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Zusammenfassung

Die Zahl kardiovaskulérer Bioprothesenimplantationen nimmt stetig zu — insbesondere
im Bereich der Aortenklappen, deren Ersatz in den Industrienationen die hdufigste Form
des Herzklappenersatzes darstellt. Bioprothesen unterliegen jedoch einer kalzifizierenden
Degeneration, wodurch ihre strukturelle Haltbarkeit begrenzt ist. Diabetes mellitus gilt in
diesem Zusammenhang als bedeutender Risikofaktor fiir die beschleunigte Degeneration,
da er inflammatorische und metabolische Prozesse fordert. Vor diesem Hintergrund riickt
die Forschung zur Verbesserung der strukturellen Haltbarkeit bioprothetischer Klappen
unter diabetischen Bedingungen zunehmend in den wissenschaftlichen Fokus.
Pioglitazon, ein Agonist des Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma
(PPARY) aus der Klasse der oralen Antidiabetika, erwies sich in klinischen Studien als
protektiv  gegeniiber der Progression der Arteriosklerose und wird mit
antiinflammatorischen Effekten assoziiert. Experimentelle Befunde deuten darauf hin,
dass Pioglitazon die Kalzifikation nativer Aortenklappen hemmen kann. Ob und
inwiefern sich diese Effekte auch auf kardiovaskuldre Bioprothesen unter diabetischen
Bedingungen {ibertragen lassen, ist bislang jedoch unzureichend untersucht. Ziel dieser
experimentellen Arbeit war es, den Einfluss von Pioglitazon auf die in vivo-Degeneration
klappentragender Aortenbioprothesen unter diabetischen Bedingungen in einem bereits
etablierten Rattenmodell der heterotopen Implantation zu untersuchen. Drei Gruppen
a 20 ménnlichen = Wistar-Ratten  (n=60) wurden allogene kryokonservierte
klappentragende Aortenbioprothesen infrarenal an die Aorta abdominalis implantiert und
nach 4 sowie 12 Wochen auf degenerative Verdnderungen analysiert. Zwei der Gruppen
(DM-Gruppe und DM+Pio-Gruppe; n=40) wurden vor der Implantation mittels
intraperitonealer Streptozotocin-Injektion sowie einer high-fat diet eine diabetische
Stoffwechsellage induziert. Eine dieser Gruppen (Pio-Gruppe, n = 20) erhielt zusétzlich
Pioglitazon tiber das Futter (150 mg/kg). Die Kontrollgruppe (n=20) erhielt normal-
didtisches Futter. Die klappentragenden Aortenbioprothesen wurden nach 4
(Kurzzeitversuch) bzw. 12 Wochen (Langzeitversuch) explantiert und anschliefend
mittels histologischer, immunhistochemischer Verfahren sowie quantitativer PCR
analysiert. Unter diabetischen Bedingungen wurde nach 4 Wochen eine signifikante
Mediaproliferation beobachtet. Die zusétzliche Gabe von Pioglitazon fiihrte sowohl nach
4 Wochen (p = 0,0002) als auch nach 12 Wochen (p=0,0107) zu einer signifikanten
Reduktion der Mediabreite. Dariiber hinaus war die Kalzifikation der Media nach
12 Wochen  unter  Pioglitazon  signifikant gehemmt (p=0,0079). Die
Genexpressionsanalyse ergab zudem nach 4 Wochen eine signifikante Abnahme der
chondro-osteogenen Marker Osteopontin und BMP-2 unter Pioglitazon. Die
vorliegenden Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass Pioglitazon der strukturellen
Degeneration von Bioprothesen unter diabetischen Bedingungen entgegenwirken kann.
Bei der Einordnung der Ergebnisse sollten methodische Einschrinkungen beriicksichtigt
werden, insbesondere die heterotope Implantation mit reduzierter himodynamischer
Belastung sowie die begrenzte Beobachtungsdauer in einem Kleintiermodell. Gleichwohl
leistet die vorliegende Arbeit einen relevanten Beitrag zum Verstindnis degenerativer
Prozesse biologischer Transplantate unter diabetischen Bedingungen und liefert
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experimentelle Hinweise auf einen potenziellen therapeutischen Ansatz durch die
Aktivierung von PPARy. Um das therapeutische Potenzial von PPARy-Agonisten
fundiert beurteilen zu kdnnen, sind sowohl weiterfiihrende préklinische Untersuchungen
zur Aufklarung der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen als auch translational
ausgerichtete Studien erforderlich, um die klinische Relevanz dieser Therapieoption
weiter zu priifen.
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Abstract

The number of cardiovascular bioprosthetic implantations continues to rise, particularly

in the field of aortic valves, which represent the most frequently replaced heart valves in
industrialized nations. However, bioprostheses are prone to calcific degeneration, which
limits their structural durability. In this context, diabetes mellitus is considered a major
risk factor for accelerated degeneration due to its promotion of inflammatory and
metabolic processes. Accordingly, research aimed at improving the structural durability
of bioprosthetic valves under diabetic conditions is receiving increasing scientific
attention. Pioglitazone, an agonist of the peroxisome proliferator-activated receptor
gamma (PPARY) and a member of the class of oral antidiabetic agents, has demonstrated
protective effects against the progression of arteriosclerosis in clinical studies and is
associated with anti-inflammatory properties. Experimental findings further suggest that
pioglitazone can inhibit the calcification of native aortic valves. However, whether and

to what extent these effects also apply to cardiovascular bioprostheses under diabetic
conditions remains largely unexplored. The aim of this experimental study was to
investigate the effect of pioglitazone on the in vivo degeneration of valve-bearing aortic
bioprostheses under diabetic conditions in an established rat model of heterotopic
implantation. Sixty male Wistar rats (n =20 per group) were divided into three groups.
Allogeneic cryopreserved aortic conduits, including the aortic valve, were implanted
infrarenally into the abdominal aorta and analyzed for degenerative changes after 4 and

12 weeks. In two groups (DM group and DM+Pio group; n = 40), a diabetic metabolic
state was induced via intraperitoneal streptozotocin injection and a high-fat diet prior to
implantation. One of these groups (DM+Pio group; n=20) additionally received
pioglitazone administered via the diet (150 mg/kg). The control group (n=20) received

a standard diet. Aortic conduits were explanted at 4 (short-term) and 12 weeks (long-
term) and subsequently analyzed by histological and immunohistochemical methods as
well as quantitative PCR. Under diabetic conditions, a significant medial proliferation
was observed after 4 weeks. The addition of pioglitazone led to a significant reduction in
medial thickness in both the short-term (p=0.0002) and long-term experiments
(p=0.0107). Furthermore, medial calcification was significantly inhibited after 12 weeks
of pioglitazone treatment (p = 0.0079). Gene expression analysis revealed a significant
decrease in the chondro-osteogenic markers osteopontin and BMP-2 after 4 weeks of
pioglitazone treatment. These findings support the hypothesis that pioglitazone may
counteract structural degeneration of bioprostheses under diabetic conditions. When
interpreting the results, methodological limitations should be considered—particularly

the heterotopic implantation with reduced hemodynamic load and the limited observation
period in a small animal model. Nevertheless, this study provides a valuable contribution
to the understanding of degenerative processes in biological grafts under diabetic
conditions and offers experimental evidence for a potential therapeutic approach via
PPARYy activation. To thoroughly assess the therapeutic potential of PPARy agonists,
further preclinical investigations to elucidate the underlying molecular mechanisms, as
well as translational studies, are warranted to evaluate their clinical applicability.
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Abkiirzungsverzeichnis

BV 4 Wochen
L2V 12 Wochen
18 . e, ribosomale Ribonukleinsdure18S
OG-SV A alpha-smooth muscle actin
ACHD . .o Beta-actin

AGE:s..........fortgeschrittene Glykationsendprodukte (advanced glycation endproducts)

AT .. Alanin-Aminotransferase
ANOVA . Varianzanalyse (analysis of variance)
AST Aspartat-Aminotransferase
BM -2, Bone Morphogenetic Protein-2
B A Bovines-Serum-Albumin
B . Niichternblutzucker
Gl Calcium
CAVD.......... Kalzifizierende Aortenklappenerkrankung (Calcific aortic valve disease)
cDNA. ...l komplementére Desoxyribonukleinsdure (complementary DNA)
1T P Gesamtcholesterin
DAPL. ... 4¢,6°-Diamidino-2°-phenylindol
AHRO . .. destilliertes Wasser
DML Diabetes mellitus

HD L. high-density lipoprotein
HE . Héamatoxylin-Eosin
HE D . .o high-fat diet
5 PO Interleukin-1§
P Interleukin-6
Kalium
K G .o Korpergewicht
Krea. ..o Kreatinin
LD low-density lipoprotein
mRNA................... Boten-Ribonukleinsdure (messenger ribonucleic acid)

O N Osteocalcin
OLETF... ..o Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty

1Y%



O P N L e Osteopontin

O Objekttrager
PB S . Phosphat-gepufferte Salzlosung
PCR..........oo Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
g 1 Pioglitazon
PPAR-Y.....coiiiiiiiiii, Peroxisome-Proliferator-Activated Receptor Gamma
PWV . Pulswellen-Geschwindigkeit (pulse wave velocity)
qPCR......., semiquantitative real-time Polymerasekettenreaktion
RAGE........c.oo receptor for advanced glycation endproducts
RPLI3a. ... ribosomales Protein L13a
RO RNA quality number
RUNXZ. ..o Runt-Related Transcription Factor 2
SEM.....ooiiiiiiiiiiiieie Standardabweichung (standard error of the mean)
ST .o Streptozotocin
SVD......oiiiin strukturelle Klappendegeneration (Structural Valve Deterioration)
TAVIL. ..o Transkatheter-Aortenklappenimplantation
(Transcatheter Aortic Valve Implantation)
G Triglyzeride
TINF-Q. .o e Tumornekrosefaktor-a
VLDL...o Very Low-Density Lipoprotein
VIV von Willebrand-Faktor

Angelehnt an die Gennomenklatur der Human Genome Organisation wurden murine
Gene kursiv mit groem Anfangsbuchstaben angegeben, wihrend die zugehorigen
Proteine regulédr (nicht kursiv), aber in GroBbuchstaben geschrieben wurden [1]. Aus
Griinden der besseren Lesbarkeit wird in dieser Arbeit fiir Osteocalcin und Osteopontin
die jeweilige Abkiirzung (OCN bzw. OPN) durchgéngig in Gro3buchstaben verwendet,
unabhingig davon, ob die Gen- oder Proteinexpression beschrieben wird.
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1 Einleitung

1.1 Arteriosklerose und Aortenklappenstenose

Die Verkalkung arterieller Gefdfe, auch als Arteriosklerose bezeichnet, wird
klassischerweise in die Intima-betonte Atherosklerose sowie die mediabetonte
Monckeberg-Sklerose untergliedert [2]. Bei der Atherosklerose handelt es sich um einen
aktiv regulierten, chronisch-entziindlichen Prozess, der durch endotheliale Dysfunktion,
Lipidakkumulation, oxidativen Stress, Zytokinfreisetzung und mononukledre
Zellinfiltration in der Intima ausgeldst und durch entziindliche Prozesse aufrechterhalten
wird. Trotz intensiver Forschung sind die molekularen Mechanismen weiterhin nur
teilweise verstanden [3-7]. Das Vorliegen atherosklerotischer Verdnderungen geht mit
einer erhohten kardiovaskulidren Mortalitit einher, insbesondere bei Hochrisikopatienten
mit Vorerkrankungen wie Diabetes mellitus [8, 9]. Die mediabetonte Form der
Arteriosklerose, die Monckeberg-Sklerose, tritt insbesondere bei metabolischen
Erkrankungen wie dem Diabetes mellitus auf. Dieser Prozess betrifft primir die
elastischen Fasern der GefdBwand, verlduft ohne signifikante Lumeneinengung und wird
ebenfalls durch metabolische und inflammatorische Faktoren begiinstigt [2, 10].
Kalzifizierende Ablagerungen treten jedoch nicht nur an BlutgefdBen auf, sondern
konnen auch die Herzklappen betreffen. Die am héufigsten erworbene
Herzklappenerkrankung in  den  Industrienationen ist die kalzifizierende
Aortenklappenerkrankung (CAVD, Calcific Aortic Valve Disease), die durch
Verdickung, Fibrosierung und Verkalkung der Aortenklappe gekennzeichnet ist. Die
CAVD reicht von einer milden Sklerose bis hin zur hdmodynamisch relevanten
Aortenklappenstenose. In den Industrienationen weist bereits etwa ein Drittel der {iber
65-Jahrigen eine kalzifizierende Aortenklappensklerose auf [11]. Fiir das Jahr 2021
wurde die weltweite Privalenz der CAVD auf circa 13,3 Millionen Fille geschitzt.
Basierend auf modellierten Daten der Global Burden of Disease Study wird bis zum Jahr
2050 ein Anstieg auf rund 30 Millionen Fille prognostiziert [12]. Dies unterstreicht die
klinische und gesundheitsokonomische Relevanz der Erkrankung, insbesondere im
Hinblick auf die demografische Entwicklung und den damit verbundenen steigenden

Versorgungsbedarf.



Das Sterberisiko steigt kontinuierlich mit dem Schweregrad der Stenose an: Eine
moderate Aortenklappenstenose ist mit einer 5-Jahres-Mortalitdt von tiber 50 %
assoziiert [13], wiahrend Patienten mit schwerer Aortenstenose ohne Intervention eine
5-Jahres-Mortalitét von etwa 93 % aufweisen [14]. Bei einer hochgradigen Stenose stellt
der Herzklappenersatz derzeit die einzige kausale Therapieform dar und ist daher meist

unvermeidbar [15].

1.1.1 Herzklappenersatz und die Degeneration von Bioprothesen

Zum aktuellen Zeitpunkt stehen zwei Formen von Endoprothesen zum Ersatz der
Aortenklappe zur Verfiigung: mechanische und biologische Aortenklappenprothesen.
Die Entscheidung fiir eine mechanische Prothese ist mit einer lebenslangen
Antikoagulationstherapie mit Vitamin-K-Antagonisten verbunden [15]. Diese erfordert
eine engmaschige Kontrolle, da sowohl Uber- als auch Unterdosierungen mit einem

erhohten Risiko fiir Blutungen bzw. thromboembolische Ereignisse einhergehen [16].

Die Implantation biologischer Herzklappenprothesen hat sich in den letzten Jahren
zunehmend als bevorzugte Therapieoption etabliert. Sie ermdglicht nicht nur den
Verzicht auf eine langfristige Antikoagulation, sondern kann auch im Rahmen der
minimalinvasiven  Transkatheter-Aortenklappenimplantation ~ (TAVI)  eingesetzt

werden [17].

Biologische Herzklappen bestehen {iberwiegend aus Rinderperikard oder
Schweineaortenklappen, wihrend Homografts in der klinischen Praxis nur selten zur
Anwendung kommen [18]. Trotz bedeutender Fortschritte in der Entwicklung
biologischer Herzklappenprothesen ist deren Lebensdauer aufgrund degenerativer
Verdnderungen  weiterhin ~ begrenzt  [19]. Die  sogenannte  strukturelle
Klappendegeneration (SVD, structural valve deterioration) beschreibt irreversible,
intrinsische Verdanderungen des Klappengewebes [20]. Dieser fortschreitende Prozess ist
charakterisiert durch fibrotische und kalzifizierende Umbauvorginge sowie eine
zunehmende Verdickung und Versteifung der Klappensegel. In fortgeschrittenen Stadien
kann es zu Rissen oder Perforationen der Segel kommen, was eine himodynamische
Dysfunktion in Form einer Stenose, einer Insuffizienz oder einer Kombination beider zur

Folge haben kann [21].



In einer prospektiven Studie von Bourguignon et al. betrug die mittlere Haltbarkeit einer
biologischen Aortenklappenprothese 19,7 Jahre [22]. Eine Langzeitstudie mit 12.569
Patienten zeigte, dass bei Patienten unter 60 Jahren die Explantationsrate aufgrund einer
SVD nach 20 Jahren bei 46 % lag [23]. Reinterventionen infolge einer SVD nach
bioprothetischem Aortenklappenersatz sind jedoch mit einer erhohten Mortalitét
assoziiert [24, 25], sodass die Relevanz einer zielgerichteten Therapie zur
Verlangsamung der SVD-Progression deutlich wird. Eine effektive medikamentose
Therapie zur Verlangsamung oder Verhinderung der SVD steht bislang nicht zur
Verfligung. Vor diesem Hintergrund ergibt sich ein dringender Bedarf an translationaler

Forschung zur Entwicklung pharmakologischer Ansétze zur Pravention der SVD.

Bei der SVD spielen neben dem Alter zum Zeitpunkt des Protheseneinsatzes auch
klassische Risikofaktoren der Atherosklerose, darunter Rauchen, arterielle Hypertonie,
chronische Niereninsuffizienz, Dyslipidimie und das metabolische Syndrom, eine
wesentliche Rolle [17]. Besonders hervorzuheben ist der Typ-2-Diabetes mellitus, dessen
zunehmende Inzidenz in westlichen Landern seine klinische Relevanz als Risikofaktor

weiter verstarkt [26].

1.2 Diabetes mellitus

1.2.1 Definition und Epidemiologie

Diabetes mellitus (DM), kurz Diabetes, bezeichnet eine heterogene Gruppe von
Stoffwechselerkrankungen, deren gemeinsames Leitsymptom eine chronische
Hyperglykdmie ist, eine anhaltende Erhohung des Blutglukosespiegels infolge gestorter
Insulinsekretion, -wirkung oder beidem [27]. Diabetes mellitus wird iiberwiegend in
Typ1 und Typ 2 unterteilt, wobei Typ 2 iiber 90 % aller Fille betrifft [26].
Gestationsdiabetes sowie genetische, pankreoprive oder medikamentds bedingte

Subtypen sind deutlich seltener.

Typ-1-Diabetes mellitus ist eine meist im Kindes-, Jugend- oder jungen Erwachsenenalter
manifestierende  Erkrankung, die durch eine autoimmune Zerstorung der
insulinproduzierenden B-Zellen im Pankreas gekennzeichnet ist. Infolge des absoluten
Insulinmangels ist eine lebenslange Insulinsubstitution erforderlich [28]. Die Atiologie

des Typ-1-Diabetes ist multifaktoriell und beruht auf einem Zusammenspiel genetischer



Pradispositionen (v.a. HLA-assoziiert) sowie Umweltfaktoren, wobei Virusinfektionen,
friihkindliche Erndhrung und ein verdndertes intestinales Mikrobiom diskutiert

werden [29, 30].

Typ-2-Diabetes mellitus ist eine chronisch-progrediente Erkrankung, die durch eine
periphere Insulinresistenz sowie einen fortschreitenden Funktionsverlust der
pankreatischen Betazellen gekennzeichnet ist. Dies fithrt zu einer unzureichenden

Insulinsekretion und in der Folge zu einer anhaltenden Hyperglykamie [31].

Zu den zahlreichen Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Typ-2-Diabetes zdhlen
Bewegungsmangel und eine hyperkalorische Erndhrung, etwa durch fettreiche oder
zuckerreiche Kost, die iiber metabolische und mikrobielle Mechanismen zur Entwicklung
von Adipositas und Insulinresistenz beitragen konnen [32, 33]. Adipositas zihlt in diesem
Zusammenhang zu den wichtigsten Risikofaktoren fiir die Entstehung und Progression

des Typ-2-Diabetes [34].

