als Spendertiere fiir die in toto Dezellularisierung von Rattenherzen dienten ausschlieBlich ge-
sunde ménnliche Wistar-Ratten mit einem Lebendgewicht zwischen 350 und 450 g. Alle Ver-
suchstiere wurden tiber die Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf be-
zogen. Samtliche Organentnahmen wurden geméfl dem durch das LANUV NRW (Landesamt
fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen, Leibnizstralle 10, 45659
Recklinghausen) genehmigten Organentnahmeantrages (Aktenzeichen A/224/2009) durchge-
fiihrt.

Die vorgenommenen Rattenherzentnahmen fanden im Kleintier Operationssaal im Institut fiir
experimentelle Chirurgie der Klinik fiir Kardiovaskuldre Chirurgie des Universitdtsklinikum
Diisseldorf statt und wurden nach den bereits in der Arbeitsgruppe etablierten Standards durch-
gefiihrt. [38][67] Die verwendeten Ratten wurden zundchst mittels Isofluran narkotisiert und
mittels I[sofluran/O> Gemisch beatmet. Es folgte die Analgosedierung mithilfe von Ketanest 0,4
ml/Xylazin 0,2 ml intraperitoneal. Durch einen senkrechten, abdominellen Schnitt wurden die
Vena cava und die Aorta abdominalis freigelegt und iiber eine Punktion der Vena cava eine
Heparinisierung mit 0,2 ml einer 5000 I.LE/ml Heparin-NaCl-Lésung durchgefiihrt. Nach einer
Verteilungs- und Metabolisierungszeit von 5 Minuten wurde die Ratte unter Narkose durch eine
Inzision der Aorta und Vena cava euthanasiert. Die Explantation des Herzens erfolgte {iber eine

mediane Sternotomie.
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3.1.2 Spendertiere und Praparation der Lammherzen

Fiir die in toto Dezellularisierung der ovinen Herzen wurden die Herzen von 20-25 kg schweren
Lammern verwendet, welche aus einem Schlachthof (Schlachthof Laame, Buchenhofen 26,
42329 Wuppertal) bezogen wurden. Alle verwendeten Herzen wurden direkt nach der fachge-
rechten Schlachtung der Tiere durch den Betrieb Laame mit intaktem Perikard an unser Team

iibergeben.

Noch vor Ort wurde eine erste Spililung der Koronargefaf3e mittels 500 ml Heparin-lonosteril-
Losung (10.000 Einheiten Heparin/L) gemischt mit Streptokinase (10.000 Einheiten Strepto-
kinase/L) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Lammherzen auf Eis gelagert und von Wup-
pertal nach Diisseldorf transportiert, wo die Herzen im Institut fiir experimentelle Chirurgie

prépariert wurden.

Im ersten Schritt wurde der Herzbeutel komplett entfernt und das Herz freigelegt. AnschlieBend
wurde die Aorta und die A. pulmonalis gekiirzt und unter Sicht die Koronarostien der Herz-
kranzgefille sowie der Sinus coronarius aufgesucht und je mit 100 ml Jonosteril-Heparin-Lo-
sung gespiilt. Dazu wurden spezielle Koronarkatheter mit einer ballonierten Spitze in die Ko-
ronarostien eingebracht und befestigt, welche mit ihrem Konus das Ostium abdichten und ein
verlustfreies Einspiilen von Dezellularisierungslosung erlaubten. Falls das Protokoll eine zu-
sitzliche Perfusion des Sinus coronarius vorsah, wurde dies nach derselben Methode mit einem
Retroplegie-Katheter durchgefiihrt. Anschlieend wurde das Herz an der Aorta hingend in eine
Dezellularisiungskammer eingespannt. Die perfusionsbasierte Dezellularisierung erfolgte da-
bei liber antegrade Koronarperfusion und gegebenenfalls iiber retrograde Perfusion des Sinus

coronarius. [68]

3.1.3 Praparation der ovinen Pulmonalklappen

Fiir die Préparation oviner Pulmonalklappen wurden frische Schafsherzen aus einem regionalen
Schlachthof verwendet. Die Préaparation erfolgte mit chirurgischem Besteck. Als Erstes wurde
das Perikard erdffnet und das Herz freigelegt. Der Apex cordis wurde abgetrennt und durch
weitere Schnitte der rechte Ventrikel isoliert. Die gesamte Pulmonalklappe wurde anschlie-
Bend, um die Klappensegel zu schonen, mit angrenzendem Myokard und Ausflusstrakt in toto
reseziert. Besondere Beachtung galt der Unversehrtheit des Anulus fibrosus und der gesamten

Taschenarchitektur, wie beispielhaft anhand Abb. 5 zu sehen ist.
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Abb. 5: Native, ovine Pulmonalklappe nach Priparation
Verschiedene Ansichten der zuvor priparierten ovinen Pulmonalklappe in toto und nach Durchtrennung
der Klappe mit Sicht auf die einzelnen Klappensegel vor der Dezellularisierung.
(A) Ansicht ventral; (B) Ansicht cranial; (C) Ansicht dorsal; (D) Ansicht caudal;
(E) Pulmonalklappe durch Léngsschnitt eréffnet; (F) intakte Pulmonalklappensegel.

3.2 Detergensbasierte Gewebedezellularisierung

3.21 Losungen zur Dezellularisierung von kardialem Gewebe

Zur chemischen Dezellularisierung von Geweben im Bereich des Tissue Engineering werden
Tenside sowie Sduren verwendet. Diese sind zum Teil auch in haushaltsiiblichen Reinigungsmit-
teln zu finden. Detergenzien, die in unterschiedlichen Konzentrationen und Protokollen fiir diese

Arbeit genutzt wurden, werden im Folgenden mit ihren spezifischen Eigenschaften erldutert.

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)

Auch bekannt als Natriumdodecylsulfat ist chemisch ein Monoester der Schwefelsdure und Lau-
rylalkohol, das Hauptanwendungsgebiet besteht als anionisches Tensid in Reinigungsmitteln. In
hoheren Konzentrationen wird es genutzt, um Proteine und Protein-Protein-Verbindungen zu
denaturieren. Unerwiinschte Effekte der Anwendung sind die Zersetzung der ECM-Strukturen.
Als hauptsdchlicher Nachteil des SDS werden die Strukturverdnderung des Kollagens und eine
verminderte Konzentration von GAG innerhalb der ECM beschrieben. [30][69][70]
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Desoxycholsaure (DCA)

DCA ist eine sekundére Gallensédure, die im menschlichen Korper eine wichtige Funktion in-
nerhalb der Fettverdauung hat. Die Anwendung als Detergens, insbesondere als Natriumdes-
oxycholsdure, wahrend der Dezellularisierung basiert wie bei SDS auf der Wirkung als anioni-
sches Tensid. DCA wird im Vergleich zu SDS ein groBerer negativer Effekt auf die Struktur-
beschaffenheit der EZM zugeschrieben. In geeigneter Konzentration und in Kombination mit
SDS wird es aufgrund seiner starken Dezellularisierungseigenschaften erfolgreich in unserer

Arbeitsgruppe eingesetzt. [30]

Natriumazid (NaNs)

Natriumazid gehort zur Stoftklasse der Azide und ist das Natriumsalz der Stickstoffwasserstoft-
sdure. In biologischen und biotechnologischen Anwendungen wird Natriumazid eingesetzt, um
das Wachstum von Mikroorganismen zu verhindern. Die beste antibakterielle Wirkung hat es
dabei im gram-negativen Bereich, jedoch auch einige sporenbildenden gram-positiven Bakte-
rien sind sensibel. Es ist sehr giftig (letale Dosis fiir Menschen > 700 mg) und bewirkt eventuell
eine Storung der Atmungskette auf zelluldrer Ebene, der genaue Wirkmechanismus ist jedoch

noch nicht hinreichend erklérbar. [71][72][73]

Triton-X-100

Triton-X-100 auch bekannt als Octoxinol-9 ist ein Octylphenolethoxylat und ein nichtionisches
Tensid, welches Lipid-Lipid-Verbindungen und Lipid-Protein-Verbindungen aufbricht. Pro-
tein-Protein-Verbindungen werden jedoch nicht angegriffen, was Triton-X-100 zu einem rela-
tiv milden Detergens macht. Da EZM-Proteine von Triton-X-100 weitestgehend in ihrer ur-
spriinglichen und funktionellen Form belassen werden. Die Ergebnisse bei einer alleinigen Be-
handlung mit diesem Tensid zeigen in verschiedenen Studien unterschiedliche Dezellularisie-
rungsgrade abhédngig vom verwendeten Gewebe, sodass unsere Arbeitsgruppe Triton-X-100

zusammen mit anderen Detergenzien einsetzt. [30][67][35]

PBS + Pen-Strep

Phosphatgepufferte Salzlosung (engl: Phosphat Buffered Saline) ist eine Pufferlosung, die es
ermdglicht, eine fiir Zellen nichtschidliche Umgebung zu schaffen. Diese wird durch einen pH-
Wert von ca. 7,4 und einem physiologischen Gehalt an Salzen, welcher den osmotischen Druck
des menschlichen Organismus herstellt, erreicht. In diesem Versuchsaufbau dient der stabile

pH-Wert dem Schutz des verwendeten biologischen Materials und seiner Struktur. Um eine
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moglichst geringe Belastung mit bakteriellen Mikroorganismen in der Perfusionslosung zu ge-
wihrleisten, wird PBS in diesem Protokoll in Kombination mit den Antibiotika Penicillin und
Streptomycin verwendet. Penicillin wirkt dabei vor allem im grampositiven Bereich und Strep-
tomycin deckt als Aminoglykosid hauptsdchlich den gram-negativen, aber auch den gram-po-

sitiven Bereich der Bakterien ab.

3.2.2 Perfusionsbasierte in toto Herzdezellularisierung

Um eine optimale Auswaschung jeglichen zelluldren Materials zu erreichen, wurde ein spezi-
elles, bereits etabliertes Langzeitperfusionsprotokoll genutzt. [38][67] Die Losungen wurden
bei retrogradem Fluss iiber die Aorta mittels koronarer Perfusion in das Herzgewebe einge-
bracht. Im Kleintiermodell wurden dafiir die frisch entnommenen und heparinisierten Herzen
in das Langzeitperfusionssystem mittels Luer-Lock-Verbindung eingeschraubt und in das ste-
rilisierte System integriert. Durch das automatische Dezellularisierungssystem war es moglich,
die koronare Langzeitperfusion unter reproduzierbaren Bedingungen fiir bis zu 8 Herzen gleich-
zeitig durchzufiihren. [74] Die verwendeten ovinen Herzen wurden jeweils einzeln in einer Per-
fusionsanlage dezellularisiert. [68] Das Hauptaugenmerk lag dabei in der Etablierung und Eva-
luation einer GroBherzdezellularisierung, anhand der bereits im Rattenmodell gewonnenen Er-

fahrung mit in foto dezellularisierten Herzen.

Fiir die Rattenherzdezellularisierung wurden unmittelbar nach der Entnahme und Préparation
der Herzen diese unter sterilen Bedingungen und Vermeidung von Blédschenbildung in den
Kreislauf des automatisierten Langzeitperfusionssystems eingespannt. Das gesamte System ist
vollstdndig autoklavierbar und ldsst sich steril {iber einen 3-Wege-Hahn befiillen. Zur Befiillung
der Perfusionskammer mit Dezellularisierungsfliissigkeit wurde eine 2-Liter Vorratsflasche
(Schott Duran) mit einem sterilisierten Schlauchsystem genutzt. Das Perfusionsgefall wurde bis
zur vollstdndigen Bedeckung des Organs mit ca. 120 ml Losung befiillt. Zur Inbetriebnahme
wurde die Kammer wieder verschlossen und der in das System integrierte Drucksensor hinzu-
geschaltet. Dadurch ist das System in der Lage, den softwaregesteuerten Automatikmodus aus-
zufiihren und selbststindig den eingestellten Perfusionsdruck iiber die Flussgeschwindigkeit
aufrechtzuerhalten. Der gewihlte Perfusionsdruck von 77,5 mmHg konnte so bis zur endgiilti-

gen Dezellularisierung gleichbleibend reguliert und mittels Aufzeichnung tiberwacht werden.

Fiir die GroBherzdezellularisierung wurden die ovinen Herzen mit einer dauerhaften direkten
Kanniilierung der Koronarostien mittels Silikonkoronarostienkatheter (Medtronic, Mineapolis,

MN, USA) bestiickt und im Anschluss auf Gefidllleckagen iiberpriift. Bei Bedarf wurden
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kleinere dullere GefdBleckagen durch chirurgische Titan-Clips verschlossen. Das Herz wurde

darauthin mittels chirurgischem Nahtmaterial in einem Perfusatgefdll hdngend positioniert.

Das GroBherzmodell wurde ebenfalls softwaregesteuert und druckkontrolliert mit 100 mmHg
durch das Langzeitperfusionssystem basierend auf SDS und DCA Detergens dezellularisiert.
Im Anschluss an die Detergenzienldsungen erfolgten ein doppelter Spiilungsschritt durch des-
tilliertes Wasser und im Anschluss PBS Losung. Das Perfusat spiilte dabei {iber die Kanniilie-
rung direkt in die Koronarostien und konnte nach Passage des Koronarsystems passiv in das
Perfusatgefall abtropfen. Von dort wurde es erneut durch ein Schlauchsystem mittels Roller-
pumpe in den Kreislauf eingespeist. Dabei enthdlt das Grofitiermodel einige nicht auller Acht
zu lassende Unterschiede zum Kleintiermodell, wie z.B. in der logistischen Bewaltigung der
Mengen an bendtigtem Perfusat. Dabei rangierten je nach Protokoll die Mengen zwischen 5
und 20 L Losung, welche in einmaligem Systemdurchfluss benutzt wurde oder in Riickfithrung

mehrmals das Herzsystem passierte.

3.2.3 Diffusionsbasierte Gewebedezellularisierung

Abb. 6: Verschiedene Ansichten der eréffneten Pulmonalklappe nach der diffusionsbasierten Dezellula-
risierung mit Darstellung der Klappensegel
(A) Ansicht von luminal; (B) AuBenansicht; (C) intakte Pulmonalsegel, Ansicht von kranial; (D) An-
sicht von kaudal.
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Sofort nach Priaparation der ovinen Pulmonalklappen wurden diese gemeinsam in einem mit
Betaisodona gefiillten 2 L-Becherglas fiir 1 h desinfiziert. AnschlieBend wurde jede extrahierte
Pulmonalklappe einzeln in eine 250 ml Glasflasche iiberfiihrt und mit 150 ml PBS/Pen-Strep
aufgefillt. Die Pulmonalklappe wurde vollstindig mit Losung bedeckt und die Flasche darauf-
hin verschlossen und fiir eine Stunde auf einen Schiittler bei 220/min abgestellt. Im néchsten
Schritt wurden Pulmonalklappen unter der Laminar Flow Bench in die néchste Glasflasche be-
fiillt mit 0,5 % SDS, 0,5 % DCA- und 0,05 % NaN3-Ldsung iiberfiihrt. Die Detergenzien wirk-
ten ab diesem Zeitpunkt fiir insgesamt 48 h auf die Zellstruktur der Klappen ein. Ein Wechsel
mit frischer Detergenzienlosung fand alle 12 h unter sterilen Bedingungen statt. Von Wechsel
zu Wechsel der Losung lief3 sich in diesem Stadium eine kontinuierliche Entfarbung des Pra-
parates beobachten, welche eine kontinuierliche Dezellularisierung anzeigte. Das finale Dezel-
lularisierungsergebnis zeigt Abb. 6. Nach insgesamt 48 h fand ein erneuter Wechsel der Klap-
pen in mit 0,05 % NaNj3 befiillte Glasflaschen statt. Die Klappen verblieben weitere 24 h in der
NaN;-Losung zur abschlieBenden biologischen Desinfektion. AnschlieBend wurden die Klap-
pen dreimal fiir jeweils 48 h mit 150 ml PBS/Pen-Strep (1 %) gespiilt. Bis zur Verwendung der
ovinen dezellularisierten Pulmonalklappen® wurden diese in PBS/Pen-Strep (1 %) in 50 ml

Falcon Tubes bei 4 °C gelagert.

3.2.4 Protokolle fiir die in toto Dezellularisierung von Herzen

Die verwendeten Protokolle setzen sich aus einer Reihe von theoretischen Uberlegungen, Lite-
raturrecherche sowie der in zahlreichen Gewebedezellularisierungsversuchen bereits gewonne-
nen Erfahrungen der Arbeitsgruppe zusammen. Dabei sind alle Protokolle detergenzien-ba-
sierte Dezellularisierungsmethoden, die fiir den jeweiligen Zweck angepasst wurden.

[24][30][2][6]

Dezellularisierungsprotokoll Rattenherzen

Das verwendete Protokoll konnte zuvor bereits innerhalb der Arbeitsgruppe etabliert und zur
Perfusionsdezellularisierung erfolgreich eingesetzt werden. Hierunter konnte im Rahmen vor-
heriger Arbeiten ein kontinuierliches, sehr gutes Dezellularisierungsergebnis durch wiederholte
histologische Untersuchungen sichergestellt werden. Im Verlauf und zunehmender Erfahrung
erfolgten kleinere Modifikationen der Detergenzien-Einwirkungszeiten, die in der aktuellen

Version zu einer gleichbleibenden Qualitét bei kiirzerer Perfusionsdauer fiihrten.
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Schritt | Zeit Losung
1. 30 min | PBS+Heparin
2. 12 h SDS+DCA+NaN3
3. 15 min | H,O
4. 15 min | H,O
5. 15 min | H,O
6. 30 min | Triton X 100
7. 12 h PBS + Pen-Strep
8. 12 h PBS + Pen-Strep
9. 12h PBS + Pen-Strep
10. [24h PBS + Pen-Strep
Herzentnahme

Tabelle 1: Dezellularisierungsprotokoll Rattenherz
Zeitliche Abfolge, Dauer und Zusammensetzung der Perfusionslosung

Dezellularisierungsprotokoll ovine Herzen

Das Schafsherz wurde iiber eine direkte Kaniilierung der Koronarostien mit Perfusionslosung

durchspiilt. Dabei wurden je 10 L Detergenzienlosung (0,5 % SDS + 0,5 % DCA) angesetzt

und durchspiilten das Herz in einem kontinuierlichen Kreislauf fiir 2 h. Darauthin schloss sich

ein 30-mintitiger Spiilschritt mit H>O an. Dieser erfolgte in einmaligem Durchfluss durch das

Herz und wurde darauthin abgepumpt. Das Volumen wurde insgesamt groB3ziigig gewéhlt, um

eine Aufsittigung der Perfusionslosung mit Biomasse und dadurch eine potenziell verminderte

Dezellulariserungsleistung zu verhindern. Der gewéhlte Perfusionsdruck entsprach 100 mmHg

und wurde kontinuierlich durch das Softwaresystem iiberwacht und aufgezeichnet. [68]

Perfusionsart | Druck Detergens Protokoll
(mmHg)
Koronare Per- 100 0,5 % SDS + 0,5 % DCA; | 24h (10 L/2 h + 30 min H2O in
fusion H>O Rkf))

Lagerung in PBS + Pen-Strep (1 %)

Tabelle 2: Dezellularisierungsprotokoll der perfusionsbasierten in toto Dezellularisierung von ovinen Herzen
Zeitliche Abfolge, Dauer und Zusammensetzung der Perfusionsldsung
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Dezellularisierungsprotokoll ovine Pulmonalklappen

Schritt | Zeit Losung
1. lh Betaisadona
2. lh PBS + Pen-Strep 2 %

3. 12 h SDS 0.5 %, DCA 0.5 %, NaN3 0.05 % (1)
4, 12h SDS 0.5 %, DCA 0.5 %, NaN3 0.05 % (2)
5. 12 h SDS 0.5 %, DCA 0.5 %, NaN3 0.05 % (3)
6. 12 h SDS 0.5 %, DCA 0.5 %, NaN3 0.05 % (4)
7. 24 h Wasser + NaN3 0.05 %

8. 48 h PBS + Pen-Strep 1 % (1)

0. 48 h PBS + Pen-Strep 1 % (2)

10. |48 h PBS + Pen-Strep 1 % (3)

Lagerung bei PBS + Pen-Strep (1 %)

Tabelle 3: Dezellularisierungsprotokoll der diffusionsbasierten Dezellularisierung oviner Pulmonalklappen
Zeitliche Abfolge, Dauer und Zusammensetzung der Dezellularisierungs- und Spiillésung

Nach Ende des Perfusionsprotokolls und erfolgreicher Dezellularisierung der Pulmonalklappen
wurden die Dezellularisierungsgefdfle unter sterilen Bedingungen gedffnet und die Herzklap-
pen entnommen. Diese wurden anschlieend bis zur Weiterverwendung in mit PBS + Pen-Strep

(1 %) gefiillten 50 ml Falcon Tubes bei 4 °C gelagert.

3.3 Zellkultur

Die gesamten Arbeitsschritte wurden, wenn nicht anders beschrieben unter einer Laminar-
Airflow-Werkbank durchgefiihrt. Folgende Inkubationsparameter des Brutschranks wurden da-

bei benutzt:

Luftfeuchtigkeit 100 %; CO2 5 %; Temperatur 37 %. Verwendet wurden, mit 1 % Gelatine be-
schichtete 225 ccm® Zellkulturflaschen. Als Nihrmedium der Zellen diente spezielles En-
dothelzellmedium der Firma Promo Cell (Heidelberg), im Folgenden als Zellmedium, En-

dothelmedium oder Medium bezeichnet.
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Kultur von Human Umbilical Vein Cells (HUVECS)

Die verwendeten Zellen wurden freundlicherweise vom Institut fiir Transplantationsdiagnostik
und Zelltherapeutika (ITZ) des Universititsklinikums Diisseldorf zur Verfiigung gestellt. Ge-
wonnen werden HUVECs aus dem Endothel menschlicher Nabelschnurvenen, nachdem die
kindliche Nabelschnur in iiblicher Weise bei der Geburt reseziert wurde. Durch die geringen
Kosten und giinstigen Kulturbedingungen eignen sich HUVECs bestens als Standardmodell

funktioneller endothelialer Forschung.

