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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Tissue Engineering ist ein interdisziplindres Arbeitsfeld mit dem Ziel, die Funktionen von
Zellen zu untersuchen und darauf basierend bioartifizielle Gewebe oder Organersatzsystemen
zu entwickeln. Diese bioartifiziellen Gewebe sollen eingeschrankte Organfunktionen
unterstiitzen oder zum kompletten Ersatz funktionsunfahiger Organe verwendet werden.

Ca. 3 % der Erwachsenen in Europa und Nordamerika leiden an chronisch vendser
Insuffizienz (CVI) als Folge einer oder mehrerer Thrombosen in den tiefen Beinvenen,
verbunden mit der Zerstérung der Klappensegel. Derzeit gibt es aul3er patienteneigenen oder
allogenen Transplantaten, die nur limitiert vorhanden sind, keinen geeigneten Ersatz. Ziel der
vorliegenden Arbeit war die in vitro Generierung patienteneigener (autologer)
klappentragender Venensegmente basierend auf einer azelluléren biologischen Startermatrix
mit autologen vaskuléren Zellen. Fir dieses Ziel wurde ein allogenes Modell im Schaf
etabliert. Nach Standardisierung einer geeigneten Dezellularisierungsmethode wurden ovine
azelluldre  Jugularvenensegmente mit  Endothelzellen und  Myofibroblasten  des
Empfangerschafes gewebetypspezifisch in einer dreidimensionalen Kultur rebesiedelt. Nach 6
wochiger Kultivierungs- und Rebesiedlungszeit konnten klappentragende Venensegmente
erfolgreich rebesiedelt werden. Dies wurde sowohl durch Ubersichtsfarbungen als auch durch
immunhistochemische Charakterisierungen mittels Antikorper belegt. Im alogenen
GroRtiermodell (Schaf) wurden die in vitro hergestellten GefaRe zur Uberprifung der
immunologischen Kompatibilitdt und Funktionalitét fir 1 und 6 Wochen in vivo getestet.
Aufgrund beschriebener in vivo Experimente mit azelluléren Herzklappen im ovinen System
(O'Brien et al., 1999) wurden in der vorliegenden Arbeit auch azelluldre
Venenklappensegmente fur 1 und 6 Wochen implantiert. Nach Explantation zeigten diese
starke thrombotische Auflagerungen auf den luminalen Wand- und Segelbereichen, sowie
Kalzifizierungserscheinungen und Leukozytenimmigration. Es konnte auch schon nach 1
Woche Implantation ein in vivo- Rebesiedlung beobachtet werden, wobei sich die
interstitiellen Zellen jedoch nicht physiologisch in der Venenwand ausrichteten. Die Klappen
der Venen waren insuffizient. In vitro rebesiedelte Implantate blieben nach 1 Woche
suffizient, zeigte jedoch leichte thrombotische Auflagerungen an den Komissuren und im
Sinus des Segelbereiches. Diese fulhrten nach 6 Wochen zur Bildung einer Neo-Intimain den
Segelbereichen, was zu einer Insuffizienz der Klappen fuhrte, wahrend luminae
Wandbereiche weitgehend frei waren von solchen Bildungen. Kalzifizierungen oder
Leukozytenimmigrationen konnten in den rebesiedelten Implantaten nicht nachgewiesen
werden. Kann in weiterfihrenden Experimenten die Thrombosierung an den kritischen
Bereichen der Venenklappe verhindert werden, bietet dieses Modell eine Basis fur den
xenogenen Einsatz von in vitro hergestellten Venenklappen zur Therapie von Patienten mit
CVI. Schlagworte: Venenklappenersatz, Tissue Engineering, Dezellularisierung




Summary

SUMMARY

Tissue engineering is an interdisciplinary field with the aim of research of cell functions and
the development of bioartificial tissues or organs. This bioartificial tissues should be able to
support organs with limited functions or even replace a whole insufficient organ.
Approximately 3 % of the adult Europeans or north-Americans are suffering from chronic
venous insufficiency (CVI) after a thrombosis in the veins of the upper limbs due to
destructed vein valves. Except for allogenous or autologous transplants with limited
availability there is currently no suitable replacement for vein valves. The present doctoral
thesis focuses on the in vitro development of autologous vein valve conduits based on a
biologic donor scaffold reseeded with recipients vascular cells. For the practical realisation
and further functional examination an allogenous sheep model was established. After
standardisation of a suitable method for cell removement acellular ovine jugular veins were
reseeded with endothelial cells and myofibroblasts in a three-dimensional and tissue specific
manner. After six weeks of acellularisation, repopulation and incubation in vitro vein valved
conduits could be reseeded successfully. For validation the segments were characterised by
histological and immunohistological analyses. The tissue engineered vein valves were
implanted for one and six weeks in an allogenous sheep model to evaluate graft function and
immunologic compatibility. Because of prior descriptions of in vivo experiments with
acellular heart valves in an ovine model (O'Brien et a., 1999) acellular vein valved conduits
were also implanted for one and six weeks in the present study. After explantation this
acellular implanted specimens showed thrombus formation on wall and |eaflets of the graft as
well as calcification occurrence and immigration of leucocytes. After one week in vivo the
acellular implants were reseeded whereas the interstitial cells showed an unphysiological
orientation. The vein valve function of the implanted segments was insufficient. In contrast, in
vitro reseeded implants were still sufficient after one week. However, at areas where the
leaflets attached to the vein wall small thrombi could be detected. Six weeks after
implantation, all valves were insufficient due to intimal hyperplasia at the sites of leaflet
attachment. Regions beyond the leaflets remained free of such formations in vivo.
Calcification or immigration of leucocytes could not be observed.

If thrombus formation in critical areas of the vein valve can be avoided in continuative
experiments this model will provide a basis for the xenogenic application of in vitro

developed vein valved conduits for patients suffering from CVI.

key words:  vein valve replacement, tissue engineering, acellularisation
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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Zur Geschichte der Venenklappen

Die Venenklappen wurden zum ersten Mal erwahnt im Jahr 1539 in dem bertihmten Buch des
Pariser Physikers Charles Estienne ,,De Dissectione Partium Corporis Humani Libri Tres®,
welches allerdings erst 1545 verdffentlicht wurde (Scultetus et a., 2001). Estienne beschrieb
sie damals as ,apophyses membranorum® in der Lebervene, konnte ihnen aber keine
Funktion zuordnen. Falschlicherweise vermutete er, dass diese Strukturen dazu da wéren, um
das Blut, von dem er annahm, dass es in der Leber gebildet wird, am ,Wegfliel3en“ zu
hindern. Etwa zur gleichen Zeit bemerkten andere Arzte und Wissenschaftler unabhangig
voneinander diese vendsen Besonderheiten, sie wurden jedoch as Artefakte gewertet und
nicht weiter verfolgt (Scultetus et a., 2001). Aus dieser Zeit stammte auch die allererste
Zeichnung einer Venenklappe von einem Deutschen namens Salomon Alberti aus Nurnberg
(Alberti, 1585, s. Abb. 1). Die eigentliche , Entdeckung“ der Venenklappen geht jedoch
zurick auf Hieronymus Fabricius ab Aquapendente, welcher sie 1603 sorgféltig und
detailliert beschrieb und in seinem Buch ,De Venarum Ostiolis® vertffentlichte (Franklin,
1927 und Leibowitz, 1957). Auch er erkannte jedoch nicht die hdmodynamische Funktion der
von ihm entdeckten Strukturen, da zu der Zeit die Zirkulation des Blutes noch weitgehend
unbekannt war. Erst William Harvey, ein junger englischer Student von Fabricius ab
Aquapendente erkannte bei der Untersuchung von Herzklappen, dass das Blut vom Herzen
weg in die Aorta fliefdt und zum Herzen hin in der Vena cava (Harvey, 1628 und Lyons und
Petrucelli, 1978). Er legte somit den Grundstein fir das Versténdnis der Blutzirkulation.
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Pig 5. The ficst drawings of & venous valve by Salomon Alberti,
published in 158534

Abb. 1. Die erste Zeichnung einer Venenklappe von Alberti, 1585, aus Scultetus und
Mitarbeiter (2001).

1.2. Aufbau der Vene und der Venenklappen

Aufgrund der niedrigeren Druckverhdtnisse in einem Niederdrucksystem ist die Venenwand
dinner as die der Arterien. AuRerdem ist die Venenwand lockerer und unregelmafdiger
gebaut, die einzelnen Schichtungen lassen sich weniger deutlich voneinander trennen.

Die Tunica intima ist die innerste Schicht und somit dem Blutstrom ausgesetzt. Sie besteht
aus Endothelzellen, die einschichtig in die extrazelluldre Matrix eingebettet sind. Dieses
Endothel ist antithrombogen, das heifdt es verhindert eine Anheftung von Pléttchen und die
daraus resultierende Thrombusformation (Thum et a., 2000; Mann und West, 2001). Die
Tunica media schliefdt sich direkt an und besitzt ringférmig angeordnete Muskelfaserbiindel,
bestehend aus glatten Muskelzellen. Dazwischen liegen mehrere langs angeordnete
Kollagenfasern, die miteinander vernetzt sind, sowie ein Netz aus elastische Fasern. Beide
verlaufen anndhernd achsenparallel (Sanchez-Hanke et al., 2000). Die Tunica adventitia als
Abschlussschicht besteht hauptséchlich aus kollagenen Fasern und Fibrobl asten.

Die Venenklappen (Valvulae venosae) sind Ausstilpungen der Intima und Media. Die
Klappensegel bestehen aus einer Endothelfalte, welche durch die Einlagerung engmaschiger
kollagener Fasergeflechte versteift ist und weder glatte Muskelzellen noch Gefélde enthalt
(Sanchez-Hanke et al., 2000). Diese Endothelfalten bilden Venenklappensegel, die sich in der
Regel paarweise gegenlberstehen (bicuspidae Klappe). Sie weichen bei herzwarts

gerichtetem Blutstrom auseinander und verhindern durch Klappenschluss den Ruckfluss
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(Schiebler et al., 1995). Dartiber hinaus sind die Venenklappen so angeordnet, dass der
Blutfluss nur von distal nach proximal gerichtet ist (s. Abb. 2).

Eine Dysfunktion der Venenklappen kann weitreichende Stérungen im menschlichen Korper
verursachen, wie zum Beispiel Varikose (, Krampfadern“, Ludbrook, 1963 und Madar, 1986)
und chronische vendse Insuffizienz (CVI; Markel et a., 1992 und Bosanquet und Franks,
1996).

—

\ proximal

Venenwand

Klappensegel

Flussrichtung

Abb. 2: Schema eines Venenklappensegels

1.3. Das vendse Rickflusssystem

Bei allen Metazoen spielt die Korperbewegung eine betrachtliche Rolle bei der Bewegung der
Blut- und Korperflissigkeiten (Storch und Welsch, 1994). Auch bel den Saugetieren
unterstitzt die Kontraktion der Skelettmuskulatur den Flussigkeitsstrom in Venen und
Lymphgefassen. Vor allem gerét das Blut durch den regelméfdigen Schlag des Herzens in
Bewegung, wobei ventilartige Klappen in Herz und Venen eine gleichbleibende Richtung
vorgeben. Dadurch und durch die charakteristische Elastizitdt der Blutgefasse kann ein
gleichbleibender Blutdruck im Organismus gewéhrleistet werden. Dieser konstante Druck ist
wichtig fur die gleichbleibende Versorgung Iebenswichtiger Organe und Gewebe, die zum

Teil empfindliche Zellen besitzen (z.B. das Gehirn).
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Das venotse Blut des Gehirns wird durch die inneren Halsvenen (Venae jugularis interna), in
die auch das meiste Blut aus Kopf- und Halsregion flief3t, und Uber die auReren Halsvenen
(Venea jugularis externa) abgeleitet. Das gesamte Blut wird in der oberen Hohlvene
gesammelt, die in den rechten Herzvorhof mindet. Das Blut aus den unteren Korperbereichen
wird Uber das Venensystem in die untere Hohlvene transportiert, die ebenfalls in das rechte
Herz mindet. Im Bereich der Extremitdien werden drei verschiedene Venensysteme

unterschieden: Das oberflachliche, das tiefe Venensystem und die Perforansvenen.

1.3.1. Oberflachliches Venensystem

Die oberflachlichen Venen verlaufen oberhalb der Muskelhaut (Muskelfaszie; epifasziales
Venensystem). Im Bereich der Beine existieren gleich zwel grofRe oberflachliche
Venenstdmme. Der eine Venenstamm beginnt am Innenknochel des Fules und verl&uft Gber
die Unterschenkelinnenseite, die Innenseite des Knies und des Oberschenkels bis zur Leiste
(Vena saphena magna). Der zweite Venenstamm beginnt hinter dem AulRenkndchel und zieht
an der Hinterseite der Wade zur Kniekehle (Vena saphena parva). Beide Venenstdmme
minden in das sogenannte tiefe Venensystem, welches unterhalb der Muskelfaszie verlauft

(subfasziales V enensystem).

1.3.2. Tiefes Venensystem

Die tiefen Venen der unteren Extremitdten sind meist paarweise angelegt und verlaufen
parallel zu den entsprechenden Arterien, wie z.B. die Venae tibiales anteriores und die Venae
tibiales posteriores (vordere und hintere Schienbeinvenen). Aus dem Unterschenkel
transportieren drei tiefe Venenpaare das Blut zur Kniekehlenvene, aus der sich die
Oberschenkel vene fortsetzt.

1.3.3. Perforansvenen

Die Perforansvenen sind Verbindungsvenen zwischen dem tiefen und dem oberfl&chlichen
Venensystem. In jedem humanen Bein gibt es etwa 150 Perforansvenen zwischen tiefem und

oberflachlichem Venensystem der unteren Extremitéten.

1.3.4. Mechanismen zum Rucktransport des vendsen Blutes zum Her zen

Das Blut wird, vom Herzen ausgehend, Uber die Arterien zu den einzelnen Organen des

Korpers transportiert. Dabei félt der Blutdruck bis zu den kleinsten Kapillaren und

4
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schliefflich zu den Venen soweit ab, dass die Pumpleistung des Herzens, insbesondere in den
Beinvenen, nicht mehr ausreicht, um das Blut entgegen der Schwerkraft wieder zum Herzen
zurlickzuleiten. Der Rucktransport des ventsen Blutes geschieht Uber aktive oder passive

Transportmechanismen.

1.3.4.1. Passiver Transportmechanismus

Die passiv treibende Kraft des vendsen Blutes ist das sogenannte Druckgefélle. Hierbei
handelt es sich um einen Druckunterschied, der zwischen der linken (Hochdrucksystem) und
der rechten Herzhélfte (Niederdrucksystem) besteht. Dieses Druckgefélle ermdglicht den
Ruicktransport des vendsen Blutes beim liegenden und stehenden Menschen, in Ruhe und bei
Muskelarbeit.

1.3.4.2. Aktive Transportmechanismen

Durch die Bewegung des Brustkorbes und des Zwerchfells bei Ein- und Ausatmung wird
Druck und Sog in den Venen erzeugt. Das Tieferlegen des Zwerchfells beim Einatmen
bewirkt in den Korpervenen unterhalb des Zwerchfells eine Druckerhthung und in den
Korpervenen oberhalb des Zwerchfells eine Drucksenkung (Sogwirkung). Die Ausatmung,
bei der das Zwerchfell angehoben wird, hat eine Sogwirkung auf den Blutfluss in den
Beinvenen zur Folge und fiihrt zur Offnung der Venenklappen. In den Venen oberhalb des
Zwerchfells wird wiederum ein Uberdruck mit Venenklappenschluss und Blutstrémungsstopp

erzeugt.

1.3.4.3. Muskelpumpe

Ein weiterer aktiver Transportmechanismus, der den Ruickfluss des ventsen Blutes aus den
Extremitéten zum Herzen hin erméglicht, wird als , Muskelpumpe* bezeichnet. Das Prinzip
der Muskel pumpe funktioniert nur in den Venen des subfaszialen Systems und nicht in den
Venen, die oberflachlich unter der Haut liegen und nicht von Muskulatur umgeben sind
(epifasziale Venen). Werden die Beine bewegt, dricken die arbeitenden Muskeln auf die
Venenwande. Dadurch gerdt das Blut in den Venen in Bewegung. Die Richtung des
Blutflusses wird dabei durch die Venenklappen bestimmt, die eine Ventilfunktion austiben
und das Blut nur in Richtung Herz durchlassen (s. Abb. 3). Erschlaffen die Muskeln bei

Stillstand der Beine, wird das Blut aus den peripheren Venen angesogen.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Rickfluss des Blutes im vendsen System
durch zwei physikalische Prozesse gewdhrleistet ist, zum einen der durch Herz- und
Muskelaktion entstehende Unterdruck und zum anderen durch die Ventilfunktion der sich
offnenden bzw. sich schlief3enden Venenklappen. Pathologische Prozesse im menschlichen
Organismus fuhren zur Schadigung bzw. Zerstérung der V enenklappensegel strukturen. Diese
Vorgange bilden die Grundlage fur die im Folgenden néher erlduterte chronisch vendsen

Insuffizienz.

proximal

gedffnete -
Venerklappe Muskel
T /

geschlossene
Vererklappe Sa / \

digtal

Abb. 3: Schematische Darstellung der Venenklappenfunktion durch Einsatz der
Muskelpumpe.
Die physiologische Flussrichtung des Blutes verlauft von distal nach proximal

1.4. Chronisch vendse | nsuffizienz

Die chronisch vendse Insuffizienz (CVI) fasst, as funktioneller Begriff, die klinischen
Folgeerkrankungen einer chronisch venosen Abflussstérung, meist der unteren Extremitéten,
bei dekompensierter primérer Varikose (, Krampfadern“) oder beim postthrombotischen
Syndrom zusammen. Die chronisch ventse Insuffizienz ist zurlckzufthren auf die
Dysfunktion von Venenklappen in den unteren Extremitéten und der Beckenregion und des
daraus resultierenden vendsen Refluxes (Gruss, 2001). Ursache der Dysfunktion der
Venenklappe ist haufig die Beschadigung der Venenklappensegel durch einen Thrombus nach
einer tiefen Venen- Thrombose (Gomez-Jorge et al., 2000). Grunde einer solchen tiefen
Venen- Thrombose kénnen ein chirurgischer Eingriff, Schwangerschaft, Verletzung oder zum
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Beispiel ein Beinbruch sein (Gomez-Jorge et al., 2000). Die chronisch vendse Insuffizienz ist
sowohl von grof3er medizinischer als auch von soziodkonomischer Bedeutung (Augustin et
a., 1999). Fortschritte im Verstandnis und der Behandlung dieser Erkrankung und ihrer
unmittelbaren Folgen bleiben deutlich hinter denen in der Therapie arterieller Erkrankungen
zuriick, obwohl hier ebenfalls eine sehr grofRe Zahl von Patienten betroffen ist (Kurz et a.,
1999). Die komplexe Pathophysiologie ventser Probleme, das Fehlen anerkannter
Eval uationsstandards und entsprechenden Ersatzes von Prothesen sind nur einige Faktoren die
zu dieser Entwicklung gefiihrt haben. Neue Erkenntnisse in der Technologie, Klassifizierung
und der Grundlagen konnten den Weg fir innovative therapeutische Ansétze in der nachsten
Dekade ebnen (Dalsing et al., 1998). Zur Zeit gibt es fur die chronisch vendse Insuffizienz

keine allgemein anerkannte kausale Therapie.

1.4.1. Epidemiologie und soziale Auswirkungen

Die chronisch ventdse Insuffizienz ist das haufigste Problem in der Medizin der
Geféarkrankheiten. Neben ihrer Mortalitét ist die Venenthrombose deshalb von hohem Belang,
weil sie die wesentliche Ursache fur die chronische vendse Insuffizienz ausmacht. Die
chronische ventse Insuffizienz aller Schweregrade hat eine Pravalenz von 12%-15%, die
Haufigkeit des Ulcus cruris venosum (,offenes Bein“) wird fir die westlichen
Industrienationen mit ca 1% (Lebenszeitpravalenz) bzw. 0.1%-0.2% (Punktpravalenz)
angegeben (Kurz et al., 1999; Widmer et al., 1982; Madar et al., 1986; Moneta et al., 2000
und Gruss, 2001). Es handelt sich demnach bei der chronischen vendsen Insuffizienz um eine
"Volkskrankheit". Sie blrdet dem Gesundheitssystem in Deutschland bei 1,8 Millionen
Krankenhausbehandlungstagen eine Last von ca. 1,2 Milliarden Euro im Jahr auf, der
Gesellschaft insgesamt die zusétzliche Belastung mit 2,5 Millionen Arbeitsunféhigkeitstagen
im Jahr und eine Vielzahl vorzeitiger Berentungen. Fir die betroffenen Patienten stellt sie
eine erhebliche Verschlechterung der Lebensqualitét dar, die von der Einschrankung des
Aktivitétsspielraums Uber Schmerzen jeden Schweregrades bis hin zur vollsténdigen sozialen
Isolation reicht (Bergemann et a., 1999). Ein Drittel aller CVI- Patienten erkrankt aufgrund
einer postthrombotischen Genese, zwei Drittel as Folge einer priméren Varikosis, wobei
Frauen haufiger an einer CV|I erkranken als Manner (Moneta et al., 2000).

1.4.2. Wieder herstellung der Venenklappenfunktion

Konventionell wird die chronische ventse Insuffizienz durch Kompression des gelockerten

Bindegewebes mit Hilfe der sogenannten ,GummistrUmpfe® therapiert. Ziel dieser
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Kompressionstherapie ist die Verringerung des vendsen Durchmessers, die aber nur
funktioniert, solange die Segel der Klappen nicht zu stark beschadigt sind und sich der Reflux
des Blutes ,,nur* auf die ausgeleierte Venenwand im Bereich der Klappe begriindet. Eine
weitere Methode die dilatierte Venenwand zusammenzudriicken ist eine chirurgische, die
sogenannte Valvuloplastie, die zum Teil schon angewandt wird (Makarova et al., 2001) oder
sich noch in der Tierversuchsphase befindet (Qui et al. 1995, Belcaro et al., 2000). Sind
jedoch die Segel der Klappen zerstort, gibt es nur wenige Méglichkeiten, die Funktion der
Klappen wiederherzustellen. Bis zu einem gewissen Grad der Degeneration der
Venenklappenegel, ist es auch noch bedingt chirurgisch mdglich, die Segel an der Venenwand
.festzundhen, um diese so zu dtraffen (Kistner, 1968 und 1990). Sind die Klappen
unwiederbringlich zerstért, hilft nur noch eine Transplantation einer ,gesunden* autologen
Venenklappe aus einem anderen Korperbereich des Patienten (Taheri et al., 1982) oder einer
allogenen kryokonservierten Klappe (Burkhart et al., 1997 und Dalsing et al., 1999). Doch
auch diese Methoden beinhalten zum einen das Problem der limitierten Verflgbarkeit und im
Falle der alogenen Klappen, eine dauerhafte Immunsuppression der betroffenen Patienten um
AbstoRungsreaktionen zu vermeiden. Optimal wéare ein klappentragendes Transplantat,
welches (1.) suffiziente Venenklappen besitzt, (2.) in vitro hergestellt werden kann, um die
Verfugbarkeit zu gewahrleisten und (3.) keine Immunsuppression erforderlich macht.

Um das Ziel der in vitro-Herstellung klappentragender vendser Segmente redlisieren zu

konnen, bieten sich Methoden des Tissue Engineering an.

1.5. Tissue Engineering

Organversagen und Gewebeverlust sind die grofdten und kostspieligsten Probleme in der
Medizin (Langer und Vacanti, 1993). Seit 1954, als Murray und Mitarbeiter die erste
erfolgreiche Organtransplantation durchfihrten, haben verschiedenartigste Transplantationen
von allogenen Spenderorganen oder mechanischen Prothesen die Situation und das Uberleben
von Patienten signifikant verbessert (Vacanti, 1988; Fuchs et al., 2001). Obwohl jedes
Transplantat einen Fremdkorper im Empfangerorganismus darstellt, konnte dieser Schritt
moglich gemacht werden durch die Fortschritte in der Transplantationsbiologie, der
Immunologie und durch die Entwicklung zahlreicher immunsupressiver Agentien, die fir die
Nachbehandlung der Patienten mit Organ- oder Gewebetransplantaten notwendig sind. Leider
stellen diese Organ- und Gewebetransplantationen keine perfekte Lésung dar, da eine grof3e
Diskrepanz besteht zwischen der Anzahl der Organspender und der Patienten, die dringend
auf Organtransplantate angewiesen sind. 1989 warteten in den USA 19.095 Patienten auf ein
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Organ, wahrend sich bis Mai 2002 diese Anzahl auf 79.733 erhdht hat. Die Anzahl der
durchgefiihrten Transplantationen belief sich hingegen im gesamten Jahr 2001 auf insgesamt
24.076 (United Network Of Organ Sharing, 2002). Zusédtzlich erwartet die
Transplantatempfanger eine lebenslange Immunsuppression, dadurch bedingte erhéhte
Riskken von Infektionen, Tumorentwicklungen und eine ganze Reihe von weiteren
Nebenwirkungen. Der Ersatz von Organen oder Organteilen durch mechanische Prothesen
oder kinstliche Organe ist ebenfals limitiert durch ein hohes Infektionsrisiko,
Thrombosierung der Prothesen und durch deren geringe Haltbarkeit (Fuchs et al., 2001).
Aufgrund dieser massiven Defizite entwickelte sich das Arbeitsgebiet des Tissue
Engineerings, welches die in vitro Ziichtung autologer bioartifizieller Ersatzgewebe zum Ziel
hat. Tissue Engineering ist ein interdisziplindres Feld an dem sowohl Naturwissenschaftler,
als auch Mediziner und Ingenieure beteiligt sind (Langer und Vacanti, 1993; Vacanti und
Langer, 1999). Von Skalak und Fox wurde es 1988 a's ,, Anwendung der Prinzipien und der
Methoden der Materialforschung- und der Lebenswissenschaften fir das fundamentale
Verstandnis von Struktur und Funktion normaler und pathologisch verénderter Gewebe, und
der Entwicklung von biologischen Substituten zur Reparatur, Erhaltung und V erbesserung der
Gewebefunktion definiert (Skalak und Fox, 1988). Das Zidl des Tissue Engineering ist der
Ersatz von beschédigten, funktionsbeeintréchtigten oder fehlenden Organen oder Geweben
durch biologisch kompatible Substitute. Die aktuellen Konzepte zur in vitro Generierung von
Geweben oder Organen sind vielféltig. Allen gemein ist aber die Notwendigkeit einer
dreidimensionalen Matrixstruktur und Zellen des spéteren Implantatempfangers (autologe
Zellen). Nach Isolation der autologen Zellen werden diese durch Zellkulturtechniken
vermehrt, bis eine gentigende Anzahl fir die Besiedlung einer Matrixstruktur erreicht ist.
Zwei relativ ,einfache” tissue engineerte Gewebetypen haben bereits klinische Anwendung
gefunden, und zwar Haut- und Knorpel gewebe (Walgenbach et al., 2001), wahrend das Tissue
Engineering anderer Systeme wie Nervengewebe, Kornea, Leber, Pankreas, Nierentubuli,
Harnblase, Muskel, Knochen und kardiovaskuléres Gewebe (inklusive Blutgefél3e) zur Zeit

intensiv untersucht wird.

1.5.1. Tissue Engineering von Blutgefalien

Die Entwicklung autologisierter Blutgefél3e in vitro hat in den letzten 20 Jahren im Bereich
.kardiovaskuldres Tissue Engineering® sehr stark zugenommen. Hierfir wurden
verschiedenste Methoden entwickelt, um sowohl arteriellen as auch vendsen Strukturen

biologische Funktionalitét zu verleihen. An einem Ersatz von Blutgeféal3en wird vor allem im
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Bereich von Koronararterien gearbeitet, die sich bei Atherosklerose verengen, und so einen
Herzinfarkt ausl6ésen konnen (Nerem und Seliktar, 2001). Des weiteren gibt es Bestrebungen
Aorten (Clarke et al., 2001), kleinlumige Arterien (Conte, 1998, Niklason et al., 1999 und
Huynh et a., 1999) und auch venose Abschnitte zu entwickeln (Liu, 1998; Liu et al., 2000
und Watanabe et a., 2001).