Im Jahr 2024 wurde die weltweite Privalenz des Diabetes mellitus bei Erwachsenen im

Alter von 20 bis 79 Jahren auf 589 Millionen Félle geschitzt, wobei Typ-2-Diabetes den
iiberwiegenden Anteil ausmacht. Bis 2045 wird ein Anstieg um 45 % auf 853 Millionen
erwartet, was die Relevanz dieser Erkrankung als eine der grofiten globalen
gesundheitlichen Herausforderungen der kommenden Jahrzehnte sowie als Risikofaktor

fiir die SVD unterstreicht [26].

1.2.2 Einfluss von Diabetes mellitus auf die Degeneration von Bioprothesen

Diabetes mellitus ist nicht nur ein etablierter Risikofaktor fiir die Entwicklung von
Atherosklerose, sondern spielt auch eine zunehmend anerkannte Rolle in der Pathogenese
der CAVD sowie in der Degeneration bioprothetischer Implantate — sowohl auf Gefal3-

als auch auf Klappenebene [35-38].

Die Pathophysiologie der SVD zeigt deutliche Parallelen zur Atherosklerose sowie zur
CAVD. In allen drei Entitéten finden sich gemeinsame histopathologische Merkmale wie
eine Infiltration durch Makrophagen und T-Lymphozyten, Lipidablagerungen sowie die
Expression proinflammatorischer Zytokine wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und
Interleukin-6  (IL-6) [39-42]. Zudem zeigen Studien, dass eine ossére

Transdifferenzierung von Zellen innerhalb des Prothesengewebes — begleitet von einer



vermehrten Expression von Knochenmarkern wie Bone Morphogenetic Protein-2
(Bmp- 2), Osteocalcin (OCN) und Osteopontin (OPN) — sowohl in der Pathogenese der
CAVD [43] als auch in der Degeneration biologischer Herzklappen- und
Gefédllprothesen [42, 44] eine zentrale Rolle spielt. Im Kontext des Diabetes mellitus sind
diese degenerativen Prozesse deutlich akzentuiert. Chronische Hyperglykdamie fordert die
Bildung sogenannter Advanced Glycation Endproducts (AGEs), die iiber die Bindung an
den RAGE-Rezeptor (Receptor for Advanced Glycation Endproducts) inflammatorische
und prokalzifizierende Signalkaskaden aktivieren [45, 46]. Dieser Mechanismus wurde
sowohl fiir native als auch fiir bioprothetische Klappen beschrieben und gilt als zentraler
Vermittler der diabetesspezifischen Gewebeschiddigung [47, 48]. Bioprothesen sind dabei
besonders vulnerabel, da ihnen endogene Reparaturmechanismen, wie vaskuldre
Versorgung oder Zellregeneration, weitgehend fehlen [18]. Studien zeigen, dass
oxidativer Stress, Glykation und Matrixverdanderungen bei diabetischer Stoffwechsellage
zu einer frithzeitigen Kalzifikation und mechanischen Degeneration des xenogenen
Gewebes flihren [49]. In einer prospektiven, multizentrischen Kohortenstudie belegten
Lorusso et al., dass Patienten mit Typ-2-Diabetes ein signifikant hoheres Risiko fiir eine
beschleunigte SVD aufweisen als Nichtdiabetiker — mit konsekutiv reduzierter
Haltbarkeit der Prothesen [50]. Pathophysiologische Vergleiche zwischen nativem und
bioprothetischem  Gewebe unter diabetischer  Stoffwechsellage, wie sie
Yeghiazaryan et al. vorgenommen haben, zeigen in beiden Gewebetypen eine verstirkte
Inflammation und Matrixdegradation [51]. Auch Typ-1-Diabetes ist mit einem deutlich
erhohten Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen assoziiert und geht im Vergleich zu
Typ-2-Diabetes mit einem noch hoheren Risiko fir CAVD einher [52, 53]. Da
pathophysiologische Mechanismen wie Inflammation, Lipidakkumulation und
Glykationsprozesse auch bei Typ-1-Diabetes relevant sind [54-56], erscheint eine
vergleichbare oder sogar verstirkte Beteiligung an der Bioprothesendegeneration
naheliegend. Bislang fehlen jedoch systematische Untersuchungen, die den Einfluss von
Typ-1-Diabetes auf die Degeneration bioprothetischer Herzklappen analysieren, sodass
hier weiterer Forschungsbedarf besteht. Angesichts der klinischen Relevanz gewinnt die
Frage nach pridventiven Strategien zur Verzdgerung der Prothesendegeneration
zunehmend an Bedeutung, insbesondere im Hinblick auf medikamentdse Ansétze, die

diabetesspezifische Schidigungsmechanismen gezielt modulieren.



1.2.3 Das HFD/STZ-induzierte Diabetesmodell

Um diabetische Versuchsbedingungen zu etablieren, entschieden wir uns fiir ein von
Mansor et al. beschriebenes Modell, das die Kombination einer fettreichen Didt (HFD)

mit einer niedrig dosierten Streptozotocin-(STZ)-Injektion beinhaltet [57]. Dieses Modell
soll die klinisch beobachtete Abfolge von Insulinresistenz und nachfolgendem B-Zell-
Versagen nachbilden und wird in der experimentellen Forschung insbesondere zur

Untersuchung fortgeschrittener Stadien des Typ-2-Diabetes eingesetzt [58].

Die HFD induziert dabei eine Hyperinsulindmie und Insulinresistenz, die den ersten
Schritt in der Pathogenese des Typ-2-Diabetes darstellen [59]. Im zweiten Schritt wird
STZ appliziert, eine Substanz, die urspriinglich als Chemotherapeutikum entwickelt
wurde, jedoch seit vielen Jahren experimentell zur Induktion diabetischer
Stoffwechsellagen eingesetzt wird, da sie selektiv toxisch auf pankreatische B-Zellen
wirkt [60]. Eine hohe Dosis fiihrt zu einer massiven -Zell-Nekrose mit konsekutivem
vollstandigem Ausfall der Insulinproduktion und damit zur Manifestation eines Typ-1-
Diabetes [61]. In niedriger Dosierung induziert STZ hingegen eine partielle Reduktion
der B-Zell-Masse und somit einen relativen Insulinmangel [62]. In Kombination mit der
durch die HFD bedingten Gewichtszunahme lésst sich auf diese Weise innerhalb einer
kurzen Versuchszeit eine diabetische Stoffwechsellage etablieren, die dem klinischen
Bild eines Typ-2-Diabetes nahekommt [63]. Da die durch STZ induzierte B-
Zellschiadigung in dieser Form beim Menschen nicht vorkommt, bildet das Verfahren die
Pathophysiologie des menschlichen Typ-2-Diabetes nicht exakt ab. Es ist daher vielmehr
als Hybridmodell zu betrachten, das neben Insulinresistenz auch Typ-1-dhnliche

Komponenten umfasst [62].

Nach Evaluation der STZ-Applikation mit zwei Dosierungen (25 und 30 mg/kg KG) in
einem Pilotprojekt mit sechs ménnlichen Wistar-Ratten entschieden wir uns fiir die

niedrigere Dosis fiir die folgenden Experimente.



1.3 Pioglitazon — ein PPARYy-Agonist

1.3.1 Wirkmechanismus und klinische Relevanz

Pioglitazon ist ein orales Antidiabetikum aus der Klasse der Thiazolidindione (TZDs),

das seit Ende der 1990er-Jahre zur Behandlung des Typ-2-Diabetes zugelassen ist und
heute insbesondere bei Patienten mit ausgeprégter Insulinresistenz und kardiovaskuldren
Begleiterkrankungen eingesetzt wird [64]. Es wirkt als selektiver Agonist des nukledren
Transkriptionsfaktors Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma (PPARY), der
insbesondere im Fettgewebe, aber auch in Leber, Skelettmuskulatur und Endothelzellen
exprimiert wird. Die Aktivierung von PPARY induziert die Transkription zahlreicher
Gene, die die Insulinwirkung verstirken und an der Regulation des Glukose- und
Lipidstoffwechsels beteiligt sind [65]. Dies fiihrt zu einer verbesserten Insulinsensitivitat
in peripheren Zielgeweben, einer Senkung des Plasmainsulinspiegels und damit zu einer

optimierten glykdamischen Kontrolle [66].

Der Einsatz von Pioglitazon erfordert eine sorgfiltige Nutzen-Risiko-Abwégung, da die
Therapie mit Nebenwirkungen wie Gewichtszunahme, Fliissigkeitsretention und einem
erhohten Risiko fiir Herzinsuffizienz assoziiert sein kann [67]. Infolgedessen wird
Pioglitazon in den deutschen Leitlinien nicht als Standardtherapie, sondern lediglich als

Drittlinienoption eingestuft.

Gleichzeitig zeigen préklinische und klinische Studien, dass Pioglitazon {iber seine
glykdmischen Effekte hinaus auch antiinflammatorische, antioxidative und
antiapoptotische Eigenschaften besitzt, die auf eine protektive Wirkung im Gewebe
hindeuten [65, 68]. Zudem kristallisierte sich heraus, dass Pioglitazon mit einer
Reduktion kardiovaskuldrer Ereignisse einhergeht und damit einen kardioprotektiven
Effekt aufweist [67, 69]. Erginzend hierzu konnte in einem Kleintiermodell chronischer
Niereninsuffizienz gezeigt werden, dass Pioglitazon degenerative Verdnderungen
kardiovaskuldrer Bioprothesen abschwicht [70] und damit sowohl kardioprotektive als

auch renoprotektive Eigenschaften aufweist.

Diese Erkentnisse riicken Pioglitazon zunehmend in den Fokus translationaler Forschung,

die das Potenzial einer PPARy-aktivierenden Therapie jenseits der Blutzuckerkontrolle



untersucht, insbesondere im Hinblick auf degenerative Prozesse an biologischen

Implantaten.

1.3.2 PPARy-Aktivierung als potenzieller therapeutischer Ansatz zur

Vermeidung bioprothetischer Degeneration

In der PROactive-Studie, einer prospektiven, randomisierten, multizentrischen
Untersuchung mit 5.238 Patienten mit Typ-2-Diabetes und manifester Makroangiopathie,
wurde erstmals gezeigt, dass Pioglitazon {iber seine glukosesenkende Wirkung hinaus zu
einer signifikanten Reduktion des sekunddren kombinierten Endpunkts aus
Gesamtmortalitét, nicht-tddlichem Myokardinfarkt und Schlaganfall fithrte und damit
den Nachweis fiir einen direkten kardiovaskuldren protektiven Effekt erbrachte [67].
Erginzend zeigte die CHICAGO-Studie, dass Pioglitazon im Vergleich zu Glimepirid die
Progression der Intima-Media-Verdickung der Arteria carotis signifikant verlangsamte,
was auf einen antiarteriosklerotischen Effekt hinweist [71]. Diese klinischen Daten
liefern eine entscheidende Grundlage fiir die Hypothese, dass Pioglitazon auch bei der
Vermeidung struktureller Degeneration an biologischen Implantaten therapeutisches

Potenzial entfalten konnte.

Auf molekularer Ebene wurden in préklinischen Modellen zahlreiche Mechanismen
identifiziert, iber die Pioglitazon potenziell protektiv wirkt. Igarashi et al. demonstrierten
in einem Rattenmodell einer balloninduzierten Gefdverletzung, dass Pioglitazon die
Proliferation glatter Muskelzellen hemmte und das Verhéltnis von Neointima zu Media
signifikant reduzierte — ein Hinweis auf antiproliferative Effekte [72]. Weiterhin
modulieren PPARy-Agonisten zentrale Entziindungssignalwege, insbesondere durch
Hemmung der NF-kB-Aktivierung, und reduzieren dadurch die Expression
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-6 [65]. Die antiinflammatorische
Wirkung von PPARYy-Agonisten ist insbesondere im Kontext des Diabetes mellitus von
Relevanz: Chronische Hyperglykdmie und Insulinresistenz begiinstigen die
Akkumulation proinflammatorischer Mediatoren und fordern iiber AGE-RAGE-
vermittelte Mechanismen vaskuldre und valvuldre Schidigungsprozesse. Mehrere
Studien verdeutlichen diesen Zusammenhang: In einem diabetischen Rattenmodell zeigte
Wang et al., dass der PPARY-Agonist Rosiglitazon die Proliferation glatter Muskelzellen

sowie die Expression von RAGE signifikant reduzierte [73]. Dariiber hinaus



demonstrierten Li et al., dass Pioglitazon die Kalzifikation von nativen Aortenklappen

durch Hemmung von RAGE-Signalwegen abschwéchte [47].

Zusitzlich fordert Pioglitazon die Expression von Adiponektin, einem Adipozytokin mit
antiinflammatorischen und antiatherosklerotischen Eigenschaften. In klinischen Studien

konnte ein signifikanter Anstieg der Adiponektin-Spiegel im Serum beobachtet werden,

der mit einer Abnahme systemischer Entziindungsmarker wie CRP und TNF-a assoziiert
war [74]. Da reduzierte Adiponektin-Konzentrationen mit endothelialer Dysfunktion und
atherosklerotischer Plaquebildung assoziiert sind [68], konnte die durch Pioglitazon
vermittelte Hochregulation von Adiponektin ein zentraler Mechanismus seiner

gefaBprotektiven Wirkung darstellen [75].

In einem Kaninchenmodell der Aortenklappenkalzifikation fiihrte die Behandlung mit
Pioglitazon in vivo zu einer verminderten Expression von OPN in nativen Aortenklappen.
In kultivierten porzinen valvuldren interstitiellen Zellen inhibierte Pioglitazon die
Transdifferenzierung zu osteoblastendhnlichen Zellen und unterdriickte die durch AGEs
induzierte Hochregulation der osteogenen Marker BMP-2, Runx2 und OPN, was auf eine
anti-kalzifizierende Wirkung hinweist [47]. Eine ergénzende Studie von Assmann et al.
zeigte dariiber hinaus, dass eine PPARy-Aktivierung unter hypercholesterindmischen
Bedingungen die Kalzifikation innerhalb der Intima biologischer, klappentragender
GefdBtransplantate reduzieren kann [76]. Trotz dieser vielversprechenden Befunde bleibt
bislang unklar, ob Pioglitazon die strukturelle Degeneration bioprothetischer Klappen,
insbesondere unter diabetischer Stoffwechsellage, hemmen kann. Diese Fragestellung

bildet die Grundlage fiir die im Folgenden vorgestellte Forschungsarbeit.

1.4 Ziel der Arbeit

Die Degeneration bioprothetischer Herzklappen stellt trotz ihrer weiten klinischen
Anwendung ein ungelostes Problem dar. Risikofaktoren und pathophysiologische
Mechanismen dhneln denen der Atherosklerose, wobei Diabetes mellitus eine besondere
Rolle spielt. Chronische Hyperglykdmie begiinstigt iiber AGE/RAGE-vermittelte
Signalwege entziindliche und degenerative Umbauprozesse, die die strukturelle Integritét
bioprothetischer Implantate beeintrdchtigen konnen. Priklinische Daten deuten darauf
hin, dass Pioglitazon diese Mechanismen abschwichen und protektive Effekte entfalten
kann. Ob dies auch fiir Bioprothesen unter diabetischen Bedingungen zutrifft, ist jedoch
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unklar. Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss von Pioglitazon auf degenerative
Verinderungen klappentragender Aortenbioprothesen in einem diabetischen Tiermodell
zu untersuchen. Hierzu wurde ein Modell der heterotopen Implantation einer
klappentragenden Aorta (Konduit) mit einem auf fettreicher Didt und niedrig dosiertem
STZ basierenden Diabetesmodell kombiniert. Verglichen wurden normoglykdmische
Kontrollen sowie diabetische Tiere mit und ohne Behandlung mit Pioglitazon. Mittels
histologischer und molekularbiologischer Untersuchungen sowie ergidnzender
Blutanalysen wurde untersucht, ob Pioglitazon protektive Effekte im Sinne einer

Hemmung inflammatorischer und kalzifizierender Umbauprozesse entfaltet.



2 Material

Im Folgenden werden die im Projekt verwendeten Verbrauchsmaterialien, sowie

Chemikalien und Pharmazeutika, Gerite und Software tabellarisch aufgefiihrt.

2.1 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

8-0-Monofilament-Nylon
Kryordhrchen

Butterfly Kaniile
Deckglaser
Einbettschélchen
Filterpapier

HFD-Futter
KP-CryoCompound

Glasobjekttrager (SuperFrost
Plus)

Roti-Histokitt IT
(Eindeckmedium)

Silikonstift Dako-Pen

SuperFrost® Plus
Objekttrager

6-Well-Platte

Ethicon Endo-Surgery GmbH (Johnson & Johnson), Norderstedt, DE
VWR International, LLC, Radnor, Pennsylvania, USA, Ref. 4791262
Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA, Ref. 367286
Engelbrecht, Erdermiinde, DE, Ref. K12450

Medite GmbH, Burgdorf, DE, Ref. 48-6303-00

Macherey- Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, DE, Ref. 572018

ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, DE, Ref. E15741-34

Klinipath, Duiven, Niederlande, 1620C

R. Langenbrinck, Emmendingen, DE, Ref. 030060

Carl Roth, Karlsruhe, DE, Ref. T160.1

DAKO GmbH, Jena, DE, S2002

R. Langenbrinck Labor- & Medizintechnik, Emmerdingen, DE,
Ref. 03-0060

Cellstar, Geriner Bio-One, Frickenhausen, DE, Ref. 657160

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien



2.2 Chemikalien und Reagenzien

Produktbezeichnung Hersteller Artikelnummer
Aceton Merck Millipore, Darmstadt, DE 1.00003.1000
Alcianblau Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA A5268-25G
Alizarinrot-S Carl Roth, Karlsruhe, DE 0.348.2
Ammoniumhydroxid 30 % Carl Roth, Karlsruhe, DE CP17.1

Brilliant Crocein R Waldeck GmbH & Co. KG Miinster, DE 1B-109
Chloroform Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 037K3734

Dulbecco’s Modified Eagle Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 31966-021
Medium

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA D8418
Dithiothreitol (DTT) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, R0862
Eisen-Chlorid-Hexahydrat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 236489-100G
Eosin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 861006
Essigsdure 100 % Carl Roth, Karlsruhe, DE 6755.2

Ethanol (versch. %) Zentralapotheke UKD, Diisseldorf, DE 111934-04/-27/-62

Ethanol reinst Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 34852

4 % Formaldehyd-Losung Carl Roth, Karlsruhe, DE P087.3
(Rotifix)

Formaldehyd 37 % Carl Roth, Karlsruhe, DE 4979.1
Fetales Kédlberserum Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA F7524
Hamatoxylin Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 6765009
HC132-37 % Carl Roth, Karlsruhe, DE 2601.1
Jod Carl Roth, Karlsruhe, DE 7935.2
Kaliumjodid Carl Roth, Karlsruhe, DE 8491.1




0,9 %ige Natriumchlorid-
Losung

Natriumthiosulfat

Phosphat-gepufferte
Salzlésung, (PBS)

Phosphotungistic Acid

Pikrinsdure

RNAse freies Wasser

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg vor der
Hohe

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

04801702

72049-260G

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 14190-094

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

VWR International GmbH Bruchsal, DE

VWR International GmbH Bruchsal, DE

P4006-250G

84512.260

1.15333.2500

Silbernitrat Carl Roth, Karlsruhe, DE 9370.1
Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 72049-250G
Natriumcarbonat Merck, Darmstadt, DE 1-06392.1000
Kernechtrot- Carl Roth, Karlsruhe, DE NO069.1
Aluminiumsulfatlosung
RDD Puffer Quiagen N.V., Venlo, Niederlande 79254
Safran du Gatinais Waldeck GmbH & Co. KG Miinster, DE 5A-394
Saurefuchsin Carl Roth, Karlsruhe, DE T128.1
Trizol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA T9424
Xylol VWR International GmbH Bruchsal, DE 28975.325
Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien und Reagenzien
2.3 Pharmazeutika
Produkt Hersteller Artikelnummer
Amphotericin B Cheplapharm, Greifswald, DE 05104483
Betaisodona Mundipharma, Frankfurt am Main, DE 01970433
Carprofen Norbrook Laboratories Ltd, Newry, UK 226-793
Heparin Ratiopharm, Ulm, DE 03029820
Isofluran Piramal Critical Care Bethlehem, PA, USA 9714675




