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Zusammenfassung 

Eine der häufigsten kardiovaskulären Erkrankungen ist die degenerative 

Aortenklappenerkrankung (DAVD). Das Verständnis ihrer Pathogenese ist zur Identifikation 

prädiktiver Parameter und Behandlungsansätze klinisch höchst relevant, da der Ersatz der Klappe 

zurzeit die einzige kurative Therapieoption darstellt. Die DAVD ist ein aktiver Prozess, der 

maßgeblich durch valvuläre Interstitialzellen (VIC) vorangetrieben wird. 

Activin A ist an der Bildung der atrialen Fibrose beteilgt. Im Blut von Patienten mit DAVD, in 

Kardiomyopathien sowie rheumatischen Herzklappenerkrankungen ist es überexprimiert. Der 

Effekt von Decorin auf VIC ist nicht hinreichend geklärt. Es führt in Glattmuskelzellen zur 

Einlagerung von Kalzium und das strukturverwandte Biglykan trägt zur osteogenen 

Differenzierung von VIC bei. Um ihre Rolle in der DAVD zu verstehen, wurden Activin A und 

Decorin daher in der vorliegenden Arbeit auf ihren Effekt in VIC untersucht. 

VIC aus ovinen Aortenklappen wurden vier Tage lang mit Activin A bzw. Decorin im 2D-Modell 

in vitro stimuliert. Analog wurden ovine Aortenklappentaschen explantiert und in einem 3D-

Modell kultiviert. Die Proben wurden über RT-PCR, kolorimetrische Kalzium-Assays, Western 

Blot-Analyse und histologische Färbungen hinsichtlich Kalzifizierung, Matrix-Mineralisierung, 

Extrazellular-Umbau (EZM) sowie Degeneration und Inflammation untersucht. 

Activin A scheint in vitro die Proliferation der VIC zu unterstützen. Kollagen Typ 1 (Col1A1), 

Matrixmetalloproteinase-2 (MMP2), und Tumor growth factor- (TGF-) wurden durch Activin 

A im 2D-Modell hochreguliert. Im 3D-Modell zeigte TGF- eine erhöhte Expression unter 

Einfluss von Activin A. Weder wurde ein Anstieg der Kalzium-Akkumulation in den VIC 

detektiert, noch zeigten sich deutliche Modifikationen der histologischen Klappenarchitektur. Auf 

Proteinebene wurde keine Veränderung von Osteopontin (OPN) nachgewiesen, im 2D-Modell 

war OPN unter Einfluss von Activin A jedoch hochreguliert. Im 3D-Modell war der Effekt 

gegensätzlich. Die Phosphorylierung von NF-B war unter Einfluss von Activin A vermindert.  

Decorin führte zur Herunterregulation von MMP2 in VIC im 2D- und 3D-Modell. Die Expression 

von TGF- war ebenso verringert in 2D, während hier Col1A1 hochreguliert wurde. Im 3D-

Modell war Col1A1 hingegen vermindert. Unter der Behandlung mit Decorin kam es nicht zur 

gesteigerten Einlagerung von Kalzium. Die histologische Analyse zeigte keine eindeutigen 

Veränderungen des Gewebes. Während die Translation von OPN nicht verändert war, zeigte sich 

die Expression von OPN unter Decorin im 3D-Modell deutlich verringert. NF-B zeigte unter 

Decorin-Stimulation einen Trend zur verminderten Phosphorylisierung. 

Die Hochregulation von Col1A1, MMP2 sowie TGF- in den VIC deutet auf eine pro-

degenerative Rolle von Activin A als Induktor von EZM-Umbau und Fibrose hin. Die erhöhte 

Expression von OPN suggeriert möglicherweise die Transformation der VIC in einen osteogenen 

Phänotyp, die der Regulation des Gewebes unterliegt. Unter den angewandten Bedingungen 

wurde jedoch keine relevante Biomineralisation beobachtet. NF-B-vermittelte inflammatorische 

Prozesse scheinen durch Activin A vermindert zu werden. Daher liefert Activin A einen wichtigen 

Ansatzpunkt für das Verständnis pro-degenerativer Prozesse in der DAVD. Decorins Einfluss auf 

die Expression von Col1A1, MMP2 und TGF- könnte eine anti-degenerative Funktion 

implizieren. Interessanterweise konnte im beschriebenen Versuchsmodell keine prägnante 

Veränderung der Kalzium-Akkumulation beobachtet werden, jedoch sorgt Decorin eventuell über 

verminderte Expression von OPN für reduzierte Kalzifizierung. Auch eine etwaige anti-

inflammatorische Rolle sollte für Decorin in VIC weiter untersucht werden, da dies 

möglicherweise für die Prävention, Monitoring und Behandlung der DAVD relevant sein könnte.
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Englische Zusammenfassung 

The calcific aortic valve disease (CAVD) is one of the most common cardiovascular pathologies. 

In order to identify predictive parameters and treatment strategies, the comprehension of its 

cellular pathogenesis is mandatory. Since the interventional replacement of the valve is the only 

effective cure at this point, this issue is clinically highly relevant. The CAVD is described as an 

active process in which the valvular interstitial cells (VICs) play a crucial role as a progressor of 

the disease. 

Activin A is involved in numerous cardiovascular diseases. It participates in the manifestation of 

atrial fibrosis and plays part in atherosclerotic alterations. Serum-levels of activin A are increased 

in patients with CAVD as well as its expression in cardiomyopathies and rheumatic valves. The 

effect of decorin in VICs is not yet fully understood. In smooth-muscle cells, decorin leads to 

higher accumulation of calcium, while the structural-related biglycan initiates osteogenic 

differentiation in VICs. Interestingly, in calcific stages of CAVD, decorin is significantly less 

expressed than in fibrotic stages. In order to comprehend their role in CAVD, activin A and 

decorin have been investigated regarding their effect on VICs. 

In an in vitro 2D-setting, isolated VICs from ovine aortic valves have been stimulated with activin 

A and decorin for four days. As an equivalent, aortic cusps were cultivated in a 3D-setting. The 

samples were then evaluated by RT-PCR, colorimetric Calcium-Assay, Western Blot-analysis 

and histological staining in reference to calcification, matrix-mineralization and extracellular 

matrix remodelling (ECM) as well as degeneration and inflammation. 

Activin A seems to support proliferation of VICs in vitro. Collagen type 1 (Col1A1), 

matrixmetalloproteinasis-2 (MMP2) and Tumor growth factor- (TGF-) were upregulated 

through application of activin A in the 2D-setting. In the 3D-setting TGF- showed an increased 

expression under influence of activin A. Neither an enlarged accumulation of calcium, nor 

significant modifications of histological architecture were detected in the VICs. On protein level, 

no significant alterations of Osteopontin (OPN) were observed, whereas OPN-expression was 

increased in the 2D-setting under the impact of activin A. The 3D-setting showed contradictory 

results. The phosphorylation of NF-B decreased significantly under activin A. 

Decorin leads to downregulation of MMP2 in VICs in both the 2D- and 3D-setting. The 

expression of TGF- was also reduced in 2D, while Col1A1 was upregulated here. Meanwhile, 

Col1A1 was downregulated in 3D. Under treatment with decorin, there was no significant 

accumulation of calcium. Histological analysis showed no alterations on valve tissue. Translation 

of OPN was not altered, though the expression of OPN under decorin was decreased significantly 

in the 3D-setting. NF-B tends to be less phosphorylated under decorin. 

Upregulation of Col1A1, MMP2 as well as TGF- in VICs hints to a pro-degenerative role of 

activin A as an inductor of ECM-remodeling and fibrosis. The elevated expression of OPN might 

suggest the transformation of VICs into an osteogenetic phenotype. Under the used conditions, 

relevant biomineralization could not be observed. NF-B-transmitted inflammatory processes 

seemed to be reduced through activin A. Hence, activin A promises to be an important candidate 

as for the comprehension of pro-degenerative processes in the CAVD. The effect of decorin on 

the expression of Col1A1, MMP2 and TGF- could identify an anti-degenerative function in 

CAVD. Noteworthy, calcium-depletion was not altered in the used setting, while decorin might 

be able to rescue VICs from calcification through decreased expression of OPN. 
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1 Einleitung  

1.1 Die degenerative Aortenklappenerkrankung 

Die degenerative Aortenklappenerkrankung (engl.: degenerative aortic valve disease; DAVD) ist 

die häufigste behandlungsbedürftige Klappenerkrankung des Herzens und eine der 

meistverbreiteten kardiovaskulären Pathologien (1-3). Die Prävalenz der DAVD nimmt mit 

steigendem Alter zu und hat in den letzten 20 Jahren durch demographische Entwicklungen 

immens an Bedeutung gewonnen (2, 3). Demnach leiden ungefähr 25% der über 65-Jährigen an 

Stufen der DAVD, wie bspw. der Aortenklappensklerose, die als frühe Manifestation der DAVD 

verstanden werden kann (4, 5). Im Vergleich zu den übrigen Herzklappen ist die Aortenklappe 

durch ihre Position im Hochdrucksystem des Kreislaufs hinter dem linken Ventrikel enormen 

transvalvulären Gradienten sowie Scherstress ausgesetzt und öffnet sich etliche Male im Laufe 

des Lebens (6, 7). Die Öffnungsfläche der Aortenklappen ist in der DAVD durch Verdickung und 

Versteifung vermindert und wird klassischerweise echokardiographisch in späten Stadien 

diagnostiziert, da valide Biomarker zur Früherkennung der DAVD bisher noch nicht identifiziert 

werden konnten (8). 

Die Entstehung der DAVD wird als aktiver, chronischer Prozess verstanden, in dem es zu 

extrazellulärem Umbau im Rahmen von Inflammation, Fibrosierung und Kalzifizierung kommt 

(Abb. 1) (9). Die Akkumulation von Kalzium und die chondro-osteogene Modifikation der 

Klappen führen schließlich zur Bildung von mineralisierten Knötchen durch aktivierte 

osteoblasten-ähnliche Zellen (10-12). Dadurch entsteht eine zunehmende Rigidität der Klappen, 

welche die Mobilität und damit die Klappenöffnung erschwert und zur Verringerung des Lumens 

der Auswurfbahn des Herzens führt. Bei der schwergradigen Stenose der Klappe ist die 

Öffnungsfläche so massiv eingeschränkt, dass es folglich zur Minderversorgung mit 

oxygeniertem Blut kommt. Deutliche Symptome wie Dyspnoe, Angina Pectoris-Beschwerden 

oder Synkopen sind charakteristisch für die klinische Präsentation der DAVD (13). 

Als Risikofaktoren wurden, ähnlich wie bei der Atherosklerose, neben dem Alter Körpergewicht, 

geringe Körpergröße, Diabetes mellitus Typ 2, männliches Geschlecht sowie Tabakkonsum 

beschrieben (14, 15). Zwischen den beiden Erkrankungen finden sich darüber hinaus Parallelen 

im Pathomechanismus wie z.B. Lipid-Einlagerung, Kalzifizierung oder Entzündungsreaktionen 

(14). Dennoch wird die Übertragbarkeit der beiden Pathologien kontrovers diskutiert (16, 17).  
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Abb. 1 Die degenerative Aortenklappenerkrankung (DAVD). Schematische Darstellung von Entstehung 

und Verlauf der DAVD. Die Kalzifizierung der Klappe führt schließlich zur Obstruktion der linken 

Auswurfbahn und resultiert in der klinischen Symptomatik. (Verändert nach (18), yourheartvalve.com). 

 

Denn das Verständnis der Pathogenese in der DAVD ist zurzeit noch unvollständig: trotz 

zahlreicher Studien konnte bisher kein medikamentöser Ansatz zur Vorbeugung oder Behandlung 

der DAVD identifiziert werden (5, 19-22). Die therapeutischen Maßnahmen bestehen daher 

aktuell lediglich aus interventionellen Verfahren und dem operativen Klappenersatz (5, 23, 24). 

Angesichts der hohen Prävalenz und Mortalitätsrate in Industrienationen ist das Verständnis der 

Pathogenese der DAVD daher von dringlicher Relevanz und grundlegend für die Identifikation 

zukünftiger therapeutischer Ansatzpunkte (3). 

 

1.2 Valvuläre Interstitialzellen 

Eine besondere Rolle bezüglich Matrixumbau und Degeneration der Klappen nehmen die 

valvulären Interstitialzellen (VIC) ein (6, 25). Sie sind – neben der Extrazellulärmatix (EZM) und 

den valvulären Endothelzellen, die die Klappe umhüllen - für die Struktur der Klappe 

verantwortlich. Die EZM umgibt die VIC und erlaubt durch ortspezifische Zusammensetzung die 

Unterteilung in drei Schichten: die Fibrosa, die Spongiosa und die Ventricularis. In allen 

Schichten sind VIC enthalten, die sowohl die Bestandteile der EZM produzieren als auch für 

Reparaturmechanismen verantwortlich sind und damit einen enormen Beitrag zur 

Aufrechterhaltung der Mikroarchitektur der Klappe beitragen (25). In diesem Rahmen bilden VIC 
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unter anderem (u.a.) Matrix-Metalloproteinasen (MMP), die Umbauprozesse in der 

Klappenstruktur erzeugen (25). 

In gesundem Klappengewebe haben die VIC einen ruhenden Fibroblasten-ähnlichen Phänotyp 

und sorgen für die konstante Synthese von wichtigen Klappen-Bestandteilen. Die Plastizität 

dieser hochspezialisierten Zellen ist jedoch sehr ausgeprägt und darüber hinaus empfänglich für 

exogene Stimulation, sodass die VIC diverse Rollen in Modifikationsprozessen der 

Klappenarchitektur einnehmen können - so auch in der DAVD (25). 

Es werden generell fünf verschiedene Phänotypen der VIC unterschieden (25): Neben den 

ruhenden VIC, die unter Normalbedingungen in der Klappe vorliegen, können die VIC u.a. durch 

äußere Stimulation in einen aktivierten Zustand übertreten und so durch Umbau der EZM zur 

Fibrosierung beitragen. Wird der Zellzyklus durch die Verletzung der Klappenintegrität gestört, 

wird die Apoptose in den VIC gehemmt und es kommt funktionell zur Proliferation. Im Verlauf 

resultiert diese Akkumulation von VIC und EZM-Bestandteilen in der Entzündung und Fibrose 

der Klappe (26, 27). Osteoblastische VIC exprimieren vermehrt Gene wie Osteopontin (OPN) und 

spielen dadurch vermutlich eine aktive Rolle in der Kalzifizierung der Klappe (27, 28). Durch 

Prozesse, die von der alkalischen Phosphatase abhängig sind, tragen VIC dann zur Bildung von 

Kalzium-Knoten im Klappengewebe bei (25, 28). Im Kontext der Transformationsfähigkeit 

werden VIC somit als aktiver Part in der Entstehung der DAVD betrachtet, indem sie neben 

Kalzifizierung und Fibrosierung, vorausgehende Prozesse wie Inflammation und EZM-Umbau in 

der Aortenklappe modulieren (29-31). 

 

1.3 Zellulärer Pathomechanismus der DAVD 

Der Pathomechanismus, der zur Entstehung der DAVD führt, wird entgegen früheren Annahmen 

heutzutage als aktiver Prozess verstanden (Abb. 2.). Hierbei kommt es u.a. durch mechanischen 

Stress der Aortenklappe zur Dysfunktion des Endothels (6). Die valvulären Endothelzellen 

reagieren mit der Expression von Adhäsions-Molekülen (bspw. ICAM, VCAM), wodurch die 

Einlagerung und Oxidation von Lipiden möglich wird (32, 33). Folglich kommt es im Rahmen 

von Entzündungsprozessen zur Einwanderung von Immunzellen wie bspw. Makrophagen und T-

Lymphozyten (34). Zum Progress der Erkrankung führt, neben der Sekretion von 

entzündungsfördernden Zytokinen, die parakrine Kommunikation der VIC mit valvulären 

Endothelzellen. Die Transformation in einen aktivierten, myofibroblastischen oder osteoblasten-

ähnlichen Phänotyp ist verantwortlich für die Synthese und Ausschüttung von proteolytischen 

Enzymen durch die VIC (25, 28). Der Umbau der EZM im Zuge der Entzündungsreaktion 

resultiert schließlich in der Anreicherung von Hydroxyapatit und im Abbau von Elastin. 
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Abb. 2 Pathomechanismus der degenerativen Aortenklappenerkrankung (DAVD). Die vereinfachte 

Darstellung der Pathogenese der DAVD auf zellulärer Ebene beinhaltet Prozesse wie Inflammation, 

Fibrosierung und Kalzifizierung sowie die Transformation der valvulären Interstitialzellen (VIC) in 

unterschiedliche Phänotypen (Angelehnt an (8)). Abkürzungen: Col1A1: Kollagen Typ 1, MMP-2: Matrix-

Metalloproteinase 2, NF-κB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, OPN: 

Osteopontin, TGF-β: Transforming growth factor beta, VIC: Valvuläre Interstitialzellen. 

 

Die Akkumulation fehlgefalteter Kollagenfasern kennzeichnet dabei den fibrotischen Fortschritt 

der DAVD und führt zur Rigidität (8). Als Konsequenz der osteoblastischen Differenzierung der 

VIC kommt es zu vermehrter OPN-Expression. Schließlich entstehen durch die Biomineralisation 

der Klappe Kalzium-reiche Knötchen. Die fibrosierte und nahezu verknöcherte Klappe verliert 

durch Versteifung ihre Flexibilität und führt so zur klinischen Symptomatik (5). 

 

1.4 NF-κB und Inflammation in der DAVD 

In frühen Stadien nehmen Entzündungsreaktionen am Progress der DAVD teil (35-38). Hier 

werden neben oxidierten Lipiden entzündungsfördernde Zytokine beobachtet. NF-κB (engl.: 

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) nimmt eine Schlüsselfunktion in 

der Regulation dieser Entzündungsreaktionen ein. Es kommt in fast allen menschlichen Zellen 

vor und wird durch Phosphorylierung aktiviert. Als Transkriptionsfaktor wirkt es auch in der 

DAVD auf Zellproliferation, Apoptose und die Immunantwort (39). Im Rahmen der 

Inflammation verstärkt NF-κB u.a. nach TNF-α-Stimulation die Transkription von 

Cyklookygenase-2 und Interleukin-6 (IL-6) (40). Die Phosphorylierungsrate von NF-κB zu pNF-

κB liefert daher Hinweise auf die Entzündungsaktivität des Gewebes und bildet so einen zentralen 

Aspekt der DAVD ab. 

 



Einleitung  Elisabeth Pracht 

 

  - 5 -  

 

 

1.5 Chondro-osteogene Marker 

In der Pathogenese der DAVD ist die Synthese diverser sog. chondro-osteogener Marker durch 

die VIC von Bedeutung. So lassen sich durch die Expression dieser Marker Rückschlüsse auf den 

vorliegenden Phänotyp im Sinne der exogenen Aktivierung der VIC ziehen. Kollagen Typ 1 

(Col1A1) ist ein natürlicher Bestandteil der Mikroarchitektur der Herzklappen und kommt 

vorrangig in der Fibrosa vor. Hier spielt es eine entscheidende Rolle in mikrobiologischen 

Heilungsprozessen und der Modifikation der Zusammensetzung sowie Biomineralisation von 

Gewebe. Durch die geringe Dehnbarkeit der dicht gepackten Fasern kommt es in verschiedenen 

Pathologien bei Ansammlungen und Veränderungen der Kollagen-Faserbündel zu Fibrosierung, 

so auch in der DAVD (41). 

Transforming growth factor beta (TGF-β) beeinflusst neben dem Zellzyklus die Differenzierung 

der VIC in spezifische Phänotypen (25, 42, 43). Dadurch reguliert TGF-β im Klappengewebe die 

Proliferation der VIC, die Synthese von EZM-Bestandsteilen sowie den Umbau der 

Klappenarchitektur (25). Als Zytokin ist es somit beteiligt an Signalwegen im Kontext der 

Heilungsreaktion und der Fibrosierung der Klappe und besitzt anti-inflammatorische Fähigkeiten 

(44, 45). In weiteren kardiovaskulären Erkrankungen leistet es einen relevanten Beitrag zur 

Umstrukturierung von kardialem Gewebe, bspw. bei Herzversagen nach Myokardinfarkt (46). 

Die Familie der MMPs wird im Hinblick auf EZM-Homöostase betrachtet (47). MMP2 gilt als 

Marker für Mineralisierungsvorgänge und EZM-Umstrukturierung (48). Aber auch 

Entzündungsreaktionen werden von MMPs moduliert. Die Regulation von MMP2 steht somit im 

Zusammenhang mit pro-degenerativen Prozessen der VIC im Rahmen der DAVD (48). Als 

Konsequenz der osteoblastischen Differenzierung der VIC kommt es zu vermehrter OPN-

Expression (27). OPN gilt als regulatorischer Marker der DAVD und ist in kalzifizierten Klappen 

vermehrt exprimiert (11). 

 

1.6 Adipokine und Activin A im kardiovaskulären Kontext  

Adipokine sind an der Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen beteiligt. Sie werden aus dem 

Fettgewebe sezerniert und wirken nicht nur auf das hormonelle System, sondern nehmen auch an 

der Modulation der EZM, dem allgemeinen Metabolismus sowie Entzündungsreaktionen teil. 

Dabei können Adipokine sowohl pro-inflammatorische als auch mildernde Effekte haben. Im 

kardiovaskulären Kontext ist ihr Einfluss auf den Blutdruck und die Angiogenese ebenfalls 

beschrieben (49). U.a. sollen Adipokine auch mit der Kalzifizierung der Koronararterien 

assoziiert sein (50). Inwieweit unterschiedliche Adipokine auf die Pathogenese in der DAVD 

wirken könnten, gilt es zu untersuchen. 
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Abb. 3 Activin A. Dargestellt ist das Adipokin Activin A. Das Glykoprotein besteht aus zwei β-A-

Untereinheiten und liegt meist als Homodimer vor (51). 

 

Das Adipokin Activin A ist ein Glykoprotein der TGF-β-Superfamilie und besteht aus zwei β-A-

Einheiten (52) (Abb. 3). Es ist involviert in verschiedene Phasen des Zellzyklus sowie in 

Proliferation, Differenzierung und Apoptose und soll Auswirkung auf den Umbau der EZM haben 

(53, 54). Darüber hinaus steht Activin A im Zusammenhang mit etlichen kardiovaskulären 

Erkrankungen, so spielt es eine bedeutende Rolle in atherosklerotischen Veränderungen (55). Es 

ist an der Fibrosierung der Herzvorhöfe und der Entwicklung der Herzklappen beteiligt. Activin 

A wird ferner in Kardiomyopathien überexprimiert (56). Außerdem ist es in rheumatischen 

Herzklappen und im Blut von Patienten mit DAVD erhöht (57, 58). Als Regulator von Matrix-

Umbau und osteogener Differenzierung ist Activin A damit ein interessanter Kandidat bezüglich 

seines Einflusses in der Entstehung der DAVD. 

 

1.7 Myokine und Decorin im kardiovaskulären Kontext 

Myokine spielen eine Rolle in zahlreichen Signalwegen des Körpers. Dabei fungiert der Muskel 

als endokrines Organ und sezerniert kontraktions-abhängig Moleküle, die zu den Zytokinen und 

Peptiden gezählt werden. Myokine beeinflussen dadurch diverse Organsysteme und sind in 

kardiovaskuläre Erkrankungen involviert (55, 59, 60). Zudem modifizieren sie u.a. 

Entzündungsreaktionen (61, 62). Myokine könnten daher in Zukunft als nützliche Biomarker 

auch in kardiovaskulären Erkrankungen verwendet werden (62). Eine wichtige Gruppe der 

Myokine sind die kleinen leucin-reichen Proteoglykane (engl. small leucin-rich proteoglycans = 

SLRPs), zu denen auch Decorin gehört (Abb. 4). 
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Abb. 4 Decorin. Schematische Darstellung der 3D-Struktur des kleinen Leucin-reichen Proteoglykans 

Decorin als Homodimer, bestehend aus einer spezifischen Glycosaminoglykan-Kette und einem 

Kernprotein (51). 

