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Zusammenfassung

Hypoxie fuhrt, aufgrund einer Taschenverdickung bei einer kalzifizierenden
Aortenklappenerkrankung (CAVD), zu einer Hochregulierung des Hypoxie-
induzierten Faktors 1a (Hif-1a) und seiner Zielgene vaskularer endothelialer
Wachstumsfaktor (VEGF), solute carrier family 2 member 1 (SLC2A1) und
Carboanhydrase 9 (CA9). Der Einfluss von Hypoxie auf die CAVD-Progression
ist jedoch noch nicht ausreichend untersucht. Ziel der Arbeit ist die Etablierung
der Kultivierung der Aortenklappe unter hypoxischen Bedingungen, als Modell
zur Erforschung von Therapieansatzen der CAVD. Dafur wurden ovine
Aortenklappen in einem 3D-Zellkulturmodell unter statischen Bedingungen fir 7
und 14 Tage unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen kultiviert. Die
Morphologie und Zellverteilung wurden durch histologische Analysen untersucht.
Zusatzlich wurden native ovine Aortenklappenkonduits in einem ex vivo Modell
unter physiologischen Bedingungen mit einem pulsatilen Flussprofil im
Bioreaktor kultiviert. Der computergesteuerte Bioreaktor hielt die Bedingungen
Temperatur, Druck und pH-Einstellung aufrecht. Um optimale hypoxische
Kulturbedingungen im Bioreaktor zu etablieren, wurde der Sauerstoffpartialdruck
innerhalb des Bioreaktors fir verschiedene Begasungsbedingungen und
Schlaucharten gemessen. Die Aortenklappenkonduits wurden unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen im Bioreaktor unter Verwendung
von Silikon —und Gummischlauchen kultiviert. Nach 3 Tagen Kultivierung wurden
hier die Genexpression analysiert und die Klappenmorphologie mit Hilfe
etablierter, histologischer Farbemethoden untersucht. Die histologische
Untersuchung der ovinen Aortenklappen im 3D-Zellkulturmodell zeigte nach 7
Tagen in allen Bedingungen keine morphologischen Veranderungen. Nach 14
Tagen war eine Verdickung der Taschen im Vergleich zu 7 Tagen Kultivierung
zu sehen, bei erhaltener Zellmorphologie und Struktur der extrazellularen Matrix.
Im Bioreaktorsystem konnten verschiedene hypoxische Bedingungen entwickelt
werden. Die hypoxische Kultivierung von Aortenklappen im Bioreaktor fuhrte zu
keiner erhdhten Expression von Hif-1a-Zielgenen (VEGF, SLC2A1 und CA9). Die
histologische Analyse konnte den Erhalt der Gewebeintegritat der Aortenklappe
sowohl im Bioreaktor als auch im 3D-Zellkulturmodell zeigen, wahrend die

Kultivierung mit Gummischlauchen zu Gewebedefekten fluhrte.



Summary

Local hypoxia due to leaflet thickening during calcific aortic valve disease (CAVD)
leads to upregulation of hypoxia-inducible factor-1a (Hif-1a) and its target genes
vascular endothelial growth factor (VEGF), solute carrier family 2 member 1
(SLC2A1), carbonic anhydrase 9 (CA9). However, interrelation of CAVD
progression with hypoxia in aortic valve is still poorly understood. The aim of this
work is to establish the cultivation of the aortic valve under hypoxic conditions in
order to use therapeutic approaches for calcic aortic valve disease.

Ovine aortic valves were cultivated in an ECM-based 3D cell culture model under
static conditions for 7 and 14 days under normoxic and hypoxic conditions (1%
0O2). 3D culture morphology and cell distribution were as well examined by
histological analysis. In addition, native aortic valve conduits were cultivated in
an ex vivo model under physiological conditions and a pulsatile flow profile. The
computer-controlled bioreactor maintained these conditions via temperature,
pressure and pH adjustment. To establish hypoxic culture conditions in the
bioreactor partial oxygen pressure within the bioreactor was measured for various
chamber setups, gassing conditions and different kind of tubes to find an optimal
hypoxic condition. Ovine aortic valve conduits were cultivated under normoxic
and hypoxic conditions in the bioreactor using silicone and rubber tubes. After 3
days of cultivation gene expression levels were analyzed and valve-morphology
were explored with histological dye. Histological analysis of ovine valves in the
3D cell culture model showed no morphological alterations after 7 days in all
conditions. After 14 days a leaflet thickening compared to 7 days of cultivation
could be seen, indicating preserved cell morphology, extracelluar matrix structure
and ongoing leaflet thickening in hypoxic and normoxic conditions. Different
hypoxic conditions could be developed in the bioreactor system. Hypoxic
cultivation of aortic valves in the bioreactor did not lead to higher expression of
Hif-1a target genes (VEGF, SLC2A1 and CA9). No morphological changes were
observed under hypoxic conditions compared to normoxia. Tissue integrity was
intact using silicone tubes, while cultivation with rubber tubes led to destruction
of the tissue. The histological analysis could show maintenance of the tissue
integrity of the aortic valve as well in the bioreactor system as in the 3D cell

culture model.
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1 Einleitung

1.1 Klinischer Hintergrund der Aortenklappendegeneration

1.1.1 Aufbau und Funktion der Aortenklappe

Das menschliche Herz besitzt insgesamt vier Herzklappen. Man unterscheidet
die Segelklappen und die Taschenklappen. Die Aortenklappe (Valva aortae) zahit
zu den Taschenklappen und befindet sich an der Aortenwurzel zwischen dem
linken Ventrikel und der Aorta. Sie besteht aus drei halbmondférmigen Taschen
(Valvulae seminlunares) mit jeweils einem feinen Knoétchen (Noduli valvulae
seminlunares) am Rand, der zum dichten Verschluss der Taschen dient. Die
Funktion der Aortenklappe ist es den unidirektionalen Blutfluss zu gewahrleisten
und einen Ruckstrom des ausgeworfenen Blutes aus den Kammern zu
verhindern [1]. Mikroskopisch weist die Aortenklappe eine gefal¥freie,
dreischichtige extrazellulare Matrix (ECM) auf, die beidseitig von valvularen
Endothelzellen (VEC) umgeben ist. Die VECs bilden eine Barriereschicht zum
Blutstrom und beeinflussen die Klappenpermeabilitat und inflammatorische
Prozesse [2]. Die valvularen interstitiellen Zellen (VIC) bilden die Hauptzellen der
Herzklappe und sind in allen Herzklappenschichten vorhanden. Sie spielen eine
wichtige Rolle bei der Synthese der ECM und vermitteln Umbauprozesse der
Matrixkomponenten [2, 3]. Die ECM bildet das Grundgerust der Herzklappe und
besteht aus der Lamina fibrosa, der Lamina spongiosa und der Lamina
ventricularis. Die Fibrosa ist der Aorta zugewandt und besteht zum gréften Teil
aus Kollagenfasern, die dem Gewebe die nétige Festigkeit bei mechanischer
Beanspruchung verleiht. Die in der Mitte gelegene Spongiosa enthalt vor allem
Glykosaminoglykane und bildet eine lockere Bindegewebsschicht. Die
ventrikulare Schicht enthalt hauptsachlich Elastin und ermdglicht die elastische

Beweglichkeit wahrend der Systole und Diastole [4, 5].

1.1.2 Aortenklappendegeneration

Die degenerative Aortenklappenerkrankung (CAVD) gehoért zu einer der
haufigsten kardiovaskularen Erkrankungen in den Industrielandern, die eine
zunehmende Pravalenz in der alternden Bevolkerung zeigt. Rund 30% der Uber
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65-jahrigen in den westlichen Landern leidet an einer Aortenklappensklerose [6,
7]. Es handelt sich um einen aktiven Degenerationsprozess, der durch eine
fibrotische Verdickung des Taschengewebes charakterisiert ist, ebenso durch
eine vermehrte Vaskularisation, Inflammation und Kalzifizierung [8, 9].
Funktionell gesehen entsteht bei Fortschreiten der Erkrankung eine
Aortenklappenstenose. Abhangig vom Stenosegrad zeigt sich klinisch, nach
initialer Asymptomatik, eine zunehmende Dyspnoe, Leistungsminderung,
Schwindel und Angina pectoris [9]. Die erhdhte linksventrikulare Druckbelastung
bewirkt einen Funktionsverlust der Aortenklappe mit verminderter
Ejektionsfraktion und kann unbehandelt in eine Herzinsuffizienz und den Tod
fuhren [10]. Die bekannten klinischen Risikofaktoren umfassen das mannliche
Geschlecht, Tabakkonsum, arterielle Hypertonie, Adipositas, Diabetes mellitus,
erhdhte Level von LDL-Cholesterin und Lipoprotein(a) [7-11]. Eine zentrale Rolle
bei der CAVD spielen die VICs, die flr die Aufrechterhaltung der Klappenfunktion
entscheidend sind. Diese konnen ihren Phanotyp abhangig von
Umgebungsfaktoren verandern. Verstarkte hamodynamische Beanspruchung
durch Bluthochdruck, erhdéhten Scherstress und Dehnung bewirken eine
Endothelzellschadigung und damit die Stimulation der VICs zur Initiierung von
Reparaturprozessen. Beeinflusst wird die VIC-Differenzierung durch
Wachstumshormone. Es kommt zu einer Phanotypveranderung der VICs, die zu
pro-fibrotischen und pro-kalzifizierenden Prozessen an der Herzklappe fihren.
Die Zell- und Matrixzusammensetzung verandert sich infolge der pathologischen
Bedingungen und es kommt zum Fortschreiten der CAVD durch Fibrosierung,

Kalzifizierung und Versteifung der Aortenklappe [2, 3, 12-14].

1.1.3 Therapeutische Ansatze

Weltweit sind etwa 3% der Bevdlkerung Uber dem 75. Lebensjahr an einer
Aortenklappenstenose erkrankt [15]. Das Mortalitatsrisiko bei
Aortenklappenerkrankten ist im Gegensatz zu anderen
Herzklappenerkrankungen wesentlich hoher und steigt jahrlich an [16]. Derzeit
gibt es keine wirksame pharmakologische Therapie der Aortenklappenstenose.
Medikamentose Therapieansatze mit Statinen zur Senkung des LDL-

Cholesterins als bekannter Risikofaktor der CAVD zeigten keine Wirkung auf das
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Forstschreiten der Erkrankung und den damit verbundenen Komplikationen [17-
20]. Auch die haufig eingesetzten ACE-Hemmer zeigten retrospektiv keine
Effekte [21, 22]. Die Wirksamkeit anderer Medikamente wie DDP-4-Inhibitoren,
Cadherin 11, Bisphosphonate, ENPP1-Inhibitoren und P2Y2 Agonisten wird in
praklinischen und klinischen Studien erforscht [23-29].

Die einzigen etablierten Therapiemdglichkeiten bei fortgeschrittenen bzw.
symptomatischen Herzklappenerkrankungen sind die chirurgische Behandlung
und die interventionelle Behandlung mittels Transkatheter-
Aortenklappenimplantation (TAVI) [30]. Deutschlandweit wurden 2022 insgesamt
38.492 Herzklappenoperationen durchgefihrt, von denen die Aortenklappe mit
fast 25.616 Eingriffen den Groldteil ausmacht [31]. Dabei wird die Aortenklappe
durch eine mechanische oder biologische Herzklappenprothese ersetzt. Die
mechanische Klappe ist haufig als Zweifligelklappe ausgefihrt, welche sich
durch ihre gute Hamodynamik und hohe mechanische Zuverlassigkeit
auszeichnet [32]. Mechanische Klappenprothesen haben eine nahezu
lebenslange Haltbarkeit, weshalb die amerikanischen und europaischen
Richtlinien flir Herzklappenerkrankungen ihre Verwendung bei Patienten unter
60 Jahren empfiehlt [33-36]. Voraussetzung zum Einsatz der Kunstklappe ist die
dauerhafte Antikoagulation, die mit einem erhdhten Blutungsrisiko einhergeht
[37]. Biologische Herzklappenprothesen enthalten Material von menschlichen
(Homografts) bzw. tierischen Spendern (Xenografts). Deutschlandweit finden
Xenografts am haufigsten Verwendung. Im Gegensatz zu einer mechanischen
Klappe ist keine lebenslange Antikoagulation notwendig [38]. Die Haltbarkeit der
Prothesen ist jedoch durch degenerative Prozesse, wie Restenosierung auf 10 —
15 Jahre limitiert [39-42]. Die Indikation zum Einsatz von biologischen
Herzklappenprothesen besteht daher bei Patienten Uber 70 Jahren oder bei
Patienten mit erhohtem Blutungsrisiko [34, 43].

Die Goldstandardbehandlung einer schweren CAVD ist der chirurgische
Klappenersatz. In den letzten Jahren hat sich die TAVI als attraktive, weniger
invasive Methode etabliert. Diese wird vor allem bei Patienten mit hohem
Operationsrisiko oder bei bestehenden Komorbiditaten eingesetzt und zeigt eine

haufigere Verwendung gegenuber dem chirurgischen Klappenersatz.



1.2 Der Einfluss von Hif-1a auf die Herzklappe
1.2.1 Hif-1a-Signalweg

Der Hypoxie-induzierte Faktor (Hif) ist ein Transkriptionsfaktor und
Schlusselregulator bei der Versorgung der Zelle mit Sauerstoff. Er besteht aus
den zwei Untereinheiten Hif-1a und Hif-13 (siehe Abb. 1). Unter normoxischen
Bedingungen wird die Hif-1a-Untereinheit durch sauerstoffabhangige Prolyl-4-
hydroxylasen (PHDs) an zwei Prolinresten und durch Factor Inhibiting HIF (FIH)
an einem Lysinrest hydroxyliert. Das hydroxylierte Hif-1a wird von der E3-
Ubiquitin-Ligase Hippel-Lindau-Protein (pVHL) gebunden und proteasomal
abgebaut [44-48]. Unter Hypoxie wird die HIF-1a-Prolinhydroxylierung
unterdrickt und Phosphorylierung von Hif-1a durch aktive Kinasen initiiert. Die
stabilisierte Hif-1a-Untereinheit wandert in den Zellkern, wo sie als Komplex mit
Hif-1B dimerisiert. Durch Bindung an Hypoxie-Response-Elemente (HRE) wird
die Transkription von Genen aktiviert, die z. B. an Erythropoese, Glykolyse, pH-

Regulation und Angiogenese beteiligt sind [49-51].

