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Zusammenfassung (deutsch) 

Die degenerative Aortenklappenerkrankung (degenerative aortic valve disease, DAVD) ist eine 

fortschreitende Erkrankung, deren klinische Relevanz aufgrund der alternden Bevölkerungsstruktur 

steigt. Bisher bestehen nur operative und interventionelle, aber keine medikamentösen Therapieansätze. 

Zu den zahlreichen bekannten Faktoren, die zur Entstehung der Erkrankung beitragen, gehören unter 

anderem das metabolische Syndrom, Nierenversagen, das Alter, Nikotinabusus und oxidativer Stress. 

Zur Untersuchung der Erkrankung im Tiermodell wurden bisher Modelle verwendet, die die 

Auswirkungen von systemisch appliziertem oxidativem Stress untersuchten. Welche Rolle lokaler 

oxidativer Stress auf das Aortenklappengewebe hat, ist bisher nur unzureichend bekannt.  

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Rattenmodells, welches die Folgen einer lokalen 

Applikation von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) an der Aortenklappe näher 

beleuchtet und mit dem pathophysiologischen Konzept der Aortenklappendegeneration vergleicht.  

Die Grundlage des Modells ist die lokale Erzeugung von ROS durch eine photodynamische Reaktion 

(PDR). Den Ratten wurde der Photosensibilisator Temoporfin injiziert und deren Aortenklappen 

anschließend in vivo über eine Laserfaser mit einem Rotlichtlaser bestrahlt.  

Zunächst wurde die optimale Bestrahlungsdauer ermittelt, welche ein hohes Maß an oxidativem Stress 

generiert. Verglichen wurden die Ergebnisse mit Daten aus Kontrollgruppen, die entweder keinen 

Photosensibilisator (Laser-Gruppe) erhielten oder mit Tieren, die keinen Photosensibilisator erhielten 

und deren Klappen zudem nicht bestrahlt wurden (Sham-Gruppe). Die Analyse der Aortenklappen 

erfolgte direkt unmittelbar nach der Intervention (t = 0 d) und acht Tage nach der Prozedur (t = 8 d). 

Morphologische Veränderungen wurden mit einer Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) 

analysiert. Oxidativer Stress durch ROS wurde indirekt mithilfe einer 8-Hydroxy-2’Deoxyguanosin (8-

OHdG)-Immunfluoreszenzfärbung nachgewiesen. Inflammatorisch endotheliale und apoptotische 

Prozesse wurden immunhistochemisch mithilfe des Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1, 

Vaskuläres Zelladhäsionsmolekül 1) und der Cleaved Caspase 3 analysiert.  

Eine 60-minütige PDR zeigte zum Zeitpunkt t = 0 d zum einen ein signifikant höheres Maß an ROS 

verglichen mit der Sham-Kontrollgruppe, zum anderen aber auch signifikant mehr oxidativen Stress als 

nach einer 10-minütigen PDR. Die 60-minütige PDR führte zum Zeitpunkt t = 0 d verglichen mit der 

gleichsinnigen Laser-Kontrollgruppe zwar zu einer signifikant erhöhten VCAM-1-Expression, nicht 

jedoch in höherem Maß als eine Bestrahlungsdauer von 10 Minuten. Acht Tage nach der Intervention 

verminderte sich sowohl der oxidative Stress als auch die inflammatorische endotheliale Aktivierung an 

der Aortenklappe. Morphologisch zeigten sich in keiner Gruppe Veränderungen. Zu keinem Zeitpunkt 

konnte eine vermehrte Apoptose im Gewebe als Ausdruck von physikalischem Schaden nachgewiesen 

werden. Auf der Basis dieser Ergebnisse kann in Langzeitversuchen die Entstehung einer manifesten 

DAVD im dargestellten Modell analysiert werden. Hierdurch kann der Einfluss von oxidativem Stress 

insbesondere in der Frühphase der Erkrankung genauer untersucht werden. Dies kann auch die 

Entwicklung medikamentöser Therapieansätze zur Verhinderung einer ausgeprägten DAVD 

ermöglichen.   
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Zusammenfassung (englisch) 

The degenerative aortic valve disease (DAVD) is a progressive disorder with an increasing clinical 

relevance in our aging population. So far there are only operative and interventional, but no 

pharmaceutical therapeutic approaches existing. It is known that many different factors are involved in 

the process of degeneration. These include but are not limited to the metabolic syndrome, smoking, renal 

failure, old age and oxidative stress. In current animal models the oxidative stress is applicated 

systemically and the mere local effect has not been determined yet.  

The aim of this work was the development of a new small animal model, which examines the isolated 

impact of reactive oxygen species (ROS) in the aortic valve and compares it to the current 

pathophysiological concept of aortic valve degeneration.  

The basis of this model is the local generation of ROS through photodynamic reaction (PDR). The 

photosensitizer Temoporfin was injected in the rats and their aortic valves were irradiated in vivo by a 

red-light laser.  

At first the ideal duration of irradiation was established, in which oxidative stress was generated in a 

high degree without damaging the aortic valve tissue. The results were compared to control groups, 

which did not receive any photosensitizer, but radiation (laser-control-group) or neither a photosensitizer 

nor radiation (sham-control-group). The aortic valves were analysed either directly after intervention 

(t = 0 d) or eight days post-operative (t = 8 d). Morphologic changes were ascertained by a haematoxylin 

and eosin stain (HE). Oxidative stress was detected indirectly with an immunofluorescence staining for 

8-hydroxy-2‘-deoxyguanosine (8-OHdG). Inflammatory endothelial and apoptotic processes were 

analysed immunohistochemically by vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) and 

cleaved caspase 3. 

At the timepoint t = 0 d a 60-minute PDR created a significantly higher degree of oxidative stress 

compared to the sham-control-group, as well as compared to a 10-minute PDR. At the same timepoint 

a 60-minute PDR led to a significant higher VCAM-1-expression compared to the laser-control-group, 

but not in a higher degree than the effect of a 10-minute irradiation. Eight days after the intervention 

both the oxidative stress and the inflammatory endothelial activation on the aortic valve decreased. No 

morphological changes were seen in the different treatment groups up until then. An augmented 

apoptosis in the tissue was not established as a manifestation of physical impairment at any time. 

Based on these findings long-term experiments can be conducted to evaluate the development of the 

DAVD in this model. The impact of oxidative stress can be examined especially in early stages of the 

disease as a result of this. This may help to provide pharmaceutical therapeutic approaches in early 

stages of DAVD.  
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1 Einleitung 

1.1 Die Aortenklappe 

1.1.1 Aufbau der Aortenklappe 

Die Aortenklappe ist eine der beiden Taschenklappen des Herzens (1). Sie liegt zwischen dem linken 

Ventrikel und der Aorta und verhindert während der Diastole den Rückfluss des Blutes in den 

Ventrikel (1). Die Aortenklappe gehört makroskopisch zur Aortenwurzel (2). Die Aortenwurzel umfasst 

neben den drei Taschen, den Valvulae semilunares, einen fibrösen Anulus und die Kommissuren, die 

Sinus valsalvae, die Spatia intervalvulares und den sinotubulären Übergang (2–5). Die Bezeichnung der 

einzelnen Taschen erfolgt in Abhängigkeit zur Lage der Koronararterien: Valvula semilunaris posterior, 

Valvula semilunaris dextra und Valvula semilunaris sinistra (4, 5). Jede der Taschen besitzt einen frei 

ins Lumen der Aortenklappe ragenden Rand, die Lunula valvarum semilunarum (5). Dieser verdickt 

sich medial zum Nodulus valvae semilunaris. (2, 5, 6).  

 
Abb. 1: Aufbau der Aortenklappe und der Aortenwurzel 

Die Aortenklappe liegt zwischen linkem Ventrikel und Aorta (A). Die einzelnen Strukturen der Aortenklappe sind 

mikroskopisch im Querschnitt (B) und schematisch im Längsschnitt durch die Aortenwurzel (C) dargestellt. Die 

Schnittebenen sind als gestrichelte Linie in A markiert. Der Querschnitt zeigt einen 5 µm dicken Schnitt durch die 

Aortenklappe in einer HE-Färbung. Zu sehen sind alle drei Taschen (1), die Kommissur (2), der Anulus (3) und 

die angeschnittenen Koronararterien (5). Markiert sind die aortale und ventrikuläre Seite der Taschen (B). Das 

Spatia intervalvularis und der sinotubuläre Übergang sind nur im Querschnitt der Aortenwurzel zu erkennen (C). 

(erstellt mit (7))  
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Mikroskopisch bestehen die Taschen der Aortenklappe aus drei Schichten, welche sowohl auf der 

ventrikulären, als auch auf der aortalen Seite mit Endothel überzogen sind (2, 8). Das Klappenendothel 

besteht in Analogie zum Gefäßendothel aus valvulären Endothelzellen (valvular endothelial cells, VEC) 

(8). In den tiefen Schichten der Taschen finden sich valvuläre Interstitialzellen (valvular interstitial 

cells, VIC), welche von extrazellulärer Matrix (EZM) umgeben sind (8). Angepasst an die mechanischen 

Kräfte, denen die Taschen der Aortenklappe ausgesetzt sind, variiert die Zusammensetzung der EZM 

von aortal nach ventrikulär (2, 8). Die EZM der aortal gelegenen Lamina fibrosa besteht vorwiegend 

aus Kollagen, während das EZM der ventrikulär gelegenen Lamina ventricularis überwiegend Elastin 

enthält (2, 3, 8). Zwischen der Lamina fibrosa und der Lamina ventricularis liegt die Lamina spongiosa. 

Diese besteht neben den VICs hauptsächlich aus Glykosaminoglykanen (2, 8).  

 

1.1.2 Erkrankungen der Aortenklappe 

Erworbene Herzklappenfehler können sich als Stenose, Insuffizienz oder einer Kombination aus beidem 

präsentieren (9). Die häufigste Pathologie der Herzklappen ist mit 43 % die Aortenklappenstenose (10). 

In der Vergangenheit waren rheumatische Erkrankungen die häufigste Ursache für die Entwicklung 

einer Aortenklappenstenose (10). In der heutigen industrialisierten Gesellschaft drängen jedoch vor 

allem degenerative Veränderungen als Ursache der Erkrankung in den Vordergrund (10). Während die 

Prävalenz im Alter von 45 bis 54 Jahren bei 0,1 % liegt, steigt sie ab einem Alter von 75 Jahren auf 

2,8 % an (11). Eine manifeste Aortenklappenstenose geht mit einer erhöhten Mortalität einher. Fünf 

Jahre nach der Diagnose sind nur noch 46 % der Patienten am Leben (12). Diese Zahlen verdeutlichen 

die gesamtgesellschaftliche Bedeutung der Erkrankung und die Notwendigkeit von neuen 

Therapieansätzen.  

 

1.2 Die degenerative Aortenklappenerkrankung 

Die degenerative Aortenklappenerkrankung (degenerative aortic valve disease, DAVD) beschreibt die 

pathophysiologischen Mechanismen des klinischen Krankheitsspektrums, welches sich von einer 

Sklerose der Aortenklappe bis hin zur Stenose bewegt (13). In einem ersten Erkrankungsstadium 

degeneriert und fibrosiert das Taschengewebe (14). Im weiteren Verlauf verhärten sich die Taschen 

durch Kalzifizierungsprozesse (14). Je nach Ausmaß kann hieraus eine manifeste und hämodynamisch 

relevante Stenose resultieren (13, 14).  

Die Ursachen der DAVD ähneln denen der Arteriosklerose und sind multifaktoriell (8, 15). Die 

Cardiovascular Health Study zeigte sechs unabhängige Risikofaktoren für die Entstehung einer DAVD: 

ein fortgeschrittenes Alter, das männliche Geschlecht, eine Raucheranamnese, arterielle Hypertension 

und erhöhte Serumwerte von Lipoprotein a und LDL (low density lipoprotein, Lipoprotein niedriger 

Dichte) (15).  

Lange wurde davon ausgegangen, dass die Aortenklappen auf veränderte Strömungsbedingungen 

reagieren und die Entwicklung der DAVD ein rein passiver und mechanischer Prozess ist (16).  
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Heute ist bekannt, dass die DAVD eine aktive, regulierte und zellbasierte Antwort auf Gewebsschäden 

und hämodynamische Veränderungen ist (16).  

Mechanischer Stress und Gewebsschäden aufgrund von genetischen Prädispositionen und anderen oben 

genannten Risikofaktoren führen in einem ersten Schritt der Pathogenese der Erkrankung zur 

Aktivierung von VECs im Klappenendothel (16, 17). Hierbei ist der Scherstress auf der ventrikulären 

Seite physiologisch höher als auf aortaler Seite (18–20).  

Aktivierte VECs exprimieren an ihrer Oberfläche Zelladhäsionsmoleküle wie das vascular cell adhesion 

molecule 1 (VCAM-1, vaskuläres Zelladhäsionsmolekül 1) oder das intercellular adhesion molecule 1 

(ICAM-1, interzelluläres Zelladhäsionsmolekül 1) (8, 16, 21–23). Diese vermitteln die Adhäsion und 

Einwanderung von Immunzellen, wie etwa Leukozyten oder Monozyten (16, 17). Aktivierte VECs 

fördern darüber hinaus die Umwandlung von ruhenden VICs in aktive myofibroblastenähnliche VICs 

und damit die Fibrosierung des Klappengewebes (16, 21). Aktivierte VICs synthetisieren vermehrt 

extrazelluläre Matrixmoleküle, migrieren, proliferieren und wandeln sich unter bestimmten 

Bedingungen in Osteoblasten um (16). Diese Mechanismen führen zum klinischen Erscheinungsbild der 

Erkrankung. Histologisch lässt sich eine manifeste DAVD durch vier Hauptkriterien erkennen: eine 

Verdickung der Taschen, Fibrosierung, inflammatorische Prozesse und Kalziumablagerungen (24, 25). 

 

1.2.1 Oxidativer Stress im Rahmen der degenerativen Aortenklappenerkrankung 

Die Auswirkungen von oxidativem Stress auf das Aortenklappengewebe sind erst in den letzten Jahren 

in den Fokus der Untersuchungen gerückt. Als Basis dienen Kenntnisse aus der 

Atheroskleroseforschung. Obwohl die Pathophysiologie der Atherosklerose denen der DAVD ähnelt, 

muss auf einige Besonderheiten in der Wirkung von oxidativem Stress auf die Aortenklappe geachtet 

werden (26). 

Eine Störung der Endothelfunktion ist einer der ersten Mechanismen der DAVD (27). Hierbei führen 

vor allem eine Entkopplung der endothelialen Stickstoffmonooxid-Synthase (eNOS) und der 

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) zu oxidativem Stress in VECs (28).  

Die entkoppelte eNOS produziert anstelle von Stickstoffmonoxid (NO) vermehrt Superoxide (O2
-) (29). 

Diese reagieren wiederum mit NO zu Peroxynitrit (ONOO), einem weiteren Vertreter der reaktiven 

Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) (30, 31). Darüber hinaus wird O2
- mithilfe der 

Superoxiddismutase (SOD) in Wasserstoffperoxid (H2O2) umgewandelt (31). Eine Unterform der SOD, 

die SOD1, geht im Rahmen der DAVD auf Seiten der Lamina fibrosa verloren, wodurch das Gewebe 

verstärkt oxidativem Stress ausgesetzt ist (28). Zusätzlich führt TNF-α am Klappenendothel durch ROS, 

einer verminderten eNOS-Expression und einer erniedrigten NO-Sekretion zu einem Verlust des 

endotheleigenen Schutzes, der im physiologischen Zustand Degenerationsprozesse aufhalten 

würde (28). 

In späteren Stadien der Erkrankung tragen ROS zur Fibrosierung und Kalzifizierung des 

Aortenklappengewebes bei (32). Durch die oben beschriebene Wirkung auf die eNOS kommt es zu einer 

reduzierten Bioverfügbarkeit von NO (32). Hierdurch proliferieren wiederum VICs im Klappengewebe 
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und eine bestehende endotheliale Dysfunktion wird verstärkt (31, 32). Oxidativer Stress ist darüber 

hinaus direkt und indirekt an der Umwandlung von ruhenden in aktivierte VICs beteiligt (32). 

Modulierend können ROS außerdem die Inflammation beeinflussen und an der Verstärkung 

prokalzifizierender Signalwege mitwirken (32). Weiterhin zeigten Branchetti et al., dass oxidativer 

Stress die DNA in humanen Klappen schädigt und die Reparaturmechanismen in VICs erkrankter 

Klappen nur eingeschränkt funktionieren (33).  

Insgesamt spielt oxidativer Stress in der Entwicklung der DAVD eine bedeutende Rolle, obgleich noch 

nicht alle Mechanismen bis ins Detail ergründet sind.  

 

1.2.2 Inflammatorische endotheliale Aktivierung im Rahmen der degenerativen 
Aortenklappenerkrankung 

Die Degeneration des Aortenklappengewebes ist ein aktiver inflammatorischer Prozess, der bereits in 

den frühen Stadien der Erkrankung zu beobachten ist (8, 24). Die Kaskade beginnt mit einem 

geschädigten Endothel. Durch eine Aktivierung der VECs werden Zelladhäsionsmoleküle (VCAM-1, 

ICAM-1, E-Selektin) exprimiert (18, 22, 23). Hierüber gelangen Makrophagen und Lymphozyten vor 

allem auf Seiten der Lamina fibrosa in das Klappengewebe (21). Dies führt zu zwei essentiellen 

Mechanismen: Zum einen werden proinflammatorische Zytokine, wie beispielsweise TNF-α, 

freigesetzt, die unter anderem zu einer Fibrosierung führen (34). Zum Anderen akkumulieren 

Makrophagen durch ROS oxidiertes LDL und wandeln sich so zu Schaumzellen um (35). Diese sterben 

in den subendothelialen Schichten der Klappe ab, setzen zellulären Debris frei und schütten oxidiertes 

LDL sowie weitere proinflammatorische Mediatoren aus (21). Oxidiertes LDL fördert wiederum durch 

eine erneute Immunmodulation die osteogene Differenzierung der aktivierten VICs (13).  

 

1.2.3 Apoptose im Rahmen der degenerativen Aortenklappenerkrankung 

Die Apoptose scheint im Rahmen des Kalzifizierungsprozesses der DAVD, ähnlich wie bei der 

Arteriosklerose, eine Rolle zu spielen (36).  

Schon lange ist bekannt, dass der programmierte Zelltod entweder extrinsisch über Zytokine bzw. 

Immunzellen oder durch die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom c über einen intrinsischen Weg 

eingeleitet werden kann (37). Beide Mechanismen führen zu einer Aktivierung von proteolytischen 

Enzymen, den Caspasen, die in einer Signalkaskade zur Fragmentierung der Zelle in einzelne 

Apoptosekörperchen enden (37). Sowohl der extrinsische als auch der intrinsische Weg führen 

abschließend zur Spaltung der Procaspase 3 in die aktive Caspase 3 (Cleaved Caspase 3) (37). 

Bisher konnten zwei Zytokine identifiziert werden, die die Apoptose in erkrankten Klappen über den 

extrinsischen Weg auslösen können. Jian et al. zeigten, dass der transformierende Wachstumsfaktor β 

(TGF-β, transforming growth factor β) in ovinen VICs einen fördernden Effekt auf die Apoptose hat (36). 

TGF-β begünstigt die Bildung von apoptotischen Knötchen, welche in kalzifizierten Klappen eine 

gesteigerte alkalische Phosphatase-Aktivität aufweisen (36). Da der Kalzifizierungsprozess in 

Aortenklappen von der Aktivität der alkalischen Phosphatase abhängig ist, scheint hier eine Verbindung 
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zwischen der Entwicklung der Erkrankung und apoptotischen Mechanismen zu liegen. (38). Darüber 

hinaus konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition von Caspasen zu einer verminderten Kalzifizierung 

in ovinen VICs in Kultur führt (36). Galeone et al. konnten ein zweites pro-apoptotisches Zytokin in 

kalzifizierten Aortenklappen ausmachen: den zu der TNF-Superfamilie gehörenden TNF-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL) (39). Dieser induziert auf dem extrinsischen Weg die Apoptose 

(39). TRAIL wird hauptsächlich von T-Zellen und Makrophagen freigegeben, weswegen eine Apoptose 

direkt durch inflammatorische Infiltrate begünstigt werden könnte (39). 