Fur das Tissue Engineering solcher Blutgefalie gibt es verschiedenartigste Konzepte. Zum
einen werden zu Rohrenstrukturen geformte Polymerverbindungen oder zuvor
dezellularisierte Geféal3segmente implantiert und im Empfangerorganismus in vivo rebesiedelt.
(,Quided tissue regeneration®, Skalak und Fox, 1991 und Stock et al., 2001). Zum anderen
gibt es Methoden, xenogene biologische Matrices mit Glutaraldehyd zu fixieren, um
Oberflachenantigene auf den Spenderzellen zu maskieren, mit dem Ziel eine Immunantwort
im Empfangerorganismus zu unterdriicken und um das Gewebe gegen enzymatische
Degradation zu stabilisieren (Gomez-Jorge et a., 2000, Meuris et al., 2001 und Clarke et d.,
2001). Es konnte jedoch nachgewiesen werden, dass diese Glutaraldehyd- fixierten Gewebein
vivo sehr schnell kalzifizieren (O’ Brien et al., 1999). Als drittes Konzept, welches auch in der
vorliegenden Arbeit verfolgt wurde, werden dezellularisierte biologische Matrices oder zu
Réhrenstrukturen geformte Polymerverbindungen in vitro mit autologen Zellen rebesiedelt,
bevor eine Implantation in den Empféangerorganismus erfolgt. Ziel ist es hierbel, dem
Implantat bereitsin vitro die nétige Stabilitét durch eine Rebesiedlung mit interstitiellen
Zellen wie Fibroblasten und glatte Muskel zellen zu verleihen, und zum anderen, das Lumen
des Implantates mit Endothel auszukleiden, um eine Thrombozytenanlagerung im
Empfangerorganismus zu verhindern. Die in den letzten Jahren entwickelten
Polymerverbindungen sind ebenso wie biologische Matrices enzymatisch degradierbar, das
hei(3t, die aufgesiedelten autologen Zellen sind innerhalb einer gewissen Zeit in der Lage, die
»fremde* Matrix in ein vollig korpereigenes Produkt umzuwandeln. Bel diesen synthetischen,
degradierbaren Matrices handelt es sich Uberwiegend um PGA (Polyglycolic acid) und und
um dessen Kopolymere (Vacanti et al., 1988, Niklason et al., 1999, Kim et al., 2000, Kim et
al., 2001 und Watanabe et. a., 2001). Um klappentragende V enensegmente in vitro
herzustellen, ist esjedoch nicht méglich auf Polymerverbindungen zurtickzugreifen, da diese
die Herstellung solch filigraner Strukturen wie die der Venenklappensegel nicht zulassen. Als
dreidimensionale Geruststruktur wurde daher eine biologische Matrix ausgewahlt, die der
Grofl3e einer humanen Saphena Vene entspricht und Klappentragend ist: die ovine Vena
jugularis externa. Das Schafmodell, insbesondere das des wachsenden Schafes, wurde

weiterhin ausgewahlt, da sich hier Kalzifizierungserscheinungen besonders schnell entwickeln
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(Brown et a, 1991 und Dohmen et al., 2001). AuRRerdem haben biologische Matrices
gegeniber synthetischen den Vortell, dass bereits alle Bindegewebskomponenten bis auf die
Zelleninihrer natlirlichen Zusammensetzung vorliegen. Im weiteren wird die

Zusammensetzung des Bindegewebes beschrieben.

1.6. Bindegewebe

Bindegewebe kommt ubiquitér im ganzen Korper vor und verbindet Gewebe der Organe. Es
besteht nicht aus geschlossenen Zellverbanden, sondern weist zum Teil grol3e interzelluldre
Réme zwischen den Zellen auf. Vom Epithelgewebe ist das Bindegewebe durch eine
Basalmembran getrennt. Wahrend der frihen Embryonalentwicklung entsteht es aus dem
Mesoderm und der Neurralleiste. Im Embryo bildet sich as frihe Differenzierungsstufe das
primitive Mesenchym. Dieses besteht aus zwei Komponenten, zum einen aus fixen und
mobilen Bindegewebszellen und zum anderen aus I nterzellularsubstanzen.

Das Bindegewebe besitzt zahireiche Funktionen, in erster Linie mechanische, al's Verbindung,
Stitze oder Umhllung. Zum anderen dient es dem Stoffaustausch und dem Speichern von
Flussigkeiten in den Interzellularraumen (Silbernagl und Despopoulos, 1991). Des weiteren
besitzt Bindegewebe Reparatureigenschaften, wie zum Beispiedd die Bildung von
Narbengewebe bel Verletzungen durch Kollagen | und 111 (Sun und Weber, 2000).

1.6.1. Bindegewebszellen

Ortssténdige (fixe) Zellen wie Fibroblasten und glatte Muskelzellen liegen konstant im
Bindegewebe. Aufgabe dieser fixen Zellen ist vor alem die Synthese von
Interzellularsubstanzen. Sie sind in der Lage, alle extrazelluldren Matrix-Komponenten zu
bilden und beteiligen sich andererseits auch an deren Abbau im Rahmen von
Erneuerungsprozessen (,,turnover”). Mit den extrazelluléren Strukturen verbunden sind diese
Zellen Uber Integrine.
Fibroblasten sind schmale, spindelformige Zellen. Sie enthalten viel raues endoplasmatisches
Retikulum (reR), einen gut entwickelten Golgi- Apparat, einen grof3en langlichen Zellkern mit
mehreren Nukleoli und sekretorische Vesikel. Aufgrund ihrer hohen sekretorischen Aktivitét
produzieren Fibroblasten zahlreiche Komponenten der extrazelluléren Matrix (ECM), wie
zum Beispiel Fibronektin, Vitronektin, Kollagen Typ I, 1l und IV sowie einige andere ECM-
und ECM- verwandte Proteine (MacKenna et al., 2000).
Glatte Muskelzellen sind vor allem in Blutgefal3en in verschiedenen phanotypischen Stadien
zu finden (Moiseeva, 2001). Glatte Muskelzellen haben innerhalb des Bindegewebes viele
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Funktionen, wie Adhasion, Migration, Proliferation, Kontraktion, Differenzierung und
Apoptose. Diese werden durch Oberflachenrezeptoren vermittelt, die auch fir Zell-
Zellverbindungen und Zell-extrazelluldre Matrix-Bindungen verantwortlich sind.

Neben den fixen Bindegewebszellen existieren auch zahlreiche mobile Zellen, die zwischen
Bindegewebe und anderen Geweben wandern. Hierbei handelt es sich vorwiegend um
Leukozyten, wie zum Beispiel Granulozyten, Lmphozyten, Monozyten und Plasmazellen, die
die Blutbahn verlassen und in das Bindegewebe einwandern konnen. Hier sind sie an
zahlreichen Abwehrreaktionen beteiligt. Besonders bei akuten und chronischen Entziindungen

in Organen akkumulieren sie in deren Bindegeweben.

1.6.2. Extrazellulare M atrix

Die Interzellularsubstanz (extrazellulére Matrix) zwischen Bindegewebszellen besteht aus
azelluldren, organischen Komponenten, die Produkte der Bindegewebszellen sind. Die
geformten Bestandteile der extrazelluldren Matrix (ECM) werden als Fasern bezeichnet, die
aus zwei verschiedenen Arten von Strukturproteinen bestehen, und zwar aus Kollagenfasern

und el astische Fasern.

1.6.3. Grundsubstanz der extrazellularen Matrix

Die Grundsubstanzen aller Bindegewebstypen enthélt gemeinsame chemische Komponenten,
unterscheiden sich aber durch den Einbau zusétzlicher Stoffe oder ihre besondere
Strukturierung. Generell setzt sich die Grundsubstanz aus einem Maschenwerk von
Makromolekilen zusammen, das aufgrund seiner hydrophilen Eigenschaften Fllssigkeit
bindet (interstitielle Flissigkeit). Weiterhin dient die Grundsubstanz zum Transport von
Substanzen und zur Wanderung von Zellen. Zu den Hauptkomponenten der Grundsubstanz

zahlen Proteoglykane, Glykoproteine und Wasser.

1.6.3.1. Proteoglykane

Proteoglykane bestehen aus einer zentralen Proteinkette (,, core Protein”) von der verschiedene
Glykosaminoglykanseitenketten abgehen. Die Glykosaminoglykane sind aus sich mehrfach
wiederholenden Disacchariden aufgebaut und durch anhéngende Sulfat- oder
Carboxylgruppen negativ geladen. Hierdurch erlangen sie hydrophile Eigenschaften und sind
in der Lage, Wasser zu hinden. In verschiedenen Geweben werden zahireiche

Glykosaminoglykane unterschieden, wie Hyaluronsaure, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat,
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Keratansulfat, Heparansulfat und Heparin. Die Proteoglykane werden nach der Struktur ihrer
core- Proteine in verschiedene Familien eingeteilt, wie Aggrecan (im Knorpel), Perlecan (in
Basalmembranen), Versican (in GefalRwanden), Decorin (im kollagenen Bindegewebe) und
Syndecan (an Zellmembranen). Die réumliche Anordnung von Proteoglykanen in
Bindegeweben und ihre Lage sind ausschlaggebend fir Diffusionsvorgange in diesen
Geweben. Ihre Zusammensetzung und Struktur sind verantwortlich fur die physikalischen
Eigenschaften von Bindegewebetypen und bestimmen, ob deren Struktur fest, viskds oder
elastisch sind.

1.6.3.2. Glykoproteine

Glykoproteine sind aus neutralen Polysacchariden und Proteinen aufgebaute Verbindungen,
bei denen der Proteinanteil gegeniber dem Zuckeranteil Uberwiegt. Im Bindegewebe
beteiligen sie sich an der Strukturbildung und vermitteln Bindungen zwischen ECM-
Proteinen und den entsprechenden Integrinen der Zellmembranen von Bindegewebszellen
(Reissig und Schmidt, 1998). Neben Vitronektin, Laminin und Thrombospondin gehort
Fibronektin zu den wichtigsten Glykoproteinen, da es zum einen die Adhasion der Zellen an
die ECM vermittelt (Rademacher et al, 2001), und zum anderen die ECM- Fasern
untereinander verbindet.

1.6.4. Kollagenfasern

Kollagen ist das haufigste Protein des menschlichen Kérpers und bildet lange, unverzweigte
Fasern von 1-20 um Durchmesser. Kollagenfasern sind extrem zugfest, aber nicht dehnbar.
Sie sind aufgebaut aus mehreren quergestreiften Fibrillen von 0,2-0,5 um Durchmesser, die
sich wiederum aus Mikrofibrillen (20100 nm Durchmesser) zusammensetzen, die aus
Priméarfilamenten bestehen. Diese Primérfilamente sind fadenférmige Kollagenstrukturen mit
Durchmessern kleiner als 5 nm. Sie bestehen aus Tropokollagenmolekdilen, die sich ihrerseits
aus Prokollagenmol eklllen zusammensetzen.

Die vorherrschenden Aminosduren der Kollagenproteine sind Glycin, Prolin  und
Hydroxyprolin. Je nach Zusammensetzung der Prokollagenmolekile und der Anzahl der
Prokollagene pro Priméarfilament werden Uber 20 verschiedene Kollagentypen unterschieden.

Die wichtigsten Kollagentypen und ihr Vorkommen sind in folgender Tabelle dargestelIt:
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Tabelle 1: Ubersicht tiber die wichtigsten Kollagen- Typen und ihr Vorkommen im Sauger-

Organismus:

Kollagen- Typ Vorkommen

I Ist besonders zugfest und bildet Biindel aus dickeren Fasern und
macht 90 % aller Kollagene aus. Es kommt ubiquitér in allen

Bindegeweben vor.

[ Ist druckelastisch und besteht aus diinneren Fasern die keine Bindel
bilden. Es findet sich in hyalinem Knorpelgewebe, im Glaskorper des

Auges und in der Bandscheibe.

[l Ist ein weit verbreitetes Kollagen in lockeren Bindegeweben und
Narbengewebe. Es umhullt glatte Muskel zellen.

v Tritt nur in Form von Filamenten auf, es bildet keine Fibrillen. Esist
in Blutgefél3en in der Basalmembran enthalten (Romanoset al.,
1998).

\% Findet sich in Gefal3wanden um glatte Muskel zellen.

VIl Befindet sich ebenfallsin Gefélwanden und dient dort zur

Verankerung von Basalmembranen (sogenannte ,, Ankerfibrillen®)

VI wird nur von Endothelzellen produziert.

X und XI Treten zusammen mit Typ |1- Fasern auf und sind in Knorpelgeweben

zu finden.

X Tritt in Wachstumszonen und Epi physenfugen auf. Es wird von

hypotrophen Chondrozyten produziert.

1.6.4.1. Kollagenbiosynthese

Zur Biosynthese, also zur Bildung und Vernetzung von Kollagen, sind eine Reihe von Zellen
beféhigt. Zu diesen zéhlen Fibroblasten, Osteoblasten, Chondroblasten, glatte Muskelzellen
und Endothelzellen. Zunéchst kommt es in den Zellen am reR zur Bildung des Prokollagens
durch Synthese einer a-Helix aus Aminosauretripletts von vor alem Prolin, Lysin und Glycin.
Diese Aminosaurekette wird je nach herzustellendem Kollagentyp unterschiedlich
hydroxyliert und glykosyliert. Nicht-helicale Telopeptide an Ende der Kette verhindern eine
vorzeitige intrazellulére Polymerisation. Drei a- Helices bilden ein Prokollagenmolekl, in
Form einer Tripel- Helix. Uber Exozytose werden die Prokollagenmolekile in den
extrazelltldren Raum ausgeschleust. Dort werden die Telopeptide abgespalten und es entsteht
das Tropokollagen. Zwischen mehreren Tropokollagenmolekilen kommt es zu einer

14




Einleitung

Quervernetzung Uber Brickenbildung zwischen Lysinresten zu Primérfilamenten. Diese
Primérfilamente lagern sich zu Mikrofibrillen zusammen.

Kollagene Fasern unterliegen einem sogenannten , turnover“, also einem sténdigen Ab- und
Aufbau. Proteolytische Enzyme, die fur die Degradation des Kollagens verantwortlich sind,
heif3en auch Matrix- Metalloproteinasen (MMP's; Sun und Weber, 2000) und deren Inibitoren
»tissue inhibitors of metalloproteinases’ (TIMP's, Sun et al., 2000). Der Umbau von
Kollagenen im Gewebe ist von verschiedenen Faktoren abhangig, vor allem aber von deren
mechanischer Belastung. So kann es zum Beispiel bei langerer Nichtbeanspruchung zur
Schrumpfung oder zum Verlust kollagener Fasern kommen. Andererseits kann es auch zu
Stérungen des turnovers mit einer tberschiessende Kollagenbildung, zur sogenannten Fibrose
kommen (MacKennaet a, 2000)..

1.6.5. Elastische Fasern

Elastische Fasern bilden durch zahlreiche Verzweigungen Netzwerke, sind sehr dehnbar und
kehren nach Dehnung in ihre urspringliche Lage zurlick. Sie kommen fast Uberall im
menschlichen Korper vor, wie zum Beispiel im faserigen Bindegewebe, im Stroma
verschiedener Organe oder in Organkapseln. Dort wo sie gehauft auftreten, bedingen sie die
elastischen Eigenschaften von Geweben oder Organen. Elastische Fasern sind aus zwel
verschiedenen Komponenten aufgebaut, zum einen aus Elastin, welches den zentralen Anteil
der Fasern bildet, und zum anderen aus Mikrofibrillen, die den Elastinanteil durchziehen und
0 ein peripher fadiges Netzwerk bilden. Ahnlich wie Kollagen enthélt Elastin viel Glycin und
Prolin, aber auch seltenere Aminosauren wie Desmosin. Als Proelastin wird es zum Beispiel
in der Tunica media von Blutgefal3en von Fibroblasten und glatten Muskelzellen synthetisiert
und Uber Exozytose in den extrazelluldren Raum geschleust, wo durch Quervernetzung
Elastinstrukturen entstehen. Ebenso wie Kollagen kann Elastin durch spezielle Enzyme
degradiert werden.

1.7. Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung von Methoden, um aufbauend auf diesen, in
vitro korpereigene (autologe) klappentragende Venensegmente als potentielle Prothesen
herzustellen. Um deren Funktion Uberprifen zu kdnnen musste ein Tiermodell entwickelt
werden, in dem die Machbarkeit der Transplantation untersucht wird. Ziel war also nicht die
Beweisfiihrung, dass mit der Transplantation ein krankhafter Zustand therapiert werden kann.

Aus diesem Grund konnte nicht auf von Dalsing und Mitarbeitern zitierte Tiermodelle (1989)
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zurlickgegriffen werden. In diesen Modellen konnte nach Hervorrufen einer Thrombose und
anschlieffender Klappentransplantation in keinem Fall eine 100%ige Kompatibilitét erreicht
werden. Weiterhin sollte eine immunologische AbstoRungsreaktion durch die Verwendung
autologer und nicht xenogener Klappen weitesgehend ausgeschlossen werden, wobei sowohl
die Spendermatrix (allogen) a's auch die eingesetzten Zellen (autolog) aus derselben Tierart
stammen, in die auch transplantiert wird.

Das Gesamtziel war demnach die Entwicklung eines vendsen klappentragenden Gefal3ersatzes
unter Verwendung zellkulturtechnischer Verfahren im Rahmen des Tissue Engineering. Fur
dieses Ziel sollte ein alogenes Modell im Schaf entwickelt werden. Um dies zu
verwirklichen, wurden azellulére klappentragende ventse Segmente mit glatten Muskel zellen
(SMC) und Fibroblasten (Fb) im Bereich der Gefal3wand interstitiell und Endothel zellen (EC)
auf der luminalen Oberfléche besiedelt. Ein wichtiges Kriterium war hierbei die nattrlich
vorkommende Zusammensetzung der zelluléren (SMC, Fb und EC) und extrazelluléren
Komponenten (natirliche azellulére Venenklappe). Die Arbeitshypothese beinhaltet, dass
paralel zu einer Resorption der biodegradablen biologischen Matrix ein gradueller Ersatz der
Tréagerstrukturen durch vor Ort synthetisierte extrazelluldre Matrix mittels der angesiedelten
autologen Zellen erfolgt. Diese Zellen (SMC und Fb) sollen, entsprechend ihrer
physiologischen Funktion, auch spétere Reparaturprozesse vornehmen. Der Vortell dieser
potentiell biologisch umwandelbaren Matrix ist, dass nach Abschluss der Resorptionsprozesse
so eine korpereigene Tragerstruktur im Organismus verbleibt. Durch eine vollstandige
Auskleidung der Segmente mit Endothel soll es auch wahrend der in vivo- Phase zu keiner

Antikoagulation oder Thombozytenaggregationshemmung kommen.

1.8. Versuchsaufbau

Um das Tissue Engineering von klappentragenden Venensegmenten zu etablieren, muss
zuerst die Matrix, also die dreidimensionale Tragerstruktur dezellularisiert werden. Diese
stammt aus einem mannlichen Schaf. Parallel dazu werden Zellen des spéteren weiblichen
Implantatempféngers (autologe Zellen) aus einer Venenbiopsie isoliert und Uber
Zellkulturtechniken expandiert. Sind gentgend Zellen vorhanden, werden die zuvor
dezellularisierten, klappentragenden Segmente des mannlichen Schafes in einer
dreidimensionalen Kultur mit diesen Zellen rebesiedelt. Sind die Zellen vollstéandig in die
vorgegebene Matrix immigriert, werden die Tissue Engineerten Segmente in die weiblichen
Schafe fur 1 bis 6 Wochen implantiert (s. Abb. 4). In dieser in vivo-Phase sollen die
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aufgesiedelten Zellen das ,,allogene” Matrixmaterial des Spenders degradieren und durch neu
synthetisierte ECM-K omponenten ersetzen.

Venerentnahme &
Dezellulariesierung

ﬁ?f—» i
J

Venenentnahme > Kultur/ Expansion
zur Zellisolation der Zellen

y ——

! }

Rebesiedlung
@ im Bioreaktor

j ? T Implantation i [

Abb. 4: Schema zum Tissue Engineering von klappentragenden Venensegmenten im

allogenen Schafmodell.

Vom mannlichen Schaf wird die Jugularvene entfernt und dezellularisiert, sie liefert die
dreidimensionale Geruststruktur fir die autologen Geféldzellen, die aus einer Venenbiopsie
von einem weiblichen Schaf isoliert und in Kultur expandiert werden. Nach Rebesiedlung der
Geristruktur in einen Bioreaktor wird sie in das weibliche Schaf in Jugularvenenposition
implantiert.
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2. MATERIAL

21 Tiere

Die Genehmigung der Tierversuche wurde nach 88 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes (BgB 1. |1 S.
1319) durch die Bezirksregierung Hannover erteilt. Auf die Einhaltung der Empfehlungen des
National Institut of Health (USA) zum Umgang mit Versuchstieren wurde geachtet (,, guide
for the care and use of laboratory animals*, 1996). Verwendet wurden Schwarzkopfschafe aus
den Zuchten der Niederséchsischen Schafverwertung, Hannover, im Alter von 7 bis 11
Monaten bei der Erstoperation. Diese wurden in Gruppen von 2 bis 6 Tieren in den Stéllen
des Zentralen Tierlaboratoriums der Medizinischen Hochschule Hannover (Leiter: Prof. Dr.
med. vet. H. J. Hedrich) gehalten. Die Tiere wurden regelméf3ig mit einer Zuchtdiat gefittert
und hatten kontinuierlichen Zugang zu Leitungswasser. Die Tiere wurden sténdig

fachtierarztliche betreut und vor Beginn jeder Narkose gewogen.

2.2. Chemikalien

3-Aminopropyltriethoxy-silan, Art. Nr.: A3648 Fa. SSIGMA
Aceton, Art. Nr.: 8003 Fa. BAKER

Albumin Fraktion V, bovine (BSA), Art. Nr.: A9418 Fa. SSIGMA
Alzianblau, Art. Nr.: A 5268 Fa. SIGMA

Ammoniumhydroxid, Art. Nr.: A 6899 Fa. SIGMA

Brillant Crocein, Art. Nr.: 1B 109 (Cl 75100) Fa. CHROMA
Buprenorphin, Fa. TEMGESIC

Braunoderm, Fa. B. BRAUN

Carboprofen (Rimadryl), Fa. PFIZER

Chloroform, Art. Nr.: L2432 Fa. SIGMA

Collagenase A, Art. Nr.: 103578 Fa. ROCHE

Corbit Balsam, Einschlussmittel fir mikroskopische Techniken, Fa. HECHT
DAB Liquid + Substrat- Chromogen, Art. Nr.: K3468 Fa. DAKO

DAPI, 4',6-Diamidino-2-phenyindole, dilactate, Art. Nr.: D9564 Fa. SSGMA
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Dimethylsulfoxid (DM SO), Art. Nr.: 1.02931.1000 Fa. MERCK

DNase Typ, Art. Nr.: | 104 159 FaBOEHRINGER MANNHEIM

Eosin, gelblich, Art. Nr.: E-4382 Fa. SIGMA

Essigsaure Fa. BAKER

Ethanol fir Molekularbiologie, Art. Nr.: 1.08543.0250 Fa. MERCK

Ethanol, ca. 98%, vergdllt mit Methyl- Ethylketon, Art. Nr.: K928-4 Fa. ROTH
Ethidiumbromid-L6sung, Art. Nr.: E-1510 Fa. SIGMA

Fentanyl (Wirkstoff: Fentanyldihydrogencitrat), Fa. JANSSEN

Fluorescence Mounting Medium, Art. Nr.: 2627 Fa. DAKO

Formaldehyd, Art. Nr.: 1.03999.1000 Fa. MERCK

Gelatine Typ A, porcine skin, Art. Nr.: G-2500 Fa. SIGMA

Harris' Hamatoxylinldsung (Papanicolaou), Art. Nr.: 1.09253.0500 Fa. MERCK
Heparin (Liquemin), FRHOFFMANN- LA ROCHE

Isofluran (Florene, 1-Chlor-2,2,2-trifluorethyl-difluormethylether), Fa. ABBOTT
Kaliumchlorid, Art. Nr.: P-4504 Fa. SIGMA

Kalziumchlorid, Art. Nr.: C-5080 Fa. SSIGMA

Kernechtrot, Art. Nr.: 1A402 Faa CHROMA

Lichtgrin SF gelblich, Art. Nr.: K22667741 Fa. MERCK

Meyers Hamalaunldsung, Art. Nr.: 1.09249.2500 Fa. MERCK

Natriumazid, Art. Nr.: K305.1 Fa ROTH

Natriumchlorid, Art. Nr.: 1.06404.1000 Fa. MERCK

Natriumcitrat, Art Nr. 00280 Fa. BAKER

Natriumcitrat, Art. Nr.: S-4641 Fa. SIGMA

Natriumdesoxycholat, Art. Nr.: D-6750 Fa. SIGMA

Phosphorwolframsaure, Art. Nr.: 1.00583.0100 Fa. MERCK
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Propofol (Propofol-Lipuro 1%), Fa. B. BRAUN

Pyrogallol, Art. Nr.: 1.006612.0050 Fa. MERCK

Resorcin-Fuchsin, Art. Nr.: 2E030 Fa. CHROMA

Ringer-L6sung, Fa. B. BRAUN

Saffron du Gatinais, Art. Nr.: 5A394 Fa. CHROMA

Salzsdure 25%ig, Art. Nr.: 1.00316.2511 Fa. MERCK

Salzsdure, Art. Nr. 1.09057.1000 Fa. MERCK

Saurefuchsin, Art. Nr. 1B525 Fa. CHROMA

Silbernitrat, Art. Nr.: 1.01512.0025 Fa. MERCK

Tardomyocel (Breitspektrum-Antibiotikum, 1 ml enthélt: 82,6 mg Benzylpenicillin-Benzathin
(100000 IE), 24,8 mg Bencylpenicillin-Procain (25000 |E), 156,3 mg
Dihydrostreptomycinsulfat (125 mg Dihydrostreptomycin), 1,5 mg Methyl-4-hydroxybenzoat
und 0,2 mg Propyl-4-hydroxybenzoat), Fa BAYER

Tissue Tek O.C.T. Compound, Art. Nr.: 45983 Fa. SAKURA

TRI- Reagent, Art. Nr.: T9424Fa. SIGMA

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS Ultraqualitét), Art. Nr.: 5429.1 Fa. ROTH

Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid (TRIS- HCL), Art. Nr.: 1.08219.1000 Fa.
MERCK

Trizol Reagent, Art. Nr.: 15596-026 Fa. INVITROGEN

Trypanblau, Art. Nr.: S11-004 Fa. PAA

Vectastain ABC-Kit, Art. Nr.: PK4000 Fa. VECTOR

Vybrant Cell Tracer Kit, Art. Nr.: V-12883 Fa. MOLECULAR PROBES
Wasserstoffperoxid 30%ig, Art. Nr.: 21,676-3 Fa. ALDRICH

Xylol, Art. Nr.: 8118 Fa. BAKER

2.3. Zdlkulturmedien und Zusatze
Amphotericin B, Art. Nr.: A2610 Fa. BIOCHROM

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) mit Natriumpyruvat, mit 4500 g/l Glucose, mit
Pyridoxin HCL, Art. Nr.: 41965-039 Fa. GIBCO
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Endothelial Cell Basal Medium, Art. Nr.: C-22210 Fa. PROMOCELL

Fotales Kéaberserum (FCS), Art. Nr.: 10270-106 Fa. GIBCO

HBSS (Hanks Balanced Salt Solution), Fa. SIGMA

Heparin, Art. Nr.: L6510 Fa. BIOCHROM

Penicillin/ Streptomycin, Art. Nr.: A2212 Fa. BIOCHROM

Phosphat Buffered Saline (PBS) ohne Ca2* und Mg?*, Art. Nr.: H15-002 Fa. PAA

Smooth Muscle Cell Basal Medium 2, Art. Nr.: C-22262 Fa. PROMOCELL

Supplement Pack fur Endothelial Cell Growth Medium, Art. Nr.: C-39210 Fa. PROMOCEL L

Supplement Pack fur Smooth Muscle Cell Growth Medium 2, Art. Nr.. C-39262 Fa
PROMOCELL

Trypsin/ EDTA 10x konzentriert, Art. Nr.: . L2153 Fa. BIOCHROM

Endothel zell- Kulturmedium (EC- Medium)

