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Zusammenfassung

Die kalzifizierende Aortenklappenstenose (engl. CAVD) ist die haufigste erworbene
Herzklappenerkrankung in  Industrienationen. Die Fruherkennung in den
asymptomatischen Stadien gestaltet sich schwierig, der Aortenklappenersatz in den
Spatstadien stellt bis heute die Therapie der Wahl dar. Dartiber hinaus ist jedoch auch
die Lebensdauer der sodann haufig eingesetzten biologischen Klappenprothesen durch
Degenerationsprozesse begrenzt. Die zugrundeliegende Pathophysiologie ist aufgrund
weniger verfugbarer Modelle, die die komplexen Zusammenh&nge hinreichend
detailliert widerspiegeln koénnen, bisher nur unvollstandig verstanden. Als ex-vivo-
Modellsystem wurde in dieser Arbeit ein voll automatisierter computergesteuerter
Bioreaktor verwendet, dessen Eignung fur die Simulation der Aortenklappenkalzifikation
bereits in vorangegangen Arbeiten anhand von histologischen und
immunohistologischen Methoden belegt werden konnte. Dieser erlaubt, die
Herzklappentaschen dynamischen Druckveranderungen und einem Scherstress
auszusetzen. Zur Charakterisierung der ex-vivo-Aortenklappenkalzifizierung wurden
ovine Aortenkonduits unter Zugabe prokalzifizierender Substanzen sowie unter
Standardbedingungen im vollautomatisierten computergesteuerten Bioreaktor (BR)
Uber einen Zeitraum von sieben Tagen kultiviert, wobei die Messdaten wahrend des
Versuches fortlaufend erfasst wurden. Analog dazu wurden ovine Aortenkonduits tber
sieben Tage statisch kultiviert sowie native Aortenkonduits gewonnen. AnschlieBend
wurde die Expression etablierter Degenerationsmarker in den Klappentaschen per
gPCR und Western-Blot untersucht. Die Klappentaschen zeigten eine Schrumpfung mit
Dickenzunahme nach BR-Kultur. In der gPCR zeigte sich ein signifikanter Anstieg der
Osteopontin-Expression nach BR-Kultivierung. Bei der Untersuchung der Osteopontin-
Expression im Western-Blot zeigten sich mehrere Banden, darunter eine Bande des C-
terminalen Osteopontin-Fragments bei 15kDa, die in der prokalzifizierenden BR-Kultur
signifikant hoher exprimiert war als in der prokalzifizierenden statischen Bedingung.
Dieser Unterschied konnte in den Standardbedingungen nicht beobachtet werden.
Daruber hinaus wurden signifikant hohere Level des Hypoxie-induzierten Faktors 1a
nach BR-Kultivierung gegeniber statisch kultivierten Segeln gemessen. In den im BR
kultivierten Aortenklappen blieb die Alphal-Typl-Kollagen-Expression im Gegensatz
zur statischen Bedingung weitgehend erhalten.

Die Kultivierung der Aortenklappenkonduits im BR bewirkt somit bereits nach sieben
Tagen Veranderungen der Gen- und Proteinexpression, die fir eine CAVD-typische

Degeneration sprechen.



Abstract

Calcific aortic valve disease (CAVD) is the most common acquired heart valve disease
in developed countries. Early diagnosis in asymptomatic stages is difficult, aortic valve
replacement in the late stage remains the therapy of choice. Moreover, the lifespan of
frequently used biological valve prostheses is limited by degeneration processes. Due
to a lack of models reflecting the complex interactions sufficiently, the underlying
pathophysiology is still poorly understood.

In this study, an ex vivo model consisting of a fully automated computer-controlled
bioreactor was used, which has already been established for the simulation of aortic
valve calcification in previous studies focussing on histological and immunohistological
findings. This model allows for the exposure of aortic valve leaflets to dynamic pressure
changes and shear stress. In order to characterize the ex vivo aortic valve calcification
on the gene and protein expression level, ovine aortic conduits were cultivated under
procalcific and standard conditions for seven days in the fully automated and computer-
controlled bioreactor, while cultivation parameters were continuously logged.
Analogously, ovine aortic conduits were statically cultivated for seven days and native
aortic conduits were harvested.

Afterwards, the expressions of established degeneration markers were analyzed by
gPCR and western blot. The leaflets showed significant shrinking and increased optical
density after bioreactor cultivation. In the gPCR analysis, a significant increase in
osteopontin expression after BR-cultivation was shown. In the western blot analysis,
multiple bands of osteopontin were detected. One band of c-terminal osteopontin at
15kDa showed a significantly increased expression in the procalcific BR-condition
compared to the procalcific static condition. This difference could not be demonstrated
under the corresponding standard conditions.

Moreover, the expression of hypoxia-inducible factor 1-alpha was significantly increased
due to bioreactor cultivation. Contrary to statically cultivated aortic leaflets, the
expression of collagen type 1 was not significantly altered after bioreactor cultivation.
Collectively, the aortic valve leaflets showed changes in protein and gene expression
levels indicative of CAVD-like degeneration after seven days of bioreactor cultivation.
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1. Einleitung

1.1 Die Aortenklappenstenose

1.1.1 Struktur und Funktion der Aortenklappe

Die Aortenklappe (Valva aortae) wird neben der Pulmonalklappe zu den sogennanten
Taschenklappen gezahlt. Diese befinden sich zwischen dem Ventrikel und der sich
jeweils anschlielRenden grof3en Arterie. Sie sind aus drei halbmondférmigen Taschen
(Valvulae seminulares) aufgebaut, die der GefaBwand anliegen und deren freie Rander
in das GefalRlumen hineinragen. Am freien Rand weisen sie einen bindegewebigen
Knoten (Nodulus valvae semilunaris) und einen seitlichen Saum (Lunula valvarum
semilunarum) auf, die einen dichten Klappenschluss sicherstellen. Sinkt der
Ventrikeldruck nach der Systole unter den Druck der Ausflussbahn, fillen sich die
Taschen wieder mit Blut, woraufhin sich ihre freien Rander flachig aneinanderlegen und
somit &hnlich einem Ventil den Rickstrom des Blutes verhindern [1].

Die Aortenklappe ist in vivo somit abwechselnd Dehnungs-, Scher- und
Biegestressbelastungen ausgesetzt, die aufgrund ihrer anatomischen Lage starker sind
als an anderen Herzklappen [2].

Aus histologischer Perspektive ist die Aortenklappe wie alle Herzklappen Teil des
Endokards und ist bis auf ihre Basis gefal3frei, sodass sie durch Diffusion aus dem
umstromenden Blut mit Nahrstoffen versorgt wird [3, 4].

Die Klappentaschen sind vollstandig mit valvularen Endothelzellen (VEC) Uberzogen
und bestehen grundsatzlich aus den drei Schichten Lamina fibrosa auf der Aortenseite,
Lamina ventricularis auf der Ventrikelseite sowie der dazwischen liegenden Lamina
spongiosa (Abb. 1) [4].

Die Schichten weisen allesamt valvulare Interstitialzellen (VIC) auf, die unter anderem
an der Bildung der Extrazellularmatrix (EZM) beteiligt sind. Sie unterscheiden sich
jedoch deutlich in der Zusammensetzung der EZM [5, 6].

Die Lamina fibrosa besteht groldtenteils aus einem dichten Fasernetzwerk des
Strukturproteins Kollagen Typ 1, das entscheidend zur Stabilitdt der Klappentaschen
beitragt. Die Lamina ventricularis weist zahlreiche radiar angeordnete Elastinfasern auf,
die wichtig fur die Elastizitat der Aortenklappe sind. Glatte Muskelzellen sind ebenfalls

hauptsachlich in der Lamina ventricularis gelegen [7]. Die vor allem aus



Glykosaminoglykanen aufgebaute Lamina spongiosa bildet eine Verschiebeschicht

zwischen den Laminae fibrosa und ventricularis [2, 5, 8].
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Abb. 1: Native ovine Aortenklappentasche in 20-facher VergréRerung. A) nach Hamatoxylin-Eosin-

Farbung B) nach Movat-Pentachrom-Farbung. Man erkennt die Dreischichtung: f=Fibrosa; s=Spongiosa;
v=Ventricularis
MaRstab = 100pum

1.1.2 Epidemiologie,  Verlauf  und Diagnostik  der

Aortenklappenstenose

In westlichen Industrienationen stellen Herzkreislauferkrankungen die fiihrende
Todesursache dar. Nach Zahlen des statistischen Bundesamts sind 35,3 Prozent aller
Todesfalle im Jahr 2019 in Deutschland auf Herzkreislauferkrankungen zurickzuftihren,
darunter allein 10.875 auf nicht-rheumatische Aortenklappenerkrankungen [9, 10].
Angesichts des zunehmenden Durchschnittsalters der Bevolkerung sind die Pravention
und Therapie dieser hauptsachlich im fortgeschrittenen Alter relevanten Krankheiten
von immer grol3erer Bedeutung [11].

Hierbei ist die Aortenklappenstenose (AKS) mit einem Anteil von 43% der haufigste aller
Herzklappenfehler in Europa und Nordamerika und betrifft insbesondere die altere
Bevdlkerung. Es wird angenommen, dass in westlichen Industrienationen bei Uber 25%
der Bevolkerung Uber 65 Jahren eine AKS oder ihre Vorstufen (Aortenklappensklerose)
vorliegen [12]. Die kalzifizierende Aortenklappenstenose (CAVD) stellt ihre haufigste
Ursache in westlichen Industrienationen dar [13].

Davon abzugrenzen als die zweithaufigste Ursache ist das rheumatische Fieber, das
jedoch aufgrund konsequenter antibiotischer Therapie der zugrundeliegenden Streptok-

okken-Infektion in westlichen Industrienationen an Bedeutung verloren hat, sowie sehr
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seltene angeborene Aortenklappenstenosen. Diese Formen der AKS betreffen in der
Regel deutlich jungere Patienten [13].

Neben angeborenen anatomischen Besonderheiten (bikuspide Aortenklappe) und
hohem Lebensalter sind insbesondere die Zugehdrigkeit zum mannlichen Geschlecht,
Nikotinabusus, arterielle Hypertonie sowie Diabetes Mellitus und Adipositas als
Risikofaktoren identifiziert worden und entsprechen somit weitgehend denen der
Arteriosklerose [7, 14].

Bei der AKS kommt es zu einer Verdickung der Klappentaschen, die aufgrund
kompensatorischer linksventrikularer Hypertrophie zunachst keine Auswirkungen auf
die Auswurfleistung des Herzens hat [15]. Unabhangig von der Atiologie weisen
symptomatische AKS in der Regel eine starke Kalzifizierung auf [16]. Mit
fortschreitender Kalzifizierung nimmt die Beweglichkeit der Aortenklappentaschen ab
und die Stenosierung nimmt zu, sodass ein ausreichender Blutfluss durch die
Aortenklappe erschwert wird. Durch die kompensatorische Hypertrophie steigt der
linksventrikulare Sauerstoffbedarf. Kann dieser nicht mehr gedeckt werden, tritt eine
eine subendokardiale Ischamie mit Linksherzversagen ein [17].

Die AKS ist meist gepragt durch einen langen asymptomatischen Verlauf mit abruptem
Auftreten kardiovaskularer Symptome bei relevanter Beeintrdchtigung der
Auswurfleistung. Klassisch ist hierbei die Symptom-Trias aus Dyspnoe, Synkopen bzw.
Schwindel und Angina Pectoris [13, 17].

Als zentraler objektiver Progressionsmarker hat sich die Klappenoffnungsflache (KOF)
im klinischen Alltag etabliert, die physiologisch zwischen 2 und 4cm? liegt und meist
mittels Echokardiographie bestimmt wird. Dabei kommt es in der Regel erst bei einer
hochgradigen AKS (KOF <1,0cm?) mit relevanter Einschrankung der Auswurfleistung
zu den oben genannten Symptomen [13, 18].

Dartber hinaus werden der Druckgradient sowie die Flussgeschwindigkeit an der
Aortenklappe apparativ bestimmt. Anhand der Untersuchungsergebnisse kann die AKS

vereinfacht in drei Schweregrade eingeteilt werden (Tab. 1) [13].



Beginnende AKS | Mittelgradige AKS | Hochgradige AKS
KOF (cm?) >1,5 1,0-1,5 <1
KOF/Korperoberflache | > 0,85 0,6 - 0,85 <0,6
(cm3/m2)
Druckgradient <20 20 — 40 > 40
(mmHg)
Maximale <3,0 3,0-4,0 24,0
Flussgeschwindigkeit
(m/s)

Tab. 1: Einteilung des AKS-Schweregrades [13]

1.1.3 Therapie der Aortenklappenstenose

Die Fruherkennung der AKS gestaltet sich angesichts der langen Beschwerdefreiheit
sowie weniger etablierter Screeningsmarker schwierig, sodass die meisten AKS erst in
fortgeschrittenen Stadien erkannt werden. Da der Degenerationsprozess von
Aortenklappen und seine Ursachen bisher nur unvollstandig verstanden sind, steht
aktuell keine spezifische medikamentdse Therapie zur Verfiigung. Zur Uberbriickung
oder palliativ kdnnen gemdaf3 der Leitlinie zur Herzinsuffizienz-Therapie bspw.
Angiotensin-Rezeptor-Inhibitoren oder Betablocker eingesetzt werden. Die Progression
der AKS kann durch eine medikamenttse Therapie jedoch nicht unterbrochen werden
[18, 19].

Aktuell werden unter anderem Bisphosphonate [20, 21], Sildenafil [22] und Lipoprotein-
A-Senker [23, 24] als potentielle medikamentdse Therapieansatze diskutiert, spielen im
klinischen Alltag jedoch noch keine nennenswerte Rolle.

Der Aortenklappenersatz in den Spatstadien stellt daher bis heute die Therapie der
Wabhl dar [18]. Die Symptomlast des Patienten ist dabei entscheidend fir die Wahl der
Therapie, weil jene den wichtigsten Prognosemarker darstellt. Da asymptomatische
Patienten in Friihstadien hohe 10-Jahres-Uberlebensraten aufweisen, stehen die
Reduktion vermeidbarer Risikofaktoren und die Behandlung eventueller Komorbiditaten
im Vordergrund. Es kann zunachst von einer invasiven Therapie abgesehen werden,
da diese einem konservativen Vorgehen nicht tberlegen ist [18, 25, 26].

