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Zusammenfassung

Herzklappenerkrankungen sind haufig und haben eine hohe klinische Relevanz. Da vor
allem bei der Aortenklappenstenose ein Herzklappenersatz die einzige definitive
Therapieoption darstellt und die konventionellen biologischen bzw. mechanischen
Prothesen erhebliche Nachteile aufweisen, entstand das Konzept von Tissue-
engineered Heart Valves (TEHV). Besonders interessant sind hierbei dezellularisierte
Herzklappenprothesen (DHP), welche auf dezellularisierter extrazellularer Matrix
(dEZM) basieren. Neben einer geringeren Immunogenitat ist eine Rezellularisierung
durch empfangereigene Zellen mit EZM-Produktion und somit stetiger Selbst-
Regeneration moglich. In zahlreichen klinischen Studien zeigten sich vielversprechende
Ergebnisse, wobei es in einigen Fallen dennoch zu einer Degeneration der DHP kam.
Deshalb ist deren weitere Erforschung von hoher klinischer Bedeutung. Es ist bekannt,
dass vaskulare glatte Muskelzellen (VSMCs) ihren Phanotyp wechseln und Merkmale
von z. B. Makrophagen-, Fibroblasten- und Osteoblasten-ahnlichen Zellen annehmen
kénnen. Sie sind auf diese Weise in die Pathogenese der Atherosklerose und der
Aortenklappenstenose involviert. Es wird angenommen, dass VSMCs auch eine Rolle
bei der Degeneration von DHP spielen konnten. Ziel der vorliegenden Arbeit war somit
die Untersuchung, ob und wie VSMCs in vitro auf dEZM reagieren und welchen
Phanotyp sie hierbei annehmen. Hierflr wurden aortale VSMCs aus adulten mannlichen
Wistar-Ratten isoliert und fir 48 Stunden in Gegenwart von aus Schafsherzen isolierten,
durch Detergenzien (0,5 % SDS, 0,5 % DCA) dezellularisierten Aortenklappenbiopsien
kultiviert. Als Polarisierungskontrollen dienten fir 24 Stunden mit LPS bzw. IL-4
behandelte VSMCs. Als Baseline-Kontrollen wurden unbehandelte Zellen verwendet.
AnschlieRend erfolgte die Analyse der VSMC-dEZM-Interaktion mittels
Fluoreszenzmikroskopie sowie eine Untersuchung phanotypspezifischer Marker mittels
quantitativer RT-PCR und eines Multiplex-Immunoassays. In der
Fluoreszenzmikroskopie zeigte sich eine Migration von glatten Muskelzellen zu der
dEZM-Biopsie. In der RT-PCR konnte nach dEZM-Kontakt eine Herunterregulierung der
kontraktilen Gene nachgewiesen werden. Zudem war der osteoblastische Marker BMP2
tendenziell hochreguliert. Wahrend die inflammatorischen Gene in der RT-PCR nicht
reguliert waren, zeigte sich im Multiplex-Assay die vermehrte Produktion einiger
proinflammatorischer Zytokine. Durch dEZM-Kontakt de-differenzieren glatte
Muskelzellen, schitten zu Beginn proinflammatorische Zytokine aus und exprimieren
vermehrt BMP2. Sie kénnten somit in die in vivo-Degeneration von DHP involviert sein,
indem sie eine immunvermittelte Kalzifizierung fordern. Es sind weitere Experimente

notwendig, um die Bedeutung dieser Ergebnisse einordnen zu kénnen.



Abstract

Heart valve diseases are very common and therefore very relevant in the clinical field.
As a heart valve replacement remains the only definitive therapy option in aortic valve
stenosis and conventional prostheses have many disadvantages, the concept of tissue-
engineered heart valves (TEHV) has been developed. Especially decellularized heart
valves (DHV), a subtype of TEHV, are increasingly used in patients. Due to their lack of
cellular components, they are less immunogenic. Also, DHV can be repopulated by
patient cells, which facilitates a self-regeneration and remodeling. Although many clinical
trials have yielded promising results, there still have been some cases of implant
degeneration. Hence, it is important to comprehend the underlying mechanisms. It is
known that vascular smooth muscle cells (VSMCs) can change their phenotype towards
macrophage-, fibroblast-, osteoblast-like and other cells and are crucial in the
pathogenesis of atherosclerosis and aortic valve stenosis. Possibly, they could also play
a role in the degeneration of heart valve prostheses. The goal of this work was to
investigate if VSMCs interact with decellularized extracellular matrix (dECM) of aortic
valves in vitro and if they change their phenotype during this process. Therefore, aortic
vascular smooth muscle cells were isolated from adult male Wistar rats and cultivated
for 48 hours with detergent decellularized (0,5 % SDS, 0,5 % DCA) ovine aortic valve
biopsies. VSMCs stimulated for 24 hours with LPS or IL-4 served as polarization controls
while untreated cells were used as baseline controls. Afterwards, fluorescence imaging
of the dECM biopsies, RT-PCR, and a multiplex immunoassay have been performed. In
fluorescence microscopy, a migration of VSMCs towards the dECM and an interaction
between cells and dECM were visible. In the RT-PCR, there has been a downregulation
of contractile markers after contact with the dECM. Additionally, there was a tendency to
upregulation of the osteoblastic gene BMP2 in the dECM group. While inflammatory
genes were not regulated in the RT-PCR, there has been an increased amount of
proinflammatory cytokines in the multiplex immunoassay. After contact with dECM,
VSMCs de-differentiate and change their phenotype. They lose their contractile markers,
secrete proinflammatory cytokines and acquire osteoblastic characteristics. Therefore,
they could be involved in the degeneration of decellularized heart valve prostheses and
promote an immune-mediated calcification of the implant. Further experiments, e. g. a
further analysis of the acquired VSMC phenotype by flow cytometry, will be necessary

to confirm these results.
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1 Einleitung

1.1 Kilinischer Hintergrund

Kardiovaskulare Erkrankungen im Allgemeinen sind haufig und sorgten im Jahr 2020 fur
19 Millionen Todesfalle (1), wobei Erkrankungen der Herzklappen eine wichtige
Unterkategorie darstellen. Der Anteil der Betroffenen steigt mit zunehmendem Alter (2),
es gibt jedoch auch angeborene Herzklappenfehler (3). Am haufigsten sind die Mitral-
und die Aortenklappe betroffen. Wahrend bei einer Mitralklappeninsuffizienz, der
haufigsten valvularen Erkrankung, meist eine Reparatur durchgeflihrt werden kann, ist
bei der Aortenklappenstenose ein chirurgischer oder interventioneller Klappenersatz die
einzige Therapiemdglichkeit (3, 4). Vor allem die Aortenklappenstenose hat aufgrund
ihrer hohen Mortalitat, die bei symptomatischen Patienten innerhalb der folgenden zwei
Jahre 50 % betragt, eine hohe klinische Relevanz (5). Aus diesem Grund lohnt es sich,
naher auf die Mdglichkeiten des Aortenklappen- bzw. des Herzklappenersatzes im

Allgemeinen einzugehen.

1.2 Maglichkeiten des Herzklappenersatzes

Betrachtet man Herzklappenprothesen, so sind drei wichtige Typen zu nennen: 1.
mechanische, 2. biologische und 3. in vitro hergestellte Prothesen, sogenannte Tissue-

engineered Heart Valves, TEHV (6). Diese werden im Folgenden beschrieben.

1.2.1 Mechanische Herzklappenprothesen

Mechanische Herzklappenprothesen werden aus verschiedenen Materialien hergestellt.
Vorteilhaft ist die lange Haltbarkeit von bis zu 25 Jahren (7, 8). Betroffene Patienten sind
jedoch durch die thrombogene Wirkung der kiinstlichen Oberflachen auf eine
lebenslange Einnahme von Antikoagulanzien angewiesen, was mit einem erhdhten
Blutungsrisiko einhergeht. Auch besteht im Vergleich zu nativen Klappen die erhéhte
Gefahr einer Endokarditis sowie einer mechanischen hamolytischen Anamie. Aulierdem
sind bei Kindern Re-Operationen erforderlich, da sich die Prothesen nicht an das

Wachstum des Kdrpers anpassen kénnen (6).



1.2.2 Biologische Herzklappenprothesen

Biologische Herzklappenprothesen existieren ebenfalls in unterschiedlichen Formen. Es
gibt hierbei Homografts, d. h. menschliche Spenderklappen, und Xenografts tierischen
Ursprungs (7). Biologische Prothesen haben eine bessere Hamodynamik sowie ein
geringeres Thromboserisiko (3). Letzteres liegt unter anderem an der Quervernetzung
der Kollagenfasern bei Fixierung des Gewebes mithilfe von Glutaraldehyd mit damit
verbundener erschwerter Aktivierung der primaren Gerinnung Uber den von-Willebrand-
Faktor (9, 10). Somit entfallt die Notwendigkeit einer lebenslangen Antikoagulation mit
dem damit verbundenen Blutungsrisiko. Mit der Zeit degenerieren die biologischen
Prothesen jedoch, sodass nach ca. 10 bis 15 Jahren Re-Operationen notwendig werden.
Dies liegt u. a. daran, dass eine Immunantwort aktiviert wird und es zu einer progressiven
Kalzifikation des fremden Gewebes kommt (3, 11). Zudem ist auch bei dieser
Prothesenart das Endokarditis-Risiko deutlich erhéht (12).

1.2.3 Tissue-Engineered Heart Valves

Da sowohl mechanische als auch biologische Herzklappenprothesen ihre Grenzen
haben, werden zunehmend in vitro-Herzklappen, sog. Tissue-engineered Heart Valves
(TEHV), entwickelt. Ziel ist ein der nativen Klappe ahnliches, nicht immunogenes und
nicht thrombogenes Gewebe. Zudem sollten TEHV die Fahigkeit zum Wachstum und
Remodeling, also zum Umbau und Ersatz durch kérpereigenes Gewebe, besitzen, um
Reoperationen bei jungen Patienten zu vermeiden (3, 13). Im Idealfall findet nach
Implantation eine Wiederbesiedlung der Prothese mit einwandernden koérpereigenen
Zellen statt, was als Repopulation oder Rezellularisierung bezeichnet wird (13, 14).
Auch bei den TEHV gibt es verschiedene Ansatze (Abb. 1). Zum einen nutzt man frische
oder kryokonservierte biologische Herzklappen von Menschen oder Tieren und
dezellularisiert diese. Es resultieren dezellularisierte Herzklappenprothesen (DHP). Zum
anderen synthetisiert man kunstliche Prothesen aus unterschiedlichen Polymeren. Auch
ist eine Funktionalisierung mit bioaktiven Substanzen fir eine vereinfachte
Rezellularisierung oder eine in vitro-Besiedlung mit patienteneigenen Zellen moglich (3,
13, 15).
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Abb. 1: Optionen von TEHV

Als eine Option werden native Herzklappen von tierischen oder menschlichen Spendern
entnommen und dezellularisiert (A). Alternativ kbnnen Herzklappen aus Hydrogelen oder
Polymeren kiinstlich geformt werden (B). Weiterhin kann die Prothesenfunktion durch weitere
Methoden wie Beschichtung mit bioaktiven Substanzen oder Besiedlung mit autologen Zellen
optimiert werden (C). Erstellt in Biorender.com

DHP sind noch nicht breit in der Klinik etabliert, es gibt jedoch bereits zahlreiche
vielversprechende praklinische Ergebnisse. In einem padiatrischen Schafsmodell zeigte
sich bei Implantation von mit autologen Zellen besiedelten dezellularisierten
Pulmonalklappen mittelfristig eine gute Prothesenfunktion mit zufriedenstellender
Rezellularisierung und  Remodeling ohne Hinweise auf eine erhdhte
Thromboseneigung (16). Auch bei Ersatz der Aortenklappe in juvenilen Schafen durch
porzine DHP war mittelfristig keine Degeneration oder Kalzifizierung nachweisbar. Eine
Zunahme des Anulusdurchmessers koénnte zudem auf ein  mogliches

Wachstumspotential hindeuten (17).

Viele klinische Studien zeigen ebenfalls das grofe Potential der DHP auf. Vor allem
dezellularisierte Homografts haben gute mittelfristige Ergebnisse und geringere Re-
Operationsraten (3, 18). Erste Ergebnisse der europaischen ESPOIR-Studie zur
Verwendung dezellularisierter Pulmonalklappenprothesen wiesen ebenfalls auf eine
geringere Degenerationsrate im Vergleich zu Ublichen Homografts hin (19). Daruber

hinaus erwies sich der Einsatz dezellularisierter Aortenklappen in der multizentrischen



ARISE-Studie als gute Option fir junge Patienten (20). In einer weiteren Studie konnte
aullerdem eine in vivo-Rezellularisierung mit Endothelzellen und Matrix-produzierenden
Zellen nachgewiesen werden, die innerhalb des ersten Jahres erfolgte (21).
Dezellularisierte Homografts sind somit sehr vielversprechend. lhre Haltbarkeit ist jedoch
stark von der individuellen Immunantwort des Empfangers abhangig (21). Wahrend die
klinischen Ergebnisse insgesamt positiv ausfielen, kam es in einigen Fallen auf lange
Sicht zu einer Degeneration (19, 21). Da die genauen Hintergriinde bisher nicht bekannt

sind, muss weiterhin daran geforscht werden.

Zusatzlich sind aufgrund der limitierten Verfligbarkeit von humanem Spendergewebe
Alternativen wichtig. Deshalb wurden auch Versuche der Implantation von Xenograft-
DHP und von Polymer-basierten TEHV unternommen (3). Bei den Xenograft-DHP gibt
es einige Daten zu klinischen Anwendungen mit guten kurz- bis mittelfristigen
Ergebnissen (22, 23), andere Studien berichten jedoch von Inflammation, Degeneration
und fehlendem Remodeling (3). Als wichtiges Beispiel ist die Implantation von
SYNERGRAFT-Herzklappen bei padiatrischen Patienten zu nennen. Hierbei kam es zu
einer beschleunigten Fibrosierung und Kalzifizierung mit rapidem Versagen der
Prothesen, was durch eine unvollstandige Dezellularisierung und eventuell auch durch
andere immunogene Bestandteile der xenogenen extrazellularen Matrix, wie z. B. alpha-
Galactose, bedingt war (3, 24). Zu den Polymer-basierten TEHV gibt es noch keine
ausreichenden Daten. Sie konnen die hamodynamischen Eigenschaften nativer Klappen

jedoch nur eingeschrankt simulieren (3, 13).

Aufgrund dieser widerspruchlichen Ergebnisse ist es sehr wichtig, mehr dber TEHV im

Allgemeinen und die durch sie ausgeldste Reaktion des Immunsystems zu erfahren.

1.3 Dezellularisierung

Durch das Verfahren der Dezellularisierung werden die Homo- oder Xenografts von allen
zellularen Bestandteilen befreit, um die Immunogenitat des Implantats zu senken. Im
Idealfall wandern nach Implantation in vivo kérpereigene Zellen des Patienten in die
Herzklappe ein und produzieren extrazellulare Matrix (EZM), welche das fremde
Prothesengewebe ersetzen und eine unbegrenzte Haltbarkeit der Herzklappe
ermoglichen soll (13). Bei einer dreischichtig aufgebauten Herzklappe, bestehend aus
1. Fibrosa mit Kollagenfasern, 2. Spongiosa mit Glykosaminoglykanen und 3.