Esketaminhydrochlorid Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, DE 16021197

Natriumchlorid 0,9% Fresenius Kabi Ag, Bad Homburg, DE 00809090
Penicillin-Streptomycin Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 15140-122
Pioglitazon (Actos) Takeda Pharmaceutical Company Ltd, 21100AMZ00642

Osaka, Japan

Streptozotocin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA S0130

Tabelle 3: Ubersicht iiber die im Projekt verwendeten Pharmazeutika

2.4 Kits
Kit Hersteller Artikelnummer
GoTaq qPCR Master Mix Promega, Medison, Wisconsin, USA A6002
Quiagen RNeasy Mini Kit Quiagen N.V., Venlo, Niederlande 74106
QuantiTect Reverse Quiagen N.V., Venlo, Niederlande 205313

Transcription Kit

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Kits

2.5 Gerite und Apparaturen

Beschreibung Hersteller

Blutglukosemessgerit StatStrip Express 2, Nova Biomedical GmbH, Waltham,
MA, USA

Autoklav VX-95, Systec Bergheim, DE

Feinwaage BP 110 S
5200 Fragment Analyzer

Gewehomogenisator Gentle MACS
Dissociator M-Tuber

Kryostat

Kiihlblock

Leuchtstoffrohre

Sartorius, Gottingen, DE
Agilent Technologies, Santa Clara, USA, M5310AA

Milteny Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, DE

Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland, CM1959

Nalge Nunc International Corporation, Rochester, New
York, USA

Osram, Miinchen, DE




Magnetriiher, Rotilabo®
Mikroskopkamera
Durchlichtmikroskop
Fluoreszenzlampe
Narkosegerit

Ultraschallgerét Philips HD X11E

OP-Lampe

OP-Mikroskop

Pipetten

ph-Sonde, Easyform Plus VP 120
Sterile Werkbank

StepOnePlus Real-Time PCR System
Tecan Reader, infinite M1000 PRO
Thermocycler T3000

Ultraschallgerét

Waage
Wérmeschrank
Zentrifuge 5804R

Kiihlzentrifuge

Kiihltruhe —80 °C

Carl Roth, Karlsruhe, DEMH15

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE, DFC425C
Leica Microsystems, Wetzlar, DE, Leica DM 2000
Leica, Wetzlar, DE, DFC425 C

UGO Basile S.R.I., Comerio, Italien, Modell 7025

Philips GmbH, Hamburg DE

Dr. March GmbH & Co. KG, Ebersberg, Deutschland,
Triaflex

Nikon Instruments, Amsterdam Niederlande, SMZ-1-
Zoom-Stereomikroskop

Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

Hamilton Company, Reno, NV, USA, 238633-1111
Kendro, Langenselbold, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Tecan Trading AG, Miannedorf. Schweiz

Biometra® GmbH, Géttingen, DE

Philips Healthcare, HD11 XE Ultrasound system, 15 MHz
Schallkopf, Hamburg, Deutschland,

Sartorius BP 110S, Gottingen, DE
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, DE, UT 20
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Schwabach, Deutschland,
Ser-Nr.: 040107658

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Revco, Modell
PULT14903-V12

Tabelle 5: Geriite und Apparaturen



2.6 Software

Software

Hersteller

Gimp Version 2.10

Microsoft® Excel 2019 Version 16.0
Graphdpad Prism Version 8.1.1
Image J Version 2.0

StepOnePlus, Real Time PCR System

StepOne™ Software v2.3

Mikrotitierplatten-Lesegerat
Tecan i-control™ V7.2

GIMP Development Team (Open Source)

Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA
La Jolla, CA, USA
National Institutes of Health, Maryland, USA

Applied Biosystems Inc., Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Applied Biosystems Inc., Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Tecan Trading AG, Miannedorf, Schweiz

Tabelle 6: Software
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3 Methoden

3.1 Studiendesign

Um die Experimente der vorliegenden Arbeit durchzufiihren, wurde ein Kleintiermodell
benotigt, das die In-vivo-Evaluation degenerativer Prozesse in einem kardiovaskuldren
Implantat sowie der systemischen Einfliisse des PPARy-Agonisten Pioglitazon

ermoglichte.

Hierfiir wurde ein in unserer Forschungsgruppe etabliertes Rattenmodell der heterotopen
Implantation von Aortenkonduits verwendet [77]. Spenderratten wurde der Aortenbogen
mit zugehoriger Aortenklappe, im Folgenden als Konduit bezeichnet, entnommen. Nach
Kryokonservierung wurden die U-formigen Konduits in Empfiangerratten infrarenal an
die Aorta abdominalis implantiert. Um moglichst physiologische Bedingungen fiir die
Implantate zu bilden, wurde eine Woche zuvor an der nativen Aortenklappe der
Empfingertiere eine Insuffizienz mithilfe eines vorgeschobenen Drahtes generiert. Die
chirurgischen FEingriffe wurden von Shintaro Katahira durchgefiihrt, wihrend der
Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Aufbereitung der entnommenen Proben sowie deren

Analyse lag.

Das Projekt beinhaltete insgesamt 60 Empféngertiere, die in drei Gruppen a 20 Ratten
aufgeteilt wurden. In zwei der Versuchsgruppen (DM und DM+Pioglitazon [DM+Pio])
wurden die Ratten einer diabetischen Stoffwechsellage ausgesetzt. Dazu erhielten die
Versuchstiere eine iiberdurchschnittlich fettreiche Didt (HFD, high-fat diet) ab dem
Zeitpunkt des Versuchsbeginns. Nach zwei Wochen wurde diesen beiden
Versuchsgruppen STZ appliziert. Eine der beiden Gruppen (DM+Pio) erhielt zusatzlich
zur HFD den PPARy-Agonisten Pioglitazon (150 mg/kg Futter). Die Tiere der
Kontrollgruppe wurden mit Standardfutter versorgt und erhielten weder Pioglitazon noch
STZ. Die Konduit-Implantate wurden in allen drei Gruppen nach 4 Wochen (4W) (DM,
DM-+Pio und Kontrolle je n=10) und 12 Wochen (12W) (DM, DM+Pio und Kontrolle je

n=10) nach dem Implantationszeitpunkt explantiert und zur Analyse verwendet.
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Kontrolle
(n=20)

DM
(n=20)

DM-+Pio . . . 4Wn=10 |
- +
(n=20) High-fat diet + Pioglitazon

12Wn =10

I | | |
@ 6 o ® ®

—4W: Beginn der HFD in den Gruppen DM und DM+Pio
—2W: STZ-Applikation in den Gruppen DM und DM+Pio
—1W: Aorteninsuffizienz-OP

0: heterotope Conduit-Implantation

4W: Conduit-Explantation (n = 10 pro Gruppe)

CICICICICIONO B

12W: Conduit-Explantation (n = 10 pro Gruppe)

Abb. 1 Versuchsaufbau

Sechzig Empfangerratten wurden in drei Gruppen aufgeteilt. Zwei Gruppen erhielten nach zweiwdchiger
HFD ecine intraperitoneale STZ-Applikation. Eine Woche spéter wurde den Ratten jeder Versuchsgruppe
eine Aorteninsuffizienz generiert. Das implantierte Aorten-Konduit wurde nach 4 oder 12 Wochen
entnommen. HFD = High-fat diet; STZ = Streptozotocin; DM = Diabetes mellitus; W = Wochen;
Pio = Pioglitazon. Angelehnt an [78].

3.2 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um ménnliche Wistar-Ratten mit einem
Initialgewicht von 250 bis 300 g. Diese entstammten der Zentralen Einrichtung fiir
Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitit in
Diisseldorf und wurden dort iiber den gesamten Versuchsverlauf gehalten. Die Versuche
wurden durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-
Westfalen (LANUV) mit dem Aktenzeichen 84-02.04.2017.A182 genehmigt und nach

geltender Tierschutz-Versuchstierverordnung durchgefiihrt. Die Verfasserin absolvierte

erfolgreich die FELASA-zertifizierte Schulung fiir Personen, die Verfahren an
Versuchstieren durchfiihren (Funktion A), sowie fiir die Euthanasie von Versuchstieren

(Funktion D). Die verwendeten Tiere erhielten iiber den gesamten Versuchsverlauf
hinweg, mit Ausnahme der vierstiindigen Niichternperioden vor den Messungen des

Niichternblutzuckers (BZ), Wasser und Futter ad libitum.
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3.3 Explantation zur Konduitgewinnung

Als Spendertiere dienten 60 ménnliche ausgewachsene Wistar-Ratten mit einem Gewicht
von 250 bis 350 g. Die Entnahme der Aortenkonduits erfolgte nach intraperitonealer
Injektion von Xylazin (10 mg/kg KG) und Ketamin (100 mg/kg KG) in Vollnarkose.

Nach einer medianen Thorakotomie wurde mittels Heparin-Applikation von
100 IE/kg Korpergewicht (KG) in die Vena cava inferior eine effektive Antikoagulation
erzeugt. Das Herz und die Aorta thoracica wurden vom umliegenden Gewebe frei
prapariert und entnommen. Unter mikroskopischer Sicht bei 10-facher Vergroferung
wurde ein U-formiges Aortenkonduit mit schmalem Myokardsaum pripariert. Die
Koronararterien wurden mit 8-0-Monofilamentndhten ligiert. AnschlieBend wurde das
Konduit mit Natriumchlorid und Heparin (12,5 IE/ml) gespiilt. Die GefdBkonduits
wurden vor der Weiterbehandlung mit einer Losung aus Amphotericin B und
Streptomycin/Penicillin in Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) in einer 6-Well-Platte
gespiilt, um mogliche Kontaminationen zu verhindern. Jedes Konduit wurde dabei
zweimal in einem Well mit einer Losung gleicher Anteile Amphotericin B und Penicillin-
Streptomycin im Verhéltnis 2:100 in PBS und anschlieBend in einem Well mit PBS
gespiilt.

3.4 Kryokonservierung der Aortenkonduits

Als Konservierungsmethode der explantierten Aortenkonduits bis zur Reimplantation in
die Empfingerratten wurde die Kryokonservierung gewéhlt. Kryokonservierte
Transplantate unterliegen einem gewissen Remodellierungsgrad nach Implantation [79].
Da die vorliegende Arbeit die potenziell hemmende Wirkung von Pioglitazon auf
degenerative Prozesse wie der Remodellierung der Extrazelluldren Matrix untersuchen

sollte, wihlten wir eine Methode, die dies vorantreiben konnte.

Dafiir wurden die Explantate unter einer sterilen Werkbank mit einer autoklavierten
Pinzette in je ein steriles Kryorohrchen mit 1 ml Einfriermedium tiberfiihrt. Diese wurden
anschlieBend unter kontrollierter Kiihlung (ca. 1 °C pro Minute) in einem mit

Propan- 2- ol gefiillten Kiihlblock bis —80 °C eingefroren und gelagert.
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10 ml Einfriermedium

7 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium
1 ml Dimethylsulfoxid
2 ml Fetales Kilberserum

Tabelle 7: Herstellung des Einfriermediums zur Kryokonservierung

3.5 Generierung einer diabetischen Stoffwechsellage

Zur Generierung einer diabetischen Stoffwechsellage nach dem Modell von Mansor et al.
[57] wurde den zwei Gruppen DM und DM+Pio ab dem Zeitpunkt des Versuchsbeginns
eine liberdurchschnittlich fettreiche Nahrung mit einem Fettanteil von 60 % (HFD)
verabreicht. Die Makronéhrstoffverteilung des Futtermittels bestand dariiberhinaus aus
21 % Kohlenhydraten und 19 % Eiweil3. Zwei Wochen nach Beginn der HFD erhielten
beide Gruppen eine einmalige intraperitoneale Injektion von STZ (25 mg/kg KG). STZ
wurde kurz vor der Injektion in einer Konzentration von 15 mg/ml in einem Citratpuffer
gelost. Die Kontrollgruppe erhielt lediglich eine einmalige intraperitoneale Injektion des

Citratpuffers in der dquivalenten Menge.

Um den Erfolg des Modells zu iiberpriifen, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten die BZ-
Werte in Doppelbestimmung mit einem Blutzuckermessgerit {iber die Schwanzvenen der
Versuchstiere gemessen. Der Nahrungsentzug wurde jeweils vier Stunden vor den im

Folgenden aufgefiihrten Messungen begonnen.

Vor dem Start der HFD (—4W)
Vor der STZ- und Citrat-Injektion (—2W)

1
2
3. Vor der Operation zur Induktion einer Aorteninsuffizienz (—1W)
4. Vor der Konduitimplantation

5

Vor der Explantation (4W und 12W)

Citratpuffer

10 mM Trinatriumcitrat
0,9 %ige Natriumchlorid-Losung

pH = 4,5, filtrieren, aliquotieren, Lagerung bei —20 °C

Tabelle 8: Zusammensetzung des Citratpuffers
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3.6 Induktion einer Aortenklappen-Insuffizienz

Um eine méglichst physiologische Offnung und SchlieBung der heterotop implantierten
Aortenklappen zu gewdhrleisten, wurde eine hdmodynamische Belastung iiber den
Implantaten erzeugt. Dies erfolgte durch einen operativen Eingriff an den nativen
Aortenklappen der Empféngertiere, der eine Aortenklappeninsuffizienz zur Folge hatte.
Auf diese Weise konnte ein groleres Pendelvolumen mit erhohter Blutdruckamplitude
und verstirktem Blutriickfluss erzielt werden. Da die Durchfiihrung dieses Eingriffs nicht
Teil der vorliegenden Arbeit war, wird auf eine detaillierte methodische Beschreibung
verzichtet und auf das in unserer Arbeitsgruppe etablierte Modell nach Munakata et al.

verwiesen [80].

3.7 Heterotope Reimplantation der Gefaflkonduits

Die kryokonservierten Gefdkonduits wurden zur heterotopen Implantation in die
Empféngerratten in einem —4 °C Kiihlschrank aufgetaut und gewaschen. Dies erfolgte in
sechs Waschschritten in einer 6-Well-Platte. Die ersten drei Wells waren dabei zu
gleichen Anteilen mit Amphotericin B und Pencillin-Streptomycin in Jonosteril im
Verhiltnis 2:100 gelost, befiillt. Die letzten drei Waschschritte wurden in mit lediglich
Jonosteril befiillten Wells durchgefiihrt.

Die heterotope Implantation der kryokonservierten Aortenkonduits erfolgte nach einem

in unserer Arbeitsgruppe etablierten Modell [77, 80]. Die Implantate wurden hierbei End-
zu-Seit an die infrarenale Aorta anastomisiert, mit Positionierung der Aortenklappe an

der proximalen Anastomose. Die Abginge des Aortenbogens wurden mit einem Clip
verschlossen. Zur Sicherstellung eines ausschlieBlich iiber das Implantat erfolgenden
Blutflusses wurde zusétzlich die abdominale Aorta zwischen den beiden Anastomosen

ligiert.
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Abb. 2: End-zu-Seit-Anastomose zwischen dem Aortenkonduit-Implantat und Aorta abdominalis

Das aus Empfingerratten stammende Aortenkonduit wurde infrarenal End-zu-Seit an die Aorta
abdominalis anastomisiert. Die aortalen Abginge wurden geklippt und die native Aorta zwischen den
Anastomosen ligiert.

3.8 Blutanalysen

Vor der Explantation der Organe wurde aus der unteren Hohlvene mithilfe einer
Butterfly-Kaniile Blut entnommen. Das Blut wurde auf vier 2 ml Spritzen aufgeteilt,
deren Innenraum vorher génzlich mit Heparin benetzt wurde. Dabei wurden 200 pl
Heparin in der Spritze belassen, sodass schlieflich eine 1:10 Ldsung mit dem
aufgezogenen Blut vorlag. Das Blut wurde auf acht 1 ml Reaktionsgefdle aufgeteilt,
welche bei 1000 rcf und einer Temperatur von 4 °C fiir 20 Minuten zentrifugiert wurden.
Das Serum wurde abpipettiert und bis zur Laboranalyse bei —80 °C gelagert. Die
Blutplasmaanalyse erfolgte im Zentralinstitut fiir Klinische Chemie und
Laboratoriumsdiagnostik der Universitétsklinik Diisseldorf und beinhaltete die Parameter
Kalium, Calcium, Phosphat, Kreatinin, Gesamtcholesterin, Triglyzeride (TQ),
high- density lipoprotein (HDL), low-density lipoprotein (LDL),
Aspartat-Aminotransferase (AST) und Alanin-Aminotransferase (ALT).
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3.9 Explantation fiir die Gewebeanalyse

Die Explantation erfolgte in jeder der drei Gruppen (DM, DM+Pio und der
Kontrollgruppe) 4W oder 12W nach Konduitimplantation a 10 Tiere.

Die Narkose wurde in analoger Weise zu der Narkose, welche in den zwei
vorausgehenden Operationen erfolgte, angewandt (siehe 3.6). Der Zugang zum Herzen
und zum Implantat erfolgte durch eine Sternotomie und eine mediane Laparotomie. Zur
Antikoagulation wurde zunédchst Heparin (100 IE/kg KG) {iber die Vena cava inferior
appliziert. Es wurde schlielich eine Inzision des rechten Vorhofs gesetzt, sodass ein Tod
in Vollnarkose durch Exsanguination des Tieres einsetzte. Das Konduitimplantat wurde
in toto explantiert. Die Konduits wurden mit Natriumchlorid und Heparin (12,5 IE/ml)
gespiilt und mit einem Skalpell in die vier Subregionen A1, A2, B1 und B2 unterteilt. Die
Subregion Al stellt hierbei die Aortenklappenebene dar. Die Subregion A2 bezieht sich
auf die Aorta ascendens und den proximalen Anteil des Aortenbogens. Die Subregion B1
spiegelt den distalen Teil des Aortenbogens wider und die Subregion B2 bezieht sich auf

die Aorta descendens.

A2

Bl

Al B2

Abb. 3: Unterteilung in die Subregionen des Konduits

Makroskopische Aufnahme eines explantierten Konduits mit schematischer Darstellung der vier
Subregionen, in die das Explantat vor der histologischen Einbettung unterteilt wurde. Al stellt die
Aortenklappenebene dar. Die Grenze zwischen A2 und B1 liegt am hdochsten Punkt des Aortenbogens. Die
Aorta descendens wurde in zwei ungeféhr gleich grole Abschnitte B1 und B2 unterteilt.
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Vier von zehn Tieren jeder Gruppe zu jedem Zeitpunkt dienten der histologischen
Analyse. Hierzu wurden die Subregionen der Konduits separat in Kryocompound
eingebettet. Die eingebetteten Priparate wurden mithilfe von Isopentan, das zuvor durch
Stickstoff gekiihlt wurde, in Kryoblocke schockgefroren (—196 °C) und bei —80 °C
gelagert. Die Konduits der iibrigen sechs Tiere pro Gruppe dienten der Analyse von
mRNA (Boten-Ribonukleinsdure, messenger ribonucleic acid). Die Subregionen dieser
sechs Ratten wurden bis zur weiteren Untersuchung in Kryordhrchen in Stickstoff

schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

3.10 Histologische Analyse

Zur histologischen Analyse wurden die Konduits von jeweils vier von zehn Tieren in
jeder der drei Gruppen (DM, DM+Pio und Kontrolle) zu jeweils beiden
Explantationszeitpunkten (nach 4W oder 12W) verwendet.