Altere Studien zeigen ein durchschnittliches Uberleben von 2 bis 3 Jahren bei Patienten
mit schwerer Symptomatik, die somit an einer hochgradigen AKS leiden und zeitnah

einer invasiven Therapie bedirfen [18, 27].



Daruber hinaus ist bei einer linksventrikularen Ejektionsfraktion von unter 50%, einem
mittleren Druckgradienten von >40mmHg oder bei Auftreten typischer AKS-Symptome
unter Belastung bei einer KOF von <1cm eine invasive Therapie indiziert [18].

Hierbei kommen entweder der chirurgische Aortenklappenersatz (AKE) oder der
katheterbasierte Aortenklappenersatz (englisch transcatheter aortic valve implantation,
TAVI) zum Einsatz. Im Vorfeld kann bei ha&modynamisch instabilen oder
symptomatischen Patienten mit hochgradiger AKS eine Ballondilatation zur
Uberbriickung erfolgen [18, 28].

Beim AKE wird zwischen mechanischen Herzklappenprothesen sowie biologischen
Klappenprothesen xenogenen Ursprungs unterschieden. Bei jungeren Patienten
werden aufgrund der langeren Haltbarkeit in der Regel mechanische Klappenprothesen
eingesetzt. Hierbei muss jedoch aufgrund der Thrombogenitat eine lebenslange
Antikoagulation erfolgen.

Biologische Klappenprothesen bieten den entscheidenden Vorteil, dass keine
dauerhafte Antikoagulation nétig ist, sodass sie fur Patienten ab dem 70. Lebensjahr
oder mit erhdhtem Blutungsrisiko empfohlen werden [18, 29]. Die Lebensdauer der
biologischen Klappenprothesen ist jedoch wiederum durch Degenerationsprozesse
begrenzt, sodass insbesondere bei jingeren Patienten Folgeeingriffe ndtig werden
kénnen [30]. In aktuellen Studien zeigt sich eine hohe Einjahresuberlebensrate nach
katheterbasierten Valve-in-Valve-Implantationen bei degenerierten Bioprothesen,
wodurch jene derzeit als Alternative zur konventionellen Reoperation diskutiert werden
[31, 32].

Beim chirurgischen AKE wird die mediane Sternotomie, eine partielle obere Sternotomie
oder auch ein ganzlich sternotomiefreier Zugang wie bspw. die rechtsseitige
anterolaterale Mini-Thorakotomie gewahlt. Nachdem der Patient an eine Herz-Lungen-
Maschine angeschlossen wurde, wird durch eine kaliumreiche Kardioplegie-Losung ein
Herzstillstand herbeigefiihrt. Nach vollstandiger Entfernung der stenosierten
Aortenklappe wird die Klappenprothese implantiert [33]. Laut Deutscher Gesellschaft
fur Thorax-, Herz- und Gefal3chirurgie ist der Herzklappenersatz mit 36.650 Eingriffen
im Jahr 2019 nach Koronararterienbypass-Operationen der am zweithaufigsten
durchgeflihrte kardiovaskulare Eingriff in Deutschland [34].

Bei dlteren Patienten mit hohem und mittlerem Operationsrisiko wird heute vermehrt die
TAVI eingesetzt [18]. Dabei wird meist transfemoral ein Katheter eingefihrt, tber den
die Klappenprothese in die stenosierte native Aortenklappe eingebracht und entfaltet
wird [7].



Angesichts geringer Komplikations- und guter Uberlebensraten in ersten Studien zum
TAVI-Verfahren erscheint eine Ausweitung der Indikation auf Patienten mit einem
geringeren Operationsrisiko in naher Zukunft denkbar. Aufgrund der unzureichenden
Evidenzlage zur Haltbarkeit und eingeschrankter Vergleichbarkeit verschiedener TAVI-
Modelle wird jedoch bei jingeren Patienten derzeit weiterhin der chirurgische AKE
empfohlen [18, 35, 36].

Einen Sonderfall stellt der AKE bei Kindern dar, der meist bei angeborenen
Aortenklappenstenosen nétig wird. Hierbei kann die nach ihrem Entwickler Donald
Nixon Ross benannte Ross procedure zum Einsatz kommen, in der die Aortenklappe
entfernt und durch die eigene Pulmonalklappe (sogenanntes Autograft) ersetzt wird.
Anstelle der Pulmonalklappe wird eine allogene Spender-Pulmonalklappe transplantiert
[37]. Die Vorteile dieses Verfahrens liegen darin, dass die so implantierten Klappen im
Laufe des Lebens mitwachsen kdnnen und keine dauerhafte Antikoagulation notwendig
ist [38].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der chirurgische Aortenklappenersatz die
derzeitige Standardtherapie darstellt. Aufgrund der oben genannten Limitationen dieses
Verfahrens bedarf es einer besseren Fruherkennung und bestenfalls einer
medikamentosen Therapie der Frihstadien, wozu ein besseres Verstandnis der

molekularen Mechanismen der Krankheitsentstehung beitragen kann.

1.2 Stand der Ursachenforschung und Therapieanséatze

Lange Zeit wurde die Ursache der AKS in Alterungsprozessen sowie passiver
Kalziumablagerung gesehen und die Krankheit wurde weitgehend mit der
Arteriosklerose gleichgesetzt. Heute ist jedoch bekannt, dass es sich vielmehr um einen
aktiven, multifaktoriellen Prozess handelt, an dem Lipoprotein-Ablagerungen,
chronische Entztindungsgeschehen, osteogene VIC-Differenzierung und die aktive
Kalzifizierung der Klappentaschen mitwirken [15, 39].

Es konnte gezeigt werden, dass Kalzifizierung und Fibrose in der Lamina fibrosa
beginnen und hier am deutlichsten ausgepragt sind. Es wird davon ausgegangen, dass
es infolge der starken mechanischen Beanspruchung zu Endothelschéden an der
Fibrosa kommt. Diese Hypothese stitzt auch die Beobachtung, dass Patienten mit
biskupider Aortenklappe, deren Klappentaschen somit unphysiologischer mechanischer
Belastung ausgesetzt sind, deutlich friher eine AKS entwickeln, histologisch jedoch

bereits eine vergleichbare Kalzifizierung aufweisen [40].



Infolgedessen kommt es hier zur Verlangerung der Glykosaminoglykan-Ketten und
plaqueartigen Lipoproteinablagerungen, insbesondere von Lipoprotein(a) (LPA) [7, 41].
Auf die Ablagerung folgt eine Lipidoxidation, durch die eine Entziindungsreaktion mit
Makrophagen-Infiltration des Gewebes in Gang gesetzt wird. Dies fihrt wiederum zu
einer Zunahme von oxidativem Stress vor Ort [42]. Gleichzeitig aktiviert LPA die VICs
und fordert die Expression wichtiger Gene der Osteogenese, sodass es zu einer aktiven
Kalzifizierung kommt [43].

Durch Untersuchungen an explantierten stenosierten Aortenklappen sowie Versuche in
vitro konnten zahlreiche potenzielle Biomarker verschiedener AKS-Komponenten
identifiziert werden. Transforming Growth Factor B (TGFB) tragt entscheidend zur
Verlangerung der Glykosaminoglykan-Ketten bei und erleichtert somit die Ablagerung
von Lipoproteinen. In stenosierten Aortenklappen konnte immunhistochemisch eine
erhohte TGFB-Expression nachgewiesen werden [44].

In klinischen Studien wurden hohe LPA-Plasmaspiegel als Risikofaktor fir die AKS-
Entstehung identifiziert [45—-47]. Dartber hinaus wurde gezeigt, dass eine Mutation des
LPA-Gens zu erhohten LPA-Spiegeln fuhren kann und somit auch genetische Faktoren
das AKS-Risiko beeinflussen [48]. Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wird derzeit
zu LPA-senkenden Substanzen als vielversprechende Therapieansatze geforscht [23,
24].

Zu den wichtigsten Regulatoren der Osteogenese gehdren Osteopontin (OPN) und die
Alkalische Phosphatase (ALP). Die nach Abschluss der Aortenklappen-Reifung
inaktiven VICs werden durch pathologische Stimuli erneut aktiviert und transformieren
sich zu Osteoblasten-ahnlichen Zellen mit pathologisch erhéhter Genexpression von
u.a. OPN und ALP, sodass es zu einer Kalzifizierung der EZM kommt. An erkrankten
humanen Aortenklappen konnte gezeigt werden, dass sowohl OPN als auch ALP
vermehrt exprimiert werden. So wurden eine erhdhte OPN-Genexpression und eine
erhdhte ALP-Proteinexpression in stenosierten Aortenklappen gemessen [39]. In
Versuchen in vitro konnte eine ALP-abhangige Kalzifizierung humaner VICs induziert
werden [49].

Dartber hinaus zeigten Untersuchungen an gesunden porkinen Aortenklappen, dass
am Endothel Uber der Lamina fibrosa eine deutlich geringere Expression anti-
osteogener Gene wie Osteoprogerin stattfindet [50].

Die Annahme, dass die aktive Kalzifizierung eine wichtige Rolle bei der AKS spielt,
stutzen auch Studien, die eine deutlich frihere AKS-Entstehung infolge einer Calcium-
Stoffwechselstérung wie Morbus Paget oder einer Storung des Vitamin-D3-Haushalts

demonstrierten [51, 52].



Bisher ist die Bedeutung der Neovaskularisation fur die AKS nur unzureichend
verstanden, jedoch wird angenommen, dass hamatogen Entzindungs- und
Osteoprogenitor-Zellen angeschwemmt werden, die die Degenerationsprozesse
aufrechterhalten [7]. Es handelt sich hierbei um einen pathologischen Vorgang, da die
Aortenklappe physiologisch gefaf3frei ist. Kommt es im Rahmen der AKS zu einer
Klappentaschen-Verdickung, reicht die Diffusion vermutlich nicht mehr zur Versorgung
des Klappengewebes. In der Folge kommt es zu lokaler Hypoxie mit Stabilisierung des
Hypoxie-induzierten Faktors 1a (HIF-1a), die wiederum die Genexpression des vascular
endothelial growth factor (VEGF) steigert [53, 54]. Immunhistochemische
Untersuchungen an explantierten stenosierten Aortenklappen zeigten, dass HIF-1a und
VEGF hauptsachlich dort exprimiert werden, wo vermehrt Kalzifikation stattfindet [53,
55]. Diese Befunde decken sich mit Studien, die eine erhdhte VEGF-Expression bei
explantierten stenosierten Aortenklappen vorfanden [54].

Alphal-Typl-Kollagen, ein wichtiges Strukturprotein und Teil der EZM, ist ebenfalls in
explantierten Aortenklappen untersucht worden. Es zeigte sich histologisch ein
Remodelling der EZM-Zusammensetzung mit deutlichen Unterschieden zwischen
stenosierten und gesunden Aortenklappen. So weist die Lamina fibrosa von erkrankten
Klappen deutlich kirzere Kollagenfasern in der Movat-Pentachrom-Farbung auf, dafur
kommt es zu einer deutlichen Zunahme der Kollagenfaserdichte und -anzahl in der
Spongiosa. Es kam nicht zu einer signifikanten Anderung des Gesamtgehalts an
Kollagen in den untersuchten Aortenklappen [56].

a-smooth-muscle-actin (a-SMA) ist ein wichtiger Biomarker fur Differenzierung der VEC
zu mesenchymalen Zellen. a-SMA ist an der embryologischen Reifung der
Aortenklappe beteiligt, es konnte jedoch auch eine Aktivitat in adulten humanen
Aortenklappen gezeigt werden [57].

Wird die Aortenklappe, etwa im Rahmen der AKS, pathologischen
Stromungsbedingungen oder Dehnungsstress ausgesetzt, zeigt sich zudem eine
tendenziell verstarkte a-SMA-Expression infolge einer VIC-Aktivierung [58].

Die Entstehung der AKS ist bisher nur unvollstandig verstanden, die hier vorgestellten
Biomarker stellen jedoch potenzielle Angriffspunkte fir medikamentdse
Therapiestrategien dar. Insbesondere der Einfluss von pathologischen
Stromungsbedingungen, zyklischen Druckveranderungen sowie von Dehnungs-,
Biegungs- und Scherstress auf die Pathogenese bleibt angesichts weniger geeigneter

Modelle weitgehend unerforscht [8].



1.3 Das Bioreaktor-Modell

Die AKS wurde in zahlreichen Studien in vitro, in vivo und ex vivo untersucht.
Versuche in vitro sind meist vergleichsweise kostengunstig und ztigig durchfiihrbar, da
keine aufwandige Aufzucht der Versuchstiere erfolgen muss. Dartiber hinaus erlauben
sie gezielte Eingriffe in mehrere Variablen des Versuchs. Aus diesem Grund
ermdglichen sie eine hohere Probenanzahl und stellen eine gute Grundlage fur weitere
Studien dar.

Jedoch sind sie mit dem Risiko behaftet, wichtige Aspekte der untersuchten Krankheit
nicht oder nur unzureichend abzubilden, sodass die Erkenntnisse nicht unmittelbar auf
den menschlichen Organismus angewandt werden konnen [59].

Fur in-vivo-Versuche missen zunachst geeignete Versuchstiere identifiziert werden.
Schweineherzen kommen dem menschlichen Herzen sowohl anatomisch als auch
physiologisch sehr nahe, Schafe stellen ebenfalls geeignete und beliebte Modelltiere
fur die AKS dar [60]. In-vivo-Studien bieten den entscheidenden Vorteil, dass die AKS
in ihrer ganzen Komplexitat inklusive wichtiger Komorbiditaten abgebildet werden kann.
Insbesondere Grof3tiermodelle sind jedoch sehr kostenintensiv und zeitaufwandig,
sodass haufig nur geringe Probenzahlen generiert werden kdnnen.

Dariiber hinaus werden Mause haufig als Versuchstiere genutzt, da sie relativ
kostengunstig und schnell aufgezogen werden kénnen und deutlich weniger Platz
bendtigen. Sie entwickeln von sich aus aber keine AKS, sodass diese bspw. durch
genetische Modifikationen oder spezielle Erndhrung induziert werden muss. Aul3erdem
weisen Mause-Aortenklappen im Gegensatz zu humanen Aortenklappen histologisch
keine Dreischichtung auf, sodass es zu irrefiUhrenden Ergebnissen kommen kann [61].
Fur in-vivo-Versuche werden besondere Qualifikationen der Untersucher und
angemessene Einrichtungen zur Tierhaltung bendtigt. Zudem ist in der Regel die
Zustimmung einer Ethikkommission notwendig. Auch die Anwendbarkeit der in
Tierversuchen gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen ist angesichts
anatomischer und physiologischer Unterschiede der untersuchten Spezies
eingeschrankt [59].