 

1.3 Photodynamische Reaktion 

Bereits im Jahr 1900 zeigte Oscar Raab, dass eine Kombination aus Licht und bestimmten chemischen 

Substanzen Schaden in Einzellern anrichten kann (40). Heute wird die photodynamische Reaktion 

(PDR) therapeutisch angewendet, um einige Krebsformen oder degenerative Augenerkrankungen zu 

behandeln (41).  

Für die PDR werden drei Komponenten benötigt: elektromagnetische Wellen in Form von 

Laserstrahlen, ein Photosensibilisator und Sauerstoff (41). Treffen Laserstrahlen einer bestimmten 

Wellenlänge auf den Photosensibilisator im nicht angeregten Grundzustand S0, so werden Photonen 

absorbiert und der Photosensibilisator über einen kurzlebigen, angeregten Singulett-Zustand S1 in einen 

langlebigen, angeregten Triplett-Zustand T1 überführt (41, 42). In diesem Triplett-Zustand kann die 

ursprüngliche Energie des Lasers auf Moleküle in der Umgebung übertragen werden (41, 42). Im 

Rahmen der Typ I-Reaktion werden entweder Wasserstoff bzw. Elektronen auf größere Moleküle, wie 

Lipide oder Nukleinsäuren übertragen oder es entstehen freie Radikale. Diese freien Radikale führen in 

einer sauerstoffreichen Umgebung zur Bildung von ROS (Superoxidanionen O2
•-, Hydroxylradikale OH• 

und H2O2) (41, 42). In gleichem Maße kann aber auch eine Typ II-Reaktion ablaufen (42). Hierbei wird 

Gewebssauerstoff, der natürlicherweise im Triplett-Zustand (3O2) vorliegt, durch freiwerdende Energie 

in Singulett-Sauerstoff (1O2) umgewandelt (41, 42). Diese gehören nicht zu den klassischen Radikalen, 

sind aber hochreaktiv (41). 

Sowohl die Typ I-Reaktionen, als auch die Typ II-Reaktionen führen zu einem Schaden in der 

Umgebung des Photosensibilisators (42). Dieser ist jedoch lokal sehr begrenzt, da die entstandenen 

Moleküle (bspw. 1O2) nach einer Halbwertszeit von weniger als 0,04 µs zerfallen und damit lediglich in 

einem Umkreis von weniger als 0,02 µm wirken (43). Ob im Rahmen der PDR eher Produkte der Typ I- 

oder der Typ II-Reaktion anfallen, hängt ab von dem Photosensibilisator selbst, der Anreicherung im 

Gewebe und dem Vorhandensein von Sauerstoff (41).  

 

1.3.1 Eigenschaften des Lasers und Interaktionen mit dem Gewebe  

Treffen Laserstrahlen auf ein Gewebe können sie reflektiert, absorbiert, fortgeleitet oder an der 

Oberfläche gebrochen werden (44). Die Eindringtiefe ist hierbei abhängig vom vorliegenden Gewebe 

sowie dessen Bestandteilen und von der Wellenlänge der Laserstrahlen (44). Das im Hämoglobin 

enthaltene Porphyrin Häm absorbiert beispielsweise Laserstrahlen in Wellenlängen unter 600 nm (44, 
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45). In der therapeutischen Anwendung der PDR sollten daher Wellenlängen im Bereich des 

„photodynamischen Fensters“ von 620-850 nm genutzt werden (44).  

Die Wirkung im Gewebe ist darüber hinaus abhängig von der Interaktionszeit sowie der Energie- und 

Leistungsdichte des Lasers (44, 46). Zu unterscheiden sind hierbei vor allem physikalische Effekte, wie 

die Photodestruktion, die Photoablation, die Vaporisation und die Koagulation von der photochemischen 

oder auch photodynamischen Reaktion (PDR) (siehe Abb. 25 und (44)). Wird ein Laser mit einer 

niedrigen Leistungsdichte und einer geeigneten Interaktionszeit verwendet, so kommt es im Gewebe 

vor allem zu einer photochemischen Reaktion. Gewebeschäden durch eine Ablation, Vaporisation oder 

Koagulation können vermieden werden (46).  

Werden Laserstrahlen von Verbindungen in hohem Maße absorbiert, können diese als 

Photosensibilisatoren agieren (41, 44, 47). Günstige chemische Eigenschaften haben hier endogen 

vorliegende Porphyrine, wie Häm oder Cytochrom c (48) oder therapeutisch zugeführte Verbindungen, 

wie der Photosensibilisator Temoporfin (49). 

 

1.3.2 Eigenschaften des Photosensibilisators Temoporfin 

Für die unten beschriebenen Versuche wurde im Rahmen der photodynamischen Reaktion der 

Photosensibilisator Temoporfin (Meta-tetrahydroxyphenylchlorin, mTHPC) verwendet. Dieser ist seit 

Oktober 2001 in der Europäischen Union für die kurative oder palliative Behandlung von 

Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich zugelassen (41, 50). Temoporfin wird durch 

Laserstrahlen mit einer Wellenlänge von 652 nm aktiviert (51) und verbleibt länger im Singulett-

Zustand S1 als andere Photosensibilisatoren (49). 

Die Pharmakokinetik von Temoporfin wurde aufgrund der klinischen Anwendung vorwiegend im 

Hinblick auf die Verteilung des Photosensibilisators auf Zellebene, im Plasma, im Tumorgewebe oder 

in größeren Organsystemen untersucht (52–55).  

Die höchste Plasmakonzentration erreicht Temoporfin fünf Minuten nach der Injektion (56). Nach 

einem initialen Abfall der Temoporfinkonzentration, wurde ein erneuter zweiter Anstieg der 

Plasmakonzentration beobachtet (56–58). Hopkinson et al. legen nahe, dass das Temoporfin im Plasma 

zunächst mit einer unbekannten Proteinfraktion aggregiert (59). Dieses Aggregat löst sich anschließend 

temperatur- und zeitabhängig auf und das freiwerdende Temoporfin bindet an Lipoproteine (59). Diese 

Plasmabindung ist je nach untersuchter Spezies unterschiedlich ausgeprägt, wodurch die 

Temoporfinplasmakonzentration in Ratten ein bis zwei Stunden nach Applikation erneut ansteigt (56).  

Inwieweit Temoporfin an der nicht durch Blutgefäße versorgten Aortenklappe wirkt und zu welchem 

Zeitpunkt die Applikation des Temoporfins für eine ideale Wirkung an der Aortenklappe durchgeführt 

werden sollte, kann daher auf der Grundlage der oben aufgeführten Erkenntnisse nur abgeschätzt 

werden. 
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1.4 Reaktive Sauerstoffspezies 

Zu den ROS gehören radikale und nicht-radikale Verbindungen, die physiologisch in biologischen 

Systemen vorhanden sind (60).  

Radikale besitzen ein ungepaartes Elektron (•), welches für die chemische Reaktivität der Radikale 

verantwortlich ist (60). Wichtige radikale Verbindungen sind O2
•-, OH• und Stickoxide (NO•, NO2

•) (60). 

Zu den nicht-radikalen ROS gehören unter anderem H2O2, 1O2, ONOO- und Ozon (O3). Hierbei handelt 

es sich um stabilere Oxidantien (60).  

Die verschiedenen ROS können in biologischen Systemen enzymatisch oder nichtenzymatisch 

ineinander umgewandelt werden (31, 60, 61). Bedeutende Enzyme der Redoxhomöostase sind die SOD 

oder die Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidasen (NADP-Oxidasen) (31, 61).  

ROS liegen in biologischen Systemen in niedrigen Konzentrationen vor und dienen 

physiologischerweise als Signalmoleküle (60–62). Die jeweilige Wirkung der einzelnen ROS ist dabei 

abhängig von ihren chemischen Eigenschaften. O2
•- kann Zellmembranen nur schlecht passieren und 

wirkt daher vorwiegend lokal im produzierten Zellkompartiment, indem es mit Proteinen oder anderen 

chemischen Substanzen reagiert (31). Im Gegensatz dazu ist H2O2 besser membrangängig, weniger 

reaktiv und hat einen größeren Aktionsradius (31). Liegt in der Zelle ein Überschuss an ROS vor, so ist 

die Balance zwischen oxidativen und antioxidativen Molekülen im System gestört und der 

Zellmetabolismus wird aufgrund ihrer chemischen Reaktivität gestört (60, 61). 

 

1.5 Bisherige Tiermodelle 

Es sind bereits viele pathophysiologische Mechanismen der DAVD bekannt. Untersucht wurden bisher 

aber vorwiegend die späten Phasen der Erkrankung, in denen bereits funktionelle Einschränkungen und 

morphologische Auffälligkeiten an der Aortenklappe bestehen.  

Daher ist es umso wichtiger geeignete Modelle für die DAVD zu entwickeln, die dabei helfen die 

komplexe Pathophysiologie der Erkrankung zu verstehen und therapeutische Ansatzpunkte zu 

entwickeln. Die bisher angewandten Tiermodelle von Maus, Kaninchen und Schwein untersuchten 

vorwiegend den Einfluss des Stoffwechsels auf die Krankheitsentstehung. Im Vordergrund stand hier 

der Fett- und Phosphatstoffwechsel (63–74), aber auch genetische Prädispositionen wurden durch 

verschiedene Arbeitsgruppen am Mausmodell analysiert (75–77). Neuere Modelle arbeiten mit einer 

mechanischen Schädigung der Aortenklappe. Besonders hervorzuheben sind hier die Arbeiten von 

Honda et al. und Niepmann et al., in deren Modellen sich wichtige Charakteristika der Erkrankung 

widerspiegeln (25, 78). 

Bei allen Kleintiermodellen ist zu beachten, dass sich sowohl die Physiologie als auch die 

Pathophysiologie der Aortenklappen in einigen Punkten von der humanen unterscheidet. Die 

Aortenklappe in Mäusen und Ratten ist, anders als beim Menschen, Schweinen oder Kaninchen, nicht 

dreischichtig aufgebaut (67, 79). Vielmehr bestehen die Taschen der Aortenklappe in Ratten aus dichten 

Arealen, welche der humanen Lamina fibrosa entsprechen und aus aufgelockerten Bereichen, die der 

Lamina spongiosa zugeordnet werden können (79). Darüber hinaus entwickeln Wildtyp-Mäuse ähnlich 
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wie Ratten unter einer normalen Diät in der Regel keine DAVD oder andere atherosklerotische 

Veränderungen (67, 80–82). Unter anderem ist dies auf Unterschiede im Lipidstoffwechsel 

zurückzuführen (67, 82). Daher müssen in diesen Kleintiermodellen zusätzliche prokalzifizierende 

Bedingungen durch eine Cholesterin- und Phosphat-reiche Ernährung geschaffen werden (80).  

Rattenmodelle werden insgesamt seltener verwendet, um die Aortenklappendegeneration zu 

untersuchen. Gillis et al. untersuchten die Entwicklung der DAVD bei Nierenversagen und unter 

dyslipämischen Bedingungen in Ratten (83), während Shuvy et al. die Entwicklung der Erkrankung bei 

Nierenversagen und unter Hyperphosphatämie analysierten (84).  

Bisher gibt es kein Tiermodell, welches lediglich den lokalen Einfluss von oxidativem Stress auf die 

Entwicklung der DAVD beleuchtet. Minol et al. zeigten in einem Atherosklerosemodell, dass es mithilfe 

einer photodynamischen Reaktion möglich ist ROS lokal an der Aorta von Wistar-Ratten zu erzeugen 

und so atherosklerotische Mechanismen in Gang zu setzen (85). Eine Übertragung auf andere 

kardiovaskuläre Erkrankungen im Tiermodell fand bisher noch nicht statt.  

 

1.6 Ziele der Arbeit 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es ein Tiermodell zur Untersuchung der DAVD zu entwickeln. 

Dieses soll in der Lage sein auch die frühen Veränderungen in der Pathophysiologie der Erkrankung zu 

berücksichtigen und möglichst realitätsnah widerzuspiegeln. Grundlegend ist hierbei die Betrachtung 

des Einflusses von ROS auf die Frühphase der Erkrankung.  

Um lokal an der Aortenklappe ROS zu produzieren, wurde männlichen Wistar-Ratten ein 

Photosensibilisator systemisch injiziert und deren Aortenklappen anschließend mit einem Laser 

bestrahlt, um so eine photodynamische Reaktion zu induzieren. Mithilfe einer eigens etablierten 

Immunfluoreszenzfärbung sollte der entstandene oxidative Stress indirekt in Form von DNA-Schäden 

an den verschiedenen Klappenstrukturen analysiert werden. Die inflammatorische endotheliale 

Aktivierung als frühe Veränderung an der Aortenklappe wurde direkt im Anschluss und nach einer 

kurzen Nachbeobachtungszeit untersucht. Hierbei wurden nicht nur die Taschen der Aortenklappe 

evaluiert, sondern auch die angrenzenden Gewebestrukturen berücksichtigt. Physikalische 

Nebenwirkungen der Intervention sollten mithilfe eines Apoptosemarkers und einer Übersichtsfärbung 

dargestellt werden.  

Perspektivisch sollen die Ergebnisse dazu beitragen in Langzeituntersuchungen ein funktionierendes 

Modell der DAVD in der Ratte zu erarbeiten, an welchem die Pathophysiologie der Erkrankung besser 

verstanden wird und sowohl pharmazeutische als auch interventionelle Therapiemethoden entwickelt 

und erprobt werden können. Darüber hinaus kann das Modell genutzt werden, um den Einfluss anderer 

Risikofaktoren im Zusammenspiel mit oxidativem Stress zu beleuchten.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Versuchstiere 

Alle Versuche wurden auf der Grundlage des genehmigten Tierversuchsantrages nach § 8 Absatz 1 des 

Tierschutzgesetzes mit dem Aktenzeichen 84-02.04.2017.A153 durchgeführt. Für die Versuche wurden 

erwachsene männliche Wistar-Ratten verwendet. Diese wurden über die Zentrale Einrichtung für 

Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

von Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) bezogen. Gehalten wurden die Tiere in der 

zentralen Einrichtung für Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der Heinrich-Heine-

Universität nach der geltenden Richtlinie 2010/63/EU des Europäischen Parlamentes und des Rates vom 

22. September 2010 gemäß Anhang III. Die Tiere erhielten Wasser und Futter ad libitum. Bei der 

Fütterung der Ratten kam ein Härtemodell zum Einsatz, welches zur Degeneration und Kalzifizierung 

des kardiovaskulären Systems der Tiere beiträgt (80). Dieses bestand aus Standard-Pellets, welche mit 

2 % Cholesterin und 1,5 % Phosphat angereichert wurden (Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, 

Deutschland, S3544-SO12 SMR/M-H) (80).  

 

2.2 Operative Prozedur und Versuchsaufbau 

Die Interventionen und Operationen wurden im Tierversuchsoperationssaal des Labors der 

experimentellen Chirurgie freundlicherweise durchgeführt von Herrn Yukiharu Sugimura.  

Zunächst wurde der Photosensibilisator Temoporfin (biolitec Pharma, Jena, Deutschland, 

Zulassungsnummern: EU/1/01/197/003 EU/1/01/197/004 EU/1/01/197/005) mit einer Konzentration 

von 0,3 mg/kg Körpergewicht in die Schwanzvene der Ratten injiziert. Anschließend wurden die Tiere 

vor Licht geschützt. Präoperativ wurde subkutan 0,05 mg/kg Körpergewicht Buprenorphin (Animalcare 

Limited, York, Vereinigtes Königreich, Art.-Nr.: 401045.00.00) und Carprofen (Norbrook, Newry, 

Vereinigtes Königreich, vertrieben durch Bayer Vital GmbH, Zulassungsnummer: 401182.00.00) zur 

Analgesie appliziert. Die Narkose wurde mit Isofluran-Piramal (Piramal Healthcare, Bethlehem, 

Vereinigte Staaten, Artikelnummer: 66794-017-25) eingeleitet. Die Aufrechterhaltung der Narkose 

erfolgte mit 1-1,5 Vol% Isofluran (Piramal Healthcare, Bethlehem, Vereinigte Staaten). Um eine 

Thrombenbildung im Bereich der Aortenklappe zu verhindern, wurden die Tiere mit 300 IE/kg 

Körpergewicht Heparin-Natrium (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland, Artikelnummer: 

204 7217) heparinisiert. Anschließend erfolgte die einseitige Präparation der Arteria carotis communis. 

Diese wurde mit einer Venenverweilkanüle, welche als Schleuse diente, punktiert. Über den 

Aortenbogen wurde dann die Laserfaser (Biolitec Pharma, Jena, Deutschland) endovaskulär vor der 

Aortenklappe platziert (Abb. 2A). Hierbei handelte es sich um einen Continuous Wave-Rotlichtlaser 

(1 mW, 0,1 W/cm²), welcher Laserstrahlen in einer Wellenlänge von 652 nm erzeugt. Vor der 

Aktivierung des Lasers erfolgte eine sonographische Lagekontrolle.  
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Abb. 2: Operative Laserplatzierung und explantierte Aortenklappe 

Dargestellt ist die über eine Venenverweilkanüle eingeführte Laserfaser in blau. Die Arteria carotis communis 

wurde punktiert und die Laserfaser vor der Aortenklappe platziert. Hier verblieb die Laserfaser über den Zeitraum 

der Bestrahlung entweder 10 oder 60 Minuten lang (A). Nach null oder acht Tagen wurde die Aortenklappe 

entnommen und zur weiteren Verarbeitung eingebettet (B). 

Anschließend wurde die Aortenklappe entweder 10 oder 60 Minuten mit dem Laser bestrahlt. Das 

Aortenklappengewebe wurde dann entweder direkt im Anschluss oder acht Tage später entnommen und 

aufgearbeitet (Tabelle 1). Die so behandelten Tiere wurden der ROS-Gruppe zugeordnet. 

 
Tabelle 1: Versuchsaufbau 

Interventionsdauer [min] 10 60 10 60 

Beobachtungszeitraum [d] 0 0 8 8 

Sham-Gruppe n = 7 n = 7 n = 7 n = 7 

Laser-Gruppe n = 7 n = 7 n = 7 n = 7 

ROS-Gruppe n = 7 n = 7 n = 7 n = 7 

Dargestellt ist der Aufbau der operativen Versuche mit der Interventionsdauer in Minuten, dem 

Beobachtungszeitraum und der jeweiligen Anzahl der eingeschlossenen Versuchstiere. Je nach Art der 

Behandlung mit Temoporfin und/oder dem Laser wurden sie einzelnen Untergruppen zugeordnet (Sham, Laser, 

ROS).  

Neben diesen ROS-Gruppen wurden für jeden Versuchsaufbau Kontrollgruppen untersucht (Tabelle 2). 

Diese erhielten kein Temoporfin, die Laserfaser wurde aber wie oben beschrieben auch hier vor der 

Aortenklappe platziert. In der Laser-Gruppe wurde der Laser für die Interventionsdauer von 10 bzw. 60 

Minuten eingeschaltet und die Aortenklappe bestrahlt. In der Sham-Gruppe verblieb die Laserfaser 

inaktiviert 10 bzw. 60 Minuten vor der Aortenklappe.  

In jede Untersuchungsgruppe wurden sieben Tiere eingeschlossen. (Tabelle 1). 
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Tabelle 2: Unterscheidung der Versuchsgruppen 

 Temoporfinapplikation Laser aktiviert 

Sham-Gruppe - - 

Laser-Gruppe - + 

ROS-Gruppe + + 

Diese Tabelle verdeutlicht die Unterschiede zwischen den ROS- und den Kontrollgruppen. Tieren der ROS-

Gruppen wurde Temoporfin injiziert. Die Kontrollgruppen erhielten kein Temoporfin. In den ROS- und Laser-

Gruppen wurden die Aortenklappen mit dem Laser bestrahlt. In den Sham-Gruppen verblieb die Laserfaser 

inaktiviert vor der Aortenklappe. 

 

2.3 Aufarbeitung des Klappengewebes 

Nach der Intervention (t = 0 d) bzw. nach einem Beobachtungszeitraum von acht Tagen (t = 8 d) wurde 

die Aortenklappe aus dem Herzen der Ratten präpariert (Abb. 2B). Die Klappe wurde anschließend in 

KP-CryoCompound (Klinipath/VWR International, Radnor, Vereinigte Staaten, Artikelnummer 1620-

C) eingebettet. Diese wurden in 2-Methylbutan (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, 

Artikelnummer: 3927.2) gegeben, welches mithilfe von flüssigem Stickstoff auf circa -196 °C gekühlt 

wurde. Gelagert wurden die Proben bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C.  