Normoxia active PHD, FIH pVHL
CETRIE
e ’

Hypoxia inactive PHD,
active kinases

Abb. 1: Symbolische Ubersicht iiber Hif-1a Signalweg

Bei Normoxie wird Hif-1a kontinuierlich proteasomal abgebaut, bei eintretender Hypoxie gelangt Hif-1a in
den Zellkern, wo es als Transkriptionsfaktor wirkt. Roter Punkt: Hydroxilierung von Hif-1a durch PHD und
FIH; Griner Punkt: Phosphorylierung von Hif-1a durch spezifische Kinasen.



1.2.2 Hif-1a-Zielgene

Die Akkumulation von Hif-1a fuhrt zur transkriptionellen Hochregulierung von
Genen, die an der hypoxischen Reaktion beteiligt sind. Zu den vermehrt bei
Hypoxie exprimierten Genen gehoren z.B. der vascular endothelial growth factor
(VEGF), der solute carier family 2 member (SLC2A1) und die Carboanhydrase 9
(CA9). Eine ineffiziente GefalRversorgung und die daraus resultierende
Verringerung des  Gewebesauerstoffpartialdrucks  flhren  haufig zu
Neovaskularisationen, um die Gewebeversorgung zu gewahrleisten. Die
kompensatorischen Mechanismen beruhen auf der Entwicklung von kollateralen
Blutgefalien in ischamischen Geweben. Maligeblich daran beteiligt ist VEGF, der
als Hypoxie-induzierter angiogener Faktor fungiert [52, 53]. Wahrend eine
hypoxische Umgebung eine groRe Auswirkung auf die Angiogenese hat, indem
sie das Gefallwachstum durch die Hif-1a / VEGF-Achse stimuliert, hat es zudem
Einfluss auf Stoffwechselprozesse. Unter Hypoxie entsteht ein metabolischer
Wechsel zur Glykolyse. Hierbei kommt es zur Uberexpression des vom SLC2A1-
Gen kodierten Glukosetransporters (GLUT-1), stimuliert durch HIF-1a [54, 55].
Dieser ermdglicht den Ubertritt des Blutzuckers durch die Blut-Hirn-Schranke
zum Gewebe. Carboanhydrasen gehdéren zu den Zinkmetalloenzymen, die die
reversible Hydratation von Kohlendioxid katalysieren. Sie sind an einer Vielzahl
biologischer Prozesse beteiligt, darunter Atmung, Verkalkung, Saure-Basen-
Gleichgewicht, Knochenresorption und die Bildung von Kammerwasser, Liquor,
Speichel und Magensaure. Die Carboanhydrase 9 (CA9) ist ein zellularer
Biomarker flr Hypoxie. Die Promotorregion des CA9-Gens enthalt ein HRE, an
das Hif-1a binden kann, wodurch hypoxische Bedingungen die CA9-Expression
erhohen kdnnen [56, 57].



2 Fragestellung

Wie bereits in den vorherigen Abschnitten beschrieben, handelt es sich bei der
CAVD um eine progrediente Erkrankung ohne bisherige konservative oder
medikamentose Heilungsmethoden. Die zu Grunde liegenden molekularen
Mechanismen der Aortenklappendegeneration sind bis heute nicht vollstandig
verstanden. Aufgrund der Verdickung der Aortentaschen mit fortschreitender
Degeneration, spielt Hypoxie eine wichtige Rolle.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen voll automatisierten,
computergesteuerten Bioreaktor zur Kultivierung von ovinen Aortenklappen fur
hypoxische Bedingungen zu etablieren. Dieser ist in der Arbeitsgruppe bereits in
frGheren Arbeiten flir Untersuchungen unter normoxischen Bedingungen genutzt
worden [59, 60]. Fur die Zellkultur etablierte Parameter fir Hypoxie lassen sich
jedoch nicht ohne weiteres auf ex vivo Modelle Ubertragen. Fur die Etablierung
hypoxischer  Versuchsbedingungen  sollen  sowohl  unterschiedliche
Begasungsbedingungen analysiert, als auch Parameter im Versuchsaufbau,
welche Auswirkungen auf den Sauerstoffaustausch im System haben (z.B.
Schlaucharten), variiert werden.

AbschlielRend soll der Einfluss von Hypoxie auf die Morphologie der Taschen
durch histologische Analysen histomorphologisch und durch die Analyse der
Expression von Hif-1a-Zielgenen in ovinen Aortenklappentaschen mittels
semiquantitativer RT-PCR molekularbiologisch untersucht werden.

Verglichen werden dabei Aortenklappentaschen, die in einem bereits etablierten
3D-Spannmodell unter Normoxie und Hypoxie kultiviert wurden. Die
Fragestellung ist, ob die im Bioreaktor etablierten Parameter zu einer
Veranderung der Expression von Hif-1a Zielgenen fihren und mit dem statischen
3D-Spannmodell fir Aortenklappentaschen vergleichbar sind.

Mit erfolgreicher Etablierung des Bioreaktor-Hypoxiemodells konnte dieses
genutzt werden, um Aufschluss Uber die Beeinflussung des Krankheitsverlaufs
der CAVD durch Hypoxie und mégliche medikamentdse Angriffspunkte durch Hif-
1a-Inhibitoren zu geben.



3 Materialien

3.1 Gerate

Gerat Hersteller Standort

Bioreaktor Engineo GmbH Kelkheim, Deutschland
Autoklav VX-95 Systec GmbH Linden, Deutschland
Sicherheitswerkbank Gelaire Sydney, Australien

BSB4

Wasserbad

GFL Gesellschaft fur
Labortechnik mbH

Burgwedel, Deutschland

Inkubatoren (1% O,, 20%
0,) HERAcell 240i

Thermo Fisher Scientific

Inc.

Waltham, USA

Rollerpumpe

Stockert Instrumente
GmbH

Munchen, Deutschland

Vakuum Pumpe

KNF Neuberger GmbH

Freiburg, Deutschland

Notebook Nx6310

HP Inc.

Kalifornien, USA

Pipettierhelfer accu-jet pro

Brand GmbH & Co. KG

Deutschland

Ellipse Pro 160

Eaton Corporation

Dublin, Irland

Uberspannungsschutz
Feinwaage Sartorius AG Gattingen, Deutschland
Spiegelreflexkamera Canon Inc. Tokio, Japan

Power Shot SX20IS

Leuchtplatte slimlite LED

Kaiser Fototechnik GmbH
& Co.KG

Buchen, Deutschland

Elektronikrihrer Mono Thermo Fisher Scientific | Waltham, USA

Inc.
Zentrifuge 5904 R Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Klhlzentrifuge
Tischzentrifuge Biozym Hessisch Oldendorf,

Deutschland

Vortexmischer REAX Heidolph Instruments Schwabach, Deutschland
2000 GmbH und Co. KG
Thermomixer 5436 Eppendorf AG Hamburg, Deutschland




T3000 Thermocycler

Biometra GmbH (Analytik
Jena AG)

Goéttingen (Jena),

Deutschland

StepOnePlus™ Real-Time

ThermoFisher Scientific

Schwerte, Deutschland

PCR System GmbH

Tecan Reader, infinite Tecan Deutschland Crailsheim, Deutschland
M1000 PRO GmbH

Art-Miccra D-8 Miccra GmbH Heitersheim, Deutschland

(Homogenisator)

Probenbeutel

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

Kryostat Leica CM 1950

Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH

Wetzlar, Deutschland

Systemmikroskop Leica
DM 2000

Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH

Wetzlar, Deutschland

Easyferm Plus VP 120
(pH-Sonde)

Hamilton Bonaduz AG

Bonaduz, Schweiz

Visiferm Do 120 (O2-
Sonde)

Hamilton Bonaduz AG

Bonaduz, Schweiz

Temperatursonde

Engineo GmbH

Kelkheim, Deutschland

3.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Standort

Silikonschlauch 0,5 mm

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

Silikonschlauch 4 mm

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

Silikonschlauch 12 mm

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

Silikonschlauch 12,7 mm
(1/2 Zoll)

RCT Reichelt
Chemietechnik GmbH &
Co.

Heidelberg, Deutschland




Silikonschlauch 9,5 mm
(3/8 Zoll)

RCT Reichelt
Chemietechnik GmbH &
Co.

Heidelberg, Deutschland

Pumpenschlauch 12,7 Raumedic AG Helmbrechts, Deutschland
mm (1/2 Zoll)
Kautschukschlauch 10 RCT Reichelt Heidelberg, Deutschland

mm

Chemietechnik GmbH &
Co.

Kabelbinder, Breite = RS Components Corby, UK

3.5mm

Kabelbinder, Breite = RS Components Corby, UK

2.5mm

Konnektor Cormed Medizintechnik Ruthen, Deutschland
GmbH & Co. KG

Y-Konnektor 3/8 x 1/2 x Cormed Medizintechnik Ruthen, Deutschland

1/2 GmbH & Co. KG

MPX 320-39 Applied Critical Fluids Mannheim, Deutschland

(Stecksystem) GmbH

Schlauchbinder 17-22mm | Carl Roth GmbH & Co. + | Karlsruhe, Deutschland
KG

Schlauchbinder 12-17mm | Carl Roth GmbH & Co. + | Karlsruhe, Deutschland
KG

Schlauchbinder 9-14mm Carl Roth GmbH & Co. + | Karlsruhe, Deutschland
KG

Schlauchbinder 7-12mm Carl Roth GmbH & Co. + | Karlsruhe, Deutschland
KG

Schlauchbinder 5-10mm Carl Roth GmbH & Co. + | Karlsruhe, Deutschland
KG

Filter Midisart 2000 Sartorius AG Gottingen, Deutschland

Deckel GL45 mit Dichtring | Duran Group GmbH Wertheim, Deutschland

O-Ring 15,5 x 3mm Arcus GmbH Kelkheim, Deutschland

Oxygenierungskammer
(Glas)

freundliche Leihgabe Prof. Dr. A. Lichtenberg




Herzklappenkammer freundliche Leihgabe Prof. Dr. A. Lichtenberg
(Glas)

Druckluft Air liquide S.A. Paris, Frankreich
Kohlenstoffdioxid Air liquide S.A. Paris, Frankreich
Stickstoff Air liquide S.A. Paris, Frankreich
Flussiger Stickstoff Air liquide S.A. Paris, Frankreich
Tube 15 ml Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen,

Deutschland

Tube 50 ml Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen,

Deutschland

Petrischale 9 cm

Sarstedt AG & Co. KG

Numbrecht, Deutschland

Prolene Faden 4-0

Ethicon Inc.

Bridgewater, USA

Skalpell

Feather Safety Razor Co.
LTD

Osaka, Japan

Raucodrape® PRO
(Klebetuch)

Lohmann & Rauscher &
Co. KG

Rengsdorf, Deutschland

Combi-Stopper

B. Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

OP-Handschuhe Semperit AG Wien, Osterreich

Cryomold 17 x 17 x 5 mm | Weckert Labortechnik Kitzingen, Deutschland

KP-CryoCompound Klinipath —a VWR Duiven, Niederlande
Company

Cyrotube 2 ml

Biosigma S.r.l.

Cona, ltalien

Deckglaser 24 x 50 mm

Engelbrecht Medizin- und
Labortechnik GmbH

Edermunde, Deutschland

Objekttrager 24 x 50 mm

Paul Marienfeld & Co. KG

Lauda Konigshofen,

Deutschland

Faltenfilter

Machery-Nagel GmbH &
Co. KG

Duren, Deutschland

Messpipetten (5, 10, 25 | Costar Corning | Wiesbaden, Deutschland
ml) Intercorporated
Mikropipetten (2.5, 10, 20, | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

100, 200,
5000 pl)

1000, 3000,
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Reaktionsgefalle (0.2, 0.5, | BioSigma s.r.l. Cona, Italien
1.5, 2 ml)
Multiwell Platten (6,12, 96) | Greiner Bio-One GmbH Kremsmunster,

Deutschland

Polypropylen 200 x 300

mm

Carl Roth GmbH & Co. +

KG

Karlsruhe, Deutschland

Silikonschlauch 2"x3/32
60cm, unsterile VE 10

Free Life Medical GmbH

Aachen, Deutschland

Mini-Spike

B. Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

Filter

Ahlstrom-Munksj6 Oyi

Helsinki, Finnland

Nadelspitzen:
BD Vacutainer Safety-Lok
21Gx3/4"x12” (8=0,8mm)

Becton, Dickinson and

Company

Franklin Lakes, USA

3.3 Software

Software

Hersteller

Tissue controller, IO Server

Engineo GmbH

Fiji GPL v2

Johannes Schindelin, Albert Cardona,
Mark Longair, Benjamin Schmid, und

andere

GNU Octave 5.1.0

John W. Eaton

GraphPad PRISM v9

GraphPad Software inc.

StepOnePlus Software v2.3

Thermo Fisher Scientific Inc.