Ventricularis mit Elastinfasern, werden durch die Dezellularisierung die Endothelzellen



(Valvular endothelial cells, VECs) und die unterschiedlichen interstitiellen Zellen
entfernt (25, 26). Diese heterogenen Valvular interstitial cells (VICs) weisen
Eigenschaften von Fibroblasten und glatten Muskelzellen auf und spielen bei der
Pathogenese der degenerativen Aortenklappenstenose eine wichtige Rolle. Unter dem
Einfluss von Immunzellen kénnen sie sich zu Myofibroblasten und Osteoblasten-
ahnlichen Zellen differenzieren. Dadurch wird Uberschissige EZM gebildet und es

kommt zu einer progressiven Verkalkung (27, 28).

Es gibt unterschiedliche Verfahren der Dezellularisierung. Als wichtige Beispiele sind
das Detergens-basierte Dezellularisierungsprotokoll (DET) und das biologische
Dezellularisierungsprotokoll (BIO) zu nennen (29). Wahrend das DET-Verfahren
Zellmembranen, damit assoziierte Proteine und Nukleinsauren effektiv entfernt, kann es
mit der Gefahr der Ubermafligen Zerstérung der EZM einhergehen. Das BIO-Protokoll
ist schonender, eine komplette Dezellularisierung kann damit jedoch nicht gewahrleistet
werden (29). Fur die Herstellung von DHP fur die klinische Anwendung wie z. B. in der
ARISE- und der ESPOIR-Studie (19, 20) hat sich ein Detergens-basiertes
Dezellularisierungsprotokoll etabliert (30), welches leicht abgewandelt auch fir diese
Forschungsarbeit verwendet wird. Dieses enthalt mehrere Schritte, in denen zunachst
die Lyse der Zellen mithilfe von Detergenzien erfolgt. AnschlieBend werden die
Herzklappen mehrfach gewaschen, um restliche Chemikalien und Zellreste zu entfernen
(30). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass nach Anwendung dieses
Protokolls eine zellfreie, keine bis kaum DNA enthaltende Herzklappe mit erhaltener
EZM-Struktur resultiert. Auch die fir eine Wiederbesiedlung mit Endothelzellen wichtige
Basalmembran bleibt bestehen (14, 30, 31).

1.4 Rolle des Immunsystems

1.4.1 Reaktion des Immunsystems auf biologische Herzklappenprothesen

Trotz der oben beschriebenen vielversprechenden Ansatze des Tissue Engineering
kann es dennoch zu einem Verschleily der TEHV kommen. Es werden deshalb zunachst
die biologischen Herzklappenprothesen betrachtet, um die Grundzige ihrer
Degeneration zu verstehen und diese auf die fur dieses Forschungsprojekt interessanten
DHP anwenden zu kénnen. Hierbei kommt es, wie oben beschrieben, zu einer im

Vergleich zum nativen Gewebe beschleunigten Degeneration. Dabei spielen sowonhl



chemische und mechanische als auch immunologische Faktoren eine Rolle (9), (Abb.
2).

Zum einen werden vor allem die xenogenen biologischen Herzklappen chemisch mithilfe
von Glutaraldehyd fixiert. Somit erhoht sich durch eine Kollagen-Quervernetzung zwar
ihre Stabilitat, ein Remodeling ist jedoch aufgrund des resultierenden Vitalitatsverlusts
der EZM-bildenden VICs nicht mehr méglich. Zum anderen haben die fixierten Prothesen
eine starre Struktur und degenerieren schneller unter mechanischer Belastung (9, 32).
Darlber hinaus verlieren die avitalen VICs die Fahigkeit zur energieabhangigen
Eliminierung von Calcium aus dem Zellinneren, wodurch eine von ihnen ausgehende
Kalzifizierung begunstigt wird (33). Kryokonservierte Prothesen enthalten zwar noch

vitale Zellen, diese stellen dann aber aus immunologischer Sicht ein Problem dar (34).

Betrachtet man die Antwort des angeborenen und des erworbenen Immunsystems auf
biologische Herzklappenprothesen, so lassen sich einige wichtige Phasen
unterscheiden (Abb. 2): Innerhalb der ersten Stunden nach Implantation lagern sich
Blutproteine und Thrombozyten an die Oberflache der Prothese an (13). In diesem
Stadium kann es zu einer hyperakuten AbstoBungsreaktion kommen. Diese entsteht
durch im Blut vorhandene praformierte Antikdrper gegen fremde Antigene, wie z. B. die
bereits oben erwahnte alpha-Galactose oder den Major histocompatibility complex
(MHC)-Zelloberflachenmarker (13, 35). Bei der alpha-Galactose handelt es sich um ein
Kohlenhydrat, das vor allem in Zellmembranen, aber auch an extrazellularen Proteinen
und Lipiden zu finden ist. Es kommt in allen S&ugetieren vor, jedoch nicht beim
Menschen oder anderen Primaten (36). Der MHC-Komplex der Klasse | unterscheidet
sich aufgrund seiner hohen genetischen Variabilitat nicht nur zwischen den Spezies,
sondern variiert auch innerhalb derselben Spezies (37). Deshalb ist eine hyperakute
AbstoRung sowohl bei Xeno- als auch bei Homografts denkbar. In einem Zeitraum von
mehreren Tagen bis Wochen wandern dann zunachst Neutrophile Granulozyten und
spater Monozyten zum Implantat. Der Phanotyp der sich aus diesen Monozyten
entwickelnden Makrophagen bestimmt iber das langfristige Schicksal des Implantats
(13). In diesem Zeitfenster werden auch Zellen des adaptiven Immunsystems aktiv. T-
Zellen konnen hierbei die fremden MHC-Antigene erkennen und eine akute
AbstoRungsreaktion auslosen (35). Langfristig kann durch Prasentation verschiedener
fremder Peptide Uber MHC-Klasse-lI-Proteine auf Makrophagen und anderen
antigenprasentierenden Zellen (APC) eine chronische Inflammation aufrechterhalten
werden (35). Auch eine durch proinflammatorische Makrophagen vorangetriebene

Foreign body rejection mit zunehmender Fibrosierung ist moglich (13).
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Abb. 2: Degeneration konventioneller biologischer Herzklappenprothesen

Durch die Glutaraldehyd-Fixierung verlieren die Valvular interstitial cells (VICs) die Féhigkeit zur
Regeneration der extrazelluldren Matrix. Zudem wird die Herzklappe insgesamt starrer und
degeneriert somit schneller. Zusétzlich sind immunologische Faktoren relevant. Wéhrend sich
innerhalb der ersten Minuten bis Stunden Proteine und u. a. auch préaformierte Antikérper an die
Prothese anlagern kénnen (1), sind im Zeitraum von Tagen bis Wochen nach Implantation vor
allem Neutrophile Granulozyten, Makrophagen und zytotoxische T-Zellen an der Immunantwort
beteiligt (2). Die langfristige Immunreaktion wird durch zu Foreign-body giant cells (FBGCs)
fusionierenden proinflammatorischen Makrophagen und durch T-Helferzellen getragen, welche
auf die fremden Antigene reagieren kénnen (3). APC: Antigen-presenting cell, FBGC: Foreign
body giant cell, MHC: Major histocompatibility complex. Erstellt in Biorender.com

Aus diesen Grinden entstand der Ansatz einer Dezellularisierung der Herzklappen. Zum
einen ist hierbei keine Fixierung mittels Glutaraldehyd Ublich (38, 39), wodurch die
mechanischen und chemischen Faktoren der Herzklappenprothesen-Degeneration
entfallen. Zum anderen werden alle Zellen aus dem Implantat entfernt. Dadurch
verschwinden auch die MHC-Klasse-I-Zelloberflachenproteine, andere zellulare
Antigene und der membrangebundene Anteil der alpha-Galactose. Ob durch die
Dezellularisierung auch die in der EZM vorhandene alpha-Galactose in ihrer Menge
reduziert werden kann, ist in der Literatur umstritten (35, 36, 40). Die Entfernung der
Zellen hat somit zur Folge, dass das Risiko einer hyperakuten Abstoliung durch
praformierte Antikdrper und auch die Wahrscheinlichkeit einer akuten Rejektion durch

zytotoxische T-Zellen minimiert wird. Auch die langfristige Prasentation fremder



Antigene sollte vermindert sein. Die einzige Komponente der Immunantwort, die nicht
direkt durch die Dezellularisierung beeinflusst werden kann, ist somit das angeborene
Immunsystem. Dieses spielt daher eine Schlisselrolle in der immunvermittelten
Degeneration von TEHV und es ist besonders wichtig, die zugrundeliegenden Prozesse

zu verstehen.

1.4.2 Konstruktives und maladaptives Remodeling als Reaktion auf TEHV

Es ist individuell unterschiedlich, ob die TEHV und andere Bioimplantate gut in den
Organismus integriert werden oder ob es zu einer Immunreaktion mit langfristiger
Degeneration kommt (13). Es ist bekannt, dass die Art der Immunantwort stark das
bereits oben erwahnte Remodeling des Implantats beeinflusst (21). Dieser Prozess kann
entweder konstruktiv mit guter Integration und Produktion neuer extrazellularer Matrix
(EZM) oder maladaptiv mit zunehmender Fibrosierung ablaufen (13), (Abb. 3). Wahrend,
wie oben beschrieben, das erworbene Immunsystem bei der Erkennung von fremden
Antigenen relevant ist, ist das angeborene Immunsystem der Haupteffektor des
langfristigen Remodeling. Letzteres wird malgeblich durch den Phanotyp der

einwandernden Makrophagen beeinflusst (13).
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Abb. 3: Konstruktives und maladaptives Remodeling
Nach Implantation der Herzklappenprothese wandern Monozyten aus dem Blut in das Gewebe
ein und werden zu Makrophagen. Bei einem konstruktiven Verlauf liberwiegt die Polarisierung zu
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antiinflammatorischen Makrophagen, welche dann mesenchymale Progenitorzellen rekrutieren.
Diese differenzieren sich zu Valvular interstitial cells (VICs) und produzieren extrazellulére Matrix
(A). Beim maladaptiven Remodeling dominieren proinflammatorische Makrophagen. Sie
kénnen zu Foreign Body Giant Cells fusionieren, die eine chronische Inflammation und eine
Degeneration der Herzklappe férdern (B). EZM: Extrazelluldre Matrix. Erstellt in Biorender.com

Bei einem gunstigen, konstruktiven Verlauf nimmt die zu Beginn Uberwiegende
proinflammatorische Antwort spater zugunsten einer antiinflammatorischen Reaktion
ab (13). Antiinflammatorische = Makrophagen  rekrutieren = mesenchymale
Progenitorzellen, die sich dann zu VICs weiterentwickeln und neue EZM produzieren.
Somit wird die Herzklappe kontrolliert umgebaut und mit der Zeit durch kérpereigenes
Gewebe ersetzt (13, 41). Auch kommt es zu einer Re-Endothelialisierung (3). Die bei
einem negativen Verlauf mit maladaptivem Remodeling persistierenden
proinflammatorischen Makrophagen fusionieren zu Foreign Body Giant Cells (FBGCs),
welche proinflammatorische Zytokine und EZM-degradierende Substanzen freisetzen.
Dies bewirkt eine chronische Entziindung mit unkontrollierter EZM-Produktion,

Fibrosierung und folglich Degeneration der Herzklappe (3, 13).

Da jedoch nicht nur Makrophagen zum angeborenen Immunsystem gehdren, stellt sich
die Frage, welche weiteren Komponenten relevant sein kénnten. Zudem befinden sich
in direkter Nachbarschaft zu einer implantierten Aortenklappenprothese noch weitere
Zellen in der Aortenwand: Endothelzellen, Fibroblasten, Myofibroblasten, Immunzellen
und vaskulare glatte Muskelzellen (engl. Vascular smooth muscle cells, VSMCs) (42).
Der Schwerpunkt dieses Projekts liegt bei den glatten Muskelzellen. Im folgenden Kapitel
wird erlautert, warum auch sie eine wichtige Rolle im langfristigen Remodeling und

Outcome von TEHV spielen kdnnten.

1.5 Vaskulare glatte Muskelzellen und ihre Bedeutung

Ein anderer moglicher Ansatz, um die Degeneration von Herzklappenprothesen zu
erklaren, ist die Fokussierung auf die Rolle der vaskularen glatten Muskelzellen. VSMCs
liegen in der Media der Aortenwand (42) und somit in enger Nachbarschaft zur
Aortenklappe. Im in vivo-Schafsmodell konnte gezeigt werden, dass bei TEHV zunachst
nur in Aortenwand-nahen Anteilen eingewanderte Zellen, darunter auch glatte
Muskelzellen, zu finden sind, die erst spater auch wandferne Anteile der Herzklappe
besiedeln (43). Folglich findet die Rezellularisierung durch Einwandern aortaler Zellen

statt, welche dann mit der implantierten Prothese interagieren kénnen (Abb. 4).
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Abb. 4: Interaktion zwischen VSMCs und Aortenklappenprothese

Aortenklappenprothesen werden orthotop in die Aortenwurzel implantiert. Somit haben sie
direkten Kontakt zu der Aortenwand mit den in ihr enthaltenen Zellen, wobei es sich bei den
VSMCs (Vascular smooth muscle cells) um die gré3te Zellpopulation handelt. Diese Zellen
kénnten somit in die Herzklappe einwandern und (ber bisher nicht vollstdndig verstandene
Mechanismen an der Prothesendegeneration beteiligt sein. Erstellt in Biorender.com

Zusatzlich sind VSMCs sehr plastische Zellen und haben die Fahigkeit, unter
unterschiedlichen Bedingungen ihren Phanotyp zu andern (Abb. 5). Dabei kénnen sie
unter anderem auch zu Makrophagen-ahnlichen Zellen werden (44). Somit ware ihre
Beteiligung an dem oben beschriebenen Remodeling denkbar. Es ist zudem bekannt,
dass glatten Muskelzellen eine zentrale Bedeutung bei der Pathogenese der
Atherosklerose zukommt (44). Da es hierbei Parallelen zum Pathomechanismus der
kalzifizierenden Aortenklappenstenose gibt (45), lohnt es sich, naher auf diese Zellen
einzugehen. Es ware denkbar, dass sie auch auf diesem Wege bei der Degeneration

implantierter Herzklappen eine relevante Bedeutung haben kénnten.
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Abb. 5: VSMC-Plastizitit

Bei den vaskulédren glatten Muskelzellen handelt es sich um sehr plastische Zellen, die ihren
Phénotyp abhédngig von Umweltbedingungen und Stimuli reversibel &ndern kbénnen. Dieser
Phénotypswitch ist vor allem im Rahmen der Atherosklerose gut erforscht. Hier spielen
Osteoblasten-, Fibroblasten-, Makrophagen-dhnliche VSMCs und Schaumzellen eine tragende
Rolle fiir die Pathogenese der Erkrankung. Zusétzlich kbnnen VSMCs auch Eigenschaften von
Adipozyten und von mesenchymalen Zellen erwerben. VSMC: Vascular smooth muscle cell.
Erstellt in Biorender.com

1.5.1 Phanotypen glatter Muskelzellen und ihre Marker

Vaskulare glatte Muskelzellen kdnnen abhangig von ihren Umweltbedingungen die
Expression ihrer Marker und Proteine regulieren und somit unterschiedliche Phanotypen
annehmen (44). Zu nennen sind hierbei differenzierte kontraktile VSMCs sowie de-
differenzierte Makrophagen-, Osteoblasten-, Fibroblasten-, Adipozyten-ahnliche und
mesenchymale VSMCs (44, 46, 47). Der physiologisch in GefaBwanden vorkommende
ausdifferenzierte kontraktile Phanotyp ermoglicht die Regulation des vaskularen
Widerstands und des Blutdrucks (47). Wichtige Marker sind u.a. Smooth Muscle a-
Actin (ACTA2), SM-22a/Transgelin (TAGLN) und Smooth Muscle Myosin Heavy Chain
11 (MYH11) (44, 47, 48). Bei einem Phanotyp-Wechsel kommt es zu einer

Herunterregulierung dieser kontraktilen Marker (48).