Ex-vivo-Studien stellen einen Mittelweg dar, der Vorteile von Versuchen in vitro und in
vivo vereint. Die dazu bendtigten Proben sind besser verfligbar, da eine langjahrige
Aufzucht und Haltung entfallen. Dartber hinaus ermdglichen ex-vivo-Studien eine
leichtere Kontrolle mehrerer Versuchsparameter, da bspw. keine Anasthesie der Tiere
notwendig ist. So kann etwa durch das in dieser Arbeit verwendete Bioreaktor-Modell
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der Einfluss dynamischer Druckverdnderungen auf die Krankheitsentstehung erforscht
werden.

In bisherigen Studien wurden Bioreaktor-Modelle hauptséchlich im Bereich des Tissue
Engineering zur Untersuchung von biologischen Klappenprothesen genutzt, sodass die
meiste Literatur die Klappenprothesen-Entwicklung bzw. Testung behandelt [8].
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ex-vivo-Versuche zahlreiche Vorteile
gegenuber Versuchen in vitro und in vivo aufweisen, sie bisher jedoch eher selten
Verwendung in der AKS-Forschung gefunden haben.

Das in dieser Arbeit verwendete Bioreaktor-Modell wurde zunéchst durch Dr. Stefanie
Aubin (geb. Hoffmann) fur die Dezellularisierung und Re-Endothelialisierung oviner
Pulmonalklappen etabliert [62]. AnschlielBend wurde es durch Dr. Sabine Feichtner
modifiziert und zur Untersuchung der Kalzifizierung oviner Aortenklappen etabliert [63].
Dabei wurden die Kulturbedingungen so gewahlt, dass sie die in-vivo-
Flussbedingungen bestmdglich nachbilden und es konnte durch prokalzifizierende

Medien eine Kalzifizierung induziert werden.

1.4 Fragestellung der Arbeit

Nach der Etablierung dieses Bioreaktor-Modells zur Untersuchung der Kalzifizierung
oviner Aortenklappen durch Dr. Sabine Feichtner [63] soll es in dieser
Dissertationsarbeit um die  Charakterisierung der Degenerations- bzw.
Kalzifizierungsprozesse an ovinen Aortenklappen gehen. Das Hauptaugenmerk liegt
hierbei auf Veranderungen der Gen- und Proteinexpression etablierter Biomarker der
AKS sowie der feingeweblichen Untersuchung der im Bioreaktor Kkultivierten
Aortenklappentaschen. Insbesondere der Einfluss dynamischer Druckveranderungen
durch pulsatilen Fluss soll untersucht werden. Dazu werden die tber sieben Tage im
Bioreaktor kultivierten Proben mit ebenfalls tber sieben Tage statisch kultivierten und
nativen, unmittelbar nach der Praparation tiefgefrorenen Aortenklappentaschen
verglichen.

Die Untersuchung dieser Vorgange ist von besonderem Interesse, da entsprechende
Erkenntnisse zur Identifikation potenzieller Zielstrukturen flir neue Therapieansatze
dienen konnten. Dartber hinaus konnte der Bioreaktor als Modell zur Testung von
Medikamenten, aber auch zur Erforschung der Rolle bekannter Risikofaktoren wie etwa

dem arteriellen Hypertonus genutzt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Praparation und Kultivierung

Tab. 2: Geréate und Utensilien fir die Praparation,

Kultivierung und Ernte

Gerate, Utensilien

Bezugsquelle

Autoklav

Systec GmbH, Linden (DE)

Deckel GL45 mit Dichtring

DURAN Group GmbH, Wertheim/Main
(DE)

Digitalkamera Power Shot SX20IS

Canon Inc., Tokyo (JP)

Durchlichtunterlage Slimlite LED

Kaiser Fototechnik GmbH & Co. KG,
Buchen (DE)

Glas-Bioreaktorkammer

freundliche Leihgabe von Prof. Dr. A.
Lichtenberg

Glas-Oxygenierungskammer

freundliche Leihgabe von Prof. Dr. A.
Lichtenberg

Inkubator HERAcell 240i

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Konnektor 1/2 x 3/8

CORMED Medizintechnik GmbH & Co.
KG, Ruthen (DE)

Konnektor 1/2 x 3/8 mit Offnung

CORMED Medizintechnik GmbH & Co.
KG, Rithen (DE)

MPX 320-39 (Stecksystem)

Applied Critical Fluids GmbH, Mannheim
(DE)

02-Sonde Visiferm DO 120

Hamilton, Nevada, (USA)

0O-Ring 15,5 x 3mm

Arcus GmbH, Seevetal (DE)

pH-Sonde Easyferm Plus VP 120

Hamilton, Nevada, (USA)

Rollerpumpe

Stockert Instrumente GmbH, Muinchen

(DE)

Schlauch 0,5 mm Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Schlauch 12 mm Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Schlauch 12,7 mm (1/2 Zoll)

Reichelt Chemietechnik GmbH & Co.,
Heidelberg (DE)

Schlauch 4 mm

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

Schlauch 9,5 mm (3/8 Zoll)

Reichelt Chemietechnik GmbH & Co.,
Heidelberg (DE)

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

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

Sterilbank Herasafe

Thermo Electron Corporation, Karlsruhe
(DE)

Steuerungs-PC inklusive Software

Engineo GmbH, Kelkheim (DE)

Temperatursonde

Engineo GmbH, Kelkheim (DE)
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Verschlussdeckel mit Frasung

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

Wasserbad GFL 1092

Gesellschaft Fur
Burgwedel (DE)

Labortechnik Mbh,

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

CORMED Medizintechnik GmbH & Co.
KG, Ruthen (DE)

Tab. 3: Chemikalien, Medien und Zuséatze fir die

Praparation und Kultivierung

Chemikalien, Medien, Zusatze

Bezugsquelle

Amphotericin B

Gilead Sciences, Inc., Foster City (USA)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) 4,59 Glucose/L 500ml

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Fetales Kalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

(DE)

Incidin Liquid Ecolab Deutschland GmbH, Monheim am
Rhein (DE)

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

Nicht-essenzielle Aminosauren (NEAA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
(DE)

Penicillin-Streptomycin

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

BioFroxx GmbH, Einhausen (DE)

B-Glycerinphoshpat Dinatriumsalz
Pentahydrat (3-GP)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
(DE)

Tab. 4: Verbrauchsmaterialien fur Préparation und statische und Bioreaktor-Kultivierung

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle

Cellstar Tubes 50ml| Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiunster (AU)

Druckluft Air  liquide Deutschland GmbH,
Dusseldorf (DE)

Filter Midisart 2000 Sartorius AG, Gottingen (DE)

Flissiger Stickstoff Air  liquide Deutschland GmbH,
Dusseldorf (DE)

Kohlenstoffdioxid Air  liquide Deutschland GmbH,
Dusseldorf (DE)

Nahtmaterial Prolene 4-0, monofil

Ethicon Inc., Bridgewater (USA)

Petrischalen 92x16mm

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht (DE)

Pumpenschlauch 12,7 mm (1/2 Zoll)

Raumedic AG, Helmbrechts (DE)

ReaktionsgefalRe 1,5 ml

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Schafsherzen Schlachthof Laame GmbH, Wuppertal
(DE)
Skalpell Feather Safety Razor Co. LTD, Osaka

(JPN)

Spannband grof3 4,8 x 361mm

Thomas & Betts Corporation, Memphis
(USA)

Spannband klein 2,5 x 100mm

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

Steriles Tuch Raucodrape

Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG,
Neuwied (DE)

Verschlusskonus Combi-Stopper

B. Braun Melsungen AG, Melsungen (DE)
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2.1.2 Histologische Farbungen

Tab. 5: Laborgeréte fur die Farbungen

Laborgerat

Bezugsquelle

Kryostat Leica CM 1950

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar (DE)

Systemmikroskop Leica DM 2000

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar (DE)

Tab. 6: Chemikalien und Zusétze fiir die Farbung

en

Chemikalien, Zuséatze

Bezugsquelle

Aceton VWR International GmbH, Darmstadt

Alcianblau (S[i);%a-Aldrich Chemie GmbH, Mlnchen

Alizarin Rot S E:D;I) Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ammoniumhydroxid 30% E:[?:Iz Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
DE

Brilliant Crocein R

Waldeck GmbH & Co. KG, Minster (DE)

Cryocompound VWR International GmbH, Darmstadt
(DE)

Eindeckmedium Roti Histokitt Il Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Eisen-Chlorid-Hexahydrat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
(DE)

Eosin B Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
(DE)

Essigsaure 100% Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Ethanol 50, 70%, 96%, 100% Zentralapotheke Universitatsklinikum

Dusseldorf, Disseldorf (DE)

Formaldehydlésung 37%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

(DE)

Formaldehydlésung 4% ROTI Histofix Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(DE)

Hamatoxylin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
(DE)

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

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

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

Natriumthiosulfat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
(DE)

Phosphorwolframsaure-Hydrat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
(DE)

Pikrinsaure

VWR
(DE)

International GmbH, Darmstadt

Safran du Gatinais

Waldeck GmbH & Co. KG, Munster (DE)
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Salzsaure (HCI) 32-37%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

(DE)

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

Xylol VWR International GmbH, Darmstadt
(DE)

Tab. 7: Verbrauchsmaterialien fiir die Farbungen

Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle

Cryomold Weckert Labortechnik, Kitzingen (DE)

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

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

Objekttrager 76x26x1mm Paul Marienfeld & Co KG, Lauda

Kodnigshofen (DE)

2.1.3 Gel-Elektrophorese und Western-Blot

Tab. 8: Materialien fir Gel-Elektrophorese und Western-Blot

Materialien

Bezugsquelle

Amersham Imager 600

General Electric Holding GmbH, Frankfurt
am Main (DE)

WesternBright Chemilumineszenz | Advansta Inc., San Jose (USA)
Substrat Quantum
Filterpapier Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

(DE)

Gelkassetten inkl. Kimme

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Nitrozellulose-Transfer-Membran

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
(DE)

Tab. 9: Priméar-Antikorper

Bezeichnung

Produktnummer, Hersteller/Vertrieb

Alpha-Tubulin (Ladekontrolle)

T6199, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen (DE)

Monoclonal Anti-Actin, a Smooth Muscle

A 5228, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen (DE)

Osteopontin

GTX37582, Biozol, Eching (DE)

Tab. 10: Sekundar-Antikorper

Bezeichnung

Produktnummer, Hersteller

AffiniPure Goat anti-mouse IgG + IgM
(H+L)

AB_2338451, Jackson
ImmunoResearch, Cambridgeshire (UK)

Goat IgG anti-Rabbit 1IgG (H+L)-HRPO,

MinX none

111-035-003, Dianova, Hamburg (DE)

2.1.4 RNA-Isolation, cDNA-Synthese und gPCR

Tab. 11: Verbrauchsmaterial, Chemikalien, Zusatze fir RNA-Isolation, cDNA-Synthese und gPCR

Material

Bezugsquelle

Carboxy-X-Rhodamin Referenzfarbstoff

Promega Corporation, Madison (USA)
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GoTag gPCR Master Mix

Promega Corporation, Madison (USA)

HPLC-grade Ethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
(DE)

Isopropanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
(DE)

Nuklease-freies Wasser

Promega Corporation, Madison (USA)

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Qiagen GmbH, Hilden (DE)

RNAse Away

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

RNase-Free DNase Set

Qiagen GmbH, Hilden (DE)

RNAse-freie Reaktionsgefalie

Biozym Scientific GmbH, Hessisch

Oldendorf (DE)

RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden (DE)

Trizol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
(DE)

Tab. 12: Gerate fur RNA-Isolation, cDNA-Synthese und qPCR

Laborgerat

Bezugsquelle

StepOnePlus Real Time PCR System

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Tecan Infinite M1000 Pro

Tecan Group AG, Mannedorf (CH)

Thermocycler T3000

Biometra GmbH, Géttingen (DE)

Waage

Sartorius AG, Goéttingen (DE)

Zentrifuge 5804R

Eppendorf AG, Hamburg (DE)

Tab. 13: Primersequenzen

Zielgen

Primersequenz

Ribosomales Protein L29 (RPL29) VS: CCAAGTCCAAGAACCACACC
RS: TATCGTTGTGATCGGGGTTT
Osteopontin (OPN) VS: GATGGCCGAGGTGATAGTGT
RS: TCGTCTTCTTAGGTGCGTCA
Alphal-Typ1-Kollagen (KOLL1A1) VS: AAGACATCCCACCAGTCACC
RS: TAAGTTCGTCGCAGATCACG
Hypoxie-induzierter Faktor 1-a (HIF-1a) | VS: GAAGCAAAGAATCCATTTTCCA
RS: TGGTGACAACTGATCGAAGG
Transforming Growth Factor B (TGF() VS: GAGCCAGAGGCGGACTACTA
RS: TCGGACGTGTTGAAGAACAT
Alkalische Phosphatase (ALP) VS: GACATCGCCTACCAGCTCAT
RS: CACATCGGTTCTGTTCTTGG
Vascular Endothelial Growth factor | VS: CGGATCAAACCTCACCAAAG
(VEGF) RS: AAATGCTTTCTCCGCTCTGA

2.1.5 Statistische Auswertung und Darstellung

Tab. 14: Software
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Programm

Entwickler

ImageJ Version 1.51

Wayne Rasband

ImageQuant Version 6

GE Healthcare GmbH, Minchen (DE)

Microsoft Office 2016

Microsoft Deutschland GmbH, Kéln (DE)

Prism Version 9

GraphPad Software, San Diego (USA)

StepOne Software v2.3

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

2.1.6 Losungen

Tab. 15: Lésungen

Losung

Zusammensetzung

10x SDS-Running-Buffer 1L

30,285g TrizmaBase werden  mit
142,633g Glycin in destilliertem Wasser
geldst, bis ein Volumen von 1L erreicht
ist. Zur Verwendung wird die Lésung im
Verhéltnis 1:10 verdiunnt und es werden
10ml 10%-ige SDS-L6sung zugegeben.