 
Abb. 3: Schnittebene und Definition der Klappenstrukturen 

Es wurden Querschnitte durch die Aortenklappe erstellt (A), auf denen alle drei Taschen (B, a-c) abgebildet waren. 

Um die Ergebnisse der Färbungen möglichst strukturiert zu beurteilen, wurden anhand einer mit Hämatoxylin und 

Eosin angefärbten Klappe (B) drei Strukturen innerhalb einer jeden Tasche definiert: Taschengewebe (1), 

Kommissur (2) und Anulus (3). 

Am Gefriermikrotom wurden aus den so gewonnenen Präparaten 5 µm dicke Querschnitte gewonnen. 

Ziel war hierbei alle drei Sinus valsalvae mit den umliegenden Strukturen darzustellen. Es wurden drei 

Strukturen wie in Abb. 3 gezeigt definiert: Taschengewebe, Kommissur und Anulus. Je nach geplanter 
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Färbung wurden die Objektträger nach dem Schneiden bei -20 °C bzw. -80 °C bis zu Weiterverarbeitung 

gelagert.  

Das oben beschriebenen Einbetten und das Schneiden der Klappen wurden in Zusammenarbeit mit 

Rebecca Leona Wünsch durchgeführt. 
 

2.4 Übersichtsfärbung 

2.4.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) ist eine klassische Übersichtsfärbung. Erstmals 

beschrieben wurde sie von Wissowzky im Jahr 1877 (86). Das Oxidationsprodukt von Hämatoxylin 

färbt Zellkerne und Kalk blau an. Eosin färbt das restliche Gewebe, wie das Zytoplasma und 

Kollagenfasern, rot (87, 88).  

Verwendet wurden bei -20 °C gelagerte Gefrierschnitte. Vor Beginn der Färbung wurde eine Eosin-

Lösung aus Eosin B (Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten, Artikelnummer: 861006), 

destilliertem Wasser (Otto Fischar, Saarbrücken, Deutschland), 100 % Ethanol (VWR International, 

Radnor, Vereinigte Staaten, Artikelnummer: 85033.360) und 100 %-ige Essigsäure (Carl Roth, 

Karlsruhe, Deutschland, Artikelnummer: 6755.2) hergestellt. Diese wurde ebenso wie das Hämatoxylin 

(Shandon Gill™ 3 Hematoxylin, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Vereinigte Staaten, 

Artikelnummer: 6765009) vor Gebrauch filtriert. Nacheinander wurden die Objektträger für eine Minute 

in Hämatoxylin, destilliertem Wasser, 4-5 %-iger Essigsäure und erneut destilliertem Wasser gegeben. 

Nach zweiminütiger Spülung unter fließendem Leitungswasser und anschließender Entwässerung in 

70 %-igem Ethanol, folgte die Anfärbung mit Eosin für 12 Minuten. In einer aufsteigenden 

Alkoholreihe wurden die Schnitte entwässert. Hierbei wurde für jeweils eine Minute 70 %-iges, zweimal 

96 %-iges und zweimal 100 %-iges Ethanol verwendet. Zur endgültigen Entfernung von restlichem 

Wasser wurden die Schnitte danach zweimal für jeweils eine Minute in Xylol (VWR International, 

Radnor, Vereinigte Staaten, Artikelnummer: 28975.325) getaucht. Eingedeckt wurden die Objektträger 

nach ausreichender Trocknung mit dem Roti®-Histokitt II (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, 

Artikelnummer: T160.2). 

 

2.4.2 Auswertung 

Die gefärbten Objektträger wurden am Durchlichtmikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Deutschland, Model DM 2000, Seriennummer: 331009-102010) in 50-, 100- und gegebenenfalls 200-

facher Vergrößerung einzeln untersucht und strukturelle Auffälligkeiten notiert. Hierbei wurde 

vorwiegend auf die Dicke der Klappen und morphologische Unterschiede in den einzelnen 

Taschenabschnitten geachtet.  

Es wurde jeweils ein Schnitt pro Versuchstier am Durchlichtmikroskop mithilfe einer Kamera (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Deutschland, Typ DFC425 C, Seriennummer: 505374710) und der Leica 

Software LAS V3.8 in 50- oder 100-facher Vergrößerung fotografiert. Einzelbilder der Klappe wurden 

mit 20 %-iger Überlappung in Rasterform aufgenommen und anschließend entweder automatisiert 
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mithilfe der Funktion Grid/Collection stitching (89) oder manuell mit der Erweiterung MosaicJ (90) in 

ImageJ 1.52n (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Vereinigte Staaten) zu einem 

Übersichtsbild zusammengesetzt.  

Die Dicke der Taschen wurden mithilfe von ImageJ gemessen. Hierfür wurden pro Tasche drei 

Messungen durchgeführt, wobei jeweils die dickste und die dünnste Stelle ausgewählt wurde. Die dritte 

Messung erfolgte an einer für die gesamten Tasche repräsentativen Stelle. In Excel® (Microsoft®, 

Seattle, USA) wurden die Messwerte notiert und Mittelwerte für jedes Versuchstier gebildet.  

 

2.5 Untersuchung des oxidativen Stresses 

2.5.1 Immunfluoreszenzfärbung von 8-Hydroxy-2’Deoxyguanosin 

8-Hydroxy-2’Deoxyguanosin (8-OHdG) ist ein oxidiertes Derivat des in der DNA und in der RNA 

vorkommenden Guanosins (91). Es entsteht durch die Anwesenheit von ROS, wie OH• und 1O2 (91). 

OH• entsteht unter anderem beim Abbau von H2O2 (60). 

In jedem Färbedurchgang wurden zwei Positivkontrollen mit Schnitten einer gesunden 

Rattenaortenklappe mitgeführt. Der erste dieser Objektträger wurde sowohl mit dem Primärantikörper 

(Anti-8-OHdG, monoklonal, anti-Maus, JaICA, Chiyoda, Japan, Artikelnummer: N45.1; 1:20) als auch 

mit dem Sekundärantikörper Alexa Fluor 546 (Ziege anti-Maus, polyklonal, Invitrogen, Carlsbad, 

Vereinigte Staaten, Artikelnummer: A-11030; 1:250) behandelt, wobei der erste der beiden Schnitte für 

30 Minuten zusätzlich mit 50 µl einer 3 %-igen H2O2-Lösung (hergestellt aus 30 % H2O2, Carl Roth, 

Karlsruhe, Deutschland, Artikelnummer: 9681.1) behandelt wurde. Auf den zweiten Objektträger wurde 

als Negativkontrolle nur der Sekundärantikörper gegeben. Auch hier wurde der erste Schnitt für 

30 Minuten mit 3 %-H2O2 inkubiert (Tabelle 3).  

 
Tabelle 3: Übersicht über die Behandlung der Kontrollobjektträger der 8-OHdG-Färbung 

Objektträger 
Primärantikörper 

1:20 

Sekundärantikörper 

1:250 

H2O2 

3 % 

Positivkontrolle 1. Schnitt 50 µl 50 µl 50 µl 

 2. Schnitt 50 µl 50 µl - 

Negativkontrolle 1. Schnitt - 50 µl 50 µl 

 2. Schnitt - 50 µl - 

Dargestellt ist das Schema für die Behandlung der Kontrollobjektträger der 8-OHdG-Färbung. Verwendet wurde 

der Anti-8-OHdG-Primärantikörper in einer Verdünnung von 1:20 und der Sekundärantikörper Alexa Fluor 546 

in einer Verdünnung von 1:250. Als oxidatives Agens wurde 3 %-ige H2O2-Lösung hinzugegeben. 

Im Anschluss daran wurden die zu untersuchenden Objektträger gemeinsam mit den Kontrollen für 

10 Minuten in 4 % Formaldehyd (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Artikelnummer: P087.3) fixiert. 

Danach wurden diese dreimal für jeweils 5 Minuten in Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen. 

Unspezifische Epitope wurden 60 Minuten lang mit einem Goat-Serum (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten, Artikelnummer: G9023) in einer Verdünnung von 1:100 in PBS blockiert. 
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Anschließend wurde die Zellmembran permeabilisiert. Dazu wurde 0,1 % Triton X verwendet, welches 

aus Triton X-100 (BioFroxx/NeoFroxx, Einhausen, Deutschland, Artikelnummer: 1139LT001) und 

PBS hergestellt wurde. Nachdem die Objektträger erneut dreimal für 5 Minuten in PBS gewaschen 

wurden, wurde der Primärantikörper Anti-8-OHdG auf die Präparate gegeben. Dieser wurde in einer 

Konzentration von 5 µg/ml angesetzt und vor Gebrauch auf 1:20 verdünnt. Die Inkubation erfolgte bei 

4 °C über Nacht in einer Feuchtkammer.  

Am nächsten Tag wurden die Objektträger dann zunächst dreimal für 5 Minuten in PBS gewaschen. Die 

darauffolgenden Schritte wurden unter Schutz vor direkter Lichteinstrahlung ausgeführt. Der 

Sekundärantikörper Alexa Fluor 546 wurde auf 1:250 in PBS verdünnt, auf das Präparat gegeben und 

30 Minuten lang in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die 

Flüssigkeit ausgeschlagen und 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, 

Artikelnummer: 6335.1) für 5 Minuten in einer Verdünnung von 1:1000 in PBS auf die Schnitte 

gegeben. Nach einem dreimal 5-minütigen Waschschritt in PBS gefolgt von 1 Minute in destilliertem 

Wasser wurden die Objektträger kurz in 100 % Ethanol getaucht. Eingedeckt wurden die Objektträger 

danach mit Leica CV Ultra (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland, Artikelnummer: 070937891) und 

bis zur Mikroskopie lichtgeschützt getrocknet. 

 

2.5.2 Auswertung 

Zur mikroskopischen Beurteilung wurde eine Fluoreszenzlampe (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Deutschland, Typ: EL6000) verwendet, deren Intensität für alle Präparate auf die Stufe zwei gestellt 

wurde. Mithilfe manuell einstellbarer Wellenlängenfilter am Mikroskop wurden Aufnahmen der DAPI-

Färbung mit einem Wellenlängenbereich von 340-380 nm und der 8-OHdG-Färbung mit einem 

Wellenlängenbereich von 515-560 nm angefertigt. Hierbei wurden pro Aortenklappe neun 

repräsentative Regionen in 400-facher Vergrößerung fotografiert (siehe Abb. 3B). Um eine 

Quantifizierung der Bilder durchführen zu können, wurden alle Fotos in Graustufen aufgenommen und 

Einstellungen (Belichtungszeiten, Verstärkung, Gamma-Wert) gleich gehalten.  

Zur Prozessierung und Auswertung der Fotos wurde das Programm ImageJ 1.52n mit der Erweiterung 

BioVoxxel (The BioVoxxel Image Processing and Analysis Toolbox. Brocher, 2015, EuBIAS-

Conference, 2015, Jan5) verwendet. Gemessen werden sollte das 8-OHdG-Signal im Zellkern des 

Klappengewebes anhand eines 16-bit-Bildes. Hierzu wurde zunächst die DAPI-Aufnahme mithilfe eines 

eigens angefertigten und auf die Bilder angepassten Makros prozessiert, sodass die Zellkernumrisse 

extrahiert werden konnten (Abb. 4). Zunächst wurde der Hintergrund mit einem Rolling Ball-Radius 

von 25 Pixeln subtrahiert. Hierdurch wurden einzelne Kernstrukturen klarer voneinander getrennt. 

Anschließend wurde der Convolution Filter „Median“ mit einem Radius von 8 Pixeln angewandt. Dieser 

führte zu einer Weichzeichnung und es konnten Unebenheiten innerhalb der Kernstrukturen minimiert 

werden. Durch eine Erhöhung des Gamma-Wertes auf 1,72 wurden unspezifische Anfärbungen aus dem 

Bild gerechnet. Eine normalisierte Kontrasterhöhung um 1 % der Pixel brachte die Zellkernstrukturen 

nun wieder in den Vordergrund. Bevor ein automatischer Threshold nach der „Li white“-Methode 
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gesetzt werden konnte, musste das Bild in ein 8-bit-Format umgewandelt werden. So entstand ein 

binäres Bild mit weißen und schwarzen Anteilen. Die weißen Kernanteile konnten selektiert und im 

Region-of-Interest-Manager abgelegt werden.  

 
Abb. 4: Prozessierung des DAPI-Bildes und Extraktion der Zellkerne 

Um den mittleren Graustufenwert des 8-OHdG-Signals im Zellkern zu messen, wurde das in Graustufen 

aufgenommene DAPI-Bild (A) in einem ersten Schritt zu einem binären Bild prozessiert (B). Hierzu wurde ein 

Makro gleichermaßen auf alle Bilder angewandt (C). Mithilfe dieser Prozessierungsschritte wurden die 

Zellkernstrukturen herausgearbeitet, unspezifisch angefärbte Kollagenfasern in den Hintergrund gerückt und ein 

binäres Bild erzeugt, welches lediglich die Zellkerne darstellt. Die selektierten Zellkernbereiche konnten dann auf 

die 8-OHdG-Bilder übertragen werden und der mittlere Graustufenwert zielgerichtet in den Zellkernen gemessen 

werden. 

Die Zellkernselektionen wurden nun auf die zugehörige Rohbildaufnahme der 8-OHdG-Färbung 

übertragen (Abb. 5). Anschließend wurde der mittlere Graustufenwert des 8-OHdG-Signals im Bereich 

der Zellkerne gemessen. Mithilfe der ImageJ-Erweiterung Results to Excel (Anthony Sinadinos, 

Brenden Kromhout) wurden die erhobenen Daten in Excel® überführt. 

  



 

 16 

 
Abb. 5: Messung des mittleren Graustufenwertes im Bereich der Zellkerne 

Um die mittleren Graustufenwerte des 8-OHdG-Signals zu messen, wurde das Rohdatenbild der 8-OHdG-Färbung 

in ImageJ geöffnet (A). Über dieses Bild wurden die selektierten Zellkernstrukturen gelegt (B). Anschließend 

konnte der mittlere Graustufenwert im selektierten Bereich gemessen werden.  

Diese Messungen wurden mit allen Bildern einer Klappe durchgeführt, sodass sich für jedes Präparat 

neun Einzelwerte ergaben. Die Mittelwerte einer jeden Klappe wurden auf die Ergebnisse der 

Positivkontrolle normiert, um Unterschiede in den Intensitäten der einzelnen Färbedurchgänge 

auszuschließen. Wurden die Ergebnisse der Einzelstrukturen der Aortenklappe dargestellt, so wurde das 

arithmetische Mittel aus den drei vorhandenen Messwerten berechnet.  

Zur übersichtlichen Darstellung der Ergebnisse wurden die Graustufenbilder mithilfe von ImageJ in 

dieser Arbeit eingefärbt. Hierfür wurden alle Einstellungen gleichermaßen auf alle Bilder angewandt, 

um eine Vergleichbarkeit untereinander zu gewährleisten. Die DAPI-Signale sind in Blau und die 8-

OHdG-Signale in Rot abgebildet.  

 

2.6 Untersuchung von inflammatorischen Prozessen 

2.6.1 Immunhistochemische Färbung von VCAM-1 

An aktiviertem Endothel ist das Zelladhäsionsmolekül VCAM-1 an der Leukozyten-Endothel-Adhäsion 

beteiligt und somit ein Marker der ersten Inflammationsprozesse. VCAM-1 wurde mithilfe einer 

immunhistochemischen Anfärbung durch 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) sichtbar gemacht. 

Es wurden bei -20 °C gelagerte Schnitte verwendet. Als Positivkontrolle diente ein Milzpräparat der 

Ratte.  

Die Schnitte wurden 10 Minuten lang mit 4 %-igem Formaldehyd fixiert. Die Permeabilisierung erfolgte 

ebenfalls für 10 Minuten mit 0,25 % Triton X. Dieses wurde in einer 1:400-Verdünnung mit PBS und 

Triton X-100 hergestellt. Unspezifische Epitope wurden mit 5 % Albumin Fraction V (Carl Roth, 

Karlsruhe, Deutschland, Artikelnummer: 8076.3) und 0,1 % Tween-Lösung (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Vereinigte Staaten, Artikelnummer: P1379) über 60 Minuten lang blockiert. Der Primärantikörper 

(Anti-VCAM1 [EPR5047], monoklonal, anti-Kaninchen, abcam, Cambridge, Vereinigtes Königreich, 

Artikelnummer: ab134047) wurde in einer Verdünnung von 1:500 in filtriertem PBS gelöst und für eine 

Stunde auf die Schnitte gegeben. Um unspezifische Bindungen des Sekundärantikörpers zu erkennen, 

wurde auf jedem Objektträger eine Negativkontrolle mitgeführt. Diese wurde anstelle des 
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Primärantikörpers mit PBS behandelt. Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Objektträger 

jeweils dreimal für eine Minute gewaschen. Danach wurde für 10 Minuten eine H2O2-Blockierung 

durchgeführt. Nach einem dreimal 5-minütigen Waschschritt erfolgte die Inkubation mit dem 

Sekundärantikörper (Ziege IgG anti-Kaninchen-HRPO, polyklonal, Dianova, Hamburg, Deutschland, 

Artikelnummer: 111-035-003) in einer 1:500-Verdünnung. Im Anschluss daran wurden die Objektträger 

dreimal für 5 Minuten in PBS gewaschen. Über einen Zeitraum von 10 Minuten wurden die Objektträger 

in TRIS-Puffer abgestellt. Dieser wurde aus destilliertem Wasser und Trisaminomethan (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Vereinigte Staaten, Artikelnummer: SLBQ4845V) hergestellt und auf einen pH-Wert von 7,6 

eingestellt. In einem nächsten Schritt erfolgte die Hinzugabe des Chromogens für 10 Minuten, welches 

aus dem DAB Substrate Kit (Zytomed Systems, Berlin, Deutschland, Artikelnummer: DAB530) 

lichtgeschützt angesetzt wurde. Die Reaktion wurde gestoppt, indem die Objektträger für 5 Minuten 

erneut im TRIS-Puffer abgestellt wurden. Nach einem 1-minütigen Waschschritt in destilliertem Wasser 

wurden die Kerne mit filtrierter Mayers-Hämalaunlösung (Merck, Darmstadt, Deutschland, 

Artikelnummer: 1.09249.1000) gegengefärbt. Die Hämalaunlösung wurde zuerst grob mit 

Leitungswasser und anschließend mit 1 %-iger rauchender Salzsäure (Merck, Darmstadt, Deutschland, 

Artikelnummer: 1003171000) von den Schnitten entfernt. Danach wurde zunächst für 5 Minuten unter 

fließendem Leitungswasser und anschließend für eine Minute in destilliertem Wasser gewaschen. Um 

überschüssiges Wasser von den Objektträgern zu entfernen, wurden die Objektträger für eine Minute in 

Ethanol getaucht und nach dem Trocknen mit Roti®-Histokitt II eingedeckt. 

 

2.6.2 Auswertung 

Die Auswertung der VCAM-1-Färbung erfolgte lichtmikroskopisch mithilfe eines semiquantitativen 

Scores. Dieser VCAM-1-Score wurde in Anlehnung an den in unserem Institut etablierten Von-Kossa-

Score entwickelt (80). Hierbei wurde die Ausprägung der Anfärbung definierter Strukturen in einer 5-

rangigen Ordinalskala bewertet.  

Diese Bewertung wurde am Lichtmikroskop in 100- beziehungsweise 200-facher Vergrößerung 

durchgeführt. Wurde keine braune Anfärbung in der Aortenklappe gesehen, wurde ein Punktwert von 

null vergeben. Waren einzelne punktförmige Bereiche im Gewebe angefärbt, entsprach dies einem 

VCAM-1-Score von eins. Ein Wert von zwei wurde vergeben, wenn mehrere einzelne größere Flächen 

braun angefärbt waren. Zeigte sich eine flächige Anfärbung, die einen Anteil von weniger als 50 % der 

Struktur ausmachte, wurde ein VCAM-1-Score von drei vergeben. War mehr als 50 % der Struktur 

braun gefärbt, so entsprach dies einem VCAM-1-Score von vier. Eine komplette Anfärbung der Struktur 

erfüllte die Kriterien für den Wert fünf des Scores (siehe Tabelle 4 und Abb. 6). 
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Tabelle 4: Definition VCAM-1-Score 

VCAM-1-Score Definition 

0 Keine braune Anfärbung 

1 Anfärbung von einzelnen punktförmigen Bereichen 

2 Anfärbung von mehreren einzelnen größeren Flächen (1-3) 

3 Flächige Anfärbung des Gewebes mit einem Anteil von weniger als 50 % 

4 Flächige Anfärbung des Gewebes mit einem Anteil von mehr als 50 % 

5 Komplette Anfärbung der Struktur 

Dargestellt sind die Kriterien für die Vergabe der VCAM-1-Scorewerte anhand einer 5-stufigen Ordinalskala. 

