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Zusammenfassung

Bei fortgeschrittenen Herzklappenerkrankungen ist in vielen Féllen ein
Klappenersatz indiziert. Bei den Uberwiegend eingesetzten biologischen
Prothesen fihrt im Laufe der Jahre kalzifizierende Degeneration zu einem
Implantatversagen. Eine Vorbehandlung der Transplantate zwecks Reduktion
der Immunantwort des Empféngers ist hierbei von Bedeutung. In der Friihphase
der Atherosklerose ist oxidativer Stress durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
von Bedeutung. Zudem gibt es Hinweise, dass oxidativer Stress auch ein
wesentliches Element bei der kalzifizierenden Degeneration der Aortenklappe
darstellt. Die Superoxiddismutase (SOD) gilt als zentrales Enzym flir den Abbau
der ROS.

Basierend darauf war es das Ziel der vorliegenden Studie, den Einfluss
oxidativen Stresses auf die Degeneration biologischer kardiovaskulérer
Allografts im heterotopen Ratten-Transplantationsmodell zu untersuchen und so
eine Plattform flr anschlieBende Untersuchungen zum Thema zu schaffen.
Hierzu wurden Ratten mit einer loss-of-function-Mutation des Genes der
extrazellularen SOD (SOD3) als Modellorganismus flr oxidativen Stress
verwendet. Sowohl die SOD3-defizienten Ratten als auch SOD3-kompetente
Kontrolltiere erhielten entweder Detergens-dezellularisierte oder
kryopraservierte Allografts der Aorta samt Aortenklappe von Spenderratten. Die
Prothesen wurden nach 4 und 12 Wochen in vivo explantiert und in Hinsicht auf
potenzielle Veranderungen wie Kkalzifizierende Degeneration und chondro-
osteogene Transformation histologisch untersucht.

In dieser Studie konnte erstmals ein Implantationsmodell zum Einfluss
von oxidativem Stress auf die Degeneration biologischer Aortenklappen-
Allografts etabliert werden. Vermehrter oxidativer Stress durch SOD3-Defizienz
fUhrte zu einer stérkeren Kalzifizierung kryopraservierter Implantate binnen 12
Wochen (p<0,05), wéhrend die Degeneration in dezellularisierten Prothesen
generell schwacher ausgepréagt war und keine Gruppenunterschiede aufwies.
Weitere Modelle mit deutlicherer Erhdhung des oxidativen Stresses oder
lAngeren Beobachtungszeitraumen sind erforderlich, um die Rolle der ROS fir

die Degeneration biologischer Prothesen weiter zu entschllsseln.



Abstract

In advanced valvular heart disease, valve replacement is indicated in
many cases. Biological prostheses which are first choice for most patients
undergo progressive calcifying degeneration finally leading to implant failure.
Pretreatment of the grafts to reduce the immune response of the recipient is
important. In the early phase of atherosclerosis, oxidative stress caused by
reactive oxygen species (ROS) is important. In addition, there is evidence that
oxidative stress is also an essential element in calcifying degeneration of the
aortic valve. Superoxide dismutase (SOD) is considered a key enzyme for the
degradation of ROS.

Based on this, the aim of the present study was to establish the influence
of oxidative stress on the degeneration of biological cardiovascular allografts in
the heterotopic rat transplantation model, thus providing a platform for
subsequent studies on this topic. For this purpose, rats with a loss-of-function
mutation of the extracellular SOD (SOD3) gene were used as a model organism
for oxidative stress. Both SOD3-deficient rats and SOD3-competent control
animals received either detergent-decellularized or cryopreserved allografts of
the aorta including the aortic valve from donor rats. The prostheses were
explanted after 4 and 12 weeks in vivo and examined histologically for potential
changes such as calcifying degeneration and chondro-osteogenic
transformation.

This study was the first to establish an implantation model for examination
of the influence of oxidative stress on the degeneration of biological aortic valve
allografts. Increased oxidative stress due to SOD3-deficiency resulted in
increased calcification of cryopreserved implants within 12 weeks (p<0.05),
whereas degeneration in decellularized prostheses was generally weaker and
showed no group differences. Further models with more significant increase in
oxidative stress or longer observation periods are needed to further translate the

role of ROS in the degeneration of biological prostheses.
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1 Einleitung

Herzklappenerkrankungen treten besonders haufig mit einer steigenden
Pravalenz bei zunehmendem Alter auf (1,2). Hierbei ist die degenerative
kalzifizierende Form der Aortenklappenstenose, Calcific Aortic Valve Disease
(CAVD), die am haufigsten erworbene Herzklappenerkrankung. Die Vermutung
steht, dass Aortenklappenstenosen  ahnliche  Risikofaktoren  und
inflammatorische Prozesse aufweisen, wie es bei der Atherosklerose der GefaBe
der Fall ist. Der Goldstandard bei behandlungsbedirftigen Stenosen ist der
operative Klappenersatz mit Entfernung der verkalkten Klappe und Implantation
einer Klappenprothese (3-6).

Die Haltbarkeit der Herzklappenprothesen ist jedoch nicht lebenslang.
Haufig fuhrt kalzifizierende Degeneration im Laufe der Jahre zu einem
Implantatversagen (7).

Zudem wurde festgestellt, dass oxidativer Stress in Kkalzifizierten
Regionen stenotischer Herzklappen erhdht ist (8). Basierend auf bestehenden
Forschungsergebnissen liegt die Vermutung nah, dass auch in der Degeneration
von Herzklappenprothesen oxidativer Stress eine entscheidende Rolle spielen

kdnnte.

1.1 Atherosklerose und weitere degenerative Faktoren

Atherosklerose ist die haufigste vaskuldre Erkrankung der mittleren und
groBen Arterien, wobei Nikotinabusus, Diabetes mellitus und arterielle
Hypertonie zu den Hauptrisikofaktoren zahlen (9). In der Frihphase der
Atherosklerose spielt oxidativer Stress durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
eine wichtige Rolle. Lipide und Lipoproteine sammeln sich im subendothelialen
Raum der Arterienwand an, werden durch ROS oxidiert und zéhlen daher zu den
Auslésern in der GefaB- und Klappenverkalkung (10). Zudem konnten oxidierte
Lipideinlagerungen in kalzifizierten, stenosierten Herzklappen beobachtet
werden (11,12). MaBgeblich verantwortlich flr die hdAmodynamische Progression
der Aortenklappenstenosen ist die Kalzifizierung (13). Hierbei sind

inflammatorische Prozesse, voranschreitendes Alter, Urdmie und oxidativer



Stress primére degenerative Faktoren (11,13). Des Weiteren spielt die osteo-
chondrogene Transformation eine wichtige Rolle in der vaskulédren Verkalkung
(13). Deskriptive ~ Studien  konnten  eine  Verbindung  zwischen
Aortenklappenverkalkungen und Zellverdnderungen wie Expressionen von
Osteoblasten, Zellproliferation und Atherosklerose aufweisen (11,14,15).
Zusammenfassend scheinen sowohl Lipidablagerungen als auch die
Mineralisierung, bis hin zur chondro-osteogenen Transformation aktive

SchlUsselrollen im Rahmen der kardiovaskularen Degeneration zu spielen (16).

1.2 Herzklappenprothesen und Prothesenversagen

Bei fortgeschrittenen Herzklappenerkrankungen ist in vielen Féllen ein
Klappenersatz indiziert, wobei insbesondere &ltere Patienten zunehmend von
den Fortschritten in der kardiovaskularen Medizin profitieren (17). Biologische
Klappenimplantate werden immer haufiger eingesetzt, da diese im Vergleich zu
mechanischen  Prothesen  physiologischere  Eigenschaften  besitzen.
Mechanische Klappenprothesen aus Carbon weisen zwar eine deutlich langere
Haltbarkeit auf und es ist meist nur eine einzige Operation notwendig, allerdings
sind die Patienten infolge dessen auf eine lebenslange strenge
Antikoagulationstherapie angewiesen, welche wiederum mit schweren
Nebenwirkungen verbunden ist (18).

Bei Patienten im Alter von Uber 60-65 Jahren wird meist ein biologischer
Herzklappenersatz verwendet (4). Die haufigste Form hierbei sind
Xenotransplantate, meist bovinen oder porcinen Ursprungs, die vor der
Transplantation anti-degenerativ behandelt und in einer Polyestermanschette
fixiet werden. Diese benétigen, im Gegensatz zu mechanischen
Klappenprothesen, nur eine kurzzeitige oder gar keine Therapie mit
Antikoagulantien und weisen hierbei deutlich physiologischere Eigenschaften als
mechanische Klappenprothesen auf. Menschliche Allografts von verstorbenen
Spendern erzielen gute langfristige Ergebnisse, da die Immunantwort des
Empféangers geringer ausfallt als bei Xeno-Implantaten. Allerdings ist die

Verfligbarkeit stark eingeschrankt, sodass diese Option nicht als



Standardverfahren betrachtet werden kann. Hierbei gilt ebenso nach
Implantation eine kurze Antikoagulationstherapie. (18)

Eine lebenslange Haltbarkeit der verfligbaren biologischen Implantate ist
nicht gewéhrleistet, da héaufig immunologisch getriggerte kalzifizierende

Degeneration zu einem Implantatversagen fihrt (7).
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Abbildung 1.1 Die 3 gédngigen Formen des Herzklappenersatzes. Xenograft porcinen Ursprungs (A),
mechanische Herzklappe (B) und menschliche Allografts (C).