 

Decorin zählt zu den am besten charakterisierten Myokinen mit Einfluss auf kardiovaskuläre 

Erkrankungen. Es besteht aus einer spezifischen Glykosaminoglykan-(GAG)-Kette und einem 

Kernprotein und liegt meist als Dimer vor (63). Durch seine Fähigkeit mit Kollagen zu 

interagieren und diese mit Lipiden zu „dekorieren“ hat Decorin nicht nur seinen Namen, es spielt 

außerdem oftmals eine anti-fibrotische Rolle im Umbau der EZM (63, 64). Auch an onko-

biologischen Prozesse nimmt es teil und beeinflusst dort die Patho- und Morphogenese der Zellen 

und nimmt Einfluss auf das Mikroenvironment (65). Decorin ist bereits an der Bildung der 

Herzklappen beteiligt und erzeugt durch exogene Stimulation in vitro in Glattmuskel-Zellen der 

Aorta eine vermehrte Kalzium-Akkumulation (66, 67). In der DAVD liegt Decorin zudem in 

fibrotischen Stadien erhöht vor (68). Außerdem führt es zur subendothelialen LDL-Rentention in 

Aortenklappen (69). Das Struktur-verwandte Biglykan trägt zur osteogenen Differenzierung von 

VIC bei (70). Die genaue Funktion von Decorin in der DAVD ist jedoch noch nicht abschließend 

geklärt und Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 

 

1.8 Ziele der Arbeit 

Activin A und Decorin sind nachweislich mit verschiedenen kardiovaskulären Pathologien 

assoziiert. In dieser Arbeit soll in zwei separaten Versuchsansätzen der Einfluss des Adipokins 

Activin A und des Myokins Decorin auf den noch nicht ausreichend verstandenen 

Pathomechanismus der DAVD untersucht werden. Dies soll zunächst in einem 

zweidimensionalen Ansatz (2D) anhand von kultivierten ovinen primären VIC ausgeführt und in 

einem weiteren Schritt in einen drei-dimensionalen Ansatz (3D) übertragen werden. Dadurch 

sollen die VIC in einem nahezu natürlichen Mikro-Milieu in ovinen Aortenklappen-Taschen 

sowie unter pro-kalzifizierenden bzw. pro-inflammatorischen Bedingungen untersucht werden. 
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Die Zielsetzung umfasst dabei die Identifikation des degenerativen Effektes von Activin A und 

Decorin auf VIC hinsichtlich des pro-fibrotischen Umbaus der EZM, die Transformation von VIC 

in einen osteoblastischen Phänotyp sowie der Mineralisierung des Klappen-Gewebes. Zusätzlich 

gilt es zu evaluieren inwiefern Activin A und Decorin in die Modifikationen der 

Klappenarchitektur und inflammatorische Prozesse involviert sind.  

Dabei kommen Methoden wie RT-PCR (Echtzeit Polymerasekettenreaktion) zur Analyse der 

Genexpression, Western Blot zur Analyse der Proteinexpression, kolorimetrische Assays zur 

Analyse der Kalzium-Akkumulation sowie histologische Färbungen zur Anwendung. 

Ziel der Arbeit ist es daher, potenziell anti- bzw. pro-degenerative Effekte von Activin A und 

Decorin für die Entstehung der DAVD zu identifizieren. Diese Erkenntnisse könnten die 

Definition von prognostischen Markern, Screening-Parametern oder sogar medikamentöser 

Ansatzpunkte möglich machen und das Verständnis der DAVD ergänzen.
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2 Methoden 

2.1 Kultivierung der VIC  

2.1.1 Kultivierungsbedingungen im 2D-Modell 

Die Kultivierung der VIC erfolgte grundsätzlich unter sterilen Bedingungen an einer 

Zellkulturbank, um die Gefahr von Kontaminationen zu minimieren. Dazu wurden stets 

Handschuhe getragen. Das Dulbeccos´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) zur Kultivierung der 

VIC enthielt 4,5 g/l Glukose und wurde mit 10 % Fetalem Kälberserum (FCS), 1 % 

Penicillin/Streptomycin und 1 % nicht-essentielle Aminosäuren ergänzt. Bei der Zugabe von 

Stoffen, dem Waschen des Zellrasens oder dem Wechsel von Medien wurde darauf geachtet, dass 

die Applikation den Zellrasen nicht beschädigt und die Temperatur der Lösungen bei ca. 37 °C 

liegt. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2. 

 

Zellisolation 

Die Isolation der VIC erfolgte aus ovinen (ov.) Aortenklappen. Dazu wurden die Klappen aus 

Schafsherzen explantiert (Abb. 9), die von einem lokalen Schlachthof bezogen wurden 

(Schlachthof Laame GmbH, Wuppertal). Für die Verwendung des ov. Gewebes wurde keine 

Tierversuchsgenehmigung benötigt, da es sich hierbei um „für den Verzehr freigegebenes 

Material“ handelte. Die Aortenklappen eines Herzens wurden in 3 ml Dulbecco's phosphate-

buffered saline (DPBS) gespült und anschließend in vorgewärmtem DMEM mit einer Schere in 

etwa 1 mm2 große Fragmente zerteilt. Das Medium mit den Gewebe-Fragmenten wurde nun 

mithilfe einer Pipette in eine mit Gelatine beschichtete T25-Kulturflasche überführt. Dabei wurde 

durch vorsichtiges Schwenken darauf geachtet, dass sich die Gewebe-Fragmente gleichmäßig 

verteilen. Nach einer Woche wurden die Aortenklappen-Fragmente mit einer Pipette entnommen 

und verworfen, sodass die aus den Fragmenten herausgewachsenen VIC passagiert werden 

konnten. Die Passagen-Anzahl betrug zu diesem Zeitpunkt null (P = 0). 

 

Passagieren der VIC 

Vor den Passagieren der VIC wurde das Medium abgesaugt. Dabei wurde darauf geachtet, dass 

der Zellrasen nicht beschädigt wurde. In Vorbereitung wurden alle verwendeten Medien in einem 

Wasserbad auf ca. 37 °C erwärmt. Der Zellrasen wurde nun zwei Mal mit DPBS gespült, um 

beschädigte und avitale Zellreste abzuwaschen. Nun wurde Trypsin direkt auf den Zellrasen 

appliziert, um die Adhäsion auf der Gelatine am Boden der Kulturflasche zu lösen. Die 
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enzymatische Reaktion mit Trypsin betrug ca. 5 min. im Inkubator bei 37 °C und wurde durch 

die Applikation von Serum-haltigem Medium im Verhältnis 3:1 inhibiert. Die gleichmäßige 

Ablösung des Zellrasens wurde mikroskopisch überprüft. Nach mehrfachem Re-Suspendieren der 

Zellen wurden diese in ein 15 ml-Falcon-Gefäß überführt. Durch fünf-minütige Zentrifugation 

bei 1500 Umdrehungen pro min. (engl. rounds per minute = rpm) entstand eine Zellansammlung 

am Boden des Gefäßes. Überstehendes Medium wurde entsorgt und das Pellet in frischem 

Medium re-suspendiert. Gegebenenfalls wurden die Zellen vor Re-Suspension mittels einer 

Neubauer Zählkammer gezählt, um ein vordefiniertes Zell-Medium-Verhältnis zu gewährleisten. 

Die Passagenzahl der Zellen erhöhte sich bei jeder Passagierung um eins. 

 

Kryo-Konservierung 

Zur Konservierung wurden die VIC in Medium suspendiert und ggf. die Zellzahl bestimmt. Dafür 

wurde die Suspension bei 1500 rpm für 5 min. zentrifugiert, der Überstand wurde abgenommen. 

Das Zellpellet wurde in gekühltem 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in FCS gelöst und die 

Suspension zu je 1 ml in Kryo-Konservierungsröhrchen bei -80 °C eingefroren und langfristig in 

flüssigem Stickstoff gelagert. Um die zytotoxische Wirkung von DMSO auf Zellen bei 

Raumtemperatur (RT) zu vermeiden, wurde zügig gearbeitet. 

 

Auftauen der VIC 

Zum Auftauen der Zellen aus DMSO wurden die in flüssigem Stickstoff bei -196 °C gelagerten 

Kryo-Röhrchen rasch mit 37 °C-warmem Medium versetzt und die Zellsuspension verdünnt, um 

die zytotoxische Wirkung von DMSO bei RT zu minimieren. Die Zellsuspension wurde nun 

zentrifugiert und der Überstand verworfen, das Zellpellet wurde in frischem Medium gelöst und 

die VIC in eine mit Gelatine beschichtete Inkubationsflasche überführt. Im Verlauf der 

Kultivierung wurde die Zellvitalität und Quantität mikroskopisch an einem inversen Mikroskop 

(DMIL, Leica) beurteilt. 

 

Kultivierung unter pro-kalzifizierenden Bedingungen 

Das Protokoll zur Kultivierung der ov. VIC - unter Normalbedingungen auf der einen und unter 

pro-kalzifizierenden Bedingungen auf der anderen Seite - erfolgte über vier Tage (Abb. 5) für 

sechs biologische Individuen (n = 6). Die Stimulation durch Activin A und Decorin wurde in je 

zwei verschiedenen Konzentrationen durchgeführt, die zuvor durch die Vorversuche bestimmt 

wurden (4.1.2). Die Aussaat der Zellen erfolgte an Tag null, die erste Stimulation nach 24 Stunden 

(engl. hour = h; t = 1) und eine zweite Stimulation im Rahmen des Medium-Wechsels nach 72 h 

(t = 3). Nach 96 h (t = 4) erfolgte die Ernte. 
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Abb. 5 Protokoll zur Kultivierung von ovinen VIC unter pro-kalzifizierenden Bedingungen. Die 

Kultivierung der VIC erfolgte nach Explantation der Aortenklappen aus Schafsherzen. Im 2D-Modell 

wurden die Zellen zuvor aus den Klappen isoliert und in Passage 4 (P4) in Kultur genommen. Die VIC 

wurden an Tag (t) 1 und 3 stimuliert, nach 4 Tagen in Kultur wurden sie geerntet, (Verändert nach 

https://smart.servier.com), Abkürzungen: β-GPH =beta-Glycerolphosphat, CaCl2 = Kalziumchlorid. 

 

In DMEM gelöste VIC (P = 4) wurden auf mit Gelatine beschichteten 6-Well-Platten kultiviert (t 

= 0). In jedem Well befanden sich bei Aussaat 125.000 Zellen, die in 1 ml Medium kultiviert 

wurden. Nach 24 h wurde der Erfolg der Aussaat mikroskopisch überprüft und die Zellen mit 

DPBS von avitalen und inadhärenten Zellen befreit. Die erste Stimulation der Zellen (t = 1) 

erfolgte mit Activin A bzw. Decorin unter Normal- sowie unter pro-kalzifizierenden 

Bedingungen mit je einer zusätzlichen Kontrollgruppe. Der pro-kalzifizierende Versuchsansatz 

(im Folgenden als „calci“ oder „+c“ bezeichnet) wurde durch supplementiertes Medium mit 10 

% β-Glycerolphosphat und 0,1 % Kalzium-Chlorid (β-GPH + CaCl2) stimuliert. Eine Übersicht 

über die Versuchsbedingungen zeigt Abb. 6. 

 

 

Abb. 6 Stimulation von valvulären Interstitialzellen (VIC) unter pro-kalzifizierenden Bedingungen 

für Activin A bzw. Decorin. Schematisch dargestellt sind zwei 6-Well-Platten mit den 

Behandlungsgruppen. Sie bestehen aus einer unbehandelten Kontrolle (1A), einer Kontrolle mit pro-

kalzifizierendem Stimulus (1B; calci: -Glycerolphosphat- und Kalziumchlorid-supplementiertes 

https://smart.servier.com/
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Medium), sowie Stimulationen mit je zwei verschiedenen Konzentrationen Activin A bzw. Decorin in 

DMEM-Medium (2A und 3A) sowie pro-kalzifizierendem Stimulus (2B und 3B). 

 

Zur Stimulation mit Activin A wurden sowohl unter Normalbedingungen als auch unter pro-

kalzifizierenden Bedingungen zwei Konzentrationen verwendet (act1; act2 bzw. act1+c; act2+c), 

die zuvor in Vorversuchen ausgewählt worden (4.1.2). In einem separaten Versuchsaufbau wurde 

ebenso mit der Stimulation mit Decorin verfahren (dec1; dec2 bzw. dec1+c; dec2+c). Tabelle 1 

zeigt die verwendeten Konzentrationen für Activin A und Decorin. 

 

 

Tabelle 1 Verwendete Konzentrationen Activin A und Decorin zur Stimulation von VIC. Die verwendeten 

Konzentrationen Activin A (A) und Decorin (B) sind tabellarisch mit Bezeichnung aufgeführt. Abkürzung: 

calci = 10 % ß-Glycerolphosphat und 0,1 % Kalziumchlorid. 

 

Nach der ersten Stimulation wurden die VIC für 48 h bei 37 °C inkubiert und die Stimulation mit 

Activin A bzw. Decorin unter den genannten Bedingungen wiederholt. Nach weiteren 24 h 

wurden die Zellen nach mikroskopischer Beurteilung bezüglich Vitalität, Adhäsion und 

Morphologie für die Versuche weiterverarbeitet.  

 

Kultivierung unter pro-inflammatorischen Bedingungen 

In einem Kurzzeit-Protokoll unter pro-inflammatorischen Bedingungen wurden die VIC 24 h mit 

Activin A und Decorin behandelt (Abb. 7). Dabei wurden die VIC von je fünf Individuen (n = 5) 

an Tag null ausgesät, um nach 24 h Inkubation (t = 1) mit den rekombinanten Proteinen behandelt 

zu werden. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen geerntet (t = 2). 
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Abb. 7 Protokoll zur Kultivierung von ovinen VIC unter pro-inflammatorischen Bedingungen. Die 

Kultivierung der VIC erfolgte nach Explantation der Aortenklappen aus Schafsherzen. Im 2D-Modell 

wurden die Zellen zuvor aus den Klappen isoliert und in Passage 5 (P5) in Kultur genommen. Die VIC 

wurden an Tag (t) 1 stimuliert, und bei t = 2 geerntet. Quelle: https://smart.servier.com. Abkürzungen: 

TNF-α = Tumor necrosis factor-𝛼. 

 

Je 125.000 VIC (P = 5) wurden in ein mit 1 ml-Gelatine beschichtetes Well einer 6-Well-Platte 

appliziert und über 24 h in 1 ml DMEM-Medium bei 37 °C kultiviert. Nun wurde mikroskopisch 

der Erfolg der Aussaat bewertet, avitale und beschädigte Zellen wurden mit DPBS abgewaschen. 

Die Stimulation der VIC erfolgte mit Activin A bzw. Decorin in den bekannten Konzentrationen 

in Kombination mit TNF-α als inflammatorischer Stimulus (act1+T; act2+T bzw. dec1+T; 

dec2+T). Einen Überblick über die Behandlungsgruppen bietet Abb. 8. 

 

 

Abb. 8 Stimulation von valvulären Interstitialzellen (VIC) unter pro-inflammatorischen Bedingungen 

mit Activin A bzw. Decorin. Schematisch dargestellt sind zwei 6-Well-Platten mit den 

Behandlungsgruppen, bestehend aus einer unbehandelten Kontrolle (1A), einer Kontrolle mit pro-

inflammatorischem Stimulus (1B; TNF-), sowie Stimulationen mit je zwei verschiedenen Konzentrationen 

Activin A bzw. Decorin in DMEM-Medium (2A und 3A) und in pro-inflammatorischem Medium (2B und 

3B). 

 

https://smart.servier.com/


Methoden  Elisabeth Pracht 

 

  - 14 -  

 

 

Die Morphologie der in vitro-kultivierten VIC im 2D-Modell wurde vor jeder Behandlung und 

vor der Ernte per Mikroskop bei 10-fach Vergrößerung dokumentiert. Dazu wurden die Gefäße 

der 6-Well-Platten einzeln mikroskopisch beurteilt und eine repräsentative Stelle bezüglich 

Morphologie und Zelldichte dokumentiert. Bestimmte Parameter wie Belichtung wurden 

konstant gehalten, um eine Vergleichbarkeit der Aufnahmen zu gewährleisten. 

 

2.1.2 Kultivierungsbedingungen im 3D-Modell 

Präparation der Aortenklappen im 3D-Modell 

In diesem Versuchsteil wurden die einzelnen Taschen der Aortenklappen steril aus ovinen Herzen 

präpariert (Abb. 9). Dazu wurde die Aorta bis ca. 1 cm vor der Klappenebene mit einer Schere 

gekürzt. Die Herzspitze wurde auf Höhe des Mittelquerschnitts des Herzens mit einem Skalpell 

entfernt. Der linke Ventrikel wurde mithilfe von anatomischen Merkmalen wie Myokardkaliber 

identifiziert und in Folge die Aorta vorsichtig entlang der Commissura posteriora mit einer 

Schere längs aufgetrennt, ohne die Aortenklappen-Taschen zu beschädigen. Das übrige Myokard 

wurde zur Darstellung der aufgeklappten Aorta entfernt, aus der nun die Taschen explantiert 

wurden. Die exzidierten Klappen-Taschen wurden nun mit einem Skalpell halbiert und 

schwimmend in Kultur genommen. 

 

 

Abb. 9 Präparation von ovinen Herzen zur Explantation der Aortenklappen-Taschen. Für das 3D-Modell 

wurden die Aortenklappen-Taschen unter möglichst sauberen Bedingungen aus den Schafsherzen 

entnommen. (1). Das Lumen des linken Ventrikels (2: Pinzettenspitze) stellt sich nach Abtrennung der 

Herzspitze dar und ermöglicht die Freilegung der Herzklappen-Ebene entlang der aufgetrennten Aorta (3). 

Zwei Klemmen spannen das Myokard unter der Klappenebene und ermöglichen den Blick auf die drei 

Taschen der Aortenklappe. 

 

Kultivierung unter pro-kalzifizierenden Bedingungen 

Die Kultivierung der ov. Aortenklappen erfolgte analog dem Protokoll für VIC unter pro-

kalzifizierenden Bedingungen über vier Tage (Abb. 5). Nach der Präparation wurden die Taschen 
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in je 2 ml DMEM-Medium in 6-Well-Platten für 24 h bei 37 °C in Kultur genommen. Die Taschen 

wurden mit Activin A und Decorin in den bekannten Konzentrationen (Tabelle 1) sowohl unter 

Normal- als auch unter pro-kalzifizierenden Bedingungen stimuliert (Abb. 6). 

 

2.2 Semiquantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 

2.2.1 RNA-Isolation aus VIC im 2D-Modell  

Für die Ernte der VIC aus der Kultur und die Aufarbeitung der Lysate für die RNA-Isolation 

wurde ein Isolations-Kit (Qiagen) verwendet und hierbei stets nach Herstellerangaben verfahren. 

Die in Wasser gelöste RNA wurde nach Bestimmung der RNA-Konzentration bei -80°C gelagert. 

 

2.2.2 mRNA-Isolation aus Aortenklappen im 3D-Modell 

Die Taschen wurden aus der Kultur mit einer autoklavierten Pinzette in Kryo-Konservierungs-

Röhrchen gebracht und in flüssigem Stickstoff bei ca. -196 °C schockgefroren. Die Lagerung 

erfolgte bei – 80 °C. 

 

 

Etablierung eines Protokolls zur mRNA-Isolation aus Aortenklappen (3D) 

Zur Etablierung eines geeigneten Protokolls wurde die Prozessierung der Aortenklappen in 

unterschiedlichen Vorgängen getestet. Neben der Bearbeitung durch Beklopfen des Gewebes mit 

einem Mörser („Klopfen“) wurden die Homogenisierung mit einem elektischen Hexler 

(„Homogenisator“) und einem Pellet-Pestel getestet. Die Bearbeitung mittels Homogenisator ist 

im nachfolgenden Kapitel beschrieben. Die Verfahren wurden bezüglich mRNA-Ausbeute und 

Integrität verglichen (Abb. 10). 
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Abb. 10 Integritätsmessung und Ausbeute verschiedener RNA-Isolationsverfahren. Tabellarisch 

dargestellt sind zehn mRNA-Messungen aus ovinen Aortenklappen (A). Gegenübergestellt sind 

verschiedene Isolationsverfahren bezüglich mRNA-Ausbeute als Konzentration. Mit dem RIN-Wert ist der 

gemessenen RNA das Maß an Integrität zugeordnet. Die Integritätsmessungen für diese Proben sind in 

Bezug zu einer Referenz (Ladder) abgebildet (B). Die Bandbreite des RIN-Wertes umfasst dabei Werte von 

0-10, wobei die Integrität mit dem RIN-Wert steigt. Die Messung erfolgte gemäß Eukaryote Total RNA 

Nano-Assay. Abkürzung: RIN = RNA integrity number. 

 

Beim Vergleich ergab die Quantifizierung der mRNA deutlich höhere Konzentrationen bei der 

Isolation mit dem Homogenisator. Auch die Isolation durch Kombination von Klopfen und Pellet-

Pestel zeigte eine hohe mRNA-Ausbeute, während die Konzentrationen bei den Übrigen 

Methoden nicht zufriedenstellend war. Die Integritätsmessung ergab die höchsten Werte bei der 

Isolation mittels Pellet-Pestel. Auch der Homogenisator ergab RIN-Werte über fünf, während die 

übrigen Verfahren sehr geringe RIN-Werte ergaben. In Zusammenschau der hohen Ausbeute und 

zufriedenstellenden Integrität der mRNA mit dem Homogenisator, wurde dieses Verfahren für 

die RNA-Isolation aus ov. Aortenklappen für den Hauptversuch ausgewählt. 

 

 

 

Homogenisierung und mRNA-Isolation aus Aortenklappen im 3D-Modell  

Zur Homogenisierung der Aortenklappen im 3D-Modell wurden die Klappen-Taschen einzeln 

mit je 1 ml Trizol (Guanidiniumthiocyanat) versetzt und mit einem Homogenisator ca. 20 sec. 

zerkleinert, bis die Emulsion homogen erschien. Nach jeder Probe wurde der Homogenisator mit 

70%igem Ethanol (EtOH), RNAse Away und anschließend zweimal mit RNAse-freiem Wasser 

gereinigt. 

Die Emulsion wurde 5 min. bei RT ruhen gelassen. Schließlich wurde das Homogenisat in 

Eppendorf-Gefäße überführt und 0,2 ml Chloroform dazu gegeben. Das Gemisch wurde kräftig 
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geschüttelt und mit einem Vortexer vermischt. Nun wurde bei 4 °C für 15 min. bei 13.000 rpm 

zentrifugiert, um die Trennung der wässrigen von der organischen Phase zu bewirken. Die mRNA 

befand sich nun in der wässrigen Phase und wurde vorsichtig abpipettiert und mit 70%igem EtOH 

im 1:1 Verhältnis gemischt. Im Folgenden wurde die mRNA-Isolation auf den RNA-

Isolationssäulen analog der Isolation des 2D-Modells fortgesetzt (2.2.1). 

 

2.2.3 Quantifizierung der mRNA  

Die Konzentrationen der auf Eis gekühlten mRNA-Proben wurde mit einem Plattenlesegerät 

(Tecan Reader) gemessen. Hierbei wurde die Absorption der RNA bei 260 nm gemessen und die 

Konzentrationen in ng/l bestimmt. Außerdem wurde auch das Verhältnis der Absorption bei 260 

nm/280 nm bestimmt, um eine Verunreinigung durch Proteine oder Phenole auszuschließen. Bei 

einer Ratio über zwei wurde die Messung als verwertbar betrachtet. 

 

2.2.4 Synthese von cDNA mittels Reverse Transkription 

Die isolierte mRNA wurde in cDNA umgeschrieben, um sie in der RT-PCR verwenden zu 

können. Dazu wurde das Volumen der Probe berechnet, in der 1000 ng RNA enthalten sind (1000 

ng/RNA-Gehalt [ng/l]). Die folgenden Vorgänge zur cDNA-Synthese fanden unter Kühlung der 

Proben auf Eis statt. Dazu wurden die Lösungen und Materialien aus dem QuantiTectR-Kit von 

Qiagen nach Herstellerangaben verwendet. In ein 200 l-Eppendorf-Gefäß wurde die berechnete 

Menge Probe mit 1000 ng-RNA-Gehalt gegeben und die Differenz zu 12 l mit RNAse-freiem 

Wasser auf pipettiert. Es wurden je 2 l gDNA Wipeout-Puffer zur umzuschreibenden RNA 

gegeben und die Probe im Thermocycler für 2 min. auf 42 °C erhitzt. Zur Probe wurden nun 4 l 

RT-Buffer, 1 l RT-Primer Mix sowie 1 l Reverse Transkriptase appliziert und im Thermocycler 

für 30 min. bei 42 °C erhitzt. Darauf folgte eine 3-minütige Phase bei 95 °C. In jedem Gefäß 

befanden sich nun 20 l mit 1000 ng umgeschriebener RNA, welche mit 180 l RNAse-freiem 

auf 5 ng/l verdünnt wurden. 

