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I. Zusammenfassung (Deutsch)

Die Aortenklappenstenose ist eine progressive und epidemiologisch bedeutende Erkrankung in
einer zunehmend é&lter werdenden Bevolkerung. Die Anwesenheit von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) in degenerierten humanen Aortenklappen wurde bereits mehrfach
beschrieben. Allerdings fehlen dynamische Tiermodelle zur pathophysiologischen Erforschung
der lokalen, nicht-systemischen Wirkung von ROS an der Aortenklappe. Hierzu wurde in dieser
Arbeit das Prinzip der photodynamischen Reaktion (PDR) angewandt. Durch die Kombination
aus dem Biosensibilisator Foscan® (Temoporfin) und einem Rotlichtlaser (652 nm; 1 mW;
0,1 W/em?) wurden ROS intravaskulédr direkt an der Aortenklappe von Ratten erzeugt. Um
mechanische und thermische Schidden durch die Intervention auszuschlieffen, wurde die
Expositionsgruppe (ROS-Gruppe) mit zwei Kontrollgruppen (Laser- und Sham-Gruppe)
verglichen (n = 7).

1) In der Sham-Gruppe wurde lediglich die Laser-Faser an der Aortenklappenebene implantiert.
2) Die implantierte Faser wurde in der Laser-Gruppe fiir 60 Minuten aktiviert.

3) Die Ratten der ROS-Gruppe erhielten 24 Stunden vor der Laser-Aktivierung eine Foscan®-
Applikation tliber die Schwanzvene.

Nach der Explantation der Klappen wurden diese kryokonserviert, geschnitten und hinsichtlich
der morphologischen, inflammatorischen und apoptotischen Langzeitverinderungen ausge-
wertet. In der Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE) konnten in der ROS-Gruppe nach 84 und 168
Tagen Beobachtungsdauer bei einigen Klappen im Bereich des Anulus und der Taschen
Wandverdickungen detektiert werden. Diese waren in den Kontrollgruppen nicht vorhanden. In
der semiquantitativen Analyse von vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) mit einem
Punktesystem von 0 bis 5 ergab sich ausschlieBlich in der ROS-Gruppe eine signifikante
Abnahme der Expression 84 und 168 Tage nach Bestrahlung im Vergleich zum Tag 0. Diese
Reduktion der endothelialen Inflammation fand vor allem in den Anuli und Kommissuren der
Klappen statt. Die quantitative Analyse des CD68-Signals zeigte in allen Gruppen, dass mehr
Makrophagen in den Taschen als in den Anuli und Kommissuren der Aortenklappe vorhanden
waren. Zudem konnten nur sehr vereinzelt T-Zellen in der CD3-Immunfluoreszenz detektiert
werden. In der immunhistochemischen Anfarbung der Caspase 3 wurde keine erhdhte
apoptotische Aktivitit der Zellen gemessen.

In diesem Projekt lieB sich durch den lokalen Einfluss von einmalig appliziertem oxidativem
Stress am ehesten ein frithes Stadium der Aortenklappensklerose generieren mit morpholo-
gischen Verdnderungen des Gewebes und einer frithen, aber abnehmenden inflammatorischen
Endothelreaktion. Das Modell eignet sich daher zur tieferen Erforschung der friihen
pathophysiologischen Ereignisse der Erkrankung mit der Maoglichkeit fiir weitere
pharmakologische Studien. Zur weiteren Optimierung kann eine repetitive ROS-Gabe diskutiert
werden, welche womoglich zu einer Progression der degenerativen Aortenklappenerkrankung
in vivo fihren konnte.



II. Summary (English)

Aortic valve stenosis is an epidemiologically relevant and progressive disease in the elderly
population. The presence of reactive oxygen species (ROS) in degenerative human aortic valves
has already been described several times. Nevertheless, dynamic animal models that research
the specific and local role of ROS in the pathophysiology of the disease are lacking. In this study
anew in vivo small animal model was used for the analysis of changes in the aortic valve caused
by reactive oxygen species (ROS). Oxidative stress was induced in close proximity to the aortic
valve of rats by the combination of red-light laser energy (652 nm; 1 mW; 0,1 W/cm?) and the
photosensitizer Foscan® (temoporfin). This procedure is called “photodynamic reaction”
(PDR). In order to exclude mechanical or thermal irritation by the intervention the exposed
group (ROS-group) was compared to two control groups, Sham- and Laser-group (n = 7).

1) In the Sham-group, a laser fiber was inserted intravascularly close to the aortic valve.
2) This fiber was activated in the Laser-group for 60 minutes.

3) Additionally, the ROS-group received an injection of Foscan® 24 hours prior to the
irradiation.

After explantation, the aortic valves were cryoconserved and sliced. Histological and
histochemical analyses with focus on long-term morphological, inflammatory and apoptotic
changes in the tissue were performed. In the Hematoxylin and Eosin (H&E) staining wall
thickening in some of the ROS-valves 84 and 168 days after irradiation was detected, while no
effect could be seen in the control groups. Semiquantitative analysis of vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1), using a scoring system from 0 to 5, showed a significant decline of
VCAM-1 expression solely in the ROS-group after 84 and 168 days compared to day 0. This
decline of inflammatory endothelial reaction occurred especially in the annuli and commissures
of the valve. Quantitative analysis of CD68 revealed significantly more macrophages in the
cusps as compared to annuli and commissures of the aortic valve in all the groups. In the CD3
immunofluorescence staining only few T-cells could be detected in the tissue of all groups. No
elevated apoptotic activity was measurable in the immunhistochemical staining of caspase 3.

In this project most likely an early stage of aortic valve sclerosis was induced by the local
influence of single-ROS treatment. Oxidative stress led to morphological changes of the tissue
and an early but declining inflammatory endothelial response. This model can be used for deeper
research of the early pathophysiological events of the disease and further pharmacological
studies. To improve the model, a repetitive ROS-treatment could be suggested in order to
accelerate the degeneration of the aortic valve in vivo.
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III. Abkiirzungsverzeichnis

A Arteria

AK-Tasche Aortenklappentasche

ALP Alkalische Phosphatase
Aqua dest. Aqua destillata

BMP-2 bone morphogenetic protein 2
BSA Bovines Serumalbumin

°C Grad Celsius

CD3 cluster of differentiation 3
CD68 cluster of differentiation 68
Cw continuous wave

d Tage

DAB 3,3'-Diaminobenzidin

DAPI 4'.6-Diamidin-2-phenylindol
DAVD degenerative aortic valve disease
eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid - Synthase
EZM extrazelluldre Matrix

G Gauge

g Gramm

HE Hématoxylin — Eosin

HRP horse radish peroxidase

IE Internationale Einheit

IL1B Interleukin 1 beta

KG Korpergewicht

1 Liter

LDL low density lipoprotein
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1 Einleitung

1.1  Aufbau des Herzens
1.1.1 Funktion und Lage der Herzklappen

Das Herz ist ein muskuldres Hohlorgan, welches fiir die kontinuierliche Blutzirkulation im
Korper verantwortlich ist (1). Die Klappen des Herzens iibernehmen eine Ventilfunktion, um
einen unidirektionalen Fluss des Blutes widhrend des Pumpvorgangs des Herzmuskels zu
gewihrleisten (2). Jede Herzhilfte besitzt jeweils eine Atrioventrikular- bzw. Segelklappe und

eine Semilunar- bzw. Taschenklappe (Abb. 1).
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Trikuspidalklappe Mitralklappe

rechts

rechte g
Koronararterie —
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Abb. 1: Die vier Herzklappen liegen in einer Ebene

Transversalschnitt durch die Herzklappenebene. Wahrend der mechanischen Herzaktion sichern die
vier Herzklappen einen gerichteten Blutfluss. Die Aortenklappe liegt zwischen dem linken Ventrikel und
der Aorta. Am Ansatz der Taschen der Aortenklappe entspringen die KoronargefaRe zur Versorgung
des Myokards (1). Abbildung erstellt mit (3), angelehnt an (1).

Die Atrioventrikularklappe (AV-Klappe) trennt den Vorhof (Atrium) und die Kammer
(Ventrikel) des Herzens. Auf der rechten Herzhélfte bezeichnet man sie als Trikuspidalklappe,
welche drei Segel enthélt, und auf der linken Seite als Mitralklappe mit zwei Segeln (1). Die
AV-Klappen sind an den Segeln iiber Sehnenfiden (Chordae tendineae) mit den
Papillarmuskeln verbunden (1). Diese verhindern ein Zuriickschlagen der Segel wihrend der

Systole, damit Blut aus den Vorhofen in die Kammern gelangen kann (1). Die Semilunarklappen



dagegen befinden sich zwischen der Aorta und dem linken Ventrikel (Aortenklappe) und
zwischen dem Truncus pulmonalis und dem rechten Ventrikel (Pulmonalklappe) (1). Sie setzen
sich aus drei halbmondférmigen Taschen (Valvulae semilunares) zusammen, die den
diastolischen Riickfluss des Blutes aus den Arterien in die Kammern verhindern (1, 2). Dazu
treffen die seitlichen und mittigen freien Rénder der Taschen, Lunula valvarum semilunarum
und Nodulus valvae semilunaris, beim Klappenschluss aufeinander und verschlieBen das
Ostium in der Diastole (1). An den Taschen der Aortenklappe befinden sich zudem die Abgénge

der Koronararterien (1).
1.1.2  Aufbau der Aortenklappe

Die Aufgabe der Aortenklappe ist es, einen gerichteten Fluss fiir den Korperkreislauf aufrecht
zu erhalten und die Durchblutung der Koronararterien zu gewihrleisten (1, 4). Da sie unter
hohen Pumpdriicken und Scherkriften des Herzens arbeiten muss, ist ein standhafter (rigider)
und gleichzeitig dynamischer (elastischer) histologischer Aufbau notwendig (4, 5). Die
Oberfliche der halbmondférmigen Taschen wird von einer diinnen, -einschichtigen
Endothelzellschicht umzogen, die aus VECs (vascular endothelial cells) besteht und iiber tight
Jjunctions zusammengehalten wird (4, 6). Insgesamt gibt es drei Bindegewebsschichten von der
aortalen bis zur ventrikuldaren Seite der Taschen (Abb. 2). Die aortale Seite besteht aus der
Lamina fibrosa, einem dichten Kollagenkonstrukt, welches die Taschen stabiler gegeniiber
mechanischem Stress macht (4). In der Mitte der Tasche befindet sich die Lamina spongiosa,
eine lockere Zellschicht, welche sich aus Glycosaminoglykanen und Proteoglykanen
zusammensetzt und die Beweglichkeit der beiden anderen Schichten gewéhrleistet (4). Auf der
zum Herzen gerichteten Seite liegt die Lamina ventricularis mit einem hohen Elastinanteil zur
Erhohung der Compliance der Strukturen (4). In den Bindegewebsschichten sind valvuldre
interstitielle Zellen (VICs) eingelagert, die die extrazelluldre Matrix (EZM) produzieren (6, 7).
Bei gesunden Patienten liegen sie in 95 bis 98 % der Fille als inaktive VICs, qVICs (quiescent
state), vor und werden nur aktiviert, wenn es zu Verdnderungen des Gleichgewichts kommt (8).
Bei Aktivierung der VICs konnen diese sich zu Myofibroblasten, Osteoblasten und anderen
Zellen ausdifferenzieren (7). Unter physiologischen Bedingungen werden die Taschen der

Aortenklappe vor allem iiber Diffusion versorgt (4).



Zur Aortenklappe als Ganzes gehdren neben den Taschen auch weitere Strukturen der
Aortenwurzel, welche die Verbindung zwischen der Aorta ascendens und dem linken Ventrikel
beschreiben (9). Auch diese konnen bei pathologischen degenerativen Verdanderungen betroffen
sein (9). Der Aortensinus beinhaltet die drei Ausbuchtungen, Sinus valsalvae, die ringformig
um die Aortenklappen-Taschen auf aortaler Seite gelegen sind (9). Sie bestehen aus den drei
Schichten der Aortenwand, der Intima, Media und Adventitia (4). Die Ansatzstellen der Taschen
an der Aortenwand werden als Kommissuren bezeichnet (4). Zwischen diesen befinden sich

interleaflet triangles, welche eine etwas diinnere Kollagenschicht besitzen (9).

Aortale Seite
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Fibrosa 1 - ‘)m 7 O e =Y >t L
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Ventrikuldre Seite

Abb. 2: Histologischer Aufbau der Aortenklappentasche

Die Taschen der Aortenklappe bestehen aus den drei Schichten Lamina fibrosa, spongiosa und
ventricularis. Die Fibrosa hat einen hohen Kollagenanteil. Die Spongiosa besteht aus Proteoglykanen
und Glykosaminoglykanen, wahrend die Ventrikularis sich Uberwiegend aus Elastinfasern
zusammensetzt. Die Taschen sind auf der Oberflache von Endothelzellen umschlossen. Valvulare
interstitielle Zellen (VICs) finden sich in allen Schichten der Tasche. Abbildung erstellt mit (3), angelehnt
an (5, 8).

1.2 Degenerative Aortenklappenerkrankung (DAVD)
1.2.1 Epidemiologie und klinische Relevanz

Die degenerative Aortenklappenerkrankung (DAVD, degenerative aortic valve disease) ist
neben der arteriellen Hypertonie und koronaren Herzerkrankung die dritthdufigste
kardiovaskuldre Erkrankung im Erwachsenenalter (10). Dabei stellt die kalzifizierende

Aortenklappenstenose das hdufigste behandlungswiirdige Herzklappenvitium in Europa und
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Nordamerika dar (11, 12). Die Gesamtprivalenz der Erkrankung steigt aufgrund einer immer
alter werdenden Bevolkerung weiter an (12-14). Bei liber 65-Jéhrigen liegt die Inzidenz in den
westlichen Industrienationen zwischen 2 und 7 % (10, 14, 15). Eine Aortenklappensklerose, als
asymptomatische Vorstufe der Aortenklappenstenose, findet man sogar bei bis zu 26 % in
derselben Altersklasse (10, 15, 16). Bei 16 % dieser Patienten kommt es schlie3lich zu einer
Progression und zur Ausbildung einer kalzifizierenden Aortenklappenstenose (17). Die Ursache
dieser Progression ist noch unklar, so dass insbesondere die friithen Pathomechanismen einen
interessanten Gegenstand der Forschung darstellen (17). Zudem erhoht bereits die
Aortenklappensklerose das Risiko, an einem Myokardinfarkt oder einer anderen kardio-
vaskuldren Erkrankung zu versterben, um 50 % (16). Bei einer manifesten Aortenklappen-
stenose kann es zu belastungsabhingiger Dyspnoe, Angina pectoris Symptomatik und zu
kardialen Synkopen kommen (18, 19). Dabei korreliert der Grad der Kalzifikation der Klappe

mit der Schwere der Stenose und himodynamischen Auswirkung auf den Blutfluss (20).

Die einzige effektive Therapiemoglichkeit der kalzifizierenden Aortenklappenstenose stellt
derzeit ein offen-chirurgischer oder kathetergestiitzter Aortenklappenersatz dar (12, 20). Es
existiert bisher keine medikamentdse Therapie, welche eine Progression der Erkrankung
effektiv verlangsamt (12). Sobald Symptome auftreten oder eine schwergradige Stenose besteht,
betriigt das durchschnittliche Uberleben ohne chirurgische Intervention nur 2 bis 3 Jahre (21,
22). Daher ist es von groBBer Bedeutung, die frithe Pathophysiologie der DAVD zu erforschen
und in Zukunft moglicherweise bereits im Friihstadium praventiv ein Fortschreiten der

Erkrankung zu beeinflussen.
1.2.2 Risikofaktoren und Pathophysiologie der DAVD

Die Aortenklappenstenose ist eine progressive Erkrankung, bei der es iiber eine fortschreitende
fibrotisch-degenerative Verdickung der Taschen (Aortenklappensklerose) zu einer Kalzifi-
kation mit Obstruktion der Klappendffnungsfliche (Aortenklappenstenose) kommt (6, 7). Im
Endstadium fiihrt dieser Prozess zu einer linksventrikuldren Hypertrophie und Herzinsuffizienz

(23).

Heute weill man, dass sich die DAVD nicht rein passiv als Konsequenz des Alterns entwickelt,
sondern einen aktiven komplexen Prozess darstellt (7, 24). Zu den Risikofaktoren der

Aortenklappenstenose zihlen zum einen ein hohes Alter, mannliches Geschlecht, eine bikuspide
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Aortenklappe und genetische Faktoren (7, 15, 25). Zum anderen gehdren aber auch
modifizierbare Faktoren, wie arterielle Hypertonie, Ubergewicht, Diabetes mellitus,
Niereninsuffizienz, Rauchen, Hyperlipoproteindmie und Hypercholesterindmie dazu (7, 15, 25,

26).

Obwohl das Risikoprofil der DAVD &hnlich zu atherosklerotischen Verdnderungen ist, gibt es
Unterschiede in den genetischen und zelluliren Mechanismen beider Erkrankungen.
Myofibroblasten sind in der Pathophysiologie der Aortenklappenstenose die wegweisenden
Zellen, wihrend smooth muscle cells (SMCs) eine iibergeordnete Rolle in atherosklerotischen
GefidBlasionen spielen (23, 27). Zudem entwickeln nicht alle Patienten mit einer koronaren
Herzerkrankung auch eine klinisch manifeste Aortenklappenstenose (27, 28). Somit sind

weitere Entstehungsmechanismen der DAVD wichtig.

Als initiierende Faktoren der DAVD werden turbulente Stromung und mechanischer Stress auf
der aortalen Seite der Taschen angesehen (29). Diese fiihren zu einzelnen, an mehreren Orten
lokalisierten Endothelzellschiden (29). Lipoproteine aus dem Blutplasma, wie low density
lipoprotein (LDL) und Lipoprotein(a), konnen so in den subendothelialen Schichten
akkumulieren und oxidativ modifiziert werden (6, 8, 23). Durch den mechanischen Stress und
oxidativ verdnderte Lipoproteine werden inflammatorische Prozesse in Gang gesetzt, liber die
der endotheliale Oberflichenmarker, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), exprimiert
wird (8, 30-33). VCAM-1 vermittelt dann die Migration von monozytéiren Zellen und T-Zellen
aus dem Blutplasma in das subendotheliale Gewebe (23, 34). Die eingewanderten Makrophagen
nehmen die oxidierten Lipoproteine auf und akkumulieren im Gewebe zu Schaumzellen (7). In
der frithen Phase der Erkrankung entstehen dadurch early lesions als fokale Verdickungen des
Gewebes mit einer histologisch sichtbaren Verschiebung der subendothelialen elastischen
Lamina (35).