LAS v3.8

Leica Camera AG

Microsoft Office 2021

Microsoft Corporation
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3.4 Kits

Kit Hersteller Standort

RNeasy MiniKit Qiagen Hilden, Deutschland
RNase-Free DNase Set Qiagen Hilden, Deutschland
QlAshredder Qiagen Hilden, Deutschland
QuantiTect Reverse Qiagen Hilden, Deutschland

Transcription Kit

GoTaq qPCR Master Mix

Promega GmbH

Mannheim, Deutschland

3.5 Chemikalien

Chemikalie Hersteller Standort

Amphotericin B, 50 mg, Medicopharm AG NufRdorf/Inn, Deutschland
Fungizone

Dulbecco’s Modified Thermo Fisher Scientific | Waltham, USA

Eagle’s Medium (DMEM)

+ GlutaMAX™-|

Dulbecco’s Phosphate Thermo Fisher Scientific | Waltham, USA

Buffered Saline (DPBS)

Fetales Kalberserum
(FCS)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Munchen, Deutschland

Incidin Liquid

Ecolab Deutschland
GmbH

Monheim am Rhein,

Deutschland

Kalziumchlorid

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

NaCl-Loésung 0,9%

B. Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

Nicht essentielle
Aminosauren (NEAA)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Munchen, Deutschland

Penicillin/Streptomycin

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

2-Methylbutan/ Isopentan

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

pH-Puffer pH = 9.21

Hamilton Bonaduz AG

Bonaduz, Schweiz

pH-Puffer pH = 9.21

Hamilton Bonaduz AG

Bonaduz, Schweiz
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R-Glycerolphosphat-
Disodium-Pentahydrat

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Munchen, Deutschland

(Spannversuch)

Calciumchlorid

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

(Spannversuch)

Eosin

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Minchen, Deutschland

Hamatoxylin liquid

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

Hamatoxylin solid

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Minchen, Deutschland

Xylol

VWR International GmbH

Radnor, USA

Ethanol 70%, 96%, 99,8%

Zentralapotheke UKD

Dusseldorf, Deutschland

Essigsaure 100%

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

Roti Histokitt 11

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumhydroxid 30%

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

Pikrinsaure

VWR International GmbH

Radnor, USA

Formaldehyldsung 4%,
37%

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

Natriumthiosulfat

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Munchen, Deutschland

Alcianblau

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Munchen, Deutschland

Eisen-Chlorid-Hexahydrat

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Munchen, Deutschland

Phosphotungistic Acid Sigma-Aldrich Chemie Munchen, Deutschland
GmbH

Jod Carl Roth GmbH & Co. + | Karlsruhe, Deutschland
KG

Kaliumiodid Carl Roth GmbH & Co. + | Karlsruhe, Deutschland

KG
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Brilliant Crocein R

Waldeck GmbH & Co. KG

Munster, Deutschland

Saurefuchsin

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

Safran du Gatinais

Waldeck GmbH & Co. KG

Munster, Deutschland

Salzsaure 32 - 37%

Carl Roth GmbH & Co. +
KG

Karlsruhe, Deutschland

Aqua dest.

Otto Fischer GmbH & Co.
KG

Saarbricken,

Deutschland

Nuclease-freies Wasser

Qiagen

Hilden, Deutschland

Trizol Sigma-Aldrich Chemie Munchen, Deutschland
GmbH

Chloroform Sigma-Aldrich Chemie Munchen, Deutschland
GmbH

Isopropanol Sigma-Aldrich Chemie Mdnchen, Deutschland
GmbH

RNAse Away Carl Roth GmbH & Co. + | Karlsruhe, Deutschland

KG

RNAse freies Wasser

Qiagen Kit

Hilden, Deutschland

Destroy-SR-15 (RNA-Iso)

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf,

Deutschland

RDD Puffer Qiagen Hilden, Deutschland
DNAse Qiagen Hilden, Deutschland
DTT Carl Roth GmbH & Co. + | Karlsruhe, Deutschland
KG
Buffer RLT Qiagen Hilden, Deutschland
gDNA Wipeout Buffer Qiagen Hilden, Deutschland
RT Buffer Qiagen Hilden, Deutschland
RT Primer Mix Qiagen Hilden, Deutschland
Reverse Transkriptase Qiagen Hilden, Deutschland
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3.6 Angesetzte Puffer und Lésungen

Puffer/ Losung

Bestandteile

Amphotericin B

50 mg Amphotericin B
100 ml NaCl 0,9%

Kulturmedium

500 ml DMEM Medium

50 ml FCS (10%)

10 ml Pencillin/Streptomycin (2%)

5 ml Amphotericin B (1%, 5 pg/ml finale
Konz.)

5 ml nicht essentielle Aminosauren
(1%)

Kaliumchloridlésung 3M

22,37 g Kaliumchlorid
ad Aqua dest. 100 ml

Puffer zum Abspulen der Aorta

500 ml PBS
5 ml Pen/Strep (1%)
5 ml Amphotericin B (1%, 5 pg/ml finale

Konz.)

Calciumchlorid

0,8324g Calciumchlorid
ad Aqua dest. 5 ml

B-Gylcerolphosphat-Sodium-

Pentacholat

6,122 g B-Gylcerolphosphat-Sodium-
Pentacholat
ad Aqua dest. 20 ml

Eosin-Losung

1 g Eosin

ad Aqua dest. 100 ml
100 ml 100% Ethanol
200 pl Essigsaure

Essigsaure 4 — 5%

10 ml Essigsaure
ad Aqua dest. 190 ml

Alkalischer Alkohol

40 ml Ammoniumhydroxid (30%)
360 ml Ethanol (96%)

Bouin’s Losung

20 ml Essigsaure (100%)
100 ml Formaldehyd (37%)
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300 ml Pikrinsaure (wassrig gesattigt)

Natriumthiosulfat 5%

10 g Natriumthiosulfat
ad Aqua dest. 200 ml

Alcianblau 1%

2 g Alcianblau
ad Aqua dest. 200 ml

Alkoholisches Hamatoxylin 2%

10 g Hamatoxylin
500 ml Ethanol (96%)

Eisenchlorid 12,4 g Eisen-Chlorid-Hexahydrat
5 ml Salzsaure (32 — 37%)
ad Aqua dest. 500 ml

JodIésung 10 g Jod

20 g Kaliumjodid
ad Aqua dest. 500 ml

Weigert's Eisenhamatoxylin

20 ml Jodlésung
40 ml Eisenchlorid
60 ml Hamatoxylin (2%)

Brilliant Crocein R Stock

4 g Brilliant Crocein R
ad Aqua dest. 398 ml

Saurefuchsin Stock

0,5 g Saurefuchsin
2,5 ml Essigsaure (100%)
ad Aqua dest. 497,5 ml

Crocein-Saurefuchsin

20 ml Saurefuchsin
80 ml Brilliant Corcein R Stock

Phosphorwolframsaure 5%

25 g Phosphorwolframsaure
ad Aqua dest. 500 ml

Eisessig 1%

5 ml Essigsaure (100%)
ad Aqua dest. 495 ml

Alkoholischer Safran

12 g Safran du Gatinais
200 ml Ethanol (100%)

DTT

9,8 ml RLT
200 pl 2M DTT L6sung

16




3.7 RT-qPCR Primer

Zielgen

Forward Primer

Reverse Primer

VEGF

CGGATCAAACCTCACCAAAG

AAATGCTTTCTCCGCTCTGA

SLC2A
1

GCACCAGCTAGGCATCGT

GGGATGAAGATGACGCTCAG

CA9

GTGCCTATGAGCAGTTGCTG
TC

AAGTAGCGGCTGAAGTCAGA
GG

17




4 Methoden

4.1 Zellkulturmethoden
411 Sterilbank

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen an der Zellkulturbank.
Die genutzten Materialien waren stets steril verpackt oder wurden im Vorhinein
mittels eines Autoklavs sterilisiert und von aulden mit
Oberflachendesinfektionsmittel bzw. Ethanol gereinigt. Die verwendeten Proben
stammen von 6 Monate alten Kalbern aus einem ortlichen Schlachthof (Laame
GmbH Wuppertal, Germany). Die Herzen wurden nach der Schlachtung kuhl
transportiert und frisch verarbeitet. Eine sterile Arbeitsweise wurde grindlich
durchgefuhrt.

4.1.2 3D-Spannmodell

Abb. 2: 3D-Spannmodell

Exemplarisch dargestellt sind die aufgespannten Taschen der ovinen Aortenklappen in einer 6-Well-Platte

Das 3D-Spannmodell ist eine etablierte Untersuchungsmethode bei der in vitro
ovine Aortenklappentaschen statisch unter verschiedenen Rahmenbedingungen
kultiviert werden [58, 60]. Die Aortenklappentaschen wurden aus frischen
Schafsherzen unter sterilen Bedingungen prapariert. Fir die Verwendung der
Gewebe ist keine Tierversuchsgenehmigung noétig. Aus jeder Aortenklappe

wurden jeweils drei Aortenklappentaschen gewonnen. Die herausgeschnittenen
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Taschen wurden in PBS gewaschen und auf 3 — 4 mm dicke Gummiringe mit
einem Durchmesser von 7% Zoll gespannt. Fixiert wurden die Rénder durch 1 cm
lange Nadeln. Die aufgespannten Aortenklappentaschen wurden einzeln in die
Well-Platten mit 10 ml frisch angesetztem Kulturmedium gesetzt (siehe Abb. 2).
Die ovinen Aortenklappentaschen (n=6) wurden unter drei verschiedenen
Bedingungen Normoxie (21% O2), Hypoxie (1% O2) und Hypoxie (1% Oz2) mit
degenerativen Faktoren (3-Glycerolphosphat + Calciumchlorid) far jeweils 7 und
14 Tage inkubiert. Kultiviert wurde das Gewebe in einem Inkubator, mit dem die
Temperatur, Feuchtigkeit und der CO2 und O2-Gehalt geregelt werden kann. Ein
Mediumwechsel fand nach jeweils 3,5 Tagen (12 Well-Platten) oder 7 Tagen (6
Well-Platten) statt. Das Gewebe wurde anschlieRend in PBS gewaschen und flur

weitere Untersuchungszwecke bei -80°C gelagert.

4.2 Ex vivo Modell

In der vorliegenden Arbeit wird ein computergesteuertes Bioreaktorsystem
genutzt, das die Kultivierung von ovinen Aortenklappen unter kontrollierten
Bedingungen und einem pulsierenden Fluss durch die Klappe als adaquate und
effektive Umgebung zur Analyse der Degeneration der Aortenklappe ermoglicht
[59, 60].

421 Aufbau Bioreaktor

Der Bioreaktor besteht aus einem Schlauchsystem und zusatzlich integrierten
Komponenten zur Regulation und Beurteilung der Funktionsweise (Abb. 3).

Die Oxygenierungskammer dient zum direkten Gasaustausch. Uber zwei
seitliche Anschlussstellen wird ein durch den Bioreaktor kontrolliertes
Gasgemisch gefiltert zu- und wieder abgefiihrt. An der oberen Offnung der
Oxygenierungskammer wird die pH-Sonde angebracht. Die beiden unteren
Offnungen bilden die Verbindungen fiir die Herzklappenkammer und das
Schlauchsystem.

Die Herzklappenkammer besteht aus einer inneren und auf’eren Kammer, die
zylindrisch geformt sind. Die innere Kammer besteht aus zwei

gegenuberliegenden Glasrohren, die an zwei Glasstaben seitlich befestigt sind.
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An der Innenseite der Glasrohre befinden sich zwei kurze Schlauchstlcke in
deren Mitte die Aortenkonduits eingebracht und eingenaht werden konnen. Die
aullere Kammer wird Uber die innere Kammer gestulpt und in ein Gewinde
gedreht, welches durch einen Gummiring und Verschlussdeckel abgedichtet
wird. Kongruent zur inneren Kammer, weist die auliere Kammer drei Oliven auf.
Mittig wird die Temperatursonde angebracht und die restlichen Anschlisse
werden blind verschlossen.

An die Herzklappenkammer ist Uber ein spezielles Stecksystem ein Schlauch
angebracht. Das Schlauchsystem ist das Verbindungsstiick zu den glasernen
Komponenten und bildet einen Kreislauf. Es dient zum Durchfluss des
Kulturmediums und wird am unteren Ende in eine Pumpe angebracht. Die
verwendeten Schlauche weisen unterschiedliche Dicken und Durchmesser auf,
abhangig von der Beanspruchung und Funktion. Aufgrund der mechanischen
Belastung werden die Pumpenschlauche nach jedem Versuchsablauf
ausgetauscht. Verbunden sind die Schlauche Uber Konnektoren. Ein Y-
Konnektor dient dabei als Verbindungsstlck zwischen dem Schlauchsystem und
der Oxygenierungskammer. Am anderen Ende ist die pO2-Sonde
angeschlossen. Die Dichtigkeit im Bioreaktorsystem wird gewahrleistet durch
Anbringen von  Schlauchschellen, Kabelbindern, = Schlauchen  oder
Verschlusskappen an Verbindungsstellen.

Die Temperaturregulation erfolgt iber eine Heizmanschette. Die Heizmanschette
wird um das Schlauchsystem angelegt und an freie Abschnitte eine
Warmeisolierung angebracht, damit die Temperatur konstant gehalten wird.

Alle Kammern, Schlauche und Einbauteile kdnnen flr Reinigungszwecke

demontiert werden und sind autoklavier- und wiederverwendbar.
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Abb. 3: Ubersicht des gesamten Bioreaktors

A: Gesamte Bioreaktoreinheit mit zwei Kammern; a: Rollerpumpe, b: Kontrollbox, c: Heizmanschette, d:
Isolation, e: pH-Sonde, f: Druck Indikator, g: Barometer CO2, h: Barometer Druckluft, i: Schutzbox

cave: Modifikationen am Aufbau als Teil der Etablierung (siehe Abb. 5)

B: Aufbau des Kammersystems; a: Schlauch, b: Herzklappenkammer, c: pO2-Sonde, d: Temperatursonde,
e: pH-Sonde, f: Luftfilter; verandert nach Niazy et al., Biomedecines, 2021, Degeneration of Aortic Valves
in a Bioreactor System with Pulsatile Flow

Die Bedienung und Steuerung des Bioreaktors erfolgen Uber die
TissueController-Software. Die Software ist eigens flir das Bioreaktormodell
entwickelt worden und befindet sich auf einem PC, der mit dem Bioreaktor
verbunden ist. Die Steuerungssoftware enthalt drei Registerkarten:
Anlagenubersicht, Messwert-Historie und Alarme. Die Anlagenubersicht stellt die
aktuellen Messwerte dar und dient zum Einstellen der MessgroRen. Die
Temperatur, der Druck, der pH-Wert und die Pumpenumdrehungszahl kdnnen
dabei ausgewahlt, geregelt und gemessen werden. Der Sauerstoffpartialdruck
wird ebenfalls gemessen.

Die  Messwert-Historie  ermoglicht die graphische Darstellung der
Messwertverlaufe der unterschiedlichen Parameter. Die gemessenen Daten
werden vom /OServer in die Datenbank Ubertragen und kdnnen am Ende eines
Versuchs zur weiteren Auswertung in eine Excel Tabelle exportiert werden.
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Die Registerkarte Alarme hat eine Warnfunktion und zeigt aktuelle

Stérungsmeldungen an.