Die Mortalitat nach Herzklappenersatz hangt von verschiedenen Faktoren
ab, wie z.B. der Erfahrung der Operateure, ein Klappenersatz zum wiederholten
Male, ein einzelner oder mehrfacher Klappenersatz oder ein perioperativer
Myokardschaden. Das Risiko einer frihen Mortalitat ist dariber hinaus bei
notfallmaBigen Operationen erhdht. Spate Todesursachen nach Implantation
beruhen auf Arrhythmien, progredienter myokardialen Degeneration,
fortgeschrittenem Alter oder Prothesen-Versagen. (19,20)

Eine wichtige Ursache des Prothesen-Versagens ist immunologischer
Natur (21). Daher ist eine Vorbehandlung der Transplantate, zwecks Reduktion
der Immunantwort des Empféangers, von Bedeutung, wobei eine
Dezellularisierung — also die gezielte Entfernung aller zelluldren Bestandteile der
Prothese vor Implantation - inflammatorisch-degenerative Prozesse reduzieren
kann. Dies ist dadurch begriindet, dass sich die Immunantwort des Empféngers

primar gegen zellulare Proteine der Implantate richtet, und damit dezellularisierte



GerUst-Implantate weniger Immunreaktion triggern (22-24). Dezellularisierte
Herzklappenprothesen werden daher seit einigen Jahren intensiv experimentell
und mittlerweile auch klinisch beforscht, da sie eine vielversprechende Option
zur Optimierung der Haltbarkeit biologischer kardiovaskuldrer Prothesen
darstellen.

Sicher ist, dass Verkalkungen und oxidative Verdnderungen mit einer
progredienten Funktionsstérung der bioprothetischen Herzklappen verbunden
sind (25,26).

1.3 oxidativer Stress, Rolle von SOD3

1.3.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind Zwischenprodukte von
Sauerstoffmolekilen, die als sekundére Botenstoffe innerhalb der Zellen
fungieren. Erhdhte Konzentrationen und/oder unzureichender Abbau von ROS
resultiert in oxidativem Stress (8), welcher zur Pathogenese der endothelialen
Dysfunktion und den daraus resultierenden GefaBschaden gehort.(27,28)

Stickstoffmonoxid (NO) weist anti-inflammatorische, antikoagulative und
vasodilatatorische Eigenschaften auf und gilt als wichtiger Regulator der
Homdostase und Pathologie von Herzklappen (29,30). Sauerstoffradikale
kénnen hierbei durch Synthese zu einer reduzierten NO-Bioverfligbarkeit flhren
und dessen vasoprotektive Eigenschaften mindern. Das hieraus entstehende
Peroxynitrit (Abbildung 1.2) wirkt zusatzlich gewebsschadigend und fihrt zu
endothelialer und mitochondrialer Dysfunktion (27,28). Zudem konnte in M&usen
mit einem endothelialen NO-Mangel eine Aortenklappensklerose hervorgerufen
werden (31), welche erneut auf die vasoprotektiven Eigenschaften schlieBen

|asst.

NO
Oy > ONOO"

Abbildung 1.2 Superoxid (O.) reagiert mit Stickstoffmonoxid (NO) zu Peroxynitrit (ONOO').



1.3.2 Superoxiddismutase

Als groéBter Abwehrmechanismus von Sauerstoffradikalen und
Peroxynitrit (ONOO-) zahlen die Superoxiddismutasen (SOD). Diese katalysieren
die Dismutation von Sauerstoffradikalen (O.) in Sauerstoff (O;) und in
Wasserstoffperoxid (H.O.) (Abbildung 1.3) (28). Dadurch erfolgt eine indirekte
Hemmung der Reaktion von Superoxid und Stickstoffmonoxid (NO) zu dem
gewebsschadigendem Peroxynitrit (Abbildung 1.2). Um eine UberméaBige
Bildung von Peroxynitrit zu verhindern, muss daher eine ausreichende

Enzymaktivitat der SOD vorhanden sein.

O2 4073 —> H202 + O2

Abbildung 1.3 Superoxiddismutasen (SOD) bauen Superoxid (O) zu Wasserstoffperoxid (H.0,) und
Sauerstoff (O,)

In S&ugetieren bestehen 3 Isoformen der Superoxiddismutase. Die
zytosolische SOD1 und die mitochondriale SOD2 als intrazelluléare Varianten,
sowie SODS3 als extrazelluldare Kupfer-Zink-lsoform (29,32). Die SOD3 wird
hauptséchlich von vaskuldren Glattmuskelzellen und Fibroblasten produziert
und bindet an die extrazellulare Matrix und an endothelialen Zelloberflache (28).

SOD3 z&hlt im kardiovaskuldren System zur prdédominanten Isoform, und
erhdhte  Konzentrationen verhindern den Abbau von NO durch
Sauerstoffradikale (33). Dementsprechend ist die extrazellulare Form ein
wesentlicher bestimmender Faktor der NO-Bioverfligbarkeit und weist eine
wichtige protektive Rolle in der GefaBwand auf (34). SOD3 zeigt einen
erheblichen Einfluss in einer Vielzahl an Pathologien, jeweils abh&angig von
oxidativem Stress, einschlieBlich arterieller Hypertension, Herzversagen,

Ischdmie-Reperfusionsschaden und Lungenschadigung (35-38).



Waéhrend die SOD3 in den meisten Geweben nur einen kleinen Anteil der
gesamten SOD-Aktivitdt ausmacht, gelang es Stralin et al. eine auBergewdhnlich

groBe Menge an SODS3 in menschlichen BlutgefaBwéanden darzustellen. (39)

1.4 Ziele der Arbeit

Zusammenfassend spielt SOD3 eine signifikante kardioprotektive Rolle
als zentrales Enzym fir den Abbau der ROS. Welche Stellung ROS im
degenerativen Mechanismus von Herzklappenprothesen haben, wurde nach
aktuellem Kenntnisstand noch nicht untersucht. Eine reduzierte Aktivitat von
SOD3 spielt eine entscheidende Rolle bei der Bildung von erhéhtem oxidativem
Stress im kardiovaskuldren System und kann daher moéglicherweise zur
Degeneration von kardiovaskularen Implantaten beitragen.

Vorausgehende Studien konnten eine verminderte SOD3-Aktivitat in
Ratten durch eine SOD3-E124D-Mutation verursachen. Hierbei konnte eine
verstarkte endotheliale Dysfunktion in der Aorta (40), sowie eine verminderte
Schutzwirkung gegenuber der Entwicklung von pulmonaler Hypertonie
nachgewiesen werden (41). Zudem ist die Wahl der Alimentation entscheidend,
da hierbei pathologische Stoffwechselzustdénde und die daraus resultierende
Degeneration von kardiovaskularen Strukturen in Ratten induziert werden
kénnen (42).

Basierend darauf war es das Ziel der vorliegenden Studie, den Einfluss
oxidativen Stresses durch ROS auf die Degeneration allogener kryopréservierter
sowie dezellularisierter Aortenkonduits im heterotopen Transplantationsmodell
in SODB3-defizienten Ratten zu untersuchen und so eine Plattform fir

anschlieBende Untersuchungen zu diesem Thema zu schaffen.



2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Alle Versuchstiere, die im Rahmen dieser Dissertation bendtigt wurden,
entstammen  der Zentralen  Einrichtung fur  Tierforschung  und
Tierschutzaufgaben (ZETT) des Universitatsklinikums Disseldorf und wurden
unter Lizenz von Transposagen Biopharmaceuticals Inc. (Lexington, KY, USA)
gezlchtet. Die Zucht, sowie samtliche Tierversuche wurden durchgefuhrt unter
geltender Tierschutz-Versuchstierverordnung und mit den Aktenzeichen
84-02.04.2015.A207 und 84-02.04.2016.A495 durch das Landesamt fur Natur,
Umwelt und Verbrauchschutz (LANUV) Nordrhein-Westfalen genehmigt.

Wistar-Ratten wurden als Spender fir Prothesenallografts verwendet (43).
Ratten mit einer loss-of-function-Mutation des Genes der extrazelluldren
Superoxiddismutase (SOD3F'?*P)/(SS-Sod3m1Mcwi) wurden als
Modellorganismus flir oxidativen Stress verwendet. Diese Mutation beschrankt
sich auf den Austausch einer Glutaminsdure durch eine Asparaginsdure im
Codon 124. Hierdurch kommt es zu einer eingeschrankten Aktivitdt der
extrazelluldren SOD. Sowohl die SOD3-defizienten Ratten (Homo/SOD3'?*P) als
auch die SOD3-kompetenten Kontrolltiere (Wt), entstammen eines Dahl/SS-
Stammes (SS/JrHsdMcwiCrl; Charles River Laboratories International Inc.,
Wilmington, MA, USA).

Zur Vermeidung von potenziellen protektiven Ostrogen-abhéngigen
Effekten auf die Degeneration der Prothesen (44), wurden ausschlieBlich
mannliche Versuchstiere verwendet.

Alle Versuchstiere erhielten salzarmes Spezialfutter (Diat AIN-76a; Ssniff,
Soest, Deutschland), um die Belastung des kardiovaskuldren und renalen

Systems der Tiere zu mindern.

2.1.1 Spender Aortenprothesen Explantation
Die  mikrochirurgische  Vorgehensweise der Spenderprothesen
Explantation verlief nach dem im Vorfeld publizierten Schema (43). Die

Spenderraten wurden mit 2,0-2,5 % Isofluran euthanasiert und durch eine Zwei-



Hohlen-Erd6ffnung wurde das Herz samt thorakalen Aorta explantiert. Das
explantierte Gewebe wurde mit PBS und 12,5 IU/mL Heparin gesplilt.
AnschlieBend wurde unter dem Mikroskop ein U-férmiger Aortenkonduit samt
Aortenklappenring und angrenzendem Myokard freiprapariert und in
Natriumchlorid (NaCl) gespult (Abbildung 2.1-A). Die fertigen Aortenkonduiten
wurden direkt im Anschluss zur Weiterverarbeitung detergenz-dezellularisiert

(Abbildung 2.1) oder kryopréaserviert.