Die De-Differenzierung von VSMCs zu anderen Zelltypen geht nicht nur mit einem

Verlust von Markern, sondern auch mit dem Erwerb zusatzlicher Kennzeichen einher.
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Unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 oder TNF-a entstehen
Makrophagen-ahnliche VSMCs, die eine ineffektive Phagozytose betreiben, sowie
Zytokine, Chemokine und Matrix-Metalloproteinasen freisetzen (44). Weitere Stimuli
wie Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs), zu denen das bakterielle
Lipopolysaccharid (LPS) gehort, oder oxidiertes LDL kénnen ebenfalls einen solchen
Phanotyp beglinstigen (44, 49). Dartber hinaus wichtig zu erwahnen sind Osteoblast-
like VSMCs. Diese Zellen sind assoziiert mit Kalzifikation in atherosklerotischen
Lasionen und zeichnen sich durch eine Produktion von Proteinen wie BMP2 und den
Transkriptionsfaktoren Sox-9, Runx-2 und Msx-2 aus (44, 50, 51). Da vor allem den
Osteoblast-like und Macrophage-like VSMCs eine groRe Bedeutung bei der
Pathogenese der Atherosklerose zugesprochen wird (44, 47) und es Parallelen
zwischen der Atherosklerose und der Aortenklappenstenose gibt (45, 52), wurde

vorwiegend auf diese zwei Phanotypen eingegangen.

Aufgrund der erwahnten Parallelen in der Pathogenese wird im folgenden Kapitel kurz

auf die Atherosklerose eingegangen.

1.5.2 Exkurs: Glatte Muskelzellen und Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine Erkrankung der arteriellen Gefalle, welche mit einer
Ablagerung von Lipiden in der Wand und einer Einengung des Lumens einhergeht.
Durch die schlechtere Durchblutung der betroffenen Organe entstehen
Folgeerkrankungen (z.  B. Koronare Herzkrankheit, periphere arterielle
Verschlusskrankheit) und deren Komplikationen, weshalb die atherosklerotisch
bedingten kardiovaskularen Erkrankungen die haufigste Todesursache weltweit
darstellen (47, 53).

Die Erkrankung beginnt mit einer endothelialen Dysfunktion, wobei das Endothel mithilfe
von Zelladhasionsmolekulen und Zytokinen Immunzellen rekrutiert. Die entstehende
proinflammatorische Umgebung bewegt die glatten Muskelzellen in der Arterien-Media
zur Migration in die Intima und einer Entwicklung zu Makrophagen-ahnlichen VSMCs,
welche oxidiertes LDL-Cholesterin aufnehmen und dadurch zu Schaumzellen werden.
Diese akkumulieren in der GefalRwand und tragen zur Plaque-Bildung bei. Zudem wird
durch die Makrophagen-ahnlichen VSMCs eine chronische Inflammation
aufrechterhalten. Weitere in die atherosklerotische Lasion einwandernde glatte

Muskelzellen verandern sich zu Fibroblasten und bilden Uberschissige EZM. Zusatzlich
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sorgen zu Osteoblasten-ahnlichen Zellen transformierte VSMCs flir eine progressive
Verkalkung des Gefaltes (44). Tritt im Verlauf der Erkrankung eine Plaque-Ruptur mit
folgender Thrombosierung des GefalRlumens auf, kann es je nach Lokalisation zu

ernstzunehmenden Folgen wie Herzinfarkt oder Schlaganfall kommen (53).

1.5.3 Glatte Muskelzellen und Aortenklappensklerose

Es gibt Hinweise darauf, dass bei der Aortenklappensklerose, also dem Vorlaufer der
Aortenklappenstenose, vor allem im Frihstadium &ahnliche Prozesse wie bei der
Atherosklerose ablaufen und die Risikofaktoren sich ebenfalls iberschneiden (45, 52,
54). Es kommt auch hier zur Intimaldsion, Akkumulation von Lipiden, chronischer
Entziindung, Fibrose und Kalzifikation (54). Die VICs kdnnten hierbei eine zentrale Rolle
spielen (52). In gesunden Herzklappen sind nur wenige glatte Muskelzellen in der
Ventricularis enthalten. Bei der Mehrheit der VICs handelt es sich hier um Fibroblasten-
ahnliche Zellen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass VICs in der Nahe von
Verkalkungsherden in kalzifizierten Herzklappen vermehrt SMC-Marker exprimieren.
Zudem konnten Schaumzellen von SMC-Ursprung in den L&sionen nachgewiesen
werden. Wahrend es bei der Atherosklerose auch zu einer De-Differenzierung der SMCs
zu Fibroblasten-ahnlichen Zellen kommt, ist bei der Aortenklappensklerose v.a. der
Osteoblast-like SMC-Phanotyp zusatzlich relevant (45). DarUber hinaus sind auch in
explantierten biologischen Herzklappenprothesen Lipidablagerungen und Schaumzellen
zu finden (55). Es liegt daher nahe, dass SMCs auch in die Degeneration des

Herzklappenersatzes involviert sein kdnnten.

1.6 Ziele der Arbeit

DHP konnten in Zukunft eine sehr gute Alternative zu konventionellen
Herzklappenprothesen darstellen (3). Um sie jedoch sicher in Patienten anwenden zu
kénnen und ihre Langlebigkeit zu verbessern, ist es wichtig, mehr Forschung auf diesem
Gebiet zu betreiben. Angesichts der in den vorherigen Kapiteln beschriebenen
Hintergriinde und des trotz Dezellularisierung in manchen Fallen auftretenden Implantat-
Versagens verbleiben viele offene Fragen (3, 19, 21). Unsere Arbeitsgruppe beschaftigte
sich mit der Fragestellung, inwiefern Zellen des angeborenen Immunsystems sowie
auch weitere Zellen in die Degeneration von DHP involviert sind. Ubergeordnetes
langfristiges Ziel war es, diese Zellen als mogliche therapeutische Zielstrukturen zu

identifizieren, um eine maladaptive Reaktion auf dEZM zukinftig zu verhindern.
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus auf die Rolle der vaskularen glatten
Muskelzellen gelegt. Da sie eine zentrale Bedeutung in der Pathogenese der
Atherosklerose und auch der Aortenklappenstenose haben (44, 52), sollte der Frage
nachgegangen werden, ob diese Zellen im Zusammenhang mit der DHP-Degeneration
relevant sind. Konkret sollte erforscht werden, ob die VSMCs auf dEZM reagieren und
inwieweit sie dabei ihren Phanotyp wechseln. Der Schwerpunkt wurde hierbei auf die
Phanotypen kontraktil, Osteoblasten- und Makrophagen-ahnlich gelegt, da
insbesondere die zwei Letztgenannten auch in der Atherosklerose und der

Aortenklappensklerose bedeutsam sind (44, 45, 47).

Es wurde angenommen, dass die glatten Muskelzellen Gber ahnliche Prozesse bei der
Degradation der DHP mitwirken. Um diese Hypothese zu prifen, wurden aus
Rattenaorten isolierte VSMCs fur 48 Stunden in Gegenwart von aus Schafsherzen
stammenden dezellularisierten Aortenklappenbiopsien kultiviert. Flr die anschlieRende
Analyse wurden unterschiedliche Methoden wie RT-PCR, Multiplex-Immunoassay und
Mikroskopie angewendet. Als Polarisierungskontrollen dienten mit LPS bzw. IL-4
stimulierte Zellen (Abb. 6). Wahrend LPS die Umwandlung zu einem Makrophagen-
ahnlichen Phanotyp fordert (49), bewirkt IL-4 die VSMC-Proliferation und induziert so
den synthetischen, Fibroblasten-ahnlichen Phanotyp (56). In der Literatur wurde die

Interaktion zwischen vaskularen glatten Muskelzellen und DHP bisher nicht untersucht.
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Abb. 6: Projektplan
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Aus Rattenaorten isolierte VSMCs wurden jeweils 1. mit dezellularisierten Aortenklappenbiopsien
vom Schaf, 2. als Kontrollen in normalem Kulturmedium, 3. in LPS- oder 4. in IL-4-
Aktivierungsmedium fiir 48 Stunden (1. und 2.) bzw. fiir 24 Stunden (3. und 4.) inkubiert.
AnschlieBend wurden die in den Ubersténden enthaltenen Zytokine per Multiplex-Assay
gemessen. Die Zellen wurden zudem lysiert und fiir eine PCR-Analyse verwendet. Zusétzlich
wurde die Interaktion zwischen VSMCs und dezellularisierter extrazelluldrer Matrix mikroskopisch
untersucht. KTRL: Kontrolle, PCR: Polymerase chain reaction, VSMCs: Vascular smooth muscle
cells. Erstellt in Biorender.com

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Versuchstiere und Organe

Fir die Isolation der VSMCs wurden Aorten aus mannlichen Wistar-Ratten aus der
Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben
(ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf entnommen. Fur die Organentnahme
lag eine Genehmigung der ZETT mit dem Aktenzeichen O 89/12 (Antragsteller: Payam
Akhyari, Datum der Zustimmung: 08.11.2012) vor. Alle Tiere waren zum Zeitpunkt der

Organentnahme zwischen 5 und 12 Wochen alt.

Fir die Isolation der Aortenklappen wurden Schafsherzen beim Schlachthof Laame
GmbH & Co. KG (Wuppertal) erworben.

2.1.2 Chemikalien und Lésungen

Produkt Hersteller, Ort Referenznummer
0.25 % Trvpsin - EDTA Thermo Fisher Scientific, 25200056
<9 7o 1TYP Waltham (USA)
?Esi-PDlgam|d|no-2-phenyl-|ndol-d|hydrochlor|d Merck KGaA, Darmstadt  32670-5MG-F
- Thermo Fisher Scientific,
Amphotericin B 250 pg/ml Waltham (USA) 15290026
- Fresenius Kabi AG, Bad
Ampuwa® Spullésung Homburg vor der Hhe 1088811
Chromasolv ® Ethanol 100 % Merck KGaA, Darmstadt  34852-1L
CV Ultra Eindeckmedium Leica Biosystems, 14070937891
Wetzlar
. Otto Fischar GmbH &
Demi-Wasser Co. KG, Saarbriicken 18880
Desoxyribonuclease | aus Rinderpankreas 10 Sigma-Aldrich, St. Louis D5025
mg/ml Stock (USA)
I . Thermo Fisher Scientific,
Dithiothreitol (DTT) 154,25 g/mol Waltham (USA) R0862
DMEM 4,5 g/l Glucose Thermo Fisher Scientific, ' 51966047

Waltham (USA)
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Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS)

ECOLAB Incidin® Liquid
Ethanol 70 %

Ethanol 80 %
Flussiger Stickstoff
Fotales Kalberserum (FCS)

Fraction V (BSA)

lodlésung

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA) 14190169

Ecolab, Langenfeld 141978
Otto Fischar GmbH &

Co. KG, Saarbriicken 27667

Otto Fischar GmbH &

Co. KG, Saarbriicken 27696

Linde plc, Dublin

Sigma-Aldrich, St. Louis

(USA) F7524

Carl Roth GmbH und

Co. KG, Karlsruhe 8076.3
Honeywell International 319007

Inc., Morristown (USA)

Lipopolysaccharid aus Escherichia coli 0111:B4 Merck KGaA, Darmstadt L4391-1MG

Natriumazid (NaN3)

Natriumdesoxycholat (DCA)
Natriumdithionit (Sodium hydroxysulfite 85 %)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid (NaOH)
Nuclease-free water

Penicillin-Streptomycin 10.000 U/ml

Phosphate Buffered Saline (PBS), eigene
Herstellung

Recombinant Rat IL-4
RNase AWAY®
ROTI ® Histofix

Trypan-Blue

Carl Roth GmbH und
Co. KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt D6750-500G

Merck KGaA, Darmstadt 157953-1KG

Carl Roth GmbH und

Co. KG, Karlsruhe CN30.4
Carl Roth GmbH und

Co. KG, Karlsruhe

Qiagen, Venlo (NL) 129114

Thermo Fisher Scientific,

K305.2

6771.3

Waltham (USA) 15140122
BioLegend, San Diego

(USA) 776902

Carl Roth GmbH und

Co. KG, Karlsruhe A998.3

Carl Roth GmbH und

Co. KG, Karlsruhe 22135
VWR International, K940-100ML

Radnor (USA)

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Losungen

2.1.3 Stock- und Arbeitslésungen

Zellkultur-Losungen:

Medium (10 % FCS, 1 % PIS, 1 % Amp. B)

Lésung

Volumen

DMEM 4,5 g/l Glucose

Fotales Kalberserum
Penicillin-Streptomycin 10.000 U/ml
Amphotericin B 250 pg/mi

500 ml
50 ml
5 mi

5 mi

Tabelle 2: Amphotericin-B-haltiges Zellkulturmedium
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Medium (10 % FCS, 1 % P/S)

Lésung

Volumen

DMEM 4,5 g/l Glucose
Fotales Kélberserum
Penicillin-Streptomycin 10.000 U/ml

500 ml
50 ml
5mil

Tabelle 3: Zellkulturmedium ohne Amphotericin B

DPBS (1 % PIS, 1 % Amp. B)

Lésung Volumen
DPBS 500 mi
Penicillin-Streptomycin 10.000 U/ml 5ml
Amphotericin B 250 ug/mi 5 mi

Tabelle 4: Spiillosung fiir die Zellkultur

Dezellularisierungslosungen:

DPBS (2 % P/S, 1 % Amp. B)

Bestandteil Volumen
DPBS 500 ml
Penicillin-Streptomycin 10.000 U/ml 10 ml
Amphotericin B 250 pg/ml 5ml

Tabelle 5: Spiillésung fiir die Dezellularisierung

10X DET (5 % SDS, 5 % DCA)

Bestandteil

Volumen/Masse

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumdesoxycholat (DCA)

Ampuwa® Spiillésung (hiermit auf 1 |
aufflllen)

50 ¢
50¢g

ca. 1000 ml

Tabelle 6: 10X Stocklésung fiir die Dezellularisierung

1X DET (0,5 % SDS, 0,5 % DCA, 0,05 % NaN3)

Bestandteil Volumen/Masse
10X DET 100 ml
Natriumazid 0,59
Ampuwa® Spillésung (hiermit auf 1 1 ca. 900 ml

auffillen)

Tabelle 7: 1X Arbeitslosung fiir die Dezellularisierung
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0,05 % Natriumazid-Lésung