3.10.1 Anfertigung von Gefrierschnitten

An einem Kryo-Mikrotom wurden bei —23 °C Gewebeschnitte der Schnittdicke 5 pm
angefertigt und auf Objekttrager (OT) aufgezogen, die anschlieBend bei —20 °C gelagert
wurden. Dabei trug jeder OT zwei Gewebeschnitte (rechts und links). Von allen
Subregionen A1-B2 wurden Gewebeschnitte von mindestens 30 OT angefertigt, jeweils
aus drei reprasentativen Stellen mit einem Abstand von 200 um. Die Gewebeschnitte der
Subregionen A2-B2 bildeten den Querdurchmesser der Aorta ab. Gewebequerschnitte
der Subregion A1 auf Klappenebene wurden so angefertigt, sodass alle drei Taschen in

einem Gewebepriparat abgebildet vorlagen.

3.10.2 Himatoxylin-Eosin-Farbung

Die Himatoxylin-Eosin-Firbung (HE-Firbung) gilt als Ubersichtsfirbung, mit der die
Unterscheidung verschiedener Gewebebestandteile gut gelingt. Hierbei werden basophile
Zellbestandteile, wie Desoxyribonukleinsduren (DNA) im Zellkern durch Himatoxylin

blau gefarbt, wihrend Eosin azidophile Strukturen wie Zellplasmaproteine hellrot farbt.
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Auf Gefillebene der Subregionen A2-B2 wurden je drei OT zur HE-Farbung
herangezogen. Dabei wurden die OT so ausgewdhlt, dass die zugehorigen
Gewebeschnitte Querschnittsebenen im Priparat darstellten, die 200 um voneinander

entfernt lagen. Auf Klappenebene A1 wurde fiir jedes Aortenkonduit ein OT gefarbt.

Eosin-Losung 5 % Essigsidure
1 g Eosin 10 ml Essigsédure (100%)
100 ml dH,O 190 ml dH20

100 ml 100 % Ethanol
200 pl Essigsdure

Vor der Firbung filtrieren

Tabelle 9: Herstellung der Eosin-Losung und 5 % Essigsiure

Der erste Schritt bestand in der einminiitigen Farbung der Gefrierschnitte in Himatoxylin,
welches zuvor durch einen Papierfilter filtriert wurde. Darauf folgte eine 1-miniitige
Spiilung in dH20 (destilliertes Wasser) und eine Blduung in 5 %iger Essigsdure fiir
1 Minute. Nach einem weiteren I-miniitigen Spiilschritt mit dH20 folgte ein zweiter
Spiilschritt fiir 2 Minuten unter flieBendem Leitungswasser. Daraufhin kam 70 %iges
Ethanol fiir I Minute zum Einsatz, bevor die OT fiir 12 Minuten in einer Eosin B-Losung
gefarbt wurden. Zur Entwisserung wurden die OT in einer aufsteigenden Ethanolreihe

fiir jeweils 1 Minute wie folgt behandelt: einmal 70 %iges Ethanol, zweimal 96 %iges
Ethanol und zweimal 100 %iges Ethanol. AbschlieBend wurden die OT zweimal fiir
jeweils 1 Minute in Xylol geklért. Nach der Trocknung folgte eine Eindeckung mit einem
Rotihisto-Kitt II und einem Deckglas.

3.10.3 Versilberung nach Von Kossa

Die Von Kossa-Farbung wurde zum Nachweis von Mikroverkalkungen herangezogen,
welche als pathomorphologisches Korrelat degenerativer Prozesse vorliegen kdnnen.
Verkalkungen konnen mikroskopisch als Mineralablagerungen in Form von Kalzium-
Phosphat-Komplexen [9] sichtbar gemacht werden. Dem Prinzip der Farbung liegt ein

indirekter Nachweis von Kalzium im Gewebe zu Grunde.

Silberionen der Silbernitrat-Ldsung reagieren mit Carbonat- und Phosphationen in den
gespeicherten Kalkablagerungen und verdringen die Kalziumionen in kalzifizierten

Arealen. Durch starke Lichteinwirkung werden die Silberionen zu metallischem Silber

19



reduziert und damit mikroskopisch als schwarzbraune Ablagerungen sichtbar. Die
Gegenfarbung mit Kernechtrot ermoglicht die kontrdre Darstellung der Zellkerne in

einem roten Ton.

5 % Silbernitrat-Losung Natriumcarbonat- 5 % Natriumthiosulfat-
Formaldehyd-Losung Losung

200 ml dH20 150 ml dH20 200 ml dH20

10 g Silbernitrat 50 ml Formaldehyd 10 g Natriumthiosulfat

10 g Natriumcarbonat

lichtgeschiitzt lagern lichtgeschiitzt lagern

Tabelle 10: Zusammensetzung der fiir die Von Kossa-Firbung notwendigen Losungen

Fiir jede der Subregionen A2-B2 wurde je ein Von Kossa-Préiparat angefertigt. Bei jedem
Farbedurchgang wurde ein Préparat kalzifizierter Mauseaorten als Positivkontrolle
(freundliche Gabe von Dr. Mareike Barth) mitgefiihrt. Zu Beginn des Farbevorgangs
wurden die Gewebeschnitte 8 Minuten lang in —20 °C kaltes Aceton gestellt. Nach einer
Lufttrocknung von 5 Minuten wurden sie kurz in dH 0 getaucht und anschlieBend fiir

60 Minuten in einer 5 %igen Silbernitratlosung unter einer Leuchtstoffrohre platziert.
Nach einer dreimaligen Spiilung fiir je 3 Minuten in dH>O folgte eine 2-miniitige
Reduktion in einer Natriumcarbonat-Formaldehydlésung. Nach einem weiteren
Spiilschritt fiir 15 Minuten unter flieBendem Leitungswasser wurden die Gewebeschnitte
fiir 5 Minuten in 5 %iger Natriumthiosulfat-Losung fixiert. Die Spiilung fiir 15 Minuten
unter flieBendem Leitungswasser ging einer 3-miniitigen Spiilung in dH >0 voraus. Die
Farbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat erfolgte iiber 10 Minuten. Es schloss sich
erneut eine Spiilung mit dHO fiir 3 Minuten an. In einer aufsteigenden Ethanolreihe
wurden die Préparate fiir je 2 Minuten in 50 %igem, 70 igem, 96 %igem und 100 %igem
Ethanol entwissert und anschlieBend zweimal fiir 5 Minuten in Xylol gebadet. Die OT
wurden nach der Farbung luftgetrocknet und mit dem RotiHisto Kitt II eingedeckt.

3.10.4 Alizarinrot-S-Fiarbung

Die Alizarinrot-S-Firbung diente zur Uberpriifung der Ergebnisse der Von Kossa-
Farbung sowie der Darstellung der Verkalkung der 12W-Tiere auf Klappenebene Al.
Von jeder Subregion A1-B2 wurde je ein Préparat gefarbt. Alizarinrot-S bildet

Chelatkomplexe mit Kalziumphosphat, welches somit nachgewiesen werden kann.
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2 %ige Alizarinrot-S-Losung

1 g Alizarinrot-S
50 ml dH.O

pH = 4,1-4,23, filtrieren

Tabelle 11: Erstellung der Alizarinrot-S-Losung

Die Alizarinrot-S-Farbung wurde durchgefiihrt, nachdem die OT mit den
Gefrierschnitten aus der —20 °C Lagerung nach einigen Minuten Wartezeit
Raumtemperatur (ca. 20 °C) erreicht hatten. Zuerst wurden die Praparate fiir 10 Minuten
in 4%iger Formaldehyd-Ldsung fixiert. Das Formaldehyd wurde darauthin von den OT
kurz abgeschiittelt, bevor diese fiir 2 Minuten in 2%iger Alizarinrot-S-Losung inkubiert
wurden. Nach erneutem Abschiitteln wurde das ungebundene Alizarinrot-S durch
einmaliges Eintauchen der OT in destilliertes Wasser (dH20) entfernt. Darauffolgend
wurden die Préparate durch 20-maliges Eintauchen in Aceton, durch 20-maliges
Eintauchen in ein Aceton-Xylol-Gemisch (in einem Verhéltnis von 1:1) dehydriert und
durch fiinfmaliges Eintauchen in Xylol gesdubert. Nach einer kurzen Trocknungszeit
wurden die Gefrierschnitte mit jeweils einem Tropfen des Roti-Histokitts II und mit

einem Deckglas eingedeckt.

3.10.5 Immunbhistologie

Immunbhistologisch wurden die Konduit-Subregionen A2-B1 aller drei Gruppen
untersucht, die 12W nach der Implantation explantiert wurden. Dabei wurde je ein OT
jeder Subregion gefarbt. Es wurde eine Doppelfdarbung mit den Primérantikdrpern gegen
a-smooth-muscle-actin (a-SMA) und von Willebrand-Faktor (vVWF) durchgefiihrt. Ziel
war es, durch die Darstellung des vWFs, welcher in Endothelzellen und Megakaryozyten
gebildet wird, die luminale Beschaffenheit und Integritit der Aortenkonduits zu
evaluieren. Das Protein a-SMA kommt insbesondere in glatten GefdBmuskelzellen vor
und wird von Myofibroblasten im Rahmen einer fibrotischen Reaktion vermehrt

exprimiert [81].

Als Sekundir-Antikdrper wurden Fluoreszenz-gekoppelte Antikorper verwendet, die in
Tabelle 12 aufgefiihrt sind. Von Willebrand-Faktor wurde nach der folgend aufgefiihrten
Farbung durch eine griine Fluoreszenz und a-SMA durch eine rote Fluoreszenz
dargestellt. Fiir eine kontrastreiche Darstellung der Zellkerne in blauer Fluoreszenz kam
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4¢,6°-Diamidino-2‘-phenylindol (DAPI) zum Einsatz, das aufgrund seiner hohen
Affinitdt zu doppelstrangiger DNA an diese bindet [82]. Innerhalb jedes Farbedurchgangs

wurde ein Gewebeschnitt einer Myokardprobe als Positivkontrolle mitgefiihrt.

Primér-Antikorper vWF DakoCytomation 1:300
rabbit anti-human Glostrup, Dénemark,
polyklonal Art-Nr.: A0082
a-SMA Sigma-Aldrich 1:300
mouse anti-human Saint Louis, MO, USA
monoklonal Art.-Nr.: A5228
Sekundir-Antikorper Alexa 546 Invitrogen 1:200
goat anti-mouse Carlsbad, CA, USA
polyklonal Art.Nr.: A11003
Alexa 488 Invitrogen 1:200
goat anti-rabbit Carlsbad, CA, USA
polyklonal Art.-Nr.: A11008

Tabelle 12: Antikorper fiir die Inmunfluoreszenzfirbung

0,25 % Triton X- 0,1 % Tween 20- 5 % BSA-Losung 1 % BSA-Losung

Losung Losung

250 pl Triton X 700 ul Tween 20 5 g BSA 0,25 g BSA

100 ml PBS 700 ml PBS 100 ml 0,1 % Tween 20 25 ml 0,1 % Tween 20
Bei —20 °C lagern Bei —20 °C lagern

Tabelle 13: Herstellung der fiir die Inmunfluoreszenzfirbung notwendigen Losungen

Jeder OT enthielt jeweils zwei Schnitte. Vor Beginn der Farbung wurden mithilfe eines
DAKO-Pens die zwei Gewebeschnitte umrandet, um eine Fixierung der Reagenzien
innerhalb des gezogenen Kreises zu gewéhrleisten. Die rechten Gewebeschnitte dienten
als Negativkontrolle, welche nachweisen sollten, dass die fluoreszierenden Sekundér-
Antikorper keine unspezifischen Bindungen eingehen. Im Ersten Schritt wurden die
Gewebeschnitte fiir 10 Minuten in 4%igem Formalin fixiert. Es folgten drei Waschgénge
mit PBS fiir jeweils 1 Minute. In einer 0,25 %igen Triton X-Losung wurden die OT fiir

10 Minuten inkubiert, was dazu dienen sollte, die Membran zu permeabilisieren.
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Nach drei weiteren einminiitigen PBS-Waschschritten folgte eine Inkubation in einer
5%igen BSA-Losung (Bovines-Serum-Albumin) {iber 60 Minuten, die eine unspezifische

Bindung der im spéteren Verlauf eingesetzten Primér-Antikdrper blockieren sollte. Daran

schlossen sich drei Spiilungen mit einer 0,1 %igen Tween-20-Losung sowie zwei

Waschschritte von jeweils 1 Minute an.

Im nichsten Schritt wurden auf die linken Gewebeschnitte der OTs 40 pl der Primér-
Antikorper-Losung (VWF und a-SMA 1:300 in 1 %iger BSA-Losung) und auf die
rechten Gewebeschnitte 40 pl der 1 %igen BSA-Losung pipettiert. Es folgte eine
Inkubation in einer Feuchtkammer bei 37 °C iiber 60 Minuten. Anschliefend wurden die
OT erneut dreimal mit 0,1 %iger Tween 20-Losung iiber 5 Minuten und zweimal mit PBS
iiber 1 Minute gewaschen. Aufgrund einer Lichtempfindlichkeit des Sekundér-
Antikorpers wurden alle folgenden Schritte ohne direkte Lichteinwirkung durchgefiihrt.
Auf beide Gewebeschnitte des OTs wurden 40 pl der Sekundir-Antikorper-Losung
(Alexa 488 und Alexa 546 1:200 in 1 %iger BSA-Losung) pipettiert und iiber 45 Minuten
in der Feuchtkammer bei 37 °C inkubiert. Darauthin wurde auf jeden der beiden Schnitte
40 pl der DAPI-Losung pipettiert und die OT fiir 10 Minuten in die Feuchtkammer gelegt.
AnschlieBend wurde dreimal 5 Minuten mit PBS sowie 1 Minute mit dH >0 gewaschen
und die OT einmal kurz in 100 %iges Ethanol getaucht. Nach dem Trocknen wurden die
OT mit Leica Eindeckmedium und einem Deckglas eingedeckt. Die Préparate wurden bis
zur Dokumentation der Immunfluoreszenzfirbung am nichsten Tag lichtgeschiitzt

gelagert.

3.10.6 Mikroskopische Fotoaufnahmen und Bildbearbeitung

Die Betrachtung aller histologischen Priparate erfolgte im Durchlichtmikroskop in
10-facher VergroBerung und wurden in digitaler Form {iber die Software Leica
Microsystems LAS V3.8 und einer Kamera mit einem 10x-Objektiv fotografiert. Die
einzelnen  Aufnahmen der histologischen  Préparate  wurden mit der
Bildbearbeitungssoftware ImageJ (Version 2.0) iiber das Plugin ,,Stitching® [83] zu einem

Foto zusammengefiigt und im JPEG-Format gespeichert.

Die Immunfluoreszenzpriparate wurden unter einer Fluoreszenzlampe und mit einem

20%x-Objektiv aufgenommen. Dabei wurden je acht reprisentative Fotos von jedem

Praparat der GefdBabschnitte A2, B1 und B2 aufgenommen. Die Pridparate der
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Klappenregion Al wurden jeweils an den Kommissuren, den Anuli und den Taschen

fotografiert, sodass von jedem Prdparat neun Fotos entstanden.

3.10.7 Auswertung der Histologischen Firbungen

3.10.7.1 Auswertung der Himatoxylin-Eosin-Firbung

Die HE-gefirbten Priiparate dienten einerseits zum orientierenden Uberblick, zum
anderen wurden anhand dieser die Mediabreite sowie die Intimabreite der
Gefdllquerschnitte gemessen um eine mogliche Neo-Intima-Hyperplasie sowie eine
Proliferation der Media zu quantifizieren. Aus den Subregionen A2, B1 und B2 wurden
dabei jeweils drei OT verwendet, die am Kryo-Mikrotom im Abstand von 200 pm
zueinander angefertigt wurden. Nach der Fotodokumentation wurden die Breite der
Tunica media sowie die Breite der Tunica intima der GefdBquerschnitte mithilfe des
Programms Image J an acht zirkuldr nebeneinander angeordneten Stellen mit ungefahr
demselben Abstand zueinander ausgemessen. Aus den jeweils acht Messwerten wurde

ein Mittelwert gebildet.

3.10.7.2 Auswertung der Von Kossa-Firbung

Zur quantitativen Auswertung der Kalzifizierung der Gewebeschnitte wurde ein Score
verwendet, angelehnt an das Scoring-System von Assmann et al. unserer
Arbeitsgruppe [84]. Dabei wurden die fotografierten histologischen Prdparate der
Subregionen A2, B1 und B2 in acht zirkuldr nebeneinander liegende Oktanten unterteilt.

In jedem Oktanten wurde die Media getrennt von der Intima beurteilt, wobei jeweils
0 — 5 Punkte vergeben wurden. Die Auswertung der fotografierten Prédparate erfolgte
verblindet. Null Punkte wurden vergeben, wenn keine Verkalkungen sichtbar waren. Ein
Punkt erhielt die Media oder Intima eines Oktanten beim Vorliegen von
Mikroverkalkungen. Makroverkalkungen erhielten mindestens zwei Punkte, wobei fiir
zwei Punkte weniger als 25% der Flache betroffen sein durfte. Drei Punkte bedeuteten,
dass 25-50 % der Fliache verkalkt waren. Ein Punktewert von vier wurden bei einer
Verkalkung von 50-75 % der Fliche vergeben und fiinf Punkte ab einer Verkalkung von
mindestens 75 % der Flidche innerhalb eines Oktanten. Die Punkteanzahl aller acht
Oktanten wurde fiir die Media getrennt von der Punkteanzahl der Intima

zusammengezahlt.
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Abb. 4: Unterteilung der Von Kossa-gefirbten Priparate in Oktanten

Beispielhafte Darstellung der Unterteilung der Von Kossa-gefarbten Konduitpraparate der
Gefédllsubregionen A2-B2 in acht zirkuldr angeordneten Oktanten zur Auswertung der Verkalkungsgrade.
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Die Subregion A1 wurde ebenfalls mithilfe des aufgefiihrten Scores ausgewertet. Hierbei
wurden jedoch keine Oktanten gebildet, sondern die in jedem Préparat vorliegenden drei
Taschen-, drei Anuli-Regionen sowie die drei Kommissuren-Regionen getrennt
voneinander mit 0-5 Punkten bewertet. Die Punkte wurden anschlieBend fiir jedes

einzelne Préparat summiert.

Abb. 5: Die drei Regionen: Taschen, Anuli und Kommissuren in Abgrenzung zueinander

Anhand eines Von Kossa-gefirbten und fotografierten Préparates der Klappenebene A1 sind die Regionen
der Klappentaschen (blau), der Anuli (rot) und der Kommissuren (griin) in Abgrenzung zueinander
umrandet markiert dargestellt. Diese wurden jeweils separat mithilfe eines Scores zur quantitativen
Beurteilung der Klappenverkalkung bewertet; MaBstab: 400 um.

3.10.7.3 Auswertung der Alizarinrot-S-Firbung

Die Ergebnisse der Von Kossa-Firbung der 12W-Tiere sollten mithilfe der
Alizarinrot-S-Farbung, die ebenfalls Kalzifizierungen darstellen kann, iiberpriift werden.
Die fotografierten Priparate der Subregionen A1-B2 wurden mithilfe des Programms
Image J ausgewertet. Der prozentuale Anteil der verkalkten Areale wurde ausgemessen
und berechnet. Die Flache der durch Alizarinrot-S-markierten Verkalkungen wurde dabei
zur Gesamtflache der Intima und Media ins Verhiltnis gesetzt.
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3.10.7.4 Auswertung der Immunhistologie

Die Auswertung der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung mit a-SMA und vWF erfolgte
deskriptiv durch den Vergleich der Einzelaufnahmen in 20-facher VergroBerung. Dabei
wurden die Verteilung und Koexpression beider Marker innerhalb der GefaBwand visuell

beurteilt.