450 ml Endothelial Cell Basal Medium

50 ml FCS (10 % [V/V]), hitzeinaktiviert

5 ml Penicillin/Streptomycin (100 IE/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin)
aus Supplement Pack fur Endothelial Cell Growth Medium:

500pg/ 500 pl HC (1 pg/ml)

0,5 pg/ 500 pl hbFGF (1 ng/ml)

2ml ECGS/H (0,4%[V/IV])

0,05 pg/ 500 pl hEGF (1 ng/ml)

Myofibroblasten- Kulturmedium (MFB- Medium)

450 ml Smooth Muscle Cell Basal Medium 2

50 ml FCS (10 % [V/V]), hitzeinaktiviert

5 ml Penicillin/Streptomycin (100 IE/ml Penicillin/ 100 pg/ml Streptomycin)
aus Supplement Pack fur Smooth Muscle Growth Medium 2:

2,5 mg/ 500 pl Insulin (5 pg/ml)

1 pg/ 500 pl hbFGF (2 ng/ml)

0,25 pg/ 500 pl hEGF (0,5 ng/ml)

Stop- Medium

450 ml DMEM
50 ml FCS (10 % [V/V])
5 ml Penicillin/Streptomycin (100 IE/ml Penicillin/ 100 pg/ml Streptomycin)

2.3.1. Puffer und L 6ésungen
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Waschpuffer fir Immunhistochemie

5200 ml TrisHCL, pH 7 12,7 g/l (127 g/l)
2,36 g1 TrisBase, pH 7,5200 ml (23,6 g1™)
8,77 gl NaCl 60 ml (292,29 1™

0,29g1™* CaCl 4ml (147 g™

0,1 % BSA 2g 2000 mi™

Aqua dest. 1536 ml

Aqgarose-1L dsung
15mgml-1 Agarose 1,59
TAE-Puffer, pH 7,5-8,0 100 ml

2.4. Antikoérper und Seren

Biotinylated anti Rabbit IgG, Art. Nr.: vcbal000-mc15 Fa. VECTOR
Biotinylated anti-Mouse 1gG1, Art. Nr.: BA-2001 Fa. VECTOR

Kaninchen anti human von Willebrand- Faktor, Art. Nr.: A0082 Fa. DAKO
Kaninchen 1gG Negativkontrolle, Art. Nr.: X0903 Fa. DAKO

M-38 Maus |gG, Mayo Clinic Scottsdale, 13400 East Shea Blvd., Scottsdale, AZ 85259
Maus anti CD11b IgG, Art. Nr.: SM440 Fa. DPC BIERMANN

Maus 1gG1 Negativkontrolle, Art. Nr.: X 0931 Fa. DAKO

Maus monoklonal anti Desmin IgG, Klon DE-U-10, Art. Nr. : D1033 Fa. SIGMA
Maus monoklonal anti Vimentin 1gG, Klon Vim 3B4, Art. Nr.: M7020 Fa. DAKO
normales Pferdeserum, Art. Nr.: S2000 Fa. VECTOR

normales Schafserum, Art. Nr.: X0503 Fa. DAKO

Ulex europaeus Lektin (UEAI), Art. Nr.: L9006- 1mg Fa. SIGMA

2.5. Verbrauchsmaterialien

15 ml Réhrchen, Art. Nr.: 352097 Fa. BECTON DICKINSON
50 ml Réhrchen, Art. Nr.: 352070 Fa. BECTON DICKINSON
Aluminiumfolie, Fa. HLL

Disposable Cytofunnels™, Art. Nr.: 50410040 Fa. SHANDONN
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Einmal spritzen 20 ml, Art. Nr.: 4606205V Fa. BRAUN

Einmalspritzen 5 ml, Art. Nr.: 4606051V Fa. BRAUN

Einwegskalpelle DIM21, Art. Nr.: 5518075 Fa. BRAUN-AESCULAP
Faltenfilter, Art. Nr.: 250206503 Fa. HLL

Kantlen (gelb): £0,90 x 40 mm/ 20 G x 1,5, Art. Nr.: 4657519 Fa. BRAUN
Kantlen (grin): A£0,80 x 120 mm/ 21 G x 4,75, Art. Nr.: 4665643 Fa. BRAUN
Kryo- Réhrchen 1,8 ml, Art. Nr.: 377267 Fa. NUNC

Nahtmaterial Mersilene 5/0, Fa. EtHICON

Nahtmaterial Prolene 5/0, Art. Nr.: EH7477H Fa. ETHICON

Nahtmaterial Vicryl 2-0, Fa. ETHICON

Objekttrager, Art. Nr.: 1473870 Fa. HLL

OP-Abdecktiicher, Art. Nr.: 800330-42 Fa. MOLNLY CKE

Petrischalen (Gewebekulturschalen) 60 x 15 mm, Art. Nr.. 353004 Fa BECTON
DICKINSON

Praparatemappen M uinchener Modell

Reaktionsgeféfde 1,5 ml, Art. Nr.: 30120.086 Fa. EPPENDORF
Reaktionsgeféfde 2,5 ml, Art. Nr.: 30120.094 Fa. EPPENDORF
Serologische Pipetten 10 ml, Art. Nr.: 357551 Fa. BECTON DICKINSON
Serologische Pipetten 25 ml, Art. Nr.: 357525 Fa. BECTON DICKINSON
Spritzen 20 ml, Art. Nr.: 4606205V Fa. BRAUN

Spritzen 5 ml, Art. Nr.: 4606051 Fa. BRAUN

Spritzenfilter 0,2 Y, Art. Nr.: 190-2520 Fa. NUNC

Spruhverband (Aluminium-Spray), Fa. A. ALBRECHT
Zellkulturflaschen 25 cm?, Art. Nr.: 156367 Fa NUNC

Zellkulturflaschen 75 cm?, Art. Nr.: 156499 Fa. NUNC
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2.6. Geréate

CO; Inkubator 195 | Volumen IncuSafe, mit Integration von Schlauchdurchfihrungen im
Turbereich, Art. Nr.: MCO20AIC Fa. HLL

Eismaschine ZBE 70-35, Art. Nr.: 416607035 Fa. HLL

Elektronische Analysenwaage GENIUS ME, Art. Nr.: ME215POCE Fa. HLL
Elektronische Prézisionswaage Sartorius MasterPro, Art. Nr.: LP22000POCE Fa. HLL
Elektrophoresekammer Sob Cell GT Fa. BIORAD

Fluoreszenzeinrichtung fir CK 40 Fa. OLYMPUS

Geldokumentationssystem E.A.S.Y. 429 K Fa. HEROLAB

Gielkassette Fa. BIORAD

Inverses Labormikroskop CK 40 Hellfeld, Fa. OLYMPUS

Kryostat HM 560 M Cryo-Star, Art. Nr.: 956060 Fa. MICROM
Laminar-Flow-Werkbank HSP15 Fa. HERAEUS/KENDRO

Magnetriihrer MONO, Art. Nr.: 517930155 Fa. HLL

Mehrkanal pumpe IP-8, Art. Nr.: ISM941 Fa. HLL

Mikro- Zentrifuge mit Rotor fur Reaktionsgefalde, Art. Nr.: 550131820 Fa. HLL
Multifuge 3S-R , Art. Nr.: 75004371 Fa. HLL

Nalgene™ Cryo 1 °C Freezing Container, Art. Nr.: 5100-0001 Fa. NALGENE
Netzgerédt Power Pac 300 Fa. BIORAD

Olympus Digitalkamera DP 50 mit Bildarchivierungssystem, Art. Nr.: 034360 Fa
OLYMPUS

pH- Meter Typ 766-SETB, Art. Nr.: 9774763 Fa. OMNILAB

Photometer, Spectronic 1201 Fa. MILTON RAY

Pipetten:
Pipettierhilfe ,Easypet* 4420, Art. Nr.: 4420000010 Fa. HLL

Eppendorf Research 0,5— 10 pl, Art. Nr.: 112185136 Fa. EPPENDORF
Eppendorf Research 10 — 100 pl, Art. Nr.: 3111000025 Fa.: EPPENDORF
Eppendorf Research 100 — 1000 pl, Art. Nr.: 3111000068 Fa.: EPPENDORF
Eppendorf Research 20 — 200 pul, Art. Nr.: 3111000041 Fa.: EPPENDORF
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Pumpe IPC, 8 Kanal Fa. ISMATEC

Pumpenschlauch Pharmed® Art. Nr.: 0539-18 Fi/SC 0353 Fa. ISMATEC
Rollerflascheneinrichtung einlagig, Steuerung extern, Art. Nr.: 76001065 Fa. HLL
Rotationsapparatur fur den Inkubator Faa HERAEUSKENDRO
Schlauchverbinder-Reduzierstiicke 4,0 — 6,0, Art. Nr.: ISM 573 Fa. ISMATEC
Schttelwasserbad 1083, Art. Nr.: 418800011 Fa. HLL

Schittler Vibrax VXR, Art. Nr.: 9729900 Fa. OMNILAB

Servo Ventilator 900C, Fa. SIEMENS

Silikonperoxid-Schlauch, Art. Nr.: MF 0045 Fa. ISMATEC

Swagelok® Schlauchkupplung QB4 Fa. BEST VENTIL + FITTING

System- Mikroskop BX 41 Hellfeld Phasenkontrast Fluoreszenz, Fa. OILY MPUS
Tiefkihlschrank GFL —85°C, Art. Nr. 8485 Fa. GFL

Ultratiefkihltruhe —152°C 1281, Art. Nr.: MDF1155ATN Fa. HLL

Universal- Warmeschrank ULE 500, Art. Nr.: 412634501 Fa. HLL

Universal- Warmeschrank ULE 600, Art. Nr.: 412634601 Fa. HLL

Vertikaler Standautoklav Typ 5075 ELV, Art. Nr.: 9032 Fa. SYSTEC
Zahlkammer nach Neubauer Fae OMNILAB

Zentrifuge Z 383 K, Art. Nr.: 270.00 VO7 Fa. HERMLE LABORTECHNIK

Zytozentrifuge Zytofuge, Cytospin 2, Fa. SHANDON
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3. METHODEN

3.1. Identifikation einer Venenklappe

Nach Entnahme der Venae jugularis externa von mannlichen Schwarzkopfschafen wurden die
Venensegmente mehrfach mit phosphatgepufferter Salinelésung (PBS) gewaschen. Blutreste
von der Explantation wurden dadurch entfernt. Um sowohl das Vorhandensein von
Venenklappen als auch die Ausrichtung der Klappensegel festzustellen, wurde in beide
Offnungen der Vene mit Hilfe einer 5ml Pipette nacheinander PBS eingefiillt. Bei
Vorhandensein einer Klappe wird bei dem Befiillen von einer Seite die Fllssigkeit durch die
geschlossenen Segel zurtickgehalten. In diese Seite wurde ein Bandchen eingendht, es
markiert in alen folgenden Schritten die proximale, also die ,Herzseite" der Vene. Die
entsprechende Gegenseite, bei der bel Beflllung sich die Klappensegel offnen, wird im
folgenden Verlauf als,,Kopf* oder distale Seite bezeichnet (s. Abb 5).

e
© ©

Abb. 5: Schema der Venenklappenphysiologie (Jugularvene).

a) Das Blut wird vom Kopf (__) zum Herzen (©) weitergeleitet: Die Venenklappe ist gedffnet.
b) Beim Senken des Kopfes sackt das Blut zurtick in Richtung Kopf: Die Segel der
Venenklappe schlieffen sich.

3.2. Dezellularisier ungsprozess

Zur Herstellung eines empféngerspezifischen Transplantats und zur Vermeidung einer
immunologischen AbstoBungsreaktion des Empféangers, ist es notwendig, vor einer

Rebesiediung alle Zellen des Matrix-Spenders zu entfernen. Verbleiben einige Zellen oder
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Zelldegradationsprodukte des Matrix-Spenders in der Gerlststruktur kénnen diese, bei
spaterer Implantation, Orte einer Mineralisierung, also Verkalkung werden (Maxwell et a.,
1989).
Um das Venensegment fir eine autologe Neubesiedlung mit vaskuléren Zellen eines
weiblichen Empfangertieres vorzubereiten, mussten die urspriinglichen Zellen des méannlichen
Matrixspenders entfernt werden. Dieser Prozess wird im weiteren Verlauf as
»Dezellularisierung”, dezellularisierte Segmente als,, azellulér* bezeichnet. Fir eine
vollstandige Entfernung der Zellen wurden zunéchst die folgenden funf
Dezellularisierungsmethoden getestet:

1. Dezdlularisierung mit Trypsin/ EDTA
Dezellularisierung mit zwei unterschiedlich konzentrierten Salzl6sungen
Dezdllularisierung mit Aqua dest.
Dezellularisierung nach Meezan

a &~ D

Dezdllularisierung modifiziert nach Meezan mit Natriumdesoxychol at

3.2.1. Dezdlularisierung mit Trypsin/ EDTA

Zur Dezellularisierung von porcinen Blutgefél3en und Herzklappen wurde in den Leibniz
Forschungslaboratorien fur Biotechnologie und kinstliche Organe (LEBAO, Medizinische
Hochschule Hannover) ein Arbeitsprotokoll auf Basis der Trypsin-Verdauung entwickelt,
welches die extrazelluldre Matrix im Falle der Herzklappen bestméglich erhdlt und das
Gewebe vollstandig von Zellen befreit (Steinhoff et al., 2000). Zur Uberprifung der
Ubertragbarkeit dieser Methode wurde sie an ovinen Jugul arvenen getestet.

Die sowohl fur die Zellkultur als auch fur die Dezellularisierung verwendete Trypsin/ EDTA-
Ldsung lag a's Konzentrat vor. Die sterilfiltrierte Enzymldsung (0,05 % [M/V] Trypsin und
0,02 % [M/V] EDTA in PBS) wurde bei —20°C gelagert und direkt nach dem Auftauen bei
37°C zur Dezdllularisierung eingesetzt, um eine Selbstverdauung des Trypsins zu vermeiden.
Die Venensegmente wurden fur 24 Stunden mit der Enzymlésung in eéinem 50 ml Réhrchen,
wobei die Vene vollstandig mit der Losung bedeckt war, im Schittelwasserbad bei 37°C
angedaut. Anschlief3end wurde die Losung gegen PBS ausgetauscht und es wurde fir weitere
24 Stunden im Schittelwasserbad bei 37°C inkubiert. In dieser Phase sollten die durch das
Trypsin angedauten Zellverbindungen gelockert und die losgel6sten Zellen aus dem Gewebe
herausgeschittelt werden. Es schloss sich direkt danach ein erneuter Zyklus mit
Trypsin/EDTA und PBS fir jeweils 24 Stunden im Schittelwasserbad an. Nach Beenden der
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Dezdlularisierung wurden Teile der Venenwand und der Klappenregion bis zur

histologischen Untersuchung in fllssigem Stickstoff tiefgefroren und bel -80°C gelagert.

3.2.2. Dezellularisierung mit zwei unterschiedlich konzentrierten Salzldsungen (A + B
M ethode)

Diese Methode beruht auf zwei unterschiedlich konzentrierten Salzldsungen und wurde
ebenfalls im LEBAO von H. Mertsching und O. Brenning entwickelt (2001, zum Patent
angemeldet) und fur die Dezellularisierung von porcinem Dinndarmgewebe (SIS = small
intestine submucosa) etabliert.

Bei dieser Methode wurden folgende Sal zlGsungen verwendet:

Lésung A (0,56 % NaCl; pH 7,3):
96 mM NaCl

27 mM NaCitrat

5,6 mM KH,PO4

1,5mM KCL

Ldsung B (0,8% NaCl; pH 7.,4):
137 mM NaCl

8,2 MM Na,HPO,4

1,5 mM KH2PO4

3,2mM KCL

1,5mM EDTA

Fur die Dezellularisierung wurden die Venensegmente intraluminal von der ,,Kopfseite” her
mit Lésung A (mit 0,56% NaCl) prall gefullt. Mit Bulldogklemmen wurden die Segmente
jeweils an beiden Enden abgeklemmt und in 50 ml Réhrchen mit 1,32 %iger [M/V] NaCl
gelegt. Die Rohrchen wurden fir 20 Minuten bel 37°C unter Schiitteln inkubiert. Durch die
beiden unterschiedlich konzentrierten Salzlésungen entsteht in der Venenwand ein Gradient,
der die Zellen aus ihrem Verband herausl6sen soll. Anschlief3end wurden die Venensegmente
dreimal mit PBS gespllt, dann mit Lésung B (mit 0,8% NaCl) beflllt und erneut mit
Bulldogklemmen verschlossen. Sie wurden wiederum in 1,32 %iger [M/V] NaCl-Lésung
gelegt und fur weitere 20 Minuten im Schittelwasserbad bei 37°C inkubiert. Der Versuch

wurde mit verlangerten Inkubationszeiten (40 Minuten, 60 Minuten und 90 Minuten) for
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Losung A und B mit weiteren Venensegmenten wiederholt. Danach wurden die Segmente
erneut dreimal mit PBS gesplilt und fir weitere histologische Untersuchungen Teile der

Venenwand und der Klappenstrukturen in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C
gelagert.

3.2.3. Dezdlularisierung mit Aqua dest.

Durch osmotische Prozesse sollten die Zellen in der extrazelluldren Matrix der
klappentragenden Venensegmente zum Platzen gebracht werden. Ichikawa und Mitarbeiter
(1994) verwendeten bovine Venensegmente als Ersatz fur die rechte, ventrikuldre
Pulmonal arterie. Hierflr dezellularisierten sie die Venen mit Aqua dest. Auch Parnigotto und
Mitarbeiter (2000) inkubierten Kaninchen-Aorta zunédchst in Aqua dest., bevor sich der
eigentliche Dezellularisierungsprozess anschloss.

Fur die vorliegende Arbeit wurden die ovinen klappentragenden Venensegmente nach Spilen
in PBS fur 18 Stunden in sterilem Aqua dest. unter Schitteln inkubiert. Die DNA wurde
anschlieffend durch zweistiindige Behandlung mit 1 molarer Natriumchlorid-DNase Typ |-
Losung (2000 KU DNase) bei 37°C im Schittelwasserbad abgedaut. Stlicke der
dezellularisierten Venensegmente wurden in flUssigen Stickstoff tiefgefroren und bis zur
histol ogischen Untersuchung bei —80°C gelagert.

3.2.4. Dezdllularisierung nach M eezan

Eine von Meezan und Mitarbeiter (1975) beschriebene Dezellularisierungsmethode wurde fir
verschiedene Gewebe zur chemischen Isolation der Basalmembran entwickelt. Sie beruht auf
einer Inkubation des Gewebes in einer Natriumdesoxycholat-Natriumazid-Losung und fand in
Variationen bereits Anwendung zur Dezellularisierung von Aorten (Parnigotto et al., 2000),
Herzklappen (Laube und Matthéaus, 2001) und Kaninchenharnleitern (Sievert und Tanagho,
2000). Diese Methode wurde ebenfalls an klappentragenden V enensegmenten getestet.

Fur die Dezellularisierung wurden die Venensegmente zunéchst zur partiellen Zellyse in 20
ml einer 1 % [M/V] Natriumazid-L6sung bei 4°C fir 2 Stunden unter Schiitteln inkubiert. Zur
vollsténdigen Zelllyse und dem Verdau der DNA wurden die Segmente in 20 ml einer 1
molaren Natriumchlorid-DNase Typ I-Ldsung (2000 KU DNase) tUberfihrt und bei 37°C fir 2
Stunden im Schiittelwasserbad inkubiert. Zur Lyse der Lipidmembran der Zellen wurden die
Venensegmente anschlief3end in 20 ml einer 4 % [M/V] Natriumdesoxycholat-0,1 % [M/V]-
Natriumazid-Losung bei 4°C fir 5 Stunden inkubiert. Dieser Membranlysierungsschritt wurde

nach Erneuern der Lésung ein weiteres Ma bel 4°C fur 5 Stunden durchgefihrt. Zur
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Reinigung der Venensegmente von samtlichen Rickstanden der Dezellularisierungsldsungen
schlossen sich drei Waschschritte mit PBS bel jewells 37°C fur 12 Stunden im
Schittelwasserbad an. Das dezellularisierte Gewebe wurde zur weiteren histologischen

Untersuchung im fliissigen Stickstoff tiefgefroren und bei —80°C gelagert.

3.2.5. Dezdllularisierung modifiziert nach M eezan mit Natriumdesoxycholat

Die Dezellularisierungsmethode nach Meezan wurde im weiteren Verlauf an den Arbeiten mit
den klappentragenden Venensegmenten soweit verkirzt, bis nur noch die 4 %ige [M/V]
Natriumdesoxycholat- und 1 %ige [M/V] Natriumazid-Losung eingesetzt wurden.
Natriumdesoxycholat gehort zu der Gruppe der Gallenséuren und fuhrt bei Behandlung von
Zellen Uber Induktion von A poptose zum Zelltod (Strupp et al., 2000).

Fur die Dezellulariserung wurden klappentragende Venensegmente luminal mit der
Natriumdesoxycholat/ Natriumazid-Ldsung befdllt, und mit Bulldogklemmen an der Kopf-
und an der Herzseite verschlossen. Natriumazid wirkt hochgradig zelltoxisch, daher wurden
paralel Venensegmente in einer Natriumdesoxycholat-Losung ohne Natriumazid
dezellularisiert. Sie wurden in 50 ml Roéhrchen Gberfihrt und mit Natriumdesoxycholat/
Natriumazid-Losung vollstandig bedeckt. Die Segmente wurden dann bei 4°C fir
unterschiedliche Zeiten geschittelt: 10 min, 30 min, 60 min und 90 min. Anschlief3end
wurden die Matrices fur 18 Stunden in PBS geschuittelt und dann erneut von innen und auf3en
mit PBS gesplilt. Teile der Venenwand und der Klappenstrukturen wurden herausgeschnitten
und fir die Beurteilung der Dezellularisierung in flissigem Stickstoff eingefroren und dann
bei —80 °C gelagert.

3.3. Nachweis der Dezellularisierung

3.3.1. Beschichten von Objekttrager n mit 3-Aminopropyltriethoxy-silan (Silan)

Zur Fixierung von Gefrierschnitten fur histologische Farbungen auf Objekttrégern wurden die
Objekttréger vor der Anfertigung der Gefrierschnitte mit Silan beschichtet. Um die
Glasoberflachen vollstandig von Fett zu befreien, wurden die Objekttrager fur 5 Minuten in
Aceton getaucht. Anschlief3end wurden sie in ein vorbereitetes Bad aus Aceton mit 2 % [V/V]
Silan getaucht. Nach weiteren 5 Minuten wurden die Objekttrager aus der Losung
entnommen, 15 Minuten unter flieflendem Leitungswasser gewassert, kurz mit Aqua dest.
abgespult und Uber Nacht bei 60°C getrocknet.
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3.3.2. Anfertigen von Gefrier schnitten

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurden die gefrorenen Gewebeproben in ein Gefrier-
mikrotom (s. Kap. 2.6.) Uberfihrt und dort bei —23°C Kammertemperatur und —21°C
Objekttischhaltertemperatur mindestens 15 min temperiert. Anschliel}end erfolgte die
Fixierung der Gewebeprobe auf dem Objekitisch in der gewunschten Position, mit dem bei
Raumtemperatur fliissigem Einbettungsmedium (Tissue Tek®), welchesin der kalten Kammer
aushartete. Zum Herstellen einer glatten Schnittoberfl&che wurden zunéchst einige Trimm-
Schnitte von 50 pm Dicke angeschnitten. Danach wurden die eigentlichen Feinschnitte mit 6
pm Schnittdicke angefertigt und auf silanisierte Objekttrager Ubertragen. Anschlief3end
wurden die Préparate fir mindestens 30 min bei Raumtemperatur getrocknet und dann bis zur
spateren Verwendung bei —80°C gelagert.

3.3.3. Hamalaun-Eosin-Uber sichtsfar bung (H& E-Far bung)

Durch die H&E-Farbung werden Zellkerne (blau) und extrazelluldre Matrix (rosa)
unterschiedlich angeféarbt. In der spéteren mikroskopischen Auswertung kann beurteilt
werden, ob und wie viele Zellen noch in der Venenwand oder in den Klappensegeln
vorhanden sind.

Die Fixierung der Gefrierschnitte auf den Objekttrégern erfolgte bei —20°C fur 8 min in
Aceton mit anschlieffender Lufttrocknung fur 10 bis 30 min bei Raumtemperatur. Zur
Rehydrierung wurden die Préparate kurz in Aqua dest. eingetaucht. Anschlief3end erfolgte
eine Farbung der Zellkerne durch Inkubation fir 8 Minuten in einer frisch gefilterten
Hamal aunlsung nach Mayer. Dieser basische Farbstoff férbt die Zellkerne blau an, 10 min
Nachblduen unter flielendem Leitungswasser schloss diesen Farbungsschritt  ab.
Anschlief3end wurde durch 5 min Inkubation der Préparate in saurer 0,1 % [M/V] Eosin-
Ldsung sowohl das Zytoplasma als auch die extrazelluldre Matrix rosa angefarbt. Nach
kurzem Eintauchen der Objekttrager in Aqua dest. wurden die Schnitte zur Differenzierung in
80 % [V/V] Ethanol gestellt. Zur Entwésserung der Schnitte durchliefen die Préparate eine
aufsteigende Alkoholreihe. Diese bestand aus drei unterschiedlich konzentrierten
Ethanollésungen von 90 % [V/V], 96 % [V/V] und 100 %. In dieser Abfolge wurden die
Praparate jeweils 2 min pro Losung inkubiert. Abschliefend wurden die Objekttréger
nacheinander fur jeweils 5 min in Xylol getaucht und mit dem Eindeckmittel (Corbit Balsam)

und einem Deckgléschen versiegelt.
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3.3.4. Bestimmung des DNA- Gehaltes

Mit den verbliebenen Geweberesten der Praparate, die in der H& E-Farbung keine Zellkerne
mehr aufwiesen, wurde zusdtzlich noch eine Bestimmung des Rest-DNA-Gehaltes
durchgefihrt.

Aus den dezellularisierten Geweben wurde die verbliebene DNA isoliert und aufgereinigt.
Anhand nativer Kontrollen (native ovine Vene) konnte die Reduktion von DNA in den
dezellularisierten Geweben semiquantitativ bestimmt werden.

Sowohl native als auch dezellularisierte Venensegmente wurden in tiefgefrorenem Zustand
mit einem Skalpell zerschnitten und as kleine Fragmente von ca 2-4 cm3 auf der
Analysenwaage gewogen. Die Fragmente wurden erneut mit dem Skalpell zerkleinert und in
ein Ribolyser-Tube (s. Kap. 2.5.) mit 500 ul DMEM- Medium Uberfuhrt. Im Ribolyser (s.
Kap. 2.6.) wurden die Proben 2-3 x bei Einstellung 4000 fur jeweils 20 Sekunden lysiert und
anschlieffend in ein 2 ml Reaktionsgefal® Uberfihrt. Zu jeder Probe wurden 750 ul Tri-
Reagent gegeben. Nach 15 min wurden jewells 200 ul Chloroform zupipettiert, um die
wassrige Phase zu vergrofRern und um die DNA besser zu |6sen. Die Réhrchen wurden sofort
vorsichtig Uber Kopf geschittelt. Zur Trennung der Phasen wurden die Proben fir 15 Minuten
auf Eis gestellt und anschlief3end fir 15 Minuten bei 4°C und 11300 rpm zentrifugiert. Es
wurden nun drel Phasen sichtbar: eine untere Phase (rosa), bestehend aus Phenol und
Proteinen, eine mittlere Phase, bestehend aus DNA und eine obere, wassrige Phase, die
Uberwiegend aus RNS bestand. Die mittlere und obere Phase wurden vorsichtig abgenommen,
ihnen wurden 300 pl 100 %iges Ethanol zugegeben und kurz gemischt. Die Proben blieben 2-
3 Minuten bel Raumtemperatur stehen und wurden danach bei 4°C und 12500 rpm fur 5
Minuten zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand dekantiert und das verbleibende
Pellet mit 1000 pl 0,1 M Natriumcitrat mit 10 % [V/V] Ethanol aufgenommen (1.
Waschschritt). Die Proben wurden fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann fir
15 Minuten bei 4°C und 10000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut dekantiert und
das Pellet in 1000 pl 0,1 M Natriumcitrat mit 10 % [V/V] Ethanol aufgenommen (2.
Waschschritt). Fir 10 bis 15 Minuten wurden die Proben nun bei Raumtemperatur stehen
gelassen und anschlief3end fur 15 Minuten bei 4°C und 10000 rpm zentrifugiert. Nach
Dekantieren des Uberstandes wurde das Pellet in 1000 pl 75 %igen [V/V] Ethanol
aufgenommen und fir weitere 10 bis 20 Minuten inkubiert. Bei 4°C und 12000 rpm wurden
die Proben im Anschluss zentrifugiert. Der Uberstand wurde ein weiteres Mal dekantiert und
die restliche Flissigkeit vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgenommen. Mit gedffneten

Deckeln wurden die Rohrchen zum Trocknen in den Abzug gestellt. Das Pellet wurde dannin
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50 pl Aqua dest. (autoklaviert) aufgenommen und kurz aufgeschittelt. Fir die Messung der
optischen Dichte am Photometer wurden 5 pl der Probe enthommen und mit 195 pl Aqua

dest. verdiinnt. Bei 260 nm wurden die Proben gegen einen Leerwert (Aqua dest.) gemessen.