2.2.5 Verwendete Primer und RT-PCR 

Als Marker für EZM-Umbau und osteogene Differenzierung wurden Primer für Col1A1, MMP2, 

TGF-ß und OPN getestet. Als Referenz-Gen wurde Ribosomales Protein L29 (RPL29) mittels 

RT-PCR verwendet (Tabelle 2) (68, 71). 
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Primer 

 

Sequenz 

(forward 5´-3´) 

Sequenz 

(reverse 3´-5´) 

MMP2 2.0 ov 

(matrix metalloproteinase 2) 

TGACAAGGACGGCAAGTATG 

 

GTAAGATGTGCCCTGGAAGC 

OPN ov 

(osteopontin) 

GATGGCCGAGGTGATAGTGT TCGTCTTCTTAGGGTGCGTCA 

RPL29 ov 

(ribosomal protein L29) 

CCAAGTCCAAGAACCACACC TATCGTTGTGATCGGGGTTT 

TGF-β ov 

(transforming growth factor-

beta) 

CTGAACCCGTGTTGCTCTC GAGGTATCGCCAGGAATTGT 

Col1A1 ov 

(collagen type 1) 

AAGACATCCCACCAGTCACC TAAGTTCGTCAGATCACG 

Tabelle 2 Verwendete Primer in der RT-PCR. 

 

Die RT-PCR wurde mittels des GoTaqR qPCR Master Mix-Kit von Promega an einem PCR-Gerät 

nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Messung erfolgte in Duplikaten unter 

Berücksichtigung einer Wasserprobe und einer sog. Intercalibration-Sample. 

 

2.2.6 Normierung der RT-PCR Ergebnisse 

Zur Auswertung der PCR-Daten wurden nur CT-Messwerte als valide berücksichtigt, deren 

Duplikate weniger als einen CT-Wert voneinander abwichen. Zudem wurden CT-Messwerte über 

33 als nicht messbar gewertet und aus der Analyse ausgeschlossen. Die CT-Messwerte für ein 

biologisches Individuum wurden auf die zughörige unbehandelte Kontroll-Probe (unbehandelt) 

desselben Individuums normiert und mittels der CT-Methode ausgewertet. 

 

2.3 Bestimmung der Kalzium-Akkumulation 

2.3.1 Aufarbeitung der VIC im 2D-Modell 

Zur Ernte der kultivierten VIC für die Bestimmung der Kalzium-Akkumulation wurden die Zellen 

zunächst mit DPBS gewaschen und dann mit 80 l Tris-HCl mit 0,1 % Triton X Puffer (pH 7) 

versetzt. Das Lysat wurde in ein Eppendorf-Gefäß überführt und bei -80 °C gelagert.  
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2.3.2 Aufarbeitung der Aortenklappen im 3D-Modell 

Am Tag der Ernte wurden die Aortenklappen mit einer autoklavierten Pinzette aus der Kultur in 

ein Kryo-Konservierungsröhrchen überführt. Das Röhrchen wurde in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Zur Bestimmung der Kalzium-Akkumulation wurden die 

Proben jeweils in ein Arbeitsgefäß überführt. Es wurde 80 l des Tris-HCL-Puffers hinzugefügt 

und mit einem Homogenisator 15 sec. lang zerkleinert. Das Homogenisat wurde in ein Eppendorf-

Gefäß überführt und anschließend 10 min. in einem Ultraschall-Bad behandelt. Nach 

Zentrifugation bei 13.000 rpm für 15 min. bei 4 °C wurde der Überstand vom Zell-Pellet 

abpipettiert, in ein Eppendorf-Gefäß überführt und bei -80 °C gelagert. 

 

2.3.3 Messung des Kalziumgehalts 

Die Bestimmung des Kalziumgehalts in den Lysaten aus dem 2D- und dem 3D-Modell erfolgte 

durch die Verwendung eines kolorimetrischen Assays (Calcium Assay Kit, Abnova) nach 

Herstellerangaben. Die Proben wurden im 96-Well-Format in einem Plattenlesegerät (Tecan-

Reader) bei 612 nm in Duplikaten gemessen.  Dabei ist die Intensität der Farbe laut Hersteller 

proportional zur Kalzium-Konzentration. Die Konzentrationen der Proben wurden mithilfe der 

Kalibrierungsreihe berechnet. Dazu wurde der Mittelwert der Kalibrierungsduplikate zur 

Erstellung einer Eichgerade verwendet. Mithilfe der Geradengleichung der Eichgerade und der 

Kalibrierungsreihe konnte nun jedem Messwert ein Kalziumgehalt zugeordnet werden. Dazu 

wurden die Messwerte der Probenduplikate gemittelt. Diese wurden auf den mittleren 

Proteingehalt einer jeden Probe bezogen.  

 

2.4 Western Blot-Analysen 

2.4.1 Ernte der VIC und Proteinbestimmung 

Zum Zeitpunkt der Ernte wurden die Zellen zweimal mit kaltem DPBS gewaschen, um 

abgestorbene Zellreste zu entfernen. Auf die VIC wurde nun 120 l Lyse-Puffer gegeben, der mit 

50 mM Hepes und 1% Triton X100 erstellt wurde. Der Puffer wurde zuvor auf einen pH von 7,4 

eingestellt und mit Protease-Inhibitoren versetzt und die in Eppendorf-Gefäße pipettiert. Die 

Lysate wurden für 2 h bei 4 °C rotierend inkubiert, um die Zell-Lyse zu intensivieren bzw. zu 

vervollständigen. Die Proben wurden nun bei 4 °C für 15 min. bei 13.000 rpm zentrifugiert und 

die Überstände zur weiteren Verwendung abgenommen und bei -80 °C gelagert. Die Proben 

wurden auf Eis aufgetaut und gemischt, sodass eine gleichmäßige Verteilung der Proteine 



Methoden  Elisabeth Pracht 

 

  - 20 -  

 

 

ermöglicht wurde. Der Proteingehalt wurde mittels eines kolorimetrischen Assays (DC™ Protein 

Assay, Biorad) nach Herstellerangaben im 96-Well-Format in einem Plattenlesegerät (Tecan-

Reader) bei 750 nm in Duplikaten gemessen. 

 

2.4.2 Gelelektrophorese 

Die vorbereiteten Proben wurden mit 6-fach-Laemmli-Puffer im Verhältnis 5:1 versetzt und 5 

min. bei 95 °C in einem Thermomixer erhitzt, um die Proteine zu entfalten und denaturieren. In 

eine Gelkammer wurden je 2 Gele in Gelkassetten eingespannt und vollständig mit Laufpuffer 

befüllt, sodass die Elektroden der Gelkammern bedeckt waren. Die Taschen der Gele wurden nun 

mit der identischen Menge Protein befüllt. Dazu wurden durch Verdünnung gleichgroße 

Volumina Probe verwendet. Zusätzlich wurde ein sog. Page Ruler zu 5 l an der Seite des Gels 

beladen, um Referenzbanden zur Erfassung des Molekulargewichtes der Proteine zu projizieren. 

Zum Einlaufen der Probe in das obere Sammelgel wurde eine Spannung von 50 Volt (V) 

verwendet. Sobald die Proben das Trenn-Gel erreichten, wurde auf 150 V erhöht. 

 

2.4.3 Blotten 

Zur Übertragung der aufgetrennten Proteine auf eine Membran wurden die Gele aus den 

Gelkassetten gelöst und 10 sec. in destilliertem Wasser von Puffer-Rückständen befreit. Für die 

Detektion von OPN wurde eine Nitrocellulose-Membran, für NF-B eine Polyvinylidenfluorid 

(PVDF)-Membran verwendet. Die PVDF-Membran wurde vor dem Blotten in Methanol für 10 

sec. aktiviert. Die Filterpapiere und die Nitrocellulose-Membran wurden mit destilliertem Wasser 

befeuchtet. In der Blot-Kassette wurde nun zwischen zwei Filterpapieren das Gel und die 

Membran so aufeinander gebracht, dass bei Stromfluss (100 V) die Proteine auf die Membran 

übertragen wurden. Nach vollständiger Übertragung wurde die Membran mit einer 5%-igen 

Magermilch-Lösung mit Tris-buffered saline with Tween20 (TBST) für 60 min. unter Rotation 

blockiert. 

 

2.4.4 Antikörper-Bindung 

Die verwendeten Antikörper (AK) sind in Tabelle 3 aufgeführt. Zur AK-Bindung wurde die 

Membran mit dem Primär-AK über 12 h bei 4 °C inkubiert. Vor und nach der Inkubation mit dem 

Sekundär-AK wurde die Membran dreimal für 5 min. mit TBST gewaschen. Der Zweit-AK 

wurde bei RT für 60 min. inkubiert. Die Verdünnung der AK erfolgte nach Herstellerangaben. 
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Nach der AK-Inkubation wurde die Membran mit 500 l Chemolumineszenz Substrat (Verhältnis 

1:1) benetzt und mittels eines Imager (GE Healthcare) die Proteinbanden detektiert.  

 

Protein Primär-AK 

Wirtsorganismus 

Hersteller/ 

Katalognummer 

Sekundär-AK 

Wirtsorganismus 

Hersteller/ 

Katalognummer 

NF-b Kaninchen Cell Signaling/ 

8242 

Ziege Jackson 

ImmunoResearch/ 

111-035-003 

pNF-b Kaninchen Cell Signaling/ 

3033 

Ziege Jackson 

ImmunoResearch/ 

111-035-003 

β-Aktin Kaninchen Cell Signaling/ 

4967 

Ziege Jackson 

ImmunoResearch/ 

111-035-003 

OPN Maus Novus 

Biologicals/ 

NB110-89062 

Ziege Jackson 

ImmunoResearch/ 

115-035-044 

GAPDH Kaninchen Cell Signaling/ 

CS2118 

Ziege Jackson 

ImmunoResearch/ 

111-035-003 

Tabelle 3 Antikörper zur Detektion von Proteinen im Western-Blot. 

 

2.4.5 Auswertung und Normierung des Western-Blot 

Die Bilder der detektierten Proteinmengen wurden mittels ImageJ geöffnet, zurechtgeschnitten 

und die Banden gleichmäßig vermessen und markiert. Jede detektierte Bande wurde so in einen 

Messwert konvertiert, der mit der enthaltenen Proteinmenge korreliert. Dieser wurde in eine 

Excel-Tabelle exportiert. Die Werte für OPN, NF-B und pNF-B einer jeden Probe wurden mit 

dem zughörigen Wert des Housekeeper-(HK)-Gens dividiert. Die daraus ermittelten 

Proteinmengen für NF-B wurden zusätzlich mit der phosphorylierten Form von NF-B in 

Relation gesetzt. 
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2.5 Histologische Färbungen 

2.5.1 Anfertigung von Präparat-Schnitten 

Nach Kultivierung im 3D-Modell wurde das Klappenmaterial in Kryo-Kompound eingebettet. 

Die Gewebeproben wurden mit einer Pinzette mittig im Schälchen platziert und Luftblasen 

entfernt. Die Schälchen wurden in Isopentan eingefroren, welches zuvor in flüssigem Stickstoff 

herunter gekühlt wurde. Die eingebetteten Proben wurden bei -80 °C gelagert. An einem 

Kryostaten wurden 5 µm dünne Gefrierschnitte angefertigt, auf Objektträger (OT) aufgenommen 

und diese bei -20 °C gelagert. 

 

2.5.2 Färbeverfahren 

Hämatoxylin-Eosin-(HE)-Färbung 

Um die verschiedenen Gewebeschichten der Aortenklappen darzustellen, wurden Hämatoxylin-

Eosin-(HE)-Färbungen angefertigt. Die zu färbenden Präparate wurden dazu 1 min. in 

Hämatoxylin gefärbt und 1 min. mit destilliertem Wasser gespült. Danach wurden die OT für 1 

min. in 5%ige Essigsäure inkubiert und erneut für 1 min. mit destilliertem Wasser gewaschen. 

Nun wurden die OT 2 min. mit frischem Leitungswasser gespült und daraufhin je 1 min. mit 

70%igem EtOH und zweimal mit 96%igem EtOH sowie zweimal mit 100%igem EtOH versetzt. 

Zuletzt wurden die OT zweimal je 1 min. in Xylol gestellt. Alle Schritte erfolgten unter einem 

Luftabzug. Eosin färbt basische Stoffe wie Zellplasmaproteine und Kollagen rot, während saure 

Strukturen wie DNA (Desoxyribonukleinsäure) durch Hämalaun blau gefärbt werden. 

 

Movat-Pentachrom-(MP)-Färbung 

Vor der Verwendung der OT wurden diese über Nacht bei 37 °C erwärmt. Alle folgenden Schritte 

fanden unter einem Abzug statt. Die OT wurden vor und nach der 10-minütigen Fixierung in 

4%iger Formalin-Lösung für 5 min. mit destilliertem Wasser gespült. Am Tag der Färbung wurde 

die Bouin’s-Lösung langsam und vorsichtig auf einer Kochplatte auf 50 °C erhitzt und die OT für 

10 min. darin inkubiert. Danach wurden die OT für 10 min. mit Leitungswasser gespült, 

anschließend mit 5%igem Natriumthiosulfat für 5 min. fixiert und danach zweimal je 2 min. und 

einmal 1 min. in destilliertem Wasser gespült. Die Färbung mit 1%igem Alacianblau erfolgte 20 

min. lang. Nun wurde erneut vor und nach der Stabilisierung in 60 °C warmen alkalischen 

Alkohol für 3 min. mit Leitungswasser gespült. 9 min. wurde in Weigert’s working solution 

gefärbt und 1 min. mit kaltem Leitungswasser gespült. Im Folgenden wurde wiederholt vor und 

nach der 1-minütigen Färbung mit Brilliant-Crocein-Säurefuchsin-working solution dreimal mit 

destilliertem Wasser gespült. In 5%iger Phosphowolframsäure wurde nun für 5 min. differenziert 
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und schließlich mit 1%iger Essigsäure für 2 min. gespült. Nach einer weiteren Spülung mit 

Wasser wurden die OT 1 min. mit 96%igem Ethanol und zweimal 1 min. mit 100%igem Ethanol 

dehydratisiert. Die Färbung in alkoholischem Safran erfolgte in 8 min. Nachdem die Präparate 

erneut zweimal für 1 min. mit 100%igem Ethanol gespült wurden, wurden sie dreimal für 5 min. 

in Xylol entfettet.  

 

Von Kossa-(VK)-Färbung 

Vor der Färbung nach Von Kossa (VK) wurden die OT in Aceton für 8 min. bei -20 °C gekühlt 

und danach 5 min. unter einem Abzug getrocknet. Nachdem die OT kurz in destilliertes Wasser 

getaucht wurden, wurden sie für 15 min. in einer 5%igen Silbernitratlösung unter einer Neonröhre 

behandelt. Daraufhin wurde dreimal für je 3 min. mit destilliertem Wasser gespült. Nun wurden 

die OT für 2 min. mit Natriumkarbonat-Formaldehydlösung zur Reduktion gebracht, wobei sich 

sein schwarzer Niederschlag bildetet. Nach der Reduktion wurde mit Leitungswasser für 10 min. 

gespült. Es folgte die Fixierung mit 5%iger Natriumthiosulfat-Lösung für 5 min., um 

überschüssiges Silber zu entfernen. Danach erfolgte eine 15-minütige Spülung mit 

Leitungswasser. Vor und nach der 10-minütigen Färbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat 

wurde 3 min. in destilliertem Wasser gespült. In einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 %, 70 %, 

90 %, 100 %, EtOH) wurden die OT für je 2 min. entwässert. Daraufhin wurde zweimal für 5 

min. Xylol verwendet. 

 

2.5.3 Mikroskopische Fotodokumentation der Färbungen 

Das Eindecken der gefärbten Präparate erfolgte nicht unter dem Abzug, um Verschmutzung der 

OT durch aufgewirbelte Partikel zu vermeiden. Die OT wurden nach der Färbung unmittelbar für 

10 min. bei RT getrocknet. Auf jeden OT wurden nun drei Tropfen Eindeckmedium gegeben und 

mit einem Deckglas bedeckt. Die fotographische Dokumentation erfolgte an einem Mikroskop 

des Typ Leica DM2000. Die Fotos eines Präparates wurden mithilfe der Software ImageJ unter 

Verwendung der Erweiterung Fuji oder manuell zu einer Aufnahme zusammengefügt. 

 

2.6 Statistische Verfahren 

Die angewandten statistischen Analysen beziehen sich auf eine nicht-normalverteilte 

Probengröße von bis zu sieben Individuen (n  7). Die verwendete Analyse-Software GraphPad 

Prism 6.0 wurde ebenso zur Erstellung von Graphen verwendet. Alle Ergebnisse wurden als 

Mittelwert  Standard-Fehler dargestellt. Signifikante Ergebnisse ergeben sich bei einem p-Wert 

< 0,05. Es wurde der Kruskal-Wallis-Test angewandt und mit dem Dunn’s multiple comparison 
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test ergänzt. Im Folgenden wurden daraus resultierende Signifikanzen bei p < 0,05 mit * und bei 

p < 0,01 mit ** gekennzeichnet. Zusätzlich wurde der Mann-Whitney U zu Zweigruppen-

Vergleichen durchgeführt und daraus ermittelte signifikante Unterschiede mit Rauten (#) 

versehen. Im Folgenden wurden daraus resultierende Signifikanzen bei p < 0,05 mit #, bei p < 

0,01 mit ## und bei p < 0,001 mit ### gekennzeichnet.



Material  Elisabeth Pracht 

 

  - 24 -  

 

 

3 Material 

3.1 Geräte 

Gerätename Herstellerangaben 

HERAcell 240i CO2 Incubator ThermoFisher Scientific Inc.  

(Waltham, MA, USA) 

Seriennr.: 41379403 

(55 °C und 90 °C, 50/60 Hz, IP20, 1 NIPE, 230 V, 2,8 

A, 0,64 kW) 

HeraeusTM LabofugeTM 300 

 

ThermoFisher Scientific Inc.  

(Waltham, MA, USA) 

Fabr.-Nr.: 40248728, Bestell-Nr.: 75003230 

(kin. Energie: 427 Nm, max. Drehzahl: 4.000 U/min, 

Spannung: 230 V, Frequenz: 50/60 Hz, Strom: 1,25 A, 

Leistung: 180 W) 

HERASAFE KS, Type: KS 18 

 

ThermoFisher Scientific Inc.  

(Waltham, MA, USA) 

Order Code: 51022712, Serial No.: 41172502 

(1/PE AC, 8,7 A, 230 V, 50/60 Hz, 2,0 kW, IP 20, EN 

12469: 2000, Class II, Safety Cabinet, Working Volume: 

1800x780x627 mm) 

Systec VX-95  Systec GmbH, the autoclave company  

(Nürnberg, Deutschland) 

Seriennr.: 4713 

Tecan Reader, infinite M1000 PRO Tecan Deutschland GmbH 

T3000 Thermocycler BiometraR  

(Göttingen, Deutschland) 

Seriennr.: 2710292 

Zählkammer Neubauer, Tiefe, 

0,0025 mm2 

AssistentR  

(Sondheim v. d. Rhön, Deutschland) 

Bestell-Nr.: 40441001 
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Ultra-Turrax 

Typ TP18-10 

Janke und Kunke KG 

Gerätenr.: 10758 

Electrophoresis Power Supply 

EV245  

Consort 

Accu-jetR pro Brand 

Produktnr.: 16B34312 

StepOne Plus Real time PCR-

System 

Applied Biosystems 

Ultraschall Bandelin electronics 

IKAR RH basic 2 
06.071622 

Thermomixer 5436 Eppendorf 

Trans-Blot® Electrophoretic 

Transfer Cell 

Quelle: Instruction Manual der Mini: http://www.bio- 

rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/M1703930.pdf)  

RS-TR05 Phoenix Instrument  

Amersham Imager 600  GE Healthcare 

Leica CM1950 Leica  

LEICA DMIL LED LEICA 

DFC425 C  

Leica 

Centrifuge 5804R Eppendorf AG  

(Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 

Seriennr. 30405693 

 

3.2 Hilfsmaterialen 

Produktname  Hersteller Produktnummer 

Cell Scraper 16 cm, sterile Sarstedt, Inc.  

(Newton, USA) 

83.1832 

CellstarR Cell Culture Flasks, 550 

ml, 175 cm2, PS, red standard 

screw cap, sterile 

Greiner Bio-One GmbH  

(Frickenhausen, Deutschland) 

660 160 

CellstarR Tubes, 15 ml, PP, 

graduated, conical bottom, blue 

screw cap, sterile 

Greiner Bio-One GmbH  

(Frickenhausen, Deutschland) 

188 271 
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CellstarR Tubes, 50 ml, PP, 

graduated, conical bottom, blue 

screw cap, sterile 

Greiner Bio-One GmbH  

(Frickenhausen, Deutschland) 

277 261 

CellstarR Tubes, 50 ml, PP, 

graduated, conical bottom with 

support skirt, blue screw cap, 

sterile 

Greiner Bio-One GmbH  

(Frickenhausen, Deutschland) 

210 261 

CellstarR 6 Well Cell Culture 

Plate, sterile, with lid 

Greiner Bio-One GmbH  

(Frickenhausen, Deutschland) 

657 160 

ClearLine PP microtube 2 ml, 

round bottom, snap cap, non-

sterile 

ClearLineR Biosigma  

(Venedig, Italien) 

390691 

Low Temperature Freezer Vials 

(Self-Standing, 2 ml, Silicone O-

Ring Seal) 

VWRR  

(Radnor, PA, USA) 

497-1262 

(European Article 

No.) 

MicroAmpR, Fast Optical 96-Well 

Reaction Plate with Barcode (0,1 

ml), PCR Compatible 

DNA/RNA/RNase Free 

Applied Biosystems Inc  

(Foster City, CA, USA) 

4346906 

MicroAmpTM Optical Adhesive 

Film, PCR/Real-time PCR 

Compatible 

Applied Biosystems, by 

ThermoFisher Scientific  

(Carlsbad, CA, USA) 

4311971 

Microplatte, 96 Well, PP, F-

Boden (Kaminform), Natur, 10 

St./Btl. 

Greiner Bio-One GmbH  

(Frickenhausen, Deutschland) 

655201 

Micro tube/Reagiergefäß, 1,5 ml Sarstedt AG & Co.  