Es wurden jeweils alle drei Taschen der Aortenklappe bewertet. Hierbei wurden die drei Strukturen 

Taschengewebe, Anulus und Kommissur unterschieden (Abb. 3). So ergaben sich für jedes 

Klappenpräparat neun Einzelwerte. Aus diesen wurde in Excel® das arithmetische Mittel gebildet, 

welches als Gesamtwert der Klappe in die Analyse einging. Wurden die Ergebnisse der Einzelstrukturen 

der Klappe dargestellt, so wurde das arithmetische Mittel dieser drei Score-Werte der jeweiligen 

Struktur dargestellt. 

Um zu gewährleisten, dass lediglich die Zielantigene angefärbt wurden, wurden parallel zu der oben 

beschriebenen Bewertung die Positiv- und Negativkontrollen in die Auswertung einbezogen.  

Im Anschluss an die Beurteilung der Färbung wurde jedes Aortenklappenpräparat am Lichtmikroskop 

mithilfe der Leica Software LAS in 100-facher Vergrößerung fotografiert. Einzelbilder wurden 

anschließend entweder automatisiert mithilfe der Funktion Grid/Collection stitching (89) oder manuell 

mithilfe der Erweiterung MosaicJ (90) in ImageJ 1.52n zu einem Übersichtsbild zusammengesetzt.  



 

 19 

 
Abb. 6: VCAM-1-Score in Bildern 

Für die Score-Werte 0 bis 4 des VCAM-1-Scores sind beispielhaft Abbildungen der Strukturen Taschengewebe, 

Anulus und Kommissur dargestellt. Ein Score-Wert von 5 ist definiert als die komplette Braunfärbung einer 

Struktur. Die Fotos wurden lichtmikroskopisch in 200-facher Vergrößerung aufgenommen. 
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2.7 Untersuchung der Apoptose 

2.7.1 Immunhistochemische Färbung der Cleaved Caspase 3 

Die Caspase 3 ist eine der letzten Effektorcaspasen im Apoptosesignalweg der Zellen. Erst durch eine 

Spaltung wird die Caspase aktiv und kann den Zelltod einleiten. Mithilfe der Immunmarkierung durch 

DAB wurde die aktivierte Cleaved Caspase 3 angefärbt. 

Für die Färbung wurden Schnitte der Aortenklappe verwendet, die bei -80 °C gelagert wurden. Als 

Positivkontrollen wurden Schnitte des Dünndarms einer gesunden Ratte genutzt. 

Die Färbung erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie die VCAM-1-Färbung. Anstelle des VCAM-1-

Primärantikörpers wurde hier die Cleaved Caspase 3 [Asp175] (monoklonal, anti-Kaninchen, Cell 

Signaling, Technology, Danvers, Vereinigte Staaten, Artikelnummer: 9664S) in einer Verdünnung von 

1:800 verwendet. Der Sekundärantikörper (Ziege IgG anti-Kaninchen-HRPO, polyklonal, Dianova, 

Hamburg, Deutschland, Artikelnummer: 111-035-003) wurde in einer 1:500-Verdünnung genutzt. Für 

die Anfärbung der Cleaved Caspase 3 genügte eine DAB-Inkubationszeit von 8 Minuten.  

 

2.7.2 Auswertung 

Die Auswertung der Cleaved Caspase 3-Färbung erfolgte lichtmikroskopisch. Zunächst wurde anhand 

der Positivkontrolle überprüft, ob die Antikörper korrekt gebunden haben. Anschließend wurden die 

Aortenklappenpräparate systematisch nach braun gefärbten Gewebsregionen untersucht. Wie oben 

beschrieben (Abb. 3) wurden die Strukturen Taschengewebe, Kommissur und Anulus in allen drei 

Taschen einzeln analysiert und Besonderheiten notiert. Braunfärbungen wurden auf ihre Spezifität hin 

überprüft, indem die gleiche Stelle der Negativkontrolle aufgesucht wurde.  

Anschließend wurde die gesamte Klappe in Einzelbildern in 50- oder 100-facher Vergrößerung 

aufgenommen. Diese Einzelbilder wurden dann entweder automatisiert mit dem Grid/Collection 

stitching (89) oder manuell mit der Erweiterung MosaicJ (90) in ImageJ zu einem Übersichtsbild 

zusammengefügt. 

 

2.8 Statistik 

Die Verwaltung der erfassten Daten und die Berechnungen des arithmetischen Mittels, von 

Normierungen und Häufigkeiten erfolgte mithilfe von Excel®. Die so gewonnenen arithmetischen 

Mittelwerte für jedes Versuchstier wurden zur statistischen Auswertung und grafischen Darstellung in 

GraphPad Prism 6.01 für Windows (GraphPad Software, La Jolla, Vereinigte Staaten, 

www.graphpad.com) überführt.  

Es wurde zweiseitig mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 95 % getestet. Für die Taschendicken in 

der HE-Färbung und die Messwerte in der 8-OHdG-Färbung wurden verhältnisskalierte Daten 

verarbeitet. Da in Stichprobengrößen von sieben Tieren pro Gruppe gearbeitet wurde, konnte zu keinem 

Zeitpunkt von einer Normalverteilung ausgegangen werden, sodass für zweistufige Analysen der Mann-

Whitney-Test und für mehrstufige Analysen der Kruskal-Wallis-Test verwendet wurde. Die Score-

Werte der VCAM-1-Färbung entsprachen ordinalskalierten Werten. Dennoch wurde hier das 
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arithmetische Mittel erhoben, da die Daten mit den Rangsummentests analysiert wurden und das 

arithmetische Mittel die Anschaulichkeit erhöht. Wurden Klappenstrukturen untereinander verglichen, 

so fand der Friedman-Test Anwendung, da hier die zentrale Tendenz verbundener, mehrstufiger 

Stichproben untersucht wurde. Ergab sich in der initialen Testung mithilfe der mehrstufigen Kruskal-

Wallis- oder Friedmann-Analysen ein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten 

Mittelwerten, so wurde der Post-hoc-Test nach Dunn zum Mehrfachvergleich durchgeführt. 

In allen erstellten Säulendiagrammen spiegelt jeder Punkt ein Versuchstier wider. Charakterisiert 

werden die einzelnen Merkmale durch den Mittelwert (M) und den Standardfehler des Mittelwertes 

(standard error of the mean, SEM).  
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3 Ergebnisse 

3.1 Evaluierung der Auswertungsmethode 

Um die eigens entwickelte Auswertungsmethode der 8-OHdG-Immunfluoreszenzfärbung zu evaluieren, 

wurden die bildanalytisch gemessenen Graustufenwerte der mitgeführten Positiv- und 

Negativkontrollen miteinander verglichen. Beide Kontrollen wurden mit dem Primär- und 

Sekundärantikörper, wie in 2.5.1 beschrieben behandelt. Zusätzlich dazu wurde die Positivkontrolle mit 

H2O2 inkubiert. 

In den insgesamt untersuchten 81 Einzelbildern der neun Positivkontrollen korrelierte ein Großteil des 

8-OHdG-Signals mit dem DAPI-Signal und war somit ausschließlich in den Zellkernen zu finden. 

Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den zusammengefügten Bildern aus dem 8-OHdG- und dem DAPI-

Signal wider (Abb. 7). Hier zeigen die violett gefärbten Bereiche das 8-OHdG an, welches sich im 

Zellkern befindet. Lediglich in vier Bildern war das 8-OHdG-Signal nicht vorwiegend im Zellkern zu 

finden. 

 
Abb. 7: Evaluierung der Auswertungsmethode der 8-OHdG-Immunfluoreszenzfärbung 

Zur Evaluierung der Auswertungsmethode der 8-OHdG-Färbung wurden die bildanalytisch gemessenen 

Graustufenwerte der Positiv- und Negativkontrollen miteinander verglichen (A). Bei beiden Kontrollen handelt es 

sich um native Aortenklappenpräparate, welche nach dem Standardprotokoll gefärbt wurden (B). Die 

Positivkontrolle wurde zusätzlich vor der Färbung mit H2O2 behandelt (C). Zur Kerndarstellung erfolgte eine blaue 

Gegenfärbung mit DAPI (B, C). Dargestellt sind M ± SEM (n = 9), statistisch getestet wurde mit dem Mann-

Whitney-Test: **** p ≤ 0,0001; rot: 8-OHdG, blau: DAPI 
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Eine Behandlung mit H2O2 führte zu einem signifikant höheren 8-OHdG-Signal als die Anfärbung einer 

nativen Aortenklappe (Abb. 7; 499,095 ± 59,603 vs. 1559,130 ± 273,581 mit p ≤ 0,0001). Dieses war 

im Mittel dreimal höher als das einer nativen Aortenklappe.  

Trotz standardisierter Durchführung wiesen die mittleren Graustufenwerte in den einzelnen 

Färbedurchgängen große Schwankungen auf. Das 8-OHdG-Signal der Positivkontrolle war in 

Färbedurchgang neun kleiner als der mittlere Graustufenwert der Negativkontrolle in Färbedurchgang 

acht (Tabelle 5; 745,0 vs. 825,4). Innerhalb eines jeden Färbedurchgangs war der mittlere 

Graustufenwert der Positivkontrolle dennoch durchgehend größer als in der Negativkontrolle.  

Tabelle 5: Mittlere Graustufenwerte der Positiv- und Negativkontrollen  

Färbedurchgang 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Positivkontrolle 949,1 932,7 1490,5 1002,7 1095,1 2778,7 2294,6 2743,8 745,0 

Negativkontrolle 450,3 319,4 544,9 523,0 394,0 683,2 240,5 825,4 511,1 

Differenz 498,8 613,3 945,6 479,7 701,1 2095,5 2054,1 1918,4 233,9 

Dargestellt sind die mittleren Graustufenwerte der mitgeführten Kontrollen in jedem der neun Färbedurchgänge 

und die Differenz der gemessenen Werte der Kontrollen. Der mittlere Graustufenwert ist eine dimensionslose 

Einheit.  

Die oben dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung von nativen Aortenklappen mit 

3 % H2O2 eine geeignete Positivkontrolle für die 8-OHdG-Immunfluoreszenz darstellt. Um die 

Vergleichbarkeit zwischen den Färbedurchgängen trotz der Schwankungen zu gewährleisten, wurden 

die Messergebnisse in den folgenden Untersuchungen auf den mittleren Graustufenwert der 

Positivkontrolle des jeweiligen Färbedurchgangs normiert.  

 

3.2 Einfluss der Bestrahlungsdauer  

3.2.1 Oxidativer Stress 

Um den Einfluss der Bestrahlungsdauer auf die Entwicklung von oxidativem Stress zu untersuchen, 

wurden die Aortenklappen 10 Minuten und 60 Minuten lang im Rahmen der photodynamischen 

Reaktion mit einem Rotlichtlaser bestrahlt und anschließend die 8-OHdG-Expression zum Zeitpunkt 

t = 0 d gemessen. Verglichen wurden diese Ergebnisse mit denen der Sham- und Laser-Gruppe.  

Eine 60-minütige Bestrahlungsdauer der Aortenklappe führte in der ROS-Gruppe zu einer signifikant 

höheren Bildung von oxidativem Stress verglichen mit einer 10-minütigen Bestrahlung (Abb. 8A; 

1,049 ± 0,160 vs. 0,486 ± 0,038; p ≤ 0,01). Diese Unterschiede zeigen sich beispielhaft in den 

Aufnahmen in Abb. 9A+B. 
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Abb. 8: Einfluss der Bestrahlungsdauer auf die Bildung von oxidativem Stress 

Für die indirekte Darstellung von oxidativem Stress wurde die 8-OHdG-Expression nach einer 10- bzw. einer 60-

minütigen Bestrahlung mithilfe der mittleren Graustufenwerte gemessen. Gezeigt sind die Ergebnisse der beiden 

ROS-Gruppen nach einer Bestrahlungsdauer von 10 bzw. 60 Minuten (A). Darüber hinaus wurden die Ergebnisse 

der ROS-Gruppe mit dem oxidativen Stress in den Kontrollgruppen (Sham- und Lasergruppe) nach einer 

Interventionsdauer von 10 Minuten (B) bzw. 60 Minuten (C) miteinander verglichen. Dargestellt sind M ± SEM 

(n = 7) normiert auf die Positivkontrolle, statistisch getestet wurde mit dem Mann-Whitney-Test: ** p ≤ 0,01 (A), 

dem Kruskal-Wallis-Test: *** p ≤ 0,001 (B, C) und post hoc mit dem Dunns-Test (C): Sham gegen ROS 

** p ≤ 0,01. 

Nach einer Interventionsdauer von 10 Minuten ergab sich kein Unterschied in der Entwicklung von 

oxidativem Stress zwischen der Sham-, der Laser- und der ROS-Gruppe (Abb. 8B; 0,513 ± 0,077 vs. 

0,499 ± 0,0744 vs. 0,486 ± 0,038).  
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Abb. 9: Einfluss der Bestrahlungsdauer auf die Bildung von oxidativem Stress 

In Bezugnahme zu Abb. 8 sind Beispielbilder der Taschen der 8-OHdG-Immunfluoreszenzfärbung dargestellt. Die 

Aortenklappen der ROS-Gruppen (A, B) wurden nach Temoporfingabe 10 Minuten (A) bzw. 60 Minuten (B) lang 

bestrahlt und anschließend explantiert (t = 0 d). Darüber hinaus sind Ergebnisse der Laser- (C) und der Sham-

Gruppe (D) nach 60-minütiger Interventionsdauer, jeweils zum Explantationszeitpunkt t = 0 d abgebildet. Die 

Bilder wurden in 400-facher Vergrößerung aufgenommen. Dargestellt sind in der linken Spalte in Rot die Signale 

der 8-OHdG-Färbung. In der rechten Spalte sind sowohl die 8-OHdG-Signale in Rot als auch die DAPI-Signale 

in Blau dargestellt. Violett stellt sich hier das 8-OHdG-Signal im Zellkern dar. 

Nach einer Interventionsdauer von 60 Minuten zeigte sich eine signifikant höhere ROS-Expression in 

der ROS-Gruppe verglichen mit der Sham-Gruppe (1,049 ± 0,160 vs. 0,341 ± 0,026; p <0,01; Abb. 8C). 

Die Expression von oxidativem Stress war in der ROS-Gruppe mehr als doppelt so groß. Der 

Unterschied zwischen ROS- und Laser-Gruppe war ebenso wenig signifikant (p = 0,158), wie der 

Unterschied zwischen der Sham- und der Laser-Gruppe (p = 0,466). Auch die Fotos in Abb. 9B-D 

zeigen beispielhaft Abstufungen in den Intensitäten der 8-OHdG-Färbung. 
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Folglich führt die Bestrahlung der Aortenklappe über einen Zeitraum von 60 Minuten gemeinsam mit 

der Temoporfinbehandlung unmittelbar danach (t = 0 d) zu einer größeren Bildung von oxidativem 

Stress als in der Sham-Kontrollgruppe und nach einer Bestrahlungsdauer von 10 Minuten. 

 

3.2.2 Inflammatorische endotheliale Aktivierung 

Ziel der Untersuchung war die Frage, welchen Einfluss die Bestrahlungsdauer im Rahmen der PDR auf 

die inflammatorische endotheliale Aktivierung hat. Hierzu wurden die Aortenklappen 10 Minuten bzw. 

60 Minuten lang mit einem Rotlichtlaser bestrahlt und anschließend zum Explantationszeitpunkt t = 0 d 

die VCAM-1-Expression analysiert. Verglichen wurden die Ergebnisse der ROS-Gruppe mit den 

Ergebnissen der Kontrollgruppe (Sham- und Laser-Gruppe). 

Der direkte Vergleich der VCAM-1-Expression in den ROS-Gruppen nach 10- bzw. 60-minütiger 

Bestrahlung ergab keinen Unterschied zwischen diesen beiden Behandlungsgruppen (Abb. 10A). In 

beiden Gruppen lag der mittlere VCAM-1-Score bei 1 bis 2. Dies deckt sich mit der durchschnittlichen 

Beobachtung von mindestens punktförmigen bis einzeln flächigen Anfärbungen.  

Eine Interventionsdauer von 10 Minuten erbrachte keinen signifikanten Unterschied in der VCAM-1-

Expression zwischen Sham-, Laser- und ROS-Gruppe (Abb. 10B). In allen drei Gruppen wurden 

durchschnittlich einzelne punktförmige Ansammlungen von VCAM-1 nachgewiesen, was einem 

VCAM-1-Score von 1 entspricht. 

 
Abb. 10: Einfluss der Bestrahlungsdauer auf inflammatorische Prozesse 

Die Aortenklappen wurden 10 bzw. 60 Minuten lang bestrahlt. Anschließend wurde die VCAM-1-Expression 

mithilfe des VCAM-1-Scores ermittelt (A). Verglichen wurden die Ergebnisse der 10-minütigen (B) bzw. 60-

minütigen (C) Bestrahlung mit Kontrollgruppen (Sham- und Laser-Gruppe) zum Zeitpunkt t = 0 d. Dargestellt 

sind M ± SEM (n = 7), statistisch getestet wurde mit dem Mann-Whitney-Test (A), dem Kruskal-Wallis-Test: 

** p ≤ 0,01 (B, C) und post hoc mit dem Dunns-Test (C): Laser gegen ROS * p ≤ 0,05. 
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Wurde die Aortenklappe im Gegensatz dazu 60 Minuten lang bestrahlt, so zeigten sich in der ROS-

Gruppe im Vergleich zur Laser-Gruppe verstärkt inflammatorische Prozesse (Abb. 10C, p ≤ 0,05). In 

der ROS-Gruppe wurden durchschnittlich VCAM-1-Score-Werte von 1 bis 2 vergeben, wobei auch 

mehrere flächige VCAM-1 positive Areale in der Aortenklappe erkennbar waren (entsprechend den 

Score-Werten 3 und 4). In der Laser-Gruppe waren mehr als 90 % der Score-Werte keiner oder 

einzelnen punktförmigen Braunfärbungen zuzuordnen.  

Beispielhaft sind diese Unterschiede in Abb. 11 dargestellt. In der ROS-Gruppe zeigte sich hier über die 

komplette Aortenklappe hinweg eine deutliche Braunfärbung (Abb. 11A), wohingegen in der Laser-

Gruppe (Abb. 11B) kein positives Signal erkennbar war.  

Temoporfin führte in Kombination mit einer 60-minütigen Bestrahlung der Aortenklappe zu einer 

vermehrten VCAM-1-Expression im Vergleich zur alleinigen 60-minütigen Bestrahlung der 

Aortenklappe. Eine kürzere Bestrahlungsdauer im Rahmen der PDR resultierte jedoch nicht in einer 

verminderten inflammatorischen Aktivität. 

 

 
Abb. 11: Vergleich der DAB-Anfärbung von VCAM-1 nach einer 60-minütigen Bestrahlung 

Die Bilder zeigen beispielhaft Querschnitte der Aortenklappen von Tieren aus der ROS-Gruppe (A) und Laser-

Gruppe (B) zum Explantationszeitpunkt t = 0 d. Die Aortenklappen wurde 60 Minuten lang bestrahlt, geschnitten 

und VCAM-1 mithilfe von DAB angefärbt. Aufgenommen wurden Einzelbilder in 100-facher Vergrößerung. 

 

3.2.3 Apoptose 

Um zu untersuchen, ob durch die physikalischen Effekte des Rotlichtlasers apoptotische Mechanismen 

im Gewebe aktiviert werden, wurde die Expression der Cleaved Caspase 3 untersucht. Verglichen 

wurden Tiere der ROS-, Laser- und Sham-Gruppe nach 10- bzw. 60-minütiger Interventionsdauer zum 

Explantationszeitpunkt t = 0 d.  