4.2.2 Praparation der Aortenklappenkonduits

Das Aortenkonduit besteht aus der Aortenwurzel mit der Aortenklappe (siehe
Abb. 4). Am oberen Ende befindet sich die Aorta und das untere Ende wird durch
einen Myokardring begrenzt. Das Gewebe wird in gekihltem PBS gewaschen
und anschlie®end Uber Nacht in einem angesetzten Standardmedium bei 37°C

kultiviert, um kontaminiertes ovines Gewebe auszuschlielen.

Abb. 4: Aortenkonduit prépariert

4.2.3 Durchlauf im Bioreaktorsystem unter Beeinflussung physiologischer und

hypoxischer Parameter

Die Kultivierung der ovinen Aortenkonduits im Bioreaktor erfolgt unter sterilen
Bedingungen in den  Kultivierungskammern. Die  Einzelteile der
Kultivierungskammer und die Messgerate, wie die pH-Sonde, pO2-Sonde und
Temperatursonde, werden zunachst autoklaviert. Unter der Sterilbank erfolgt der
Zusammenbau der einzelnen Komponenten. Das am Tag zuvor praparierte und
uber Nacht kultivierte Aortenklappenkonduit wird mit sterilen chirurgischen
Instrumenten und Nahtmaterial mit Einzelknopfnahten am Schlauchstlick der
inneren Kammer befestigt. Vor Inbetriebnahme des Bioreaktors wird die
Heizmanschette des Bioreaktors Uber die Steuerungssoftware und das
Kulturmedium auf 37°C im Wasserbad vorgewarmt. Durch das Vorwarmen sollen
optimale Startbedingungen zur Kultivierung des ovinen Gewebes gewahrleistet
werden, um das Abkuhlen und den Untergang von Zellen zu verhindern. Die

Kultivierungskammer wird Uber die obere Offnung der Oxygenierungskammer
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mit circa 500 ml Kulturmedium befUllt. Der richtige Fullstand ist auf Hohe der
Oxygenierungskammer am Ubergang des schmalen Halses zum breiten Rand
erreicht. Die pH-Sonde wird in die obere Offnung der Oxygenierungskammer
eingebracht, sodass die Referenzelektrode in das Medium ragt. Zuletzt werden
alle Verbindungsstellen auf Leckagen Uberpraft und festgezogen. Die
Anbringung der Kultivierungskammer erfolgt an Stativklemmen der zentralen
Bioreaktoreinheit. Eine Befestigungsposition befindet sich am Hals der
Oxygenierungskammer, eine andere zwischen den Ringscheiben der
Herzklappenkammer. Uber die Oxygenierungskammer wird die dazugehdrige
Schutzhaube angebracht. In den letzten Schritten erfolgen die Anschlisse
zwischen dem Bioreaktor und der Kultivierungskammer. Die mit Filtern
versehenen Gasschlduche an der Oxygenierungskammer werden mit den
Bioreaktorschlauchen verbunden. Der Pumpenschlauch wird in die Pumpe
eingebracht. Diese erzeugt einen pulsatien Fluss in Richtung der
Herzklappenkammer, wodurch sich die eingenahte Aortenklappe o6ffnen und
schlie3en kann. Die Schlauchleitungen werden in die Heizmanschette eingelegt
und die restlichen, freien Abschnitte mit Warmeisolierungen versehen. Die pH-
Sonde, die pO2-Sonde und der Temperaturfihler werden mit den
Anschlusskabeln am Bioreaktor verbunden.

Die Einstellung der Rahmenbedingung zur Kultivierung der ovinen
Aortenklappenkonduits erfolgt Gber die Steuerungssoftware. Verglichen wird die
Kultivierung der ovinen Aortenkonduits unter Hypoxie und Normoxie. Dabei
werden dieselben Rahmenbedinungen gewahlt, mit Ausnahme der Begasung
(Tabelle 1). Bei Normoxie wird Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid in einem
bestimmten Verhaltnis, in Abhangigkeit des pH-Wertes, automatisiert durch die
Bioreaktorsoftware zugefuhrt (REM). Der Zufluss der Gase unter Hypoxie ist das
Ergebnis aus den Etablierungsversuchen. Die Parametereinstellungen werden

uber die Anlagenubersicht vorgenommen.
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Tabelle 1: Parameter-Einstellung

Normoxiebioreaktor Hypoxiebioreaktor
Laufzeit 72 h Laufzeit 72 h
Luft-Zufluss REM Luft-Zufluss 0
CO2- Zufluss REM CO2- Zufluss 0,02 L/min
Druck 107 mbar N2- Zufluss 0,2 L/min
pH 7,35 Druck 107 mbar
Temperatur  37°C pH 7,35
Pumpe 50 rpm Temperatur  37°C
Pumpe 50 rpm

Der Bioreaktorlauf wird nach Eingabe der Sollwerte gestartet. Da der Bioreaktor
ein vollautomatisiertes System ist, mussen keine weiteren Veranderungen
vorgenommen werden. Regelmalig wird das System auf Stérungen,
Kontaminationen und Dichtigkeit Gberprtft. Die Messhistorie veranschaulicht
dabei graphisch Veranderungen, die gegebenenfalls aufgehoben werden
mussen.

Die kultivierten Aortenklappen werden am Ende des Versuchs nach 72 Stunden
geerntet und in PBS gereinigt. Die drei Taschenklappen werden herausprapariert
und erneut in PBS gewaschen. Eine der drei Taschen wird flr die histologische
Beurteilung in KP-CryoCompound eingebettet (siehe Abschnitt 4.3), die anderen
beiden Taschen zur quantitativen Genanalyse (siehe Abschnitt 4.4) in Micro-
Tubes gelagert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Gelagert werden die

gewonnen Praparate bei -80°C.

4.3 Histologie
4.3.1 Kryoschnitte

Zur histologischen Beurteilung der morphologischen Veranderungen der
Aortenklappentaschen unter verschiedenen Bedingungen im 3D-Spannmodell
und ex vivo Modell Bioreaktor erfolgt die Gewinnung des Gewebes nach jedem

Durchlauf. Dafur werden die zu untersuchenden Praparate in KP-CryoCompound
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eingebettet, mittels FlUssigstickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
Damit wird die langfristige Nutzbarkeit und Haltbarkeit der Gewebeproben
gewabhrleistet und Strukturveranderungen wie z.B. durch Denaturierung von
Proteinen verhindert. Im Anschluss erfolgt die Herstellung von 10 ym dunnen
Schnitten am Kryostaten. Die Schnittpraparate werden flr histologische
Untersuchungszwecke auf Glasobjekttrager aufgezogen und bei -20 °C

weitergelagert.

4.3.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) gehort zu dem Standard der
histopathologischen Ubersichtsfarbungen zur Beurteilung der
Gewebearchitektur, Gewebereaktionen und dem Nachweis von Ablagerungen,
Fremdgewebe oder Nekrosen. Bei dieser Farbung unterscheidet man die sauren
Farbstoffe (Eosin) und die basischen Farbstoffe (Hamatoxylin). Das acidophile
Eosin bindet an positiv geladene Gruppen, wie (extra-) zellulare Proteine und
farbt diese rot. Das basophile Hamatoxylin bindet an negativ geladene Gruppen,
wie Zellkernen, endoplasmatischem Retikulum, Ribosomen und farbt diese blau.
Die Farbung erfolgt durchgehend unter dem Abzug. Die Kryoschnitte werden
zunachst in vorher gefiltertem Hamatoxylin 1 min lang eingefarbt. Anschliel3end
erfolgt die einmindtige Reinigung in destilliertem Wasser und die Behandlung in
4-5%iger Essigsaure fur 1 min. Unter flieRendem Leitungswasser werden die
Kryoschnitte 2 min lang gewaschen. Fixiert werden die Schnitte in 70% Alkohol
fir 1 min und werden dann fir 12 min in Eosin B gefarbt. Die stufenweise,
schonende Entwasserung zur Verhinderung eines Zellschrumpfens erfolgt mit
Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%, 100% Ethanol, Xylol). Zuletzt
werden die Kryoschnitte an der Luft getrocknet, mit dem ROTI Histokitt Il

eingedeckt und unter einem Deckglas konserviert.

4.3.3 Movat-Pentachrom-Farbung

Bei der Movat-Pentachrom-Farbung handelt es sich um eine Ubersichtsfarbung

zur Darstellung aller Komponenten des Bindegewebes. Das Gewebe wird mit
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Alcianblau,  Weigert's  Eisenhamatoxylin, Crocein-Saurefuchsin ~ und
alkoholischem Safran gefarbt.

Zellkerne und elastische Fasern erscheinen schwarz, Muskulatur rot, kollagenes
und retikulares Bindegewebe gelb, Glykosaminoglykane grun und Fibrin intensiv
rot. Die Farbung erfolgt durchgehend unter dem Abzug und die Kryoschnitte
werden Uber Nacht bei Zimmertemperatur auf 37°C aufgetaut. Diese werden
zunachst fur vier Minuten in destilliertem Wasser, danach 10 min in 4%iger
Formalinlésung und erneut fur 5 Minuten in destilliertem Wasser fixiert. In eine
vorher auf 100°C erhitzte Bouin’s Lésung werden die Praparate 10 min lang
gefarbt. Fur weitere 10 min werden die Praparate unter flieRendem, kaltem
Leitungswasser gespult, fur 5 min in 5%igem Natriumthiosulfat fixiert und in
destilliertem Wasser (5 min) gereinigt. Im nachsten Schritt erfolgt die Farbung mit
1%igem Alcianblau fir 20 min. Nach einem Waschvorgang von 3,5 min werden
die Kryoschnitte in erhitztem alkalischen Alkohol (60°C) fir 10 min stabilisiert.
Der Waschvorgang wird erneut fur 3,5 min unter flieBendem Leitungswasser
wiederholt und neun Minuten lang in Weigert's Eisenhamatoxylin gefarbt. Nach
einer einminutigen Reinigung mit Leitungswasser, wird ein erneutes Waschen
mit jeweils frischem, destilliertem Wasser (5 min) durchgefihrt. Es erfolgt die
Anfarbung mit Brilliant-Crocein-Saurefuchsin  fur 1 min und in einem
Zwischenschritt eine Reinigung mit destilliertem Wasser (5 min). Im vorletzten
Schritt werden diese in 5%iger Phosphorwolframsaure differenziert, 1%iger
Essigsaure flr jeweils 5 min gespult und erneut mit destilliertem Wasser gereinigt
(5 min). Sukzessiv werden die Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(96%, 100% Ethanol) entwassert, mit Safran 8 min lang gefarbt und mit
100%igem Alkohol zweimal fur 1 min gespult und dehydratisiert. Im letzten Schritt
erfolgt die Entfettung mit Xylol dreimal fir jeweils 5 min und das Eindecken mit
ROTI Histokitt Il und Deckglas.

4.4 Semi-quantitative Genexpressionsanalyse

Zur Bestimmung der Genexpression wird die quantitative reverse transcriptase

polymerase chain reaction (qQRT-PCR) angewendet. Mit verschiedenen,

etablierten Methoden ist es moglich aus Proben die RNA zu isolieren, in eine

messenger RNA (mRNA) umzuwandeln, in complementary desoxyribonucleic
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acid (cDNA) umzuschreiben und im letzten Schritt die spezifische Genanalyse

durchzufihren.

4.4.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgt an ovinen Aortenklappen aus dem 3D-
Spannversuchmodell und dem Bioreaktor. Die Gewebeproben werden zunachst
aufgetaut und in ein Eppi mit 350 ul Trizol Uberflhrt. Es handelt sich hierbei um
eine einphasige Losung, die die RNase-Aktivitdt hemmt und fur eine
kontaminationsfreie Gesamt-RNA sorgt. Mit Hilfe eines Homogenisiersystems
werden die Aortenklappentaschen vollstandig in einzelne Partikel zerkleinert,
sodass eine homogene, feinverteilte Suspension entsteht. Diese Flissigkeit wird
fur 15 min auf Eis gekuhilt.

Im nachsten Schritt erfolgt die Phasentrennung. Hierfir werden weitere 650 pl
Trizol hinzugegeben, was eine sequentielle Ausfallung von
Nukleoproteinkomplexen ermdglicht. Zusatzlich wird 200 ul Chloroform in jedes
Tube pipettiert und grandlich vermischt. Die homogene Flussigkeit beginnt sich
hierbei in eine wassrige obere Schicht, eine Interphase und eine rétliche untere
Schicht zu separieren. RNA und Kohlenhydrate sammeln sich in der wassrigen
Phase, die DNA in der Interphase und Proteine sowie Lipide in der organischen
Phase. Zur vollstandigen Phasentrennung wird die Probeldsung fur 25 min bei
14.000 rpm und 4°C zentrifugiert.

Nach dem Zentrifugationsschritt kommt das Qiagen RNeasy Mini Kit unter
Anleitung der Herstellerangaben zum Einsatz. Die wassrige Phase wird unter
strenger Trennung von der Interphase abpipettiert und zur gleichen Menge 70%
Ethanol hinzugegeben. 700 upl des RNA-Ethanol-Gemisches wird auf eine
RNeasy Saule gegeben. Sukzessiv erfolgt die Aufreinigung der RNA durch
Zentrifugation und Gabe von Puffern nach den Herstellerangaben. Der
Durchfluss, der am Ende bleibt, enthalt die aufgereinigte RNA. Limitierend flr
weitere Untersuchungszwecke, wie die gPCR, kann die Menge an gewonnener
RNA sein, was neben dem  Gewebetyp, auch durch die
Homogenisierungstechnik bzw. durch die Aufreinigung beeinflusst wird.
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4.4.2 Nukleinsaurekonzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgt durch eine photometrische
Messung und wird in ng/ul gemessen. Mit Hilfe eines Tecan Readers kann
sowohl die Konzentration als auch die Reinheit der Probe gemessen werden.
Hierfr werden 2 ul der RNA-Probe auf eine Mikroplatte pipettiert und die
Lichtabsorption bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Das entspricht dem
Absorptionsmaxium aller Nukleinsauren. Die zusatzliche Messung bei 280 nm
dient der Detektion von Verunreinigungen durch Proteine oder andere Partikel.
Daraus ergibt sich ein 260/280-Quotient, der ab einem Wert > 2 als

Verunreinigung zu werten ist.