(Nümbrecht, Deutschland) 

72.690.001 

Pasteurpipetten aus Glas, für den 

Einmalgebrauch, ca. 150 mm 

BRAND GMBH & CO KG 

(Wertheim, Deutschland) 

7477 15 

Pasteurpipetten aus Glas, für den 

Einmalgebrauch, ca. 230 mm 

BRAND GMBH & CO KG  

(Wertheim, Deutschland) 

7477 20 

QIAshredder (250) Qiagen  

(Hilden, Deutschland) 

79656 
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StericupR 500 ml, Millipore 

ExpressR PLUS, 0,22 µm PES 

EMD Millipore Corporation  

(Darmstadt, Deutschland) 

SCGPU05RE 

Tip OneR 10 µl Graduated, Filter 

Tip, 10x96 Tips, Racked (Sterile), 

Free of detectable RNase, DNase, 

DNA & pyrogens 

Starlab GmbH  

(Hamburg, Deutschland) 

S1121-3810 

Tip OneR 10/20 µl XL 

Graduated, Filter Tip, 10x96 Tips, 

Racked (Sterile), Free of 

detectable RNase, DNase, DNA 

& pyrogens 

Starlab GmbH  

(Hamburg, Deutschland) 

S1120-3810 

Tip OneR 20 µl Bevelled, Filter 

Tip, 10x96 Tips, Racked (Sterile), 

Free of detectable RNase, DNase, 

DNA & pyrogens 

Starlab GmbH  

(Hamburg, Deutschland) 

S1120-1810 

Tip OneR 200 µl Graduated, 

Filter Tip, 10x96 Tips, Racked 

(Sterile), Free of detectable 

RNase, DNase, DNA & pyrogens 

Starlab GmbH 

(Hamburg, Deutschland) 

S1120-8810 

Tissue Culture Flask, 25 cm2, 

treated, vented cap, sterile 

VWRR International  

(Löwen, Belgien) 

734-2311 

Tissue Culture Flask, 75 cm2, 

treated, vented cap, sterile 

VWRR International  

(Löwen, Belgien) 

734-2313 

Tissue Culture Flasks, Vented 

Cap, 225 cm2, sterile 

FALCONR, Corning Incorporated  

(Corning, NY, USA) 

353138 

µltraAmp PCR Products, 

Certified RNase/DNase Free, 0,2 

ml, Natural 

SorensonTM  

(West Salt Lake City, USA) 

16950A 

5 mL StripetteR, Disposable 

Serological Pipette, Individually 

Wrapped, Sterile 

costarR, Corning Incorporated  

(Corning, NY, USA) 

4487 

10 mL StripetteR, Disposable 

Serological Pipette, Individually 

Wrapped, Sterile 

costarR, Corning Incorporated  

(Corning, NY, USA) 

4488 
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25 mL StripetteR, Disposable 

Serological Pipette, Individually 

Wrapped, Sterile 

costarR, Corning Incorporated  

(Corning, NY, USA) 

4489 

Petrischale 15 cm 

TC-Dish 150, Standard 

Sarstedt AG & Co. KG 

(Nümbrecht, Germany) 

83.3903 

Petrischale 10cm 

TC-Dish 100, Standard 

Sarstedt AG & Co. KG 

(Nümbrecht, Germany) 

83.3902 

Scalpell 

Safeshield Scalpel, No 10 pfm, 

Feather disposable Scalpel 

pfm medical AG 

(Köln, Germany) 

02.001.40.010 

Abdecktuch 

RaucodrapeR Pro, Klebetuch, 2-

lagig 

Lohmann & Rauscher International 

GmbH & Co. KG 

(Rengsdorf, Germany) 

33010 

Spezialfusselfreituch 

KIMTECH Science, 

Präzisionswischtücher 

Kimberly-ClarkR Professional,  

(Canada) 

00551 

Kassette WB 1,5 mm Novex by life technologies  

Nitrocellulose membranes 0.45 

μm 

Bio Rad A29480718 

Amersham Hybond P0.45 PVDF Amersham 

 

10600029 

Einbettschälchen Kunststoff 

17x17x5 mm 

Medite 48-6303-00 

Objektträger 76x26x1 mm  Marienfeld 0810000  

Objektträger 75x25x1 mm R. Langenbrinck  03-0060  

Objektplatte Rund 30 m Technomed  14037008587  

Deckgläser Engelbrecht K12450  

 

3.3 Kits 

Produktname Hersteller Nummer 

Bicinchoninic Acid Kit for Protein 

Determination 

Sigma-AldrichR 

(St. Louis, MO, USA) 

BCA-1 
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Calcium Assay Kit AbnovaR Corporation 

(Taipei City, Taiwan) 

KA1644 

GoTaqR qPCR Master Mix Promega  

(Madison, WI, USA) 

A6002 

PierceTM BCA Protein Assay Kit ThermoFisher Scientific Inc.  

(Waltham, MA, USA) 

23225 

QuantiTectR Reverse Transcription Kit Qiagen 

(Hilden, Deutschland) 

205313 

RNeasyR Mini Kit (250) Qiagen 

(Hilden, Deutschland) 

74106 

WesternBright Chemilumineszenz Substrat 

Quantum 

Biozym  

Super Signal West Femto Maximum 

Sensitivity Substrate 

Thermo Scientific  

 

3.4 Chemikalien 

Produktname Hersteller Produktnummer Lagerung 

AmpuwaR Spüllösung 1.000 

ml PlastipurR, steril und 

endotoxinfrei 

Fresenius Kabi 

Deutschland GmbH 

13LAP061 RT 

β-Glycerol phosphate 

disodium salt pentahydrate, ≥ 

98,0 % (NT) 

Sigma-AldrichR  

(St. Louis, MO, USA) 

50020-100G 2-8 °C 

Bicinchoninic Acid solution Sigma-AldrichR  

(St. Louis, MO, USA) 

B9643-1L RT 

Bovine Serum Albumin 

(lypholized powder, 

BioReagent, suitable for cell 

culture, ≥ 96 % (agarose gel 

electrophoresis)) 

Sigma-AldrichR  

(St. Louis, MO, USA) 

A9418-10G 2-8 °C 

Kalziumchlorid ≥ 98 %, 

getrocknet, Pulver (CaCl2 - M 

110,99 g/mol) 

Carl Roth GmbH + Co. 

KG 

CN93.1 RT 
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(Karlsruhe, Deutschland) 

complete Tablets, Mini, 

EDTA-free, EASYpack 

(Protease Inhibitor Cocktail 

Tablets) 

Roche Diagnostics GmbH 

(Mannheim, Deutschland) 

04 693 159 001, 

LOT 17756800 

Nr. 11697498001 

2-8 °C 

Copper (II) sulfate solution, 4 

% (w/v) 

Sigma-AldrichR 

(St. Louis, MO, USA) 

C2284-25ML RT 

Dimethyl sulfoxide  Sigma-AldrichR  

(St. Louis, MO, USA) 

D8418-100ML  RT 

DL-Dithiothreitol, ≥99,0 % 

(RT) 

Sigma-AldrichR  

(St. Louis, MO, USA) 

43819-25G 2-8 °C 

DMEM (1X) + 

GlutaMAXTM - i, [+] 4,5 g/L 

D-Glucose, [+] Pyruvate  

gibcoR  

(Grand Island, NY, USA) 

31966-021 4 °C 

DPBS w/o Calcium and 

Magnesium 

BioFroxx GmbH 

(Pfungstadt, Deutschland) 

1445ML500 RT  

Ethanol, CHROMASOLVR, 

for HPLC, absolute, ≥ 99,8 % 

Sigma-AldrichR  

(St. Louis, MO, USA) 

34852-1L RT 

Fetal Bovine Serum, Sterile 

Filtered, Cell Culture Tested 

Sigma-AldrichR  

(St. Louis, MO, USA) 

F7524,  

LOT 025M3302 

-20 °C  

Gelatin from bovine skin  Sigma-AldrichR 

(St. Louis, MO, USA) 

G9391-500G  RT   

HEPES, Sodium Salt, 

ULTROLR Grade, MW: 

260,3 g/mol 

CALBIOCHEMR, Merck 

KgaA 

(Darmstadt, Deutschland)  

391333, 

LOT B52066 

20°C 

HiPerFect Transfection 

Reagent (1 ml) 

Qiagen  

(Hilden, Deutschland) 

301704 4 °C 

LipofectamineR 2000 

Transfection Reagent 

ThermoFisher Scientific 

Inc.  

(Waltham, MA, USA) 

11668019 4 °C 

MEM Non-Essential Amino 

Acid Solution 100x 

Sigma-AldrichR  

(St. Louis, MO, USA) 

M7145 4 °C  
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Nuclease-Free Water Promega Corporation  

(Madison, WI, USA) 

P119E 30 °C 

Pen Strep  gibcoR  

(Grand Island, NY, USA) 

15140-122  -20 °C 

PhosSTOP EASYpack 

(Phosphatase Inhibitor 

Cocktail Tablets) 

Roche Diagnostics GmbH 

(Mannheim, Deutschland) 

04 906 837 001, 

LOT 18738300 

2-8 °C 

RNase-Free DNase Set (50), 

for use with 

RNeasyR/QIAampR 

Columns 

Qiagen  

(Hilden, Deutschland) 

79254 -20 °C 

TRIS-hydrochlorid, 

PUFFERANR    ≥ 99 %, p.a., 

C4H11NO3-HCL-M 157,60 

g/mol 

Carl Roth GmbH + Co. 

KG 

(Karlsruhe, Deutschland) 

9090.3 RT 

TritonTM, X-100 Sigma-AldrichR  

(St. Louis, MO, USA) 

T9284-500ML, 

LOT SLBM1897V 

20-25 °C 

Trypan Blue Solution, 0,4 % AMRESCOR  

(Solon, OH, USA) 

K940-100ML 2-8 °C 

0,25 % Trypsin-EDTA (1X) gibcoR  

(Grand Island, NY, USA) 

25200-056 -20 °C 

PageRulerTM plus prestained 

protein ladder 

Thermo Scientific 26619 -20 °C 

BSA Roth,  8076 4 °C 

KP-CryoCompound Klinipath 1620-C RT 

2-Methylbutan/ Isopentan Roth 3927,2 4°C  

 

Ammoniumhydroxid 30 % Roth CP17.1 RT 

Pikrinsäure VWR Chemicals 84512.260  RT 

Formaldehydlösung 37 % Roth 4979.1 RT 

Essigsäure 100 % Roth 6755.2 RT 

Natriumthiosulfat Sigma 72049-250G RT 

Safran du Gatinais Waldeck 5A-394 RT 

Eisen-Chlorid- Hexahydrat Sigma-Aldrich  236489-100G  RT 

Jod Roth 7935.1  RT 
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HCl 32-37 % Roth 2601.1 RT 

Kaliumjodid Roth 8491.1 RT 

Brilliant Crocein R Waldeck 1B-109 RT 

Säurefuchsin Roth T128.1 RT 

Phosphotungistic Acid Sigma-Aldrich  P4006-250G RT 

Alcianblau Sigma-Aldrich  A5268-25G  RT 

Hämatoxylin Thermo 6765009  RT 

Ethanol 70 %, 96 %, 99,8 %  Zentralapotheke UKD  RT 

Eosin  Sigma-Aldrich 861006 RT 

Xylol VWR 28975.325 RT 

Essigsäure Roth 6755.2 RT 

Eindeckmedium Histokitt 2 Roth T160.1 RT 

Silbernitrat  Roth 9370.2 RT 

Natriumthiosulfat Sigma 72049-1KG RT 

Natriumcarbonat Merck 1.06392.1000 RT 

Formaldehydlösung 4 % Roth P087.5 RT 

 

3.5 Selbsthergestellte Lösungen 

Produktname Bestandteile 

Tris/HCl 1,5M pH 8,8  

 

45,4275 g TrizmaBase (MW= 121,14 g/mol)  

450ml AquaDest 

37% HCl auf pH = 8,8 

Tris/HCl 0,1M pH 6,8 9,0855 g TrizmaBase (MW = 121, 14 g) 

250 ml Aqua dest. 

37 % HCl auf pH = 6,8 

10 % SDS 10 g SDS-Pellet 

100 ml Aqua dest. 

10 % APS 1 g Ammonium Persulfate 

10 ml Aqua dest. 

Laemmli-Puffer 3,75 ml 375 mM Tris/HCl 1M pH 6,8 

6 ml (60 %) Glycerin 

1,26 g SDS-Pellet 

0,09258 g 600mM DTT 

0,009 g Bromphenolblau 

10 ml Aqua dest. 
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10x SDS Running Buffer 

pH 8,3 

250 mM Tris Base (= 30,285 g (MW=121,14 g/mol)) 

1,9 M Glycin (= 142,633 g (MW= 75,07)) 

1l Aquadest 

100 ml 10 % SDS 

1x Transfer Buffer 200 ml Methanol 

100 ml 10x Running Buffer (ohne SDS)  

700 ml Aquadest 

Buffer RDD, DNA Digest Buffer Qiagen (Hilden, Deutschland),  

Katalog-Nr. 1010397, Lagerung bei 4 °C 

TRIS-HCl-Puffer (100 mM)  

(Lagerung bei 4 °C) 

0,7875 g TRIS-Hydrochlorid 

50 ml ddH2O 

pH = 7,0  

500 µl Triton X-100 

Medium zur Kultivierung der VIC 

(4,5 g/l Glukose) 

500 ml DMEM 

50 ml FBS (10 %) 

5 ml Pen/Strep (1 %) 

5 ml NEAA (1 %) 

Degenerierendes Zellkulturmedium  49 ml Zellkulturmedium (s.o.) 

100 µl Kalziumchlorid (1,5 M; 1,665 g in 10 ml ddH2O) 

1.000 µl β-Glycerol phosphate (1 M; 3,061 g in 10 ml 

ddH2O) 

Einfriermedium 10 % DMSO in FBS 

Trenngel Wasser 

40 % Acrylamid/Bisacrylamid  

Trenngelpuffer 1,5 M  

Tris pH 8,8 

SDS 10 % 

TEMED 

10 % APS 

Sammelgel Wasser 

Acrylamid/Bisacrylamid 

Sammelgelpuffer 0,5 M 

Tris pH 6,8 SDS 10 % 

TEMED 

10 % APS 
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5% BSA in TBST 5 % Milchpulver 

gelöst in TBST 

Eosin-Lösung  

 

1 g Eosin 

in 100 ml Aqua dest  

100 ml 100 % Ethanol  

200 μl Eisessig lösen  

Über einen Faltenfilter filtriert  

4-5 % Essigsäure 10 ml Eisessig (konz. Essigsäure) mit 190 ml Wasser 

verdünnt  

Alkalischer Alkohol, 400 ml  360 ml Ethanol (96 %)  

40 ml 30% Ammoniumhydroxid (NH3+H2O) 

Bouin’s Lösung, 420 ml 300 ml Pikrinsäure (wässrig gesättigt),  

100 ml Formaldehyd 37-40 % 

20 ml 100%ige Essigsäure (Eisessig) 

5 % Natriumthiosulfat, 200 ml 10 g Natriumthiosulfat (Sodium Thiosulfate)  

200 ml Aquadest  

1 % Alcianblau, 200 ml 2 g Alcianblau  

 200 ml Aquadest  

2 % Alkoholisches Hämatoxylin, 

500 ml 

10 g Hämatoxylin  

500 ml 96%iger Ethanol 

Eisenchlorid, 500 ml 12,4 g Eisen-Chlorid-Hexahydrat (FeCl3-6H2O) 

500 ml Aquadest 

5 ml 32-37%ige Salzsäure (HCl) 

Jodlösung, 500 ml  10 g Jod  

20 g Kaliumjodid (Potassium Iodide)  

500 ml Aquadest  

Weigert’s Eisenhämatoxylin, 120 

ml  

60 ml 2 % Hämatoxylin  

40 ml Eisenchlorid  

20 ml Jodlösung 

Brilliant Crocein R Stock, 400 ml  4 g Brilliant Crocein R (Crocein Scarlet 3B)  

398 ml Aquadest 

Säurefuchsin Stock, 500 ml 0,5 g Säurefuchsin  

497,5 ml Aquadest  

2,5 ml 100%ige Essigsäure 

Crocein-Säurefuchsin, 100 ml  

 

80 ml Brilliant Crocein R Stock (langsam schütten, 

schäumt sonst)  
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20 ml Säurefuchsin Stock 

5% Phosphorwolframsäure, 500 ml  25 g Phosphorwolframsäure (Phophotungistic Acid)  

500 ml Aquadest  

1% Eisessig, 500 ml 5 ml 100%ige Essigsäure  

495 ml Aquadest   

Alkoholischer Safran, 200 ml 12 g Safran du Gatinais (Spanish Saffron)  

200 ml 100%iger Ethanol  

In luftdichter Flasche 48 h bei 60 °C erhitzen  

grob filtrieren 

5%Silbernitratlösung 

 

200 ml Aquadest 

10 g Silbernitrat  

5%Natriumthiosulfatlösung  200 ml Aquadest  

10 g Natriumthiosulfat  

Natriumkarbonat-

Formaldehydlösung 

150 ml Aquadest 

50 ml Formaldehyd 

10 g Natriumcarbonat  

 

3.6 Rekombinante Proteine 

Protein Katalognummer Hersteller 

Humanes Decorin  143-DE  R&D Systems  

Human Activin A  338-AC  R&D Systems  

Human TNF-α H8916  Sigma Aldrich  
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4 Ergebnisse 

4.1 Vorversuche zur Protokolletablierung 

4.1.1 Bestimmung der geeigneten Zellzahl 

Zur Protokolletablierung wurden Vorversuche zur Ermittlung einer geeigneten Zellzahl bei der 

Aussaat durchgeführt. Dabei wurden verschiedene Zellzahlen getestet: 100.000 und 150.000 VIC. 

Die Kultur erfolgte über vier Tage je in Normalmedium sowie unter pro-kalzifizierenden 

Bedingungen. In den Vorversuchen zur Protokolletablierung wurden morphologische Aspekte 

der VIC sowie die Konfluenz evaluiert. Abb. 11 zeigt exemplarisch Fotographien der VIC unter 

dem Mikroskop am dritten und vierten Tag (Tag der Ernte). 

 

  

Abb. 11 Vorversuche zur Kultivierung von VIC in unterschiedlicher Anzahl. Dargestellt sind 

exemplarische Fotographien kultivierter VIC bei einer initialen Aussaat von 100.000 Zellen (A) bzw. 

150.000 Zellen (B) zu zwei Zeitpunkten der Kultivierung unter Normal- (unbehandelt) sowie pro-

kalzifizierenden (calci) Bedingungen. Bei 10-fach-Vergrößerung unter dem Auflichtmikroskop zeigt sich in 

A eine moderate Konfluenz am dritten sowie am vierten Tag mit Lücken im Zellrasen (Pfeile), während B 

jeweils super-konfluente Zellpopulationen zeigt. Erläuterungen: VIC: valvuläre Interstitialzellen, 

unbehandelt: DMEM-Medium, calci: DMEM + ß-Glycerolphosphat + Kalziumchlorid. 

 

Bei einer Anzahl von 100.000 VIC bei Aussaat zeigte sich eine moderate Konfluenz am dritten 

Tag sowie am Tag der Ernte, erkenntlich an Lücken im Zellrasen (Abb. 11, Pfeile). 

Morphologisch zeigen sich die VIC in der typischen spindelförmigen Anordnung (25). Insgesamt 

schien die Anzahl von 100.000 VIC zu gering um die gewünschte Konfluenz am Tag der Ernte 

zu erzielen. Die Zellzahlen am Tag der Ernte für die unbehandelte Kontrolle sind in Abb. 12 und 

Abb. 13 aufgeführt und unterstützen diese Beobachtungen. Demnach zeigten sich bei einer 
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initialen Zellzahl von 150.000 VIC bei Aussaat bereits am dritten Tag Superkonfluenz-Merkmale 

(25), sodass am vierten Tag kaum eine Steigerung der Konfluenz zu beobachten war. Da eine 

möglichst ungehemmte Proliferation der VIC vom dritten zum vierten Tag nach Stimulation 

gewährleistet werden sollte, wurde im Folgenden schließlich mit einer Zellzahl von 125.000 VIC 

in den Hauptversuch gestartet, da hier die Konfluenz-Entwicklung vom dritten zum vierten Tag 

zufriedenstellend war. Die fotographische Dokumentation der Kultivierung mit dieser Anzahl 

VIC ist im Hauptversuch dargestellt (Abb. 14). 

 

4.1.2 Bestimmung der geeigneten Konzentrationen für Activin A und Decorin  

Activin A 

Zur Protokolletablierung wurden geeignete Stimulationsdosen mit Activin A in Vorversuchen 

ermittelt. Für die Auswahl der Konzentrationen im Hauptversuch wurden aus der Literatur 

verschiedene Activin A-Konzentrationen zur Stimulation von VIC herangezogen: 10, 50 und 100 

ng/ml (72), (73). Die Kultivierung erfolgte über vier Tage in den in Abb. 11 getesteten Zellzahlen. 

Es wurden morphologische Aspekte der VIC sowie die Konfluenz evaluiert. Zudem wurden die 

Zellzahlen am Tag der Ernte ermittelt.  

 

 

Abb. 12 Vorversuche zur Kultivierung von VIC unter Stimulation mit Activin A. Exemplarische 

fotographische Aufnahmen von VIC am vierten Tag Kultur unter Stimulation mit drei verschiedenen 

Konzentrationen von Activin A (A). Gegenübergestellt sind zwei initiale Zellzahlen bei Aussaat. Die 

Zellzahlen bei Ernte (B) sind für die Konzentrationen 50 und 100 ng/ml jeweils erhöht im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrollgruppe (0 ng/ml). Maßstab = 200m. 

 

Bei der Begutachtung der kultivierten VIC zeigen sich keine deutlichen morphologischen 

Unterschiede nach Stimulation mit den verschiedenen Konzentrationen von Activin A (Abb. 12). 
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Die Konfluenz in den getesteten Konzentrationen scheint in allen Bedingungen gegeben zu sein, 

allerdings zeigen die Zellzahlen am Tag der Ernte, dass bei Stimulationen mit Activin A in den 

Konzentrationen 50 ng/ml und 100 ng/ml höhere Zellzahlen im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle auftraten. Diese Beobachtung ließ sich bei initialen Zellzahlen von 100.000 sowie 

150.000 VIC machen. Bei 10 ng/ml trat dieser Effekt lediglich für 100.000 VIC auf. Nach 

Evaluation der morphologischen Merkmale und um einen eventuellen proliferativen Prozess 

integrieren zu können, wurden die beiden höheren Konzentrationen für den Hauptversuch mit 

Activin A ausgewählt. Im Folgenden werden die beiden Konzentrationen als act1 (50 ng/ml) und 

als act2 (100 ng/ml) bezeichnet. 

 

Decorin 

Zur Protokolletablierung wurden analog zu Activin A geeignete Stimulationsdosen mit Decorin 

in Vorversuchen ermittelt. Die für Decorin verwendeten Konzentrationen zur Stimulation von 

VIC waren 50, 200 und 500 ng/ml (67). Die Kultivierung erfolgte mit den in Abb. 11 getesteten 

Zellzahlen. Bei der Evaluation der Vorversuche zur Protokolletablierung wurden morphologische 

Aspekte der VIC sowie Konfluenz qualitativ mittels Mikroskopie bewertet. Zudem wurden die 

Zellzahlen zum Tag der Ernte ermittelt, um einen Einfluss auf die Proliferation messen zu können. 

 

 

Abb. 13 Vorversuche zur Kultivierung von VIC unter Stimulation mit Decorin. In A sind exemplarische 

fotographische Aufnahmen von VIC am Tag der Ernte nach Stimulation mit drei verschiedenen 

Konzentrationen von Decorin dargestellt. Gegenübergestellt sind zwei Zellzahlen bei der Aussaat. Zum 

Zeitpunkt der Ernte zeigt sich nach Stimulation mit Decorin (B) eine Abnahme der Zellzahl mit steigender 

Decorin Konzentration. Maßstab = 200m. 

 

Bei der Begutachtung der kultivierten VIC nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen 

von Decorin fallen keine deutlichen morphologischen Unterschiede auf (Abb. 13). Die Zellzahlen 
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am Tag der Ernte zeigen, dass bei Stimulation mit Decorin in aufsteigender Reihenfolge der 

Konzentrationen zu geringeren Zellzahlen führte. Dies war sowohl bei initialen Zellzahlen von 

100.000 sowie 150.000 VIC zu beobachten. Unter Stimulation mit 500 ng/ml Decorin kam es bei 

150.000 VIC Aussaat zum ausgedehnten Vitalitäts- bzw. Adhäsionsverlust der VIC. Im Vergleich 

zur unbehandelten Kontrolle führte die Konzentrationen mit 50 ng/ml Decorin bei beiden 

Zellzahlen zu einer gesteigerten Anzahl an VIC am Tag der Ernte. Dies trat bei 200 ng/ml 

lediglich bei der Aussaat von 100.000 VIC auf. Nach Evaluation der morphologischen Effekte 

und um einen potenziell toxischen Einfluss zu vermeiden und etwaige proliferative Aspekte zu 

integrieren, wurden die beiden niedrigeren Konzentrationen für den Hauptversuch mit Decorin 

ausgewählt und im Folgenden als dec1 (50 ng/ml) und dec2 (200 ng/ml) bezeichnet. 



Ergebnisse – Activin A  Elisabeth Pracht 

 

  - 40 -  

 

 

4.2 Die Wirkung von Activin A im 2D-Modell 

In einem klassischen 2D-in vitro-Modell wurde der Effekt von Activin A auf VIC untersucht. 

 

4.2.1 Morphologie der VIC 

Im Hauptversuch wurden je 125.000 ov. VIC (n = 6) über vier Tage kultiviert. Die Stimulation 

mit Activin A in zwei Konzentrationen (act1: 50 ng/ml; act2: 100 ng/ml) wurde sowohl in 

Normalmedium als auch in pro-kalzifizierendem Medium durchgeführt. Jeder Versuchsansatz 

enthält eine Kontrolle ohne Stimulation mit Activin A. Die Kultur der VIC wurde fotographisch 

mittels Auflichtmikroskops dokumentiert. In Abb. 14 sind repräsentative Fotographien der 

kultivierten VIC in allen Bedingungen exemplarisch für ein Individuum dargestellt. 