Uber den Einfluss von weiteren inflammatorischen und pro-fibrotischen Zytokinen, wie tumor
necrosis factor alpha (TNFo) oder transforming growth factor beta (TGFp), wird eine
Subpopulation der ruhenden Fibroblasten (VICs) zu Myofibroblasten aktiviert und zu einer
vermehrten Proliferation und Produktion von EZM-Bestandteilen und Kollagen angeregt (36-
40). Die dadurch ebenfalls sezernierten Matrix-Metalloproteasen (MMPs) spalten die
produzierten Kollagenfasern und begiinstigen eine Desorganisation (remodeling) der EZM und

eine fortschreitende Fibrose (8, 36). Durch die vermehrte Apoptose der VICs entstehen zudem
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Apoptosekorperchen, die bereits in frilhen Phasen der DAVD zur Mikrokalzifikation des
Gewebes iliber Kalzium- und Phosphatablagerung in Form von Hydroxyapatit-Kristallen
beitragen (6, 8, 41). Ein Teil der Myofibroblasten differenziert sich im Verlauf zu osteoblastéren
VICs (phénotypischer Wandel), welche weitere osteochondrogene Marker, wie Osteopontin,
Osteocalcin, bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) und alkalische Phosphatase (ALP),
exprimieren und schlieBlich zu einer Kalzifikation und Ossifikation des Gewebes fiihren (8, 36).
Die osteogene Metaplasie des Gewebes erfolgt dabei bei ca. 11 % der Patienten mit
kalzifizierten Aortenklappen (42). Im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung werden die
beschriebenen Prozesse durch Angiogenese weiter aufrechterhalten, so dass eine Rekrutierung
weiterer inflammatorischer Zellen stattfindet (6). Diese Abldufe werden vereinfacht in Abb. 3

zusammengefasst.

Somit stellt nach heutigem Kenntnisstand eine chronische Inflammation des Gewebes mit
kontinuierlicher Sekretion von Zytokinen und pro-fibrotischen Faktoren den zentralen Motor
fiir den fortschreitenden Umbau des Gewebes (Biomineralisierung) und die klinische
Progression der Erkrankung dar (13). Daher gilt es, die friilhen Phasen der Erkrankung zu

erforschen und potentielle pharmakologisch beeinflussbare Zeitpunkte zu detektieren.
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Abb. 3: Pathophysiologie der Aortenklappenstenose

Schematisch vereinfacht dargestellt ist die Progression der Aortenklappenstenose in der AK-Tasche mit
den friihen Phasen der Lipidinfiltration und Inflammation und den spaten Phasen der Fibrose und
Kalzifikation. Durch Endothelzellschaden auf aortaler Seite der Taschen diffundieren Lipide in das
Gewebe und werden oxidativ verandert. Oxidativer Stress aktiviert das Endothel Gber eine VCAM-1
Expression und die Diapedese von T-Zellen und Makrophagen. Diese sezernieren Zytokine, die die
phanotypische Umwandlung der Fibroblasten zu Myofibroblasten begilinstigen. Myofibroblasten
produzieren Kollagen und sezernieren Matrix-Metalloproteasen (MMPs), welche zur Desorganisation
der extrazelluldren Matrix (EZM) und zu einer Fibrosierung beitragen. Einige Myofibroblasten gehen in
Apoptose, andere wandeln sich mit der Zeit zu Osteoblasten um. All diese Wege flihren schlie3lich zur
Biomineralisierung bzw. Kalzifikation des Gewebes. Der Teufelskreis wird durch Neoangiogenese und

Anfluten weiterer Immunzellen aufrechterhalten. Abbildung erstellt mit (3), angelehnt an (6, 8, 23, 43).
1.3 Bisherige Tiermodelle der Aortenklappenstenose

Realitdtsnahe Tiermodelle sind in der Forschung besonders wichtig, um neue Erkenntnisse zur
Pathophysiologie der Erkrankung zu gewinnen und medikamentdse Studien durchzufiihren. Ein
bedeutendes Tiermodell zur Erforschung der DAVD wurde von der Arbeitsgruppe von Weiss
et al. etabliert (44). Sie untersuchten die Einwirkung der Risikofaktoren hohes Alter und

Hypercholesterindmie auf die Entwicklung einer Aortenklappenstenose in low-density
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Lipoprotein Rezeptor-defizienten, nur Apolipoprotein B100-enthaltenden Méausen (44). Zudem
stellten sie zum ersten Mal im Tiermodell fest, dass oxidativer Stress im Gewebe der
Aortenklappe vorhanden war. Dieses Ausgangsmodell wurde daraufhin in vielen weiteren
Studien angepasst und fiir neue Fragestellungen verwendet (45-48). Darauf aufbauend konnten
Liberman et al. im hypercholesterindmischen Kaninchen-Modell eine erhohte ROS-Produktion
um kalzifizierende Herde zeigen (49). Auch weitere Risikofaktoren der DAVD, wie die
arterielle Hypertonie, wurden auf der Basis des Hypercholesterinimie-Modells untersucht (50).
Assmann et al. gelang es, eine systematische vergleichende Analyse der Aortenklappen-
degeneration in Ratten durchzufiihren, welche pro-degenerative Nahrungsbestandteile in
unterschiedlichen Kombinationen und Anteilen beinhaltete (51). Dariiber hinaus induzierte die
Arbeitsgruppe von Honda et al. eine hidmodynamisch relevante kalzifizierende
Aortenklappenstenose liber eine direkte mechanische Schiadigung der Klappe durch einen Draht
(52). Obwohl einige Tiermodelle auf einen Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und
Aortenklappenstenose hinwiesen (44, 49, 53), wurde ein isolierter und die Degeneration der

Aortenklappe auslosender Effekt von ROS noch nicht in einem in vivo Modell erforscht.

1.4 Reaktive Sauerstoffspezies

1.4.1 Aufbau und Funktion

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) sind chemisch reaktive Molekiile,
die Sauerstoff (O2) enthalten. Zu den ROS gehdéren zum einen stabile Oxidantien, wie
Wasserstoffperoxid (H202) und Peroxynitrit (ONOO-) (54, 55). Zum anderen zihlen auch freie
Radikale mit ungepaarten Elektronen, wie Superoxidanionen (O2-—) und Hydroxyl-Radikale

(HO"), dazu (54, 55).

ROS sind in vielen physiologischen Kdrperfunktionen beteiligt. So sind sie unabdingbar in der
zelluldren Immunabwehr von Pathogenen, in der Atmungskette der Mitochondrien, in der
Regulation von Enzymen, Hormonen und der DNA-Transkription (55). Zudem ist H,O> ein
zelluldrer Botenstoff (56). Bei der ROS-Generierung sind Enzyme, wie Xanthin-Oxidase,
NADPH-Oxidase (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase), Lipoxygenase und
entkoppelte NO-Synthase (nitric oxide synthase), sowie Mitochondrien beteiligt (55, 57).
Endogene antioxidative Enzyme, wie die Katalase, Glutathion-Peroxidase und Superoxid-

Dismutase neutralisieren ROS, um die Homoostase der Zellen aufrecht zu erhalten (58).
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Niedrige ROS-Konzentrationen scheinen im Rahmen der Mitohormesis einen protektiven
regulierten Effekt gegen Zellschdden aufzuweisen (59). Im Gegensatz dazu fiihrt eine
Dysbalance zwischen ROS-Produktion und antioxidativen Schutzmechanismen zu
pathologischen Verdnderungen des Gewebes und zu einer Entstehung von oxidativem Stress
(60). Dieser fithrt konsekutiv zu Lipidperoxidation, Proteinmodifikation, DNA-Schiden,

Apoptose und vor allem auch zu einer chronischen Inflammation (58).
1.4.2 Rolle in der DAVD

Es wurde bereits gezeigt, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in der Pathophysiologie von
kardiovaskuldren Erkrankungen, wie Atherosklerose oder arterielle Hypertonie beteiligt sind
(61-63). So fiihrt oxidativer Stress iiber osteogene Differenzierung der vaskuliren SMCs zu
einer fortschreitenden Kalzifikation von atherosklerotischen Lésionen (64). Die Existenz von
reaktiven Sauerstoffspezies, wie Superoxid und Wasserstoffperoxid, wurde auch in der
kalzifizierenden Aortenklappenstenose beschrieben (44, 49, 65, 66). In weiteren Studien an
humanen Aortenklappen ergaben sich Hinweise darauf, dass ROS an der Progression der
Erkrankung beteiligt sind (66, 67). So fordert oxidativer Stress den phénotypischen Wechsel
von VICs iiber eine Hochregulation von pro-osteogenen und pro-fibrotischen Genen und setzt
dadurch die pathologische Kaskade der Kalzifikation fort (7, 68). Gleichzeitig sind in
kalzifizierten Aortenklappen antioxidative Enzyme herunterreguliert (65, 68). Zudem befinden
sich oxidativ verdnderte Phospholipide in hoherer Konzentration in explantierten kalzifizierten
Aortenklappen (69). Es wurde aullerdem gezeigt, dass diese zu einer schnelleren Progression

der Erkrankung beitragen (70).

Die Mechanismen zur Initiierung des valvuldren oxidativen Stresses sind zwar noch nicht
ausreichend erforscht, jedoch liefern einige Studien Hinweise auf eine Beteiligung des
Endothels an der Pathogenese. Im Gegensatz zur Atherosklerose, findet sich in kalzifizierten
Regionen der Aortenklappe keine erhohte Aktivitit der NADPH-Oxidase, so dass von Miller et
al. eine Genese von reaktiven Sauerstoffspezies iiber eine Entkopplung der endothelialen NO-
Synthase (eNOS) postuliert wurde (65, 71). Anstelle des protektiven antiinflammatorisch
wirkenden Stickstoffmonoxids (NO) werden dadurch mehr Superoxid-Radikale gebildet (72,
73). Zudem konnten Farrar et al. einen Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und

endothelialer Inflammation iiber eine erhohte Expression von VCAM-1 nachweisen (74). Fiir



eine frithe Beteiligung von ROS in der Pathogenese spricht auch, dass DNA-Schéiden bereits in
frithen asymptomatischen Stadien detektiert werden konnten (68). Bei der Aortenklappen-
sklerose, der Vorstufe der kalzifizierenden Aortenklappenstenose, konnte sogar eine
Inhibierung des Gewebeumbaus durch die Gabe von antioxidativ wirkenden Enzymen in einem

in vivo Tiermodell erreicht werden (53).

Diese Erkenntnisse unterstreichen die Bedeutung von weiterflihrenden Studien zu oxidativem
Stress in der Pathophysiologie der DAVD, um méglichst frithzeitig modulierend in den Verlauf
eingreifen zu konnen. Dennoch fehlen weiterhin dynamische Tiermodelle, in denen die aktive
Rolle von ROS bereits in frilhen Phasen der Aortenklappenstenose lokal analysiert und

quantifiziert werden kann (65, 68).

1.5 Induktion von ROS iiber die photodynamische Reaktion (PDR)
1.5.1 Definition und Prinzip der PDR

Die photodynamische Therapie stellt eine bewidhrte Behandlungsmethode von
Krebserkrankungen und anderen nicht-onkologischen Erkrankungen dar, die auf der
photodynamischen Reaktion (PDR, photodynamic reaction) basiert (75). Nach der
systemischen oder lokalen Applikation eines Photosensibilisators (PS) wird dieser mit Licht
einer bestimmten Wellenldnge bestrahlt und zur Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies

angeregt (76, 77).

Es gibt zwei Mechanismen der PDR. In der Typ I Reaktion wird ein Elektron oder Proton des
angeregten PS auf ein Substrat im Gewebe, wie z.B. die Zellmembran, {ibertragen und bildet
dadurch freie Radikale, wie Superoxidanionen (78, 79). Konsekutiv entstehen durch weitere
Kettenreaktionen Wasserstoffperoxid, Hydroxyl-Radikale oder Peroxynitrit (78, 79). Dagegen
wird in der Typ II Reaktion die Energie des PS direkt auf Sauerstoff im Gewebe ilibertragen und
hochreaktiver Singulett-Sauerstoff generiert (78, 79).

Neben den PS der ersten Generation, zu denen Himatoporphyrin-Derivate zéhlen (80), werden
zunehmend PS der zweiten Generation entwickelt, die deutliche Vorteile in ihrer Reinheit, im
Ausmall der ROS-Produktion, in der Tiefenwirkung und bei der Reduzierung von
unerwiinschten Nebenwirkungen zeigen (79). Die Entwicklung von PS der dritten Generation

zur weiteren Erhohung der Selektivitit ist aktuell noch Gegenstand der Forschung (81).
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Nach Applikation eines PS bindet dieser an Serumproteine, wird im Gefd3system verteilt, bindet
an Endothelzellen und wird intrazelluldr aufgenommen (82). All diese Schritte sind abhingig
von den Eigenschaften des verwendeten PS. Je nach Lokalisation des PS zum Zeitpunkt der
Bestrahlung entstehen Zellschiaden durch vaskuldre ischdmische Effekte mit Thrombosierung
der GefaB3e, durch direkten Zelltod {iber Apoptose bzw. Nekrose oder durch Inflammation und

Zytokinausschiittung mit konsekutivem Anlocken von Immunzellen (Chemotaxis) (82).

Neben der Bestrahlung des Gewebes von auBlen untersuchten einige Studien die Effekte der
PDR bei einer intravaskuldren Laserapplikation (83-85). Die meisten Arbeitsgruppen bezogen
sich dabei auf Kurzeiteffekte von ROS, wie direkte endotheliale Schiaden oder Thrombus-
Formationen (83, 86). Minol et al. analysierten jedoch die Langzeiteffekte der PDR mit Rose
Bengal und einem Griinlichtlaser auf die vaskuldre Degeneration der abdominellen Aorta der
Ratte in vivo (85). Hier konnte die Arbeitsgruppe eine lokale Degeneration der Gefawand acht
Wochen nach der Intervention zeigen. Die Effekte einer intravaskuldiren PDR-Applikation in

direkter Nédhe der Aortenklappe wurden jedoch bisher noch nicht untersucht.

Photosensibilisator

Rotlicht (unerregter Zustand)
Laser
Biomolekdil Sauerstoff
TV | Photosensibilisator Tvo I
yp (erregter Zustand) yp
Singulett-
Sauerstoff

Abb. 4: Typ | und Typ Il — photodynamische Reaktion
Dargestellt ist ein Schema zum Verstandnis der Typ | und Typ Il — photodynamischen Reaktion (PDR).

Nach Anregung des Photosensibilisators mit einem Rotlichtlaser wird die Energie auf ein Substrat im
Gewebe Ubertragen und es entstehen ROS (Typ I). Die Energie kann aber auch direkt auf Sauerstoff
Ubertragen werden, so dass Singulett-Sauerstoff gebildet wird (Typ I1). Abbildung erstellt mit PowerPoint,
angelehnt an (78, 79, 87).
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1.5.2 Photodynamische Reaktion mit Foscan®

In diesem Projekt nutzten wir mTHPC (5,10,15,20-Tetra(m-hydroxyphenyl)chlorin, Abb. 5) mit

OH Handelsnamen Foscan® und generischer Bezeichnung

O Q oy Temoporfin, welches 2001 fiir die Behandlung von
Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Nackenbereich in

Europa zugelassen wurde (88). Foscan® ist ein Porphyrin, das

HO zur zweiten Generation der Photosensibilisatoren gehort und
O O durch rotes Licht mit einer Wellenldnge von 652 nm angeregt

HO wird (89). Dabei erreicht das Licht eine Gewebetiefe bis zu

Abb. 5: Chemische Struktur

von mTHPC (Foscan®) 15 mm, so dass eine Wirkung in tiefer gelegenen Schichten

generiert werden kann (90). Nach der Applikation bindet
Foscan® an Proteine im Plasma und wird schlieBlich mit unterschiedlichen zeitlichen Latenzen
in den verschiedenen Geweben aufgenommen (91, 92). Die konkrete Wirkung der PDR ist
wesentlich abhédngig von der subzelluliren Lokalisation des Foscans® zum Zeitpunkt der
Bestrahlung (93). Cramers et al. und Jones et al. zeigten, dass eine Anreicherung des
Temoporfins in Tumorzellen im Maus- (91) bzw. Rattenmodell (92) nach 24 Stunden erfolgte,
wihrend nach 2 Stunden ein vaskulérer Effekt der PDR erzielt werden konnte (91, 92). Zudem
lag zum Zeitpunkt 24 Stunden ein Aquilibrium in der Foscan®-Verteilung zwischen Plasma

und Herz vor (91).

Zusitzlich zu beachten ist die Leistungsdichte des Lasers (94). Bei einer Dichte iiber 1 W/cm?
kann der Laser zu einer Koagulation und Nekrose des Gewebes fiihren. Dagegen kommt es bei
einer zu geringen Leistungsdichte zu Streuung, Reflektion und somit Wirkabschwéchung des
Lichtes in tiefen Gewebeschichten (94, 95). Diese Effekte sind zudem wesentlich abhédngig von
Bestrahlungsdauer, Gewebeart, Wellenlinge und Energiedichte des Lichtes (94).

Anhand der oben genannten Vorkenntnisse wurde fiir unseren Versuchsaufbau eine 60-miniitige
Laserapplikationsdauer 24 Stunden nach der Foscan®-Gabe und eine Leistungsdichte von
0,1 W/cm? gewéhlt. Anders als in anderen Projekten zur onkologischen Forschung war das Ziel
dieser Arbeit nicht, die unmittelbare Apoptose oder Nekrose der Zellen herbeizufiihren, sondern
eine nachfolgend hohe Exposition mit ROS zu erzeugen, welche Signalkaskaden der

Aortenklappendegeneration in Gang setzen konnte.
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1.6 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, den isolierten, lokalen Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
auf die Aortenklappendegeneration in einem in vivo Tiermodell ndher zu erforschen. In den
bisherigen Studien wurde mehrfach eine Beteiligung von ROS in der Pathologie der
kalzifizierenden Aortenklappenstenose gezeigt und diskutiert (vgl. 1.4.2). Die meisten Studien
untersuchten hierbei allerdings die systemische Wirkung verschiedener Einflussgrofen auf die
Degeneration. Ein Tiermodell, in dem ROS als isolierter Expositionsfaktor unmittelbar an der
Aortenklappe generiert und dessen Auswirkungen im lebenden Organismus langfristig

beobachtet werden konnen, wurde bisher jedoch nicht angewandt.

Um ROS zu erzeugen, wird in diesem Projekt das bereits etablierte Verfahren der
photodynamischen Reaktion verwendet. Durch den Biosensibilisator Foscan® und einen
Rotlichtlaser (652 nm; 1 mW; 0,1 W/cm?) wird direkt an der Aortenklappe der Ratte unter
moglicher Minimierung von systemischen Nebenwirkungen oxidativer Stress generiert. Hierbei
muss jedoch sichergestellt werden, dass etwaige Verdnderungen am Gewebe auf den Einfluss
von ROS zuriickzufithren sind. Diesbeziiglich wird zum einen die Wirkung des oxidativen
Stresses bei Tieren der ROS-Gruppe untersucht. Zum anderen soll aber auch eine mogliche
physikalische Wirkung der nicht-aktivierten Laserfaser (Sham-Gruppe) und des aktivierten

Lasers ohne vorherige Foscan®-Applikation (Laser-Gruppe) analysiert werden.