10x TBS Es werden ca. 24,228g TrizmaBase mit
87,669 Natriumchlorid vermischt und
anschliel3end bis zu einem pH von 7,6 mit
Salzsaure aufgefllt.

10x TBST Es werden ca. 24,228g TrizmaBase mit

87,66g Natriumchlorid und 10ml 1%
Tween20 vermischt und anschlieRend bis
zu einem pH von 7,6 mit Salzsaure
aufgefullt.

Alcianblau-Lésung 1%, 200ml

2g Alcianblau  werden in  200ml

destilliertem Wasser gelost.

Alkalischer Alkohol, 400ml

360ml Ethanol (96%) werden mit 40ml
Ammoniumhydroxid (30%) vermischt

Alkoholischer Safran, 200ml

12g Safran du Géatinais werden mit 200ml|
Ethanol (100%) vermischt

Alkoholisches Hamatoxylin (2%), 500ml

10g Hamatoxylin werden in 500m| 96%-
iger Ethanol gelost

APS 10%

1g Ammonium Persulfat (APS) werden in
10ml destilliertem Wasser verdiinnt

Bouin-Losung, 420ml

300ml Pikrinsaure werden mit 100ml
Formaldehyd (37-40%) und 20ml
Essigsaure (100%) versetzt

Brilliant Crocein R Stock, 400ml

4g Brilliant Crocein R werden in 398ml
destilliertem Wasser gelost

Crocein-Saurefuchsin, 100ml

80ml Brilliant Crocein R Stock werden mit
20ml Saurefuchsin Stock vermischt

Eisenchlorid-Lésung, 500mi

12,49 Eisen-Chlorid-Hexahydrat und 5ml
Salzsaure (32-37%) werden in 500ml
destilliertem Wasser geldst

Eosin-Ldsung, 200m

1g Eosin wird mit 200ul Eisessig, 100ml
destilliertem Wasser und 100ml Ethanol
(100%) vermischt und Uber einen
Faltenfilter filtriert
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Essigsaure-L6sung 5%

10g Eisessig werden mit 190mi

destilliertem Wasser verdinnt

Jodlésung, 500ml

10g Jod und 20g Kaliumjodid werden in
500ml destilliertem Wasser geldst

Laemmli-Puffer, 10ml

Zu 3,75ml Tris/HCI 1M pH 6,8 werden 6ml
Glycerin, 1,26g SDS-Pellets, ca. 0,93¢g
DTT und ca. 0,009g Bromphenolblau
gegeben und das Gemisch mit
destilliertem Wasser auf 10ml aufgefillt.

Natriumkarbonat-Formaldehydlosung,
200ml

50ml Formaldehyd (32-37%) und 109
Natriumcarbonat werden in  150ml
destilliertem Wasser gelost

Natriumthiosulfat 5%

10g Natriumthiosulfat werden in 200ml
destilliertem Wasser geldst

Phosphorwolframsaure, 5 %

25 g Phosphorwolframsaure werden mit
500ml destilliertem Wasser versetzt

Séaurefuchsin Stock, 500ml

0,5g Saurefuchsin werden mit 497,5ml
destilliertem  Wasser  und 2,5ml
Essigsaure (100%) vermischt und
anschlie3end gefiltert.

SDS 10%

10g SDS-Pellets werdenn bis zu einem
Endvolumen von ca. 100ml in
destilliertem Wasser aufgeldst

Transfer-Buffer 1L

200ml Methanol und 100ml 10x Running
Buffer ohne SDS werden in 700ml
destilliertem Wasser gelost.

Tris/HCI 0,5M pH 6,8

Es werden 9,0855g TrizmaBase in ca.
100ml destilliertem Wasser aufgelost und
mit 37%-iger Salzsadure auf pH 6,8
eingestellt

Tris/HCI 1,5M pH 8,8

Es werden ca. 45,4275g TrizmaBase in
ca. 200ml destilliertem Wasser aufgeltst
und mit 37%-iger Salzsaure auf pH 8,8
eingestellt.

Weigert's Eisenhamatoxylin, 120m|

60ml Alkoholisches Hamatoxylin (2%)
werden in 40ml Eisenchlorid-Lésung und
20ml Jodldsung geldst

2.2 Methoden

2.2.1 Praparation der Aortenkonduits

Als Forschungsobjekt dieser Dissertation dienen unmittelbar nach der Schlachtung
praparierte ovine Aortenwurzeln, im folgenden Aortenkonduits genannt, die von der
Schlachthof Laame GmbH in Wuppertal erworben werden. Ganze Schafsherzen
werden dazu tiefgekuhlt in das Institut transportiert und dort unmittelbar unter sterilen

Bedingungen préapariert. Dabei wird das Myokard bis auf einen schmalen Ring zum
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Einndhen entfernt. Der tubuléare Anteil der Aorta ascendens wird auf wenige Zentimeter
gekurzt. Die Abgange der Koronararterien werden hierbei fur moglichst physiologische
Flussbedingungen erhalten.

Das so gewonnene Aortenkonduit wird vor dem Einndhen in einem geflllten 50ml-
Falcon gewaschen und gekuhlt. Das Lagerungsmedium besteht hierbei aus PBS, dem
Penicillin und Streptomycin (Endkonzentration Penicillin 200 U/ml; Streptomycin 200

Mg/ml) sowie Amphotericin B (Endkonzentration 5 pg/ml) zugesetzt werden.

2.2.2 Kultivierung im Bioreaktor unter physiologischen

Bedingungen

Das in dieser Arbeit verwendete Bioreaktor-Modell besteht einerseits aus einem
Computer mit spezialisierter Steuerungssoftware und andererseits aus der eigentlichen
Bioreaktoreinheit.

Die Bioreaktoreinheit verfligt Gber zwei Kammern, die sich jeweils links und rechts am
Bioreaktor befinden (s. Abb. 2A). Hierdurch ist eine gleichzeitige Kultivierung zweier
Aortenklappenkonduits maéglich.

In der sogenannten Oxygenierungskammer, einer glasernen Komponente des
Bioreaktorsystems, dienen die zwei seitlich angebrachten Schlauche als Zu- und
Abluftwege. Hierdurch wird ein ausreichender Druck im Kammersystem
aufrechterhalten. Uber eine oben gelegene Offnung wird die pH-Sonde eingebracht.
Eine weitere glaserne Komponente stellt die Kultivierungskammer dar. Diese ist Uber
ein Schlauchstlck mit der Oxygenierungskammer verbunden und besteht aus einem
oberen und einem unteren Teil. Hier wird das Aortenkonduit eingenéht und tber sieben
Tage kultiviert. Dartiber hinaus wird die Temperatursonde Uber eine seitliche Olive der
Kultivierungskammer eingebracht.

Die Lokalisation der weiteren Sonden im Bioreaktorsystem ist Abb. 2B zu entnehmen.
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Abb. 2: A) Gesamte Bioreaktoreinheit mit zwei Kammern; a: Schaltkasten, b: Rollerpumpe, c:

Heizmanschette, d: Isolierung, e: Schutzhaube

B) Aufbau des Kammersystems; a: Schlauchabschnitt zum Einsatz in die Rollerpumpe, b:
Zuluftschlauch, c: pH-Sonde, d: Oxygenierungskammer, e: Abluftschlauch, f: Temperatursonde, g:
Kultivierungskammer, h: O2-Sonde

Samtliche Verbindungsstiicke werden uber Schlauchschellen und Spannbander
gesichert. Eine Rollerpumpe erzeugt einen pulsatilen Fluss des Kulturmediums im
Bioreaktorsystem. Uber eine das Schlauchsystem umhiillende Heizmanschette wird
das Kulturmedium erwéarmt, wahrend Isolierungen einem Warmeverlust
entgegenwirken.

Mittels der Steuerungssoftware lassen sich die Sollwerte fir die Versuchsbedingungen
adjustieren. So kénnen die Pumpendrehzahl, der Druck in der Oxygenierungskammer,
der pH-Wert im System sowie die Temperatur im System eingestellt werden. Die
tatsachlichen Werte werden tGber mehrere Sonden kontinuierlich aufgezeichnet und
automatisch angepasst. Daruber hinaus wird der pO2-Wert im Medium erfasst. Die
einzelnen Sollwerte sind in Tab. 16 aufgefuhrt. Vor jedem Versuchslauf wird das
Kammersystem autoklaviert, um einer Kontamination vorzubeugen.
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Eine detaillierte Beschreibung des Bioreaktor-Modells ist der Dissertationsarbeit von Dr.
Sabine Feichtner zu entnehmen [63].

Die Praparation des Aortenkonduits erfolgt unter der Sterilbank. Das Aortenkonduit wird
gegebenenfalls gekirzt, bis es gut zwischen die beiden Schlauchsticke der
Kultivierungskammer passt. Das Konduit wird zuerst an der Basis (am Myokard) mit drei
Kardinalnahten im Bereich der Kommissuren zwischen zwei Klappentaschen am
unteren Schlauchstiick festgenaht.

Die Konduitspitze wird analog zu den Nahten an den Kommissuren am oberen
Schlauchstuck fixiert. Hierbei wird jedoch zuerst durch das Konduit und dann durch das
Schlauchstiick und zurlick gestochen, sodass der Aortenstumpf dem Schlauchstiick
von auflen anliegt und sich nicht unter dem Flussdruck in das Lumen des
Schlauchstiicks walbt.

Das Standard-Kulturmedium besteht hierbei aus DMEM mit 4,5mg/ml Glucose und
GlutaMAX™ dem 10% fetales Kélberserum sowie 5ml nicht-essenzielle Aminoséuren
(1%), 200 U/ml Penicillin, 200 pg/ml Streptomycin und 5 pug/ml Amphotericin B zugesetzt
werden.

Fur die prokalzifizierende Bedingung werden dem Kulturmedium aul3erdem 10 mM -
Glycerolphosphat und 1,5 mM Calciumchlorid zugegeben. Vor der Verwendung wird
das Kulturmedium auf 37°C erwarmt.

Das Bioreaktor-System wird nun mit einem der beiden oben beschriebenen
Kulturmedien gefillt, luftdicht abgeschlossen und der Versuchslauf wird Uber die
Steuerungssoftware gestartet.

Parameter Sollwert

Druck 107mBar
Pumpendrehzahl 50 Umdrehungen/Minute
pH-Wert 7,35

Temperatur 37°C

Tab. 16: Kulturbedingungen im Bioreaktor. Die Sollwerte werden vor jedem Lauf in der
Steuerungssoftware eingestellt.

2.2.3 Laufdatenanalyse

Samtliche in der Software gemessenen Parameter werden fortlaufend durch den
Steuerungscomputer aufgezeichnet sowie unter den Registerkarten ,Anlagenubersicht"
(Abb. 3) und ,Messwerthistorie” angezeigt. Die aufgezeichneten Messwerte kdnnen

anschlieRend mithilfe einer Template-Datei in eine Excel-Tabelle umgewandelt werden.
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Zur graphischen Darstellung der Bioreaktor-Messwerte werden Diagramme in der
Software Microsoft Excel 2016 erstellt.

Unter der Registerkarte ,Alarme“ finden sich zudem aktuelle und behobene
Fehlermeldungen, die auch als Microsoft-Textdokument ausgegeben werden. So wird

ein storungsfreier Versuchsablauf sichergestellt.

TissueController [Einheit]_Kammer_2] - Bedienoberfliche

Aktion Angicht  Info

Laufzeit [h] 431 Messwerterfassung [0 Alame [TT000
lAnlageniibersichi] T Messwar-Historie 1 Alame
Druckregelung
uft-Zufluss-Regelung '“lp_ln [ 100] (mEar ﬁl 1027 [mBar] PRM
P 0.000][LgMin] PRM

¢ B 1070 - EEM
W|—U‘.llllﬂ LoC |P_kemmer| 94.2][mBar] | : |
Dxpgenierumngs-

E_amimet

IT_pH | 3?,5?| [cy |4.-

2-Lufluss-Regelung

PV 0.000[LiMin] PRM

v[ o000 Loc | REM) E i [poz [115.0] 04
H-Regelung emperatur-Regler

PV 7.az[ oHl PeM| |PY[ 300 a1 FRM|
sv[ 735 @] rem| BV 7 |8l rem|
po 1046 man | SO MV 12858 e | SO

PO2 | 52.24] [1/min] |
Pozsv | 50] [1/min] |

Roller-
Pumpe

Fluzs(mittal) [0.007] [Ligimin] |. I
Fluss(akiuell) | 0.007 ] [Ligmin] | |
|T_Heizung | 47.17| [T |

Heizmanschette

TS | 38.24[[C]

Abb. 3: Benutzeroberflache der Steuerungssoftware. Es ist die Registerkarte ,Anlagenlbersicht"

ausgewabhlt, in der die Messwerte in Echtzeit abgelesen werden kénnen.

2.2.4 Ernte und Dokumentation

Nach siebentagiger Kultur im Bioreaktor wird dieser heruntergefahren und die
Aortenkonduits werden nach Entfernen der Nahte aus der Kammer entnommen.

Die Konduits werden nun entlang der Kommissur zwischen den Abgéngen der
Koronararterien eingeschnitten. Anschlie3end werden sie in PBS-Medium gewaschen,
die einzelnen Klappentaschen vollstandig abgesetzt und in einer Petrischale auf einer

Durchlichtunterlage mit einem geeichten Mal3stab und einer Digitalfotokamera
dokumentiert.
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Unmittelbar danach werden die Klappentaschen halbiert. Zwei der drei Klappentaschen
werden in Microtubes mithilfe flussigen Stickstoffs tiefgefroren, die dritte fur
histologische Farbungen eingebettet (siehe Abschnitt 2.2.8.1).

Die Proben werden bis zur Weiterverwendung bei -80°C gelagert.

2.2.5 Statische Kultivierung

Zur Untersuchung des Einflusses der dynamischen Kultivierung im BR werden analog
dazu Aortenkonduits gemald Abschnitt 2.2.1 prépariert und einer statischen Kultur tiber
sieben Tage unterzogen. Dabei werden die Aortenkonduits in 50ml-Tubes mit
angedrehtem Deckel und mit den beiden in Abschnitt 2.2.2 beschriebenen Kulturmedien
in einem Zellkultur-Inkubator (bei 37 °C und 5 % pCO2) kultiviert (Abb. 4). Das Medium
wird taglich gewechselt. Anschlielend werden die Klappentaschen analog zur
Bioreaktor-Kultur entnommen und fotodokumentiert (siehe Abschnitt 2.2.4).