 

 

Abb. 14 Stimulation von VIC unter pro-kalzifizierenden Bedingungen mit Activin A. Fotographisch 

dargestellt sind VIC aller Behandlungsgruppen eines repräsentativen Individuums am Tag der Ernte. Die 

Kultivierung von VIC erfolgte über vier Tage unter Normal- bzw. pro-kalzifizierenden Bedingungen bei 

Stimulation mit Activin A in je zwei Konzentrationen plus Kontrollgruppe. Morphologisch sind keine 

prägnanten Unterschiede zu erkennen. Legende: A/A‘ = unbehandelt/ calci, B/B‘ = act1/ act1+c, C/C‘ = 

act2/ act2+c. Abkürzungen: VIC = valvuläre Interstitialzellen. Maßstab: 200m. 
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4.2.2 Analyse chondro-osteogener Marker im 2D-Modell 

Die RT-PCR-Analyse wurde bezüglich Regulation chondro-osteogener Marker in VIC nach 

Activin A-Stimulation durchgeführt. Alle Bedingungen eines biologischen Replikates wurden 

dabei auf die jeweilige eigene unbehandelte Kontrolle (n = 6) normiert. Es wurden die Gene 

Col1A1, MMP2, TGF-β und OPN als Indikatoren für EZM-Umbau, Fibrosierung sowie 

osteogener Differenzierung ausgewertet.  

 

Col1A1 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression (Abb. 15A; Kruskal-Wallis Anova p = 0,0842). Bei der isolierten Betrachtung von 

Normalbedingungen (Abb. 15B) und pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 15C) konnten 

jedoch Unterschiede beobachtet werden. Durch Activin A-Behandlung wurde Col1A1 bei beiden 

Konzentrationen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle unter Normalbedingungen 

signifikant hochreguliert (unbehandelt vs. act1: p = 0,0828 Dunn’s post-hoc; p = 0,0476 Mann-

Whitney U; unbehandelt vs. act2: p = 0,0177 Dunn’s post-hoc; p = 0,0022 Mann-Whitney U). 

Beide Konzentrationen von Activin A führten zu einer signifikanten Hochregulation der 

Expression von Col1A1 im Vergleich zur Kontrolle unter pro-kalzifizierenden Bedingungen 

(calci vs. act1+c: p = 0,3306 Dunn’s post-hoc; p = 0,0476 Mann-Whitney U; calci vs. act2+c: p 

= 0,5056 Dunn’s post-hoc; p = 0,0022 Mann-Whitney U). Für die Expression von Col1A1 nach 

Stimulation mit Activin A war sowohl unter Normal- als auch unter pro-kalzifizierenden 

Bedingungen keine signifikante Dosisabhängigkeit nachweisbar (act1 vs. act2: p > 0,999 Dunn’s 

post-hoc; p > 0,999 Mann-Whitney U; act1+c vs. act2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p > 0,999 

Mann-Whitney U). 
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Abb. 15 Expression von Kollagen Typ 1 (Col1A1) nach Stimulation mit Activin A in VIC im 2D-Modell. 

A zeigt die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen (n = 6). Die Expression von Col1A1 nach 

Stimulation mit Activin A ist in Bezug zur Kontrollgruppe sowohl unter Normalbedingungen (B) als auch 

unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (C) in beiden Konzentrationen signifikant erhöht. Abkürzungen: 

*: p-Wert < 0.05 Dunn’s post-hoc. #: p-Wert < 0.05, ##: p-Wert < 0.01 Mann-Whitney U. act1 = 50 ng/ml 

Activin A, act2 = 100 ng/ml Activin A, calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen. 

 

MMP2 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich im Trend Unterschiede in der Expression 

(Abb. 16A; Kruskal-Wallis Anova p = 0,060). Bei der isolierten Betrachtung von 

Normalbedingungen (Abb. 16B) konnten ebenso Unterschiede beobachtet werden. Die 

Stimulation mit Activin A führte hier zu einer signifikanten Hochregulation von MMP2 bei act1 

(unbehandelt vs. act1: p = 0,3691 Dunn’s post-hoc; p = 0,0476 Mann-Whitney U). Bei act2 kam 

es zu keinem signifikanten Unterschied (unbehandelt vs. act2: p = 0,4564 Dunn’s post-hoc; p = 

0,3636 Mann-Whitney U).  

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 16C) wurden keine signifikante Veränderung im 

Expressionsverhalten zwischen Kontrollgruppe und Activin A-Behandlung beobachtet (act1+c: 

p > 0,999, Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-Whitney U; act2+c: p = 0,6769 Dunn’s post-hoc; 

p = 0,3636 Mann-Whitney U). Zwischen den beiden applizierten Konzentrationen Activin A 
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konnte kein signifikanter Unterschied der Expression festgestellt werden (act1 vs. act2: p > 0,999 

Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-Whitney U; act1+c zu act2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p 

= 0,3636 Mann-Whitney U). 

 

 

Abb. 16 Expression von Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP2) nach Stimulation mit Activin A in VIC im 

2D-Modell. A zeigt die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen für sechs Individuen (n = 6) 

zu RLP29. Die Expression von MMP2 ist für act1 (B) in Bezug zur unbehandelten Kontrolle signifikant 

erhöht. Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (C) kann in beiden Konzentrationen keine signifikante 

Regulation der MMP2-Expression durch Stimulation mit Activin A beobachtet werden. #: p-Wert < 0.05 

Mann-Whitney U. Abkürzungen: act1 = 50 ng/ml Activin A, act2 = 100 ng/ml Activin A, calci/+c = pro-

kalzifizierende Bedingungen. 

 

TGF-β 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine Unterschiede in der Expression (Abb. 

17A; Krsukal-Wallis Anova p = 0,0976). Bei der isolierten Betrachtung von Normalbedingungen 

(Abb. 17B) und pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 17C) konnten jedoch Unterschiede 

beobachtet werden. Hier stellt sich eine signifikante Regulation der Expression von TGF- dar: 

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ist TGF- unter Normalbedingungen in beiden 

Konzentrationen mit Activin A erhöht exprimiert (unbehandelt vs. act1: p = 0,4110 Dunn’s post-
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hoc Test, p = 0,0476 Mann-Whitney U; unbehandelt vs. act2: p = 0,0396 Dunn’s post-hoc Test, 

p = 0,0476 Mann-Whitney U). 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen zeigt sich für act1+c keine signifikante Steigerung der 

Expression (calci vs. act1+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p > 0,999 Mann-Whitney U). Die 

Stimulation mit act2+c führt zu einer signifikant erhöhten Expression von TGF- (calci vs. 

act2+c: p = 0,0339 Dunn’s post-hoc test; p = 0,0022 Mann-Whitney U). Es wurde zudem eine 

signifikant höhere Expression von TGF- bei act2 zu act1 bzw. act2+c im Vergleich zu act1+c 

detektiert (act1 vs. act2: p = 0,9645 Dunn’s post-hoc test, p = 0,0476 Mann-Whitney U; act1+c 

vs. act2+c: p = 0,1091 Dunn’s post-hoc; p = 0,0022 Mann-Whitney U). 

 

 

Abb. 17 Expression von Transforming growth factor beta (TGF-) nach Stimulation mit Activin A in 

VIC im 2D-Modell. A zeigt die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen für sechs Individuen 

(n = 6) zu RLP29. Die Expression von TGF- ist nach Stimulation mit Activin A unter Normalbedingungen 

(B) in Bezug zur unbehandelten Kontrolle in beiden Konzentrationen signifikant erhöht. Die TGF--

Expression ist bei act2 signifikant höher als bei act1. Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (C) zeigt 

act2+c eine signifikante Erhöhung der TGF- -Expression. Eine dosisabhängige Expression zeigt sich 

zudem zwischen act1+c und act2+c (C). *: p- Wert < 0.05 Kruskal-Wallis. #: p-Wert < 0.05, ##: p-Wert 

< 0.01 Mann-Whitney U. Abkürzungen: act1 = 50 ng/ml Activin A, act2 = 100 ng/ml Activin A, calci/+c = 

pro-kalzifizierende Bedingungen. 
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OPN 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine Unterschiede in der Expression (Abb. 

18A; Kruskal-Wallis Anova p = 0,1072). Bei der isolierten Betrachtung von Normalbedingungen 

(Abb. 18B) und pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 18C) konnten jedoch Unterschiede 

beobachtet werden. Unter Normalbedingungen zeigte sich unter Stimulation mit Activin A eine 

signifikante Steigerung der Expression von OPN bei act1 (unbehandelt vs. act1: p = 0,1422 

Dunn’s post-hoc test; p = 0,0476 Mann-Whitney U). Auch act2 führte zur erhöhten Expression 

von OPN im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (unbehandelt vs. act2: p = 0,0088 Dunn’s 

post-hoc test; p = 0,0022 Mann-Whitney U). 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen zeigte sich keine signifikante Veränderung bei act1+c 

(calci vs. act1+c: p = 0,8860 Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-Whitney U). Die Stimulation 

mit Activin A in höherer Konzentration führte zu einer höheren Expression als in der 

Kontrollgruppe (calci vs. act2+c: p = 0,1617 Dunn’s post-hoc test; p = 0,0476 Mann-Whitney U). 

Eine Dosisabhängigkeit war nicht signifikant nachweisbar (act1 vs. act2: p = 0,9645 Dunn’s post-

hoc test; p = 0,3636 Mann-Whitney U; act1+c vs. act2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 

Mann-Whitney U). 

 

 

Abb. 18 Expression von Osteopontin (OPN) in VIC nach Stimulation mit Activin A im 2-Modell. A zeigt 

die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen für sechs Individuen (n = 6) zum Housekeeper. 
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Die Expression von OPN nach Stimulation mit Activin A ist in Bezug zur unbehandelten Kontrolle unter 

Normalbedingungen (B) in beiden Konzentrationen signifikant erhöht. Unter pro-kalzifizierenden 

Bedingungen (C) zeigt sich eine erhöhte Expression von OPN bei act2+c im Vergleich zu calci. **: p-Wert 

< 0.01 Kruskal-Wallis. #: p-Wert < 0.05, ##: p-Wert < 0.01 Mann-Whitney U. Abkürzungen: act1 = 50 

ng/ml Activin A, act2 = 100 ng/ml Activin A, calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen. 

 

Westernblot-Analyse für Osteopontin 

Im Westernblot wurde die Expression von OPN auf Proteinebene detektiert und auf das HK-

Protein Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) bezogen. OPN wurde dabei als 

Marker für osteogene Differenzierung verwendet. 

 

 

Abb. 19 Relative Proteinlevel von Osteopontin (OPN) nach Stimulation von VIC mit Activin A. Die 

Proteinlevel von Osteopontin wurden im Westernblot für sechs Individuen (n = 6) im Verhältnis zum 

Housekeeper GAPDH betrachtet. Die Behandlung mit Activin A führt weder unter Normalbedingungen 

noch unter pro-kalzifizierenden Bedingungen zu signifikant veränderten Proteinleveln (A). Exemplarisch 

sind Proteinbanden mit Referenzen für die verschiedenen Behandlungen aufgeführt (B). ns.: nicht 

signifikant; U. Abkürzungen: act1 = 50 ng/ml Activin A, act2 = 100 ng/ml Activin A, calci/+c = pro-

kalzifizierende Bedingungen, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase. 

 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine Unterschiede in der Expression (Abb. 

19A; Kruskal-Wallis Anova p = 0,2809). Unter Normalbedingungen zeigte sich keine signifikante 

Veränderung der Expression von OPN im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (unbehandelt 

vs. act1: p = 0,6408 Dunn’s post-hoc, p = 0,1797 Mann-Whitney U; unbehandelt vs. act2: p = 

0,9127 Dunn’s post-hoc; p = 0,4848 Mann-Whitney U). 



Ergebnisse – Activin A  Elisabeth Pracht 

 

  - 47 -  

 

 

Auch unter pro-kalzifizierenden Bedingungen zeigten sich keine signifikanten Veränderungen 

unter Activin A-Stimulation in VIC (calci vs. act1+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,9307 

Mann-Whitney U; calci vs. act2+c: p = 0,3327 Dunn’s post-hoc; p = 0,1508 Mann-Whitney U). 

Weder unter Normal- noch unter pro-kalzifizierenden Bedingungen wurde eine signifikante 

Dosisabhängigkeit für Activin A beobachtet (act1 vs. act2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p > 0,999 

Mann-Whitney U; act1+c vs. act2+c: p = 0,4166 Dunn’s post-hoc; p = 01775 Mann-Whitney U). 

 

4.2.3 Analyse inflammatorischer Marker 

NF-B-Phosphorylierungsraten wurden als Indikator für NF-B-vermittelte Inflammation 

betrachtet. Mittels Westernblot-Analyse wurden Proteinlevel von NF-B in ov. VIC nach 

Stimulation mit Activin A unter pro-inflammatorischen Stimuli mit TNF- und unter 

Normalbedingungen durchgeführt. Es wurden fünf Individuen betrachtet (n = 5). Für beide 

Bedingungen gab es je eine Kontrollgruppe (unbehandelt/TNF-). Activin A wurde je in zwei 

Konzentrationen über 24 h appliziert (act1: 50 ng/ml; act2: 100 ng/ml). Die Phosphorylierung als 

Aktivierungsmarker (pNF-B) wurde detektiert und auf die Proteinmenge von NF-B normiert. 

NF-B und pNF-B wurden dabei in Relation zum HK-Protein -Aktin betrachtet. TNF- stellt 

die Positivkontrolle für die Expression von NF-B dar. 

 

  

Abb. 20 Phosphorylierungsrate für NF-B in ovinen VIC nach Stimulation mit Activin A im 2D-Modell. 

Die Phosphorylierung von NF-B wurde im Westernblot für fünf Individuen (n = 5) detektiert und auf den 

Housekeeper -Aktin bezogen (A). Die Applikation von Activin A führt unter Normalbedingungen (B) zur 
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verminderten Phosphorylierung von NF-B. Unter pro-inflammatorischen Bedingungen ist dieser Trend 

nicht signifikant (C). Exemplarisch sind Proteinbanden mit Referenzen für die verschiedenen 

Behandlungen aufgeführt (D). *: p-Wert < 0.05, #: p-Wert < 0.05, ##: p-Wert < 0.01 Mann-Whitney U. 

Abkürzungen: act1 = 50 ng/ml Activin A, act2 = 100 ng/ml Activin A, T = TNF-, HK = Housekeeper, kDa 

=KiloDalton, p = phospho-. 

 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich Unterschiede in der Expression (Abb. 20A; 

Kruskal-Wallis Anova p = 0,0005). Die Proteinmenge von pNF-B in Bezug auf NF-B zeigt 

unter Stimulation mit TNF- eine signifikante Steigerung (p = 0,0079 Mann-Whitney U). Auch 

unter Stimulation mit Activin A kam es zu signifikanten Unterschieden (Abb. 20). Hier zeigt sich 

eine verminderte Expression von pNF-B bei act1 und act2 im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle (unbehandelt vs. act1: p = 0,0400 Dunn’s post-hoc test, p = 0,0317 Mann-Whitney U; 

unbehandelt vs. act2: p = 0,1431 Dunn’s post-hoc test, p = 0,0317 Mann-Whitney U).  

Unter pro-inflammatorischen Stimuli führt die Applikation von Activin A nicht zu einer 

signifikanten Veränderung, jedoch zeigt die Behandlung mit act2+T den Trend zu einer 

verminderten Phosphorylierung von NF-B (TNF- vs. act1+T: p = 0,7737 Dunn’s post-hoc; p 

= 0,4206 Mann-Whitney U; TNF- vs. act2+T: p = 0,3116 Dunn’s post-hoc test, p = 0,0952 

Mann-Whitney U) 

Weder unter Normal- noch unter pro-inflammatorischen Bedingungen wurde eine signifikante 

Dosisabhängigkeit für Activin A beobachtet (act1 vs. act2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,1270 

Mann-Whitney U; act1+c vs. act2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6825 Mann-Whitney U). 

 

4.2.4 Analyse der Kalzium-Akkumulation im 2D-Modell 

Die Akkumulation von Kalzium unter Activin A-Behandlung wurde als Hinweis auf pro-

kalzifizierende Prozesse in n = 6 biologischen Replikaten gemessen. Bei einem 

gruppenübergreifenden Test zeigten sich zunächst Unterschiede im Kalziumgehalt (Abb. 21A; 

Kruskal-Wallis Anova p = 0,0005).  
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Abb. 21 Kalzium-Akkumulation in VIC nach Applikation von Activin A im 2D-Modell. Die Kultivierung 

in pro-kalzifizierendem Medium (calci; act1+c; act2+c) führt zu einer erhöhten Kalzium-Akkumulation im 

Vergleich zur Kontrolle (unbehandelt). Die Stimulation mit Activin A führt unter den gegebenen 

Bedingungen nicht zur Veränderung des Kalziumgehaltes in den VIC. Abkürzungen: ##: p-Wert < 0.01 

Mann-Whitney U, act1 = 50 ng/ml Activin A, act2 = 100 ng/ml Activin A, calci/+c = pro-kalzifizierende 

Bedingungen. 

 

In den beschriebenen Bedingungen konnte zwar eine Zunahme der Kalzium-Akkumulation in 

pro-kalzifizierendem Medium im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle detektiert werden 

(unbehandelt vs. calci: p = 0,1001 Dunn’s post-hoc; p = 0,0087 Mann-Whitney U), jedoch zeigten 

sich keine signifikanten Veränderungen der Kalzium-Akkumulation nach Stimulation mit Activin 

A (unbehandelt vs. act1: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,4848 Mann-Whitney U; unbehandelt 

vs. act2: p = 0,9912 Dunn’s post-hoc; p = 0,3095 Mann-Whitney U). 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen zeigte sich im Zweigruppenvergleich ein signifikant 

erhöhter Kalziumgehalt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (unbehandelt vs. calci: p = 

0,1001 Dunn’s post-hoc; p = 0,0087 Mann-Whitney U). Für die Stimulation mit Activin A wurden 

keine signifikanten Unterschiede im Kalziumgehalt detektiert (calci vs. act1+c: p > 0,999 Dunn’s 

post-hoc; p = 0,6991 Mann-Whitney U; calci vs. act2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6991 

Mann-Whitney U). Auch eine Dosisabhängigkeit konnte nicht beobachtet werden (act1 vs. act2: 

p = 0,3143 Dunn’s post-hoc; p = 0,1797 Mann-Whitney U; act1+c vs. act2+c: p > 0,999 Dunn’s 

post-hoc; p = 0,4848 Mann-Whitney U). 
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4.3 Die Wirkung von Activin A im 3D-Modell 

Um potenzielle Aktivierungs- oder Transformationsmechanismen der VIC in ihrem 

physiologischen Milieu im Gewebe nachvollziehen zu können und den Daten aus dem in vitro-

2D-Modell gegenüber stellen zu können, wurden experimentelle Verfahren in einem 3D-Modell 

mit ov. Klappen-Explantaten angewendet. In diesem Versuchsaufbau wurden die VIC analog zum 

Modell mit Activin A unter pro-kalzifizierenden Bedingungen stimuliert. 

 

4.3.1 Histologische Färbungen 

Die Färbung ov. Aortenklappen (n = 3) erfolgte zur Analyse potenzieller struktureller Modulation 

der Klappenarchitektur nach Stimulation mit Activin A. Die Auswertung der Präparate mittels 

mikroskopischer Begutachtung wurde deskriptiv anhand gängiger Merkmale durchgeführt. Es 

wurden die Färbungen Hämatoxylin-Eosin-Fuchsin (HE), Movat-Pentachrom (MP) sowie Von 

Kossa (VK) durchgeführt. 

 

Übersichtsdarstellungen mit HE und Movat-Pentachrom 

Durch die Übersichtsfärbungen werden die drei Schichten der Aortenklappe histologisch 

nachvollziehbar. In Tabelle  sind exemplarisch Übersichtsaufnahmen aufgeführt. In der MP-

Färbung stellen sich Kollagene und retikuläres Bindegewebe gelb dar, wodurch die kollagen-

reiche Fibrosa deutlich abgrenzbar wird. In dieser Schicht beginnt meist die Mineralisierung in 

der DAVD und breitet sich über das restliche Gewebe aus (32), (33). Elastische Fasern und Kerne 

sind schwarz angefärbt und finden sich vorrangig in der Ventrikularis. GAG sind blau-grünlich 

und Fibrin rot angefärbt.  

In der Färbung mit HE sind alle basischen Bestandteile durch Eosin rot zu sehen, v.a. dicht 

gepackte Kollagene in der Fibrosa. Hämalaun färbt saure Strukturen blau, darunter Zellkerne mit 

DNA.  
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Tabelle 3 Histologie oviner Aortenklappen unter Einfluss von Activin A. Repräsentativ dargestellt sind 

mikroskopische Aufnahmen oviner Aortenklappen. Die Präparate unter pro-kalzifizierenden Bedingungen 

(calci) und unter Stimulation mit Activin A wurden mit Hämatoxylin-Eosin-Fuchsin (HE) und Movat-

Pentachrom (MP) gefärbt. Maßstab: 400 µm. Vergrößerung: 5-fach. 

 

Durch die Stimulation mit Activin A waren weder in den HE-Färbungen noch in den MP-

Präparaten deutliche Unterschiede im histologischen Aufbau der Klappenarchitektur erkennbar. 

Etwaige Kalzifizierungsprozesse waren in den Übersichtsaufnahmen auch unter pro-

kalzifizierenden Bedingungen nicht deutlich erkennbar. 

 

Kalzifizierung 

Die Färbung mit Von Kossa wurde zum Nachweis von Kalzium-Ablagerungen im Gewebe 

durchgeführt. Durch Reduktion in Natriumkarbonat-Formaldehydlösung werden schwarzbraune 

Ablagerungen sichtbar, die einen Hinweis auf Kalzifizierungsprozesse liefern.  
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Tabelle 4 Histologischer Nachweis von Kalzium-Ablagerungen unter Einfluss von Activin A. Die Tabelle 

zeigt exemplarisch nach Von Kossa-gefärbte ovine Aortenklappen. Die Präparate wurden zuvor unter pro-

kalzifizierenden Bedingungen und mit Activin A stimuliert. Gegenübergestellt sind mikroskopische 

Durchlicht-Aufnahmen in 5-fach- (A, B, C, D) und in 10-fach-Vergrößerung (A‘, B‘, C‘, D‘). Maßstab: 200 

µm.  

 

Die exemplarischen Aufnahmen in Tabelle  zeigen, dass durch die Kultur in pro-kalzifizierendem 

Medium deutliche Kalziumablagerungen sichtbar waren, augenscheinlich vermehrt als in der 

unbehandelten Kontrolle (A vs. C; A vs. D). Durch die Applikation mit Activin A war in dem 

hier gezeigten Exemplar ebenfalls eine vermehrte Kalziumablagerung sichtbar (B u. D). Dieser 

Effekt ließ sich nicht in den restlichen Individuen beobachten und zeigt unter Normalbedingungen 

eine außergewöhnliche Akkumulation, weshalb die Vermutung nahe liegt, dass es sich hier um 

ein Artefakt halten könnte. V. a. die Stimulation mit Activin A unter pro-kalzifizierenden 

Bedingungen führte jedoch augenscheinlich zu einer stärker ausgeprägten flächendeckenden 

Kalzium-Ablagerung als unter Normalbedingungen. Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen 

zeigen sich Kalzium-Ablagerungen hier v.a. in Endothel-nahen Bereichen der Fibrosa. 

 

4.3.2 Analyse chondro-osteogener Marker im 3D-Modell 

Die Regulation chondro-osteogener Marker nach Activin A-Stimulation in VIC im 3D-Modell 

wurde analog zum 2D-Modell analysiert (siehe 4.2.2). Die Anzahl der untersuchten Individuen 

betrug sieben (n = 7). Es wurden die Gene Col1A1, MMP2, TGF- und OPN getestet. 

Col1A1 
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Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression (Abb. 22A; Kruskal-Wallis Anova p = 0,5615). Bei der isolierten Betrachtung von 

Normalbedingungen (Abb. 22B) konnten ebenfalls keine Unterschiede durch Activin A im 

Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (unbehandelt vs. act1: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p 

= 0,690 Mann-Whitney U; unbehandelt vs. act2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,690 Mann-

Whitney U)  

Auch unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 22C) wurden keine Unterschiede beobachtet 

(calci vs. act1+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,690 Mann-Whitney U; calci vs. act2+c: p > 

0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,690 Mann-Whitney U). Eine Dosisabhängigkeit konnte zwar nicht 

unter Normalbedingungen, allerdings unter pro-kalzifizierenden Bedingungen festgestellt werden 

(act1 vs. act2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,1801 Mann-Whitney U; act1+c vs. act2+c: p > 

0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,0169 Mann-Whitney U).  

