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Z USAMMENFASSUNG

Die degenerative Aortenklappenerkrankung betrifft groe Teile der Bevolkerung und
verursacht, besonders in spéteren Stadien, schwerwiegende Symptome. Bei hoher
Sterblichkeit erfordert sie dann héufig einen operativen Herzklappenersatz. Biologische
Herzklappenprothesen haben viele Vorteile gegeniiber mechanischen Modellen, ihre
Haltbarkeit ist aber durch fortschreitende degenerative Prozesse limitiert. Die Degeneration
bioprothetischer Klappen beruht auf aktiven pathobiologischen Prozessen, die eine
Gewebetransformation, Kalzifizierung und Inflammation umfassen. Dies sind
Komponenten, die ebenso zu einer Atherosklerose und Nativklappendegeneration beitragen.
Begiinstigend wirken hier eine Hypercholesterinimie und Ubergewicht. Die Aktivierung des
Peroxisom-Proliferator-aktivierten-Rezeptors y (PPARy) beeinflusst die Expression
zahlreicher Gene und reduziert nachweislich das Fortschreiten der Atherosklerose. Ebenso
gibt es Hinweise flir dessen hemmenden Effekt auf die Nativklappendegeneration. Der
Einfluss auf die Bioprothesendegeneration ist bislang jedoch unbekannt.

In dieser Arbeit soll der Einfluss des PPARy-Agonisten Pioglitazon auf die Degeneration
von klappentragenden Konduits in adipdsen Ratten mit einer Hypercholesterindmie
untersucht werden. Dazu nutzten wir ein etabliertes Modell der heterotopen infrarenalen
Implantation. Kryokonservierte allogene klappentragende Aortenkonduits (AoC) aus
Sprague-Dawley-Ratten wurden in 40 Wistar-Ratten implantiert, die fettreiches Futter
erhielten. Eine Versuchsgruppe wurde mit Pioglitazon behandelt (n =20, Gruppe PIO) und
mit der entsprechenden unbehandelten Gruppe (n = 20, Kontrollgruppe C) verglichen. Nach
4 oder 12 Wochen wurden die AoCs echokardiographisch untersucht und explantiert.
Histologische und immunhistologische Untersuchungen sowie Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) wurden durchgefiihrt.

Erwartungsgemal erhohte die fettreiche Kost nach 4 und 12 Wochen das Gesamtcholesterin
und nach 12 Wochen das Korpergewicht signifikant. Die Tiere der Gruppe PIO wiesen nach
4 und 12 Wochen eine signifikant geringere Insuffizienz der implantierten Aortenklappe auf.
AuBerdem entwickelten diese eine geringere Intima-Hyperplasie nach 4 und 12 Wochen.
Auch die Intima-Kalzifizierung war in Gruppe P10 nach 12 Wochen signifikant verringert.
Die Media-Kalzifizierung zeigte keine signifikanten Unterschiede im Gruppenvergleich.
Die inflammatorische und chondro-osteogene Aktivitit war im Explantatgewebe beider
Gruppen vergleichbar.

Es konnte gezeigt werden, dass eine systemische Aktivierung von PPARy die Intima-
Hyperplasie  und  Kalzifizierung  kryokonservierter =~ AoCs  bei  adipdsen,
hypercholesterindimischen Ratten reduziert. Ebenso wirkt es der funktionellen
Beeintrachtigung der Klappenimplantate entgegen. Weitergehende Untersuchungen konnten
den potenziellen Nutzen einer Pioglitazon-Medikation bei Allograft-Empfiangern
unterstreichen.



SUMMARY

Degenerative aortic valve disease affects large parts of the population and causes severe
symptoms, especially in later stages. High mortality then often requires surgical heart valve
replacement. Biological prosthetic heart valves have many advantages over mechanical
models, but their durability is limited due to progressive destruction processes. The
destruction of bioprosthetic valves is driven by an active pathobiological process involving
tissue transformation, calcification, and inflammation. These are components that also
contribute to atherosclerosis and native valve degeneration. In this regard,
hypercholesterolemia and obesity have a promoting effect. Activation of peroxisome
proliferator-activated receptor y (PPARY) affects the expression of numerous genes and has
been shown to reduce the progression of atherosclerosis. Furthermore, there is evidence for
its inhibitory effect on and native valve degeneration. However, its influence on
bioprosthesis degeneration is presently unknown.

In this study, we aim to investigate the effect of the PPARYy agonist pioglitazone on the
degeneration of valve-bearing bioprostheses in obese, hypercholesterolemic rats. For this
purpose, we used an established model of heterotopic infrarenal implantation. Cryopreserved
allogenic valve-bearing aortic conduits (AoC) from Sprague-Dawley rats were implanted
into 40 Wistar rats fed a high-fat diet. An experimental group was treated with pioglitazone
(n =20, group PIO) and compared with the corresponding untreated group (n = 20, control
group C). After 4 or 12 weeks, AoCs were echocardiographically examined and explanted.
Histological and immunohistological examinations as well as polymerase chain reaction
(PCR) were performed.

As expected, the high-fat diet increased total cholesterol after 4 and 12 weeks and body
weight after 12 weeks. Animals in the PIO group had significantly less insufficiency of the
implanted aortic valve at 4 and 12 weeks. In addition, they developed less intimal
hyperplasia at 4 and 12 weeks. Intimal calcification was also significantly reduced in group
PIO at 12 weeks. Media calcification showed no significant differences in group comparison.
Detected inflammatory and chondro-osteogenic activity was comparable in the tissue of both
groups.

Systemic PPARy-activation was shown to reduce intimal hyperplasia and subsequent
calcification of cryopreserved allografts in obese, hypercholesterolemic rats, thereby
counteracting functional impairment of the valve implant. Further studies could underline
the potential benefit of pioglitazone medication in allograft recipients.
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1 EINLEITUNG

1.1 Die degenerative Aortenklappenerkrankung

1.1.1 Definition

Die Aortenklappe iibernimmt als Pforte zwischen dem linken Ventrikel und der Aorta eine
zentrale Rolle im Blutkreislauf. Funktionseinschrinkungen der Herzklappen kénnen viele
Symptome hervorrufen sowie die Lebensqualitit und Lebensdauer erheblich
einschranken [1-3]. Diese Funktionseinschrankungen konnen durch angeborene oder
erworbene Herzklappenerkrankungen bedingt sein. Zu den Erkrankungen der Aortenklappe
zahlen die Stenose, die Insuffizienz und deren Kombination [4, 5]. Im Rahmen einer Stenose
hypertrophieren und versteifen die Klappentaschen, sodass der Blutfluss durch eine
reduzierte Offnungsfliche behindert wird [6]. Bei der Insuffizienz verlieren die
Klappentaschen den dichten Kontakt zueinander, sodass ein retrograder Blutfluss
(Regurgitation) durch die Klappe entsteht [6]. Der fehlregulierte Blutfluss durch eine
stenosierte oder insuffiziente Herzklappe resultiert schlieBlich in einer Druck- bzw.

Volumenbelastung des Herzens und einer Minderdurchblutung des Korpers:

Bei einer stenosierten Aortenklappe muss der linke Ventrikel den Kammerdruck erhéhen,
um den erhohten Abflusswiderstand (Nachlast) zu {iberwinden und den systemischen
Blutdruck erhalten zu koénnen. Die so entstehende Druckbelastung vermittelt wiederum
einen myokardialen Wachstumsreiz mit konzentrischer Linksherzhypertrophie [7]. Diese
mindert die myokardiale Dehnbarkeit und reduziert damit das diastolische Fiillungsvolumen
(Vorlast). Mangels ausreichender Vorlast kann es in einem zweiten Schritt zu einer
Beeintrachtigung der systolischen Funktion kommen, was in der o.g. systemischen

Minderdurchblutung miindet [7, 8].

Bei insuffizienter Aortenklappe fiithrt der undichte Klappenschluss wéhrend der Diastole zur
linksventrikuldren Regurgitation [6]. Die damit wirkende Volumenbelastung triggert eine
exzentrische Linksherzhypertrophie, die schlieBlich auch zur Beeintrachtigung der

systolischen Funktion fiihrt [7].

1.1.2 Epidemiologie und Atiologie

Das Risiko eine Herzklappenerkrankung zu entwickeln betrifft insbesondere &ltere
Menschen und verdoppelt sich mit jedem Lebensjahrzehnt [9, 7, 10]. Das Durchschnittsalter
der Gesellschaft steigt stetig und damit auch die Bedeutung dieses Krankheitsbildes [11].

Aortenklappenstenosen machen mit ca. 43 % den grofSten Anteil aller Herzklappen-
1



erkrankungen aus[9]. Sie werden hauptsdchlich durch eine Kalzifizierung des
Klappengewebes verursacht [12]. Wesentlich seltenere Ursachen fiir eine Stenose der
Aortenklappe sind das rheumatische Fieber oder kongenitale Fehlbildungen [13, 14]. Die
verkalkende Aortenklappenstenose beruht nicht auf einer rein passiven Kalkablagerung,
sondern ist vielmehr das Resultat eines aktiven pathobiologischen Prozesses [15—17].
Teilkomponenten dieses Prozesses sind eine chronische Inflammation [18-20], aktive
Kalzifizierung [17, 21-26], Ablagerung von Lipoproteinen [27-29] und oxidativer
Stress [30-32].

Neben dem hohen Lebensalter [10, 33] sind unter anderem folgende klinische Faktoren mit
der Entstehung oder Progression einer verkalkenden Aortenklappenerkrankung assoziiert:
minnliches Geschlecht [10, 34, 35], Nikotinkonsum [10, 34-36], Hypertension [10, 33, 34,
36], Ubergewicht [36], Diabetes [34, 37, 38] sowie das metabolische Syndrom [38]. Auch
Verinderungen der Blutfettwerte gelten als Risikofaktoren, ndmlich hohe Serumspiegel von
Gesamtcholesterin [33, 36, 37, 39], Lipoprotein(a) [10] und Lipoprotein niedriger Dichte
(LDL) [10, 34, 40] sowie niedrige Serumspiegel des Lipoproteins hoher Dichte (HDL) [34].

An nicht-theumatischen Aortenklappenerkrankungen starben im Jahr 2019 allein in
Deutschland 10.875 Menschen, was ectwa. 1,2 % aller Todesfille in diesem Jahr
ausmachte [41, 42]. Aufgrund der hohen Mortalitit einer hochgradigen
Aortenklappenstenose und des Mangels an Alternativen ist in den meisten Féllen ein rasches
operatives Eingreifen erforderlich. Der Herzklappenersatz ist heutzutage eine
Standardprozedur der Herzchirurgie und nach dem Bypass der zweithdufigste
kardiovaskuldre Eingriff in Deutschland [43]. Etwa 65 % der isolierten Klappeneingriffe
werden allein in Aortenposition durchgefiihrt [44].

1.2 Herzklappenprothesen

1.2.1 Unterscheidung

Beim Herzklappenersatz werden zwei Hauptarten von Prothesen unterschieden:
mechanische Herzklappen aus nicht-biologischem Material (z. B. Metall, Carbon,
Kunststoff) und biologische Herzklappen, die vollstindig oder zum Teil aus menschlichem

oder tierischem Gewebe bestehen [45—47].

Hinsichtlich ihres Materials werden verschiedene Kategorien von biologischen Herzklappen

unterschieden; ndmlich Xenografts, Autografts und Allografts [13]. Xenografts bestehen aus

tierischem Gewebe, wie z. B. Aortenklappen vom Schwein oder Rinderperikard [13]. Sie
2



werden entweder geriistlos implantiert oder befestigt an ein stabilisierendes, formgebendes
Stentgeriist aus Kunststoff oder Metall [48]. Um deren Stabilitit zu erhohen und deren
Antigenitdt zu verringern, werden diese z.B. mit Glutaraldehyd chemisch

vorbehandelt [49].

Autografts und Allografts bestehen aus menschlichem Gewebe, wobei es sich bei Autografts
um korpereigenes Gewebe und bei Allografts um Spendergewebe handelt [13, 48]. Als
Autograft kann eine gesunde, patienteneigene Herzklappe dienen, die operativ an eine
andere Klappenposition verlagert wird: Im Rahmen der Ross-Operation wird zunichst die
patienteneigene Pulmonalklappe an die Stelle der erkrankten Aortenklappe transplantiert
und die entfernte Pulmonalklappe anschlieBend durch eine fremde menschliche
Spenderklappe ersetzt [13, 48]. Eine neuere Moglichkeit ist die Herstellung einer autologen
Herzklappe aus patienteneigenen Zellen, die nach der Entnahme auf ein Geriist transplantiert
werden [50]. Als Geriist dient hier beispielsweise ein synthetisch hergestelltes, biologisch
abbaubares Polymergeriist in Form einer Herzklappe, auf dem die Zellen anhaften, wachsen
und schlieBlich ein intaktes Gewebe bilden [51, 52]. Allografts sind Herzklappen
verstorbener Spenderinnen und Spender, die vor der Implantation auf unterschiedliche
Weise vorbehandelt werden konnen: Als Goldstandard gilt hier die Technik der
Kryokonservierung, deren Anwendung zu einer besseren Haltbarkeit des Implantates
fiihrt [53, 54]. Deren limitierte Verfiigbarkeit begriindet die hdufige Verwendung anderer

biologischer Herzklappenvarianten.

1.2.2 Auswahl der Herzklappenprothese

Mechanische und biologische Herzklappenprothesen unterscheiden sich nicht nur
hinsichtlich ihres Materials, sondern =zeigen auch eine abweichende Haltbarkeit,
Thrombogenitét und unterschiedliche hamodynamische Eigenschaften [45]. Bei der Wahl
der Prothesenart werden deshalb verschiedene Faktoren berticksichtigt. Neben der Praferenz
und dem Alter der Betroffenen spielen die Lebenserwartung, Komorbidititen und die

Indikation bzw. Kontraindikation fiir eine Antikoagulation eine Rolle [1, 55].

Mechanische Herzklappenprothesen unterliegen keinen Degenerationsprozessen und
miissen nur selten komplikationsbedingt ausgetauscht werden [56, 57]. Dies duBert sich in
einer sehr geringen Re-Operationsrate von weniger als 10 % nach 15 Jahren [58]. Aus
diesem Grund wird bei jungen Patientlnnen bevorzugt eine mechanische
Herzklappenprothese ausgewéhlt [1, 55]. Nachteil ist zum FEinen das erhohte

thromboembolische Risiko, welches eine lebenslange Antikoagulation erforderlich macht
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und zum Anderen das damit erhohte Blutungsrisiko [59]. Begiinstigend auf das
thromboembolische Risiko wirken erstens die Thrombogenitit der kiinstlichen
Klappenoberflache, zweitens prothesenbedingte Blutstromverdnderungen und drittens
Scherstress mit nachfolgender Hidmolyse, Endothelverletzungen, Thrombozytenaktivierung
sowie Freisetzung thromboembolischer Faktoren [60]. Das Zusammenspiel dieser Faktoren
begiinstigt die Entstehung zerebraler und peripherer Thromboembolien. Um dieses Risiko
zu verringern, folgt der Implantation einer mechanischen Herzklappe die lebenslange
Antikoagulation mit Vitamin K-Antagonisten [1]. Hierbei wird entsprechend der
vorgesehenen Wirkung ein erhohtes Blutungsrisiko in Kauf genommen, welches in
Blutungskomplikationen miinden kann: Héufig beschrieben wurden zerebrale,
gastrointestinale sowie urogenitale Blutungen [61]. Thromboembolische Ereignisse und
Blutungskomplikationen durch die Antikoagulation sind wesentliche Griinde fiir eine Re-

Operation [62, 63].

Biologische Herzklappenprothesen bergen im Gegenzug ein geringeres Risiko fiir die
Entstehung von Thromben, sodass eine Antikoagulation nicht notwendig ist[1].
Wesentlicher Nachteil ist eine fortschreitende Gewebedegeneration, die ihre Haltbarkeit
limitiert und nach etwa 5 - 15 Jahren eine erneute Operation erfordert [46, 59, 64—68]. Da
diese Degeneration bei jungen Patientlnnen besonders schnell voranschreitet, wird der
Einsatz von biologischen Herzklappenprothesen erst ab dem 60.-65. Lebensjahr
empfohlen [1, 64-66, 69]. Als Grund fiir die beschleunigte Degeneration in jungem Alter
wird eine verstirkte immunologisch vermittelte Reaktion des Empfingers diskutiert: In
jungem Alter treten hohere Konzentrationen relativ unspezifischer CD5+B-Zellen auf, die
vermehrt das Prothesengewebe infiltrieren und eine immunvermittelte Degeneration
vermitteln konnten [69]. Auch eine hohere korperliche Aktivitdit und die damit
einhergehende = Erhéhung des mechanischen Stresses auf die biologische
Herzklappenprothese bietet einen moglichen FErklarungsansatz fiir den genannten

Zusammenhang [70].



1.3 Degeneration biologischer Herzklappenprothesen

1.3.1 Epidemiologie

Mit der Forschung und Weiterentwicklung biologischer Herzkappenprothesen konnte deren
Haltbarkeit in den letzten Jahren verldngert werden. In einer Langzeitbeobachtung tiber 15
Jahre waren neue Modelle biologischer Aortenklappenprothesen signifikant ldnger haltbar
als deren Vorgénger: Wihrend 61 % Patienten mit dlteren Prothesenmodellen erneut operiert
werden mussten, waren es in der Vergleichsgruppe nur 55 % [58]. Trotz dieser Fortschritte
miissen aber weiterhin etwa 30 - 40 % der Betroffenen im iiblichen Patientenkollektiv (> 60

Jahre) innerhalb von 15 Jahren erneut operiert werden [58, 71].

1.3.2 Risiko- und Einflussfaktoren

Die Gewebedegeneration ist die Hauptursache fiir das Versagen biologischer
Herzklappenprothesen und die hiufigste Indikation fiir eine Re-Operation [72, 73]. Der
wichtigste pathogenetische Prozess ist dabei die Kalzifizierung der Klappentaschen [74, 75].
Im Rahmen dieses Prozesses versteift das Gewebe, was zu einer Klappenstenose oder zu
Einrissen mit nachfolgender Klappeninsuffizienz fiihren kann [74]. Zu den Einflussfaktoren
der Klappenkalzifizierung gehoren grundsétzlich der Empfanger-Metabolismus, natiirliche
Co-Faktoren und Inhibitoren, mechanische Einflisse sowie die Struktur des

Implantates [74].