4.4.3 Reverse Transkription

Als wichtiger Zwischenschritt zur Genexpressionsbestimmung wird die RNA
mittels der reversen Transkriptase in eine cDNA umgeschrieben. Die cDNA
enthalt im Gegensatz zur DNA keine Introns. Verwendet wird das QuantiTect
Reverse Transcription Kit unter Verwendung der Herstellerangaben.
Umgeschrieben werden 100 ng/ul RNA mit den beigesetzten Reagenzien. Alle
Schritte im Umgang mit den RNA-Proben werden auf Eis durchgeflihrt. Die
gewonnene cDNA wird bei -20°C gelagert.

4.4.4 Quantitative reverse transcriptase PCR

Die qRT-PCR ist ein Verfahren zur Amplifikation der cDNA, die auf dem Prinzip
der Polymerasekettenreaktion beruht. Die Quantifizierung der vervielfaltigten
DNA ist durch Fluoreszenzmessung mdglich. Verwendet wird der DNA-Farbstoff
SYBR Green [, der in die DNA interkaliert. Das Fluoreszenzsignal nimmt mit
jedem Zellzyklus an Intensitat zu und dient als Mal3 fur die Genexpressionsrate.
Fir den Versuchsbeginn wird die cDNA auf 5 ng/ul mit RNase-freiem Wasser
verdinnt und mit Primern, Rnase-freiem Wasser und dem GoTaqR gPCR Master
Mix versetzt (Tabelle 2). Die hinzugegebenen Primer sind unter Abschnitt 3.7 zu

finden.
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Tabelle 2: Reaktionsansatz qRT-PCR

Reagenz Volumen pro Well
cDNA (5 ng/ul) 2 ul

GoTaqR gPCR Master Mix 10 pl
RNase-freies Wasser 7,4 ul

Primer Forward (10 pmol/pl) 0,3 ul

Primer Reverse (10 pmol/pul) 0,3 ul

Total 20 pl

Die gqRT-PCR erfolgt unter Verwendung des Thermocyclers StepOnePlus™ real
time PCR System und des GoTaq® qPCR Master Mix nach Anleitung des
Herstellers. Die relativen Genexpressionslevel wurden anhand der delta-delta-
CT (AACt) -Methode berechnet. Diese vergleicht die Differenz der Expression
(ACt) zwischen dem gewulnschten Gen und dem Referenzgen zunachst unter
den Versuchsbedingungen und separat in entsprechenden Positivkontrollen.
Anschliel3end wird die Differenz (AACt) zwischen den experimentellen und den

Positivkontrollproben berechnet.

4.5 Datenverarbeitung und statistisches Verfahren

Aufnahmen von histologischen Gewebeproben wurden mit der Leica DM2000
und der Leica Appilcation Software LAS V3.8 angefertigt. Die statischen
Auswertungen der Datensatze sowie die Erstellung der Graphen erfolgten mit
Graph  Pad  Prism Version 9. Alle Ergebnisse wurden als
MittelwerttStandardfehler angegeben. Die Signifikanz wurde mit nicht-
parametrischen Tests bestimmt. Der Mann-Whitney-U-Test wurde zum
paarweisen Vergleich von Normoxie- und Hypoxiebedingungen durchgefihrt. P-

Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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5 Ergebnisse

5.1 Optimierung des Bioreaktorsystems

Als Ausgangspunkt dient ein Bioreaktorsystem, das bereits erfolgreich zur
Kultivierung von ovinen Aortenklappen zur Beurteilung der Klappendegeneration
unter normoxischen Bedingungen etabliert ist [59, 60]. Teil der Fragestellung ist
es, das bestehende Bioreaktorsystem zur Kultivierung der ovinen
Aortenklappenkonduits unter Hypoxie zu optimieren und etablieren. Es werden
Testversuche unter Betrachtung aller regulierbaren Parameter zur Beeinflussung
des Sauerstoffpartialdrucks vorgenommen. Dazu gehoéren die Temperatur, der
Sauerstoffpartialdruck, das Begasungsvolumen, die Schlauchbeschaffenheit, die
Druckverhaltnisse, die Pumpenumdrehung und das Begasungssetting im
System. Dabei wird darauf geachtet, dass die Kultivierungsbedingungen

physiologisch bleiben und die Sollwerte nicht zu stark verandert werden.

5.1.1 Einfluss der Begasung

Zur Senkung des Sauerstoffpartialdrucks wird Stickstoff verwendet und die
Position der Gaszufuhr variiert, um die Effizienz des Gasaustauschs zu
verbessern. Hierfir werden verschiedene Versuchseinstellungen (Settings)
untersucht. In der ersten Versuchseinstellung (,Setting 1%), welches dem
bestehenden Versuchsaufbau unter Normoxie entspricht, erfolgt die Begasung
uber die Oxygenierungskammer (Abb. 5 A). Der Gasaustausch findet tber die
Oberflache der Flissigkeit in der Oxygenierungskammer statt. In der zweiten und
dritten Versuchseinstellung (,Setting 2“ und ,Setting 3“) erfolgt die Gaszufuhr
Uber den oberen (Abb. 5 B) bzw. unteren Anschluss der Herzklappenkammer

(siehe Abb. 5 C), wodurch der Gasfluss teilweise durch das Medium erfolgt.
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Abb. 5: Schematische Ubersicht (iber das computergesteuerte Bioreaktorsystem mit pulsierendem Fluss.

A: ,Setting 1° - Begasung Uber die Oxygenierungskammer. B: ,Setting 2“ - Begasung Uber
Herzklappenkammer oben. C: ,Setting 3 - Begasung Uuber Herzklappenkammer unten. Die
Oxygenierungskammer dient zum Gasaustausch (1). Der pH-Wert (2), der Sauerstoffpartialdruck (3) und
der Druck werden gemessen und aufrechterhalten. Die Temperatur (4) wird durch die Heizmanschette (5)
gemessen und geregelt. Das Kulturmedium wird von einer pulsierenden Rollenpumpe (6) durch die

Herzklappe geleitet.

Untersucht wird der Einfluss auf den Sauerstoffpartialdruck in den drei
verschiedenen Versuchseinstellungen unter Verwendung verschiedener
Gasvolumina von 0,02 L/min, 0,5 L/min und 1,0 L/min Stickstoff (Abb. 6). Das
Ziel ist es zu ermitteln, wie viel Stickstoff notwendig ist, um den
Sauerstoffpartialdruck signifikant zu senken. In allen Versuchseinstellungen
erfolgt zunachst eine kontinuierliche Begasung mit Stickstoff fir 15 min, um zu

testen, ob eine Senkung des Sauerstoffpartialdrucks erreicht werden kann.
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Anschlie3end erfolgt ein Begasungsstopp fur 45 min, um zu bestimmen, ob der
verringerte Sauerstoffpartialdruck im aktuellen Versuchsaufbau gehalten wird.
Bei Setting 1 (Abb. 6 A) wird Uber die Vorbegasung mit 0,5 L/min und 1,0 L/min
ein Sauerstoffpartialdruck von 275 mbar erreicht. Eine Vorbegasung mit 0,02
L/min zeigt kaum Veranderungen des Sauerstoffpartialdrucks. Es besteht ein
signifikanter Unterschied von 0,5 L/min bzw. 1,0 L/min im Verhaltnis zu 0,02
L/min, wahrend sich die Senkung durch eine Begasung von 0,5 L/min und 1,0
L/min nicht signifikant unterscheidet.

Bei Setting 2 (Abb. 6 B) kann eine maximale Senkung des
Sauerstoffpartialdrucks auf 100 mbar mit einer Begasung von 0,5 L/min und 1
L/min erreicht werden, was signifikant im Vergleich zum Startzeitpunkt ist. Eine
Begasung mit 0,02 L/min fuhrt zu einer leichten Senkung des
Sauerstoffpartialdrucks auf 290 mbar, was signifikant zum Startzeitpunkt ist. Im
Vergleich zeigt sich ein signifikanter Unterschied von 0,5 L/min und 1,0 L/min zu
0,02 L/min. Nach dem Begasungsstopp kommt es unter allen Bedingungen zum
Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks.

In Setting 3 zeigt sich ein ahnliches Bild (Abb. 6 C). Der Sauerstoffpartialdruck
sinkt kongruent bei 0,02 L/min auf 290 mbar und bei 0,5 L/min auf 100 mbar.
Beim Begasungsvolumen von 1,0 L/min kann sogar ein Sauerstoffpartialdruck
von 90 mbar erreicht werden. Aus diesen Ergebnissen Iasst sich ableiten, dass
fur optimale hypoxische Bedingungen eine Stickstoffzufuhr von 0,5 L/min
ausreicht, um den Sauerstoffpartialdruck signifikant zu senken.

Im direkten Vergleich (Abb. 6 D) zeigt sich, dass bei gleicher Begasung in Setting
2 und 3 ein signifikant (p < 0,05) niedrigerer Partialdruck erreicht wird, als bei
Setting 1. FUr weitere Folgeversuche wird daher das Setting 2 ausgewahlt, da es
einerseits eine signifikante (p < 0,05) Senkung des Sauerstoffpartialdrucks
bewirkt und andererseits vom Gasfluss physiologischer ist als das Setting 3.
Nach dem Begasungsstopp kommt es bei allen Settings und Begasungsmengen
zum erneuten Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks. Dies lasst vermuten, dass
ohne kontinuierliche Stickstoffzufuhr ein Gasaustausch des Systems mit der
AuBenluft stattfindet, wodurch der Stickstoff entweder das System verlasst

und/oder Sauerstoff in das System aus der Aul3enluft eindringt.
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Abb. 6: Einfluss der Begasungseinstellungen auf den Sauerstoffpartialdruck

Der Sauerstoffpartialdruck (in mbar) wurde gegen die Laufzeit (in h) aufgetragen. Dargestellt ist der Verlauf
des Sauerstoffpartialdrucks in Abhangigkeit der zugeflihrten Gasvolumina in drei unterschiedlichen
Versuchseinstellungen. A: ,Setting 1“ - Begasung uber Oxygenierungskammer, n = 3; B: ,Setting 2“ —
Begasung Uber Herzklappenkammer oben, n = 3; C: ,Setting 3 - Begasung Uber Herzklappenkammer
unten, n = 3; D: ,Setting 1-3“ - im Vergleich mit 1,0 L/min. Die verwendeten Gasvolumina sind farblich
gekennzeichnet. Schwarz = 0,02 L/min, dunkelgrau = 0,5 L/min, grau = 1,0 L/min. Die gestrichelte Linie
kennzeichnet den Zeitpunkt des Begasungsstopps. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler, 2-Way-
ANOVA. *: p 0,05 zum Zeitpunkt null. $: p < 0,05 von 0,5 L/min bzw. 1,0 L/min zu 0,02 L/min.

5.1.2 Einfluss des Begasungsvolumens und des Druckes

AnschlielRend werden unterschiedliche Fluss- und Druckverhaltnisse untersucht.
Dazu wird der Sauerstoffpartialdruck durch Begasung mit 0,5 L/min auf 100 mbar
gesenkt und der Sauerstoffpartialdruck Gber 1,5 h bei einer kontinuierlichen
Stickstoffzufuhr mit unterschiedlichen Volumina gemessen (Abb. 7 A). Hierbei
zeigt sich bei einer Dauerbegasung mit Stickstoff von 0,1 L/min, 0,2 L/min und
0,4 L/min ab einer halben Stunde ein konstanter Sauerstoffpartialdruck, der Uber
die Zeit hinweg unverandert bleibt. Das Begasungsvolumen von 0,4 L/min
erreicht einen Sauerstoffpartialdruck von 90 mbar, 0,2 L/min 110 mbar und 0,1
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L/min 140 mbar. Hier zeigen sich signifikante Unterschiede von 0,4 L/min zu 0,2
und zu 0,1 L/min und ein signifikanter Unterschied von 0,2 L/min zu 0,1 L/min. In
Abb. 7 B werden die gleichen Versuchsbedingungen bei einem Druck von 0 mbar
untersucht. Es zeigt sich im Vergleich zu Abb. 7 A kein Unterschied des
Sauerstoffpartialdrucks unter niedrigen Druckverhaltnissen. Daraus lasst sich
ableiten, dass unterschiedliche Druckverhaltnisse keinen Einfluss auf den
Sauerstoffpartialdruck haben. Fur weitere Versuchssettings wird ein Druck von

107 mbar gewahlt.
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Abb. 7: Einfluss des Begasungsvolumens und Drucks auf den Sauerstoffpartialdruck

Der Verlauf des Sauerstoffpartialdrucks (in mbar) iber die Zeit (in h) ist in Abhangigkeit der zugefiihrten
Gasvolumina bei einem Druck von 107 mbar (A) und unter niedrigen Druckverhaltnissen 0 mbar (B)
dargestellt, jeweils n = 3. Die verwendeten Gasvolumina sind farblich gekennzeichnet. Schwarz = 0,1 L/min,
dunkelgrau = 0,2 L/min, grau = 0,4 L/min. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler, 2-Way-ANOVA. *:
p < 0,05 zum Zeitpunkt null. $: p < 0,05 von 0,2 L/min bzw. 0,4 L/min zu 0,1 L/min. #: p < 0,05 von 0,2 L/min
zu 0,4 L/min.