Bestandteil Konzentration
Fetal Calf Serum 0,02 ml/ml
Endothelial Cell Growth Supplement 0,004 ml/ml
Epidermal Growth Factor (Recombinant Human) 0,1 ng/ml
Basic Fibroblast Growth Factor (Recombinant Human) 1 ng/ml
Heparin 90 pg/ml
Hydrocortison 1 pg/ml
Penicillin/Streptomycin 2%
Amphotericin 1 %

Tabelle 4: Zusammensetzung und Bestandteile des verwendeten Endothelzellmediums

Die HUVECs wurden in undifferenziertem Zustand (Passage 3-4) aufgetaut und zusammen mit
25 ml des Endothelzellmediums im Brutschrank inkubiert. Durch tigliche Kontrolle wurde der
optimale Zeitpunkt zum Splitten der Zellen bestimmt und bei ca. 70 % Konfluenz gewdhlt.
Dabei wurden die HUVECs je nach Bedarf und erwiinschter Passage (in der Regel bis maximal
Passage 8) im Verhiltnis 1:3 bzw. 1:2 in neue Kulturflaschen tiberfiihrt. Fiir das Splitten der
Zellen wurde die Kulturflasche zundchst mit erwdarmtem PBS gewaschen und die Zellen an-
schlieBend durch Trypsin-EDTA (Trypsin 0,05 % in 0,53 mM EDTA) unter Mikroskop Kon-
trolle von der Kulturflasche abgelost. [76][77]

3.4 Funktionelle Vaskularisierung dezellularisierter kardialer EZM

Die selektive Rebesiedlung von dezellularisierter myokardialer EZM der Ratte erfolgte mit
HUVECs. Die Funktionalitidt des Endothels wurde anschlieBend durch einen TNF-a-Stimulati-

onstest und immunhistologische Untersuchungen evaluiert.
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3.41 Zellbesiedlung der Rattenherzen

Zur Vorbereitung der koronaren Wiederbesiedlung mit HUVECs wurden die dezellularisierten
Rattenherzen tiber Nacht in High Glucose DMEM-Medium inkubiert. Dies geschah zum Aus-
schluss eventueller mikrobieller Verunreinigungen. Sichtbar wird eine bakterielle Kontamina-
tion durch den Verbrauch des Néahstoffgehalts des Mediums. Das oftmals rasante Wachstum
bakterieller Organismen bewirkt hierdurch einen pH-Wert getriggerten Farbumschlag des Me-
diums und macht die Kontamination indirekt sichtbar. Eine direkte mikroskopische Kontrolle
wurde ebenfalls eingesetzt, um Kontaminationen zu detektieren. Um eine moglichst sterile Um-
gebung innerhalb der Laminar-Flow-Werkbank herzustellen wurde der Arbeitsbereich durch
sterile Abdecktiicher unterteilt. Die sterile Unterlage diente dabei als Besiedlungsbereich, der
restliche Platz innerhalb der Arbeitsbank wurde fiir die Arbeitsschritte, welche die Zellkultur
betrafen, genutzt. Alle Arbeiten im sterilen Gebiet wurden mit sterilen Handschuhen ausgefiihrt,
um mikrobielle Kontaminationen im weiteren Verlauf zu verhindern. Dabei wurden die zur Fiil-
lung benutzten Spritzen am Herzen belassen und verhinderten so das Eindringen von Luft in das
Koronarsystem. (Abb. 7b) Um die Zellen fiir die endotheliale Wiederbesiedlung zu ernten, wur-
den die Zellkulturflaschen mit PBS gewaschen und anschlieend mit Trypsin + EDTA (Trypsin
0.05 % in 0.53 mM EDTA) vom Kulturflaschenboden abgeldst und mittels Zentrifuge (1500
rpm/5 min) pelletiert. Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurde das Pellet in 4 ml warmen Me-
dium resuspendiert und mit einer Neubauerzdhlkammer mittels Tryptanblaufarbung ausgezahilt.
Fiir jedes Herz, welches zur Wiederbesiedlung vorgesehen war, wurden 4,5-5 x 10° Zellen, mit
einer Konzentration im Medium von 1 x 10° Zellen pro ml verwendet. Nach mehrmaligem Re-
suspendieren der frischen Zellsuspension wurde diese zur Injektion aufgezogen und unter Ver-
meidung von Luftblasen mit der Kaniile am Herzens konnektiert. Die Zellbesiedlung erfolgte
anschlieend per Injektion retrograd iiber die Aorta und nutzte die natiirliche Funktion der in-
takten Aortenklappen, um eine gezielte Koronarperfusion mit der Zellsuspension zu erreichen.
Die eigentliche Perfusion wurde manuell mit geringem Druck gesteuert, dabei wurde angestrebt,
einen moglichst langsamen Fluss im Koronarsystem beizubehalten, um die Adhédsion der Zellen

zu fordern und ein moglichst gleichmafBiges Besiedlungsmuster herzustellen (Abb. 7c¢).
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Abb. 7: Re-endotheliale Wiederbesiedlung von dECM-Rattenherzen

a) Ubersicht des chirurgischen Bestecks (A) Titanclips; (B) Clipapplikator; (C) anatomische Pinzette;
(D) 2 mikrochirurgische Pinzetten; (E) Geféf3schere 30°; (F) feine Schere; (G) groBe Schere; (H) mik-
rochirurgischer Nadelhalter.

b) Dezellularisierte Herzen werden mit Endothelmedium vorkonditioniert; ¢) langsame retrograde aor-
tale Zellperfusion mittels einer 5 ml Spritze; d) gut perfundiertes, balloniertes Herzgeriist nach erfolg-
reicher Perfusion; e) Vorbereitung zur Clipapplikation; f) aortaler Verschluss durch Titan-Clip, um ein
Herausfluss der Zellsupension zu vermeiden.

Die Besiedlung wurde beendet, indem manuell mit der Spritze leichter Druck aufgebaut und
die Aorta mittels Titan-Clips verschlossen wurde, sodass das Koronarsystem mit der Zelllosung
gefiillt blieb (Abb. 7d-e) (Abb. 7f). Die {ibrige Aorta samt eingebrachter Kaniile wurde dann
mit einer chirurgischen Schere distal des Clips abgetrennt und entsorgt. Abschlielend wurde
das Herz mit weiterem Medium von auflen gespiilt, um etwaige von aullerhalb anhaftende Zel-
len abzuwaschen und danach in ein 6-Well abgelegt. Das Herz wurde mit 10 ml frischem Me-
dium bedeckt und im Brutschrank weiter inkubiert. Nach diesem Verfahren wurde nacheinan-
der jedes Herz koronar mit ca. 4,5 — 5 x 10° HUVECs besiedelt. Ein ziigiges und fehlerfreies
Arbeiten war dabei von imminenter Bedeutung um den Aufenthalt in schadlicher, néhrstoffar-
mer Umgebung und die unphysiologische Temperaturdifferenz fiir menschliche Zellen zeitlich

so gering wie moglich zu halten.
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3.4.2 Praparation des Tissue Flap

Die Priparation des ,,Coronary Artery
Tissue Flap Model*“ (Abb. 8) war be-
reits eine von der Arbeitsgruppe Aubin
et al. etablierte Methode und wurde
dementsprechend anhand der etablier-

ten Protokolle durchgefiihrt. [38]

Unter sterilen Bedingungen der Zell-
kulturarbeitsbank wurden die am Tag
zuvor koronar mit HUVECs besiedel-

ten Herzen, einzeln aus dem umgeben-

den Medium entfernt, um die weiter-
gehende Préiparation zum Tissue Flap Abb. 8: Skizze des ,,Coronary Artery Tissue Flap Model”

. aus ,,A novel native derived artery tissue flap mo-
durchzufiihren. del” Aubin et al. (2013)

Im ersten Schritt wurde nach kurzer anatomischer Orientierung der Apex des dezellularisierten
Rattenherzen mit einer Schere entfernt und in einem mit Ndhrmedium gefiillten 50 ml Falcon
Tubes fur die weitere Analytik kurzzeitig verwahrt. Mittels feiner mikrochirurgischer Pinzette
wurde nun der linke und rechte Ventrikel der filigranen extrazelluldren Matrix zur Orientierung
sondiert. Durch mehrere Schnitte wurde das Herzseptum entfernt, sodass, wie anhand Abb. 9 e-
f erkennbar ist, der rechte und linke Ventrikel voneinander getrennt wurden. Durch das Her-
austrennen des Septums hatten nun der rechte Ventrikel und der linke Ventrikel eine nahezu
quadratische Struktur und waren nur noch iiber die rechte und die linke Koronararterie mit der
Aorta verbunden. Das durch die Préaparation so entstandene ,,Coronary Arterty Tissue Flap Mo-
del*“ ermdglichte eine selektive Perfusion des linken und rechten Ventrikels iiber die entspre-
chende Koronararterie. Um eine weitere Kultivierung der Zellen innerhalb der Tissue Flaps zu
ermdglichen, wurden die Tissue Flaps an der Aorta in 6-Well-Kammern aufgehingt, sodass die
Tissue Flaps frei im Medium schweben konnten. Pro Well und Tissue Flap wurde ca. 12 ml
vorgewdrmtes Endothelzellmedium eingefiillt und die Lénge der Authédngung so angepasst,
dass das Organ frei schwebte und von allen Seiten gleichermallen von Medium umspiilt wurde.
Die aus dezellularisierten Rattenherzen hergestellten Tissue Flaps wurden nach der Praparation
wieder im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO- bis zur weiteren Nutzung inkubiert. Die weitere
Inkubation betrug bei Verwendung zur molekulargenetischen Auswertung einen Tag und fiir

die Verwendung als histologisches Préparat fiinf Tage. [38]
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Abb. 9:  AO (Aorta), LV (Linker Ventrikel), RV (Rechter Ventrikel), AP (Apex), S (Septum);
(A) dezellularisiertes Rattenherz mit beschrifteten anatomischen Strukturen (B) abgetrennter Apex; (C)
Nach ventraler Inzision der Wand des RV, RV aufgeklappt; (D) nach Inzision der Wand des LV, LV
aufgeklappt, Septum sichtbar; (E) erneute Inzisionen bds. des Septums; (F) fertiger Flap, nach Abtren-
nen des Septums, RV und LV aufgeklappt sichtbar.

3.4.3 Mikroskopische Kontrolle der Besiedlung

Um eine erfolgreiche Wiederbesiedlung mit HUVECc nachzuweisen, erfolgte im direkten An-
schluss an die Préparation des Tissue Flaps eine mikroskopische Begutachtung (DM 2000
Durchlichtmikroskop, Leica Microsystems, Wetzlar). Die zuvor entfernten Apex- und des Sep-
tumanteile des Herzens wurden hierbei mit Calceinfarbstoff in PBS fiir 15-30 min geférbt und
anschlieend mikroskopisch untersucht. Da es sich um eine Lebendfarbung handelt, wurde der
Farbstoff in das Cytoplasma der Zellen aufgenommen und von vitalen Zellen in die fluoreszie-
rende Form umgewandelt. Eine erfolgreiche Besiedlung der Koronargefdf3e des Apex und Sep-

tums mit vitalen Zellen konnte somit durch Fluoreszenz nachgewiesen werden.

3.4.4 TNF-a-Stimulation der HUVECs

Tumor Nekrose Factor-alpha, ein Zytokin, das auf eine Vielzahl von Zellaktivitdten Einfluss
auslibt, wurde aufgrund der zahlreichen, fiir das Endothel wirksamen Eigenschaften ausgewihlt

um anhand der Wirkung auf die endotheliale Genexpression die Funktion der koronar wieder-
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besiedelten HUVECs zu evaluieren. Dafiir wurden entsprechende fiir die Endothelfunktion spe-
zifische Zielgene ausgewihlt und die Genexpression nach der Anregung durch TNF-« mittels

Real-Time-PCR-Methode untersucht.

Dafiir wurde ein zweizeitiges Vorgehen gewéhlt und zunidchst eine TNF-a-Stimulation der
HUVECs unter reinen Zellkulturbedingungen durchgefiihrt. In einem weiteren Versuch erfolgte
die TNF-a-Stimulation der Zellen nach der koronaren Wiederbesiedlung im Rattenmodell. [ 78]

[79]

3.4.4.1 Stimulation der HUVECs in Zellkultur

Fiir die Stimulationsgruppe wurde das verwendete Endothelzellmedium mit einer Konzentra-
tion von 10 ng TNF-a/ml Medium angereichert und ca. 10° Zellen gleichmiaBig auf ein 6-Well
verteilt. Bei einer angestrebten Zellzahl von 180 000 Zellen (90000 Zellen/ml) ergab sich ein
gleichmifiger das 6-Well ausfiillender Zellrasen. Diese wurden fiir 6 h bei den iiblichen Be-
dingungen (37 °C, 5 % CO,) inkubiert. Die Kontrollgruppe wurde ebenfalls fiir 6 h inkubiert,
jedoch ohne den Zusatz des Zytokins. Nach Ablauf der 6 h Inkubation wurden sowohl die sti-
mulierten, als auch die nicht-stimulierten Zellen mit PBS gewaschen, mit Trypsin-EDTA
(Trypsin 0.05 % in 0.53 mM EDTA) abgelost und in iiblicher Methode in Einfriermedium,
unmittelbar und einzeln in speziellen Cryovials mit Stickstoff cryokonserviert und bis zur wei-

teren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.4.4.2 Stimulation der HUVECs im Tissue Flap-Modell

Die Besiedlung der Tissue Flaps erfolgte hierbei wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben mit ca. 10 °
HUVECs. Fiir die Stimulationsgruppe im 7issue Flap-Modell wurde das verwendete Endothel-
zellmedium mit einer Konzentration von 10 ng 7NF-a/ml Medium angereichert und die 7issue
Flaps in 6-Wells fiir 6 h bei den iiblichen Bedingungen (37 °C, 5 % CO>) inkubiert. Die Kon-
trollgruppe wurde ebenfalls fiir 6 h inkubiert, jedoch ohne den Zusatz des Zytokins. Nach Ab-
lauf der 6 h Inkubation wurden sowohl die stimulierten als auch die nicht-stimulierten Préparate
unmittelbar und einzeln in speziellen Cryovials mit Stickstoff cryokonserviert und bis zur wei-

teren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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3.4.5 Molekulargenetische Auswertung

3.4.51 RNA-Isolation

Fiir die RNA-Isolierung des Tissue-Flap-Modells wurde das RNEasy Kit von Qiagen (Qiagen,
Hilden) genutzt. Die Prozedur erfolgte unter Berilicksichtigung der Herstellerangaben. Um die
molekulargenetische Auswertung des Tissue-Flap-Modells durchzufiihren, wurde der cryokon-
servierte Flap mit 600 ul RLT-Puffer benetzt und der Inhalt gemorsert. Durch mehrfaches Mor-
sern des Flaps soll sichergestellt werden, dass moglichst viele zelluldre Bestandteile von der
Matrix gelost werden und in die Fliissigkeit zur Extraktion ibergehen. Danach wurde strikt nach
Protokoll des RNEasy Kit vorgegangen. Nach erfolgreicher RNA-Gewinnung wurde so 30 pl
RNA-haltiges Eluat zur weiteren Analyse gewonnen, welches bei -80 °C gelagert wurde. [80]

3.4.5.2 Quantitat und Qualitat der RNA

Die aus den koronar re-besiedelten Tissue Flaps gewonnene RNA wurde zunichst durch eine
NanoDrop-Messung (NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific, Braunschweig) hinsichtlich
RNA Konzentration und ribosomalen Quotienten orientierend untersucht. AnschlieBend wurde
ein NanoChip-Test (Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent, St. Clara, CA, USA) durch das Biolo-
gisch-Medizinische Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf durchge-
fithrt und in Bezug auf Reinheit und Konzentration ausgewertet. Die Auswertung beinhaltete
RNA-Konzentration, RNA-Gesamtgehalt und durch die Zusammenfassung mehrerer RNA-
Charakteristika wurde ein sogenannter RIN-Wert (RNA Integrety Number) ermittelt. Der RIN-
Wert ermdglichte die objektive Vergleichbarkeit verschiedener RNA-Proben beziiglich der
RNA-Qualitat. [81]

3.4.5.3 Umschreibung cDNA

Die Umschreibung der RNA in ¢cDNA fiir die Real-Time PCR wurde mit dem QuantiTect®
Reverse Transcription Kit von Qiagen durchgefiihrt. Simtliche Schritte erfolgten streng nach
Herstellerprotokoll. Die bendtigten Reagenzien wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und da-
nach wihrend des Umschreibevorgangs auf Eis gelagert. Die einzelnen Umschreibungsschritte,
mit den fiir den Reaktionsprozess benotigten Temperaturen und Reaktionszeiten, wurden mit-
hilfe eines Biometra T3000 Thermocyclers (Biometra, Gottingen) nach vollautomatischem Pro-

gramm durchgefiihrt und entsprechen dem Herstellerprotokoll.
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3.45.4 Real-Time qPCR

Reagenz Menge
Cyanin-Farbstoff BRYT Green™ 10 pl
H>O 7,4 ul
cDNA 2 ul
Primer (5" zu 3") 0,3 ul
Primer (3’'zu5") 0,3 ul

Tabelle 5: Verwendeter Probenansatz und Zusammensetzung zur Real-Time qPCR

Bei dem zur Durchfiihrung der Amplifikation und Signaldetektion bendtigten Thermocycler
handelt es sich um ein StepOnePlus™ Real-Time PCR System von Applied Biosystems (Life
Technologies, Darmstadt), welches zusammen mit dem GoTag® gPCR Master Mix (Promega,

Mannheim) fiir die Versuche verwendet wurde. Den Inhalt des Probenansatzes zeigt Tabelle 5.

Die Erstellung des generierten Datensatz erfolgte unter Berilicksichtigung der MIQE-Guidelines
und die Auswertung anhand der Livak-Methode (AACt-Methode) [82] [83]

Folgende Zielgene wurden anhand der spezifischen Expression in endothelialen Zellen ausge-

wihlt und ausgewertet:

3.4.5.5 Antiinflammatorische Gene

ICAM-1

Als Protein wird ICAM-1 in menschlichen Endothelzellen sowie Leukozyten als Transmemb-
ranprotein dauerhaft, ausgehend vom ICAM-1-Gen, produziert. Als Hauptaufgabe von ICAM-
1 gilt vornehmlich die Stabilisierung von Zell-Zell-Verbindungen, als auch die Rolle als Bin-
dungsstelle fiir Liganden auf der Oberfliche von Leukozyten, die nach Aktivierung durch I-
CAM-1 durch das Endothel migrieren konnen. Induziert wird das Gen durch die Zytokine IL-
1 und TNF-c. [84][85]

VCAM-1

Dieses Gen wird ebenfalls in Endothelzellen des GetfaBBsystems exprimiert. Jedoch wird dafiir
die Stimulation durch Zytokine benétigt. Eine Hochregulation des Gens, die zu einer vermehr-

ten spezifischen Zelloberflichenproteinsynthese flihrt, kann durch Stimulation mit IL-1 oder
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T'NF- o bewirkt werden. Das exprimierte Protein vermittelt in seiner Hauptfunktion die Adhé-

sion von Immunzellen, wie Lymphozyten, Monozyten, Basophilen und Eosinophilen an En-

dothelzellen der Geféale. [78][86]

E-Selectin

Als weiteres inflammatorisch bedeutungsvolles Protein wird E-Selectin, exprimiert vom SELE-
Gen, ebenfalls in Endothelzellen produziert und dient unter anderem als Adhésionsmolekiil fiir
Monozyten, neutrophile, basophile und eosinophile Leukozyten sowie NK-Zellen und T-Ge-
déachtnis-Zellen. Die Aktivierung und Hochregulation des SELE-Gens geschieht zum Beispiel
iiber Shearstress der GefdBwand und als Teil einer Kaskade tiber das verwandte Protein P-
Selectin, welches selbst durch TNF-«, IL-1 oder LPS stark angeregt wird. P-Selectin wird dabei
von den Endothelzellen stindig vorgehalten und in den sogenannten Weibel-Palade-Kdorper-
chen gespeichert. E-Selectin hingegen wird nach Stimulierung ad hoc produziert und auf der

Zelloberflache exprimiert. [87]

3.45.6 Antithrombogene Gene

Tissue Factor

Auch Thromboplastin, auch Faktor III genannt, ist ein Protein der extrinsischen oder exogenen
Gerinnungskaskade und wird dauerhaft in subendothelialen Zellen exprimiert. Nach vorausge-
gangener Stimulation durch TNF-« erfahrt das Gen eine Hochregulation und wird dann auch
von Endothelzellen produziert. Tissue Factor wird nach Gewebsverletzungen freigesetzt und
bildet dann einen Komplex mit Faktor VIla, dieser Komplex aktiviert Faktor IX und katalysiert
die Konversion von Faktor X zur aktiven Form Faktor Xa. Dieser Vorgang wird als extrinsische
oder exogener Pfad der Blutgerinnung benannt. Weiterhin spielt es eine Rolle in der Angioge-

nese und Apoptose. [79]

Thrombomodulin (THBD)

THBD wird als weiteres Oberflachenprotein auf Endothelzellen dauerhaft exprimiert und dient
als Bindungsstelle des zirkulierenden Thrombins im Blut. Auch Monozyten und Mesothelzel-
len sowie dendritische Zellen exprimieren THBD. Durch die Bindung mit Thrombin wird des-
sen Gerinnungsaktivitit gehemmt und gleichzeitig die Aktivierung von Protein C durch Throm-

bin gesteigert, sodass THBD eine antikoagulatorische Wirkung innehat. Eine Stimulation mit
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inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a oder IL-1 flihrt zu einer Abnahme der THBD-Ex-

pression auf zelluldrer Ebene. [88]

Eine vollstindige Liste der verwendeten Zielgene und die dazugehorigen Primer findet sich in

Tabelle 6.

Zielgen Sequence (52 37) Linge
Forward Primer: CTGCACCACCAACTGCTTAG
GAPDH homo 20 bp
Reverse Primer: ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT
Forward Primer: GGCTGGAGCTGTTTGAGAAC | 20Dbp
ICAM-1 homo
Reverse Primer: TGCGTGTCCACCTCTAGGA 19 bp
Forward Primer: CCAAACCCGTCAATCAAGTC
F3 Tissue Factor ) 20 bp
Reverse Primer: ACAATCTCGTCGGTGAGGTC
E-Selectin (SELE) Forward Primer: ATCCAAAAGGCTCCAATGTG 20 bp
homo Reverse Primer: GGACAGCATCGCATCTCAC 10 bp
Thrombomodulin Forward Primer: TCACAAACCATGCAAATGCT 50h
homo (THBD) Reverse Primer: CCACCACCAGACAACACAAG P
Forward Primer. AAGATGGTCGTGATCCTTGG
VCAM-1 homo 20 bp
Reverse Primer: TAGATTCTGGGGTGGTCTCG

Tabelle 6: Vollstindige Liste der Zielgene und den zugehorigen Basenfolgen der verwendeten Primer

3.5 Oberflachenfunktionalisierung oviner kardialer dECM

3.5.1 Oberflachenfunktionalisierung mittels bioaktiver Peptide

In dieser Arbeit wurden in einer Kooperation mit dem Departement of Material Science and
Metallurgical Engineering der Universitat Politecnica de Catalunya in Barcelona, Spanien,
anhand einer in vitro Studie die Zelladhidrenz von humanen Endothelzellen an biofunktionali-
sierten, dezellularisierten ovinen Pulmonalklappensegeln untersucht. Die Kooperationsarbeits-
gruppe um Mas-Moruno et al. hat bereits erfolgreich Metalle mittels eigens entwickelten Pep-
tidkombinationen sog. short adhesive binding proteins funktionalisiert und stellte die hier ver-

wendeten bioaktiven Peptide fiir die in vitro Studie zu Verfiigung. [89][90]
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3.5.2 Peptidaufbau und Funktion

Bei den einzelnen Peptiden handelt es sich um Kombinationen aus einem Anker (4Anchor), ei-
nem Platzhalter (Spacer) und einer bioaktiven Sequenz (Bioactive Sequence). (Abb. 10) Der
Anchor dient namensgebend der Verankerung des Peptides in der EZM und besteht aus Mer-
captopropionic Acid. [89][91] Als Spacer wird der Teil des Peptides beschrieben, der als Ab-
standshalter zwischen zu funktionalisierendem Material und bioaktiver Sequenz fungiert. Die
Funktion des Spacer besteht darin, der bioaktiven Sequenz den bendtigten Raum fiir die Inter-
aktion mit dem gewtinschten Liganden zu ermdglichen und ist daher essenziell fiir die Funktion
des gesamten Peptides. Die Spacer-Einheiten der in diesem Versuch verwendeten Peptide be-
stehen aus Aminohexanoic Acid. [89][91] Die Bioactive Sequence als wichtigster Bestandteil,

vermittelt die gewiinschte Eigenschaft des Peptides. [89][91]

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Peptide mit je unterschiedlichen bioaktiven Sequen-
zen verwendet. Allen ist jedoch gemein, dass sie mit ihren Eigenschaften auf eine bessere und

schnellere Zelladhidrenz auf dezellularisierten Geweben hinzielen.