Der Fokus dieser Arbeit liegt hierbei auf der Untersuchung von langfristigen Effekten (t = 84 d
und t=164 d) einer hohen Exposition mit oxidativem Stress auf die Aortenklappe. Zur
weiterfilhrenden Einordnung dieser Ergebnisse sollen auch Vergleiche mit den kurzfristigen
Effekten (t = 0 d und t = 8 d) von ROS erfolgen. Hierzu wurden auch bisher unverdffentlichte
Ergebnisse der Arbeitsgruppe (Laura Jacobi) herangezogen (sieche 2.5 und Tabelle 1).
Diesbeziiglich werden histologische und histochemische Analysen von explantierten
Aortenklappen der ROS-, Laser- und Sham-Gruppe durchgefiihrt mit den folgenden
Schwerpunkten:

1. Morphologische Verdnderungen der Aortenklappe durch oxidativen Stress
2. ROS-induzierte inflammatorische Antwort des Endothels und der Immunzellen

(Makrophagen und T-Zellen)
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3. Mogliche Folgen des mechanischen oder physikalischen Einflusses der Laserfaser bzw.

der Laserstrahlung auf das Gewebe der Aortenklappe

Ein Tiermodell, welches iiber lokal applizierten oxidativen Stress eine Aortenklappen-
degeneration initiiert, konnte als Grundlage fiir weitere pathophysiologische und

pharmakologische Studien der Erkrankung dienen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Material

Herstellerinformationen

Aceton

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr.: 5025.6

Albumin Fraction V

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr.: 8076.3

Aqua destillata

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken,
Deutschland, Kat.-Nr.: 18880

BSA (Bovines Serumalbumin)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland, Kat.-Nr.:
A9418

Buprenorphin

Animalcare Limited, York, Grof3britannien, Kat.-Nr.:
401045.00.00

DAB Substrate Kit

Zytomed Systems, Berlin, Deutschland, Kat.-Nr.:
DABS530

DAKO-Pen DAKO, Glostrup, Danemark, Kat.-Nr.: S2002
Deckgldser 24 x 50mm Engelbrecht GmBh, Edermiinde, Deutschland, Kat.-
Nr.: K12450
Deckglaser 24 x 60 mm Engelbrecht GmbH, Edermiinde, Kat.-Nr.: K12460

Einbettschalchen Kunststoff
17x 17 x 5 mm

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland, Kat.-Nr.:
31051717

Eindeckmedium Roti Histo Kit 11

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr.: T160.2

Fosin B

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, Kat.-Nr.:
861006

Essigsdure 100 %

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr.: 6755.2

Ethanol (70 %, 96 %, 99,5 %)

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken,
Deutschland
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Falcon 15 ml

Greiner Bio-One International, Kremsmiinster,
Osterreich, Kat.-Nr.: 188271

Falcon 50 ml Greiner Bio-One International, Kremsmiinster,
Osterreich, Kat.-Nr.: 227261
Filterpapier 240 mm Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr.: Y856.1

Formalin 4 % (Roti-Histofix)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr.: P087.3

Hématoxylin

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, Kat.-Nr.: 6765009

Heparin 25000 IE/ 5 ml

Panpharma GmbH (Rotexmedica), Trittau,
Deutschland, Kat.-Nr.: PZN-3862340

Isofluran

Piramal Critical Care, Mumbai, India, Kat.-Nr.:
66794-017

Isopentan (2-Methylbutan)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr.: 3927.2

Ketamin

Pfizer, New York, USA, Kat.-Nr.: 3151811

KP-CryoCompound

Klinpath aVWR Company, Duiven, Niederlande,
Kat.-Nr.: VWRK1620-C

Leica Eindeckmedium

Leica Biosystem, Nussloch, Deutschland, Kat.-Nr.:
14070937891

Mayers Hdmalaun Losung

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Kat.-Nr.:
109249-0500

Natriumchlorid (NaCl) 0,9 %

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

Objekttrager SuperFrost Plus

R. Langenbrinck, 76x26x1 mm, Emmendingen,
Deutschland, Kat.-Nr.: 03-0060 -korrekt

Phosphate buffered saline (PBS)

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, Kat.-Nr.:
P4417

Salzséure rauchend 37 %

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Kat.-Nr.:
1003171000
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Temoporfin (Foscan®/ mTHPC)

Biolitec Pharma, Jena, Deutschland,
Zulassungsnummern: EU/1/01/197/003
EU/1/01/197/004 EU/1/01/197/005

Tierfutter

Standard-Pellets mit 2 % Cholesterin und 1,5 %
Phosphat (Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
Deutschland, S3544-SO12 SMR/M-H)

Tris(hydromethyl)-aminomethan

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, Kat.-Nr.:

1. 08382.2500

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, Kat.-Nr.:
T9284

Tween 20 Detergent

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, P1379 -
250mL

Wasserstoffperoxid 30 %

VWR International, Radnor, Pennsylvania, Kat.-Nr.:

23622.298

Xylazin

Bayer, Leverkusen, Deutschland, Kat.-Nr.: 1320422

Xylol

VWR International, Radnor, Pennsylvania, Kat.-Nr.:

28975.325

Zentrifugenrohrchen 1,5 ml

Clearline Biosigma, Cona VE, Italien, Kat.-Nr.:
390689

2.2 Antikorper

Antikorper

Verdiinnung Herstellerinformationen

Alexa Fluor 488
(goat anti-rabbit)

1:200

Invitrogen - Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA, Kat.-
Nr.: A11070

Alexa Fluor 546
(goat anti-mouse)

1:200

Invitrogen - Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA, Kat.-
Nr.: A11030
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Anti-CD3 (rabbit) 1:300 Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland, Kat.-Nr.: C7930-2ML

Anti-CD68 (mouse) 1:200 Abcam, Cambridge, UK, Kat.-Nr.:
ab31630

Anti-Cleaved Caspase 3 1:500 Cell Signaling Technology, Leiden,

(Asp 175, rabbit) Niederlande, Kat.-Nr.: 9664S

Anti-VCAM-1 (rabbir) 1:500 Abcam, Cambridge, UK, Kat.-Nr.:
ab134047

DAPI (4',6-Diamidin-2- 1:1000 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland,

phenylindol) Kat.-Nr.: 6335.1

Peroxidase-AffiniPure 1:500 Jackson ImmunoResearch

(goat anti-rabbit)

Laboratories, Inc.,West Grove,
USA, Kat.-Nr.: 111-035-003

2.3 Laborgerite

Gerit

Herstellerinformationen

Brutschrank + 37 °C

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA, Heracell
2401

Continuous Wave (CW) -

Biolitec Pharma, Jena, Deutschland

Rotlichtlaser

Durchlichtmikroskop Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland,
DM 2000

Fluoreszenzlampe Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland,

EL6000

Gefriermikrotom (Kryotom)

Leica, Wetzlar, Deutschland, Leica CM 1950

Kiihlschrak + 4 °C

Liebherr, Biberach an der Riss, Deutschland,
Comfort KSD 3534
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Kiihlschrank - 20 °C

Robert Bosch Healthcare GmbH, Waiblingen,
automatic GTA 50

Kiihltruhe - 80 °C

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Revco, Modell:
PULT14903-V12

Kiihlzentrifuge Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz,
Deutschland, Kat.-Nr.: 5804 R

Magnetriihrer Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr.: MH15

Mikroskopkamera Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland,
DFC425C

Narkosegasbehilter Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim,
Deutschland, ARHNO159 / Dragerwerk AG Liibeck

Narkosegasgerét UGO Basile S.R.L., Comerio, Italien, Model 7025

OP-Lampe Dr. March GmbH & Co. KG, Ebersberg,

Deutschland, Triaflex

OP-Mikroskop

Nikon Instruments, Amsterdam, Niederlande, SMZ-
1-Zoom-Stereomikroskop

Schiittel- und Mixgerit

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach,
Deutschland, Ser.-Nr.: 040107658

Stickstofftank Taylor Wharton, Minnesota, 35VHC

Tischabzugshaube Wrt Laborbau GmbH, Stadtlohn, Deutschland, Typ
maxxima 2001, Kat.-Nr.: 17840

Ultraschallgerit Philips Healthcare, Hamburg, Deutschland, HD11
XE Ultrasound system, 15 MHz Schallkopf

Waage Sartorius, Gottingen, Deutschland, Kat.-Nr.: BP110S
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2.4 Software

Software Herstellerinformationen

Endnote Version X9, Clarivate Analytics

Excel Office 2010 Microsoft, Redmond, USA

GraphPad Prism 6.01 GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifornien, USA

ImageJ mit BioVoxxel Erginzung Win 64, Rasband, National Institutes of Health, USA,

BioVoxxel Toolbox: Jan Brocher

IrfanView Version 4.40, 64 bit, Irfan gkilj an

Leica Software Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Leica
Application Suite Version 3.8

Powerpoint Office 2019 Microsoft, Redmond, USA

Word Office 2010 Microsoft, Redmond, USA

2.5 Studienaufbau

In diesem Projekt sollte der Einfluss von oxidativem Stress auf histologische und
histochemische Verdnderungen des Aortenklappengewebes in einem in vivo Tiermodell
analysiert werden. Hierzu wurden reaktive Sauerstoffspezies intraoperativ mit Hilfe der
photodynamischen Reaktion direkt an der Aortenklappe von Ratten generiert. Die PDR erfolgte
hierbei durch die Ubertragung der Energie eines Rotlichtlasers auf den vorher applizierten
Biosensibilisator Foscan®. In Vorstudien wurde die ideale Bestrahlungszeit des Lasers
ermittelt, bei der die hochstmogliche ROS-Erzeugung vorlag und gleichzeitig Laser-induzierte
Schiden vermieden werden konnten (Daten von Laura Jacobi). Die optimale Bestrahlungsdauer
wurde dabei bei 60 min festgelegt. Die Expositionsgruppe (ROS-Gruppe) wurde mit zwei
Kontrollgruppen (Sham- und Laser-Gruppe) verglichen (n = 7):
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1) Die ROS-Gruppe erhielt 24 Stunden vor der Bestrahlung eine Foscan®-Injektion iiber die
Schwanzvene.

2) In der Laser-Gruppe wurde die Bestrahlung aktiviert, aber kein Foscan® appliziert.
3) Die Sham-Gruppe erhielt weder eine Foscan®-Injektion noch eine Aktivierung der

eingefiihrten Laserfaser.

Mit Hilfe der Kontrollgruppen sollten mogliche physikalische Effekte des Lasers und
mechanisch bedingte Schidden durch die Laserfaser von den Effekten der PDR abgegrenzt
werden. In Vorstudien des Projektes wurden zudem bereits Kurzzeitetfekte der Intervention fiir
die Zeitpunkte 0 und 8 Tage mit Hilfe der Farbung Hamatoxylin-Eosin (Morphologie) und der
Detektion von Cleaved Caspase 3 (Marker apoptotischer Zellen) und VCAM-1 (endothelialer
Oberfldichenmarker) analysiert. In diesem Projekt stand die Langzeitanalyse der genannten

Marker zu den Zeitpunkten 84 und 168 Tage im Fokus (Tabelle 1).

Der Einfluss von Inflammation auf die Aortenklappe stellte in der Forschung zur DAVD immer
wieder den zentralen Faktor in der friihen Pathogenese dar (vgl. 1.2.2). Daher wurde zusétzlich
der Einfluss der ROS-induzierten zelluldren Inflammation mit Hilfe der CD3- (T-Zellen) und
CD68- (Makrophagen) Immunfluoreszenz-Farbung analysiert. Dazu wurden in dieser Arbeit
sowohl die kurzfristigen (t = 0 Tage, t = 8 Tage) als auch die langfristigen Effekte (t = 84 Tage,
t =168 Tage) von oxidativem Stress auf die CD3 und CD68-Expression im Gewebe untersucht

und verglichen (Tabelle 1).

Insgesamt wurden bei n = 7 pro Interventionsgruppe und Explantationszeitpunkt Aortenklappen

von 84 Ratten analysiert.
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Explantations- Hématoxylin- Cleaved VCAM-1 - CD68- und

Zeitpunkt in Eosin Farbung  Caspase 3- Immunbhisto- CD3- Immun-

Tagen Immunbhisto- chemie fluoreszenz
chemie

t=0d y y y X

t=8d y y y X

t=84d X X X X

t=168d X X X X

Tabelle 1: Ubersicht der durchgefiihrten Analysen und Fiarbungen

Die Tabelle gibt einen Uberblick tiber die Analysen und Farbungen fiir die jeweiligen Explantations-
zeitpunkte. Mit ,x“ markiert sind die in dieser Arbeit eigenstdndig durchgefiihrten Analysen und
Farbungen. Mit ,y* markiert sind die Ergebnisse bisher unverdffentlichter Vorarbeiten aus der

Arbeitsgruppe (Laura Jacobi), die zur Einordnung der eigenen Ergebnisse mit einbezogen wurden.

2.6 Herkunft und Haltung der Tiere

Fiir das Projekt standen weile ménnliche erwachsene Wistar Ratten mit einem Gewicht
zwischen 250 und 300 g zur Verfligung. Alle Ratten wurden von der Zentralen Einrichtung fiir
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-
Universitédt Diisseldorf zur Verfiigung gestellt. Der Tierversuchsantrag mit dem Aktenzeichen
84-02.04.2017.A153 wurde iiber das Landesamt fiir Natur-, Umwelt-, und Verbraucherschutz
genehmigt. Die Versuche wurden unter strikter Berilicksichtigung des deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt. Das gesamte Projekt wurde von dem strategischen

Forschungsfonds der Heinrich-Heine-Universitit gefordert.

Die Ratten wurden nach gesetzlichen Vorschriften in der ZETT unter einem 12-stiindigen Hell-
Dunkel-Rhythmus gehalten. Sie erhielten entkeimtes Wasser und die Fiitterung erfolgte ad
libitum nach einem Hartemodell mit Standard-Pellets, welche einen Zusatz von 2 % Cholesterin

und 1,5 % Phosphat beinhalteten.
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2.7 Ablauf der Intervention
2.7.1 Anisthesie und Analgesie

Alle MaBnahmen wurden unter inhalativer Allgemeinanésthesie mit Isofluran durchgefiihrt. Die
Einleitungsdosis betrug dabei 2-3 Vol. %. Nach Intubation der Ratte mit einer 14 G-Kaniile
wurde die Anisthesie mit einer Dosis von 1-1,5 Vol. % Isofluran aufrechterhalten. Eine
Analgesie der Tiere mit Buprenorphin wurde sowohl bei der Einfiihrung der Laserfaser, als auch
bei der Explantation und zur postoperativen Schmerzkontrolle durchgefiihrt. Dazu wurde
Buprenorphin subkutan 30 min préoperativ in einer Dosierung von 0,05 mg pro kg KG
appliziert. Nach der Laserapplikation erfolgte zusitzlich eine postoperative Buprenorphin Gabe

in einem 12 Stunden Rhythmus fiir 2 Tage.

Vor der Euthanasie durch Ausbluten und anschlieBender Explantation des Herzens wurden die
Tiere zusidtzlich mit einer intraperitonealen Gabe von Xylazin (10 mg pro kg KG) und Ketamin

(100 mg pro kg KG) in Vollnarkose versetzt.
2.7.2 Temoporfin Applikation

Als Biosensibilisator wurde Foscan® (meta-tetrahydroxyphenylchlorin, mTHPC) verwendet.
Die Foscan®-Injektion in die Schwanzvene der Ratte erfolgte 24 Stunden vor der
Laserbestrahlung im abgedunkelten Tier-Operationssaal des Labors der experimentellen
Chirurgie. Der 10-mintitige Eingriff erfolgte in Inhalationsnarkose mit Isofluran (vgl. 2.7.1).
Foscan® wurde in einer Dosierung von 0,3 mg pro kg KG verdiinnt mit 0,9 % NaCl-Losung

appliziert.
2.7.3 Einfiihrung der Laserfaser

Nach Induktion der Allgemeinnarkose mit Isofluran und Analgesie mit Buprenorphin (2.7.1)
wurde die Ratte auf einer Warmematte im OP-Bereich gelagert und die Wirkung der Anédsthesie
gepriift. Es wurde ausschlieBlich mit sterilem OP-Besteck gearbeitet. Nachdem die
Inzisionsstelle rasiert wurde, wurde ein 2 cm langer Schnitt gesetzt und die V. jugularis interna
auf der rechten Seite freigelegt. Dort fiihrte man einen zentralvendsen Katheter in Form einer
14 G Kaniile in das Gefdl ein. Dariiber fand die Heparingabe (300 IE pro kg KG) statt. Die
Laserfaser wurde unter echokardiographischer Kontrolle iiber die 4. carotis communis bis zur

Klappenebene eingebracht (Abb. 6). Dazu wurde das Gefdl zundchst distal ligiert und ein
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kleiner Schnitt zum Einbringen des 20 G Fiihrungskatheters gesetzt. In der Laser- und ROS-
Gruppe wurde eine intravaskuldre Bestrahlung mit dem Rotlichtlaser (CW, 652 nm, 1 mW,
0,1 W/cm?) durchgefiihrt. In der Sham-Gruppe blieb der Laser inaktiv. Nach 60 min wurde der
Katheter entfernt, das Gefdl proximal ligiert und die Inzisionsstelle zugendht. Eine
postoperative Analgesie mit Buprenorphin wurde begonnen (2.7.1). Zusétzlich fand eine
echokardiographische Kontrolle statt. Zuletzt wurde das Isofluran ausgeschlichen, das Tier

extubiert und beobachtet und schlieBlich zuriick in die Zentrale Einrichtung fiir Tierforschung

und Tierversuchsvorhaben gebracht. Dort wurde fiir zwei Tage die weitere Analgesie der Ratte

durchgefiihrt.

Abb. 6: Laserfaserimplantation

A: Die Laserfaser wurde zunachst Uber die A. carotis communis retrograd an die Aortenklappe

vorgeschoben. B: Die korrekte Lage der Faser wurde dann echokardiographisch gepriift.

2.7.4 Explantationen und Einbetten der Proben

Mit dem Ablauf des Beobachtungszeitraumes (sofort oder nach 8, 84, 168 Tagen) erfolgte die
Explantation der Proben. Nachdem das Tier sicher in Vollnarkose versetzt wurde (2.7.1),
erfolgte die Heparin-Gabe (300 IE pro kg KG) iiber die V. jugularis interna. Die Euthanasie der
Ratte fand durch Ausblutung statt. Dann wurde das Herz iiber eine mediane Sternotomie
vorsichtig herauspripariert und in einem 50 ml Falcon gewogen. Fiir die Probengewinnung
wurde die Aortenklappe zusammen mit einem kurzen Anteil der Aorta ascendens explantiert

(Abb. 7).
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Die Proben wurden in drei einzelnen 15 ml Falcon-Rohrchen, welche mit PBS gefiillt waren,
vom Operationstisch bis zum Arbeitsbereich transportiert. Danach folgte das Einlegen des
b | Gewebes in drei einzelne mit KP-

CryoCompound befiillte Einbettschilchen.