3.11 mRNA-Analyse

Fiir die molekularbiologische mRNA-Analyse dienten pro Gruppe (DM, DM+Pio und
Kontrolle) und Explantationszeitpunkt (4W und 12W nach Konduit-Implantation) je
sechs von zehn Tieren. Dabei wurden die Subregionen Al, A2, Bl und B2 der

explantierten Konduits fiir jedes Tier zusammengefasst verarbeitet und untersucht.

3.11.1 RNA-Isolation

Um mRNA-Material der explantierten Konduits mithilfe einer Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) zu analysieren, musste im ersten Schritt eine Isolierung aus dem
Konduit-Gewebe erfolgen. Jedes Konduit der Tiere, die fiir die mRNA-Analyse bestimmt
waren, wurde isoliert fiir ca. 3 Minuten in 1 ml Trizol mithilfe eines elektrischen
Metallhomogenisators zerkleinert bis makroskopisch keine Gewebeteilchen mehr zu
erkennen waren. Das hergestellte Homogenisat wurde jeweils in 2 ml Reaktionsgefil3e
iiberfiihrt. Nach dem Hinzufligen von 200 pl Chloroform wurden diese fiir 15 Sekunden
stark geschiittelt und anschlieend 25 Minuten bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die
wissrige Phase wurde abpippettiert und das Volumen bestimmt. Das gleiche Volumen an
70 %igem Ethanol wurde hinzugefiigt und mit einer Pipette durchmischt. Die weitere
Aufreinigung der RNA erfolgte mit dem Qiagen Rneasy Mini Kit nach Herstellerangaben
(,LRNA Cleanup*“ Protokoll, S. 67-69 ab Punkt 3, einschlieBlich des Appendix D

,Eliminating genomic DNA contamination® S. 82).

3.11.2 Quantitat und Qualitit der mRNA

Die Quantifizierung der isolierten und aufgereinigten RNA wurde unmittelbar im
Anschluss photometrisch mithilfe eines Tecan Readers und dem Programm i-control ™

durchgefiihrt. Dafiir wurden 2 pl pro Probe auf eine NanoQuant Plate™ pipettiert, deren
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optische Dichte gemessen und damit die Konzentration der Nukleinsduren bestimmt
werden konnte. Zur Bestimmung des Leerwertes dienten 2 ul RNAse-freies Wasser. Bis

zur weiteren Verarbeitung wurde die RNA bei —80 °C gelagert.

Zur Qualitiatskontrolle der RNA wurde gemil der MIQE Guidelines (Minimum
information for the publication of quantitative real-time PCR experiments) [85] eine
fluoreszenzbasierte Kapillarelektrophorese durch das Genomics & Transcriptomics
Labor der Heinrich-Heine-Universitédt Diisseldorf mithilfe des 5200 Fragment Analyzers
durchgefiihrt. Fiir jede Probe wurde die RNA quality number (RQN) bestimmt, welche
die Integritdt der RNA auf einer Skala von 1-10 bewertet. Ein RQN-Wert von 1
reprisentiert dabei eine vollstindig degradierte und fragmentierte RNA, wihrend ein
RQN-Wert von 10 hingegen fiir eine intakte RNA von sehr hoher Qualitdt steht [86]. Ein
RQN-Wert von >5 wurde als ausreichend gut betrachtet.

3.11.3 Reverse Transkription

Fir die  mRNA-Expressionsanalyse = mittels  semiquantitative  real-time
Polymerasekettenreaktion (qPCR) ist eine vorausgehende Umschreibung der extrahierten
RNA in komplementire DNA (cDNA) notwendig, da eine Amplifikation durch die

Polymerasen nur am DNA-Strang moglich ist.

Die reverse Transkription erfolgte unter Verwendung des QuantiTect Reverse
Transcription Kits nach Herstellerangaben. Pro Probe wurde 1 pg Gesamt-RNA fiir die
cDNA-Synthese verwendet. Die Temperaturwechsel, die fiir die Reverse Transkription
Voraussetzung sind, wurden mithilfe eines Thermocyclers durchgefiihrt. Die cDNA
wurde anschlieBend durch Zugabe von 180 ul RNAse-freiem Wasser auf eine
Endkonzentration von 5 ng/pl verdiinnt und bis zur Durchfiihrung der qPCR bei —20 °C
gelagert.

3.11.4 Primersequenzen

Zielgen Vorwirtsprimer (5° — 3¢) Riickwirtsprimer (5¢ — 3¢)

Tnf- a GCTCCCTCTCATCAGTTCCA GCTTGGTGGTTTGCTACGAC
I-1p AGGACCCAAGCACCTTCTTT CATCATCCCACGAGTCACAG
-6 ACCACCCACAACAGACCAGT AGTGCATCATCGCTGTTCAT
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Rage TGAACTCACAGCCAATGTCC TCAGAGGTTTCCAAG

Bmp-2 GCTCAGCTTCCATCACGAA AAGAAGAAGCGTCGGGAAGT
OCN AAGCAGGAGGGCAGTAAGGT GTCCGCTAGCTCGTCACAAT
OPN AAGCCTGACCCATCTCAGAA ATGGCTTTCATTGGAGTTGC
Runx2 GATGACACTGCCACCTCTGA GATGAAATGCCTGGGAACTG
Rpl13a GAAAGGTGGTGGTTGTACGC GAGACGGGTTGGTGTTCATC
Actb CCCGCGAGTACAACCTTCT CGTCATCCATGGCGAACT

18s CCGCAGCTAGGAATAATGGA CCCTCTTAATCATGGCCTCA

Tabelle 14: Primersequenzen fiir die gPCR

3.11.5 Expressionsanalyse mittels semi-quantitativer PCR

Die mRNA-Expression wurde mittels qPCR quantifiziert. Anhand dieser Methode ist
eine Vervielfiltigung von Nukleinsduren sowie eine Quantifizierung in Echtzeit durch

die Messung eines Fluoreszenzfarbstoffes moglich. Als Fluoreszenzfarbstoff diente
BRYT Green®, der sich an doppelstringige DNA anlagert. Das Fluoreszenzsignal steigt

somit proportional zur Amplifikationsrate.

Es wurde mit dem GoTag® qPCR Master Mix Kit und dem Referenzfarbstoff Carboxy-
X-Rhodamin (CXR) nach Herstellerangaben gearbeitet. Acht Gene wurden untersucht,

die inklusive der Sequenzen der Vorwérts- und Riickwértsprimer in Tabelle 14 aufgefiihrt
sind. Zusétzlich dienten die Gene fiir ribosomales Protein L13a (Rpll3a), Beta-Actin
(Actb) und die 18S-ribosomale RNA (18S) als Referenzgene (housekeeper genes).
Mithilfe der Referenzgene war es moglich, Unterschiede in der Ausgangsmenge der
eingesetzten cDNA auszugleichen. Pro 96-Well-Platte kam fiir jedes Gen eine
Negativkontrolle zum FEinsatz, bei der anstelle von ¢cDNA RNAse-freies Wasser
verwendet wurde. Alle Proben wurden in Duplikaten mithilfe des StepOnePlus™ Real-

Time PCR Systems und der StepOne™ Software v2.3 gemessen.

Um die Spezifitit der Fluoreszenzfarbstoffanlagerung zu {berpriifen, wurden die
Schmelzkurven nach der PCR analysiert. Die Zyklusanzahl, bei der die Fluoreszenz die
Hintergrundfluoreszenz iibersteigt, wird als Cr-Wert angegeben und dient als
Schwellenwert. Proben, deren Schmelzkurven doppelte Peaks aufwiesen, deren
Doppelbestimmung >1 cycle treshold- (Cr-)Wert auseinander lagen oder deren Cr-Werte
>34 betrugen, wurden wiederholt gemessen und bei weiterhin bestehender Abweichung
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von der Auswertung ausgeschlossen. Zur  Ermittlung der relativen

Expressionsunterschiede wurde die AACt-Methode [87] angewandt.

3.12 Statistik

Die in der Arbeit erhobenen Daten wurden mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogramms
Microsoft® Excel 2019 in Tabellen gesammelt. Die statistische Auswertung und die
graphische Darstellung erfolgte mit Hilfe der Software GraphPad Prism.

Um nicht-normalverteilte Variablen wie beispielsweise die Plasmawerte der Tiere in den
verschiedenen Gruppen zu vergleichen, wurde ein non-parametrischer Kruskal-Wallis
test angewendet. Anschlieend folgte ein paarweiser Vergleich aller Gruppen und eine
Korrektur durch einen Dunn’s multiple comparisons test. Die einzelnen Gruppen wurden
zudem deskriptiv anhand ihrer Mittelwerte, Standardabweichungen und Spannweiten der

Werte miteinander verglichen.

Fiir die Analyse von zwei beeinflussenden Variablen, wie der BZ-Werte der drei Gruppen
zu den verschiedenen Versuchszeitpunkten wurde eine two-way analysis of variance

(ANOVA) mit anschlieBendem Tukey’s multiple comparisons test verwendet.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Werte > 0,05 bis < 0,055
galten als nahezu signifikant, und p-Werte > 0,055 bis < 0,07 wurden als Trend
interpretiert.
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4 FErgebnisse

4.1 Blutanalysen und Gewicht

4.1.1 Blutzuckermessung und Gewicht

Uber den Versuchsverlauf hinweg wurde bei allen Tieren der drei Versuchsgruppen zu
finf definierten Zeitpunkten das Gewicht und die Niichternblutzuckerwerte nach

4 Stunden einer Niichternperiode gemessen.

Dies sollte zur Uberpriifung des Behandlungserfolges des angewandten diabetischen
Modells (3.5) in den zwei Gruppen DM und DM+Pio dienen. Das Ziel des Modells war
es, Ubergewichtigkeit sowie erhohte Blutzuckerwerte bei den Versuchstieren zu

generieren, wie es auch bei einem Typ-2-Diabetes vorliegt.

Messzeitpunkte

1. Vor dem Start der HFD (—4W)
2. Vor der STZ- und Citrat-Injektion (—2W)
3. Vor der Operation zur Induktion einer Aorteninsuffizienz (—1W)

4. Vor der Konduitimplantation

5. Vor der Explantation (4W oder 12W)

Die BZ-Werte der Gruppen DM und DM+Pio waren ab einer Woche nach der STZ-
Behandlung (—1W) zu allen Messzeitpunkten jeweils signifikant hoher als die BZ-Werte
der Kontrollgruppe sowohl bei den 4W-Tieren (—1W: DM 187,6 + 15,7 mg/dl;
DM+Pio 170,5 + 12,1 mg/dl; Kontrolle 112,9 + 33mg/dl, Zeitpunkt O:
DM 167,5 + 10,7 mg/dl; DM+Pio 165,4 £ 10,5 mg/dl; Kontrolle 126,0 + 4,0 mg/dl,
Explantationszeitpunkt 4W: DM 197,7 + 9,5 mg/dl; DM+Pio 185,6 = 6,8 mg/dl;
Kontrolle 126,1 =+ 4,6 mg/dl) als auch bei den 12W-Tieren (—1W: DM 167,3 £+ 13,5 mg/dl;
DM+Pio 171,5 = 13,4 mg/dl; Kontrolle 121,8 =+ 3,7 mg/dl, Zeitpunkt O:
DM 163,8 + 5,9 mg/dl; DM+Pio 157,5 + 7,1 mg/dl; Kontrolle 124,9 + 4,4 mg/dl,
Explantationszeitpunkt 12W: DM 203,6 £ 6,8 mg/dl; DM+Pio 174,0 + 6,8 mg/dl;
Kontrolle 118,6 + 6,8 mg/dl).
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Zudem waren die BZ-Werte innerhalb der Gruppen DM und DM+Pio zu beiden
Explantationszeitpunkten (4W und 12W) jeweils signifikant hoher als die BZ-Werte zu
Versuchsbeginn (4W-Tiere: DM 113,8 + 2,5 mg/dl; DM+Pio 112,5 + 2,96 mg/dl,
12W-Tiere: DM 108,1 + 4,0 mg/dl; DM+Pio 105,7 £ 3,5 mg/dl). Die Ratten der
Kontrollgruppe, denen anstelle des STZs nur das Vehikel Citratpuffer injiziert wurde,
zeigten zum Zeitpunkt der Explantation (4W oder 12W) keine signifikant erhohten BZ-
Werte im Vergleich zu den Werten zu Versuchsbeginn (4W-Tiere: 113,2 + 2,8 mg/dl;
12W-Tiere: 114,4 £ 2,4 mg/dl).
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Abb. 6: Blutzuckerwerte der 4W-Tiere im Zeitverlauf

Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (standard error of the mean) der gemessenen BZ-Werte in den drei
Gruppen 4W Kontrolle (n = 10), 4W DM (n =10) und 4W DM+Pio (n =10) zu finf Zeitpunkten im
Versuchsverlauf: zum Start der high-fat diet (—4 W), vor der Streptozotocin/Citrat-Applikation (—2W), vor

der Operation zur Induktion einer Aorteninsuffizienz (—1W), vor der Konduit-Implantation (OW), vor der
Explantation = (4W).  Signifikanzen = wurden  berechnet mit two-way ANOVA und
Tukey’s multiple comparisons test: # p < 0,05 zwischen den Gruppen 4W Kontrolle und 4W DM;

*p <0,05 zwischen 4W Kontrolle und 4W DM-+Pio; #### p < 0,0001 zwischen 4W Kontrolle und 4W DM,;
*¥E*E p < 0,0001 zwischen 4W Kontrolle und 4W DM+Pio; cooco p < 00,0001 innerhalb der

4W DM- Gruppe; 2 & 2 4 p < 0,0001 innerhalb der 4W DM+Pio-Gruppe. BZ = Blutzucker;

DM = Diabetes mellitus; P/Pio = Pioglitazon; W = Wochen.
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Abb. 7: Blutzuckerwerte der 12W-Tiere im Zeitverlauf

Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der gemessenen BZ-Werte der drei Gruppen 12W Kontrolle
(n=10), 12W DM (n = 10) und 12W DM+Pio (n = 10) zu fiinf Zeitpunkten im Versuchsverlauf: zum Start
der high-fat diet (—4 W), vor der Streptozotocin/Citrat-Applikation (—2W), vor der Operation zur Induktion
einer Aorteninsuffizienz (—1W), vor der Konduit-Implantation (OW) und vor der Explantation (12W).
Signifikanzen wurden berechnet mit two-way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test:

# p < 0,05 zwischen den Gruppen 12W Kontrolle und 12W DM; * p < 0,05 zwischen 12W Kontrolle und
12W DM-+Pio; #### p <0,0001 zwischen 12W Kontrolle und 12W DM; **** p < 0,0001 zwischen
12W Kontrolle und 12W DM+Pio; ococoo p < 0,0001 innerhalb der 12W DM-Gruppe;
aaaa  p < 0,0001 innerhalb der 12W DM+Pio-Gruppe. BZ=Blutzucker; DM = Diabetes mellitus;
P/Pio = Pioglitazon; W = Wochen.

Das Gewicht der Ratten stieg in allen drei Gruppen iiber den gesamten Zeitverlauf des
Versuches an und war jeweils innerhalb der Gruppen zu den Explantationszeitpunkten

4 und 12W nach Konduit-Implantation signifikant hoher als zum Startzeitpunkt der HFD
(4W-Tiere: DM 4920 + 13,5 mg/dl wversus 270,7 £ 6,3 mg/dl
DM+Pio 519,6 + 23,4 mg/dl versus 273,5 + 7,2 mg/dl; Kontrolle 433,2 + 3,9 mg/dl
versus 274,8 £ 4,4 mg/dl, 12W-Tiere: DM 668,8 + 23,2 mg/dl versus 263,2 + 5,5 mg/dl;
DM-+Pio 701,5 + 19,5 mg/dl versus 260,3 = 3,4 mg/dl; Kontrolle 535,9 + 14,3 mg/dl
versus 271,2 + 3,6 mg/dl). Zum Explantationszeitpunkt konnte ein signifikant hoheres
Gewicht der diabetischen Gruppen (DM und DM+Pio) im Vergleich zur Kontrollgruppe

nachgewiesen werden.
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Abb. 8: Korpergewicht der 4W-Tiere im Zeitverlauf

Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM der gewogenen Korpergewichte der Ratten in den drei Gruppen:
4W Kontrolle (n = 10), 4W DM (n =10) und 4W DM+Pio (n =10) zu fiinf Zeitpunkten im Versuchsverlauf:
zum Start der high-fat diet (—4W), vor der Streptozotocin/Citrat-Applikation (—2W), vor der Operation zur
Induktion einer Aorteninsuffizienz (—1W), vor der Konduit-Implantation (OW) und vor der
Explantation (4W). Signifikanzen =~ wurden  berechnet = mit  two-way = ANOVA und
Tukey’s multiple comparisons test: # p < 0,05 zwischen den Gruppen 4W Kontrolle und 4W DM;
*HE% [ <(0,0001 zwischen 4W Kontrolle und 4W DM+Piomusa p < 0,0001 innerhalb der Kontrollgruppe;
0000 p <0,0001 innerhalb der 12W DM- Gruppe;saaa  p < 0,0001 innerhalb der 12W DM-+Pio-Gruppe.
DM = Diabetes mellitus; P/Pio = Pioglitazon; W = Wochen.
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Abb. 9: Korpergewicht der 12W-Tiere im Zeitverlauf

Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM der gewogenen Korpergewichte der Ratten in den drei Gruppen:

12W Kontrolle (n =10), 12W DM (n = 10) und 12W DM+Pio (n = 10) zu fiinf Zeitpunkten im
Versuchsverlauf: zum Start der high-fat diet (—4 W), vor der Streptozotocin/Citrat-Applikation (—2W), vor
der Aorteninsuffizienz-Operation (—1W), vor der Konduit-Implantation (OW) und vor der Explantation
(12W). Signifikanzen wurden berechnet mit two-way ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test:
#### p < 0,0001 zwischen 12W Kontrolle und 12W DM; **** p < (0,0001 zwischen 12W Kontrolle und

12W DM+Pio; mmmm p < 0,0001 innerhalb der Kontrollgruppe; ccoo p < 0,0001 innerhalb der
12W DM- Gruppe; 2a2aa  p < 0,0001 innerhalb der 12W DM+Pio-Gruppe. DM = Diabetes mellitus;
P/Pio = Pioglitazon; W = Wochen.