!IIIIIIHI,III ‘IIII|IIIIIIIII
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Abbildung 2.1 Aortenprothesen. Explantierte und préparierte native Aortenprothese (A) und detergenz-
dezellularisierte Aorten Konduit (B) samt angrenzendem Myokard (schwarzes Sternchen). (modifiziert von
Assmann et al. (43))

2.1.2 Detergenz-Dezellularisierung

Die Dezellularisierung erfolgte unter der Sterilbank. Pro Durchlauf wurden
zwei Aorten Konduits von Spenderratten in je 12 mL Lésungen gelegt. Diese
wurden innerhalb der ersten drei Tage abwechselnd durch vier je zwélfstindige
Zyklen mit 0,5% Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,5% Natriumdesoxycholat (DCA)
und 0,05% Natriumazid (NaN3) in destilliertem Wasser, sowie zwei Zyklen von
jeweils zwei Stunden mit 1kU/mL DNase 1 in PBS gesplilt. Nach dem dritten Tag
folgten vier Zyklen von jeweils 24 Stunden mit 1% Penicillin/Streptomycin in PBS,
sodass nach sieben Tagen die dezellularisierten Spenderprothesen implantiert

werden konnten. Jeder Spuilvorgang erfolgte auf dem Schuttler mit 220 U/min.

2.1.3 Kryopraservierung
Die Kryopraservierung erfolgte durch Dublecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSQO) und 10% fetal calve serum (FCS) bei



4°C. Fur eine 10 mL Lésung wurden 7 mL DMEM (4,5 g/mol), 1 mL DMSO und
2mL FCS vermischt. Die Aortenkonduits wurden nach Explantation mit Hilfe
einer Propan-2-ol Box 1°C pro Minute auf -80°C heruntergekihlt und 4 Wochen
lang gelagert. Vor Implantation wurden diese aufgetaut, finfmal in 7 mL
Jonosteril gespult, bis es nicht mehr schdumte und anschlieBend in 7 mL

Jonosteril fUr die Implantation bereitgestellt.

2.1.4 Aortenprothesen-Implantation

Zwei Wochen vor der Aortenprothesen-Implantation wurde den
Empfangerratten nach dem zuvor beschriebenen Verfahren (45) eine
Aortenregurgitation (AR) zugefuhrt. Eine detaillierte Beschreibung des
Verfahrens wirde den Umfang dieser Dissertation sprengen. Letztlich wurde den
Empféangertieren unter Vollnarkose ein Katheter (20 gauge) in die distale Carotis
Arterie eingefiihrt. Durch die parallellaufende Echokardiographie konnte der
Katheter durch ein Segel der Aortenklappe gedriickt werden und eine akute AR
hervorrufen.

Mit Hilfe des schon publiziertem Verfahrens der Infrarenalen
Aortenprothesen Implantation (43) wurden vorgefertigte detergenz-
dezellularisierte als auch die kryopréservierten Aortenprothesen implantiert.
Hierbei wurden die Empfangerratten mit Isofluran betdubt und anschlieBend
Uber eine Inhalationsmaske mit 2,0-2,5% Isofluran in Sauerstoff beibehalten.
Eine mediane Laparotomie er6ffnete den Weg zur infrarenalen Aorta, sodass die
vorbehandelten Konduiten durch End-zu-Seit-Anastomose an die infrarenale
Aorta angenéht wurden. Die native Aorta zwischen den Anastomosen wurde
abgebunden, damit eine ausreichende Implantatdurchblutung gewéhrleistet
werden konnte (Abbildung 2.2).

Sowohl die SOD3-defizienten Ratten (Homo/SOD3f'%") als auch die
SOD3-kompetenten Wildtyp Dahl/SS-Kontrolltiere (Wt) erhielten entweder
detergenz-dezellularisierte (dezell) oder kryopraservierte (kryo) Allografts der

Aorta samt Aortenklappe.
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decellularization

Jf"(\\\)_

aortic conduit explantation cryopreserved aortic conduit implantation

Abbildung 2.2 Implantation der Aortenprothesen. Empféngerratten erhielten entweder detergenz-
dezellularisierte oder kryopréservierte Allografts von Spenderratten (A). U-férmige Aortenprothesen wurden
mit einer End-zu-Seit-Anastomose an die Infrarenale Aorta mit der Aortenklappe in proximaler Position
angebracht (B). Die Aortensektion zwischen der Anastomose wurde ligiert (schwarzer Pfeil). Das schwarze
X weist auf den kranialen Teil der Infrarenalen Aorta, das schwarze Sternchen zeigt den kaudalen Teil.
(modifiziert nach Assmann et al. (43))

2.2 Materialentnahme

2.2.1 Probenexplantation

Nach 4 oder 12 Wochen erfolgte eine Doppler-Sonografie um eine
regelrechte Durchblutung sowie Klappenmotailitat der Prothesen sicherzustellen.
Darauffolgend wurden die Aortenprothesen sowie die native thorakale Aorta
nach 4 oder 12 Wochen in vivo explantiert und in 4 Regionen zur histologischen

Auswertung aufgeteilt (Abbildung 2.3).

Abbildung 2.3 Aufteilung der Aortenprothesen. A1 - proximale Anastomose samt Aortenklappe, A2 - Aorta
ascendes, B1 - Aorta descendes und B2 - distale Anastomose (modifiziert nach Assmann et al. (46))

Zur Messung der totalen SOD-Aktivitdt wurde zudem intraoperativ Blut
von der Vena Cava inferior entnommen. Die Prdparate zur
molekularbiologischen Auswertung wurden im Ganzen in MikroreaktionsgefaBe

gegeben.
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2.2.2 Einbettung

Vier Einbettschalchen wurden mit Kryo-Compound geftillt und die zuvor
geteilten 4 Sektionen wurden jeweils in ein Schélchen eingelegt. Ca. 100mL
Isopentan wurden in ein Becherglas geflllt und der gefillte Becher wurde
anschlieBend fur ca. 30 Sekunden in flissigen Stickstoff gehalten. Darauffolgend
wurden die Einbettschélchen einzeln in das Isopentan hineingelegt, bis diese
vollstdndig eingefroren sind. Die jeweiligen Einbettschdlchen wurden daraufhin
bei -20°C gelagert und innerhalb von wenigen Tagen zur histologischen

Auswertung weiterverwendet.

2.3 Histologische Auswertung

Zur histologischen Auswertung wurden insgesamt 38 Aortenprothesen
untersucht. Hierbei wurden 18 detergenz-dezellularisierte Prothesen 20
kryopraservierte Aortenprothesen nach 4 bzw. 12 Wochen in vivo explantiert
(Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1 Versuchstiergruppen der vorliegenden Studie bezogen auf die Tiere, welche fiir die histologische
Auswertungen verwendet wurden. Detergenz-dezellularisierte (dezell) und kryopréservierte (kryo) Aorten
Allografts wurden in SOD3-defiziente (Homo/SOD3f'2) oder Wildtyp (Wt) Ratten implantierten. Die
Versuchstiere wurden f(r 4 oder 12 Wochen nach Implantation gehalten.

Versuchs- Explantations- = Versuchsbedingung Konduit Typ = Empfangerratte
gruppe Zeitpunkt (Anzahl der Versuchstiere) (Genotyp)
(Wochen) dezell kryo
Wt 4 4 5 5) Wit
Wit 12 12 5 5 Wit
Homo 4 4 5 5 SOD3-E124D
Homo 12 12 3 5 SOD3-E124D

2.3.1 Kryotomie

Die im Kryo-Compound eingebetteten Aortenprothesen wurden in jeder
der 4 Sektionen (proximale Anastomose samt Aortenklappe (A1), Aorta
ascendes (A2), Aorta descendes (B1) und distale Anastomose (B2)) 5 um dinn
geschnitten. Es erfolgten je zwei Kryostatschnitte pro Objekttrager auf

insgesamt 15 Objekttragern je Sektion. Es wurde darauf geachtet, einheitliche
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Schnittebenen in den jeweiligen Sektionen zu treffen. Im Anschluss wurden die
einzelnen Objekttrager in einer -20°C Kuhltruhe eingelagert und zeitnah fir die

jeweiligen histologischen Farbungen verwendet.

2.3.2 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Die Hadmatoxylin-Eosin-Farbung hilft, verschiedene Gewebestrukturen als
schnelle Ubersichtsfarbung darzustellen. Alle basischen Strukturen, wie
Zellplasmaproteine und Kollagene, werden durch Eosin rot geférbt, alle sauren
Strukturen, wie die DNA im Zellkern, werden durch Hamalaun blau.

Die Kryoschnitte wurden fir je eine Minute in Hamatoxylin, anschlieBend
destilliertes Wasser (Aqua dest), sowie 4-5% Essigsaure und erneut Aqua dest
eingetaucht. Nach weiteren zwei Minuten unter flieBendem Leitungswasser,
folgte eine Minute in 70% Ethanol und zwdlf Minuten in Eosin. Die Farbung
wurde darauffolgend in aufsteigender Ethanolreihe eine Minute in 70%, zweimal
eine Minute in 96% und zweimal eine Minute in 100% entwassert. AbschlieBend
wurden die Schnitte zweimal je eine Minute in Xylol getaucht. Nach der

Lufttrocknung wurden die gefarbten Aortenschnitte mit Leica eingedeckt.