Bestandteil Volumen/Masse
Natriumazid 0,059
Ampuwa® Spuillésung 100 ml

Tabelle 8: Natriumazid-L6sung

DAPI-Verdinnung:

Losung A (1. Vorverdiinnung 1:500)

Lésung | Volumen
4',6-Diamidino-2-phenyl-indol-dihydrochlorid 1l
(DAPI)

PBS 500 pl

Tabelle 9: DAPI-Vorverdiinnung

Lésung B (Arbeitslésung, 2. Verdiinnung 1:50 000)

Lésung Volumen
Lésung A 10 pl
PBS 990 ul

Tabelle 10: DAPI-Arbeitsléosung

Zellkultur-Experiment:

LPS-Aktivierungsmedium 100 ng/ml

Bestandteil Volumen
Medium (10 % FCS, 1 % P/S) 10 ml
Lipopolysaccharid-Stocklésung 1 mg/ml 1ul

Tabelle 11: LPS-Aktivierungsmedium

IL-4-Aktivierungsmedium 20 ng/ml

Bestandteil Volumen
Medium (10 % FCS, 1 % P/S) S ml
IL-4-Stocklésung 100 pg/ml 1ul

Tabelle 12: IL-4-Aktivierungsmedium
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RNA-Isolation:

Zelllysepuffer

Bestandteil

Volumen

RLT-Puffer (aus RNeasy® Micro Kit)
Dithiothreitol (DTT) Stocklésung

Tabelle 13: Zelllysepuffer

PCR:

PCR-Mastermix

9,8 ml
200 pl

Bestandteil

Volumen (pro Well)

GoTaqg-Arbeitslésung
Nuclease-free water

Forward-Primer-Arbeitslésung
Reverse-Primer-Arbeitslésung

Tabelle 14: PCR-Mastermix

10 pl
7,4 ul
0,3 pl
0,3 ul

ALP-Assay:.
NaOH-Stopplosung
Bestandteil Volumen/Masse
Natriumhydroxid 8¢
Demi-Wasser 100 ml

Tabelle 15: Natriumhydroxid-Stopplosung

Diethanolamin (1X)

Bestandteil

Volumen/Masse

Diethanolamin-Substrat-Puffer (5X)
Demi-Wasser

Tabelle 16: 1X-Diethanolamin-Lésung

2.1.4 Kits und Assays

Produkt

GoTaq®gPCR System

LEGENDplex™ Multi-Analyte Flow Assay
Kit, Rat Inflammation Panel

Phosphatase Substrate Kit
QlAamp® DNA Mini Kit

20 ml
80 ml

Hersteller, Ort Referenznummer

Promega, Fitchburg (USA) A6002
BioLegend®, San Diego

(USA) 41395
Thermo Fisher Scientific,

Waltham (USA) 37620
Qiagen, Venlo (NL) 51306
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QuantiTect®Reverse Transcription Kit
RNeasy® Micro Kit

Qiagen, Venlo (NL) 205313
Qiagen, Venlo (NL) 74004

Tabelle 17: Kits und Assays

Tabelle 18: PCR-Primer

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Produkt
Autoklavier-Indikatorband

CELLSTAR® 6-Well Plate
CELLSTAR® Roéhrchen 15 ml

CELLSTAR® Roéhrchen 50 ml

CELLSTAR® Tissue Culture
Plates 96 Well

CELLSTAR® Zellkultur-Schale
100/20 mm

CELLSTAR® Zellkulturflasche,
250 ml, 75 cm?

CELLSTAR® Zellkulturflasche,
50 ml, 25 cm?

CELLSTAR® Zellkulturflasche,
550 ml, 175 cm?

Hersteller, Ort

neo Lab®, Heidelberg
Greiner Bio-One GmbH,
Kremsminster (A)
Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster (A)
Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmunster (A)
Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmuiinster (A)
Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmuiinster (A)
Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmuiinster (A)
Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster (A)
Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster (A)

2.1.5 Primer
Gen go)rw U PTTE SR g Reverse-Primer-Sequenz (3') | Hersteller, Ort
ACTA2 GCTCTGGTGTGTGACAAT | CCCCACATAGCTGTCCTT | Invitrogen AG,
GG TT Carlsbad (USA)
BMP2 GCTCAGCTTCCATCACGA | AAGAAGCGTCGGGAAGTT | Invitrogen AG,
A TT Carlsbad (USA)
Thermo Fisher
CCL? CTGTAGCATCCACGTGCT |GGTGCTGAAGTCCTTAGG Scientific, Waltham
GT GT
(USA)
AGACAGTGGCAGGGATTC | CGCGACCATTCTTGAGTG | Eurofins Genomics,
CXCL1
AC T Luxemburg
MYH1 | AACCTGAGGGAGCGGTA |AGGTGCTTGTAGGGGTTG | Eurofins Genomics,
1 CTT AC Luxemburg
Thermo Fisher
NFKB1 CCACTGTCAACAGATGGC | GCACACGTAGCGGAATCG Scientific, Waltham
cC AA (USA)
RPL13 | GAAAGGTGGTGGTTGTAC | GAGACGGGTTGGTGTTCA | Eurofins Genomics,
A GC TC Luxemburg
TAGL |CGGCTAGTGGAGTGGATT |CTGTTCACCAACTTGCTCA | Eurofins Genomics,
N GT GA Luxemburg
VCAM | TGGGAAACTGGAAAGAG |CAGGAGCCAAACACTTGA |Invitrogen AG,
1 GAA CcC Carlsbad (USA)

Referenznummer
27012

657160

188271-N

210261

655180

664160

658175

690175

660175
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CLEAR-LOCK Microtubes
ClearLine® 1,5 ml
CLEAR-LOCK Microtubes
ClearLine® 2,0 ml

Collection Tubes 2 ml
Costar® 10 ml Stripette®
Costar® 25 ml Stripette®
Costar® 5 ml Stripette®
Cryotube ClearLine® 2 mi

Cryovials 2 ml

DAKO-Pen
Deckglaser 18 x 18 mm

Deckglaser 24 x 50 mm

Dermagrip® Nitrile Examination

Gloves Ultra

Disposable Biopsy Punch 5 mm
EASYstrainer™ Cell Sieves, 100

Mm

Entsorgungsbeutel 200 x 300

mm

Glass Pasteur Pipettes 225 mm

Glass Pasteur Pipettes 225 mm
Histology tissue molds PVC 17 x

17 x5 mm
IceGrip® Handschuhe

MicroAmp™ Fast Optical 96 Well

Reaction Plate

MicroAmp™ Optical Adhesive

Film
Objekttrager mit Vertiefung

Objekttrager ohne Vertiefung

Patientenunterlagen 40 x 60 cm

PCR tubes 0,2 ml

Petrischale 35 x 10 mm
QIlAshredder®

Raucodrope® OP-Abdecksystem

50 x 50 cm

SafeSeal SurPhob® Spitzen 10

i

SafeSeal SurPhob® Spitzen

1250 i

SafeSeal SurPhob® Spitzen 20

i

SafeSeal SurPhob® Spitzen 200

i
SafeSeal tube 1,5 ml

Safeshield™-Einmalskalpell Nr.

10

Sekuroka® Entsorgungsbeutel

Biosigma S.r.l., Cona (IT)

Biosigma S.r.l., Cona (IT)

Qiagen, Venlo (NL)

Corning Incorporated, Corning (USA)
Corning Incorporated, Corning (USA)
Corning Incorporated, Corning (USA)

Biosigma S.r.l., Cona (IT)

Simport Scientific Inc., Saint-Mathieu-
de-Beloeil (CA)

DAKO Denmark A/S, Glostrup (DK)
Menzel-Glaser®, Braunschweig

Engelbrecht Medizin- und
Labortechnik GmbH, Ederminde
REMESCO Handelsges.m.b.H, Wien
(A)

Kai Industries Co. Ltd., Gifu (JPN)

Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmdiinster (A)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim

Medite GmbH, Burgdorf

KCL GmbH, Eichenzell

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)

Bresser, Rhede

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Kdnigshofen

Teqler, Wecker (LUX)

Sorenson™ Bioscience Inc., Salt Lake
City (USA)

Sarstedt AG und Co. KG, Nimbrecht
Qiagen, Venlo (NL)

Lohmann & Rauscher International
GmbH & Co. KG, Rengsdorf

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Sarstedt AG und Co. KG, Nimbrecht
FEATHER® Safety Razor Co. Ltd.,
Osaka (JPN)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

CL15.004.0050S

CL20.004.0050S

19201

CLS4488
CLS4489
CLS4487
CL2ARBEPSTS/B

T311-2

$52002
624284

k12450

D1501-18
48501
542000

E706.1

747720
747715

48-6302-00
691
4346906

4311971
5916600
810000
T-130666
16950

833.900
79656

33010

V10210

VT0270

VT0220

VT0280
72.706
02.001.40.010
0384.1
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Sterican® 0,5 x 25 mm, 25 G x 1
SuperFrost™ Plus Objekttrager
25x75x1,0 mm

TipOne® Pipettenspitzen 10/20
pl XL Graduated, Filter
TipOne® Pipettenspitzen 20 pl
Bevelled, Filter

TipOne® Pipettenspitzen 200 pl
Graduated, Filter

VWR®Labormarker
Wéageschalchen 44x44 mm

Tabelle 19: Verbrauchsmaterialien

2.1.7 Gerate und Instrumente

Produkt

accujet® pro

Applied Biosystems™ MicroAmp™ 96-
Well Support Base
Autoklav

Centrifuge 5425 R Mikrozentrifuge
Centrifuge 5804 R

chirurgisches Instrumentarium
AESCULAP®

chirurgisches Instrumentarium Peha®-

Instrument
Color Sprout® Plus Mini-Zentrifuge

Dewar-Transportgefall Typ 28 B
Duran® Laborflasche 1000 ml

Duran® Laborflasche 250 mi
Duran® Laborflasche 500 ml
Eismaschine CoolNat

Eppendorf Research® Plus
Multikanalpipette 300 pl

Eppendorf Research® Plus Pipette 10
pl

Eppendorf Research® Plus Pipette 100
i

Eppendorf Research® Plus Pipette
1000 pl

Eppendorf Research® Plus Pipette 2,5
pl

Eppendorf Research® Plus Pipette 20
pl

Eppendorf Research® Plus Pipette 200
pl

B. Braun SE, Melsungen

Langenbrinck GmbH Labor- und
Medizintechnik, Emmendingen

Starlab International GmbH, Hamburg
Starlab International GmbH, Hamburg

Starlab International GmbH, Hamburg

VWR International, Radnor (USA)
Fagron GmbH & Co. KG, Glinde

Hersteller, Ort

BRAND®, Wertheim

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)
Systec GmbH, Linden

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
B. Braun SE, Melsungen

Hartmann Gruppe,
Heidenheim an der Brenz
Biozym, Hessisch
Oldendorf

KGW lIsotherm, Karlsruhe

DWK Life Sciences,
Wertheim

DWK Life Sciences,
Wertheim

DWAK Life Sciences,
Wertheim

Ziegra Eismaschinen
GmbH, Isernhagen
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

9186158
03-0060

S1120-3810
S1120-1810

S$1120-8810

811-0065
800631

Referenznumm
er
26303

43-795-90

VX-95
5406000313
5804000010

552031

1213
Z305200

2305189
2305197
202066
3125000052
3123000020
3123000047
3123000063
3123000012
3123000039

3123000055
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Eppendorf Xplorer® Plus Pipette 100 pl
Farbekivette nach Hellendahl

Feinwaage
Flexacam C3 Mikroskopkamera

GasDocUnit® GDU-2021
HERACcell 240i CO2 Incubator
HERAfreeze™ HFU T Serie -86 °C
INFINITE Plate Reader M1000Pro
Keyence BZ-X Series

Kryostat

Kihlschrank

Kihlschrank + 4°C

Kihlschrank ProfiLine -20°C
Magnetrihrer MR 3001
Magnetrihrstéabchen, versch. GréRRen
Maxxima® Abzug

Messzylinder 250 ml
Mikroskop

Neubauer-Zahlkammer

PIPETBOY acu 2
PLATEFUGE™ Microplate
Microcentrifuge
Praparatekasten
Reagenzglasschiittler RS-VA 10
Rollenmischer

Schittler KS-15 control
Schutzbrille

Spllmaschine Miele PG 8583
StepOnePlus™ Real-Time PCR
System

Sterilbank HERAsafe™ 2030i
Sterilbank HERAsafe™ KS 18

SuperFrost™ Plus Objekttrager

Eppendorf AG, Hamburg

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruge
Sartorius AG, Géttingen

Leica Microsystems CMS
GmbH, Wetzlar

medres — medical
research GmbH, Koln
Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

Tecan Group AG,
Méannedorf (CH)
Keyence Corporation,
Osaka (JPN)

Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Wetzlar
Tintometer GmbH,
Dortmund

Revco Technologies, Inc.,

Vero Beach (USA)
Liebherr, Bulle

Heidolph, Schwabach
BRAND®, Wertheim

wrt Laborbau GmbH &
Co. KG, Stadtlohn
BRAND®, Wertheim

Leica Microsystems CMS
GmbH, Wetzlar

Paul Marienfeld GmbH &
Co. KG, Lauda-
Kénigshofen

INTEGRA Biosciences,
Hudson (USA)
Benchmark Scientific,
Sayreville (USA)
Heathrow Scientific,
Vernon Hills (USA)
Phoenix Instrument
GmbH, Garbsen
Phoenix Instrument
GmbH, Garbsen
Edmund Buhler GmbH,
Bodelshausen

Uvex Winter Holding
GmbH & Co. KG, Firth
Miele & Cie. KG,
Gutersloh

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (USA)

R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen

EP4861000783
H550.1

BP 110 S

BLR 0122 0034

51032876

30064852
BZ-X

CM1950

2761

17840

32148
Typ11090137002

640110

155023
C2000
HD15994A
PX88.1
RS-TR 05

L490.1

62858303D
4376600
51032676
41172502

03-0060
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T3000 Thermocycler Biometra®, Gottingen T3000

Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg 5436

Thermomixer F2.0 Eppendorf AG, Hamburg  VB-1815

TRIAFLEX OP-Leuchte Dr. Mach GmbH & Co. 1561LHF
KG, Grafing bei Miinchen

Vacusafe™ Vacuum Aspiration System INTEGRA Biosciences, 158320
Hudson (USA)

Waage Mettler-Toledo, Bochum  PB1502-S

Wasserbad Typ 1092 Gesellschaft fur 10204201C

Labortechnik mbH,
Burgwedel

Tabelle 20: Gerate und Instrumente

2.1.8 Software

Produkt Hersteller, Ort
EndNote 20 Clarivate Analytics, London (GB)
Microsoft Corporation, Redmond
Excel 2016 (USA)
National Institutes of Health,
Imaged

Keyence BZ-X800 Analyzer

LEGENDplex™ Data Analysis
Software

Prism 8, 9
StepOne Software Version 2.3
Tecan-i-control Software

Word 2016

Tabelle 21: Software

2.2 Methoden

2.21

Bethesda (USA)

Keyence Corporation, Osaka
(JPN)

Qognit Inc., San Carlos (USA)

GraphPad Software Inc., La Jolla
(USA)

Applied Biosystems™, Waltham
(USA)

Tecan Group AG, Mannedorf (CH)

Microsoft Corporation, Redmond
(USA)

Isolation von vaskularen glatten Muskelzellen

Vor der Zellisolation wurden Zellkulturmedium (Tab. 2) und Waschlésung (Tab. 4)
angesetzt und auf 37 °C im Wasserbad erwarmt. Die Ratten wurden in der GasDocUnit®
mittels CO,-Gabe euthanasiert. Nach Verifizierung eines Fehlens des Kornealreflexes

des Tieres wurde die Aorta entnommen und auf Eis gestellt. Alle weiteren Schritte
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erfolgten unter der Sterilwerkbank. Die Aorta wurde zunéachst in einer 10 cm-Petrischale
von ihrem umgebenden Fettgewebe befreit und in Ringe von ca. 1 mm HOohe
geschnitten, welche dann mit Amphotericin-B-haltigem Medium in eine 6-Well-Platte
uberfuhrt wurden. Diese wurde dann in den Inkubator platziert (37 °C und 5 % CO,). Ein
Wechsel des Mediums erfolgte alle 48 bis 72 Stunden, wobei das Zellwachstum

regelmafig unter dem Lichtmikroskop begutachtet wurde.