 

 

Abb. 22 Expression von Kollagen Typ 1 (Col1A1) in VIC im 3D-Modell nach Stimulation mit Activin A. 

Dargestellt (A) wird die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen (n = 7). Die Expression von 

Col1A1 ist nach Stimulation mit Activin A weder unter Normalbedingungen (B) noch unter pro-

kalzifizierenden Bedingungen (C) im 3D-Modell für VIC signifikant verändert. Abkürzungen: ns. = nicht 

signifikant, act1 = 50 ng/ml Activin A, act2 = 100 ng/ml Activin A, calci/+c = pro-kalzifizierende 

Bedingungen. 

MMP2 
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Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression (Abb. 23A; Kruskal-Wallis Anova p = 0,6920). Bei der isolierten Betrachtung von 

Normalbedingungen (Abb. 23B) und pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 23C) konnten 

ebenfalls keine Unterschiede beobachtet werden.  

Es stellte sich im 3D-Modell unter Stimulation mit Activin A keine signifikante Veränderung der 

Expression von MMP2 in VIC unter Normalbedingungen dar (unbehandelt vs. act1: p > 0,999 

Dunn’s post-hoc; p = 0,6900 Mann-Whitney U; unbehandelt vs. act2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; 

p = 0,6900 Mann-Whitney U).  

Die Expression von MMP2 unter pro-kalzifizierenden Bedingungen wurde durch die Applikation 

von Activin A nicht signifikant verändert (calci vs. act1+c: p = 0,6157 Dunn’s post-hoc; p = 

0,1801 Mann-Whitney U; calci vs. act2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-Whitney 

U).). Dosisabhängige Veränderungen waren unter Normalbedingungen signifikant nachweisbar, 

unter pro-kalzifizierenden jedoch nicht (act1 vs. act2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,0169 

Mann-Whitney U; act1+c vs. act2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-Whitney U). 

 

 

Abb. 23 Expression von Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP2) in VIC im 3D-Modell nach Stimulation 

mit Activin A. Dargestellt ist die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen für sieben 

Individuen (n = 7) zu RLP29 (A). MMP2 ist nach Stimulation mit Activin A weder unter 

Normalbedingungen (B) noch unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (C) im 3D-Modell signifikant 
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reguliert. Abkürzungen: ns. = nicht signifikant. act1 = 50 ng/ml Activin A, act2 = 100 ng/ml Activin A, 

calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen. 

 

TGF- 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich signifikante Unterschiede in der Expression 

(Abb. 24A; Kruskal-Wallis Anova p = 0,0236). Auch bei der isolierten Betrachtung von 

Normalbedingungen (Abb. 24B) und pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 24C) konnten 

Unterschiede beobachtet werden. Dabei zeigten sowohl act1 als auch act2 eine signifikante 

Hochregulation der Expression von TGF- unter Normalbedingungen (unbehandelt vs. act1: p = 

0,0847 Dunn’s post-hoc test, p = 0,0169 Mann-Whitney U; unbehandelt vs. act2: p = 0,0474 

Dunn’s post-hoc test; p = 0,0169 Mann Whitney U). 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen konnte ebenfalls sowohl bei act1+c (calci vs. act1+c: p 

= 0,0371 Dunn’s post-hoc test, p = 0,0169 Mann-Whitney U) als auch bei act2+c (calci vs. act2+c: 

p = 0,1056 Dunn’s post-hoc test, p = 0,0169 Mann-Whitney U) eine signifikante Hochregulation 

der Expression von TGF- beobachtet werden. Unter Normalbedingungen wurde keine 

Dosisabhängigkeit für Activin A detektiert, während sich unter pro-kalzifizierenden Bedingungen 

Unterschiede zeigen (act1 vs. act2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6900 Mann-Whitney U; 

act1+c vs. act2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,0169 Mann-Whitney U). 
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Abb. 24 Expression von Transforming growth factor beta (TGF-) in VIC im 3D-Modell nach 

Stimulation mit Activin A. Dargestellt ist die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen für 

sieben Individuen (n = 7) zu RLP29 (A). Die Expression von TGF- ist nach Stimulation mit Activin A 

unter Normalbedingungen (B) in Bezug zur unbehandelten Kontrolle in beiden Konzentrationen signifikant 

erhöht. Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (C) zeigen act1+c sowie act2+c ebenfalls eine signifikante 

Erhöhung der TGF--Expression. *: p- Wert < 0.05 Kruskal-Wallis. #: p-Wert < 0.05 Mann-Whitney U. 

Abkürzungen: act1 = 50 ng/ml Activin A, act2 = 100 ng/ml Activin A, calci/+c = pro-kalzifizierende 

Bedingungen. 

 

OPN 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression (Abb. 25A: Kruskal-Wallis Anova p = 0,285). Bei der isolierten Betrachtung von 

Normalbedingungen (Abb. 25B) konnten jedoch Unterschiede beobachtet werden. Unter 

Normalbedingungen zeigte sich für act1 keine signifikant veränderte Genexpression von OPN im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (unbehandelt vs. act1: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 

0,6900 Mann-Whitney U), während bei act2 die Expression signifikant niedriger war 

(unbehandelt vs. act2: p = 0,1606 Dunn’s post-hoc; p = 0,0169 Mann-Whitney).  

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 25C) zeigten sich keine signifikanten 

Veränderungen der Expression von OPN unter Activin A Stimulation in VIC (calci vs. act1+c: p 

> 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6900 Mann-Whitney U; calci vs. act2+c: p > 0,999 Dunn’s post-
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hoc; p > 0,999 Mann-Whitney U). Weder unter Normal- noch unter pro-kalzifizierenden 

Bedingungen wurde eine signifikante Dosisabhängigkeit für Activin A beobachtet (act1 vs. act2: 

p = 0,8180 Dunn’s post-hoc; p = 0,1801 Mann-Whitney U; act1+c vs. act2+c: p > 0,999 Dunn’s 

post-hoc; p > 0,999 Mann-Whitney U). 

 

 

Abb. 25 Expression von Osteopontin (OPN) in VIC im 3D-Modell nach Stimulation mit Activin A. 

Dargestellt ist die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen für sieben Individuen (n = 7) zu 

RLP29 (A). Die Expression von OPN nach Stimulation mit Activin A ist in Bezug zur unbehandelten 

Kontrolle unter Normalbedingungen (B) für act1 signifikant verringert. Unter pro-kalzifizierenden 

Bedingungen (C) zeigt sich keine veränderte Expression von OPN nach Stimulation mit Activin A. #: p-

Wert < 0.05 Mann- Whitney U. Abkürzungen: ns. = nicht signifikant, act1 = 50 ng/ml Activin A, act2 = 

100 ng/ml Activin A, calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen.  

 

4.3.3 Analyse der Kalzium-Akkumulation im 3D-Modell 

Die Akkumulation von Kalzium als Hinweis auf pro-kalzifizierende Prozesse wurde für fünf 

biologische Replikate gemessen (n = 5). Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine 

signifikanten Unterschiede im Kalziumgehalt (Abb. 26A: p = 0,4273 Kruskal-Wallis). Es konnte 

keine Zunahme der Kalzium-Akkumulation in der Gruppe mit pro-kalzifizierendem Medium im 

Vergleich zu Normalbedingungen detektiert werden (unbehandelt vs. calci: p > 0,999 Dunn’s 

post-hoc test; p = 0,1508 Mann-Whitney U). Unter Normalbedingungen zeigten beide 
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Konzentrationen Activin A keine Auswirkung auf den Kalziumgehalt in den VIC (unbehandelt 

vs. act1: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,8413 Mann-Whitney U; unbehandelt vs. act2: p > 

0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,8413 Mann-Whitney U). 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im 

Kalziumgehalt detektiert (calci vs. act1+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,5476 Mann-Whitney 

U; calci vs. act2+c: p = 0,3116 Dunn’s post-hoc; p = 0,2222 Mann-Whitney U). Auch eine 

Dosisabhängigkeit konnte nicht beobachtet werden (act1 vs. act2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p 

> 0,999 Mann-Whitney U; act1+c vs. act2+c: p = 0,7737 Dunn’s post-hoc; p = 0,2222 Mann-

Whitney U). 

 

 

Abb. 26 Kalzium-Akkumulation in VIC mit Activin A im 3D-Modell. Die Stimulation mit Activin A führt 

im 3D-Modell unter den gegebenen Bedingungen nicht zur Veränderung des Kalziumgehaltes in den VIC. 

Abkürzungen: ns. = nicht signifikant, act1 = 50 ng/ml Activin A, act2 = 100 ng/ml Activin A, calci/+c = 

pro-kalzifizierende Bedingungen.
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4.4 Die Wirkung von Decorin im 2D-Modell 

In einem klassischen 2D-in vitro-Modell wurde der Effekt von Decorin auf VIC untersucht. 

 

4.4.1 Morphologie der VIC 

Analog zu Activin A wurden im Hauptversuch mit Decorin je 125.000 ovine VIC von sechs 

verschiedenen Individuen (n = 6) über vier Tage kultiviert (siehe 4.2.1). Die Stimulation mit 

Decorin in zwei Konzentrationen (dec1: 50 ng/ml; dec2: 200 ng/ml) wurde sowohl in 

Normalmedium als auch in pro-kalzifizierendem Medium durchgeführt. Jedes Medium führte 

eine Kontrolle mit (unbehandelt/calci). Die Kultur der VIC wurde fotographisch mittels 

Auflichtmikroskops dokumentiert. In Abb. 27 sind repräsentative Fotographien der kultivierten 

VIC in allen Bedingungen exemplarisch für ein Individuum dargestellt. 

 

 

Abb. 27 Stimulation von VIC unter pro-kalzifizierenden Bedingungen mit Decorin. Fotographisch 

dargestellt sind VIC aller Behandlungsgruppen eines repräsentativen Individuums am Tag der Ernte. Die 

Kultivierung von VIC erfolgte über vier Tage unter Normal- bzw. pro-kalzifizierenden Bedingungen bei 

Stimulation mit Decorin in je zwei Konzentrationen plus Kontrollgruppe. Morphologisch sind keine 

eindeutigen Unterschiede zu erkennen. Legende: A/A‘ = unbehandelt/ calci, B/B‘ = dec1/ dec1+c, C/C‘ = 

dec2/ dec2+c. Abkürzungen: VIC = valvuläre Interstitialzellen. Maßstab: 200m. 
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4.4.2 Analyse chondro-osteogener Marker im 2D-Modell 

Chondro-osteogener Marker wurden mittels RT-PCR zur Beurteilung des Einflusses von Decorin 

auf Degeneration und EZM-Umbau in VIC analysiert. Die Expression der Ziel-Gene wurde dabei 

auf die Expression des HK-Gens RLP29 normiert. Die erhobenen Daten entsprechen sechs 

Individuen (n = 6). Es wurden die Gene Col1A1, MMP2, TGF- und OPN getestet. 

 

Col1A1 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression (Abb. 28A; Kuskal-Wallis Anova p = 0,4015). Bei der isolierten Betrachtung von 

Normalbedingungen (Abb. 28B) konnten jedoch Unterschiede beobachtet werden. Unter pro-

kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 28C) waren keine Unterschiede sichtbar. Die Stimulation 

mit Decorin führte unter Normalbedingungen zu einer signifikant höheren Expression von 

Col1A1 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (unbehandelt vs. dec1: p = 0,0396 Dunn’s 

post-hoc; p = 0,0022 Mann-Whitney U). Dec2 zeigte keine signifikante Veränderung der 

Expression zur Kontrolle (unbehandelt vs. dec2: p > 0,9999 Dunn’s post-hoc; p > 0,9999 Mann-

Whitney U). 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen wurde keine signifikante Veränderung im 

Expressionsverhalten nach Stimulation mit Decorin detektiert (calci vs. dec1+c: p > 0,9999 

Dunn’s post-hoc; p > 0,9999 Mann-Whitney U; calci vs. dec2+c: p > 0,9999 Dunn’s post-hoc; p 

> 0,9999 Mann-Whitney U). Eine Dosisabhängigkeit von Decorin war unter Normalbedingungen 

signifikant nachweisbar (dec1 vs. dec2: p = 0,1422 Dunn’s post-hoc; p = 0,0476 Mann-Whitney 

U), während für dec1+c und dec2+c keine Unterschiede beobachtet wurden (dec1+c vs. dec2+c: 

p > 0,9999 Dunn’s post-hoc; p > 0,9999 Mann-Whitney U). 
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Abb. 28 Expression von Kollagen Typ 1 (Col1A1) in VIC im 2D-Modell nach Stimulation mit Decorin. 

A zeigt die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen (n = 6). Die Expression von Col1A1 nach 

Stimulation mit Decorin ist in Bezug zur unbehandelten Kontrolle unter Normalbedingungen (B) für dec1 

signifikant erhöht. Auch im Vergleich zu dec2 zeigt dec1 eine signifikant höhere Expression. Unter pro-

kalzifizierenden Bedingungen (C) lassen sich keine signifikanten Unterschiede detektieren. #: p-Wert < 

0.05, ##: p-Wert < 0.01 Mann-Whitney U. Abkürzungen: dec1 = 50 ng/ml Decorin, dec2 = 200 ng/ml 

Decorin, calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen. 

 

MMP2 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich signifikante Unterschiede in der Expression 

(Abb. 29A; Kruskal-Wallis Anova p = 0,0147). Bei der isolierten Betrachtung von 

Normalbedingungen (Abb. 29B) und pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 29C) konnten 

ebenfalls Unterschiede beobachtet werden. Bei dec1 zeigt sich unter Normalbedingungen eine 

signifikant-verminderte Expression (unbehandelt vs. dec1: p = 0,0289 Dunn’s post-hoc; p = 

0,0022 Mann-Whitney U) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Auch dec2 führte zu einer 

Herunterregulation vom MMP2 unter Normalbedingungen (unbehandelt vs. dec2: p = 0,0536 

Dunn’s post-hoc; p = 0,0476 Mann-Whitney U). 

Die Ergebnisse nach Stimulation mit Decorin in pro-kalzifizierenden Bedingungen zeigten keine 

signifikanten Veränderungen in der Expression von MMP2 (calci vs. dec1+c: p = 0,9645 Dunn’s 



Ergebnisse - Decorin  Elisabeth Pracht 

 

  - 62 -  

 

 

post-hoc; p = 0,3636 Mann-Whitney U; calci vs. dec2+c: p = 0,9645 Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 

Mann-Whitney U). Eine Dosisabhängigkeit konnte lediglich unter pro-kalzifizierenden 

Bedingungen nachgewiesen werden (dec1 vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-

Whitney U; dec1+c vs. dec2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,0476 Mann-Whitney U). 

 

 

Abb. 29 Expression von Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP2) in VIC im 2D-Modell nach Stimulation 

mit Decorin. A zeigt die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen (n = 6). Die Expression von 

MMP2 nach Stimulation mit Decorin ist in Bezug zur unbehandelten Kontrolle unter Normalbedingungen 

(B) signifikant vermindert. Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (C) lassen sich keine signifikanten 

Unterschiede zu calci detektieren, jedoch unterschieden sich die Dosen signifikant zueinander. *: p - Wert 

< 0.05 Kruskal-Wallis. #: p-Wert < 0.05, ##: p-Wert < 0.01 Mann-Whitney U. Abkürzungen: dec1 = 50 

ng/ml Decorin, dec2 = 200 ng/ml Decorin, calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen. 

 

TGF- 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich signifikante Unterschiede in der Expression 

(Abb. 30A; p = 0,0025). Bei der isolierten Betrachtung von Normalbedingungen (Abb. 30B) und 

pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 30C) konnten ebenfalls Unterschiede beobachtet 

werden. Unter Normalbedingungen zeigten dec1 und dec2 eine signifikant verminderte 

Expression (unbehandelt vs. dec1: p = 0,2632 Dunn’s post-hoc test; p = 0,0476 Mann-Whitney 
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U; unbehandelt vs. dec2: p = 0,0718 Dunn’s post-hoc test, p = 0,0476 Mann-Whitney U) im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen wurde für dec1+c keine signifikante Veränderung der 

Expression von TGF-ß im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet (calci vs. dec1+c: p > 0,999 

Dunn’s post-hoc; p > 0,999 Mann-Whitney U). Dec2+c hingegen zeigte eine signifikante 

Regulation (calci vs. dec2+c: p = 0,4564 Dunn’s post-hoc test; p = 0,0476 Mann-Whitney U). 

Eine Dosisabhängigkeit konnte weder unter Normal- noch unter pro-kalzifizierenden 

Bedingungen nachgewiesen werden (dec1 vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc test; p = 0,0476 

Mann-Whitney U; dec1+c vs. dec2+c: p > 0,999, Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-Whitney 

U). 

 

 

Abb. 30 Expression von Transforming growth factor beta (TGF-) im VIC im 2D-Modell nach 

Stimulation mit Decorin. A zeigt die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen (n = 6). Die 

Expression von TGF- nach Stimulation mit Decorin ist in Bezug zur unbehandelten Kontrolle unter 

Normalbedingungen (B) für dec1 signifikant vermindert. Im Vergleich zu dec1 zeigt dec2 eine signifikant 

niedrigere Expression. Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (C) lassen sich für dec2+c signifikante 

Unterschiede detektieren. **: p-Wert < 0.01 Kruskal-Wallis. #: p-Wert < 0.05 Mann-Whitney U. 

Abkürzungen: dec1 = 50 ng/ml Decorin, dec2 = 200 ng/ml Decorin, calci/+c = pro-kalzifizierende 

Bedingungen. 
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OPN 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression (Abb. 31A; p = 0,7494). Bei der isolierten Betrachtung von Normalbedingungen 

(Abb. 31B) und pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 31C) konnten ebenfalls keine 

Unterschiede beobachtet werden. Die Stimulation mit Decorin führte in den VIC unter 

Normalbedingungen nicht zur signifikanten Änderung der Expression von OPN im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle (unbehandelt vs. dec1: p = 0,7423 Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-

Whitney U; unbehandelt vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-Whitney U). 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen führte keine der Konzentrationen von Decorin zu einer 

signifikanten Veränderung der Expression von OPN (calci vs. dec1+c: p > 0,999 Dunn’s post-

hoc; p = 0,3636 Mann-Whitney U; calci vs. dec2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-

Whitney U). Es konnte keine Dosisabhängigkeit nachgewiesen werden (dec1 vs. dec2: p > 0,999 

Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-Whitney U; dec1+c vs. dec2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; 

p > 0,999 Mann-Whitney U).  

 

 

Abb. 31 Expression von Osteopontin (OPN) in VIC im 2D-Modell nach Stimulation mit Decorin. A zeigt 

die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen (n = 6). Die Expression von OPN nach 

Stimulation mit Decorin ist weder unter Normalbedingungen (B) noch unter pro-kalzifizierenden 

Bedingungen (C) signifikant verändert. Abkürzungen: ns. = nicht signifikant, dec1 = 50 ng/ml Decorin, 

dec2 = 200 ng/ml Decorin, calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen. 
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Westernblot-Analyse für Osteopontin 

Im Western Blot wurde die Expression von OPN auf Proeinebene detektiert und auf das HK-

Protein GAPDH bezogen. OPN wurde dabei als Marker für osteogene Differenzierung 

verwendet. Die Analyse erfolgte für sechs Individuen (n = 6). 

 

 

Abb. 32 Relative Proteinlevel von Osteopontin in VIC nach Stimulation mit Decorin. Die Proteinlevel 

von Osteopontin wurden im Westernblot (n = 6) betrachtet. Die Applikation von Decorin führt weder unter 

Normalbedingungen noch unter pro-kalzifizierenden Bedingungen zu signifikant veränderten Proteinleveln 

(A). Exemplarisch sind Proteinbanden mit Referenzen für die verschiedenen Behandlungen aufgeführt (B). 

Abkürzungen: ns. = nicht signifikant, dec1 = 50 ng/ml Decorin, dec2 = 200 ng/ml Decorin, calci/+c = pro-

kalzifizierende Bedingungen, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase. 

 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression (Abb. 32; Kruskal-Wallis Anova p = 0,9931) Unter Normalbedingungen zeigte sich 

keine signifikante Veränderung der Proteinlevel von OPN im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle (unbehandelt vs. dec1: p > 0,9999 Dunn’s post-hoc, p = 0,8182 Mann-Whitney U; 

unbehandelt vs. dec2: p > 0,9999 Dunn’s post-hoc; p = 0,5887 Mann-Whitney U). 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen zeigten sich keine signifikanten Veränderungen unter 

Decorin-Stimulation in VIC (calci vs. dec1+c: p > 0,9999 Dunn’s post-hoc; p = 0,9307 Mann-

Whitney U; calci vs. dec2+c: p > 0,9999 Dunn’s post-hoc; p = 0,9307 Mann-Whitney U). Weder 

unter Normal- noch unter pro-kalzifizierenden Bedingungen wurde eine signifikante 

Dosisabhängigkeit für Decorin beobachtet (dec1 vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6991 

Mann-Whitney U; dec1+c vs. dec2+c: p > 0,9999 Dunn’s post-hoc; p = 0,9372 Mann-Whitney 

U). 
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4.4.3 Analyse inflammatorischer Marker 

NF-B-Phosphorylierungsraten wurden als Indikator für NF-B vermittelte Inflammation 

betrachtet. Mittels Western Blot-Analyse wurden Proteinlevel von NF-B in ovinen VIC nach 

Stimulation mit Decorin unter pro-inflammatorischen Stimuli mit TNF- und unter 

Normalbedingungen durchgeführt. Es wurden fünf Individuen betrachtet (n = 5). Für beide 

Bedingungen gab es je eine Kontrollgruppe. Die Phosphorylierungsrate als Aktivierungsmarker 

von NF-B wurde detektiert und auf die Proteinmenge von NF-B normiert. NF-B und pNF-

B wurden dabei in Relation zum HK-Protein -Aktin betrachtet. TNF- stellt die 

Positivkontrolle für die Expression von NF-B dar. 

 

 

Abb. 33 Phosphorylierungsrate für NF-B in ovinen VIC nach Decorin Stimulation. Die 

Phosphorylierung von NF-B wurde im Westernblot (n = 5) detektiert (A). Die Applikation von Decorin 

führt weder unter Normal-(B) noch unter pro-inflammatorischen Bedingungen (C) zur Veränderung der 

Phosphorylierung. Exemplarisch sind Proteinbanden mit Referenzen für die verschiedenen Behandlungen 

aufgeführt (D). ##: p-Wert < 0.01 Mann- Whitney U. Abkürzungen: dec1 = 50 ng/ml Decorin, dec2 = 200 

ng/ml Decorin, T = TNF-, HK = Housekeeper, p = phospho-. 

 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich signifikante Unterschiede in der Expression 

(Abb. 33A; Kruskal-Wallis Anova p = 0,0005). Bei der isolierten Betrachtung von 

Normalbedingungen (Abb. 33B) und pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 33C) konnten 

keine Unterschiede beobachtet werden. Hier zeigt sich keine signifikant-veränderte Expression 
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von pNF-B bei dec1 und dec2 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, allerdings zeigte dec1 

einen Trend zur verminderten Phosphorylierung (unbehandelt vs. dec1: p = 0,1980 Dunn’s post-

hoc test; p = 0,0952 Mann-Whitney U; unbehandelt vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc test, p = 

0,4206 Mann-Whitney U). 

Unter pro-inflammatorischen Stimuli ist die Phosphorylierung signifikant erhöht (unbehandelt vs. 

TNF-: p = 0,5582 Dunn’s post-hoc test, p = 0,0079 Mann-Whitney-U). Es zeigt sich jedoch 

keine veränderte Phosphorylierung von NF-B im Vergleich zur Kontrollgruppe für Decorin 

(TNF- vs. dec1+T: p > 0,999 Dunn’s post-hoc test, p = 0,8413 Mann-Whitney U; TNF- vs. 

dec2+T: p > 0,999 Dunn’s post-hoc test, p = 0,8413 Mann-Whitney U). Weder unter Normal- 

noch unter pro-inflammatorischen Bedingungen wurde eine signifikante Dosisabhängigkeit für 

Decorin beobachtet (dec1 vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc test, p = 0,402 Mann-Whitney U; 

dec1+c vs. dec2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc test, p > 0,999 Mann-Whitney U). 