3.3.5. Gelelektrophorese der isolierten DNA

Mit der Agarosegelelektrophorese ist es moglich, vorhandene DNA-Fragmente unter UV-
Licht in einem Agarosegel sichtbar zu machen. Die DNA wandert unter der Anlegung eines
elektrischen Feldes durch das Agarosegel und wird dabei von seinem Flief3mittel
Bromphenolblau getrennt. Dieser Nachweis wurde zur Unterstitzung der photometrischen
DNA-Konzentrationsbestimmung der nativen und azelluldren Proben eingesetzt. Zur
Herstellung des Agarosegels wurde eine 1,5 % [M/V] Agarose-Ldsung in der Mikrowelle
erhitzt, bis sich die Agarose vollsténdig gel0st hat. Nach Abkihlung der Agarose-Ldsung auf
50°C wurde sie mit 5 pl Ethidiumbromid versetzt. Ethidiumbromid lagert sich in die DNA-
Moleklle ein und fuhrt so zu einer intensiven orangen Fluoreszenz der DNA im UV-Licht.
Das Ge wurde nun in eine horizontale Giefl3kammer mit eingehdangtem Probenkamm
gegossen. Durch ca. 20 min AbkiUhlen bei Raumtemperatur erstarrte das Gel. Der
Probenkamm wurde nun vorsichtig entfernt und das Gel in die mit TAE-Puffer (s. Kap. 2.3.1.)
gefillite Elektrophoresekammer Gberfihrt. 10 pl der zu untersuchenden Proben wurden mit je
3 pl Bromphenolblau-Ldsung versetzt und je 10 pl dieser Losung in die vorgesehenen
Taschen des Gels pipettiert. An die Elektrophoresekammer wurde ein elektrisches Feld
solange angelegt, bis die Bromphenolblau-Front fast das gesamte Gel durchlaufen hat.
Abschlieflend wurde das Agarosegel auf einen UV-Leuchttisch dberfuhrt und zur

Dokumentation fotografiert.

3.4. Isolation, Vermehrung und Kultur autologer primarer vaskularer Zellen

3.4.1. Beschichtung von Zédlkultur flaschen mit Gelatine

Vor der Isolierung von Endothelzellen aus einem Gefald und fir jede Passagierung mussten
die Zellkulturgefal3e zunachst mit einer 1 %igen [M/V] Gelatine-Lsung beschichtet werden.
Zur Herstellung der 1 %igen [V/V] Gelatine-Lésung wurde Gelatine in Aqua dest. bei 60°C
erwarmt, bis sie sich vollstandig gel6st hat. Dann wurde die Lésung steril filtriert und bei 4°C

bis zur Verwendung gelagert.
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Fur die Beschichtung der Zellkulturflaschen wurde die Gelatinelésung im Wasserbad bei
37°C erwarmt und je nach GrofRe der Kulturflaschen 2-8 ml der Gelatinelésung in die
Flaschen pipettiert. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C wurde die Gelatine-Lésung
entfernt und die Flaschen zweimal mit PBS gesplilt.

3.4.1.2. Isolation primarer Endothelzellen

Aus der ovinen Jugularis externa des spéteren Implantat- Empfangertieres wurden die
Endothelzellen (EC) der Tunica intima enzymatisch entfernt, in Kultur gebracht und fir eine
spétere Rebes edlung expandiert.

Zur Beseitigung von Blutbestandteilen wurde das Venensegment 3-5 mal mit PBS gesplilt.
Hierbel musste auf die Spulrichtung geachtet werden, da der Fluss in den Gefal3en aufgrund
der Venenklappen nur in die Richtung zum Herzen hin moglich ist.

Falls das Gefd? eine Venenklappe besal’, wurde zuerst die ,Herzseite® mit ener
Bulldogklemme verschlossen. Uber eine 10 ml Spritze wurde von der ,Kopfseite® des
GeféaRdes her eine 0,2 %ige [M/V] Kollagenasel 6sung eingeflllt, und das Gefar? anschlief3end
mit einer zweiten Bulldogklemme ebenfalls abgeklemmt. Die Vene wurde vorsichtig in ein 50
ml Roéhrchen gelegt und vollstandig mit PBS bedeckt. Bei 37°C wurde fur 30 Minuten
inkubiert. Die Klemmen an beiden Enden der Vene wurden getffnet und die Enzyml&sung
mit den abgeldsten Zellen in ein 50 ml Réhrchen abgelassen. Das Lumen wurde mit 20ml
DMEM-Medium, supplementiert mit 15 % [V/V] fotalem Kélberserum (FCS), mit Spritze
und Kanlle unter kraftigem Druck von der ,Kopfseite her durchgespult. Das FCS im
Medium ist fur die Inaktivierung der Kollagenase notwendig, da eine zu lange Inkubation die
Zellen schadigt. Die Zellen wurden bei 1200 rpm fur 10 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Das Pellet wurde in 5 ml Endothelzell-
Kulturmedium (s. Kap. 2.3.) resuspendiert und in eine mit Gelatine beschichtete 25 cm?
Kulturflasche ausgesét.

3.4.1.3. Kultivierung von Endothelzellen

Die Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Bei Konfluenz wurden
die EC zunéchst auf eine jeweils mit Gelatine beschichtete 75 cm? und spéter 175 cm?
Kulturflasche passagiert. Waren die Zellen auch in den grofen (175 cm?) Flaschen konfluent,
wurde der zellulére Inhalt einer Flasche auf jeweils zwei neue, mit Gelatine beschichtete
Kulturflaschen verteilt. Wdchentlich wurden die Endothelzellkulturen zweimal mit frischem

EC-Medium versorgt, wobel immer die Halfte des verbrauchten Mediums verworfen wurde.
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3.4.2. Isolation glatter M uskelzellen und Fibroblasten durch Auswachsen

Von der nun von Endothelzellen befreiten Vene wurde die Tunica adventitia, die &ul3ere
Bindegewebsschicht, mit einem Skalpell abgetrennt, jedoch nicht vollstandig entfernt. Es
handelte sich deshalb bei den zu isolierenden Zellen um Kokulturen aus glatten Muskel zellen
(SMC) und Fibroblasten (Fb), die zusammengefasst wurden als Myofibroblasten (MFb). Zur
Isolierung wurde die Vene zunéchst in ca. 1 mm?2 grof3e Stlicke geschnitten und in eine
Gewebekulturschale gebracht. Fur einige Minuten wurden die Kulturgefé3e bel getffnetem
Deckel stehen gelassen, um den Fragmenten die Mdoglichkeit zu geben, am Boden zu
adhérieren. Dabei durften die Venenstlicke aber nicht vollsténdig austrocknen, um en
Absterben der Zellen zu verhindern. Dann wurden 4 ml Myofibroblasten-Kulturmedium (s.
Kap. 2.3.) vorsichtig hinzupipettiert, so dass die Venenstiickchen vollsténdig bedeckt waren,

aber nicht aufschwammen.

3.4.2.1. Kultivierung von Myofibroblasten (MFb)

Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO,. Ein erstes Auswachsen der
Zellen wurde nach spétestens 5 Tagen unter dem Zellmikroskop beobachtet. Bei Konfluenz
der Zellen wurde zundchst auf eine 75 cm? Kulturflasche und spéter auf eine 175 cm?
Kulturflasche passagiert. Waren auch in diesen grof3en Flaschen die MFb konfluent auf der
gesamten Flache verteilt, wurde eine Kulturflasche auf zwel neue aufgeteilt. Wochentlich
wurden die MFb-Kulturen zweimal mit frischem MFb-Medium versorgt, wobei auch immer

die Hélfte des vorherigen Mediums verworfen wurde.

3.4.3. Lichtmikroskopische Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden jeweils 20 ul der Zellsuspension abgenommen und in
einem Volumenverhaltnis von 1:1 mit Trypanblau-Ldsung versetzt. Trypanblau dringt durch
die geschadigte Plasmamembran toter Zellen ein, d.h. es farbt Kern und Zytoplasma toter
Zellen blau an. Die Suspensionen wurden in eine Zahlkammer nach Neubauer gegeben. Im
Durchlichtmikroskop wurde die Anzahl vitaler Zellen bei 400-facher VergrofRerung bestimmt.
Uber Zugabe definierter Volumina von Zellkulturmedien wurde anschlief?end die gewiinschte

Zellzahl fur weitere Versuche eingestellt.
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3.4.4. Ablosen von Zellen mit Trypsin/ EDTA

Zum Abldsen von Zellen aus einem Kulturgefé3 wurde zunéchst das Kultivierungsmedium
abgenommen und die Zelen zweimal mit PBS gewaschen, um Zelltrimmer und
Medienriickstdnde zu entfernen. Jeweils nach Gréfe der Kulturflaschen wurden 2 bis 4 ml
Trypsin/ EDTA-LOsung (s. Kap. 2.3.) auf die Zellen pipettiert, und durch vorsichtiges
Schwenken der Kulturflasche gleichméalig verteilt. Die Zellen mit der Enzymldsung wurden
2-5 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert, bis sich samtliche Zellen vom
Kulturflaschenboden abgel6st hatten. Die Kontrolle hierfir erfolgte am Zellmikroskop. Das
Abstoppen der Trypsinreaktion wurde durch Zugabe des dreifachen Volumens an DMEM-
Medium supplementiert mit 15 % FCS erreicht. Anschlief3end wurde die Zellsuspension fir
10 Minuten bei Raumtemperatur und 1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig

abgenommen und das Pellet in Zellkulturmedium resuspendiert.

3.4.5. Charakterisierung der Zellen

Um festzustellen, ob es sich bei den kultivierten Zellen um die gewtnschten Populationen
handelte, wurden die EC und MFb vor der Rebesiedlung immunhistochemisch charakterisiert.

Dafir mussten die Zellen auf einen silanisierten Objekttréger gebracht werden.

3.4.6. Anfertigen von Zytospots

Unter einem Zytospot versteht man die Herstellung von auf Objekttragern zentrifugierten
Zellen, um sie immunhistochemisch oder molekularbiologisch zu charakterisieren. Hierzu
wurden die zur Farbung vorgesehenen Zellen nach der Zentrifugation in PBS anstelle von
Kultivierungsmedium, resuspendiert, da die Mediumbestandteile die Immunreaktion wahrend
der Farbung storen konnen. Mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer wurde die Zellzahl
bestimmt und auf eine Konzentration von 1,5x10° bis 1,8x10° Zellen pro Milliliter eingestellt.
Durch die Einhaltung der angegebenen Zellkonzentrationen wurde gewdhrleistet, dass bei
Auswertung der Farbung alle Zellen auf dem Objekttréager einzeln zu erkennen waren. Zur
Vorbereitung der Zentrifugation wurden die silanisierten Objekttrager mit einem Filterpapier
und einer Probenkammer (,Disposable Zyto Funnels’, s. Kap. 2.5.) in einen Probenhalter
eingespannt und die gesamte Vorrichtung in eine Zytozentrifuge (s. Kap. 2.6.) gehangt. In die
Probenkammer wurden 200 pl der Zellsuspension pipettiert und die Zytozentrifuge bei 600
rpm fur 7 min betrieben. Abschlief3end trockneten die Préparate 30 Minuten bis 24 Stunden
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bei Raumtemperatur. Bis zur immunhistochemischen Untersuchung wurden die Proben bei —
80°C gelagert.

3.5. Rebesiedlung

3.5.1. Optimierung der Zellzahl

Um die geeignete Zellmenge von Endothelzellen und Myofibroblasten zu ermitteln, die fir
eine dreidimensionalen Besiedlung von klappentragenden Venensegmenten im Bioreaktor
notwendig waren, wurde zunéchst die Rebesiedlung in einer 24-well-Platte mit verschiedenen
Zellzahlen im zweidimensionadlen Modell untersucht. Hierfir fertigten die
Forschungswerkstétten der Medizinischen Hochschule Hannover eine runde Metallstanze mit
einem Durchmesser von 1,4 cm an, entsprechend der Vertiefung einer 24-well-Platte. Zuvor
dezellularisierte Venensegmente wurden der Lange nach aufgeschnitten und Uber ihre
gesamte Flache ausgebreitet. Mit der Stanze wurden mehrere Stiickchen herausgetrennt und
vorsichtig in die Vertiefungen der 24-well-Platte gelegt: Fur eine Besiedlung mit
Endothelzellen mit der luminalen Oberflache nach oben und fir eine Besiedlung mit
Myofibroblasten mit der luminalen Oberfléache nach unten.

Die Kreisflache der zu besiedelnden Stiickchen wurde berechnet nach: x x r2

1welld=1,4cm

r=d/2=0,7cm

n* 72=1,539 cm?

Die Fléche pro Vertiefung (pro zu besiedelnder Fléche) betrug 1,54 cm?.

Fur eine spétere dreidimensionale Rebesiedlung eines vollstandigen Venensegmentes wurde

die zu besiedelnde Flache ausgemessen und die Zellzahl rechnerisch angepasst.

3.5.1.1. Zweidimensionale Besiedlung in einer Kulturplatte mit 24 Vertiefungen

Ovine ventse Endothelzellen und Myofibroblasten wurden mit Trypsin/ EDTA (s. Kap. 2.3.)
vom Boden der Zellkulturflaschen abgel 6st, bei 1200 rpm zentrifugiert und die Pelletsin dem
jeweiligen Zellkulturmedium aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahlen in den
Suspensionen (s. Kap. 3.4.3.) wurden die EC und MFB in einem definierten Volumen von 5
ml  Kulturmedium in die Vertiefungen der Kulturplaite mit den zu besiedelnden
Venenstickchen pipettiert. Es wurden hierflr verschieden konzentrierte Zellsuspensionen
eingestellt (s. Tab. 2). Nach 1, 3, 5 und 10 Tagen wurde jeweils ein besiedeltes Venenstiick
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entnommen, in flissigem Stickstoff eingefroren und anschlief?end Gefrierschnitte angefertigt.
Anhand einer H& E-Farbung (s. Kap. 3.3.3.) wurde dann der Grad der Rebesiedlung beurteilt.

Tabelle 2: Getestete Zelldichten in zweidimensionaler Rebesiedlung:

Endothelzellen (in 5 ml) Myofibroblasten (in 5 ml)
1x 103 5x 10
5x 108 1x10*
1x 10° 5x 10"
5x 10" 1x10°
1x10° 5x 10°

3.5.2. Dreidimensionale Besiedlung im Bioreaktor
3.5.2.1. Der Bioreaktor

Der fur dieses Projekt verwendete Bioreaktor besteht aus einem Glaszylinder und wurde fir
die Rebesiedlung von porcinen Herzklappen in den Forschungswerkstétten der Medizinischen
Hochschule Hannover angefertigt. Dieser Glaszylinder kann einseitig mit einem
Schraubverschluss, in dem sich eine Gummidichtung befindet, verschlossen werden. Auf der
anderen Seite befindet sich eine Laufflache aus Kunststoff, die fir die Rotation des
Bioreaktors auf der Rollapparatur bendtigt wird. An beiden Enden des Reaktors befinden sich
mittig Schlauchanschlisse mit Schnellverbindern fur die Perfusion des Lumens. Zwei
Hilfsanschllisse erlauben die Perfusion des eingespannten Gefélies. Im Inneren des Reaktors
sind weitere zwel Distanzstabe aus Glas angebracht, die mit dem Glasdeckel verbunden sind

und zusétzlich der Stabilisierung des Einbaus dienen.

3.5.2.2. Einspannen azellularer Venensegmentein einen Bioreaktor

Dezdlularisierte klappentragende Venensegmente von mannlichen Matrix- Spenderschafen
wurden unter sterilen Bedingungen unter der Werkbank in die Bioreaktoren eingespannt.
Hierfir wurde der Bioreaktor an der Verschraubung gedffnet und das Innentell
herausgenommen. Vorsichtig wurde erst die ,Herzseite® der azelluldren Vene Uber den
Glasstutzen der Deckelseite gezogen und sofort mit einem Kabelbinder fixiert. Anschlief3end

wurde die ,Kopfseite® der Vene Uber den gegeniberliegenden Glasstutzen gezogen und
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ebenfalls mit einem Kabelbinder befestigt. Der AufRenzylinder des Bioreaktors wurde nun mit
PBS gefullt und das Innenteil vorsichtig hineingesteckt und der Schraubverschiuld
verschlossen (s. Abb. 6 a).

3.5.2.3. Anschluf3 der Perfusionsflaschen

Um die engespannten Venen zu perfundieren, werden die Bioreaktoren (ber
Silikonschlauche an den Hilfsanschlissen mit einer 250 ml-Vorratsflasche mit drei
Ansatzstiicken verbunden. Die Lésung wird aus dem Vorratsbehdter in Bodenhdhe
angesaugt, zirkuliert durch eine Pumpe in den Bioreaktor und flief3t zurtick in den oberen Teil
der Flasche (s. Abb. 6 b). Das dritte Ansatzstiick ist zur BelUftung mit einem Sterilfilter
versehen. Vor der Besiedlung wurden die azelluldren V enensegmente Uber mindestens 3 Tage

mit PBS perfundiert, um Reste der Dezellularisierungsl 6sungen restlos zu entfernen.

Abb. 6: Venenklappensegmente im Bioreaktor

a) Azellulare klappentragende Jugul arvene fertig eingespannt im Bioreaktor.
b) Zur Perfusion der Vene wurde der Bioreaktor Uber Schlduche an eine Versorgungsflasche
mit PBS angeschl ossen.

3.5.3. Rebesiedlung im Bioreaktor

Die im Bioreaktor eingespannten mannlichen Spender- Matrices wurden mit weiblichen
autologen Zellen rebesiedelt. Hierfir wurden Endothelzellen und Myofibroblasten mit
Trypsin/ EDTA vom Boden der Kulturflaschen abgel6st (s. Kap. 3.4.4.), bei Raumtemperatur

und 1200 rpm zentrifugiert und die Pellets in ihrem jeweiligen Kulturmedium aufgenommen.
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Nach Zellzdhlung unter Verwendung von Trypanblau-Lésung in der Zahlkammer nach
Neubauer (s. Kap. 3.4.3.) wurde fir die EC eine Zellzahl von 1,2 x 10° und fiir die MFb eine
Zellzahl von 6 x 10° in jeweils einem Volumen von 2 ml eingestelt.

Die gesamte Dauer der Rebes edlung und Kultivierung im Bioreaktor betrug 14 Tage.

3.5.3.1. Besiedlung mit Myofibroblasten

Die Bioreaktoren wurden an der Verschraubung vorsichtig gedffnet und das PBS im
Aulenzylinder gegen MFb-Kulturmedium (s. Kap. 2.3.) ausgetauscht. Das Volumen betrug
70-80 ml. Bevor das Innenteil des Reaktors mit der eingespannten Matrix in den
AuBenzylinder zuriickgeschoben wurde, wurde mit Hilfe einer 5 ml Pipette die MFb-
Zellsuspension in das Kulturmedium pipettiert. Der Bioreaktor wurde fest verschlossen und
bei 37°C Uber 40-48 Stunden auf der Rollapparatur (s. Kap. 2.6.) bei 0,1 rpm gerollt. Der
beschriebene Vorgang der MFb-Aufgabe wurde wiederholt und der Reaktor im Anschluss
erneut bei 37°C gerollt. Nach zwei Tagen wurde dieser Zyklus ein drittes Mal wiederholt. Es

schloss sich die luminale EC-Besiedlung der Gefélmatrices an.

3.5.3.2. Besiedlung mit Endothelzellen

Sieben Tage nach der ersten Besiedlung mit Myofibroblasten begann die autologe
Rebesiedlung der Matrices mit Endothel zellen. Hierfur wurde zunéchst an der ,, Herzseite" des
Reaktors die Schnellkupplung des Hilfsanschlusses getffnet und mit einer 5 ml Spritze und
einer Kanile die Pufferlosung (PBS) aus dem Lumen der Matrix entfernt. Anschlief3end
wurde 1 ml der vorbereiteten EC-Zellsuspension ebenfalls Uber eine Kanlle in das Lumen der
Vene gespritzt. Der Anschluss wurde verschlossen und der Bioreaktor gedreht. Nun wurde
auf der ,,Kopfseite” die Schnellkupplung des Hilfsanschlusses gedffnet und die verbleibende
Zellsuspension Uber eine lange Kanile in das Lumen, gegen die geschlossene Venenklappe
gespritzt. Von beiden Seiten des Bioreaktors wurde nun mit EC-Kulturmedium das Lumen
der klappentragenden Matrix bis zur vollstandigen Fullung aufgefiillt. Nach Verschlief3en des
Reaktors wurde dieser bel 37°C fur 18 Stunden bei 0,1 rpm auf der Rollapparatur gerollt.
Dann wurden die Bioreaktoren an die Versorgungsflaschen angeschlossen (s. Kap. 3.5.2.3)).
Fir eine optimale Versorgung der neu aufgesiedelten Endothelzellen wurden die
Versorgungsflaschen mit 150 ml EC-Kulturmedium gefiillt. Uber eine Pumpe, an der die
Versorgungsschléuche befestigt wurden, wurde das Medium durch das Lumen der Matrix
gepumpt. Die Forderleistung der Pumpe wurde zunéchst sehr niedrig eingestellt (4,5 ml/min)

und dann alle 60 Minuten hochreguliert, bis die endgtiltige Einstellung von 7 ml/min erreicht
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war. Nach 24 Stunden wurden die Matrices erneut mit 1,2 x 10° Endothelzellen besiedelt,
Uber Nacht gerollt und fir 24 Stunden mit EC-Kulturmedium perfundiert. Abschlief3end
wurde dieser Zyklus ein drittes Mal wiederholt. Die Bioreaktoren blieben nun fir weitere
zwel Tage an den Versorgungsflaschen unter kontinuierlicher Perfusion angeschlossen, dann

konnten die rebesi edelten Venensegmente aus den Reaktoren entnommen werden.

3.6. Charakterisierung der rebesiedelten Segmente

Sowohl die in zwei- as auch dreidimensionaler Kultur rebesiedelten Matrices wurden
hinsichtlich verschiedener Kriterien ausgewertet. Es wurden zum einen Ubersichtsfarbungen
angefertigt die Aufschluss dariiber geben sollten, wie sie sich die extrazellulare Matrix
zusammensetzt, und zum anderen wurden immunhistochemische Antikdrpermarkierungen
durchgefiihrt, die spezifische Zelltypen Uber eine Antigen-Antikorperbindung sichtbar

machen sollten.

3.6.1. Immunhistochemische Auswertung

Die Immunhistologie dient dem spezifischen Nachweis von Antigenen, die z.B. von
spezifischen Zellpopulationen exprimiert werden, mittels Antikorper. Dabei wurde hier die
indirekte Farbung tUber Primér- und Sekundérantikorper benutzt, die die Empfindlichkeit des
Nachweises erhoht. Der Primérantikdrper bindet an spezifische Oberflachenproteine der
Zellen. Der Sekundarantikorper ist mit dem Protein Biotin konjugiert und erkennt den
Primérantikorper. Die sehr spezifische Reaktion von Biotin mit Avidin wird benutzt, um
einen Peroxidase/ Avidin-Komplex hinzuzufiigen. Dies hat einen zusétzlichen Verstarker-
Effekt von vor allem schwachen Signalen zur Folge, denn an ein Biotin-Molekul kdnnen vier
Avidin-Molekile binden (s.Abb. 7). Eine braune Farbung des Protein/ Antikorper-Komplexes
erfolgt abschlieffend durch die enzymatische Umsetzung von Diaminobenzidin (DAB) durch
das Enzym Peroxidase (POD).
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ERLAUTERUNG
ANTDIN BICTT ENZYM
BIOTINYLIERTER AVIDIH-BIOTIN- FERCIIDASE
ANTESEPER PEROHIDASE-KEOMPLEX MARKIEETES

AVIDIN

ABC-METHODE

Primarantikdrper

Zellantigene

Abb. 7: Schematisches Modell der immunhistochemischen Farbung
(Quelle: Sally et al., Dako Corporation, 1989).

Zunéchst wurden folgende Stammldsungen fur den Waschpuffer der Immunhistologie
hergestellt (s. Kap. 2.3.1.):

Losung A: Tris-Stocklésung, 1,0 molar, pH 7,5

Losung B: NaCl-Stocklésung, 5 M

Kalziumchlorid-Lésung 1 M
Diese Stammldsungen sind mehrere Monate haltbar, aus ihnen wurde erst kurz vor einer
immunhistol ogischen Untersuchung der benétigte Waschpuffer hergestellt. Dabei wurden 200
ml der Losung A, 60 ml der Lésung B, 4 ml einer Calciumchlorid-Lésung mit 2 g BSA
versetzt und mit Aquadest. auf 2 Liter aufgefullt.
Die Verdiunnungen der verschiedenen Antikorper erfolgte mit Farbepuffer, dabei handelte es
sich um den oben beschriebenen Waschpuffer, der allerdings in diesem Fall 1 % BSA
enthielt.
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Fur die Auswertung der rebesiedelten Gefalimatrices und der Geféal3explantate nach den in

vivo-Versuchen, sowie den Zytospots der EC und MFb wurden folgende Antikdrper benutzt:

Tabelle 3: Fur die Immunhistochemie verwendete Antikor per:

Antikor per Einsatz (Zielort) eingesetzte

Konzentration

Kaninchen 1gG negativ- Kontrolle 1,425 pg/mi
Maus IgG negativ- Kontrolle 2 ug/mi
Maus IgG2b negativ- Kontrolle 10 pg/ml
monoclonal Maus anti human | glatte Muskel zellen 2 pg/ml

Desmin, Klon DE-U-10

monoclonal Maus anti human | Gefal3zellen (EC und 0,3 pg/ml
Vimentin, Klon Vim 3B4 MFb)

polyclonal Kaninchen anti Endothelzellen 1,425 pg/ml
human von Willebrand-

Faktor

monoclonal Maus anti bovine | Leukozyten 10 pg/ml
CD11b

M38 Protein Prokollagen Typ | 1,8 pg/mi
Pferd anti Kaninchen, Sekundar- Antikorper 37,5 pg/mli
biotinyliert

Pferd anti Maus, bictinyliert | Sekundar- Antikorper 10 pg/ml

Vor dem Anférben der getrockneten Gefrierschnitte und Zytospots wurden diese zundchst 8
Minuten bel -20°C in Aceton auf dem Objekttrager fixiert und dann 10 bis 30 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet. Um eine gezielte Aufgabe der Antikorper-Verdinnungen und
eine gleichmalige Anférbung des Préparates zu ermoglichen, wurden die Praparate auf dem
Objekttréger mit einem Wachsstift umrandet. Die Préparate wurden fir 2 bis 5 Minuten in
Waschpuffer rehydriert. Zur Vermeidung unspezifischer Farbungen wurden die im zu
untersuchenden Gewebe vorhandenen Peroxidasen blockiert. Die Blockierung erfolgte fur 30
Minuten in 03 % [V/V] Wasserstoffperoxid in Dunkelheit. Zur Entfernung von
Waserstoffperoxid-Resten wurden die Schnitte in Waschpuffer gespilt und anschlief3end fir
15 Minuten mit einer 10 %igen [V/V] Verdunnung des Normalserums des Tieres, in dem der
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zweite Antikorper produziert wurde (Pferd), blockiert. Die Flussigkeit wurde von den
Schnitten abgeschittelt. Pro Gewebeschnitt bzw. Zytospot wurden 200 pl der
Primérantikorper-Verdinnung aufgegeben. Auf die Negativkontrolle wurde eine Maus, bzw.
Kaninchen 1gG Antikérper-Losung gegeben. Die Antikdrper inkubierten bel Raumtemperatur
eine Stunde in einer Kammer mit 100 % relative Luftfeuchtigkeit. Danach wurde die Losung
entfernt und die Schnitte dreimal in Waschpuffer gespult. Die Zugabe des Biotin-gekoppelten
Sekundérantikdrpers folgte fur 30 bis 60 Minuten bel Raumtemperatur in der feuchten
Kammer. Wahrend dieser Zeit wurde ein Avidin-POD-Komplex (Vectastain Kit ABC, s. Kap.
2.2.) aus einem Tropfen Losung A und einem Tropfen Lésung B in 5 ml Waschpuffer
angesetzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Von den inkubierten
Gefrierschnitten und Zytospots wurde die Sekundarantikorperldsung abgeklopft und durch
dreimaliges Spulen mit Waschpuffer vollstandig entfernt. Es schloss sich die Aufgabe des
Avidin-POD-Komplexes an, dieser inkubierte fur 30 Minuten bei Raumtemperatur in der
feuchten Kammer. Nach Abklopfen der Losung erfolgte ein dreimaliges Spulen mit
Waschpuffer. Die Substratldsung (DAB+Substrate-Chromogen System, s. Kap. 2.2.) wurde
aus 1 Tropfen DAB auf 1 ml Puffer angesetzt, auf die Schnitte gegeben und fir 7 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Chromogenreaktion wurde durch dreimaliges Spulen mit
Aqua dest. gestoppt.