2.2.2 Weitere Kultivierung der VSMCs

Sobald sich ein gréRerer Zellrasen bildete (ca. am Tag zehn), konnten die Ringe entfernt
werden. Ab diesem Zeitpunkt wurde Medium ohne Amphotericin B (Tab. 3) genutzt.
Sobald die Zellen in den Wells jeweils eine Konfluenz von ca. 70 % erreicht hatten,
wurden sie je nach Zellmenge in Zellkulturflaschen unterschiedlicher GroRen (25 cm?
oder 75 cm?) Uberfiihrt. Nach einem Waschschritt wurden hierfiir in jedes Well 500 pl
vorgewarmtes 0,25 % Trypsin-EDTA gegeben und die Platte anschlielend fir zwei
Minuten in den Inkubator gestellt. Nach Beurteilung der Abldésung unter dem
Lichtmikroskop wurde die Reaktion durch Hinzugabe der dreifachen Menge Medium
abgestoppt. Anschlieffiend wurden die Zellsuspensionen gesammelt und bei 600 rcf und
22 °C fur funf Minuten zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstands wurde das Zellpellet
in Medium re-suspendiert und in die Zellkulturflasche gegeben. Bei gutem Zellwachstum
wurden die Zellen in die nachstgroRere Flasche uberfuhrt. Dies erfolgte nach dem
gleichen Prinzip wie oben beschrieben, mit angepassten Trypsin- und Medium-

Volumina.

Bei ausreichender Zellzahl konnten die VMSCs fiir das Experiment verwendet werden,
was bei einer zu ca. 80 % konfluenten 75 cm?-Flasche der Fall war. Die Zellen durften
laut Laborvorgabe maximal bis zur Passage sechs fur die Experimente verwendet

werden. Das Wachstum der Zellen wurde regelmafig fotografisch dokumentiert.

2.2.3 Praparation und Dezellularisierung von Schafs-Aortenklappen

Es handelt sich um ein Detergens-basiertes Dezellularisierungsverfahren, welches sich
grob an das Hannoveraner Protokoll von Lichtenberg et al. anlehnt (31). Fir die
Praparation und die anschlieliende Dezellularisierung wurden die PBS-Splllésung (Tab.
5) und die Zehnfach konzentrierte (10X) DET-Stocklésung (Tab. 6) angesetzt.

25



Die Schafsherzen wurden zunachst gewogen. Klappen aus Herzen, deren Massen um
mehr als zwei Standardabweichungen vom Mittelwert der Gewichte abwichen, wurden
als unbehandelte Kontrollen verwendet. Zunachst wurden jeweils die Herzspitzen mittels
eines Skalpells entfernt, um den linken Ventrikel quer zu eréffnen. Durch das Platzieren
einer langen Pinzette Uber den linken Ventrikel in die Aorta konnte die Lage der
Aortenklappe nachvollzogen werden. Das Herz wurde entlang der einliegenden Pinzette
langs erdffnet und die Klappenebene aufgesucht. AnschlieRend wurden die
Aortenklappentaschen identifiziert und einzeln herausprapariert (Abb. 7) und in PBS-
Spullésung gegeben. Die Aortenklappen aus den Kontrollherzen wurden in ein
separates Behaltnis Uberfiihrt. Danach wurden die Aortenklappen fiir eine Stunde bei
160 rpm auf dem Schittler bzw. Rollenmischer gewaschen. Nach dem Austauschen der
Lésungen durch frisches PBS wurden die Aortenklappen bis zum Beginn der

Dezellularisierung fur einige Stunden bei + 4 °C gelagert.

Abb. 7: Isolation der Schafs-Aortenklappen

A: Blick auf das Herz von anterior. Zundchst wurde die Herzspitze entfernt (B), wodurch der linke
Ventrikel quer erdffnet wurde (C). Durch Platzieren einer Pinzette liber den linken Ventrikel in die
Aorta (D) konnte die ungeféhre Schnittrichtung identifiziert werden, um die Kammer langs zu
erbffnen und somit die Aortenklappenebene zu erreichen (E). Die drei Aortenklappentaschen
wurden anschlie8end identifiziert (E) und einzeln herausprépariert (F).

Unmittelbar vor der Dezellularisierung wurden dann die einfach konzentrierte (1X) DET-
Lésung (Tab. 7) und fur die Kontrollen die 0,05 % Natriumazid-Losung (Tab. 8)

vorbereitet, die beide jeweils flr 24 Stunden haltbar waren. Die Klappen wurden dann
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auf dem Schittler bei 160 rpm und Raumtemperatur tber 48 Stunden mit 1X-DET-
Lésung behandelt, welche alle zwolf Stunden (Spielraum maximal zwei Stunden)
gewechselt wurde. Wahrenddessen wurden die Kontrollen mit 0,05 % Natriumazid
gewaschen, der Wechsel erfolgte ebenfalls alle zwdlf Stunden. AnschlieRend wurden
die DET- und die Kontroll-Herzklappen zur Desinfektion fir weitere 24 Stunden mit 0,05
% Natriumazid behandelt. Nach diesem Schritt galten sie als steril, weshalb alle weiteren
Losungswechsel unter der Sterilbank durchgefiihrt werden mussten. Die Herzklappen
wurden zu Biopsien mit einem Durchmesser von 5 mm gestanzt und fur weitere 24
Stunden in 0,05 % Natriumazid gewaschen. Danach erfolgte ein insgesamt 144 Stunden
dauernder Waschschritt mit steriler PBS-Spullésung, wobei ein Losungswechsel alle 48
Stunden durchgefiihrt wurde. Dann wurden die Herzklappen fir zwei Stunden mit DNase
| inkubiert, um verbleibende freie DNA-Reste aus dem Gewebe zu entfernen. Die DNase
I wurde mit einer Zielkonzentration von 1 kU/ml in PBS verdinnt angesetzt. Einige
Biopsien aus der DET-Gruppe wurden nicht mit DNase | verdaut, um sie spater fur eine
Qualitatskontrolle zu nutzen. Die Klappen aus der Kontrollgruppe wurden ebenfalls nicht
mit DNase | behandelt. Zum Schluss wurden die Biopsien fir 15 Minuten in der
Spullésung gewaschen und in frischem DPBS + 2 % Penicillin-Streptomycin + 1 %
Amphotericin B bei + 4 °C bis zu ihrer Verwendung gelagert. Alle Schritte wurden
protokolliert (Tab. 22).

Schritt Zeitdauer Datum Aﬁ(faalltr’\g Datum EZr?:jté

0.PBS +2%PI/S +1 % AmpB 1h

1. SDS 0.5 %, DCA 0.5 %, NaN3 Insg. 48 h

0.05 %
Wechsel 1 12 h
Wechsel 2 12 h
Wechsel 3 12 h
Wechsel 4 12h

2. NaN3 0.05 % 24 h

3. Stanzen der Klappen

4. NaN3 0.05 % 24 h

5.PBS +2%P/S +1 % AmpB Insg. 144 h
Wechsel 1 48 h
Wechsel 2 48 h
Wechsel 3 48 h

6. DNase 2h

5.PBS +2 % PIS +1 % AmpB 15 min

Tabelle 22: Dezellularisierungsprotokoll
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2.2.4 Qualitatskontrolle der Dezellularisierung

Zur Uberpriifung des Dezellularisierungserfolges wurden eine qualitative und eine

quantitative Qualitatskontrolle durchgefiihrt. Es wurden folgende Biopsien getestet:

1. DET-dezellularisiert, DNase-verdaut
2. DET-dezellularisiert, nicht DNase-verdaut
3. Nicht DET-dezellularisiert, nicht DNase-verdaut

Qualitative Qualitatskontrolle

Fir die qualitative Qualitatskontrolle wurden die Biopsien mit dem sich an DNA
anlagernden Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) gefarbt (57).
Hierfur wurde DAPI zunachst in PBS auf 1:500 vorverdinnt (Tab. 9). Anschliel3end
erfolgte die Herstellung der DAPI-Arbeitslosung, indem die DAPI-Vorverdinnung
zusatzlich auf 1:100 in PBS verdlinnt wurde. Somit resultierte eine Zielverdiinnung von
1:50 000 (Tab. 10). Zu jeder Biopsie wurden ca. 150 ul der Arbeitslésung hinzugegeben.
Danach erfolgte flr 30 Minuten eine Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur.
AnschlielRend wurden die Biopsien fir jeweils fiinf Minuten in PBS und in destilliertem
Wasser gewaschen, auf einen Objekttrager mit Vertiefung platziert und nach Hinzugabe
von einigen Tropfen CV Ultra Eindeckmedium mit einem Deckglaschen bedeckt. Nach
zwei Stunden Trocknungszeit im Dunkeln konnten die Proben im DAPI-Kanal (Exzitation
bei 359 nm, Absorption bei 461 nm) des Keyence-Fluoreszenzmikroskops betrachtet

und fotografiert werden.

Quantitative Qualitatskontrolle

Fir die quantitative Qualitatskontrolle wurde aus den Biopsien DNA isoliert, deren
Konzentration dann photometrisch gemessen wurde. Hierfir wurde nach dem Quick
Start Protocol des QlAamp® DNA Mini Kits vorgegangen (58, 59). Alle
Zentrifugationsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Vor Beginn des
Protokolls mussten die Puffer AW1 und AW2 mit Ethanol (100 %) verdinnt werden.

Jede Biopsie wurde jeweils in ein 1,5 ml Reaktionsgefald gelegt, in das anschlie3end
180 pl Puffer ATL und 20 ul Proteinase K pipettiert wurden. Die Proben wurden kurz auf
dem Reagenzglasschittler durchmischt und im Thermomixer bei 56 °C flr ca. zwei
Stunden bis zur vollstandigen Lyse inkubiert. Nach Hinzugabe von 200 ul Puffer AL und

Durchmischung wurden die Proben fur zehn Minuten bei 70 °C inkubiert, kurz

28



zentrifugiert und mit jeweils 200 pl Ethanol (100 %) versetzt. Nach einer weiteren
Zentrifugation wurde der Inhalt jeder Probe auf eine QlAamp Mini Spin Saule gegeben,
fur eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert und das Collection-Tube mit der darin
gesammelten Flissigkeit verworfen. Nach dem Platzieren jeder QlAamp Mini Spin Saule
auf ein neues Collection-Tube und Hinzugabe von 500 pl Puffer AW1 erfolgte ein
erneuter Zentrifugationsschritt mit den gleichen Einstellungen. Dann wurden zu jeder
Probe 500 ul Puffer AW2 pipettiert und die Réhrchen fir drei Minuten bei 14 000 rpm
zentrifugiert. Nach Austausch des Collection-Tube wurde fir eine weitere Minute bei
14 000 rpm zentrifugiert. Dann wurden die QlAamp Mini Spin Saulen in je ein neues 1,5
ml Reaktionsgefal gelegt und nach Hinzufliigen von 200 pl Puffer AE und einer
Inkubation bei Raumtemperatur fiir eine Minute erfolgte eine letzte Zentrifugation bei
8 000 rpm fur eine Minute, um die extrahierte DNA in LOsung zu bringen. Anschlie3end
wurde flr die quantitative Bestimmung der dsDNA am Tecan INFINITE Plate Reader in

technischen Duplikaten die Absorption bei 260 und 280 nm gemessen.

2.2.5 In vitro Kultivierung der VSMCs in Gegenwart von dEZM

Fur das Experiment wurden Zellen unter vier unterschiedlichen Bedingungen kultiviert:

. mit dEZM-Biopsie (48 h)

. mit LPS stimuliert (24 h)

. mit IL-4 stimuliert (24 h)

. unbehandelte Kontrollen (48 h)

A WO N -

Zunachst wurden die Zellen gewaschen und mithilfe von 0,25 % Trypsin-EDTA aus der
Flasche geldst. Nach Zentrifugation und Re-suspension in Medium wurden die Zellen in
1:1-Verdinnung mit Trypanblau gefarbt und in der Neubauer-Zahlkammer gezahit. Dann
wurden in einer 96-Well-Platte pro Kondition 50 000 Zellen pro Well in drei technischen
Replikaten ausgeséat. Die Zellen wuchsen flir ca. 24 Stunden an und wurden dann zwei
Mal gewaschen. Zu den einzelnen Konditionen wurden dann dEZM-Biopsien bzw. LPS-
oder IL-4 enthaltendes Aktivierungsmedium (Tab. 11, 12) hinzugegeben. Nach 24
Stunden Inkubation wurden aus den LPS- und IL-4-Wells die Uberstdnde entnommen
und auf Eis gestellt. Nach einer Zentrifugation bei 900 rcf und + 4 °C fir finf Minuten
wurden die Uberstande in Kryordhrchen gegeben und in fliissigem Stickstoff gefroren.
Parallel dazu wurden die Zellen gewaschen und in die geleerten Wells je 200 pl RLT-
DTT-Zelllysepuffer (Tab. 13) pipettiert. Nach einer zehnminultigen Einwirkzeit wurde das

Zelllysat aus jedem Well in je ein 1,5 ml Reaktionsgefald Ubertragen. Nach 48 Stunden
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erfolgte die Abnahme der Uberstéande und Zelllysate in den dEZM- und Kontroll-Wells

nach dem gleichen Verfahren. Die Lagerung der Proben erfolgte bei - 80 °C.

2.2.6 Nachweis der Interaktion von VSMCs und dEZM

Um zu prifen, ob die VSMCs mit der dEZM-Biopsie interagieren, wurde diese nach 48-
stlindiger Inkubation in Gegenwart der Zellen mit DAPI gefarbt und mikroskopiert. Hierfur
wurden 50 000 VSMCs pro Well ausgesat und mit der dEZM kultiviert. Nach 48 Stunden
wurde die Biopsie entnommen und flr funf Minuten mit DPBS gewaschen. Nach einer
zehnminUtigen Fixierung in 4 % PFA (ROTI ® Histofix) und einem erneuten Waschschritt
wurde die Biopsie bis zur Farbung bei + 4 °C gelagert. Nach Farbung mit der angesetzten
DAPI-Arbeitsldsung (Tab. 10) und Inkubation im Dunkeln und bei Raumtemperatur fir
eine Stunde wurde die dEZM in DPBS und destilliertem Wasser gewaschen und im

DAPI-Kanal des Keyence-Mikroskops fotografiert.