Risikofaktoren von PatientInnenseite sind ein junges Alter [58, 66, 76], Nikotinabusus [58,
77], Hypertension [10, 78, 79], Hypercholesterindmie [77, 80], Hypertriglyceriddmie [77],
Diabetes [77, 81] und ein vorliegendes metabolisches Syndrom [81]. Diese iiberschneiden
sich mit den Risikofaktoren der Atherosklerose [77] und der Nativklappendegeneration [10,
33-39]. Dariiber hinaus wird die Degeneration biologischer Herzklappenprothesen
begiinstigt durch eine Hypertrophie [S8] und schlechte Pumpfunktion [82] des linken

Ventrikels sowie eine chronische Niereninsuffizienz [76, 81, 83].

Zu den Risikofaktoren seitens des Implantates gehort unter anderem eine Vorbehandlung
mit Glutaraldehyd, die bei biologischen Herzklappenprothesen tierischen Ursprungs
(Xenografts) iiblich ist [84, 85]. Diese begiinstigt die Gewebekalzifizierung, wird aber in
Kauf genommen um die Antigenitdt des Implantates zu verringern und dessen chemische
Stabilitidt zu erhohen [74, 75, 84, 85]. Dariiber hinaus spielen einwirkende mechanische

Krifte eine Rolle: Die Implantate verkalken bevorzugt an Stellen, die intensiven



mechanischen Verformungen unterworfen sind, wie beispielweise den Flexionspunkten der

Herzklappen [46, 86, 87].

1.3.3 Adipositas und Hypercholesterinimie als Risikofaktor

Die Adipositas und die Hypercholesterinimie sind Teilkomponenten des sogenannten
metabolischen Syndroms [88, 89]. Dieses bezeichnet die Kombination mehrerer Faktoren,
die unter anderem als Risikofaktoren fiir die Degeneration biologischer
Herzklappenprothesen  gelten:  Neben  Adipositas und  Dyslipiddimie (z. B.
Hypercholesterindmie, Hypertriglyceriddmie, niedriges HDL-Cholesterin), zédhlen hierzu
ein erhohter Blutdruck und eine erhohte Niichternglukose [88, 90-92]. In der westlichen
Weltbevolkerung wird die Pridvalenz des metabolischen Syndroms auf etwa 25 %
geschétzt [88, 93]. Diese ist, analog zur Prévalenz von Herzklappenerkankungen, stark
altersabhidngig und insbesondere bei &dlteren Menschen erhoht [93, 94]. Bei weltweit
zunehmendem Ubergewicht ist die Tendenz auBerdem steigend [95, 96]. Das metabolische
Syndrom ist mit einer erhohten Pravalenz kardiovaskuldrer Erkrankungen und Todesfille
assoziiert [97, 98]. Es begiinstigt die Kalkbildung in der nativen Aortenklappe [99] und die
schnellere Progression einer Aortenklappenstenose [100]. Es ist auBerdem ein unabhéngiger
Risikofaktor flir die schnelle Degeneration biologischer Herzklappenprothesen und die
Verschlechterung der hidmodynamischen Prothesenfunktion [81]. Als héufiger, aber
gleichzeitig modifizierbarer Faktor stellt das metabolische Syndrom ein wichtiges Ziel bei
der Priavention kardiovaskulérer Erkrankungen dar. Neben strikten
Lebensstilmodifikationen konnten bei PatientInnen mit biologischen Herzklappenprothesen
also auch pharmakologische Ansdtze sinnvoll sein, die in Schliisselmechanismen des

metabolischen Syndroms eingreifen.

1.3.4 Pathogenese

Laut verschiedener Studien beruht die Degeneration biologischer Herzklappenprothesen auf
aktiven Mechanismen, die im Gewebe stattfinden. Zu den bisher nachgewiesen Prozessen
gehoren im Wesentlichen die Kalzifizierung [75, 101], Inflammation bzw. ImmunabstoBung
[102-104] und die Ablagerung von Lipoproteinen [105]. Im Folgenden wird der
Zusammenhang zwischen den zuvor aufgefiihrten Risikofaktoren, den daraus angestof3enen

Degenerationsprozessen und dem schlielich auftretenden Klappenversagen erldutert.

Kalzifizierungen biologischer Herzklappenprothesen beruhen auf einem aktiv regulierten

Prozess, der von zelluldren Komponenten oder Strukturproteinen der extrazelluldren Matrix
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(Kollagen, Elastin) im Prothesengewebe ausgeht [46, 87, 101, 106, 107]. Das zentrale
Ereignis bei der initialen zelluldren Kalzifizierung ist hochstwahrscheinlich die Reaktion
von Kalzium aus dem Plasma mit organischem Phosphat (in Phospholipiden der
Zellmembran) geschédigter Zellen im Prothesengewebe [46, 87, 106]. Die Zellschiadigung
wird durch eine chemische Vorbehandlung mit Glutaraldehyd (bei Xenografts) bzw.
Autolyse, Ischdmie oder anderweitige Traumata hervorgerufen [46, 87, 106]. Damit
verlieren die Zellen ihre Fihigkeit, Kalzium mithilfe energieabhingiger Pumpen aus dem
Zellinneren zu entfernen [46, 101, 108]. Das Resultat sind hohe Kalzium-Konzentrationen,

die eine Bildung und das Wachstum von Kalziumphosphatkristallen begiinstigen [109].

Dariiber hinaus spielt das Ungleichgewicht von Kalzifizierungsaktivatoren und -hemmern
eine Rolle: Diese werden unter anderem in Knochenzellen (Osteoblasten, Osteoklasten)
exprimiert und greifen regulierend in deren Migration, Differenzierung und Adhésion ein
[110]. Osteoblasten ihrerseits produzieren Hydroxylapatit, ein hydroxyliertes
Kalziumphosphatsalz, welches sie bei der Knochenbildung in die Kollagenmatrix einlagern
[111]. Der Nachweis der o.g. Matrixproteine in kalzifizierten biologischen Herzklappen
spricht fiir das Wirken eines aktiv regulierten Prozesses und legt den Schluss nahe, dass

deren Expression eine heterotope Ossifikation fordern [112].

Das Immunsystem spielt eine bedeutsame Rolle bei der Degeneration biologischer
Herzklappenprothesen. Dies konnte in diversen Studien am Menschen [104, 113, 114] und
in Tierversuchen [75, 103, 115, 116] gezeigt werden: Uberbleibsel vorhandener
zellgebundener Antigene 16sen eine humorale und zellulire Immunreaktion des
Empfangerorganismus aus, mit nachfolgender Gewebekalzifizierung bzw. -zerstérung [54,
75, 115, 117]. Bei Allografts handelt es sich um das Histokompatibilitits-Antigen HLA
[117], bei Xenografts um a-Gal-Epitope [118].

Hinweisend auf die Beteiligung humoraler Immunreaktionen ist der Nachweis
spenderspezifischer Antikorper gegen HLA-I und -1I bei Allograft-Empfiangern [104, 113,
117]. Hinweisend auf die Beteiligung einer zelluldren Immunantwort ist der Nachweis von
Entziindungszellen in zerstortem bioprothetischem Herzklappengewebe [102, 119-121],
nidmlich T-Lymphozyten [75, 104, 113—-116], B-Lymphozyten [114] und Makrophagen [75,
115].

Urséchlich fiir die Prothesendegeneration sind in diesem Zusammenhang T-Zell-vermittelte

Reaktionen auf die Antigene des Spenders [113]: Die Antigene werden initial von T-Zellen



gebunden und als korperfremd identifiziert. Abhingig vom présentierten Antigentyp folgen
unterschiedliche Reaktionen: So triggern auf der einen Seite HLA-I-Antigene die
Aktivierung CDS8-positiver zytotoxischer T-Zellen mit nachfolgender Zerstérung der
Fremdzellen durch Proteinfreisetzung (u.a. Zytokine, Perforin) [122]. Auf der anderen Seite
triggern HLA-II-Antigene die Aktivierung CD4-positiver T-Helferzellen, die wiederum B-
Zellen zur Bildung antigenspezifischer Immunglobulin-G (IgG)-Antikdrper anregen und
Makrophagen zur Phagozytose [122]. Endstrecke der Aktivierungskaskade ist die
Zerstorung der Zielzelle durch Apoptose oder Effektorzellen (z.B. Makrophagen, natiirliche
Killerzellen) [122].

Um die beschriebene Antigenitit zu hemmen, werden Xenografts chemisch
vorbehandelt [47]. Mittel der Wahl ist hierbei eine Fixierung mit Glutaraldehyd: Diese fiihrt
zur Quervernetzung von Kollagenfasern, sodass zellgebundene Antigene maskiert werden
[47]. Dieser Fixierungsvariante birgt allerdings den Nachteil verbleibender freier Aldehyde
auf der Zelloberflache, die als Bindungsstellen fiir Kalzium und Phosphat wiederum eine

Gewebekalzifizierung fordern [87, 123].

Auch die Ablagerung von Lipoproteinen trigt zur Degeneration biologischer
Herzklappenprothesen bei. So zeigte sich in humanen Nativklappen eine Koinzidenz von
Lipoprotein-Ablagerungen und kalzifizierten Klappenarealen [27, 28]. Im Prothesengewebe
abgelagertes LDL kann ausgelost durch reaktive Sauerstoffspezies oxidieren und
degenerative Prozesse anstofen [105, 124]. Oxidiertes LDL fordert in Klappenfibroblasten
die Freisetzung von Matrixvesikeln, die als Ausgangsort einer frithen Kalzifizierung gelten
[15]. AuBBerdem bietet oxidiertes LDL, unter dem Einfluss inflammatorischer Zytokine, die
Grundlage fiir eine  Osteoblastendifferenzierung  wandlungsfdhiger  Klappen-
Interstitialzellen [25, 26]. Wie oben beschrieben, exprimieren Osteoblasten nachfolgend
osteoblastische Marker (u. a. Osteocalcin) und vermitteln eine Gewebekalzifizierung durch
die Produktion von Hydroxylapatit [111, 125, 126]. Dieses findet sich aber auch in
kalzifiziertem Arteriengewebe [127, 128] und Herzklappengewebe [125], was den Einfluss

von Osteoblasten auf die kardiovaskuldre Degeneration impliziert.



1.4 PPAR und Prothesendegeneration

1.4.1 Peroxisom-Proliferator-Aktivierende-Rezeptoren

Die Hemmung der zuvor beschriebenen Degenerationsprozesse konnte die Haltbarkeit
biologischer Herzklappenprothesen verldingern. Ein neuerer Ansatz ist die
pharmakologische Aktivierung des sogenannten Peroxisom-Proliferator-Aktivierenden-

Rezeptors-y.

Peroxisom-Proliferator-aktivierte-Rezeptoren (PPAR) sind eine Familie  von
Kernrezeptoren, die durch die Bindung von Liganden aktiviert werden [129, 130]. Sie sind
eine Untergruppe der Kernrezeptor-Superfamilie, zu der 48 Steroidrezeptoren zidhlen [129—
132]. In der PPAR-Familie werden drei Isoformen unterschieden: PPARa, PPARP bzw. o
und PPARYy [130]. Diese unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Gewebeverteilung [133—-138],
Ligandenspezifitit [139] und Funktion [139].

PPARa findet sich hauptsdchlich in Leber, Niere, Herz, Muskeln und GefaBwénden [137];
PPARPB/d in Haut, Gehirn- und Fettgewebe [138]. PPARy findet sich iiberwiegend in
Fettgewebe und wird durch verschiedene Fettsduren und Fettsduremetabolite aktiviert [140,
136]. Er spielt eine wichtige regulatorische Rolle bei der Adipogenese, Fettsduresynthese
und im Energichaushalt [ 134, 135, 140-143]. Dariiber hinaus findet sich PPARy aber auch
in GefaBwinden, Makrophagen sowie im Gewebe des Pankreas und vieler anderer
Organe [133-135]. In der GefdaBwand wird PPARY von Endothel- und Glattmuskelzellen
exprimiert [133, 134] und betrifft somit Zellen, die an Gefdllpathologien beteiligt sind. Die
vorliegende PPARYy-Expression in Makrophagen legt deren mogliche Beteiligung im aktiven
Prozess der Prothesendegeneration nahe, da diese Entziindungszellen in degeneriertem
bioprothetischem Herzklappengewebe zahlreich nachgewiesen wurden [75, 116, 115, 133,
134].

Unabhingig vom Ort des Wirkens regulieren alle PPAR die lokale Genexpression,
angestoBen durch die Bindung spezifischer Liganden [130, 137]. Nach der Ligandenbindung
werden die Rezeptoren in den Zellkern transportiert, verdndern dort ithre Struktur und
regulieren die Transkription von Genen [134, 144-146]. Beteiligt sind auBerdem Co-
Aktivator-Proteine die nach der Strukturverdnderung mit dem PPAR-Liganden-Komplex
interagieren konnen [134]. PPAR-Liganden unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Interaktion
mit Co-Aktivator-Proteinen [147], was die beobachteten Unterschiede der biologischen
Antwort erklirt [130, 137, 148]. Uber die so vermittelte Zielgen-Regulation beeinflussen
PPAR den Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel, Wachstum und Differenzierung von
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Zellen, Apoptose, Neovaskularisierung sowie die Immunantwort des Organismus [139,

149].

PPARy nimmt eine Sonderrolle im Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel ein, da er nach
Aktivierung die Insulinsensitivitit des Korpers aufrecht erhilt [150]. Dies leistet dieser
Rezeptor, indem er fiir eine angemessene Sekretion von Adipozytokinen (z. B. Adiponectin
und Leptin) sorgt, die als Vermittler der peripheren Insulinwirkung agieren [151, 152].
AuBerdem reguliert er Gene, die bei der Freisetzung, Speicherung und dem Transport von
Fettsduren (u. a. Fettsduretransporter FATP, Lipoproteinlipase) mitwirken [141, 143, 153—
157]. Auch Gene die eine Glukoseaufnahme in Skelettmuskel und Fettgewebe vermitteln
(z. B. Glukosetransporter GLUT4), gehoren zu den Regulationszielen [158, 159]. Die
Aktivierung von PPARy verbessert metabolische Kennzahlen, wie HDL- und LDL-
Cholesterin, insbesondere von Typ 2 DiabetikerInnen [160].

PPARYy beeinflusst auf verschiedenen Wegen aber auch die kardiovaskulédre Kalzifizierung:
Indem er ausgewihlte Zielgene in Endothelzellen reguliert, schiitzt er vor der Entwicklung
einer Atherosklerose [161-165] und wirkt anti-inflammatorisch [166, 167]. Verschiedene
Studien lassen vermuten, dass PPARY indirekt die Osteoblastenexpression reguliert: In
PPARy-insuffizienten knock-out-Méusen war die osteoblastische Differenzierung
multipotenter Vorlduferzellen und damit die Knochenbildung erhéht [168]. Seine Hemmung
erhohte aullerdem die osteoblastische Differenzierung embryonaler Stammzellen in-
vitro [168, 169]. Da Osteoblasten Kalziumphosphatsalze in Geweben einlagern, sind sie

wichtige Promotoren der kardiovaskuldren Kalzifizierung [111].

Zusammengefasst ist eine Fehlregulation von PPARy also mit der Entwicklung von
Ubergewicht, Typ 2 Diabetes und Atherosklerose assoziiert. Dies macht PPARY zu einem
vielversprechenden pharmakologischen Ziel bei der Behandlung verschiedener

Erkrankungen bzw. der Modulation von Risikofaktoren der kardiovaskuldren Degeneration.

1.4.2 Klinische Anwendung und Effekte von PPARYy-Agonisten

Die pharmakologische Modulation von PPARs gehort bereits seit vielen Jahren zum
klinischen Alltag. PPARa-Agonisten (Statine) werden zur Lipidsenkung eingesetzt. PPARy-
Agonisten werden als Glitazone oder Thiazolidindione (TZD) bezeichnet und dienen
hauptsédchlich der Behandlung von Typ 2 DiabetikerInnen und Patientlnnen mit gestorter
Glukosetoleranz. Zu dieser Gruppe zdhlen u.a. die Wirkstoffe Pioglitazon und Rosiglitazon

[138]. Im Wesentlichen erhéhen sie die Insulinsensitivitit des Korpers und werden deshalb
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auch als Insulin-Sensitizer bezeichnet [170—174]. In verschiedenen klinischen Studien
senkten TZD damit stets wichtige Stoffwechselparameter im Blut: hierzu gehéren die
Niichternglukose und postprandiale Glukose, freie Fettsduren sowie meist auch die
Insulinkonzentration [170—179]. Der Einfluss auf die Blutfettwerte unterscheidet sich
zwischen den unterschiedlichen TZD-Wirkstoffen [180]. Studien zeigen allerdings, dass
Pioglitazon die Blutspiegel von Triglyceriden und LDL senkt, wiahrend es das HDL erhdht
[180-183]. Eine Meta-Analyse bestdtigte die positive Wirkung von Pioglitazon auf die
Blutglukose- und Lipidparameter, bei gleichzeitig guter Vertraglichkeit [160].

Eine mangelnde Insulinsensitivitit (Insulinresistenz) peripherer Gewebe erhoht die Inzidenz
von myokardialen Infarkten und Tod [184]. Dariiber hinaus ist sie ein unabhdngiger
Risikofaktor fiir die Entstehung einer frilhen Restenose nach koronarer
Stentimplantation [185]. Der kompensatorisch erhohte Insulinspiegel stellt seinerseits einen
unabhéngigen Risikofaktor fiir die ischdmische Herzkrankheit dar [186]. In experimentellen
Modellen verstirkte eine Hyperinsulindmie die Proliferation von glatten GefaBmuskelzellen
[187, 188]. Dies ist eine mogliche Erklarung fiir die Verbindung zwischen Insulinresistenz
auf der einen Seite und myokardialen Infarkten und Re-Stenosen gestenteter Gefdl3e auf der

anderen Seite.

Im Gegensatz dazu zeigte eine Meta-Analyse von 19 Studien, dass eine Pioglitazon-Therapie
zu einer signifikanten Reduktion von Myokardinfarkt, Schlaganfall und Tod fiihrt [189].
Wird im Zuge einer koronaren GefaB3stenosierung ein Stent implantiert, so erhélt Pioglitazon
den Interventionserfolg: Eine Meta-Analyse von sechs randomisierten kontrollierten Studien
zeigte, dass es bei Typ 2 DiabetikerInnen die Rate der /n-Stent-Restenose reduziert und eine
erneute Revaskularisierung somit seltener notwendig wird [190]. Auch bei Betroffenen

ohne Diabetes konnte ein vergleichbarer Effekt beobachtet werden [191, 192].