H\/\/\)OL H\/\/\ji N 3 N i g
HS N N N N OH
N N N N
\W H/\/\/\g/ N N N
(o] o
NH OH
ANCHOR SPACER
HN”"NH,
ACTIVE SEQUENCE

Abb. 10: Peptidaufbau Schema
Darstellung der einzelnen Abschnitte eines beispielhaften zur Biofunktionalisierung genutzten Peptid
mit Anker (4Anchor) auf EZM Seite und Platzhalter (Spacer) zur bioaktiven Sequenz (Active Sequence)
zur Interaktion mit den Zielzellen aus ,, Biofunctionalization strategies on tantalum-based materials for
osseointegrative applications *.
Carlos Mas-Moruno et al. (2015)

Im Folgenden soll auf die einzelnen verwendeten Peptide und insbesondere auf die fiir die Aus-

wabhl des Peptides charakterisierenden Motive eingegangen werden:

Peptid RGD (CM-02)

Die bioaktive Sequenz dieses Peptides besteht aus dem sogenannten RGD-Motif, ein Tripeptid
bestehend aus Arginin-Glycin-Asparagin (Abb. 11) Das RGD-Motif vermittelt iiber die ver-
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mehrte Bindung an Integrinrezeptoren eine unspezifische, nicht selektive Zelladhésion, vor al-
lem jedoch an Endothelzellen und Thrombozyten. Zahlreiche EZM Proteine, unter anderem

Fibronectin, Fibrinogen, Vitronectin und Osteopontin enthalten diese Sequenz. [89][91]-[94]

Peptid REDV (CM-07)

Dieses Peptid enthilt als aktive Einheit die REDV-Sequenz mit der Aminosdurenfolge Arg-
Glu-Asp-Val und ist aus dem EZM Protein Fibronectin abgeleitet (Abb. 11). Es zielt speziell
auf Integrine mit den Untereinheiten o047 und a4B1 ab. Die genannten Zellintegrine finden
sich vornehmlich auf Endothelzelloberflichen, was eine gewisse Spezifitit dieses Peptides ge-

geniiber Endothelzellen postuliert. [95][96]

Peptid YIGSR (CM-09)

Ein weiteres Zelladhdsionsmotiv findet sich in diesem Peptid und wurde aus dem in allen Ba-
salmembranen in unterschiedlicher Zusammensetzung vorkommenden Lamininen abgeleitet.
Es handelt sich dabei um das YIGSR-Motif, welches aus der Aminosdurenkombination Tyr-
Ile-Gly-Ser-Arg besteht (Abb. 11). YIGSR zeigte in der Vergangenheit eine Steigerung der
Endothelialisierung auf verschiedenen Oberflachen bei einer anzunehmenden Selektivitét fiir

Endothelzellen vor allem gegeniiber Thrombozyten. [93][97]
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ECM-binding Sites and Spacer Bioactive Sequence

Abb. 11: Molekularer Aufbau der verwendeten synthetischen Peptide
Spezifischer Aufbau der einzelnen verwendeten Peptide mit je gleicher Architektur des EZM Anker-
und Spacer-Struktur (blau) und Darstellung des jeweiligen molekularen Aufbaus der bioaktiven Se-
quenz (griin)  aus ,,Customized interface biofunctionalization of decellularized extracellular matrix:
towards enhanced endothelialization *.
Aubin et al. (2016)
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Peptidkombinationen

Um eventuelle synergistische Effekte, durch eine Kombination einzelner Peptide zu evaluieren

wurden auch Peptidkombinationen in diesen Versuchsaufbau integriert.

Die Kombination RGD + REDV und YIGSR + REDV waren deshalb zusitzlich Bestandteil

zur Untersuchung der einzelnen Peptide dieser Studie.

Fluoreszenzmarkierte Peptide

Durch die Kopplung der Peptide mit dem fluoreszierenden Farbstoff Carboxyfluorescin, kon-
nen diese mittels eines Fluoreszensmikroskop visualisiert werden. Hierdurch konnte die An-
haftung der Peptide an die EZM visualisiert und nachgewiesen werden. Dafiir wurden dezellu-
larisierte Pulmonalsegel sowohl mit fluoreszierenden Peptiden als auch mit nichtfluoreszieren-

den Peptiden beschichtet.

3.5.3 Praparation der Klappensegel

Abb. 12: Ovine Pulmonalklappensegelpriparation
(A) Préparation des dezellularisierten, ovinen Klappensegels durch Abtrennen der Segelbasis, Ansicht
von ventral; (B) Ansicht von kaudal; (C) herausgetrenntes Klappensegel, Ansicht von ventral; (D) An-
sicht von dorsal.

Die im vorangegangenen Schritt dezellularisierten, ovinen Pulmonalklappen wurden nun in ei-
nem weiteren Arbeitsschritt erneut prépariert, da einzig die Pulmonalklappensegel bendtigt

wurden. Entnommen wurden die Segel immer unmittelbar vor der weiteren Verarbeitung. Die
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Préaparation fand unter sterilen Bedingungen unterhalb der Laminar-Flow-Werkbank statt, es
wurde ausschlieBlich autoklaviertes chirurgisches Besteck verwendet. Zunédchst wurde von der
Lungenarterienseite aus, mit einer chirurgischen Schere, ein Schnitt durch die Klappenebene
vollfiihrt. Die Ringstruktur der Klappe war dadurch aufgehoben und es bot sich eine bandartige
Struktur, welche die einzelnen Segel der Klappe in einer Ebene zugénglich machte. (Abb. 12)

Mittels chirurgischer Pinzetten und Schere wurde jedes einzelne Segel entlang des Ubergangs
von Endokard zu Myokard vorsichtig abgesetzt (Abb. 12 a-b) Die jeweils 3 Segel einer Klappe
wurden mit der vom Herzen wegweisenden, nichtventrikuldren Seite nach oben in bereitste-
hende 6-Wells {iiberfiihrt. Aufgrund der weniger aufgerauten Oberfliche war die herzferne
Seite, die Seite der Wahl, um im Verlauf des Versuchsaufbaus eine bessere und einfachere
Zelladhidsion zu gewihrleisten. Um die empfindlichen Strukturen vor der Austrocknung zu be-

wahren, wurden die einzelnen Wells mit ca. 1-2 ml sterilem Zellkultur PBS gefiillt.

3.5.4 Peptidbeschichtung der Klappensegel durch das Disc-System

Die zuvor in Einzelteilen im Autoklav sterilisierten Discs werden unter der Laminar-Flow-
Werkbank im sterilen Arbeitsbereich aufgebaut. Jede Disc besteht aus insgesamt 12 zylindri-
schen Kammern, von denen jeweils 3 Kammern benutzt wurden, um ein dezellularisiertes Segel
einzuspannen. Jeweils ein Segel wurde mit der ventrikuldren Seite nach unten auf das glédserne
Unterteil einer Kammer platziert. Das Unter- und Oberteil des Disc-Systems wurde mithilfe
eines Gewindes festgezogen. Abschlieend wurden 300 pl steriles PBS, welches der Fiillungs-
kapazitit eines Zylinders entspricht, in die mit Klappensegeln versehenen Kammern gefiillt und
anschlieend fiir 1 h bei 37 °C im Brutschrank gelagert, um die Dichtigkeit zu tiberpriifen. Ha-
ben sich Leckagen gezeigt, wurden diese durch erneute Adjustierung der Segel behoben und
erneut auf Dichtigkeit tiberpriift. Gab es keinerlei Abfall im Fliissigkeitsspiegel, konnte mit der
Peptidbeschichtung begonnen werden. Die Peptide wurden durch die Arbeitsgruppe um Mas-
Moruno et al. in Barcelona hergestellt und als Pulver zur Weiterverarbeitung gelagert. Um eine
2 mM Peptidlosung herzustellen, wurde das Peptidpulver anhand des spezifischen molekularen
Gewichts mit der addquaten Menge an PBS gelost. Die Losung wurde auf 100 pl Aliguots ver-
teilt und bei -20 °C gelagert. Fiir die Beschichtung wurde eine Peptidkonzentration von 100 uM
gewahlt und die Aliquots entsprechend weiter verdiinnt. Im Falle der benutzten Peptidkombi-
nationen wurde jeweils 50 ul des unverdiinnten Peptides (c =2 mM) mit 50 ul des Kombinati-
onspartners zusammengefiihrt, via Vortex gemischt und anschlieBend auf die gewiinschte Kon-
zentration von 100 uM verdiinnt. Jede Versuchskammer mit dem darin befindlichen Klappen-

segel wurde mit 300 ul Peptidlosung befiillt und das Disc-System darauthin steril verpackt.
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Uber Nacht konnte die Peptidlosung bei Raumtemperatur und Raumluft auf die dECM einwir-
ken. Durch die Bewegung eines Taumelschiittlers wurde eine gleichméfBige Funktionalisierung

der Segel gewéhrleistet. [66]

3.5.5 Versuchsgruppen

Peptid/Kombination | RGD | REDV | YIGSR| RGD/REDYV | YIGSR/REDYV | Kein Peptid

Zeit 1 Stunde/4 Stunden

Konzentration Cpeptia= 100 mMol

Tabelle 7: Ubersicht iiber den Versuchsaufbau und die Versuchsgruppen

3.5.6 Besiedlung mit HUVECs

Zunichst wurde eine sterile Arbeitsfliche mithilfe von sterilen Abdecktiichern unter der La-
minar-Flow-Werkbank geschaffen. Die zur Verwendung fiir diesen Versuch kultivierten
HUVECs wurden, wie im Zellkulturteil bereits beschrieben, geerntet, ausgezihlt und auf eine
Konzentration von 3 x 10° Zellen/ml verdiinnt. Dieser Wert entspricht, nach anhand von Vor-
versuchen ermittelten Daten, einem Besiedlungsgrad der Matrix von optischen 70-80 %. Ver-
besserungen oder Verschlechterungen der Besiedlungsdichte durch die Beschichtung mit den

verschiedenen Peptiden, kdnnen bei diesem Besiedlungsgrad optimal festgestellt werden.

Die folgenden Schritte wurden bei jedem der drei zu besiedelnden Disc-Systeme pro Versuch
analog durchgefiihrt und folgend mit dem jeweils nidchsten Schritt begonnen. Die sorgfiltig
beschrifteten Discs wurden unter der Laminar-Flow-Werkbank gedffnet und der Fliissigkeits-
spiegel der Peptidlosung erneut kontrolliert, ein Verlust von 10-20 % wurde toleriert. Mithilfe
des Zellkultur-Saugers wurde der Fliissigkeitsspiegel abgesaugt. Durch besonders umsichtiges
Saugen am Rand der Zylinder wurde die empfindliche, peptidbeschichtete Organmatrix ge-
schont. Jeweils 300 pl steriles Zellkultur PBS diente dazu, jeden Zylinder dreimalig auszuspii-

len, um damit freie Peptidreste aus dem Versuchsaufbau zu entfernen.

Im Anschluss wurde pro Zylinder 300 pl Zellsuspension mit einer Konzentration von 300 000
Zellen/ml eingefiillt. Um einen Gasaustausch zu ermoglichen, wurde die Disc mit einem Ab-
standshalter zwischen der unteren Einheit und dem Deckel des Systems nicht ginzlich ver-
schlossen. AnschlieBend wurde das System direkt fiir die gewiinschte Zeit in den Zellkultur-
schrank verbracht. In der ersten Versuchsreihe wurde die Zellsuspension fiir 1 h im Inkubator
bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert, die zweite Versuchsreihe sah eine Inkubationszeit von 4 h

bei sonst gleichen Bedingungen vor.



Methoden 46

Nach Ablauf der Besiedlungszeit wurden die Discs einzeln und in der Reihenfolge der Besied-
lung aus dem Inkubator zur weiteren Verwendung in die Laminar Flow-Werkbank {iberfiihrt.
Nach der Zellsuspensionsinkubationszeit waren im weiteren Verlauf alle folgenden Schritte fiir
jede Versuchsgruppe identisch. Die Zellsuspension wurde abgesaugt und der Versuchsraum des
Zylinders dreimal mit Zellkultur PBS ,,gewaschen. Dadurch wurde sichergestellt, dass alle

nicht-adhdrente Zellen ausgewaschen wurden.

Um die adhdrenten und funktionstiichtigen Zellen auszumachen, wurde nun eine Lebendfar-
bung mittels Calceinfarbstoff durchgefiihrt. Ein Endothelzellmedium-Farbstoffgemisch wurde
dazu mit einer Konzentration von 2 pl Calceinfarbstoff pro Milliliter Medium hergestellt und
auf 37 °C aufgewirmt. Da der verwendete Farbstoff lichtempfindlich ist, wurden die folgenden
Schritte bei Ddmmerlicht und ausgeschaltetem Raumlicht durchgefiihrt. Zylinder fiir Zylinder
und Disc fiir Disc wurden erneut in Reihenfolge der Besiedlung mit 300 pl Farbstoff/Medium
vorsichtig per Pipette befiillt und fiir weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Discs wurden ab

diesem Schritt mithilfe von mehreren Lagen Aluminiumfolie abgedunkelt.

Nach Ablauf der 30 min, in denen der Farbstoff von vitalen HUVECs in das Cytoplasma auf-
genommen wurde, erfolgte eine erneute Uberfithrung in die Laminar-Flow-Werkbank und eine
anschlieende dreimalige PBS-,,Waschung® der Kammern. Direkt im Anschluss an den PBS
Waschschritt wurde nun eine Konservierung des status quo via 2 % Formalin in PBS durchge-
fiihrt. Das Formalin bewirkt eine Quervernetzung der Zellstrukturen an der EZM und ein post-
mortales Ablosen der Zellen wird verhindert. Dadurch war es mdoglich, alle zeitkritischen Pro-
zesse ,,einzufrieren um eine spétere Vergleichbarkeit der durch Mikroskopautnahmen erziel-
ten Ergebnisse sicherzustellen. Um eine erhdhte Eigenfluoreszens der Matrix in Verbindung
mit Formalin moglichst gering zu halten, durfte die Einwirkungszeit 8-10 min nicht iiberschrei-
ten. Nach Applikation von 2 % Formalin/PBS wurden die Disc-Systeme bei Raumtemperatur
in der Laminar-Flow-Werkbank belassen und nach Ablauf der Zeit und unter Beriicksichtigung
der richtigen Reihenfolge der Applikation sofort mit Zellkultur PBS in einem erneuten dreima-
ligen Waschschritt behandelt und abermals mit Aluminiumfolie abgedunkelt. Nacheinander
wurden nun die Disc-Systeme gedffnet und die besiedelten Klappensegel auf vorbeschriftete
Objekttrager mittels Pinzetten iiberfiihrt. Um eine Austrocknung der empfindlichen Strukturen
zu verhindern, wurden die Klappensegel mit PBS benetzt und in einer feuchten Kammer gela-
gert. Die Lagerzeit bis zur Aufnahme der Bilder betrug 1 h. Durch die Lagerung soll eine gleich-
bleibende Aufnahmequalitdt, im Hinblick auf zeitkritische Verdnderungen der Fluoreszensak-
tivitét sichergestellt werden. Die Aufnahmezeit betrug pro Disc und Versuchsgruppe ca. 10-15

Minuten.
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3.5.7 Aufnahmetechnik

Die Aufnahme der mikroskopischen Bilder erfolgte nach einem bestimmten standardisierten
Schema (Abb. 13). Jedes Segel wurde aufgrund des Reaktionszylinders auf einer kreisrunden
Flache besiedelt, diese Flaiche wurde in 4 Quadranten unterteilt (links unten, links oben, rechts
oben, rechts unten). Fiir jeden Quadranten wurde jeweils ein fluoreszierendes Bild (Calcein-
Signal) und ein Durchlichtbild aufgenommen. Die Einstellungen im Hinblick auf Belichtungs-
zeit, Verstarkungs- und Fluoreszenslampenstirke im Calceinsignalbild wurde so gewahlt, dass
moglichst jede Zelle mit deutlichem Signal sichtbar wurde, aber eine Uberbelichtung und
dadurch eine Signalverschmelzung mehrerer Zellen vermieden wurde. Das Durchlichtbild
diente der Uberpriifung der Kameraposition und der besseren Orientierung hinsichtlich der op-

timalen Einteilung der Quadranten.

Mit dieser Aufnahmetechnik ergaben sich pro Préparat 4 (plus 4 Durchlicht) Aufnahmen, pro
Versuchsgruppe (je n = 3) 12 (+12 Durchlicht) Aufnahmen. Bei insgesamt 6 Versuchsgruppen

wurden insgesamt 72 Aufnahmen ausgewertet.

Abb. 13: (1-4) Quadranteneinteilung bei der Aufnahme eines einzelnen Klappensegels
Zunéchst Einteilung in 4 Quadranten im Uhrzeigersinn und separate Aufnahme eines Bildes fiir jeden
Quadranten zur anschlieBenden Auswertung.

3.5.8 Auswertung

Die Auswertung der Bilder konzentriert sich auf die mit Zellen besetzte Flache, die im Folgen-
den als Area occupied by Cells (AoC) bezeichnet wird. Die 40C kann nach der Auswertungs-
prozedur in Prozent pro Segelfliche angegeben werden. Die Auswertungen wurden mithilfe

des Programms /mage J und dessen Funktionen, als semiquantitative Analyse vorgenommen.
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Aus jedem Viertel eines Segels wurde eine reprasentative Fluoreszensaufnahme erstellt und
anschliefend in ein 16-Bit Graustufenbild konvertiert. Die Graustufe ermdglicht die bessere
Beurteilbarkeit der Segelfliche, welche aufgrund von Varianzen erschwert ist. Hierzu zdhlen
Faltenbildung und unterschiedliche Belichtungsstiarken zwischen Bildmitte und Randbereich,
verursacht durch den Fokus der Fluoreszenslampe. Unter anderem zum selben Zweck dient die
Aufteilung des einzelnen Bildes in 36 gleiche Rechtecke. Jedes Rechteck als Region of Interest
(Rol) wird gesondert bezeichnet und ausgewertet. Jede Rol enthélt eine bestimmte Anzahl an
Zellen, diese werden mithilfe eines individuellen thresholds visuell von der Matrix unterschie-
den. Anhand der gemessenen Pixelanzahl lassen sich die einzelnen Zellen als 40C zusammen-
fassen und als Prozentwert relativ zur Matrixfldche beschreiben. Aus allen 36 Rechtecken wird
der Mittelwert gebildet, welcher die 4oC eines Segelviertels ergibt. Ergo gibt es fiir jedes Segel
4 x 36 Werte, welche wiederum einen gemeinsamen Mittelwert und damit eine 4oC je Segel
ergeben. Fiir den gesamten Versuch ergeben sich demnach bei n = 3 Segeln pro untersuchtem
Peptid und 12 Versuchsgruppen, 36 Mittelwert AoC zum Vergleich. Ein schematisches Beispiel
des Auswertungsvorgangs zeigt Abb. 14.
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Auswertungsmethode via Image |

* Umwandlung in 16 Bit
Craustufen

= Aufteilung des
Bildes in 36
Quadranten
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jeden Quadranten
—=Ausgleich der
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Zelle von ECM (T m———— . S
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Abb. 14: Darstellung der Auswertungsmethode via Image J
Schrittweise Darstellung der computergestiitzten Auswertung mittels Bildbearbeitungsprogramm

Image J anhand von Screenshots wihrend des Auswertungsvorgangs.
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3.6 Probenentnahme und Verarbeitung human-size EZM-Konstrukte

Nach Ablauf der Dezellularisierung der ovinen Herzen, wurden diese fotodokumentiert (Ka-
merafunktion, Apple iPhone 6) und makroskopisch beurteilt. AnschlieBend wurde das Herz in

drei Ebenen eingeteilt (Abb. 15):

1. Basisebene (Herzbasis, Herzohren)
2. Klappenebene
3. Apexebene

Es wurden von jeder Ebene eine 1,5 cm x 1,5 cm grof3e Probe aus dem linken Ventrikel, dem
rechtem Ventrikel und dem Septum entnommen. Die Proben wurden anschlieBend in 4 %

PFA/10 % Sucrose in PBS iiber Nacht bei 4 °C fixiert und anschlieBend fiir die Histologie wei-

terverarbeitet.

Abb. 15: In toto dezellularisiertes ovines Herz
Aufnahme eines zuvor in foto dezellelularisierten ovinen Herzen. Ohne makroskopischen Nachweis von
verbliebenem myoglobinhaltigen zelluldren Bestandteilen.
(A) anatomische Ebeneneinteilung der dezellularisierten Herzmatrix; weiterhin einliegende Perfusions-
kaniilen innerhalb der Koronarien und des Sinus coronarius; (B) Querschnitt auf Basisebene mit Be-
schriftung der anatomischen Strukturen als Orte der histologischen Probenentnahme.
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3.7 Histologie und Immunhistologie

Folgende Gewebe wurden histologisch oder immunhistologisch aufgearbeitet:

Cryoschnitttechnik

Natives Rattenmyokard (rechter Ventrikel, linker Ventrikel, Septum, Apex)
Dezellularisiertes Rattenmyokard (rechter Ventrikel, linker Ventrikel, Septum, Apex)
Revaskularisiertes Rattenmyokard (rechter Ventrikel, linker Ventrikel, Septum, Apex)

Paraffinschnitttechnik

Natives ovines Myokard (linker Ventrikel, rechter Ventrikel, Septum, Apex)

Dezellularisiertes ovines Myokard (linker Ventrikel, rechter Ventrikel, Septum, Apex)

Fiir die histologische und immunhistologische Untersuchung der verschiedenen Gewebe, wel-
che mit der Cryoschnitttechnik bearbeitet werden sollten, wurde folgendermafen verfahren:
Direkt im Anschluss an den letzten Dezellularisierungsschritt bzw. direkt nach abschlieBender
Inkubation der re-besiedelten Matrices wurden diese in PBS geschwenkt und danach in 4 %
gepufferter Formalinldsung fiir 10 min fixiert. Die fixierten Gewebe wurden nun mit Frozen
Tissue-Medium (CryoCompound, Klinipath, Duiven) eingebettet und mithilfe von Isopentan
und fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Histologi-
sche Préparate der Proben wurden durch ein Leica Cryotom (Modell CM1950) mit einer
Schichtdicke von 5-7 pm hergestellt und auf Objekttrager aufgezogen. Verwahrt wurden diese
bei -20 °C bis zur Weiterverarbeitung durch Férbung oder Immunhistochemie. Die fiir die Pa-
raffinhistologie vorgesehenen Gewebe wurden in ca. 1 cm?®-2 ¢cm? groBe Stiicke zerteilt, nach
Lokalisation im Préparat beschriftet und anschlieend in 4 % PFA/10 % Sucrose in PBS fiir 24
h bei 4 °C fixiert. Nach der Fixierung wurden die Gewebestiicke zundchst gewissert und danach
mit der tiblichen ansteigenden Alkoholreihe entwissert und daraufhin in Paraffinbldcke einge-
bettet. Ein Mikrotom (Modell 2035, Reichert-Jung, Leica, Wetzlar) wurde verwendet, um Ge-
webeschnitte mit einer Schichtdicke von 5 um herzustellen, diese wurden anschlieBend im
Wasserbad gestreckt, auf beschichtete Objekttrager aufgebracht und im Warmeschrank bei
37 °C tiber 12 h getrocknet. Die histologischen Schnitte und restliche Paraffinblocke wurden

im Anschluss bei Raumtemperatur bis zur weiteren Verwendung verwahrt.
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3.7.1 Histologische Farbungen

Hamatoxylin-Eosin (HE-) Farbung

Die zur Farbung verwendeten histologischen Schnitte waren zwischen 5 und 7 pm dick. Im
Falle von in Paraffin eingebetteten Schnitten wurden diese zunédchst zweimal fiir 1 min 100 %
Xylol und anschlieBend in eine absteigende Alkoholreihe fiir jeweils 1 min pro Alkoholkon-
zentration (Alkoholreihe: 100 %, 96 %, 70 %) getaucht. Das Protokoll entspricht der Standard-
farbemethode fiir H.E.-Farbungen.