2.2.7 RNA-Isolation

Fir die PCR musste aus den Zelllysaten zunachst die mRNA isoliert werden. Hierflr
wurde das RNeasy® Micro Kit von Qiagen benutzt (60). Alle Schritte erfolgten nach einer
auf dem im Kit enthaltenen Quick Start Protocol basierenden SOP und wurden auf Eis
durchgeflhrt. Der DNase | Stock wurde im Voraus in 550 yl RNase-freiem Wasser gelost

und aliquotiert gelagert.

Nach Vorbereiten des DNase-Mastermixes (10 pyl DNase-Stock und 70 yl RDD-Puffer
pro Probe) und Verdiunnen des RPE-Puffers auf 1:5 mit Ethanol (100 %) wurden alle
Lysatrohrchen flr zehn Sekunden auf dem Schuttler durchmischt und das Volumen mit
Zelllysepuffer (Tab. 13) jeweils auf 350 pl adjustiert. Nach erneuter Durchmischung
und Ubertragung der Lysate auf QlAshredder® Saulen erfolgte eine Zentrifugation bei
Maximalgeschwindigkeit (21 300 rcf) und Raumtemperatur fir eine Minute. Die L6sung
wurde dann im Verhaltnis 1:1 mit Ethanol (70 %) verdinnt und auf die RNeasy MinElute®
Spin Saulen pipettiert. Nach einer Zentrifugation bei 8 000 rcf fur 15 Sekunden wurde
die Lésung verworfen und auf jede Saule 350 pl RW1-Puffer pipettiert. Die RNA war
schlief3lich an die Silikamembran der Saulen gebunden, nachdem erneut fir 15
Sekunden bei 8 000 rcf zentrifugiert und die verbleibende Flissigkeit verworfen wurde.

AnschlieBend fand nach Hinzufigen von 80 ul DNase-Mastermix ein 15-minttiger
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DNase-Verdau bei Raumtemperatur statt. Dann wurden erneut 350 uyl RW1-Puffer
hinzupipettiert und die Saulen zentrifugiert. Fur die Bereinigung der RNA wurden 500
ul RPE-Puffer hinzugegeben und nach einer Zentrifugation und Pipettieren von 500 ul
Ethanol (80 %) erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 8 000 rcf fur zwei Minuten.
Die Saulen wurden dann in ein neues Collection-Tube platziert und bei maximaler
Geschwindigkeit fur funf Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen der Collection-Tubes
wurden die Saulen in 1,5 ml Reaktionsgefalle gestellt und 14 pl RNase-freien Wassers
auf die Membranen pipettiert, um die RNA zu I6sen. AnschlieRend konnte die RNA-
Konzentration am Tecan INFINITE Plate Reader durch eine Messung der Absorption bei

260 und 280 nm bestimmt werden. Die Proben wurden bei - 80°C gelagert.

2.2.8 RNA-Qualitatskontrolle

Fir die Testung der Gesamt-RNA-Qualitat vor Durchfihrung der PCR wurde aus mit
dEZM kultivierten VSMCs und unbehandelten Kontrollen isolierte RNA mit einer
Mindestkonzentration von 10 ng/ul an das Genomics & Transcriptomics Labor (GTL) der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf geschickt und dort die RNA-Integritat mittels
Kapillar-Gelelektrophorese bestimmt. So konnte vor Durchflihrung der PCR getestet
werden, ob die RNA nicht durch eine Verunreinigung mit Nukleasen zu stark fragmentiert
war. Es wurden das Verhaltnis von 28S- zu 18S-rRNA und die RNA quality number
(RQN) bestimmt (61).

2.2.9 cDNA-Synthese

Um die Proben fir die PCR zu verwenden, musste die isolierte RNA in cDNA
umgeschrieben werden. Hierfir wurde das QuantiTect®Reverse Transcription Kit
verwendet (62). Es wurde zunachst das Volumen berechnet, in dem sich die aus jeder
Probe maximal zu erhaltende RNA-Menge befindet. Das berechnete Volumen wurde
dann in 200 pl ReaktionsgefalRe Uberfihrt und mit RNase-freiem Wasser auf 12 pl
aufgeflllt. Nach Hinzufligen von 2 ul gDNA Wipeout Buffer wurden die Proben in den
Thermocycler gestellt und fur zwei Minuten auf 40 °C erhitzt. Dann wurden zu jeder
Probe 4 pl RT-Puffer, 1 ul RT-Primer-Mix und 1 pl Reverse Transkriptase pipettiert. Die
Proben wurden wieder in den Thermocycler gestellt, wo sie fiir 30 Minuten auf 42 °C und
fur weitere drei Minuten auf 95 °C erhitzt wurden. Am Ende des Programms wurde jede
Probe mit RNAse-freiem Wasser auf eine fur die PCR notwendige Zielkonzentration von

5 ng/ul verdunnt und bei - 20 °C gelagert.
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2.2.10 Quantitative RT-PCR-Analyse

Fir die quantitative PCR wurde das GoTag®gPCR System-Kit benutzt (63). Es wurden
die Gene TAGLN, ACTA2, MYH11, NFKB1, CCL2, VCAM1, BMP2 und CXCL1 jeweils
in Messduplikaten gemessen. Die Messung erfolgte flir insgesamt vier biologische

Replikate (n = 4) mit jeweils drei technischen Replikaten pro Kulturbedingung.

Die cDNA und die Primer wurden zunachst bei Raumtemperatur aufgetaut und die
Forward- und Reverse-Primer anschlieBend im Verhaltnis 1:10 mit Nuclease-freiem
Wasser verdiinnt. Dann wurde 1 ml GoTag® qPCR Master Mix mit 20 yl CXR Reference
Dye gemischt und somit die Arbeitslésung hergestellt. Fir jeden Primer wurde ein
Mastermix aus der GoTaqg-Arbeitslésung, Nuclease-freiem Wasser, Forward-Primer-
Arbeitslésung und Reverse-Primer-Arbeitslosung unter Berucksichtigung der bendtigten
Well-Menge angesetzt (Tab. 14). Somit ergab sich ein Mastermixvolumen von 18 ul pro
Well, welches mithilfe einer automatischen Pipette auf die PCR-Platte gegeben wurde.
Anschlielend wurden in jedes Well 2 pl der Proben pipettiert, jeweils in Messduplikaten.
Fir jeden Primer wurden zudem als Negativkontrolle statt cDNA 2 pl Nuclease-freien
Wassers hinzugefugt. Fur die Inter Run Calibration (IRC) wurden eine humane cDNA-
Probe und GAPDH als Primer verwendet. RPL13A diente als Housekeeping-Gen. Die
PCR-Platte wurde mit einer Folie versiegelt, kurz zentrifugiert und anschliel3end in die
PCR-Maschine gestellt. Nach Ende jedes PCR-Laufs wurden die Schmelzkurven
uberpruft und die Qualitdt des PCR-Durchgangs bewertet. Die maximal tolerierte
Abweichung zwischen den Ct-Werten eines Messduplikats wurde hierbei als 1,0

definiert. Bei der Auswertung wurde eine AACt-Analyse durchgeflihrt.

2.2.11 Multiplex-Immunoassay

Die im Experiment generierten und eingefrorenen Medium-Uberstande fiir vier
biologische Replikate (n = 4) mit jeweils drei technischen Replikaten pro Kondition
wurden an das Institut fir Experimentelle Hamatologie und Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Bonn geschickt. Dort erfolgte die Messung eines
proinflammatorischen Ratten-Zytokin-Panels als Multiplex-Immunoassay. Es wurden
CCL2 (MCP1), CXCL1 (KC), IL-6, IFN-y, TNF-a, GM-CSF, IL-18, IL-1qa, IL-1B, IL-33,
IL-17A und IL-12p70 gemessen. Hierfir wurden ein Durchflusszytometer, das
LEGENDplex™ Kit und die LEGENDplex™ Analysesoftware verwendet.
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2.2.12 ALP-Assay

Es ist bekannt, dass VSMCs in kalzifizierenden GefalRen Alkalische Phosphatase (ALP)
produzieren (64). Um zu testen, ob die VSMCs nach 48 Stunden Kontakt mit der dEZM
bereits einen Osteoblasten-ahnlichen Phanotyp annehmen, wurde die ALP-Aktivitat in
den eingefrorenen Medium-Uberstdnden aus einem Tier mit je drei technischen
Replikaten pro Bedingung gemessen. Fir den ALP-Assay wurde das Phosphatase

Substrate Kit genutzt.

Zunachst wurden die NaOH-Stoppldsung (Tab. 15) und die 1X-Diethanolamin-Lésung
(Tab. 16) hergestellt. AnschlieRend wurden zwei PNPP-Tabletten in 10 ml 1X-
Diethanolamin geldst. 20 ul der jeweiligen Probe wurden in Duplikaten auf eine 96-Well-
Platte pipettiert und mit 20 yl PNPP-L6sung versetzt. Nach 30 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurden 10 pl Stopplésung hinzugegeben. Als Background-Kontrollen
dienten Uberstdnde unbehandelter VSMCs, bei denen die Reaktion unmittelbar
abgestoppt wurde. Zusatzlich wurde einfaches Zellkulturmedium als Kontrolle genutzt.
Es erfolgte eine Messung der Absorption bei 405 nm am Tecan INFINITE Plate

Reader.

2.2.13 Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe von Excel und Graph Pad Prism 8. Die RT-
PCR- und Multiplex-Daten wurden dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler (Mean
+/- SEM). Es erfolgte ein Vergleich der Interventionsgruppen mit der unstimulierten
Kontrollgruppe. Flr die Beurteilung von Unterschieden zwischen den Bedingungen
wurde der parameterfreie Kruskal-Wallis-Test verwendet. Bei p < 0,05 wurden

Ergebnisse als signifikant betrachtet.

2.2.14 Graphiken

Die Schaubilder in der Einleitung und in der Diskussion wurden mithilfe der Website

www.biorender.com erstellt. Hierfur lag dem Labor eine Lizenz vor.
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3 Ergebnisse

3.1 Erfolgreiche  Kultivierung  glatter  Muskelzellen  aus
Rattenaorten

Die Zellisolierung und primare Kultivierung waren erfolgreich. Es zeigte sich, dass bereits
nach ca. vier Tagen erste Zellen aus den Aortenringen herauswuchsen und am Well-

Boden anhafteten. Am ca. zehnten Kultivierungstag war bereits ein etwas dichterer

Zellrasen zu erkennen. Die Zellen hatten eine langliche, spindelférmige Morphologie
(Abb. 8).

Abb. 8: Wachstum der glatten Muskelzellen

VSMCs am Tag sechs (A-C) bzw. Tag zehn (D-F) nach Isolation. In A, B und D sind Anteile der
Aortenringe zu erkennen. Lichtmikroskopische Aufnahmen mit fiinffacher (A-E) bzw 40-facher
VergréBerung (F). MaBstab 500 um bzw. 100 um (F). Zur besseren Ubersicht Darstellung in
schwarz-weil3.

3.2 Effektive Dezellularisierung von Aortenklappenbiopsien

Sowohl die qualitative als auch die quantitative Qualitatskontrolle ergaben eine
erfolgreiche Dezellularisierung. Nach Anfarben der Biopsien mit DAPI konnten in den
doppelt behandelten Biopsien (dezellularisiert und DNase-verdaut) keine Zellkerne
nachgewiesen werden. In den einfach behandelten Kontrollen (dezellularisiert) waren
vereinzelt Zellkerne sichtbar, wahrend die unbehandelten Kontrollen stark mit Zellen
besiedelt waren. Der DNA-Gehalt war in den dezellularisierten Biopsien mit und ohne
DNase-Behandlung im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen deutlich reduziert
(Abb. 9).
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Abb. 9: Qualitative und quantitative Qualitdtskontrolle der Dezellularisierung

Biopsien wurden mittels DAPI angeférbt und im Keyence-Mikroskop betrachtet. In der nicht-
dezellularisierten und nicht-DNase-verdauten Kontrolle sind viele Zellkerne sichtbar (A). In der
nicht-DNase-verdauten dEZM-Biopsie sind vereinzelte Zellkerne vorhanden (B). In der DNase-
behandelten dEZM ist kein DAPI-Signal nachweisbar (C). Mal3stab entspricht 500 um. Vierfache
(A, B) bzw. zehnfache VergréRerung (C). Aus den Biopsien wurde zusétzlich jeweils die DNA
extrahiert und deren Konzentration photometrisch bestimmt. In der DNase-behandelten dEZM
war keine DNA messbar, wéhrend unter den anderen beiden Bedingungen weiterhin DNA
nachweisbar war (D). Zur besseren Sichtbarkeit der Zellkerne wurden die Bilder in Power Point
in schwarz-weil3 umgewandelt und mit verstérktem Kontrast versehen.

3.3 Nachgewiesene Interaktion zwischen VSMCs und dEZM

Lichtmikroskopisch blieben die Zellen im Stimulationsexperiment zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Behandlung mit LPS und IL-4 und auch bei Kontakt
mit der dEZM vital (Abb. 10). Diese wirkt somit nicht toxisch auf die Zellen. Zudem
konnten in der initial zellfreien, flir 48 Stunden mit VSMCs kultivierten dEZM-Biopsie
Zellkerne in der Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden, was auf eine Migration
der glatten Muskelzellen in Richtung der dEZM hindeutet (Abb. 11).
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Abb. 10: Fotodokumentation des Zellkultur-Experiments
VSMCs 24 Stunden nach dem Aussden mit dEZM (A) und ohne dEZM (B). LPS- (C) und IL-4-
stimulierte VSMCs (D) nach 24 Stunden. VSMCs mit dEZM (E) und ohne dEZM (F) nach 48
Stunden. In A und E sind Anteile der Aortenklappenbiopsien zu erkennen. Lichtmikroskopische
Aufnahmen mit fiinffacher VergréBerung. Mal3stab entspricht 500 um. Zur besseren Ubersicht
Darstellung in schwarz-weil3.