Neben den oben genannten Gefdlpathologien reduziert Pioglitazon auch
Degenerationsprozesse in der nativen Herzklappe. In hypercholesterindmischen
Tiermodellen konnte echokardiographisch nachgewiesen werden, dass Pioglitazon die
Verschlechterung der Aortenklappenfunktion verlangsamt [193, 194]. Begleitend bewirkte
es eine Reduktion von Kalzifizierung, Lipidablagerungen, Entziindungsaktivitit, Apoptose

und oxidativem Stress im Aortenklappengewebe [193, 194].
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1.4.3 Wirkmechanismus von PPARY-Agonisten
TZD vermitteln die zuvor beschriebenen Effekte indem sie PPARY aktivieren und somit die

Expression von mehr als 100 Genen regulieren [195].

Uber eine Steigerung der Insulinwirkung vermitteln sie eine vermehrte Glukoseaufnahme in
Adipozyten, Hepatozyten sowie Skelettmuskelzellen und somit einen Abfall der
postprandialen Glukosespiegel [171, 196-200]. Unterstiitzend hemmen sie in der Leber die
Gluconeogenese [201, 202] und erhalten die Funktion von insulinproduzierenden B-Zellen
des Pankreas [203—205]. Dies erklart die beschriebenen TZD-vermittelten Wirkungen auf

Glukose- und Insulinspiegel im Blut.

Ein weiterer Mechanismus ist die Forderung der Fettsdurespeicherung im Fettgewebe, bei
gleichzeitiger Fettmobilisation aus anderen Insulin-sensitiven Geweben [196—-198, 206].
Dies verringert die Blutspiegel freier Fettsduren und macht Glukose stattdessen zum
wesentlichen Brennstoff-Substrat [207]. Der so erhohte Glukosebedarf peripherer Gewebe
steigert auf direktem Wege die Insulinsensitivitit. AuBBerdem werden Leber, Skelettmuskel
und pankreatische f-Zellen vor dem schddigenden Einfluss hoher Fettsdure-konzentrationen
geschiitzt [138, 208]. Es ist wichtig zu erwdhnen, dass eine TZD-Therapie die
Fettsdurespeicherung nicht in allen Fettdepots gleichermaBBen erhdht: beobachtet wurde eine
Zunahme des subkutanen Fettdepots [138, 172, 178] bei gleichzeitiger Abnahme [172] oder
Konstanz [178] des viszeralen Fettdepots. Dies ist bedeutsam, da TZD somit jenes Fettdepot
verringern kénnen, das im Zusammenhang zwischen Ubergewicht und Typ 2 Diabetes eine
Rolle spielt [209]. Die hédufig beobachtete Gewichtszunahme bei TZD-Therapie [171-173,
178, 210] ist also nicht zwingend mit einem erhdhten kardiovaskuldren Risiko assoziiert.
Teilweise wird die Gewichtszunahme bei TZD-Therapie auch der Nebenwirkung einer

Odembildung zugeschrieben [138].

Die Pioglitazon-vermittelte Reduktion von Myokardinfarkten [189] ldsst sich durch dessen
anti-atherogenen Eigenschaften erkldren [211-213]. Die héufigste Ursache fiir
Myokardinfarkte ist ein koronarer Gefdalverschluss, hervorgerufen durch die Ruptur einer
atherosklerotischen Plaque [214]. Die Atherosklerose ist wiederum eine Erkrankung der
Intima-Gefdlschicht, die durch Lipidablagerungen, Gewebeverdickung (Intima-
Hyperplasie) und eine chronische Entziindung charakterisiert ist [215]. Pioglitazon
reduziert Lipidablagerungen, indem es moglicherweise den Cholesterin-Efflux in
Makrophagen fordert [216]. Dariiber hinaus hemmt es die Proliferation und Migration
glatter GefaBmuskelzellen und wirkt so der Intima-Hyperplasie entgegen [217]. In
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Tiermodellen konnte eine TZD-vermittelte Reduktion der Intima-Hyperplasie nach

balloninduzierter Gefalverletzung nachgewiesen werden [218, 219].

Die koronare In-Stent-Restenose ist ebenfalls auf eine Intima-Hyperplasie zuriickzufiihren
und tritt bevorzugt bei Patientlnnen mit Typ 2 Diabetes auf [220-224]. Eine Vielzahl von
klinischen Studien und Tierversuchsmodellen deutet darauf hin, dass Pioglitazon ebendiesen
Prozess hemmt [190-192, 225-233]. Teilweise war dieser Effekt auch bei unveridnderten
Lipid- und Glukosewerten nachweisbar [190, 230]. Folglich ist die Reduktion der Intima-
Hyperplasie nicht durch den Einfluss von Pioglitazon auf den Glukosestoffwechsel bedingt,
sondern durch die Einflussnahme in andere biologische Prozesse. Ursdchlich konnte hier die
Pioglitazon-vermittelte Hemmung lokaler Entziindungswege sein: Studien wiesen in diesem
Kontext eine reduzierte Genexpression der inflammatorischen Biomarker monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1) und transforming growth factor p1 (TGF-B1) nach [231,
233]. Ebenso zeigte sich eine reduzierte Infiltration mit Monozyten und Makrophagen [232].
AuBerdem erhdht eine TZD-Therapie die Anzahl endothelialer Vorlauferzellen, fordert so
eine Endothelialisierung und konnte so die Entwicklung einer In-Stent-Restenose
reduzieren [234]. Ein anti-thrombotischer [235-237] und pro-apoptotischer Effekt [238] von

Pioglitazon konnte ebenfalls zu einer geringeren Intima-Hyperplasie beitragen.

Die Pioglitazon-vermittelte Reduktion von Schlaganfillen [189, 239] scheint ebenfalls auf
anti-proliferativen und anti-inflammatorischen Effekte zu beruhen: Pioglitazon verringerte
die Intima-Media-Dicke der Arteria carotis [211], die als klinischer Vorhersagewert fiir
kardiovaskuléres Risiko und Schlaganfille gilt [240, 241]. Assoziiert war diese Pioglitazon-
vermittelte Verringerung der Gewebe-Hyperplasie mit einer Reduktion des C-reaktiven
Proteins und des Makrophagen-Chemoattraktorproteins-1, die zu den inflammatorischen

Biomarkern zdhlen [211].

In nativen Aortenklappen hypercholesterindmischer Miuse konnte eine Pioglitazon-
vermittelte Reduktion von Lipid- und Kalkablagerungen beobachtet werden [193].
Gleichzeitig zeigte sich eine reduzierte Genexpression verschiedener pro-kalzifizierender
und pro-inflammatorischer Gene [193], ndmlich des Knochenmorphogenetischen Proteins 2
(BMP2), des Runt-verwandten Transkriptionsfaktors 2 (RUNX2), Osteocalcin (OCN) und
Interleukin-6 (IL-6). Die Reduktion von Lipidablagerungen reduziert den schidlichen
Einfluss oxidierter Lipide, die ihrerseits Hauptausloser von Kalzifizierung und Inflammation
sind [15, 242]. Diesen  Erkenntnissen = zufolge  wirkt  Pioglitazon  der

Nativklappendegeneration entgegen.
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1.5 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Die Atherosklerose sowie die Degeneration von Nativklappen und biologischen
Herzklappenprothesen beruhen auf sehr dhnlichen aktiv regulierten Gewebeprozessen.
Beteiligt sind Gewebe-Hyperplasie, Kalzifizierung und Inflammation. Bekannt ist, dass eine
Aktivierung von PPARYy die Degeneration nativer Aortenklappen inhibiert. Unbekannt ist
hingegen, ob dieser Effekt auch in biologischen Aortenklappenprothesen wirkt.

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob die PPARy-Aktivierung bei Vorliegen der o. g.
Risikofaktoren die Degeneration klappentragender Aortenkonduits (AoCs) beeinflussen

kann.
Hierbei sollen insbesondere folgende Fragen beantwortet werden:

1. Reduziert die PPARy-Aktivierung die Verschlechterung der Klappenfunktion?
Reduziert die PPARy-Aktivierung die Intimahyperplasie in Bioprothesen?
Reduziert die PPARY-Aktivierung die Kalzifizierung von Bioprothesen?

Reduziert die PPARY-Aktivierung chondro-osteogene Prozesse in Bioprothesen?

w»ok w N

Reduziert die PPARy-Aktivierung die inflammatorische Aktivitét in Bioprothesen?

Um diese Fragen zu beantworten, wurde ein Modell der heterotopen Implantation bei
adipésen und hypercholesterindmischen Ratten angewendet. Dieses bildet 1.) die
hiamodynamische Belastung der Bioprothese und 2.) den Einfluss géngiger metabolischer

Risikofaktoren beim menschlichen Herzklappenersatz nach.

Neben einem fettreichen Spezialfutter erhielt die Versuchsgruppe den Wirkstoff Pioglitazon,
um pharmakologisch PPARy zu aktivieren. Analysiert wurden die klappentragenden
Aortenkonduits mithilfe von Echokardiographie, klassisch-histologischen und

immunhistologischen Methoden sowie der qPCR.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gebrauchswaren und Substanzen

Tabelle 1: Gebrauchswaren und Substanzen

Material/Substanz

Hersteller, Artikelnummer

96-Well Mikrotiterplatten

Carl Roth GmbH & Co. KG

Aceton Merck KGaA, 1.00013.2500
Albumin-Fraktion-V Carl Roth GmbH & Co. KG, 8076.3
Alcianblau Sigma-Aldrich, A5268-25G

Alizarinrot-S

Carl Roth GmbH & Co. KG, 0348.2

Ammoniak-Lésung, 30 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, CP17.1

Blutzucker-Teststreifen

Roche Diabetes Care Deutschland GmbH

Brilliant Crocein R

Waldeck GmbH & Co. KG, 1B-109

Carprofen Norbrook Laboratories Ltd, 2503-90
Chloroform Sigma-Aldrich, C2432-500ML
DAPI Carl Roth GmbH & Co. KG, 6335.1
Deckgléser Engelbrecht GmbH, K12450
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, 276855

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, 4984.3

Einbettmedium (KP-CryoCompound)

VWR International GmbH, 1620-C

Einschlussmittel (Leica CV Ultra)

Leica Biosystems Nussloch GmbH, 070937891

Einschlussmittel (ROTI Histokitt IT)

Carl Roth GmbH & Co. KG, T160.1

Eisen(I1I)-chlorid-Hexahydrat

Sigma-Aldrich, 236489-100G

Eosin B

Sigma-Aldrich, 861006

Essigséure, 100 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, 6755.2

Ethanol, 100 %

VWR International GmbH, 85033.360

Fettstift (Dako-Pen)

Agilent Technologies, S2002

Formaldehyd-Lo6sung, 37 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, 4979.1

Formaldehyd-Losung, 4 % (ROTI Histofix)

Carl Roth GmbH & Co. KG, P087.3

GoTaq qPCR Master Mix Promega GmbH, A6002
Héamatoxylin (Shandon Gill 3) Thermo Fisher Scientific, 6765009
Heparin B. Braun Melsungen AG, 204 7217
Isofluran-Sauerstoff-Gemisch; 2-2,5 % Actavis, 3401722

Isopentan Carl Roth GmbH & Co. KG, 3927.2
Jod Carl Roth GmbH & Co. KG,7935.1
Kaliumchlorid Carl Roth GmbH & Co. KG, HN02.3
Kaliumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co. KG, 3904.1
Kaliumiodid Carl Roth GmbH & Co. KG, 8491.1

Kaltebestindige Rohrchen

VWR International GmbH, 479-1262

Kernechtrot-Aluminiumsulfat

Carl Roth GmbH & Co. KG, N069.1

Kunststoff-Formen fiir Histologie

Medite Medical GmbH, 48-6303-00

Natriumcarbonat Merck KGaA, 1.06392.1000
Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co. KG, HN00.3
Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich, 72049-250G

Objekttrager 76 X 26 x 2 mm Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, 0810000
Phosphorwolframséure Sigma-Aldrich, P4006-250G

Pikrinsdure VWR International GmbH, 84512.260

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Quiagen GmbH, 205313

Rattenfutter mit 34,6 % Fett

ssniff Spezialdidten GmbH, D12492

Rattenfutter mit Pioglitazon

ssniff Spezialdidten GmbH

RNeasy Mini Kit

Quiagen GmbH, 74106

Safran du Gatanais

Waldeck GmbH & Co. KG, 5A-394
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Salzsdure 37 %

Merck KGaA, 1.00317.1000

Sédurefuchsin

Carl Roth GmbH & Co. KG, T128.1

Silbernitrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, 9370.1

SYBR Green PCR Master Mix

Thermo Fisher Scientific, 11733046

Triton X-100

Sigma-Aldrich, T9284

TRIzol Sigma-Aldrich, 93289
Tween20 Merck KGaA, 655205
Xylol VWR International GmbH, 28975.325

2.1.2 Losungen
Tabelle 2: Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Albumin-Fraktion-V-Losung, 1 %

0,25 g Albumin-Fraktion-V
25 ml Tween-20-Ldsung; 0,1 %

Albumin-Fraktion-V-Lésung, 5 %

10 g Albumin-Fraktion-V
200 ml Tween-20-Losung; 0,1 %

Alcianblau-Losung, 1 % 2 g Alcianblau
200 ml dH,O

Alizarin-Losung, 2 % 2 g Alizarinrot-S
80 ml dH.O

Alkalische Alkohol-Losung

360 ml EtOH, 96 %
40 ml Ammoniak-Ldsung, 30 %

Alkoholische Himatoxylin-Losung, 2%

10 g Hamatoxylin
500 ml EtOH, 96 %

Alkoholische Safran-Losung

12 g Safran du Gatanais
200 ml EtOH, 100%

Bouin‘s-Lésung

300 ml Pikrinsdure
100 ml Formaldehyd-Losung, 37 %
20 ml Essigsédure, 100 %

Brilliant Crocein R-Lésung

4 g Brilliant Crocein R
398 ml dH,O

Eisenchlorid-Losung

12,4 g Eisen(Ill)-chlorid-Hexahydrat
500 ml dH,O
5 ml Salzsaure, 37 %

Eosin-B-Ldsung

1 g Eosin

100 ml dH,O

100 ml EtOH, 100%

200 pl Essigséure, 100 %

Essigsdure, 1 %

5 ml Essigséure, 100 %
495 ml dH,O

Essigséure, 5 %

10 ml Essigséure, 100 %
190 ml dH,O

Jod-Losung

10 g Jod
20 g Kaliumiodid
500 ml dH,O

Natriumcarbonat-Formaldehyd-Ldsung

50 ml Formaldehyd-Losung, 37 %
10 g Natriumcarbonat
150 ml dH,O

Natriumthiosulfat-Losung, 5 %

10 g Natriumthiosulfat
200 ml dH,O

phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

8 g NaCl

0,2 g KCl

1,78 g Na,HPO4
0,24 g KH,PO4
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1000 ml dH,O
pH-Einstellung auf 7,4 mit Salzsdure, 37 %

Phosphorwolframséure, 5 % 25 g Phosphorwolframséure
500 ml dH,O
Saurefuchsin 0,5 g Saurefuchsin

497,5 ml dH,O
2,5 ml Essigséure, 100 %

Silbernitrat-Losung, 5 % 10 g Silbernitrat
200 ml dH,O

Triton-X-Losung; 0,25 % 500 pl Triton-X-100
200 ml PBS

Tween-20-Losung; 0,1 % 750 pl Tween20
750 ml PBS

dH,O:  destilliertes Wasser, EtOH: Ethanol, g: Gramm, KCI: Kaliumchlorid, KH,POj4:
Kaliumhydrogenphosphat, ml: Milliliter, Na,HPO4: di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, NaCl:
Natriumchlorid, PBS: phosphatgepufferte Salzlésung, pl: Mikroliter.

2.1.3 Antikorper
Tabelle 3: Antikorper

Antikorper Artikelnummer Hersteller

Alexa Fluor 488 (anti-Kaninchen) A11070 Thermo Fisher Scientific
Alexa Fluor 546 (anti-Maus) A-11003 Thermo Fisher Scientific
Anti-CD3 (Kaninchen) C7930 Sigma-Aldrich
Anti-CD68 (Maus) ab31630 Abcam

Anti-Syn3 (Kaninchen) ab63932 Abcam

Anti-vWF (Kaninchen) A0082 Agilent Technologies
Anti-aSMA (Maus) AS5228 Sigma-Aldrich

CD: cluster of differentiation, Syn3: Syndecan-3, vWF: von-Willebrand-Faktor, aSMA: a-Glattmuskel-Aktin

2.1.4 Software
Tabelle 4: Software

Software Hersteller

Excel 2011 Microsoft Corporation

ImageJ 1.52p Wayne Rasband, National Institutes of Health
Leica Application Suite 3.8 Leica Microsystems GmbH

Prism 6.01 GraphPad Software Inc.

StepOne-Software 2.3 Thermo Fisher Scientific

2.1.5 Gerite
Tabelle 5: Gerite

Geriit Bezeichnung Hersteller
Absorptionsmessgerét BioPhotometer plus Eppendorf AG
Durchlichtmikroskop DM 2000, 331009-102010 Leica Camera AG
Echokardiographiegerét Philips HDX11 Philips GmbH
Echtzeit-PCR-System StepOnePlus Thermo Fisher Scientific
Fluoreszenzlampe EL6000 Leica Microsystems GmbH
Gefriermikrotom CM 1950 Leica Camera AG
Homogenisator MICCRA D-8 MICCRA GmbH
Mikroskopkamera DFC425 C, 505374710 Leica Microsystems GmbH
Thermocycler T3000 Biometra GmbH
Zentrifuge 5804R Eppendorf AG
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2.1.6 Herstellerverzeichnis

Tabelle 6: Herstellerverzeichnis

Hersteller Hauptsitz

Abcam Cambridge, Vereinigtes Konigreich
Actavis Luxemburg, Luxemburg

Agilent Technologies Santa Clara, Kalifornien, USA

B. Braun Melsungen AG Melsungen, Deutschland

Biometra GmbH Gottingen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, Deutschland
Engelbrecht GmbH Edermiinde (Besse), Deutschland
Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

GraphPad Software Inc. San Diego, USA

Janvier Labs

Le Genest-Saint-Isle, Frankreich

Leica Biosystems Nussloch GmbH

NuBlloch, Deutschland

Leica Camera AG

Wetzlar, Deutschland

Leica Microsystems GmbH

Wetzlar, Deutschland

Medite Medical GmbH

Hannover, Deutschland

Merck KGaA

Darmstadt, Deutschland

Microsoft Corporation

Redmond, Washington, USA

Norbrook Laboratories Ltd

Newry, Vereinigtes Konigreich

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG

Lauda-Ko6nigshofen, Deutschland

Philips GmbH Hamburg, Deutschland
Promega GmbH Walldorf, Deutschland
Quiagen GmbH Hilden, Deutschland

Roche Diabetes Care Deutschland GmbH

Mannheim, Deutschland

Sigma-Aldrich

St. Louis, Missouri, USA

ssniff Spezialdidten GmbH

Soest, Deutschland

Tecan Austria GmbH

Grodig/Salzburg, Osterreich

Thermo Fisher Scientific

Waltham, Massachusetts, USA

VWR International GmbH

Radnor, Pennsylvania, USA

Waldeck GmbH & Co. KG

Miinster, Deutschland

Wayne Rasband, National Institutes of Health

Bethesda, Maryland, USA
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2.2 Methodik

2.2.1 Studienaufbau

Um die Degeneration klappentragender AoCs im Kontext einer Adipositas und
Hypercholesterindmie zu untersuchen, wurde ein operatives Ratten-Tiermodell verwendet.
Alle Tiere erhielten ein fetthaltiges Spezialfutter (34,6 % Fett) und wurden der heterotopen
Implantation eines klappentragenden AoCs zugefiihrt (Abb. 1).