Die Proben wurden durch 1 min im Aqua dest. Bad rehydriert und direkt im Anschluss mit der
Farbung begonnen. Die vorherigen Schritte entfielen fiir cryohistologische Schnitte. Cryo-
schnitte und Paraffinschnitte wurden fiir die Farbung ab diesem Schritt gleichbehandelt. Die
Schnitte wurden 1 min ins Himatoxylinbad, dann 1 min in Aqua dest. zur Spiilung getaucht.
AnschlieBend folgte je ein einminiitiger Schritt in 5 % Eisessigwasser und eine erneute Spiilung
fiir 1 min in Aqua dest. und zweimal 1 min unter flieBendem Wasser zur PH-Anhebung
(Bldung). Es folgten 1 min in 70 % Alkohol und 5 min in alkoholischem Eosin. Zum Abschluss
erfolgte zur Entwisserung eine aufsteigende Alkoholreihe iiber je 1 min (Alkoholreihe: 70 %,
96 %, 100 %) und 1 min getaucht in Xylol. Nach vollzogener Farbung wurden die Préparate
getrocknet und mit wasserldslichem Eindeckmedium (Roti, HistoKitt, Carl Roth) eingedeckt.
Die basophilen Komponenten der Zelle, wie Zellkern und DNA, aber auch das raue endoplas-
matische Retikulum mit den eingelagerten Ribosomen férben sich mit dem basischen Farbstoff
Himalaun blauviolett an. Das glatte endoplasmatische Retikulum, Mitochondrien, Plasmapro-
teine und extrazellulidre Bestandteile wie Kollagen und Keratin sind eosinophil (acidophil) und

farben sich durch den sauren Farbstoff Eosin rot an.

MOVAT-Pentachrom

Fiir die MOV AT-Pentachromfarbung wurden 5-7 um Dicke histologische Schnitte verwendet.
Paraffinschnitte wurden wie vorangegangen beschrieben, zundchst entparaffiniert und rehy-
driert bevor mit der eigentlichen Farbung begonnen wurde. Bei Cryoschnitten entfielen diese

Schritte.

Die Objekttrager wurden als erstes fiir 10 min in 50 °C warmer Bouinsche Losung getaucht,
dann wurden sie fiir 10 min unter flieBendem Wasser gespiilt. 5 min in Natriumthiosulfat und
ein erneuter Spiilschritt mit dreimal 2 min in jeweils frischem Aqua dest. schlossen sich an. Als
Farbstoff wurde nun 1 %-iges Alcianblau fiir 20 min eingesetzt und abermals gespiilt. Im néchs-

ten Schritt wurden die Proben fiir 10 min in alkalischen Alkohol zur Stabilisierung getaucht
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und danach gespiilt. Fiir 9 min wurde nun mit Weigerts Working Solution gefarbt. Es folgte ein
ausgedehnter Spiilschritt mit 1 min flieBendem Wasser und dreimal 2 min Aqua dest. bevor die
Préparate in Brilliant-Crocein-Sdurefuchsin-Workingsolution fiir I min eingetaucht wurden. Es
folgte auch hier eine insgesamt fiinfminiitige Spiilung mit 1 min flieBendem Wasser und zwei-
mal Aqua dest. fiir 2 min. Die Objekttriger wurden im folgenden Schritt in 5 % Phosphor-
Wolframséure differenziert, mit Eisessig fiir 5 min und anschliefend mit dem bekannten Was-
ser und Aqua dest. Schritt gesptilt. Vor dem letzten Farbeschritt wurden die Préparate mit einer
Alkoholreihe (je 1 min 96 %-Ethanol, 100 % Ethanol, 100 % Ethanol) insgesamt 3 Minuten
dehydratisiert, bevor fiir § min mit Alkoholischem Safran gefarbt wurde. AbschlieBend wurden
die Praparate ein letztes Mal fiir zweimal 1 min in 100 %Ethanol gesptilt und fiir dreimal 5 min
in Xylol entfettet, die Objekttrager wurden mit Roti Histokitt (Carl Roth, Karlsruhe) eingedeckt
und tiber Nacht getrocknet.

Arbeitslosung

Inhaltsstoffe

Bouinsche Losung

300 ml Pikrinséure, 100 ml 37 %-40 %-Formaldehyd, 20 ml
100 %-Essigsédure

Natriumthiosulfat

10 g Natriumthiosulfat, 100 ml Aqua dest

1 %-iges Alcianblau

2 g Alcianblau, 200 ml Aqua dest.

Weigerts Working Solution

60 ml 2 % alk. Himatoxylin (10 g Hamatox., 500 ml 96 %
Ethanol) + 40 ml Eisenchlorid

(12,4 g Eisen-Chlorid-Hexahydrat, 500 ml Aqua dest., 5 ml
konz. Salzsdure 32 %-37 %)

Brilliant-Crocein-Sdurefuchsin-
Workingsolution

80 ml Brilliant-Crocein (4 g Brilliant-Crocein-R, 398 ml Aqua
dest.) + 20 ml Sdurefuchsin Stock (0,5 g Saurefuchsin, 497,5 ml
Aqua dest., 2,5 ml 100 %-Essigséure)

5 % Phosphor-Wolframsédure

25 g Phosphor-Wolframséure,

500 ml Aqua dest.
Eisessig 100 % Essigséure
Alkoholischer Safran 12 g Safran du Gatinais, 200 ml 100 %-Ethanol

Tabelle 8: Ubersicht der Arbeitslosungen und deren spezifische Zusammensetzung zur MOVAT-Firbung

3.7.2 Immunhistologische Farbungen

Jeder Objekttriger, der fiir die Immunhistologie vorgesehen war, enthielt mindestens zwei ein-
zelne Schnitte, um eine Negativ-Kontrolle miteinzuschlieBen. Jeder Schnitt wurde mithilfe eines

Fettstifts (DAKO-Pen, Agilent, St. Clara, CA) umrandet. Fliissigkeiten verblieben durch diesen
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Schritt dank der Oberflaichenspannung innerhalb der Fettstift-Markierung und ermoglichten eine
zielgerichtete Anwendung der Farbemittel. Unfixierte Schnitte wurden zunéchst fiir 10 Minuten
mit 4 %-Formalin fixiert und anschlieend dreimal in PBS gespiilt, bevor eine Demaskierung
mittels 0,25 %-Triton-X-100 fiir I Minute erfolgte. Nach einer erneuten dreimaligen Spiilung
mit PBS erfolgte der Blockierungsschritt mittels 5 % BSA (Bovines-Serum-Albumin) und 0,1 %
Tween 20 in PBS, von dieser Losung wurden 200 ul direkt auf den Objekttriger pipettiert und
fiir 3 Minuten in einer Feuchtkammer inkubiert. Im nichsten Schritt wurde 100 pl der 1. Anti-
korperlosung (geldst in 1 % BSA und 0,1 % Tween 20) nur auf den Positivschnitt gegeben und
wenn nicht anders beschrieben fiir 1 h bei 37 °C in der Feuchtkammer im Wérmeschrank inku-
biert. Die Negativkontrolle wurde mit einfachem PBS benetzt. Bevor der 2. Antikorper aufge-
tragen wurde, erfolgte eine dreimalige Spiilung in 0,1 %-Tween 20 in PBS fiir je 5 min. Der 2.
Antikorper, ebenfalls in Losung mit 1 % BSA und 0,1 %-Tween 20 in PBS, wurde im Anschluss
fiir 45 min Einwirkungszeit bei 37 °C und Dunkelheit auf die Schnitte aufgetragen.

Im letzten Schritt wurde erneut fiir dreimal 5 min mit PBS gespiilt und anschlieBend optional
DAPI-Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, USA) zur Zellkernfiarbung verwendet,

bevor die Priparate eingedeckt wurden.

3.7.3 Antigene

Von-Willebrand-Faktor

Der Von-Willebrand-Faktor wurde in dieser Arbeit genutzt, um die Quantitdt und Funktionali-
tdt von Endothelzellen im Rahmen der koronaren Re-Endothelialisierung nachzuweisen. Als 1.
Antikorper wurde der Anti-Human-vWF-Antikorper von DAKO (Agilent, St. Clara, CA, Art.-
Nr.: A0082) in einer Konzentration von 1:300 pul verwendet, welcher mit Alexa Fluor 488 goat
anti mouse-Antikorper (Invitrogen by Life Technologies, Darmstadt) in einer Konzentration

von 1:200 gekoppelt wurde und bei entsprechender Anregung griines Licht emittiert. [98]

CD31

Der Cluster of Differentiation 31 auch Thrombozyten-Endothelzellen-Adhdsionsmolekiil oder
PECAM-1, wird unter anderem auf Thrombozyten, Monozyten aber auch neutrophilen Gra-
nulozyten exprimiert. Besonders wird es auch in Endothelzellen exprimiert, wo es hauptsidch-
lich an Verbindungsstellen zwischen zwei benachbarten Zellen vorkommt und so indirekt Zell-
Zell-Verbindungen aufdeckt. Die Funktion besteht im Wesentlichen in der Regulation der Leu-

kozyten-Transmigration und als Mechano-Rezeptor fiir Scherstress im Endothelzellverband.
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Die CD31-Féarbung wurde deshalb als weiterer Endothelzellmarker zur Detektion der verwen-
deten HUVECs eingesetzt. In dieser Arbeit wurde als 1. Antikorper Anti-Human-CD3 1-Anti-
korper (Abcam, Cambridge, UK) in einer Konzentration von 1:100 ul benutzt und {iber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Als 2. Antikérper wurde Alexa Fluor 488 Rabbit (Invitrogen by Life Tech-

nologies, Darmstadt) in einer Konzentration 1:200 eingesetzt. [99][100]

Phalloidin

Bei der Phalloidinfiarbung handelt es sich um eine Farbung des Zytoskeletts und wurde daher
auch zur Darstellung der Zellstruktur im Rahmen der Re-Endothelialisierung verwendet. Zur
Farbung wird sich die Affinitdt des Phallotoxins (Gift des Griinen Knollenblatterpilzes) zu F-
Actin in der Zelle zunutze gemacht. F-Actin stellt den Hauptteil der zelluldren Mikrofilamente,
welche unter anderem die dullere Zellform stabilisieren und bilden. Das verwendete Konjugat
Rhodamine Phalloidin stammt von Invitrogen by Life Technologies (Darmstadt) und wurde

1:40 verdiinnt fiir die Immunfarbung verwendet. [101]

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)

Gefirbt wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI-Vectashield (Vector Laboratories, Bur-
lingame, USA), indem 1-2 Tropfen direkt auf den zu untersuchenden Objekttrager getraufelt
wurden und anschliefend mit einem Deckglas abgedeckt wurde. Die Objekttridger wurden licht-
dicht verpackt und der Farbstoff konnte fiir mindestens 15 Minuten einwirken, um die Zellkerne
und DNA der Zellen in gewiinschtem Male anzufdrben. DAPI ist sehr gut geeignet, um bei
entsprechender Anregung, Zellen und insbesondere deren Zellkern durch Anlagerung an die
Zell-DNA blauviolett anzufdarben. DAPI wurde in dieser Arbeit hauptséchlich dazu genutzt, um
die Qualitdt der Dezellularisierung zu evaluieren oder um Endothelzellen in einer wiederbesie-

delten Matrix nachzuweisen. [102]

3.7.4 Mikroskopie und Fotodokumentation

Zur Visualisierung der angefertigten Schnitte erfolgte die Mikroskopie mittels DM 2000 Durch-
lichtmikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar). Im Rahmen der immunhistochemischen Prépa-
rate wurde zur Anregung der verwendeten Farbstoffe eine an das Mikroskop angeschlossene
Fluoreszenslampe (DFC425C, Leica, Wetzlar) verwendet. Repréisentative Aufnahmen wurden
mithilfe der in das Mikroskop integrierten Digitalkamera (Leica, Wetzlar) und der dazugehori-
gen Software (Leica Application Suite, Leica, Wetzlar) generiert und am angeschlossenen

Windows-PC beschriftet und archiviert.



Ergebnisse 56

4 Ergebnisse

Dieses Kapitel dient der Prasentation und Erlduterung der gesammelten Ergebnisse dieser Ar-
beit, die sich mit Optimierungskonzepten im Bereich des kardiovaskulédren Tissue Engineering
auseinandergesetzt hat. Thematisch sind die erzielten Ergebnisse in folgende Kernbereiche un-

terteilt:

1. Funktionelle Re-Endothelialisierung myokardialer Ratten-dECM mit humanen Endothel-
zellen

2. Oberflachen-Biofunktionalisierung von dezellularisierten ovinen Herzklappensegeln mit
bioaktiven Peptiden

3. Herstellung von human-size dECM-Geriisten durch die perfusionsbasierte in foto Dezellu-
larisierung von ovinen Herzen anhand der Modifizierung eines etablierten Protokolls zur

Kleintierherz-Dezellularisierung

4.1 Funktionelle Re-Endothelialisierung kardialer dECM

Ein Teilziel dieser Arbeit bestand in der endothelialen Re-Besiedlung des Gefdllsystems der
dezellularisierten Rattenherzen. Als Modell diente hierbei das in Kapitel 3.4.2. vorgestellte
Tissue-Flap-Modell. Zur Re-Endothelialisierung wurden HUVECs verwendet. Die re-endothe-
lialisierten Konstrukte wurden histomorphologisch, immunhistologisch und molekularbiolo-
gisch evaluiert. Aufgrund der umfangreichen Vorarbeiten mit diesem Modell und insbesondere
der in toto Dezellularisierung von Rattenherzen [38][103] sowie kontinuierlichen Qualitdtskon-
trollen innerhalb der Arbeitsgruppe, ist der nahezu vollstindige Dezellularisierungsgrad der
Proben als gegeben anzusehen. Wiederholte Stichproben, die im Rahmen dieser Arbeit erhoben
wurden, zeigten stets eine fast vollstdndige Freiheit von verbleibendem Zellmaterial, innerhalb

des fir die Versuche verwendeten Probenmaterials.

4.1.1 In toto Herzdezellularisierung von Rattenherzen

Insgesamt wurden 28 Rattenherzen fiir die Versuche dezellularisiert. Dabei wurden 8 Herzen
fiir die histologische Auswertung und 20 Herzen fiir die molekularbiologische Analyse und
deren Vorversuche verwendet. Fiir die umfangreiche Evaluation des Dezellularisierungsergeb-
nis wird an dieser Stelle auf die Arbeit ,,Decellularized Whole Heart for Bioartificial Heart*
von Aubin et al. (2013) verwiesen. [103]



Ergebnisse 57

41.2 Selektive Re-Endothelialisierung des RattenherzgefaBsystems

Fir die selektive Re-Endothelialisierung des kardialen GefaB3systems mit HUVECs wurden 8
Rattenherzen mit ca. 4-5 x 10° Zellen erfolgreich wiederbesiedelt und histologisch ausgewertet.
Die im Folgenden gezeigten Aufnahmen der histologischen Schnitte und Farbungen entsprechen
reprasentativen Aufnahmen des verwendeten Probenmaterials von Re-Endothelialisierungen im

Tissue-Flap-Modell.

41.21 DAPI-Farbung

Die DAPI-Farbung wurde verwendet, um die erfolgreiche Re-Endothelialisierung immunhisto-
logisch nachzuweisen. Damit ergab sich eine Screeningmethode, um Regionen mit besonders
hohem Anteil an wiederbesiedelten GefaB3en zu identifizieren. Die dargestellten Abb. 16a-d zei-
gen re-endothelialisierte Gefafle mit verschiedenen Durchmessern. Die hellblauen, leuchtenden
und punktformigen Strukturen sind jeweils einzelnen Zellkernen der eingebrachten HUVECs

zuzuordnen.

A

Abb. 16: DAPI-Firbung von dECM nach Re-Endothelialisierung mittels HUVECs
Mikroskopische Ansicht reprisentativer histologischer Schnitte eines dECM Tissue Flap nach Re-En-
dothelialisierung als 6 um Cryoschnitt. (A)-(D) Anschnitte re-endothelialisierter Gefifle untersch. Ka-
libers mit kontinuierlicher Gefaauskleidung durch HUVECs (blaues DAPI-Signal, Maf3stab 500 pm
(50 x), 200 um (100 x), 100 pm (200 x).
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Die fluoreszierenden Zellkerne zeigen eine deutliche und nahezu kontinuierliche Zellschicht im
Koronarbett. Abb. 16a und d zeigen dariiber hinaus, dass sowohl groBere als auch kleinere
Gefalvolumina erfolgreich mit Zellen benetzt wurden. Die Schnittserien, die zu den Abb. 16a
und d vergleichbare Merkmale zeigten, wurden dann erweiterten immunhistologischen Farbun-

gen unterzogen.

41.2.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung)

Die H.E.-Fiarbung dient der Darstellung der EZM mit ihren Proteinen, vordergriindig Kollagen,
welches sich in starkem Rot darstellt. Weitere acidophile Bestandteile wie Zellplasmaproteine,
Mitochondrien und glattes ER werden ebenfalls angeférbt und erscheinen eher als hellrosa bis
rosaviolette Strukturen. Basophile Strukturen, wie die Zellkerne und die enthaltene DNS, er-
scheinen dunkelviolett bis bldulich schwarz. Die dargestellten Abb. 17a-d zeigen vordergriin-
dig die Zellfreiheit eines mit Detergens behandelten Gewebes und das gut erhaltene, aus Prote-
inen bestehende Zellgeriist. Dabei erscheint die Struktur der EZM wabenformig, leicht aufge-
lockert bis briichig. Auerhalb der Gefaf3e sind keinerlei zelluldren Riicksténde sichtbar.

.,,-“.f*, e

Abb. 17: H.E.-Firbung von dECM nach Re-Endothelialisierung mittels HUVECs
Mikroskopische Ansicht reprasentativer histologischer Schnitte eines dECM Tissue Flap nach Re-En-
dothelialisierung und H.E. Farbung als 6 pm Cryoschnitt. (A)-(D) Anschnitte re-endothelialisierter Ge-
faBe untersch. Kalibers mit kontinuierlicher GefaBauskleidung durch HUVECs. Zellfreie peri-vaskulére
EZM. (Maf3stab 100 um (200 x), 50 um (400 x)
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Das Augenmerk der reprasentativen Bilderauswahl liegt auf dem Gefél3system. Abb. 17a zeigt
zwel benachbarte Gefille. Man erkennt die blau-schwarzen Zellkerne der HUVECs, welche das
Gefal3 auskleiden und eine Art rudimentidre Endothelschicht bilden. Abb. 17b zeigt eine hohere
VergroBerung eines der Gefdlle und verdeutlicht die lang gezogene Form der Zellen. Die
Abb. 17¢ und d illustrieren, dass sowohl kleinere als auch grof3ere bis grofle Gefdlle mit Durch-

messern von ca. 350 um im Falle von Abb. 17d erfolgreich re-besiedelt wurden.

4.1.2.3 Movat-Pentachromfarbung
Mittels der Movat-Pentachromfarbung konnen unterschiedliche strukturelle Bestandteile der
EZM visualisiert werden. In Abb. 18a-d zeigen sich in dunkelviolett bis schwarzer Farbung

Zellkerne der re-besiedelten HUVECs am Rand der angeschnittenen Gefal3e.

Abb. 18: MOVAT Firbung von dECM nach Re-Endothelialisierung mittels HUVEC
Mikroskopische Ansicht repriasentativer histologischer Schnitte eines dECM Tissue Flap nach Re-En-
dothelialisierung und MOVAT Firbung als 6 um Cryoschnitt. (A)-(B) Ubersichtsaufnahme und De-
tailansicht Querschnitt re-endothelialisierter Gefdle mit kontinuierlicher GefdBauskleidung durch
HUVECs, MaBstab 100 um (200 x), 50 um (400 x); (C)-(D) Ubersichtsaufnahme und Detailansicht
Langsschnitt re-endothelialisierter Gefdle mit kontinuierlicher GefaBauskleidung durch HUVECs,
Maf3stab 200 pm (100 x), 50 pm (400 x).

Ebenso schwarz farben sich elastische Fasern, wie sie in den Wéanden von Geféallen zu finden

sind. Griinlich und bldulich farben sich saure Strukturen wie Glykosaminoglykane und andere
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Grundsubstanzen an. Kollagene werden gelb bis dunkelorange dargestellt. Im Mengenverhalt-
nis dominant erscheinen in den gefertigten Schnitten, proteinreiche extrazellulare Bestandteile
wie die gelblichen Kollagenfasern und die griin-blauen Glykosaminoglykane. Myokardiale
Zellbestandteile, welche sich in tiefer roter Farbe zeigen wiirden, wurden in den dezellularisier-

ten Schnitten analog den Abb. 18a-e nicht nachgewiesen.

Die dargestellten runden bzw. langlichen Strukturen der Abb. 19a-d entsprechen Geféallen in
Anschnitten aus verschiedenen Richtungen. Dabei handelt es sich um re-besiedelte kleinere
Gefalle mit max. Durchmessern von ca. 40 um — 50 um. In den Abb. 19a und b lassen sich die
einzelnen Zellkerne der HUVECs an der Wand des Geféa3geriistes erkennen. Bei genauerer Be-
trachtung lassen sich in Abb. 19a neben den schwarz gefirbten Kernen auch rotlich gefarbte
Zytoplasmareste erkennen. Am wahrscheinlichsten handelt es sich um acidophile Bestandteile,
wie das glatte ER oder Mitochondrienansammlungen. Abb. 19¢ und d zeigen die identische
langliche Struktur in verschiedenem Mafstab. Hierbei handelt es sich um ein weiteres Gefal3
mit schwarz angefirbten Zellkernen der HUVECs am Rand des Lumens. Bei genauerer Be-

trachtung lasst sich eine kontinuierliche einschichtige Zellbesiedlung nachvollziehen.

41.24 Calcein-Farbung

Eine der besonderen Vorteile des Tissue-Flap-Modells zeigt sich bei den folgenden Aufnah-
men. Durch die Tissue-Flap-Architektur kann die GefaBstruktur innerhalb des Myokards, aus-
gehend von den groBeren GefaBBen der Koronararterien, bis hin zu kleineren Gefal3stimmen
sichtbar gemacht werden. Die verwendete Calcein-Fiarbung, bei der die vitalen Zellen, den
Farbstoff in ihr Zytoplasma aufnehmen und aktivieren, macht es moglich, die einzelnen Zellen

und Zellverbinde innerhalb des Gefél3systems zu visualisieren.