5.1.3 Einfluss der Pumpenumdrehungszahl

Um den Einfluss der Pumpenumdrehungszahl zu untersuchen, werden
Pumpenumdrehungen von 5, 10, 15, 20 und 50 rpm getestet (Abb. 8). Die
Pumpe, die an das System des Bioreaktorkammersystems angeschlossen ist,
erzeugt einen pulsatilen Fluss. Dieser ist notwendig, um durch Scherstress das
Offnen und SchlieRen der Aortenklappe wie im lebenden Organismus zu
imitieren. Zum Startzeitpunkt betragt der Sauerstoffpartialdruck 100 mbar in allen
Bedingungen. Grafik A zeigt den Sauerstoffpartialdruck uber 1,5 Stunden bei 5
rpm gegenuber 50 rpm und Grafik B zusatzlich die Sauerstoffpartialdruckkurven
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aller untersuchten Bedingungen. Die Pumpenumdrehung hat hierbei keinen

signifikanten Einfluss auf den Sauerstoffpartialdruck.
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Abb. 8: Einfluss der Pumpenumdrehungszahl auf den Sauerstoffpartialdruck

Der Sauerstoffpartialdruck (in mbar) wird gegen die Laufzeit (in h) aufgetragen. In Grafik A ist der Verlauf
des Sauerstoffpartialdrucks bei einer Pumpenumdrehung von 5 und 50 rpm dargestellt (n = 3; Mittelwerte +
Standardfehler). In Grafik B ist der Verlauf des Sauerstoffpartialdrucks bei einer Pumpenumdrehung von 5
— 50 rpm dargestellt, Mittelwerte von n = 3, auf Fehlerbalken wurde der Ubersicht halber verzichtet. Die
verwendeten Pumpenumdrehungen sind farblich gekennzeichnet. Schwarz = 5 rpm, dunkelgrau = 10 rpm,

grau = 15 rpm, hellgrau = 20 rpm, weil® = 50 rpm. Statistische Analyse mit 2-Way-ANOVA.

5.1.4 Einfluss des Schlauchmaterials

Neben den fur den Bioreaktorlauf gewahlten Parametern ist das Material selbst
eine mogliche Quelle fir Gasaustausch mit der Umgebung. Daher werden die
Silikonschlauche, mit denen das Bioreaktormodell etabliert wurde, mit weniger
gasdurchlassigen Kautschukschlauchen verglichen. Der Sauerstoffpartialdruck
wird auf circa 100 mbar herunterreguliert und anschlieRend die Gaszufuhr
komplett gestoppt und beobachtet, Uber welches Schlauchsystem am besten ein
niedriger Sauerstoffpartialdruck im System gehalten werden kann. In Abb. 9 A
wird in beiden Systemen sichtbar, dass der Sauerstoffpartialdruck ansteigt. Nach
1,5 h stagnieren beide Kurvenverlaufe des Sauerstoffpartialdruck zwischen 250
mbar und 270 mbar. Hier sind keine signifikanten Unterschiede sichtbar. Die
beiden unteren Grafiken stellen einen vergroferten Ausschnitt der oberen Grafik
dar. Grafik B veranschaulicht den Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks zwischen
den Schlauchsystemen innerhalb der ersten 2,5 Stunden. Dabei zeigt sich in den
ersten 1,25 Stunden ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) des

Sauerstoffpartialdrucks zwischen den Silikon- und Kautschukschlauchen. Im
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Bioreaktorsystem mit dem Silikonschlauch ist der Stickstoffverlust anfangs héher
als im System mit dem Kautschukschlauch. Danach jedoch stagniert in beiden
Systemen die Sauerstoffpartialdruckkurve und es gibt keinen signifikanten
Unterschied mehr. Grafik C veranschaulicht in einem vergrofierten Ausschnitt
von Grafik A, wie der Sauerstoffpartialdruck zwischen der finften und zehnten
Stunde konstant in beiden Systemen gehalten wird. Mit den Silikonschlauchen
liegt der Sauerstoffpartialdruck bei ungefahr 290 mbar und mit den
Kautschukschlauchen bei circa 270 mbar, es besteht kein signifikanter
Unterschied. Daraus lasst sich ableiten, dass die Verwendung unterschiedlicher
Schlauchsysteme den Gasaustausch zwar nicht dauerhaft verhindern kann,

jedoch einen Einfluss auf die Geschwindigkeit des Gasaustauschs hat.
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Abb. 9:Einfluss des Schlauchmaterials auf den Sauerstoffpartialdruck

Der Sauerstoffpartialdruck (in mbar) wurde gegen die Laufzeit (in h) aufgetragen. A: Der Verlauf des
Sauerstoffpartialdrucks Uber die Zeit wurde ohne Gaszufuhrbei einem Startpartialdruck von 100 mbar in
zwei verschieden Schlauchsystemen mit Silikon (grau) und Kautschuk (schwarz) fir 20 Stunden gemessen.
B: VergroRerte Darstellung des Zeitabschnitts 0 — 2,5 Stunden in C: VergrofRerter Darstellung des
Zeitabschnitts 5 — 10 Stunden , jew. n = 3. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler, 2-Way-ANOVA. $:
p < 0,05 (Kautschuk zu Silikon).
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5.1.5 Fazit zur Kultivierung unter Hypoxie

Aus diesen Ergebnissen Iasst sich ableiten, dass das ideale Bioreaktorsetting zur
Kultivierung der Aortenklappenkonduits unter Hypoxie bei einem Druck von 107
mbar, Temperatur von 37°C, und einer Pumpenumdrehung von 50 rpm liegt. Fur
die Gaszufuhr wird eine initiale Begasung mit 0,5 L/min Stickstoff-Zufluss fir circa
15 min verwendet, bis der Sauerstoffpartialdruck auf 100 mbar gesunken ist.
Anschlief3end wird kontinuierlich mit einem Gemisch von 0,2 L/min Stickstoff und
0,02 L/min COz2 begast. Bei diesen Konditionen liegt der pH Wert stabil bei 7,35
(siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Parameter-Einstellung Bioreaktorsystem unter Hypoxie

Hypoxiebioreaktor
Luft-Zufluss 0O

CO2- Zufluss 0,02 L/min
N2- Zufluss 0,2 L/min
Druck 107 mbar
pH 7,35
Temperatur 37°C

Pumpe 50 rpm

Beim Aufbau des Bioreaktorsystems hat die Position der Gaszufuhr und das
Material der verwendeten Schlauche einen signifikanten Effekt auf die Senkung
des Sauerstoffpartialdrucks. Optional erweist sich dabei die Begasung am
oberen Ende der Herzklappenkammer und die Verwendung von
Kautschukschlauchen flr das Schlauchsystem. Die beiden verwendeten
Schlauchtypen fuhren unter den oben genannten Bedingungen zu leichter bzw.
starker Hypoxie, deren Auswirkung auf die Aortenklappe nachfolgend untersucht

wird.
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5.2 Expression von Hif-1a-Zielgenen im Bioreaktormodell

Um zu untersuchen, ob die gewahlten Versuchsbedingungen zu einer
Aktivierung von Hypoxie-Signalwegen fuhren, werden Aortenklappenkonduits
unter Normoxie und Hypoxie entweder nach Setting 1 (Begasung mit Druckluft,
Gaszufluss Uber die Oxygenierungskammer, Silikonschlauche) oder nach
Setting 2 (Begasung mit Stickstoff, Gaszufluss Uber die obere Seite der
Herzklappenkammer, Silikon und Kautschukschlauch) kultiviert. Die Kultivierung
in Setting 2 findet bei kontinuierlicher Begasung mit 0,2 L/min Druckluft bzw.
Stickstoffund 0,02 L/min COz2, einem Druck von 107 mbar, einer Temperatur von
37°C, einem pH von 7,35 und einer Pumpenumdrehung von 50 rpm Uber 72 h
statt.

Nach erfolgreicher Bioreaktorkultivierung wird das gewonnene Gewebe auf

molekularbiologischer Ebene und histologisch untersucht.
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5.2.1 PCR-Analyse der VEGF-, SLC2A1-, CA9-Expression im Setting 1

Zunachst wird die Expression der Hif-1a-Zielgene (VEGF, SLC2A1, CA9) in
ovinen Aortenklappentaschen nach Inkubation im Bioreaktorsystem unter
Normoxie (n=4) wund Hypoxie (n=3) bei Begasung Uber die
Oxygenierungskammer und Verwendung von Silikonschlauchen (Setting 1)
untersucht. Dies entspricht den Standardbedingungen friherer Arbeiten [59, 60].
Es soll evaluiert werden, ob die Senkung des Sauerstoffpartialdrucks unter
hypoxischen Bedingungen flr eine Hochregulation von VEGF, SLC2A1 bzw.
CAQ9 ausreicht. Weder flir VEGF (Abb. 10 A) noch fur SLC2A1 (Abb. 10 B) oder
CA9 (Abb. 10 C) zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen den

Kultivierungsbedingungen.
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Abb. 10: Semiquantitative RT-PCR-Analyse der Genexpression von VEGF (A), SLC2A1 (B) und CA9 (C)
bei Begasung tber die Oxygenierungskammer mit Silikonschlduchen (Setting 1, 72h Kultivierung, siehe
Abb. 5A)

Die Begasung erfolgte mit Druckluft (Normoxie, n=4) oder Stickstoff (Hypoxie, n =3) n = 3. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen

Kultivierungskonditionen (Mann-Whitney-U-Test).
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5.2.2 PCR-Analyse der VEGF-, SLC2A1-Expression im Setting 2

Als nachstes wird die Expression der Hif-1a-Zielgene VEGF und SLC2A1 nach
Kultivierung im Setting 2 (Begasung Uber oberes Ende der Herzklappenkammer,
Silikonschlauche) durchgefihrt. Auch hier wird Uberprift, ob die Senkung des
Sauerstoffpartialdrucks unter Stickstoffzufluss ausreicht, um eine Hochregulation
von VEGF bzw. SLC2A1 zu erreichen. Es zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede in der VEGF- oder SLC2A1-Expression.

Eine PCR-Analyse der kultivierten Proben mit Kautschukschlauchen ist aufgrund

der geringen Ausbeuten bei der RNA-Extraktion nicht moglich.
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Abb. 11: PCR-Analyse der Genexpression von VEGF, SLCA1 im Bioreaktor Setting 2, 72h Kultivierung,
Silikonschlduche

A: VEGF-Genexpression, graphische Darstellung der PCR-Auswertung nach AACt-Methode. Es zeigt sich
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Kultivierungskonditionen, n = 3. B:
SLC2A1-Genexpression, graphische Darstellung der PCR-Auswertung nach AACt-Methode. Es zeigt sich
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Kultivierungskonditionen, n = 3. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler, Mann-Whitney-U-Test.

5.3 Histomorphologische Untersuchungsergebnisse der kultivierten

Aortenklappen

Die  Morphologie der Aortenklappentaschen unter den gewahlten

Versuchsbedingungen mit Normoxie und Hypoxie im Bioreaktor wird untersucht

und mit einem statischen 3D-Spannmodell verglichen. Verwendet werden die

allgemein verbreiteten Farbeverfahren der Histologie. Diese Methoden dienen
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zur Farbung der Gewebeschichten und Strukturen und objektiven Feststellung

morphologischer Veranderungen oder Bestandigkeit.
5.3.1 HE-Farbung Bioreaktor

Abb. 12 veranschaulicht die Hamatoxylin-Eosin-Farbung von kultivierten
Aortenklappentaschen Uber 72 Stunden im Bioreaktormodell unter
verschiedenen Kultivierungsbedingungen. Histologisch zeigt die Kultivierung der
Aortenklappentaschen Uber 72 Stunden unter Normoxie in allen Settings (Setting
1 [n = 4], Setting 2 [n= 3]) keine signifikanten Unterschiede. Die Gewebeintegritat
und die Dreischichtigkeit der Gewebeschichten aus den Laminae fibrosa,
spongiosa und ventricularis bleibt unter Normoxie erhalten und unverandert.
Unter hypoxischen Verhaltnissen bleibt die Gewebeintegritdt und
Dreischichtigkeit in Setting 1 (n = 4) und Setting 2 mit Silikonschlauch (n = 3)
ebenfalls erhalten. Dagegen geht im Setting 2 mit Kautschukschlauch (n = 3)

unter Hypoxie die Gewebeintegritat verloren.
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Abb. 12: Hadmatoxylin-Eosin-Farbung der Aortenklappen im Bioreaktor

Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Aortenklappentaschen nach 3 Tagen Kultivierung unter Normoxie (oberes
Feld) und unter Hypoxie (unteres Feld) im Bioreaktor. A, D: Setting 1 mit Silikonschlauch, Begasung liber
Oxygenierungskammer; B, E: Setting 2 mit Silikonschlauch, Begasung ({ber oberen
Herzklappenkammeranschluss; C, F Setting 2 mit Kautschukschlauch, Begasung uber oberen
Herzklappenkammeranschluss. Reprasentative Darstellung von vier verschiedenen Praparaten in Setting 1

und drei verschiedenen Praparaten in Setting 2. Rot = Kollagen, blau = Zellkern. MaRstabe = 100 pm.
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5.3.2 Movat-Pentachrom-Farbung Bioreaktor

Zur Analyse der Dreischichtigkeit wurde nach Kultivierung im Bioreaktor eine
Movat-Pentachrom-Farbung durchgefihrt (Abb. 13) Histologisch zeigt die
Kultivierung der Aortenklappentaschen Uber 72 Stunden unter Normoxie in allen
Settings (Setting 1 n = 4, Setting 2 n= 3) keine Unterschiede und die
Gewebeintegritat und die Dreischichtigkeit der Gewebeschichten aus den
Laminae fibrosa, spongiosa und ventricularis zeigen keine Veranderungen. Unter
hypoxischen Verhaltnissen zeigt die Gewebeintegritat und Dreischichtigkeit in
Setting 1 (n = 4) und Setting 2 mit Silikonschlauch (n = 3) keine Veranderungen.
Dagegen geht im Setting 2 mit Kautschukschlauch (n = 3) unter Hypoxie die
Gewebeintegritat verloren und weist in allen Schichten eine zerstorte

Gewebearchitektur auf.
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Abb. 13: Movat-Pentachrom-Féarbung der Aortenklappen im 3D-Spannmodell

Pentachrom-Farbung von Aortenklappentaschen nach 3 Tagen Kultivierung unter Normoxie (oberes Feld)
und unter Hypoxie (unteres Feld) im Bioreaktor. A, D: Setting 1 mit Silikonschlauch, Begasung lber
Oxygenierungskammer; B, E: Setting 2 mit Silikonschlauch, Begasung tber oberen
Herzklappenkammeranschluss; C, F Setting 2 mit Kautschukschlauch, Begasung liber oberen
Herzklappenkammeranschluss. Reprasentative Darstellung von vier verschiedenen Praparaten in Setting
1 und drei verschiedenen Praparaten in Setting 2. Schwarz = Zellkerne, elastische Fasern, gelb =

Kollagen, griin = Glykosaminoglykane, intensiv rot = Fibrin, rot = Muskulatur. Maf3stabe = 100 ym.
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5.3.3 HE-Farbung 3D-Spannmodell

Zum Vergleich wird histologisch Gewebe von Aortenklappen eines 3D-
Spannmodells untersucht, in welchem die Hochregulation von HIF-1a gegeben
ist. Dieses Vergleichs-Gewebe stammt aus einem weiteren Projekt der
Arbeitsgruppe, welches bisher noch nicht publiziert wurde. Dort wurde die durch
Hypoxie veranderte Expression von Hif-1a Zielgenen mittels semi-quantitativer
RT-PCR nachgewiesen (unpublizierte Daten von Sarah Bandar, Arbeitsgruppe

Niazy).