Nach einer Interventionsdauer von 10 Minuten zeigte sich weder in der ROS- noch in der Laser- oder 

Sham-Gruppe eine vermehrte Aktivität der Cleaved Caspase 3 (Abb. 12).  
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Abb. 12: Apoptose nach 10-minütiger Intervention zum Explantationszeitpunkt t = 0 d 

Abgebildet sind immunhistochemisch mit Cleaved Caspase 3 angefärbte Querschnitte der Aortenklappe nach einer 

10-minütigen Interventionsdauer. Es wurden die Sham- (A) und Laser-Gruppe (B) mit der ROS-Gruppe (C) 

verglichen. Aufgenommen wurden Einzelbilder in 100-facher Vergrößerung.  

Nach einer 60-minütigen Interventionsdauer zeigte sich ebenfalls kein gravierender Unterschied 

zwischen den Interventionsgruppen (Abb. 13). In der ROS-Gruppe wiesen vier Strukturen vereinzelte 

positive Areale auf, wohingegen in der Sham- und in der Laser-Gruppe jeweils nur in einer Struktur 

punktförmige Braunfärbungen nachgewiesen wurden. In keiner der analysierten Aortenklappen konnte 

eine massive apoptotische Aktivität nachgewiesen werden (Abb. 13).  

 
Abb. 13: Apoptose nach 60-minütiger Intervention zum Explantationszeitpunkt t = 0 d 

Abgebildet sind Querschnitte der Aortenklappen der Sham- (A), Laser- (B) und ROS-Gruppe (C) nach einer 60-

minütigen Interventionsdauer und DAB-Färbung mit Cleaved Caspase 3. Die Bilder wurden in der 

Durchlichtmikroskopie mit 100-facher Vergrößerung in Einzelbildern erstellt. 

Sowohl eine 10-minütige als auch eine 60-minütige Intervention führte in keiner der 

Behandlungsgruppen zu einer vermehrten Cleaved Caspase 3-Aktivität. 
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3.3 Effekt im Zeitverlauf 

3.3.1 Oxidativer Stress 

Um zu untersuchen, wie sich der oxidative Stress nach Temoporfingabe und einer 60-minütigen 

Laserbestrahlung im Zeitverlauf entwickelt, wurde die ROS-Expression acht Tage nach der Intervention 

mithilfe von 8-OHdG gemessen und den Ergebnissen zum Zeitpunkt t = 0 d gegenübergestellt. 

Verglichen wurden jeweils die Ergebnisse der ROS-Gruppe mit den Ergebnissen der Kontrollgruppen 

(Sham- und Laser-Gruppe). 

Verglichen mit den Ergebnissen zum Zeitpunkt t = 0 d zeigte sich acht Tage nach der Laserbestrahlung 

ein signifikant vermindertes ROS-Signal in der 8-OHdG-Färbung (Abb. 14A; t0: 1,049 ± 0,160 vs. 

t8: 0,484 ± 0,080; p ≤ 0,01).  

Nach acht Tagen war der oxidative Stress in der Laser-Gruppe tendenziell (p = 0,094) höher als in der 

ROS-Gruppe. Ein eindeutig signifikanter Unterschied ergibt sich hier allerdings nicht (Abb. 14B). Die 

8-OHdG-Expression ist sowohl in der Sham- als auch in der Laser-Gruppe über die Zeit angestiegen 

(Sham-Gruppe t0: 0,341 ± 0,026, t8: 0,559 ± 0,060; Laser-Gruppe t0: 0,517 ± 0,082, t8: 0,732 ± 0,092).  

Der oxidative Stress in der ROS-Gruppe ist demnach direkt nach der Intervention (t = 0 d) signifikant 

höher als in der Sham-Gruppe und sinkt im Zeitverlauf auf das Niveau der Kontrollgruppen ab.  
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Abb. 14: Oxidativer Stress im Zeitverlauf 

Untersucht wurde der zeitliche Verlauf des oxidativen Stresses anhand des normierten mittleren Graustufenwertes 

der 8-OHdG-Färbung nach der Intervention. Verglichen wurde die 8-OHdG-Expression direkt nach der 60-

minütigen ROS-Behandlung (t = 0 d) und acht Tage später (t = 8 d) (A). Darüber hinaus ist der wie in Abb. 8 

dargestellte Vergleich zwischen den Kontrollgruppen und der ROS-Gruppe gezeigt. In Analogie dazu werden die 

Sham- und Laser-Gruppe mit der ROS-Gruppe nach acht Tagen gegenübergestellt (B). Beispielhaft sind Bilder 

der Immunfluoreszenzfärbung in 400-facher Vergrößerung gezeigt (C, D). Rot eingefärbt ist das 8-OHdG-Signal 

in der linken Spalte. In der rechten Spalte sind das 8-OHdG-Signal und das blaue DAPI-Signal übereinandergelegt. 

Hier wird das Signal von Taschen der ROS-Gruppe direkt nach der Bestrahlung (C) und acht Tage später 

gezeigt (D). Dargestellt sind M ± SEM (n = 7) normiert auf die Positivkontrolle, statistisch getestet wurde mit dem 

Mann-Whitney-Test: ** p ≤ 0,01 (A), dem Kruskal-Wallis-Test (B): *** p ≤ 0,001 und post hoc mit dem Dunns-

Test (B): Sham gegen ROS t = 0 d, 60 min ** p ≤ 0,01. 
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3.3.2 Inflammatorische endotheliale Aktivierung 

Um zu analysieren, wie sich inflammatorische Prozesse im Zeitverlauf entwickeln, wurde die VCAM-

1-Expression acht Tage nach der Intervention unter Verwendung einer 60-minütigen Bestrahlungsdauer 

untersucht und den Ergebnissen zum Zeitpunkt t = 0 d gegenübergestellt. Verglichen wurden die 

Ergebnisse mit denen der Kontrollgruppen (Sham- und Laser-Gruppe). 

In den ROS-Gruppen zeigte sich kein Unterschied in der VCAM-1-Expression über den Verlauf von 

acht Tagen (Abb. 15A). Der mittlere VCAM-1-Score lag konstant zwischen 1 und 2 mit einer größeren 

Tendenz zu einzelnen punktförmigen Anfärbungen. 

Der VCAM-1-Score der ROS-Gruppen ist größer als die VCAM-1-Expression in den Laser-Gruppen 

(Abb. 15B; t = 0 d: p ≤ 0,05; t = 8 d: p = 0,054). Ein signifikanter Unterschied zwischen ROS- und 

Sham-Gruppe zeigte sich zu keinem Zeitpunkt. In den ROS-Gruppen waren im Mittel punktförmige bis 

einzelne flächige Braunfärbungen zu sehen (Score-Werte von 1 bis 2). Die Laser-Gruppen wiesen 

dagegen im Durchschnitt keine oder nur einzelne punktförmige positive Areale im Querschnitt der 

Aortenklappe auf. In der ROS-Gruppe wurden insgesamt zehn Mal die Score-Werte 3 oder 4 vergeben. 

Dieser Grad der Inflammation wurde weder in der Sham- noch in der Laser-Gruppe beobachtet. Auch 

die Aufnahmen in Abb. 15C und D zeigen diese Unterschiede zwischen ROS- und Laser-Gruppe. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Inflammation in der ROS-Gruppe nach 60-minütiger PDR 

über den Zeitverlauf gleich hoch bleibt, die Unterschiede zu der Laser-Gruppe jedoch kleiner werden. 
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Abb. 15: Inflammation im Zeitverlauf 

Verglichen wurde die VCAM-1-Expression direkt nach der 60-minütigen Intervention (t = 0 d) und acht Tage 

später (t = 8 d) mithilfe des VCAM-1-Scores (A, B). Dargestellt wurde zum einen der direkte Vergleich zwischen 

den beiden ROS-Gruppen (A). Darüber hinaus wurde die VCAM-1-Expression zu beiden Zeitpunkten in den 

Kontrollgruppen mit derjenigen der ROS-Gruppe gegenübergestellt (B). Dargestellt sind M ± SEM (n = 7), 

statistisch getestet wurde mit dem Mann-Whitney-Test (A), dem Kruskal-Wallis-Test (B): ** p ≤ 0,01 für t = 0 d, 

60 min und * p ≤ 0,05 für t = 8 d, 60 min und post hoc mit dem Dunns-Test (B): Laser gegen ROS t = 0 d, 60 min 

* p ≤ 0,05, keine Signifikanz für t = 8 d, 60 min (Laser gegen ROS p = 0,05). Beispielhaft werden Abbildungen 

der Aortenklappe aus der ROS- (C) und der Laser-Gruppe (D) acht Tage nach der Bestrahlung gezeigt. Hier wurde 

VCAM-1 mittels einer DAB-Färbung sichtbar gemacht. Es wurden Einzelbilder in 100-facher Vergrößerung 

aufgenommen.  
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3.3.3 Apoptose 

Ziel dieser Untersuchungen war die Detektion von apoptotischen Mechanismen im Zeitverlauf von acht 

Tagen nach der Intervention und die Gegenüberstellung der Ergebnisse mit denen zum Zeitpunkt t = 0 d. 

Verglichen wurden hierfür die Ergebnisse der Cleaved Caspase 3-Färbung der ROS-Gruppe mit denen 

der Kontrollgruppen (Sham- und Laser-Gruppe).  

Acht Tage nach einer 60-minütigen Intervention der Aortenklappe zeigte sich in keiner der untersuchten 

Gruppen eine vermehrte Aktivität der Cleaved Caspase 3 (Abb. 16).  

 

 
Abb. 16: Apoptose acht Tage nach einer 60-minütigen Interventionsdauer 

Dargestellt sind Querschnitte der Aortenklappe acht Tage nach einer 60-minütigen Intervention und nach 

Anfärbung mittels DAB auf Cleaved Caspase 3. Die Beispielbilder aus der Sham- (A), Laser- (B) und ROS-

Gruppe (C) wurden in Einzelbildern in 100-facher Vergrößerung aufgenommen und anschließend mithilfe von 

ImageJ zusammengesetzt.  

 

3.4 Regionale Unterschiede der Aortenklappen 

3.4.1 Anatomie und morphologische Unterschiede in der Übersichtsfärbung  

In der HE-Übersichtsfärbung zeigten sich makroskopisch in allen Klappenquerschnitten die drei Sinus 

valsalvae, welche jeweils von Taschengewebe (Abb. 17A), den Kommissuren (Abb. 17B) und dem 

Anulus (Abb. 17C) begrenzt wurden.  
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Abb. 17: Darstellung der Klappenstrukturen in HE-Färbung 

Abgebildet sind die einzeln betrachteten Klappenstrukturen Tasche (A), Kommissur (B) und Anulus (C), sowie 

eine komplette Tasche (D). Zur Orientierung ist jeweils die aortale (Ao) und ventrikuläre (Ve) Seite der Tasche 

markiert. Kollagenfasern sind rosarot eingefärbt (Pfeile) und treten vorwiegend auf der aortalen Seite der Tasche 

auf (A, B). Auch die Kommissuren bestehen zu einem Großteil aus Kollagenfasern (B). Der Anulus zeigt die 

typische Wandschichtung von Arterien des elastischen Typs mit der Intima (Int), Media (Med) und Adventitia 

(Adv) (C). * markiert rot eingefärbte Anteile zwischen der Media und Adventitia, die am ehesten Erythrozyten 

entsprechen. Am oberen Rand einer Tasche der Aortenklappe befindet sich der Nodulus valvae semilunaris (Nod), 

eine mediale Verdickung des Taschengewebes (D).  

 

In den Taschen konnten zwei Gewebearten voneinander unterschieden werden. So fielen Regionen mit 

dichtem und azidophilem Gewebe auf. Andere Bereiche der Tasche waren eher aufgelockert und 

weniger anfärbbar. Je nach Anschnitt konnte zur ventrikulären Seite hin eine durchgehende Zellschicht 

im Sinne eines Endothels dargestellt werden. Auf aortaler Seite fielen extrazellulär deutlich violett 

angefärbte Bereiche im Sinne einer Kollagenanreicherung auf (Abb. 17A). Alle Klappen enthielten 

zumeist in gleichen Anteilen dicke und dünne Abschnitte der Taschen mit aufgelockerten und knotigen 

Anteilen. Je nach Anschnitthöhe zeigten sich in der Mitte der Taschen Verdickungen der Taschen, die 

Noduli valvae semilunaris, welche aufgelockert und wenig anfärbbar imponierten (Abb. 17D).  

In der quantitativen Untersuchung der Dicke der Taschen ergab sich direkt nach der Intervention 

(t = 0 d) kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen (Abb. 18A; 

10 min: 73,753 µm ± 9,411 µm vs. 69,911 µm ± 8,122 µm vs. 71,657 µm ± 8,718 µm; 60 min: 

77,191 µm ± 14,093 µm vs. 71,324 µm ± 7,271 µm vs. 74,367 µm ±7,940 µm). Auch in der 
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Nachbeobachtung nach acht Tagen war in keiner der Gruppen eine signifikante Verdickung der Taschen 

sichtbar (Abb. 18B; 10 min: 78,228 µm ± 7,128 µm vs. 80,675 µm ± 10,184 µm vs. 

60,540 µm ± 10,881 µm; 60 min: 71,216 µm ± 10,182 µm vs. 63,205 µm ± 3,641 µm vs. 

85,008 µm ± 18,102 µm).  

 
Abb. 18: Dicke der Taschen 

Abgebildet ist die durchschnittliche Dicke der Taschen der Aortenklappe in µm direkt nach der Intervention 

(t = 0 d) (A) und acht Tage später (t = 8 d) (B). Neben dem direkten Vergleich zwischen den ROS-Gruppen wurden 

auch die Ergebnisse der Kontrollgruppen, mit denen der ROS-Gruppe verglichen. Signifikante Unterschiede 

zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen ergaben sich zu keinem Zeitpunkt. Dargestellt sind M ± SEM 

(n = 7), statistisch getestet wurde mit dem Mann-Whitney- (A) und dem Kruskal-Wallis-Test (B).  

Das Gewebe der Kommissuren erschien insgesamt aufgelockert und grenzte sich morphologisch von 

der Tasche und dem Anulus ab (Abb. 17B). Die Strukturen waren zumeist gleichmäßig und ohne 

Auffälligkeiten. Am Übergang zum Anulus zeigten sich in der Kommissur vakuolenartige Strukturen 

(Abb. 19). Hierbei handelte es sich um blasige, nicht angefärbte oder eher basophile Strukturen. 
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Teilweise wurden Zellkerne angeschnitten, welche vor allem randständig lagen. Die Vakuolen zeigten 

sich unabhängig von der durchgeführten Intervention in allen Behandlungsgruppen.  

 
Abb. 19: Vakuolen in Anulus und Kommissuren in HE-Färbung 

Dargestellt sind blasige Strukturen im Anulus (A) und der Kommissurenregion (B). Diese sind entweder gar nicht 

angefärbt oder eher basophil und weisen teilweise randständige Zellkerne auf.  

Am Anulus, der ein Teil der Aorta darstellt, ließ sich klar die Media mit ihrer Vielzahl an kollagenen 

Fasern abgrenzen. Auch die daran angrenzende Adventitia konnte dargestellt werden. Die schmale 

Intima mit ihrer Endothelschicht ließ sich in der HE-Färbung meist nur erahnen (Abb. 17C). Der Anulus 

stellte sich zumeist gleichmäßig dar. Teilweise wurden Gebiete mit Vakuolen angeschnitten (Abb. 19A). 

Insgesamt fiel auf, dass sich die Vakuolen in Anulus und Kommissur eher am proximalen Ende der 

Klappe befanden.  

Die oben beschriebenen Auffälligkeiten zeigten sich unabhängig von den verschiedenen Interventionen 

in allen Behandlungsgruppen. Darüber hinaus ergab sich zu keinem Zeitpunkt ein Hinweis auf eine 

intravalvuläre Thrombenbildung.  

Lediglich die Aortenklappe eines ROS-Tieres, welches acht Tage nach der Laserbestrahlung untersucht 

wurde, stellte hier eine Ausnahme dar. Es zeigte sich eine generalisierte Verdickung an den lateralen 

Anteilen der Taschen. In diesem Bereich war in der dazugehörigen VCAM-1-Färbung eine 

inflammatorische Aktivität zu erkennen. Darüber hinaus fiel ein Aufbrechen der Media und eine 

Zellvermehrung im Bereich der Intima auf. In der analogen VCAM-1-Färbung zeigte sich unterhalb der 

Intimaverdickung in der Adventitia ein VCAM-1-positives Areal. Eine ähnliche Beobachtung konnte in 

einer Aortenklappe der Laser-Gruppe gemacht werden, welche acht Tage nach einer 10-minütigen 

Intervention untersucht wurde.  

 

3.4.2 Oxidativer Stress 

Um zu untersuchen, ob es unterschiedliche Manifestationsorte des oxidativen Stresses gibt, wurden die 

drei separat auf 8-OHdG analysierten Klappenstrukturen Tasche, Kommissur und Anulus miteinander 

verglichen.  

Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen einzelnen Klappenstrukturen in den Sham- (Abb. 

20A) und ROS-Gruppen (Abb. 20C). Während in den Sham-Gruppen in zwei Versuchsbedingungen der 
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oxidative Stress in den Taschen signifikant größer war als im Anulus (Abb. 20; Sham t = 8 d 10 min: 

0,541 ± 0,083 vs. 0,426 ± 0,061 mit p ≤ 0,05; Sham t = 0 d 60 min: 0,362 ± 0,029 vs. 0,323 ± 0,025 mit 

p ≤ 0,01), zeigte sich acht Tage nach einer 60-minütigen PDR in der ROS-Gruppe mehr oxidativer Stress 

in den Kommissuren als im Anulus (Abb. 20 + Abb. 23; ROS t = 8 d 60 min: 0,502 ± 0,084 vs. 

0,447 ± 0,074 mit p ≤ 0,05). Nach einer 10-minütigen PDR war der oxidative Stress in den ROS-

Gruppen ebenfalls in den Taschen größer als im Anulus (Abb. 20 + Abb. 21 + Abb. 22; ROS t = 0 d 10 

min: 0,541 ± 0,045 vs. 0,445 ± 0,033 mit p ≤ 0,01; ROS t = 8 d 10 min: 0,595 ± 0,058 vs. 0,440 ± 0,028 

mit p ≤ 0,01). In den übrigen und den Laser-Gruppen ergaben sich keine regionalen Unterschiede.  
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Abb. 20: Vergleich des generierten oxidativen Stresses in unterschiedlichen Klappenstrukturen 

Abgebildet ist der nachgewiesene oxidative Stress in Tasche, Kommissur und Anulus der Aortenklappe nach den 

Interventionen. Gemessen wurde der mittlere Graustufenwert in 8-OHdG-Fluoreszenzfärbungen. Aufgetragen 

sind die Messwerte der Sham- (A), Laser- (B) und ROS-Gruppe (C) direkt (t = 0 d) nach einer 10-minütigen bzw. 

60-minütigen Bestrahlung und nach acht Tagen (t = 8 d). Dargestellt sind M ± SEM (n = 7) normiert auf die 

Positivkontrolle, statistisch getestet wurde mit dem Friedman-Test: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01. 
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Abb. 21: Oxidativer Stress in verschiedenen Klappenstrukturen nach 10-minütiger PDR 

Dargestellt sind die Ergebnisse der 8-OHdG-Färbung der ROS-Tiere nach 10-minütiger Bestrahlung zum 

Explantationszeitpunkt t = 0 d anhand von repräsentativen Beispielbildern der Tasche (A), der Kommissur (B) und 

des Anulus (C). In der linken Spalte ist das 8-OHdG-Signal in Rot zu sehen. Die rechte Spalte zeigt das 8-OHdG-

Signal kombiniert mit dem blauen DAPI-Signal.  
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Abb. 22: Oxidativer Stress in verschiedenen Klappenstrukturen acht Tage nach 10-minütiger PDR 

Dargestellt sind die Ergebnisse der 8-OHdG-Färbung der ROS-Tiere acht Tage nach 10-minütiger Bestrahlung 

anhand von repräsentativen Beispielbildern der Tasche (A), der Kommissur (B) und des Anulus (C). In der linken 

Spalte ist das 8-OHdG-Signal in Rot zu sehen. Die rechte Spalte zeigt das 8-OHdG-Signal kombiniert mit dem 

blauen DAPI-Signal.  
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Abb. 23: Oxidativer Stress in verschiedenen Klappenstrukturen acht Tage nach 60-minütiger PDR 

Dargestellt sind die Ergebnisse der 8-OHdG-Färbung der ROS-Tiere acht Tage nach 60-minütiger Bestrahlung 

anhand von repräsentativen Beispielbildern der Tasche (A), der Kommissur (B) und des Anulus (C). In der linken 

Spalte ist das 8-OHdG-Signal in Rot zu sehen. Die rechte Spalte zeigt das 8-OHdG-Signal kombiniert mit dem 

blauen DAPI-Signal.  