Abb. 19a und b wurden durch ein Konfokal-Laser Mikroskop (Konfokalmikroskop, LSM 700,
Carl Zeiss, Jena) aufgenommen. Deutlich erkennbar hierbei ist der Besiedlungserfolg iiber meh-
rere Abzweigungen der Gefdlbdume hinweg. Die griinlich fluoreszierenden Punkte entspre-
chen dabei einzelnen Zellen und Zellverbanden der eingebrachten HUVECs. Abb. 20c und d
wurden mit einem Durchlichtmikroskop (Leica DM 2000 Durchlichtmikroskop, Leica Micro-
systems, Wetzlar) aufgenommen und zeigen kontinuierlich re-besiedelte GefaBstralen. Dar-
iiber hinaus kann man innerhalb der Endothelschicht nur wenige bis keine Liicken erkennen.
Die hohe Eigenfluoreszenz des Flaps, in leuchtendem Griin, erschwerte die Aufnahme verwert-

barer Bilder und die Unterscheidung zwischen Zellen und Matrix.
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Abb. 19: Darstellung der re-endothelialisierten Gefiflarchitektur eines dECM Tissue Flap
(A)-(B) Reprisentative Aufnahmen eines re-endothelialisierten dECM Tissue Flap nach Calcein-Fér-
bung der vitalen HUVECs mit Darstellung der verzweigten natiirlichen 3-D-GefédBarchitektur durch ein
Konfokal-Laser-Mikroskop (Mafistab 100 um (200 x); (C)-(D) Représentative Aufnahmen eines re-en-
dothelialisierten dECM Tissue Flap nach Calcein-Farbung der zahlreichen vitalen und in Kontinuitit
das Lumen ausfiillenden HUVECs durch ein Durchlichtmikroskop (Maf3stab 100 um (200 x).

4.1.2.5 Von-Willebrand-Faktor Inmunfarbung

Da alle Endothelzellen Von-Willebrand-Faktor (vVWF) produzieren, stellt die Antikérper-Fér-
bung des Faktors eine suffiziente Methode zum Nachweis von Endothel dar. Die Abb. 20a-d
zeigen immungefarbte Cryoschnitte von zuvor re-endothelialisierten Tissue Flaps. In Blau zei-
gen sich die DAPI-gefiarbten Zellkerne der HUVECs in regelméfigen Abstdnden an der Gefal3-
wand. Die Zellkorper kleiden das Lumen analog einer Endothelschicht dicht aus. Anhand
Abb. 20 gut zu erkennen ist die gleichmiBige Auskleidung von Geféf3en mit unterschiedlichen
Kalibern. Griin fluoreszierend erscheint der gespeicherte oder von den Zellen ausgeschiittete
Von-Willebrand-Faktor. Bei genauer Betrachtung erkennt man eine nahezu kontinuierliche

griine Fluoreszenz zwischen zwei benachbarten in blau leuchtenden Zellkernen. Dies deutet
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ebenfalls auf einen suffizienten kontinuierlichen Besiedlungserfolg mit miteinander in Verbin-
dung stehenden Zellverbanden hin. Auf die Ausbildung einer zumindest rudimentér funktionel-
len Endothelschicht durch die eingebrachten HUVECs ldsst sich anhand der deutlichen vWF-
Speicherung respektive Ausschiittung schlie3en. In allen re-besiedelten Proben konnten vWF-

positive Zellen nachgewiesen werden.

Abb. 20: Nachweis von HUVECs nach Re-endothelialisierung eines dECM Tissue Flap durch vWF-Aus-
schiittung im Gefifisystem
(A)-(D) Reprisentative Aufnahmen eines re-endothelialisierten dECM Tissue Flap nach Immunfarbung
der vWF Aktivitdt und Zellkerne der re-endothelialisierten HUVECs am Rande der angeschnittenen
GefaBlumen unterschiedlichen Kalibers ((A)-(B) Malistab 100 pm (200 x); (C)-(D) 50 um (400 x), 6
pm Cryoschnitt), blaues Signal = DAPI, griines Signal = Von-Willebrand-Aktivitét.

41.2.6 CD31-Farbung

Das Immunglobulin und Membranglykoprotein CD31 findet sich unter anderem auf Makro-
phagen, Monozyten, Neutrophilen und Plittchen. Dariiber hinaus ist es ein oft verwendeter En-
dothelzellmarker. CD 31-positive Zellen konnten in allen re-endothelialisierten Proben nach-
gewiesen werden. Die Abb. 21a und b zeigen in griiner Fluoreszenz, dass eine koronare Re-
Endothelialisierung mit HUVECs im Stande ist, Zellverbédnde innerhalb von Gefia3en auszubil-

den. Deutlich ist zu erkennen, wie die blauen DAPI-markierten Zellkerne der HUVECs tiber



Ergebnisse 63

CD31-haltige Interzellverbindungen vernetzt sind und die Oberfldche des Lumens auskleiden.
Die DAPI-markierten Zellkerne zeigen erneut ein durchgingig besiedeltes und dariiber hinaus

vernetztes Gefallsystem.

Abb. 21: Nachweis von HUVECs nach Re-endothelialisierung eines dECM Tissue Flap durch Endothel-
marker CD31 im Gefilisystem
(A)-(B) Reprisentative Aufnahmen eines re-endothelialisierten dECM Tissue Flap nach Immunférbung
des Endothelmarkers CD31 und Zellkerne der re-endothelialiserten HUVECs am Rand mehrerer Ge-
faBlumen ((A) MaBstab 100 pm (200 x); (B) 50 um (400 x), 6 um Cryoschnitt, blaues Signal = DAPI,
griines Signal = CD-31).

4.1.2.7 Phalloidin-Farbung

Diese spezielle Farbung von interzelluldirem F-Actin ermoglicht es, Riickschliisse auf das Zy-
toskelett einer eukaryotischen Zelle zu ziehen und dessen Ausbreitung zu studieren. In blauer

Fluoreszenz erscheinen, wie bereits gewohnt, die DAPI-markierten Zellkerne der HUVECs.

In roter, fluoreszierender Farbe wird das zelluldre F-Actin der eingebrachten HUVECs sichtbar
gemacht. Abb. 22a zeigt dabei die enge Lagebeziehung der Zellen zueinander, bei der sich
Zytoskelett dicht an Zytoskelett drangt. Gut erkennbar ist auch, dass die Lumina der Geféalle
frei durchgéngig bleiben.
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Abb. 22: Darstellung des Zytoskelett re-endothelialisierter HUVECs durch Phalloidin-Farbung
(A)-(B) Reprisentative Aufnahmen eines re-endothelialisierten dECM Tissue Flap nach Phalloidin-Im-
munfiarbung zum Nachweis von F-Actin im Zytoskelett und der Zellkerne der re-endothelialiserten
HUVECs ((A)-(B) Mafistab 50 um (400 x), 6 pm Cryoschnitt, blaues Signal = DAPI, rotes Signal = F-
Actin-Aktivitit).

41.3 TNF-a-Stimulationstest

Um die Re-Endothelialisierung durch HUVECs auch molekulargenetisch zu evaluieren, wurden
insgesamt fiinf als Endothelzellmarker etablierte Zielgene identifiziert. Drei Zielgene, die fiir
die inflammatorische Aktivitit und zwei Gene, die fiir eine antithrombogene Aktivitét auf en-
dothelialen Zellen exprimieren, wurden mittels 7#-PCR untersucht. Evaluiert wurde die ada-
quate molekulargenetische Reaktion und Zellfunktionalitit der HUVECs, nach einer Stimula-
tion durch TNF-a. Als Positiv-Kontrolle erfolgte die Stimulation von HUVECs in einem 6-Well
unter Zellkultur-Bedingungen. Damit verglichen wurde die TNF-a-Stimulation der re-besiedel-
ten HUVECs im Tissue-Flap-Modell. Der besseren Ubersicht dienend, werden in den folgenden
Abbildungen die Positiv-Kontrollgruppe als 2-D-Modell und die Tissue-Flap-Modell Gruppe
als 3-D-Modell bezeichnet. Die Extraktion von RNA gestaltete sich im Falle der Zellkultur-
Kontrolle als problemlos und erreichte sowohl quantitativ als auch qualitativ fiir die anschlie-
Benden rt-PCR-Untersuchungen ausreichende Werte. Die per NanoChip (Agilent 2100 Bioana-
lyzer, Agilent, St. Clara, CA, USA) gemessenen RIN-Werte rangierten von 9,5 bis 10 und sind
in Abb. 23 dargestellt.. Es wurden jeweils n = 3 Zellproben der Kontroll- und der Experimen-
talgruppe in Bezug auf die Zielgene mittels rt-PCR untersucht.
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Abb. 23: RNA-Gehalt und zugehorige RIN-Werte HUVECs im 2-D-Modell

x-Achse: Auftrag der Proben n1-n3 der TNF-a-Stimulations- und der Kontrollgruppe mit zugehorigen
mittels NanoChip (Agilent 2100 Bioanalyzer) gemessenen RIN-Werten (RNA Integrety Number).
y-Achse: Einzelner RNA-Gehalt in ng/pl der einzelnen Proben n1-n3 der TNF-a Stimulations- und der
Kontrollgruppe, gemessen mittels NanoChip (Agilent 2100 Bioanalyzer).

Fiir das Tissue-Flap-Modell zeigten sich im Allgemeinen deutlich geringere absolute RNA-

Ausbeuten bei deutlich hoherem Zelleinsatz. Dariiber hinaus ergab die Evaluation der RNA

Qualitit durch NanoDrop (NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific, Braunschweig) und Na-
noChip-Analyse (Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent, St. Clara, CA, USA) hochgradig degra-
dierte RNA im Grofteil der Proben. Abb. 24 stellt die Ergebnisse graphisch da.
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Abb. 24: RNA-Gehalt und zugehérige RIN Werte HUVECs im 3-D-Modell

x-Achse: Auftrag der Proben n1-n5 der 7NF-a-Stimulations- und der Kontrollgruppe mit zugehorigen
mittels NanoChip (Agilent 2100 Bioanalyzer) gemessenen RIN-Werten (RNA Integrety Number,
NA=nicht messbar).

y-Achse: Einzelner RNA-Gehalt in pg/pl der einzelnen Proben n1-n5 der 7NF-a-Stimulations- und der
Kontrollgruppe, gemessen mittels NanoChip (Agilent 2100 Bioanalyzer).
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Die gemessenen RIN-Werte rangierten von ,,nicht messbar* im schlechtesten Fall bis 7,6 als
hochsten RIN-Wert. Bei insgesamt 5 Re-Endothelialisierungsvorgéngen der Rattenherz dECM
mit insgesamt n = 20, konnten 6 dECM-Herzen in die Kontrollgruppe ohne TNF-a-Stimulation
aufgenommen werden. In die Experimentalgruppe oder Stimulationsgruppe konnten 9 Herzen
aufgenommen werden. Da eine absolute Menge an RNA von 35 ng angestrebt wurde, diese
aber nicht von allen Proben erreicht werden konnte, wurde stattdessen die maximale verfiigbare

Menge eingesetzt.

4.1.3.1 Evaluation der relativen Genexpression nach TNF-a-Stimulation

Im Folgenden wird die relative Anderung der Genexpression der zuvor beschriebenen Zielgene
im Einzelnen evaluiert. Anhand der Positiv-Kontrolle (2-D-Modell) ldsst sich die ,,physiologi-
sche* stimulierende Wirkung des TNF-« auf HUVECs in Zellkultur mit der Wirkung im 7Tissue-
Flap-Modell (3-D-Modell) vergleichen.

41.31.1 Thrombomodulin (THBD)

Fiir das Zielgen THBD konnten n = 3 Proben in der Kontrollgruppe und n = 3 in der Stimulati-
onsgruppe der Zellkulturkontrolle verwertet werden. Die ausgewerteten relativen Anderungen
der Genexpression zeigten ein Mittel der Kontrolle von 1,269 + 0,1766 (SEM) versus 0,054 +
0,006 (SEM) in der Stimulationsgruppe. Damit zeigte sich eine signifikante Verringerung
(P=0,0023) der Genexpression in der Stimulationsgruppe (siche Abb. 25).
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Abb. 25: Relative Genexpression von Thrombomodulin
HUVECs im 2D- und 3D-Modell; signifikante Verringerung der Genexpression im 2D-Modell
(* p<0.05).
x-Achse: Vergleich Kontrollgruppe und 7NF-a-Stimulationsgruppe.
y-Achse: Auftrag der relativen Genexpression des Zielgens gegeniiber dem Haushaltsgen der Kontroll-
gruppe und Stimulationsgruppe, Punkte = Einzelwerte, Balken = Mittelwerte, Fehlerbalken = +/- SEM.
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Bei der Tissue-Flap-Model-Gruppe wurden n = 4 Proben der Stimulationsgruppe und n = 3 Pro-
ben der Kontrollgruppe ausgewertet. Hier zeigt sich eine nicht signifikante Verringerung der
Genexpression von THBD in der Stimulationsgruppe. Bei einem ausgewerteten Mittelwert der

Kontrollgruppe von 2,147 + 1,329 (SEM) versus 0,257 + 0,099 (SEM) in der TNF-a-Gruppe.

41.31.2 Tissue Factor

Fiir das Zielgen Tissue Factor wurden n =3 Proben fiir die Kontrollgruppe und n =3 in der
Stimulationsgruppe, der in der Zellkulturkontrolle stimulierten HUVECs ausgewertet. Die re-
lative Genexpression war in der Stimulationsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifi-

kant erhoht (0,537 + 0,24 (SEM) versus 4,035 = 0,513 (SEM), p < 0,0035).

Im Tissue-Flap-Modell wurden fiir die Kontrolle n=3 Proben mit einem Mittelwert von
3,25 +2,27 (SEM) versus n = 5 mit einem Mittelwert von 11,63 £ 3,50 (SEM) in der stimulierten

Gruppe ausgewertet. Eine statistisch signifikant erhdhte Genexpression ergab sich hieraus nicht.
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Abb. 26: Relative Genexpression von Tissue Factor
HUVECs im 2D- und 3D-Modell; signifikante Steigerung der Genexpression im 2D-Modell (* p < 0.05).
x-Achse: Vergleich Kontrollgruppe und 7NF-a-Stimulationsgruppe.
y-Achse: Auftrag der relativen Genexpression des Zielgens gegeniiber dem Haushaltsgen der Kontroll-
gruppe und Stimulationsgruppe, Punkte = Einzelwerte, Balken = Mittelwerte, Fehlerbalken = +/- SEM.

4.1.31.3 ICAM-1

Fiir die Untersuchung der relativen Genexpressionsanderung im ICAM-1-Gen innerhalb der Zell-
kulturkontrolle wurden n = 3 Kontrollproben und n = 3 mit 7NF-a stimulierte Proben untersucht
und ausgewertet. Die relative Genexpression war in der Stimulationsgruppe im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikant erhoht (3,84 + 2,01 (SEM) versus 1281 + 186,4 (SEM), p = 0,0024).

Die Auswertung der Tissue Flap-Gruppe mit n = 3 in der Kontrollgruppe und n = 6 in der Sti-
mulationsgruppe ergab ebenfalls eine signifikant erhohte Genexpression (1,66 + 0,43 (SEM)
versus 140,4 + 26,86 (SEM), p = 0,0095) (siche Abb. 27).
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Abb. 27: Relative Genexpression von ICAM-1

HUVECs im 2D- und 3D-Modell; signifikante Hochregulation der Genexpression im 2D- (* p < 0.01)
und 3D-Modell (* p < 0.01); x-Achse: Vergleich Kontrollgruppe und TNF-a-Stimulationsgruppe, y-
Achse: Auftrag der relativen Genexpression des Zielgens gegeniiber dem Haushaltsgen der Kontroll-
gruppe und Stimulationsgruppe, Punkte = Einzelwerte, Balken = Mittelwerte, Fehlerbalken = +/- SEM.

41.3.1.4 E-Selectin

Bei der Untersuchung der Expression des SELE-Gens der Zellkulturkontrolle wurden je n =3

Proben fiir Kontrolle und Stimulationsgruppe untersucht. Die relative Genexpression in der Sti-

mulationsgruppe war auch hier im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht (0,622 +

0,20 (SEM) versus 354,5 + 39,61 (SEM), p = 0,0009) (siche Abb. 28).
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Abb. 28: Relative Genexpression von E-Selectin
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HUVECs im 2D- und 3D-Modell; signifikante Steigerung der Genexpression im 2D-Modell (* p <0.01).
x-Achse: Vergleich Kontrollgruppe und 7NF-a-Stimulationsgruppe.

y-Achse: Auftrag der relativen Genexpression des Zielgens gegeniiber dem Haushaltsgen der Kontroll-
gruppe und Stimulationsgruppe, Punkte = Einzelwerte, Balken = Mittelwerte, Fehlerbalken = +/- SEM.
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Im Tissue Flap-Stimulationsversuch wurden n = 2 Proben der Kontrolle zugeordnet sowien = 5
Werte flir die Stimulationsgruppe inkludiert. Die Stimulationsgruppe zeigte eine deutliche
Hochregulation von E-Selectin im Vergleich zur Kontrolle, jedoch ohne eine statistische Sig-

nifikanz zu erreichen (10,33 = 9,33 (SEM) versus 18821 = 5661 (SEM)).

41.31.5 VCAM-1

Fiir VCAM-1 konnten in der Zellkulturkontrollgruppe n =2 Proben verwertet werden, eine
Probe bot trotz guter RNA-Qualitit und Quantitét keine ausreichende Genexpression, um sicher
inkludiert werden zu kénnen. In der Stimulationsgruppe konnte die Gesamtzahl von n = 3 un-
tersucht werden. Die relative Genexpression war dabei in der Stimulationsgruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant erhoht (0,63 + 0,37 (SEM) versus 407 + 42,71 (SEM),
p =0,0052).

Fir die Versuchsreihe im Tissue-Flap-Modell konnten keine ausreichenden Mengen an
VCAM-1 innerhalb der Kontrolle nachgewiesen werden. Somit war es trotz gemessener Akti-
vitdt in der Stimulationsgruppe, aufgrund mangelnder Kontrollwerte nicht moglich, eine rela-

tive Genexpression von VCAM-1 zu evaluieren (siche Abb. 29).
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Abb. 29: Relative Genexpression von VCAM-1
HUVECs im 2D- und 3D-Modell; signifikante Hochregulation der Genexpression im 2D-Modell (* p <
0.01).
x-Achse: Vergleich Kontrollgruppe und 7NF-a-Stimulationsgruppe.
y-Achse: Auftrag der relativen Genexpression des Zielgens gegeniiber dem Haushaltsgen der Kontroll-
gruppe und Stimulationsgruppe, Punkte = Einzelwerte, Balken = Mittelwerte, Fehlerbalken = +/- SEM.
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4.2 Oberflachenfunktionalisierung von dezellularisierter kardialer EZM

421 Vorversuche zur Auswahl der optimalen Zellkonzentration

Um die optimale Konzentration an Zellen fiir die Adhésionsstudie herauszufinden, wurden die
nach Standardprotokoll dezellularisierten und nicht beschichteten Pulmonalklappensegel mit ei-
ner ansteigenden HUVEC-Zellkonzentration 4 h lang inkubiert. Dabei wurden Konzentrationen
von2 x 10%,3 x 10° und 4 x 103 Zellen/ml Zellmedium getestet. Nach Auswertung der einzelnen
Kulturkammern wurde eine Konzentration von 3 x 10° Zellen/ml fiir die anstehenden Versuche
ausgewihlt. Diese Konzentration bot eine Konfluenz von optischen 70-80 % der Segeloberfla-
che und bot somit eine gute Diskriminationsfdhigkeit beziiglich der Unterschiede in der Zellad-

hision im Beschichtungsversuch.

4.2.2 Nachweis der Oberflachenfunktionalisierung mittels fluoreszensmarkierter
Peptide

Durch die Kopplung der Peptide mit dem fluoreszierenden Farbstoff Carboxyfluorescin wurde

eine erfolgreiche Biofunktionalisierung der dECM im verwendeten Protokoll nachgewiesen.

Abb. 30 zeigt den Nachweis des Fluoreszenzsignals der beschichteten Struktur. Dabei handelt

es sich um eine der standardisiert dezellularisierten und préaparierten Pulmonalklappensegel, wie

sie flir simtliche Versuche verwendet wurden. Als Kontrolle diente eines der Segel, welches mit

einem nicht fluoreszierenden Peptid (RGD Motiv) beschichtet wurde.

Markiert 50 x « Markiert 50 x Nicht-Markiert 50 x

Durchlicht 50 x| Durchlicht 50

Abb. 30: Nachweis der Oberflichenfunktionalisierung durch Fluoreszensmarkierung der Peptidbeschich-
tung von ovinen Pulmonalklappensegel dECM
Fluoreszensmarkierte Peptide REDV und YIGSR als Nachweis einer erfolgreichen Beschichtung mit da-
zugehorigen Durchlichtaufnahmen, das Peptid RGD ohne Fluoreszensmarkierung diente als Kontrolle.
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Die verwendeten reprédsentativen Beispielbilder wurden mit den fluoreszenzmarkierten Pep-
tidmotiven REDV und YIGSR aufgenommen. Die jeweils unterhalb platzierten Bilder zeigen
die entsprechenden reinen Durchlichtaufnahmen, um die Position der Fluoreszenzauthahme zu

verifizieren.

4.2.3 In vitro-Zell-Adhasion

4.2.3.1 Einzel- und Doppelfunktionalisierung

Die Messung der Zelladhédsion fand jeweils 1 h und 4 h nach Zellbesiedlung mit HUVEC:s statt.
Untersucht wurden die folgenden Peptide und Peptidkombinationen mit den entsprechenden
Zelladhasionsmotiven: RGD, REDV, YIGSR und die Kombinationen RGD/REDV,
RGD/YIGSR.

Eine Ubersicht iiber die Total Area occupied by Cells (TAoC) der 1 h- und 4 h-Versuchsgruppen
ist in Tabelle 9 und Tabelle 10 dargestellt.

Die Biofunktionalisierung der einzelnen Peptide konnte dabei nach 1h Besiedlungszeit fiir
RGD, REDV und YIGSR keine statistisch signifikant hohere oder geringere Zelladhésion nach
HUVEC-Besiedlung gegeniiber der nicht funktionalisierten Kontrollgruppe erreichen. RGD und
Y GSR boten bei einem MW von 17,51 % und 16,06 % im Gegensatz zu 18,52 % in der Kontrolle
eine geringere 74oC. Lediglich REDV konnte eine im MW leichte Steigerung der Adhéision von
19,295 % gegeniiber 18,515 % in der Kontrollgruppe erreichen.

Control RGD REDV

AoC 17,81% AoC 17,65% AoC 17,42%

YIGSR RGD/REDV
AoC34,24%

HUVECs

Abb. 31: Direkter Vergleich der AoC nach 1 h Besiedlungszeit
Reprisentative Aufnahmen der in vitro Zelladhisionsstudie anhand oviner Pulmonalklappensegel

dECM nach Biofunktionalisierung in Einzel- und Doppelfunktionalisierung sowie Besiedlung mit
HUVECs, Mittelwerte Area occupied by Cells (AoC) in %, VergroBerung 50 x (5 x 10).
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REDYV bot dabei jedoch die hochste Standardabweichung der 1 h Besiedlungskohorte mit SD
11,539. Die niedrigsten Abweichungen zeigten die mittels RGD funktionalisierten Segel bei SD
0,293 sowie die Kontrollgruppe mit SD 5,230.