Mit Hilfe der Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist eine Ubersichtsfarbung der
Schichten der Aortenklappentaschen und eine Darstellung morphologischer
Veranderungen moglich. Verglichen werden ovine Aortenklappentaschen (n =6),
die im 3D-Spannmodell unter drei verschiedenen Bedingungen unter Normoxie
(21% O2), Hypoxie (1% Oz2) und Hypoxie (1% O2) mit degenerativen Faktoren ([3-
Glycerolphosphat + Calciumchlorid) fur jeweils sieben und vierzehn Tagen
kultiviert wurden.

In Abb. 14 sind die drei Schichten der Aortenklappentaschen aus den Laminae
fibrosa, spongiosa und ventricularis sichtbar dargestellt. Das acidophile Eosin
farbt das Zytoplasma, die Mitochondrien und das Kollagen rot und das basophile
Hamatoxylin die Zellkerne blau. Die Gewebeschichten sind dabei rot gefarbt und
weisen unregelmaRig verteilte, blau gefarbte Zellkerne auf. Die Laminae fibrosa
und ventricularis weisen aufgrund ihrer héheren Zelldichte eine verstarkte
Farbintensitat auf. Die Lamina spongiosa ist zellarmer und aufgrund der lockeren
Struktur heller gefarbt und weist Aussparungen auf.

In allen Bedingungen sind die Gewebeintegritat und die Dreischichtigkeit aus den
Laminae fibrosa, spongiosa und ventricularis nach sieben und vierzehn Tagen
erhalten. Auffallig ist eine Zunahme der Taschendicke unter allen drei
Kultivierungsbedingungen nach vierzehn Tagen im Vergleich zu den Taschen
nach sieben Tagen Kultivierung. Die Gewebevermehrung ist vor allem in der
Lamina spongiosa sichtbar. Im Vergleich zur Bioreaktorkultivierung (siehe
Abschnitt 5.3.1) zeigt sich, dass im statischen Modell die Gewebeintegritat auch
unter Hypoxie fur einen langeren Zeitraum erhalten bleibt, wahrend in der
dynamischen  Kultivierung im  Bioreaktor unter Setting 2 mit

Kautschukschlauchen Gewebeschaden auftreten.
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Abb. 14: Hadmatoxylin-Eosin-Férbung der Aortenklappen im 3D-Spannmodell

Hamatoxylin-Eosin-Farbung von Aortenklappentaschen nach 7 Tagen (oberes Feld) und nach 14 Tagen
Kultivierung (unteres Feld) im 3D-Spannmodell. A, D: Normoxische Bedingung (21% O32); B, E: Hypoxische
Bedingung (1% Oz2); C, F: Hypoxische Bedingung (1% O2) mit degenerativen Faktoren bestehend aus R-
Glycerolphosphat und Calciumchlorid. Reprasentative Darstellung von sechs verschiedenen Praparaten.

Rot = Kollagen, blau = Zellkern. Mal3stabe = 100 ym.

5.3.4 Movat-Pentachrom-Farbung 3D-Spannmodel

Die drei Bindegewebsschichten der ovinen Aortenklappentaschen weisen
unterschiedlich hohe Anteile der extrazellularen Matrix auf. Die Movat-
Pentachrom-Farbung ermaoglicht die Differenzierung dieser
Bindegewebskomponenten. Zellkerne und elastische Fasern erscheinen
schwarz, Muskulatur rot, kollagenes und retikulares Bindegewebe gelb,
Glykosaminoglykane grin und Fibrin intensiv rot. Die Fibrosa ist eine
kollagenreiche Bindegewebsschicht und erscheint bei der Movat-Pentachrom-
Farbung gelb. Die Spongiosa, als lockere Bindegewebsschicht, enthalt
Glykosaminoglykane und erscheint blaugrin. Die Ventricularis wird durch den
erhohten Anteil an elastischen Fasern und kollagenem Bindegewebe
gelbschwarz gefarbt.

Verglichen werden ovine Aortenklappentaschen (n = 6), die im 3D-Spannmodell
unter drei verschiedenen Bedingungen unter Normoxie (21% O2), Hypoxie (1%
O2) und Hypoxie (1% O2) mit degenerativen Faktoren (3-Glycerolphosphat +
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Calciumchlorid) fur jeweils sieben und vierzehn Tagen kultiviert werden (Abb.
15).

Sowohl bei einwochiger als auch bei zweiwochiger Kultivierung ist die
Gewebeintegritat erhalten und die Dreischichtigkeit in allen Bedingungen
gegeben. Die Lamina fibrosa ist gelb, die Lamina spongiosa blaugrin und die
Lamina ventricularis ist gelbschwarz in allen Versuchsgruppen gefarbt. In den
jeweiligen Schichten zeigen sich somit keine Veranderungen am Anteil der
Zellkomponenten. Es fallt auf, dass es zu einer Zunahme der Lamina spongiosa
nach vierzehn Tagen im Vergleich zu sieben Tagen Kultivierung kommt und die

Taschendicke zunimmt.

Normoxie Hypoxie Hypoxie-deg

o)
o
®
h 1
I~ ‘

A 100 pm B 100 pym C 100 pm
)
o))
©
|_
<
-

D 100 um E 100 pm Fn 100 pm

Abb. 15: Movat-Pentachrom-Féarbung der Aortenklappen im 3D-Spannmodell

Movat-Pentachrom-Farbung von Aortenklappentaschen nach 7 Tagen Kultivierung (oberes Feld) und nach
14 Tagen Kultivierung (unteres Feld) im 3D-Spannmodell. A, D: Normoxische Bedingung (21% O2); B, E:
Hypoxische Bedingung (1% Oz2); C, F: Hypoxische Bedingung (1% O2) mit degenerativen Faktoren
bestehend aus R-Glycerolphosphat und Calciumchlorid. Reprasentative Darstellung von sechs

verschiedenen Praparaten. Schwarz = Zellkerne, elastische Fasern, gelb = Kollagen, grin =

Glykosaminoglykane, intensiv rot = Fibrin, rot = Muskulatur. MaRRstabe = 100 um.
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6 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Methode eines voll
automatisierten, computergesteuerten Bioreaktorsystems unter hypoxischen
Bedingungen etabliert und charakterisiert werden. Das hierfur verwendete ovine
Herzklappengewebe konnte erfolgreich in dem System kultiviert werden und mit
einem statischen Modell verglichen werden.

Die Kultivierung im Bioreaktor wurde anschliefend mittels eines pulsatilen
Flusses des Kulturmediums zunachst unter physiologischen Bedingungen
durchgefuhrt. Hierbei wurden der pH, der Druck, die Temperatur und der
Sauerstoffpartialdruck eingestellt. Es erfolgte die DurchfiGhrung mehrerer
Optimierungsschritte zur bedarfsgerechten Einstellung aller gewiunschten
Parameter fur eine Kultivierung unter Hypoxie.

Im Folgenden werden nun die verwendeten Methoden, die damit erzielten

Ergebnisse und die moglichen Perspektiven des Systems diskutiert.

6.1 Beurteilung der Optimierungen und des Versuchsablaufs

Es ist bekannt, dass es sich bei der CAVD um einen aktiven Prozess handelt.
Die Ursachen sind multifaktorieller Genese, die im Zusammenspiel die
charakteristischen, zellmorphologischen Veranderungen hervorrufen [12].
Hierfir stehen verschiedene Methoden zur naheren Untersuchung zur
Verfigung. In vitro Messungen bilden die Klappenveranderungen bei
physiologischer zyklischer Belastung nicht vollstandig ab [61, 62]. Daher sind
alternative Modellsysteme erforderlich, die die physiologischen Bedingungen
wahrend des Offnens und SchlieRens der Aortenklappe durch eine pulsatile
Stromung widerspiegeln. In dieser Arbeit spielt malRgeblich der Bioreaktor als ex
vivo Modell eine wichtige Rolle. Dieser eroffnet die Moglichkeit, im Gegensatz zu
statischen in vitro Modellen, weitere Einflussfaktoren zu untersuchen. Dazu
gehort vor allem der mechanische Scherstress [63, 63].
Bioreaktoren, die einen pulsatilen Fluss durch eine intakte Aortenklappe
erzeugen, sind hauptsachlich im Zusammenhang mit Tissue Engineering
bekannt und werden daher in Experimenten mit Tissue-Engineering-
Bioprothesen oder dezellularisierten Konduits eingesetzt [65, 66].
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In derzeitigen Studien existieren verschiedene Bioreaktormodelle zur
Kultivierung und Untersuchung von intaktem biologischem Gewebe [67].

Engler et al. entwickelten ein Bioreaktorsystem zur Untersuchung des
Sauerstoffverbrauchverhaltens ganzer Rattenlungen [68]. Ahnlich dem hiesigen
Bioreaktorsystem befindet sich das Gewebe im Bioreaktor, der Gber Schlauche
mit einem Oxygenator und Pumpsystem verbunden ist. Uber das
Oxygenatorelement erfolgt die Sauerstoffanreicherung des Mediums, welche mit
Hilfe des Pumpsystems zum Lungensystem im Bioreaktor zum
Sauerstoffverbrauch weitergeleitet wird. Neben dem grundsatzlich ahnlichen
Aufbau sind zwei grole Unterschiede aufzuzahlen. Es handelt sich um ein
Modell, welches sich in einem Inkubator befindet, wobei die
Temperaturregulation indirekt Uber den Inkubator erfolgt. Zum anderen erfolgt
der Gasaustauch Uber den Oxygenator mit der Inkubatorluft bzw. bei Hypoxie
durch Entfernen des Sauerstoffkreislaufs, Verschliefen der Luftfilter und
Austausch aller Silikonschlduche durch PharMed-Schlauche mit geringer
Sauerstoffdurchlassigkeit. Die Verwendung von gasundurchlassigeren
Schlauchen wird im Bioreaktorsystem in dieser Arbeit ebenfalls untersucht.
Sucosky et al. entwickelten ein ex vivo Bioreaktorsystem unter dem
Gesichtspunkt des Scherstresses auf kardiovaskulares Gewebe [69]. Hierbei
wird das Gewebe auf eine Kegel-Platte mit Medium eingebettet, wo ein
rotierender Servomotor mit Geschwindigkeit Scherspannungsschwankungen
erzeugt. Uberzeugend ist die lange Kultivierungsdauer von 120 h und die
Kultivierung von neun Gewebeproben gleichzeitig. Im Gegensatz zum Bioreaktor
erfolgt in der vorliegenden Arbeit keine kontinuierliche Perfusion des Gewebes,
da es durchgehend im gleichen Medium eingebettet ist. Zudem findet keine
strenge Temperaturregulation Uber Sonden oder Heizdrahte statt. Der
Gasaustausch findet hier mit der Umgebungsluft Gber Lécher in einem Flansch
statt. In einem ex vivo Modell von Kruithof et al. werden Mauseherzen in eine
Perfusionskammer eingenaht und unterschiedlichen biochemischen und
hamodynamischen Reizen ausgesetzt. Auch in diesem Modell ist der groRe
Unterschied die Begasung und Temperaturregulation, die extern durch einen
Inkubator tbernommen wird [70]. Um die Auswirkung niedriger Sauerstoffwerte
im Rahmen von Hypoxie auf das Klappen- und Zellverhalten zu beurteilen, haben

die Arbeitsgruppen Swaminathan et al. und Sapp et al. eine ex vivo Kultur nach
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ahnlichem Aufbau durchgeflhrt. Hierbei wurden porcine Aorten- und
Mitralklappen verwendet, die Segel bzw. Taschen an 6-Well-Platten befestigt und
in einem Inkubator kultiviert [71, 72]. Der Inkubator sorgt von auf3en fur eine
hypoxische Umgebung durch einen verminderten Sauerstoffgehalt in der

Umgebungsluft.

Das in dieser Arbeit verwendete Bioreaktorsystem wurde bereits zur
Untersuchung von Aortenklappentaschen unter normoxischen Bedingungen
etabliert [59, 60].

Ein Ziel dieser Arbeit ist es die Rolle von Hypoxie in der CVAD zu untersuchen
und zu etablieren.

StandardmafRig werden in der Zellkultur und fur kleinere Bioreaktoren Hypoxie-
Inkubatoren genutzt, die die Sauerstoffkonzentration durch das automatische
Zufihren von Gasmengen in Form von Stickstoff regulieren [73-75]. Dies
ermdglicht eine zuverlassige Steuerung und Messung der untersuchten Gaslevel
ohne grofRe Schwankungen.

Bisher basieren nur sehr wenige Studiendesigns zur Untersuchung von Hypoxie
auf der Verwendung von Bioreaktoren. Besondere Herausforderung dieser
Arbeit ist der Gasaustausch des Bioreaktors mit der Umgebungsluft Gber
Schlauche und Anschlussstellen. Im Gegensatz zu vielen anderen Bioreaktoren
befindet sich dieser nicht in einer Hypoxiekammer bzw. einem Inkubator, sondern
als geschlossenes System im Raum [69, 70, 76].

Ausgangspunkt der Untersuchungen am Bioreaktor sind zunachst die
Optimierungsprozesse. Diese dienen zur Festlegung eines Settings zur
Kultivierung der Aortenklappentaschen unter hypoxischen Bedingung mit einem
niedrigen Sauerstoffpartialdruck. Primares Ziel bei allen Optimierungen der
Versuchsablaufe ist die Senkung des Sauerstoffpartialdrucks im System. Hierbei
spielt die Beibehaltung der physiologischen Parameter eine wichtige Rolle. Um
ein optimales System fur hypoxische Bedingungen aufzustellen, werden sowohl
der allgemeine Aufbau des  Schlauchsystems als auch die
Pumpenumdrehungszahl, der Druck und das notwendige Begasungsvolumen
naher untersucht.