2.3.3 Von Kossa Farbung

Die Von Kossa Farbung dient als Nachweis von Calciumablagerungen in
Geweben wie z.B. der Aorta. Um einen erfolgreichen Farbedurchgang
sicherzustellen, wurde stets eine nachgewiesen verkalkte Aortenprobe als
Positivkontrolle mitgefiihrt.

Zunachst wurden die Schnitte bei -20°C fur acht Minuten in Aceton gelegt.
Nach anschlieBender funf-mindtiger Lufttrocknung wurden die Objekttrager kurz
in Aqua dest getaucht und in 5% Silbernitratiésung unter einer Neonréhre
abgestellt. Wahrend des Farbevorgangs wird das Calcium im Gewebe reduziert
und durch Silberablagerungen ersetzt. Nach 60 Minuten wurden die Schnitte in
drei Zyklen von je drei Minuten mit Aqua dest gespdult. Durch eine anschlieBende
zwei-minUtige Reduktion in Natriumkarbonat-Formaldehydlésung, wird das
Silber in Form von schwarzbraunen Ablagerungen sichtbar. Daraufhin folgten

zehn Minuten unter flieBendem Leitungswasser, funf Minuten in 5%
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Natriumthiosulfatiésung, um Uberschissiges Silber zu entfernen, und weitere 15
Minuten unter flieBendem Leitungswasser. Nach drei Minuten in Aqua bidest,
wurden zur Darstellung der Zellkerne die Schnitte zehn Minuten lang in
Kernechtrot-Aluminiumsulfat getaucht. Das Uberschissige Kernechtrot wurde
nach erneuten drei Minuten Aqua dest rausgespult und es folgte eine
Entwé&sserung der Proben Uber eine aufsteigende Alkoholreihe in je zwei Minuten
50%, 70%, 80% und 100% Ethanol. Zuletzt wurden die Schnitte zweimal fir je
finf Minuten in Xylol getaucht und nach Lufttrocknung mit dem Leica

Eindeckmedium eingedeckt.

2.3.4 Movat Pentachrom Farbung

Die Movat Pentachrom Farbung wird genutzt, um alle Komponenten des
Gewebes in einer Ubersichtsfarbung darzustellen. Zudem I&sst sich diese auch
gut als Knorpelfarbung zum Vorweisen von Proteo-/Glykosaminoglykanen
nutzen.

Vor dem Farbegang wurden die Objekttréager tGiber Nacht im Inkubator auf
37°C erwarmt. Am n&chsten Tag startete die Farbung zun&chst mit finf Minuten
Aqua dest, zehn Minuten 4% Formalinlésung zur Fixierung und erneut funf
Minuten Aqua dest. Nach zehn Minuten in auf ca. 50°C erhitzter Bouin’s Lésung
wurden die Schnitte zehn Minuten unter flieBendem, kaltem Leitungswasser
abgespllt. Es folgten funf Minuten in 5%igem Natriumthiosulfat und eine
mehrfache Spllung mit frischem destilliertem Wasser flr zweimal zwei Minuten
und eine Minute. Als nachstes wurden mit 1% Alcianblau fir 20 Minuten die
Muzine und Glykosaminoglykane geférbt. Der Uberschuss wurde mit flieBendem
Leitungswasser fUr dreieinhalb Minuten weggespult. Zur Stabilisierung folgten
zehn Minuten in auf 60°C erhitztem alkalischen Alkohol und erneute dreieinhalb
Minuten unter flieBend Wasser. Die Schnitte wurden danach zur Farbung der
Zellkerne und elastischen Fasern fur neun Minuten in die frisch angesetzte
Weigert’s Eisenhdmatoxylin L6sung eingelegt. Nach einem weiterer
Spulvorgang mit einer Minute unter flieBendem Wasser, zweimal zwei Minuten
und eine weitere Minute in je frischen Schélchen mit Aqua dest, folgte eine

Minute in Brilliant-Crocein-Saurefuchsin. Hierbei farbten sich die Muskulatur und
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das Fibrin sowie Fibrinoid. AnschlieBend wurde wieder mit zweimal zwei Minuten
und eine Minute frischem destillierten Wasser gespiilt. Es folgten zwei flinf-
Minuten-Durchlaufe zuerst mit 5% Phosphorwolframséure und darauffolgend
mit 1%iger Essigsaure. Im Anschluss wurden die Schnitte wieder mehrfach
gespult mit zweimal zwei Minuten und einer weiteren Minuten, jeweils mit Aqua
dest. Nachfolgend wurde mit einer Minute 96%igem Ethanol und zweimal einer
Minute 100%igem Ethanol entwéassert. Die letzte Farbung erfolgte durch acht
Minuten in alkoholischem Safran. Zwei weitere einminitige Entwasserungen in
100%igem Ethanol und dreimal finf Minuten in Xylol zur Entfettung schlossen
den Farbevorgang ab. Nach einer kurzen Lufttrocknung wurden die gefarbten

Objekttrager mit dem Leica Eindeckmedium eingedeckt.

2.3.5 Erstellung der Mosaike

Zu Ubersichts- und Auswertungszwecken wurden samtliche gefarbten
Schnitte unter einem Lichtmikroskop in hoher Auflésung mit 10-facher
VergroBerung abfotografiert und zu Mosaiken zusammengestellt. Hierzu wurde
ein Plugin von ImageJ verwendet (Abbildung 2.4 - A). Je nach GrbBe des
Schnittes wurden hierbei zwischen 10 und 27 Einzelbilder automatisiert zu einem

groBen Bild zusammengeflgt (Abbildung 2.4 - B).

[ ] @ Grid/Collection stitching

A

Type | Unknown position

Order  All files in directory (<]

Please note that the Stitching is
based on a publication. If you use

it for your research please be so

kind to cite us:

Preibisch et al., Bioinformatics (2009)

Cancel OK

Abbildung 2.4 Erstellung eines Mosaiks. Stitching Plugin von Imaged (A) durch die Auswahl der
unbekannten Reihenfolge der Bilder. Die Bilder wurden danach vom Programm automatisch
zusammengefiigt und zeigten in einem groBen Mosaik die Ubersicht des jeweiligen Aortenschnitts (B)
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2.3.6 Intima/Media-Ratio

Um eine Intimahyperplasie oder eine Bildung von Neointima darzustellen,
wurde bei den Hamatoxylin-Eosin-geférbten Schnitten die Intima vermessen.
Mittels der Software Image J konnte jeder Aortenschnitt an acht Stellen
ausgemessen werden (Abbildung 2.5). Im Anschluss wurde ein Mittelwert je
Aortenschnitt aus den acht Media-Messwerten berechnet, um einen
reprasentativen Wert zur Media-Dicke des jeweiligen Aortenabschnitts zu
verwenden. Jeder gemessene Intima-Wert wurde durch den Mittelwert des
Media-Durchmessers der dazugehdrigen Aorta dividiert. Dadurch ergaben sich
wiederum je Schnitt acht Intima/Media-Ratio Werte, aus welchen ein weiterer
Mittelwert gezogen wurde. Diese Werte wurden dann zur statistischen
Auswertung verwendet. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass ein
Intima/Media-Ratio-Mittelwert je Region (A1, A2, B1, B2) je Aortenprothese

erstellt wurde.

328.75 unit (3168x2288); RGB; 28MB

Results

[Area [Mean  [Min [Max [Perim.  [Angle [Length

1 329429 213263 120.030 245.808 322184 60.682 322.18%
2 198.901 203.827 105.255 254.849 194.825 63.970 94.82

KX

Abbildung 2.5 Anwendung der Image J Software. Messung der Intima (roter Balken) und Media (schwarzer
Balken) (A) sowie die dazugehdrigen Werte (B). In diesem Beispiel wurde eine Intima von 322,184 um (rot
umrandet) und Media von 194,82 um (schwarz umrandet) gemessen (B). Aufteilung der 8 Messpunkte je
Aortenregion (C).

2.3.7 Kalzifizierungs-Score

Jedes Mosaik eines Aortenschnittes wurde aufgeteilt in 8 gleichmaBige
Sektionen (Abbildung 2.5-C), die einzeln bewertet wurden. Hierbei erhielt jede
Sektion eine Bewertung von 0 bis 5 (Abbildung 2.6).
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0 entspricht keiner sichtbaren Verkalkung.
1 entspricht einer Mikrokalzifizierung.

Hierbei wurden kleinste Verkalkungen im Gewebe gewertet.
2 entspricht einer Makrokalzifizierung,

die in unter 25 % der Intima bzw. Media Flache zu sehen ist.
3 entspricht einer Makrokalzifizierung

zwischen 25 bis 50 % der Intima bzw. Media Flache.
4 entspricht einer Makrokalzifizierung

zwischen 51 bis 75 % der Intima bzw. Media Flache
5 entspricht einer Makrokalzifizierung

von Uber 75 % der Intima bzw. Media Flache

@1"“"*

TN |

e
[

Abbildung 2.6 Uberblick Kalzifizierungs-Score. Intima/Media. Der erste Wert je Sektion entspricht der
Bewertung der Intima. Der zweite Wert hinter dem Schrégstrich entspricht der Bewertung der Media.

Sowohl fur die Intima als auch fur die Media, fand eine Einzelbewertung
statt. Aus den hieraus resultierenden 8 Bewertungspunkten je Aortensektion
wurde ein Mittelwert gezogen, welcher reprasentativ fur die jeweilige

Aortensektion fUr die statistische Auswertung verwendet wurde.
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2.3.8 Movat-Score

Ahnlich wie beim Kalzifizierungs-Score (2.3.7) wurde jeder Aortenschnitt

aufgeteilt in 8 gleichméaBige Sektionen, die einzeln bewertet wurden. Hierbei

erhielt jede Sektion eine Bewertung von 0 bis 5.