Die kombinierten Funktionalisierungsgruppen RGD/REDV und RGD/YIGSR kamen nach 1 h
Besiedlungszeit im direkten Vergleich auf hohere 74oC-Werte. Eine statistische Signifikanz
konnte hier jedoch ebenfalls nicht nachgewiesen werden. RGD/YIGSR konnte dabei mit einem
MW von 34,128 % und RGD/REDYV mit einem MW von 31,853 % bessere Adhdsionswerte als
die Kontrolle und die Einzelfunktionalisierung erzielen. Bei genauerer Betrachtung ist dies be-

reits visuell anhand der reprisentativen Bilder in Abb. 31 erkennbar.

- Kontrolle RGD REDV YIGSR RGD/REDV = RGD/YIGSR
nl 20,96 17,17 31,16 13,79 43,53 36,86
n2 12,51 17,66 8,11 10,03 29,88 42,63
n3 22,08 17,70 18,62 24,35 22,14 22,90
MW 18,52 17,51 19,30 16,06 31,85 34,13
SD 5,23 0,29 11,54 7,43 10,83 10,14
p - n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 9: Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse des in vitro Zelladhisionsversuch nach 1 h Besiedlungszeit
Area occupied by Cells (AoC) fiir n1-n3 der Kontrolle und der einzelnen Versuchsgruppen, Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD), p-Wert (p), n.s. = nicht statistisch signifikant

In der Versuchsgruppe mit einer Besiedlungszeit von 4 h erkennt man in allen Funktionalisie-
rungsgruppen und der Kontrolle bereits hohere 74oC-Werte im Gegensatz zum 1 h-Versuch.
Représentative Aufnahmen sowie die unmittelbar zugehorige 74oC in Prozent zeigen die
Abb. 31 und 32. Die Kontrollgruppe ohne funktionalisierte Segel erreichte den niedrigsten
TAoC-Wert mit 24,34 % und wurde somit von allen funktionalisierten Gruppen tibertroffen. Die
hochsten TAoC-Werte erreichten in der 4 h-Gruppe analog zum 1 h-Versuch die kombiniert ein-
gesetzten Peptide RGD/YIGSR und RGD/REDV mit MW 32,50 % und MW 42,46 %
(p <0.05). Die Oberflachenfunktionalisierung mittels RGD/REDYV erreichte dabei mit 4 h Be-
siedlungszeit eine signifikant hohere T4oC als die entsprechende Kontrollgruppe. Betrachtet
man die Funktionalisierung mit Einzelpeptiden, finden sich im 4 h Zeitfenster eine umgekehrte
Reihenfolge der im 1 h Versuch erreichten Mittelwerte. Das REDV Peptid erzielte mit MW
19,295 % im 1 h Intervall den besten Wert der Einzelpeptidbeschichtung, nach 4 h betrug die
Steigerung der TAoC lediglich 26,17 % und lag somit unter denen der RGD- (29,15 %) und
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YIGSR- (28,39 %)-Beschichtung. Die veranschaulichten Ergebnisse beider Versuchsgruppen
zeigen die Tabellen 9 und 10. Zusammentfassend erreichten die singuldren Peptidfunktionalisie-
rungen in beiden Besiedlungszeiten nach 1 h und 4 h keine signifikant erhohte 74oC. In den
Versuchsgruppen mit Einsatz der Peptidkombinationen verstérkte sich der Trend der vermehrten
Adhésion sowohl beim Zeitpunkt von 1 h als auch 4 h und erreichte zum 4 h Zeitpunkt eine
statistisch signifikante Steigerung der 74oC in der kombinierten Gruppe RGD/REDV. Eine gra-
fische Darstellung aller Versuchsgruppen zeigt Abb. 33. Veranschaulicht wird die TAoC, als
auch die x-fache Zunahme der TAoC im Vergleich mit der Kontrollgrupe nach 1 h und 4 h.

Control RGD REDV
AoC 23,56% . AoC 27,25%‘ ’

»

AoC 2745%

HUVECs

YIGSR RGD/REDV
AoC 28,11% - .éa AoC 50,35%

HUVECs

Abb. 32: Direkter Vergleich der AoC nach 4 h Besiedlungszeit
Représentative Aufnahmen der in vitro Zelladhisionsstudie anhand oviner Pulmonalklappensegel
dECM nach Biofunktionalisierung in Einzel- und Doppelfunktionalisierung und Besiedlung mit
HUVECs, Mittelwerte Area occupied by Cells (AoC) in %, VergroBerung 50 x (5 x 10)

4h Kontrolle RGD REDV YIGSR RGD/REDYV | RGD/YIGSR
nl 27,40 29,53 32,91 33,38 44,24 40,42
n2 16,77 29,21 21,31 29,19 38,29 24,76
n3 28,86 28,72 24,29 22,40 44,95 32,33
MW 24,34 29,15 26,17 28,39 42,46 32,50
SD 6,60 0,41 6,03 5,56 3,71 7,84
p - n.s. n.s. n.s. p <0,05 n.s.

Tabelle 10: Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse des in vitro Zelladhisionsversuch nach 4 h Besiedlungszeit
Area occupied by Cells (AoC) fiir n1-n3 der Kontrolle und der einzelnen Versuchsgruppen, Mittelwert
(MW), Standardabweichung (SD), p-Wert (p), n.s. = nicht statistisch signifikant
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Abb. 33: Zelladhiisionsstudie nach Oberflichenfunktionalisierung von ovinen Pulmonalklappen dECM
Zelluldre Adhdrenz nach 1 h und 4 h mit Darstellung der TAoC und x-fache Zunahme gegeniiber der
Kontrolle; Symbole = Einzelwerte, Balken = Mittelwerte und +/- SEM, * = statistische Signifikanz
(p <0,05)

4.3 Herstellung von human-size dECM-Gerlisten

Das iibergeordnete Ziel des Tissue Engineering im Allgemeinen und speziell im Bereich des kar-
diovaskuléren Tissue Engineering ist es eine klinische Anwendbarkeit der erzeugten Konstrukte
zu etablieren. Um dies zu erreichen ist es essenziell dECM-Konstrukte mit humanen Dimensio-
nen zu entwickeln. Um die bendtigten GroBenverhéltnisse zu erzielen, wurde innerhalb dieser
Arbeit die Moglichkeit der perfusionsbasierten in foto Dezellularisierung von ovinen Herzen an-

hand der Modifizierung einer bereits etablierten Kleintierherz-Dezellularisierung untersucht.

4.3.1 Modifizierung eines etablierten Protokolls zur Kleintierherz-
Dezellularisierung fiir die in toto Dezellularisierung von ovinen Herzen

Um die qualitativ guten Ergebnisse der bereits etablierten und ebenfalls in dieser Arbeit genutz-

ten Rattenherz-Dezellularisierung auf humane Dimensionen zu iibertragen, mussten einige An-
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derungen am verwendeten Protokoll durchgefiihrt werden. Das Grundprinzip der perfusionsba-

sierten in toto Dezellularisierung wurde jedoch weiterverfolgt.

Um den verdnderten GroBenverhéltnissen gerecht zu werden, war es notwendig. die automati-
sierte softwaregesteuerte Dezellularisierungsanlage mit grofBeren Reaktionsgefa3en auszustat-
ten und fiir die Aufnahme und Verarbeitung groBerer Perfusionsvolumina anzupassen. Die im
Kleintiermodell suffiziente retrograde Perfusion iiber die Aorta ascendens konnte dabei nicht
eins zu eins iibertragen werden, entsprechende Versuche mit geeigneten Schlauchsystemen er-
brachten keine zufriedenstellenden Ergebnisse der Dezellularisierungsqualitit. Zur Aufrechter-
haltung entsprechender Perfusionsdriicke und zur Steigerung der selektiven Perfusion des Ko-
ronarsystems folgte die Anpassung hin zur selektiven Kanniilierung der Koronarostien. Hiermit
konnte die Qualitdt der Dezellularisierung gesteigert und synergistisch der Leckage bedingte
Ausschuss von Perfusionslosung gesenkt werden. Im letzten Schritt der Anpassung wurden
verschiedenste Modifikationen des bereits etablierten Perfusionsprotokolls getestet und zu-
néchst auf ihren makroskopischen und in einem weiteren Schritt auf den mikroskopischen De-
zellularisierungseffekt untersucht. Dabei wurden verschiedene Kombinationen der Gefélper-
fusion mit definierten Mengen an Detergenzien variiert. Untersucht wurden der einmalige Ge-
faBdurchlauf einer definierten Menge an Perfusat einerseits und die Gefdperfusion durch ein
definiertes Volumen in stdndiger Riickfithrung mit resultierendem mehrfachem Gefaf3durchlauf
andererseits. Ebenfalls kombiniert wurden wiederkehrende Spiilschritte durch Wasser in dieser

Weise.

4.3.2 Etablierungsphase und Protokoll-Validierung mittels makroskopischer und
mikroskopischer Evaluation der Dezellularisierungsqualitat

In der Etablierungsphase wurden die unterschiedlichen vorgenommenen Modifikationen hin-
sichtlich der erzielten makro- und mikroskopischen Dezellularisierungsqualitit hin untersucht.
Dabei zeigten sich grob unterteilt zwei Formen der unzureichenden Dezellularisierung. Erstere
waren bereits makroskopisch als solche zu erkennen und sind im Rahmen eines typischen De-

zellularisierungsvorgangs in Abb. 34 dargestellt.

Entsprechende makroskopisch nicht vollstindig dezellularisierte Herzen, wie im Beispiel zu
sehen, ergeben Hinweise auf eine Minderperfusion des entsprechenden Gewebes, z.B. durch

postmortale Thrombusbildung.
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Abb. 34: Reprisentative Aufnahmen ovines Herz wihrend eines inkompletten in tofo Dezellularisierungs-
versuchs
Chronologische Reihenfolge von links oben — rechts unten mit verschiedenen Stadien einer inkompletten
perfusionsbasierten in foto Dezellularisierung, rechter Bildrand = transversale Schichten des ovinen Herz
—nach Beenden des Vorgangs mit makroskopischen myokardialen Resten in inselartiger Verteilung.

Mit einer Diskrepanz zwischen makroskopisch vollstindig transparent erscheinenden Arealen
und simultan auftretenden nahezu vollstdndig unbeeinflussten Arealen ohne sichtbaren Dezel-
lularisierungserfolg. Die zweite Gruppe der makroskopisch myoglobinfreien Herzen wurde der

folgenden weiteren histologischen Beurteilung zugefiihrt.

Die Bilderreihen der Abb. 35 zeigen mit DAPI-gefdarbte Fluoreszenzaufnahmen. Es handelt
sich dabei um histologische Schnitte nicht dezellularisierter nativer Schafsherzen zur Veran-
schaulichung der physiologischen Konfiguration der Zellkerne an epikardialer, endokardialer
und myokardialer Stelle im Gegensatz zur ovinen dECM. Zu sehen sind ein ausgepragter Fett-
kranz epikardial, mit typischen Fettzellen. Im myokardialen Abschnitt zeigen sich zahlreiche
Zellkerne mit dazugehorigen Zellen, welche im Durchlichtbild braunlich erscheinen. In der
letzten Aufnahmereihe erkennt man die native Zell- und Zellkernkonfiguration in einem Gefal3

auf endokardialer Seite. Das dargestellte Gefal3 liegt eingebettet und umgeben von Fettzellen.
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Abb. 35: Reprisentative Aufnahmen natives ovines Herz nach DAPI-Firbung
Histologische epikardiale, myokardiale Schnitte und GefdB3darstellung natives ovines Herz nach DAPI-
Farbung zur Veranschaulichung der natiirlichen Morphologie und zelluldren Verteilung; DAPI-Signal,
Nativbild und Overlayaufnahmen (Maf3stab 200 um (100 x)).

Die Bilderreihe der Abb. 36 zeigt nun im Vergleich eine reprisentative Auswahl an Aufnahmen
von dezellularisierten, makroskopisch zellfreien Herzen aus weiter fortgeschrittenen Etablie-
rungsprotokollen. Die histologische Aufarbeitung ldsst erkennen, dass zelluldre beziehungs-
weise nucleinsiurehaltige Riickstdnde ohne intakte Zell- oder Zellkernstruktur sichtbar bleiben.
Auffilliger Weise scheinen hier die zelluldren Riickstéinde besonders in der Ndhe von Gefdllen
zu akkumulieren, ein entsprechendes Beispiel zeigt die myokardiale Bildserie in Abb. 36.
Durch weitere histologische Standardfarbungen wie H.E.- (Abb. 37) oder MOV AT-Férbung
(Abb. 38) erfolgte die Evaluation der EZM-Integritit und Zusammensetzung sowie erneut der
Kontrolle der Zellfreiheit in bereits weiter fortgeschrittenen Dezellularisierungsprotokollen.
Die wabenartig angeordnete Faserstruktur und die hell-rétliche Farbung zeigen kollagenreiche,
extrazellulire Komponenten. Die Abb. 37a-f mit Nativaufnahmen und Aufnahmen unvollstén-
dige dezellularisierter EZM dienen der besonderen Veranschaulichung der mikroskopischen
Unterschiede einer dezellularisierten EZM gegeniiber einer nativen EZM. Eine besondere Si-

tuation zeigt sich in Abb. 37b. Hier wurde die genaue Grenze zwischen dezellularisiertem und
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weiterhin zellreichem Gewebe getroffen. Eine Ubergangszone lisst sich nicht erkennen. Der
Wechsel zwischen zellreichem und myoglobin-rot gefdarbtem Areal und zellfreiem von Kol-
lagen dominiertem Bereich erscheint abrupt und willkiirlich. Die restlichen Abbildungen dieser
Féarbung entsprechen dem typischen dezellularisierten Typus und zeigen in diesen reprisenta-
tiven Aufnahmen keinerlei Anzeichen fiir Zellkerne oder verbleibenden nukleinsidurehaltigen
Zelldetritus. Aufféllig an Abb. 38c ist der prominente Fettkranz, der sich ohne den im Nativ-
priparat an den Rand gedrangten Zellkern, blasenartig epikardial an das Myokard aufsetzt. Die
endokardiale Seite des Préparates ist dagegen durch eine regelrechte Verdichtung der Fa-
serstruktur im Randbereich gekennzeichnet, was sich in einer intensiveren acidophilen Farbung
ausdriickt. Die in Abb. 38f demonstrierten kardialen Gefdlle weisen eine intakte Struktur auf

und sind in eine zellrestfreie EZM eingebettet.

DAPI

Nativ

Apex Gefaly LV epikardial LV myokardial LV endokardial

Abb. 36: Reprisentative Aufnahmen von Zellriickstinden innerhalb der ovinen dECM mittels DAPI-Féirbung
Aufnahmen von dezellularisierten, makroskopisch zellfreien ovinen Herzen aus weiter fortgeschrittenen
Etablierungsprotokollen nach Probenentnahme aus epi-, myo- und endokardialem linken Ventrikel
(LV) und DAPI-Fiarbung (6um Paraffinschnitt); beispielhafte Verteilung von DNA-Riickstinden in
blauer Fluoreszenz ohne sichtbare intakte Zellkerne; DAPI-Signal, Nativbild und Overlayaufnahmen
(MaBstab 200 um (100 x)).

Die durchgefiihrte MOV AT-Farbung aus Abb. 38 diente der genaueren Evaluation der vorherr-
schenden EZM-Komponenten nativer und dezellularisierter Proben im Vergleich. Ahnlich
Abb. 37a zeigen die Abb. 38a und b das native Bild, eines undezellularisierten Schafsherzen
in MOVAT-Fiarbung. Deutlich stechen die tiefrote Farbung der Myokardzellen und die zahlrei-
chen Zellkerne der Kardiomyozyten hervor. In Abb. 38a ist zusétzlich ein mittelgroBes ca. 200

um groBes Gefdll zu erkennen. Dieses enthédlt zahlreiche Zellen und Zellkerne, welche die
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dichte schwarze Tiipfelung in der Farbung ausmachen. Die restlichen gezeigten Abbildungen

entstammen dezellularisierten Praparaten.

Abb. 37: Reprisentative Aufnahmen ovine dECM und Nativaufnahmen in H.E. Firbung
(A) Schafsherz nativ, Gefdl3, Myokard (Maf3stab 100 mm (200 x)); (B) linker Ventrikel sichtbare Dezellu-
larisierungsgrenze in unvollsténdig dezell. Herz (Mafistab 100 pm (200 x)), (C) Schafsherz nativ, rechter
Ventrikel, Epikard, Fettkranz, Myokard (Mafistab 500 um (50 x)); (D) Schafsherz nativ, rechter Ventrikel,
Endokard (MaBstab 500 pm (50 x)); (E) Schafsherz dECM, rechter Ventrikel, Myokard (Maf3stab 100 pm
(200 x)); (F) Schafsherz nativ, Herzseptum, Gefalanschnitte im Myokard (Mafstab 200 pm (100 x)).

Gemein haben alle geférbten Schnitte eine blaugriine Grundfarbe, diese zeigt die extrazelluldre
Grundsubstanz des Gewebes. Die Grundstruktur ist faserig angeordnet und von gelben Kol-
lagenfasern durchzogen. Der Anteil der Kollagenfasern variiert innerhalb des Priparats als auch

zwischen verschiedenen Herzen. Die Abb. 38c und e weisen auch einen gewissen Anteil an
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rotlichen Einsprengungen auf, was analog zu Abb. 36 auf minimale zelluldre Restsubstanz hin-
deutet. Obwohl es Anhaltspunkte fiir myokardiale Riickstdnde in diesen makroskopisch sehr gut
dezellularisierten Gewebeproben gibt, konnten in keinem der Bilder intakte Zellen oder Zell-

kerne ermittelt werden.

ST

o

Abb. 38: Reprisentative Aufnahmen ovine dECM und Nativaufnahmen in MOVAT-Firbung
(A) Nativ, linker Ventrikel, Myokard (Mafistab 500 mm (50 x)); (B) Nativ, linker Ventrikel, Endokard
(Mafstab 200 mm (100 x)); (C) dECM, linker Ventrikel, Epikard mit Fettkranz (Mafstab 500 mm
(50 x)); (D) dECM, linker Ventrikel, Endokard (Maf3stab 500 mm (50 x)); (E) dECM linker Ventrikel,
Myokard; (MafBstab 200 mm (100 x)) f) dECM, linker Ventrikel, Gefal (Maf3stab 200 mm (100 x)).
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4.3.3 Human-size dECM-Konstrukte auf Basis von in toto dezellularisierten
ovinen Herzen

Aufgrund der Erfahrungen aus der Etablierungsphase, konnte mittels 24 h kontinuierlicher De-
tergenzien-Perfusion und 30 min H,O Spiilschritten in einem 2 h Intervall, eine komplett de-
zellularisierte kardiale EZM humaner Grof3e auf Basis in toto dezellularisierter oviner Herzen
hergestellt werden. Die makro- und mikroskopischen Ergebnisse zeigen Abb. 39 und Abb. 40.
Abb. 39 zeigt einen Dezellularisierungsgrad, bei der das intakte Herz bereits du3erlich keinerlei
myoglobinfarbene Punkte aufzeigt. Im Schnittpriaparat mit horizontaler Schnittfiihrung auf
Hohe der Klappen-, Herzbasis- und Apexebene gibt es ebenfalls keine makroskopischen An-

zeichen fiir eine unvollstindige Dezellularisierung.

Abb. 39: Erfolgreiche vollstindige in fofo Dezellularisierung eines ovinen Herzens
(A)Vorderseite; (B) Riickseite; (C)transversale Schnittebenen; (D) Nahaufnahme LV; (E) Schema der
Schnittebene.
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Die Matrix stellt sich nahezu vollstdndig transluzent bis wei3lich dar. Wie Abb. 39¢ und d zeigt,
verbleiben sdmtliche Binnenstrukturen des Herzens anatomisch vollstédndig intakt. Bei genauerer
Betrachtung lassen sich Klappenstrukturen bis hin zu den Sehnenfaden der Mm. Papillares erken-
nen. Im apikalen Teil des Herzens (Abb. 39b) erkennt man zudem die eingebrachten Titanclips,

welche zum VerschlieBen kleinerer Gefallleckagen vor der Dezellularisierung verwendet wurden.

Die Bilderreihe der Abb. 40 zeigt eine gelungene Dezellularisierung auf histologischer Ebene.
Die durchgefiihrte Farbung mittels DAPI-Zellkernfarbung ergibt kein sichtbares DAPI-Signal
in den Aufnahmen und die Durchlichtaufnahmen zeigen keinen Hinweis auf verbleibendes Zell-
material. Vergleicht man die epikardialen, endokardialen und myokardialen Aufnahmen mit den
nativen Bildern der Abb. 35, wird dies eindriicklich sichtbar. Die gewihlten Aufnahmen stellen
eine Auswahl aus den optisch am besten dezellularisierten Herzen dar. Die Unversehrtheit und
vorhandene Integritit der EZM konnte bereits anhand der dargestellten H.E.- und MOV AT-Fér-
bungen der Abb. 37 und 38 erldutert werden. Das vorliegende Bildmaterial zeigt nun die mik-
roskopische Zellfreiheit der ovinen dECM anhand der verwendeten histologischen Immun-Flu-
oreszenz-Féarbungen innerhalb der verwendeten reprisentativen Schnitte und konnte in repetiti-

ven Versuchen bestitigt werden.

Damit konnte das Ziel, eine dezellularisierte kardiale EZM mit humaner Dimension herzustellen,

erfolgreich erreicht werden.

DAPI

Nativ

Overlay

LV epikardial RV endokardial RV myokardial RV Gefaly

Abb. 40: Reprisentative histologische Aufnahmen einer perfusionsbasierten ovinen in foto Herzdezellula-
riserung nach DAPI-Firbung
Aufnahmen von dezellularisierten, makroskopisch zellfreien ovinen Herzen nach Probenentnahme aus
epi-, myo- und endokardialem linken und rechten Ventrikel (LV u. RV) und anschlieBender DAPI-Far-
bung (6um Paraffinschnitt), kein DAPI-Signal und damit Hinweise auf DNA-haltige Riickstinde konnten
nachgewiesen werden; linker Ventrikel epikardial (MaBstab 200 um (100 x)); rechter Ventrikel endokar-
dial, (Mafstab 200 um (100 x)); rechter Ventrikel myokardial (Maf3stab 200 pm (100 x)); rechter Ventri-
kel GefaBanschnitt, (MaBstab 100 um (200 x)) DAPI-Signal, Nativbild und Overlayaufnahmen.
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5 Diskussion

Zahlreiche Fortschritte im Bereich des Tissue Engineering der letzten Jahre fiihrten zu immer
neuen, bereits klinisch anwendbaren Errungenschaften. Das Ziel, mittels Tissue Engineering
komplexe Organsysteme zur klinischen Nutzung in der Humanmedizin zu erschaffen, ist jedoch

noch immer in weiter Ferne.

5.1 Rekapitulation der Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit drei wesentlichen Kernbereichen des kardiovaskuléren
Tissue Engineering und diente dazu spezifische Losungsansitze fiir derzeit bestehende Limita-
tionen innerhalb dieser Gebiete zu untersuchen. Die gemeinsame Basis bildete dabei die dezel-
lularisierte kardiale EZM. Hier galt es im Speziellen, weiteren Progress in Richtung klinischer
Anwendbarkeit des kardialen Tissue Engineering durch die Entwicklung von Optimierungs-
konzepten zu ermdglichen und die Anwendungsmoglichkeiten der dezellularisierten kardialen

EZM zu verbessern. Dabei wurden diese Ziele konkret umgesetzt:

Es erfolgte die selektive Re-Endothelialisierung des vaskuldren Systems in foto dezellula-
risierter Rattenherzen. Im Anschluss konnte die Moglichkeit der funktionellen Vaskulari-
sierung von dECM evaluiert werden. Durch nativ und immunhistologische als auch mole-
kularbiologische Methoden wurden dabei funktionelle HUVEC-Zellverbdande nachgewie-
sen. Diese zeigten die Fihigkeit, auf duere Stimuli addquat zu reagieren und konnten das
dezellularisierte Rattenherzgefdl3system in groen und kleinen Gefédlkalibern auskleiden.
Durch eigens hergestellte Peptide konnte eine selektive Biofunktionalisierung von dezel-
lularisierten ovinen Pulmonalklappensegeln durchgefiihrt werden. Diese wiesen in be-
stimmten Versuchsgruppen eine signifikante Verbesserung der Zelladhdsion von humanen
Endothelzellen auf kardialer dECM auf.