/ . Es wurde zudem markiert, in welche

: Richtung der proximale Gewebeanteil

] ' 5 et orientiert war. Um die Proben zu geftrieren,
”]!HIJ-IIII |I|Ikl|ll\1lll!ll|

- = ¢ 3 wurden diese in einem mit 2-Methylbutan

METRIC

INCHES I.)C\v“" OR Tl"'“d"“ geflillten Plastikbecherglas in Fliissig-

e lana 11 stickstoff ~gehalten. Diesen Vorgang
Abb. 7: Makroskopisches Aussehen einer wiederholte man bis zur Aushirtung des
Aortenklappe nach Explantation

Einbettmediums. SchliefSlich wurden die

In der Aufnahme ist eine explantierte Aortenklappe . . .
Proben im -80 °C Kiihlschrank bis zur

mit Anschnitt der Aorta (Pfeil) dargestellt. Der

Mafstab in inches ist als Lineal unter der Klappe  ‘velteren Verwendung aufbewahrt.

erkennbar.

2.8 Anfertigung von histologischen Schnitten am Gefriermikrotom

Vor Beginn der Schneidearbeit wurde das Priaparat aus der -80 °C Kiihltruhe herausgeholt und
im Innenraum des Gefriermikrotoms gelagert, damit es die Umgebungstemperatur von -20 °C
annahm. Die Einspannung der Préparate auf dem Objektkopf erfolgte standardisiert mit
derselben Ausrichtung des Gewebes bei allen Proben. In Abb. 8 ist die transversale Schnittebene
dargestellt, die beim Schneiden durch manuelle Einstellung am Kryostaten eingehalten werden
musste. Es wurden dann 5 pm dicke transversale Schnitte der Aortenklappe angefertigt, auf
welchen alle 3 Taschen in einer Ebene sichtbar waren (Abb. 8). Die Objekttriger enthielten 2
bis 3 Schnitte. Fiir bestimmte Farbungen war es notwendig einen Teil der Objekttriager
bei -80 °C zu lagern. Die restlichen Préparate wurden im -20 °C Kiihlschrank bis zur weiteren

Analyse autbewahrt.
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Abb. 8: Darstellung der Schnittebene der Aortenklappe

A: Langsschnitt des Herzens und Darstellung der Aortenklappe. Der gelb markierte Strich zeigt die
transversalte Schnittebene durch die Aortenklappe. B: HE-Bild einer Klappe aus der Sham-Gruppe. Die
Schnitte der Aortenklappe wurden transversal angefertigt (gelbe Linie in A), so dass alle drei Taschen in
einer Ebene sichtbar waren. T: Tasche, A: Anulus, K: Kommissur, M: Myokard, ao.: aortales Lumen,
ven.: ventrikuldres Lumen. Mafstab entspricht 500 pm. Abbildung A erstellt mit (3).

2.9 Kilassische Histologie - Himatoxylin-Eosin (HE)

Der Farbstoff Hdmatoxylin ist ein blauer Kernfarbstoff, der basisch ist und somit basophile,
saure Anteile im Gewebe anférbt. Das Eosin hingegen ist sauer und reichert sich in azidophilen
Bereichen als roter Farbstoff an. Somit werden die Zellkerne blau und das Zytoplasma rosa

angeférbt (96).

Zu Beginn der Farbung wurden alle Losungen hergestellt und in Glaskiivetten iiberfiillt. Die
Objekttrager wurden aus der -20 °C Kiihltruhe herausgeholt und mit Datum, Farbebezeichnung
und Kiirzel beschriftet. Danach wurden sie 1 min in Haimatoxylin, 1 min in Aqua dest., 1 min in
4-5 % Essigsédure, 1 min in Aqua dest. und 2 min unter flieBendes Leitungswasser gehalten. Als
Niéchstes schloss sich eine Abfolge von 1 min 70 % Alkohol und 15 min Eosinldsung an. Daran
anschliefend wurden die Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe fiir jeweils 1 min in
70 %, zweimal 1 min in 96 % und zweimal 1 min in 100 % Ethanol entwéassert. Zum Abschluss
wurden die Objekttrager nacheinander fiir jeweils 1 min in 2 Kiivetten mit Xylol eingetaucht.
Nach dem Trocknen wurden die Préparate mit Roti Histo Kit II und einem Deckglas blasenfrei

eingedeckt.
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Losungen Herstellung

Eosin-Ldsung 1 g Eosin; 100 ml Aqua dest.; 100 ml 100 % Ethanol; 200 pl Essigsdure
4-5 % Essigséure 10 ml konzentrierte Essigsdure (Eisessig); 190 ml Wasser
Hématoxylin gebrauchsfertige Losung

Tabelle 2: Herstellung der Losungen fiir die HE-Farbung

Die Auswertung der HE-Firbung erfolgte iiber Durchlichtmikroskopie in einer 10 und 20-
fachen VergroBerung. Dabei wurden detaillierte Aufzeichnungen zu der Integritit der

Klappenstruktur und zu degenerativen Prozessen angefertigt.

2.10 Immunhistochemie mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)
2.10.1 Allgemeines

Mit Hilfe der indirekten Immunhistochemie mit dem Substrat 3,3"-Diaminobenzidin (DAB) und
einem horse radish peroxidase (HRP)—gekoppeltem Sekundérantikorper wurde in zwei
getrennten Ansdtzen die Expression von bestimmten Antigenen untersucht. Dafiir nutzte man
unterschiedliche Primérantikorper. Im ersten Ansatz wurde Cleaved Caspase 3 und im zweiten
Ansatz vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) untersucht. Beide Farbeansitze wurden

nach dem Standardprotokoll aus dem Labor der Experimentellen Chirurgie durchgefiihrt.
2.10.2 Cleaved Caspase 3

Als integraler Bestandteil des Apoptose-Signalwegs wurde die Protease Caspase 3 in ihrer
aktivierten Form immunhistochemisch gefirbt (97). Zur Validierung wurde bei jeder Farbung
als Positivkontrolle ein Diinndarm-Schnitt der Ratte mitgefiihrt. Es wurden ausschlieflich

Schnitte genommen, die in der -80 °C Kiihltruhe gelagert wurden.

Nachdem die Objekttriager beschriftet und mit dem DAKO-Pen umrandet wurden, erfolgte die
Fixierung in 4 % Formalin fiir 10 min. Als nichstes wurden die Schnitte dreimal 1 min in PBS
(phosphate buffered saline) gewaschen, fir 10 min in 0,25 % Triton-X permeabilisiert und

schlieBlich erneut dreimal 1 min in PBS gewaschen. Um unspezifische Bindestellen im Praparat
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zu blockieren, wurden die Objekttrager fiir 60 min in 5 % BSA (Bovines Serum Albumin) aus
Albumin Fraction V, PBS und Tween 20 gelagert. Anschlieend wurden die Schnitte wieder fiir
dreimal 1 min in PBS gewaschen, bevor sie in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur fiir
60 min mit dem Primérantikdrper inkubiert wurden. Der Primérantikorper zur Detektion der
Cleaved Caspase 3 wurde mit filtriertem PBS in einer Konzentration von 1:500 verdiinnt. Auf
die Negativkontrollen wurde nur filtriertes PBS gegeben, damit die Schnitte nicht austrockneten.
Mit Ablauf der Zeit mussten die Préparate erneut in PBS gewaschen werden. Durch die Zugabe
von 3 % Wasserstoffperoxid (H202) fiir 10 min wurden im Gewebe vorhandene endogene
Peroxidasen blockiert. Damit vermied man unerwiinschte Interaktionen mit der horse radish
peroxidase am Sekunddrantikorper. Um das H>O» auszuwaschen, folgten dreimal 5 min
Waschschritte in PBS. AnschlieBend wurde auf jedes Praparat 50 ul des Sekundérantikdrpers
(goat-anti rabbit-HRP) in einer Verdiinnung von 1:500 pipettiert und bei Raumtemperatur fiir
45 min inkubiert. Hierauf folgten erneut dreimal 5 min Waschschritte in PBS. Danach wurden
die Objekttrager fir 10 min im #ris base puffer (TB-Puffer) gelagert. Das DAB wurde als
Gemisch aus Chromogen und Substrat-Puffer auf alle Schnitte pipettiert. Die Inkubationszeit
betrug genau 6 min. Zum Stoppen der Reaktion wurden die Préparate schlieBlich fiir 5 min in
TB-Puffer getaucht und 1 min in Aqua dest. gewaschen. Fiir die Kernfiarbung wurden die
Schnitte fiir 1 min in Mayers-Hamalaun-Losung {berfiihrt. Zur Entstehung der
charakteristischen blauen Firbung der Zellkerne wurden die Objekttriger kurz in
Leitungswasser, kurz in 1 % Salzsdure und fiir 5 min unter flieBendes Leitungswasser gehalten.
Als Letztes iiberfithrte man die Schnitte jeweils fiir I min in Aqua dest. und 99 % Ethanol.
Nachdem die Priparate getrocknet waren, wurden sie mit Roti Histo Kit und einem

Deckplattchen eingedeckt.
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Losungen Herstellung

0,25 % Triton-X 99,75 ml PBS und 250 pl Triton X

5% BSA 5g BSA, 100 ul Tween 20 und 99,9 ml PBS

(Bovines Serumalbumin)

3 % Wasserstoffperoxid 72 ml PBS-L6sung und 8 ml 30% H,O»

1 % Salzsiure 97,297 ml Aqua dest. und 2,703 ml 37 % HCL

10x TB-Puffer 1 1 Aqua dest. und 60,57 g Trisaminomethan, pH auf 7,6 einstellen (vor
Gebrauch 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen: 20 ml 10x-TB-Puffer und
180 ml Aqua dest.)

DAB 1000 ul DAB-Substrate-Buffer und 50 pl DAB-Chromogen (eine

Stunde vor Gebrauch herstellen, lichtgeschiitzt lagern)

Tabelle 3: Herstellung der L6sungen fiir die DAB-basierten Farbungen

2.10.3 Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)

Vascular cell adhesion molecule-l (VCAM-1) wird unter der Einwirkung von
inflammatorischen Zytokinen und ROS auf der Endotheloberfliche exprimiert (30, 34).
VCAM-1 vermittelt die Adhdsion und Transmigration von Leukozyten, Makrophagen und
T-Zellen (30, 34).

Die Anfiarbung von VCAM-1 erfolgte nach demselben Protokoll, wie bei der
Cleaved Caspase 3. Als Positivkontrolle zur Validierung der Firbung wurde bei jedem
Durchgang ein Milzschnitt der Ratte mitgefiihrt. Der Primérantikdrper wurde in einer
Konzentration von 1:500 in filtriertem PBS verdiinnt. Die Konzentration des
Sekundirantikdrpers (goat-anti rabbit — HRP) betrug 1:500. Die DAB-Einwirkzeit wurde in
mehreren Testreihen auf 6 min festgelegt. Die Losungen wurden genauso angesetzt, wie in

Tabelle 3 beschrieben.

Die VCAM-1 Féarbung wurde mittels eines semiquantitativen Scores, welcher in Vorarbeiten
durch Laura Jacobi im Labor fiir Experimentelle Chirurgie etabliert wurde, unter dem
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Durchlichtmikroskop ausgewertet. Die Evaluation erfolgte verblindet. Jede der drei Taschen,
der drei Anuli, sowie drei der Kommissuren erhielten einen Punktewert zwischen 0 und 5 (vgl.
Tabelle 4). Die Punktevergabe fiir die Tiere der Zeitpunkte t = 0 d und t = 8 d erfolgte im
Vorprojekt nach demselben Schema durch Laura Jacobi. Fiir die vergleichende Analyse der
Effekte von ROS auf die VCAM-1 Expression zwischen den Langzeit- und Kurzzeitversuchen

wurden diese Daten freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

VCAM-1 Score Definition

0 Keine braune Anfarbung

1 Anféarbung von einer einzelnen punktuellen Region

Anfirbung von mehreren, rdumlich getrennten punktuellen

2

Regionen
3 Flachenhafte Anfarbung von < 50 % der Region
4 Flachenhafte Anfarbung von > 50 % der Region
5 Anfarbung des gesamten Gewebes

Tabelle 4: Semiquantitativer VCAM-1 Score

Die Auswertung der VCAM-1 Farbung erfolgte mit dem semiquantitativen VCAM-1 Score und einer
Punktevergabe von 0 bis 5 fiir jede Region. Bei 3 Taschen, 3 Anuli und 3 Kommissuren ergaben sich

somit 9 Werte pro Klappe.

2.11 Immunfluoreszenz - CD3 und CD68

Die Anfiarbung der Oberflichenmarker CD3 (T-Zellen) und CD68 (monozytire Zellen bzw.
Makrophagen) erfolgte in einer Doppelfarbung mit der Nutzung von Sekundérantikdrpern mit
unterschiedlichen Fluorophoren zur klaren Differenzierung des spezifischen Signals. Als

Positivkontrolle fungierte bei jedem Fiarbedurchgang ein Milzpriparat der Ratte.

Fiir die Farbung wurde ein bereits etabliertes Standardprotokoll aus dem Labor verwendet.

Nachdem die Schnitte fiir 10 min in 4 % Formalin fixiert wurden, folgte ein Waschschritt mit
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dreimal 1 min in PBS sowie die Permeabilisierung mit Triton X-100 fiir 10 min. Vor der Zugabe
von 5 % BSA fiir 60 min wurde noch einmal der oben beschriebene Waschvorgang in PBS
durchgefiihrt. Das 5 % BSA wurde nach Ablauf der Zeit mit dreimal 1 min 0,1 % Tween-20-
Losung und zweimal 1 min PBS herausgewaschen. Der Primérantikorper CD68 aus der Maus
wurde in einer Konzentration von 1:200 und der Primérantikdrper CD3 aus dem Kaninchen in
einer 1:300 Verdiinnung mit 1 % BSA jeweils auf den ersten Schnitt eines Objekttragers
pipettiert. Auf die Negativkontrolle wurden lediglich 50 pl 1% BSA hinzugegeben. Die
Inkubationszeit in einer Feuchtkammer bei 37 °C in einem Brutschrank dauerte 60 min. Danach
wurden die Objekttrager dreimal flir 5 min in 0,1 % Tween-20-Losung gewaschen, gefolgt von
zweimal 1 min in PBS. Daran anschlieend wurden die Sekundirantikorper auf beide Schnitte
des Objekttragers in dunkler Umgebung pipettiert und fiir 45 min bei 37 °C inkubiert. Sowohl
Alexa 546 (anti-mouse) als auch Alexa 488 (anti-rabbit) wurden 1:200 in 1 % BSA verdiinnt.
Direkt im Anschluss erfolgte die Zugabe von DAPI als Kernfarbung fiir 5 min, verdiinnt in PBS
in einer Konzentration von 1:1000. Zum Schluss wurden die Objekttrager dreimal fiir jeweils 5
min in PBS und eine Minute in Aqua dest. gewaschen. Nach kurzer Zugabe von Ethanol konnten

die Prdparate zum Trocknen in eine Pappmappe gelegt und mit Leica-Eindeckmedium

eingedeckt werden.
Losungen Herstellung
0,1 % Tween 20 700 ml PBS; 700 pl Tween 20
0,25 % Triton-X 100 ml PBS; 250 pl Triton-X
1 % BSA 0,25 g BSA; 25 ml 0,1 % Tween 20 — Losung
5% BSA 5g BSA; 100 ml 0,1 % Tween 20 — Losung

Tabelle 5: Herstellung der Losungen fiir die Inmunfluoreszenz-Farbung

2.12 Quantitative Auswertungsmethode fiir CD68

Fiir die quantitative Auswertung des spezifischen CD68-positiven Signals wurde mit dem
Programm ImageJ und dessen Erweiterung BioVoxxel gearbeitet (98). Dazu wurde ein Auto

threshold (Renyi Entropy) iiber das Rotkanal-Bild gelegt (99). Dieses wandelte das Foto in ein
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bindres 8-bit Bild um, in dem weile Areale das spezifisch positive Signal auf schwarzem
Hintergrund darstellten (Abb. 9). Damit diese Auswertungsmethode automatisiert fiir jedes
CD68-Bild angewendet werden konnte, wurde ein Macro erstellt, welches die Befehlsabfolge
fiir ImageJ enthielt (Abb. 10). Um Form- oder GréBenverdnderungen der Objekte zu vermeiden,
wurde auf weitere tools, wie Filter oder Anderungen des Kontrastes, verzichtet. Anhand des
DAPI-Bildes (Zellkerndarstellung) wurde eine region of interest (ROI) manuell eingezeichnet.
Diese wurde auf das binére Bild iibertragen und der Anteil des spezifischen Signals innerhalb
des ROIs berechnet. Somit wurde die area fraction normiert auf das Gewebe bestimmt und
erlaubte vergleichbare Analysen. Die Ergebnisse aus der /mageJ -Tabelle wurden mit dem

plugin ,results to excel” in eine Excel-Tabelle iibertragen und weiter ausgewertet (Abb. 11).
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Abb. 9: Erstellung der ROI und des binaren Bildes

Darstellung der ROI-Erstellung und der Abfolge der Bildverarbeitung anhand einer Aufnahme der
Tasche eines ROS-Tieres an Tag 0. A: Manuelles Einzeichnen der region of interest (ROI) um das
Gewebe im DAPI-Bild. B: Ubertragen der ROl auf das CD68-Rotkanal-Bild. C: Umwandeln des
Rotkanal-Bildes in Graustufen und in ein 8-bit Bild. D: Erstellung des bindren Bildes mit dem Auto

threshold ,Renyi Entropy*. Der Mal¥stab betragt jeweils 50 um bei 40-facher Vergréferung.
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File Edit Language Templates Run Tools Tabs Options

B[ *Macro_CD68_RenyiEntropy_Done.ijjm
: 1 run("Duplicate...”, "duplicate channels=1"); a
2 run("Grays");
3 setOption("ScaleConversions”, true);
4 run("8-bit");
S run("Auto Threshold", "method=RenyiEntropy white");
-/
e A A A
Batch kil |[]persistent| Show Errors Clear 4

Abb. 10: Macro zur Erstellung eines binaren Bildes mit ImageJ

Das Bild zeigt die Befehlsabfolge (Macro) in ImageJ zur automatisierten Erstellung eines binaren Bildes

mit Nutzung des Auto thresholds ,Renyi Entropy“. Dieses Macro wurde fiir jede CD68-Aufnahme

verwendet.
7% Results -
File Edit Font Results
|Lapel Area |%Area |
1 4.2 C4AR1_RW31_CDEBCD3_OB_B1pos_40x_A_N21-1tfROI_CAR1_B1 V2 26621.152 0.395

B

Count Label Area %Area
14 2 CAR1_ 26621,15 0,395

Abb. 11: Ergebnistabelle in ImageJ und Ubertragung in Excel
Dargestellt ist der Anteil des bindren Weil3anteils an der ROl in Prozent (% Area). Die Flache (Area)

wurde berechnet in um?2. A: Die Tabelle zeigt die in ImagedJ erstellte Berechnung. B: Diese wird mit dem

plugin, ,results to excel”, automatisch in Excel tGbertragen.