Abb. 4: Statische Kultivierung eines Aortenkonduits im 50ml Tube. Das GefalR wird Uber sieben

Tage im Zellkultur-Inkubator unter taglichem Mediumwechsel kultiviert.

2.2.6 Gel-Elektrophorese und Western-Blot

Die tiefgekuhlten Klappentaschen werden zur Proteinisolation zerkleinert und fur 10
Minuten in RIPA-Puffer mit cOmplete™ Proteasen-Inhibitor Cocktail im Thermomixer
bei 95°C denaturiert. AnschlieBend werden die Proben auf zehnprozentigen SDS-
PAGE-Gelen aufgetrennt und per Western-Blot auf Nitrozellulose-Membranen

Ubertragen.
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Nach einstindigem Blockieren mittels funfprozentigem BSA in TBST werden die
Membranen mit primar spezifischen Antikdrpern gegen alpha smooth muscle actin und
Osteopontin versetzt. Die genauen Bezeichnungen der Antikdrper sind dem Materialteil
(Tab. 9 und 10) zu entnehmen.

Die Membranen werden mit TBST gewaschen und danach mittels
Meerrettichperoxidase angefarbt. Die Banden werden daraufhin mit WesternBright-
Chemilumineszenz-Substrat am Imager dargestellt und schlie3lich mittels ImageQuant

fur Windows ausgewertet (s. Abschnitt 2.2.9).

2.2.7 gPCR

Zur RNA-Isolation werden die ovinen Klappentaschen zunachst mithilfe eines Morsers
zerkleinert und anschlieBend mit dem Homogenisator bearbeitet. Anschliel3end werden
Chloroform und Trizol zur Probe gegeben und eine Zentrifugation bei 4°C und 11.000
Umdrehungen pro Minute fur 15 Minuten durchgefiihrt. Die wassrige Phase wird nun
mit Isopropanol versetzt und fur 10 Minuten bei 11.000 Umdrehungen pro Minute und
4°C zentrifugiert. Das hierdurch entstandene Pellet wird mit 75%-iger Ethanollésung
versetzt und erneut zentrifugiert. Die isolierte RNA wird mithilfe des Tecan-Readers
guantifiziert.

Zur weiteren Aufreinigung der RNA und Reversen Transkription in cDNA werden das
Qiagen RNeasy Mini Kit sowie QuantiTect Reverse Transcription Kit nach den
Herstellervorgaben verwendet.

Zur Beurteilung der RNA-Qualitat wird die RNA Integrity Number (RIN) mithilfe des
Eukaryote Total RNA Nano Chip von Agilent Technologies bestimmt. Dabei werden die
Proben auf dem Nano Chip gelelektrophoretisch aufgetrennt. Ein RIN-Wert von 10 zeigt
eine vollstandig intakte RNA-Probe an, wahrend ein RIN-Wert von 1 eine vollstandig
degradierte RNA-Probe beschreibt. Die RIN-Werte aller in dieser Arbeit genutzten RNA-
Proben liegen Uber 8,4.

Die gPCR wird mithilfe des GoTaq gPCR Master Mix im StepOnePlus Real Time PCR
System durchgefihrt. Dabei wird dem Master Mix der Referenzfarbstoff Carboxy-X-
Rhodamin zugesetzt. Die relativen Genexpressions-Level werden mithilfe der StepOne
Software v2.3 und der delta-delta-CT-Methode berechnet.

Es werden die Genexpressions-Level von Osteopontin (OPN), Alphal-Typl-Kollagen
(KOLL1A1), Hypoxie-induziertem Faktor 1-a (HIF-1a), Transforming Growth Factor 3
(TGFB), Alkalische Phosphatase (ALP) sowie Vascular Endothelial Growth Factor
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(VEGF) per gPCR bestimmt. Die Sequenz der Primer findet sich im Materialteil in Tab.
13.

2.2.8 Histologische Farbungen

2.2.8.1 Einbettung der Praparate und Kryoschnitte

Zur spateren histologischen Untersuchung mussen die gewonnen Klappentaschen
zunachst in kleinen Blocken, sogenannten Cryomolds, fixiert werden, aus denen
anschlieBend feine Kryoschnitte angefertigt werden koénnen. Dazu werden die
gewonnenen Klappentaschen unmittelbar nach der Fotodokumentation in der Mittellinie
entlang der kurzen Seite halbiert. Das Cryomold wird zur Héalfte mit Cryocompound
gefullt, die Klappentasche wird mdglichst gerade darauf platziert und die Ausrichtung
der Klappentasche auf dem Cryomold notiert. Daraufhin wird das Cryomold weiter mit
Cryocompound beflllt und zur Fixierung in mit flissigem Stickstoff vorgekihltem
Isopentan tiefgefroren.

Die Blocke werden nun bis zur Anfertigung der Kryoschnitte bei -80°C
zwischengelagert.

Im nachsten Schritt werden die Cryomolds auf -20°C gebracht, um am Kryostaten
Gewebsschnitte von 5um Dicke anzufertigen. Dazu wird das Cryomold zunachst auf
den Schneidblock des Kryostaten aufgebracht und Uberstehendes Cryocompound
abgetragen, um die Schnitte anschliel3end auf sauberen Objekttragern zu fixieren.

Die Objekttrager werden danach bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert.

2.2.8.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Als ,Ubersichtsfarbung“ zur Beurteilung der feingeweblichen Praparatmorphologie
werden  Hamatoxylin-Eosin-Farbungen  (HE-Farbungen) der Gewebsschnitte
durchgefihrt. Bei dieser histologischen Standardmethode farbt das Hamatoxylin saure
Strukturen wie bspw. Zellkerne und die darin enthaltene DNA blau, wahrend das Eosin
basische Strukturen wie Zellplasmaproteine, Kollagen und Mitochondrien rot farbt.

Die Kryoschnitte werden hierbei mit der Hamatoxylin-Losung angeféarbt, mit destilliertem
Wasser behandelt und fiunfprozentiger Essiglosung differenziert, um Uberschissiges

Hamatoxylin zu entfernen. AnschlieBend werden die Schnitte in 70% Ethanol
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gewaschen und mit Eosin B gegengefarbt. Danach werden die Objekttrager mithilfe der
aufsteigenden Alkoholreihe (70-96-100%) mit zwei Xylolstufen entwéssert.

Sobald die Objekttrager getrocknet sind, werden sie mit Roti Histokitt 1l eingedeckt und
mit einem Deckglas versiegelt. Schlie3lich werden die Schnitte unter einem

Lichtmikroskop fotodokumentiert.

2.2.8.3 Movat-Pentachrom-Féarbung

Zur Darstellung der Verteilung von Kollagen, Glykosaminoglykanen und elastischen
Fasern innerhalb des Klappengewebes werden Movat-Pentachrom-Farbungen
durchgefihrt, die sich insbesondere zur Darstellung von kardiovaskularem Gewebe
eignen.

Dabei werden funf verschiedene Farbungen kombiniert: Eisenhamatoxylin farbt
Zellkerne und elastische Fasern blauschwarz, Safran du Gatinais lasst kollagenes
Bindegewebe gelb erscheinen. Muskelgewebe erscheint durch die Anfarbung mit
Brillant-Crocein-S&aurefuchsin rot und die Grundsubstanz des Gewebes durch das
Alcianblau blaugrin.

Die Kryoschnitte werden dazu in vierprozentiger Formalinlésung fixiert und danach fir
zehn Minuten in auf 50°C erhitzte Bouin-Lésung getaucht. Im Anschluss werden sie
unter flieBendem kaltem Leitungswasser gespult und fur funf Minuten in 5%-
Natriumthiosulfat-Lésung fixiert. Nach drei Waschschritten mit destilliertem Wasser
werden die Schnitte mit Alcianblau angefarbt, mit flielendem Leitungswasser gespiilt
und schlie3lich in 60°C warmem alkalischen Alkohol stabilisiert.

Danach werden die Schnitte in Weigert's Working Solution und Brilliant-Crocein-
Saurefuchsin-Lésung angefarbt und schliel3lich in  5%-Phosphorwolframséure
differenziert. Dazwischen erfolgen drei Waschschritte mit destilliertem Wasser. Die
Kryoschnitte werden nun in einprozentiger Essigsaure gespdilt und durchlaufen erneut
drei Waschschritte mit destilliertem Wasser, bevor sie in Ethanol dehydriert und mit in
alkoholischem Safran gefarbt werden.

Schliel3lich werden die Schnitte erneut in Ethanol dehydriert und mittels Xylols entfettet.
Nach dem Trocknen werden die Objekttrdger mit Roti Histo Kitt 1l eingedeckt und mit

einem Deckglas versiegelt.

2.2.8.4 Alizarin-Farbung
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Bei der Alizarin-Farbung lagert sich der Farbstoff Alizarinrot S als Chelat an
Calciumablagerungen in Geweben an und bildet mit diesen Alizarinrot-S-Calcium, das
unter dem Lichtmikroskop rot erscheint. Diese Reaktion wird hier genutzt, um das
Ausmall und die Verteilung der Biomineralisation in den verschiedenen
Kulturbedingungen zu veranschaulichen. Der Hintergrund sowie Zellkerne erscheinen
wéahrenddessen rétlich bis orange.

Die Objekttrager werden im ersten Schritt auf Raumtemperatur gebracht. AnschlieRend
werden die Kryoschnitte in 4% Formaldehyd fixiert, bevor sie in 2% Alizarin-Lésung
gefarbt werden.

Es folgen die Dehydrierung und mehrere Waschschritte in Aceton und Xylol. Nach dem

Trocknen werden die Farbungen mit Roti Histokitt 11 und einem Deckglas konserviert.

2.2.8.5 Deskriptive Auswertung

Die HE-, Movat-Pentachrom- und Alizarin-Farbungen werden deskriptiv ausgewertet.
Die Schnitte werden dazu unter einem Durchlichtmikroskop der Firma Leica auf
morphologische Auffélligkeiten untersucht und anschlieRend in 5- und 20-facher

VergrofRerung fotodokumentiert.

2.2.9 Statistische Auswertung

Die prokalzifizierende sowie die Standard-Bedingung in der Bioreaktor- und statischen
Kultivierung werden paarweise mittels Mann-Whitney-Test verglichen.

Dariiber hinaus werden mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunns-Posttest die nativen
Kontrollen, die Bioreaktor- und die statische Kultur miteinander verglichen.

Hierbei liegt der maximale a-Fehler bei 5 %, dementsprechend sind die Ergebnisse ab
einem Signifikanzwert von p < 0,05 signifikant. Sterne markieren hierbei die
Signifikanzniveaus im Dunn‘s-Post-Test (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

Zur makroskopischen Auswertung werden die auf einer Durchlichtunterlage mit einem
geeichten Mal3stab fotodokumentierten Klappentaschen in der Software ImageJ
analysiert. Dazu wird das gesamte Foto zunachst invertiert. Anschlie3end werden die
Praparate mit dem Werkzeug ,freehand selection® ausgewahlt und somit ihre Flache
ausgemessen. Danach wird die optische Dichte der Praparate mit der optischen Dichte
des Hintergrunds verglichen.

Fur die Auswertung der Bandenintensitdt im Western-Blot kommt die Software

ImageQuant zum Einsatz.
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Zur Darstellung der gemessenen Einzelwerte, der statistischen Mittelwerte und
Standardabweichungen sowie fir die Anfertigung der Ubersichtsdiagramme wird die

Software GraphPad Prism 9 fiir Windows genutzt.
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3. Ergebnisse

Zur Untersuchung der Auswirkungen unterschiedlicher Versuchsbedingungen auf ovine
Aortenklappentaschen wurden Aortenkonduits préapariert und anschlieRend im
Bioreaktor (BR) bzw. statisch im Zellkultur-Inkubator tber einen Zeitraum von 7 Tagen
kultiviert. Dabei wurden die Messwerte des BR fortlaufend erfasst und automatisch
reguliert, um eine Vergleichbarkeit der Versuchslaufe zu gewahrleisten. Eine detaillierte
Beschreibung des Versuchsaufbaus findet sich im Abschnitt 2.2.2. Dartber hinaus
wurden native Klappentaschen gewonnen.

Nach der Enthahme wurden die Proben auf makroskopischer Ebene begutachtet und
auf histologischer Ebene mittels Hamatoxylin-Eosin-, Movat-Pentachrom- und Alizarin-
Farbungen untersucht. Dartber hinaus wurden Western-Blot und gPCR zur Analyse der
Veranderungen auf Gen- und Proteinebene durchgefinhrt.

Die im Ergebnisteil gezeigten Abbildungen stellen reprasentative Ergebnisse dar und

stehen exemplarisch fur die durchgefiihrten Versuche und deren Ergebnisse.

BR-Kultivierung |:> Makroskopische
Auswertung

Statische Kultivierung

Western Blot

Histologische Farbungen
Native Kontrollen ﬁ
Fotodokumentation,

gPCR

Abb. 5: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

3.1 Analyse der BR-Laufe

Um einen stoérungsfreien Versuchsablauf sicherzustellen, wurden samtliche in der
Steuerungssoftware gemessenen Parameter fortlaufend aufgezeichnet. Die
aufgezeichneten Laufdaten zeigten vergleichbare, storungsfreie Laufe unter
kontinuierlichem Erhalt der physiologischen Kulturbedingungen tber sieben Tage fur
jeden Versuchsdurchlauf (Abb. 6). So blieb der Druck im Kammersystem weitgehend
stabil bei ca. 107mBar. Die Temperatur sowie der pH-Wert zeigten aufgrund der
automatischen Gegenregulation einen um die Sollwerte undulierenden Verlauf. Der

Sauerstoffpartialdruck pO2 konnte wéahrend des gesamten Versuches weitgehend
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aufrechterhalten werden. Insgesamt wurden je n=5 stérungsfreie Versuchslaufe pro BR-

Kulturbedingung erreicht.

A Temperatur-Sonden B) Druck
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Abb. 6: Graphische Darstellung der Laufdaten eines reprasentativen BR-Versuchslaufs. Auf der x-
Achse ist die Laufzeit in Stunden aufgetragen. A) Messwerte der Temperatursonde (T_R1), deren
Messung flr die Temperaturregulation herangezogen wird, und der Temperatursonde innerhalb der pH-
Sonde (T)pH)_R1. Die unterschiedlichen Messwerte sind auf ihre Entfernung von der Heizmanschette
zuruckzufuhren. T_SV beschreibt den Sollwert. B) Messwerte des Oxygenierungskammerdruckes (p_R1)
und des Systemdruckes (p_Out). p_Out SV beschreibt den Sollwert. C) pH-Messwerte. pH-SV
beschreibt hierbei den Sollwert. D) Messwerte fiir den Sauerstoffpartialdruck. Exemplarische Darstellung
fur beide Kultivierungsbedingungen mit jew. n=5 Bioreaktorlaufen.