Abb. 11: VSMCs interagieren mit der dEZM (Fluoreszenzmikroskopie)
dEZM-Aortenklappenbiopsien wurden fiir 48 Stunden mit VSMCs inkubiert, mit 4 % PFA fixiert
und mit DAPI angeférbt. Auf diesem fluoreszenzmikroskopischen Bild sind innerhalb der
dargestellten Biopsie einzelne Zellkerne erkennbar (beispielhaft mit Pfeilen markiert). Mal3stab
entspricht 500 um, vierfache VergréBerung, Belichtungszeit 1/12 s. Darstellung in schwarz-weil
und mit vermehrtem Kontrast zur besseren Sichtbarkeit der Zellkerne.
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3.4 Suffiziente RNA-Qualitat

Die RNA-Qualitatskontrolle ergab eine intakte RNA (Abb. 12) aus mit dEZM kultivierten
VSMCs und unbehandelten Kontrollen bei einem 28S/18S-rRNA-Verhaltnis von 2,0
sowie einer RNA quality number (RQN) von 10,0 (61). Die Qualitat der RNA war somit
gut fur eine anschlieRende RT-PCR geeignet.
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Abb. 12: Ergebnisse der RNA-Qualitdtskontrolle

Die Integritdt der RNA wurde fiir Proben aus nicht-stimulierten VSMCs (825-5) und aus VSMCs
nach dEZM-Kontakt (825-6) mittels Kapillar-Gelelektrophorese bestimmt. Unter A und B sind
die Fluoreszenzpeaks der einzelnen unterschiedlich grofBen RNA-Fraktionen dargestellt,
wéhrend unter C die Werte einer Referenzprobe (Ladder) zu sehen sind. D zeigt die
Gelelektrophorese-Banden. RQN: RNA quality number, RFU: Relative fluorescence units, nt:
Nukleotide. ©Genomics & Transcriptomics Labor (GTL), Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf

3.5 Regulation der Genexpression nach 48-stindigem dEZM-
Kontakt

Es wurde die relative mRNA-Expression (engl.: fold change) der Gene unter den
verschiedenen Kulturbedingungen betrachtet. In den VSMCs der dEZM-Gruppe konnte
eine Tendenz zur Herunterregulierung der kontraktilen Marker TAGLN (p=0,2212, fold
change 0,65), ACTA2 (p=0,0945, fold change 0,70) und MYH11 (p < 0,01, fold change

0,46) nachgewiesen werden, wobei das Ergebnis bei MYH11 signifikant war (Kruskal-

37



Wallis-Test). Auch die LPS-Stimulation bewirkte eine signifikant verringerte Expression
von MYH11 (p < 0,05), (Abb. 13).
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Abb. 13: Herunterregulierung kontraktiler Marker nach 48 Stunden dEZM-Kontakt
Dargestellt ist die relative mRNA-Expression (y-Achse) in Abhdngigkeit von der jeweiligen
Kultivierungsbedingung (x-Achse). Transgelin (A) und Smooth Muscle a-Actin (B) waren durch
dEZM-Kontakt tendenziell herunterreguliert im Vergleich zur Kontrolle (TAGLN: p=0,2212, fold
change 0,65; ACTA2: p=0,0945, fold change 0,70). Myosin Heavy Chain 11 (C) war signifikant
herunterreguliert in der dEZM- (p < 0,01, fold change 0,46) und der LPS-Gruppe (p < 0,05).
Balken dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler (Mean +/- SEM), n = 4. * entspricht p < 0,05
** entspricht p < 0,01. Die Legende oben rechts zeigt die zu den unterschiedlichen biologischen
Replikaten (N1-N4) gehdrenden Datenpunkte an. Es wurden vier biologische Replikate mit
Jeweils drei technischen Replikaten gemessen. dEZM: dezellularisierte extrazelluldre Matrix, IL-4:
Interleukin 4, Ktrl: Kontrolle, LPS: Lipopolysaccharid.

Die Gene, welche fir die proinflammatorischen Chemokine CCL2 und CXCL1 sowie das
Adhéasionsmolekil VCAM1 codieren, waren nur in der LPS-Gruppe signifikant
hochreguliert (p < 0,01 fir CCL2 und p < 0,001 fur CXCL1), wahrend der Kontakt mit der
dEZM nicht zu einer erhdhten Expression dieser Gene fiuhrte (Abb. 14). Bei VCAM17 und
CXCL1 gab es zudem signifikante Unterschiede zwischen der LPS- und der dEZM-
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Gruppe sowie zwischen der LPS- und der IL-4-Gruppe (Abb. 14, 15). Dies unterstreicht
die nur nach LPS-Stimulation erfolgte Hochregulierung der Gene. Zudem gab es keine
Regulation des flir den Transkriptionsfaktor NF-kB1 codierenden Gens NFKB1 in der
dEZM- und der LPS-Gruppe, wahrend das Gen bei IL-4-Stimulation tendenziell
herunterreguliert war (Abb. 15). Zusatzlich war in der dEZM-Gruppe eine Tendenz zur
Hochregulierung des fir den Osteoblasten-Marker Bone Morphogenetic Protein 2
codierenden Gens BMP2 nachweisbar (p=0,0633, fold change 3,94), wahrend BMP2 in
der LPS-Kontrollgruppe signifikant tberexprimiert war (p < 0,01). Bei diesem Gen
bestand kein signifikanter Unterschied zwischen dEZM- und LPS-Gruppe (Abb. 15).
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Abb. 14: Unverdnderte Expression proinflammatorischer Chemokine nach 48 Stunden
dEZM-Kontakt

Dargestellt ist die relative mRNA-Expression (y-Achse) in Abhdngigkeit von der jeweiligen
Kultivierungsbedingung (x-Achse). CCL2 (A) und CXCL1 (B) waren signifikant hochreguliert in
der LPS-Polarisierungskontrollgruppe im Vergleich zur Kontrolle. In der dEZM-Gruppe zeigte sich
kein Hinweis auf vermehrte Expression dieser Gene. Balken dargestellt als Mittelwert mit
Standardfehler (Mean +/- SEM), n = 4. * entspricht p < 0,05 **entspricht p < 0,01 ***entspricht
p < 0,001. Die Legende oben rechts zeigt die zu den unterschiedlichen biologischen Replikaten
(N1-N4) gehérenden Datenpunkte an. Es wurden vier biologische Replikate mit jeweils drei
technischen Replikaten gemessen. dEZM: dezellularisierte extrazelluldre Matrix, IL-4: Interleukin
4, Ktrl: Kontrolle, LPS: Lipopolysaccharid.
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Abb. 15: Unverédnderte Expression inflammatorischer Gene und Hochregulierung des
Osteoblasten-Markers BMP2 nach 48 Stunden dEZM-Kontakt

Dargestellt ist die relative mRNA-Expression (y-Achse) in Abhdngigkeit von der jeweiligen
Kultivierungsbedingung (x-Achse). VCAM1 war signifikant hochreguliert in der LPS-
Polarisierungskontrollgruppe im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,01). In der dEZM-Gruppe
bestand kein Hinweis auf vermehrte Expression (A). NFKB1 war in keiner Gruppe hochreguliert
und bei IL-4-Stimulation tendenziell herunterreguliert (B). Der Osteoblasten-Maker BMP2 war
signifikant hochreguliert nach 24-stiindiger LPS-Stimulation (p < 0,01) und es zeigte sich eine
Tendenz zur vermehrten Expression in der dEZM-Gruppe (p=0,0633, fold change 3,94), (C).
Balken dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler (Mean +/- SEM), n = 4. * entspricht p < 0,05
** entspricht p < 0,01 *** entspricht p < 0,001. Die Legende oben rechts zeigt die zu den
unterschiedlichen biologischen Replikaten (N1-N4) gehérenden Datenpunkte an. Es wurden vier
biologische Replikate mit jeweils drei technischen Replikaten gemessen. dEZM: dezellularisierte
extrazelluldre Matrix, IL-4: Interleukin 4, Ktrl: Kontrolle, LPS: Lipopolysaccharid.

3.6 Vermehrte Sekretion proinflammatorischer Zytokine nach 48-
stundigem dEZM-Kontakt

Es wurde die absolute Sekretion der Zytokine in pg/ml betrachtet. Die Multiplex-

Immunoassay-Messung der proinflammatorischen Zytokine ergab in VSMCs nach
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dEZM-Kontakt eine vermehrte Ausschittung von CXCL1 (194,69 pg/ml) und IL-6
(2090,67 pg/ml) im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe (89,2 pg/ml fir CXCL1
bzw. 904,48 pg/ml fur IL-6). Die Unterschiede waren flir CXCL1 statistisch signifikant (p
< 0,05). Bei CCL2 war eine Tendenz zur vermehrten Sekretion vorhanden (3650,38
pg/ml in dEZM-Gruppe vs. 1665,83 pg/ml in Kontrollgruppe). Die LPS-Stimulation fiihrte
bei allen drei Zytokinen zu einer signifikanten Erhéhung der Sekretion (14244,84 pg/mi
fur CXCL1, 38311,23 pg/ml fir CCL2 bzw. 15396,53 pg/ml fiir IL-6), (Abb. 16). Der Assay
wurde mit vier biologischen Replikaten durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Streuung und
Abweichung der Werte eines Tieres wurde dieses aus der Auswertung ausgeschlossen,
sodass nur drei Tiere fur die Auswertung betrachtet wurden. Die anderen im Assay

gemessenen Zytokine waren in keiner der Gruppen erhéht und werden hier deshalb

nicht aufgefuhrt.
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Abb. 16: Vermehrte Produktion proinflammatorischer Zytokine nach 48 Stunden
Dargestellt ist die absolute Zytokinsekretion in pg/ml (y-Achse) in Relation zu der jeweiligen
Kultivierungsbedingung (x-Achse). In der dEZM-Gruppe war CXCL1 signifikant hochreguliert
(194,69 pg/ml, p < 0,05) im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle (89,2 pg/ml), (A). Bei IL-6
bestand eine Tendenz (p=0,0941) zur Hochregulierung (2090,67 pg/ml), (B). Bei CCLZ2 bestand
in der dEZM-Gruppe ebenfalls eine Tendenz zur Hochregulierung (3650,38 pg/ml), (C). In der
LPS-Polarisierungskontrollgruppe waren alle drei Zytokine signifikant hochreguliert (A-C). Bei
IL-4-Stimulation bestand kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle. Balken
dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler (Mean +/- SEM), n = 3. * entspricht p < 0,05 ***
entspricht p < 0,001 **** entspricht p < 0,0001. dEZM: dezellularisierte extrazelluldre Matrix,
IL-4: Interleukin 4, Ktrl: Kontrolle, LPS: Lipopolysaccharid.

3.7 ALP-Assay ohne Aussagewert

Es wurde die Absorption, angegeben als Optical Density (OD) gemessen. In allen
Bedingungen wurde als Nachweis einer ALP-Aktivitat makroskopisch ein gelber
Farbumschlag sichtbar. Es ergaben sich in der Absorptionsmessung keine relevanten
Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Konditionen. Wahrend die Background-
Kontrolle erfolgreich war und es zu keiner Farbreaktion kam, konnte im unstimulierten

Medium jedoch ebenfalls eine vergleichbare bzw. hohere ALP-Aktivitat (OD=1,34) als in
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den Medium-Uberstanden der VSMCs (SMC-Kontrollgruppe: OD=1,3; dEZM-Gruppe:
OD=0,77; LPS-Gruppe: OD=0,89; IL-4-Gruppe: OD=0,69) detektiert werden. Der Assay
war aus diesem Grund nicht sinnvoll auswertbar und hatte keinen relevanten
Aussagewert (Abb. 17).

ALP-Assay

2.0

1.5

®
1.0 °
0.5 ﬂ i ﬂ
0.0—9—4 T T

S O > M

Absorption (OD, Background-korrigiert)

Abb. 17: ALP-Assay

Dargestellt ist die Absorption von Licht mit einer Wellenldnge von 405 nm in den
unterschiedlichen Gruppen. Auf der x-Achse sind die einzelnen Gruppen aufgefiihrt, auf der y-
Achse stellt sich die Absorption, angegeben als Optical density (OD), dar. Es zeigt sich eine
fehlende Absorption in der Background-Kontrolle. Alle anderen Gruppen und auch die Medium-
Kontrollgruppe weisen eine vermehrte Absorption auf. Es bestehen keine relevanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Balken dargestellt als Mittelwert mit
Standardfehler (Mean +/- SEM), n = 1. dEZM: dezellularisierte extrazelluldre Matrix, IL-4:
Interleukin 4, LPS: Lipopolysaccharid, SMC: Smooth muscle cells (unbehandelte Kontrolle).

4 Diskussion
4.1 Bedeutung der DET-Dezellularisierung

Die groRe Bedeutung einer effektiven Dezellularisierung wurde in zahlreichen
praklinischen und klinischen Studien erkannt. Obwohl Herzklappen zu den
immunprivilegierten Geweben zahlen und deshalb vor der Implantation von Homografts
kein HLA- und ABO-Blutgruppen-Matching durchgefihrt wird (65), korrelieren erhéhte
Anti-HLA-Klasse-I-Titer mit einer vermehrten Prothesendegeneration bei Implantation
konventioneller kryokonservierter Homografts (66). Bei dezellularisierten Homografts
konnten keine erhéhten Antikdrpertiter nachgewiesen werden (67), was die Bedeutung
der Dezellularisierung unterstreicht. In den oben beschriebenen Dezellularisierungs-

Qualitatskontrollen erwies sich die Detergens-basierte Dezellularisierung als effektive
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Methode zur Elimination zellularer Bestandteile. Eine nahezu vollstandige DNA-Freiheit
konnte durch einen zusatzlichen DNase-Verdau erzielt werden (Abb. 9). Dies stimmt mit
den Ergebnissen friiherer Versuche Uberein, in denen bei Anwendung dieser Methode
histologisch keine Zellen detektiert werden konnten (31). Da nicht nur Zellen, sondern
auch verbliebene DNA eine Immunantwort auslésen kann (13), ist somit eine

Kombination zwischen DET-Dezellularisierung und DNase I-Verdau sinnvoll und effektiv.

4.2 Interaktion zwischen glatten Muskelzellen und dEZM

In dem Interaktionsexperiment konnte gezeigt werden, dass eine Bedingung fir die
weiteren Experimente, also das Vorhandensein eines direkten Kontaktes zwischen
dEZM und VSMCs, erfiillt war (Abb. 11). Es lasst sich jedoch in der zweidimensionalen
Abbildung nicht genau sagen, ob sich die Zellen nur an der Oberflache festsetzten oder
auch in die Tiefe einwanderten. In friheren praklinischen und klinischen Studien wurde
nach Explantation von TEHV eine Wiederbesiedlung des Implantats mit Zellen, u. a.
auch glatten Muskelzellen, beobachtet, die am ehesten durch eine Migration aus der
Aortenwand bedingt war (16, 21, 43). In der vorliegenden Arbeit konnte die Annahme
bestatigt werden, dass aortale glatte Muskelzellen in vitro zu der dezellularisierten
Prothese wandern konnen. Somit ist es wahrscheinlich, dass VSMCs neben den
mesenchymalen Stammzellen an Repopulation und Remodeling von TEHV beteiligt

sind.

4.3 Spezifischer dEZM-VSMC-Phanotyp

Weiterhin wurde untersucht, welchen Phanotyp die VSMCs bei Kontakt mit der dEZM
annehmen. Die Herunterregulierung der kontraktilen Marker in der RT-PCR (Abb. 13)
spricht daflir, dass es zu einer De-Differenzierung kam (48). Die Expression der
kontraktilen Gene wird durch den Transkriptionsfaktor Myocardin (MYOCD) gesteuert,
welcher u. a. durch inflammatorische Signalwege wie den NF-kB-Pathway hemmbar ist
(47). Wahrend es sich bei Smooth Muscle a-Actin (ACTA2) um einen Phanotypen-
Ubergreifenden Marker handelt, ist der kontraktionsmodulierende Marker
SM-22a/Transgelin (TAGLN) am ehesten typisch flr den kontraktilen SMC-Phanotyp.
Beide Proteine sind jedoch nicht auf glatte Muskelzellen beschrankt (48, 68). Ein
besonders wichtiges Protein ist deshalb Smooth Muscle Myosin Heavy Chain 11
(MYH11). Dieses kommt nur in glatten Muskelzellen vor. Es handelt sich um den
spezifischsten Marker fur ausdifferenzierte kontraktile glatte Muskelzellen (48). Auch

wenn MYH11 rasch herunterreguliert wird, bleibt es nach einem Wechsel des Phanotyps
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weiterhin exprimiert (44, 48). Dies konnte in der RT-PCR bestatigt werden und deutet

auf einen Phanotyp-Wechsel hin.