Abb. 1: Schema der heterotopen Implantation

Explantation eines klappentragenden Aortenkonduits (AoC) aus einer Sprague-Dawley-Ratte (A) und
infrarenale Implantation dieses Explantates (B) an die abdominelle Aorta (AoAbd) einer adipdsen,
hypercholesterinimischen Wistar-Ratte (C). AoAbd: abdominelle Aorta, AoC: klappentragendes
Aortenkonduit. Diese Abbildung wurde unter Verwendung einer Servier Medical Art Vorlage erstellt, die unter
einer Creative Commons Attribution 3.0 Unported Lizenz steht.

Um den Effekt der PPARy-Aktivierung zu untersuchen, wurde eine Versuchsgruppe mit
Pioglitazon (75 mg/kg Futter) behandelt (Gruppe PIO, n=20) und mit der entsprechenden
unbehandelten Gruppe (Kontrollgruppe C, »n=20) verglichen (Tabelle 7). Zur
Erfolgskontrolle des Versuchsmodells wurden echokardiographische und laborchemische
Untersuchungen durchgefiihrt. Nach 4 oder 12 Wochen wurden die AoCs abschlieend
echokardiographisch untersucht und explantiert (Tabelle 7). Um die degenerativen Prozesse
zu analysieren, wurden nach der Explantation verschiedene klassisch-histologische und
immunhistologische Farbemethoden (n=8 je Gruppe) sowie die quantitative Echtzeit-PCR

(qPCR, n=12 je Gruppe) angewendet.
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Tabelle 7: Zeitlicher Studienverlauf

Gruppe Woche-3  Woche -2 Tag 0 Woche 4 Woche 12
PIO HF Al + PIO Impl. AoC Expl. PIO4  Expl. PIO1»
C HF Al Impl. AoC Expl. C4 Expl. Ci2

Al: Induktion der Aortenklappeninsuffizienz, AoC: Klappentragendes Aortenkonduit, Expl: Explantation, HF:
Fettreiches Futter (34,6 % Fett), Impl: Implantation, PIO: Futterzusatz Pioglitazon (75 mg/kg Futter).

2.2.2 Versuchstiere und Haltung
Alle Interventionen und Operationen wurden von Frau Dr. med. Anna Kathrin Assmann
durchgefiihrt und erfolgten auf der Grundlage des genehmigten Tierversuchsantrag vom

27.07.2017, mit dem Aktenzeichen 84-02.04.2017.A182.

Untersucht wurden insgesamt 40 Versuchstiere. Es handelte sich ausschlielich um
erwachsene médnnliche Tiere mit einem Gewicht von 200 -250 g. Um eine allogene
Transplantationssituation zu schaffen, wurden zwei verschiedene Rattenstimme gewéhlt.
Als Implantatspender dienten Sprague-Dawley-Ratten (n =40), als Implantatempfinger
Wistar-Ratten (n =40). Die Spendertiere wurden von der zentralen Einrichtung fiir
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-
Universitét in Diisseldorf (Deutschland) bezogen, die Empféangertiere von der Firma Janvier

Labs.

Die Tiere wurden unter festgelegten Bedingungen gehalten, auf Grundlage der Richtlinie
2010/63/EU des Europdischen Parlamentes und des Rates vom 22. September 2010 zum
Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere. Die Nahrungs- und
Fliissigkeitsautnahme erfolgte ad libitum. Alle Tiere erhielten ein Spezialfutter mit einem
Fettanteil von 34,6 %. Diese Fiitterung wurde drei Wochen vor der Implantation begonnen

(Tabelle 7).

2.2.3 Gewinnung und Konservierung des Implantates
Als Implantat dienten AoCs aus Sprague Dawley-Ratten (n =40). Deren Gewinnung

erfolgte angelehnt an das zuvor publizierte Vorgehen von Assmann et al. [243].

Fiir die Organentnahme wurden die Spendertiere mit einer inhalativen Uberdosierung von
Isofluran getdtet. Nach einer intravendsen Antikoagulation mit Heparin (300 IE/kg
Korpergewicht) wurde der Kreislauf darauthin mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS)
perfundiert. Im Anschluss wurde die Aortenklappe mit der gesamten Aorta entnommen, die

Koronararterien ligiert und die supraaortalen GefdBabginge mit Clips verschlossen. Das
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Préaparat wurde anschlieBend in Dimethylsulfoxid getaucht, schonend eingefroren und bis

zur Implantation bei einer Temperatur von -80 °C konserviert.

2.2.4 Induktion einer Aortenklappen-Insuffizienz

Um eine moglichst physiologische himodynamische Belastung des kiinftigen Implantats
nachzubilden, wurde bei den Empfanger-Ratten zwei Wochen vor der Implantation eine
Insuffizienz der nativen Aortenklappe (Al) induziert [244]. Aus dieser Al-Induktion
resultiert wiahrend der Diastole ein retrograder Blutfluss durch die native Klappe und die
Aorta descendens. Dieser Pendelfluss in der Aorta descendens hat zur Folge, dass bei der
anschlieBend implantierten Klappe die Klappenfunktion, also das Offnen und SchlieBen,
gewihrleistet wird. Ohne diesen Pendelfluss wiirde die implantierte Klappe durch den nur
in eine Richtung weisenden Fluss permanent offenstehen. Diese Prozedur erfolgte unter
einer inhalativen Allgemeinanésthesie mit einem Isofluran-Sauerstoff-Gemisch (2 - 2,5 %)
und einer subkutan applizierten Analgesie mit Carprofen (5 mg/kg/Tag). Nach Eroffnung
der A. carotis communis wurde eine Kunststoffkaniile retrograd bis zur Klappenebene
vorgeschoben, um die Taschen der Aortenklappe unter echokardiographischer Kontrolle mit

einem Fiihrungsdraht zu perforieren [244, 245].

Im Rahmen der Al-Induktion wurde fiir spatere Analysen jedem Tier 1 ml Blut entnommen.
Dieses wurde iiber 20 Minuten bei 4 °C und bei 1000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert
und das Blutplasma im Anschluss abpipettiert. Die Lagerung des Blutplasmas erfolgte bis

zur Weiterverarbeitung bei einer Temperatur von -80 °C.

2.2.5 Implantation der klappentragenden Aortenkonduits

Die Implantation des AoC in die Empfianger-Ratten wurde zwei Wochen nach der Al-
Induktion durchgefiihrt, wie bereits beschrieben [246]. Die Prozedur erfolgte analog zur
initialen Organentnahme unter Andsthesie und Analgesie (s. Abschnitt 2.2.4) sowie unter
intravendser Antikoagulation mit Heparin (300 IE/kg Korpergewicht). Uber eine mediale
Laparotomie wurde initial die Aorta dargestellt. AnschlieBend wurde die Aorta infrarenal
geklemmt und distal davon an zwei Stellen inzidiert. Im Bereich der Inzisionsstellen erfolgte
dann die proximale und distale Anastomosierung des Implantates (Abb. 2). Die Dichtigkeit
der Anastomose wurde jeweils durch eine kurze Reperfusion iiberpriift. Um einen
ausschlieflichen Blutfluss durch das Implantat herzustellen, wurde die native Aorta

zwischen den beiden Anastomosen ligiert (Abb. 2). Postoperativ erfolgte eine
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echokardiographische Kontrolle des Implantates, um die Funktionalitit der Klappe sicher zu

stellen. Nach der Intervention wurden die Tiere fiir 4 oder 12 Wochen beobachtet.

———

AoAbd

Abb. 2: Implantation eines klappentragenden Aortenkonduits

Infrarenale beidseitige Anastomosierung (*) des AoCs einer Sprague-Dawley-Ratte an die abdominelle Aorta
einer Wistar-Ratte. AoAbd: abdominelle Aorta, AoC: klappentragendes Aortenkonduit, Pfeilspitze:
unterbundene AoAbd, Ren: rechte Niere.

2.2.6 Explantation und Aufbereitung

Die terminale Explantation des AoC erfolgte nach dem Beobachtungszeitraum von 4 oder
12 Wochen ebenfalls unter Anidsthesie und Analgesie (s. Abschnitt 2.2.4). Intraoperativ
wurde analog zur Al-Induktion 1 ml Blut entnommen, um laborchemische Untersuchungen

vornehmen zu konnen (s. Abschnitt 2.2.4).

Vorbereitend auf die histologischen Farbungen wurde das Lumen des Explantates mit
heparinisierter, phosphatgepufferter Salzlosung gespiilt und in vier Regionen gleicher Grof3e
aufgeteilt (Abb. 3). Die Bezeichnung dieser Regionen erfolgte systematisch von proximal
nach distal: beginnend mit der klappentragenden Region Al, gefolgt von A2 (Aorta

ascendens), B1 (Aorta descendens) und B2 (Aorta descendens mit distaler Anastomose).
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B2

Abb. 3: Aufteilung eines klappentragenden Aortenkonduits nach Explantation

Explantataufteilung in vier Regionen. Al: Aorta ascendens mit Aortenklappe, A2: Aorta ascendens und
Aortenbogen mit GefdBabgingen, AOK: Aortenklappe, B1: Aorta descendens, B2: Aorta descendens mit
distaler Anastomose.

Diese Explantatregionen wurden in Kunststoff-Formen positioniert und mit einem speziellen
Kryo-Einbettmedium umschlossen. Daraufhin wurde Isopentan mit fliissigem Stickstoff
herabgekiihlt und die Explantatregionen tiber 30 Sekunden darin eingetaucht und damit

schockgefroren. AnschlieBend wurden diese bei -80°C gelagert.

Fiir die Analyse mittels qPCR wurden die Explantate hingegen im Ganzen belassen und in
kéltebestindige Rohrchen tiberfiihrt. Daraufhin wurden die geschlossenen Rohrchen tiber 30
Sekunden in fliissigen Stickstoff eingetaucht und die Explantate damit schockgefroren. Auch
diese Explantate wurden bis zur Weiterverarbeitung bei einer Temperatur von -80 °C

gelagert.

2.2.7 Erhebung von Korpergewicht und Blutwerten
Das Korpergewicht der Tiere wurde zum Zeitpunkt der Al-Induktion, Implantation,

wochentlich bis zu Explantation und bei der Explantation gemessen.

Dariiber hinaus wurde eine Reihe von Blutwerten erhoben, das Gesamtcholesterin, HDL,
LDL, Triglyceride, Kalzium, Kreatinin und Harnsidure. Aulerdem wurden Spontanwerte der
Blutglukose gemessen. Die Erhebung der Glukose- und Blutplasmawerte erfolgte zum
Zeitpunkt der Al-Induktion und Explantation. Die Blutglukosewerte wurden mit Teststreifen
von Accu-Chek bestimmt. Die Messung der Plasmawerte erfolgte durch das Zentralinstitut
fir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik der Heinrich-Heine-Universitit

Diisseldorf (Deutschland).
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2.2.8 Echokardiographische Untersuchungen
Wie zuvor beschrieben, erfolgten echokardiographische Untersuchungen zum Zeitpunkt der

Al-Induktion, Implantation und Explantation.

Nach der Al-Induktion und Implantation wurden diese durchgefiihrt, um den Insuffizienz-
Schweregrad der nativen Aortenklappe zu erheben. Im Falle der Implantation wurde
aullerdem die Dichtigkeit der implantierten Klappe als Ausgangspunkt tiberpriift. Zu diesem
Zweck wurde die Blutflussgeschwindigkeit iiber den Zeitraum der Systole
(Geschwindigkeits-Zeit-Integral I, kurz VTI-I) und Diastole (VTI-II) jeweils in der nativen
Aorta ascendens und descendens gemessen. AnschlieBend wurde der Quotient dieser beiden
Werte (VTI-II / VTI-I) berechnet, wobei Werte von 0,5 bis 0,7 einer AI-Grad II bzw. III
entsprechen [244]. Tiere mit einem AI-Grad der nativen Aortenklappe von II-1II wurden in

den Versuch eingeschlossen.

Um die Dichtigkeit der implantierten Klappen zu {iberpriifen, wurde mithilfe des
beschriebenen Quotienten der gegenldufige diastolische Fluss iiberpriift: Dessen
intermittierendes Verschwinden distal der implantierten Klappe wurde als Beweis fiir einen
vollstindigen diastolischen Schluss der Klappe angesehen. Wihrend dieser
Verlaufsuntersuchungen (zum Zeitpunkt der Explantation nach 4 oder 12 Wochen) wurde
das Auftreten eines gegenldufigen diastolischen Flusses distal der implantierten Klappe als
Zeichen dafiir interpretiert, dass die betreffende Klappe eine Insuffizienz entwickelt hatte.
Um das Ausmal} der Klappeninsuffizienz zu bestimmen, wurde der Quotient aus dem VTI-

I distal und proximal des implantierten AoC gebildet (VTI-I post-AoC / VTI-I pra-AoC).

2.3 Anfertigung und Auswahl der histologischen Priparate

In Vorbereitung auf die (immun)histologischen Férbungen wurden die Explantatregionen
bei -20 °C mit einem Gefriermikrotom geschnitten. Es wurde eine Schnittdicke von 5 pm
und eine axiale Schnittfiihrung gewdhlt. Schnitte aus der Klappenregion (Region Al)
wurden moglichst unter Einbezug aller drei Klappentaschen angefertigt. Es wurden je zwei
Explantatschnitte auf einen Objekttriger aufgenommen, bei Raumtemperatur luftgetrocknet

und bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C aufbewabhrt.
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2.4 Klassische histologische Farbungen

2.4.1 Hamatoxylin-Eosin-Firbung

Die Hamatoxylin-Eosin(HE)-Firbung ist eine Ubersichtsfirbung nach Wissozky [247], die
eine Kern- und Plasmafdarbung kombiniert. Zellplasmaproteine und Kollagene werden durch
Eosin rot angefirbt, die Desoxyribonukleinsdure (DNA) in den Zellkernen kommt durch

Hématin (Oxidationsprodukt des Himatoxylins) blau zur Darstellung [248].

Es wurden je drei Schnitte aus jeder Region (A1l bis B2) aller Tiere gefarbt. Beginnend
wurden die Schnitte fiir eine Minute mit Himatoxylin gefarbt und darauthin fiir jeweils eine
Minute mit destilliertem Wasser (dH20), 5%iger Essigsdure und erneut dH,O gespiilt.
Danach wurden diese flir zwei Minuten unter flieBendem Leitungswasser geblaut und fiir
eine Minute in 70%igem Ethanol (EtOH) gespiilt. Die Kernfdrbung erfolgte tiber 15 Minuten
mit einer gefilterten Eosin-B-Losung. Schlielich wurden die Schnitte in einer aufsteigenden
Ethanolreihe (1 x 70%iges-, 2 x 96%iges-, 2 x 100%iges EtOH) fiir je eine Minute
entwassert. Zuletzt wurden diese zweimal fiir eine Minute in Xylol getaucht, luftgetrocknet

und mit dem Einschlussmittel ROTI Histokitt 1] bedeckt.

2.4.2 Intima-Media-Ratio

Um die Intima-Hyperplasie der Explantate zu vergleichen, wurde die Intima-Media-Ratio
(IMR) angewendet, angelehnt an das zuvor publizierte Vorgehen von Assmann et al. [245].
Die Analysen erfolgten an zusammengesetzten Bildern von HE-geféarbten Schnitten, in 100-
facher VergroBerung. Es wurden alle Tiere mit ihren Regionen A2 bis B2 in die Analysen
aufgenommen. Analysiert wurden drei Schnitte je Region. Die Region Al aus diesen
Analysen ausgeschlossen, da sich in der Klappenregion statt der Intima- und Mediaschicht

Klappentaschen finden, die am Klappenanulus befestigt sind.

Mithilfe der Software Image J 1.52p wurde je die Dicke von Intima und Media senkrecht
zur GefaBBwand ausgemessen (Abb. 4C). Hierzu wurden die GefaBschnitte in acht gleich
grolle Messareale unterteilt (Abb. 4A) und der Quotient aus der Intima-Dicke und der Media-
Dicke gebildet. SchlieBlich wurden die so ermittelten IMR-Werte zu Mittelwerten des
Gesamtschnittes zusammengefasst. Unter Einbezug aller analysierten Schnitte wurden
zuletzt IMR-Mittelwerte fiir die Tiere der Versuchsgruppe PIO und der Kontrollgruppe C

im jeweiligen Beobachtungszeitraum von 4 oder 12 Wochen bestimmt.
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Abb. 4: Erhebung der Intima-Media-Ratio

Schematische Aufteilung eines GefaB3schnittes (A, B) in acht Messareale (I-VIII) und die Messung der Intima-
Dicke (schwarzer Doppelpfeil) und Media-Dicke (weiller Doppelpfeil) nach Himatoxylin-Eosin-Farbung (C).
VergroBerung: 100-fach. Griin: Intima, blau: Media. um: Mikrometer

2.4.3 Von-Kossa-Firbung

Die von-Kossa-Fiarbung wurde angewendet, um Kalzifizierungen in den Explantaten
nachzuweisen. Diese Farbemethode nach von Kossa [249] erlaubt den indirekten Nachweis
von Kalziumionen durch die Darstellung von Kalziumkarbonaten und -phosphaten [248].

Verkalkte Areale stellen sich schwarz dar, Zellkerne rot [248].