3.2 Makroskopie

Zum Zeitpunkt der Explantation aus der BR-Kammer war bereits makroskopisch eine
Schrumpfung mit Dickenzunahme der Aortenklappentaschen nach Kultivierung im BR
gegenuber nativen sowie statischen kultivierten Klappentaschen zu beobachten (Abb.
7A). Die Taschen erschienen im Vergleich zu nativen Klappentaschen weniger
transparent, wiesen ansonsten aber keine morphologischen Auffalligkeiten im Sinne
einer Aortenklappensklerose oder -verkalkung auf. Es konnte keine makroskopische
Fenestrierung der Klappentaschen nach der Kultivierung festgestellt werden, jedoch fiel
eine leicht rotliche Verfarbung der Proben durch das Kulturmedium auf [64].

Auch in der statistischen Auswertung bestatigte sich, dass die Klappentaschen nach

BR-Kultur eine signifikant kleinere Flache aufwiesen (Abb. 7B). Dabei war die
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GroRRendifferenz zwischen BR-deg und CC-deg signifikant (p = 0,0453), wéhrend der
GroRRenunterschied zwischen BR-std und CC-std (p = 0,0005), bzw. nativ und
Bioreaktorproben sogar hochsignifikant war (native vs. BR std: p < 0,0001; native vs.
BR deg: p = 0,0008) [64].

Sowohl die im BR als auch die statisch kultivierten Proben zeigten in der ImageJ-
Auswertung eine signifikant hohere optische Dichte verglichen mit den nativen
Klappentaschen (native vs. BR std: p = 0,0001; native vs. BR deg: p = 0,0289; native
vs. CC std: p = 0,0101; native vs. CC deg: p < 0,0001; siehe auch Abb. 7C), jedoch
keine signifikanten Unterschiede untereinander [64]. Insgesamt zeigt sich, dass die
Veranderung der optischen Dichte bei allen Kulturbedingungen auftritt, wahrend die
Verkleinerung der Taschenflache durch die dynamische Kultivierung im

Bioreaktormodell verstarkt induziert wird.
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Abb. 7: Makroskopie der Aortenkonduits und Klappentaschen [64].

A) Exemplarisch ist die Makroskopie der Aortenkonduits (oben) und der geernteten Klappentaschen
dargestellt. (MaRstab=1cm). B) Auswertung der KlappentaschengréfRe: Es zeigte sich eine signifikante
Schrumpfung der im BR kultivierten Klappentaschen verglichen mit statisch kultivierten und nativen
Klappentaschen. C) Auswertung der optischen Dichte: Gegenuiber nativen Kontrollen zeigte sich eine
signifikante Zunahme der optischen Dichte in allen Kulturbedingungen. Auswertung von 7 (nativ), 3
(Bioreaktor std und deg) bzw. 8 (statisch std und deg) Konduits mit jeweils 3 Taschen. Dargestellt sind
Median und Quartile als Box-Plot, wobei Ausrei3er nach Tukey als Punkte dargestellt sind. Statistische
Signifikanzen wurden mittels Mann-Whitney-Test (keine Signifikanzen) bzw. Kruskal-Wallis-Test und
Dunns-Post-Test ermittelt (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001).
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3.3 Histologie
3.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur Uberpriifung der Biokompatibilitat der Kulturbedingungen wurden HE-Farbungen
der Proben angefertigt (siehe Abschnitt 2.2.8.2). Dabei werden saure Strukturen wie
bspw. Zellkerne und die darin enthaltene DNA vom Hamatoxylin blau angefarbt,
wahrend das Eosin basische Strukturen wie Zellplasmaproteine, Kollagen und
Mitochondrien rot farbt.

Physiologischerweise weisen Aortenklappentaschen hierbei eine Dreischichtung aus
den Laminae fibrosa, spongiosa und ventricularis auf. Die Farbintensitat variiert dabei
je nach Gehalt an den angefarbten Strukturen. In der Regel zeigt sich eine hdhere
Zelldichte in den Laminae fibrosa und ventricularis. In Abb. 8 sind reprasentative
Farbungen dargestellt.

Es fielen deutliche Unterschiede in der Zelldichte der Lamina spongiosa zwischen den
einzelnen Praparaten auf, die von dichtbesiedelten bis zu zellarmen Phéanotypen
reichten. Da sich diese Unterschiede auch innerhalb der einzelnen Kulturbedingungen
sowie unter verschiedenen nativen Préparaten zeigten, ist diese Beobachtung am
ehesten auf die interindividuelle morphologische Variabilitat zurtiickzufihren [64].

Es wurde kein Unterschied in der Zusammensetzung der Lamina spongiosa zwischen
nativen und im BR bzw. statisch kultivierten Proben festgestellt. Abgesehen davon
weisen die verschiedenen Versuchsbedingungen sowie den nativen Kontrollen keine
augenscheinlichen Unterschiede zueinander auf. Dies weist auf den Erhalt der
Dreischichtung des Klappentaschengewebes in allen Kulturbedingungen hin und belegt

somit die Biokompatibilitat der gewahlten Kulturbedingungen [64].

33



Abb. 8: Die HE-Farbungen zeigen einen Erhalt der physiologischen Gewebsmorphologie. Es
wurden im BR (je n=3 mit prokalzifizierendem und Standard-Medium) sowie statisch kultivierte
Aortenklappentaschen (je n=5 pro Kulturmedium) mit nativen Kontrollen (n=5) verglichen. Bilder in 20-
facher VergroRerung, MaRRstab im Bild =100um
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3.3.2 Movat-Pentachrom-Farbung

Zur genaueren Charakterisierung der einzelnen Gewebsschichten wurde eine Movat-
Pentachrom-Farbung der Proben nach dem im Abschnitt 2.2.8.3 beschriebenen
Protokoll durchgefuhrt. Dabei farbt Eisenhamatoxylin Zellkerne und elastische Fasern
blauschwarz an und Safran du Géatinais lasst kollagenes Bindegewebe gelb erscheinen.
Muskelgewebe wird durch Brillant-Crocein-Saurefuchsin rot dargestellt und die
Grundsubstanz des Gewebes erscheint durch das Alcianblau blaugrtn.

Hierbei stellt sich die Dreischichtung im Vergleich zur HE-Farbung deutlicher dar. Die
Lamina fibrosa erscheint aufgrund ihrer dichten Kollagenfasern gelb, die Lamina
spongiosa ist reich an Glykosaminoglykanen und farbt sich daher blaugriin und die
Lamina ventricularis stellt sich durch ihre zahlreichen elastischen Fasern blauschwarz
und gelb dar. Es zeigte sich eine hohe interindividuelle morphologische Variabilitat der
Segel, jedoch konnte kein morphologischer Unterschied zwischen den verschiedenen
Versuchsbedingungen ausgemacht werden. Dariber hinaus bestatigte sich die bereits
makroskopisch erkennbare Dickenzunahme nach siebentégiger Kultivierung unter

Erhalt der physiologischen dreischichtigen Gewebsstruktur (Abb. 9) [64].

35



Abb. 9: Movat-Pentachrom-Farbung der Aortenklappentaschen in 20-facher VergroRerung.

Es wurden im BR (je n=3 mit prokalzifizierendem und Standard-Medium) sowie statisch kultivierte
Aortenklappentaschen (je n=5 pro Kulturmedium) mit nativen Kontrollen (n=5) verglichen.

Innerhalb der Versuchsgruppen zeigte sich eine sehr variable Morphologie der Taschen. Es konnte kein
morphologischer Unterschied zwischen den unterschiedlichen Kulturbedingungen gefunden werden, die
physiologische Dreischichtung blieb sowohl nach statischer als auch nach BR-Kultur erhalten. Zudem fiel
eine Verdickung der kultivierten Klappentaschen im Vergleich zu nativen Kontrollen auf.

Bilder in 20-facher VergréRerung, Maf3stab im Bild = 100pm
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3.3.3 Alizarin-Farbung

Um die Verteilung und das Ausmal’ der Kalzifizierung im Gewebe zu charakterisieren,
wurden Alizarin-Farbungen der Schnitte gemal Abschnitt 2.2.8.4 angefertigt (Abb. 10).
Hierbei farben sich Calciumablagerungen unter dem Lichtmikroskop stark rot, wahrend
der Hintergrund sowie Zellkerne orange bis hellrot erscheinen.

Dabei zeigten die nativen sowie die mit Standardmedium kultivierten
Aortenklappentaschen keine Biomineralisation. Im Gegensatz dazu kam es unter BR-
Kultur mit prokalzifizierendem Medium zu deutlichen Kalziumablagerungen in der
Lamina ventricularis. Daruber hinaus war auch in der Lamina fibrosa eine leichte
Kalzifizierung erkennbar [64]. Nach statischer Kultivierung mit prokalzifizierendem
Medium zeigte sich ein ahnliches Kalzifikationsmuster, jedoch fiel eine deutlich

geringere Kalzifikation auf.

nativ BR-std BR-deg

100 ym 100 um
CC-std CC-deg
7
&
100um | | [ e 5 100um

Abb. 10: In der Alizarin-Farbung zeigt sich eine Kalzifizierung durch prokalzifizierende
Versuchsbedingungen [64]. Hierzu wurden wurden im BR (je n=3 mit prokalzifizierendem und
Standard-Medium) sowie statisch kultivierte Aortenklappentaschen (je n=5 pro Kulturmedium) mit nativen
Kontrollen (n=5) verglichen. Die Kalziumablagerungen zeigen sich insbesondere in der Lamina
ventricularis.

Bilder in 20-facher VergrofRerung, MaRstab im Bild = 100um
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3.4 Veranderungen der Genexpression

Um die Auswirkungen unterschiedlicher Versuchsbedingungen auf die Genexpression
zu charakterisieren, wurde eine quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) durchgefuhrt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 11 dargestellt.

Dabei wurde u.a. die Expression von OPN, einem wichtigen prodegenerativen Faktor,
untersucht. In der gPCR zeigte sich ein signifikanter Anstieg der OPN-Expression nach
BR-Kultivierung gegentber nativen sowie statisch kultivierten Klappentaschen (native
vs. BR-std vs. CC-std: pstd = 0,0014; native vs. BR-deg vs. CC-deg: pdeg = 0,0006).
Wahrenddessen zeigten die statisch kultivierten Klappentaschen keine signifikante
Veranderung der OPN-Expression gegenuber nativen Klappentaschen [64].

Im Gegensatz dazu kam es bei den im BR kultivierten Klappentaschen verglichen mit
nativen Aortenklappentaschen zu keiner signifikanten Veranderung der Kollagen-Typ-I-
Expression in der gPCR. Zudem kam es bei den statisch kultivierten Klappentaschen
zu einer signifikant niedrigeren Kollagen-Typ-I-Expression gegeniiber BR-Kultur und
nativen Aortenklappen-taschen (native vs. BR vs. CC: pstd = 0,0005; pdeg = 0,0052)
[64]. Kollagen-Typ-I ist ein wichtiges Strukturprotein und integraler Teil der EZM. Die
unveranderte Expression nach BR-Kultur ist somit als Hinweis auf die Biokompatibilitat
der BR-Kultivierung zu werten.

Als weiterer prodegenerativer Faktor wurde ALPL untersucht. Hierbei wurden keine
signifikanten Unterschiede in der Genexpression von ALPL zwischen den
verschiedenen Kulturbedingungen festgestellt (pstd = 0,1032, pdeg = 0,0835), jedoch
zeigte sich eine tendenzielle Abnahme in der BR-deg-Bedingung gegenuber nativen
Proben (p = 0,0779) [64].

TGFB wirkt entscheidend an Degenerationsprozessen und der Neoangiogenese mit.
Die im BR kultivierten Aortenklappentaschen zeigten eine signifikant hohere TGFf-
Expression gegenuiber statischen kultivierten Proben, jedoch fanden sich keine
signifikanten Expressionsunterschiede zu nativen Klappentaschen (pstd = 0,0226; pdeg
= 0,0326) [64].

Da eine Schrumpfung und Verdickung der Klappentaschen beobachtet werden konnte,
untersuchten wir dartiber hinaus die Expression des Hypoxiemarkers HIF-1a sowie des
HIF-1a-Zielgens VEGF. So wurde eine signifikant hohere HIF-1a-Expression nach BR-
Kultivierung gegeniber statisch kultivierten Klappentaschen gemessen (pstd = 0,0064;

pdeg = 0,009) [64]. Diese Beobachtung deckt sich mit der ebenfalls signifikanten
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GrolRenabnahme der im BR kultivierten Klappentaschen verglichen mit statisch

kultivierten Klappentaschen.
In der CC-std-Bedingung zeigte sich eine leichte Abnahme der HIF-1a-Expression

gegenuber nativen Proben (p = 0,0779) [64].
Die Expression von VEGF war sowohl nach Kultur im BR als auch nach statischer Kultur

gegenuber nativen Proben signifikant erhéht (pstd = 0,0006; pdeg = 0,007) [64]. Die
erhohte VEGF-Expression passt somit zur im Abschnitt 3.2 beschriebenen

Dickenzunahme nach statischer und BR Kultivierung.
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Abb. 11: Charakterisierung der Genexpressions-Unterschiede nach BR- und statischer Kultur [64].
Ganze Aortenkonduits wurden sieben Tage lang entweder im Bioreaktor (BR) oder im Zellkultur-Inkubator
(CC) kultiviert und mit nativen ovinen Aortenklappentaschen mittels gPCR verglichen. Dabei wurden die
Standard- (std) und die prokalzifizierende (deg) per Mann-Whitney-Test verglichen. Zwischen BR, CC
und nativen Proben kam ein Kruskal-Wallis-Test zum Einsatz.

A) Die OPN-Expression lag nach BR-Kultur signifikant héher als nach statischer Kultur und in nativen
Proben (native vs. BR-std vs. CC-std: pstd = 0,0014; native vs. BR-deg vs. CC-deg: pdeg = 0,0006).