0
1

entspricht keinem sichtbaren chondroosteogeneen Transformation.
weist kleinste chondroosteogenee Veranderungen auf.

entspricht einem chondroosteogeneen Transformation

der in unter 25 % der Intima bzw. Media Flache zu sehen ist.
entspricht einem chondroosteogeneen Transformation

zwischen 25 bis 50 % der Intima bzw. Media Flache.

entspricht einem chondroosteogeneen Transformation

zwischen 51 bis 75 % der Intima bzw. Media Flache

entspricht einem chondroosteogeneen Transformation

von Uber 75 % der Intima bzw. Media Flache

Abbildung 2.7 Beispiel der Bewertung des chondro-osteogeneer Transformation. Der erste Wert je Sektion
entspricht der Bewertung der Intima. Der zweite Wert hinter dem Schrégstrich entspricht der Bewertung
der Media. In vereinzelten Féllen einer nicht vorhandenen Intima erfolgte keine Bewertung (-).
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Infolgedessen wurden erneut die Intima, als auch die Media einzeln
bewertet. Dies folgte dem gleichen Schema wie im vorangegangenen
Kalzifizierungs-Score. Die daraus resultierenden 8 Bewertungspunkte je
Aortensektion ergaben einen Mittelwert, welcher fir die weitere statistische

Auswertung verwendet wurde.
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2.4 Statistische Methoden

In der hier vorliegenden Dissertation werden die Daten durch Median und
Interquartilsabstand (IQR) dargestellt. Nach der Prifung auf Normalitat
(D'Agostino-Pearson-Test) erfolgte die statistische Auswertung mit Hilfe des
Mann-Whitney-U Tests bzw. des zweiseitigen t-Tests. Gruppenvergleiche im
Zeitverlauf wurden durch zweifaktorielle Varianzanalysen ausgewertet. Ein p-
Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet (* p < 0,05;
“*p<0,01; " p <0,001, ™ p < 0,0001)

Alle statistischen Analysen wurden mit Prism 9 Version 9.5.0 (525) fir
macOS (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, USA) durchgefiihrt.



2.5 Verwendete Materialien

2.5.1 Materialliste
Material
Aceton
Alcianblau
Ammoniumhydroxid 30%
Brilliant Crocein R
Deckgléser 24*60mm
Deoxyribonuclease | from
bovine pancrease
Einbettschélchen, Cryomold,
10*10*5mm
Eindeckmedium Leica
Eisen-Chlorid-Hexahydrat
Eosin
Essigsaure
Essigsaure 100%
Ethanol 70%, 96%, 100%
Formaldehydlésung 37%
Hamatoxylin
Hamatoxylin
HCI 32-37%
Jod
Kaliumjodid
KP-CryoCompound
Natriumthiosulfat
Objekttrager 25*75*1,0 mm
Phosphotungistic Acid
Pikrinséure
Safran du Garinais
Séaurefuchsin
Sodium dodecyl sulfate

Xylol (Xylene)

Hersteller
Merck KGaA
Sigma-Aldrich
Roth

Waldeck
Engelbrecht

Medizin-

Labortechnik Gmbh

Sigma-Aldrich

Sakura Finetek USA, Biosystems

Switzerland AG
Leica
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Zentralapotheke UKD

Roth

Thermo
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth

Klinipath
Sigma-Aldrich
R. Langenbrinck
Sigma-Aldrich
VWR Chemicals
Waldeck

Roth

Roth

VWR

und
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Kat. nummer
67-64-1
A5268-25G
CP17.1
1B-109
k12460

9003-98-9

81-0781-00

14070936261
236489-100G
861006
6755.2
6755.2

49791
6765009
H3136
2601.1
7935.1
8491.1
VWRK1620-C
72049-250G
03-0060
P4006-250G
84512.260
5A-394
T128.1
0183.3
28975.325



Silbernitrat
Natriumthiosulfat
Natriumcarbonat
Kernechtrot
Demi-Wasser
Cryovials
Cellstar Tubes
Scalpel No.10

2.5.2 Software
Programm
ImageJ2
GraphPad Prism
Microsoft Excel
Microsoft Word
Leica Fotosoftware
Mendeley Desktop
Adobe Photoshop cc

2.5.3 Gerateliste

Gerat
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Roth 93370.1
Sigma-Aldrich 72049-250G
Merck KGaA 1.06392.1000
Roth N069.1
Otto Fischar GmbH & Co. KG PZN 04914151
Biozym Scientific GmbH 710522
Greiner bio-one 188271
Pfm medical 21080007
Version
2.3.0/1.53f © 2010-2022
9.3.1 (350) 1994-2021 GraphPad Software, LLC.

16.58 (22021501)
16.58 (22021501)
3.7.4.23463
1.19.8

19.1.5

Version

Kaltlichtquelle/Neonréhre 11W/827

Kryotom

Kihlschrank
Magnetrihrer
Mikroskop

Mikroskop mit
Digitalkamera
Reagenzglasschuttler
Tiefklhltruhe (-20°C)
TiefkUhltruhe (-80°C)
Abzug

Inkubator (37°C)
Trockenschrank (60°C)

Leica CM 1950

MR 3001

© 2022 Microsoft

© 2022 Microsoft

© 2020 Leica Microsystems CMS GmbH
© 2008-2020 Mendeley Ltd.

© 1990-2018 Adobe Systems Inc.

Bezugsquelle
Osram Dulux S
Leica

Liebherr Profiline
Heidolph

Leica DM2000 LED Leica
Leica DFC7000 T Leica

RS-TR05

Phoenix Instrument

ARCTIS LowFrost AEG

maxxima
HERAcell 240i
B 6030

Thermo Scientific
wrt — Laborbau GmbH & Co. KG
Thermo Scientific

Heraeus



Waage

Zentrifuge
Pirierstab
Sterilbank
Cryo-Einfriergerat

BP 110 S
Centrifuge 5804 R
Art-Miccra D-8
HERAsafe KS
NU200
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sartorius

Sigma Laborzentrifungen GmbH
Art Labortechnik

Thermo Scientific

Thermo Scientific
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2.6 Tierversuchsgenehmigung

Alle Versuche wurden in Ubereinstimmung mit dem nationalen Tierschutzgesetz
durchgefuhrt und durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucher-
schutz (LANUV) Nordrhein-Westfalen genehmigt.

AZ-84.02.04.2015.A207; Genehmigung erteilt am 06.08.2015

Zudem wurde vom Promovenden ein tierversuchskundlicher Kurs an der ZETT

des Universitatsklinikums Dusseldorf absolviert.
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3 Ergebnisse

3.1 Intimahyperplasie und Intima/Media-Ratio

Samtliche kryopréservierten Aortenprothesen zeigten eine Hyperplasie
der Intima innerhalb von 4 und 12 Wochen. (Abbildung 3.1)

Abbildung 3.1 Intima-Hyperplasie kryopréservierter Aortenprothesen. Beispielhafte Bilder hyperplastischer
Intima-Formation nach 4Wochen (A, B) und 12 Wochen (C,D)nach Implantation in SOD-3-defizienten Ratten
(A, C) oder Ratten der Kontrollgruppe (B, D,).

Die durchschnittliche Intimadicke der kryopréaservierten Aortenprothesen
in der SOD3-defizienten-Gruppe zeigte sich signifikant erhéht (nach 4 Wochen:
25,8 ym [IQR 13,3 - 86,0 pm] vs. 28,0 um [IQR 11,0 — 50,1 pm] in der

Kontrollgruppe, nach 12 Wochen: 40,6 pm [IQR 16,2 — 75,1 um] vs. 30,6 pm [IQR
14,5 -57,1 um] in der Kontroll-Gruppe, p = 0,0979 ,,Gruppe* als Variationsquelle).
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Die Intimahyperplasie in den Detergens-dezellularisierten Prothesen war

generell schwécher ausgepragt und wies keine Gruppenunterschiede auf.
(Abbildung 3.2)

Abbildung 3.2 Detergenz-dezellularisierte Aortenprothesen ohne nennenswerte Intima-Formationen.
Beispielhafte Bilder nach 4 Wochen (A, B) und 12 Wochen (C, D) nach Implantation in
SOD-3-defizienten Ratten (A, C) oder Ratten der Kontroligruppe (B, D)

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in kryopraservierten
Aortenprothesen  zwischen der SOD3-defizienten-Gruppe und der
Kontrollgruppe in der Intima/Media-Ratio zu den Beobachtungszeitraumen von
4 und 12 Wochen. (Abbildung 3.3)
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: 1 Kontroll
o —_ [ SOD3(-)

Intima/Media-Ratio
N

=m OB
12

4

Abbildung 3.3 Quantifikation der Intimahyperplasie in kryopréaservierten Aortenprothesen der Kontroll- und
SOD3-defizienten-Tiergruppe zu den Zeitpunkten 4 und 12 Wochen. Die oberen und unteren Rédnder der
Box stellen 25% bzw. 75%-Intervalle dar. Minimum und Maximum werden durch die Whisker dargestellt.
*p < 0,05

Innerhalb der SOD3-defizienten-Gruppe zeigte sich eine Tendenz zur
Intimahyperplasie im verlangerten Zeitraum, es konnte jedoch kein signifikanter

Anstieg festgestellt werden. (Abbildung 3.4)
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Abbildung 3.4 Vergleich der Intimahyperplasie kryopréservierter Aortenprothesen innerhalb der Kontroll-
Gruppe (A) bzw. SOD3-defizienten-Gruppe (B). Die oberen und unteren Rénder der Box stellen 25% bzw.
75%-Intervalle dar. Minimum und Maximum werden durch die Whisker dargestellt.
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3.2 Von Kossa Auswertung

Nach 4 und 12 Wochen in vivo zeigte die Von Kossa Férbung
Mikrokalzifizierungen in nahezu allen Transplantaten. Insbesondere in den
kryopraservierten Aortenprothesen traten zudem Makrokalzifizierungen haufiger
auf. (Abbildung 3.5)

Abbildung 3.5 Hydroxylapatit-Ablagerungen kryopréservierter Aortenprothesen. Beispielhafte Bilder des
Verkalkungsgrades nach 4 Wochen (A, B) und 12 Wochen (C, D) nach Implantation in SOD-3-defizienten
Ratten (A, C) oder Ratten der Kontrollgruppe (B, D). Mikrokalzifizierungen (*). Makrokalzifizierungen (Pfeile).