2.13 Fotografie

Die HE- und DAB-Férbungen wurden unter einem Durchlichtmikroskop in einer 5x bzw. 10x-
VergroBerung im Tiff-Format fotografiert. Um die Bildausleuchtung zu optimieren und
Streueffekte zu minimieren, wurde stets die Kohler’sche Beleuchtung unter einem 10x-Objektiv
eingestellt. Nach dem WeiBabgleich wurde die Belichtungszeit so angepasst, dass weder Uber-
noch Unterbelichtung vorhanden waren. Diese Einstellungen wurden standardisiert bei allen
Aufnahmen beibehalten. Der Gammawert und die Sattigung hatten einen Wert von 1, die

Verstarkung wurde auf 1,2 eingestellt. Die Aufnahmen erfolgten stets vom unteren rechten bis
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zum oberen linken Rand des Préparates. Wiahrend
der Fotografie wurden auffillige Befunde

schriftlich dokumentiert.

Die CD3- und CD68-Farbung wurde unter einem

Mikroskop mit Fluoreszenzlampe fotografiert. Die

| Aufnahmen hatten alle eine  40-fache-
Vergroerung und das Tiff-Bildformat. Die
~ Belichtungszeiten betrugen 192,4 ms fiir DAPI
mit einer 1,4-fachen Verstirkung und jeweils 1,5 s

fiir den Rot- und Griinkanal mit einer 1,8-fachen

Verstiarkung. Jede Klappe wurde nach demselben

Schema fotografiert. Wie in Abb. 12 ersichtlich,

Abb. 12: Schema der Immunfluoreszenz-  Wurde jeweils eine représentative Aufnahme aus

Aufnahmen den Taschen-, Anulus- und Kommissuren-

Fir die Aufnahmen erfolgte eine Bereichen gemacht. Insgesamt ergaben sich 9

Durchnummerierung der einzelnen Fotos pro Klappe. Zur Ubersicht der Zellkerne im

Klappenregionen nach dem gezeigten

Schema (Taschen A1, B1, C1; Anuli A2, B2,
C2; Kommissuren A3, B3, C3). aufgenommen. Um fiir weitere Analysen nicht nur

Gewebe wurde auch immer der DAPI-Kanal

Momentaufnahmen eines Bereiches der
Aortenklappe zu verwenden, wurden alle Befunde

im Laborbuch dokumentiert.
2.14 Stitching der Durchlichtmikroskopie — Aufnahmen

Alle Fiarbungen wurden im Tiff-Format aufgenommen. Die Fotos wurden zunichst mit dem
Programm IrfanView 4.40 (64-bit) in das PNG-Bildformat umgewandelt. Dieses Format wurde
dazu genutzt, um mit ImageJ aus den Einzelbildern ein zusammengefiigtes Ubersichtsbild zu
erstellen (Abb. 13). Mit dem Tool stitching und der Auswahl sequential images fiigte ImageJ

automatisiert ein Ubersichtsbild der gesamten Aortenklappe zusammen (100).
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35 (Fiji Is Just) Image) 7%+ Grid/Collection stitching
File Edit Image Process Analyze -
O < | Q9| = e 5 | A ‘ Q, | ™ ‘E Registration » Ol Sequeniial images
= = = Ridge Detection Order |Allfiles in directory 7
SPIM Registration 4
ScientiFig 4
Segmentation ’
Shape Filter
Shape Smoothing
Skeleton r
Spatial Statistics > .
Stacks 4
Pairwise stitching
Template Matching 4| Grid/Collection stitching
Time Lapse | deprecated » Please note thatthe Stitching is
A ) based on a publication. If you use
Tracking 4 { it for your research please be so
kind to cite us:
Preibisch et al., Bioinformatics (2009)
B oK Cancel
7%+ Grid stitching: Sequential Images, Al files in directory X

Directory | Browse...

v Confirm files
Qutput textfile name ITiIeConﬁguration.txt

Fusion method |Linear Blending |

Regression threshold 0.30

Mawavg displacement threshold |2.50
Absolute displacement threshold [3.50

Frame range to compare l‘l—
[~ Addtiles as ROIs
[ Invert X coordinates
™ InvertY coordinates
[ Ignore Z stage position
¥ Subpixel accuracy
[~ Downsample tiles

[~ Display fusion

IviUse virtual input images (Slow! Even slower when combined with subpixel accuracy during fusion!):

Computation parameters ISave memory (but be slower) L]

Image output |Fuse and display v]

This Plugin is developed by Stephan Preibisch
hitp:ifly.mpi-cbg.delpreibisch

c _0K | cancel

Abb. 13: Zusammenfiigen von Einzelaufnahmen mit ImageJ

Auswahl in ImagedJ fir das Zusammenfiigen von Einzelaufnahmen zu einem Ubersichtsbild. A: Unter

dem Reiter plugins wurde das Stitching mit der Einstellung grid/collection stitiching ausgewahilt.
B: Das Stitching erfolgte Uber die Einstellung sequential images. C: Alle weiteren Einstellungen
kdnnen der Abbildung entnommen werden. Das Stitching orientierte sich an der Publikation von
Preibisch et al. (100).
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2.15 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit
GraphPad Prism  Version  6.01.  Dargestellt =~ wurden die  Ergebnisse  als
Mittelwerte + Standardfehler (SEM, standard error of the mean). Eine Signifikanz zwischen

den gemessenen Gruppen wurde bei einem p < 0,05 angenommen.

Bei Vergleichen zwischen zwei Gruppen wurde als nicht-parametrischer Test der
Mann Whitney U test, bei Vergleichen von 3 oder mehr Gruppen der Kruskal-Wallis test mit
Dunn’s multiple comparison verwendet. Der Friedman test wurde bei interregionalen

Vergleichen einer Gruppe im Sinne von gepaarten Grof3en angewandt.
2.16 Eigenanteil an der Methodik und eigene Etablierungsarbeit

Die operativen Eingriffe wurden freundlicherweise durch den Kardiochirurgen Dr. Yukiharu
Sugimura durchgefiihrt. Die Betreuung der Tiere erfolgte durch Arzte/ Arztinnen und

Tierpfleger/ Tierpflegerinnen der ZETT.

Bereits etabliert im Labor fiir Experimentelle Chirurgie waren Techniken zur
Kryokonservierung, zum Schneiden der Proben am Gefriermikrotom, sowie zur Durchfiithrung
der HE- und der Immunfluoreszenz-Féarbungen. Diese wurden nach methodischer Einarbeitung
eigenstindig in diesem Projekt angewandt. Weitere bereits etablierte immunhistochemische
Féarbeprotokolle, sowie die Herstellung von Fotografien wurden nach technischer Einarbeitung

geringfligig den Erfordernissen des explantierten Gewebes angepasst und ebenfalls eigenstindig

durchgefiihrt.

Die Auswertung mit dem VCAM-1 Score wurde aus Vorarbeiten durch Laura Jacobi
iibernommen und auf die Analysen der eigenen Proben angewandt, um ein einheitliches
Auswertungsschema iiber das Gesamtprojekt beizubehalten. Die Ergebnisse dieser Arbeit
wurden zur Beurteilung der VCAM-1 Expressionsverdnderung iiber die Zeit mit den

Kurzzeitversuchen von Laura Jacobi verglichen (siehe 2.5 und Tabelle 1).

Die Methodik zur quantitativen Analyse des CD68-Signals mit dem Programm /mageJ wurde
nach Anregung durch einen Bildverarbeitungskurs der Medical Research School in Diisseldorf
selbststidndig entwickelt. Alle weiteren statistischen und deskriptiven Auswertungen, incl. der

graphischen Darstellung, erfolgten in eigenstindiger Arbeit.
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3 Ergebnisse
3.1 Himatoxylin-Eosin (HE)

Die HE-Farbung wurde zur Beurteilung der morphologischen Integritidt und histologischen
Veranderungen an der Aortenklappe durch oxidativen Stress angefertigt. Dabei wurde der Fokus
vor allem auf inflammatorische und degenerative Umbauprozesse gelegt. Die qualitativ-
beschreibende Auswertung erfolgte nach Erhebung eines ausfiihrlichen mikroskopischen
Befundes.

In der Sham-Gruppe konnten keine auffilligen entziindlichen Proliferationen, keine Thromben
und keine relevanten morphologischen Schiden sowie degenerative Umbauten festgestellt
werden (Abb. 14, A). Die physiologische Architektur der Aortenklappen war stets erhalten. Es
stellten sich lediglich typische schneide- und lagerungsbedingte Artefakte dar (z.B.
Tascheneinrisse durch Scharten im Messer). Die Taschendicke nahm in Richtung Herzspitze zu
und es traten vermehrt Fettvakuolen in den Kommissuren und Anuli auf, je ndher der Schnitt an
der Herzbasis gelegen war. In der Laser-Gruppe waren die Ergebnisse dhnlich zu der Sham-

Gruppe (Abb. 14, B).

Die Klappen der ROS-Gruppen zeigten keine chondrogenen oder osteogenen Veridnderungen,
keine Neoangiogenese und es konnte iiberwiegend keine Kalzifikation der Taschen identifiziert
werden (Abb. 14, C). Jedoch waren bei mehreren ROS-Préiparaten auf aortaler Seite der
Taschen, Anuli und Kommissuren fokale subendotheliale Verdickungen mit deutlichen
Zellauflockerungen sichtbar. Diese Befunde konnten sowohl nach 84 als auch nach 168 Tagen
nach der Intervention bei insgesamt sieben von vierzehn untersuchten Klappen der ROS-Gruppe
beobachtet werden (Abb. 15). Gleichartige Verdanderungen waren in den Kontrollgruppen nicht
vorhanden. Eine Akkumulation von inflammatorischen Zellen oder eine Desorganisation der

Zellkerne war ebenfalls nicht sicher abgrenzbar.
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Abb. 14: HE-Ubersichtsaufnahme einer Aortenklappe aus der Sham-, Laser- und ROS-Gruppe
168 Tage nach Intervention

In der HE-Farbung stellen sich eosinophile Strukturen (Bindegewebe, Zellplasma) rot und basophile
Strukturen (Zellkerne) blau dar. Dargestellt ist eine Klappe eines Sham-Tieres (A), Laser-Tieres (B) und
ROS-Tieres (C) jeweils 168 Tage nach Bestrahlung. Es sind keine Wandverdickungen,
inflammatorischen  Zellkonglomerate oder andere degenerative Veradnderungen in den
Ubersichtsaufnahmen sichtbar. Der MaRstab entspricht jeweils 500 um. Die Fotos wurden aus mehreren
Einzelaufnahmen zusammengefiigt.
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Abb. 15: HE-Darstellung von Aortenklappen der ROS-Gruppe

A und A sowie B und B‘ stellen Aortenklappen der ROS-Gruppe 84 Tage, C und C* 168 Tage nach der
Intervention dar. Mit Kastchen markiert sind die vergroRerten Bereiche. Bereits in den
Ubersichtsaufnahmen erkennt man stellenweise Wandverdickungen, die zur aortalen Seite der Klappe
zeigen (Pfeile in A, B, C). In den vergrdBerten Darstellungen erkennt man eine Ablésung der
Wandstrukturen (Pfeile in A‘, B'). Zudem sind aufgelockerte subendotheliale Bereiche sichtbar (# in B’
und CY). In A-C ist der Mallstab 500 pm. Die Fotos wurde aus mehreren Einzelaufnahmen
zusammengeflugt. In A*-C* ist der Mal3stab 200 um bei 10x Vergrélierung.

3.2 Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)

Zur Analyse der endothelialen inflammatorischen Reaktion auf oxidativen Stress wurde die

Expression des Oberflichenmarkers VCAM-1 immunhistochemisch analysiert.

Die Auswertung erfolgte verblindet mit einem semiquantitativen Score und einer Vergabe von
0 bis 5 Punkten pro Region, wobei 0 fiir keine VCAM-1 Expression und 5 flir die maximale
Anfiarbung des Gewebes stand (vgl. Tabelle 4). Jeder Fiarbedurchgang wurde anhand der
Positivkontrolle, Milz der Ratte, validiert (Abb. 16).
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Abb. 16: VCAM-1 Positivkontrolle Milz der Ratte

Validierung der Farbung anhand der Positivkontrolle Milz der Ratte. A: In der Positivkontrolle ist eine
deutliche braune Anfarbung des VCAM-1 im Bereich der roten Pulpa der Milz erkennbar. B: In der
Negativkontrolle fehlt die Braunfarbung, so dass das Signal auf eine spezifische Bindung zuriickgefihrt
werden kann. Der Maf3stab entspricht jeweils 500 pm bei 5-facher Vergréf3erung.

Zunichst stellte sich die Frage, ob oxidativer Stress zu einer Erhéhung der VCAM-1 Expression
in der Expositionsgruppe im Vergleich zu den Kontrollgruppen gefiihrt hat. Bei einem Vergleich
der VCAM-1 Expression zwischen der ROS-Gruppe und den Kontrollgruppen ergaben sich 84
sowie 168 Tage nach Bestrahlung keine signifikanten Verdanderungen.

Hierbei lagen die meisten Scoring Werte fiir alle Gruppen zwischen 0 und 1, was keiner oder
einer einzelnen punktuellen Anfirbung eines Areals entsprach (Abb. 17). Es wurde nie ein
durchschnittlicher Scoring-Wert iiber 2 bei den Langzeituntersuchungen erreicht. In Abb. 18
sind reprisentative Aufnahmen der Aortenklappen eines Sham-, Laser- und ROS-Tieres 84
Tage nach der Intervention dargestellt. Beispielhaft erkennt man im vergroBerten Bereich einer
Tasche des ROS-Tieres eine spezifische ventrikulére Braunanfarbung eines Areals, fiir den ein

Punktewert von 2 vergeben wurde (Abb. 18, C°).
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Abb. 17: VCAM-1 Vergleich zwischen Sham, Laser und ROS innerhalb der Zeitpunkte t = 84 d und
t=168d

Semiquantitative Auswertung der Gruppen Sham, Laser und ROS mit dem VCAM-1 Score zum Zeitpunkt
84 (A) und 168 Tage (B) nach Bestrahlung. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM bei n = 7. Die verwendete

Statistik nach Kruskal-Wallis test und Dunn‘s multiple comparison test lieferte keine Signifikanzen.

Als Nichstes wurde untersucht, ob es einen Unterschied in der endothelialen Reaktion auf
oxidativen Stress im Verlauf der Beobachtungsdauer gab. Bei einem Vergleich der
durchschnittlichen Scoring-Werte zwischen allen Zeitpunkten ergab sich in der ROS-Gruppe
(Abb. 19, C) eine signifikante Abnahme der VCAM-1 Expression zwischen dem Zeitpunkt
t=0d und t = 168 d (p = 0,042) sowie t = 0 d und t=84 d (p = 0,009). In den beiden
Kontrollgruppen Sham und Laser zeigten sich dagegen keine signifikanten Verdnderungen der

VCAM-1 Expression iiber die Zeit (Abb. 19, A-B).

Um eine genauere Aussage dariiber treffen zu konnen, in welchen Regionen der Aortenklappe
sich die ROS-induzierte endotheliale Reaktion iiber die Zeit verdnderte, wurden interregionére
Vergleiche durchgefiihrt. Hierbei stellte sich eine signifikante Abnahme der VCAM-1
Expression in den Anuli zwischent=0 d und t =84 d (p =0,003), sowie in den Kommissuren
zwischen t =0 d und t = 168 d (p < 0,001) dar (Abb. 19, E-F). In den Taschen ergaben sich
dagegen keine signifikanten Verdnderungen (Abb. 19, D). Jedoch war ein Peak der VCAM-1

Expression acht Tage nach Intervention erkennbar.
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Abb. 18: VCAM-1 Anfarbung der Klappen der Sham-, Laser- und ROS-Gruppe 84 Tage nach
Intervention

Klappen der Sham-, Laser- und ROS-Gruppe 84 Tage nach Laserapplikation. A-B: In der Sham-Klappe
(A) und Laser-Klappe (B) lasst sich kein bis kaum braunes Signal erkennen. C: Die Klappe eines ROS-
Tieres zeigt an mehreren Stellen eine Braunfarbung. C‘: Exemplarisch wurde eine VergroRerung aus der
Taschenregion des ROS-Tieres gewahlt, um das positive Signal auf ventrikularer Seite der Tasche
darzustellen. In A-C entspricht der Malistab jeweils 500 ym. Die Fotos wurden aus mehreren

Einzelaufnahmen zusammengefugt. In C’ ist der Mal3stab 100 ym bei 20-facher VergréRerung.

43



VCAM-1 Score

VCAM-1 Score

VCAM-1 Score

Sham

[ ]
1{ ®ee o ® o ®
0 |00| [*ee 7] m F#ﬂ
> > > >
N LY 3 )
K < P ’/'3’
LY
Laser
5-
44
34
24
°
14 (1]
[ ary) o, -
olloge] [oo7] meigwm |ele]
> > > >
) R & &
- A \/ \/,
ROS
54
*
44 T 1
3 *k
I |

und zwischen Tag 0 und Tag 168.
In den Abbildung D—F erkennt man eine signifikante VCAM-1 Abnahme in den Anuli (E) und

*p<0,05; *p=<0,01; " p<0,001

Abb. 19: VCAM-1 Expression liber die Zeit
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Semiquantitative Auswertung der VCAM-1 Expression Uber alle Zeitpunkte mit dem VCAM-1 Score und
Punkten von 0 bis 5. In A—C ist die Veranderung der VCAM-1 Expression Uber die Zeit fir Sham (A),
Laser (B) und ROS (C) gezeigt. In der ROS-Gruppe sank VCAM-1 signifikant zwischen Tag 0 und Tag 84

Kommissuren (F), aber nicht in den Taschen (D). Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM bei n = 7. Die
Signifikanzen wurden berechnet mit dem Kruskal-Wallis test und Dunn‘s multiple comparison test:
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Als letztes stellte sich die Frage, ob es Unterschiede in der endothelialen Reaktion zwischen den
verschiedenen untersuchten Regionen der Aortenklappe gab. Dabei ergab sich signifikant
weniger Signal in den Kommissuren als in den Anuli der Aortenklappe zu dem Zeitpunkt
t=168d in der ROS-Gruppe. In den anderen Gruppen ergaben sich keine signifikanten
Veranderungen (Abb. 20).
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Abb. 20: VCAM-1 Vergleiche zwischen den verschiedenen Regionen der Aortenklappe fiir die
Zeitpunkte 84 und 168 Tage nach Bestrahlung

Semiquantitative Auswertung der regionalen Unterschiede der Aortenklappen mit dem VCAM-1 Score.
Es zeigten sich signifikant weniger VCAM-1 positive Bereiche in den Kommissuren der ROS-Tiere zum
Zeitpunkt t = 168 d als in den Anuli. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM bei n = 7 Die Signifikanzen

wurden berechnet mit dem Friedman test: * p < 0,05.

Zusammengefasst zeigte sich, dass es 84 und 168 Tage nach der PDR keinen Unterschied in der
VCAM-1 Expression zwischen der ROS- und den Kontrollgruppen gab. Jedoch ergab sich in
der ROS-Gruppe eine signifikante Abnahme der Expression iiber den gesamten

Beobachtungszeitraum.
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3.3 CD3 —positive Zellen

Um die Rolle von T-Zellen als wichtige Bestandteile der adaptiven Immunabwehr in der
Entwicklung der oxidativ-induzierten Aortenklappendegeneration zu erforschen, wurde durch
die Immunfluoreszenzfarbung der Oberflichenmarker CD3 analysiert. Wéhrend der
Mikroskopie in 40-facher VergroBBerung wurden ausfiihrliche Aufzeichnungen gefiihrt und
Aufnahmen an reprisentativen Stellen im Gewebe vorgenommen. Jeder Farbedurchgang wurde

anhand der Positivkontrolle, Milz der Ratte, validiert (Abb. 21, A).