Es wurden je drei Schnitte aus jeder Region (A1l bis B2) aller Tiere gefarbt und stets eine
Positivkontrolle (stark verkalkter Gewebeschnitt) mitgefiihrt. Zunichst wurden die Schnitte
fiir acht Minuten in Aceton getaucht, welches auf -20 °C temperiert war. Danach wurden
diese tiber fiinf Minuten luftgetrocknet und zwei Sekunden in dH20O getaucht. Es folgte eine
Inkubation iiber 15 Minuten mit 5%iger Silbernitrat-Losung. Gleichzeitig wurden die
Explantatschnitte mit intensivem Licht (1500 Lumen) bestrahlt, um die Silberionen in
metallisches Silber zu reduzieren. Daraufthin wurden die Explantatschnitte dreimal iiber drei
Minuten mit frischem dH>O gespiilt. Die iiberschiissigen Silberionen wurden iiber zwei
Minuten in Natriumcarbonat-Formaldehyd-Losung reduziert. Nach zehn Minuten unter
flieBendem Leitungswasser erfolgte eine Fixierung fiir finf Minuten in 5%iger
Natriumthiosulfat-Losung, gefolgt von weiteren 15 Minuten unter flieBendem
Leitungswasser. Nach drei Minuten in dH2O folgten die kontrastierende Kernfarbung mit
Kernechtrot-Aluminiumsulfat {iber zehn Minuten und weitere drei Minuten in dH>O.
SchlieBlich wurden die Schnitte {iber eine aufsteigende Ethanolreihe (je 2 min in 50%igem,
70%igem-, 90%igem-, 100%igem EtOH) und zweimal fiinf Minuten in Xylol entwéssert.
Zuletzt wurden diese luftgetrocknet und mit dem Einschlussmittel ROTI Histokitt II bedeckt.
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2.4.4 Von-Kossa-Kalzifizierungsscore

Um den Grad der Kalzifizierung in den Explantaten beurteilen und vergleichen zu kénnen,
wurde angelehnt an Assmann et al. ein angepasster von-Kossa-Score angewendet [245]. Die
Analysen erfolgten an zusammengesetzten Gesamtbildern von-Kossa-geférbter
Explantatschnitte, in 100-facher Vergroferung. Es wurden alle Tiere mit ihren Regionen Al
bis B2 in die Analysen aufgenommen. Aus jeder Region wurden je drei Schnitte beurteilt.
Vorbereitend wurden die Gefdfschnitte in vier gleich groe Quadranten unterteilt nach

einem festen Schema durchnummeriert (I-IV).

Je Quadrant, getrennt fiir Intima und Media, erfolgte die Zuteilung eines Punktwertes anhand
des zuvor festgelegten Scores (Tabelle 8, Abb. 4). Aus den Punktwerten der vier Quadranten
wurde eine Summe des Gesamtschnittes gebildet. Die Summenwerte der drei beurteilten

Gesamtschnitte wurden jeweils in einen Mittelwert zusammengefasst.

Tabelle 8: Von-Kossa-Score in Worten

Punktwert Beschreibung

0 kein sichtbarer Kalk
1 punktférmiger Mikrokalk
2 Flachige Kalzifizierung, braune Verfarbungen
3 Kalkscholle <50 % der Quadrantenfléche
4 Kalkscholle 50-75 % der Quadrantenflache
5 Kalkscholle >75 % der Quadrantenfldche
A
Punktwert: 0 1 2 3-5

Abb. 5: vonKossa-Score in Bildern

Lichtmikroskopische Aufnahmen von Explantatschnitten nach vonKossa-Farbung (A-D). VergroBerung:
100-fach. Pfeilspitzen, punktféormiger Mikrokalk; schwarze Pfeile, Kalkscholle.

2.4.5 Alizarinrot-S-Firbung

Die Alizarinrot-S-Farbung wurde ebenso wie die vonKossa-Féarbung angewendet, um
Kalzifizierungen in den Explantaten nachzuweisen. Diese Farbemethode nach Dahl dient
jedoch dem direkten Nachweis von Kalziumablagerungen im Gewebe [250]. Der Farbstoff
Alizarinrot-S lagert sich an Kalzium an und stellt sich orange-rot dar [248]. Es wurde ein
Explantatschnitt aus jeder Region (Al bis B2) aller Tiere gefdrbt. Zunidchst wurden die
Explantatschnitte auf Raumtemperatur gebracht und {iber fiinf Minuten in eine 2%ige

Alizarin-Losung (pH-Wert: 4,2) gegeben. AnschlieBend wurden diese entwissert, durch ein
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20-maliges Eintauchen in Aceton und in ein 1:1 Aceton/Xylol-Gemisch. Zuletzt wurden die
Explantatschnitte mehrmals in reinem Xylol gespiilt, luftgetrocknet und mit dem

Einschlussmittel ROTI Histokitt 1l bedeckt.

2.4.6 Movat-Pentachrom-Firbung

Die Movat-Pentachrom-Fiarbung wurde von Henry Zoltan Movat erstbeschrieben und
erlaubt die Darstellung aller Komponenten des Bindegewebes [251]. Glykosaminoglykane
(u.a. vermehrt zu finden in mineralisiertem Knorpelgewebe) stellen sich blau-griin dar,

Zellkerne blau-schwarz, Zytoplasma rot und kollagenes Bindegewebe gelb [248].

Es wurde ein Explantatschnitt aus jeder Region (A1 bis B2) aller Tiere gefarbt. Vorbereitend
wurden die Explantatschnitte iiber zwolf Stunden auf eine Temperatur von 37 °C erhitzt.
Nach fiinf Minuten in dH>O wurden die Schnitte iiber zehn Minuten in 4%iger Formaldehyd-
Losung fixiert, gefolgt von weiteren fiinf Minuten in dH>O. Darauthin wurden diese tiber
zehn Minuten in Bouin‘s-Losung gegeben, die auf 50 °C erhitzt wurde. Nach zehn Minuten
unter flieBendem Leitungswasser folgten eine flinfminiitige Fixierung in 5%iger
Natriumthiosulfat-Losung und mehrere Spiilschritte in dH>O (2 x 2 min, 1 x 1 min). Danach
erfolgte tiber 20 Minuten die erste Farbung in 1%iger Alcianblau-Ldsung und ein Spiilschritt
unter flieBendem Leitungswasser flir dreieinhalb Minuten. Es folgte eine zehnminiitige
Stabilisierung in alkalischer Alkohol-Losung, die zuvor auf 60 °C erhitzt wurde. Danach
wurden die Schnitte erneut fiir dreieinhalb Minuten unter flieBendem Leitungswasser

gesplilt.

Vorbereitend auf den zweiten Firbeschritt wurde das Weigerts-Eisenhdmatoxylin aus drei
Stamm-Ldsungen hergestellt: 60 ml 2%iger alkoholischer Hadmatoxylin-Losung, 40 ml
Eisenchlorid-Losung und 20 ml Jod-Losung. Zur Herstellung der Jod-Losung wurde Jod
iber 24 Stunden in Kaliumiodid und dH>O aufgeldst. Die Schnitte wurden fiir neun Minuten
in dem frisch angesetzten Weigerts-Eisenhdmatoxylin gefdrbt und anschlieBend fiir eine
Minute in flieBendem Leitungswasser und mehrfach in dH>O (2 x 2 min und 1 x 1 min)
gespiilt. Darauthin folgte der dritte Firbeschritt fiir eine Minute in Brilliant-Crocein-
Saurefuchsin, bestehend aus zwei Stamm-Ldsungen, ndmlich 80 ml Brilliant Crocein R und
20 ml Saurefuchsin. Diese wurden vor der Farbung frisch angesetzt. Das Saurefuchsin wurde

vor der Verwendung filtriert und iiber 24 Stunden stehen gelassen.

Es folgte eine flinfminiitige Differenzierung in 5%iger Phosphorwolframséiure, eine

fiinfmintitige Splilung in 1%iger Essigsdure und mehrfache Spiilungen in dH>O (2 x 2 min

28



und 1 x 1 min). Dann wurden die Explantatschnitte mit EtOH entwéssert (1 min in 96%igem
EtOH, 2 x 1 min in 100%igem EtOH). Der vierte Farbeschritt erfolgte iiber acht Minuten in
alkoholischen Safran, welches zuvor iiber 48 Stunden bei 60 °C erhitzt und anschlieSend
filtriert wurde. SchlieBlich wurden die Explantatschnitte mit 100%igem EtOH (2 x 1 min)
und Xylol (3 x 5 min) entwissert. Zuletzt wurden diese luftgetrocknet und mit dem

Einschlussmittel ROTI Histokitt 11 bedeckt.

2.4.7 Auswertungsprozess

Als Grundlage fiir die spateren Auswertungen wurden die gefarbten Explantatschnitte mit
einem Durchlichtmikroskop beurteilt und mit einer darauf montierten Kamera fotografisch
dokumentiert. Dies erfolgte unter Zuhilfenahme der Software Leica Application Suite 3.8.
Die Bilder wurden unter einheitlichen Belichtungseinstellungen in 100-facher Vergrof3erung
angefertigt. Hierbei wurde der gesamte Schnitt in mehreren Einzelbildern erfasst.
AnschlieBend wurden die Einzelbilder mit der Funktion Grid/Collection Stitching [252] in

der Software Image J 1.52p zu einem Bild des gesamten Schnittes zusammengesetzt.

Je nach Auswertungsmethode erfolgte dann entweder eine Streckenmessung mit der
Software Image J 1.52p oder eine verblindete Beurteilung anhand zuvor festgelegter Scores

(s. jeweilige Kapitel).

2.5 Immunbhistologische Farbungen

2.5.1 Firbeprozess

In den angewendeten immunhistologischen Firbemethoden wurden verschiedene
Zielantigene mithilfe von Primdr- und Sekundirantikbrpern dargestellt. Der
Primédrantikdrper bindet im Gewebe jeweils das Antigen, das nachgewiesen werden soll. Der
fluoreszenzmarkierte Sekundérantikorper bindet hingegen den Primérantikorper und stellt

damit indirekt das Antigen dar.

Auf diese Weise wurden folgende Antigene nachgewiesen: Syndecan-3 (Syn3), von-
Willebrand-Faktor (vWF), a-Glattmuskel-Aktin (aSMA) und cluster of differentiation 3
bzw. 68 (CD3, CD68). Es erfolgte stets eine Gegenfiarbung der Zellkerne mit dem
interkalierenden  Fluoreszenzfarbstoff  4',6-Diamidin-2-phenylindol ~ (DAPI). Als
Negativkontrolle diente ein zweiter Schnitt auf jedem Objekttriger, der unter Aussparung
des Primirantikorpers ebenso behandelt wurde wie der zu analysierende Gewebeschnitt.

Dies erlaubte den Ausschluss unspezifischer Bindungen des Sekundérantikorpers an das
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Gewebe. Als Positivkontrolle wurde jeweils ein Gewebeschnitt mitgefiihrt, der nachweislich
ein positives Signal erzeugt und somit als Erfolgskontrolle der Férbeschritte diente. Zur
besseren Ubersicht der durchgefiihrten immunhistochemischen Firbemethoden dient

Tabelle 9.

Tabelle 9: Ubersicht immunhistologischer Firbemethoden und Antikorper

Féarbung Primir-AK Sekundir-AK Positiv- Auswertung
(Verdiinnung) (Farbe, Verdiinnung) kontrolle

vWF & aSMA  vWF (1:300) Alexa 488 (griin, 1:200) Myokard  Score
aSMA (1:300)  Alexa 546 (rot, 1:200)

CD3 & CD68 CD3 (1:300) Alexa 488 (griin, 1:200) Milz Anteil CD3-
CD68 (1:200) Alexa 546 (rot, 1:200) & CD68-
positiver
Zellen
Syn3 Syn3 (1:100) Alexa 488 (griin, 1:200) Milz Score

AK: Antikorper, CD: cluster of differentiation, Syn3: Syndecan-3, vWF: von-Willebrand-Faktor, aSMA: a-
Glattmuskel-Aktin

Zundchst wurden die Explantatschnitte vorbereitend mit einem Fettstift umrandet, um die
aufgebrachten Fliissigkeiten am Auslaufen zu hindern. Danach wurden Explantatschnitte fiir
zehn Minuten mit einer 4%igen Formaldehyd-Ldsung inkubiert und fiir dreimal eine Minute
mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. AnschlieBend erfolgten fiir 10
Minuten eine Membranpermeabilisierung mit 0,25%iger Triton X-Losung. Danach wurden

die Schnitte erneut fiir dreimal eine Minute mit PBS gewaschen.

Um unspezifische Bindungen des Primérantikorpers zu verhindern, wurden die
Explantatschnitte anschlieend mit einer Albumin-Fraktion-V-Losung inkubiert: Im Falle
der Syn3-Einzelfarbung wurden die Schnitte fiir 45 Minuten mit je 40 pl einer 1%igen
Albumin-Fraktion-V-Losung inkubiert. Die Schnitte der Doppelfarbungen wurden hingegen
fiir 60 Minuten mit derselben Menge einer 5%igen Albumin-Fraktion-V-Losung inkubiert.
In einem nichsten Schritt wurde die Schnitte fiir dreimal eine Minute mit 0,1%iger
Tween20-Losung behandelt. Darauthin wurden diese in eine Feuchtkammer iiberfiihrt. Die
Hauptschnitte wurden darin fiir 60 Minuten bei 37 °C mit dem Primédrantikorper inkubiert
(Verdiinnungen der Primérantikorper: s. Tabelle 10), wohingegen die Negativkontrollen

lediglich mit einer 1%igen Albumin-Fraktion-V-Losung bedeckt wurden.

Daraufhin folgte eine erneute Behandlung mit 0,1%iger Tween-Losung, diesmal fiir dreimal
fiinf Minuten. Nach erneutem Waschen in PBS fiir zweimal eine Minute, wurden die

Explantatschnitte erneut in die Feuchtkammer tiiberfiihrt. Darin wurden sie mit dem
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Sekundérantikorper fiir 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Der Sekundérantikorper wurde
dafir 1:200 in 1%iger Albumin-Fraktion-V-Losung verdiinnt. Fiir die gewihlten
Kombinationen von Primér- und Sekundirantikdrpern siehe Tabelle 10. Im direkten
Anschluss erfolgte die Kern-Gegenfiarbung mit 1:1000-verdiinntem DAPI in PBS fiir 5
Minuten. SchlieBlich wurden die Schnitte fiir dreimal fiinf Minuten mit PBS und eine Minute
mit dH,O gewaschen, kurz in 100%iges EtOH getaucht und im Dunkeln luftgetrocknet.
Zuletzt wurden diese mit dem Einschlussmittel Leica CV Ultra bedeckt und bis zur

Betrachtung am Folgetag lichtgeschiitzt gelagert.

2.5.2 Auswertungsprozess

Um die immunhistologisch gefarbten Schnitte auszuwerten, wurden diese in einem
abgedunkelten Raum betrachtet und fotografisch dokumentiert. Mithilfe einer speziellen
Fluoreszenzlampe wurden die Fluoreszenzfarbstoffe zum Leuchten angeregt, bei einheitlich
gewdhlter Lichtintensitét. Fiir die Fotodokumentation wurde die Software Leica Application
Suite 3.8 verwendet. Darin wurde fiir jeden ausgewéhlten Filter die Belichtungszeit separat
ausgewdhlt. Je Explantatschnitt wurden mehrere Bilder angefertigt und durch die Software
automatisch in ein Uberlagerungsbild zusammengefiihrt. Wenn nicht anders angegeben,

wurden die Bilder in 200-facher Vergroferung angefertigt.

2.5.3 vWF- & aSMA-Score

Die Doppelfarbung von vWF und aSMA wurde durchgefiihrt, um Endothelzellen und
Glattmuskelzellen in den Explantaten nachzuweisen und somit genauere Aussagen iiber die
zelluldre Zusammensetzung in der Intima treffen zu konnen. Es wurde ein Schnitt aus jeder
Region (Al bis B2) aller Tiere gefarbt und als Positivkontrolle stets ein Schnitt aus
Myokardgewebe mitgefiihrt.

Die Auswertung der Doppelfarbung von vWF und aSMA erfolgte anhand der registrierten
Fluoreszenzintensitit und -verteilung in der Intima. Dies erfolgte fiir die zwei dargestellten
Antigene getrennt. Hierzu wurden schrittweise alle Quadranten beurteilt und je ein
Punktwert fiir den gesamten Schnitt zugeteilt (Tabelle 10). Die Punktewerte wurden in der
Software Excel 2011 gesammelt und der Median je Tier berechnet. Anhand dieses Scores
wurde ein orientierender Vergleich zwischen der Versuchsgruppe PIO und der

Kontrollgruppe C vorgenommen.

Tabelle 10: vWF- & aSMA-Score
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Punktzahl Bedeutung (je fiir vVWF und aSMA)

0 Kein Signal

1 schwaches und geringfiigig verteiltes Signal
2 maéBiges Signal

3 starkes und groBflichig verteiltes Signal

2.5.4 Quantitative Analyse der CD3- & CD68-Fiarbung

Um die Gewebeinfiltration mit Entziindungszellen nachzuweisen, wurden der
T-Lymphozyten-Marker CD3 und der Makrophagen-Marker CD68 immunhistologisch
angefdrbt. Es wurde ein Schnitt aus jeder Region (A1l bis B2) aller Tiere gefarbt und als

Positivkontrolle stets ein Schnitt aus Milzgewebe mitgefiihrt.

Die Auswertung erfolgte durch eine Auszdhlung der Zellen mit CD3- und CD68-positivem
Fluoreszenzsignal in den Bildern der Explantatschnitte. Hierzu wurden représentative Bilder
fiir jeden Quadranten eines Schnittes ausgewéhlt und mithilfe der Software Image J 1.52p
analysiert. Hierzu wurden diese zunéchst in ein Graustufen-Bild umgewandelt. Mithilfe der
Software-internen Partikelanalyse wurde darauthin die Anzahl der Zellen mit positivem
DAPI-Signal ermittelt. In einem zweiten Schritt erfolgte je eine doppelte manuelle
Auszdhlung der Zellen mit CD3- und CD68-positivem Signal und eine Berechnung des
jeweiligen Mittelwertes mit der Software Excel 2011. Bei dieser Auszdhlung wurden nur
solche Zellen beriicksichtigt, die bei CD3- oder CD68-positivem Signal gleichzeitig ein
DAPI-Signal aufwiesen. Schlielich wurde die Zellzahl aller vier Quadranten zu einer
repriasentativen Gesamtanzahl des Schnittes aufsummiert. In einem letzten Schritt wurde der
Anteil der CD3- und CD68-positiven Zellen an der Gesamtzahl aller DAPI-positiven Zellen

berechnet.