B) Es wurde ein signifikanter Abfall der KollLA1-Expression nach statischer Kultur gegentber der BR-
Kultur und nativen Aortenklappentaschen gemessen (pstd = 0,0014; pdeg = 0,0006).

C) Es zeigte sich keine signifikant verédnderte ALP-Expression, jedoch nahm die ALP-Expression nach
prokalzifizierender BR-Kultur gegeniiber nativen Proben ab (p = 0,0779).

D) Nach BR-Kultur wurde eine signifikant hdhere TGFB-Expression verglichen mit statisch kultivierten
Klappentaschen gemessen (pstd = 0,0226; pdeg = 0,0326).

E) Die HIF-1a-Genexpression lag nach BR-Kultur signifikant hoher als nach statischer Kultur (pstd =
0,0064; pdeg = 0,009).

F) Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der VEGF-Expression nach siebentagiger Kultur verglichen mit
nativen Proben (pstd = 0,0006; pdeg = 0,007).
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3.5 Veranderungen auf Proteinebene

Zur Charakterisierung der Veranderungen auf Ebene der Proteinexpression wurden
Western-Blots mit a-Tubulin als Referenzgen durchgefiihrt. Es wurden die
prodegenerativen Marker a-SMA und OPN untersucht. Die Ergebnisse der
Auswertungen sind Abb. 12 und Abb. 13 zu entnehmen.

Hierbei zeigte sich keine signifikante Anderung der a-SMA-Expression durch die
Kultivierung, jedoch zeigte sich bei statisch kultivierten Aortenklappentaschen eine
deutlich hohere Streuung der a-SMA-Expression gegenuber nativen und im BR
kultivierten Proben (s. Abb. 12).

Der Einfluss des OPN auf die Kalzifizierung hangt maf3geblich von posttranslationalen
Modifikationen ab. So bewirkt eine Dephosphorylierung von OPN eine starkere
Biomineralisation und umgekehrt. Demnach ist nach der statischen bzw. BR
Kultivierung tendenziell mit einer starkeren Expression weiter aufgespaltener OPN-
Fragmente zu rechnen, in nativen Klappentaschen wird mehr ,full-length“-OPN
erwartet. Letzteres wird stark phosphoryliert und glykosyliert, sodass es zu einem
veranderten Molekulargewicht von ca. 55-70kDa kommt. Daneben kommt es durch die
Transglutaminase 2 zur Bildung von OPN-Polymeren [65].

OPN wird von mehreren Matrix-Metalloproteasen (MMP) und Thrombin in ein N-
terminales (ca. 40kDa) und ein Integrin-bindendes C-terminales Fragment gespalten
[66]. In vorangegangenen Studien konnte ein prokalzifizierender Effekt des N-
terminalen OPN-Fragments nachgewiesen werden, wahrend das C-terminale Fragment
wahrscheinlich antiinflammatorisch wirksam ist [67, 68].

Bei der Untersuchung der OPN-Expression im Western-Blot zeigten sich mehrere
Banden (Abb. 13). Es fanden sich intensive Banden bei 55kDa sowie schwachere
Banden bei 70kDa und darlUber. Hierbei fiel eine signifikant hohere Expression der
55kDa-Bande in nativen Proben gegenuber statisch und im BR kultivierten Proben
sowohl in den Standard- als auch in den prodegenerativen Bedingungen auf (pstd =
0,0018; pdeg = 0,0024). Gleichzeitig zeigten sich bei der 32kDa-Bande des C-
terminalen OPN-Fragments keine signifikante Veranderung zwischen nativen sowie im
BR oder statisch kultivierten Klappentaschen (pstd = 0,8980; pdeg = 0,7359). Die
Intensitat der 15kDa-Bande des C-terminalen OPN-Fragments war in der BR-deg-
Bedingung gegenuber der CC-deg-Bedingung signifikant erhdht (pdeg = 0,0214), es
wurde jedoch kein signifikanter Unterschied zur nativen Kontrolle gemessen. Darlber

hinaus zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Bedingungen mit
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Standardmedium (pstd = 0,1226). Ebenso zeigte sich kein signifikanter Unterschied
aufgrund der verschiedenen Kulturmedien [64].
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Abb. 12: BR-Kultivierung fiihrt zu verringerter a-SMA-Proteinexpression [64]. Es wurden Western-
Blots mit Antikdrpern gegen a-SMA und Tubulin als Ladungskontrolle durchgeftuhrt.
In A) sind reprasentativ fur n=5 die Molekulargewichtsmarker (M) und Banden dargestellt. B) zeigt die
Ergebnisse der Bandenintensitats-Auswertung. Es kam der Kruskal-Wallis-Test zum Einsatz. Sterne
markieren hierbei die Signifikanzniveaus im Dunns-Post-Test (* p= 0,05). Es zeigte sich eine tendenzielle,
insignifikante Abnahme der a-SMA-Proteinexpression nach BR-Kultur sowie eine geringere Streuung der

Expression gegenilber statischer Kultur.
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Abb. 13: Einfluss der Kultivierung auf die OPN-Proteinexpression [64]. Es wurden Western-Blots mit
Antikdrpern gegen OPN und Tubulin als Ladungskontrolle durchgefuhrt.

In A) sind reprasentativ fur n=5 die Molekulargewichtsmarker (M) und Banden dargestellt. B) zeigt die
Ergebnisse der Bandenintensitats-Auswertung. Es kam der Kruskal-Wallis-Test zum Einsatz. Sterne
markieren hierbei die Signifikanzniveaus im Dunns-Post-Test (* p= 0,05). Es kam zu einer signifikant
reduzierten Expression des 55kDa-OPN-Fragments nach statischer und BR-Kultur (pstd = 0,0018; pdeg
=0,0024). Bei der 32kDa-Bande fanden sich keine signifikanten Expressionsunterschiede (pstd = 0,8980;
pdeg = 0,7359). Beim 15kDa-OPN-Fragment zeigte sich eine signifikant erhéhte Expression in der BR-
deg-Bedingung gegeniiber der CC-deg-Bedingung (pdeg = 0,0214).
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4. Diskussion

4.1 Fragestellung und Erweiterung der Methodik

Aufgrund mangelnder geeigneter Modelle ist der Einfluss dynamischer
Druckveranderungen sowie Dehnungs-, Scher- und Biegestress auf die AKS bisher
weitgehend unklar.

Das in dieser Arbeit verwendete BR-Modell wurde bereits durch Dr. Sabine Feichtner
etabliert. So konnte durch histologische und immunhistologische Methoden die
Biokompatibilitdt des Modells und eine erfolgreiche Biomineralisation nach
siebentagiger Kultur demonstriert werden [63]

Auch die Vor- und Nachteile des in dieser Arbeit verwendeten BR-Modells sind im
Wesentlichen bereits im Rahmen der Etablierung durch Dr. Sabine Feichtner dargestellt
worden, sodass an dieser Stelle auf eine ausfuhrliche Diskussion des BR-Modells an
sich verzichtet werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte neben einer rein qualitativen Auswertung der
Klappentaschen auch eine quantitative Auswertung der Taschendicke nach den
verschiedenen Kulturbedingungen vorgenommen werden. Die im Rahmen dieser Arbeit
angefertigten HE-Farbungen belegten die erhaltene strukturelle Integritdt nach der
Kultivierung, in den Movat-Farbungen liel3 sich der Erhalt der Extrazellularmembran
sowie der Dreischichtigkeit der Préparate nachweisen. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen von Dr. Feichtners Arbeit.

Durch die Von-Kossa-Farbung werden Kalziumablagerungen im Gewebe Uber einen
Austausch von Kalziumionen gegen Silberionen angefarbt. So konnten nach BR-Kultur
mit prodegenerativem Medium hauptsédchlich in der Lamina ventricularis
Kalziumablagerungen nachgewiesen werden [63].

Bei der Alizarin-Farbung dagegen lagert sich der Farbstoff Alizarinrot S als Chelat an
Calciumablagerungen in Geweben an und bildet mit diesen Alizarinrot-S-Calcium. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden Alizarin-Farbungen der Klappentaschen angefertigt.
Hierbei fiel ebenfalls eine vornehmliche Ablagerung in der Lamina ventricularis auf,
sodass hiermit die Ergebnisse meiner Vorgangerin verifiziert werden konnten.

Um den Einfluss der dynamischen Kultivierung im BR zu ermitteln, war zudem ein
statisches Versuchsmodell nétig, das dem Versuchsaufbau im BR mdglichst

nahekommt.
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Da Vorversuche mit isolierten Klappentaschen in der Alizarin-Farbung ein verzerrtes
Biomineralisations-Muster entlang der Absetzungsrander zeigten, entschieden wir uns
fur eine statische Kultivierung ganzer Aortenklappen. Dazu wurden identisch zu den
BR-Versuchen préaparierte Aortenkonduits Uber sieben Tage in einem Zellkultur-
Inkubator kultiviert (siehe Abschnitt 2.2.5). Darliber hinaus wurde in dieser Arbeit das
Aortenkonduit unter Erhalt der Aortenwurzel und der Koronararterien-Abgange
eingenaht. Dieses Vorgehen wurde gewahlt, da eine bestmdégliche Nachbildung der
Flussbedingungen in vivo angestrebt wurde. Im Gegensatz dazu wurde die
Aortenwurzel durch Dr. Feichtner oberhalb der Klappenebene abgesetzt. Die
Ergebnisse von Frau Dr. Feichtner lieRen sich somit im Rahmen dieser Arbeit
reproduzieren. Gleichzeitig konnte eine statische Kultivierung als Vergleichsmodell
etabliert werden.

Weiterhin unklar bleibt der Einfluss der Kultivierung in dem hier genutzten BR-Modell
auf die Gen- und Proteinexpression etablierter Biomarker der AKS. In dieser Arbeit
wurde dieser Aspekt erstmalig untersucht. Die Ergebnisse weisen auf eine deutliche
Veranderung der Gen- und Proteinexpression aufgrund der dynamischen Kultivierung
im BR hin.

Abschliel3end lasst sich daher sagen, dass das gewahlte System reproduzierbar ist, und
dass sich die statische Kulturbedingung ebenfalls als stabile Kontrollbedingung
erwiesen hat.

Obwohl sich nicht ausschliel3en lasst, dass es fur andere Bereiche Effekte hat, zeigen
diese Ergebnisse, dass unterschiedliche Experimentatoren und die modifizierte

Handhabung keine gravierenden Effekte auf die Ergebnisse haben.

4.2 Beurteilung der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Aortenklappenkalzifizierung in einem ex-vivo-
Bioreaktor-Modell untersucht und anschlieBend mit statisch kultivierten und nativen
Klappentaschen verglichen.

Die hierbei gewonnen Haupterkenntnisse sind folgende:

1. Die ex-vivo-Kultivierung im Bioreaktor erhalt durch pulsatilen Fluss teilweise die
physiologische Genexpression in den Aortenklappentaschen

2. Pulsatiler Fluss beeinflusst die Expression und post-translationelle Modifikation von

Osteopontin
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4.2.1 Makroskopie, Mikroskopie und Genexpression

Sowohl die statische als auch die BR-Kultivierung fiihren zu einer deutlichen
Schrumpfung mit Dickenzunahme der Aortenklappentaschen verglichen mit nativen
Taschen.
Dartber hinaus kommt es insbesondere durch die BR-Kultivierung zu signifikanten
Veranderungen in der Genexpression wichtiger Biomarker der AKS. In dem hier
verwendeten Modell verbleiben die Klappentaschen wahrend der gesamten
Kultivierung im Aortenkonduit, sodass moglichst physiologische Flussbedingungen
sichergestellt werden.
In den histologischen Farbungen wurde ein Erhalt der physiologischen Dreischichtung
nach siebentagiger Kultur gezeigt. Ansonsten blieben Veranderungen der
feingeweblichen Struktur weitgehend aus. Insbesondere eine Veranderung der relativen
Schichtdicken durch die Kultivierung konnte nicht beobachtet werden. Dies ist am
ehesten auf die lediglich siebentagige Kultivierungsdauer zurtckzufiihren, da sich die
AKS in vivo i.d.R. Uber Jahre entwickelt.
Neben der Verdickung der Klappentaschen kommt es nach statischer und BR-Kultur
auch zu einer signifikant erhéhten Expression des Wachstumsfaktors VEGF, der eine
wichtige Rolle in der Neovaskularisation einnimmt. Gesunde Aortenklappentaschen
werden Uber Diffusion mit Sauerstoff versorgt, wahrend es bei degenerativ veranderten
Klappentaschen im Rahmen der AKS zu einer Neovaskularisation kommt. Es wird
angenommen, dass dies auf lokale Hypoxie zurtckzufiuhren ist [54, 64].
Studien zeigten, dass VEGF und HIF-1a in erkrankten menschlichen Aortenklappen
signifikant starker exprimiert werden und die Expression hauptséchlich an Orten der
Kalzifizierung stattfindet [53, 64]. Die verstarkte Expression von HIF-1a findet jedoch in
erster Linie auf Proteinebene statt, wo HIF-1a unter Normoxie schnell abgebaut wird
[64, 69].
Nach BR-Kultivierung zeigte sich im Vergleich mit statisch kultivierten
Aortenklappentaschen eine signifikant hohere Genexpression von HIF-1a, was auf
einen Einfluss des pulsatilen Flusses hindeuten kdnnte. Jedoch zeigte sich in beiden
Kulturbedingungen kein signifikanter Unterschied in der HIF-1a-Genexpression
gegenuber nativen Kontrollen, sodass allenfalls ein relativ kleiner Effekt zu erwarten ist.
Ein ahnlicher Effekt konnte fur die TGFB-Genexpression beobachtet werden: Es kam
zu einer signifikant hoheren Expression nach BR-Kultur gegentber statischer Kultur.
Jedoch zeigte sich in keiner der beiden Bedingungen eine signifikante Verdnderung
gegenuber nativen Kontrollen. In vorangegangenen Studien wurde die Bedeutung von
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TGFB fur die Neoangiogenese belegt, dariber hinaus beeinflusst TGFB die VIC-
Differenzierung und Umbauprozesse der EZM [64,70]. So bewirkt eine hohe TGFf-
Expression eine vermehrte Myofibroblasten-ahnliche Differenzierung von VICs in vitro
[64,71]. Aktivierte Myofibroblasten wiederum verstarken die VEGF-Expression in
humanen Aortenklappen [55]. Im Mausmodell konnte ein Zusammenhang zwischen
pathologischem Scherstress und der TGFB-Expression demonstriert werden [72]. Des
Weiteren wurde auch in stenosierten humanen Aortenklappen eine erhdohte TGF[3-
Expression gemessen [44, 73].