4.1.2 Blutplasmaanalyse

Zum Zeitpunkt der Explantation wurde allen Ratten Blut entnommen, das laborchemisch
auf die in Tabelle 15 aufgefiihrten Parameter untersucht wurde. Die klinischen Parameter
Gesamtcholesterin, Triglyzeride und HDL waren in der DM-Gruppe der 4W-Tiere
signifikant hoher als die Werte der Kontrollgruppe. Im Vergleich zur diabetischen
Gruppe ohne Pioglitazonbehandlung zeigten die mit Pioglitazon behandelten Tiere nach
4 Wochen nahezu signifikant niedrigere Gesamtcholesterinwerte (p = 0,0503). Zum
Explantationszeitpunkt nach 12 Wochen zeigten die untersuchten Parameter eine
dhnliche Konstellation wie nach 4 Wochen, wobei jedoch lediglich bei den
Triglyzeridwerten (DM versus Kontrolle) ein signifikanter Unterschied nachgewiesen

werden konnte.
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4 Wochen 12 Wochen

Kontrolle DM DM+Pio Kontrolle DM DM-+Pio
K (mmol/l) 33+03 39+05# 3.51+0.5 33£02 3.6+0.2 3.5+0.3
Ca (mmol/l) 2.1+£0.2 22+02 2.1+02 23+0.1 23+0.2 22+0.1
Ph (mmol/l) 1,9+0,3 1,9+0,3 1,9+00,4 1,7+0,3 1,9+0,3 1,8+0,3
Krea (mg/dl)  0.28 + 0.1 0.32+0.1 0.3+0.1 035+0.1 0.38+0.07 0.35=+0.1

Chol (mg/dl) 48.6+7.3 67.1+11.8# 53.7+£9.2 594+£99 71.1+122 682+13

TG (mg/dl) 46+10.3 1529+ 93.4+£299#  79.5+32 132 + 46# 101 + 35
65.3#

HDL (mg/dl) 29.5+5.8 43.8+10.7# 33.8+£8.5 388+9.1 47.7+£103 462+9.7

LDL (mg/dl) 105+1.7  11.5+3.2 132428  122+28  129+4  129+4

AST (mg/dl)  95+43.8 77.4+22.4 69.6 £15.7 64.3 + 87.9+£32.5 75.1 £
11.9 13.5

ALT (mg/dl) 36+7.6 535+ 17.5# 63.8+13.2# 483 £ 543+ 15.7 67.9 +
13.9 20.9

Tabelle 15: Blutplasmaergebnisse

Angegeben sind die Mittelwerte + SD der Blutplasmawerte zum Zeitpunkt der Explantation nach vier oder
zwOlf Wochen. Die Statistische Auswertung erfolgte mit einem Kruskal-Wallis test und
Dunn’s multiple comparisons test. # p < 0,05 (versus Kontrolle); * p < 0,05 (versus DM).
DM= Diabetes mellitus; Pio = Pioglitazon; K = Kalium; Ca = Calcium; Ph = Phosphat; Krea = Kreatinin;
Chol = Gesamtcholesteriny TG = Triglyzeride;, HDL = high density lipoprotein;
LDL = low density lipoprotein; AST = Aspartat-Aminotransferase; ALT = Alanin-Aminotransferase.
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4.2 Quantitative Auswertung der Neointima-Hyperplasie und

Mediaproliferation

Bei vier von zehn Tieren jeder Gruppe zu jedem Explantationszeitpunkt wurden die
explantierten Konduits zur histologischen Analyse verwendet. Zur Quantifizierung der
Neointima-Hyperplasie sowie Mediaproliferation als Schliisselindikatoren der
Degeneration von Bioprothesen wurden die Breite der Media und Intima an HE-geféarbten
Priparaten gemessen. Die Messung erfolgte an den GefaBBpréparaten der Subregionen A2,

B1 und B2.

Nach 4W zeigte die DM-Gruppe die ausgeprigteste Intimahyperplasie (35,3 £9,7 um),
wihrend die DM+Pio-Gruppe die geringsten Intimamesswerte aufwies (12,1 £+ 1,6 um).
Dennoch waren die Unterschiede der Intimabreiten zwischen den drei Gruppen zu keinem

Zeitpunkt statistisch signifikant.

Die hochsten Werte der Mediabreite konnten zu den jeweiligen Zeitpunkten sowohl nach
4W als auch nach 12W in der DM-Gruppe beobachtet werden (4W: 141,9 = 7,3 um,
12W:145,7 £ 10,46 pum). Nach 4W lag in der DM-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied vor (DM 141,9 + 7,3 pm versus
Kontrolle 87,5 + 7,3 um). Die DM+Pio-Gruppe zeigte sowohl nach 4W als auch nach
12W eine signifikant geringere Mediaproliferation im Vergleich zur diabetischen
Versuchsgruppe ohne medikamentdse Behandlung (4W: DM+Pio 100,3 = 8,3 um versus
DM 141,9 + 7,3 um, 12W: DM+Pio 99,1 £ 8,5 um versus DM 145,7 + 10,46 pm).
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Kontrolle DM+Pio

Abb. 10: Reprisentative HE-Priparate der Konduits auf Gefifiebene fiir jede Gruppe

Abgebildet sind mikroskopische Aufnahmen von HE-gefarbten Konduit-Préparaten auf
Geféllebene (A2-B2). Fiir jede Gruppe und zu beiden Zeitpunkten ist ein histologisches Préparat im
Querschnitt reprisentativ dargestellt; Maflstab: 400 um. DM = Diabetes mellitus; Pio = Pioglitazon;
W = Wochen; HE = Hdmatoxylin-Eosin.
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Abb. 11: Intima- und Mediabreite der Gefiflregionen A2, B1 und B2 der Konduitimplantate

Anhand von HE-geférbten histologischen Querschnittspréparaten der Gefa3konduits wurde die Intima- und
Mediabreite der Subregionen A2-B2 gemessen. Fiir jede Subregion wurden drei Priaparate zur Analyse
herangezogen. Es sind die Mittelwerte £ SEM aller gemessenen Werte der Intima und der Media pro
Versuchsgruppe (Kontrolle, DM und DM+Pio) zu beiden Explantationszeitpunkten (nach vier und zwolf
Wochen) dargestellt. Signifikanzen wurden mit einem Kruskal-Wallis test und Dunn’s
multiple comparisons test berechnet. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. HE = Himatoxylin-Eosin;

DM = Diabetes mellitus; P/Pio = Pioglitazon.
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4.3 Quantifizierung der kalzifizierenden Degeneration

Das Mal} der Verkalkung der Aortenkonduits wurde histologisch mithilfe der Von Kossa-
Farbung sowie der Férbung durch Alizarinrot-S sichtbar gemacht und analysiert.
Von Kossa-versilberte Priparate wurden mithilfe eines Scoringsystems bewertet und
Alizarinrot-S-gefarbte Praparate anhand einer prozentualen Flichenmessung der rot

anreichernden verkalkten Areale analysiert (3.10.7).

4.3.1 Aortenwandverkalkung

Die Aortenwand der Konduitimplantate wurde mit je einem Préparat fiir jede Subregion
A2-B2 untersucht. Dabei wurde die Intima getrennt von der Media betrachtet Die
Alizarinrot-S-Firbung wurde zur Uberpriifung der Von Kossa-Ergebnisse an den 12W-
Tieren durchgefiihrt. Zum Zeitpunkt nach 4W erreichte die DM-Gruppe sowohl in der
Intima als auch in der Media die hochste Punktzahl. Allerdings lag zwischen den drei

Gruppen kein signifikanter Unterschied der Verkalkungsgrade vor.

40



4 Wochen

Intima Aortenregion

12-
10+
§ Kontrolle
3 0,515
b 0,271
8 6 —
4
5 4 1
> 1
1=
0 T T
@ Q
<\\‘°\\ & S
NS
DM
Media Aortenregion
124 0,186
| ——|
10 T
e
g 8 ‘|‘ J_
»
2 6 1
N DM+Pio
5 4
>
24
0 T T —
@ N\ Q
é\‘°\\ MR
©

Abb. 12 Intima- und Mediaverkalkung auf Gefiflebene nach vier Wochen

Dargestellt sind die Ergebnisse der Von Kossa-gefarbten Préiparate der Gefdflsubregionen A2-B2 der
4W- Tiere. (A) Kalzifikationsscore der Intima. Mittelwerte + SEM der Intimawerte pro Versuchsgruppe
(Kontrolle, DM und DM+Pio). (B) Kalzifikationsscore der Media. Mittelwerte + SEM der Mediawerte pro
Versuchsgruppe (Kontrolle, DM und DM+Pio) Signifikanzen wurden berechnet mit einem
Kruskal-Wallis test und Dunn’s multiple comparisons test. (C) Reprisentative Mikroskopaufnahmen der
drei Gruppen nach 4W; MaBstab 400 um. DM = Diabetes mellitus; P/Pio = Pioglitazon; W = Wochen.
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Zwolf Wochen nach der Konduitimplantation lag in der DM-Gruppe ein deutlich
ausgeprigter Grad der GefaBwandverkalkung sowohl in der Intima als auch in der Media
vor. Die DM+Pio-Gruppe zeigte trotz diabetischer Bedingungen eine signifikant
geringere Konduitverkalkung in der Media im Vergleich zur DM-Gruppe ohne
Pioglitazonbehandlung (DM+Pio 11,17 &+ 5,62 versus DM 20,83 + 7,78).
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Abb. 13: Intima- und Mediaverkalkung auf Gefiflebene nach zwolf Wochen

Dargestellt sind dic Ergebnisse der Von Kossa-gefarbten Préiparate der Gefdflsubregionen A2-B2 der
12W-Tiere. (A) Représentative Mikroskopaufnahmen der drei Gruppen nach 12W; Malstab: 400 um.
(B) Kalzifikationsscore der Intima. Mittelwerte = SEM der Intimawerte pro Versuchsgruppe
(Kontrolle, DM und DM+Pio). (C) Kalzifikationsscore der Media. Mittelwerte + SEM der Mediawerte pro
Versuchsgruppe.  Signifikanzen wurden berechnet mit einem Kruskal-Wallis test und
Dunn’s multiple comparisons test. DM = Diabetes mellitus; P/Pio = Pioglitazon; W = Wochen.
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Die Ergebnisse der Alizarinrot-S-Fiarbung der Gefdlpridparate A2-B2 bestdtigten die
Von Kossa-Ergebnisse der 12W-Tiere durch eine &hnliche Verteilung der
Verkalkungsgrade in den Gruppen. Unter diabetischen Bedingungen lag eine deutliche
Zunahme der verkalkten Flidche im Vergleich zur Kontrollgruppe (DM 12,05 £+ 12,51
versus Kontrolle 4,14 + 5,31) als auch im Vergleich mit der Pioglitazon behandelten
Gruppe (5,75 £9,08) vor.
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Abb. 14: Verkalkungsfliche der Gefiflsubregionen A2-B2 der 12W-Tiere

Dargestellt ist die prozentuale Kalzifikationsflache (Intima + Media) der Alizarinrot-S-gefarbten Praparate
der Subregionen A2-B2 der 12W-Tiere. (A) Mittelwerte = SEM der drei Gruppen Kontrolle, DM und
DM+Pio nach 12W. Signifikanzen wurden berechnet mit einem Kruskal-Wallis test und
Dunn’s multiple comparisons test. (B) Reprisentative Mikroskopaufnahmen der Alizarinrot-S-gefarbten
Préparate pro Gruppe; Mafistab: 400 um. DM = Diabetes mellitus; P/Pio = Pioglitazon.

4.3.2 Kalzifizierende Degeneration der Klappenregion

Die Verkalkung der Klappenebene Al der Konduits wurde anhand von mit Alizarinrot-S
(12 W) und Von Kossa (4 und 12W) histologischen Priparaten quantifiziert. Die Von
Kossa-Praparate wurden mithilfe eines 5-Punkte-Sores bewertet, wihrend die 12W-

Alizarinot-S-Préparate mittels prozentualer Flaichenmessung ausgewertet wurden.

Zum Zeitpunkt vier Wochen nach Implantation konnte anhand der Von Kossa-Praparate
ein signifikanter Unterschied der Klappenverkalkung in Gesamtbetrachtung zwischen
den diabetischen Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (DM 4,42 + 1,56 versus
Kontrolle 0,58 + 1,00) festgestellt werden. In den Gruppen DM und DM+Pio (4,7 + 1,88)

lagen dhnliche Werte vor.
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Abb. 15: Verkalkung auf Klappenebene nach vier Wochen

Die Verkalkung der Aortenklappen des Konduits (Al) wurde mithilfe der Von Kossa-Versilberung
dargestellt und anhand eines Scores bewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM der drei Gruppen
Kontrolle, DM und DM+Pio nach 4W. Signifikanzen wurden mit einem Kruskal-Wallis test und Dunn’s
multiple comparisons test berechnet. ** p <0,01; *** p <(0,001. DM = Diabetes mellitus; P = Pioglitazon.

Nach zwolf Wochen lag sowohl bei der separaten Betrachtung der Von Kossa-gefarbten
Klappentaschen als auch fiir die gesamte Klappen-Querschnittsflache in den diabetischen
Gruppen ein signifikant hoherer Verkalkungsgrad vor im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Taschen: DM 5,0 £+ 1,4 und DM+Pio 5,0 + 1,8 versus Kontrolle 1,0 + 1,41;
Gesamt: DM 5,58 + 1,31 und DM+Pio 4,83 £+ 1,70 versus Kontrolle 2,10 +1,88).
Allerdings konnte weder in den Unterregionen (Taschen, Anuli und Kommissuren) noch
bei den  Gesamtwerten eine  statistische  Signifikanz ~ zwischen  den

diabetischen Gruppen (+/—Pio) nachgewiesen werden.
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Abb. 16: Verkalkung der Aortenklappen nach zw6lf Wochen

Abgebildet sind die Ergebnisse der semi-quantitativen Analyse der Aortenklappenverkalkung (Al) der
12W-Tiere. Von Kossa-gefarbte Priparate (n = 4) wurden anhand eines 5-Punkte-Scores ausgewertet.
Dabei wurden die drei Regionen Klappentaschen, Anuli und Kommissuren getrennt voneinander bewertet.
(A) Reprisentative Mikroskopaufnahmen der Von Kossa-gefarbten Al-Priparate fiir jede Gruppe.
Mafstab: 400 um. (B) Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM der Klappenunterregionen (Taschen, Anuli
und Komissuren) sowie die Gesamtwerte der drei Gruppen Kontrolle, DM und DM+Pio nach 12W.
Signifikanzen =~ wurden  berechnet  mittels  two-way = ANOVA und  anschlieBendem
Tukey’s multiple comparisons test. Signifikanzen zur Kontrollgruppe: * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p <0,001. DM = Diabetes mellitus; Pio = Pioglitazon; W = Wochen.
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Die Analyse der mit Alizarinrot-S-gefarbten Al-Pridparate der 12W-Tiere, anhand
welcher die prozentuale Verkalkungsflache der Aortenklappen im Querschnitt gemessen

wurde, bestétigte die Gesamtergebnisse der Von Kossa-Féarbung.
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Abb. 17: Ergebnisse der Alizarinrot-S-gefirbten Aortenklappenpriparate

Anhand von Alizarinrot-S-geférbten Préparaten der 12W-Tiere wurde die prozentuale Verkalkungsfliche

der Aortenklappen im Querschnitt bestimmt. (A) Reprisentative Mikroskopaufnahmen fiir jede Gruppe.
MaBstab: 400 pm. (B) Mittelwerte £ SEM der drei Gruppen Kontrolle, DM und DM+Pio nach 12W.
Signifikanzen wurden mit einem Kruskal-Wallis test und Dunn’s multiple comparisons test berechnet.
DM = Diabetes mellitus; P/Pio = Pioglitazon; W = Wochen.
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4.4 Immunbhistologie

In glatten GefdBmuskelzellen kommt a-SMA als pridominante Isoform der Aktine vor,
welche elementare Bestandteile des kontraktilen Apparates darstellen. Die Expression
von a.-SMA korreliert dabei mit der Aktivierung von Myofibroblasten im Rahmen der
Fibrogenese [81]. Von-Willebrand-Faktor wird in Endothelzellen gebildet. Antikorper

gegen diesen ermdglichen somit die Darstellung der Endothelschicht der Aortenwand.

a-SMA war in allen Versuchsgruppen der 12W-Tiere in der Media sowie der Intima stark
positiv. Der quantitative Anteil von a-SMA fiel in der Kontrollgruppe jedoch deutlich
niedriger aus als in den jeweiligen Diabetesgruppen. Der Anteil von — a-SMA wurde in

den Gruppen DM-Pio und DM+Pio als gleichwertig betrachtet.

Da das Endothel kryokonservierter Bioprothesen zum Zeitpunkt der Implantation meist
vollstindig degeneriert ist, basiert die in den folgenden Analysen bewertete vWEF-
Expression auf der Reendothelialisierung durch Endothelzellen aus dem

Empfingergewebe [88, 89].

Eine vWF-Firbung lag in der Kontrollgruppe in den zu den Lumina zugewandten
einreihigen Endothelschichten nahezu ununterbrochen vor. Im Vergleich dazu konnte

vWF nur vereinzelt in den beiden Diabetesgruppen detektiert werden.

4.5 Genexpressionsanalyse der explantierten Bioprothesen

Bei sechs von zehn Tieren pro Gruppe zu jedem Zeitpunkt (4W und 12W) wurden die
explantierten Konduits mittels qPCR auf die Expression der in der Methodik aufgelisteten

Gene untersucht.

Die Gene OPN, OCN, Bmp-2 und Runx2 werden mit einer chondro-osteogenen
Transformation in Verbindung gebracht, im Rahmen welcher glatte GefdBmuskelzellen

zu osteoblastendhnlichen Zellen differenzieren [8, 90].

Vier Wochen nach der Konduitimplantation war die Expression von OPN und Bmp-2 in
der mit Pioglitazon behandelten Diabetesgruppe signifikant geringer als die Expression
in der Kontrollgruppe (OPN: DM+Pio 0,50 £+ 0,24 versus Kontrolle 2,84 £2,57,
BMP2: DM+Pio 0,68 + 0,36 versus Kontrolle 1,36 + 0,62). Zwdlf Wochen nach
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Implantation konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen

festgestellt werden.

Zwischen den drei Versuchsgruppen lag zu keinem Zeitpunkt eine signifikant
unterschiedliche Expression der Gene Runx2 (4W: Kontrolle 1,58 + 0,82;
DM 1,56 +0,76; DM+Pio 1,80 + 1,01, 12W: Kontrolle 0,49 + 0,26; DM 0,56 + 0,49;
DM+Pio 0,57 £ 0,46) und OCN (4W: Kontrolle 1,72 + 1,18; DM 1,06 £ 0,61;
DM+Pio 0,60 + 0,27, 12W: Kontrolle 0,05 + 0,02; DM 0,19 £0,40; DM+Pio 0,44 + 0,60)

Vor.

48



c 5
5 S
@ 2 4 —
2 ®
s 3
= w34 p = 0.0799
< < —
Z S
£ E 2]
] o~
4 Wochen E %
o 1
(1]
z 2
e 3 O0-
Q
(@\\ N $\X<2\°
NG 9
o [ =
£ 2.0 2 1.5
g 8
s o
X 1.5 i
< < 1.0
= =
2 1.0 &
12 Wochen E Py
o < 0.5
2 0.5- o
2 2
(1] =
° 0.0- s 0.0
Xe} (4] 2O
& & S S &
\lp(\ Q \50(\ Q
7] LT w
[ [7]
s &  2.0-
5 2.0 s .
< u
Z 45 % 1.5 l
£
S 1.0 5 1.0 I
4 Wochen % 8
: ol w o l
g 2
5 0.0 T 00 r T
= ] X N
S & R
\(_00 Q (9 O@
< o
i) <) -
2 0.8 3 0.8
g o
> 53 -
9 06 o 06
Z E o4
12 Wochen E 0.4+ g ’
2 S Il
2 0.2 o 0-21
o = J-
S i
5 0.0- § 0.0 | — -
[
= < O (] (¢}
& 9 & (\\‘o\\ o &
" N g S

Abb. 18: mRNA-Expression von chondro-ostegenen Markern in den Aortenkonduits

Gezeigt ist die relative mRNA-Expression der Gene OPN, OCN, Bmp-2 und Runx2 in den Aortenkonduits
fiir jede Gruppe zu beiden Explantationszeitpunkten (n=6). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
Signifikanzen wurden mit einem Kruskal-Wallis test und Dunn’s multiple comparisons test berechnet.
* p <0,05; DM = Diabetes mellitus; Pio = Pioglitazon.
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Die Analyse der inflammatorischen Marker ergab in den drei Gruppen zu beiden
Zeitpunkten keinen signifikanten Unterschied. Dazu gehorten TNF-a, IL-6,
Interleukin- 1B (II-1B), und der Rezeptor fiir fortgeschrittene Glykationsendprodukte
(RAGE, receptor for advanced glycation endproducts).