Insgesamt zeigten sich iiber alle Zeitpunkte und Gruppen hinweg sehr wenige und nur vereinzelt
vorkommende CD3-positive Zellen im Gewebe der Aortenklappe. Aus diesem Grund wurde auf
weitere quantitative Auswertungen und Aussagen verzichtet. Wahrend der Mikroskopie und in
der Dokumentation fiel auf, dass in den meisten Aortenklappen T-Zellen zum Zeitpunkt t =8 d
vorhanden waren (Abb. 21, B). Dabei war zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zwischen der
ROS-, Laser- und Sham-Gruppe sichtbar. Es gab auch keine Verdnderung der T-Zell-Dichte
tiber die Zeit.

Abb. 21: CD3 (griin) und DAPI - Gegenfarbung (blau) fiir Positivkontrolle und Klappenbereich

A: Dargestellt ist die Milz als Positivkontrolle mit einer klaren Anfarbung des Oberflachenmarkers CD3
(grdn), welcher auf T-Zellen exprimiert wird. Hierbei ist eine Anreicherung um die weil3e Pulpa der Milz
sichtbar. B: Aus einer Klappe der Laser-Gruppe zum Zeitpunkt t = 8 d ist eine exemplarische Aufnahme
aus dem Bereich des Anulus abgebildet. Mit dem Pfeil markiert ist ein T-Lymphozyt im aortalen Lumen
der Klappe, was anhand einer spezifischen vesikularen oberflachlichen Anfarbung erkennbar ist. Das
Kollagen imponiert tber eine unspezifische Eigenfluoreszenz im Griinkanal. Der Mal3stab entspricht in

allen Aufnahmen 50 pm bei 40-facher VergréRRerung.
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3.4 CD68 — positive Zellen

Monozytére Zellen, zu denen auch Gewebsmakrophagen zéhlen, spielen eine wichtige Rolle in
der Initiierung von inflammatorischen Signalkaskaden. Sie exprimieren den Oberflichenmarker
CD68. Um den prozentualen Anteil der Makrophagen am Gewebe zu messen, erfolgte eine
quantitative Auswertung der Immunfluoreszenz-Anfarbung von CD68 mit ImageJ (vgl. 2.12).

Eine Validierung der Farbung wurde bei jedem Farbedurchgang anhand einer Positivkontrolle

(Milz der Ratte) durchgefiihrt (Abb. 28, A).

Zunidchst wurde untersucht, ob die Exposition mit reaktiven Sauerstoffspezies einen
Unterschied im Makrophagen-Anteil am Gewebe ergeben hat. Es zeigten sich zu keinem
Zeitpunkt signifikante Verdnderungen zwischen den Mittelwerten des CD68-Anteils am
Klappengewebe, wenn man die Expositionsgruppe mit den Kontrollgruppen (Sham- und Laser-

Gruppe) verglich (Abb. 22).

Im néchsten Schritt sollte ermittelt werden, ob sich eine Verdnderung der Makrophagen-
Ansammlung im Gewebe iiber die Zeit ergeben hat. Bei einem Vergleich des CD68-Anteils am
Klappengewebe zwischen den Zeitpunkten 0, 8, 84 und 168 Tage ergab sich weder in der ROS-
noch in den beiden Kontrollgruppen eine signifikante Verdnderung (Abb. 23, A-C).

Um mogliche Unterschiede in der zeitlichen Makrophagen-Akkumulation fiir die einzelnen
Regionen der ROS-Gruppe zu analysieren, wurden die Mittelwerte des CD68-Anteils fiir die
Taschen, Anuli und Kommissuren iiber die verschiedenen Explantationszeitpunkte verglichen.

Hier konnten keine Unterschiede tiber die Zeit detektiert werden (Abb. 23, D-F).
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Abb. 22: CD68-Vergleiche zwischen den Gruppen Sham, Laser und ROS fiir die Zeitpunkte 0, 8,
84 und 168 Tage nach Intervention

Quantitative Auswertung des CD68-Anteils am Gewebe fir die Sham-, Laser- und ROS-Gruppe zu den
Zeitpunkten 0 (A), 8 (B), 84 (C) und 168 (D) Tage nach der Laserapplikation. Dargestellt sind
Mittelwerte £+ SEM bei n = 7. Die verwendeten Statistik nach Kruskal-Wallis test und Dunn’‘s multiple
comparison test lieferte zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede im CD68-Signal zwischen der

Expositionsgruppe (ROS) und den Kontrollgruppen (Sham und Laser).
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Abb. 23: CD68-Anteil liber die Zeit

Quantitative Auswertung des CDG68-Anteils am Gewebe Uber alle untersuchten Zeitpunkte.
A-C: Veranderung des CD68-Anteils am Gewebe Uber die Zeit fir die Sham-, Laser- und ROS-Gruppe.
D-F: CD68-Anteil Uber die Zeit in der ROS-Gruppe fir die einzelnen Regionen der Klappe (Taschen,
Anuli und Kommissuren). In allen Abbildungen sind Mittelwerte £ SEM bei n = 7 dargestellt. Die
verwendete Statistik nach Kruskal-Wallis test und Dunn‘s multiple comparison test lieferte keine

signifikanten Veranderungen des CD68-Anteils am Gewebe Uber die Zeit.

Im weiteren Verlauf stellte sich die Frage, ob oxidativer Stress zu einer Ansammlung oder einer
Umverteilung der Makrophagen in den untersuchten Regionen der Aortenklappe (Tasche,

Anulus und Kommissur) gefiihrt hat. Die Ergebnisse der interregiondren Vergleiche der ROS-
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Gruppe zeigten signifikant mehr CD68-Signal in den Taschen der Aortenklappen als in den
Anuli und Kommissuren an Tag 0 (p = 0,049; Abb. 26, A). Dieselbe Verdnderung war als
Tendenz auch zu den anderen Zeitpunkten in der ROS-Gruppe erkennbar (Abb. 26, B-C).

Die gleiche Analyse zur interregionédren Verteilung der Makrophagen wurde auch fiir die Sham-
und Lasergruppe durchgefiihrt.

In der Sham-Gruppe zeigte sich ein signifikant hoherer CD68-Anteil in den Taschen als in den
Anuli und Kommissuren fiir die Zeitpunkte 0, 84 und 168 Tage nach Intervention (Abb. 24). In
der Laser-Gruppe waren dieselben Verdnderungen signifikant fiir die Zeitpunkte 8, 84 und 168

Tage nach Intervention vorhanden (Abb. 25).
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Abb. 24: CD68-Vergleiche zwischen den verschiedenen Regionen der Sham-Gruppe

Quantitative Auswertung des CDG68-Anteils am Gewebe fir die Regionen Tasche, Anulus und
Kommissur innerhalb der Sham-Gruppe. Zu den Zeitpunkten 0 (A), 84 (C) und 168 (D) Tage ergab sich
signifikant mehr Signal in den Taschen als in den Anuli und Kommissuren. Dargestellt sind
Mittelwerte £+ SEM bei n = 7. Die Signifikanzen wurden berechnet mit dem Friedman test: * p < 0,05,
**p<0,01
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Abb. 25: CD68-Vergleiche zwischen den verschiedenen Regionen der Laser-Gruppe

Quantitative Auswertung des CDG68-Anteils am Gewebe fir die Regionen Tasche, Anulus und
Kommissur innerhalb der Laser-Gruppe. Zu den Zeitpunkten 8 (B), 84 (C) und 168 (D) Tage nach
Intervention zeigte sich ein signifikant hoherer CD68-Anteil im Gewebe der Taschen als in den Anuli
und Kommissuren. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM bei n = 7. Die Signifikanzen wurden berechnet
mit dem Friedman test: * p < 0,05, ** p < 0,01
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Abb. 26: CD68-Vergleiche zwischen den verschiedenen Regionen der ROS-Gruppe

Quantitative Auswertung des CD68-Anteils am Gewebe fur die Regionen Tasche, Anulus und
Kommissur innerhalb der ROS-Gruppe. An Tag 0 stellte sich ein signifikant hdherer CD68-Anteil in den
Taschen als in den Anuli und Kommissuren dar (A). Zu den Zeitpunkten 8 (B) und 84 Tage (C) lieRen
sich Tendenzen mit gleicher Verteilung erkennen. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM bei n = 7. Die
Signifikanzen wurden berechnet mit dem Friedman test: * p < 0,05, ** p < 0,01

Da sich in den Ergebnissen zeigte, dass mehr Makrophagen in den Taschen als in den anderen
Regionen der Aortenklappe vorhanden waren, wurden die Taschenregionen der Interventions-
gruppen miteinander verglichen. Es stellte sich die Frage, ob es einen Zeitpunkt gab, an dem ein
Unterschied im Makrophagen-Anteil der Taschen zwischen den untersuchten Gruppen bestand.
Dabei ergaben sich zu keinem Zeitpunkt Verdnderungen des Makrophagen-Anteils am

Taschengewebe zwischen der ROS-Gruppe und den Kontrollgruppen (Abb. 27).
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Abb. 27: CD68-Vergleiche zwischen Sham, Laser und ROS fiir die Taschenregion der Klappe

Quantitative Auswertung des CD68-Anteils der Aortenklappentaschen fir die Sham-, Laser- und ROS-
Gruppe zu den Zeitpunkten t = 0 (A), t = 8 (B), t = 84 (C), t = 168 (D) Tage. Dargestellt sind
Mittelwerte £+ SEM bei n= 7. Die verwendete Statistik nach Kruskal-Wallis test und Dunn‘s multiple

comparison test lieferte einen signifikanten Unterschied zwischen der Sham- und Laser-Gruppe zum
Zeitpunkt 0 Tage (*p < 0,05). Es ergaben sich aber keine signifikanten Unterschiede zwischen der ROS-

und den Kontrollgruppen fir die Taschenregion der Aortenklappe.

Zusétzlich zur quantitativen Analyse des CD68-Anteils am Gewebe wurde wéhrend der
Mikroskopie ein deskriptiver Befund gefiihrt. Im Vergleich mit den quantitativen Ergebnissen
zeigte sich auch hier ein groBerer Makrophagen-Anteil im Taschengewebe als in den anderen
Bereichen der Aortenklappe fiir alle Gruppen (Abb. 28, B-D). Eine vermehrte Makrophagen-
Akkumulation an den morphologisch auffdlligen Lisionsorten konnte nicht eindeutig
beobachtet werden. Zudem fiel auf, dass die meisten CD68-positiven Zellen auf der

ventrikuldren Seite der Aortenklappentaschen gelegen waren.
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Abb. 28: CD68 (rot) und DAPI - Gegenfarbung (blau) fiir Positivkontrolle und Aortenklappe

A: Dargestellt ist eine Milz der Ratte als Positivkontrolle. Diese zeigt eine rot fluoreszierende
oberflachliche Anfarbung von Makrophagen.

B-D: Aus einer Klappe der ROS-Gruppe zum Zeitpunkt t = 0 d ist eine Aufnahme aus dem Bereich der
Tasche (B), des Anulus (C) und der Kommissur (D) abgebildet. Es ist eine luminale Anreicherung von
Makrophagen auf der ventrikuldaren Seite der Tasche (B) rot angefarbt sichtbar. In den anderen
Regionen befinden sich keine (C) bis kaum (D) Makrophagen. Der Mafstab entspricht in allen

Aufnahmen 50 ym bei 40-facher VergrdRerung.

Zusammenfassend zeigte sich kein Unterschied im CD68-Anteil am Gewebe zwischen der
ROS-Gruppe und den Kontrollgruppen. Auch im zeitlichen Vergleich ergaben sich keine
Veranderungen in der Makrophagen-Ansammlung. Jedoch lieB3 sich fiir alle Gruppen zeigen,
dass mehr Makrophagen in der Taschenregion der Aortenklappe vorhanden waren als in den

Anuli und Kommissuren.
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3.5 Cleaved Caspase 3

Um eine mogliche unmittelbare Zellschiddigung durch physikalische Effekte des Lasers oder
des oxidativen Stresses zu analysieren, wurde eine immunhistochemische Anfirbung der
aktivierten Form der Effektorcaspase 3 durchgefiihrt. Dabei wurden in diesem Projekt mogliche
apoptotische Spatfolgen des initialen physikalischen oder oxidativen Schadens (84 und 168
Tage nach Intervention) betrachtet. Jeder Fiarbedurchgang wurde anhand der Positivkontrolle,

Diinndarm der Ratte, validiert (Abb. 29).

——— \ g ‘jr,:r"," ———
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Abb. 29: Caspase 3 - Positivkontrolle Diinndarm der Ratte

A: In der Positivkontrolle, Dinndarm der Ratte, erkennt man eine deutliche braune Anfarbung der
luminalen Seite des Diinndarms, welche eine Aktivitat der Caspase 3 anzeigt. B: Die Negativkontrolle
an der gleichen Stelle des Praparates zeigt hingegen keine braun angefarbten Areale. Der MaRstab

entspricht jeweils 500 um. Die Fotos wurde aus mehreren Einzelaufnahmen zusammengefiigt.

Es konnte immunhistochemisch zu keinem untersuchten Zeitpunkt und in keiner Gruppe eine
erhohte Aktivitit der Caspase 3 im Gewebe der Aortenklappen detektiert werden (Abb. 30).
Aus diesem Grund wurde auf weitere quantitative Auswertungsmethoden verzichtet und
lediglich ein schriftlicher qualitativer Befund erhoben. Auch wihrend der Mikroskopie in 20-
bis 40-facher Vergroflerung konnte eine erhohte Caspase 3-Aktivitdt in keiner der verblindet

untersuchten Préaparate detektiert werden.
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Abb. 30: Aortenklappen mit immunhistochemischer Anfarbung der Caspase 3

Dargestellt ist exemplarisch eine Aortenklappe eines Sham-Tieres (A), eines Laser-Tieres (B) und eines
ROS-Tieres (C) jeweils 168 Tage nach Bestrahlung. Es konnte zu keinem Zeitpunkt eine spezifische
braune Anfarbung des Gewebes und somit eine erhdhte Aktivitdt der Effektorcaspase 3 detektiert
werden. Der Mal3stab entspricht jeweils 500 ym. Die Fotos wurde aus mehreren Einzelaufnahmen
zusammengefugt.
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4 Diskussion
4.1 Einleitung

Bisherigen Studien konnten zeigen, dass reaktive Sauerstoffspezies in degenerierten
Aortenklappen vorhanden sind (44, 49, 65, 67). Jedoch wurden die genauen Pathomechanismen,
welche durch oxidativen Stress in frithen Phasen der Erkrankung in Gang gesetzt werden, bisher
nicht ausreichend erforscht. Eine Moglichkeit zur fokalen Induktion von ROS ohne relevante
systemische Nebenwirkungen in einem in vivo Tiermodell wurde bereits in einer Studie zur
vaskuldren Degeneration dieser Arbeitsgruppe erfolgreich etabliert (85). Somit bot sich in
diesem Projekt ebenfalls an, die photodynamische Reaktion zur lokalen Generierung von

oxidativem Stress direkt an der Aortenklappe zu nutzen.

Die langfristigen Auswirkungen von lokal applizierten ROS werden in dieser Arbeit mittels
histologischen und immunhistochemischen Fiarbungen néher beleuchtet und in Zusammenhang
mit der Pathophysiologie der DAVD gebracht. Im Fokus der Analyse stehen dabei langfristige
morphologische, inflammatorische und apoptotische Veranderungen der Klappe als Resultat der
Intervention. Dariiber hinaus werden Limitationen des Projektes und zukiinftige Ansatzpunkte

fiir die weitere Forschung diskutiert.
4.2 Beurteilung des Versuchssettings

Die Ratten waren alle vom Wistar-Stamm, ménnlich und wogen zwischen 250 bis 300 Gramm.
Die Anwendung eines Hartemodells mit Standard-Pellets, denen 2 % Cholesterin und 1,5 %
Phosphat hinzugefiigt wurde, diente primédr der Beschleunigung von den durch das Modell
induzierten Effekten. Assmann et al. untersuchten den Einfluss von Erndhrung auf die
Degeneration der Aortenklappe und konnten zeigen, dass es zu einer Kalzifikation der
Kommissuren bei einem Zusatz von Vitamin D kam (51). Um die Effekte der Kalzifikation auf
die ROS-Generierung durch die PDR zuriickzufiihren, wurde daher hier auf Vitamin D-Zusétze

in der Nahrung verzichtet.

Mit den beiden Kontrollgruppen, Sham- und Laser-Gruppe, sollten rein mechanisch- bzw.
laserbedingt ausgeloste Gewebsverdnderungen evaluiert werden, damit die Ergebnisse der
Expositionsgruppe auf die Wirkung von oxidativem Stress zuriickgefiihrt werden konnten. Eine
zu hohe Leistungsdichte des Lasers (> 10 W/cm?) kann zu Nekrosen der Zellen fiihren (95). So
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konnten in der Arbeitsgruppe von Kiibler et al. als Zeichen einer direkten physikalischen
Schidigung kurze Zeit nach Bestrahlung Thromben bei den Tieren entstehen (83). Diese Effekte
sollten in dieser Arbeit vermieden werden. Somit wurde in den Vorversuchen dieses
Gesamtprojektes eine optimale Laserapplikationsdauer ermittelt, bei der die hochste ROS-
Ausbeute generiert werden konnte (Daten von Laura Jacobi). Dabei traten in den
Kontrollgruppen keine sichtbaren nekrotischen und apoptotischen Verdanderungen in der Phase
unmittelbar nach der Intervention auf (Daten von Laura Jacobi). Somit war anzunehmen, dass
etwaige Gewebsverdnderungen auf von ROS induzierte Folgeeffekte zuriickgefiihrt werden
konnten. Dennoch blieb nicht ausgeschlossen, dass eine mechanische oder physikalische
Manipulation durch den Laser oder die eingefiihrte Faser selbst auch ohne Fotosensibilisator im
langfristigen Untersuchungssetting zu Verdnderungen im Gewebe fiihrt. Aus diesem Grund

ergab sich auch fiir die Langzeitversuche ein Vergleich mit der Sham- und Laser-Gruppe.

Fir die Diskussion der Ergebnisse liegt die Frage nahe, ob die erzeugten reaktiven
Sauerstoffspezies in das Gewebe der Aortenklappe gelangten. In Vorstudien zu diesem Projekt
wurde bestitigt, dass oxidativer Stress im Inneren der Zellen der Aortenklappe vorhanden war
und dort Gewebsverdnderungen und DNA-Schidden generieren konnte (Daten von Laura
Jacobi). Cramers et al. und Jones et al. zeigten ebenfalls, dass der hier angewendete
Biosensibilisator Foscan® sich nach einer bestimmten Latenz im Zellinneren von
unterschiedlichen Geweben ansammelt, darunter auch im Herzen (91, 92). Die langfristigen
Effekte der Intervention auf die Morphologie der Aortenklappe, auf das Endothel, auf die
Immunzellakkumulation, sowie auf die Apoptose der Zellen werden daher in den folgenden

Kapiteln diskutiert.