Das in dieser Arbeit verwendete BR-Modell konnte im Gegensatz zu vielen
vorangehenden Modellen eine effektive Biomineralisation ohne die gezielte Zugabe von
TGFB erzielen. Es ist anzunehmen, dass dies mit einem Untergang von Endothelzellen
durch die BR-Kultur zusammenhangen koénnte, da hierdurch die der AKS
zugrundeliegende Endothellasion imitiert wird [63].

In den untersuchten Proben lie3 sich insbesondere in der Lamina ventricularis eine
Kalzifikation nachweisen, wahrend in erkrankten humanen Aortenklappen gezeigt
wurde, dass sich die Kalzifikation hauptsachlich auf die kollagenreiche Lamina fibrosa
konzentriert und dort ihren Anfang nimmt [7, 74]. Diese Unterschiede kdnnten durch
eine abweichende Scherstressbelastung im Bioreaktor hervorgerufen werden. Daruber
hinaus zeigte sich eine tendenziell geringere Kalzifikation der statisch kultivierten
Klappentaschen gegeniber den im BR kultivierten Proben. Dies ist woméglich auf die
fehlende mechanische Belastung der Klappentaschen zurickzufiihren.

Auch mechanische Stimuli allein  kénnten zur VIC-Aktivierung zu einem
myofibroblastischen Phanotyp beitragen [6, 72]. In diesem Zustand weisen die VIC eine
erhdhte a-SMA-Expression auf. Isolierter Dehnungsstress verstarkt die a-SMA-
Expression, wahrend Druckbelastung die a-SMA-Expression reduziert [58, 64, 75, 76].
In einer vorangehenden Publikation zu einem Bioreaktor-Modell, das eine kombinierte
Dehnungs- und Druckbelastung simuliert, wurde eine erniedrigte a-SMA-
Proteinexpression festgestellt [58, 64].

In dem hier verwendeten Modell zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der a-
SMA-Expression nach BR- oder statischer Kultivierung. Jedoch zeigte sich eine breitere
Streuung der a-SMA-Proteinexpression zwischen den Proben nach statischer
Kultivierung. Daher konnte womaoglich eine mechanosensible Regulation der a-SMA-
Expression vorliegen, wodurch es zu einer homogeneren Expression nach BR-Kultur
ohne Beeinflussung der Gesamt-Expression kommt. Zur Priifung dieser Hypothese sind
jedoch weitere Studien notig. Dass die Expression des Myofibroblasten-Biomarkers a-

SMA nach BR-Kultur gegenuber nativen Kontrollen unverandert bleibt, deckt sich also
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mit den Ergebnissen fur die TGFB-Expression, wo ebenfalls keine signifikante
Veranderung nach BR-Kultur gezeigt werden konnte.

Sowohl nach BR- als auch nach statischer Kultivierung kam es zu keiner Veranderung
der ALP-Genexpression. ALP regt die Hydrolyse von anorganischem Pyrophosphat und
B-GP an und stellt somit Phosphat fur die Kalzifizierung bereit [64, 77]. In bisherigen
2D- und 3D-VIC-Kulturen zeigte sich eine Abnahme der ALP-Expression durch die
Kultivierung [64, 78].

Im Gegensatz dazu zeigte sich im Rahmen des hier vorgestellten Modells keine
signifikante Abnahme der ALP-Expression. Dieser Befund deckt sich im Wesentlichen
mit einer vorangehenden Studie, die keine signifikante Ver&nderung der ALP-
Genexpression in humanen erkrankten Aortenklappen zeigte [39]. Dies kdnnte auf
einen weitgehenden Erhalt der ALP-Expression durch die dynamische BR-Kultivierung
hindeuten.

Die Alphal-Typ1l-Kollagen-Expression blieb nach BR-Kultur weitgehend unveréndertim
Vergleich zu nativen Kontrollen, nahm jedoch nach statischer Kultivierung signifikant
ab. Kollagen ist ein integraler Bestandteil der EZM, der dem Klappengewebe wichtige
strukturelle und funktionelle Eigenschaften verleiht. Dazu z&hlen unter anderem die
mechanische Stabilitat und die Signaltransduktion. Dehnungsstress sowie zirkulére und
biaxiale Belastung regen die Kollagen-Expression an und verstarken die Ausrichtung
der Kollagenfasern entlang der Belastungsrichtung [64, 75, 79, 80].

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass erkrankte humane Aortenklappen
eine deutliche Zunahme der Kollagenfaserdichte und -anzahl in der Spongiosa
aufweisen. Die Gesamtexpression an Kollagen &nderte sich jedoch nicht signifikant im
Vergleich mit gesunden Aortenklappen [56]. Dies deckt sich mit den Ergebnissen dieser
Arbeit, in der ebenfalls keine signifikante Veranderung der Gesamtexpression nach BR-
Kultur gemessen wurde. Daher stellt die mechanische Stimulation durch den pulsatilen
Fluss wahrscheinlich die Ursache fur den weitgehenden Erhalt der Kollagen-Expression
nach BR-Kultur dar.

Der beobachtete Abfall der Kollagen-Expression nach statischer Kultur deckt sich mit
den Ergebnissen ahnlicher statischer Modelle nach siebentagiger Kultur und ist am
ehesten auf die fehlende mechanische Stimulation zuriickzufiihren [81].

In der Summe lassen diese Ergebnisse vermuten, dass die dynamische ex-vivo-
Kultivierung an sich fir signifikante Genexpressions-Unterschiede zwischen statischer

und BR-Kultur verantwortlich ist.
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4.2.2 Pulsatiler Fluss und die Rolle von Osteopontin

In dieser Arbeit wurde die Expression von Osteopontin auf Genexpressionsebene
gemessen und die Proteinexpression, sowohl des ganzen Proteins als auch der C-
terminalen OPN-Fragmente, bestimmt. Das full-length-OPN wird stark phosphoryliert
und glykosyliert, sodass es zu einem veranderten Molekulargewicht von ca. 55-70kDa
kommt [64, 65]. Der Einfluss des OPN auf die Kalzifikation von Gefaf3en variiert je nach
Phosphorylierungsgrad [82]. Daruiber hinaus verandert sich die Funktionsweise von
OPN-Polymeren nach Crosslinking durch die Transglutaminase 2 [64, 82, 83].
In nativen Aortenklappentaschen zeigte sich eine deutlich starkere Bandenintensitéat bei
55kDa als nach BR- und statischer Kultur, sodass von einer htheren Expression von
full-length-OPN in nativen Taschen auszugehen ist.
Jedoch wird OPN von mehreren Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und Thrombin in ein
N-terminales und ein Integrin-bindendes C-terminales Fragment gespalten [64, 66]. Fur
das N-terminale OPN-Fragment wird eine prokalzifizierende Wirkung angenommen,
wéhrend das C-terminale Fragment wahrscheinlich antiinflammatorisch wirkt [64, 67,
69].
Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir das C-terminale OPN-Fragment (ca. 32kDa) keine
signifikanten Unterschiede zwischen nativen, im BR und statisch kultivierten Proben
gemessen.
Beim 15kDa-Fragment, einem weiter aufgespaltenen Fragment des C-terminalen OPN,
kam es zu einer deutlich héheren Expression nach BR-Kultur. Es fiel eine signifikant
hohere Bandenintensitat fur die prokalzifizierende BR-Bedingung gegeniber der
prokalzifizierenden statischen Kultur auf. Aufgrund einer hohen Standardabweichung in
den Vergleichsgruppen kam es zu keinem signifikanten Unterschied zwischen den
entsprechenden Bedingungen mit Standardmedium, es fiel jedoch eine tendenziell
niedrigere Expression nach statischer Kultur auf. In der Summe koénnten diese
Ergebnisse auf einen vermehrten OPN-Umsatz aufgrund der Kultivierung im BR
hindeuten.
Wahrend es nur zu einer leicht verdnderten OPN-Proteinexpression kam, wurde die
Genexpression starker beeinflusst. Es zeigte sich eine signifikant hohere OPN-
Expression nach BR-Kultur gegenuber nativen und statisch kultivierten
Klappentaschen. Dies konnte ebenfalls auf einen vermehrten Umsatz durch die
mechanische Belastung im BR zurtickzufiihren sein.
So zeigte eine Studie, die nicht-kalzifizierte mit kalzifizierten humanen Aortenklappen
verglich, erhéhte OPN-RNA- und -Plasma-Level in den erkrankten Klappen, wahrend
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die OPN-Proteinexpression in den Proben signifikant erniedrigt war [64, 85]. Weitere
Studien zeigten bereits eine verstarkte Expression von OPN und anderer Osteogenese-
Marker nach mechanischer Belastung [86, 87], wodurch die ausbleibende Veranderung
der OPN-Expression nach statischer Kultivierung erklart werden konnte.

Es ist bekannt, dass sich OPN vermehrt an kalzifizierte Regionen der sklerosierten
Aortenklappe anlagert, jedoch ist der Einfluss von OPN auf die AKS weiterhin
unzureichend erforscht [88]. OPN bindet womdglich Apatitkristalle und wird als
potenzieller Mineralisationsinhibitor betrachtet [64, 89]. So konnte in einer Studie in vivo
gezeigt werden, dass es bei OPN-defizienten Mausen zu einer deutlich starkeren
Aortenklappenkalzifizierung verglichen mit dem Wildtyp kommt [90]. Untersuchungen in
vitro belegen ebenfalls eine protektive Rolle von OPN an Mauseaorten [91]. Jedoch
nimmt die OPN-Expression bei menschlichen Aortenklappen mit fortschreitender
Kalzifizierung zu, was auf eine prodegenerative Wirkung hindeutet [92]. Es wird
angenommen, dass Splei3varianten und posttranslationale Modifikationen die Rolle von
OPN fir die Krankheitsprogression beeinflussen [64, 82, 88].

Aus diesem Grund sollte in weiteren Studien die Art und Weise der posttranslationalen
OPN-Modifikation charakterisiert und der Einfluss der Kultivierung unter pulsatilem
Fluss auf die Verdaumuster untersucht werden.

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass prokalzifizierende Medien
oder mechanische Belastung allein nicht ausreichend fir die Kalzifikation von
Aortenklappentaschen sind. Fur eine signifikante Aortenklappenkalzifizierung missen
demnach beide Faktoren vorliegen [64, 87].

Eine weitere Studie liefert Hinweise darauf, dass auch die Interaktion zwischen
mechanischer Belastung und Entziindungsprozessen von zentraler Bedeutung fir die
osteogene VIC-Differenzierung ist [64, 93].

Zusammenfassend lasst sich daher sagen, dass die Rolle von OPN in der AKS noch
nicht ausreichend erforscht ist, das hier verwendete Bioreaktor-Modell jedoch aufgrund
der dynamischen Kultivierung einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der

Pathophysiologie leisten kdnnte. Hierzu sind weitere Studien notig.

4.3 Eignung und Limitationen der angewandten Methoden

Im gewahlten Versuchsaufbau konnten einige potenzielle Stérvariablen nicht eliminiert
werden. So stellen ovine Aortenklappen aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu menschlichen
Aortenklappen ein beliebtes Modell fir Versuche in vivo und ex vivo dar. Die

Anwendbarkeit der in diesen Versuchen gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen
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ist jedoch nur eingeschrankt moglich, sodass zur abschlieRenden Klarung weitere
Studien an humanem Gewebe vonndéten sind [59].

Zudem wurden die Schafsherzen zwar unmittelbar nach der Schlachtung tiefgekthlt in
das Labor transportiert und schnellstmdglich prapariert, jedoch verstrichen im
Durchschnitt ca. anderthalb bis zwei Stunden zwischen Schlachtung und BR- bzw.
statischer Kultur.

Daruber hinaus ist aufgrund der Bezugsquelle der Herzen nicht sicher auszuschliel3en,
dass die Spendertiere Altersunterschiede aufweisen oder verschiedenen Schafsrassen
angehéren. Es kann auch Kkeine Aussage =zu Futterung, Gewicht und
Gesundheitszustand der Schafe zum Zeitpunkt der Schlachtung getroffen werden.

Um die Aussagekraft der gPCR- und Western-Blot-Versuche zu erhéhen, flossen auch
von Dr. Sabine Feichtner generierte BR-Proben in die Wertung mit ein. Diese wurden
jedoch, wie bereits im vorigen Abschnitt erwahnt, leicht abweichend kultiviert, sodass

es auch hierdurch zu Verzerrungen kommen kann.

4.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Effekt der BR-Kultivierung auf die Genexpression
des Hypoxiemarkers HIF-1a sowie seines Zielgens VEGF beobachtet. Da auch
hypoxische Kulturbedingungen im hier verwendeten Modell darstellbar sind, kdnnte
dieser Aspekt der Aortenklappendegeneration in weiteren Studien untersucht werden.
Hierzu sind weitere Studien in unserer Forschungsgruppe geplant.

Diabetes Mellitus ist seit vielen Jahren als wichtiger Risikofaktor der AKS belegt [14]. In
einer weiteren Arbeit aus unserer Forschungsgruppe, die auf den hier dargestellten
Ergebnissen aufbaut, wurden der Einfluss von Hyperglykamie und Hyperinsulinamie auf
die Aortenklappendegeneration im BR-Modell sowie nach statischer Kultivierung
untersucht [94].

In vorangehenden Studien konnte gezeigt werden, dass fir eine signifikante
Aortenklappenkalzifizierung neben prokalzifizierenden Medien auch mechanische
Belastung und Entziindungsprozesse entscheidend sind [87, 93]. Das in dieser Arbeit
vorgestellte BR-Modell kdnnte in zukinftigen Studien zur Untersuchung dieser
Zusammenhange genutzt werden, indem bspw. pro-inflammatorische Substanzen wie
Lipopolysaccharide dem Kulturmedium zugegeben werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das in dieser Arbeit verwendete BR-Modell
AKS-typische Veranderungen auf Gen- und Proteinebene hervorruft und sich durch

einen Erhalt der physiologischen Gewebsmorphologie sowie des Kollagengehalts
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auszeichnet. In weiteren Studien kann somit ein Beitrag zur AKS-Ursachenforschung
geleistet werden.
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