4.5.1 Qualitat der mRNA

Die durch die Integrititsmessung ermittelten RQN-Werte aller RNA-Proben lagen
zwischen 6,0 und 10,0 und bestétigten damit eine ausreichend gute Qualitdt zur weiteren

Analyse.

50



5 Diskussion

Ziel der Studie war es, den potenziellen pharmakologischen Einfluss des PPARy-

Agonisten Pioglitazon auf die Degeneration klappentragender Aortenbioprothesen in
einem Rattenmodell unter diabetischen Bedingungen zu untersuchen. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Degeneration unter diabetischen Bedingungen sowohl auf
Klappenebene als auch entlang des Aortenbogens stirker ausgeprigt war als in der

Kontrollgruppe.

Als wesentliches Ergebnis konnte eine signifikant hemmende Wirkung durch die tigliche
orale Gabe von Pioglitazon auf die kalzifizierende Degeneration einer bioprothetischen
Aorta und Aortenklappe bei diabetischen Ratten identifiziert werden. Die schiitzende
Wirkung auf morphologischer Ebene ging mit einer signifikant reduzierten

Genexpression von OPN und Bmp-2 einher.

5.1 Das Streptozotocin-induzierte Diabetesmodell und seine

metabolischen Effekte in der Ratte

Zur Untersuchung der Effekte von Pioglitazon auf klappentragende Aortenbioprothesen

in einem diabetischen Milieu war der Einsatz eines Tiermodells erforderlich, das die
pathophysiologischen Bedingungen der Diabeteserkrankung moglichst realitétsnah
abbildet. In der Literatur sind insbesondere die Tiermodelle mit Zucker-Ratten und
Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF)-Ratten bekannt, um einen
Diabetes mellitus Typ 2 zu imitieren. Der Tierstamm der sogenannten Zucker-Ratten
trdgt eine Mutation im fa-Gen, das fiir den Leptinrezeptor kodiert und zur gestorten
Séttigungsregulation fithrt. OLETF-Ratten hingegen weisen eine Deletion des Gens fiir
den Cholecystokinin-1-Rezeptor auf, was ebenfalls eine gestorte Sattigungsregulation zur
Folge hat. Beide Modelle entwickeln in der Folge Hyperphagie, Adipositas,
Insulinresistenz und einen metabolischen Phidnotyp, der dem des humanen
Typ-2-Diabetes stark dhnelt [91-94]. Neben diesen genetisch pradisponierten Modellen
wurden in verschiedenen Studien auch rein didtinduzierte Modelle (z. B. HFD bei Wistar-

oder Sprague-Dawley-Ratten) eingesetzt. Diese fiihren zwar zuverldssig zu Adipositas
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und Insulinresistenz, die Manifestation einer stabilen Hyperglykdmie bleibt jedoch
variabel, setzt meist eine lange Versuchsdauer voraus und ist insgesamt weniger
reproduzierbar als in genetischen oder kombinierten Modellen [95-97]. Zur Etablierung
einer diabetischen Stoffwechsellage entschieden wir uns fiir ein Modell von
Mansor et al., welches dem klinisch beobachteten Szenario bei der Entwicklung eines
Typ-2-Diabetes nidherkommt [57]. Dieses beinhaltete zwei Komponenten: zum einen
eine niedrigdosierte STZ-Injektion, die durch die toxische Wirkung auf die Betazellen

der Bauchspeicheldriise einen relativen Insulinmangel hervorruft, und zum anderen eine
fettreiche Didt. Durch die folgenden Ergebnisse konnten wir annehmen, dass unser
angewandtes Modell, welches eine diabetische Stoffwechsellage imitieren sollte,
erfolgreich war. Das Modell fiihrte in der DM-Gruppe und in der DM+Pio-Gruppe zu
einem signifikanten Anstieg der BZ-Werte und zu einer signifikanten Gewichtszunahme
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Adipositas gilt als Hauptursache des
Typ-2-Diabetes [98] und geht mit erhohten Triglyzeriden einher. Die
Blutuntersuchungen der beiden Versuchsgruppen DM und DM+Pio wiesen einen
signifikanten Anstieg der Triglyzeride im Vergleich zur Kontrollgruppe auf, was auf
einen erhohten Anteil an viszeralem Fettgewebe hindeutet, welches eine wesentliche
Rolle in der Pathogenese von DM spielt [99-102]. Diese Befunde bestdtigen die
erfolgreiche Etablierung eines Typ-2-Diabetes-dhnlichen Stoffwechselmodells in der
Ratte und bilden die Grundlage fiir die weitere Untersuchung der Wirkung von

Pioglitazon auf Bioprothesen.

5.2 Lipidsenkende Effekte von Pioglitazon bei Typ-2-Diabetes

Pioglitazon ist vor allem fiir seine Wirkung zur Verbesserung der Insulinsensitivitit und
zur Regulierung des Blutzuckerspiegels bei Patienten mit Typ-2-Diabetes bekannt. In
einer Vielzahl von Studien konnte in der klinischen Anwendung zudem ein protektiver
Effekt auf das kardiovaskuldre System nachgewiesen werden, insbesondere bei Patienten
mit Typ-2-Diabetes [69, 103, 104]. Die genauen ursdchlichen Faktoren fiir die Reduktion
des kardiovaskuldren Risikos sind noch nicht abschlieBend gekldrt. Es wird jedoch
vermutet, dass positive Verdnderungen in den Lipidparametern, dem Blutzuckerspiegel

sowie dem Blutdruck hierzu mafB3igeblich beitragen kdnnten [103].
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Die Blutanalysen dieser Arbeit zeigten in der mit Pioglitazon behandelten Gruppe
niedrigere Triglyzerid- und Gesamtcholesterinspiegel im Vergleich zur unbehandelten
DM-Gruppe, sowohl nach 4 als auch nach 12 Wochen. Nach 4 Wochen lagen unter
Pioglitazon im Vergleich zur unbehandelten Diabetesgruppe nah-signifikant niedrigere
Gesamtcholesterinwerte vor, dariiber hinaus wurden jedoch keine Signifikanzen erreicht.
Auch wenn die vorliegenden Daten somit keine eindeutigen Aussagen erlauben, deckt

sich dieses Ergebnis mit zahlreichen Studien, die eine positive Wirkung von Pioglitazon
auf das Lipidprofil belegen [105, 106]. Pioglitazon verbessert die Insulinsensitivitit in
Leber- , Muskel- und Fettgewebe, was zu einer erhohten Aufnahme von Fettsduren und
Glukose fiihrt, wodurch die Triglyzeridspiegel gesenkt werden [104, 107]. Dariiber
hinaus wird die Triglyzeridansammlung in der Leber reduziert [108]. Eine Senkung des
Gesamtcholesterins wurde nicht in allen Studien beobachtet. Jedoch fordert Pioglitazon
die Aktivitidt der Lipoproteinlipase, was den Abbau von very low-density lipoprotein

(VLDL) und eine Verbesserung des HDL/LDL-Verhiltnisses zur Folge hat [107, 109].

5.3 Einfluss von Pioglitazon auf klappentragende Aortenbioprothesen

unter diabetischen Bedingungen

5.3.1 Neointimabildung und endotheliale-zu-mesenchymale Transition

Bei Menschen mit Diabetes mellitus schreiten Geféverdnderungen wie die
Atherosklerose unter hyperglykdmischen Bedingungen beschleunigt voran [110]. Ein
zentraler Prozess der Atherosklerose ist die Neointimabildung, die sowohl durch
Proliferation und Migration vaskulérer glatter Muskelzellen (VSMC) als auch durch die
endotheliale-zu-mesenchymale Transition (EndMT) vermittelt wird [111-113]. Bei der
EndMT transdifferenzieren Endothelzellen in mesenchymale Zelltypen und wandern in
das subendotheliale Gewebe ein — ein Mechanismus, der nicht nur in nativen Gefaf3en,
sondern auch in biologischen GefdBprothesen beschrieben wurde [114]. Auch nach
Implantation kryokonservierter Gefa3bioprothesen ist die Neointimabildung ein zentraler
Bestandteil der Gefilremodellierung [115]. In diesem Zusammenhang wird sie nicht nur
durch die Proliferation und Migration von VSMCs, sondern auch durch die EndMT
reendothelialisierender Empfangerzellen begilinstigt und trdgt malBgeblich zur

Verdickung der Tunica Intima bei. Die EndMT ist gekennzeichnet durch den Verlust
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endothelialer Marker wie vVWF sowie die vermehrte Expression mesenchymaler Marker
wie a-SMA [116-118]. Diese Mechanismen spielen eine bedeutende Rolle bei der
Remodellierung und funktionellen Integration der Bioprothesen [114, 119].

Im Rahmen unseres Projekts lie sich in den immunhistologischen Untersuchungen nach
zwolf Wochen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine verstirkte a-SMA-Expression in
den beiden Diabetesgruppen (mit und ohne Pioglitazonbehandlung) beobachten, was auf
eine Aktivierung von Myofibroblasten und eine mogliche Zunahme der EndMT hinweist.
Gleichzeitig war die Expression von vWF in den Diabetesgruppen deutlich reduziert, was
auf eine gestorte Reendothelialisierung und auf eine endotheliale Dysfunktion hinweisen
kann. Das Endothel kryokonservierter Bioprothesen ist zum Zeitpunkt der Implantation
meist vollstdndig degeneriert [88]. Die Reendothelialisierung erfolgt postoperativ durch
Einwanderung von Endothelzellen aus dem Empfingergewebe, die das Lumen der
Prothese neu auskleiden [89]. Die diabetischen Bedingungen kdnnten sowohl eine
gestorte Reendothelialisierung als auch eine verstirkte EndMT begiinstigen. In der
Kontrollgruppe fielen diese Verdnderungen deutlich schwicher aus, was die
Auswirkungen des Diabetes auf die endothelialen Umbauprozesse unterstreicht. Frithere
Arbeiten stiitzen diese Befunde: So konnten Tsai et al.in vitro zeigen, dass
hyperglykdmische Bedingungen in humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen
(HUVEC:S) eine verstirkte EndMT induzieren [120]. Auch Salzberg et al. beschrieben in
einem murinen Modell mit Venenautografts eine zunehmende Neointimaentwicklung bei
diabetischen Méusen im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrollen, was den Einfluss
eines diabetischen Milieus auf vaskulire Remodellierungsprozesse zusitzlich
untermauert [121]. Erginzend belegt die Studie von Ping et al., dass in einem STZ-
induzierten diabetischen Mausmodell an autologen vendsen Gefallgrafts fortgeschrittene
Glykationsendprodukte (AGEs) zusammen mit mechanischem Stress die Apoptose und
Proliferation vaskuldrer glatter Muskelzellen modulieren und so zur Pathogenese der

Neointimabildung beitragen [122].

In unseren morphometrischen Analysen zeigten sich nach 4 Wochen in der mit
Pioglitazon behandelten Gruppe niedrigere Werte der Intimadicke im Vergleich zur
unbehandelten DM-Gruppe (p = 0,077). Auch wenn dieser Unterschied statistisch nicht

signifikant war, konnte er auf einen frithen Einfluss von Pioglitazon auf EndMT und
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vaskuldre Remodellierung hindeuten. Nach 12 Wochen war dieser Effekt jedoch nicht

mehr erkennbar.

Zusammenfassend deuten die immunhistologischen und morphometrischen Befunde
darauf hin, dass diabetische Bedingungen die endothelialen Umbauprozesse in
Bioprothesen beeintridchtigen und eine verstirkte EndMT beglinstigen. Pioglitazon
konnte in der Frithphase protektiv auf diese Prozesse wirken, jedoch war der Effekt
zeitlich begrenzt. Die Ergebnisse korrespondieren mit der aktuellen wissenschaftlichen
Literatur und stiitzen die bestehende Evidenzlage zur protektiven Wirkung von
Pioglitazon auf vaskuldre Umbauprozesse. In einem Rattenmodell mit kryokonservierten
allogenen Aortenkonduits zeigte Assmann et al., dass eine Behandlung mit Pioglitazon
sowohl nach 4 als auch nach 12 Wochen postoperativ zu einer signifikanten Reduktion
der Neointimabildung fiihrte [76]. Diese Befunde stimmen mit den Ergebnissen von
Igarashi et al. {iberein, die in einem Modell mit balloninduzierter arterieller
Gefdllverletzung bei Ratten eine Hemmung der Proliferation von VSMCs und der
Neointimabildung durch Pioglitazon nachwiesen [72]. Auch in vitro wird dieser
Zusammenhang gestiitzt, etwa durch die Arbeiten von Wan et al., die zeigten, dass
Pioglitazon iiber die Aktivierung von PPARY die Proliferation von VSMCs hemmt und
deren Apoptose fordert [123]. Einen mdglichen Erkldrungsansatz fiir die friithe
Wirksamkeit liefert die Arbeit von Lawet al, in der eine erhohte PPARy-
Proteinexpression in VSMCs an Tag 7 und 14 nach Gefédlverletzung beschrieben

wurde [124].

Der in unserer Studie beobachtete anfangliche hemmende Effekt konnte im weiteren
Verlauf durch Mechanismen wie eine Resistenzentwicklung oder kompensatorische,
PPARy-unabhéngige Prozesse der vaskuldren Remodellierung aufgehoben werden. Ob
Pioglitazon die Neointimabildung in kryokonservierten Bioprothesen auch iiber die
Frithphase hinaus dauerhaft und unter diabetischen Bedingungen wirksam hemmen kann,
ist damit nicht abschlieend geklart und sollte in zukiinftigen Studien weiter untersucht

werden.

5.3.2 Kalzifikation und Mediaproliferation der Aortenbioprothesen

Zur Bewertung der Verkalkung der Aortenbioprothesen wurden die histologischen

Farbungen Von Kossa und Alizarinrot-S eingesetzt. Die Von Kossa-Féarbung zeigte im
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Kurz- und Langzeitversuch in der Intima und der Media die ausgeprégteste Verkalkung
bei der DM-Gruppe im Vergleich zur Kontroll- und DM+Pio-Gruppe. Die Alizarinrot-S-
Farbung bestitigte diese vermehrte Kalzifikation unter diabetischen Bedingungen. Beide
Methoden deuten somit auf eine verstirkte Verkalkung der bioprothetischen Gefa3wand
bei Diabetes mellitus hin. Die fehlende statistische Signifikanz in unserer Studie konnte
durch die geringe  StichprobengroBe  bedingt sein, weshalb lidngere
Beobachtungszeitraume und groBere Kohorten fiir zukiinftige Untersuchungen sinnvoll
erscheinen. Diabetes mellitus gilt in der Fachliteratur als ein bedeutender Risikofaktor fiir
eine beschleunigte Gefdfverkalkung [125, 126]. Insbesondere die Mdnckeberg-Sklerose,
die zu erhohter GefaBsteifigkeit und Elastizititsverlust fiihrt [127], wird mit Diabetes
assoziiert. Eine Querschnittsanalyse von Zwakenberg et al. zeigte, dass mediale
Verkalkungen bei Diabetespatienten hiufiger auftreten als intimale Verkalkungen [128].
Dieser Befund wird durch zahlreiche Studien gestiitzt, die eine starke Verbindung
zwischen medialer Kalzifikation und Diabetes mellitus bestétigen [129, 130]. Auch wenn
der Forschungsstand zur Verkalkung biologischer GefaBBprothesen unter diabetischen
Bedingungen bislang weniger umfassend ist als fiir native GefdBle, legen unsere
histologischen Befunde nahe, dass Diabetes mellitus die Kalzifikation von
GefdBbioprothesen beschleunigen konnte. In diese Richtung weist auch die Arbeit von
Castagna et al., die bei Patienten mit Diabetes mellitus eine hohere Inzidenz und ein
stiarkeres Ausmal} der Verkalkung autologer Venenbypisse beschrieben [131]. Ergénzend
zeigten Ping et al., dass in einem diabetischen Mausmodell transplantierte vendse Grafts
eine verstirkte Atherosklerose aufwiesen [122]. Unsere Ergebnisse reihen sich damit in
bestechende Befunde ein und liefern Hinweise auf eine vergleichbare

Kalzifikationsproblematik auch in biologischen Gefal3prothesen.

Ein weiteres Ergebnis unserer Studie war die verstirkte Mediaproliferation der
Aortenbioprothesen unter diabetischen Bedingungen. Bereits nach vier Wochen wies die
DM-Gruppe eine signifikant verdickte Media im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Die

immunhistologischen Untersuchungen zeigten, dass in den Diabetesgruppen im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine verstirkte Expression von a-SMA in der Media
vorlag, was auf eine vermehrte Aktivierung von Myofibroblasten unter diabetischen
Bedingungen schlieen ldsst. Nach zwolf Wochen war der Unterschied der Mediabreite

nicht mehr signifikant, da auch in der Kontrollgruppe eine Zunahme der Media

beobachtet wurde. Diese Daten deuten darauf hin, dass sich bereits in der Frithphase des
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Typ-2-Diabetes strukturelle Verdnderungen der GefdBwand manifestieren, die
moglicherweise mit einer Mediaproliferation einhergehen. Die Ergebnisse decken sich
mit den Befunden von Ping et al., die in einem diabetischen Mausmodell mit autologen
venOsen GefaBgrafts zeigten, dass erhohte AGEs in Kombination mit mechanischem
Stress die Proliferation von VSMCs steigern und somit zur Verdickung der Media
beitragen [122]. Zahlreiche klinische Studien an Typ-2-Diabetikern zeigen eine erhohte
Intima-Media-Dicke in nativen Geféllen, was zusammen mit unseren Studienergebnissen
nahelegt, dass die durch Diabetes induzierte GefaBwandverdickung auch in biologischen
GefidBprothesen eine vergleichbare pathophysiologische Relevanz besitzen konnte [132-

134].