2.5.5 Syndecan-3

Die Einzelfarbung von Syndecan-3 wurde durchgefiihrt, um eine frithe chondrogene
Transformation in den Explantaten nachzuweisen. Es handelt sich um einen
Transmembranrezeptor, der bevorzugt in proliferierenden Chondrozyten exprimiert wird
und Interaktionen zwischen Zelloberflache, extrazelluldrer Matrix und loslichen Liganden
ermdglicht [253, 254]. Die Bilder der Syndecan-3-gefdrbten Schnitte wurden in 400-facher
VergroBerung angefertigt. Die Auswertung erfolgte hier anhand eines Scores (Tabelle 11)

und erlaubte Aussagen liber Tendenzen der Knorpelbildung im Gruppenvergleich.
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Tabelle 11: Syndecan-3-Score

Punktwert Beschreibung

0 Kein Signal

1 schwaches und geringfiigig verteiltes Signal
2 méiBiges Signal

3 starkes und groB3flachig verteiltes Signal

2.6 Molekularbiologische Techniken

2.6.1 RNA-Isolation und -Quantifizierung

Um die Expression verschiedener inflammations-assoziierter und osteoblastischer Gene im
Explantatgewebe zu messen, wurden insgesamt 24 Explantate mittels gPCR ausgewertet. In
Vorbereitung auf diese molekularbiologische Technik musste zundchst Ribonukleinsdure
(RNA) aus den Explantaten isoliert, aufgereinigt, quantifiziert und in komplementire DNA

(cDNA) umgeschrieben werden.

Um die RNA aus den Explantaten zu isolieren, wurden die gefrorenen Explantate zunéchst
in ein GefdB3 mit TRIzol iiberfiihrt und bei Raumtemperatur iiber 30 Sekunden maschinell
zerkleinert. Wahrend der gesamten Prozedur wurde die RNA auf Eis gelagert. Nachdem das
entstandene Homogenisat iiber fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurde, erfolgte
eine Phasentrennung mit Chloroform, welches im Verhéltnis 1:5 zugesetzt wurde. Danach
wurde das Gemisch geschiittelt, drei Minuten stehen gelassen und anschliefend fiir 25
Minuten bei 14.000 Umdrehungen pro Minute und 4 °C zentrifugiert. Darauthin wurde die
RNA-haltige wdssrige Phase extrahiert und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C
aufbewabhrt.

Die so gewonnene RNA wurde mithilfe des Qiagen RNeasy Mini Kit gemal
Herstellerangaben aufgereinigt. Anschliefend erfolgte eine fotometrische Bestimmung der
RNA-Konzentration mit dem Absorptionsmessgerit BioPhotometer plus. Diese wurde fiir
jede Probe zweimalig ermittelt und daraus mithilfe der Software Excel 2011 ein Mittelwert
gebildet. Um  Verunreinigungen  auszuschlieBen, wurde der A260/A280-
Absorptionsquotient betrachtet, der als MaB fiir die RNA-Reinheit gilt [255]. Es wurden nur
Proben mit einem Wert von >1,8 weiterverwendet. Auf Grundlage dieser Quantifizierung
konnte fiir die folgenden Schritte auBerdem eine iibereinstimmende RNA-Menge zwischen

den Proben gewdhrleistet werden.
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2.6.2 cDNA-Synthese

Vorbereitend auf die qPCR wurde die aufgereinigte RNA mithilfe des QuantiTect® Reverse
Transcription Kit gemal} Herstelleranweisungen in cDNA umgeschrieben. Im Thermocycler
T3000 durchliefen die Probenansitze die notwendigen Inkubationsschritte: zunéchst zwei
Minuten bei 4 °C, dann 30 Minuten bei 42 °C und drei Minuten bei 95 °C. Die fertigen

Proben wurden bis zur Weiterverwendung bei -20 °C aufbewahrt.

2.6.3 Quantitative Echtzeit-PCR

Mithilfe der gPCR wurde cDNA unter Verwendung genspezifischer Primer amplifiziert und
der Expressionsstatus ausgewéhlter Gene in den Explantaten ermittelt. Zunédchst wurde die
cDNA in 96-Well Mikrotiterplatten mit einem Vorwirts- und Riickwirtsprimer sowie dem
GoTaq qPCR Master Mix von Promega nach Herstellerangaben versetzt. Die Primer-
Sequenzen sind Tabelle 12 aufgefiihrt. Die Genquantifizierung wurde in dem Echtzeit-PCR-
System StepOnePlus mit SYBR Green PCR Master Mix durchgefiihrt. Je QPCR-Durchlauf
wurde die cDNA aller 24 Tiere auf ein Zielgen untersucht. Die cDNA wurde stets in Dupletts
analysiert und die akzeptierte Abweichung ihrer Zyklus-Schwellenwerte (C¢) auf einen Wert
<1 festgelegt. Als Positivkontrolle fiir die Funktionstiichtigkeit der qPCR-Komponenten
und des Echtzeit-PCR-Systems diente die Analyse des konstitutiv exprimierten
Haushaltsgens RPL13A, welches fiir das Ribosomale Protein LI13A codiert. Als
Negativkontrolle wurde stets eine Probe ohne cDNA mitgefiihrt.

Tabelle 12: PCR Primersequenzen

Gen Vorwirts-Primer Riickwirts-Primer

BMP2 5‘-GCTCAGCTTCCATCACGAA-3¢ 5°-AAGAAGCGTCGGGAAGTTTT-3°
IL-1p 5‘-AGGACCCAAGCACCTTCTTT-3¢ 5°-CATCATCCCACGAGTCACAG-3°
IL-6 5‘“ACCACCCACAACAGACCAGT-3¢ 5‘-AGTGCATCATCGCTGTTCAT-3¢
OCN 5°-AAGCAGGAGGGCAGTAAGGT-3° 5-GTCCGCTAGCTCGTCACAAT-3¢
OPN 5‘-AAGCCTGACCCATCTCAGAA-3¢ 5‘-ATGGCTTTCATTGGAGTTGC-3¢

RAGE 5-TGAACTCACAGCCAATGTCC-3¢ 5-“TCAGAGGTTTCCCATCCAAG-3°

RPL13A  5°-GAAAGGTGGTGGTTGTACGC-3° 5‘-GAGACGGGTTGGTGTTCATC-3¢

RUNX2 5-GATGACACTGCCACCTCTGA-3¢ 5‘-GATGAAATGCCTGGGAACTG-3¢

TNFa 5‘-GCTCCCTCTCATCAGTTCCA-3¢ 5¢-GCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3¢

BMP2: Knochenmorphogenetisches Protein 2, IL-1f: Interleukin-1f, IL-6: Interleukin-6, OCN: Osteocalcin,
OPN: Osteopontin, RAGE: Rezeptor fiir fortgeschrittene Glykationsendprodukte, RPL13A: Ribosomales
Protein L13A, qPCR: Quantitative Echtzeit-PCR, RUNX2: Runt-verwandter Transkriptionsfaktor 2, TNFa:
Tumornekrosefaktor-a.

34



Untersucht wurden die Gene Knochenmorphogenetisches Protein 2 (BMP2), Osteocalcin
(OCN), Osteopontin (OPN), Runt-verwandter Transkriptionsfaktor 2 (RUNX2),
Tumornekrosefaktor-o (TNFa), Interleukin-1p (IL-1p), Interleukin-6 (IL-6) und das Gen des
Rezeptors fiir fortgeschrittene Glykationsendprodukte (RAGE).

Um eine relative Quantifizierung der qPCR-Ergebnisse vorzunehmen, wurde die AAC:-
Methode angewendet [256]. Grundlage der Berechnungen waren die vom qPCR-System
ausgegebenen Zyklus-Schwellenwerte (Ci-Werte), die als relatives Mall der
Zielgenkonzentration dienen. Die Ci-Werte der Versuchsgruppe PIO wurden gegen die Ci-
Werte des Haushaltsgens RPL13A normalisiert.

2.7 Statistik

Die Berechnung und grafische Darstellung der Studiendaten erfolgten mit der Software
Prism 6.01. Die Signifikanzen zwischen den Versuchsgruppen wurden mit dem Mann-
Whitney-U-Test ermittelt. Eine statistische Signifikanz wurde bei p-Werten von < 0,05
angenommen. Wenn nicht anders angegeben, wurden Mittelwerte + Standardabweichung

(SD) bestimmt.

2.8 Eigenanteil der durchgefiihrten Methodik und Etablierungsarbeit
Alle Interventionen und Operationen an den Versuchstieren wurden durch Frau Dr. Anna
Kathrin Assmann durchgefiihrt. Aufzufiihren sind hier sowohl die Gewinnung der

Implantate als auch die Al-Induktion sowie die Implantation und Explantation der AoCs.

Zur Eigenleistung der Dissertationsarbeit zéhlte die Einbettung und Kryokonservierung der
Explantate, die Anfertigung histologischer Schnittpraparate mit dem Gefriermikroton, die
Durchfiihrung der klassisch-histologischen und immunhistologischen Farbungen sowie die
Fotodokumentation gefarbter Préparate. Ebenso wurden verschiedene
Auswertungsmethoden in unserer Forschungsgruppe etabliert: hierzu gehoren die Intima-
Media-Ratio, der vonKossa-Score, vVWF- und aSMA-Score, Syndecan-3-Score sowie die
quantitative Analyse der CD3- und CD68-Doppelfarbung. Die statistischen Berechnungen
und die grafische Darstellung mit der Software GraphPad Prism 6.01 zihlten ebenfalls zur
Eigenleistung. Die laborchemischen Analysen erfolgten durch das Zentralinstitut fiir
Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf
(Deutschland). Weitere eigens ausgefiihrte Laborarbeiten sind die RNA-Isolation, RNA-
Aufreinigung, RNA-Quantifizierung, cDNA-Synthese und qPCR.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Adipositas und Hypercholesterinimie im Rattenmodell

Bei allen Tieren zeigte sich eine kontinuierliche Gewichtszunahme im
Beobachtungszeitraum mit einer leichten Stagnation bei Induktion der nativen Al (Abb. 6A).
Hierbei zeigte sich kein signifikanter Einfluss der Pioglitazon-Zufitterung auf die

Gewichtszunahme (Abb. 6B).
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Abb. 6: Gewichtszunahme im Beobachtungszeitraum

Kontinuierliche Gewichtzunahme aller Versuchsgruppen im gesamten Beobachtungszeitraum (A). Die relative
Gewichtszunahme der Gruppe PIO und C war nach 4 und 12 Wochen (B) vergleichbar. Dargestellt sind
Gruppenmittelwerte + SD der Gewichtszunahme ab Zeitpunkt 0 (n=10 Tiere pro Gruppe).
Signifikanzberechnung mit dem Mann-Whitney-U-Test. Signifikanzniveau: ****p < 0,0001. AI: Aorten-
klappeninsuffizienz, C: Fettreiches Futter, g: Gramm, PIO: Fettreiches Futter + Pioglitazon, Wo: Wochen.
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Das Korpergewicht der Versuchstiere, die ein fettreiches Futter erhielten (Gruppe HF, von
engl. high-fat), wurden dariiber hinaus mit den Werten eines Rattenkollektivs verglichen,
das bei gleichem Versuchsaufbau eine Normaldidt (Gruppe ND) erhielt. Die Daten der
Normaldidt-Gruppe stammen aus einer bereits publizierten Studie [257] und wurden nicht

erneut erhoben, um die Tierzahl im Sinne des Tierschutzes zu minimieren.

Das Korpergewicht der HF-Tiere war nach 4 und 12 Wochen vergleichbar mit dem der ND-
Tiere (Abb. 7).
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Abb. 7: Gewicht im Gruppenvergleich

Nach 4 und 12 Wochen war das Korpergewicht der HF-Tiere vergleichbar mit dem der ND-Tiere. Messwerte
bei Explantation nach 4 bzw. 12 Wochen sind als Mittelwerte + SD dargestellt (z = 10 Tiere pro Gruppe).
Daten der ND-Gruppe stammen aus einer bereits publizierten Studie [257]. Signifikanzberechnung mit dem
Mann-Whitney-U-Test. g: Gramm, HF: Fettreiches Futter, ND: Futter mit normalem Fettgehalt, Wo: Wochen.

Das Gesamtcholesterin war nach 12 Wochen durch die Pioglitazon-Zufiitterung signifikant
reduziert (Abb. 8A). Im Vergleich mit dem Normaldidt-Rattenkollektiv wurden bei den
Versuchstieren unserer Studie nach 4 und 12 Wochen signifikant hhere Plasmaspiegel fiir
das Gesamtcholesterin gemessen (Abb. 8B). Die Blutwerte stammen ebenfalls aus der

bereits publizierten Studie [257].
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Abb. 8: Gesamtcholesterin im Gruppenvergleich

In Gruppe PIO war das Gesamtcholesterin im Vergleich zur Kontrollgruppe C nach 12 Wochen signifikant
erniedrigt (A). Nach 4 und 12 Wochen war das Gesamtcholesterin in Gruppe HF signifikant héher als in Gruppe
ND (B). Blutplasma-Analysen erfolgten bei Explantation nach 4 bzw. 12 Wochen. Ergebnisse reprasentieren
die Gruppenmittelwerte £ SD (n = 10 Tiere pro Gruppe). Daten der ND-Gruppe stammen aus einer bereits
publizierten Studie [257]. Signifikanzberechnung mit dem Mann-Whitney-U-Test. Signifikanzniveaus: *p <
0,05; **p < 0,01. C & HF: Fettreiches Futter, mg/dl: Milligramm pro Deziliter, ND: Futter mit normalem
Fettgehalt, PIO: Fettreiches Futter + Pioglitazon, Wo: Wochen.

3.2 Blutglukose und erginzende Blutplasma-Analysen
Erginzend zu den zuvor beschriebenen Parametern wurden Spontanwerte der Blutglukose
sowie weitere Lipidparameter, zirkulierende Elektrolyte und Nierenfunktionsparameter im

Blutplasma der Versuchstiere bestimmt.

Die Blutglukosewerte wurden dreizeitig bei Al-Induktion, Implantation und Explantation
gemessen und im zeitlichen Verlauf verglichen (vgl. Tabelle 7). In keiner der
Versuchsgruppen zeigte sich eine signifikante Verdnderung der Blutglukose zwischen den
drei Messpunkten (Abb. 9). Es wurde kein signifikanter Einfluss der Pioglitazon-
Zufiitterung auf die Blutglukose festgestellt (Abb. 9).
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Abb. 9: Blutglukose im Gruppenvergleich

Keine signifikante Verdnderung der Blutglukose im zeitlichen Verlauf beider Beobachtungszeitraume (A, B).
Die Blutglukose in Gruppe PIO und C war zu allen drei Messzeitpunkten vergleichbar, inkl. der Explantation
nach 4 (A) und 12 Wochen (B). Ergebnisse repréisentieren Gruppenmittelwerte + SD (n = 10 Tiere pro Gruppe).
Signifikanzberechnung mit dem Mann-Whitney-U-Test. Al: Aortenklappeninsuffizienz-Induktion, C:
Fettreiches Futter, EX: Explantation, IM: Implantation, mg/dl: Milligramm pro Deziliter, PIO: Fettreiches
Futter + Pioglitazon

Es zeigte sich kein signifikanter Effekt durch Pioglitazon auf die Triglyceride, das LDL-
oder HDL-Cholesterin im Blutplasma, sowohl nach 4 als auch nach 12 Wochen (Abb. 10).
Der Blutplasmaspiegel des HDLs war in Gruppe C und PIO nach 12 Wochen signifikant
niedriger als nach 4 Wochen (Abb 10B).
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Abb. 10: Blutfettwerte im Gruppenvergleich

Die Blutplasmaspiegel der Triglyceride (A) sowie des HDLs (B) und LDLs (C) waren zwischen Gruppe PIO
und C in beiden Beobachtungszeitrdumen vergleichbar. Der Blutplasmaspiegel des HDLs war in Gruppe C
und PIO nach 12 Wochen signifikant niedriger als nach 4 Wochen (B). Blutplasma-Analysen erfolgten bei
Explantation nach 4 bzw. 12 Wochen. Ergebnisse repridsentieren Gruppenmittelwerte = SD (n =10 pro
Gruppe). Signifikanzberechnung mit dem Mann-Whitney-U-Test. Signifikanzniveaus: ****p < 0,0001; ***p
< 0,001.C: Fettreiches Futter, HDL: Lipoprotein hoher Dichte, LDL: Lipoprotein niedriger Dichte, mg/dl:
Milligramm pro Deziliter, PIO: Fettreiches Futter + Pioglitazon.
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Der Triglycerid-Spiegel der Tiere, die mit hochkalorischem Futter gefiittert wurden, waren
im Vergleich zum Normaldidt-Rattenkollektiv (ND) aus der bereits publizierten Studie [257]
nach 12 Wochen signifikant erhoht (Abb. 11).
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Abb. 11: Triglyceride im Vergleich mit Normalkost-Tierkollektiv

Signifikant erhohte Triglyceride in HF-Gruppe nach 12 Wochen im Vergleich zur ND-Gruppe. Blutplasma-
Analysen erfolgten bei Explantation nach 4 bzw. 12 Wochen. Ergebnisse reprisentieren die
Gruppenmittelwerte = SD (n =10 pro Gruppe). Signifikanzberechnung mit dem Mann-Whitney-U-Test.
Signifikanzniveau: **p < 0,01. HF: Fettreiches Futter, mg/dl: Milligramm pro Deziliter, ND: Futter mit
normalem Fettgehalt, Wo: Wochen.

Es zeigten sich nach 4 und 12 Wochen keine Unterschiede des Kreatinin- oder des

Harnséure-Spiegels zwischen Gruppe PIO und C (Abb. 12).
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Abb. 12: Plasmakreatinin und -harnsiure im Gruppenvergleich

Kreatinin- (A) und Harnsdure-Werte (B) der Gruppe PIO und C waren in beiden Beobachtungszeitrdumen
vergleichbar. Blutplasma-Analysen erfolgten bei Explantation nach 4 bzw. 12 Wochen. Ergebnisse
repréasentieren die Gruppenmittelwerte + SD (n = 10 Tiere pro Gruppe). Signifikanzberechnung mit dem Mann-
Whitney-U-Test. C: Fettreiches Futter, mg/dl: Milligramm pro Deziliter, PIO: Fettreiches Futter + Pioglitazon,
Wo: Wochen.
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3.3 Ergebnisse der Echokardiographie
Der Insuffizienz-Schweregrad der nativen Aortenklappe war zwischen Gruppe PIO und C
zu jedem Zeitpunkt vergleichbar. Bei der Induktion der Al, der Implantation und der

Explantation war der Insuffizienzgrad der nativen Aortenklappe ebenfalls vergleichbar

(Abb. 13).
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Abb. 13: Echokardiographische Ergebnisse Nativklappe

Zwischen Gruppe PIO und C zeigt sich ein vergleichbarer Insuffizienzgrad der nativen Aortenklappe.
Konstanter Insuffizienzgrad im zeitlichen Verlauf zwischen Al-Induktion und Explantation. Die Ergebnisse
représentieren Quotienten-Mittelwerte (VTI-II/VTI-I) = SD (n = 20 pro Gruppe bei Al und IM, n = 10 bei EX4
und 12). Signifikanzberechnung mit dem Mann-Whitney-U-Test. Al: Aortenklappeninsuffizienz-Induktion, C:
Fettreiches Futter, EX: Explantation nach 4 bzw. 12 Wochen, IM: Implantation, PIO: Fettreiches Futter +
Pioglitazon, VTI-I: systolisches Geschwindigkeits-Zeit-Integral [cm], VTI-II: diastolisches Geschwindigkeits-
Zeit-Integral [cm].