3.6.1.1. Gegenférbung

Die Gegenférbung erfolgte innerhalb von 3 bis 5 Minuten mit HARRIS-Hematoxylin (s. Kap.
2.2.) 1:3 verdunnt mit Aqua dest.. Die Schnitte wurden dreimal mit Aqua dest. gewaschen,
um Uberschiissige Farbldsung zu entfernen und 10 Minuten unter flief3endem L eitungswasser
nachgeférbt. Dann wurden sie kurz mit Aqua dest. abgespult und 2 Minuten in 96 % [V/V]
Ethanol inkubiert. Es schloss sich eine zweimindtige Inkubation in 100 % [V/V] Ethanol an.
Durch diese verkirzte Alkoholrethe wurden die Praparate entwassert. Danach wurden die
Schnitte zweimal fur 5 Minuten in Xylol getaucht. Die Préparate wurden abschlief3end mit
Corbit-Balsam (s. Kap. 2.2.) versiegelt.

3.6.2. Markierung von Endothelzellen mit Ulex europaeus L ektin

Zusétzlich zu der immunhistochemischen Farbung der Endothel zell- Zytospots mit anti von
Willebrand-Faktor (s. Tab. 3), wurden die Zellen mit einem Lektin von Ulex europaeus Typ |
markiert (Ulex europaeus Agglutinin | = UEA ). UEA | ist ein sensitiver Marker flr

Endothelzellen und wird héufig dazu verwendet, Endothelzellen Uber gecoatete Beads zu
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sortieren (lruelaArispe, 1999 und Sanyal und Mishahi, 1999). UEA | ist konjugiert mit 4
mol/mol Protein Fluorescein Isothiocyanat (FITC). Mit PBS wurde eine Lésung von 100
pg/ml UEA | hergestellt und lichtgeschitzt gelagert. Eingefrorene EC-Zytospots wurden 8
Minuten bel —20°C in Aceton auf die Objekttrager fixiert, anschlieffend luftgetrocknet und mit
einem Wachsstift umrandet. In einer PBS-Lésung mit 1 % [M/V] bovines Serum Albumin
(BSA) wurden die Proben zweimal fir jeweils 2 Minuten inkubiert. Die UEA |- Ldsung
wurde vorsichtig auf die Proben pipettiert. Unter Ausschluss von Licht wurden die Praparate
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlief3end zweimal mit PBS gewaschen.

Als Kontrollen wurden zwei native ovine Venenschnitte mitgeférbt.

3.6.2.1. Gegenfarbung der UEA |- markierten Pré&parate mit DAPI

Um in der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der mit UEA | geférbten EC-Zytospots
auch unmarkierte Zellen detektieren zu konnen, wurden die Zellkerne mit DAPI (4',6-
Diamidino-2-Phenylindol) gegengefarbt. DAPI besitzt eine hohe Affinitét zu doppel strangiger
DNA und entwickelt dort nach Diffusion durch die Zellmembran starke elektrostatische
Interaktionen mit Adenin-Thymin-reichen Regionen (Wang et al., 2000).

Mit PBS wurde eine DAPI- Lésung von 20 pg/ml hergestellt. Diese wurde auf die Proben
pipettiert und die Objekttrager in einer feuchten Kammer 30 Minuten bel 37°C inkubiert.
Anschlief3end wurde Uberschiissige DAPI-Losung mit PBS abgespiilt und die Proben feucht
in Mounting Medium fir Fluoreszenzproben (s. Kap. 2.2.) eingebettet.

Am Fluoreszenzmikroskop wurden die markierten Zellen mit zwei unterschiedlichen

Fluoreszenzfiltern von unterschiedlicher Wellenlange detektiert:

| (Wellenlénge)
Filter fur UEA I: Extinktion: 450 nm
Emission: 520 nm
Filter fur DAPI: Extinktion: 546 nm
Emission: 590 nm

3.6.3. Uber sichtsfar bungen

Sowohl die in vitro rebesiedelten klappentragenden Venensegmente, als auch die
explantierten Implantate aus den in vivo-Versuchen wurden mit verschiedenen

Ubersichtsfarbungen charakterisiert. Diese Farbungen gaben Aufschluss tiber den Zustand der
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extrazelluldren Matrix und Uber die Vertellung der Gefé3zellen in der Matrix. Neben der
H&E-Farbung (s. 3.3.3.) wurde eine Elastika van Gieson- und eine von Kossa-Farbung
durchgefihrt.

Fur die Elastika van Gieson-Farbung wurden die Gewebeproben in 3,7 % [V/V]

Formalinlésung fixiert.

3.6.3.1. Par affineinbettung

Die zu untersuchenden Gewebestiicke wurden fir einige Tage in 3,5 % [V/V] Formain
fixiert. Zur Vorbereitung fur die Einbettung in Paraffin wurden die Proben zuné&chst in Form
geschnitten, in kleine Plastikkassetten gelegt und unter fliefendem Leitungswasser fur 3
Stunden ausgewaschen. Anschlielend wurden die Proben Uber eine aufsteigende
Alkoholreihe jeweils 2 Stunden mit 50, 70, 96 % Ethanol [V/V] und schliefdich in absolutem
Ethanol entwassert. Aus dem absoluten Alkohol kamen die Praparate zunéchst in Chloroform,
dann in eine gesdttigte Losung von Paraffin und Chloroform. Diese Chloroform-Paraffin-
Losung wurde auf 40°C erwarmt gehalten. Von diesem Zwischenmedium wurden die
Praparate fir 60 Minuten in eine mit Paraffin geséttigte Chloroform-Losung gebracht. Nach
dem Durchtranken mit Chloroform-Paraffin wurden die Proben in geschmolzenes reines
Paraffin Ubertragen und fir 8 Stunden in den 60°C-Schrank gestellt. Um eine
Auskristalliserung des Paraffins zu verhindern, wurden die Préparate im Anschluss zum
AbkUhlen sofort in den Kuhlschrank bei 4°C zum Aushérten gestellt und am néchsten Tag am

Mikrotom geschnitten.

3.6.3.2. Elastika van Gieson- Farbung

Zur Vorbereitung dieser Dreifach-Farbung wurden folgende Féarbel 6sungen angesetzt:

Resorcin- Fuchsin:  Fa. Chroma (s. Kap. 2.2.)
Eisenhdmatoxylin:  Ldsung A: 10 g Hamatoxylin in 1000 ml 96 % [V/V] Ethanol gel6st

(unter Erwarmung),
Losung B: 24,8 g FeCl3 x 6H,0 in 1000 ml Agua dest. gel 6st
+ 10 ml konzentrierte HCI

Gebrauchsl ésung: Lésung A und B 1:1 gemischt

Pikrofuchsin: 1000 ml geséttigte, wassrige Pikrinsdure bei Raumtemperatur angesetzt
1 g Saurefuchsin in 50 ml Aqua dest. gel 6st
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Pikrinsdure gefiltert und mit 50 ml Saurefuchsinlésung vermischt zur

Stamml dsung

Uber eine zweimalige Inkubation fur jeweils 5 Minuten in Xylol mit einem anschliel}enden
Durchlaufen einer absteigenden Alkoholreihe von 100, 96, 80 und 70 % [V/V] Ethanol
wurden die Praparate entparaffiniert. Dann wurden die Objekttréger fur 30 Minuten in
Resorcin-Fuchsin inkubiert und anschlief3end mit Aqua dest. abgespuilt. Nach Differenzierung
der Gewebeschnitte in 96 % [V/V] Ethanol, wurden siein 70 % [V/V] Ethanol Uberfihrt, um
die Konzentration zum Eisenhdmatoxylin zu Uberbriicken. Es folgte die Anférbung der
Zellkerne fur 10 Minuten in Weigerts Eisenhdmatoxylin. Anschlief3end wurden die Proben
mit Leitungswasser flieRend gewassert. In der Zwischenzeit wurde die Pikrofuchsinlésung
vorbereitet, indem 1 %ige Essigsdure zu 100 ml StammlGsung hinzugefugt wurde. Nach
sorgfaltigem Abspilen mit Aqua dest. folgte die Inkubation in der vorbereitete Férbel 6sung
far 3 Minuten. Zum Entwassern der Proben, wurden sie Uber ein aufsteigende Alkoholreihe
mit 80 % [V/V], Uber 96 % [V/V] bis schliefdlich 100 % Ethanol gefihrt und dann fir jewells
5 Minuten zweimal in Xylol inkubiert. Mit Corbit-Balsam wurden die Praparate feucht

eingedeckt.

In der mikroskopischen Auswertung erschienen:
elastische Fasern: blau- violett
Zellkerne: braun- schwarz
kollagenes Bindegewebe: rot

Plasma, Muskeln und Erythrozyten gelb

3.6.3.3. Kalzifizierungsnachweis

Alle explantierte Proben wurden im Hinblick auf Kalzifizierung Uberpruft. Bei der Methode
nach von Kossa wird Kazium in den Karbonaten und Phosphaten gegen Silberionen

ausgetauscht, die anschlief3end zu metallischem Silber reduziert werden.

3.6.3.3.1. Versilberung nach ,, von Kossa*

Zur Vorbereitung wurde folgende Farbel 6sung angesetzt:
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Kernechtrot- Aluminiumsulfat: 0,2 g Kernechtrot wurden in 200 ml kochende 5

% [m/V] Aluminiumsulfatlésung geldst und nach

dem Erkalten filtriert.
Die eingefrorenen Proben wurden aus dem —80°C-Schrank enthommen und fir 8 Minuten bel
—20°C in Aceton fixiert. Nach vollsténdigem Lufttrocknen bel Raumtemperatur wurden die
Objekttrager fur 20 Minuten bei hellem Sonnenlicht in 5 % [M/V] Silbernitratl6sung gestellt.
Zum Entwickeln wurden die Proben 3 Minuten in 1 % [M/V] Pyrogallussaure inkubiert. Es
folgte ein Fixierungsschritt in 5 % [M/V] Thiosulfatlosung fur 2 Minuten. Mit mindestens 1
Liter frischem Aqua dest. wurden die Objekttréger mehrfach gespilt. Anschlief3end erfolgte
eine Gegenfarbung der Zellkerne mit Kernechtrot- Aluminiumsulfat, hierfir wurden die
Proben 3 Minuten in der Farbel6sung inkubiert. Nach Abspilen mit Aqua dest. wurden die
Schnitte Uber eine aufsteigende Alkoholreihe (80 %, 90 %, 96 % und 100 % [V/V] Ethanol)
entwassert und zweimal fur jeweils 5 Minuten in Xylol inkubiert. Mit Corbit-Balsam wurden
die Proben feucht eingedeckt.
In der mikroskopischen Auswertung erschienen kalkhaltige Areale braunschwarz, die

Zellkerne entsprechend der Gegenfarbung rétlich.

3.7. Tierversuche

Nach Untersuchungen zur Dezellularisierung und Rebesiedlung mit der experimentell
festgelegten Zellzahl, wurden die klappentragenden, autolog rebesiedelten VVenensegmente im
allogenen Schafmodell in vivo auf ihre Funktionalitét getestet. Als Kontrolle fir die
Operationstechnik wurden Autotransplantationen durchgefihrt, das heift, die Transplantation
der rechten Jugularvene eines Schafes in einem Operationsschritt auf dessen linke Halsseite.

Zusétzlich wurden dezellularisierte klappentragende Venensegmente allogen implantiert. Die

Tierversuchsgruppen setzten sich wie folgt zusammen:
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Tabelle 4: Ubersicht iber die Versuchstiergruppen:

Ver suchsgruppe Anzahl der Segmente Dauer der
Implantation
(Wochen)
Autotransplantation 2 4
autolog rebesiedelt auf 4 1
allogener Matrix
autolog rebesiedelt auf 7 6
allogener Matrix
azellulédre allogene Marix 4 1
azellulére allogene Matrix 6 6

3.7.1. Vorbereitung der klappentragenden Venensegmente auf die lmplantation

Kurz vor Implantation der autolog rebesiedelten Venensegmente in die weiblichen
Zellspender-Schafe, wurden die Segmente aus den Bioreaktoren entnommen und fir den
Transport in 50 ml Réhrchen mit EC-Kulturmedium und 50 U/ml Heparin gelegt. Zur
Uberprifung der vollstandigen Rebesiedlung wurde von jedem Implantat ein kleines Segment
abgetrennt und bis zur immunhistochemischen Charakterisierung in flissigem Stickstoff
tiefgefroren. Des weiteren schloss sich eine Elastika van Gieson-Férbung (s. Kap. 3.6.3.2.)
dieser Proben an.

Im zentralen Tierlabor der Medizinischen Hochschule Hannover erfolgten dann die
Implantationen der klappentragenden Venensegmente in digjenigen Schafe, von denen die
Zellen 6 Wochen zuvor zu Kultivierung und Rebesiedlung entnommen wurden.

Die Venensegmente der azelluléren Kontrollgruppen wurden bis zum Tag der Implantation
bei 4°C in PBS gelagert. Vor Implantation wurde von jedem Segment ein Stiick aus der Wand
herausgeschnitten, um die Matrices auf ihre vollstandige Zellfreiheit mit Hilfe der H&E-
Féarbung (s. Kap. 3.3.3.) und einer DNA-Gehalt-Bestimmung (s. 3.3.4.) zu belegen. In einem
50 ml Réhrchen mit PBS und 50 U/ml Heparin wurden sie zum Tierlabor der Medizinischen

Hochschule Hannover transportiert.
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3.7.2. Implantation

Alle Operationen im Tierlabor, d.h. sowohl die Entnahmen der Matrix- und Zellspendervenen,
als auch die Implantation der rebesiedelten Segmente und deren azelluldre Kontrollen, wurden
von Dr. med. Omke Teebken und Dr. med. Thomas Aper durchgefiihrt.

3.7.2.1. Narkose

Vor Beginn der Narkose wurde 4 mg/kg Koérpergewicht Carboprofen unter die Haut injiziert.
Uber eine vendse Verweilkantle in der Vena cephalica erhielten die Tiere initid 1,5-4,5
mg/kg Korpergewicht Fentanyl (Wirkstoff: Fentanyldihydrogencitrat) sowie 1,2-2,5 mg/kg
Propofol (Propofol-Lipuro 1 %). Nach orotrachealer Intubation und Platzierung einer
Magensonde wurden die Tiere mechanisch ventiliert (Servo Ventilator, s. Kap. 2.6.)mit
Isofluran (Florene, 1-Chlor-2,2,2-trifluorethyl-difluormethylether) und 50% Sauerstoff ohne
Lachgas (Atemminutenvolumen etwa 5 | bei einer Frequenz von 15/min). Die Narkose wurde
durch intravendse Injektion von Propofol (0,12 mg/kg/min Uber Perfusor) und Einzelgaben
von Fentanyl (1-3 pg/kg Korpergewicht) wirkungsabhangig unter sténdiger EKG-Kontrolle
aufrecht erhalten. Préoperativ. wurde 3 ml pro 50 kg Korpergewicht Tardomyocel
intramuskuléar zur Infektionsprophylaxe gegeben, perioperativ. Ringer-Losung sowie
postoperativ 1 ml (entsprechend 0,3 mg) Buprenorphin. Alle operativen Eingriffe (zur 1m-,
Trans- und Explantation sowie bei diagnostischen Eingriffen) erfolgten in dieser Weise in
Ruickenlage mit Uberstrecktem Hals nach Abwaschen des Operationsgebietes mit Braunoderm

und Abdecken mit Tuchern unter sterilen Bedingungen.

3.7.3. Explantation der klappentragenden Segmenten der Venae jugularis externa

Als Matrixspender dienten mit Ausnahme der Autotransplantationen méannliche Spender.
Nach Gabe von 100 IE/kg K érpergewicht Heparin wurden die rechte und linke Vena jugularis
externa uber einzelne Hautinzisionen auf einer Lange von 15 bis 20 cm freigelegt und nach
Prifung auf suffiziente Venenklappen mit dem Finger-Ausstreif-Test entnommen (Jamieson
und Chinnick, 1997). Einmindende Venen wurden mit Polyesterféden ligiert (Mersilene 5/0).
Die Segmente wurden in HBSS (Hanks Balanced Salt Solution) bei 4°C innerhalb von 45 min
in das Labor Uberfihrt. Der Wundverschluss erfolgte zweischichtig mit einer Subkutannaht
mit 2-0 Polyglactin 910 (Vicryl 2-0, Ethicon) und einer Intrakutannaht mit O Polyglactin 910
(Vicryl), und einer nochmaligen Hautdesinfektion mit Braunoderm mit abschlielfendem
Sprihverband.
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3.7.4. Implantation der klappentragenden Venensegmente

Die unversehrte Vena jugularis externa auf der entgegengesetzten Halsseite (nach Entnahme
der Zellspender-Vene) wurde Uber eine Strecke von ca. 7 cm freigelegt. Nach systemischer
Heparinisierung (100 1E/kg) und proximaler und distaler Klemmung wurde ein 4 cm langes
Segment entfernt und durch ein klappentragendes V enensegment ersetzt. Zunéchst wurde die
zentrale End-End-Anastomose zwischen 4 Haltendhten (Vermeidung von Einengungen)
fortlaufend mit Prolene hergestellt. Da nur suffiziente Klappen implantiert wurden, konnte
nach Fertigstellung dieser Naht auf die proximale Gefélklemme verzichtet werden. Die
distale Anastomose erfolgte analog ebenfalls zwischen Haltendhten (Gruss, 2001). Der

Wundverschluss erfolgte wie bei der Explantation beschrieben.

3.7.4.1. Explantation der klappentragenden Venensegmente

Zur Explantation wurde die Vena jugularis mit dem implantierten klappentragenden
Venensegmente nach Gabe von 100 |E Heparin/kg Koérpergewicht von proximal und distal
her, beginnend in nicht operiertem Gebiet, freigelegt. Nach der Entnahme wurden die
Segmente sofort mit PBS perfundiert, um den Schluss der Klappe zu beurteilen. Dann wurden
die Venen léangs aufgeschnitten und die luminale Seite offengelegt, um einen
makroskopischen Eindruck im Hinblick auf Thrombosierung zu gewinnen. Mit einer digitalen

Kamera wurde dieser Eindruck festgehalten.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Dezellularisierung

Azellulare klappentragende Venensegmente isoliert aus mannlichen Schafen dienten neu
aufgesiedelten Gefalzellen weiblicher Schafe als dreidimensionale Strukturspender. Um bei
einer spateren Implantation in die weiblichen Zellspenderschafe Abstol3ungsreaktionen zu
vermeiden, war es zwingend notwendig, ale urspriinglichen Gefé3zellen in der ménnlichen
Spendermatrix zu entfernen. Zum anderen war es ebenso wichtig, dass bei dem Prozess der
Dezellularisierung die netzwerkartige dreidimensionale Struktur der Matrix moglichst
erhalten blieb. Deshalb wurden unterschiedliche Dezellularisierungs-Methoden getestet, die
bereits fur andere Gewebe oder Organsysteme zur Anwendung gekommen waren.
Bewertungsendpunkte waren der Grad der Azellularitdt und physiologische Strukturen der
extrazelluldren Matrix (ECM), diese wurden mit Hilfe der H&maaun & Eosin-Farbung
(H&E) bewertet. Die unter Kap. 4.1.1.-4.1.5. dargestellten Methoden, die fir die

Dezdlularisierung der klappentragenden Venensegmente eingesetzt worden sind, ergaben

folgende Ergebnisse.

Abb. 8: Native ovine Vene. H& E- Farbung, 200x Vergroélerung

Die H&E- Farbung eines Gefrierschnittes einer nativen ovinen Jugularvenenwand zeigt die
Anordnung der blau angeférbten Zellen in der extrazelluldren Matrix (rosa).

4.1.1. Dezellularisierung mit Trypsin/ EDTA

Nach Behandlung der Venensegmente mit Trypsin/ EDTA (n=4) zeigte die H& E-Férbung
noch ein deutliches Vorhandensein von verbliebenen Zellen in der Tunica media und Tunica
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adventitia. Auch die Zellen der Tunica intima waren nur teilweise entfernt (s. Abb. 9). Die
Quervernetzung der kollagenen Fasern der extrazelluldren Matrix war deutlich veréndert und
degeneriert, wie in Abb. 9 gezeigt. Eine Quervernetzung der Matrixfasern war nicht mehr

eindeutig erkennbar.
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Abb. 9: H&E- Férbung einer Venenwand nach Behandlung mit Trypsin/ EDTA. 100x
Vergroélerung

Nach Behandlung der Venensegmente mit Trypsin/ EDTA sind in der H&E- Farbung noch
deutlich Zellen (blau) in der extrazelluldaren Matrix (rosa) zu erkennen. Die
Quervernetzungen der Matrix sind zum Teil aufgel 6st.

4.1.2. Dezellularisierung mit zwei unter schiedlich konzentrierten Salzlésungen (A+B
Methode)

Eine Behandlung der Segmente mit zwel unterschiedlich konzentrierten SalzlGsungen
(Lésungen A und B) luminal und extraluminal zeigte keinerlei Einfluss auf das Heraud 6sen
der Zellen aus der extrazelluldren Matrix. In allen Schichten der Vene waren noch nach 20,
40, 60 und 90 Minuten (jeweils n=2) Zellen in der H& E-Féarbung zu sehen. Die extrazellulére
Matrix blieb stabil und zeigte eine gute Quervernetzung der Fasern (s. Abb. 10).
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L

Abb. 10: Venensegmente nach Behandlung mit zwei verschiedenen Salzlésungen. H& E-
Féarbungen, 100x Vergrof3erung

a) Probe nach 40 Minuten Inkubation in jeweils zwei ver schieden konzentrierten Sal2 6sungen
im Lumen und im AuRenmedium (A und B, s. Kap. 3.2.2.). Es sind noch deutlich Zellen (blau)
in der Matrix (rosa) zu sehen.

b) Probe nach 90 Minuten Inkubation in den jeweiligen Losungen A und B. Zellen sind
ebenfalls noch in der Matrix zu erkennen.

4.1.3. Dezellularisierung mit Aqua dest.

Nach Behandlung der Venen (n=2) mit Aqua dest. und anschlief3ender Inkubation in einer
DNAse-Losung, zeigten sich die H&E gefarbten Proben vollsténdig azelluldr. Die
Kollagenfasern der extrazelluldren Matrix waren jedoch durch die Wassereinlagerung stark
aufgequollen und eine Quervernetzung nicht mehr erkennbar (s. Abb. 11).
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Abb. 11: Dezellularisierung mit Aqua dest. H& E- Farbung, 100x VergrofRerung

Nach Behandlung mit Aqua dest. sind keine Zellen in der Ubersichtsfarbung mehr zu
erkennen. Die extrazellulare Matrix ist jedoch aufgrund der Wassereinlagerung stark
aufgeqguollen, so dass Querver netzungen kaum noch zu erkennen sind.

4.1.4. Dezellularisierung nach M eezan

Die Entfernung der Gefél3zellen nach der Methode die erstmals 1975 von Meezan und
Mitarbeiter beschrieben wurde, zeigte auch fir die Dezellularisierung der Venenklappen
(n=2) ein sehr gutes Ergebnis: Die geschnittenen Proben erwiesen sich in der H&E-
Ubersichtsfarbung al's azellulr, die extrazellulare Matrix war nicht aufgequollen und nahezu

wie nativ quervernetzt (s. Abb. 12).

Abb. 12: Dezedlularisierung eines Venensegmentes nach Meezan. H&E- Farbung, 100x
Vergroélerung

In der H& E-Ubersichtsfarbung sind keine Zellen mehr zu erkennen. Die extrazellulére Matrix
ist gut erhalten.
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4.1.5. Dezellularisierung mit Natriumdesoxycholat

Die Chemikalie Natriumdesoxycholat, die auch bel der Methode nach Meezan angewendet
worden ist, wurde bei der Dezellularisierung von klappentragenden Venensegmenten in einer
4 % igen Losung [M/V] mit und ohne Zusatz von 1 % [M/V] Natriumazid getestet. Beide
Ansétze wurden mit jeweils zwei Venensegmenten 10, 30, 60 und 90 Minuten unter Schiitteln
durchgefihrt. Bereits nach 30 Minuten Inkubation in den Ldsungen waren anhand der H& E-
Féarbungen nur noch vereinzelt Zellen im Gewebe zu erkennen. Nach 60 und 90 Minuten
waren die Proben vollsténdig azellulér, die extrazelluléare Matrix blieb nach dieser Zeit gut
erhalten und quervernetzt (s. Abb. 13). Einen Unterschied zwischen den Ansdtzen mit und
ohne Natriumazid konnte in der H& E-Farbung nicht festgestellt werden.
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Abb. 13: Dezellularisierung mit Natriumdesoxycholat nach 90 Minuten Inkubation; H& E
Farbung, 100x Vergroflerung
Es sind keine Zellen mehr in der Matrix zu erkennen. Die kollagenen Fasern sind quervernetzt
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Tabelle 5: Ubersicht tiber die verschiedenen Methoden, die fir die Dezellularisierung von

klappentragenden Venensegmenten getestet wurden:

Methode Anzahl der Matrix- Quer - Beurteilung
Venensegmente | beschaffenheit | vernetzung | Uber H& E-
Farbung

Trypsin/ EDTA 4 + - -
A+B Methode 20 min 2 + + -
(unterschiedlich | 40 min 2 + + -
konzentrierte 60 min 2 + + -
SalzlGsungen) |90 min 2 + + -
Aqua dest. 2 - - ¥
Meezan 2 + + +
Natriumdesoxy- |10 min 2 + + -
cholat mit 30 min 2 + + -
Natriumazid 60 min 2 + + +
90 min 2 + + +
Natriumdesoxy- |10 min 2 + + -
cholat ohne 30 min 2 + + -
Natriumazid 60 min 2 + + +
90 min 2 + + +

Matrixbeschaffenheit: aufgequollen -

nicht aufgeguollen +

Quervernetzung positiv +

Quervernetzung negativ -

Beurteilung Uber H& E- Férbung:  azellulér +

nicht azellul&ar -

4.1.6. Auswahl der Dezellularisierungsmethode

Nach Austesten der unterschiedlichen Dezellularisierungsmethoden wurde die Behandlung
mit Natriumdesoxycholat ohne Natriumazid und einer Inkubationszeit von 90 Minuten
ausgewahlt. Diese Methode wurde standardméfdig zur Entfernung der Zellen aller
klappentragenden Venensegmente, die fir eine Rebesiedlung vorgesehen waren,
durchgefiihrt. Vor der Rebesiedlung mit autologen Zellen wurde zusétzlich zur
Charakterisierung der Azellularitdt anhand einer H&E-Farbung eine Isolation der

genomischen (gesamt) DNA mit anschlief3ender photometrischer Messung durchgeftihrt.