 

4.4.4 Analyse der Kalzium-Akkumulation im 2D-Modell 

Die Akkumulation von Kalzium als Hinweis auf pro-kalzifizierende Prozesse ist für die 

verschiedenen Behandlungsgruppen in im Verhältnis zum Proteingehalt in g/mg dargestellt. Es 

wurde die Akkumulation in sechs Individuen (n = 6) detektiert. Bei einem gruppenübergreifenden 

Test zeigten sich signifikante Unterschiede in der Expression (Abb. 34; Kruskal-Wallis Anova p 

< 0,0001). 

In den beschriebenen Bedingungen konnte zwar eine Zunahme der Kalzium-Akkumulation in 

den Gruppen mit pro-kalzifizierendem Medium detektiert werden (unbehandelt vs. calci: p = 

0,1624 Dunn’s post-hoc; p = 0,0087 Mann-Whitney U), jedoch zeigten sich keine signifikanten 

Veränderungen der Kalzium-Akkumulation nach Stimulation mit Decorin: Unter 

Normalbedingungen zeigte die Stimulation mit beiden Konzentrationen keine Auswirkung auf 

den Kalziumgehalt in den VIC (unbehandelt vs. dec1: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,8182 

Mann-Whitney U; unbehandelt vs. dec2: p = 0,6408 Dunn’s post-hoc; p = 0,4848 Mann-Whitney 

U).  

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im 

Kalziumgehalt detektiert (calci vs. dec1+c: p > 0,9999 Dunn’s post-hoc; p = 0,5310 Mann-

Whitney U; calci vs. dec2+c: p > 0,9999 Dunn’s post-hoc; p > 0,9999 Mann-Whitney U). Eine 

Dosisabhängigkeit konnte nicht beobachtet werden (dec1 vs. dec2: p = 0,5293 Dunn’s post-hoc; 

p = 0,0931 Mann-Whitney U; dec1+c vs. dec2+c: p > 0,9999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6991 Mann-

Whitney U). 
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Abb. 34 Kalzium-Akkumulation in VIC mit Decorin im 2D-Modell. Die Kultivierung in pro-

kalzifizierendem Medium führt zur gesteigerten Kalzium-Akkumulation im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle. Die Stimulation mit Decorin führt unter den gegebenen Bedingungen nicht zur Veränderung des 

Kalziumgehaltes in den VIC. ##: p-Wert < 0.01 Mann- Whitney U. Abkürzungen: dec1 = 50 ng/ml Decorin, 

dec2 = 200 ng/ml Decorin, calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen. 
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4.5 Die Wirkung von Decorin auf VIC im 3D-Modell 

Für Decorin wurde analog zum Versuchsaufbau mit Activin A ein 3D-Modell mit ovinen 

Klappen-Explantaten angewendet, um potenzielle Aktivierungs- oder 

Transformationsmechanismen der VIC in ihrem physiologischen Milieu im Gewebe 

nachvollziehen zu können und den Daten aus dem in vitro 2D-Modell gegenüberzustellen. 

 

4.5.1 Histologische Färbungen 

Übersichtsfäbrungen HE und MP 

Analog zum Versuch im 3D-Modell für Activin A (4.3.1) wurden für die Versuche mit Decorin 

Übersichts-Färbungen angefertigt und deskriptiv begutachtet. 

  

Tabelle 5 Histologie oviner Aortenklappen unter Einfluss von Decorin. Repräsentativ dargestellt sind 

mikroskopische Aufnahmen oviner Aortenklappen. Die Präparate unter pro-kalzifizierenden Bedingungen 

(calci) und unter Stimulation mit Decorin wurden mit Hämatoxylin-Eosin-Fuchsin (HE) und Movat-

Pentachrom (MP) gefärbt. Maßstab: 400 µm. Vergrößerung: 5-fach. 

 

In den Übersichtsfärbungen aus dem 3D-Modell für Decorin (Tabelle 5) sind die histologischen 

Gewebsschichten der Aortenklappenpräparate gut nachvollziehbar. Sowohl in den HE- als auch 

in den MP-Färbungen lässt sich unter Stimulation mit Decorin kein prägnanter Unterschied der 

Gewebearchitektur beobachten. Auch die Kultur in pro-kalzifierenden Bedingung scheint in 

unserem Versuchs-Protokoll nicht zu einer deutlichen Modifikation zu führen.  

 

Kalzifizierung 

Die Färbung mit Von Kossa wurde zum Nachweis von Kalzium-Ablagerungen im Gewebe 

durchgeführt (Tabelle 6).  
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Tabelle 6 Histologischer Nachweis von Kalzium-Ablagerungen unter Einfluss von Decorin. Die Tabelle 

zeigt exemplarisch nach Von Kossa-gefärbte ovine Aortenklappen. Die Präparate wurden zuvor unter pro-

kalzifizierenden Bedingungen und Decorin stimuliert. Gegenübergestellt sind mikroskopische Durchlicht-

Aufnahmen in 5-fach- (A, B,C,D) und in 10-fach-Vergrößerung (A‘,B‘,C‘,D‘). Maßstab: 200 µm.  

 

Die Kultur in pro-kalzifizierendem Medium führte vermehrt zu Kalziumablagerungen als in der 

unbehandelten Kontrolle (A vs. C; B vs. D). Die Stimulation mit Decorin unter 

Normalbedingungen führte in dem hier gezeigten Exemplar nicht zur Kalziumablagerung (A). 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen kam es unter Einfluss von Decorin zu intensiveren und 

breitflächigeren Kalzium-Ablagerungen von den Randbereichen der Präparate bis ins innen 

liegende Gewebe. Diese Beobachtungen waren nicht für alle Präparate nachvollziehbar. 

 

4.5.2 Analyse chondro-osteogener Marker im 3D-Modell 

Die Regulation chondro-osteogener Marker in VIC im 3D-Modell wurde analog zum 2D-Modell 

nach Stimulation mit Decorin für sieben Individuen (n = 7) analysiert. Es wurden die Gene 

Col1A1, MMP2, TGF- und OPN getestet. 

 

Col1A1  

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich signifikante Unterschiede in der Expression 

(Abb. 35A, p = 0,0111). Bei der isolierten Betrachtung unter Normalbedingungen (Abb. 35B) 

konnten keine Unterschiede beobachtet werden, während unter pro-kalzifizierenden 
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Bedingungen (Abb. 35C) Unterschiede nachweisbar waren. Es zeigte sich keine signifikante 

Änderung der Expression von Col1A1 unter Normalbedingungen für dec1 oder dec2 (unbehandelt 

vs. dec1: p = 0,8769 Dunn’s post-hoc; p = 0,1801 Mann-Whitney U; unbehandelt vs. dec2: p > 

0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6900 Mann-Whitney U). 

Unter pro-kalzifizierenden Stimuli zeigte sich für dec1+c keine signifikante Veränderung der 

Expression (calci vs. dec1+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6900 Mann-Whitney U) während 

für dec2+c eine signifikante Verminderung der Expression von Col1A1 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe messbar war (calci vs. dec2+c: p = 0,1776 Dunn’s post-hoc; p = 0,0239 Mann-

Whitney U). Es konnte keine Dosisabhängigkeit nachgewiesen werden (dec1 vs. dec2: p = 0,7084 

Dunn’s post-hoc; p = 0,6900 Mann-Whitney U; dec1+c vs. dec2+c: p = 0,1606 Dunn’s post-hoc; 

p = 0,6900 Mann-Whitney U). 

 

 

Abb. 35 Expression von Kollagen Typ 1 (Col1A1) in VIC im 3D-Modell nach Stimulation mit Decorin. 

A zeigt die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen (n = 7). Die Expression von Col1A1 nach 

Stimulation mit Decorin ist in Bezug zur Kontrolle unter Normalbedingungen nicht signifikant verändert 

(B). Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (C) zeigt dec2+c eine signifikant verminderte Expression. *: 

p-Wert < 0.05 Kruskal-Wallis. #: p-Wert < 0.05 Mann-Whitney U. Abkürzungen: dec1 = 50 ng/ml Decorin, 

dec2 = 200 ng/ml Decorin, calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen. 
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MMP2 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression (Abb. 36A p = 0,1292). Bei der isolierten Betrachtung unter Normalbedingungen 

(Abb. 36B) konnten keine Unterschiede beobachtet werden, während unter pro-kalzifizierenden 

Bedingungen (Abb. 36C) Unterschiede nachweisbar waren. MMP2 als Marker für EZM-Umbau 

wurde unter Standardbedingungen durch Stimulation mit beiden Konzentrationen von Decorin 

nicht signifikant verändert exprimiert (unbehandelt vs. dec1: p = 0,708 Dunn’s post-hoc; p = 

0,1801 Mann-Whitney U; unbehandelt vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,690 Mann-

Whitney U). 

Beide Konzentrationen führten unter pro-kalzifizierenden Bedingungen zu einer verminderten 

Expression im Vergleich zu calci (calci vs. dec1+c: p = 0,0757 Dunn’s post-hoc; p = 0,0169 

Mann-Whitney U; calci vs. dec2+c: p = 0,053 Dunn’s post-hoc; p = 0,0169 Mann-Whitney U). 

Es konnte keine Dosisabhängigkeit nachgewiesen werden (dec1 vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-

hoc; p = 0,690 Mann-Whitney U; dec1+c vs. dec2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6900 

Mann-Whitney U). 

 

 

Abb. 36 Expression von Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP2) in VIC im 3D-Modell nach Stimulation 

mit Decorin. Dargestellt ist (A) die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen (n = 7). Die 

Expression von MMP2 nach Stimulation mit Decorin ist in Bezug zur unbehandelten Kontrolle unter 
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Normalbedingungen (B) nicht signifikant verändert. Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (C) zeigen 

dec1+c und dec2+c eine signifikant verminderte Expression. #: p-Wert < 0.05 Mann-Whitney U. 

Abkürzungen: dec1 = 50 ng/ml Decorin, dec2 = 200 ng/ml Decorin, calci/+c = pro-kalzifizierende 

Bedingungen. 

 

TGF- 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression (Abb. 37A, p = 0,5892). Bei der isolierten Betrachtung unter Normalbedingungen 

(Abb. 37B) und pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 37C) konnten ebenfalls keine 

Unterschiede beobachtet werden. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der 

unbehandelten Kontrolle und den Behandlungen unter Normalbedingungen (unbehandelt vs. 

dec1: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6900 Mann-Whitney U; unbehandelt vs. dec2: p = 0,9386 

Dunn’s post-hoc; p = 0,1801 Mann-Whitney U). 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen konnte keine veränderte Expression von TGF- nach 

Stimulation mit Decorin in beiden Konzentrationen beobachtet werden (calci vs. dec1+c: p > 

0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6900 Mann-Whitney U; calci vs. dec2+c: p > 0,999 Dunn’s post-

hoc; p = 0,6900 Mann-Whitney U). Es konnte keine Dosisabhängigkeit nachgewiesen werden 

(dec1 vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6900 Mann-Whitney U; dec1+c vs. dec2+c: p 

> 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,1801 Mann-Whitney U). 
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Abb. 37 Expression von Transforming growth factor beta (TGF-) in VIC im 3D-Modell nach 

Stimulation mit Decorin. Dargestellt (A) ist die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen (n 

= 7). Die Expression von TGF- ist nach Stimulation mit Decorin unter Normalbedingungen (B) sowie 

unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (C) nicht verändert. Abkürzungen: dec1 = 50 ng/ml Decorin, dec2 

= 200 ng/ml Decorin, calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen. 

 

OPN 

Bei einem gruppenübergreifenden Test zeigten sich signifikante Unterschiede in der Expression 

(Abb. 38A; p = 0,0459). Bei der isolierten Betrachtung unter Normalbedingungen (Abb. 38B) 

und pro-kalzifizierenden Bedingungen (Abb. 38C) konnten ebenfalls Unterschiede beobachtet 

werden. OPN zeigte signifikante Veränderungen nach Stimulation mit Decorin unter 

Normalbedingungen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (unbehandelt vs. dec1: p = 0,0035 

Dunn’s post-hoc; p = 0,0006 Mann-Whitney U; unbehandelt vs. dec2: p = 0,0675 Dunn’s post-

hoc; p = 0,0169 Mann-Whitney U). 

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen kann dieser Effekt ebenfalls beobachtet werden (calci 

vs. dec2+c: p = 0,1479 Dunn’s post-hoc; p = 0,0291 Mann-Whitney U), während dec1+c nicht 

zur Veränderung der Expression führt (calci vs. dec1+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,6900 

Mann-Whitney U). Weder unter Normal- noch unter pro-kalzifizierenden Bedingungen konnte 

eine Dosisabhängigkeit nachgewiesen werden (dec1 vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 
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0,1801 Mann-Whitney U; dec1+c vs. dec2+c: p = 0,4548 Dunn’s post-hoc; p = 0,3636 Mann-

Whitney U). 

 

 

Abb. 38 Expression von Osteopontin (OPN) in VIC im 3D-Modell nach Stimulation mit Decorin. A zeigt 

die relative mRNA-Expression aller Behandlungsgruppen (n = 7). Die Expression von OPN nach 

Stimulation mit Decorin ist in Bezug zur unbehandelten Kontrolle unter Normalbedingungen (B) signifikant 

verändert. Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen (C) ist für dec2+c eine signifikant verminderte 

Expression detektierbar. *: p-Wert < 0.05, **: p-Wert < 0.01 Kruskal-Wallis. #: p-Wert < 0.05, ###: p-

Wert < 0.001 Mann-Whitney U. Abkürzungen: dec1 = 50 ng/ml Decorin, dec2 = 200 ng/ml Decorin, 

calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen. 

 

4.5.3 Analyse der Kalzium-Akkumulation im 3D-Modell 

Es wurde die Akkumulation von Kalzium in fünf Individuen (n = 5) detektiert. Bei einem 

gruppenübergreifenden Test zeigten sich signifikante Unterschiede in der Expression (Kruskal-

Wallis Anova p = 0,0307).  

In den beschriebenen Bedingungen konnte zwar eine Zunahme der Kalzium-Akkumulation in 

pro-kalzifizierendem Medium detektiert werden (unbehandelt vs. calci: p = 0,6640 Dunn’s post-

hoc test, p = 0,0952 Mann-Whitney U), unter Normalbedingungen zeigte sich jedoch für die 
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Stimulation mit beiden Konzentrationen keine Auswirkung auf den Kalziumgehalt in den VIC 

(unbehandelt vs. dec1: p = 0,1980 Dunn’s post-hoc; p = 0,1508 Mann-Whitney U; unbehandelt 

vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,3095 Mann-Whitney U).  

Unter pro-kalzifizierenden Bedingungen wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im 

Kalziumgehalt detektiert (calci vs. dec1+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p > 0,999 Mann-Whitney 

U; calci vs. dec2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,5476 Mann-Whitney U). Eine 

Dosisabhängigkeit konnte nicht beobachtet werden (dec1 vs. dec2: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p 

= 0,3095 Mann-Whitney U; dec1+c vs. dec2+c: p > 0,999 Dunn’s post-hoc; p = 0,4206 Mann-

Whitney U). 

 

 

Abb. 39 Kalzium-Akkumulation in VIC mit Decorin im 3D-Modell. Der Kalziumgehalt dargestellt im 

Verhältnis zum Proteingehalt (n = 5). Die Stimulation mit Decorin führt unter den gegebenen Bedingungen 

nicht zur Veränderung des Kalziumgehaltes in den VIC im 3D-Modell. Abkürzungen: dec1 = 50 ng/ml 

Decorin, dec2 = 200 ng/ml Decorin, calci/+c = pro-kalzifizierende Bedingungen. 
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5 Diskussion 

5.1 Mikroskopische Indizien für Fibrose und Kalzifizierung 

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten liefern möglicherweise Beweise für die Involvierung von 

Activin A und Decorin in den Pathomechanismus der DAVD. Die gesteigerte Proliferation der 

VIC unter Stimulation mit Activin A in den Vorversuchen bestätigt Erkenntnisse zahlreicher 

Studien, die eine proliferationsfördernde Wirkung von Activin A auf unterschiedliche Zelltypen 

identifizieren (72, 74-77), u.a. in Fibroblasten des Herzens und dem Myokard (78-80). Exogen 

appliziertem Decorin wird unterdessen in verschiedenen Studien eine modulierende, anti-

proliferative Rolle zugeschrieben (63, 81-83). Zhang et al. (84) beschreibt eine dosisabhängige 

anti-proliferative Wirkung in Fibroblasten. In der vorliegenden Arbeit zeigt sich eine 

Dosisabhängigkeit mit einer potenziell proliferativen Wirkung von 50 ng/ml appliziertem 

Decorin in den Vorversuchen, während steigende Konzentrationen die Zellteilung sukzessiv 

verringerten. Die Proliferation von VIC steht in der Entwicklung der DAVD im Zusammenhang 

mit der fibrotischen Verdickung der Aortenklappe (68, 85). Daher könnten diese Beobachtungen 

erste Hinweise auf die Rolle von Activin A bzw. Decorin in der DAVD liefern. 

Das Fehlen morphologischer Unterschiede nach Applikation mit Activin A bzw. Decorin gibt 

keinen eindeutigen Hinweis auf den Aktivierungszustand der VIC. Man vermutet jedoch einen 

aktivierten Zustand der VIC in Kultur, der abhängig von der Passage, Konfluenz und weiteren 

Faktoren zu sein scheint (25). Dass in der Zellkultur und im 3D-Modell unter pro-kalzifizierenden 

Stimuli keine Kalzium-Akkumulationen sichtbar sind, ist vermutlich durch die Kürze des 

Protokolls zu begründen, da in anderen Arbeiten mit ähnlichen Bedingungen die sichtbare 

Ablagerung von Kalzium erst im Verlauf auftrat (28, 71). Die Mineralisierung von nativen 

Aortenklappen beginnt in der Fibrosa und breitet sich über das umliegende Gewebe aus, wie 

histologische Sektionen von kalzifizierten Aortenklappen zeigen (32, 33, 86). Neueste 

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass die Kalzium-Akkumulation von 

Aortenklappen in einem ähnlichen 3D-Modell zunächst in der Ventrikularis beginnt und sich von 

dort weiter ausbreitet (87). Hier zeigten sich die ersten deutlichen Kalzium-Ablagerungen 

allerdings auch erst nach 14 Tagen (28, 87). 

 

5.2 Kalzium-Akkumulation als Zeichen der Degeneration: 2D vs. 3D 

Die Akkumulation von Kalzium im Sinne der Degeneration der Klappe ist ein wichtiger Aspekt 

im Progress der DAVD. Für Activin A wird nach exogener Zufuhr in verschiedenen Studien eine 

abschwächende Rolle bezüglich Mineralisierung beschrieben (88, 89). Auf der anderen Seite 
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führt Activin A aber auch zur vermehrten Mineralisierung im Knochenstoffwechsel (90-92). In 

der kalzifizierten Aorta uremischer Ratten geht der Kalzium-Deposition die Erhöhung von 

Activin A interessanterweise voraus (93). Allerdings konnte eine regulierende Rolle von Activin 

A in Bezug auf Kalzium-Akkumulation in unserem Versuchsaufbau nicht beobachtet werden. 

Fischer et al. (67) zeigte in vitro eine erhöhte Akkumulation von Kalzium in glatten Muskelzellen 

der Aorta nach exogener Applikation sowie eine erhöhte Expression von Decorin und beschreibt 

die Assoziation von Decorin mit Kalzifizierung in Koronararterien. In verschiedenen in vitro und 

in vivo Studien wurde der Einfluss von Decorin auf Mineralisierung untersucht, wobei Decorin-

reiches Kollagen Kalzifizierung zu verhindern scheint, während die Abwesenheit von Decorin sie 

fördert (94, 95). Jedoch zeigen neue Studien, dass Decorin in der DAVD in kalzifizierten Stadien 

nicht erhöht vorliegt (68). Die fehlende Regulation der Kalzium-Akkumulation der VIC in 

unserem Versuchsaufbau mit Decorin könnte also unterstreichen, dass Decorin zumindest keinen 

unmittelbaren Einfluss auf diese Prozesse in VIC hat. 

 

5.3 Extrazellularmatrix-Umbau im 2D- vs. 3D-Modell 

5.3.1 Col1A1.  

In der DAVD ist der Umbau der EZM u.a. durch die Mineralisierung von Kollagenfasern 

charakterisiert (96). Aktivierte, myofibroblastisch differenzierte VIC exprimieren dabei vermehrt 

Kollagen und führen durch die Sekretion proteolytischer Enzyme zur Einlagerung von 

Hydroxyapatit (25). Daher ist die Expression von Kollagen ein Merkmal der EZM-

Umstrukturierung und liefert gegebenenfalls Hinweise auf stattfindende Fibrose. Die beobachtete 

erhöhte Expression von Col1A1 im 2D-Modell spricht für einen pro-fibrotischen Einfluss von 

Activin A in den VIC. Dies scheint plausibel, denn es ist beschrieben, dass die exogene 

Applikation von Activin A in Fibroblasten unterschiedlichen Gewebes in vitro vor dem 

Hintergrund der Fibrosierung zur erhöhten Expression von Col1A1 führt und die Differenzierung 

zu einem myofibroblastischen Phänotyp mit erhöhter Produktion von Col1A1 fördert (53, 79, 97-

101). Die Blockierung von Activin A direkt oder durch Unterbrechen des Signalweges resultiert 

wiederum in der Abschwächung der Col1A1-Expression und der Fibrosierung des Gewebes (79, 

99, 102, 103). In Kulturen aus bovinen Endothelzellen der Aorta und aus Fibroblasten der 

menschlichen Lunge führt Activin A unterdessen zur Kontraktion und Umstrukturierung von 

Kollagen-Gelen (102, 104). Schließlich ist Activin A in rheumatischen Herzklappen signifikant 

erhöht und mit einer vermehrten Col1A1-Expression assoziiert (58). In Fibroblasten des Herzens 

kommt es ebenfalls zur erhöhten Expression von Col1A1 (79). Dass diese Effekte zwar im 2D-

Modell, allerdings nicht im 3D-Modell für Col1A1 in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden, 

könnte für eine komplexe Regulation der VIC im Gewebe sprechen, die die Wirkung von Activin 
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A moduliert. Manche Beobachtungen zeigen demnach, dass die Stärke des Effekts von Activin A 

deutlich von anderen Faktoren abhängig sein kann (98, 99). Es wurden zudem 

Dosisabhängigkeiten für die Wirkung von Activin A auf die Expression von Col1A1 beschrieben 

(99, 102), die in unserem Modell als Trend bestätigt wurden. Die im 3D-Modell verwendeten 

Dosen von Activin A konnten demnach nicht die im 2D-Modell beobachteten Daten replizieren. 

Die Ergebnisse deuten schlussfolgernd auf einen Einfluss von Activin A auf VIC bezüglich der 

Col1A1-Expression hin, der zur vermehrten Fibrosierung von Klappengewebe führen könnte und 

möglicherweise durch weitere Mechanismen im Mikro-Milieu der Klappe beeinflusst ist. 

Decorin wird vor allem eine umstrukturierende Rolle in der Anordnung von Kollagenfibrillen 

zugeordnet (63, 105-108). In arteriellen Glattmuskelzellen von Karotiden führt die Decorin-

Synthese zur verstärkten Expression von Col1A1 sowie zur Kontraktion in Kollagen-Gelen und 

hat damit einen modulierenden Einfluss auf den EZM-Umbau (109). Chen et al. (110) 

beschreiben allerdings eine Decorin-vermittelte verringerte Expression von Col1A1 in 

fibrotischem Leberparenchym in vitro und in vivo und weitere Studien ordnen Decorin ebenfalls 

eine anti-fibrotische Wirkung zu (111-113). Auch auf die Fibrose und die Col1A1-Expression des 

Herzens in Ratten wirkt Decorin hemmend (114, 115). Im 2D-Modell der vorliegenden Arbeit 

lässt sich eine erhöhte Col1A1-Expression unter der geringeren Decorin-Konzentration 

verzeichnen, bei der höheren Decorin-Konzentration dagegen ist Col1A1 signifikant vermindert 

exprimiert im Vergleich zur niedrigeren Konzentration. Die dosisabhängige Wirkung von 

Decorin scheint naheliegend, da es auch im 3D-Modell unter pro-kalzifizierenden Bedingungen 

zu einer verminderten Expression von Col1A1 unter der höheren Decorin-Konzentration bei 

gleichzeitiger pro-kalzifizierender Stimulation kommt. Decorin ist in der DAVD in frühen und 

damit fibrotischen Stadien signifikant höher als in kalzifizierten Stadien exprimiert, jedoch nicht 

höher als in gesunden Klappen (68). Ein modulierender Einfluss von Decorin auf die Fibrosierung 

in der DAVD ist daher wahrscheinlich, und in diesem Zuge potenziell abhängig von seiner 

Konzentration und dem umgebenden Milieu der VIC. 