 

3.4.3 Inflammatorische endotheliale Aktivierung 

Um zu untersuchen, inwieweit sich inflammatorische Prozesse im Rahmen der PDR an 

unterschiedlichen Stellen in der Klappe manifestieren, wurden die erhobenen Daten hinsichtlich der 

jeweiligen Klappenstruktur untersucht.  

In den Sham- und Laser-Gruppen ergaben sich zu keinem Zeitpunkt Unterschiede in der VCAM-1-

Expression an den verschiedenen Klappenstrukturen (Abb. 24A+B). Eine 10-minütige Bestrahlung 

führte in den ROS-Gruppen ebenfalls zu keinem Unterschied (Abb. 24C). Nach einer Bestrahlungsdauer 
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von 60 Minuten zeigte sich zum Explantationszeitpunkt t = 0 d ein signifikanter Unterschied zwischen 

Tasche und Anulus (Abb. 24C; ROS t0 60 min: 0,929 ± 0,162 vs. 1,810 ± 0,355; p ≤ 0,05). Der 

gemessene VCAM-1-Score im Bereich der Taschen entspricht einzelnen punktförmigen Arealen. 

Verglichen damit zeigten sich im Anulusbereich auch flächige Areale positiv.  

Betrachtet man VCAM-1-positive Areale allein in den Taschen, so fallen keine wesentlichen 

Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen auf. Positive Areale befinden sich 

überwiegend auf der ventrikulären Seite der Tasche, vereinzelt auch auf aortaler Seite oder beidseitig. 

In den Klappen, in denen sich ein VCAM-1-positives Areal nur auf der aortalen Seite zeigte, konnten 

morphologische Auffälligkeiten in der HE-Übersichtsfärbung gesehen werden. Diese Auffälligkeiten 

werden im Abschnitt 3.4.1 näher erläutert.  

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass direkt nach (t = 0 d) einer 60-minütigen 

Bestrahlung in den ROS-Gruppen Unterschiede in der Lokalisation von beginnenden inflammatorischen 

Prozessen festgestellt werden konnten. Eine inflammatorische endotheliale Aktivierung findet sich 

vorwiegend in den Anuli und ist hier deutlich stärker ausgeprägt als in den Taschen.  
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Abb. 24: Vergleich der endothelialen inflammatorischen Aktivität in verschiedenen Klappenstrukturen 

Verglichen wurde die VCAM-1-Expression an Tasche, Kommissur und Anulus. Diese wurde mithilfe des VCAM-

1-Scores in immunhistochemischen Färbungen ermittelt. Aufgetragen sind die Messwerte der Sham- (A), Laser- 

(B) und ROS-Gruppe (C) direkt nach einer 10-minütigen bzw. 60-minütigen Bestrahlung und nach acht Tagen. 

Dargestellt sind M ± SEM (n = 7), statistisch getestet wurde mit dem Friedman-Test: * p ≤ 0,05. 
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4 Diskussion 

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Modells der Aortenklappenstenose auf der Grundlage 

der PDR, welches die wesentlichen frühen pathophysiologischen Mechanismen der Erkrankung 

möglichst realitätsnah abbildet.  

Morphologisch unterschieden sich die Klappen nach der PDR weder signifikant hinsichtlich der 

Taschendicke noch ergaben sich zu irgendeinem Zeitpunkt andere strukturelle Auffälligkeiten in den 

Behandlungsgruppen.  

Die Analysen des oxidativen Stresses und der inflammatorischen Reaktion nach PDR zeigten sowohl 

signifikante Unterschiede bezogen auf die Bestrahlungsdauer als auch im Zeitverlauf. Eine 60-minütige 

Bestrahlungsdauer führte nicht nur zu signifikant mehr oxidativem Stress verglichen mit einer 10-

minütigen Bestrahlungsdauer, sondern auch im Vergleich zur Sham-Kontrollgruppe. Acht Tage nach 

der Intervention normalisierte sich dieses Stressniveau nach 60-minütiger Bestrahlung wieder 

signifikant im Vergleich zum Explantationszeitpunkt t = 0 d. Die inflammatorische endotheliale 

Aktivierung war nach 60-minütiger Bestrahlung in den ROS-Gruppen zu jedem Zeitpunkt größer als in 

den Laser-Gruppen. 

Darüber hinaus ergaben sich in diesen Untersuchungen signifikante Unterschiede zwischen den 

einzelnen Klappenstrukturen. Acht Tage nach einer 60-minütigen Bestrahlung war der oxidative Stress 

in der Kommissur signifikant größer als im Anulus, wogegen in den Sham-Kontrollgruppen der 

oxidative Stress in den Taschen größer als im Anulus war. Nach einer 60-minütigen PDR zeigte sich im 

Anulus zum Explantationszeitpunkt t = 0 d eine signifikant größere inflammatorische endotheliale 

Aktivierung verglichen mit der Tasche. 

Eine vermehrte apoptotische Aktivität konnte zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden.  

 

4.1 Analyse einer nativen Aortenklappe und Einordnung der morphologischen 
Auffälligkeiten in der Übersichtsfärbung 

Die Querschnitte der Aortenklappe des in der Arbeit beschriebenen Rattenmodells lassen sich gut mit 

der humanen Anatomie der Aortenklappe in Einklang bringen (2, 5). Es stellten sich die in Abb. 1 

gezeigten Strukturen, wie der Sinus valsalvae, die Tasche, der Anulus und die Kommissurenregion dar 

(vgl. Abb. 1 +Abb. 17).  

Je nach Anschnitthöhe zeigten sich darüber hinaus Verdickungen im medialen Anteil der Taschen, 

welche dem Nodulus valvae semilunaris entsprechen (vgl. Abb. 17D und (2, 5, 6)). Insgesamt ergab sich 

kein signifikanter Unterschied in der Taschendicke zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen und 

im zeitlichen Verlauf (vgl. Abb. 18). Ein Kennzeichen der DAVD, die Klappenverdickung, konnte in 

diesem Modell nach einer Nachbeobachtungszeit von acht Tagen demnach nicht nachgewiesen werden 

(25). Da ein struktureller Umbau der Aortenklappe nach dieser Zeitspanne noch nicht zu erwarten ist, 

sind Langzeituntersuchungen mit Bestimmung der Klappendicke notwendig.  

Obwohl das Taschengewebe der Ratten keinen klaren dreischichtigen Aufbau aufweist, können anhand 

der HE-Übersichtsfärbung Regionen, die der humanen Lamina fibrosa und Lamina spongiosa 
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entsprechen, nachvollzogen werden (79). Morphologisch stellte sich die Lamina fibrosa auf aortaler 

Seite dicht und eher eosinophil dar (vgl. Abb. 17A). Hier waren in der HE-Färbung auch Kollagenfasern 

erkennbar (8). Im Gegensatz dazu war die aufgelockerte und basophile Lamina spongiosa abzugrenzen 

(vgl. Abb. 17A).  

Mazzone et al. untersuchten histologische Auffälligkeiten in humanen Aortenklappen mit hochgradiger 

Aortenklappenstenose (24). Hierbei fielen schon in der Übersichtsfärbung Regionen mit 

Kalzifizierungen, Ossifikationen und Neovaskularisation sowie massive inflammatorische Infiltrate auf 

(24). Diese Ausprägungen konnten in der vorliegenden Arbeit zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden 

(vgl. 3.4.1). Somit kann davon ausgegangen werden, dass direkt nach der Behandlung bzw. acht Tage 

später noch keine hochgradige Veränderung an der Aortenklappe ausgelöst wird, die zu einem 

signifikanten Strukturumbau an der Klappe führt. Einige geringe Veränderungen fielen allerdings auf 

und werden in den folgenden Abschnitten erläutert.  

Bei zwei Tieren, deren Aortenklappen acht Tage nach einer 10- bzw. 60-minütigen Bestrahlung (Laser-

Gruppe: 10-minütige Bestrahlung, ROS-Gruppe: 60-minütige Bestrahlung) untersucht wurden, zeigten 

sich auffällige Verdickungen des Taschengewebes (vgl. 3.4.1). Da dies nur in zwei Tieren beobachtet 

wurde, kann in dieser Arbeit nicht belegt werden, dass diese Beobachtungen ein Resultat der 

Intervention sind. Es ist durchaus möglich, dass die dickeren Anteile der Tasche in diesen beiden Tieren 

lediglich durch den Anschnittwinkel der Tasche zustande kamen oder dass es sich um physiologische 

Verdickungen der Tasche an dieser Stelle handelt (92). Dennoch ist auffällig, dass sich in den VCAM-

1-Färbungen an den entsprechenden Stellen positive Areale zeigen. Diese waren in den beiden 

Klappenquerschnitten auf der aortalen Seite der Tasche zu finden. Dies ist insofern besonders, da ein 

Großteil der VCAM-1-positiven Areale im beschriebenen Versuchsaufbau auf der ventrikulären Seite 

zu finden waren (vgl. 3.4.3). Allgemein ist bekannt, dass Scherstress ein wichtiger Faktor für die 

vermehrte endotheliale Expression von VCAM-1 ist (23, 93). Darüber hinaus konnten verschiedene 

Untersuchungen zeigen, dass der Scherstress aufgrund der Hämodynamik des Blutes am ventrikulären 

Endothel größer ist, als auf der aortalen Seite der Taschen der Aortenklappen (18–20). Vor diesem 

Hintergrund erscheint eine vermehrte VCAM-1-Expression auf der aortalen Seite der Taschen acht Tage 

nach der Intervention außergewöhnlich. Eine ähnliche Besonderheit war darüber hinaus am Anulus der 

gleichen Klappe zu sehen. Die Faserstruktur der aortalen Media schien an mehreren Stellen 

aufgebrochen und es zeigten sich Zellvermehrungen im Bereich der Intima. Auch hier sind in der 

VCAM-1-Färbung unterhalb von diesen in der HE-Färbung auffälligen Bereichen positive Areale zu 

sehen (vgl. 3.4.1). Da diese Beobachtung zum einen nach einer 10-minütigen Laserbehandlung und zum 

anderen nach einer 60-minütigen ROS-Behandlung gemacht wurde, ist es unwahrscheinlich, dass hier 

die Produktion von ROS im Rahmen der photodynamischen Reaktion verantwortlich gemacht werden 

kann. Vielmehr könnte eine mechanische Verletzung des Gewebes durch die Laserfaser ursächlich sein 

(25). Um eine abschließende Beurteilung treffen zu können, bedarf es an dieser Stelle weiterer 

Untersuchungen.  
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Eine weitere Auffälligkeit betraf die proximalen Abschnitte der Aortenklappe. Im Bereich der Spatia 

intervalvularis zeigten sich in der Übersichtsfärbung durch alle Behandlungsgruppen hinweg 

vakuolenartige Veränderungen (siehe 3.4.1 und Abb. 19). Ähnliche Veränderungen wurden bereits von 

Assmann et al. beschrieben. Die Arbeitsgruppe zeigte, dass lipidhaltigen Vakuolen abhängig vom 

Futterregime auftreten, persistieren und nach mehreren Wochen Prädilektionsstellen für den 

osteochondrogenen Umbau an der Klappe sein können (80). Diese Beobachtung wurde allerdings nur 

bei Tieren gemacht, die hochdosiert mit Vitamin D, 2 % Cholesterol und 1,5 % Phosphat gefüttert 

wurden. Tiere, deren Futter das hochdosierte Vitamin D fehlte, entwickelten zwar ebenfalls Vakuolen, 

diese verschwanden allerdings nach spätestens acht Wochen und es resultierte keine Kalzifizierung an 

den zurückgebliebenen Stellen in der Aortenklappe (80). In den Versuchen der vorliegenden Arbeit 

wurde dem Futter lediglich Cholesterol und Phosphat zugesetzt. In der Übersichtsarbeit von Buetow 

und Laflamme werden diese Vakuolen als Verknorpelung beschrieben (79). Es sind daher weitere 

Untersuchungen auf Marker der osteochondrogenen Differenzierung notwendig, um genaue Aussagen 

über die Herkunft des Gewebes treffen zu können. Darüber hinaus wird sich erst in Langzeitversuchen 

zeigen, ob sich die beobachteten Vakuolen wie bei Assmann et al. im Verlauf zurückbilden oder in den 

ROS-Gruppen Prädilektionsstellen für kalzifizierende Prozesse darstellen.  

Eine mögliche Erklärung für die Lokalisation der Vakuolen im Bereich des Spatia intervalvularis ist 

der höhere Scherstress in diesem Bereich (4). Mechanischer Stress führt zu einer Schädigung des 

Endothels, sodass Lipoproteine, wie das LDL lokal in das Gewebe gelangen (13, 27, 28, 94). Da die 

Vakuolen in allen Behandlungsgruppen auftraten, kann das Vorkommen als Resultat des erhöhten 

Scherstresses und des dem Futter zugesetzten Cholesterols interpretiert werden. 

Zusammenfassend zeigen sich keine signifikanten Häufungen von morphologischen Auffälligkeiten in 

den einzelnen Behandlungsgruppen, sodass nach einer Zeitspanne von acht Tagen nach der 

beschriebenen Intervention noch nicht von einem strukturellen Umbau des Klappengewebes 

ausgegangen werden kann. Die vereinzelt aufgetretenen morphologischen Auffälligkeiten allein lassen 

keinen Rückschluss auf die Wirksamkeit der PDR im Hinblick auf eine Entwicklung der DAVD zu. Sie 

liefern lediglich Hinweise auf mögliche beginnende Veränderungen und können erst im Zusammenhang 

mit Langzeitversuchen eingeordnet werden.  

 

4.2 Oxidative Effekte der photodynamischen Therapie an der Aortenklappe  

Minol et al. zeigten, dass mithilfe eines endovaskulären Grünlichtlasers und dem Photosensibilisator 

Bengalrot eine lokale ROS-vermittelte Degeneration an Gefäßen induziert werden kann (85). In der 

Atheroskleroseforschung konnte der Einfluss von oxidativem Stress auf die Pathophysiologie von 

Gefäßerkrankungen bereits gezeigt werden (26, 60, 95). Im Krankheitsprozess von arteriellen 

Gefäßkrankheiten und der DAVD scheinen ähnliche Faktoren eine Rolle zu spielen (26, 33). Dennoch 

sind die Mechanismen im Detail verschieden (13, 26).  

Die durchgeführten Untersuchungen hatten daher zum Ziel an einem neuen Tiermodell zu zeigen, 

welche Rolle oxidativer Stress isoliert, lokal an der Aortenklappe und in vivo an der Entwicklung der 
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DAVD hat. Zur Entwicklung des Tiermodells war es notwendig eine geeignete Bestrahlungsdauer der 

Aortenklappe zu finden, nach der eine signifikante Menge an oxidativem Stress entsteht und die 

möglichst nebenwirkungsarm ist. Hierzu wurden die Aortenklappen von Ratten entweder 10 oder 60 

Minuten lang bestrahlt, nachdem diesen 24 Stunden vorher Temoporfin injiziert wurde. Anschließend 

wurden durch oxidativen Stress entstandene DNA-Schäden mithilfe von 8-OHdG gemessen, die 

inflammatorische endotheliale Aktivierung anhand der VCAM-1-Expression beurteilt und apoptotische 

Mechanismen mithilfe der Cleaved Caspase 3-Bestimmung detektiert.  

 

4.2.1 Analyse der Nebenwirkungen der photodynamischen Reaktion im dargestellten 
Tiermodell 

Für die erfolgreiche Etablierung des Tiermodells in dieser Arbeit sollten zwei Grundvoraussetzungen 

erfüllt sein: Zum einen müssen Nebenwirkungen ausgeschlossen werden, die nicht in direktem 

Zusammenhang mit der Entwicklung einer DAVD stehen. Zum anderen müssen die dargestellten 

Ergebnisse möglichst zweifelsfrei auf ROS zurückgehen und nicht durch die physikalischen Effekte des 

Lasers bedingt sein.  

Im PDR-Modell der Aorta von Minol et al. bildeten sich nach der Intervention lokal Thromben (85). 

Aufgrund dieser beschriebenen Nebenwirkung wurde in der vorliegenden Arbeit allen Tieren vor der 

Intervention 300 IE/kg Heparin-Natrium appliziert. Histologisch zeigte sich nach der Bestrahlung 

unabhängig von der Bestrahlungsdauer kein Hinweis auf eine Thrombenbildung im Bereich der 

Aortenklappe (vgl. 3.4.1).  

Um auszuschließen, dass die Ergebnisse in dieser Arbeit tatsächlich auf durch PDR entstandene ROS 

zurück gehen und nicht allein durch die physikalische Energie des Lasers bedingt sind, können sich 

Marker der Apoptose zunutze gemacht werden.  

Laserstrahlung allein kann abhängig von Energie- und Leistungsdichte zu apoptotischen Mechanismen 

im Gewebe führen (44, 85, 96). Dieses Ausmaß der Gewebeschädigung war in der vorliegenden Arbeit 

allerdings nicht gewünscht, da die Apoptose in der Pathophysiologie der DAVD erst in späten 

Erkrankungsstadien eine Rolle spielt (97–100). Die Ergebnisse zeigen weder in den Laser- noch in den 

ROS-Gruppen nach 10- oder 60-minütiger Intervention und zu keinem Zeitpunkt eine apoptotische 

Aktivität im Klappengewebe (vgl. 3.2.3). Es ist also davon auszugehen, dass durch den physikalischen 

Effekt der Laserbestrahlung in keiner Behandlungsgruppe ein direkter Zelluntergang provoziert wurde. 

Zusammenfassend zeigen die dargestellten Ergebnisse, dass ein Tiermodell entwickelt werden konnte, 

welches ohne schwerwiegende vaskuläre Nebenwirkungen auskommt und zu keinem direkten 

Zelluntergang an der Aortenklappe führt.  

 

4.2.2 Analyse der alleinigen Laserwirkung  

Szaciłowski et al. beschreiben fünf Interaktionsmechanismen zwischen Laserstrahlung und dem 

Gewebe, welche abhängig von der Energiedichte und der Leistungsdichte sind: die photochemische 

Reaktion, die Koagulation, die Vaporisation, die Photoablation und die Photodestruktion (44). In den 
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oben beschriebenen Versuchen wurde mit einem Laser gearbeitet, der eine Leistungsdichte von 

0,1 W/cm² und Energiedichten von 60 J/cm² bzw. 360 J/cm² aufwies. Damit bewegen sich die Effekte 

des verwendeten Lasers im Rahmen der photochemischen Reaktion (Abb. 25). Treffen Laserstrahlen 

der entsprechenden Wellenlänge auf endogene Photosensibilisatoren können auch ohne die Zugabe von 

Temoporfin lokal ROS generiert werden (vgl. 1.3.1). 

In der vorliegenden Arbeit konnte auch in den Tieren, die keinen Photosensibilisator erhielten (Laser-

Gruppe) oxidativer Stress nachgewiesen werden (siehe Abb. 8B/C). Der entstandene oxidative Stress 

nach einer 60-minütigen Bestrahlung zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den beiden anderen 

Versuchsgruppen.  

Kvam et al. untersuchten DNA-Schäden, die durch eine PDR mit dem Photosensibilisator der ersten 

Generation Photofrin II ausgelöst wurden (101). Die Untersuchungen erfolgten hierbei im Gegensatz zu 

den Versuchen in der vorliegenden Arbeit in vitro an Zellkulturen (101). Photofrin II reichert sich 

ähnlich wie Temoporfin an der nukleären Membran an ohne in den Zellkern selbst zu gelangen (101). 

Analog zu den oben beschriebenen Versuchen nutzten auch Kvam et al. eine Kontrollgruppe, welche 

bestrahlt wurde ohne einen Photosensibilisator zu erhalten (101). Hierbei zeigten sich keine vermehrten 

DNA-Schäden, die über die physiologisch auftretenden Schäden hinaus gehen (101). Die in vivo-

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stimmen also mit den in vitro-Untersuchungen von Kvam et al. 

weitestgehend überein und können durch die Erkenntnisse der Biophysik gut erklärt werden.  