57




Ergebnisse

4.1.6.1. Bestimmung des DNA- Gehaltesin den dezellularisierten Segmenten

Venenwandgewebe von 11 dezellularisierten und 3 nativen Geféle wurde in tiefgefrorenem
Zustand eingewogen (jeweils ca. 25 mg Gewebe) und anschlief3end lysiert. Doppelstrangige
genomische DNA wurde wie in Kap. 3.3.4. beschrieben aufgereinigt und die Absorption bei
260 nm gegen Aqua dest. photometrisch gemessen. Damit ein linearer Zusammenhang
zwischen der optischen Dichte und dem DNA-Gehalt der Lésung gegeben war, mussten die
Messwerte fur die optische Dichte zwischen 0,150 und 1,000 liegen, wobei eine Absorption
von 1,000 mit der Konzentration von 50 pg mi™ gleichzusetzen war. Das Volumen der Proben
betrug 0,4 ml, sie wurden fur die Messungen nicht weiter verdinnt. Der Gehalt an DNA
wurde erst pro pl aufgereinigter Suspension und anschliefend pro mg Einwaage des

jeweiligen Gewebes ermittelt:

Rechnung:
As0nm X 50 ug/ml = ug/ml DNA

pg/ml DNA x 0,4 ml / mg Einwaage = pg/mg DNA

Der Mittelwert der nativen Proben in pg/mg DNA betrug 0,62 + 0,04, fur die
dezellularisierten Proben 0,18 £ 0,04 (s. Tab. 6). Der Anteil an DNA in dezellularisierten
Proben im Verhdltnis zu den ermittelten nativen Kontrollen betrug 29,03 % (vergl. Abb. 14).

Tabelle 6: Photometrische Bestimmung des DNA- Gehaltes in nativen ovinen Venen (noV)

und dezellularisierten Venen (azell):

Absorption DNS DNS MW Stabw
Proben [Gewicht (mg)| bei 260nm (ug/ml) (ng/mg) (ug/mg) (ng/mg)
noV 21,70 0,63 12,64 0,58 0,62 0,04
noV 20,00 0,66 13,10 0,66
noV 22,00 0,69 13,82 0,63
azell 26,00 0,28 5,54 0,21 0,18 0,04
azell 26,70 0,24 4,84 0,18
azell 26,50 0,27 5,48 0,21
azell 23,00 0,29 5,84 0,25
azell 23,00 0,21 4,22 0,18
azell 24,00 0,12 2,42 0,10
azell 25,10 0,22 4,46 0,18
azell 24,20 0,23 4,62 0,19
azell 23,00 0,22 4,38 0,19
azell 23,00 0,13 2,62 0,11
azell 21,00 0,23 4,66 0,22
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DNS- Gehalt in den azellularisierten
Venensegmenten
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Abb. 14: Vergleich des Gehaltes an genomischer DNA in nativen (noV) und
dezellularisierten (azellV) Venensegmenten

Dargestellt ist der Gehalt an genomischer, doppelstrangiger DNA dezellularisierter (n=11)
und nativer Venensegmente (n=3).

4.1.6.2. Gelelektrophor ese aufgereinigter DNA- Proben

Aufgereinigte, doppelstréngige DNA dezellularisierter (n=7) und nativer Gewebeproben
(n=1) wurde gel elektrophoretisch aufgetrennt. Parallel dazu wurden zusétzlich Proben in vitro
rebesiedelter Venensegmente mitgemessen. Die dezellularisierten Proben hinterlief3en
keinerlei Banden im Agarose-Gel, wohingegen bei den rebesiedelten und der nativen Probe
eine Bandenbildung beobachtet werden konnte (s. Abb. 15).
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Abb. 15: Gelelektrophorese aufgereinigter genomischer DNA

1-12: aufgetragene Proben, rechts und links der Proben: DNA Grol3enstandards

1-7: dezellularisierte Proben

8: native Kontrolle

9-12: rebesiedelte Proben

Im eingerahmten Bereich sind Banden sichtbar. Bei den grof3en, stark positiven Bereichen der
Proben 9, 11 und 12 handelte es sich um Degradationsprodukte.

4.1.7. Elastika van Gieson-Farbung der azellularen Venensegmente

An den dezellularisierten Venensegmenten wurde zusétzlich zur H& E-Ubersichtsfarbung eine
Elastika van Gieson-Farbung durchgefihrt. Sie belegt, dass nach Entfernung der Zellen die
elastischen Fasern erhalten bleiben, die eine wesentliche Funktion fur die Stabilitat austiben.
In dieser Farbung blau-violett angeférbte Fasern (elastische Fasern) waren vor allem im
Bereich der Tunica media zu erkennen, wahrend sie in der Tunica adventitia nur noch
vereinzelt vorkamen (s. Abb. 16 b). Eine Elastika van Gieson-Farbung nativer oviner Vene (s.
Abb. 16 a) im Vergleich zeigte die gleiche Verteilung der elastischen Fasern, sowie ein

Fehlen dieses Matrixanteiles im Bereich des Venenkl appensegels.
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Abb. 16: Elastika van Gieson- Féarbung einer nativen (a) und einer dezellularisierten

Venenwand (b). 200x Vergroferung

In der mikroskopischen Auswertung nach der Elastika van Gieson- Farbung wiesen die
kollagenen Anteile der extrazelluldren Matrix eine rosa Féarbung auf, wahrend elastische
Fasern blau- violett eingefarbt waren. W= Wandbereich; S= Segel (a).

4.2. Kultivierung primérer Zellen

Aus 11 ovinen Jugularvenen der weiblichen Zellspenderschafe wurden die Geféfizellen
isoliert und in Kultur expandiert. Nach Isolierung der Endothelzellen (EC) zeigten die Zellen
in den ersten 3 Tagen das fir sie typische inselférmige Wachstum (s. Abb. 17 a). Die erste
Passagierung der EC konnte bereits nach 5 bis 7 Tagen durchgefiihrt werden; es wurden fir
die Rebesiedlungen jedoch nie Zellen nach der 4. Passage verwendet, da eine langere in vitro
Kultivierungsphase zu Veranderungen der Zellen fihrt. Aus den adhdrenten
Venenwandstuckchen auf den Gewebekulturschalen wuchsen nach 5 Tagen sternférmig die
ersten Myofibroblasten aus (s. Abb. 17 b). Nach 14 Tagen war eine konfluente Zellschicht zu
erkennen, diese Zellen wurden daraufhin ebenfalls passagiert. Auch bei den Myofibroblasten
(MFb) wurden fur die Rebesiedlung nur Zellen bis zu der 4. Passage verwendet.
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Abb. 17: primére vendse Zellen in der Vermehrungsphase, 200x Vergrofierung

a) Endothelzellen: 3 Tage nach der Isolierung
b) Myofibroblasten: erstes Auswachsen der Zellen nach 5 Tagen Kultur

4.2.1. Charakterisierung der primaren Zellkulturen vor der Rebesiedlung

Vor Besiedlung der azelluldren Venensegmente mit Endothel zellen (EC) und Myofibroblasten
(MFb) wurden die Kulturen mit Hilfe einer Zytozentrifuge auf silanisierte Objekttréger
gespottet und anschlief3end immunhistochemisch charakterisiert, um die Anteile der einzelnen
Zellpopulationen in den Kulturen zu quantifizieren. Digenigen Zell-lmmunkomplexe, die
durch die gebundene Peroxidase das Substrat Diaminobenzidin (DAB) umsetzen konnten,
erschienen in der mikroskopischen Auswertung braun. Negative Zellen erschienen aufgrund

der Hamatoxylin-Gegenférbung blau.

4.2.1.1. Endothelzellen

Die immunhistochemische Charakterisierung der Endothelzell-Zytospots mittels anti von
Willebrand-Faktor wurde mikroskopisch untersucht und ausgewertet (s.Abb. 18 und 19).
Durchschnittlich waren 42,02 + 6,16 % der Zellen (n=11) von Willebrand-Faktor positiv. Eine
weitere Charakterisierung mit anti-Desmin, einem glatten Muskelzell- Marker, ergab ein
vollsténdig negatives Ergebnis. Alle Zellen auf dem Zytospot waren flr anti-Vimentin positiv,
ein Antikorper der ale Gefélzellen markiert, also EC, glatte Muskelzellen (SMC) und
Fibroblasten (Fb).

Als zusdtzlicher Marker fur Endothelzellen wurde auf den Zytospots Ulex europaeus
Agglutinin Typ | (UEA 1) mit Fuorescein-isothiocyanat (FITC) konjugiert, eingesetzt. Die
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Zellkerne wurden zur Lokalisation der nicht UEA [-markierten Zellen mit DAPI
gegengefarbt. Fluoreszenzmikroskopisch konnten die so markierten Zellen mit Hilfe zweier
verschiedener Filter fur Extinktion und Emission ausgewertet werden. Als Positivkontrolle
wurden Gewebeschnitte von nativer oviner Vene mitgefarbt. Sowohl das Endothel dieser

nativen Kontrollen, als auch samtliche Zellen auf den EC-Zytospots erschienen in der

mikroskopischen Auswertung griin, die Zellkerne entsprechend der DAPI-Kernférbung blau
(s. Abb. 20 aund c).

A i B R o T AT
Abb. 18: mmunhistochemische Férbung mit anti-von Willebrand-Faktor (VW) auf einem
EC Zytospot. 100 x Vergroferung.

Die VW positiven Zellen sind braun markiert. Deutlich zu erkennen sind jedoch auch VW
negative Zellen (blau gegengefarbt).
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Abb. 19: Anteil der von Willebrand positiven Zellen der EC-Zytospots

Es wurden von allen fur die in vivo-Versuche vorgesehenen EC Zytospots (n=3) angefertigt.
Auf ihnen wurden immunhistochemisch mit anti von Willebrand-Faktor die EC markiert,
mikroskopisch ausgezahlt und anteilig auf die Gesamtpopulation hochgerechnet (n=11). Der
durchschnittliche Anteil von EC aller 11 weiblichen Zellspender- Tiere betrug 42,02 + 6,16
%.
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Abb. 20: UEAI-Férbung eines EC-Zytospots mit DAPI - Kernfarbung. 200x Vergroferung

a) native ovine Vene (positiv- Kontrolle)

b) und c) EC- Zytospots

Abgebildet ist der gleiche Ausschnitt unter Verwendung unterschiedlicher Fluoreszenz-
Filter:

a) und c) Extinktion: 546 nm, Emission: 590 nm

b) Extinktion: 450 nm, Emission: 520nm

UEAI markierte Zellen fluoreszieren grin, DAPI markierte Zellkerne blau.

4.2.2. Myofibroblasten

Die Zellen auf den MFb-Zytospots wurden immunhistochemisch gegen Vimentin und Desmin
gefarbt (n=11). Fir Vimentin waren alle Zellen positiv, fir Desmin durchschnittlich 7,32 £
3,70 % (s. Abb. 21 und 22). Um auszuschlief3en, dass es sich bei den tGbrigen Zellen um EC
handeln konnte, wurde eine zusédtzliche immunhistochemische Farbung gegen von
Willebrand-Faktor durchgefihrt. Diese war vollsténdig negativ.
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Abb. 21: Immunhistochemische Férbung mit anti Desmin auf einem MFb Zytospot. 200 x

Vergroferung

Die Desmin positiven Zellen sind braun markiert. Desmin negative Zellen erscheinen blau
(entsprechend der Gegenfarbung mit Hamatoxylin).
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Abb. 22: Anteil an Desmin-positiven Zellen der MFb-Zytospots.

Es wurden von allen fiir die in vivo-Versuche vorgesehenen MFb Zytospots (n=3) angefertigt.
Auf ihnen wurden immunhistochemisch mit anti Desmin die glatten Muskelzellen markiert,
mikroskopisch ausgezahlt und anteilig auf die Gesamtpopulation hochgerechnet (n=11). Der
durchschnittliche Anteil aller Desmin-positiven Zellen der 11 weiblichen Zellspender-Tiere

betrug 7,32 = 3,70 %.
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4.3. Rebesiedlung

Fur die Rebesiedlung der azelluldren Venensegmente in vitro mussten zunéchst die Zellzahlen
der Endothelzellen und Myofibroblasten optimiert werden. Daher wurden ausgeschnittene
Stickchen der azelluldren Venenwand in ener zweidimensionalen Kultur mit
unterschiedlichen Zelldichten rebesiedelt. Nach 1 bis zu 10 Tagen wurden die Stiicke aus dem
Kulturgefal? entnommen, tiefgefroren und geschnitten. Der Erfolg der Rebesiedlung wurde
anhand einer H& E-Farbung beurteilt.

4.3.1. Zweidimensionale Rebesedlung in einer Kultur platte (mit 24 Vertiefungen)

Mit einer Gewebestanze ausgeschnittene Venenwandstuckchen wurden mit unterschiedlichen
Zelldichten von EC und MFb in einer Kulturplatte mit 24 Vertiefungen rebesiedelt. Aus
diesen zweidimensionalen Kulturen wurden nach 1, 3, 5 und 10 Tagen Proben entnommen
und anhand von H&E- Férbungen die Adhésion und Migration der Zellen auf der Matrix
bewertet (s. Tab. 7). Die Rebesiedlung mit EC zeigte bei einer Zelldichte von 1 x 10° in 5 ml
EC-Kulturmedium eine erste Adhésion an der Matrix nach 3 Tagen Inkubation, bildete jedoch
noch kein konfluentes Endothel. Nach 5 Tagen war eine lickenlose Endothelzellschicht zu
erkennen. Ein erstes Anheften der MFb konnte bei einer eingesetzten Zelldichte von 5 x 10°
in 5 ml MFb-Kulturmedium nach 5 Tagen Inkubation beobachtet werden, nach weiteren 5
Tagen waren die Zellen vollstandig in die extrazellulére Matrix eingewandert.

Hohere Zelldichten als fur EC und MFb erwdhnt wurden nicht eingesetzt, diese fihrten in

Vorversuchen zu Verklumpungen der Zellen untereinander.
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Tabelle 7. Anpassung der Zelldichten von EC und MFb in einer zweidimensionalen

Besiedlung:
EC (in 5ml) konfluentes Endothel nach
Tagen:

1 3 5 10
1x 108 - - - -
5x 108 - - - -
1x 10" - - - -
5x 10 - - - -
1x 10° - +- + +
konfluentes Endothel +
nicht konfluentes Endothel +/-

keine adhdrenten Endothel zellen -

MFb (in5ml) |Einwandern in die Matrix
nach Tagen:

1 3 5 10
5x 103 - - - -
1x 10" - - - -
5x 10* - - - -
1x 10° - - - -
5x 10° - -] H- |+

MFb in die Matrix eingewandert  +
MFb nur teilweise eingewandert ~ +/-
keine MFb eingewandert -

4.4. Dreidimensionale Rebesiedlung klappentragender Venensegmenteim Bior eaktor

Die dezellularisierten klappentragenden Venensegmente wurden der

Lange nach

aufgeschnitten und ausgemessen. Der Durchmesser der Vene betrug im Durchschnitt 3 cm,

die Lange wurde auf 6 cm begrenzt. Die zu besiedelnde Flache betrug demnach 18 cm?. In

den zweidimensionalen Rebesiedlungsversuchen wurden optimale Zellzahlen fur EC und
MFb ermittelt, die zu besiedelnde Flache betrug dort 1,54 cm?2. Fir eine Flache von 18 cm?

wurden folgenden Zellmengen bendtigt:
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EC.
1,54 cm2 =1 x 10° Zellen
18cm?2 = X Zdlen

S X =18cm2x 1x10° = 1,1688 x 10° Zellen & aufgerundet; 1,2 x 10°
o 1,54 cm?

M Fb:
1,54 cm? =5 x 10° Zellen
18cmz = X  Zellen

S X =18cm?x5x10° = 584 x 10° Zellen & aufgerundet: 6 x 10°
o 1,54 cn?

Fur die Besiedlung der Venensegmente mit Endothelzellen wurde eine Zellzahl von 1,2 x 10°
Zellen fur die gesamte luminale Oberflache eingestellt. Die Zellzahl der Myofibroblasten fir
die Rebesiedlung der Venenwand Uber die Adventitia (die Zellen wurden hierbel in das
AuRenmedium des Bioreaktors gegeben) wurde auf 6 x 10° eingestellt. Mit diesen
Zellmengen wurden die azelluléren Venensegmente Uber einen Zeitraum von 2 Wochen im
Bioreaktor, wie unter 3.5.3. beschrieben, rebesiedelt. Erreicht wurden die Zellzahlen von der
Isolation bis zum Beginn der Rebesiedlung in einem Zeitraum von 4 Wochen. Die gesamte
Dauer der Herstellung von klappentragenden Venensegmenten in vitro betrug mit
Rebesi edlungsphase 6 Wochen.

4.5. Char akterisierung dreidimensional rebesiedelter Segmente

Nach zweiwdchiger Rebesiediung und Kultur der Venenklappensegmente unter Rotation und
Perfusion im Bioreaktor (s. Kap. 3.5.2.-3.5.3.2.) und noch vor Implantation in die weiblichen
Zellspenderschafe wurde der Erfolg der Besiedlung sowohl durch Ubersichtsfarbungen als
auch durch immunhistochemische Antikorpermarkierung belegt. Hierflr wurden verschiedene

Bereiche aus der Venenwand herausgeschnitten.

4.5.1. Elastika van Gieson-Farbung

Die Elastika van Gieson-Farbung der rebesiedelten Segmente zeigte kaum einen Unterschied
zu den azellulér geférbten Proben (vergl. Abb. 16 b und Abb. 23). Im Bereich der Tunica
media, direkt im Anschluss an die Tunica intima waren elastische Fasern langs verlaufend
blau-violett angeféarbt zu erkennen. In der Tunica adventitia war der Anteil an kollagenen

Fasern (rosa) deutlich hoher, elastische Fasern waren hier querverlaufend angeschnitten.
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Abb. 23: Elastika van Gieson-Farbung einesim Bioreaktor rebesiedelten Venensegmentes.
200x Vergrolerung.

L = Lumen, q EF = querverlaufende elastische Fasern, | EF = langsverlaufende elastische
Fasern

4.5.2. H& E-Farbung

In der Hamalaun & Eosin Ubersichtsfarbung konnte ein konfluenter Monolayer von Zellenim
Bereich der Tunica intima beobachtet werden (s. Abb. 24 @). Im Anschluss an die Intima
waren interstitielle Zellen in der extrazelluléren Matrix sichtbar. Der Vergleich mit nativen
Praparaten ergab deutlich weniger interstitielle Zellen in den rebesiedelten a's in den nativen
Proben (vergl. Abb. 24 b). Am &uf3eren Randbereich der Tunica adventitia waren zahlreiche
Zellen zu erkennen, die zum Zeitpunkt der Entnahme der rebesiedelten Venensegmente aus
den Bioreaktoren zwar schon an der Matrix adhdrierten, jedoch nicht in sie eingewandert

waren.
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Abb. 24: H&E- Féarbung rebesiedelter (a) und nativer (b) Venensegmente. a = 100x
Vergroélderung; b = 200x Vergroferung

| = Intima, M = Media, A = Adventitia

Nach dreidimensionaler Rebesiedlung im Bioreaktor zeigten die Wandbereiche in der H&E-
Farbung einen Zell- Monolayer im Bereich der Intima (a, 1). Interstitielle Zellen sind im
rebesiedelten Praparat (a) deutlich weniger zu erkennen, als in der nativen Kontrolle (b). Im
auleren Randbereich der Adventitia (A) sind adharente Zellen zu erkennen, die noch nicht in
die extrazellulare Matrix eingewandert sind (a).

4.5.3. Immunhistochemische Char akterisierung

Die im Bioreaktor autolog rebesiedelten Venensegmente wurden immunhistochemisch mit
folgenden Antikorpern charakterisiert: anti-Vimentin (Gefél3zellen-spezifisch), anti-von
Willebrand-Faktor (Endothelzell-spezifisch) und anti-Desmin (spezifisch fur glatte
Muskel zellen).

45.3.1. Endothelzellen

In 7 von 11 besiedelten Proben wurde ein konfluenter Endothelzellmonolayer [uminal
nachgewiesen. In zwei Fallen konnten Licken im Endothel dargestellt werden (s. Tab. 8,
Proben Nr. 5 und 8), zwel weitere zeigten an einigen Stellen ein mehrschichtiges Endothel (s.
Tab. 8, Proben 3 und 4). Eine interstitielle Vaskularisierung, die in den nativen Kontrollen
beobachtet wurde (s. Abb. 25 c), konnte in den rebesiedelten Proben nicht gefunden werden.

4.5.3.2. Myofibroblasten

Alle Zellen in den rebesiedelten klappentragenden Venensegmenten waren Vimentin-positiv
(s. Abb. 25 b). Es handelte sich also bel allen Zellen um Gefél3zellen. Vimentin-negative

Zellen waren in keinem der Préparate zu finden. Glatte Muskelzellen, identifiziert durch
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Desmin, waren in 9 von 11 Féallen bis in die Tunica media eingewandert und bildeten dort

langsverlaufende Fasern (s. Abb. 25 f). In zwei Falen konnten nur einzelne Desmin-positive

Zellen im Bereich der Tunica adventitia beobachtet werden, die sich noch nicht zu Fasern

zusammengefunden hatten (s. Tabelle 8, Proben 7 und 10).

Tabelle 8: Immunhistochemische Charakterisierung der rebesiedelten Venensegmente:

rebesiedelte| Vimentin — Von Willebrand- Faktor Desmin —
Segmente
(autologe glatte
Zéellen Gefél3zellen Muskelzellen
Schafe 1- Endothel | Vaskularisierung
11)
1 + + - +
2 + + - +
3 + ++ - +
4 + ++ - +
5 + +/- - +
6 + + - +
7 + + - -
8 + +/- - +
9 + + - +
10 + + - -
11 + + - +
Vimentin: Gefalizellen (ale positiv) +
vWillebrand- Faktor: Endothel konfluent +
Endothel mehrschichtig ++
teilweise Endothel beschichtet +/-
keine Endothel beschichtung -
Vaskularisierung vorhanden +

keine Vaskularisierung -
glatte Muskelzellenin der Media  +
keine glatten Muskelzellen -

Desmin:
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Abb. 25: Immunhistochemische Charakterisierung rebesiedelter Venensegmente

Positive Zellen zeigen eine braune Férbung, negative entsprechend der Gegenfarbung eine
Blaue.

a), ¢) und e) = native ovine Vene

b), d) und f) = rebesiedelte Vene

a) und b) = anti-Vimentin

¢) und d) = anti-von Willebrand-Faktor

€) und f) = anti-Desmin

L = Lumen

G = Gefall & interstitielle Vaskularisierung

4.6. Tierversuche

In vivo-Untersuchungen wurden an drei verschiedenen Versuchsgruppen durchgefiihrt: An

einer Kontrollgruppe mit Autotransplantaten, an azelluldren und in vitro rebesiedelten
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Venenklappensegmenten. Die azelluléren und die rebesiedelten Segmente wurden jeweils als
Kurz- und a's Langzeitversuche eingesetzt, d.h. fir 1 und 6 Wochen implantiert.

Die in vivo Funktionalitdt der mit Hilfe des Tissue Engineering hergestellten
klappentragenden Venensegmente wurde in einem allogenen Tierversuch im Hinblick auf
Kompatibilitdt und Thrombogenizitét getestet. Dezellularisierte und in vitro mit Zellen des
Empfangers rebesiedelte klappentragende Venensegmente wurden in Jugularvenen-Position
in weibliche Schafe implantiert. Nach 1 bis 6 Wochen (s. Tab. 4 in Kap. 3) wurden die Tiere
getdtet und die Implantate entnommen. Diese Explantate wurden vor Implantation mit PBS
perfundiert, um eine Klappensuffizienz bzw. Insuffizienz festzustellen. Zur makroskopischen
Darstellung der luminalen Gefalwand wurden die explantierten Venenklappensegmente der
Lange nach aufgeschnitten und fotografiert. Es schloss sich die Entnahme von Gewebeproben
aus dem Klappenbereich zur spateren histologischen und immunhistologischen Analyse an.
Als Ubersichtsfarbung und zur Beurteilung von Matrixkomponenten wurde an
Paraffinschnitten der Explantate Elastika van Gieson-Farbungen durchgefihrt.
Kalzifizierungen wurden mit der Versilberungsmethode nach von Kossa ebenfalls an
Paraffinschnitten durchgefuhrt. Die immunhistochemische Auswertung von Gefrierschnitten
der Explantate umfasste neben Charakterisierung der Zelltypen mit Vimentin, Desmin und
von Willebrand-Faktor zusétzlich eine Markierung von Leukozyten mit CD11b und eine
Markierung von Prokollagen Typ | mit M38-Protein.

4.6.1. Auswertung der Autotransplantate

Als Kontrolle fur die Operationstechnik wurden Autotransplantationen durchgefihrt, das
heil3t, die Transplantation der rechten Jugularvene eines Schafes in einem Operationsschritt
auf dessen linke Halsseite (n=2). Nach 4 Wochen im Tier wurden die Segmente explantiert

und charakterisiert.

4.6.1.1. Explantation

Direkt nach Explantation konnte Uber eine Perfusion mit PBS eine vollstéandige Suffizienz der
Klappen bestatigt werden. Nach Aufschneiden der Venen erschienen die luminaen
Oberfléchen glatt und weil3, sie waren optisch nicht von dem nativen Gewebe jenseits der
Anastomosen zu unterscheiden. Eine Thrombusformation konnte ebenfalls nicht
makroskopisch beobachtet werden (s. Abb. 26). Mit einer Pinzette lief}en sich die
Venenklappensegel leicht von der Gefél3wand anheben.
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Abb. 26: Autotransplantat eines klappentragenden Venensegmentes nach 4 Wochen
Implantation — luminale Ansicht des Explantates.

Nach Explantation des implantierten Segmentes wurde es der Lange nach aufgeschnitten und
das Lumen fotografiert. Die luminale Oberflache war glatt und weil3, eine
Thrombusformation war nicht zu erkennen. Die Segel der Venenklappen waren deutlich zu
erkennen.

4.6.1.2. Ubersichtsfarbungen der Autotransplantate

Sowohl in der H&E- as auch in der Elastika van Gieson-Farbung konnten keinerlei
Auflagerungen auf Gefal3wand oder Venenklappensegel beobachtet werden. Interstitielle und
luminale Zellen waren normal verteilt (s. Abb. 27 d). In der Tunica media und vereinzelt in

der Tunica adventita waren elastische Fasern zu erkennen (s. Abb. 27 b).

4.6.1.3. Kalzifizierungsnachweis nach ,, von K ossa“

Der Kalzifizierungsnachweis nach ,,von Kossa* war fir beide Autotransplantate negativ. Es
konnten nur entsprechend der Gegenférbung mit Kernechtrot Zellen und Matrixfasern erkannt
werden (s. Abb. 28).
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b)

Abb. 27: Ubersichtsfarbungen der Autotransplantate

a)H&E- Farbung, 100x VergrofRerung

b)Elastika van Gieson- Farbung, 40x Vergrofierung

L= Lumen; W= Gefalwand

Abb. 28: Von Kossa- Féarbung einer Autotransplantates, 200x Vergrofierung

Im Gewebeschnitt sind keine braun-schwarzen Areale zu erkennen. Zellen und Matrix
erscheinen entsprechend der Gegenfarbung mit Kernechtrot rosa.

4.6.1.2. Immunhistochemische Auswertung der Autotransplantate

4.6.1.2.1. Endothelzellen

Nach 4 Wochen Implantation der Autotransplantate im Schaf wiesen beide Explantate eine
konfluente Endothelzellschicht auf Gefal3wand und Segel auf. Zuséizlich zeigten sie eine
Vaskularisierung im Bereich der Adventitia, die in ihrer Quantitdt der nativer Proben

entsprach.
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4.6.1.2.2. Glatte Muskelzellen

In den immunhistol ogischen Farbungen der Gefrierschnitte beider Autotransplantate waren im
Bereich der Tunica media Desmin-positive Zellen zu erkennen. Diese lagen parallel zur
luminalen Oberflache in geordneter fibrillérer Ausrichtung (s. Abb. 30 b).

4.6.1.2.3. Leukozytennachweis

Der immunhistochemische Leukozytennachweis mit CD11b war fir beide Autotransplantate
negativ, es konnten keine positiven Zellen innerhalb der Gefél3wand oder des Segels
beobachtet werden. Als Positiv-Kontrolle dienten Gefrierschnitte von nativer oviner Milz.