 

5.3.2 MMP2.  

Entzündungsreaktionen werden von MMPs vergesellschaftet: so liegt in stenotisch veränderten 

Aortenklappen eine erhöhte Expression von MMPs vor, die zur Bildung von Osteonectin 

beitragen (35). Dort kommt es durch Produktion von Peptidfragmenten aus Elastin von MMPs 

auch vermutlich zur vermehrten osteogenen Differenzierung der VIC und der Biomineralisierung 

der Aortenklappe. MMP2 ist u. a. für den Abbau von Kollagen Typ 1 verantwortlich und sorgt so 

für die Freilegung von Bindungsstellen in der EZM (48). Die Regulation von MMP2 steht somit 

im Zusammenhang mit pro-degenerativen Prozessen der VIC im Rahmen der DAVD. Die erhöhte 
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Expression von MMP2 im 2D-Modell der vorliegenden Arbeit unter Activin-A-Behandlung und 

die dabei angedeutete Dosisabhängigkeit lässt daher vermuten, dass durch Activin A über die 

Regulation der MMP2-Expression eine pro-degenerative Gewebsmodifikation in der Klappe 

begünstigt wird. In verschiedenen humanen Geweben werden gesteigerte Konzentrationen 

Activin A mit einer erhöhten MMP2-Expression assoziiert (116), u. a. perioperativ bei Patienten 

mit Herzklappenersatz und in der kalzifizierenden Aortenwand von Ratten (57, 93). Hier stehen 

Activin A und MMPs im Zusammenhang mit Inflammation (117, 118). Die exogene Applikation 

von Activin A in vitro fördert zudem die Expression und Produktion von MMP2 in verschiedenen 

Zelltypen (118-123), und reguliert die Aktivität und Expression von MMP2 dosisabhängig (121, 

123). Auch in humanen Osteoblasten und Glattmuskelzellen wird dieser Effekt im Kontext des 

EZM-Umbaus beobachtet (52). Die Hemmung von Activin A führte indessen zur Abschwächung 

oder gar Ausbleiben dieses Effektes (119-122). Im unserem 3D-Modell konnte im Gegensatz zum 

2D-Modell keine erhöhte MMP2-Expression durch Activin A beobachtet werden. In der Literatur 

finden sich in Co-Kulturen ebenfalls Modulationen des Effekts von Activin A auf die MMP2-

Expression, die in reinen Fibroblasten-Kulturen noch sichtbar waren (121). Möglich ist also, dass 

die potenzielle pro-degenerative Wirkung von Activin A auf VIC, die im 2D-Modell beobachtet 

wurde und zur erhöhten Expression von MMP2 führt, im 3D-Modell einer komplexen Regulation 

des umliegenden Gewebes unterliegt. 

Decorin moduliert die Expression von MMP2: In einigen Studien scheint Decorin dabei eine 

hemmende Funktion zu haben, so ist MMP2 in Trophoblasten durch Decorin herunter reguliert 

(124). Außerdem führt die erhöhte Expression von Decorin in venösen Glattmuskelzellen in 

Ratten zur verminderten MMP2-Aktivität (125, 126). Mao et al. (127) beschreibt zuletzt eine 

gesteigerte MMP2-Expression in Decorin-defizienten Mäusen. Vor diesem Hintergrund ist eine 

hemmende Funktion von Decorin auf die Expression von MMP2 in VIC, so wie sie in dieser 

Arbeit im 2D- und 3D-Modell beobachtet wurde, schlüssig, obgleich in Kulturen mit Fibroblasten 

und im Kontext der Fibrolyse auch erhöhte Expressionen beschrieben wurden (128-130). 

 

5.3.3 TGF-ß. 

Als Zytokin besitzt TGF-ß anti-inflammatorische Fähigkeiten und ist beteiligt an Signalwegen im 

Kontext der Heilungsreaktion und dem fibrotischem Umbau der EZM (44). Auch in 

kardiovaskulären Erkrankungen leistet es einen relevanten Beitrag zur Umstrukturierung von 

kardialem Gewebe, bspw. bei Herzversagen nach Myokardinfarkt (46). In stenosierten 

Aortenklappen scheint die Aktivierung von TGF-ß zur myofibroblastischen Differenzierung von 

VIC zu führen und führte in VIC von Schweinen zur vermehrten Bildung von Kalzium-Knötchen 

in den Klappen (85, 86). Auch die Kalzifizierung von osteoblasten-ähnlichen Zellen wird durch 
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TGF-ß getriggert (131). Die Expression von TGF-ß steht daher im Zusammenhang mit dem 

Progress der DAVD im Sinne von myofibroblastischer Differenzierung der VIC und 

möglicherweise der Kalzifikation der Klappe. Activin A ist in der Lage, die Expression von TGF-

ß zu induzieren (73). Exogen appliziert reguliert Activin A in bestimmten Zellen die Expression 

von TGF-ß hoch und führt zur Transformation in einen pro-fibrotischen Phänotyp mit konsekutiv 

erhöhter Expression von Col1A1 und TGF-ß (98). Daher suggeriert die hier im 2D-Modell 

detektierte Hochregulation der TGF-ß-Expression sowohl unter Normal- als auch unter pro-

kalzifizierenden Bedingungen durch Activin A eine pro-degenerative Rolle auf VIC. Die hier 

vorliegende Dosisabhängigkeit bestärkt diese Annahme und repliziert dabei Beobachtungen in 

ähnlichen Konzentrationen Activin A in anderen Modellen (98). Die Ergebnisse des 3D-Modells 

unterstreichen die Vermutung einer pro-degenerativen Rolle von Activin A, dessen Effekt auch 

im Gewebe nachweisbar ist. Auch hier bewirkt Activin A die vermehrte Expression von TGF-ß 

sowohl unter Normal- als auch unter pro-kalzifizierenden Bedingungen signifikant. Neueste 

Erkenntnisse von Jenke et al (132) identifizieren in einem ähnlichen 3D-Modell mit VIC eine 

pro-fibrotische Rolle von TGF-ß, zu dessen Superfamilie Activin A gehört. TGF-ß führt hier zur 

Differenzierung in Myofibroblasten und Etablierung von Fibrose in der DAVD. 

Decorin ist imstande mit TGF-ß zu interagieren (133). Viele Studien beschreiben demnach eine 

regulatorische, meist inhibitorische Wirkung mit anti-fibrotischer Komponente in 

unterschiedlichem Gewebe (113, 133-136). In kultivierten Glattmuskelzellen der Aorta führt die 

erhöhte Expression von Decorin zur Regulation der Aktivität von TGF-ß (137) und auch durch 

exogene Zufuhr von rekombinanten Decorin wird seine Expression in Wundfibroblasten 

gehemmt (84). Hier wird eine Decorin-vermittelte Dosisabhängigkeit auf die pro-fibrotische 

Wirkung von TGF-ß beschrieben, die Decorin eine hemmende Funktion zuweist (138). Zwar 

konnte in unserem 3D-Modell keine Regulation von TGF-ß nachgewiesen werden, eine anti-

fibrotische Funktion für Decorin liegt jedoch nahe, welche in unserem 2D-Modell für VIC in der 

reduzierten Expression von TGF-ß unterstrichen wird. Auch eine Dosisabhängigkeit lässt sich 

wiederfinden, die einen modulierenden Einfluss von Decorin in der DAVD suggeriert. 

 

5.4 Osteogene Differenzierung: Expression von Osteopontin  

OPN ist in kalzifizierten Aortenklappen verstärkt vorhanden und korreliert mit dem Schweregrad 

der Kalzifizierung (139-144). Die Expression von OPN korreliert des weiteren mit der Kalzium-

Akkumulation in kalzifizierten Aortenklappen (68, 143). In aktivierten VIC von Patienten mit 

DAVD ist OPN erhöht exprimiert und mit Mineralisierung assoziiert (145, 146). OPN gilt daher 

in der DAVD als Marker für osteogene Differenzierung in VIC (146, 147).  
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Activin A ist mehrfach in vitro sowie in vivo als Induktor osteogener Differenzierung beschrieben 

worden (75, 91, 92, 148, 149). Es ist in kardiovaskulären Erkrankungen mit einer erhöhten 

Expression von OPN assoziiert (93, 150). Hier zeigen sich jedoch ambivalente Daten bezüglich 

des Effektes von Activin A, teilweise in Abhängigkeit der Dosis und des Applikationszeitpunktes 

(88, 89). Die erhöhte Expression von OPN in VIC unter Activin A-Stimulation im 2D-Modell der 

vorliegenden Arbeit lässt sich sowohl unter Kontrollbedingungen als auch unter pro-

kalzifizierenden Bedingungen beobachten. Interessanterweise zeigen die Daten für das 3D-

Modell gegensätzliche Ergebnisse. In den durchgeführten Western-Blot-Analysen konnte keine 

Veränderung der OPN-Translation detektiert werden. In vitro steigern verschiedene exogen-

applizierte TGF-ß-Isoformen aus der gemeinsamen Superfamilie die Expression von OPN in 

Osteoblasten (151). Unterdessen scheint TGF-ß allerdings die osteoblastische Differenzierung 

von VIC in der DAVD zu verringern und Kalzifizierung zu verhindern (132). Bloise et al (92) 

beschreibt den Einfluss von Activin A auf die osteogene Differenzierung als abhängig von der 

Zellherkunft und der Mikroumgebung. Eventuell induziert Activin A in VIC also osteogene 

Differenzierung, wobei dieser Effekt in 3D aufgrund der hier vorliegenden Mikroumgebung, also 

der EZM, moduliert werden kann. 

Während Decorin die Kalzium-Akkumulation in VIC nicht zu verändern scheint, führt es im 3D-

Modell zur signifikanten Reduktion der OPN-Expression. So ist es diskutabel, dass Decorin eine 

modulierende Rolle für osteogene Differenzierung in VIC einnehmen könnte, die abhängig von 

der im 3D-Modell vorhandenen EZM ist. Es zeigt sich, dass Decorin das Verhalten von 

Osteoblasten modulieren kann, hier spielt seine GAG-Kette eine wichtige Rolle in der Interaktion 

(152). Als physiologischer Bestandteil der Klappe könnte im 3D-Modell die Funktion von 

Decorin durch exogene Applikation verstärkt worden sein. Das von uns verwendete rekombinante 

Protein ist moduliert und deglykosyliert, weshalb im 2D-Modell ein Ausbleiben des Effekts von 

Decorin begründet werden könnte, während im 3D-Modell eine Regulation beobachtet wurde. 

 

5.5 Inflammation in VIC  

In mineralisierten Aortenklappen wurden ca. 15 % der 715 Gene mit Inflammation assoziiert 

(153). Auch wurde der Zusammenhang von Inflammation mit dem Umbau sowie der 

Biomineralisation der EZM im Rahmen der DAVD beschrieben (36). Es wird angenommen, dass 

Makrophagen und andere Inflammation-modulierende Zellen diesen Prozess vorantreiben (34). 

Dabei steht die Leukozyten-Dichte im Zusammenhang mit der Expression von TNF-𝛼 und der 

hämodynamischen Verschlechterung der Krankheit (35). TNF-𝛼 scheint diesbezüglich eine 

prägnante Rolle zu spielen und es ist bekannt, dass es in VIC über verschiedene Signalwege zur 

Intensivierung der Mineralisierung kommt (38, 154-156). Interessant ist, dass in einem Maus-
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Modell bei erhöhten TNF-𝛼-Leveln verdickte Aortenklappen vorlagen, während Knockout-

Mäuse für IL1 und TNF-𝛼 keine DAVD entwickelten (37). Die Wirkung von TNF-𝛼 und die im 

Zusammenhang stehende Phosphorylierungsrate von NF-κB zu aktivem pNF-κB liefert daher 

Hinweise auf die Entzündungsaktivität in der Klappe und den VIC. 

Activin A wird meist eine pro-inflammatorische Rolle zugeordnet: Erhöhte Spiegel von Activin 

A und pNF-κB wurden in unterschiedlichen Entzündungsprozessen beschrieben (157). Zudem 

zeigt sich speziell in der rheumatischen Herzklappenerkrankung eine Assoziation zwischen 

erhöhter Phosphorylierung von NF-κB und der Expression von Activin A im Kontext von 

Inflammation und Fibrose (58). In vivo führt die Hemmung von Activin A zur verminderten 

Aktivierung von NF-κB und Invasion von Entzündungszellen in Rattenherzen nach 

Myokardinfarkt (158). Auch bezüglich des Knochenstoffwechsels wird Activin A als pro-

inflammatorischer Effektor für NF-κB beschrieben. (159). So führt eine aktivierende Mutation 

im Activin A Typ 1 Rezeptor zur verlängerten Aktivierung von NF-κB (159). Aktivierende 

Faktoren wie RANKL/RANK verstärken die Wirkung von Activin A im Prozess der 

Osteoklastenbildung und dies führt in vitro zur vermehrten Phosphorylierung von NF-κB (160-

163). In unserem Versuchsaufbau führt die Stimulation mit Activin A jedoch zur verminderten 

Phosphorylierung von NF-κB. Stromazellen aus dem Knochenmark, die Activin A sezernierten, 

führten in einer Studie interessanterweise zur Regression von Aortenaneurysmata. Hier zeigte 

sich eine verminderte Aktivierung NF-κB in Mäusen (164). In Makrophagen kann Activin A 

interessanterweise die Funktion je nach Aktivitätsstatus modulieren (165). So wird beschrieben, 

dass Activin A in Makrophagen (und anderen Zellen des Immunsystems) im Ruhemodus zur 

Aktivierung von NF-κB führt, während es im aktivierten Zustand der Makrophagen NF-κB 

abschwächen kann und zur Abmilderung von pro-inflammtorischen Prozessen führt (77, 165-

169). Auf der anderen Seite ist NF-κB als Regulator der Activin A-Expression beschrieben (77, 

170). Generell wird in inflammatorischen und immunologischen Prozessen eine frühe 

Ausschüttung von Activin A aus Zellen des Immunsystems beschrieben (92, 165, 169, 171-173). 

Activin A zeigt also pro- und anti-inflammatorische Effekte. Ob Activin A entzündungsfördernd 

oder -hemmend wirkt, scheint abhängig von seiner Konzentration, dem Status des 

Entzündungsprozesses und der Aktivierung der Zielzelle zu sein (173-178). Es lässt sich also 

diskutieren, dass die VIC in unserem Versuchsaufbau aktiviert vorliegen und die verwendeten 

Konzentrationen Activin A denen in etablierten Entzündungsprozessen ähnelten, womit Activin 

A einen anti-inflammatorischen Effekt haben könnte. Diese Wirkung ist unter Stimulation mit 

TNF-𝛼 jedoch lediglich als Trend nachweisbar. Dennoch ist die Erkenntnis, dass Activin A eine 

potenziell konzentrations- und aktivierungs-abhängige anti-inflammatorische Wirkung auf VIC 

hat ein wichtiger Schritt zum besseren Verständnis der Rolle von Activin A in der DAVD. 
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Obwohl Decorin vorrangig eine pro-inflammatorische Rolle in Entzündungen zugeschrieben 

wird, gibt es Daten, die zeigen, dass Decorin die Phosphorylierung von NF-κB in Tumorzellen 

hemmen kann (136, 179). Laut der These von Merline et al (180) entfaltet Decorin demnach 

lediglich seine pro-inflammatorische Wirkung als integres Protein inklusive GAG-Kette und 

Proteinkern, während der isolierte Kern kompetitiv Rezeptoren bindet und konsekutiv 

Inflammation unterdrücken könnte (181). Eine verminderte Aktivität von NF-κB unter Einfluss 

von Decorin, die in unserem Versuchsaufbau angedeutet ist, könnte daher auf die deglykosylierte 

Form der verwendeten Rekombinante zurück zu führen sein ((182), s. Material). Auf der anderen 

Seite wird eine Decorin-vermittelte anti-inflammatorische Funktion im kardiologischen Kontext 

diskutiert. Hier führt Decorin in Kardiomyozyten zur Abschwächung des diabetes-induzierten 

NF-κB-Signalweges und vermag es pro-inflammatorische Zytokine zu verringern (115). Eine 

mögliche anti-inflammatorische Wirkung von Decorin auf VIC in der DAVD ist daher möglich, 

bedarf jedoch weiterer Untersuchungen. 

 

5.6 Fazit für Activin A und Decorin 

Der Verdacht liegt nahe, dass Activin A über proliferative Wirkung und erhöhter Expression von 

chondro-osteogenen Markern in VIC einen Beitrag zum EZM-Umbau und Fibrosierung in der 

DAVD leistet. Activin A zeigt Potential zur Induktion osteogener Differenzierung von VIC, eine 

de facto erhöhte Akkumulation von Kalzium konnte in dem hier getesteten Versuchsaufbau 

jedoch nicht nachgewiesen werden. Als Teil der TGF-ß-Superfamilie deuten sich Parallelen zur 

Rolle für TGF-ß in der DAVD an. Interessanterweise suggerieren die von uns gewonnenen 

Erkenntnisse eine mögliche anti-inflammatorischen Wirkung von Activin A in VIC. 

Schlussfolgernd könnte die vermutlich primär pro-degenerative Rolle von Activin A auf VIC in 

der DAVD potenzielle Ansatzpunkte für Therapie und Diagnostik bieten. 

Decorin scheint einen modulierenden, vorrangig anti-fibrotischen Einfluss auf VIC zu haben. 

Hier stellt sich in den Ergebnissen teilweise eine Dosisabhängigkeit dar, die sowohl auf die 

Proliferation als auch auf den chondro-osteogenen EZM-Umbau Einfluss hat. Eine mögliche 

Induktion von Kalzifizierung konnte zwar in dem hier verwendeten Versuchsaufbau nicht 

beobachtet werden, jedoch könnte Decorin eine entzündungshemmende Rolle in VIC einnehmen. 

Diese Erkenntnisse erhärten den Verdacht, dass Decorin in der DAVD die Funktion der VIC 

moduliert und damit einen anti-degenerativen Effekt auf den Krankheitsverlauf haben könnte.  
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5.7 Mögliche Interaktion von Activin A vs. Decorin 

Activin A und Decorin wurden auf ihre Rollen in der DAVD isoliert untersucht. Vermeintlich 

haben sie bezüglich der Regulation chondro-osteogener Marker und Proliferation demnach 

teilweise gegensätzliche Effekte auf VIC (s.o.). Wie interagieren Activin A und Decorin aber 

miteinander?  

Andere Mitglieder der TGF-ß-Superfamilie interagieren mit Decorin auf vielfältige Weise (183): 

Decorin hat zwei Bindungsstellen mit TGF-ß und kann es selbst gebunden an Kollagen in der 

EZM halten und dann den Signalweg von TGF-ß hemmen (184, 185). TGF-ß hingegen besitzt 

die Fähigkeit, die Expression von Decorin in Fibroblasten zu hemmen (186). Durch die Bindung 

von Decorin an Myostatin kommt es zur Veränderung der Proliferation von Myoblasten (187). 

Allerdings kommt es in Kardiomyozyten ohne Decorin zur abgeschwächten Expression von 

Myostatin, während die exogene Behandlung mit Decorin dosisabhängig die Wirkung von 

Myostatin auf Kardiomyozyten hemmt. Myostatin reguliert hier Signalwege, die der Aktivierung 

des Activin-Rezeptors folgen (188). Die Wirkung von Activin C wird durch die Interaktion mit 

Decorin ebenfalls abgeschwächt (189). Inhibin-ß-A-Ketten können durch Dimerisierung Activin 

formen, nehmen allerdings fast gegensätzliche biologische Funktionen ein. Decorin und Inhibin-

A hingegen fungieren ähnlich in der Regeneration von Nierenzellen (190). In Osteoblasten führt 

Activin A zur Hochregulation von Decorin, was mit einer abgeschwächten Mineralisierung 

assoziiert ist (89). Scheinbar fungieren Decorin und Activin A folglich zeitweise als Gegenspieler 

und können sich gegenseitig regulieren. Ob dies auch in der DAVD zu veränderten Signalwegen 

führt, sollte weiter untersucht werden. 

 

5.8 Limitationen der Arbeit 

Die vorliegende Arbeit beinhaltet Limitationen bezüglich der Übertragbarkeit der verwendeten 

Substanzen auf humane Aortenklappen, da hier ov. VIC und Aortenklappen aus Schafsherzen 

verwendet wurden. Die Aussagekraft der erhobenen Daten bezüglich Kalzifizierung der 

Aortenklappe sind mit Berücksichtigung der zeitlichen Kürze der Versuchsprotokolle zu 

betrachten. Die Messungen mittels kolorimetrischem Kalzium-Assay in 3D waren scheinbar nicht 

geeignet, eine Induktion der Kalzium-Akkumulation unter pro-kalzifizierenden Stimuli zu 

reproduzieren, wie sie im 2D-Modell zwischen den Kontrollgruppen sichtbar war. Daher ist die 

Verlässlichkeit der hier erzielten Ergebnisse auf die Wirkung von Activin A und Decorin kritisch 

zu hinterfragen. Die unterschiedlichen Einflussgrößen des 3D-Modells, welche teilweise zu 

modulierten oder konträren Ergebnissen im Vergleich zum 2D-Modell führen, sollten in Zukunft 

weiter erörtert und möglichst definiert werden. Die Interaktion von VIC und VEC in 3D, sowie 

die Rolle der Mikroumgebung, also der EZM, bedürfen spezifischeren Untersuchungen, um die 
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erhobenen Daten besser einordnen zu können. Weiterhin könnten die in dieser Arbeit 

verwendeten rekombinanten Proteine in ihrem Aufbau von den in vivo vorkommenden Formen 

abweichen und zu heterogenen Interaktionen führen. Es ist bekannt, dass kardiovaskuläre 

Erkrankungen geschlechtsspezifischen Regulationen unterliegen. Diese Ansatzpunkte sind in der 

vorliegenden Arbeit nicht integriert. 

 

5.9 Ausblick für weitere Forschung 

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass Activin A den Progress der DAVD unterstützt, 

indem es proliferative, pro-fibrotische und pro-degenerative Effekte auf die VIC befördert. Eine 

Hemmung der Wirkung von Activin A bzw. seines Signalweges, wie es in zahlreichen anderen 

Zelltypen bereits untersucht wurde, könnte also ggf. einen modulierenden Einfluss auf die DAVD 

haben. Folglich könnte hier ein Ansatzpunkt für Therapiemöglichkeiten identifiziert werden. Die 

potenzielle Dosisabhängigkeit für die Wirkung auf VIC könnte schließlich Therapie-Monitoring 

erlauben oder als klinischer Marker zur Risikostratifizierung dienen. In weiteren, sich dem 

menschlichen Organismus annähernden Versuchsmodellen sollte zudem die hier identifizierte 

Wirkung von Activin A auf VIC möglichst reproduziert werden. Könnte in diesem Zuge auch die 

anti-inflammatorische Wirkung von Activin A bestätigt werden, gäbe dies ggf. Hinweise auf 

frühe, entzündliche Stadien der DAVD als Krankheitsmarker. 

Die mögliche anti-fibrotische Interaktion von Decorin mit VIC könnte man sich unterdessen als 

günstigen prognostischen Faktor zu Nutze machen, sofern Versuche in vivo und mit humanem 

Gewebe diese Funktion bestätigten. Interessant wäre eine etwaige Therapieoption mit Decorin, 

um den Verlauf der DAVD zu schwächen oder gar zu stoppen. Generell wäre die weitere Testung 

von verschiedenen Dosierungen Decorin auf Grundlage der hier gewonnenen Erkenntnisse 

vorausgesetzt und wünschenswert. Die Regulierung der Expression von Decorin als Bestandteil 

der Aortenklappe im Verlauf der Erkrankung in vitro würde zudem weitere Erkenntnisse 

bezüglich der Rolle von Decorin in den verschiedenen Stadien der DAVD liefern. Die erhobenen 

Daten bieten vorrangig die Grundlage für zukünftige Forschungsansätze bezüglich der Rolle von 

Activin A und Decorin in VIC im Kontext der DAVD. Darauf aufbauend könnten zielgerichtete 

in vivo Untersuchungen einen weiteren Schritt zum umfassenden Verständnis des 

Pathomechanismus leisten. Mit der vorliegenden Arbeit ist somit ein weiterer Schritt in Richtung 

Früherkennung, Risikostratifizierung, Verlaufskontrolle und idealerweiser der Behandlung in der 

DAVD getan. 
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