Die Behandlung mit Pioglitazon fiihrte in unserem Versuchsmodell sowohl nach 4 als
auch nach 12 Wochen zu einer signifikanten Reduktion der Mediabreite der
Aortenbioprothese, trotz persistierender diabetischer Stoffwechsellage. Dies deutet auf
eine potenziell schiitzende Wirkung von Pioglitazon hin, die es ermdglicht, die durch
Diabetes induzierte Verdickung der GefidBwand zu verlangsamen. Entsprechende
Befunde zeigen Onursal et al. in humanen Saphenous-Venenbypdssen, in denen
Pioglitazon oxidative Stressreaktionen, MMP-vermittelte Entziindungen sowie die
Proliferation von VSMCs unter hohen Glukosebedingungen reduzierte [135]. Ergdnzend
belegen Wang et al.,, dass PPAR-y-Agonisten die Proliferation von VSMCs durch
Herunterregulierung des RAGE-Rezeptors hemmen konnen [73]. Unterstiitzend hierzu
zeigen klinische Studien an nativen Gefédllen, dass Pioglitazon die Intima-Media-Dicke
bei Typ-2-Diabetikern signifikant reduzieren oder deren Zunahme verlangsamen
kann [71, 136], was auf eine dhnliche hemmende Wirkung auf die GefaBwandverdickung
in vivo hinweist. Die Verabreichung von Pioglitazon fiihrte in unserer Studie nicht nur zu
einer Hemmung der Mediaproliferation, sondern auch zu einer signifikanten Reduktion
des Kalzifizierungsgrads in der Media im Vergleich zur unbehandelten DM-Gruppe nach
12 Wochen. Diese Beobachtung legt eine potenziell schiitzende Wirkung von Pioglitazon
gegen die Entwicklung einer Monckeberg-Sklerose unter diabetischen Bedingungen
nahe. Ein reduzierter Verkalkungsgrad der Media war bereits nach 4 Wochen erkennbar,
erreichte jedoch erst zum spdteren Analysezeitpunkt (12W) ein statistisches
Signifikanzniveau. Unsere Befunde zur Hemmung der Mediaproliferation und
Kalzifikation durch Pioglitazon fiigen sich in die Ergebnisse von Assmann et al. ein, die

in Aortenbioprothesen eine signifikante Reduktion der medialen Verkalkung
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dokumentierten [44]. Diese Ergebnisse ergdnzen die von Gaillard et al., die in einem
Rattenmodell der elastokalzinotischen Arteriosklerose, einer Form medialer
GefdBverkalkung mit Schidigung des elastischen Fasergeriists, eine signifikante
Reduktion der medialen Kalzifikation und der Aortensteifigkeit beobachteten, was auf
verbesserte Gefaf3elastizitdt hinweist [137]. Die Verkalkung des elastischen Fasergertists
spielt eine zentrale Rolle beim Elastizititsverlust der Gefd3e. Klinische Relevanz erhilt
dieser Zusammenhang durch Sugawara et al., die in einer randomisierten Studie mit
136 Typ-2-Diabetikern eine signifikante Reduktion der Pulswellengeschwindigkeit
(PWYV), eines indirekten Markers fiir arterielle Steifigkeit, zeigten. Dieser Effekt trat
unabhédngig von der glykdmischen Kontrolle auf. Zudem wurde bei Pioglitazon-
behandelten Patienten ein signifikanter Anstieg von Adiponektin beobachtet [74], ein

moglicher unabhingiger Mechanismus, auf den spiter eingegangen wird.

5.3.3 Kalzifikation der Aortenklappenbioprothese

Die strukturelle Klappendegeneration (SVD) stellt die weitaus hiufigste Ursache fiir das
Versagen bioprothetischer Herzklappen dar. Eine zentrale Rolle spielt dabei die
Verkalkung der Klappensegel, die zu einer progredienten Stenose und infolge eines

Klappensegeleinrisses zu einer akuten Insuffizienz fiihren kann [138].

Zur Analyse der bioprothetischen Aortenklappen auf Verkalkungen wurde die
Klappenregion analog zu den Aortenabschnitten histologisch mittels der Von Kossa-
sowie der Alizarinrot-S-Farbung untersucht. Die Auswertung der Von Kossa-gefarbten
Priparate zeigte in der Diabetesgruppe ohne Pioglitazonbehandlung zu beiden
untersuchten Zeitpunkten eine signifikant stidrkere Verkalkung im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Analyse der mit Alizarinrot-S-gefarbten Aortenklappen bestétigte
diese Ergebnisse. Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass Diabetes mellitus die
Kalzifikation der bioprothetischen Aortenklappen maf3geblich begiinstigt und somit einen

relevanten Risikofaktor fiir die frithzeitige Prothesendegeneration darstellt.

Dass  Diabetes ein  relevanter  Risikofaktor  fiir die  kalzifizierende
Aortenklappenerkrankung (CAVD) darstellt, wurde bereits in zahlreichen Studien
beschrieben [139-141]. So zeigte ein Mausmodell mit kombinierter Dyslipiddmie und
Typ-2-Diabetes, dass die Verkalkung der nativen Aortenklappen im Vergleich zu Méusen

mit isolierter Dyslipiddmie signifikant verstidrkt war [140]. Diese experimentellen
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Befunde werden durch klinische Daten gestiitzt: Mosch et al. konnten anhand
histopathologischer Analysen explantierter Aortenklappen nachweisen, dass Patienten
mit Typ-2-Diabetes eine deutlich ausgeprigtere valvulire Verkalkung aufwiesen als
nicht-diabetische Patienten [141]. Die Degeneration bioprothetischer Aortenklappen
dhnelt in vielen Aspekten den degenerativen Prozessen der CAVD, wobei sich auch
gemeinsame Risikofaktoren identifizieren lassen. In einer multizentrischen italienischen
Studie von Lorusso et al. wurden die bioprothetischen Herzklappen von insgesamt 6.184
Patienten untersucht. In diesem multivariaten Modell stellte sich Diabetes als starkster
unabhingiger Risikofaktor fiir die strukturelle Klappendegeneration (SVD) heraus,
wobei Typ-2-Diabetes mit einer signifikant schnelleren Progression der SVD verbunden
war [50]. Auch in einer prospektiven Kohortenstudie von Briand et al., die 124 Patienten
nach bioprothetischem Aortenklappenersatz mittels serieller Echokardiographien
nachbeobachtete, wurde Diabetes als signifikanter Pradiktor fiir eine beschleunigte SVD

identifiziert [ 142].

Mithilfe der Von Kossa- und Alizarinrot-S-Féarbung untersuchten wir weiterhin die
potenziell hemmende Wirkung von Pioglitazon auf die Kalzifizierung der
bioprothetischen Aortenklappen. In der mit Pioglitazon behandelten Diabetes-Gruppe
zeigte sich eine kleinere Verkalkungsfliche im Vergleich zur unbehandelten Gruppe,
wobei in keiner der beiden Analysen eine statistische Signifikanz erreicht wurde. Obwohl
bislang keine weitere Studie bekannt ist, die explizit die hemmende Wirkung von
Pioglitazon auf die Kalzifizierung bioprothetischer Aortenklappen unter diabetischen
Bedingungen untersucht, existieren verwandte Arbeiten. So konnten Katahira et al. in
einem Modell chronischer Niereninsuffizienz eine signifikante Reduktion der
Verkalkung bioprothetischer Aortenklappen durch Pioglitazon nachweisen [70]. Dariiber
hinaus zeigen Studien an nativen Aortenklappen im Kleintiermodell eine hemmende
Wirkung von Pioglitazon auf die Verkalkung. Li et al. demonstrierten diesen Effekt unter
diabetischen Bedingungen, vermittelt durch eine Herunterregulation des RAGE-
Rezeptors [47]. Chu et al. berichteten in einem hypercholesterindmieinduzierten Modell
ebenfalls von einer verminderten Klappenverkalkung, die auf entziindungshemmende
und lipidmodulierende Effekte zuriickgefiihrt wurde [143]. Diese Befunde untermauern
das therapeutische Potenzial von Pioglitazon, wobei die Ubertragbarkeit auf
bioprothetische Klappen unter diabetischen Bedingungen weiterhin eingehender

untersucht werden muss. Fiir eine systematische Evaluierung dieses Potenzials
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erscheinen grofere Tierkohorten, ldngere Beobachtungszeitrdume sowie erginzende
quantitative Analysen, beispielsweise chemische Kalziumassays oder fluoreszenzbasierte

Verfahren, sinnvoll, um die Aussagekraft der Ergebnisse weiter zu erhdhen.

5.3.4 Chondro-osteogene Transdifferenzierung

Die Pathophysiologie der Arteriosklerose einerseits und der SVD andererseits ist
komplex und bislang nicht vollstindig verstanden. Aktuelle Studien deuten darauf hin,
dass osteoblastendhnliche Zellen in beiden Prozessen eine zentrale Rolle einnehmen,
wobei Parallelen zur Osteoblastogenese im Knochenstoffwechsel bestehen [90, 144-147].
Dabei bezeichnet man den Prozess, bei dem Zellen ihre urspriingliche Identitét verlieren
und einen  osteoblastendhnlichen = Phénotyp  annehmen, als  osteogene

Transdifferenzierung [148].

Bisherige Studien zeigen, dass kalzifizierte menschliche Aortenklappen eine vermehrte
Expression ossdrer Marker wie BMP-2, OPN und OCN aufweisen [149-152].
Osteopontin, ein phosphoryliertes Glykoprotein, das Calciumphosphat-Kristalle binden
kann, spielt eine wichtige regulatorische Rolle bei der Biomineralisation [153]. Shen et al.
fanden eine enge Korrelation zwischen der OPN-Expression und dem Ausmal} der
Verkalkung bioprosthetischer Herzklappen beim Menschen [154]. BMP-2 wiederum
induziert die Differenzierung mesenchymaler Vorlduferzellen zu Osteoblasten und
aktiviert den Transkriptionsfaktor RUNX2, welcher die Expression weiterer osteogener
Gene wie OCN reguliert [155]. Gomez-Stallons et al. zeigten, dass in humanen verkalkten
Aortenklappen eine verstirkte BMP-2-Expression mit einer Aktivierung des BMP-
Signalwegs einhergeht und dass die Hemmung dieses Signalwegs in vitro sowie im
Mausmodell die Klappenverkalkung reduziert [156]. Weiterhin wurde OPN in einem
Rattenmodell wihrend der Neointimabildung verstirkt exprimiert, und die
nachgewiesene Prasenz in menschlichen atherosklerotischen Plaques deutet auf eine
Beteiligung an der Pathogenese der Atherosklerose hin [157]. Diese Ergebnisse
unterstreichen die Relevanz der osteogenen Marker BMP-2, OPN, OCN und RUNX2 als
Indikatoren ossédrer Umbauprozesse sowohl im vaskuldren als auch im valvuldren

Gewebe.

Hinweise auf eine pathophysiologisch relevante Rolle einzelner osteogener Marker bei

Diabetes mellitus liefert die Arbeit von Chen et al., die in Gefdlproben diabetischer

60



Patienten eine verstirkte Kalzifikation sowie eine erhohte Expression ossdrer Marker wie
OPN nachweisen konnten. Ergdnzend dazu zeigten ihre in-vitro-Experimente, dass ein
hyperglykdmisches Milieu die BMP-2-Expression erhoht und die Kalzifikation von
VSMCs fordert [125]. Diese Daten stiitzen die Annahme, dass ein hyperglykédmisches
Milieu die osteogene Differenzierung von VSMCs fordert und so zur verstirkten

Gefidllverkalkung bei Diabetes beitragt.

Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse analysierten wir in unserer Studie die
Expression osteogener Marker (BMP-2, OPN, RUNX2 und OCN) in klappentragenden
Aortenbioprothesen unter diabetischen Bedingungen sowie den potenziellen
modulierenden Einfluss von Pioglitazon. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Pioglitazon in ossdre Differenzierungsprozesse eingreift und diese moglicherweise
hemmt. In der DM+Pio-Gruppe waren die Expressionsniveaus von Bmp-2 und OPN nach
vier Wochen signifikant niedriger gegeniiber der Kontrollgruppe, gegeniiber der
unbehandelten DM-Gruppe jedoch nicht signifikant.. Die erhohte Expression in der
unbehandelten DM-Gruppe zu diesem frithen Zeitpunkt weist auf eine rasche Aktivierung
ossirer Umbauvorgéinge unter diabetischen Bedingungen hin. Die beobachtete Hemmung
der Mediaverkalkung in der DM+Pio-Gruppe, zusammen mit der reduzierten Expression
osteogener Marker, unterstiitzt die Hypothese einer durch Pioglitazon vermittelten
Hemmung der osteogenen Differenzierung von VSMCs unter diabetischen Bedingungen.
Diese Hypothese wird durch Befunde von Zhou et al. gestiitzt, die in Ratten-VSMCs
zeigten, dass Hyperglykdmie die ossire Differenzierung fordert, erkennbar an erhohter
Mineralisierung und der Hochregulation osteogener Marker, wihrend PPARy-Agonisten
diesen Prozess signifikant hemmen konnten [158]. Auch Assmann et al. konnten in ihrem
Rattenmodell zeigen, dass Pioglitazon die Expression osteochondraler Marker wie OPN,
OCN und Bmp-2 in klappentragenden Aortenbioprothesen reduzierte [44]. In unserem
Modell waren diese Effekte jedoch zeitlich begrenzt: Nach zwdlf Wochen zeigte sich kein
signifikanter hemmender Effekt von Pioglitazon mehr. Moglicherweise war der pro-
osteogene Zustand des Gewebes unter diabetischen Bedingungen nach 12 Wochen bereits
so weit fortgeschritten, dass die protektiven Effekte von Pioglitazon nicht mehr
ausreichten, um die weitere Gewebedegeneration effektiv zu verhindern. Dies konnte die
im Vergleich zur frithen Phase abgeschwiéchten Effekte auf die Expression osteogener

Marker erkléren.
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Zahlreiche Studien zeigen, dass Typ-2-Diabetes iiber eine gesteigerte AGE-
Akkumulation und chronische Entziindungsprozesse zur beschleunigten Kalzifikation
beitrdgt — auch in bioprothetischen Herzklappen [48, 159, 160]. Unsere Ergebnisse der
RT-PCR lieferten allerdings keine Hinweise filir inflammatorische Prozesse, die zur
Verkalkung beigetragen haben konnten. Dies legt nahe, dass neben den untersuchten
inflammatorischen Markern weitere Mechanismen an der Klappenkalzifikation beteiligt

sein konnten.

In einem nach Abschluss dieser Arbeit publizierten Datensatz konnte gezeigt werden,
dass die Behandlung mit Pioglitazon im Vergleich zur unbehandelten Diabetesgruppe
sowie zur Kontrollgruppe zu signifikant erhdhten Adiponektinplasmaspiegeln
fithrte [78]. Adiponektin gilt als gefdprotektiv, da es die Insulinsensitivitit verbessert
und antiatherogene Effekte entfaltet [161]. In Tiermodellen zeigte sich bei Adiponektin-
defizienten Méusen eine verstirkte Neointimabildung nach Gefilverletzung, wéhrend
die Supplementierung mit Adiponektin diesen Effekt signifikant abschwichte. In-vitro-
Analysen belegten zudem eine Hemmung der Proliferation und Migration von VSMC
durch Adiponektin [162, 163]. In einer klinischen Studie mit Typ-2-Diabetikern fiihrte
die Behandlung mit Pioglitazon nicht nur zu einem Anstieg der Adiponektinspiegel,
sondern auch zu einer signifikanten Reduktion der PWV, unabhingig von der
Blutzuckerkontrolle. Dies weist darauf hin, dass Adiponektin einen relevanten Beitrag zu

den gefdfprotektiven Effekten von Pioglitazon leisten konnte [74].

5.4 Limitationen

Die gewihlte heterotope Implantation klappentragender Aortenbioprothesen in einem
Rattenmodell bietet vielféltige Vorteile, ist jedoch auch mit Einschrdnkungen behaftet.

Die Ratte stellt nach der Maus das kleinste geeignete Versuchstier dar, in dem eine
mikrochirurgische Implantation von Herzklappen technisch mdglich ist. Neben ethischen
Gesichtspunkten sprechen auch Aspekte wie eine schnellere Reproduzierbarkeit und ein
geringerer Ressourceneinsatz fiir den Einsatz von Kleintieren. Dennoch unterscheiden

sich physiologische, immunologische und metabolische Prozesse zwischen Kleintieren
und dem Menschen teils erheblich, was die Ubertragbarkeit der Ergebnisse einschrinkt.
Zudem weicht die biomechanische Belastung im heterotopen Implantationsmodell von

den hidmodynamischen Bedingungen im menschlichen Kreislaufsystem ab.
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Trotz der experimentell erzeugten Aortenklappeninsuffizienz mit konsekutivem
diastolischem Riickfluss iiber die abdominale Aorta konnen die Druck- und
Flussverhéltnisse einer orthotopen Klappenposition beim Menschen nicht vollstindig
abgebildet werden. Dariiber hinaus mussten aufgrund der limitierten Gewebemenge die
histologischen und molekularbiologischen Analysen an unterschiedlichen Tieren
durchgefiihrt werden. Eine direkte Korrelation einzelner Befunde war daher nicht
moglich. Interindividuelle Unterschiede im Ausmaf} des chirurgischen Traumas und der
postoperativen inflammatorischen Reaktion, insbesondere in den ersten zehn Tagen,
konnten die Ergebnisse ebenfalls beeinflusst haben. Ein weiterer Aspekt betrifft die
Verabreichung von Pioglitazon iiber eine definierte Didt. Obwohl die dokumentierte
Futteraufnahme sowie die Gewichtsentwicklung auf eine weitgehend gleichméBige
Wirkstoffexposition hinweisen, kann eine individuelle Variation in der aufgenommenen
Tagesdosis nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus fiihrt die durch
niedrige STZ-Dosen induzierte Schidigung pankreatischer -Zellen zu einer partiellen
und graduellen Dysfunktion, die zwar der Progression im menschlichen Typ-2-Diabetes
dhnelt, jedoch als toxisch induziertes Ereignis den multifaktoriellen, langsam
verlaufenden B-Zellverlust beim Menschen nur eingeschrinkt widerspiegelt. Diese
Limitationen unterstreichen die Notwendigkeit ergdnzender Untersuchungen,
insbesondere in préiklinischen Modellen mit groBerer physiologischer Néhe zum
Menschen, um die klinische Relevanz der hier beobachteten Effekte differenzierter
bewerten und das therapeutische Potenzial von Pioglitazon im Kontext bioprothetischer

Herzklappen fundiert einordnen zu kénnen.

5.5 Fazit und Ausblick

Diese Arbeit untersuchte in einem etablierten Rattenmodell die Effekte des PPARYy-
Agonisten Pioglitazon auf strukturelle und molekulare Umbauprozesse klappentragender,
kryokonservierter Aortenbioprothesen unter diabetischen Bedingungen in vivo. Dabei
konnten sowohl histologische als auch genexpressionsbasierte Verdnderungen
nachgewiesen werden, die auf eine beschleunigte Degeneration bioprothetischer Gefal3-
und Klappenstrukturen im Kontext eines Typ-2-Diabetes hinweisen. Die diabetischen

Bedingungen fiihrten zu einer signifikanten Mediaproliferation und Kalzifikation der
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Klappen. Darliber hinaus fanden sich Hinweise auf eine verstérkte

Myofibroblastenaktivierung sowie eine vermehrte Kalzifikation in Intima und Media.

Die systemische Behandlung mit Pioglitazon konnte die Degeneration der
klappentragenden Aortenbioprothesen trotz persistierender diabetischer
Stoffwechsellage  authalten —  durch Inhibition der chondro-osteogenen
Transdifferenzierung sowie durch antiproliferative und antikalzifizierende Effekte auf die
Media. Hinweise auf proinflammatorische Genexpressionsmuster wurden in diesem
Modell nicht gefunden. Zukiinftige Studien sollten darauf abzielen, die zugrunde
liegenden Signalwege der Bioprothesendegeneration unter diabetischen Bedingungen
mechanistisch aufzuklaren und zusitzliche Zielstrukturen fiir gezielte pharmakologische
Interventionen zu identifizieren, insbesondere im Hinblick auf PPARy-vermittelte
Regulationsmechanismen. Dariiber hinaus erscheinen vertiefte funktionelle Analysen in
Kleintiermodellen sinnvoll, um die molekularen Effekte weiter zu validieren. Von
besonderem Interesse konnten kiinftig auch rein didtbasierte Modelle sein, da sie die
langsame Progression des Typ-2-Diabetes besser nachzeichnen und so eine Ergdnzung
zu chemisch induzierten Modellen darstellen. Darauf aufbauend konnte die Translation
in Tiermodelle mit hoherer klinischer Relevanz erfolgen, um auch himodynamische und
mechanische Aspekte bioprothetischer Haltbarkeit im Kontext metabolischer

Grunderkrankungen zu untersuchen.

Die hier gewonnenen Erkenntnisse tragen zum besseren Verstindnis diabetesspezifischer
Degenerationsmechanismen in Bioprothesen bei und unterstreichen das therapeutische
Potenzial von Pioglitazon zur Verbesserung ihrer Langzeitfunktion bei Patienten mit

Diabetes mellitus.
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