4.6.1.2.4. Prokollagen Typ | Synthese

Die Synthese von Prokollagen Typ I, als Vorstufe von Kollagen Typ |, wurde mit Hilfe des
M 38-Proteins immunhistochemisch nachgewiesen. Im Gegensatz zu den nativen Kontrollen
waren die beiden Autotransplantate tber alle drei Schichtungen der Gefél3wand gleichmaliig
positiv (s. Abb. 31).

a) b)
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Abb. 29: Leukozytennachweis mit CD11 b an den Gefrierschnitten der Autotransplantate
und einer ovinen Milz- Kontrolle

Positive Zellen zeigen eine braune Farbung, negative entsprechend der Gegenféarbung eine
Blaue.

a) Autotransplantat, 100x Vergrof3erung

b) ovine Milz als Positiv-Kontrolle, 200x Vergrof3erung

77




Ergebnisse

Abb. 30: Immunhistochemische Charakterisierung der Endothel- und glatten Muskelzellen
der Autotransplantate. 100x Vergrof3erung

Positive Zellen zeigen eine braune Férbung, negative entsprechend der Gegenfarbung eine
Blaue.

a) VWillebrand-Faktor

b) anti Desmin

a)

Abb. 31: Prokollagen Typ |- Markierung eines Autotransplantatesim Vergleich mit einer
nativen ovinen Vene mit M38. 100x Vergrol3erung

Positive Zellen zeigen eine braune Férbung, negative entsprechend der Gegenfarbung eine
Blaue.

In Intima, Media und Adventita des Autotransplantates konnten positive Areale beobachtet
werden (). Im Vergleich dazu war die gesamte Geféldwand der nativen Kontrolle negativ (b).
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4.6.2. Auswertung der azellular implantierten Venensegmente

Um festzustellen, ob eine Rebesiedlung von klappentragenden Venensegmenten vor
Implantation fur eine Funktionalitét in vivo zwingend erforderlich ist, wurden dezellularisierte
Segmente allogen implantiert.

Dezellularisierte klappentragende Venensegmente wurden fur 1 (n=4) und 6 Wochen (n=6) in
Jugularvenen-Position in weibliche Schafe implantiert. Kurz vor der Implantation wurde die

Klappensuffizienz eines jeden Segmentes anhand einer Perfusion mit PBS Uberprdift.

4.6.2.1. Explantation

Sowohl nach 1 als auch nach 6 Wochen war keine der implantierten Venenklappen noch
suffizient, das heifdt, es war kein Schlief3en der Klappen bei Perfusion mit PBS erkennbar.
Nach Aufschneiden der Segmente konnten die Segel makroskopisch nicht identifiziert
werden. Die Lumina erschienen stark verengt und zum Teil verwachsen. Nach 6 Wochen war
keine der implantierten Venen mehr durchgangig, proximal der herzfernen Anastomose
(Nahtstelle) hatten sich zahlreiche neue Kollateralgeféle ausgebildet. Die implantierten
GefaRe waren durchgehend thrombosiert (s. Abb. 32 a).

7 8 =BG [ & TS | O (2R s R

Abb. 32: Azdlular implantierte klappentragende Venensegmente — luminale Ansicht der
Explantate.

Nach Explantation der implantierten Segmente wurden sie der Lange nach aufgeschnitten und
das Lumen fotografiert.

a) Explantat nach 1 Woche Implantation — es waren keine Venenklappensegel mehr zu
erkennen. Im Lumen befand sich ein frischer Thrombus (T).

b) Explantat nach 6 Wochen Implantation — nach Entfernen des Thrombus waren ebenfalls
makroskopi sch keine Venenkl appensegel mehr zu erkennen.
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4.6.2.2. Ubersichtsfarbungen der azellulér implantierten Explantate
4.6.2.2.1. Hamalaun und Eosin Farbung

In der mikroskopischen Auswertung der Hamalaun und Eosin (H& E)-Farbung konnten in der
Gruppe der 1 Wochen Tiere in 2 von 4 Proben Venenklappensegel detektiert werden (s. Abb.
33 aund Tab. 9). Nach 6 Wochen Implantation konnte jedoch in keinem der 6 Segmente mehr
eine Segelstruktur nachgewiesen werden. Sowohl nach 1 als auch nach 6 Wochen waren
luminale und interstitielle Zellen (in der H& E- Farbung blau dargestellt, s. Abb. 33) in allen
Schnitten zu erkennen. Es kam also zu einer Rebesiedlung der dezellularisierten Strukturen in

ViVO.

4.6.2.2.2. Elastika van Gieson-Farbung

In der Elastika van Gieson-Féarbung der Explantate konnten in den 1 Wochen-Proben
thrombotische Auflagerungen Uber die gesamte luminale Oberflache aller 4 Segmente
beobachtet werden. Diese stellten sich in der mikroskopischen Auswertung gelb dar (s. Abb.
34 aund b). Nach 6 Wochen Implantation konnten diese gelblichen Auflagerungen nur noch
in 2 von 6 Féallen beobachtet werden (Explantate 7 und 8, s. Tab. 9). In alen Explantaten
waren nach 6 Wochen Uber die gesamte luminal e Oberfl&che neue kollagene Matrixstrukturen
zu erkennen, die sich in der Elastika van Gieson- Farbung rosa darstellten (s. Abb. 34 c).
Diese ,,Neo- Intima“ war in den Venensegmenten, die nur 1 Woche implantiert waren, nicht
zu erkennen. In den Explantaten 7 und 8 (s. Tabelle 9) zeigte sich sowohl eine Neo- Intima als
auch Stellen mit thrombotischen Auflagerungen. Bei starker Vergroferung dieser gelben
Auflagerungen waren Zellen zu erkennen, die nicht durch die Kernféarbung markiert worden
sind. Es handelte sich bei diesen Zellen um Erythrozyten, da diese keinen Zellkern besitzen.

4.6.2.3. Kalzifizierungsnachweis nach ,, von K ossa“

In der Versilberungsmethode nach ,,von Kossa* stellen sich kalkhaltige Areale braunschwarz
gefarbt dar. Vereinzelte kleine Stellen beginnender Kalzifizierung konnte in 2 von 4
Explantaten nach 1 Woche Implantation beobachtet werden (s. Tab. 9, Explantate 1 und 4,).
Nach 6 Wochen Implantation wiesen alle Explantate entweder punktuelle (s. Tab. 9, Proben 7,
8 und 9) oder groRRere kalzifizierte Areale auf (s. Tab. 9, Proben 5, 6 und 10).
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Tabelle 9: Ubersichtsfarbungen der azellular implantierten Venensegmente nach der

Explantation:
Explantate H&E Elastika van Gieson von Kossa
invivo Segel Thrombotische |Bildung
Rebesiedlung |erkennbar | Auflagerungen |einer Kalzifizierung
Neointima
1 + + + - +
2 + - + - -
3 + + + - -
4 + - + - +
5 + - - + ++
6 + - - + ++
7 + - + + +
8 + - + + +
9 + - - + +
10 + - - + ++
Explantate 1-4: 1 Woche implantiert
Explantate 5-10: 6 Wochen implantiert
H& E- Farbung: Rebesiedlung in vivo +
keine Rebesiedlung in vivo -
Elastika van Gieson: Thrombozytenauflagerung +
keine Thrombozyten zu erkennen -
Neubildung von Kollagen in vivo +
keine zusétzlichen Kollagenschichten -
von Kossa: Kalzifizierung punktuell +
kalzifizierte Aredle ++

nicht kalzifiziert
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3

Abb. 33: H& E-Farbung azellular implantierter Venensegmente nach der Explantation.

a) 1 Woche implantiert, 40x Vergrof3erung

b) 6 Wochen implantiert, 100x Vergrof3erung

W = Wandbereich

L = Lumen

Sowohl nach 1 als auch nach 6 Wochen sind luminal aufgelagerte Zellen und interstitielle
Zellenin der Venenwand zu erkennen.
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Abb. 34: Elastika van Gieson-Farbung der azelluldren Explantate nach 1 und 6 Wochen.

a) 200x Vergroferung und b) 400x Vergrof3erung, 1 Woche implantiert

c) 100x VergroRerung, d) 100x VergrofRerung und €) 400x VergroRerung, 6 Wochen
implantiert

€) Ausschnitt vergrofert aus d); Es sind Zellen (gelb) zu erkennen, die keinen Zellkern
besitzen, bei diesen Zellen handelt es sich um Erythrozyten.

T = Thrombotische Auflagerungen

W = Wand des urspringlich implantierten Segmentes

S= Venenklappensegel

nl = in vivo neugebil detes kollagenes Bindegewebe (Neo-Intima)
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Abb. 35 von Kossa- Farbung eines azellular implantierten Segmentes -

Kalzfizierungsnachweis. 200x Vergroélierung

Die Abbildung zeigt einen Schnitt durch die Venenwand eines fir 6 Wochen azellular
implantierten Segmentes. In der Versilberungsmethode nach von Kossa erscheinen
kalkhaltige Areale braun-schwarz gefarbt. Zellkerne und Matrix sind rot gegengefarbt mit
Kernechtrot.

4.6.2.4. Immunhistochemische Auswertung der azellulér implantierten Venensegmente
4.6.2.4.1. Endothelzellen

Sowohl nach 1 as auch nach 6 Wochen Implantation im Schaf wiesen alle Explantate eine
konfluente Endothelzellschicht auf (s. Abb. 36 &). Zusétzlich zeigten 3 von 4 Explantaten
nach 1 Woche Implantation eine leichte Vaskularisierung im Venenwandgewebe (s. Abb. 36
b), wahrend nach 6 Wochen 5 von 6 Proben eine starke Vaskularisierung im Vergleich zu

nativemn ovinen Venenwandgewebe aufwiesen.

4.6.2.4.2. Glatte Muskelzellen

Glatte Muskelzellen wurden mit anti-Desmin immunhistochemisch detektiert. Nach 1 Woche
Implantation der dezellularisierten Venensegmente konnten jedoch keine glatten
Muskel zellen im Gewebe nachgewiesen werden. Erst nach 6 Wochen Implantation waren in
allen 6 Proben glatte Muskelzellen zu finden, und zwar in den Bereichen der in vivo
neugebildeten Neo-Intima. Die Zellen lagen einzeln und unausgerichtet in der extrazelluldren
Matrix und zeigten nicht die geordneten fibrill&ren Ausrichtungen glatter Muskelzellen, diein
nativem Wandgewebe zu finden ist (s. Abb. 36 c). Aullerdem zeigten sie eine
unphysiologische Hyperproliferation der intestitieller Zellen
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4.6.2.4.3. Leukozytennachweis

Inflammatorische Reaktionen im Venenwandgewebe wurden durch Leukozytenmarkierung
mit einem anti-CD11b-Antikorper dargestellt. Sowohl nach 1 as auch nach 6 Wochen
Implantation der dezellularisierten Segmente im Schaf konnten vereinzelte bis viele
Leukozyten im Wandbereich nachgewiesen werden (s. Abb. 36 d und Tab. 10). Die 6-
Wochen-Proben zeigten jedoch insgesamt eine schwéchere Einwanderung von Leukozyten.
Hier zeigten nur 2 Explantate eine starke Immigration von Leukozyten (s. Tab. 10, Proben 5
und 8), wéhrend nach 1 Woche 3 von 4 Tieren eine Vielzahl von inflammatorischen Zellen
aufwiesen (s. Tab. 10, Proben 1, 3, und 4).

4.6.2.4.4. Prokollagen Typ | Synthese

Nach 1 Woche Implantation konnte in keiner der 4 Proben Prokollagen Typ | nachgewiesen
werden. Nach 6 Wochen Implantation war jedoch in allen Explantaten Prokollagen Typ | zu
finden, und zwar sowohl in den urspringlich implantierten Strukturen, als auch in den
Formationen der Neo-Intima (s. Tab. 10, Explantate 5-10). In der Neo-Intima war das
Vorhandensein des Prokollagens deutlich stérker als in den Venenwandbereichen (s. Abb. 36

e).
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Tabelle 10: Immunhistochemische Charakterisierung der azelluldr implantierten
Venenklappensegmente nach der Explantation:
Explantate von Willebrand- Faktor Desmin CD 11b M 38
Endothel | Vaskularisierung
1 + + - ++ -
2 + + - + -
3 + + - ++ -
4 + - - ++ -
5 + ++ nl+ ++ +/+
6 + ++ nl+ + +/+
7 + + nl+ + +/+
8 + ++ nl+ ++ +/+
9 + ++ nl+ + +/+
10 + ++ nl+ + +/+
Explantate 1-4: 1 Woche implantiert
Explantate 5-10: 6 _Wochen implantiert
von Willebrand- Faktor: Endothel konfluent +
teilwei se Endothel beschichtet +-
keine Endothellbeschichtung -
Vaskularisierung +
keine Vaskularisierung -
starke Vaskularisierung ++
Desmin: glatte Muskelzellen in der Media +
glatte Muskelzellenin nl nl+
keine glatten Muskel zellen -
CD 11b: vereinzelte Leukozyten im Gewebe +
viele Leukozyten im Gewebe ++
keine Leukozyten -
M 38: neu synthetisiertes Prokollagen I:
in der urspriinglichen Matrix +
in der Neointima nl+
in beiden Gewebetypen ++
kein Prokollagen | -

nl = in vivo neugebildetes kollagenes Bindegewebe (Neo-Intima)
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Abb. 36: Immunhistochemische Charakterisierung azellulér implantierter Venensegmente

nach der Explantation.

Positive Zellen zeigen eine braune Férbung, negative entsprechend der Gegenfarbung eine
Blaue.

a) und b) 1 Woche implantiert, anti von Willebrand- Faktor, 200x Vergrof3erung

¢) 4 Wochen implantiert, anti Desmin, 100x Vergr6f3erung

d) 4 Wochen implantiert, CD 11b, 200x Vergro6f3erung

€) 4 Wochen implantiert, M 38 Protein, 200x Vergrofierung

W = urspringlich implantiertes Wandgewebe

nl = in vivo neugebildetes kollagenes Bindegewebe (Neo-Intima)
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4.6.3. Auswertung der in vitro rebesiedelten Venensegmente nach I mplantation

In vitro autolog rebesiedelte klappentragende Venensegmente wurden fur 1 (n=4) und 6
Wochen (n=7) in Jugularvenen-Position in die jeweiligen weiblichen Zellspender-Schafe
implantiert. Kurz vor der Implantation wurde die Klappensuffizienz eines jeden Segmentes

anhand einer Perfusion mit PBS tberpruft.

4.6.3.1. Explantation

Nach 1 Woche waren noch ale 4 implantierten Venenklappen suffizient, das heif3t, eswar ein
Schlief3en der Klappen bel Perfusion mit PBS direkt nach der Explantation erkennbar. Nach
Aufschneiden der Segmente konnten die Segel makroskopisch erkannt und mit einer Pinzette
angehoben werden. In dieser Ansicht konnten kleine Thromben an den Kommissuren und im
Sinus der Venenklappensegel beobachtet werden (s. Abb. 37 @). Nach 6 Wochen Implantation
waren alle Venenklappen insuffizient. Makroskopisch waren nur noch 4 von 7 Venenklappen
nach Aufschneiden der explantierten Venen zu erkennen (s. Abb. 37 b). Von diesen Klappen
lielfen sich die Segel nicht mehr mit einer Pinzette von der Venenwand |6sen. 3 implantierte

Venensegmente waren nach 6 Wochen Uber die gesamte luminale Oberfléche thrombosiert.

Abb. 37: In vitro rebesiedelte implantierte klappentragende Venensegmente — luminale

Ansicht der Explantate.

a) Explantat nach 1 Woche Implantation. Die Venenklappensegel sind gut zu erkennen, an
deren Komissuren sind jedoch kleine Thromben zu sehen.

b) Explantat nach 6 Wochen Implantation. Die Venenklappensegel sind makroskopisch kaum
noch zu erkennen. Frische Thromben sind nicht vorhanden.
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4.6.3.2. Ubersichtsfarbungen der in vitro rebesiedelten Segmente nach I mplantation
4.6.3.2.1. Hamalaun und Eosin-Farbung

In der H&E-Farbung konnten in allen Explantaten sowohl luminale als auch interstitielle
Zellen detektiert werden. Die Venenklappensegel der 1-Wochen-Tiere waren deutlich zu
erkennen (s. Abb. 38 a), wohingegen nach 6 Wochen die Segel in die extrazellulére Matrix

der Neo-Intima eingebettet, und so nur schwer wiederzufinden waren (s. Abb. 38 b).

4.6.3.2.2. Elastika van Gieson

In der Elastika van Gieson-Féarbung der Venenklappenexplantate konnten nach 1 Woche
Implantation kleinere thrombotische Auflagerungen mit agglutinierten Erythrozyten an allen
Segelkomissuren beobachtet werden, wahrend jedoch die luminalen Wandbereiche frei von
diesen Auflagerungen waren. Neue kollagene Strukturen [uminal der urspringlich
implantierten Venenwand und Segel (Bildung einer Neo-Intima in vivo) konnten nicht
nachgewiesen werden.

Nach 6 Wochen Implantation waren auf 4 von 7 explantierten Segmenten thrombotische
Auflagerungen weder im Segel-noch im luminalen Wandbereich zu beobachten (s. Tab. 11,
Explantate 5-8). Bei diesen Proben war auch keine Neo-Intimabildung in den Wandbereichen
festzustellen. Die restlichen 3 Explantate zeigten jedoch verstarkt thrombotische
Auflagerungen sowohl im Segel- als auch im Wandbereich (s. Tabelle 11., Explantate 9-11).
Alle Venenklappensegel der 7 Explantate waren in kollagene Strukturen einer in vivo
gebildeten Neo-Intima eingebettet (s. Abb. 39 b).

4.6.3.3. Kalzifizierungsnachweis

Weder nach 1 noch nach 6 Wochen Implantation kam es zu Kalzifizierungen der
implantierten Gewebesegmente. Es konnte in den Schnitten nur die rétliche Gegenférbung der
Kernechtrot- Farbung beobachtet werden (s. Abb. 40).

89



Ergebnisse

Tabelle 11: Ubersichtsfarbungen der in vitro rebesiedelten Segmente nach | mplantation:

Explantate H&E Elastika van Gieson »von Kossa'
luminaler interstitielle | Thrombozyten | Neubildung von
Monolayer | Zellen Auflagerung Kollagen invivo |Kalzifi-

zierung

w S w S

1 + + - + - - -
2 + + - + - - -
3 + + - + - - -
4 + + - + - - -
5 + + - - - + -
6 + + - - - + -
7 + + - - - + -
8 + + - - - + -
9 + + + + + + -
10 + + + + + + -
11 + + + + + + -

Explantate 1-4: 1 Woche implantiert
Explantate 5-11: 6 Wochen implantiert
W = Wandbereich
S = Segelbereich

H& E- Farbung:

von Kossa:

luminaler Zell-Monolayer

luminale Zellen nicht konfluent

keine luminalen Zellen erkennbar
interstitielle Zellen vorhanden

nur wenige interstitielle Zellen vorhanden
keine interstitiellen Zellen erkennbar
Elastika van Gieson: Thrombozytenauflagerung

keine Thrombozyten zu erkennen

+' O+ ' O+

Neubildung von Kollagen in vivo
keine zusétzlichen luminalen

Kollagenschichten
Kalzifizierung punktuell +

kalzifizierte Areale

nicht kalzifiziert

++
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Abb. 38: H&E-Féarbung der in vitro rebesiedelten Explantate nach 1 und 6 Wochen
Implantation

a) 1 Woche implantiert, 40x VergrofRerung. Das Segel der Venenklappe ist deutlich zu
erkennen.

b) 6 Wochen implantiert, 200x VergrofRerung. Das Segel ist in die in vivo neugebildete Neo-
Intima (nl) eingebettet.
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Abb. 39: Elastika van Gieson-Féarbung der in vitro rebesiedelten Explantate nach 1 und 6
Wochen Implantation

W = urspringlich implantierte Venenwand

S= Venenklappensegel

T = thrombotische Auflagerungen

nl = in vivo neugebil detes kollagenes Bindegewebe (Neo-1ntima)
a) 1 Woche Implantation, 40x Vergrol3erung

b) und c) 6 Wochen implantiert, 40x Vergrolerung
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Abb. 40: Von Kossa-Farbung eines in vitro rebesiedelten Explantates nach 6 Wochen
Implantation — Kalzfizierungsnachweis. 200x Vergrof3erung

Nach 6 Wochen Implantation sind keine schwarz-braunen Areale, die eine beginnende
Kalzfizerung bedeuten wirde, im Gewebe zu erkennen.

4.6.4. Immunhistochemische Charakterisierung in vitro rebesiedelter implantierter
Venenklappensegmente nach Explantation

4.6.4.1. Endothelzellen

Alle Explantate nach 1 und 6 Wochen Implantation zeigten in der immunhistochemischen
Charakterisierung mit anti von Willebrand-Faktor ein durchgéngiges, einschichtiges Endothel
(s. Abb. 41 @). 2 von 4 Segmenten zeigten nach 1 Woche keine, die anderen beiden Segmente
eine leichte Vaskularisierung. Nach 6 Wochen waren 6 von 7 Segmenten stark vaskularisiert,
in einem Segment waren nur leichte Gefal3ei nsprossungen zu beobachten, die einer normalen,
nativen Vaskularisierung entsprach (s. Tab. 12).

4.6.4.2. Glatte Muskelzellen

Glatte Muskelzellen konnten nach 1 Woche in alen implantierten Segmenten deutlich im
Bereich der Tunica media, immunhistochemisch mit anti Desmin dargestellt werden (s. Abb.
41 b). Sie zeigten die fir sie typische faserige Ausrichtung und Verteilung paralel zur Tunica
intima. Nach 6 Wochen in vivo waren glatte Muskelzellen bei den Explantaten 5 bis 8 (s. Tab.
12) ebenfalls in geordneten Strukturen in der Media der urspringlichen implantierten
Wandbereichen zu finden. In den Bereichen, in denen sich in vivo eine Neo- Intima gebildet
hat (s. Tab. 12, Segelbereiche der Explantate 5-11, Wandbereiche der Explantate 8-11), waren

glatte Muskelzellen hauptsachlich in diesen neusynthetisierten Regionen zu finden, wahrend
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in der urspringlich implantierten Venenwand bei diesen Proben kaum noch glatte

Muskel zellen nachgewiesen werden konnten.

4.6.4.3. Leukozytennachweis

Der Nachweis von in das Gewebe immigrierter Leukozyten tber eine immunhistochemische
Charakterisierung mit CD11b war fur alle Segmente nach 1 Woche Implantation negativ. Hier
konnten keine Leukozyten in den Wand und Segelbereichen beobachtet werden. Nach 6
Wochen waren in 3 von 7 Segmenten (s. Tab. 12, Explantate 8-11) vereinzelt Leukozyten in
der Venenwand zu erkennen, die verbleibenden 4 Explantate (5-8, s. Tab. 12) waren frei von

eingewanderten L eukozyten.

4.6.4.4. Prokollagen | Synthese

Alle Explantate zeigten sowohl nach 1 as auch nach 6 Wochen positive Bereiche fur die
immunhistochemische Markierung mit M-38-Protein in den urspringlich implantierten
Wandbereichen (s. Abb. e und Tab. 12). Nach 6 Wochen war zusétzlich ein Synthese von
Prokollagen 1 in den in vivo gebildeten Regionen der Neo-Intima zu beobachten. Hier war das
Vorhandensein von Prokollagen 1 wesentlich stérker as in den urspriinglich implantierten

Venenwandbereichen (s. Tab. 12).
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Tabelle 12: Immunhistochemische Charakterisierung der vitro rebesiedelten
implantierten Venenklappensegmente nach der Explantation:
Explantate von Willebrand- Faktor Desmin CD 11b M 38
Endothel | Vaskularisierung
1 + - + +
2 + - + +
3 + + + +
4 + + + +
5 + ++ nl+/+ nl+/+
6 + ++ nl+/+ nl+/+
7 + + nl+/+ nl+/+
8 + ++ nl+/+ nl+/+
9 + ++ nl+ nl+/+
10 + ++ nl+ nl+/+
11 + ++ nl+ nl+/+
Explantate 1-4: 1 Woche implantiert
Explantate 5-11: 6 Wochen implantiert
von Willebrand- Faktor: Endothel konfluent +
teilwei se Endothel beschichtet +/-
keine Endothel beschichtung -
Vaskularisierung +
keine Vaskularisierung -
starke Vaskularisierung ++
Desmin: glatte Muskelzellen in der Media +
glatte Muskelzellenin nl nl+
glatte Muskelzellen in Mediaund nl nl+/+
keine glatten Muskel zellen -
CD 11b: vereinzelte Leukozyten im Gewebe +
viele Leukozyten im Gewebe ++
keine Leukozyten -
M 38: neu synthetisiertes Prokollagen |:
in der urspringlichen Matrix +
innl nl+
in beiden Gewebetypen nl+/+
kein Prokollagen | -

nl = in vivo neugebildetes kollagenes Bindegewebe (Neo-Intima)
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Abb. 41: Immunhistochemische Charakterisierung der in vitro rebesiedelten Explantate

nach 6 Wochen Implantation.

a)von Willebrand- Faktor, 100x Vergro6ferung

b)und c)Desmin, 100x Vergro6l3erung

d) CD11b, 200x Vergroferung

€) M38- Protein, Prokollagen | Markierung, 100x Vergrof3erung
W = urspringlich implantierte Venenwand

S= Venenklappensegel

nl = in vivo neugebildetes kollagenes Bindegewebe (Neo-Intima)
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5. DISKUSSION

5.1. Tissue Engineering

Die Entwicklung unterschiedlicher Gewebe- und Organersatzsysteme unter Verwendung von
Methoden des Tissue Engineering hat sich in den letzten 10 Jahren stark weiterentwickelt. Es
wurden vielféltige Versuchsansétze in vitro, aber auch in Form von préklinischen Studien
durchgefuihrt. Basierend auf den Ergebnissen unterschiedlicher Arbeitsgruppen wird davon
ausgegangen, dass die in vitro Herstellung funktionsfahiger biologischer Prothesen mdglich
ist. Realisiert werden soll diese Herstellung durch eine in vitro Kokultivierung verschiedener
Zelltypen auf einer dreidimensionalen Tragerstruktur (Matrix). Im Idealfall besteht diese aus
allen essentiellen Bausteinen der extrazelluléren Matrix (ECM). Ein weiterer Fokus im Tissue
Engineering liegt in der Verwendung autologer Zellen, um Probleme wie Abstol3ung und
hochdosierte, Iebenslange Immunsuppression nach Implantation zu vermeiden. Bei der
Auswahl der Kriterien zur in vitro- Population dreidimensionaler Tragerstrukturen ist das
Matrixremodeling (Umbau der ,alten® Matrixstrukturen in autologe Strukturen) en
Schwerpunkt im Tissue Engineering. Der physiologisch zelluldre Umbauprozess
extrazelluldrer Matrixkomponenten ist auch in vivo ein wesentliches Kriterium von
funktionellem Gewebe. Angestrebtes Ziel ist die Herstellung einer bioartifiziellen Prothese,
die sich in der Zusammensetzung nicht vom natirlichen (nativen) Gewebe unterscheidet. Die
in vitro begonnenen physiologischen Prozesse sollen sich nach Implantation in den
Empfanger weiter fortsetzen, bis schliefdlich alle gewebetypspezifischen Funktionen

lebenslang ermdglicht werden kdnnen.

5.2. Kardiovaskuléres Tissue Engineering

Das prinzipielle Konzept der bioartifiziellen Herstellung von kardiovaskuldren Prothesen ist
die Verwendung vorgeformter Strukturgertiste, die in vitro mit Endothelzellen und/oder
Myofibroblasten besiedelt werden (Bell 1995). Die ideale Matrix fur artifiziell hergestellte
kardiovaskuldre Prothesen mittels Tissue Engineering ist bis heute nicht eindeutig definiert.
Verwendet werden zum einen synthetische Polymer- als auch biologische Trégerstrukturen,
die aus unterschiedlich vielen ECM- Komponenten zusammengesetzt sind (Stock und
Vacanti, 2001).