Anhand eines bereits etablierten Protokolls zur Kleintierherz-Dezellularisierung wurde
durch Hochskalierung und Modifikation des Protokolls die Mdglichkeit zur Herstellung
eines human-size dECM-Geriist auf Schafsherzbasis untersucht. Nach einer umfangreichen
Etablierungsphase zeigte sich letztlich ein histologisch gesichertes gutes Dezellularisie-

rungsergebnis im Vergleich zum Kleintiermodell.
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5.2 dECM als Basis des kardiovaskularen Tissue Engineering

Als zentraler Bestandteil nicht nur dieser Arbeit, sondern auch im gesamten Bereich des kardi-
alen Tissue Engineering ist die dezellularisierte extrazelluldre Matrix eine Basisplattform viel-

faltigster Anwendungsgebiete.

,,The extracellular matrix: At the center of it all“ von S. Bowers et al. aus dem Jahr 2010 be-
schreibt im Titel passend die zentrale Rolle der EZM nicht nur als struktur- und formgebendes
Gertst aus Kollagenen, Proteoglykanen und Glycoproteinen, sondern zeigt wie zahlreiche Ar-
beiten in diesem Gebiet die wichtige Rolle der EZM im komplexen Zusammenspiel der Zell-
proliferation, Zellkommunikation und Gewebedifferenzierung auf. Im Rahmen einer spezifi-
schen, seitens der EZM gebildeten Mikroumgebung kommt es zum essenziellen, sich gegen-
seitig bedingenden Austausch von Wachstumshormonen, Adhisionsmolekiilen und Zytokinen
mit den Zellen vor Ort und beeinflussen dadurch die mechanischen, chemischen und elektri-

schen Signalwege innerhalb des Gewebes. [32][33][104][105]

So ist es nicht verwunderlich, dass die Geschichte des kardiovaskuldren Tissue Engineering
eng mit der Entwicklung von kiinstlichen und biologischen Matrizen als Tragerkonstrukt fiir
Zellen verkniipft ist. Mit der Entwicklung von dECM-Gertisten konnten biologische Gewebe
erschaffen werden, welche die natiirliche Architektur und die Mikroumgebung des Ursprungor-
gans erhalten und neben den artifiziellen Pendants bereits zahlreiche pra-klinische und klinische

Anwendungen ermdglichten.

5.3 Kilinische Anwendung und Meilensteine der Forschung

Klinische Anwendungen des kardialen 7issue Engineering reichen derzeit von biologischen mit
korpereigenen Zellen re-besiedelten, mitwachsenden Herzklappen [106] liber myokardiale Er-
satztherapien, die beispielsweise bei Myokardinfarkten als therapeutische Option die Herzfunk-
tion verbessern konnen. [40][42][107] Als Meilenstein nicht nur des kardialen Tissue Enginee-
ring lasst sich die viel beachtete Arbeit ,,Perfusion-decellularized matrix: using nature’s plat-
form to engineer a bioartificial heart* von Harald Ott und Doris Taylor (2008) bezeichnen. Ott
et al. demonstrierte hier erstmals den sogenannten Whole-Organ-Ansatz im kardiovaskuldren
Tissue Engineering. Anhand einer perfusionsbasierten Dezellularisierung wurden sédmtliche zel-
luldren Bestandteile eines Rattenherzens entfernt und in einem weiteren Schritt durch Re-Be-
siedlung des entstandenen Zellgeriists mit neonatalen Rattenherzzellen im Bioreaktorsystem ein
kontraktionsfahiges bioartifizielles Konstrukt erschaffen. [24] In weiteren Arbeitsgruppen konn-

ten in den folgenden Jahren bereits Herzen menschlicher Grof3e, beispielsweise von Schweinen,
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erfolgreich de-zellularisiert im Anschluss re-zellularisiert sowie erneut im Tiermodell heterotrop
transplantiert werden. [65][111] AuBBerhalb des kardiovaskulédren Tissue Engineering gelang es
ebenso bereits, gesamte Organe erfolgreich zu dezellularisieren und diese auch zu re-zellulari-
sieren. Hierzu zdhlen beispielsweise parenchymatose Organe wie Niere, Leber, Pankreas und
auch Lungen. Dabei konnten, wie z.B. im Falle der Lunge, ein zeitweiser Erhalt der Organfunk-

tion nach Re-Implantation im Tiermodell erreicht werden. [112][113][114]

Diese bereits verzeichneten Erfolge im weiterhin ,,jungen® wissenschaftlichen Feld des Tissue
Engineering bieten das Potenzial fiir zukiinftige revolutionére klinische Durchbriiche innerhalb

der regenerativen Medizin.

5.4 Limitationen des kardiovaskularen Tissue Engineering

Trotz aller Errungenschaften riickt eine routinemaBige klinische Anwendung als Organersatz-
therapie noch in weite Ferne. Zu komplex ist die Herstellung von funktionsféhigen artifiziellen
Organsystemen mit der zugehorigen Fiille und Kombination an Zelltypen und verschiedensten
Co-Faktoren. Darunter mechanische, chemische und elektrophysiologische Stimuli welche zur
Auspriagung und Erhaltung von essenziellen Organfunktionen notwendig sind. So gilt es Stiick
fiir Stiick kleinere und grundlegendere Limitationen zunichst besser zu verstehen und im An-
schluss systematisch zu liberwinden. Somit diente auch diese Arbeit dem Versuch, spezifische
Verbesserungen auf dem Weg zur klinischen Anwendung von dezellularisierter kardialer Mat-
rix zu erproben. Kardiales Gewebe ist aufgrund der anatomischen und funktionellen Aufgaben
im Organismus in hohem Maf3e abhédngig von einer kontinuierlichen Sauerstoff- und Nahrstoft-
zufuhr und reagiert in vivo duflerst sensibel auf Mangelzustdnde: Sodass ein Fortschritt zu funk-
tionellen bioartifiziellen kardialen Ersatzorganen ganz entscheidend von einer suffizienten Va-
skularisierung abhdngig ist. Ohne eine Makro- und Mikrozirkulation sowie Perfusion kann das
Ziel eines Tissue-engineerten Organs nicht erreicht werden. Limitationen ergeben sich hier
durch die GesetzmafBigkeiten der Diffusion im Gewebe und schrinken dadurch die Konstrukt-
Dicke und -Grofe sowie die mogliche Anzahl stoffwechselaktiver Zellprozesse uniiberwindbar
ein. [53] Die bisherigen Herangehensweisen innerhalb dieses Gebiets {iberschneiden und er-
ginzen sich teilweise in verschiedenen Ausfiithrungen und befassten sich im Wesentlichen mit

folgenden Strategien[115]:
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Induzierung bzw. Forderung der Neoangiogenese durch Wachstumsfaktoren und verschie-
dener Zytokine [116]

Entwicklung synthetischer Konstrukte verschiedenster Art, die in vivo im natiirlichen
Kreislauf eines Organismus oder in vitro durch artifizielle Zellinjektion bzw. im Bio-Re-
aktor vaskularisiert und anschlieBend implantiert werden konnen. [117][118]

Herstellung biomimetischer synthetischer Konstrukte, wie z.B. ,,Sauerstoff-Tunnel* zur
Verbesserung der Diffusion/Perfusion. [119]

Nutzung einer bereits vorhandenen physiologischen GefaBarchitektur als Native Tissue De-

rived Scaffolds (engl.: von nativen Geweben abgeleitete EZM-Gertiste). [24]

Jede der dargestellten Strategien unterliegt vorgegebenen natiirlichen Vor- und Nachteilen. So
erscheint eine vollstandige Neoangiogenese bisher noch nicht ausreichend praktikabel um iiber
die Mikrozirkulation hinaus auch gesamte Organe funktionsféhig zu vaskularisieren. Weiterhin
besteht insbesondere weiterer Forschungsbedarf im Hinblick auf maligne Entartungstendenzen.
Die Entwicklung synthetischer Zell-Gertiste und biomimetischer Konstrukte bleibt bisher auf
einfachere tubuldre und wenig verzweigte lineare Geometrien limitiert. Der Komplexitét in
Aufbau und Anforderungen natiirlicher Gewebe und Organe konnte man bisher noch nicht ge-
recht werden. Gegebenenfalls ist hier mit der Entwicklung neuerer Verfahren, wie z.B. biolo-
gischen 3D-Druckverfahren neuer Fortschritt realisierbar. Die Herstellung und Verwendung
von Native Tissue Derived Scaffolds wie innerhalb dieser Arbeit anhand des Tissue Flap-Mo-
dells [38] geschehen, bietet den Vorteil einer bereits natiirlich angelegten Geometrie und eines
perfusionsfiahigen Gefdllsystems sowie der Bereitstellung der erforderlichen Mikroumgebung
— ein Vorteil beispielsweise gegeniiber synthetisch hergestellten Konstrukten. Das vorhandene
organspezifische dezellularisierte Gefdallsystem innerhalb eines dECM-Konstruktes allein reicht
jedoch nicht aus. Ohne kontinuierliche und funktionelle Endothelauskleidung kann eine suffi-
ziente Vaskularisierung zum Sauerstoff und Néhrstoffaustausch, sowie zur Regulation von Ge-
rinnungs- und Immunprozessen nicht gelingen. Nachteilig wirkt sich die geringe Reproduzier-
barkeit und Standardisierung von natiirlichem Gewebe auf potenzielle wissenschaftliche und

klinische Anwendungen aus.
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5.5 Funktionelle Vaskularisierung dezellularisierter kardialer EZM

Innerhalb dieser Arbeit konnte unter Verwendung einer dezellularisierten kardialen Matrix eine
selektive Vaskularisierung des GefaBsystems mittels HUVECs erreicht werden. Durch nativ-
und immunbhistologische Farbungen konnte eine nahezu kontinuierliche Auskleidung gréferer
Abschnitte des koronaren Gefaf3systems mit vitalen Zellen in kleinen und gro3en Gefal3durch-
messern nachgewiesen werden. 3D-Aufnahmen mit dem Konfokal-Lasermikroskop zeigten zu-
dem die Ausbildung natiirlich verzweigter Gefalbdume innerhalb des Konstrukts, welche in
einem vergleichbaren Malle innerhalb eines synthetischen Ansatzes, wie z.B. aus Kollagen oder
Alginate nicht zu finden sind. Zudem gelang durch Immunhistologie und auf molekularbiolo-
gischer Ebene der Nachweis einer gewissen Funktionalitit durch endothelspezifische Marker.
Da die vorliegenden Ergebnisse auf kleinen Versuchsgruppen und Evaluation rudimentérer in-
trazelluldrer Zellfunktionen basieren, sind die Ergebnisse lediglich als weiteren Schritt in Rich-
tung suffizienter Vaskularisierung zu sehen. In weiterfithrenden Studien gilt es nun die Vasku-
larisierung beispielsweise innerhalb geschlossener Bioreaktorsysteme [24] [49][121] weiter zu
verbessern um eine liickenlose Endothelschicht zu gewéhrleisten sowie die Funktionalitét mit-
tels weiterer spezifischer Marker, z.B. zur Kreislaufregulation oder beispielsweise in Perfusi-
onsversuchen in punkto Thrombogenitit zu evaluieren. Arbeiten mit teilweise vergleichbaren
Versuchsaufbauten konnten hier bereits eine verringerte Thromboseneigung in Perfusionsver-

suchen zwischen re-endothelialisierten und nativen dECM-Konstrukten demonstrieren. [54]

5.6 Biofunktionalisierung dezellularisierter kardialer EZM

Ein weiterer Ansatzpunkt in der Optimierung von dECM-Konstrukten ergibt sich durch eine
gezielte Beeinflussung der dECM-Oberflichenbeschaffenheit. Innerhalb dieser Arbeit wurde
hierzu mittels bioaktiver Peptide eine Biofunktionalisierung dezellularisierter oviner Pulmonal-
klappensegel vorgenommen. Das Ziel eine verbesserte Zell-Matrix-Interaktion zu erreichen,
konnte durch Kombination der bioaktiven Sequenzen RGD/REDV und RGD/YIGSR erreicht
werden. Diese aus zelladhédsionsvermittelnden Proteinen wie Integrin, Fibronectin und Laminin
abgeleiteten biomimetischen Peptide konnten eine messbare und teilweise signifikante Steige-
rung der Zelladhédsion von HUVECs auf dezellularisierter kardialer EZM erreichen. Eine prin-
zipielle Einflussnahme zur gezielten Modulation von Eigenschaften der dECM-Oberfldache
scheint somit eine weitere plausible Mdglichkeit um verschiedenste Zell-Matrix-Interaktionen
zum Vorteil zu steuern. Eine direkte Translation hin zur klinischen Anwendung ist hier z.B. im
chirurgischen Herzklappenersatz denkbar, da bisherige Limitationen der Verfahren durch ober-

flichenvermittelte adverse Reaktionen immunologischer oder thrombogener Natur in frithzei-
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tigem Implantatversagen z.B. durch mangelnde friihzeitige Endothelialisierung oder durch ver-

mehrter Kalzifikation, miinden. [122][59]

Bisherige Studien im Bereich der proteinbasierten Oberflichenfunktionalisierung verschiedens-
ter biologisch eingesetzter Oberflichen, darunter auch von orthopédischen oder ophthalmologi-
schen Implantaten [123] und insbesondere vaskuldrer Konstrukte, konnten bereits wegweisende
Ergebnisse liefern. So konnten mittels Fibronectin beschichteter in den Kdorperkreislauf einer
Ratte eingebundener dECM-Konstrukte eine schnellere Endothelialisierung und verbesserte Bi-
ointegration der tubuldren Konstrukte erzielt werden. [124] Weitere proteinbasierte Ansétze zie-
len darauf ab z.B. Wachstumsfaktoren wie VEGF oder spezielle Antikdrper in synthetischen
oder natiirlichen Geweben vermehrt zu binden und dadurch eine schnellere oder vermehrte En-
dothelialisierung bzw. Biointegration zu erreichen. [125] Als nachteilig erweist sich hierbei der
Einsatz natiirlich vorkommender oftmals unspezifischer Proteine, wie z.B. Fibronectin und La-
minin, da es durch eine entsprechende Funktionalisierung zwar zur schnelleren und vermehrten
Anreicherung von endothelspezifischen Zellen kommt, diese aber ebenfalls eine nicht er-

wiinschte Hyperplasie der Gefalintima zur Folge hatte. [124]

Innerhalb dieser Arbeit wurden eigens durch eine Kooperation mit dem Department of Material
Science and Metallurgical Engineering der Technical University of Catalonia in Barcelona ent-
wickelte Peptide verwendet, welche ausschlielich die Hauptsequenzen passend zu den ent-
sprechend ausgewihlten Zelladhdsionsrezeptoren beinhalten. Durch Beschichtung von ovinen
Pulmonalklappensegeln mittels dieser spezifischen bioaktiven Gruppen, konnte innerhalb einer
in vitro Studie eine gesteigerte Zelladhdrenz nach 1 und 4 Stunden Inkubation mit humanen
Nabelschnurvenenzellen demonstriert werden. Die besten Ergebnisse lieferten hier die Kombi-
nationen der Aminosduresequenzen RGD/YIGSR und RGD/REDV. Und deutet auf eine wich-
tige Rolle der durch RGD vermittelte Zelladhdsion durch Bindung an Integrin ouf: hin. Die
beobachteten besseren Ergebnisse durch die Kombination mit dem YIGSR- und REDV-Motiv

erlauben die Postulierung von synergistischen Effekten.

In weiteren Versuchen ist es hier sicherlich notwendig, iiber diese Proof of Concept-Studie
hinaus weitere Variablen zu untersuchen. Aufgrund der Komplexitit der organspezifischen
EZM liegt es nahe, entsprechende mallgeschneiderte biofunktionelle Peptide fiir die jeweilig
gewlinschte Reaktion, Anwendung und Oberfldche zu entwickeln, um den bestmoglichen Ef-
fekt im Zielgewebe zu erreichen. Die Erforschung von synergistischen oder nachteiligen Effek-
ten von Verdnderungen in Konzentration, Kombination und Auswahl des Zielligands bis zum

gewiinschten Effekt in vivo tragt das Potenzial fiir weitere mehrjéhrige Forschungsvorhaben.
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Anhand der in in vivo Versuchen gewonnen Daten gilt es nun, die Translation zur klinischen
Anwendung zu meistern. In weiterfithrenden Experimenten der Arbeitsgruppe wurde die Bio-
funktionalisierung durch die synthetischen Peptide innerhalb eines Aorteninterponat-Trans-
plantationsmodell in vivo untersucht. Trotz erfolgreicher Beschichtung und erkennbarem bio-
logischem Effekt konnte hier im Vergleich zur Kontrollgruppe ein nicht signifikanter Anstiegs-
trend zur gesteigerten luminalen Re-Endothelialisierung nach Explantation des 14 Tagen in situ

befindlichen Interponats festgestellt werden. [126]

Die Oberfldchenfunktionalisierung in der kardiovaskuldren Medizin und insbesondere im Be-
reich des Tissue Engineering bietet insgesamt grofles Potenzial zur Verbesserung bereits etab-
lierter Methoden. Dariiber hinaus ist es durchaus wahrscheinlich, dass durch Veridnderung/Op-
timierung biologischer Oberflichen durch spezielle Beschichtungen neue Verfahren und The-

rapien z.B. durch Optimierung der Re-Endothelialisierung erst ermdglicht werden.

5.7 Herstellung von human-size dECM-Gerusten

Parallel zu den unternommenen Anstrengungen zur Optimierung der Oberflachenbeschaffen-
heit der EZM und der Durchfiihrung einer funktionellen und selektiven Re-Besiedlung des Ge-
faBsystems im Rattenherzmodell wurde im dritten Abschnitt dieser Arbeit ein weiterer notwen-
diger Schritt auf dem Weg zur klinischen Anwendung in Angriff genommen. Konkret wurde
anhand der Erfahrungen mit dem bereits etablierten Kleinherzdezellularisierungsverfahren un-
ter Verwendung eines gleichenden Protokolls eine human-size dECM auf oviner Basis herge-
stellt. Durch die Benutzung von Schafsherzen ist es hierbei gelungen durch wenige Anderungen
an einem bereits etablierten und simplen auf Detergenzien basierenden Protokoll eine EZM
Plattform in menschenéhnlicher GroB3e herzustellen. Die wesentlichen Unterschiede zum be-
reits an Rattenherzen etablierten Verfahren innerhalb der Arbeitsgruppe bestanden in der gro-
Beren Biomasse, die es aus der EZM auszuwaschen galt. Hier war es notwendig, die Reaktions-
gefiaBle und Kanniilierungstechniken entsprechend anzupassen. Zusétzlich musste, um einer Sat-
tigung des Perfusats zu entgehen, eine ausreichend hohe Menge an Detergenzien eingesetzt
werden, um eine suffiziente Dezellularisierung zu gewahrleisten. Die vorliegende Arbeit zeigt
jedoch das durch kleinere Anderungen des Protokolls die Erschaffung eines reproduzierbaren
human-size dECM-Herzens anhand eines bereits etablierten Kleinherzdezellularisierungsproto-
kolls moglich ist. Wenn auch gleich hierfiir eine beachtlich groBere Menge an Materialeinsatz
notwendig ist. Die Ergebnisse der makroskopischen und histologischen Auswertung lassen auf

einen hohen Grad der Zellfreiheit schliefen, wenn auch auf mikroskopischer und immunologi-
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scher Ebene DNA-Reste in Teilabschnitten nicht vollstindig entfernt werden konnten. Die Qua-
litdt und Integritdt der EZM stellt sich ebenfalls anhand der vorliegenden histologischen Far-
bungen mit den Ergebnissen des Kleintiermodells vergleichbar gut dar. Das Vorhaben, Herzen
in menschendhnlicher Grofe zu dezellularisieren, konnte bereits von mehreren Arbeitsgruppen
in unterschiedlichen Ansitzen realisiert werden. So wurden erstmals porcine Herzen als Basis
der human-size Whole-Heart-Dezellularisierung genutzt. Als erfolgreichstes Modell hat sich
dabei die perfusionsbasierte Methode der Dezellularisierung gezeigt. Diese kann anhand ver-
schiedener modifizierter Protokolle mit additiven enzymatischen oder anderen zelldisruptiven
Methoden kombiniert werden und wurde von den meisten Arbeitsgruppen benutzt. [127][128]
Der Vorteil des Whole-Organ- und perfusionsbasierten Ansatzes besteht dabei in der Erhaltung
der biologisch-physiologischen Infrastruktur. Auf makroskopischer Ebene bedeutet dies die
Priservation der GefdBarchitektur und reicht bis auf molekulare Ebene. Da die innerhalb der
EZM enthaltenden Wachstumsfaktoren und weiteren zahlreichen Bestandteilen der vorherr-
schenden Mikroumgebung durch vorgenannte Ansétze weiterhin ihren imminenten Einfluss
ausiiben konnen. Hier stellt sich zwangsldufig die Frage inwieweit diese Faktoren die innerhalb
einer stdndig sich verdndernden und auf die Umwelteinfliisse reagierenden EZM (Dynamic-
Reciprocity-Modell) [31] durch einen vollstindig artifiziellen Ansatz ausgeglichen werden
konnten. Weiterhin kommt die Frage auf, inwiefern sich die xenogenen dECM-Konstrukte
nachteilig in der klinischen Anwendung im menschlichen Organismus verhalten. Gerade auf-
grund ihrer geschitzten dynamischen und hochspezifischen Eigenschaften gilt es hier die ad-
versen Effekte, wie sie z.B. bei kiinstlichen Herzklappen im Rahmen von Kalzifizierungen be-
obachtet werden, weitergehend zu untersuchen. [129] Indessen wurden die Erkenntnisse der
bisherigen Tierversuche angewendet, um erste humane Spenderherzen aus nicht transplantier-
baren Herzen erfolgreich zu dezellularisieren und die Mdoglichkeiten, die sich daraus ergeben,

weiter zu erforschen. [52]