Auch hier fiel die Degeneration in detergenz-dezellularisierten Prothesen
wiederum deutlich schwéacher aus und wies vereinzelt Mikrokalzifizierungen auf.
Eine ausgeprégtere Kalkablagerung im Sinne von Makrokalzifizerungen war
nicht zu beobachten. (Abbildung 3.6)
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Abbildung 3.6 Kalkablagerung detergenz-dezellularisierter Aortenprothesen. Beispielhafte Bilder der
histologischen Untersuchung der Verkalkung nach 4 Wochen (A, B) und 12 Wochen (C, D) nach Implantation
in SOD-3-defizienten Ratten (A, C) oder Ratten der Kontrollgruppe (B, D). Mikrokalzifizierungen (*).

Die nachfolgenden Ergebnisse beziehen sich daher ausschlieBlich auf die
Degeneration kryopréservierter Aortenprothesen durch Hydroxylapatit-

Ablagerungen.

3.2.1 Verkalkung der Intima

Bei der Auswertung der Degeneration durch Kalzifizierung in der Intima
der implantierten Prothesen kam es zu keinem signifikanten Unterschied
zwischen der SOD3-defizienten und der Kontrollgruppe. Es zeigte sich dabei ein
ahnlicher Verkalkungsgrad zu den jeweiligen Explantationszeitpunkten
(4 Wochen: p=0,5131; 12 Wochen: p=0,6053). (Abbildung 3.7)
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Abbildung 3.7 Bewertung der Hydroxylapatit-Ablagerungen in kryoprédservierten Aortenprothesen der
Kontroll- und SOD3-defizienten-Tiergruppe zu den Zeitpunkten 4 und 12 Wochen. Die oberen und unteren
Rénder der Box stellen 25% bzw. 75%-Intervalle dar. Minimum und Maximum werden durch die Whisker
dargestellt.

Bei der Bewertung der Hydroxylapatit-Ablagerungen innerhalb der
Kontroll-Gruppe, zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Zeitpunkten. (p=0,0125 bei 4 vs. 12 Wochen). Eine zunehmende Kalzifizierung
durch langere Zeitabstidnde konnte innerhalb der SOD3-defizienten Gruppe
festgestellt werden. So wies 4 gegenlber 12 Wochen einen eindeutigen
signifikanten Unterschied in den SOD3-defizienten Tieren auf (0 [IQR 0 - 0,33]
vs. 0,92 [IQR 0,34 - 1,77] p<0,0001) (Abbildung 3.8)
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Abbildung 3.8 Vergleich der Kalk-Ablagerungen in der Intima kryopréservierter Aortenprothesen innerhalb
der Kontroll-Gruppe (A) bzw. SOD3-defizienten-Gruppe (B). Die oberen und unteren Rénder der Box stellen
25% bzw. 75%-Intervalle dar. Minimum und Maximum werden durch die Whisker dargestellt. * p < 0,05,
= p < 0,0001
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3.2.2 Verkalkung der Media

Zwolf Wochen nach Implantation kryopraservierter Konduits zeigte sich
in der SOD3-defizienten-Gruppe gegenlber der Kontroll-Gruppe eine signifikant
erhéhte Hydroxylapatit-Ablagerung (1,56 [IQR 0,78 — 1,97] vs. 0,94 [IQR 0,53 -
1,47], p=0,0198). (Abbildung 3.9)
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Abbildung 3.9 Bewertung der Hydroxylapatit-Ablagerungen in der Media von Kryopréservierten
Aortenprothesen der Kontroll- und SOD3-defizienten-Tiergruppe zu den Zeitpunkten 4 und 12 Wochen. Die
oberen und unteren Rénder der Box stellen 25% bzw. 75%-Intervalle dar. Minimum und Maximum werden
durch die Whisker dargestellt. *p < 0.05

Des Weiteren konnte eine signifikant starkere Kalzifizierung der SOD3-
Defizienz-Gruppe nach 12 Wochen im Vergleich zu nach 4 Wochen festgestellt
werden (0,81 [IQR 0,63 - 1,09] vs. 1,56 [IQR 0,84 - 1,91], p=0,0024). (Abbildung
3.10)
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Abbildung 3.10 Vergleich der Kalk-Ablagerungen in der Intima kryopréservierter Aortenprothesen innerhalb
der Kontroll-Gruppe (A) bzw. SOD3-defizienten-Gruppe (B). Die oberen und unteren Rénder der Box stellen
25% bzw. 75%-Intervalle dar. Minimum und Maximum werden durch die Whisker dargestellt. *p < 0,01.

'S
L
'S

1L

w
1
w
1

N
1
N
1

-—
1
-—
[

Verkalkungsscore
|
|
Verkalkungsscore

0



31

3.3 Movat Auswertung

Innerhalb der kryopréservierten Implantate konnte eine chondro-
osteogene Transformation sowohl in der Media als auch in der hyperplastischen
Intima nachgewiesen werden. Hierbei weisen Bereiche der Aortenwand Zellen
mit chondroidem Phéanotyp und eine umgebende Glykosaminoglykan-

Ansammlung auf. (Abbildung 3.11)

Abbildung 3.11 Chondro-osteogene Transformation kryopréservierter Aortenprothesen. Beispielhafte Bilder
eines chondro-osteogene Umbaus nach 4Wochen (A, B) und 12 Wochen (C, D) nach Implantation in SOD-
3-defizienten Ratten (A, C), sowie in Ratten der Kontrollgruppe (B, D).

In den detergenz-dezellularisierten Aortenprothesen konnte keine

chondro-osteogene Transformation nachgewiesen werden. (Abbildung 3.12)
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Abbildung 3.12 Detergenz-dezellularisierter Aortenprothesen ohne Nachweis einer chondro-osteogenen
Transformation. Beispielhafte Bilder Movat-gefdrbter Prothesen nach 4 Wochen (A, B) und 12 Wochen (C,D)
nach Implantation in SOD-3-defizienten Ratten (A, C) oder Ratten der Kontroligruppe (B, D)

3.3.1 Chondro-osteogene Transformation in der Intima

In der Intima kryopraservierter Aortenprothesen fiel der Grad des
chondro-osteogenen Umbaus in beiden Gruppen &hnlich aus und wies keine
Gruppenunterschiede auf (hach 4 Wochen: 0,84 [IQR 0,28- 1,28] in SOD3(-) vs.
in der Kontrollgruppe mit 0,96 [IQR 0,38 — 1,85]], nach 12 Wochen: in SOD3(-)

mit 1,62 [IQR 0,94 - 2,36] vs. 1,35 [IQR 0,89 - 2,47] in der Kontroll-Gruppe, p =
0,58 ,,Gruppe” als Variationsquelle) (Abbildung 3.13)
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Abbildung 3.13 Bewertung der chondro-osteogene Transformation in der Intima kryopréservierter
Aortenprothesen der Kontroll- und SOD3-defizienten-Tiergruppe zu den Zeitpunkten 4 und 12 Wochen. Die
oberen und unteren Rénder der Box stellen 25% bzw. 75%-Intervalle dar. Minimum und Maximum werden
durch die Whisker dargestellt.

Innerhalb der SOD3-defizienten Gruppe zeigte sich eine signifikante
Progredienz chondro-osteogener Transformation im Laufe der Zeit (4 vs. 12
Wochen: 0,84 [IQR 0,28 - 1,28] vs. 1,62 [IQR 0,94 - 2,36], p=0,0011). (Abbildung
3.14)
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Abbildung 3.14 Vergleich des erhéhten chrondro-osteogenen Umbaus in der Intima kryopréservierter
Aortenprothesen innerhalb der Kontroll-Gruppe (A) bzw. SOD3-defizienten-Gruppe (B). Die oberen und
unteren Rénder der Box stellen 25% bzw. 75%-Intervalle dar. Minimum und Maximum werden durch die
Whisker dargestellt. **p < 0,01
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3.3.2 Chondro-osteogene Transformation in der Media

Sowohl nach 4 und 12 Wochen in vivo ergaben sich chondro-osteogene
Transformationen in der Media. Hierbei schien die SOD3-Defizienz-Gruppe im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe eine ausgepragtere Ablagerung von
Glycosaminoglykanen zu zeigen, ein signifikanter Unterschied konnte nach der
Quantifizierung jedoch nicht festgestellt werden (nach 4 Wochen: 2,94 [IQR 1,72
- 3,72] in SOD3(-) vs. in der Kontrollgruppe mit 2,38 [IQR 1,66 — 3], nach 12

Wochen: in SOD3(-) mit 2,44 [IQR 1,31 — 3,94] vs. 1,94 [IQR 1,16 — 2,31] in der

Kontroll-Gruppe, p = 0,0686 ,,Gruppe® als Variationsquelle). (Abbildung 3.15)
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Abbildung 3.15 Bewertung der chondro-osteogene Transformation in der Media kryopréservierter
Aortenprothesen der Kontroll- und SOD3-defizienten-Tiergruppe zu den Zeitpunkten 4 und 12 Wochen. Die
oberen und unteren Rénder der Box stellen 25% bzw. 75%-Intervalle dar. Minimum und Maximum werden

durch die Whisker dargestellt. (*) p = 0,0686 (fiir SOD3(-) vs. Kontroll wenn beide Zeitpunkte zusammen
betrachtet werden