4.3 ROS-induzierte Verdnderungen des Gewebes
4.3.1 Morphologische Veridnderungen an der Aortenklappe

Um die morphologische Integritét und die histologischen Verdnderungen an der Aortenklappe
durch die photodynamische Reaktion zu beurteilen, wurde die Himatoxylin-Eosin-Farbung als

Ubersichtsfirbung durchgefiihrt.

Bei mehreren ROS-Klappen waren fokale subendotheliale Verdickungen mit Zellauf-

lockerungen sichtbar. Die Verdnderungen waren am deutlichsten in den Anuli und
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Kommissuren, in etwas geringerem Ausmal aber auch auf aortaler Seite der Taschen sichtbar.
Sie konnten sowohl 84 als auch 168 Tage nach der Intervention beobachtet werden. In den
Kontrollgruppen (Sham- und Laser-Gruppe) wurden sie hingegen nicht beobachtet.
Eine dhnliche Beschreibung von morphologischen Verdnderungen an der Aortenklappe fand
sich auch in der Analyse von Otto et al., in der frithe Stadien der DAVD histologisch untersucht
wurden (35). Die Arbeitsgruppe beobachtete ebenfalls einzelne Lédsionsorte mit
subendothelialen Verdickungen auf aortaler Seite der Taschen. In diesen Lésionen befanden
sich Lipide und Immunzellen und es waren zusitzlich Mikrokalzifikationen sichtbar. Innerhalb
der morphologisch aufgelockerten Stellen des Gewebes konnten in dieser Arbeit jedoch keine
Ansammlungen von Immunzellen detektiert werden. Ob es zu Lipideinlagerungen oder
Mikrokalzifikationen gekommen ist, kann an dieser Stelle nicht ausreichend belegt werden.

Hierzu wire eine ergénzende histologische Darstellung interessant gewesen.

Wenn man die morphologischen Verdanderungen dieses Projektes mit der Studie von Otto et al.
vergleicht, so zeigt sich hier histologisch am ehesten ein frithes Stadium der DAVD (35). Da es
in den Kontrollgruppen bei keiner der explantierten Klappen zu einer derartigen
Umstrukturierung des Gewebes gekommen ist, lassen sich die Effekte mit hoher
Wabhrscheinlichkeit auf die reaktiven Sauerstoffspezies zuriickfiihren. Den genauen
pathophysiologischen Mechanismus zwischen oxidativem Stress und Verdnderung der
Gewebearchitektur an der Aortenklappe gilt es in weiteren Studien zu ergriinden. Jedoch wurden
bereits ROS-induzierte morphologische Verdnderungen an Arterien von Kaninchen durch die

Arbeitsgruppe von Kiibler et al. beschrieben (83).

Im Gegensatz zu den oben genannten frithen Lésionen konnten fortgeschrittene degenerative
Veranderungen der Klappenarchitektur in dieser Arbeit nicht sicher differenziert werden. Otto
et al. erkannten, dass mit dem Fortschreiten der Erkrankung eine zunehmend uniformere
Verdickung der Taschen, begleitet von noduldren Kalkablagerungen vorhanden war (35).
Dieses ldsst darauf schliefen, dass im vorliegenden Versuchssetting eine einmalige lokale
Applikation von oxidativem Stress nicht ausreichend gewesen ist, um ein fortgeschrittenes
Stadium der Degeneration an der Aortenklappe zu induzieren. Gleichzeitig muss diskutiert
werden, ob oxidativer Stress als isolierter Risikofaktor iiberhaupt einen ausreichenden Stimulus
zur Progression der Erkrankung darstellt. In zukiinftigen Studien wére daher eine repetitive oder

kontinuierliche Applikation von oxidativem Stress interessant. Andererseits kdnnten
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Interaktionen von oxidativem Stress mit weiteren Risikofaktoren und ihre Auswirkung auf die

Progression der Aortenklappenstenose untersucht werden.
4.3.2 Endotheliale Inflammation durch oxidativen Stress

Die degenerative Aortenklappenstenose gilt als eine aktive chronisch-inflammatorische
Erkrankung, welche zu einer fortschreitenden Fibrose und Kalzifikation des Gewebes fiihrt
(101). Dabei ist das Endothel maB3geblich in der Aufrechterhaltung der Homdostase der Klappe
beteiligt und eine Dysbalance verschiedener regulatorischer Mechanismen kann zu
pathologischen Verdnderungen beitragen (7, 102). Bereits in frithen Stadien der Erkrankung
wurde eine erhdhte endotheliale Inflammation in der Pathophysiologie beschrieben (23, 29).
Diese ldsst sich unter anderem durch eine verstirkte Expression von vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) messen, welches die Adhdsion und Transmigration von Immunzellen
aus dem Blut in das Gewebe vermittelt (30). In dieser Arbeit sollte oxidativer Stress als isolierter
Risikofaktor fiir eine chronische Inflammation des Endothels der Aortenklappe untersucht
werden. Dazu wurde VCAM-1 immunhistochemisch angefarbt und unter Verwendung eines

semiquantitativen Scores ausgewertet.

Bei einem Vergleich der VCAM-1 Expression 84 und 168 Tage nach Intervention ergaben sich
zwischen der ROS-Gruppe und den Kontrollgruppen keine signifikanten Verdnderungen (Abb.
17). Der VCAM-1 Punktescore blieb dabei fiir alle Gruppen durchschnittlich zwischen 0 und 1,
was keiner oder nur einer einzelnen punktuellen Expression von VCAM-1 entsprach. Im
Gegensatz dazu wurde in der Studie von Ghaisas et al. zum ersten Mal in explantierten
kalzifizierten humanen Aortenklappen gezeigt, dass VCAM-1 iiberexprimiert war (33). Sie
betrachteten allerdings Klappen von Patienten, deren Erkrankung so weit fortgeschritten war,
dass sie sich einer Operation mit Aortenklappenersatz unterziehen mussten (33). In dieser Arbeit
war hingegen bereits bei der morphologischen Betrachtung der Aortenklappen der ROS-
Langzeittiere erkennbar, dass es sich nicht um eine fortgeschrittene Form der Erkrankung
handelte (vgl. 4.3.1). Auch die Arbeitsgruppe von Miiller et al. beobachteten nicht in allen
explantierten fibrotischen Aortenklappen der Patienten eine erhohte Expression von VCAM-1
(103). Sie betrachteten dabei Klappen, die sich in unterschiedlichen degenerativen Stadien
befanden. In Zusammenschau mit diesen Ergebnissen ldsst sich vermuten, dass VCAM-1

abhédngig vom Krankheitsstadium und inflammatorischem Status der Zelle exprimiert wird.
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Nicht zu vernachldssigen wiren dabei weitere Einflussfaktoren auf das Endothel. So flihrt auch
himodynamischer Stress zu einer erhdhten endothelialen Aktivierung (30, 104). Zudem wurde
bereits mehrfach die Einwirkung von proinflammatorischen Zytokinen fiir die
Aufrechterhaltung der VCAM-1 Expression diskutiert (30, 34). Jedoch untersuchten wir in
diesem Projekt den isolierten Einfluss von oxidativem Stress. Dieser fiithrte nach einmaliger
Applikation nicht zu einer chronisch-aktiven endothelialen Inflammation. Dadurch ldsst sich
einerseits vermuten, dass weitere molekulare Mechanismen als Trigger einer chronischen
endothelialen Reaktion fehlten. Andererseits ldsst sich diskutieren, dass eine einmalig hohe
ROS-Exposition nicht ausreichend ist, um eine langfristig erhohte Inflammation im Gewebe

auszulOsen.

Dennoch zeigte sich im Vorprojekt, dass ROS kurzfristig zu einer erhdhten VCAM-1
Expression fiihrte (Daten von Laura Jacobi). Bei einem Vergleich der Langzeitversuche dieser
Arbeit mit den Vorversuchen des Gesamtprojektes war eine signifikante Abnahme der VCAM-1
Expression {iber die Zeit sichtbar. In der ROS-Gruppe war 0 und 8 Tage nach Intervention eine
signifikant hohere VCAM-1 Expression erkennbar als nach 84 und 168 Tagen (Abb. 19). Die
Abnahme der VCAM-1 Expression lief3 sich bei ndherer Betrachtung signifikant in den Anuli
zwischen Tag 0 und Tag 84 und in den Kommissuren zwischen Tag O und Tag 168
nachvollziehen. In den Taschen war erst verzogert an Tag 8 ein Maximum der VCAM-1
Expression sichtbar. Die Klappen der Sham- und Lasergruppe zeigten hingegen keine VCAM-1
Dynamik iiber die Zeit und exprimierten zu jedem Zeitpunkt sehr wenig VCAM-1 (Abb. 19).
Passend zu diesen Ergebnissen wurde eine erhohte endotheliale VCAM-1 Expression durch die
Einwirkung von ROS bereits in einigen Studien beobachtet (30, 74). Farrar et al. induzierten
oxidativen Stress in vitro und konnten in valvuldren endothelialen Zellen von
Schweineaortenklappen eine erhohte VCAM-1 Expression generieren (74). Diese in vitro

Ergebnisse decken sich somit mit den kurzfristigen in vivo Ergebnissen des Gesamtprojektes.

Eine mogliche Erkldrung fiir das abnehmende VCAM-1 Signal {iber die Zeit konnte eine
sinkende ROS-Konzentration im Gewebe der Aortenklappe sein, so dass inflammatorische
Signalkaskaden nicht aufrechterhalten wurden. Zudem beobachteten Marui et al., dass die
VCAM-1 Genexpression iiber antioxidativ wirkende Molekiile reguliert wird (105). Auch
Miller et al. bestétigten, dass antioxidativ wirksame Prozesse in den kalzifizierten Bereichen der

Aortenklappe reduziert waren (65). In dieser Arbeit wurde jedoch eine vorher gesunde
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Aortenklappe der Ratte oxidativem Stress ausgesetzt. Somit besteht hier kein Anhalt dafiir, dass
antioxidativ wirksame Enzyme bereits im Vorfeld geschiddigt waren. Ob diese Mechanismen an
der Abnahme der initial vorhandenen VCAM-1 Uberexpression beteiligt waren, bleibt

Spekulation. Zur Klarung dieser Frage sind weitere Untersuchungen notig.

Eine weitere Limitation besteht darin, dass neben VCAM-1 auch andere endotheliale
Adhésionsmolekiile existieren, die in dieser Arbeit nicht untersucht wurden. Zu nennen sind an
dieser Stelle ICAM-1 und E-Selectin, welche ebenfalls in degenerativ verdnderten

Aortenklappen nachgewiesen wurden (33, 103).

Zusammengefasst fiihrte eine einmalig hohe lokale ROS-Exposition an der Aortenklappe nicht

zu einer langfristig-andauernden endothelialen Aktivierung.
4.3.3 Zelluldare Inflammation durch Makrophagen

Monozytire Zellen gehdren zu der angeborenen Immunabwehr und {ibernehmen eine zentrale
Rolle in der Initiierung von inflammatorischen Signalkaskaden (106). Nach der Transmigration
ins Gewebe iiber endotheliale Adhésionsmolekiile liegen sie als Makrophagen vor (107). Sie
exprimieren den Oberflichenmarker CD68 (108, 109). Zellen der angeborenen Immunabwehr
wird in der Aortenklappendegeneration zunehmend eine aktive Rolle im Krankheitsprozess
zugeschrieben (101). Sie tragen iiber pro-inflammatorische Zytokine und proteolytische

Enzyme zu einem Remodeling und zu einer Biomineralisation des Gewebes bei (31, 101, 110).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied im
Makrophagen-Anteil am Gewebe zwischen der ROS-Gruppe und der Laser- bzw. Sham-Gruppe
(Abb. 22). Auch im Verlauf des Beobachtungszeitraums verdanderte sich der Gesamtanteil an
Makrophagen in den Aortenklappen von der Sham-, Laser- und ROS-Gruppe nicht (Abb. 23,
A-C). Verglich man die zeitlichen Verdnderungen des CD68-Anteils am Gewebe flr die
einzelnen Regionen (Taschen, Anuli und Kommissuren) in der ROS-Gruppe, ergaben sich
ebenfalls keine Unterschiede (Abb. 23, D-F). Im Gegensatz dazu wurde in vielen Arbeiten eine
Makrophagen-Akkumulation sowohl in friihen Lé&sionen, als auch in fortgeschrittenen
kalzifizierten Stadien der Erkrankung gezeigt (35, 38, 67, 111-113). Dabei war der Anteil der
Makrophagen sehr unterschiedlich und korrelierte vor allem mit dem Ausmal der Degeneration
und Kalzifikation (35, 112). Diesen Erkenntnissen gegeniiber steht jedoch die Studie von Sider

et al.,, in der trotz Generierung von proteoglykanreichen subendothelialen Lidsionen bei
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cholesterinreicher Erndhrung keine Makrophagen in den Aortenklappen von Schweinen
detektiert werden konnten (114). Hinzu kommt, dass inflammatorische Zellinfiltrate nicht bei
allen explantierten humanen Aortenklappen mit frithen Lésionen vorhanden waren (35, 112).
Auch in dieser Arbeit konnten in einigen Klappen der ROS-Gruppe subendotheliale Lésionen
nach 84 und 168 Tagen beobachtet werden (Kapitel 3.1). Jedoch ergab sich kein Anhalt dafiir,
dass in diesen Lisionen eine relevante Akkumulation von Makrophagen vorhanden war. Dies
spricht dafiir, dass hier langfristig kein aktives inflammatorisches Infiltrat durch die Intervention

generiert wurde.

Bei einem interregiondren Vergleich zwischen den Taschen, Anuli und Kommissuren wurde ein
signifikant hoherer Makrophagen-Anteil am Taschengewebe gemessen (Abb. 24-26). Dieses
Ergebnis war in allen drei Gruppen zu den meisten Zeitpunkten erkennbar. Verglich man den
Makrophagen-Anteil in den Taschenregionen zwischen der Sham-, Laser- und ROS- Gruppe
fiir jeden Zeitpunkt, so ergaben sich wiederum keine signifikanten Unterschiede (Abb. 27). Im
deskriptiven Befund fiel auf, dass die Makrophagen meistens in ventrikuldre Richtung der
Taschen ausgerichtet waren. Vereinzelt verteilten sie sich bis zur aortalen Taschenseite. Auch
andere Arbeitsgruppen beschrieben das Vorkommen von Makrophagen in den Taschen von
gesunden Aortenklappen (35, 38, 115). Dabei waren die Zellen diffus iiber die gesamte Linge
der Taschen verteilt, so dass sie in Fibrosa und Ventrikularis zugleich vorkamen (35). In der
degenerativen Aortenklappenerkrankung wurde der Ursprung der Lésionen allerdings auf
aortaler Seite der Taschen in der Fibrosa beschrieben (7). Jedoch zeigte sich in der vorliegenden
Studie keine Betonung der inflammatorischen Zellen in aortale Richtung der Taschen. Dieses
suggeriert, dass es sich bei den Makrophagen in den Taschen der Sham-, Laser- und ROS-
Gruppe am ehesten um residente Zellen handelte. Die Frage, ob oxidativer Stress oder die
physikalische Manipulation am Gewebe durch die Implantation der Laserfaser zu einer erhohten
Rekrutierung von monozytiren Zellen in die Taschen gefiihrt hat, lie sich im vorliegenden
Versuchssetting nicht kldren. Hierzu wéren zum Vergleich Aortenklappen desselben
Rattenstammes ohne jegliche Manipulation notwendig gewesen. Zudem wire eine
weiterfiihrende Subtypisierung in den MI1- bzw. M2-Phidnotypen der vorliegenden
Makrophagen interessant gewesen (113). Diese Phénotypen differenzieren zwischen dem
Aktivitatsstatus der Makrophagen. Es wurde gezeigt, dass der M1-Phénotyp maligeblich an der
Progression der Aortenklappenstenose beteiligt ist (113).
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In Zusammenschau der Ergebnisse konnte in dieser Arbeit keine erhohte Makrophagen-
Akkumulation im Gewebe der Aortenklappe durch die einmalige lokale Applikation von
reaktiven Sauerstoffspezies generiert werden. Oxidativer Stress und eine erhohte Makrophagen-
Akkumulation wurden zwar in kalzifizierten Aortenklappen in mehreren Studien nachgewiesen,
jedoch bleiben viele Zusammenhénge weiterhin ungeklért. Es ist bekannt, dass Makrophagen
reaktive Sauerstoffspezies erzeugen konnen (106). Allerdings ist die genaue Wirkung von ROS
auf die Makrophagen weiterhin Gegenstand der Forschung. Obwohl im Gesamtprojekt eine
initial erhohte endotheliale VCAM-1 Expression durch den Einfluss von ROS gezeigt wurde
(Daten von Laura Jacobi), war dieser Zusammenhang fiir die Aktivierung von Makrophagen
nicht ersichtlich. Auch Miller et al. konnten keine Kolokalisation von Makrophagen in Regionen
der Aortenklappe mit erhohtem oxidativem Stress detektieren (65). In Studien zeigte sich, dass
ROS zwar an der Aktivierung von Makrophagen beteiligt sind, jedoch nicht zu einer erhéhten
chemotaktischen Rekrutierung der Zellen zu Lisionsorten fithren (116). Diese Diskrepanz
wurde auch in der hier vorliegenden Arbeit sichtbar, da keine Ansammlung von Immunzellen

im Bereich der morphologischen Verdnderungen detektiert werden konnte.