5.8 Mogliche Zukunft des kardiovaskularen Tissue Engineering

Zukiinftig gilt es analog des Ingenieurbegriffs die Teilgebiete und diversen Disziplinen des
Tissue Engineering wie einen Baukasten zu nutzen, um aus Einzelteilen komplexe biologische
Konstrukte menschlicher Grof3e zu erschaffen. Anhand der innerhalb dieser Arbeit evaluierten
Teilgebiete sind nach entsprechendem weiterfithrendem Forschungsprogress folgende Mog-
lichkeit zur Kombination dieser denkbar. Durch geeignete Dezellularisierungsverfahren auf
kardiovaskuldrem Gebiet werden je nach Anwendung humane oder xenogene dECM-Plattfor-

men geschaffen. Im Rahmen einer funktionellen Vaskularisierung werden eine Infrastruktur
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erzeugt und die Nahrstoffversorgung fiir Stoffwechselprozesse ermoglicht. Durch Biofunktio-
nalisierung der dECM konnen die Vaskularisierung selbst oder weiterfithrende Zell-Matrix-In-
teraktionen gezielt hinsichtlich der gewiinschten Zell-Zusammensetzung und resultierend auch
Gewebefunktion beeinflusst werden. Hierdurch lésst sich eine Basisplattform generieren, wel-
che anhand der bereits herausgearbeiteten Vorteile in besonderer Weise geeignet ist, bioartifi-
zielle Gewebe herzustellen. Dabei folgt dieser Ansatz dem von Langer und Vacanti bereits 1993
aufgestellten allgemeinen Paradigma des Tissue Engineering, welches die Erzeugung eines
funktionellen bioartifiziellen Ersatzorgans durch Kombination von geeigneten (pluri-)potenten
Zellverbanden, kiinstlichen oder von nativen Geweben stammenden Trigermatrizen und adé-

quater physiologischer Stimuli postuliert. [ 130]

Die Bestrebung Teilbereiche des Tissue Engineering aus der notwendigen und zunichst sinn-
vollen Diversifikation erneut zusammenzufiihren, mit dem Ziel, funktionelle Ersatzorgane in-
nerhalb eines Whole-Organ-Engineering-Ansatzes zu generieren, flihrte zu bereits beachtlichen
Erfolgen. So zeigte Taylor und Ott et al. (2008) innerhalb der bereits mehrfach zitierten Ar-
beit ,,Perfusion-decellularized matrix: using nature’s platform to engineer a bioartificial heart*
[24] nicht nur die Moglichkeit der in foto Dezellularisierung von Rattenherzen, sondern zusétz-
lich die Anwendung eines Bioreaktorsystems zur myokardialen Wiederbesiedlung der dECM
durch neonatale Rattenkardiomyozyten. Unter physiologischen Bedingungen unter anderem
durch elektrophysiologische sowie mechanische Stimulation konnte nach 8 Tagen eine eigen-
staindige Pumpfunktion beobachtet werden. Diese entsprach ca. 2 % eines vergleichbaren adul-
ten Rattenherzens. Neben der Weiterentwicklung von Auman-size dECM-Konstrukten anhand
oviner oder porciner Herzen wurden indes bereits humane Transplantate dezellularisiert und als
Plattform des bioartifiziellen Herzersatzes evaluiert. [52] Einen weiteren Schritt konnte Kitahara
et al. (2016) gehen und erfolgreich heterotrope Transplantationen de- und anschlieBend re-zel-
lularisierter porciner Herzen vornehmen. Diese Arbeit zeigt eindriicklich die technische Mach-
barkeit von heterotropen Transplantationen mit zundchst suffizienter Gefa3perfusion ohne An-
halt auf Leckagen im dECM-Konstrukt. Sowohl im dECM-Konstrukt als auch im mittels mesen-
chymaler Stammzellen re-zellularisierten Herzen, bildeten sich erhebliche Thromben aus, die
letztendlich zum Verschluss und Versagen grofler Blutgefd3e fiihrte. [111] An dieser Stelle
schlief3t sich der Kreis. Die suffiziente Dezellularisierung und Herstellung des dECM-Geriistes
als auch die chirurgisch technische Durchfiihrung sind bereits etablierte Methoden. Nun gilt es,
durch funktionelle Vaskularisierung gegebenentfalls in Verbindung mit Biofunktionalisierung
der dECM-Oberflachen, eine suffiziente Re-Endothelialisierung zu erreichen. Nur durch eine

funktionelle Endothelauskleidung, welche es ermoglicht, die Thrombogenizitit auf ein durch
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medikamentds beherrschbares Niveau zu senken, wird es zudem moglich sein, ein multifaktori-
elles (immunologisch, inflammatorisch, thrombogenes) Implantatversagen zu verhindern und

durch eine ausreichende Nahrstoffversorgung Stoffwechselprozesse zu ermoglichen.

5.9 Eignung und Limitationen der angewandten Methoden

Der Versuch dieser Arbeit, Losungsansitze von drei unterschiedlichen Kernlimitationen des
kardialen Tissue Engineering zu finden, erforderte den Einsatz unterschiedlichster Methoden,
welche lediglich einen Teilaspekt abdecken konnte. Jede verwendete Methode und Analyse
unterliegt naturgeméf eigenen methodisch bedingten, technischen und biologischen Limitatio-
nen und ist insbesondere im Hinblick auf eine Vergleichbarkeit der verwendeten Spezies kri-
tisch zu werten. Obgleich die adressierten Hindernisse im kardiovaskuldren Tissue Engineering
als allgemein giiltig angesehen werden konnen, war es lediglich moglich wichtige Teilbereiche
zu beleuchten. Hier ist es allgemein notwendig durch weitere Studien die gewonnen ersten Er-

gebnisse weiter zu validieren und im Hinblick der klinischen Ubertragbarkeit zu {iberpriifen.

5.9.1 Auswahl der Spendertiere und Ubertragbarkeit der Ergebnisse

Die Auswahl der Wistar-Ratte als Spendertier zur Kleinherzdezellularisierung erfolgte auf-
grund der guten Verfligbarkeit der Spezies, sowie der langjdhrigen Erfahrung der Arbeitsgruppe
mit der Dezellularisierung von Rattenherzen. Als auch der damit einhergehenden nachgewie-
senen Reproduzierbarkeit der Dezellularisierungsqualitit, insbesondere auch im Hinblick auf
die erwarteten hohen Versuchszahlen. Die verwendeten Wistar Ratten hatten ein Gewicht von
300-350 g, damit konnte eine gute Persistenz in Organgrofle und anschlieBender Qualitdt der
Dezellularisierung mit sehr guter Vergleichbarkeit der Proben erreicht werden. Die Gewinnung
der Spenderorgane erfolgte duBlerst standardisiert nach einem bereits mehrjéhrigen etablierten
Verfahren und bietet demnach ein gutes Mal} an Validitit. Fiir die Etablierung der GroBherzde-
zellularisierung, sowie fiir die Gewinnung der ovinen Pulmonalklappensegel zur Biofunktiona-
lisierung wurden Herzen von 20-25 kg schweren Lédmmern zur kommerziellen Schlachtung und
Fleischverarbeitung von einem nahe gelegenen Schlachthof bezogen. In einer Vorauswahl wur-
den dabei, nach Schlachtung durch den Betrieb, die noch korperwarmen Schlachtherzen im
Perikardbeutel auf Unversehrtheit gepriift und im Anschluss mittels Heparin und Streptokinase
gespiilt und anschlieBend auf Eis gelagert. Hierdurch konnte bereits ein hohes Mal3 an Repro-
duzierbarkeit erreicht werden. Jedoch musste hier im Stadium der Etablierung des Verfahrens
ein Kompromiss hinsichtlich Verfiigbarkeit der Herzen und der eingesetzten Ressourcen ge-

macht werden. Fiir die Zukunft wiinschenswert ist hier sicherlich die Mdglichkeit der Aufzucht
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und Kontrolle der Tiere in einer Tierversuchsanlage. Hierdurch ermoglicht wire dadurch bei-
spielsweise eine in vivo Antikoagulationstherapie zur Vermeidung von post mortalen Blutkoa-
geln im GefaBBsystem des Herzens, sowie die Moglichkeit der chirurgischen Explantation des
Organs, um die bestmogliche Qualitit der Spenderherzen und der anschlieBenden Dezellulari-

sierung sicherzustellen.

Bei der Auswahl der Spenderspezies kommt es unvermeidbar zur Frage nach der klinischen
Anwendbarkeit im Bezug zur menschlichen Physiologie und Anatomie. Hier zeigt sich das kar-
diovaskuldre System der Sdugetiere als in Physiologie, Anatomie und Zusammensetzung der
EZM als arteniibergreifend iiberaus konsistent. Sodass eine Ubertragung der klinischen An-

wendbarkeit bei Beriicksichtigung der GroBenverhéltnisse als durchaus moglich erscheint.

Unbestreitbar ist die Aussagekraft der im Tiermodell und vor allem im Rattenmodell gewonnen
Erkenntnisse limitiert und ermoglicht lediglich Anhaltspunkte in punkto klinischer Anwend-
barkeit, welche in zusdtzlichen pra-klinischen Studien zunichst weiter evaluiert werden miis-
sen. Weitere Limitationen ergeben sich durch die angewandten speziellen Methoden der Teil-

gebiete dieser Arbeit und werden im Folgenden an entsprechender Stelle behandelt.

5.9.2 Methodik der Dezellularisierung

In der experimentellen Phase dieser Arbeit wurden insgesamt zwei Arten der Gewebsdezellu-
larisierung angewandt. Einerseits wurde eine perfusionsbasierte in toto Organdezellularisierung
der Klein- und Groftierherzen und andererseits eine diffusionsbasierte Gewebsdezellularisie-

rung der verwendeten Schafsherzpulmonalklappen verwendet.

Durch Standardisierung und computergestiitzte Steuerung der verwendeten Protokolle konnte
iiber einen kontinuierlichen Fluss des Perfusats, hauptséchlich tiber das arterielle System der
Koronargefdfle der Spenderherzen, eine hohe reproduzierbare Qualitit der Dezellularisierung
erreicht werden. Das hochste MaB3 der reproduzierbaren Qualitit erreichte dabei, aufgrund der
langeren Erfahrung und besseren Kontrollierbarkeit der &uleren Einflussfaktoren, die Kleinherz-
dezellularisierung. Hier gilt es das hohe Mal} an Standardisierung und Kontrolle auch auf das
GroBherzmodell anzuwenden. Hierzu zahlt wie bereits erwédhnt, die Anwendung einer in vivo
Antikoagulation unter Tierversuchsbedingungen, um thrombotisch bedingte unzureichende De-
zellularisierungsergebnisse weiter reduzieren zu konnen. Ebenfalls werden eigens angepasste
Reaktionsgefifle der Dezellularisierungsanlage zur Gewéhrleistung von Sterilitdt und besserer
Abschirmung vor dufleren Einfliissen, wie sie bereits von anderen Arbeitsgruppen wie z.B. Wey-

mann et al. [65] eingesetzt werden und innerhalb der eigenen AG im Rahmen der Kleinherzde-
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zellularisierung bereits etabliert sind, fiir eventuelle Re-Besiedlungsvorhaben von Groftierher-
zen unabdingbar sein. Im Falle der Gewebsdezellularisierung mittels Detergenziendiffusion
wurden ebenfalls langjéhrig etablierte Verfahren eingesetzt, die ein hohes Mal3 an Reproduzier-
barkeit gewéhrleisten. Das Verfahren der Dezellularisierung ist bereits Thema zahlreicher Ver-
offentlichungen gewesen und deshalb im Bereich des Tissue Engineering in an das Organ oder
Material angepassten Variationen als Standardverfahren anzusehen. [30][35][36] Wichtig als Vo-
raussetzung der weiteren Verwendung des dezellularisierten Materials ist die weitestgehende In-
tegritdt und Unversehrtheit der EZM. Deshalb ist es unabdingbar, Protokolle zu verwenden, die
das hochstmogliche MaB an Zellfreiheit mit gleichzeitiger Schonung der EZM gewihrleisten.

5.9.3 Funktionelle Vaskularisierung dezellularisierter kardialer EZM

Die Probenanzahl war aufgrund der langwierigen und ressourcenaufwendigen Versuchsaufbau-
ten dieser Arbeit als Kompromiss zwischen Praktikabilitit und statistischer Aussagekraft ge-
wihlt worden. Insgesamt wurden 28 Rattenherzen speziell fiir diese Arbeit dezellularisiert. Es
wurden n = 8 Herzen zur histologischen Aufarbeitung mit HUVECs re-endothelialisiert und
histologische Schnitte aus mehreren Regionen der Herzen ausgewertet. 20 Herzen wurden fiir
die molekulargenetischen Untersuchungen der Studie verwendet. Insgesamt konnten 15 re-en-
dothelialisierte Herzen den geforderten Standard erfiillen und der PCR-Analyse zugefiihrt wer-
den. Unbestreitbar stellen sich die ermittelten Ergebnisse mit statistisch signifikanter Testung
als limitiert aussagekriftig da. Dies gilt insbesondere fiir die molekularbiologische Auswertung
mittels PCR, die eine groe Varianz zwischen den einzelnen Proben zeigte. In Zusammenschau
aller verwendeten Methoden erreichen die beobachteten Trends jedoch einen validen Erkennt-
nisgewinn. Im Bereich der histologischen Auswertungen erfolgte keine im engeren Sinn objek-
tivierbare Auszdhlung oder statistische Einordnung z.B. des Re-Endothelialisierungserfolgs.
Vielmehr wurde anhand des ,,Alles oder Nichts“-Charakters der gelungenen Besiedlung aller
histologischen und immunhistologischen Schnitte verfahren und repriasentative Schnitte anhand
definierter Kriterien interpretiert. Als kritisch muss auch die Aussagekraft und Ubertragbarkeit
der verwendeten humanen Zellverbiande im Rattenmodell gewertet werden. Trotz vergleichba-
rer EZM-Zusammensetzung der Spezies bleiben hier begriindete Zweifel hinsichtlich der

dadurch bedingten Interaktionen auf zelluldrer Ebene.

Die zur molekularbiologischen Evaluation der Funktionalitdt ausgewéhlten Zielgene bieten nur
ein Schlaglicht auf komplexe biomolekulare Vorginge und Regelkreisldufe und dienten ledig-
lich als Proof of Concept-Ansatz. Im Rahmen weiterer Genexpressionsversuche ist es sicher

notwendig, zusdtzliche Zielgene zu evaluieren, um ein umfassenderes Bild der Funktionalitét zu
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erlangen. Weiterhin ist die Aussagekraft von in vitro erlangten Erkenntnissen zur Genexpression

und eine entsprechende Ubertragbarkeit in den lebenden Organismus naturgemil limitiert.

Als problematisch zeigte sich auch die zur molekulargenetischen Aufarbeitung notwendige Ex-
traktion von DNA/RNA aus den gewonnenen Proben. Sodass aufgrund eines Mangels an ver-
wertbarer RNA in den entsprechenden Proben einzelne Zielgene nicht ausgewertet werden
konnten. Als Ursache zu diskutieren ist an dieser Stelle das aufgetretene Missverhéltnis zwi-
schen re-besiedelter Zellzahl und entsprechendem DNA/RNA-Gehalt sowie deren Qualitit
nach Extraktion. Wie den erhobenen RIN-Werten als Qualitditsmerkmal fiir die Integritat der
extrahierten RNA entnommen werden kann, zeigten sich hier enorme Unterschiede der Zell-
kulturkontrolle (2D-Modell) gegeniiber denen des untersuchten Tissue-Flap-Modells (3D-Mo-
dell). Dies betraf sowohl qualitative als auch quantitative Messungen. Mogliche Erkldrungen
konnten die zur Extraktion genutzten Methoden liefern. Vermutlich war es durch die genutzten
Methoden nicht sicher und zuverlédssig genug moglich, eine in Relation geringe Menge an
DNA/RNA aus einer grolen Menge an extrazelluldren Bestandteilen zu filtern, ohne einen sig-
nifikanten Substanzverlust und eine zusétzliche Degradation der extrahierten Substanz zu be-
wirken. Die entsprechenden RIN-Werte und der absolute Gehalt an RNA im Vergleich lassen
diese Vermutung zu (vgl. Abb. 23 und 24).

5.9.4 Oberflachenbiofunktionalisierung von dezellularisierter kardialer EZM

Zur Auswertung der angefertigten Bilder wurde ein standardisiertes durch Bildverarbeitungs-
programme gestiitztes Verfahren eingesetzt. Dies diente einerseits dem Ausgleich der Untersu-
cherreliabilitit, andererseits war es dadurch auch mdoglich, eine bessere Vergleichbarkeit hin-
sichtlich der biologisch auftretenden Varianzen zu gewéhrleisten. Beispielsweise konnte die
wellenartige Struktur des re-besiedelten Klappensegels mit einer Art Berg und Tal-Morpholo-
gie und damit einhergehenden Bildung von Zellnestern besser ausgeglichen werden (vgl.
Abb. 14 und 30). Eine bessere Beurteilung von Varianzen wie sie durch unterschiedliche Be-
lichtungsstirken und einem von zentral nach peripher abnehmender Belichtungsstirke der ver-
wendeten Fluoreszenzlampe auftrat, konnte ebenfalls kompensiert werden. Die Einteilung des
Gesamtbildes in Viertel sowie wiederum in 36 einzeln bewertete Abschnitte mit anschlieBend
gemittelten Werten der sogenannten Area of Interest diente ebenfalls der Verbesserung und
Steigerung der Objektivierbarkeit. Fiir die Oberflaichenfunktionalisierung oviner kardialer
dECM wurden insgesamt 12 Versuchsgruppen zu je n = 3 verwendeten Segeln pro Gruppe ver-
wendet. Durch die Verwendung einer softwaregestiitzten semiquantitativen Auswertungsme-

thode sowie durch Mittelung der Ergebnisse war es mdglich, bei einer Probengréfle von n = 3
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pro Versuchsgruppe mit deutlichen Varianzen innerhalb der Gruppen durchaus valide Aussa-
gen treffen zu konnen. Insgesamt war es trotz der auf statistischem Niveau relativ geringen
Probenanzahl der gesamten Arbeit moglich, durchaus wertvolle Informationen und Riick-

schliisse anhand der verwendeten Methoden zu gewinnen.

Weitere Limitationen der angewandten Methoden ergeben sich zusitzlich durch die Auswahl
der Spendertiere und den Tierversuch an sich. Die Ubertragbarkeit der in vitro gewonnenen
Erkenntnisse in den lebendigen Organismus bleibt limitiert, ebenso sind mogliche speziesab-
héngige Interaktionen zu bedenken. Dies gilt insbesondere fiir die Interaktion der verwendeten
Peptidkombinationen. Inwieweit sich hier Unterschiede der spezifischen EZM Oberfldche in
Verbindung mit eingesetzter Peptidsequenz und imitiertem Bindungsmotiv in Bezug zur
Zielspezies ergeben, muss ebenfalls weiterfiihrend evaluiert werden. So lassen sich die inner-
halb dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse zur Biofunktionalisierung von dECM-Konstrukten

derzeit lediglich als Proof of Concept-Studie sicher verwerten.

Auch die Auswahl der individuellen Peptidsequenz fiir das erwiinschte Resultat benotigt inten-
sive weiterfithrende Forschung. Denkbar sind Studien zur genauen Funktion und synergisti-
schen Wirkung der entsprechenden Kombinationen. Zur weiteren Ausschopfung des Potenzials
sind z.B. Versuche mit erhohter Peptidkonzentration und ggf. einer Dreierkombination zu er-
wigen. Entsprechende Versuche, eine Art Doppelpeptid mit zweifacher funktioneller Gruppe

herzustellen, konnten bereits durch die AG um Mas Moruno et al. etabliert werden. [90]

5.9.5 Generierung von kardialen human-size dECM-Geriisten

Fiir die Generierung der hiuman-size dECM-Geriiste kam es wihrend der umfassenden Etablie-
rungsphase zu 12 Dezellularisierungsvorhaben. Histologische Auswertungen wurden nur von
den am besten dezellularisierten Exemplaren angefertigt. Hier erfolgte die Auswertung anhand
mehrerer Lokalisationen und mehreren Ebenen des gewonnenen Gewebes. Aufgrund des Proof
of Concept-Charakter erfolgte keine statistische Auswertung der Ergebnisse. Die Auswahl der
Proben sowie die Auswertung mehrerer Regionen einer Probe mit der Aufarbeitung zahlreicher
Schnittebenen konnten einen detaillierten Uberblick iiber den Erfolg bzw. die Schwachstellen

des Vorhabens darstellen.

Die vorliegenden histologischen Ergebnisse lassen lediglich eine orientierende Evaluation der
Zellfreiheit und Integritidt der dECM zu. Hier gilt es in weiterfiihrenden Arbeiten mittels im-
munhistologischer und molekularbiologischer Methoden die Eigenschaften der dECM genauer

zu betrachten.
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5.10 Zusammenfassung

Zahlreiche Forschungsvorhaben im Bereich des Tissue Engineering beschiftigten sich in der
Vergangenheit mit beachtlichen Erfolgen hinsichtlich des Ziels, eine alternative Organ- und
Gewebeersatztherapie fiir den klinischen Einsatz zu entwickeln. Mit der in toto Dezellularisie-
rung von Organen und Organteilen sowie rudimentidren zelluliren Re-Besiedlungstechniken
konnten erste konkrete Anwendungsmoglichkeiten bereits erfolgreich im klinischen Einsatz
etabliert werden. Bis zum suffizienten bioartifiziellen Ersatz komplexer Organe gilt es jedoch
noch erhebliche Limitationen zu tiberwinden. Innerhalb dieser Arbeit konnten nun mit Fokus
auf die Extrazellulire Matrix drei Optimierungskonzepte zur Uberwindung dieser aktuellen
Hindernisse vorgestellt und untersucht werden. Zusammengefasst galt es mithilfe einer funkti-
onellen Vaskularisierung der dezellularisierten Matrix, Losungsansitze zur derzeit ungeldosten
Frage der Nahrstoff und Sauerstoffversorgung sowie Thrombogenizitit groBerer bioartifizieller
Konstrukte zu liefern. Mithilfe einer selektiven Biofunktionalisierung der kardialen EZM wur-
den Einflussmoglichkeiten auf die Verbesserung von Zell-Matrix-Interaktionen evaluiert. In
einem weiteren Abschnitt wurden das Dezellularisierungsprotokoll eines Kleintiermodells zur
Herstellung eines human-size dECM-Geriists nach entsprechender Anpassung angewendet und
anschlielend evaluiert. Innerhalb der beschriebenen Limitationen konnte auf immunhistologi-
scher und molekularbiologischer Ebene eine selektive und funktionelle Re-Besiedlung von
menschlichen Nabelschnurvenenzellen (HUVEC) in einem dezellularisierten Rattenherzge-
faBsystem erfolgreich durchgefiihrt werden. Durch die angewandte Biofunktionalisierung mit-
tels adhdsionsvermittelnder Peptide konnte eine Verbesserung der Zelladhésion auf dECM be-
obachtet werden. Diese konnte durch eine Peptidkombination und der Besiedlung mit HUVECs
auf ovinen Pulmonalklappensegeln erreicht werden. Durch die erfolgreiche Etablierung und
Skalierung eines modifizierten Kleintier-Dezellularisierungsprotokolls konnte anhand der his-
tologischen Auswertung die Zellfreiheit der verwendeten ovinen dECM im Rahmen eines

»Proof of Concept* GroBBherzdezellularisierungsansatzes erzielt werden.

Zukiinftig wird es notwendig sein die Erkenntnisse der einzelnen Forschungsbereiche des
Tissue Engineering weiter auszubauen und zu biindeln, um die weiterhin vorhandenen Limita-

tionen auf dem Weg zum malgeschneiderten Organersatz zu durchbrechen.
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Hierzu gilt es insbesondere:

die Herstellung von menschengroflen dECM-Organgeriisten mit zugehdriger regulatori-
scher Mikroumgebung,

die zelluldre Re-Besiedlung in seiner Ginze und Komplexitét z.B. durch funktionelle Bio-
funktionalisierung,

als auch die suffiziente Vaskularisierung und Versorgung der Zellen mit essenziellen Fak-

toren und Sauerstoff

durch weitere Forschung konsequent zu verbessern und durch geeignete Methoden, wie z.B.

Bioreaktorsysteme in ein grofles Ganzes zusammenzufiihren.
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