Innerhalb der SODS3-defizienten Ratten konnte ein generell stark
ausgepragter chondro-osteogener Umbau in der Prothesenmedia
nachgewiesen  werden, signifikante = Unterschiede  zwischen  den

Beobachtungszeitradumen bestanden jedoch nicht. (Abbildung 3.16)
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Abbildung 3.16 Vergleich des erhéhten chrondro-osteogenen Umbaus in der Media kryopréservierter
Aortenprothesen innerhalb der Kontroll-Gruppe (A) bzw. SOD3-defizienten-Gruppe (B). Die oberen und
unteren Rénder der Box stellen 25% bzw. 75%-Intervalle dar. Minimum und Maximum werden durch die

Whisker dargestellt.
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4 Diskussion

Mit zunehmendem Alter treten immer haufiger Herzklappenerkrankungen
auf, wodurch zur Erhaltung der Lebensqualitdt des Patienten héaufig ein
Herzklappenersatz indiziert ist. Hierbei spielt die Wahl des Implantats eine
ausschlaggebende Rolle fir das Patienten-Outcome. Prothesenversagen und
der daraus resultierende wiederholte Herzklappenersatz steigern das Risiko der
Mortalitat (19,20). Aufgrund dessen sind Studien zur Klarung des Ursprungs der
Prothesendegeneration und Erfassung von mdglichen unterstitzenden
Therapien zur Verlangerung der Prothesenhaltbarkeit essenziell.

Wie bereits erwéhnt, konnten Forschungsergebnisse einen erhdhten
oxidativen Stress in kalzifizierten Regionen stenosierter Herzklappen zeigen (8).
Des Weiteren wurde festgestellt, dass die durch die ROS verursachte
Kalzifizierung und zelluldre Transdifferenzierung durch antioxidative Enzyme
reversibel ist (47). Basierend darauf liegt die Vermutung nahe, dass auch in der
Degeneration von biologischen Prothesen oxidativer Stress eine entscheidende
Rolle spielen kénnte und eine eventuelle zusatzliche Behandlung, vor oder nach
Klappenersatz, eine l&ngere Prothesenhaltbarkeit erzeugen kénnte.

Forschungsergebnisse, die den Zusammenhang zwischen oxidativem
Stress und biologischen Herzklappenprothesen beschreiben, sind nach jetzigem
Kenntnisstand rar. Eine Studie konnte einen Zusammenhang zwischen
Kalzifizierung und oxidativen Verdnderung mit einer fortschreitenden
Funktionsstoérung bioprothetischer Herzklappen feststellen (25). Darliber hinaus
konnte oxidativer Stress, insbesondere lber Hydroxyl- und Tyrosylradikale
verursachte Wege, eine mogliche Verbindung zur Degeneration von
biologischen Herzklappenprothesen aufweisen (26).

Die hier vorliegende Studie ist in dieser Form das erste in-vivo Modéell,
welches sich mit den Auswirkungen einer reduzierten Antioxidantien-Wirkung
durch eine geminderte SOD3-Aktivitdt auf die Degeneration von biologischen

Herzklappenprothesen befasst.
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4.1 Oxidativer Stress Modell

Es gibt verschiedene Ansidtze, um einen erhdéhten oxidativen Stress
hervorzurufen, entweder durch eine vermehrte ROS-Produktion oder eine
verringerte ROS-Inaktivierung. Durch eine geminderte Antioxidantien-Aktivitat
(in dieser Arbeit SOD-Aktivitat) kann ROS verringert abgebaut werden, was zu
einer Ansammlung von Superoxid-Anionen fiihrt.(48)

Es konnte festgestellt werden, dass beim Menschen die weit verbreitete
SOD3-Genvariante SOD3%'%*¢ die Bindung von SOD3 an die Zelloberflache
durch eine Veradnderung an der Heparin-Bindungsstelle beeintrachtigt (49).

371236 im Menschen konnten

Weitere Forschungen um die Genvariante SOD
Zusammenhange mit einem gesteigertem Risiko fir Myokardischamie
aufweisen und letztendlich auf pathophysiologische Mechanismen hinweisen,
welche entweder bestehende Erkrankungen mit erhéhtem oxidativen Stress
oder eine Ansammlung von oxidativem Stress im Laufe der Zeit erfordern (50—
53). Letzteres bezieht sich auf die Erkenntnisse, dass die Wirkungen von
SOD3™'?*¢auf den Verlauf einer ischdmischen Herzkrankheit interessanter Weise
Uberwiegenden bei Patienten mit einem Alter von Uber 70 Jahren beobachtet
wurde. Dies stimmt mit den Ergebnissen einer Studie mit SOD3-defizienten
Mé&usen Uberein. Demnach wurde entdeckt, dass insbesondere bei &lteren
Tieren die SOD3-Aktivitat wichtig ist, um vor einer endothelialen Dysfunktion zu
schitzen (54).

Die vorhandenen Daten zu SOD3"'?*¢ pestatigen, dass Tiermodelle mit
verminderter SOD3-Aktivitat klinisch relevante kardiovaskuldre Erkrankung
imitieren kénnen (48).

Da sich die hier vorliegende Studie mit der Degeneration von
Aortenklappenprothesen beschéaftigt, sind die zuvor genannten Mausmodelle fur
ein mikrochirurgisches Modell technisch limitiert. Um mikrochirurgische
Schwierigkeiten zu verringern, fiel die Wahl daher auf ein Rattenmodell und das
bereits etablierte Aortenprothesen-Implantations-Modell (43). Wie zuvor schon
erwdhnt, konnten vorausgehende Studien eine verminderte SOD3-Aktivitat in
Ratten durch eine SOD3F'?*°-Mutation verursachen. Hierbei konnte eine

verstarkte endotheliale Dysfunktion in der Aorta (40), sowie eine verminderte
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Schutzwirkung gegenuber der Entwicklung von pulmonaler Hypertonie
nachgewiesen werden (41). Diese Forschungsergebnisse zeigen den
prodegenerativen Effekt der Mutation auf das vaskulare System der Ratten.
Daher wurden in der vorliegenden Studie Ratten mit einer loss-of-function-
Mutation des Genes SOD3F'?*P verwendet.(48)

Fir das in der vorliegenden Arbeit verwendete Tiermodell konnte eine
signifikant geminderte totale SOD-Aktivitdt im Blutserum in der SODS3-
defizienten Versuchsgruppe festgestellt werden (48,55). Die SOD3F'?*"-Mutation
verursacht ein nicht funktionsfédhiges extrazelluldres SOD3-Enzym, sodass
folglich die SOD3-Aktivitat reduziert wird. Da SODS3 die haufigste SOD-Isoform
in extrazelluldaren FlUssigkeiten ist, und somit unter physiologischen
Bedingungen auch die meiste antioxidative Aktivitdt im Blutserum verursacht
(28,35), fiihrt die SOD3%'#*P-Mutation zu einer nachgewiesenen Reduktion der

gesamten SOD-Aktivitat im Blut.

4.2 Degeneration kryopraservierter Prothesen

Betrachtet man die einzelnen histologischen Férbungen, so zeigt sich ein
deutlicher Unterschied zwischen den detergenz-dezellularisierten Prothesen
und den kryopraservierten Aortenprothesen. Die Degeneration in den detergenz-
dezellularisierten Prothesen war generell schwacher ausgepragt und wies keine
Gruppenunterschiede zwischen der SOD3-defizienten Gruppe und der Kontroll-
Gruppe auf. Die vorliegende Studie beschéftigte sich zundchst mit der
Degeneration von sowohl kryoprdservierten als auch detergenz-

dezellularisierten Aortenprothesen zu den Zeitpunkten nach 4 und 12 Wochen.

4.2.1 Inflammatorische Prozesse

Es ist bekannt, dass implantierte krypopréaservierte Transplantate einen
inflammatorischen Prozess im Empféangerorganismus hervorrufen (56).
Vorausgehende Studien konnten dahingegen feststellen, dass detergenz-
dezellularisierte Prothesen aufgrund der fehlenden Spenderzellen eine

geminderte inflammatorische Reaktion aufweisen (42).
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Die vorliegende Studie konnte erhéhte Entziindungsmarker wie TNFo und
IL1 B in den kryopraservierten Allografts im Vergleich zu den detergenz-

dezellularisierten Prothesen nach 4 Wochen darstellen. Diese Tendenz war
jedoch nach 12 Wochen nicht mehr zu erkennen (55). Dies ist vereinbar mit den
Erkenntnissen, dass ein inflammatorischer Prozess bereits in der Friihphase der
kardiovaskularen Degeneration erfolgt (57). Ein signifikanter Unterschied
zwischen der SOD3-defizienten Gruppe und der Kontroll-Gruppe konnte hierbei
nicht festgestellt werden (48,55). Dies koénnte nahelegen, dass die
inflammatorischen Prozesse bei der SOD3-defizienten Gruppe nicht maBgeblich
an der verstarkten Mediaverkalkung beteiligt waren. Eine andere Erklarung
kénnte jedoch sein, dass die Untersuchungen sich auf das ganze Explantat
beziehen, wéhrend Unterschiede in der Verkalkung hauptséchlich in der Media
auftraten. Mdogliche Gruppen-Unterschiede héatten dadurch nicht erkannt
werden kénnen.(48)

Eine zusétzliche histologische Aufarbeitung mittels Immunofluoreszenz-
Farbungen zur Erfassung von inflammatorischem Infiltrat kénnte eine weitere
interessante Untersuchung darstellen. Wie zuvor erldutert, liegt jedoch die
Vermutung nahe, dass die hier vorliegenden Beobachtungszeitrdume fir den
Nachweis von inflammatorischen Prozessen, welche in der Frihphase der

kardiovaskularen Degeneration liegen, zu lange sein kénnten.