In der PIO-Gruppe und der Kontrollgruppe wurden kurz nach Al-Induktion vergleichbare
Insuffizienzgrade der Nativklappen sowie des gegenldufigen Blutflusses in der Aorta
descendens gemessen (Abb. 14A). Kurz nach der AoC-Implantation wurden in beiden
Gruppen ebenfalls vergleichbare Insuffizienzgrade der Nativklappen gemessen (Abb13B,
AoAsc) und es war keine Insuffizienz der Klappenimplantate messbar (Abb. 14B, post-
Ao0C). In der PIO-Gruppe zeigte sich sowohl nach 4 Wochen als auch nach 12 Wochen eine
intakte Klappe des AoC (Abb. 14C und D, post-AoC), wihrend sich in der Kontrollgruppe
bereits nach 4 Wochen eine signifikante Insuffizienz zeigte (Abb 14C, post-AoC), die nach
12 Wochen noch deutlicher ausgepriagt war (Abb. 14D). Die Insuffizienzgrade der

Nativklappe waren nach 4 und 12 Wochen in der PIO-Gruppe und der Kontrollgruppe
vergleichbar (Abb. 14 C und D, AoAsc)
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Abb. 14: Echokardiographische Ergebnisse Nativklappe und Klappenimplantat

Bei Implantation zeigte sich in beiden Gruppen keine Insuffizienz der implantierten Aortenklappe (B). In
Gruppe PIO war der Insuffizienzgrad der implantierten Aortenklappe nach 4 (C) und 12 Wochen (D) geringer
ausgeprégt als in Gruppe C. Die Ergebnisse reprisentieren Quotienten-Mittelwerte (VTI-II/VTI-I) £ SD (n = 20
pro Gruppe bei IM, n=10 bei EX4 und 12). Signifikanzberechnung mit dem Mann-Whitney-U-Test.
AoAsc: Aorta ascendens, AoC: Klappentragendes
Aortenkonduit, C: Fettreiches Futter, PIO: Fettreiches Futter + Pioglitazon, Post-AoC: Distal des AoC, VTI-I:
systolisches Geschwindigkeits-Zeit-Integral [cm], VTI-II: diastolisches Geschwindigkeits-Zeit-Integral [cm]

Signifikanzniveaus: *p < 0,05; ***p < 0,001.

3.4 Intima-Hyperplasie der klappentragenden Aortenkonduits

In Gruppe C war nach 4 und 12 Wochen eine signifikant erhéhte Intima-Hyperplasie im

Vergleich zur Gruppe PIO erkennbar (Abb. 15).
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Abb. 15: Intima-Hyperplasie des Aortenkonduits

Signifikant geringere Intima-Hyperplasie der Gruppe PIO nach 4 und 12 Wochen im Vergleich zur Gruppe C
(A). Lichtmikroskopische Aufnahmen HE-geférbter Explantatschnitte zeigen verdickte Intima in Gruppe C (B,
Pfeil in B¢) und schlanke Intima in Gruppe PIO (C, Pfeil in C¢). Ergebnisse in A repridsentieren IMR-
Mittelwerte + SD je Tier und Region (n = 4 pro Gruppe). Signifikanzberechnung mit dem Mann-Whitney-U-
Test. Signifikanzniveau: *p < 0,05. HE-Farbung: blau, Zellkerne; rot, Zellplasmaproteine und Kollagene.
VergroBerung: 100-fach. C: Fettreiches Futter, HE: Hédmatoxylin-Eosin, IMR: Intima-Media-Ratio, PIO:
Fettreiches Futter + Pioglitazon, Wo: Wochen, pum: Mikrometer.

Im Bereich der Intima-Hyperplasie erfolgte der ubiquitire Nachweis aSMA-positiver
Glattmuskelzellen und eine lokalisierte Ansammlung vWF-positiver Endothelzellen auf der

luminalen GefédB3seite (Abb. 16).

Abb. 16: aSMA- und vWF-Expression im Bereich der Intima

Immunhistologische Darstellung aSMA-positiver Glattmuskelzellen (rot), vWF-positiver Endothelzellen
(griin) und der Zellkerne (blau) im Bereich der Intima-Hyperplasie (B). Gegeniiberstellung des entsprechenden
HE-gefarbten Areals (A). Vergroferung: 100-fach (A), 200-fach (B). HE: Hamatoxylin-Eosin, vWF: von-
Willebrand-Faktor, aSMA: a-Glattmuskel-Aktin, pm: Mikrometer.
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3.5 Kalzifizierung der klappentragenden Aortenkonduits

Die Explantate waren nach 12 Wochen signifikant stirker kalzifiziert als nach 4 Wochen.
Dieser Effekt zeigte sich sowohl in der Intima der Kontrollgruppe C (Abb. 17A) als auch in
der Media beider Gruppen (Abb. 17B). Pioglitazon fiihrte nach 4 Wochen zu einer
tendenziell geringeren und nach 12 Wochen zu einer signifikant geringeren Kalzifizierung

der Intima (Abb. 17A).

Im Bereich der Media zeigte sich diesbeziiglich kein signifikanter Unterschied im
Gruppenvergleich (Abb. 17B). Abbildung 18C zeigt eine starke Kalzifizierung der Intima
der Gruppe C nach 12 Wochen.

A Intima-Kalzifizierung B  Media-Kalzifizierung

10 S - 15 -

10 4

vonKossa-Score
n
[ ]
vonKossa-Score

C PIO C PIO C PIO C PIO

4 Wo 12 Wo 4 Wo 12 Wo

Abb. 17: Intima- und Media-Kalzifizierung des Aortenkonduits im Gruppenvergleich

In Gruppe PIO zeigte sich nach 12 Wochen eine signifikant geringere Intima-Kalzifizierung im Vergleich zur
Kontrollgruppe C (A). Ergebnisse reprisentieren vonKossa-Score-Median + Interquartilbereich dreier
Explantatschnitte je Tier und Region (n =4 pro Gruppe). Signifikanzberechnung mit dem Mann-Whitney-U-
Test. Signifikanzniveaus: *p < 0,05, ***p <0,001. C: Fettreiches Futter, PIO: Fettreiches Futter + Pioglitazon,
Wo: Wochen.
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Abb. 18: Histologisch sichtbare Unterschiede der Kalzifizierung im Aortenkonduit

Lichtmikroskopische Aufnahmen vonKossa- (A-C, G-J) und Alizarinrot-S-gefirbter (D-F, K-N)
Explantatschnitte zeigen verschiedene Schweregrade der Kalzifizierung (Score 0-5) im Bereich der Intima (A-
F) und Media (G-N). Ubereinstimmende Anfirbung verkalkter Areale im direkten Vergleich der
Féarbemethoden. VonKossa: schwarz, Kalziumkarbonate und -phosphate; rot, Zellkerne; Alizarinrot-S: rot,
Kalzium. VergroBerung: 100-fach. Pfeile: Kalkscholle, Pfeilspitzen: Mikrokalk, Sternchen: Flichige
Kalzifizierung, pm: Mikrometer.

3.6 Chondrogene und osteogene Prozesse

Mithilfe der Movat-Pentachrom-Farbung wurden innerhalb der Explantate
Glykosaminoglykane (GAG) griin-blau angeférbt (Abb 19B, C). Der Nachweis einer gro3en
Menge von Glykosaminoglykanen weist auf eine pro-chondrogene Gewebetransformation
hin [248]. GAG wurden iiberwiegend in der Media der Explantate nachgewiesen (Abb. 19B,
C). Eine Co-Expression von GAG und des Transmembranrezeptors Syndecan-3 wurde
insbesondere in der Media nachgewiesen (Abb. 19D). Nach 4 und 12 Wochen konnten keine
Unterschiede zwischen der PIO-Gruppe und der Kontrollgruppe bei der Expression von

Syndecan-3 festgestellt werden (Abb. 19A).
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Abb. 19: Chrondrogene Aktivitit im Gruppenvergleich

Glykosaminoglykane in Movat-Pentachrom-gefarbten Explantat-Arealen (B, C, blau-griin) waren vornehmlich
in der Media (Doppelpfeil) mit Syndecan-3 (D, griin) co-lokalisiert. Kein signifikanter Unterschied der
Syndecan-3-Expression zwischen Gruppe PIO und C (A). Immunhistologische Erhebung eines Syndecan-3-
Scores und Darstellung von Score-Median + Interquartilabstand (n =4 pro Gruppe). Signifikanzberechnung
mit dem Mann-Whitney-U-Test. Movat-Pentachrom: blau-griin, Knorpel: blau-schwarz, Zellkerne; rot,
Zytoplasma; gelb, kollagenes Bindegewebe. Immunhistologie: griin: Syndecan-3; blau, Zellkerne.
Vergroferung: 100-fach (B, C), 400-fach (D). C: Fettreiches Futter, PIO: Fettreiches Futter + Pioglitazon, Wo:
Wochen, pm: Mikrometer.
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Es zeigten sich zwischen Gruppe PIO und C keine signifikanten Unterschiede fiir die
Expression von RUNX2, OPN, OCN oder BMP2, sowohl nach 4 als auch nach 12 Wochen
(Abb. 20A-D).
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Abb. 20: Expression von Genen der osteo-chrondrogenen Transformation

Zwischen Gruppe PIO und C zeigten sich keine signifikanten Expressionsunterschiede der Gene RUNX2 (A),
OPN (B), OCN (C) und BMP2 (D). Die mRNA-Werte sind als relative Werte zur Kontrolle C dargestellt,
gemessen mittels gPCR. Dargestellt sind Mittelwerte = SD (n = 6 pro Gruppe). Signifikanzberechnung mit
dem Mann-Whitney-U-Test. BMP2: Knochenmorphogenetisches Protein 2, C: Fettreiches Futter, mRNA:
Boten-RNA, OCN: Osteocalcin, OPN: Osteopontin, PIO: Fettreiches Futter + Pioglitazon, qPCR: Quantitative
Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion, RUNX2: Runt-verwandter Transkriptionsfaktor 2
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3.7 Inflammationsprozesse

In Gruppe PIO und Gruppe C wurde im immunhistologisch gefarbten Explantatgewebe die
Expression von CD3 (Abb. 21) und CD68 (Abb. 22) nachgewiesen.

Ergéinzend wurde der Anteil CD3- und CD68-positiver Zellen verglichen: In der
Kontrollgruppe C war die CD3-Expression nach 4 Wochen tendenziell hoher als nach 12
Wochen (Abb. 21A, B, E), bei Pioglitazongabe war diese nach 4 und 12 Wochen auf
gleichbleibend niedrigem Niveau (Abb. 21C, D, E). Die Pioglitazongabe fiihrte nach 4
Wochen zu einer tendenziellen Erniedrigung der CD3-Expression im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abb. 21A, C, E). Auch nach 12 Wochen war der Unterschied zwischen den
Gruppen nicht signifikant (Abb. 21E).
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Abb. 21: CD3-Expression im Gruppenvergleich

Der Anteil CD3-positiver T-Lymphozyten (griin) war in Gruppe C nach 12 Wochen (B) tendenziell geringer
als nach 4 Wochen (A, E). Kein signifikanter Unterschied zwischen Gruppe PIO und C (E). Ergebnisse
reprasentieren Anteil CD3-positiver Zellen, angeben als Mittelwerte je Tier £ SD (n=4 pro Gruppe).
Signifikanzberechnung mit dem Mann-Whitney-U-Test. Griin: CD3, blau: Zellkerne. Vergroflerung: 200-fach.

C: Fettreiches Futter, CD: cluster of differentiation, P1O: Fettreiches Futter + Pioglitazon, Wo: Wochen, pum:
Mikrometer.
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Bei der Analyse des CD68-Signals zeigten sich im zeitlichen Verlauf keine signifikanten
Unterschiede, weder in Gruppe PIO (Abb. 22C, D, E) noch in Kontrollgruppe C (Abb. 22A,
B, E).
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Abb. 22: CD68-Expression im Gruppenvergleich

Der Anteil CD68-positiver Makrophagen (rot) war in Gruppe PIO nach 4 Wochen (C) tendenziell niedriger
und nach 12 Wochen (D) tendenziell hoher als in Gruppe C (A, B, E). Ergebnisse reprasentieren Anteil CD68-
positiver Zellen, angeben als Mittelwerte je Tier = SD (n =4 pro Gruppe). Signifikanzberechnung mit dem
Mann-Whitney-U-Test. Rot: CD68, blau: Zellkerne. Vergroferung: 200-fach. C: Fettreiches Futter, CD: cluster
of differentiation, P10O: Fettreiches Futter + Pioglitazon, Wo: Wochen, pm: Mikrometer.

Es zeigten sich zwischen Gruppe PIO und C keine signifikanten Unterschiede fiir die

Expression von TNFa, IL-1B, IL-6 oder RAGE, sowohl nach 4 als auch nach 12 Wochen
(Abb. 23A-D).
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Abb. 23: Expression Inflammations-assoziierter Gene

Zwischen Gruppe PIO und C zeigten sich keine signifikanten Expressionsunterschiede der Gene TNFa (A),
IL-1B (B), IL-6 (C) und RAGE (D). Die mRNA-Werte sind als relative Werte zur Kontrolle C dargestellt,
gemessen mittels qPCR. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (n = 6 pro Gruppe). Signifikanzberechnung mit
dem Mann-Whitney-U-Test. C: Fettreiches Futter, IL-1B: Interleukin-1p, IL-6: Interleukin-6, mRNA: Boten-
RNA, PIO: Fettreiches Futter + Pioglitazon, qPCR: Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion, RAGE:
Rezeptor fiir fortgeschrittene Glykations-endprodukte, TNFa: Tumornekrosefaktor-o, Wo: Wochen.

4 DISKUSSION UND SCHLUSSFOLGERUNGEN

Mit einem Modell der heterotopen infrarenalen Implantation in Ratten untersuchten wir den
Einfluss des PPARy-Agonisten Pioglitazon auf die Degeneration von klappentagenden
Aortenkonduits in adiposen Ratten mit einer Hypercholesterinimie. Fokus der
Untersuchungen war hierbei der Unterschied von Intima-Hyperplasie, Kalzifizierung und
Inflammation mit und ohne systemische PPARy-Aktivierung. Signifikante Unterschiede
zeigten sich im Vergleich der Intima-Hyperplasie und Kalzifizierung, welche nach

systemischer PPARy-Aktivierung deutlich geringer ausgepriagt waren.
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4.1 Implantationsmodell in adipdsen, hypercholesteriniimischen Ratten
Grundlage unserer Untersuchungen war ein Modell der heterotopen infrarenalen

Implantation, welches wir nach dem Vorbild einer zuvor publizierten Studie anwendeten

[246].

Um den genannten Zusammenhang zwischen einer systemischen PPARy-Aktivierung und
Klappendegeneration zu untersuchen, wurden in der Vergangenheit verschiedene
Tierversuche durchgefiihrt [30, 193, 194]. Im Gegensatz zu unseren Untersuchungen wurden
dabei allerdings Nativklappen analysiert [30, 193, 194]. Durch unseren Versuchsaufbau
konnten wir erstmals biologische Prothesen unter physiologischer Beanspruchung
analysieren, indem sie wiederholten zyklischen Offnungs- und SchlieBbewegungen wihrend

des Herzschlags ausgesetzt wurden.

Zusitzlich integrierten wir Hypercholesterindmie als einen bedeutenden Risikofaktor fiir
Herz-Kreislauf-Erkrankungen in unsere vergleichenden Studien, indem die Tiere eine
fettreiche Erndhrung erhielten. Dies ermdglichte uns eine Anndherung an einen bedeutenden

Aspekt des typischen Patientenkollektivs in der biologischen Herzklappenprothetik.

Die  Gesamtcholesterinspiegel =~ unserer  Versuchstiere ~ wiesen in  beiden
Beobachtungszeitraumen signifikant erhohte Werte im Vergleich zu den Tieren auf, die in
einer vorangegangenen Parallelstudie normale Erndhrung erhielten. Im Rahmen einer 12-
wochigen Verabreichung von Pioglitazon beobachteten wir hingegen eine deutliche
Abnahme der Gesamtcholesterinspiegel bei unseren hypercholesterindmischen Ratten.
Diese Befunde lassen den Schluss zu, dass unsere experimentellen Bedingungen den

Cholesterinstoffwechsel der Versuchstiere messbar beeinflusst haben.

Verschiedene Studien zeigten beim Menschen einen Zusammenhang zwischen erhohtem
Gesamtcholesterin und kardiovaskuldrer Kalzifizierung: beispielsweise identifizierten
Farivar et al. einen Anstieg des Gesamtcholesterins als einen unabhédngigen Risikofaktor fiir
die Kalzifizierung und die darauffolgende Explantation von biologischen Aorten- und
Mitralklappenprothesen [80]. Komplementir dazu zeigten Callister et al. mittels
Computertomographie, dass eine medikamentds induzierte Reduktion des LDL- sowie des
Gesamtcholesterinspiegels mit einer Verminderung des koronararteriellen Kalkgehaltes

assoziiert war [258].

Des Weiteren wurde der Einfluss von Pioglitazon auf den Cholesterinmetabolismus bei

Menschen untersucht. Aronoff et al. fiihrten eine randomisierte, kontrollierte Studie mit 408
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Teilnehmenden durch und konstatierten, dass Pioglitazon in einer dosisabhéngigen Weise

das Gesamtcholesterin bei Patientinnen und Patienten mit Typ-2-Diabetes senkte [181].

Das metabolische Syndrom, eine Ansammlung von kardiovaskuldren Risikofaktoren wie
Insulinresistenz, Dyslipiddmie und Hypertonie, steht in direktem Zusammenhang mit der
Nierenfunktion und kann diese beeintrachtigen [259]. Eine verschlechterte Nierenfunktion
kann sekundir zu kardiovaskuldrer Verkalkung fiihren, welche die Struktur und Funktion
der GefiaBwinde, des Myokards und der Herzklappen beeintrachtigen kann [260]. In der
aktuellen Untersuchung wurden Plasmakreatinin- und -harnstoffwerte regelméaBig
gemessen, um die Nierenfunktion zu evaluieren. Wiahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums blieben diese Indikatoren in allen Gruppen liber die Zeit stabil, was
auf eine unveridnderte Nierenfunktion hindeutet. Es ist also nicht ableitbar, dass die

Nierenfunktion die AoC-Verkalkung in unseren Untersuchungen beeinflusst hat.