Wahrend im Multiplex-Immunoassay die Ausschittung der proinflammatorischen
Zytokine CCL2, IL-6 und CXCL1 nach dEZM-Kontakt erhéht war (Abb. 16), zeigte sich
dieser Effekt nicht auf Transkriptionsebene bei den in der RT-PCR gemessenen Genen
CXCL1 und CCL2 (Abb. 14). Auch die weiteren mit Inflammation assoziierten Gene
VCAM1 und NFKB1 (69, 70) waren nicht reguliert (Abb. 15). Es ist denkbar, dass es in
den ersten Stunden zu einer kurzfristigen Ausschittung von proinflammatorischen
Zytokinen kam. Eine langerfristige Synthese war nach 48 Stunden jedoch nicht mehr
nachweisbar. Dies weist somit darauf hin, dass initial zwar eine kurzfristige
proinflammatorische Antwort auf die dEZM auftritt, diese Reaktion jedoch nur von kurzer
Dauer ist. Am ehesten erfolgt sowohl die Herunterregulierung der kontraktilen Marker als
auch die Synthese der proinflammatorischen Zytokine tber den NF-kB-Weg durch
Erkennen von dEZM-Bestandteilen Gber Pattern recognition receptors (PRR), da es sich
hierbei um einen zentralen Signalweg bei Inflammation handelt und auch eine negative
Beeinflussung des fur die Synthese der kontraktiien Marker wichtigen
Transkriptionsfaktors Myocardin bekanntist (47, 70), (Abb. 18). Bei fehlender Stimulation
ist NF-kB an bestimmte Inhibitor-Proteine, u. a. den Inhibitor of NF-kB a (IkBa),
gebunden. Bei Aktivierung des Signalwegs wird IkBa durch eine Kinase (IKK)
phosphoryliert und Ubiquitin-abhangig im Proteasom abgebaut, sodass NF-kB
freigesetzt wird und im Zellkern wirken kann (70). Somit wird der Transkriptionsfaktor
NF-kB am ehesten nicht neu synthetisiert, sondern enthemmt. Dies erklart die auch in

der LPS-Gruppe fehlende Uberexpression von NF-kB auf Genebene (Abb. 15).

Die Polarisierungskontrolle mit LPS war erfolgreich und flhrte zu einer Expression
Makrophagen-typischer Gene (Abb. 14, 15). Da dies nicht auf die SMCs nach dEZM-
Kontakt zutraf, kann der Phanotypwechsel in Richtung Makrophagen-ahnlicher Zellen
weitgehend ausgeschlossen werden. Die Stimulation mit IL-4, welches als
antiinflammatorisches Zytokin bekannt ist (71) und bei VSMCs den synthetischen
Phanotyp fordert (56), zeigte keine eindeutige Polarisierung. Dies lag daran, dass
wahrend der Experimente keine spezifischen synthetischen Marker betrachtet wurden,
da dies nicht dem Fokus der vorliegenden Arbeit entsprach. Es zeigte sich jedoch, dass
unter IL-4-Stimulation keine Hochregulierung der Expression proinflammatorischer Gene
und keine vermehrte Sekretion proinflammatorischer Zytokine im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle erfolgte. Somit fand hier durchaus eine antiinflammatorische

Polarisierung statt. Da sich die dEZM- und die IL-4-Gruppe mehrheitlich in ihrer
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Genexpression und Zytokinsekretion unterschieden haben, lasst sich festhalten, dass
die SMCs nach dEZM-Kontakt keinen antiinflammatorischen Phanotyp annehmen.

Interessant war zudem die friihe Tendenz zur Uberexpression von BMP2 (Abb. 15) als
Marker des osteoblastischen Phanotyps, da das Auftreten von Kalzifizierung erst im
Rahmen der fortgeschrittenen Atherosklerose und Aortenklappendegeneration
beschrieben wird (72, 73). BMP2 férdert zudem die De-Differenzierung weiterer VSMCs
zu osteoblastischen Zellen (74). Die bereits nach 48 Stunden dEZM-Kontakt auf Gen-
Ebene erhéhte Expression kann darauf hindeuten, dass VSMCs unmittelbar an der
Verkalkung von TEHV-Prothesen beteiligt sind und diese einleiten. Andererseits ware
auch denkbar, dass es sich nur um eine kurzfristige Reaktion auf Transkriptionsebene
handelt. Deshalb sind in Zukunft weitere Experimente notwendig, in denen die

Auswirkungen eines langeren dEZM-Kontakts untersucht werden.
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Abb. 18: Signalwege innerhalb der vaskulédren glatten Muskelzelle

Durch proinflammatorische Zytokine, die an ihre Rezeptoren binden, I6st sich der Inhibitor of
NF-kB (IkB) von NF-kB, sodass dieser als Transkriptionsfaktor wirken kann. Andere Stimuli wie
PAMPs (z.B. LPS) oder DAMPs (z.B. EZM-Triimmer) aktivieren den Pattern Recognition
Receptor und enthemmen dadurch ebenfalls den NF-kB-Pathway. NF-kB bindet an seine
Zielgene und bewirkt eine vermehrte Transkription von z.B. VCAM1, CCL2, CXCL1, IL-6 und
BMP2. Wéhrend CCL2, CXCL1 und VCAM1 die Rekrutierung weiterer Immunzellen erméglichen,
férdert BMP2 die Entdifferenzierung der VSMCs zu Osteoblasten-dhnlichen Zellen. Zusétzlich
wird die Synthese des Transkriptionsfaktors Myocardin durch NF-kB gehemmt, sodass die
kontraktilen Proteine Myosin Heavy Chain 11, Alpha Smooth Muscle Actin und Transgelin
vermindert produziert werden. Erstellt in Biorender.com
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Um der Hypothese nachzugehen, ob sich VSMCs nach dEZM-Kontakt auch funktionell
wie Osteoblasten-dhnliche Zellen verhalten, wurde der ALP-Assay durchgefuhrt. Es
zeigte sich jedoch, dass das fiir die Kultivierung der Zellen verwendete Medium, welches
als Kontrolle diente, eine endogene ALP-Aktivitat aufwies (Abb. 17). Dies war bedingt
durch das dem Medium hinzugefiigte, ALP-enthaltende FCS. Eine Auswertung des
Assays war somit nicht moglich, da exogenes ALP in niedrigen Konzentrationen die
endogene ALP-Aktivitat der Zellen erhéht und in hohen Konzentrationen hemmt (75).
Dadurch liel3 sich nicht sagen, ob die gemessene, geringe ALP-Aktivitdt aus dem FCS
oder von zellular stammte. Bei einer starkeren Erhdhung der zellularen ALP-Aktivitat
wurde sich der Effekt des FCS mdoglicherweise relativieren. Nach 48 Stunden war die
endogene ALP-Aktivitat jedoch so niedrig bis nicht vorhanden, dass keine Unterschiede
zwischen den einzelnen Stimulationsbedingungen detektiert werden konnten. Zudem
war das Experiment nicht valide, weil die Medium-Uberstande der unterschiedlichen
Konditionen Uberwiegend eine geringere ALP-Aktivitat aufwiesen als reines Medium.
Um in kiinftigen Versuchen zu unterscheiden, ob es zu einer endogenen ALP-Produktion
und somit osteoblastischen Differenzierung kommt oder ob der Effekt allein durch
exogen zugefiihrtes FCS bedingt ist, kdnnte man die Zellen nach Erreichen einer
ausreichenden Zellzahl vor Stimulationsbeginn fir einige Tage in Medium ohne FCS

kultivieren.

4.4 Limitationen der Studie

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Beteiligung von VSMCs an der
TEHV-Degeneration. Bei Auswertung der Ergebnisse muss bedacht werden, dass es
sich bei allen verwendeten Zellen nicht um eine reine VSMC-Kultur handelte, da die
Aorta neben glatten Muskelzellen auch weitere Zelltypen enthalt. In der primaren
Zellkultur waren somit initial u.a. auch Endothelzellen und Fibroblasten vorhanden. Da
die Fibroblasten jedoch nach einigen Passagen nicht mehr nachweisbar sind (76) und
die Endothelzellen spezielle Kulturbedingungen bendtigen (77, 78), kann davon
ausgegangen werden, dass die glatten Muskelzellen in der Kultur Gberwogen. Auch die
typische Morphologie (Abb. 8) und die deutliche Expression vom MYH11 als
spezifischem SMC-Marker (48) in der RT-PCR (Abb. 13) belegt das Vorhandensein
glatter Muskelzellen in dem Experiment. FiUr eine Reinkultur muisste der

Zellisolationsprozess modifiziert werden.

Bei der Betrachtung der PCR- und Multiplex-Daten zur Charakterisierung des SMC-

Phanotyps muss zudem beachtet werden, dass SMCs in der in vitro-Zellkultur die
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Expression ihrer kontraktiien Gene reduzieren und die Fahigkeit zur vermehrten
Proliferation und Sekretion von EZM-Proteinen und Zytokinen erwerben (79, 80). Somit
de-differenzieren sie auch ohne Stimulation zu einem synthetischen Phanotyp (44). Das
dem Zellkulturmedium hinzugefligte FCS mit seinen enthaltenen Wachstumsfaktoren
fordert hierbei diese De-Differenzierung (48). Fir die vorliegende Arbeit spielt die De-
Differenzierung jedoch zunachst eine untergeordnete Rolle, da hier ein relativer
Vergleich zwischen den einzelnen Kulturbedingungen erfolgte. Um jedoch die
Beibehaltung des kontraktilen Phanotyps vor Beginn des Experiments zu gewahrleisten
und in Zukunft die in vivo-Situation besser zu simulieren, konnte man auch hier die Zellen
fur einige Tage ohne FCS kultivieren. In einer friheren Studie an Atemwegs-SMCs
zeigte sich, dass bei ausreichender Konfluenz und bei Verwendung von serumfreiem
Medium zumindest eine Subpopulation ihre kontraktilen Marker zurlickerlangen kann.
Hierbei misste jedoch ebenfalls bedacht werden, dass sich die kontraktilen SMCs in

vitro dennoch funktionell von denen in vivo unterscheiden (81).

Zusatzlich besteht eine hohe Streuung der Datenpunkte in der PCR und im Multiplex-
Assay. Dies lasst sich moglicherweise damit erklaren, dass innerhalb der Aorta eine
heterogene Verteilung der SMC-Phanotypen vorliegt, welche auch in vitro fortbesteht
(81, 82).

Daruber hinaus wurden in der vorliegenden Arbeit die zwei unterschiedlichen Spezies
Schaf und Ratte betrachtet. Die im Multiplex-Assay gemessene initiale
proinflammatorische Antwort (Abb. 16) kdnnte demnach durch eine Reaktion auf
xenogene Bestandteile der Schafs-dEZM bedingt sein. Zum Teil ist dies mit der
klinischen Situation vergleichbar, da xenogene TEHV aufgrund ihrer besseren
Verfugbarkeit in Zukunft zunehmend an Bedeutung gewinnen kénnten. Die Ergebnisse
sind jedoch nur bedingt auf den Menschen lbertragbar, da zum einen vor allem porcine
oder bovine Gewebe als Grafts benutzt werden (7) und zum anderen Unterschiede
zwischen Mensch und Ratte bestehen. Wichtig zu nennen ist hierbei das Fehlen von
alpha-Galaktose in Menschen, wahrend alle Nicht-Primaten-Saugetiere, darunter auch
Nagetiere, das Molekil exprimieren (83). Dadurch konnte der Effekt von in TEHV nach
Dezellularisierung verbleibender alpha-Galaktose auf VSMCs hier nicht untersucht

werden.

Zudem handelt es sich um ein stark vereinfachtes Modell, da in vivo viele Faktoren bei
der Integration und méglichen Degeneration von TEHV relevant sind. Zusatzlich zu den

VSMCs sind auch z. B. Makrophagen und deren Crosstalk mit anderen Zellen von
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Bedeutung (13). Auflerdem wurden die Zellen in FCS-haltigem Medium kultiviert, was
Einfluss auf deren Verhalten hatte (48, 75). Weitere in vivo relevante Faktoren wie
Komorbiditaten, Alter und Besonderheiten des Immunsystems des Patienten, die eine
Rolle bei der TEHV-Degeneration spielen kénnen (3), konnten in dem Modell nicht

berlcksichtigt werden.

Fir eine erste Einschatzung, ob glatte Muskelzellen ohne den Einfluss weiterer Faktoren
bereits einen Effekt auf TEHV haben kénnen, war das Modell dennoch gut geeignet.
Zukinftig kdnnte man an eine realitdtsnahere Ausarbeitung des Experiments mit

zusatzlich groReren Replikatzahlen denken.

4.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass glatte Muskelzellen bei Kontakt mit
dezellularisierten Aortenklappenbiopsien de-differenzieren und ihren Phanotyp
wechseln. Sie sind jedoch allein durch die PCR- und Multiplex-Daten nicht deutlich
einem der beschriebenen Phanotypen zuzuordnen. Initial erfolgt eine kurzfristige
proinflammatorische Antwort, jedoch keine Umwandlung zu Makrophagen-ahnlichen
Zellen. Zudem gibt es Hinweise auf die Entwicklung in Richtung osteoblastischer Zellen.
Hierbei muss untersucht werden, ob diese Antwort auch zu spateren Zeitpunkten nach
Stimulationsbeginn nachweisbar ist und ob dies auch Uber die Transkriptionsebene
hinausgeht. Hierfir waren weitere Methoden wie Durchflusszytometrie und eine
Wiederholung des ALP-Assays hilfreich. Weiterhin sollte erforscht werden, welche
dEZM-Komponenten ursachlich fur die VSMC-De-Differenzierung sind. Das Annehmen
eines osteoblastischen Phanotyps kdnnte bedeuten, dass vaskulare glatte Muskelzellen
an der Kalzifizierung von Aortenklappenprothesen beteiligt sind und dass der Prozess
bereits nach 48 Stunden dEZM-Kontakt nachweisbar ist. Da bei der
Prothesendegeneration die Kalzifizierung im Vordergrund steht (84) und diese
wahrscheinlich von den glatten Muskelzellen ausgeht, ist eine weitere Fokussierung auf

diese Zellen sinnvoll.

Flr eine bessere Simulation der in vivo-Situation ware die Verwendung humaner VSMCs
in Kombination mit porcinen Herzklappen fir vergleichbare Experimente maoglich. Auch
eine Messung der nach Dezellularisierung verbleibenden Xenoantigene kann erfolgen.
Es ware denkbar, dass VSMCs zukiinftig als therapeutische Zielstrukturen dienen
konnten, um einer TEHV-Verkalkung vorzubeugen und auf diese Weise die Verwendung

xenogener TEHV als Alternative zu Homografts zu ermdglichen. Zusatzlich ware es
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wichtig, zu untersuchen, ob die zu der dEZM migrierenden VSMCs neue extrazellulare

Matrix produzieren und somit zu einem Remodeling der Prothese beitragen kdnnen.
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