Im ersten Schritt wird der Aspekt Begasung im Bioreaktorsystem untersucht.

HierfUr wird der Sauerstoffpartialdruck unter Zugabe von Stickstoff gemessen
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(siehe Abschnitt 5.1.1). In dem rechnergesteuerten Bioreaktorsystem erfolgt die
Begasung unter normoxischen Bedingungen bisher automatisiert Uber die
Begasungskammer. Bei den Messungen wird ein durchschnittlicher
Sauerstoffpartialdruck von 400 mbar, umgerechnet 300 mmHg, gemessen.
Definitionsgemald besteht eine arterielle Hypoxie beim Menschen bei einem
Sauerstoffpartialdruck unter 70 mmHg [77].

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass ein Gasaustausch in dem System unter
Standardaufbau und automatisierter Begasung nicht ausreicht, um Hypoxie zu
generieren.

Die grolite Herausforderung stellt die Suche nach einem optimalen
Versuchssetting dar, bei dem ein niedriger Sauerstoffpartialdruck unter
Hinzugabe eines definierten Stickstoffvolumens erzielt wird. Es ist zum einen
festzustellen, dass einerseits héhere Stickstoffdosen notwendig sind, um den
Sauerstoffpartialdruck zu senken. Zum anderen kdnnen signifikant niedrigere
Sauerstoffpartialdricke unter direkter Hinzugabe des Stickstoffs in das Medium
uber die Herzklappenkammer, statt Uber die Oxygenierungskammer, erzielt
werden. Am Ende kdnnen zwei Begasungssettings eine signifikante Senkung
des Sauerstoffpartialdrucks von unter 110 — 90 mbar (entspricht 82,5 — 67,5
mmHgq) erreichen. Hier erfolgt die Begasung entweder oberhalb oder unterhalb
der Herzklappenkammer. Aufgrund der besseren Handhabbarkeit beim
Zusammenbau, der besseren Dichtigkeit der Begasungsstellen im System und
dem physiologischeren Gasfluss wird das Setting mit der Begasung Uber den

oberen Anschluss der Herzklappenkammer ausgewahlt.

Nachdem der Aufbau des Bioreaktors und das Gasvolumenverhaltnis von
Stickstoff zu Kohlenstoffdioxid zum Erreichen von Hypoxie festgelegt wurden,
wird ein Bellftungsprotokoll fir die schnelle Herabsenkung des
Sauerstoffpartialdrucks zu Beginn etabliert. Der Druck im System halt sich allein
durch die Beluftung im System konstant. Die restlichen Parameter wie
Temperatur, pH und Flussigkeitsdurchfluss bleiben unverandert im Vergleich
zum etablierten System unter Normoxie, um physiologische Bedingungen zu
gewahrleisten. Es wird ein Bioreaktorsetting etabliert, in dem die Hypoxie-Level

(82,5 — 67,5 mmHg) vergleichbar mit arterieller Hypoxie im Menschen sind.
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6.2 Der Einfluss von Hypoxie auf die Genexpression

Ziel der Arbeit ist es den Einfluss von Hypoxie auf Aortenklappentaschen in
einem ex vivo Modell, dem Bioreaktor, zu etablieren, untersuchen und mit einem
statischen Modell, dem 3D-Spannmodell zu vergleichen. Unter physiologischen
Bedingungen ist die  Aortenklappe  permanent  Spannung  und
Druckschwankungen ausgesetzt. Bei vorhandenen Risikofaktoren kommt es
pathophysiologisch zum Umbau infolge einer Fibrosierung durch
Kollagensynthese und bei Fortschreiten zu Verkalkungen. Die hamodynamische
Beanspruchung der Klappe durch den Blutfluss und das Offnen und SchlieRen
fuhren zur Gewebsschadigung mit konsekutivem Umbau. Infolgedessen kommt
es zur veranderten Genexpression und vermehrten Freisetzung von pro-
degenerativen Markern [11, 52-55, 78].

Es wird die Expression von bekannten Hif-1a-Zielgenen VEGF, SLC2A1 und CA9
in der CAVD analysiert, um die Expression unter Hypoxie zu untersuchen. VEGF,
ein zentraler Faktor der Neovaskularisation, wird durch Hif-1a reguliert, der unter
chronisch pathologischen Bedingungen die Fibrose férdern kann und eine Rolle
bei der chondrogenen Differenzierung von Fibroblasten und Chondrozyten spielt.
Sowohl VEGF als auch Hif-1a sind in degenerierten, menschlichen
Aortenklappen deutlich hochreguliert und ihre Expression erfolgt vorwiegend an
den Stellen der Verkalkung [71, 73, 79]. Hif-1a erhéht die Expression des vom
SLC2A1-Gen kodierten Glukosetransporters (GLUT-1) [80, 81]. GLUT-1 ist in
erster Linie am Glukosetransport durch die Zellmembran beteiligt, sodass
Glukose in die Zellen eindringen und zur Energiegewinnung genutzt werden
kann. Studien konnten nachweisen, dass bei erhdhtem Hypoxielevel eine
Veranderung der Stoffwechselprozesse stattfindet. Hierbei kommt es zur
Aktivierung der Glykolyse mit Hochregulation des GLUT-1-Gens zur Erhéhung
der Glukoseaufnahme und Bereitstellung von Energie unter hypoxischen
Bedingungen [82, 83]. Zudem erhoht Hif-1a die Expression der Carboanhydrase
9 (CA9) [84-86]. CA9 ist in humanen atherosklerotischen Plaques exprimiert [87].
Ein Zusammenhang mit der CAVD ist bisher nicht beschrieben. In dieser Arbeit

dient CA9 primar als Hif-1a- Zielgen.
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Eine Aktivierung der entsprechenden Marker gibt Hinweise auf die Aktivierung
des Hif-1a-Signalwegs. In der Literatur wurde beschrieben, dass die oben
genannten Marker eine essenzielle Rolle bei Hypoxie spielen. Es konnte gezeigt
werden, dass VEGF, SLC2A1 und CA9 unter Hypoxie aktiviert werden und zu
morphologischen Gewebeveranderungen fihren [88, 89]. Frihere Arbeiten oder
andere Daten der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass unter statischen
Bedingungen in einem 3D-Spannmodell Hypoxie mit einer Hochregulation der
hier untersuchten Hypoxiemarker VEGF, SLC2A1, CA9 einhergeht.

(unbublizierte Daten von Sarah Bandar, Arbeitsgruppe Niazy)

Es konnte gezeigt werden, dass die Hypoxie-assoziierten Gene in den
Aortenklappentaschen nach Kultivierung im Bioreaktor unter hypoxischen
Bedingungen, nicht vermehrt exprimiert sind. Ein Grund daflr kann die nicht
ausreichende Senkung des Sauerstoffpartialdrucks sein. Zudem kann
moglicherweise die Kultivierungsdauer von drei Tagen im Bioreaktorsystem nicht
ausreichend sein, um die Expression der Hif-1a Gene zu aktivieren. In den
Aortenklappentaschen, die im Bioreaktor mit Hypoxie und Kautschukschlauchen
kultiviert wurden, waren die Ausbeuten bei der RNA Extraktion gering und daher
keine Analyse mittels semi-quantitativer RT-PCR mdglich. Dies weist auf

Zellschaden durch die Kombination aus Scherstress und zu starker Hypoxie hin.
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6.3 Der Einfluss von Hypoxie auf die Degeneration von nativen, ovinen
Aortenklappentaschen

6.3.1 Aufbau der Aortenklappentaschen und Differenzierung unter Hypoxie

Der Einfluss von Hypoxie auf Aortenklappentaschen wird in dieser Arbeit anhand
der histologischen Farbung naher untersucht. Die bekannten histologischen
Farbemethoden HE- und Movat-Pentachrom-Farbung dienen zur Beurteilung der

Zellmorphologie, Gewebeschichten und -struktur unter Hypoxie und Normoxie.

An den kultivierten Aortenklappen unter statischen Bedingungen (3D-
Spannmodell) unter Normoxie und Hypoxie im Brutschrank konnte in der HE- und
Movat-Pentachrom-Farbung gezeigt werden, dass die Gewebeintegritat erhalten
bleibt. Die Dreischichtigkeit aus den Laminae fibrosa, spongiosa und ventricularis
ist vorhanden. Es fallt auf, dass es zu einer Zunahme der Lamina spongiosa nach
vierzehn Tagen im Vergleich zu sieben Tagen Kultivierung sowohl unter
Normoxie und Hypoxie kommt und die Taschendicke zunimmt. Dies konnte
bereits in anderen Publikationen gezeigt werden. Im Rahmen der CAVD wurden
die meisten Kollagenfaserveranderungen in der Spongiosa gefunden, wo die
Anzahl der Kollagenfasern um mehr als das Zweifache anstieg.
Dementsprechend nahmen auch die Faserbreite und — dichte zu [60, 90]. Es
konnte nachgewiesen werden, dass Hypoxie eine Schlusselrolle beim Umbau
der ECM spielt, indem sie den Elastin- und Kollagenstoffwechsel reguliert [79].

In der HE- und Movat-Pentachrom-Farbung zeigen sich zwischen den kultivierten
Aortenklappen im Bioreaktor unter Normoxie und Hypoxie mit Silikonschlauchen
keine Unterschiede. Die Gewebeintegritat mit ihrer Dreischichtigkeit bleibt
erhalten und die Zelldichtigkeit bleibt gleich. Dies weist zunachst darauf hin, dass
das Bioreaktormodell biokompatibel flr Aortenklappentaschen ist und zur
Kultivierung genutzt werden kann. Die morphologischen Veranderungen, wie sie
im 3D-Spannmodell der Fall sind, kdnnen nach Bioreaktorkultivierung nicht
beobachtet werden. Dies kdnnte an der kirzeren Kultivierungsdauer im Vergleich
zum 3D-Spannmodell liegen. Daruber hinaus ware es moglich, dass die Hypoxie
unter diesem Versuchssetting nicht ausreicht, um Gewebeveranderungen

hervorzurufen, wie es unter statischen Bedingungen der Fall ist.
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Im Gegensatz dazu zeigt sich in der HE- und Movat-Pentachrom-Farbung eine
Gewebsdestruktion unter hypoxischen Bedingungen unter Verwendung von
Kautschukschlauchen. Es ist anzunehmen, dass in diesem Versuchssetting die
Kombination aus Hypoxie und Scherstress zu Zelluntergang fuhrt. Dies wurde
auch erklaren, warum keine RNA Isolation und somit semi-quantitative RT-PCR
Analysen aus dem Gewebe moglich gewesen sind. Andere Arbeitsgruppen, die
mit Hypoxie in statischen Modellen gearbeitet haben, haben bis dato keine
derartigen Gewebedestruktionen beschrieben [72, 91].

Es ist zu vermuten, dass die Gewebeschadigung durch die potenziell
hypoxischen Versuchsbedingungen in Kombination mit Scherstress zustande
kommt. Perspektivisch handelt es sich hierbei um einen interessanten
Gesichtspunkt, da Hypoxie und Scherstress einen Einfluss auf die

Gewebestruktur zu haben scheinen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das kultivierte Gewebe aus dem
Bioreaktor im Vergleich zum 3D-Spannmodell keine strukturellen Veranderungen
der Gewebeschichten in der histologischen Beurteilung und auch keine
Aktivierung des Hif-1a Signalweges auf molekularer Ebene zeigt. Somit lasst es
sich nicht zur weiteren Untersuchung der Fragestellung des Einflusses von
Hypoxie in einem ex vivo Modell auf die CAVD nutzen. Die Kultivierung von
Aortenklappentaschen im Bioreaktor mit Kautschukschlauchen unter
hypoxischen  Bedingungen gibt Indizien, dass extrem niedrige
Sauerstoffkonzentrationen in Kombination mit Scherstress zur Uberlastung des
Gewebes fuhren. Weitere Optimierungen waren notwendig, um diesen
Mechanismus naher zu untersuchen.

Die Anwendung einer Verlangerung der Kultivierungszeit und gréRerer
Stichprobenzahlen sollte angestrebt werden, um eine bessere Aussagekraft
bezlglich Signifikanzen und Unterschieden zu treffen. Hier waren weiterfuhrende
Studien sinnvoll, die von langerer Dauer sind. Aul3erdem sollte das Setting unter
Verwendung von Kautschukschlauchen weiter optimiert werden, um die
Ursachen der Gewebedegeneration durch die Kombination von Hypoxie und

mechanischem Stress genauer untersuchen zu kénnen.
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6.4 Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit konnte das Potential und gleichzeitig die Herausforderung
der Kultivierung von Aortenklappen in einem ex vivo Modell unter hypoxischen
Bedingungen herausstellen. Insgesamt lasst sich zusammenfassen, dass mit
Hilfe des Bioreaktormodells eine Gewebekultivierung unter vermindertem
Sauerstoffpartialdruck maoglich ist.

Anhand der histologischen Beurteilung ist festzustellen, dass die Gewebestruktur
und Zellmorphologie erhalten geblieben sind. Dies spricht flr eine
Biokompatibilitdt unter Scherstress und vermindertem Sauerstoffpartialdruck
unter Stickstoffzufuhr. Im Vergleich zur statischen Kultivierung im 3D-
Spannmodell fallt in diesem Kontext die Kultivierungsform positiv auf, da sie
wichtige und zusatzliche Einflussfaktoren untersuchen kann.

Es konnte keine statistisch signifikante Erhéhung der Genexpression des Hif-1a-
Signalwegs unter Hypoxie erzielt werden als Ausdruck fur eine nicht
ausreichende Senkung des Sauerstoffpartialdrucks im System.

Eine Madglichkeit fur die mikroskopisch nachgewiesenen destruierten
Aortenklappentaschen kann eine fehlende Biokompatibilitit des Gewebes in
Zusammenspiel mit Hypoxie und biomechanischen Faktoren in Verbindung mit
den Kautschukschlauche sein.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen starker Hypoxie,
biomechanischen Zustanden und einer Beeintrachtigung des

Aortenklappengewebes besteht.
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