4.2 Reduzierte Intima-Hyperplasie durch PPARYy-Aktivierung

Die Gewebe-Hyperplasie durch unkontrollierte Zellproliferation gilt als Hauptfaktor fiir die
Entwicklung einer Atherosklerose [261-263]. Ein Tierversuch der cholesterininduzierten
Atherosklerose in Kaninchen zeigte die aktive Rolle der Zellproliferation bei der Entstehung
atherosklerotischer Lisionen, die sich auf dem Boden initialer Lipidablagerungen bildeten
[264]. Diese Publikation impliziert, dass die Hemmung der exzessiven Intima-Hyperplasie
eine vielversprechende Strategie sein konnte, um die kardiovaskuldre Degeneration positiv

zu modulieren.

Die systemische PPARy-Aktivierung iiber einen Zeitraum von 4 und 12 Wochen fiihrte in
unseren Untersuchungen zu einer signifikanten Reduktion der Intima-Hyperplasie in den
AoCs. In Ubereinstimmung mit unseren Befunden wurde in mehreren Studien ein anti-
atherogener Effekt von Pioglitazon, einem PPARy-Agonisten, beobachtet: Bei adipdsen
Wistar-Ratten fiihrte es zur Verringerung des Wachstums glatter GefaBmuskelzellen nach
balloninduzierter GefaBBverletzung und resultierte in einer reduzierten Intima-Hyperplasie
der Arteria carotis [219]. Bei Typ 2 DiabetikerInnen fiihrte eine 6-monatige
Pioglitazontherapie zu einer Reduktion der sonographisch gemessenen Intima-Media-Dicke

der Arteria carotis [211].

Bei nicht-diabetischen Patienten fiihrte die Anwendung von Pioglitazon nach koronarer
Stentimplantation zu einer Hemmung der Intima-Hyperplasie und resultierte in einer

Verringerung des Intima-Volumens: Dies galt sowohl fiir Patienten mit [192] und ohne
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begleitendem metabolischem Syndrom [192]. Diese Befunde wurden auch bei Typ 2
DiabetikerInnen repliziert, bei denen Pioglitazon zu einer geringeren Rate von In-Stent-

Restenosen fiihrte [225].

4.3 Reduzierte Intima-Kalzifizierung durch PPARy-Aktivierung

Die Beobachtung, dass die Verringerung der AoC-Kalzifizierung moglicherweise mit einer
Abnahme der Intima-Hyperplasie in Verbindung steht, wirft wichtige Fragen beziiglich der
zugrunde liegenden Mechanismen und therapeutischen Implikationen auf. Unsere
Ergebnisse belegen eine deutlich reduzierte Intima-Kalzifizierung unter Einfluss von
Pioglitazon. Die Hemmung der Intima-Zellproliferation fiihrt letztlich zur Verringerung des
primdr kalzifizierenden Gewebes [265]. Dies steht im Einklang mit der etablierten
Erkenntnis, dass unkontrollierte Zellproliferation ein dominierender Faktor in der
Pathogenese sowohl der Atherosklerose [261-263] als auch der degenerativen Verkalkung
von Herzklappen [10, 35, 80, 266] ist.

Kalzifizierungsprozesse treten sowohl in atherosklerotischen Lésionen als auch in nativen
Herzklappen auf [18]. In unserer Studie fiihrte die Aktivierung von PPARY durch Pioglitazon
nach 12 Wochen zu einer signifikanten Reduktion der Intima-Kalzifizierung in den
implantierten AoCs. Frithere Erkenntnisse belegen, dass PPARy-Aktivierung wirksam
gegen Kalzifizierungsprozesse in Gefdllen und Herzklappen ist: Beispielsweise konnten
Cheng et al. in-vitro eine verminderte Kalzifizierung glatter GefdBmuskelzellen unter
Verwendung von Rosiglitazon nachweisen [267]. Ebenso beobachteten Li et al. eine
reduzierte Kalzifizierung der nativen Aortenklappe bei hypercholesterindmischen

Kaninchen nach Gabe von Pioglitazon [194].

Es ist denkbar, dass durch die Pioglitazon-induzierte Reduktion des Plasma-
Gesamtcholesterins im Blut auch die Ablagerung von Lipoproteinen in das AoC-Gewebe
reduziert wurde. Im Prothesengewebe abgelagertes LDL kann ausgelost durch reaktive
Sauerstoffspezies oxidieren und degenerative Prozesse auslosen [105, 124]. Mithilfe
immunhistochemischer Methoden untersuchten Shetty et al. degenerierte biologische
Klappenprothesen von 18 Patienten, die einer Explantation unterzogen wurden, auf
Lipidablagerung und wiesen eine signifikante Anhdufung von oxidiertem LDL in den
Klappensegeln nach [105]. Es ist jedoch anzumerken, dass in der Studie von Shetty et al. das

Gesamtcholesterinwerte im Blut der Patienten nicht erfasst wurden. In unserer eigenen

53



Studie wurde die Lipidablagerung in den AoCs nicht erhoben, daher kann der

Zusammenhang lediglich angenommen werden.

In humanen Nativklappen wurde auBerdem eine Koinzidenz von Lipidablagerungen und
kalzifizierten Klappenarealen nachgewiesen [27, 28]. In unserer Studie filihrte die
Anwendung von Pioglitazon zu einer signifikanten Senkung der Gesamtcholesterinwerte im
Blut sowie der Intima-Kalzifizierung. Daher konnte in der nicht untersuchten

Lipidablagerung eine zusétzliche Erkldrung fiir die beobachteten Effekte liegen.

Daneben gibt es mehrere Hinweise dafiir, dass osteogene Mechanismen eine Rolle in der
Pathogenese der Degeneration und des Funktionsverlustes nativer Herzklappen spielen [268,
269]. In verkalkten humanen Aortenklappen wurden osteoblasten-dhnliche Zellen sowie
heterotoper Knochen identifiziert, was auf eine pathologische Ossifikation hinweist [22,
268]. Die Arbeit von Srivatsa et al. unterstreicht diese Erkenntnisse, indem sie die
Lokalisation der Expression von Matrixproteinen wie OPN und OCN, die fiir die
Knochenhomdostase essenziell sind, in unmittelbarer Ndhe zu kalzifizierten Arealen in
Herzklappen aufzeigt [112]. Verschiedene Studien wiesen die Expression von OCN, OPN
und BMP-2 aullerdem in verkalkten atherosklerotischen Plaques nach [270, 16, 271, 272].
Es wurde gezeigt, dass BMP-2 die Gefa3verkalkung teilweise durch die Regulation des
Phosphattransports und die Erhohung der RUNX2-mRNA-Konzentration in vaskuldren

Glattmuskelzellen in vitro stimuliert [273].

In unserer Studie wurde eine ubiquitire Expression von OPN, OCN, BMP2 und RUNX2 in
klappentragenden Aortenkonduits festgestellt. Interessanterweise zeigte sich trotz der
nachgewiesenen positiven Wirkung von Pioglitazon auf die Klappenfunktion und die
Reduktion der Intimaverkalkung keine signifikante Verdnderung in der Expression der
untersuchten Marker. Dies steht im Kontrast zu den in vitro Ergebnissen von Xu et al., die
eine Reduktion der OCN- und RUNX2-Expression durch Pioglitazon feststellten [274],
sowie zu den Befunden von Katahira et al., die in einem Rattenmodell eine signifikante
Verringerung der OPN- und RUNX2-Expression nach Pioglitazon-Behandlung nachwiesen
[275].

Unsere Ergebnisse sind jedoch kongruent mit den Beobachtungen von Chu et al., die in
hypercholesterindmischen Méusen keine Reduktion der OCN-Expression durch Pioglitazon
feststellten, obwohl eine verminderte Kalzifizierung der Aortenklappe belegt wurde [193].

Unsere Studie ergab nur eine marginale Reduktion der RUNX2-Expression, was mit den
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Ergebnissen von Chu et al. iibereinstimmt, die eine reduzierte RUNX2-Expression in der
Aorta und Aortenklappe hypercholesterindmischer Méiuse nach Pioglitazon-Behandlung
berichteten [193]. Dariliber hinaus unterstiitzt die Studie von Gao et al. die potenzielle
Wirkung von Pioglitazon auf die RUNX2-Expression, indem sie eine Reduktion in glatten

GefalBmuskelzellen von Ratten in vitro demonstrierte [276].

Eine mogliche Erkldrung fiir die beobachteten Ergebnisse konnte in der gleichzeitigen
Untersuchung sowohl der Herzklappe als auch der Aorta mittels Genexpressionsanalysen an
ganzen Explantaten liegen. Diese Methode konnte potenzielle Verdnderungen in der
Genexpression maskieren, die spezifisch in einem der beiden Gewebe auftreten. Weitere
Genexpressionsanalysen mit getrennter Betrachtung von Klappe und Aorta sowie

detaillierteren zelluldren Analysen konnten in zukiinftigen Studien notwendig sein.

Diese Diskrepanzen in den Ergebnissen unterstreichen die Komplexitit der Pioglitazon-
Wirkung auf die vaskuldre und valvuldre Pathophysiologie und deuten auf die
Notwendigkeit weiterer Untersuchungen hin, um die zugrundeliegenden Mechanismen

vollstindig zu verstehen.

4.4 Inflammationsprozesse bei antidegenerativer PPARy-Aktivierung

Inflammationsprozesse spielen eine zentrale Rolle bei der kardiovaskuldren Kalzifizierung
und vermitteln somit die Entstehung atherosklerotischer Lésionen und die Degeneration
biologischer Herzklappenprothesen [18, 104, 113, 114]. Beteiligt ist ein komplexes
Zusammenspiel von zelluldren und humoralen Komponenten: so wurden T-Lymphozyten in
frihen  atherosklerotischen = Lédsionen  und  degeneriertem  bioprothetischem
Herzklappengewebe nachgewiesen [102, 119-121]. Umgekehrt konnte eine
Aktivierungshemmung  dieser  Entziindungszellen deren Gewebemigration und

Gewebezerstorung reduzieren.

Drew und Tipping hemmten durch die Gabe von Cyclosporin A die Aktivierung von T-
Lymphozyten in der Aorta hypercholesterindmischer Kaninchen, was die Bildung
atherosklerotischer Plaques signifikant verringerte [277]. In adipdsen, insulinresistenten
Miusen wiesen Foryst-Ludwig et al. einen Zusammenhang zwischen der PPARy-
Aktivierung und einer reduzierten T-lymphozytiren Fettgewebsinfiltration nach [278]:
Rosiglitazon- und Telmisartangabe reduzierte die Genexpression des T-Zell-Markers CD3
im abdominellen Fett der Versuchsratten. Da Fett- bzw. Lipidablagerungen sowohl bei der

Atherosklerose als auch bei der Degeneration biologischer Herzklappenprothesen eine Rolle
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spielen [18, 25, 26, 105], konnte eine PPARy-Aktivierung auch in diesem Kontext protektiv

wirken.

In unseren Untersuchungen konnte CD3 in den Explantaten nachgewiesen werden, was auf
eine Gewebeinfiltration mit CD3-positiven T-Lymphozyten hinweist. Durch die
Pioglitazon-induzierte PPARy-Aktivierung zeigte sich nach 4 Wochen aber lediglich eine
leichte Reduktion der T-Lymphozyten im Gewebe. Zum Zeitpunkt der Analysen konnte ein
signifikanter Einfluss der PPARy-Aktivierung auf die Gewebsinfiltration durch T-
Lymphozyten also nicht nachgewiesen werden. Dies ldsst vermuten, dass die beobachteten
Effekte des Pioglitazons (Reduzierte Intima-Kalzifizierung und -Hyperplasie sowie Erhalt
der Funktionalitit) nicht primér durch die Beeinflussung der T-Lymphozyten-Infiltration

bedingt sind [265].

Neben T-Lymphozyten wurden auch Makrophagen in atherosklerotischen Lasionen [279—
281] und degeneriertem bioprothetischem Herzklappengewebe nachgewiesen [75, 115].
Ricote et al. zeigten in ihrem in vitro Versuch eine hohe PPARy-Expression in aktivierten
Makrophagen. Dartiber hinaus wiesen sie nach, dass PPARy die Expression verschiedener
Gene in Makrophagen reguliert und damit positiv in schidliche Entziindungsprozesse
eingreift [167]. Es zeigte sich allerdings kein signifikanter Einfluss von Pioglitazon auf die

Anzahl von Makrophagen.

Des Weiteren wurde die Expression der pro-inflammatorischen Gene TNFa, IL-1p und IL-
6 in unseren Explantaten durch Pioglitazon nicht signifikant beeinflusst. Die protektiven
Pioglitazoneffekte konnten also auf die Modifikation anderer pro-inflammatorischer Gene

zuriickzufiihren sein.

Auch die RAGE-Expression wurde in den Explantaten untersucht. Zu den Liganden zéhlen
unter anderem fortgeschrittene Glykationsendprodukte, die sich im Rahmen des
Alterungsprozesses und insbesondere bei Diabetes in verschiedenen Geweben ablagern
[282]. Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass RAGE mit einer Inflammation,
Atherosklerose und kardiovaskuldrer Kalzifizierung assoziiert ist [283-287]. Strategien, die
auf eine Inaktivierung von RAGE abzielen, hemmen die Ausschiittung
proinflammatorischer Zytokine [194], die Expression osteoblastischer Gene [194, 283] und
die Atherosklerose-Progression [287-289]. In mehreren Studien reduzierten PPARYy-
Agonisten die RAGE-Expression [290-292]. Li et al. zeigten, dass Pioglitazon in

Aortenklappen hypercholesterindmischer Kaninchen eine verringerte RAGE-Expression
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vermittelt [194]. Begleitend kam es zu einer Reduktion von Entziindungszellen, oxidativem
Stress und OPN-Expression, was sich in einer besser erhaltenen Klappenfunktion
niederschlug [194]. Die RAGE-Hemmung présentiert sich somit als wichtiger
Wirkungsmechanismus in der protektiven Pioglitazon-Wirkung. In unserer Studie reduzierte
Pioglitazon die RAGE-Expression in den Explantaten nur leicht, ein signifikanter Effekt

wurde nicht nachgewiesen.

Eine Erkldrung hierfiir wire, dass die protektive Wirkung von Pioglitazon nicht primir von
der RAGE-Aktivitit abhidngt. Ausgehend von der gegenteiligen Annahme konnte der
positive Einfluss der RAGE-Expression auch auBlerhalb der von uns analysierten

Zeitpunkten stattgefunden haben.

Ein weiterer Ansatz zur Erkldrung konnte sein, dass wir die lokale RAGE-Expression in
Gewebeproben untersucht haben, obwohl andere Mediatoren des Expressionsprozesses eine
mafgebliche Wirkung haben. So kdnnten die lokalen Proteinkonzentrationen von RAGE
oder die zirkulierenden RAGE-Spiegel fiir die Wirkung des PPARy-Stoffwechsels eine

bedeutendere Rolle spielen.

4.5 Limitationen der Arbeit

In der vorliegenden Studie wurde die Degeneration biologischer kardiovaskuldrer Prothesen
in vivo untersucht. Angewendet wurde ein Modell der heterotopen, allogenen Implantation
in adipdsen, hypercholesterindmischen Ratten. Wenngleich dieses Modell viele
Komponenten einschlie3t, die auch nach dem menschlichen Herzklappenersatz einwirken
(hdmodynamische Belastung der Prothese, metabolische Risikofaktoren), so bildet es
dennoch nicht vollstindig die Komplexitit der Degenerationsprozesse nach. Erhoben
wurden das Gewicht sowie Blutglukose- und Lipidparameter im Blut der Versuchstiere. Die
Aufnahme weiterer Einflussfaktoren in das Spektrum der Untersuchungsparameter (z.B.
Blutdruck, Insulinhaushalt, Fettsdurespeicherung) konnte Aufschluss iiber den

zugrundeliegenden Mechanismus der protektiven Pioglitazonwirkung geben.

Analysiert wurden die Bioprothesen hinsichtlich Funktion, Gewebe-Hyperplasie,
Kalzifizierung und Inflammation, alles wesentliche Kennwerte und Mechanismen bei der
Degeneration nativer Herzklappen und biologischer Herzklappenprothesen. Die
Untersuchung weiterer Gewebsprozesse, wie z.B. Lipidablagerungen und oxidativer Stress,

konnten den zugrundeliegenden Wirkmechanismus weiter beleuchten.
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Der festgelegte Beobachtungszeitraum von 4 und 12 Wochen erlaubt keine Aussagen iiber
die Langzeiteffekte von Pioglitazon. Auch sehr frithe Effekte bei initialer Pioglitazongabe
entziechen sich so den Analysen. Dariliber hinaus wurde in den Genexpressionsanalysen
osteoblastischer und inflammatorischer Marker das AoC in Génze untersucht. Isolierte
Aussagen iiber die Genexpression in der Aortenklappe oder des nachfolgenden
Aortenkonduits konnen so nicht getroffen werden. Die Klappenregion umfasst lediglich ein
Viertel des jeweils untersuchten AoCs, sodass Effekte im nachfolgenden Aortenkonduit
stiarker ins Gewicht fallen. So konnte ein signifikanter Effekt, der isoliert in der Region der

Aortenklappe aufgetreten ist, bei einer Gesamtanalyse des AoC maskiert worden sein.

4.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die systemische PPARy-Aktivierung vermindert die Intima-Hyperplasie und nachfolgende
Kalzifizierung von kryokonservierten Allografts bei adipdsen, hypercholesterindmischen
Empfangern. Dariiber hinaus verlangsamt sie die Degeneration der implantierten
Aortenklappe, erkennbar durch eine reduzierte funktionelle Beeintrachtigung. Ferner senkt
die systemische PPARy-Aktivierung den Gesamtcholesterinspiegel im Plasma und

adressiert somit einen Risikofaktor der kardiovaskuldren Kalzifizierung.

Auf der Grundlage der vorliegenden Ergebnisse ldsst sich vermuten, dass durch die
postoperative Einnahme von Pioglitazon eine Lebenszeitverldngerung von biologischen
Aortenklappenprothesen zu erwarten sein konnte. Profitieren konnten hier vor allem
Patientinnen und Patienten, die aufgrund von Ubergewicht und Hypercholesterinimie ein
erhohtes Risiko der Prothesendegeneration aufweisen. Um genaue Aussagen abzuleiten,
wiren perspektivisch Untersuchungen in groBeren Versuchstieren und anschlieBend im
Menschen erforderlich. Weitergehende Untersuchungen konnten hier zusitzlichen
Aufschluss liber den zugrundeliegenden Wirkungsmechanismus geben und den potenziellen

Nutzen einer Pioglitazon-Medikation bei Allograft-Empfangern unterstreichen.
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