 
Abb. 25: Interaktionsmechanismen von Laserstrahlung und Gewebe, angelehnt an Szaciłowski et al. (44) 

Trifft Laserstrahlung auf ein Gewebe, so gibt es verschiedene Möglichkeiten der Interaktion. Diese sind abhängig 

von der Leistungsdichte und Energiedichte des Lasers und reichen von der photochemischen Reaktion bis zur 

Destruktion des Gewebes durch hohe Energien. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es im Rahmen der PDR eine 

photochemische Reaktion an der Aortenklappe hervorzurufen. Die Eigenschaften des Lasers über eine 

Bestrahlungsdauer von 10 bzw. 60 Minuten sind aufgetragen (x: Bestrahlungsdauer 10 Minuten, 0,1 W/cm², 

60 J/cm²; +: Bestrahlungsdauer 60 Minuten, 0,1 W/cm², 360 J/cm²).  

Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass im vorliegenden Tiermodell oxidativer Stress an den 

Aortenklappen im Rahmen der PDR entsteht. Wie groß der Anteil der alleinigen biophysikalischen 
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Reaktion durch die Laserenergie ist, kann auf der Grundlage der Ergebnisse nicht abschließend beurteilt 

werden.  

 

4.2.3 Analyse des durch PDR generierten oxidativen Stresses 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass mithilfe der PDR oxidativer Stress lokal an der 

Aortenklappe generiert werden kann. Hierbei führte eine längere Bestrahlungsdauer zu signifikant 

größerem oxidativem Stress.  

Es ist bekannt, dass im Rahmen der PDR oxidativer Stress in Form der ROS 1O2, O2
•-, OH• und H2O2 

entsteht (41, 42, 44, 47, 51, 52, 60). Diese geben Elektronen an Verbindungen in der Umgebung ab und 

greifen so in den Zellmetabolismus ein (60). Im Rahmen der PDR mit Temoporfin entsteht neben 

anderen ROS das reaktive Agens 1O2 (49). Dieses kann die Nukleinbase Guanin in Mitochondrien und 

im Zellkern oxidativ modifizieren, wodurch 8-OHdG entsteht (91).  

Bereits Martinet et al. nutzten den ROS-Marker 8-OHdG in einem Atherosklerosemodell in 

Kaninchen (102). Hier konnten sie zeigen, dass eine Hypercholesterinämie zu einem vermehrten 

Nachweis von 8-OHdG in der Plaqueregion führte (102). Als Ursache dafür nahmen sie vermehrten 

oxidativen Stress an (102). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte mithilfe des indirekten ROS-

Markers 8-OHdG gezeigt werden, dass oxidativer Stress im untersuchten Tiermodell entsteht. Darüber 

hinaus zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Bestrahlungsdauer der Aortenklappe und dem 

erzeugten oxidativen Stress. Eine Bestrahlungsdauer von 60 Minuten führte zum Zeitpunkt t = 0 d zu 

signifikant mehr oxidativem Stress in Form von nukleären DNA-Schäden als eine Bestrahlungsdauer 

von 10 Minuten (Abb. 8A).  

Der in vivo-Nachweis von oxidativem DNA-Schaden nach PDR mit Temoporfin in der vorliegenden 

Arbeit deckt sich sowohl mit den Erkenntnissen von Kvam et al. am Zellkulturmodell mit Photofrin II 

(101) als auch mit den Ausführungen von Chakraborty et al (103) und Rubio et al. (104). Auch hier 

führte die PDR zu DNA-Schäden an den untersuchten Zellen. Eine Bestrahlungsdauer von 60 Minuten 

wurde darüber hinaus auch von Minol et al. in den PDR-Versuchen mit Bengalrosa an der Aorta 

verwendet (85). Hier wurde oxidativer Stress ebenfalls indirekt durch die Anfärbung von 3-Nitrotyrosin 

nachgewiesen (85).  

Neben der zellkernspezifischen Wirkung der PDR mit Temoporfin wird in der Literatur eine 

Beeinflussung der Mitochondrien beschrieben (49, 105). Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit 

zielten auf die nukleäre Detektion von 8-OHdG ab. Dennoch konnte vereinzelt auch extranukleär 8-

OHdG nachgewiesen werden (Abb. 21, Abb. 22, Abb. 23). Ob es sich hierbei um ROS in Mitochondrien 

handelt, kann auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit nicht gesagt werden.  

Innerhalb der ROS-Gruppe treten große Schwankungen in der Ausprägung des oxidativen Stresses 

zwischen den einzelnen Versuchstieren auf (vgl. Abb. 8A). Ein Erklärungsversuch liefert die 

Betrachtung der Pharmakokinetik des Temoporfins. Obwohl ein DNA-Schaden nach PDR in 

verschiedenen Zelllinien nachgewiesen werden konnte (106, 107), wurde Temoporfin auf subzellulärer 

Ebene bisher nicht direkt im Zellkern, sondern nur in der nukleären Membran und in den den Zellkern 



 

 50 

umgebenen Strukturen, wie bspw. dem Golgi-Apparat, detektiert (101, 108, 109). Kvam et al. legten 

nahe, dass trotz der fehlenden Anreicherung von Temoporfin im Zellkern, ein DNA-Schaden an den 

Kernmembran-nahen Anteilen der DNA entstehen kann (101). Es wird davon ausgegangen, dass hierfür 

die Diffusionsstrecke der entstandenen Singulett-Sauerstoffe von circa 0,02 µm verantwortlich ist (43, 

101). Diese Abhängigkeit des DNA-Schadens von der Lage des DNA-Stranges innerhalb des Zellkerns 

und der Nähe zur Kernmembran könnte die großen Schwankungen des 8-OHdG-Signals in den ROS-

Gruppen des hier dargestellten Modells mit erklären (Abb. 8). Einen weiteren Erklärungsversuch für 

dieses Beobachtung liefern Chakraborty et al. und Rubio et al. (103, 104). Sie gehen von einer 

zweistufigen Entstehung des DNA-Schadens nach PDR aus. Demnach entstehen ROS primär 

Photosensibilisator-nah beispielsweise in der Zellmembran oder perinukleär (103). Anschließend 

werden umgebene Strukturen wie Lipide oder Proteine oxidiert und fungieren als Mediatoren (104). 

Diese Mediatoren können dann in den Zellkern diffundieren und dort einen sekundären oxidativen 

DNA-Schaden auslösen (103, 104). Mit der in dieser Arbeit durchgeführten 8-OHdG-Färbung wurde 

ein nukleärer DNA-Schaden nachgewiesen. Es ergibt sich allerdings kein Hinweis auf die Herkunft des 

oxidativen Stresses, weshalb sowohl die Hypothese zur Herkunft des oxidativen Stresses von 

Chakraborty et al. (103) und Rubio et al. (104) als auch von Kvam et al. (101) plausibel erscheint. 

Darüber hinaus ist aber auch die Lage der Laserfaser vor der Aortenklappe eine denkbare Ursache für 

die Schwankungen in der Expression von 8-OHdG. Trotz Lagekontrolle mittels Echokardiographie, ist 

eine Deplatzierung der Laserfaser während der Bestrahlung durchaus denkbar.  

Das in dieser Arbeit dargestellte Tiermodell führte zusammenfassend zu einem oxidativen DNA-

Schaden und ist somit in der Lage den Einfluss von ROS an der Aortenklappe zu untersuchen. Hierfür 

war eine PDR mit dem Photosensibilisator Temoporfin und eine 60-minütige Laserbestrahlung 

notwendig.  

 

4.2.4 Analyse des Einflusses der Bestrahlungsdauer im Rahmen der PDR 

Im klinischen Einsatz an Patienten werden Tumoren im Rahmen der PDR in der Regel nur wenige 

Minuten mit einem Laser der Leistungsdichte von 0,1 W/cm² bestrahlt (49, 110). Ris et al. untersuchte 

die Wirkung von verschiedenen Leistungsdichten (0,1 W/cm² und 0,2 W/cm²) und unterschiedlich 

langen Bestrahlungszeiten (100 s und 200 s) in Mäusen bei Drug-Light-Intervallen von vier Stunden bis 

fünf Tagen (111). Dies entspricht verwendeten Energiedichten von 10 J/cm² bzw. 20 J/cm². Hierbei 

nahmen Nekrosen im Tumorgewebe von Mäusen mit der verwendeten Energiedichte zu (111). 

Gesundes Gewebe schien von den hochintensiven Laserstrahlen weniger stark beeinträchtigt zu sein 

(111). Vergleicht man diese Erkenntnisse mit den Versuchen dieser Arbeit, so gibt es mehrere 

Unterschiede. In der vorliegenden Arbeit wurde gesundes Aortenklappengewebe von Wistar-Ratten 

nach einem Drug-Light-Intervall von 24 Stunden und mit einem Laser der Leistungsdichte 0,1 W/cm² 

bestrahlt. Aus der Bestrahlungsdauer von 10 bzw. 60 Minuten ergeben sich Energiedichten von 60 J/cm² 

bzw. 360 J/cm², was einem Vielfachen der untersuchten Energiedichte von Ris et al. entspricht. Eine 

Bestrahlungsdauer von 60 Minuten führte zu signifikant mehr oxidativem Stress in der Aortenklappe 
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als eine 10-minütige Bestrahlung (vgl. Abb. 8A). Trotz der höheren Energie wurde in diesen Versuchen 

kein Gewebsuntergang festgestellt (vgl. 3.2.3 + 3.3.3).  

Dies kann zum einen auf die verwendeten Spezies zurückgeführt werden, zum anderen aber auch an 

dem gesunden und nicht durch Blutgefäße versorgten Gewebe der Aortenklappe liegen (54–56). 

Triesscheijn et al. und Peng et al. geben Hinweise darauf, dass Temoporfin primär an vaskulären 

Endothelzellen wirkt und hierdurch die gute Tumorwirksamkeit begründet ist (54, 55, 112). Die fehlende 

Gefäßversorgung der Aortenklappe könnte ursächlich dafür sein, dass die klassische Wirkung des 

Temoporfins hier nicht in Gänze greift und größere Energiemengen notwendig werden. Zwar finden 

sich auch in der Aortenklappe Endothelzellen, diese unterscheiden sich allerdings in vielerlei Hinsicht 

von den vaskulären Endothelzellen und scheinen kein primärer Zielort von Temoporfin zu sein. 

Außerdem muss bei der Einordnung der verwendeten Energiedichten beachtet werden, dass die im hier 

dargestellten Tiermodell verwendeten Energiedichten nicht direkt auf das Aortenklappengewebe 

treffen. Auf dem Weg zur Aortenklappe werden sie durch Moleküle in der Blutphase reflektiert und 

absorbiert. Zu nennen ist hier insbesondere das Porphyrin Häm, welches als endogener Biosensibilisator 

fungieren kann (44, 48, 113). Die auf das Aortenklappengewebe treffende Energiedichte ist also 

bedeutend kleiner als die vom Laser emittierte Energiedichte. Direkte Vergleiche der Energiedichten 

dieses Tiermodells mit anderen Versuchsaufbauten sind dementsprechend nur ansatzweise möglich.  

Im Vergleich zu Arbeiten in anderen Spezies und an anderen Geweben sind zusammenfassend im 

vorliegenden Modell deutlich höhere Energiedichten für einen Effekt am Aortenklappengewebe 

notwendig.  

 

4.2.5 Evaluierung der Ergebnisse in der kurzfristigen Nachbeobachtung 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine Normalisierung des oxidativen Stresses an den 

Aortenklappen acht Tage nach der Bestrahlung (Abb. 14). Der oxidative Stress sinkt über die Zeit 

signifikant ab und gleicht sich den Kontrollgruppen an.  

Ursache für diese Beobachtung können Reparaturmechanismen in der Zelle sein. Martinet et al. wiesen 

in ihrem Atherosklerosemodell in Kaninchen nach einer cholesterolreichen Diät vermehrte Mengen an 

DNA-Reparaturmolekülen in den Plaques nach, die sie auf einen vorherigen oxidativen DNA-Schaden 

zurückführten (102). Ist dieser nur gering ausgeprägt, so kann dieser Schaden durch 

Reparaturmechanismen korrigiert und eine Apoptose oder Nekrose im Gewebe verhindert 

werden (102). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass die Erkenntnisse aus der 

Atheroskleroseforschung in diesem Fall auch auf Mechanismen an der Aortenklappe zutreffen können.  

McNair et al. und Rousset et al. wiesen in ihren Zellkulturversuchen einen durch PDR verursachten 

DNA-Schaden und eine darauf folgende DNA-Reparatur nach (106, 114). Dabei konnten Rousset et al. 

zeigen, dass der Reparaturmechanismus abhängig von der verwendeten Energiedichte des Lasers und 

der Temoporfinkonzentration ist (106). Bis zu einer gewissen Energiedichte und 

Temoporfinkonzentration zeigte sich ein proportionaler Zusammenhang zwischen dem durch PDR 
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verursachten DNA-Schaden und der darauf folgenden Reparatur der DNA (106). Dabei war der 

Reparaturmechanismus nach 24 Stunden vollständig abgeschlossen (106, 114).  

Die in vivo-Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fügen sich gut in die Beobachtungen von Rousset et al. 

und Martinet et al. ein (102, 106): Im vorliegenden DAVD-Modell konnte ein DNA-Schaden in Form 

von 8-OHdG nachgewiesen werden, welcher acht Tage nach der Bestrahlung wieder auf dem basalen 

Niveau der Kontrollgruppe angelangt ist. Es kann demnach von einer Reparatur des zugefügten 

Schadens ausgegangen werden (Abb. 14). Darüber hinaus wurden weder initial noch nach acht Tagen 

apoptotische Mechanismen in der Klappe nachgewiesen (vgl. 3.2.3 + 3.3.3). Zusammenfassend wurde 

im hier dargestellten Modell oxidativer Schaden ausgelöst, der aber initial und langfristig subletal für 

die Zellen der Aortenklappe war und nach acht Tagen abgesunken ist. Eine mögliche Ursache hierfür 

können funktionierende und durch die PDR nicht beeinflusste DNA-Reparaturmechanismen sein. In 

weiteren Untersuchungen kann zur Beantwortung dieser Frage die Anwesenheit spezifischer DNA-

Reparaturenzyme untersucht werden. 

 

4.2.6 Analyse der regionalen Unterschiede 

Regionale Unterschiede zwischen den einzelnen Taschenstrukturen zeigen sich in drei verschiedenen 

ROS-Behandlungsgruppen. Hierbei war der oxidative Stress in den 10-Minuten-Gruppen, sowohl zum 

Zeitpunkt t = 0 d als auch zum Zeitpunkt t = 8 d, in den Taschen größer als im Anulus (vgl. Abb. 20C). 

Acht Tage nach einer 60-minütigen PDR konnte in den Kommissuren signifikant mehr oxidativer Stress 

nachgewiesen werden als im Anulus (vgl. Abb. 20C). Insgesamt war der gemessene oxidative Stress 

niedrig und auf dem Niveau der Kontrollgruppen, weswegen hier nur eine vorsichtige Interpretation der 

Daten erfolgen sollte. Direkt nach einer 60-minütigen PDR (t = 0 d) ergab sich kein Unterschied 

zwischen den einzelnen Klappenstrukturen.  

Eine denkbare Erklärung dieser Ergebnisse liefert die Arbeit von Grande et al. (4). Demnach ist der 

Scherstress an den freien Rändern der Taschen im Vergleich zu anderen Strukturen der Aortenklappe 

am größten (4). Scherstress führt zu einer Beeinflussung der Endothelfunktion, welche unter anderem 

antioxidative Mechanismen beinhalten (3, 28, 115). Eine mögliche Schlussfolgerung kann also sein, 

dass oxidativer Stress an mechanisch stark beanspruchten Strukturen auch physiologisch erhöht ist. Eine 

direkte Korrelation dieser beiden Faktoren wurde bisher noch nicht untersucht. Die Ergebnisse der 

Sham-Gruppe acht Tage nach einer 10-minütigen Intervention und direkt nach einer 60-minütigen 

Intervention untermauern jedoch diese Hypothese (vgl. Abb. 20A). Auch hier zeigt sich ein basal 

erhöhter oxidativer Stress in den Taschen verglichen mit dem Anulus. In den übrigen 

Behandlungsgruppen zeigen sich keine Unterschiede zwischen den einzelnen Klappenstrukturen. Auf 

der Grundlage dieser Ergebnisse und der Feststellungen von Grande et al. kann also davon ausgegangen 

werden, dass in physiologischem Zustand der oxidative Stress an den Taschen größer ist als am Anulus 

(Abb. 20 + (4)). Das Ergebnis acht Tage nach einer 60-minütigen Bestrahlung kann vorsichtig als 

Hinweis darauf gewertet werden, dass der oxidative Stress nach PDR an den Kommissuren zunimmt 

(Abb. 20C). Da in der Literatur häufig die Kommissur als primärer Ort für frühe Veränderungen bei der 
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DAVD genannt wird (63, 80, 97), lassen sich diese Ergebnisse plausibel einordnen. Dennoch sollten an 

dieser Stelle die Ergebnisse der Langzeitversuche berücksichtigt werden. Hier wäre interessant, 

inwieweit andere pathophysiologische Mechanismen der DAVD vermehrt in den Kommissuren 

nachgewiesen werden können.  

 

4.3 Inflammatorische endotheliale Aktivierung im Zusammenhang mit oxidativem Stress im 
dargestellten Tiermodell 

Die inflammatorische endotheliale Aktivierung ist einer der frühen Mechanismen in der 

Pathophysiologie der DAVD. Scherstress und oxidiertes LDL schädigen das Endothel, wodurch 

Adhäsionsmoleküle, wie beispielsweise VCAM-1, exprimiert werden. An diese binden im Verlauf 

Leukozyten und der Erkrankungsprozess schreitet voran (14, 17, 63, 116).  

 

4.3.1 Einfluss der Bestrahlungsdauer auf die inflammatorische endotheliale Aktivierung im 
dargestellten Tiermodell 

Die 60-minütige PDR der Aortenklappe führte im dargestellten Modell zu einer vermehrten VCAM-1-

Expression verglichen mit einer alleinigen Laserbestrahlung (siehe Abb. 10C). Dennoch zeigte sich im 

direkten Vergleich kein signifikanter Unterschied zwischen einer 10- bzw. 60-minütigen 

Bestrahlungsdauer zum Zeitpunkt t = 0 d (siehe Abb. 10A).  

Die 60-minütige PDR hat zum Zeitpunkt t = 0 d neben vermehrtem oxidativem Stress (vgl. Abb. 8) zu 

einem gewissen Endothelschaden an der Aortenklappe geführt (vgl. Abb. 10). Insgesamt konnten zwar 

geringe Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden, es kam aber zu keiner massiven 

inflammatorischen Reaktion am Klappenendothel.  

In der Literatur werden zwei Hypothesen zum Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und dem 

Beginn der Inflammation im frühen Krankheitsprozess beschrieben. Zum einen wird von einem 

intrinsischen Ungleichgewicht am Klappenendothel ausgegangen, durch welches lokal ROS erzeugt 

werden (28, 63). Zum anderen wird der Einfluss von oxidiertem LDL als Faktor von außen diskutiert 

(35, 116).  

Farrar et al. zeigten als eine der ersten Arbeitsgruppen einen direkten Zusammenhang zwischen 

oxidativem Stress und inflammatorischen Prozessen am Klappenendothel (28). Hier führte TNF-α zu 

einer endothelialen ROS-Freisetzung und einer kolokalisierten VCAM-1-Expression. Außerdem 

zeigten Aikawa et al. eine vermehrte VCAM-1-Expression an den hämodynamisch stark beanspruchten 

Kommissuren (63). Das Endothel scheint also eine intrinsische Ressource von oxidativem Stress zu sein, 

aus dem in pathologischen Zuständen eine inflammatorische endotheliale Aktivierung resultiert.  

Neben dem Klappenendothel trägt vermutlich auch oxidiertes LDL ähnlich wie bei der Atherosklerose 

zur Entstehung der DAVD bei. Die Arbeiten von Olsson et al. und Mohty et al. zeigen einen 

Zusammenhang von oxidiertem LDL und inflammatorischen Prozessen zu Beginn der DAVD auf (35, 

116). Auf der Grundlage der im beschriebenen Tiermodell erhobenen Daten kann keine Aussage über 

den genauen Ort der Entstehung des oxidativen Stresses in diesem Versuchsaufbau getroffen werden. 
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Im Zusammenhang mit der bisher bekannten Pharmakokinetik des Temoporfins und den Wirkungen des 

Lasers sind aber einige theoretische Überlegungen sinnvoll.  