In diesem Projekt wurde morphologisch am ehesten ein frithes Stadium der Aortenklappen-
degeneration generiert ohne Anhalt fiir aktive inflammatorische Infiltrate, welche fiir das
Fortschreiten der Degeneration verantwortlich gemacht werden. In weiteren Studien bleibt
daher zu kldren, inwiefern eine erneute Exposition mit oxidativem Stress zu einem Fortschreiten

der Erkrankung iiber aktive inflammatorische Prozesse beitragt.
43.4 Zelluldre Inflammation durch T-Zellen

T-Lymphozyten gehdren zu der adaptiven Immunabwehr, sind aber auch an inflammatorischen
Prozessen des Korpers beteiligt. Sie erkennen fremde Antigene und werden daraufhin aktiviert,
proliferieren und erfiillen je nach Zellart unterschiedliche Funktionen (107). T-Lymphozyten
riickten in den letzten Jahren immer weiter in den Vordergrund zur Erforschung der
Pathomechanismen der Aortenklappenstenose. In diesem Projekt wurde das Oberfldchen-

molekiil CD3 untersucht, welches auf allen T-Zellarten exprimiert wird.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten weder zu den friihen noch zu den spiten Zeitpunkten eine
erhohte T-Zellakkumulation in der ROS-Gruppe. Auch in den Kontrollgruppen befanden sich

keine Ansammlungen von T-Zellen. Insgesamt wurden in allen untersuchten Aortenklappen nur
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sehr vereinzelt T-Lymphozyten beobachtet. Eine Lokalisation von T-Zellen im Bereich der
histologisch sichtbaren subendothelialen Lésionen war ebenfalls nicht darstellbar. Im Gegensatz
dazu wurde bereits mehrfach in verschiedenen Studien demonstriert, dass T-Zellen in frithen,
sowie fortgeschrittenen Stadien der DAVD vorhanden waren (35, 38, 112, 117-121). Allerdings
zeigten sich hier deutlich Unterschiede in der Pridvalenz und Verteilung der T-Zellen innerhalb
der Aortenklappe. Wéhrend bei Olsson et al. alle untersuchten stenotischen Klappen eine
Akkumulation von T-Zellen aufwiesen, konnten diese bei Otto et al. in 54 % und bei Coté et al.
sogar nur in 28% der Fille nachgewiesen werden (35, 112, 121). Dabei schien die Beteiligung
des adaptiven Immunsystems insbesondere in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung relevant
zu sein und es zeigte sich ein Zusammenhang von T-Zell-Akkumulation mit
Neovaskularisation, subendothelialen Lésionen und Kalzifikationsherden (118-120, 122).
Passend dazu wurde in dieser Arbeit weder histologisch noch immunhistochemisch ein
fortgeschrittenes Stadium der Aortenklappenstenose generiert und somit fehlten T-Zell-betonte
Infiltrate. Dennoch waren vereinzelt T-Lymphozyten im Gewebe der Aortenklappe in der
Sham-, Laser- und ROS-Gruppe sichtbar. Hierbei handelt es sich jedoch nicht unbedingt um
pathologische Prozesse. Denn auch in gesunden Aortenklappen wurde eine sehr geringe Anzahl
an T-Zellen bereits histochemisch nachgewiesen (117, 121). Allerdings wére fiir eine genauere
Analyse des Aktivitétsstatus der T-Lymphozyten eine Darstellung des Interleukin-2-Rezeptors
und die Unterscheidung zwischen CD4- und CD8-positiven Zellen interessant gewesen (117).
Da insgesamt sehr wenige CD3-positive Zellen und kein progressives Stadium der DAVD

vorhanden waren, wurde hier auf eine weitere Differenzierung verzichtet.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit keine erhohte Infiltration von Makrophagen und T-Zellen
durch die einmalige hohe Exposition mit oxidativem Stress gezeigt werden. Dieses bedeutet
aber nicht, dass ROS keinerlei Einfluss auf die Inflammation im Gewebe hat. In der Literatur
wird eine Verkniipfung von ROS und der Aktivierung des adaptiven Immunsystems bereits seit
Langerem diskutiert (110, 121, 123, 124). So wird spekuliert, dass oxidativ verdnderte Proteine
iiber antigenprésentierende Zellen, wie Makrophagen oder dendritische Zellen, zur Aktivierung
von residenten T-Zellen beitragen (110, 123, 124). Daraufhin wird die Progression der
Erkrankung {iber proinflammatorische Zytokine durch die aktivierten T-Lymphozyten
aufrechterhalten. In dieser Arbeit konnte diese Theorie nicht ausreichend gepriift werden.

Moglicherweise konnte durch eine kontinuierliche oder repetitive ROS-Exposition in
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zukiinftigen Versuchssettings eine stirkere und andauernde oxidative Verdnderung des
Gewebes erzeugt werden, welche die inflammatorische Kaskade der DAVD bis zu einem
fortgeschrittenen Krankheitsstadium vorantreibt. Somit kdnnte eine weitere Optimierung des
Modells dazu beitragen, die genaue Rolle des adaptiven Immunsystems in der Kalzifikation der

Aortenklappe in vivo zu erforschen.
4.3.5 Aktivierung apoptotischer Prozesse

Die Apoptose ist ein regulierter Zelltodmechanismus, der iiber eine morphologische
Verdnderung von Zellkern, Zytoplasma und eine DNA-Fragmentierung eingeleitet wird (125).
Dabei stellt die Caspase 3 eine wichtige Effektorcaspase dar, welche sowohl iiber einen
intrinsischen als auch extrinsischen Weg proteolytisch aktiviert wird (97). Apoptotischen
Prozessen wird zunehmend eine wichtige Rolle in der Biomineralisation der Aortenklappe

zugeschrieben (41, 126).

Um den Einfluss von physikalischen und oxidativen Noxen auf apoptotische Signalkaskaden zu
untersuchen, wurde in dieser Arbeit die aktivierte Form der Caspase 3 immunhistochemisch
analysiert. Weder 84 noch 168 Tage nach der Intervention wurde eine erhdhte Aktivitdt der
Caspase 3 in den explantierten Aortenklappen der Sham-, Laser- und ROS-Gruppe
nachgewiesen. Auch im Bereich der subendothelialen Lésionen gab es keine aktiven

apoptotischen Zellen.

Im Gegensatz dazu ergaben sich bereits in mehreren Studien Hinweise auf eine erhdhte
apoptotische Aktivitét in der Pathophysiologie der Aortenklappenstenose (6, 39, 41, 47, 126-
130). Der Zelltod von VICs fiihrte dabei konsekutiv zu einer Mikrokalzifikation des Gewebes
iiber eine zunehmende Ablagerung von Hydroxyapatit-Kristallen (6, 39, 126, 129). Auch Tuleta
et al. zeigten, dass die Apoptoserate in stenotischen kalzifizierten Klappen hoher war, als in
frithen Stadien der Erkrankung (128). In sklerotischen Klappen konnten sie nur bei 28 % der
Félle apoptotische Zellen nachweisen, wobei eine Balance zwischen Proliferations- und
Apoptoserate der Zellen bestand (128). Lee et al. stellten elektronenmikroskopisch ebenfalls
fest, dass apoptotische Zellen vor allem um kalzifizierte Bereiche herum vorhanden waren
(126). Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass Apoptose vor allem in Stadien der Erkrankung
relevant ist, bei denen bereits Kalzifikationsherde vorhanden sind. Ubereinstimmend damit lag

in dieser Arbeit histologisch am ehesten ein frithes degeneratives Krankheitsstadium ohne
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kalzifizierte Knoten vor. Somit passen die Ergebnisse dieser Arbeit dazu, dass keine erhdhte

Aktivitdt der Caspase 3 gemessen wurde.

Trotz allem bietet sich in der Literatur weiterhin eine inkonsistente Darstellung der
apoptotischen Aktivitit in Abhingigkeit vom Krankheitsstadium. Denn Somers et al. stellten
trotz fortgeschrittener kalzifizierter Aortenklappenstenose nur eine geringe apoptotische
Zellaktivitdt fest (131). Dementsprechend sind weitere Untersuchungen zur Initiierung und

Aufrechterhaltung des Zelltods im Krankheitsprozess unabdingbar.

Erste Studien diesbeziiglich wurden von Rajamannan et al. im hypercholesterindmischen
Kaninchenmodell durchgefiihrt, in dem eine erhohte Apoptose-Rate in den atherosklerotisch
verdnderten Bereichen der Aortenklappe auffiel (127). Ein Zusammenhang zwischen ROS und
Apoptose wurde auch in einigen in vitro Studien gezeigt (130, 132-134). Insbesondere konnte
eine Beteiligung der Caspase 3 in der ROS-induzierten Apoptose bei neurodegenerativen
Prozessen nachgewiesen werden (135, 136). Jedoch lieB3 sich diese Beziehung im vorliegenden
Tiermodell durch immunhistochemische Messung der Caspase 3-Aktivitidt 84 und 168 Tage
nach PDR nicht reproduzieren. Zum einen war womdoglich die Nachweismethode nicht sensitiv
genug, so dass eine Darstellung iiber zusitzliche Techniken hilfreich gewesen wire (137). Zum
anderen wurde unter Umstinden der Zeitpunkt mit der hochsten apoptotischen Zellaktivitat
verpasst. Des Weiteren wurde eine erhohte Caspase 3-Aktivitit vor allem bei chronischer,
niedrig konzentrierter Exposition mit ROS beschrieben, wihrend in diesem Versuchssetting
einmalig eine hohe ROS-Dosis appliziert wurde (135). Hinzu kommt, dass in dieser Arbeit
andere Zelltodmechanismen, wie Autophagie oder Nekrose, nicht untersucht wurden, obwohl

Hinweise fiir eine Beteiligung in der Pathophysiologie bestehen (131).

Von der ROS-induzierten Apoptose abzugrenzen ist eine erhohte Aktivitdt der Caspase 3 als
Folge der Laserenergie oder mechanischen Manipulation am Gewebe (94). Auch in der Sham-
und Laser-Gruppe konnte keine erhdhte apoptotische Aktivitdt 84 und 168 Tage nach der
Intervention detektiert werden. Im Vorprojekt lie3 sich auch fiir die Zeitpunkte O und 8 Tage
keine erhohte Caspase 3-Aktivitdt im Gewebe der Aortenklappe nachweisen (Daten von Laura
Jacobi). Dieses spricht dafiir, dass etwaige Ergebnisse dieses Projektes nicht auf eine durch den

Laser herbeigefiihrte Apoptose mit konsekutiven Zellverdnderungen zuriickzufiihren sind.
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Zusammenfassend ist eine einmalige ROS-Exposition des Gewebes nicht ausreichend gewesen,
um langfristig molekulare Kaskaden in Gang zu setzen, welche zu einer fortwéhrenden
apoptotischen Aktivitdt mit Zunahme der Biomineralisation der Aortenklappe fiihren. Es konnte
ebenfalls kein Effekt auf die Caspase 3-Aktivitdt durch den physikalischen Effekt des Lasers

oder durch die mechanische Manipulation am Gewebe gezeigt werden.
4.4 Beurteilung der Ergebnisse im Gesamten

Der degenerativen Aortenklappenerkrankung liegt eine komplexe multifaktoriell-bedingte
Pathophysiologie zugrunde. Eine Beteiligung von oxidativem Stress konnte bereits durch einige
ex vivo und in vitro Studien gezeigt werden (6, 44, 49, 65, 66). Dieses Gesamtprojekt stellte zum
ersten Mal ein Versuchssetting auf, bei dem oxidativer Stress in vivo und isoliert direkt an der

Aortenklappe generiert und untersucht werden konnte.

Die Ergebnisse legen nahe, dass die initial im Vorprojekt beobachtete inflammatorische
Reaktion des Endothels durch ROS mit der Zeit kontinuierlich abgenommen hat. Hierbei l4sst
sich eine Reduktion der inflammatorischen Wirkung von oxidativ veranderten Zellbestandteilen
diskutieren (66). Ob dabei antioxidative Mechanismen zu einer Senkung der ROS-
Konzentration und der Zellschidden beigetragen haben, bleibt Spekulation. Miller et al. konnten
zeigen, dass antioxidativ wirksame Prozesse in den kalzifizierten Bereichen der Aortenklappe
reduziert waren (65). In dieser Arbeit wirkte oxidativer Stress als isolierter Risikofaktor auf eine
vorher gesunde Aortenklappe, bei welcher antioxidative Enzyme nicht bereits durch eine

bestehende Erkrankung geschéadigt waren.

Obwohl VCAM-1 nach der Intervention erhdht war, kam es nicht zu einer gesteigerten Invasion
und Akkumulation von Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems. Makrophagen
waren vor allem in den Taschen der Sham-, Laser- und ROS-Gruppe vorhanden. Es zeigten sich
aber zwischen den Gruppen keine Unterschiede in der Makrophagen-Verteilung bzw. im
Makrophagen-Anteil am Gewebe. Inflammatorische Zellinfiltrate konnten dementsprechend im
vorliegenden Modell nicht beobachtet werden. Auch apoptotische Signalkaskaden waren in
keiner der untersuchten Gruppen aktiv, so dass weder oxidativer Stress noch eine physikalische

Manipulation des Gewebes einen Einfluss auf die Apoptose hatten.
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Dennoch waren bei den Langzeituntersuchungen nur in der ROS-Gruppe langfristig
subendotheliale Lasionen mit Zelllockerungen und fokaler Verdickung des Gewebes sichtbar.
Ahnliche PDR-induzierte Verinderungen im Sinne einer vaskuliren Degeneration zeigten sich
ebenfalls bereits bei anderen Arbeitsgruppen (83, 85). So war bei Kiibler et al. eine arterielle
Endothelhyperplasie als Reaktion auf eine intraoperative photodynamische Therapie sichtbar
(83). Trotz stellenweiser basisnaher Verdickung der Aortenklappentaschen bei einigen Tieren
der ROS-Gruppe in dieser Arbeit fehlten Anzeichen fiir eine fortgeschrittene Erkrankung. Im
Bereich der Lisionen konnten weder Immunzellen noch kalzifizierte Knoten nachgewiesen
werden. Die genauen molekularen Mechanismen, die zu den o.g. friihen Lésionen nach
photodynamischer Reaktion gefiihrt haben, gilt es daher weiter zu erforschen. Eine chronisch
erhohte Inflammation oder apoptotische Aktivitit des Gewebes als Stimulus fiir die

Veranderungen konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden.

In Zusammenschau mit allen Ergebnissen lie sich durch die lokale Exposition der
Aortenklappe mit ROS am ehesten ein sehr frithes Stadium der DAVD generieren. Zur besseren
Beurteilung von Langzeitfolgen des oxidativen Stresses konnte in zukiinftigen Projekten eine
kontinuierliche oder repetitive ROS-Belastung erwogen werden. Eine genauere Analyse der
Zellveranderungen in den subendothelialen Lésionen konnte weitere Hinweise auf die
zugrundeliegenden Mechanismen liefern. Insbesondere ist weiterhin eine detaillierte Klarung
der Frage interessant, wie reaktive Sauerstoffspezies als unabhéngige Risikofaktoren eine

Initiierung und Progression der Aortenklappenstenose beeinflussen.
4.5 Limitationen

Bei der Nutzung von Tiermodellen muss man davon ausgehen, dass die Ergebnisse aus einer
anderen Spezies immer nur begrenzt auf den Menschen {ibertragbar sind. Dennoch sind in vivo
Modelle gut dafiir geeignet, neue Einblicke in komplexe molekulare Zusammenhinge der
DAVD zu gewinnen und die Wirkung von Medikamenten zu erforschen. In diesem Projekt war
das Ziel, durch die photodynamische Reaktion eine langfristig erhdhte Exposition mit reaktiven
Sauerstoffspezies lokal an der Aortenklappe zu erzeugen und die langfristige Einwirkung auf
das Gewebe zu erforschen. Die Effekte auf die endotheliale Reaktion, Inflammation und
Apoptose nahmen jedoch entweder iiber die Zeit ab oder blieben aus. Eine einmalig hohe ROS-

Exposition spiegelt womdglich nicht ausreichend die reale Situation einer eher kontinuierlichen
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Belastung des Gewebes mit oxidativem Stress wider. Daher kann an dieser Stelle diskutiert
werden, ob eine repetitive Durchfiihrung der PDR mit Foscan® zu einer kontinuierlicheren und
stabilen ROS-Exposition fithren wiirde, welche die o.g. Effekte potenziert. Es muss jedoch
abgewogen werden, ob die Versuchstiere eine wiederholte invasive Belastung iiberleben

wiirden.

Ein weiterer Punkt ist, dass insbesondere zwischen den Zeitpunkten 8 Tage, 84 Tage und 168
Tage weite Zeitspannen liegen und somit bestimmte dynamischen Verdanderungen sich in einem
Zwischenzeitpunkt abgespielt haben konnten. Zudem ist die DAVD eine hochkomplexe
multifaktoriell bedingte Erkrankung, welche ein Zusammenspiel verschiedener Risikofaktoren
wahrscheinlich macht. Aufgrund der heterogenen Atiologie und zudem einer in diesem Projekt
eher geringen Stichprobengrofle von n = 7 pro Gruppe und pro Zeitpunkt konnten womdoglich

degenerative morphologische Verdanderungen nicht in allen Klappen induziert werden.

Eine weitere Limitation dieser Arbeit besteht darin, dass lediglich histologische und
immunhistochemische Analysen der Proben erfolgten. Es gab keine Untersuchungen der
Veranderungen auf Gen- oder Proteinbasis, was insbesondere bei einem friihen

Erkrankungsstadium interessant gewesen wiére.

Bei der Wahl der Kontrollgruppen ldsst sich diskutieren, inwiefern allein die Implantation der
Laserfaser ohne Aktivierung der Bestrahlung bereits zu Schidigungen oder Infektionen des
Gewebes gefiihrt hat. Denn auch in den Kontrollgruppen gab es einzelne Aortenklappen, die
VCAM-1 exprimierten. Dennoch waren bei diesen Gruppen keine morphologischen
Verdnderungen im Sinne von subendothelialen Verdickungen erkennbar. Es wire interessant
gewesen, eine weitere Kontrollgruppe, welche keine physikalische Manipulation erfahren hat,
auf die hier genannten Gewebsmarker zu untersuchen. Allerdings muss abgewogen werden, ob

es vertretbar wire, weitere Versuchstiere fiir diese dritte Kontrollgruppe zu euthanasieren.
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4.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein neues in vivo Modell zur Untersuchung der isolierten Auswirkungen
von oxidativem Stress auf die Aortenklappe angewandt. Dazu erfolgte eine intravaskuldre
Induktion von ROS iiber die photodynamische Reaktion unmittelbar an der Aortenklappe von
Ratten. ROS wurden bereits mehrfach als wichtige Einflussfaktoren in der Pathogenese der
DAVD beschrieben. Der Fokus dieser Arbeit lag somit auf einer Identifizierung von
langfristigen ROS-induzierten inflammatorischen, morphologischen und apoptotischen

Effekten, welche in der Pathogenese der Erkrankung eine Rolle spielen.

Der im Vorprojekt initial beobachtete Effekt einer erhohten endothelialen Inflammation nahm
tiber die Zeit ab. Zudem reichte eine einmalige ROS-Exposition nicht aus, um zu einer Invasion
von Immunzellen und zu einer langfristigen Aktivierung von apoptotischen Signalkaskaden
beizutragen. Dennoch wurden morphologische Verdnderungen in Form von subendothelialen
Verdickungen des Anulus- und Taschengewebes generiert. Diese Ergebnisse lassen sich am
ehesten mit einem frithen Stadium der Aortenklappensklerose vereinen. Somit konnte
tibereinstimmend mit der bisherigen Literatur mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Beteiligung

von ROS bereits in der frithen Pathogenese der Erkrankung gezeigt werden.

Fir ein ganzheitliches Verstindnis der Einflussbreite des oxidativen Stresses auf die
Aortenklappe sind weitere Studien unabdingbar. Zum einen kann das hier angewandte
Tiermodell fiir pharmakologische Studien genutzt werden, welche zum Beispiel den Effekt von
antioxidativen Medikamenten in vivo testen. Zum anderen kann die Auswirkung von ROS in
Kombination mit verschiedenen anderen Risikofaktoren anhand dieses Modells tiefer erforscht
werden. Des Weiteren eignet sich das Versuchssetting fiir Untersuchungen an anderen
Organsystemen, anderen Tierspezies und fiir die Analyse weiterer biochemischer Marker,

welche dabei helfen kdnnen, wichtige Schliisselereignisse der DAVD zu identifizieren.
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