4.2.2 Intima-Hyperplasie

In kryopraservierten Aortenimplantaten konnte in der hier vorliegenden
Studie eine Intima-Hyperplasie in beiden Gruppen festgestellt werden, welche in
den SOD3-defizienten-Tieren tendenziell stérker ausgepragt war, jedoch keinen
signifikanten Gruppenunterschied darstellte. In den detergenz-dezellularisierten
Prothesen kam es zu keiner nennenswerten Neointima-Ansammlung.
Vorausgehende Studien mit kryopraservierten kardiovaskuldren Allografts in
Ratten bestétigten ebenfalls eine hyperplastische Intima-Bildung in Gegenwart
von aktivierten Myofibroblasts.(42,48,56,58)
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4.2.3 Fortschreitende Kalkablagerungen in Prothesen der SOD3-defizienten

Gruppe

Im Laufe der Zeit konnten sowohl in der Intima als auch in der Media
kryopraservierter Aortenprothesen fortschreitende Hydroxylapatit-Ablagerung
im Laufe der Zeit nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Studie konnten zwar Kalk-Ablagerungen auch in der
hyperplastischen Intima nachgewiesen werden, diese wiesen jedoch keine
Unterschiede zwischen der SOD3-defizienten- und der Kontroll-Gruppe auf. Im
Gegensatz zur Intima zeigte sich in der Media eine signifikant erhdhte
Verkalkung der SOD3-defizienten Gruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren
binnen 12 Wochen. Es ist bekannt, dass in nativen Arterien die Mediaverkalkung,
also Arteriosklerose, durch oxidativen Stress geférdert wird (13). Ein ahnlicher
pathophysiologischer Prozess kdnnte den Ort der verstarkten Degeneration in
der Media der SOD3-defizienten-Tieren erklaren (48).

4.2.4 Chondro-osteogene Transformation

Eine chondro-osteogene Transformation tritt charakteristischerweise in
Bereichen fortgeschrittener Intimahyperplasie auf. Vorausgehende Studien
beschrieben bereits, dass Myofibroblasten eine Transformation zu chrondroiden
Zellen in der hyperplastischen Intima durchmachen (46,59). So zeigte sich in der
hier vorliegenden Studie ebenfalls ein chondro-osteogener Umbau in der Intima
kryopréaservierter Aortenprothesen, jedoch ohne Gruppenunterschiede.

In der Media hingegen zeigten sich ahnliche Prozesse der chondro-
osteogenen Transformation wie bei der Kalkablagerung. So wurde ein
verstarkter Umbau in Verbindung mit signifikant erhéhten Kalkablagerungen bei
Tieren der SOD3-defizienten-Gruppe Uberwiegend in der Media
kryopraservierter Prothesen beobachtet.

Analysen hinsichtlich verschiedener Gen-Expressionen zeigten bei
Osteopontin und aSMA in Prothesen der SODS3-defizienten Gruppe keine
signifikante erhéhte Genexpression.(48)

Es konnte jedoch ein signifikanter Anstieg an RUNX2 in SOD3-defizienten

Ratten nach 12 Wochen festgestellt werden.(48) Friihere Daten weisen zudem
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auf die Rolle von RUNX2 als osteogener Transkriptionsfaktor hin, welcher die
kardiovaskulare Degeneration férdert.(42,60) Zudem konnte eine erhdhte
RUNX2-Expression in durch oxidativen Stress ausgeldsten Verkalkung von
glatten GefaBmuskelzellen festgestellt werden.(61) Hierbei wurden Aorten von
Mausen isoliert und in vitro einer Kalzifizierung durch Wasserstoffperoxid (H-O>)
unterzogen. Durch das H.O. kam es zu einem phéanotypischen Wechsel der
vaskuldren glatten Muskelzellen vom kontraktilen zum osteogenen Phanotypen.
Durch eine Hemmung von RUNX2, konnte eine blockierte Verkalkung festgestellt
werden. Eine induzierte Uberexpression von RUNX2, férderte wiederum die
Verkalkung der GefaBmuskelzellen. Des Weiteren konnte unter pro-osteogener
Stimulation zudem ein erhéhter RUNX2-Spiegel in valvuldren interstitiellen Zellen
nachgewiesen werden (30). Hierbei wurde festgestellt, dass die Erhéhung der
Runx2-Expression aufgehoben wird, wenn valvulédre interstitielle Zellen mit
valvularen Endothelzellen kokultiviert wurden. Vergleicht man dies mit den
Ergebnissen der vorliegenden Studie, so ist in Letzterer eine chondro-osteogene
Transformation Uberwiegend in der Media der Transplantate zu finden. Hier
liegen interstitielle Zellen, aber, im Gegensatz zur Implantat-Intima, keine
Endothelzellen vor.(48) Darin zeigt sich eine Parallele zu den dargelegten Ko-

Kultur-Versuchen.

4.3 Grenzen der vorliegenden Studie

Wie bei allen Versuchsmodellen mit Tieren besteht auch in dieser Studie
eine Einschrédnkung durch die anatomischen Verhéltnisse und die Physiologie
der Versuchstiere. Die Wahl der Verwendung eines Rattenmodells kénnte den
moderaten degenerativen Effekt der implantierten Prothesen erklaren. Kleine
Nager sind im Vergleich zum Menschen weniger anfallig fir kardiovaskuléare
Degeneration. Ratten weisen eine geminderte Bindungsfahigkeit von SOD3 zu
Proteoglykanen der Zelloberflache auf, sodass der interstitielle SOD3-Gehalt im
vaskularen Gewebe von Ratten im Vergleich zu anderen S&dugetieren geringer
ausfallt (62—64). Dies wirft die berechtigte Frage auf, welchen Einfluss SOD3 auf
kardiovaskulare Erkrankungen in Ratten hat. Dennoch konnte in der

vorliegenden Studie eine erhéhte Degeneration der kryopréservierten Prothesen
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durch Kalzifizierung bei den SOD3-defizienten Tieren nachgewiesen werden.
Daher liegt die Vermutung nahe, dass bei Menschen, welche gréBere Mengen
an extrazellularer SOD in GefaBwanden besitzen, eine ausgepragtere
Degeneration zu erwarten wére. Eine direkte Schlussfolgerung von der Ratte auf
den Menschen ist jedoch begrenzt. (48)

Ein weiterer limitierender Faktor ist der Beobachtungszeitraum.
Vorausgehende  Studien im  SOD3%'®°-Modell  zeigten  signifikante
Veranderungen im Sinne von chronischen Nierenkrankheiten, bestehend aus
fokaler Nekrose und Fibrose, Glomerulosklerose, interstitielle Fibrose mit
Hypertonie und Nierenversagen mit erhdhtem Serumkreatinin erst im Zeitraum
von 21 Wochen (65). Entscheidend scheint hierbei ein geringer kontinuierlicher
oxidativer Stress Uber einen langeren Beobachtungszeitraum zu sein (48).

Hinzu kommt, dass die intrazellulare zytosolische SOD1 unter
physiologischen Bedingungen den primdren Regulator der ROS in der
GefaBwand darstellt. Die extrazellulare SOD3 hingegen ist entscheidend unter
pathophysiologischen Bedingungen (66). In unserem SOD3%'?°-Modell erfolgte
die Alimentation der Versuchstiere durch natriumarmes Spezialfutter, welches
die Belastung des kardiovaskuldren und renalen Systems der Tiere minderte.
Dies koénnte darin resultieren, dass die pathophysiologischen Zustédnde mit
vermehrter ROS-Produktion nicht in ausreichendem MaBe vorhanden waren und
die Verringerung der extrazelluldren antioxidativen Kapazitdt durch SODS3-
Mangel méglicherweise nicht so entscheidend auf die Prothesendegeneration
wirkte. Ein zuséatzliches pathologisches Modell durch salzreiche Erndhrung der
SOD3-defizienten Ratten kdnnte unter diesem Aspekt ein interessanter nachster
Ansatz fur Folgestudien sein. Das gewéhlte Design der vorliegenden Studie ohne
zusétzliche ROS-verstarkende Erkrankungen hat jedoch den klaren Vorteil, dass
weitere potenzielle degenerative Faktoren solcher Erkrankungen nicht

berticksichtigt werden missen.(48)
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4.4 Fazit und Ausblick

In dieser Studie konnte erstmals ein Implantationsmodell zum Einfluss
von oxidativem Stress auf die Degeneration biologischer Aortenklappen-
Allografts etabliert werden. Vermehrter oxidativer Stress durch SOD3-Defizienz
fUhrte zu einer stérkeren Kalzifizierung kryopraservierter Implantate binnen 12
Wochen, wahrend die Degeneration in dezellularisierten Prothesen generell
schwacher ausgepragt war und keine Gruppenunterschiede aufwies. Weitere
Modelle mit deutlicherer Erhéhung des oxidativen Stresses, salzreicher
Erndhrung als pathologisches Modell oder verdnderten Beobachtungs-
zeitrdumen sind erforderlich, um die Rolle der ROS fir die Degeneration
biologischer und vor allem detergenz-dezellularisierten Prothesen weiter zu
entschlisseln. Des Weiteren ware die Evaluierung von potenziellen protektiven
Effekten durch antioxidative Behandlung, wie z.B. einer lokalen Beschichtung

mit Antioxidantien der Implantate, ein guter Ansatz fir weitere Studien.
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