Temoporfin wird in der Blutphase zu einem gewissen Teil an LDL gebunden (117, 118). Somit ist 

denkbar, dass mit Temoporfin beladenes LDL von der Aortenklappe aufgenommen wurde und die PDR 

zu einer lokalen Bildung von ROS an den LDL-Molekülen geführt hat. Dies würde einen 

Kernmechanismus in der Pathophysiologie der DAVD abbilden. Bei der Übertragung dieser Hypothese 

zur Pathophysiologie der humanen DAVD auf ein Rattenmodell, muss allerdings berücksichtigt werden, 

dass das Lipoproteinprofil von Ratten weniger LDL aufweist als das des Menschen (56). Dies ist eine 

Limitation des beschriebenen Tiermodells. Hinweise für eine Lipidakkumulation zeigten sich aber in 

den HE-Übersichtsfärbungen (vgl. Abb. 19). Hier müssen spezifische Untersuchungen zum Nachweis 

von LDL oder ggf. Temoporfin in den beschriebenen Gebieten durchgeführt werden, um genaue 

Aussagen treffen zu können.  

Insgesamt hat allein die 60-minütige PDR zum Zeitpunkt t = 0 d initial zu einer vermehrten 

inflammatorischen endothelialen Aktivierung geführt. Diese inflammatorische Aktivierung wird auch 

in Frühphasen der Erkrankung beobachtet.  

 

4.3.2 Analyse der VCAM-1-Expression in der kurzfristigen Nachbeobachtung  

Acht Tage nach der 60-minütigen Intervention an der Aortenklappe zeigte sich kein klarer Unterschied 

in der VCAM-1-Expression zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen. Zu diesem Zeitpunkt fand 

sich lediglich noch eine Tendenz zu einer vermehrten inflammatorischen endothelialen Aktivierung in 

der ROS-Gruppe (vgl. Abb. 15B). Im direkten Vergleich der beiden ROS-Gruppen ergab sich aber kein 

signifikanter Unterschied (vgl. Abb. 15A). Die Unterschiede in der VCAM-1-Expression zwischen den 

Behandlungsgruppen scheinen sich also im Verlauf anzugleichen. 

Eine inflammatorische endotheliale Aktivierung des Klappenendothels im Rahmen der DAVD wurde 

in verschiedenen Stadien der Erkrankung nachgewiesen. Aikawa et al. zeigten eine VCAM-1-Aktivität 

schon in den frühen Stadien der Erkrankung auf, in denen es noch zu keinen kalzifizierten Ablagerungen 

in den Klappen kam (63). Ghaisas et al. und Mazzone et al. konnten auch noch in den Endstadien der 

Erkrankung eine VCAM-1-Aktivität feststellen (22, 24). Die genauesten Untersuchungen zum 

zeitlichen Verlauf der VCAM-1-Expression stellten Honda et al. nach einer mechanischen Schädigung 

der Aortenklappe von Mäusen dar (78). Hier zeigte sich erst nach 12 bis 16 Wochen ein signifikanter 

Anstieg der VCAM-1-Expression. Allerdings ist auf der Grundlage der veröffentlichten Daten kein 

Zusammenhang zum oxidativen Stress ersichtlich. Dieser war zwar erhöht, die Messungen von 

Dihydroethidium wurden allerdings nur zu einem Zeitpunkt nach vier Wochen durchgeführt. Ein 

direkter Vergleich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist demnach nicht möglich.  

Untersuchungen, die die VCAM-1-Aktivität von den frühen Phasen der Erkrankung bis zum Endpunkt 

der Kalzifizierung quantitativ darstellen, gibt es aktuell noch nicht. Die Expression von VCAM-1 in der 

ROS-Gruppe der vorliegenden Arbeit verändert sich im Verlauf des Untersuchungszeitraums von acht 

Tagen nicht (vgl. Abb. 15A). Diese Ergebnisse fügen sich insgesamt gut in das allgemeine Verständnis 
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der Pathophysiologie der DAVD ein, bei der eine chronische Inflammation eine wesentliche Rolle 

einnimmt (8, 13, 119).  

Die PDR hat demnach in der ROS-Gruppe zu einem inflammatorischen Prozess geführt, der typisch für 

die Entwicklung einer DAVD ist und in den Kontrollgruppen nicht in diesem Ausmaß zu beobachten 

war. 

4.3.3 Analyse von regionalen Unterschieden der VCAM-1-Expression  

Im Hinblick auf die inflammatorische endotheliale Aktivierung zeigten sich im dargestellten Modell 

regionale Unterschiede nach 60-minütiger PDR. Direkt nach der Behandlung wurde im Anulus eine 

signifikant höhere VCAM-1-Expression als an der Tasche deutlich. Acht Tage später war dieser 

Unterschied nicht mehr sichtbar (vgl. Abb. 24C).  

Die Arbeitsgruppe um Aikawa et al. untersuchten mithilfe einer Magnetresonanztomographie und einer 

Nahinfrarot-Fluoreszenzmikroskopie die Lokalisation von VCAM-1 in frühen Stadien der DAVD an 

Apolipoprotein E-/--defizienten Mäusen (63). Hierbei war ein Großteil des VCAM-1 nicht an den 

Taschen, sondern vorwiegend an den mechanisch stark beanspruchten Kommissuren und am Anulus 

nachweisbar (63). Diese Untersuchungen stimmen mit den Beobachtungen des in dieser Arbeit 

dargestellten Tiermodells direkt nach der Behandlung überein (vgl. Abb. 24C). Es muss allerdings 

beachtet werden, dass die Aortenklappen nur an zwei Zeitpunkten untersucht wurden. Eine eventuelle 

Dynamik der VCAM-1-Expression im Verlauf der Pathogenese der DAVD bleibt hierbei 

unberücksichtigt. In der hier dargestellten Arbeit konnte eine Dynamik in der Lokalisation der VCAM-

1-Expression beobachtet werden. Die anfänglichen Unterschiede zwischen der VCAM-1-Expression in 

Anulus und Tasche normalisierten sich acht Tage nach der PDR (vgl. Abb. 24C). Insgesamt bedarf es 

noch weiteren Untersuchungen, welche die genaue Lokalisation von inflammatorischen Mechanismen 

in unterschiedlichen Stadien der DAVD beleuchten.  

In einer gesunden Aortenklappe ist der Scherstress an der Lamina ventricularis höher als an der aortalen 

Lamina fibrosa (18–20). Frühe inflammatorische Läsionen in der Entwicklung der DAVD manifestieren 

sich jedoch vorwiegend an der aortalen Seite des Taschengewebes (120). Die Ergebnisse von Sucosky 

et al. legen nahe, dass die Lamina fibrosa anfälliger für hämodynamische Veränderungen an der 

Aortenklappe ist (121). So führten Strömungsveränderungen an der aortalen Seite der Tasche zu einer 

vermehrten VCAM-1-Expression, nicht jedoch an der ventrikulären Seite (121). In der vorliegenden 

Arbeit wurde VCAM-1 allerdings vorwiegend auf der ventrikulären Seite der Aortenklappe und nur 

vereinzelt auf der aortalen Seite nachgewiesen (siehe 3.4.3). Diese Beobachtung ist insofern interessant, 

da die Laserfaser von aortaler Seite an die Aortenklappe gebracht wurde und sich diese Manifestation 

von den bisherigen Erkenntnissen zur Pathophysiologie der DAVD unterscheidet. Eine mögliche 

Erklärung für diese Beobachtung liefern Simmons et al. (122). Die Arbeitsgruppe wies auf der aortalen 

Seite der Aortenklappe eine vermehrte Expression von antioxidativen Genen nach als auf der 

ventrikulären Seite (122). Möglicherweise waren die aortalen VECs im hier dargestellten Tiermodell im 

Gegensatz zu den VECs der Lamina ventricularis durch antioxidative Mechanismen vor den generierten 

ROS der PDR stärker geschützt. Dennoch sind weitere Untersuchungen nötig, die die Expression von 
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antioxidativen Molekülen (beispielsweise SOD) seitenspezifisch und in eben diesem Modell 

nachweisen, um valide Aussagen treffen zu können. 

 

4.4 Evaluierung des Tiermodells 

4.4.1 Wirkung der PDR mit Temoporfin an der Aortenklappe der Ratte 

Die PDR ist ein komplexes Verfahren, welches im medizinischen Kontext bisher vorwiegend an 

Tumorgewebe untersucht wurde. Bei der Anwendung sind viele Einflussfaktoren, wie die Eigenschaften 

des Lasers (Wellenlänge, Leistungs- und Energiedichte), die pharmakokinetischen Eigenschaften des 

Temoporfins im Gewebe und der Zeitpunkt der Bestrahlung zu berücksichtigen.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten die nötige Bestrahlungsdauer (60 Minuten; vgl. 3.2 und 

4.2.4) für diesen Versuchsaufbau ausmachen, um einen relevanten oxidativen Effekt an der 

Aortenklappe zu erzeugen. Dieser Effekt war durch eine alleinige Laserbestrahlung der Aortenklappe 

nicht zu erzeugen. Negative Auswirkungen wie eine Thrombenbildung oder ein Zelluntergang im Sinne 

einer Apoptose wurden nicht beobachtet.  

Somit ist der Versuchsaufbau grundlegend geeignet, um die Auswirkungen einer PDR an der 

Aortenklappe zu untersuchen. 

 

4.4.2 Abbildung der Pathomechanismen der DAVD durch das beschriebene Tiermodell 

Histologisch gibt es Kernelemente der DAVD, die sich auch in dem beschriebenen Tiermodell 

wiederfinden sollten. In den hier dargestellten Versuchen wurden lediglich kurzfristige Effekte 

untersucht und der Fokus auf ein funktionierendes Modell mit dem Nachweis von generiertem 

oxidativem Stress gelegt.  

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass oxidativer Stress ein treibender Faktor in der Entstehung der 

DAVD ist. ROS wurden hierfür einmalig an der Aortenklappe generiert und deren kurzfristige Wirkung 

im Sinne von oxidativem Schaden an der DNA nachgewiesen (vgl. 3.2). Nach acht Tagen hat sich dieser 

oxidative Schaden signifikant reduziert und entsprach dem basalen oxidativen Stressniveau (vgl. 3.3.1). 

Dies entspricht im Detail nicht der Pathophysiologie der DAVD, bei der es sich um einen chronischen 

Krankheitsprozess und damit einer dauerhaften Schädigung der Aortenklappe handelt (8, 13). Dennoch 

führte diese einmalige Zufuhr von ROS zu einer für die DAVD typischen inflammatorischen 

endothelialen Aktivierung an der Aortenklappe, welche zu einem gewissen Maß auch nach acht Tagen 

noch sichtbar war (vgl. 3.2.2 + 3.3.2).  

Inwieweit das in der vorliegenden Arbeit beschriebene Modell in der Lage ist, eine klinisch relevante 

Aortenklappenstenose und das Vollbild der DAVD zu erzeugen, wird sich erst in Langzeitversuchen 

zeigen. Klassische Kernelemente der DAVD wie eine Verdickung der Aortenklappe, eine Fibrosierung, 

Makrophageninfiltration und Calciumeinlagerungen sind acht Tage nach einer Schädigung noch nicht 

zu erwarten und müssen in Langzeituntersuchungen analysiert werden (25).  
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4.4.3 Vergleich mit bisherigen Tiermodellen zur DAVD 

Tiermodelle eignen sich im Vergleich zu in vitro-Untersuchungen besonders für die Erforschung der 

DAVD. Hier können in vivo-Einflussfaktoren, die den Gesamtorganismus betreffen, berücksichtigt 

werden (Hämodynamik an der Aortenklappe, Einfluss des Immunsystems, Einfluss der Ernährung). 

Darüber hinaus können Erkrankungen wie das metabolische Syndrom oder die Niereninsuffizienz 

simuliert werden, die häufig mit der Entwicklung einer DAVD beim Menschen einhergehen (8).  

Bisherige Tiermodelle analysierten insbesondere den Einfluss von Stoffwechselstörungen im Sinne 

einer Hyperlipidämie oder einer Hyperphosphatämie auf die Aortenklappe (64, 66, 68–71). Darüber 

hinaus wurde die Bedeutung einiger Gene wie Fibulin 4 oder Notch 1 in der Pathophysiologie durch 

Knock-out-Mäuse dargestellt (75, 76). Ein anderer Ansatz ist die mechanische Induktion einer DAVD 

durch die Verletzung der Aortenklappe mithilfe eines Drahtes, welcher zunächst durch Honda et al. 

implementiert und später durch Niepmann et al. weiter entwickelt wurde (25, 78). 

Oxidativer Stress konnte hierbei häufig als Begleiterscheinung nachgewiesen werden. Allerdings wurde 

im Rahmen eines Tiermodells bisher nie der alleinige Einfluss von lokal erzeugten ROS auf die 

Entwicklung der DAVD untersucht. Dies unterscheidet das in dieser Arbeit vorgestellte Tiermodell von 

den Bisherigen. Darüber hinaus wurden in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit Ratten und 

nicht wie üblich Mäuse, Kaninchen oder Schweine genutzt (67, 81, 82, 123). Ein Grund hierfür ist die 

Expertise auf dem Gebiet der mikrovaskulären Klappenchirurgie an Ratten vor Ort (85, 124). Ein 

weiterer Vorteil in der Verwendung von Ratten ist darüber hinaus die Größe der Aortenklappen für die 

histologischen Untersuchungen. Hier ist im Vergleich zu murinen Modellen eine differenziertere 

Betrachtung der einzelnen Strukturen möglich. Zur Implementierung eines Modells ist darüber hinaus 

auch aus ethischen Gesichtspunkten die Verwendung kleiner Nager den großen Säugetieren 

vorzuziehen. Es muss aber beachtet werden, dass Ratten ein anderes Lipoproteinprofil als Menschen 

besitzen und sich atherosklerotische Veränderungen in diesen Tieren nicht ohne externes Eingreifen 

entwickeln (67). 

Eine abschließende Beurteilung des Modells kann erst mit den Ergebnissen aus Langzeituntersuchungen 

durchgeführt werden. Wenn sich hier zeigt, dass durch die lokale PDR eine DAVD erzeugt werden 

kann, so weist das hier vorgestellte Modell Vorteile gegenüber bisher bestehenden Tiermodellen auf 

und kann neue Ansätze in der Erforschung der DAVD liefern.  

 

4.5 Ausblick und Limitationen 

4.5.1 Ausblick 

Für die Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit im Hinblick auf die Entwicklung eines neuen 

Tiermodells zur Untersuchung der Pathophysiologie der DAVD und insbesondere des Einflusses von 

ROS, sind vor allen Dingen Langzeituntersuchungen mit dem dargestellten Modell von Nöten. Nur 

hiermit kann die Frage beantwortet werden, inwieweit das Modell tatsächlich zur Entwicklung der 

DAVD und den kennzeichnenden Veränderungen an der Klappe führt.  
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Je nach Ergebnislage in den Langzeitversuchen kann darüber hinaus untersucht werden, wie sich das 

Temoporfin im Organismus der Ratten verteilt. Da es bisher noch keine Untersuchungen zur 

Pharmakokinetik an der Aortenklappe der Ratte gibt, wären weitere Untersuchungen mit beispielsweise 
14C-markiertem Temoporfin (52) oder fluorometrische Messungen (53) durchaus sinnvoll, um die 

Wirkung an der Aortenklappe zu optimieren. 

Interessant wäre darüber hinaus die Messung des oxidativen Stresses im Vergleich zur Aktivität 

antioxidativer Enzyme wie beispielsweise der eNOS oder der SOD an der ventrikulären und aortalen 

Seite, um den Einfluss von antioxidativen Schutzmechanismen seitenspezifisch zu untersuchen. Auch 

wäre eine Applikation von ROS von ventrikulärer statt aortaler Seite aufschlussreich, da sich beide 

Seiten in der Manifestation von DAVD-typischen Veränderungen unterscheiden (vgl. 4.3.3). 

Darüber hinaus besteht die Möglichkeit den zeitlichen Verlauf der DAVD vom Tag der Schädigung an 

detailliert zu untersuchen. Hierbei sind vor allen Dingen die frühen Veränderungen an der Aortenklappe 

relevant, die noch zu keiner morphologischen Veränderung der Aortenklappe führt. Mithilfe eines 

detaillierten Verständnisses der frühen pathophysiologischen Mechanismen könnten neue 

therapeutische Angriffsmöglichkeiten zur Prophylaxe bei Risikopatienten analysiert werden.  

Anhand des Modells kann der Einfluss mehrerer Risikofaktoren, wie Diabetes mellitus, 

Hyperlipoproteinämie oder die Expression von Risikogenen auf die Entwicklung der DAVD untersucht 

werden.  

 

4.5.2 Limitationen 

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Tiermodells, welches in der Lage ist, die Pathophysiologie 

der DAVD abzubilden. Ein Modell stellt die Realität jedoch grundsätzlich nur vereinfacht dar. So ist 

beispielsweise zu beachten, dass sich das Lipoproteinprofil der Ratte von dem des Menschen 

unterscheidet (vgl. 4.3.1 und (56)). Dies hat Auswirkungen auf die oxidativen Veränderungen der Lipide 

und deren Einfluss auf die Entwicklung der DAVD.  

Methodisch muss berücksichtigt werden, dass histochemische Verfahren angewandt wurden. Dies 

brachte den Vorteil mögliche Unterschiede in der Lokalisation zu verdeutlichen und die Aortenklappe 

als heterogene Struktur zu betrachten. Im Gegensatz zur Molekularbiologie ist die Auswertung 

allerdings subjektiver und weniger standardisiert. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht diese 

mögliche Fehlerquelle durch die Nutzung von standardisierten Färbeprotokollen, einer standardisierten 

Mikroskopie und Bildaufnahme sowie durch eine quantitative Anwendung von 

Bildverarbeitungsprogrammen und semiquantitativen Scores in der Auswertung zu minimieren (vgl. 2). 

In der Betrachtung der Ergebnisse fällt auf, dass sich in den Behandlungsgruppen große interindividuelle 

Unterschiede zwischen den einzelnen Tieren zeigen. Dies zeigt sich insbesondere in den Auswertungen 

des oxidativen Stresses in den ROS-Gruppen (Abb. 8A+C). Neben methodischen Ungenauigkeiten 

könnten die Beobachtungen von Kvam et al. zur intrazellulären Lokalisation des Temoporfins eine 

mögliche Erklärung für dieses Phänomen bieten (101). Weitaus wahrscheinlicher für die Variabilität der 

Ergebnisse sind allerdings die pharmakokinetischen Eigenschaften von Temoporfin. Wo genau ROS im 
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Rahmen der PDR entstanden sind, kann demnach nur erahnt werden. Hier könnte die Hauptursache der 

interindividuellen Schwankungen begründet liegen.  

 

4.6 Schlussfolgerung 

Die vorliegende Arbeit am beschriebenen Tiermodell zeigt, dass durch die PDR oxidativer Stress an der 

Aortenklappe erzeugt werden kann.  

Diese Behandlung führte im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Bestrahlung zu einem oxidativen 

Schaden im Klappengewebe. Eine massive Zellschädigung wurde hierbei nicht herbeigeführt. Neben 

dem Nachweis von oxidativem Stress im Klappengewebe konnte eine inflammatorische endotheliale 

Aktivierung beobachtet werden. Inflammatorische Prozesse am Endothel spielen in der Frühphase der 

DAVD eine Rolle und können ein Hinweis auf eine beginnende DAVD im untersuchten Modell sein.  

Mithilfe des hier dargestellten Modells kann in Langzeitversuchen untersucht werden, ob durch die PDR 

das Vollbild einer DAVD erzeugt werden kann und oxidativer Stress einer der Hauptmechanismen in 

der Pathophysiologie der Erkrankung ist.  
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Abb. 26: Klappenübersicht der einzelnen Färbungen 

Dargestellt sind Beispielbilder von Taschen aus jeder Versuchsgruppe in der HE-Färbung (A), der 8-OHdG-

Färbung (B-D), der VCAM-1-Färbung (E) und der Cleaved Caspase 3-Färbung (F). In den Bildern der 

Durchlichtmikroskopie ist jeweils ein Sinus valsalvae mit der angrenzenden Tasche, dem Anulus und den 

Kommissuren dargestellt (A, E, F). Der Maßstabsbalken in diesen Übersichten entspricht 250 µm. Für die 8-

OHdG-Färbung sind die drei Klappenstrukturen Tasche (B), Kommissur (C) und Anulus (D) in separaten 

Übersichten abgebildet. Hier entspricht der abgebildete Maßstabsbalken einer Länge von 50 µm. 
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