Im Bereich der synthetischen Polymermatrices wurden anfangs ausschliefdlich vom
menschlichen Organismus nicht abbaubare Materialen, wie z.B. PTFE verwendet. Diese

lassen aber einen Umbau der Matrix nicht zu, also auch keine Neusynthese von Elastin und
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Kollagen. Sie besitzen daher keine vasomotorischen Fahigkeiten und neigen zur Occlusion
(Verschluss) durch intimale Hyperplasie und Neo-Intimabildung (Nerem und Seliktar, 2001)
Aus diesem Grund wurde dazu (Ubergegangen, biodegradable, synthetische
Polymerverbindungen als Geféf3prothesen zu verwenden (Shinoka et al., 1995 und 1997). Ein
wesentlicher Nachteil der bis jetzt verwendeten biodegradierbaren Polymere ist, dass sich die
extrazelluldren Matrixkomponenten in vivo, also im Empfanger quantitativ stark verandern
(Stock 2000 und Sodian 2000). Ein weiteres potentielles Problem dieser kiinstlichen Matrices
ist das Fehlen wichtiger extrazellulérer Matrixproteine, wie z.B. Elastin oder Proteoglykane,
die fur die Verbindung der Matrix mit den zelluléren Bestandteilen des Gewebekonstruktes
verantwortlich sind (Cheresh 1989, Joshi 1993). Das Hauptproblem aller synthetischen
Materialien ist jedoch deren starke thrombogene luminale Oberflachenei genschaft.

Bedingt durch die aufgezéhlten Nachteile synthetischer Polymere haben sich viele
Arbeitsgruppen auf den Einsatz biologischer Matrices fur das Tissue Engineering
spezialisiert.

Generell muss hierbel zwischen zwei unterschiedlichen Ansétzen unterschieden werden. Zum
einen werden verschiedene Bausteine der extrazelluldren Matrix zu einer neuen
Tréagerstruktur zusammengeflgt (Hubbell, 1999). Die kinstliche Synthese dieser Materialien
ist orientiert an der natlrlichen Zusammensetzung der ECM, erreicht jedoch nicht deren
physikalische und réumliche Eigenschaften, wie z.B. der Verlauf und die Quervernetzung der
kollagenen und elastischen Fasergeflechte. Zudem kodnnen solch filigrane Strukturen, wie sie
im Segel einer Venenklappe vorkommen, technisch nicht umgesetzt werden (Schmidt und
Baier, 2000).

Die Verwendung naturlich vorkommender Venenklappen, wie z.B. die Klappen aus der
ovinen Jugularis externa, die nach Entnahme aus dem Spendertier dezellularisiert werden,
Uberwinden diese Limitationen. Einerseits ist diese Matrix nicht nur vollstandig aus allen
ECM- Komponenten zusammengesetzt, se besitzt zusdtzlich die notwendigen
Quervernetzungen der faserigen Komponenten. So ist sichergestellt, dass natlrlich
vorkommende und notwendige geometrische Verhdtnisse gewéhrleistet sind. Andererseits
entspricht die durch die Dezelularisierung erhaltene Segelstruktur denen natirlich
vorkommender vendser Gefd3e. Dies ist fur die Funktionalité und die gleichbleibenden
Stréomungsverhaltnisse des Blutes zwingend notwendig. Langzeittestungen zur Funktionalitét
von Herzklappensegeln bestatigen, dass die Geometrie sowohl die Degeneration als auch die
Kalzifizierung, d.h. die dauerhafte Funktionalitét der Klappe wesentlich bestimmt (lyengar et
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al., 2001 und Vesely, 2001). Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung tierischer Organe oder

Organteile ist die nahezu unbegrenzter Verfligbarkeit.

5.3. Arbeitshypothese

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig in vitro Venenklappensegmente durch
Methoden des Tissue Engineering hergestellt und auf ihre in vitro und in vivo Funktion
getestet. Fur diese Testungen wurde ein allogenes Tiermodell etabliert, welches die
Untersuchungen in vitro hergestellter Venenklappensegmente moglich macht. Weiterhin
sollte Uberpriift werden, ob eine Rebesiedlung der Klappenstrukturen in vitro notwendig ist,

oder ob azelluldr implantierte Segmente durch in vivo Rebesiedlung Funktionalitét erlangen.

5.4. Azellularisierung von klappentragenden Venensegmenten

Bevor eine Rebesiedlung von klappentragenden vendsen Kollagenstrukturen mit autologen
Zellen in vitro durchgefihrt werden konnte, musste zundchst eine Methode zur
Dezdlularisierung der allogenen Venenklappensegmente etabliert werden. Hierfir wurden 5
verschieden Methoden ausgewadhlt, die in friheren Arbeiten zur Dezellularisierung von
Gewebe oder Organsystemen eingesetzt wurden (Schmidt und Baier, 2000). Fir die Auswahl
der optimalen Methode war es wichtig, dass nach dem Prozess der Zellentfernung keine
Zellen mehr durch histologische Farbungen sichtbar gemacht werden konnten. In der Matrix
verbleibende Spenderzellen wirden im Empféanger zum einen eine AbstolRungsreaktionen der
Segmente und zum anderen, zu Degeneration bedingt durch Kalzifizierung (Maxwell, 1989
und Huyn, 1999).

Die enzymatische Dezellularisierung mit Trypsin/ EDTA wurde urspriinglich fir Herzklappen
und Gefél3e im porcinen System etabliert (Bader at al., 1996 und Steinhoff et al., 2000). Die
Methode erstreckt sich Uber einen Zeitraum von 4 Tagen, wobei ein regelméfdiger Wechsel
stattfindet zwischen Verdau und Herausl 6sen der Zellen. Diese Methode lief3 sich jedoch nicht
auf ovine Venenklappen Ubertragen, da sich nach der Histologie noch deutlich Zellen in allen
drei Schichtungen der Venenwand zeigten. Die im Vergleich zu anderen Methoden lange
Inkubationszeit in den verschiedenen Ldsungen zur Dezellularisierung flhrte zu einer
Degeneration der extrazelluldren Matrix. Ebenfalls ohne Erfolg blieb die
Dezdlularisierungsmethode, bei der mit Hilfe zweier unterschiedlich konzentrierter
Salzlésungen unter Bildung eines Gradienten die Zellen aus ihrem Verband herausgel 6st
werden sollten. Die Methode wurde etabliert fir Dinndarmgewebe, welches einen erheblich
dinneres Wandgewebe besitzt als Venenmaterial (Mertsching und Brenning, 2001 zum Patent
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angemeldet). Doch auch eine Verlangerung der Inkubationszeiten von 20 Minuten auf 90
Minuten zeigte keinen Einfluss auf die Entfernung der vendsen Zellen. Allerdings blieb die
extrazelluldre Matrix wahrend dieser Behandlung in einem sehr guten Zustand. Die
Behandlung der Matrix mit Aqua dest. hingegen lie3 die faserigen Strukturen stark
aufquellen, bis keinerlel Quervernetzung mehr zu erkennen war. Verwendet wurde die
Dezellularisierung mit Aqua dest. fur bovine Venen (Ichikawa et al., 1994) und bovine
Harnleiter (Clarke et al., 2001). Die nachfolgenden Methoden fihrten ale zu dem
gewunschten Ziel der Azellularitdt. Ausgehend von der von Meezan und Mitarbeiter (1975)
entwickelten Methode, um von verschiedenartigsten Geweben, wie z.B. bovinen Blutgefélien
und Nierentubuli aus Kaninchen die Basalmembran zu isolieren, wurde in der vorliegenden
Arbeit diese Methode fir die Dezellularisierung von klappentragenden Venensegmente bis
auf die Zugabe von Natriumdesoxycholat reduziert. Dadurch konnte innerhalb von 90
Minuten eine Azellularitdt erreicht werden, wobei die Quervernetzung der ECM erhalten
blieb. Die Zugabe von Natriumazid zeigte bei gleichen Inkubationszeiten keine Verdnderung,
und wurde auch aufgrund der hohen Toxizitét dieser Substanz nicht weiter verwendet. Nach
Auswahl der Dezellularisierungsmethode wurden weiterfiihrende Untersuchungen anhand von
mol ekularbi ol ogischen M ethoden durchgefiihrt, um Gber eine Aufreinigung von Gesamt-DNA
zelluléare Komponenten nachzuweisen. Die photometrische Messung ergab einen Anteil von
Gesamt-DNA in den dezellularisierten Proben im Verhdltnis zu den nativen Kontrollen von
ca 30 %. Dieser relativ hohe Wert steht im Kontrast zu den Ergebnissen der
Gelelektrophorese, die keine Bandenbildung bei den azelluldren Proben zeigten. Diese
Diskrepanz entstand dadurch, dass bei der photometrischen Messung Degradationsprodukte
mitgemessen wurden. Flr einen spéteren praklinischen Einsatz ist es jedoch notwendig, einen
weiterfihrenden Verdau mit DNasen und RNasen durchzufthren, um sicherzustellen, dass
keine Nukleinsauren tierischer Krankheitserreger wie DNA- oder RNA-Viren noch nach der
Dezellularisierung in der Spendermatrix vorhanden sind (Martin et al., 2000). Eine
zusétzliche histologische Untersuchung mit Hilfe der Elastika van Gieson-Farbung zeigte in
den mit Natriumdesoxycholat dezellularisierten Proben ein gut erhaltenes Netz aus elastischen
Fasern in der Tunica media. Dieses Fasernetz ist besonders wichtig fur die vasomotorischen
Eigenschaften der hergestellten Matrix (Edelman, 1999) und es liegen bisher keine Arbeiten
vor, die eine Synthese von Elastin in vitro wahrend der Rebesiedlungsphase dokumentieren.
Die nach Dezédlulariserung aufgebrachten Zellkulturen zeigten eine Adhdsion der
Endothelzellen, sowie eine Immigration interstitieller Zellen wie Fibroblasten und glatte
Muskelzellen. Dies belegt, dass das verwendete Azdlularisierungs-Verfahren mit
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Natriumdesoxycholat keine zelltoxischen Auswirkungen auf die neu aufgesiedelten Zellen
hatte.

5.5. Kultur primérer Zellen

Pardlel zu der Matrixaufbereitung mussten zur Herstellung von bioartifiziellen
Venenklappensegmenten autologe Zellen zum einen isoliert, und zum anderen in
zweidimensionaler Kultur expandiert werden. Hierbei sollte jedoch die Expansionsphase so
kurz wie moglich gehalten werden, da es zahlreiche Hinweise darauf gibt, dass Zellen in
zweidimensionaler Kultur dedifferenzieren, was sich darin &uert, dass diese Zellen
bestimmte Oberfl&chenmarker nicht mehr exprimieren (Bicknell, 1996 und Schnell, 2001).
Endothelzellen (EC) wurden als Monokultur, die Fibroblasten (Fb) und glatte Muskelzellen
(SMC) hingegen als Kokultur von Myofibroblasten (MFb) expandiert. Zum Zeitpunkt der
Rebesiedlung waren nur ca. 42 % der Endothelzellen von Willebrand-Faktor (VWF)- positiv.
Durch eine zusétzliche Farbung mit UEA | (Ulex europaeus agglutinin Typ 1), einem
weiteren EC-Marker, wurden hingegen alle Zellen positiv angeféarbt. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass bereits ein grof3er Teil der EC im Hinblick auf die Expression von vW-Faktor
dedifferenziert waren, bzw. diesen Faktor in einem so geringen Mal3 exprimierten, dass dieser
immunhistologisch nicht mehr nachweisbar war. In der Kokultur der MFb konnte Uber eine
spezifische Immunhistologie unter Verwendung des anti-Desmin Antikorpers der prozentuale
Anteil der SMC mit 7 % bestimmt werden. Zum Ausschluss, dass es sich bel Desmin-
negativen Zellen um EC handelte, wurde as Kontrolle auch an diesen eine
immunhistologische Féarbung mit vW-Faktor durchgefihrt, die wie erwartet vollstandig
negativ war. Da in Blutgeféf3en nur drei Zelltypen vorkommen (EC, Fb und SMC), kann
aufgrund der vorliegenden immunhistologischen Daten davon ausgegangen werden, dass es

sich bei den Desmin-negativen Zellen um Fibroblasten handelt.

5.6. Rebesiedlung

Fir eine Rebesiedlung der dreidimensionalen klappentragenden Matrix war es zunachst
notwendig, die Zellzahlen von EC und MFb in einer zweidimensionalen Rebesiedlung zu
optimieren. Der Nachteil einer zu geringen Zelldichte ist, dass keine Zell-Zell-Kontakte
aufgebaut werden konnen, was nach einiger Zeit ein Absterben der Zellen zur Folge hat.
Umgekehrt fuhrt eine stark erhdhte Zelldichte zu einer Adhdrenz der Zellen untereinander, so
dass keine Zel-Matrix-Kontakte aufgebaut werden konnen. Deshab wurde in

zweidimensionalen  Besiedlungsexperimenten die optimale Zellzahl ermittelt und
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anschlieffend auf die gesamte Flache der Vene angepasst. Hierbel sollten sich die EC luminal
absetzen, wahrend die MFb als intergtitielle Zellen in die Matrix immigrieren mussten. Um
die Besiedlung mit beiden Zellpopulationen gleichzeitig beenden zu kénnen, wurde mit der
Besiedlung der EC eine Woche nach MFb Besiedlung begonnen. Fir die Ausrichtung der
aufgesiedelten Zellen im Gewebe waren nach jeder Besiedlung Perfusionen mit
Kulturmedium notwendig, um einen sogenannten ,shear stress‘ zu erzeugen und um zu
verhindern, dass die Kulturen dedifferenzieren (Cucina et al., 1995 und Rademacher et al.,
2001). Der Einfluss von Flissigkeitsstromungen zur Erzeugung des , shear stress' auf das
Verhalten von Endothelzellen wurde von zahlreichen Arbeitsgruppen untersucht (Koslow et
al., 1986 und Christensen et al., 1992). Ando und Mitarbeiter (1993) wiesen darauf hin, dass
zahlreiche Funktionen der Endothelzellen durch den auf sie wirkenden ,shear stress
beeinflusst werden, wie z.B. die Formation des Zytoskeletts. Durch Mechanosensoren auf der
Oberflache der Endothelzellen werden zahlreiche Signalsysteme initiiert, die zu funktionellen
Veranderungen der Zellen fuhren. Diese Sensoren sind jedoch noch weitgehend unbekannt
(Ali und Schumacker, 2002).

5.7. Charakterisierung der rebesiedelten Segmente

Die Kultur der Zellpopulationen im dreidimensionalen Bioreaktorsystem unter Perfusion
beeintréchtigte weder das faserige Elastin- und Kollagen- Netzwerk, noch die ausgeprégte
Quervernetzung diesser ECM- Bestandteile und die daraus resultierenden raumlichen
Verhdltnisse.

Nach Rebesiedlung konnten die luminal angesiedelten Zellen immunhistologisch als EC
charakterisiert werden; im Gegensatiz zu den EC-Zytospots exprimierte das konfluente
Endothel vollsténdig von Willebrand-Faktor. Die im Bereich der Media und Adventitia
eingewanderten Zellen exprimierten gefal3zellenspezifisches Vimentin  und auch
muskel zellspezifisches Desmin. Zudem war zu beobachten, dass die SMC sich zu einer
Gefarmuskel zelIschicht in der Media parallel zur Strémungsrichtung ausrichteten, obwohl in
den zweidimensionalen MFb-Zellkulturen nach Expansion nur in durchschnittlich 7 % der
Zellen eine Desmin Expression immunhistochemisch nachgewiesen werden konnte. Das diese
Zellen sich Uberhaupt in der Media ansiedelten und geordnete Strukturen annahmen bel egt,
dass die Zellkulturbedingungen wéhrend der Rebesiedlungsphase sowie die
Kollagenzusammensetzung der verwendeten azelluldren Matrix den physiologischen

Anforderungen der Zellen entsprachen. Interstitielle Zellen, die nicht Desmin-positiv waren,
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wurden as Fibroblasten identifiziert. Sie waren vorwiegend in der Tunica adventitia zu
finden.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Rebesiedlung unter Perfusionsbedingungen von
klappentragenden Venensegmenten etabliert und standardisiert werden, die zu einem
histologisch intaktem Gewebe fihrte, welches sich kaum von nativem Gewebe unterschied.
Die Herstellung von Venensegmenten in vitro - von der Isolation der Zellen mit paralleler
Aufbereitung der klappentragenden Matrixstrukturen bis zum Abschluss der Rebesiedlung -
konnte in einem Zeitrahmen von 6 Wochen durchgefiihrt werden. Dieser zeitliche Rahmen ist
besonders fir eine spétere praklinische Forschung an diesem Modell interessant, da aus einer
Patientenbiopsie bereits nach 6 Wochen ein vollsténdiges Transplantat hergestellt werden

kann.

5.8. Tiermoddll

Das in dieser Arbeit untersuchte Schaf- Modell bietet den Vorteil, das es sich beim Schaf um
eine Tierart mit besonders ausgepragten Venenklappen handelt. AulRerdem entsprechen die
ovinen Jugularvenen vom Durchmesser her denen der humanen Femoral- Vene im Bein
(Pavenik et al., 2002). Fur weiterfihrende xenogene Arbeiten an diesem Modell kénnte daher
die ovine Jugularvene as Matrix fir humane Zellen dienen, um so Klappentransplantate fir
Patienten mit chronisch vendser Insuffizienz (CVI1) herzustellen. Weiterhin ist in zahlreichen
Arbeitsgruppen, welche xenogene Herzklappentransplantationen im Schaf durchfihren
beschrieben, dass im wachsenden Schaf Uber kurze Zeitraume besonders gut
Kalzifizierungsprozesse zu beobachten sind (Palma et al., 1991). Diese Beobachtungen
beschrieben vor allem Gallo und Mitarbeiter (1986) mit porcinen und Hoffmann und
Mitarbeiter mit bovinen Herzklappen (1992) bei der Implantation im Schaf. Anhand dieser
Beobachtungen konnten auch in der vorliegenden Arbeit Aussagen Uber die Kalzifizierung

der Venenklappentransplantate, besonders der azellulér implantierten, getroffen werden.

5.9. Autotransplantate

Vor der in vitro Testung bioartifizieller klappentragende Venensegmente, wurden
Autotransplantationen, also autologe Transplantationen der rechten Jugularvene auf die linke
Halsseite des Schafes, durchgefiihrt. Mit diesem Versuch konnte belegt werden, dass die
Operationstechnik keine Auswirkung auf die Entstehung von Thromben oder Neo-Intima-
Bildung hatte. Auch im Bereich der Anastomosen (Nahtstellen) konnten keine thrombotischen

Veranderungen beobachtet werden. Immunhistochemisch konnte eine konfluente
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Endothel zellschicht sowie eine intakte Media mit glatten Muskelzellen nachgewiesen werden.
Inflammatorische Reaktionen konnten ebenfalls Uber eine immunhistochemische Markierung
von Leukozyten nicht im Gewebe beobachtet werden. Allerdings zeigten die Schnitte in allen
drei Schichtungen der Venenwand (Intima, Media und Adventitia) eine Prokollagen I-
Synthese. Dies deutet auf eine allgemeine Aktivierung der Zellen hin, Matrixkomponenten

umzubauen, ausgel 6st durch die Operationstechnik.

5.10. Azdllulare Explantate

Durch diese Implantationsreihe konnte eindeutig belegt werden, dass azelluldre
Matrixstrukturen nach Implantation nicht zu funktionsfahigem Gewebe fihren, da siein vivo
thrombosieren und kalzifizieren. Schon nach 1 Woche Implantation waren alle 4 Segmente
Uber die gesamte luminale Oberflache thrombosiert, Segelstrukturen konnten nur noch in 2
Proben histologisch detektiert werden. Die thrombotischen Auflagerungen auf Wand und
Segdl stellten sich in der Elastika van Gieson-Féarbung a's gelbe Schicht dar. Nach 6 Wochen
Implantation zeigten nur noch 2 von 6 Segmenten frisches Thrombusmaterial auf der
Venenwand, wohingegen die anderen 4 Segmente eine Neo-Intima gebildet hatten, die aus
kollagenem Material und zelluléren Komponenten bestand. Diese Neo-Intima stellte sich in
der Elastika van Gieson-Farbung rosa dar, ein Beleg dafir, dass es sich bei diesen neuen
Strukturen um Kollagen handelte. In diesen Proben konnte zusétzlich beobachtet werden, dass
sich zum Lumen hin die in vivo neugebildeten Strukturen gelblich einférbten, was bedeutete,
dass zunehmend mehr Plasmabestandteile in der Neo-Intima waren. In diesen , gelben*
Bereichen waren ebenfalls Zellen zu erkennen, diese besal3en jedoch keinen Zellkern, wasein
deutlicher Hinweis darauf ist, dass es sich hierbei um Erythrozyten gehandelt haben muss.
Dieser luminale Thrombus mit kollagenen Strukturen zur urspringlich implantierten Wand
hingehend lasst vermuten, dass die Neo-Intima das Produkt eines ehemaligen Thrombus ist.
Nach Entstehen eines frischen Thrombus wurde dieser von Gefd3zellen besiedelt und
reorganisiert, d.h. diese Zellen haben Thrombusmaterial abgebaut und neues kollagenes
Material synthetisiert. Hierbei handelte es sich ausschliefdlich um Kollagen, elastische Fasern
konnten nicht beobachtet werden.

Eine Rebesiedlung in vivo mit EC und Fb nach 1 und zusétzlich mit SMC nach 6 Wochen
fand auch im Bereich der urspringlich implantierten azelluldren Matrix statt. Die
eingewanderten SMC'’s waren jedoch nicht nur in der Tunica media, sondern auch in Tunica
adventitia und in der Neo-Intima zu finden. In den genannten Schichten arrangierten sich die

SMC's ungeordnet und nicht gewebetypspezifisch in der Matrix. Als luminaler

104



Diskussion

Gewebeabschluss war bei allen Segmenten eine konfluente Zellschicht zu finden. Denkbar ist,
dass diese Zellen as Vorlauferzellen, zirkulierend im peripheren Blut in das Gewebe
eingewandert sind und sich dort aufgrund der Zell-Matrix-Kontakte zu Gefal3zellen
differenziert haben. Beschrieben ist dieses Verhalten in erster Linie von Endothelzellen, die
sich ads EPC's (,endothelial precursor cells') an azelluldre Strukturen anlagern, dort
differenzieren und zu einem konfluenten Endothel fuhren (Huyn et al., 1999, Poole et d.,
2001 und Nerem und Seliktar, 2001).

Das von Stock und Mitarbeitern (2001) diskutierte Konzept des ,,guided tissue regeneration”,
welches beinhaltet, dass azellulare Implantate in vivo, als nach Implantation,optimal
rebesiedelt werden und zu funktionsfahigem Gewebe fuhren, trifft beim Tissue Engineering
von klappentragenden Segmenten, wie es in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde,
nicht zu. Die vorliegenden Ergebnisse konnten zeigen, dass azelluldr implantierte
Venenklappen bereits nach kurzer Zeit insuffizient werden, kalzifizieren und
inflammatorische Reaktionen in Form von Leukozytenimmigration zeigen. Auf3erdem kommt
es in den azelluldr implantierten Strukturen in kurzer Zeit zu thrombotischen Ablagerungen
auf der Intima, die Uber Reorganisierung zur Bildung einer Neo-Intima fuhren. Diese Neo-

Intima kann schlief3lich zu einer Occlusion (Verschluss) des Gefal3es fuhren.

5.11. Invitro rebesiedelte Implantate

Die  durchgefuhrten Kurzzeitimplantationen von in vitro rebesiedelten
Venenklappensegmenten belegen, dass diese zumindest fir 1 Woche im Organismus ihre
Funktion Ubernehmen konnen. Dies ergibt sich zum einen aus der rein makroskopischen
Beurteilung der Klappensuffizienz bei Perfusion mit PBS nach Explantation, und zum
anderen - bei Vergleich mit nativer Vene - aus der Ansicht der luminalen Oberfléche.
Immunhistol ogische Ergebnisse konnten zeigen, dass die in vitro aufgebrachten Zellen auch
nach 1 Woche in vivo in unveranderter Quantitét nachweisbar waren. Lediglich in kritischen
Bereichen waren entstehende Thrombusformationen nachweisbar, wie zum Beispiel im
Klappensinus und an den Segelkomissuren. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass das
wahrend der Rebesiedlungsphase an diesen Stellen aufgebrachte Endothel  nicht
funktionsfahig war. Ein Grund hierfir konnte die Perfusion nach Sedimentation der Zellen
sein. Wahrend der Perfusionsphase werden die Segmente in den Bioreaktoren kontinuierlich
mit Medium durchspllt, das bedeutet fir die Venenklappen, dass sie sténdig gedffnet sind und
die Segel an der Venenwand anliegen. Zellen, die sich im Sinus der Segel befinden, erfahren
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nicht den benétigten , shear stress' (s.0.) und werden auch nicht optimal mit Nahrstoffen
versorgt. Dies koénnte in den Zellen zu Dedifferenzierungen flhren.

Nach 6 Wochen Implantation zeigte sich, dass die Thrombusformationen, die nach 1 Woche
in den Klappenbereichen beobachtet wurden, wie bei den azellulér implantierten Proben zu
einer Reorganisation und damit zu einer Neo-Intima fuhrten. In den Explantaten, in denen
makroskopisch keine Segel mehr zu erkennen waren, zeigte sich in der histologischen
Auswertung, dass die Segel vollkommen in in vivo neusynthetisiertem kollagenen Material
eingebettet waren. Luminale Wandbereiche stellten sich hingegen nicht nur makroskopisch
wie nativ dar, (immun)histologisch lag ein konfluenter Endothel-Monolayer vor und es
konnten keine thrombotischen Auflagerungen oder Neo-IntimaBildungen in diesen
Bereichen beobachtet werden

Im Gegensatz zu den azellulér implantierten Strukturen kam es nicht zu Kalzifizierungen und
immunologischen Reaktionen wie Leukozytenimmigration, was ein Hinweis darauf ist, das
zumindest das Venenwandgewebe, welches keine thrombotischen Auflagerungen aufwies,
eine langerfristige Funktion im Empféngerorgani smus tbernehmen konnte.

Die in der vorliegenden Arbeit hergestellten Venenklappentransplantate zeigten nach
Kurzeitimplantation Funktionsfahigkeit und in Uberwiegenden Bereichen physiologisch
intakte Eigenschaften, wie die gewebetypische Verteilung der EC, SMC und Fb, sowie ein
Fehlen von Thrombusformationen in den luminalen Wandbereichen. In kritischen Bereichen,
wie Segelkomissuren und Klappensinus konnte zwar ein konfluentes Endothel nach der
Rebesiedlungsphase nachgewiesen werden, aber die gewahlten Kulturbedingungen reichten
nicht aus, um die volle Funktionsfahigkeit des Endothels in vivo zu gewahrleisten. Ausgehend
von diesen Bereichen kommt es nach weiterer Zeit in vivo zur Bildung einer Neo-Intima, die
weite Teile im Bereich der Segel und auch zum Tell der Wand Uberlagert. Doch auch in
diesen Explantaten waren keinerlei Abstol3ungsreaktionen oder Degenerierungen bedingt
durch Kalzifizierungen nachweisbar. In weiteren Arbeiten soll die EC-Besiedlung in den
kritischen Bereichen durch den Einsatiz von intermittierenden Perfusionsbedingungen
optimiert werden. Die pulsatile Perfusion soll ein regelméRiges Offnen und Schlielen der
Venenklappen im Bioreaktor gewahrleisten, so dass auch Zellen im Klappensinus optimal mit
CO,, Sauerstoff und Nahrstoffen Uber das Medium versorgt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tissue Engineering von
klappentragenden Venensegmenten auf Basis einer dezellularisierten biologischen Martix
moglich ist. Bisher gibt es fur den kardiovaskuldren Bereich noch kein bioartifizielles

Implantat das klinisch bereits Anwendung findet, obwohl bereits seit Jahren
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Besiedlungsexperimente mit z.B. Herzklappen auf biologischer Matrix durchgefiihrt werden
(Stock et al., 2000 und Steinhoff et al., 2000). Dies ist begriindet in der Tatsache, das
bestehende Probleme, wie z.B. optimale in vitro-Kulturbedingungen, Thrombusformation
bedingt durch endotheliadle Dysfunktion und Kalzifizierung noch weiterer grundlegender
Untersuchungen bedirfen (Nerem und Seliktar, 2001). Im Bereich des Tissue Engineering
von kleinlumigen Gefélen mit Durchmessern bis zu 6 mm besteht das Problem der
Thrombosierung, welche auf nicht konfluentes, oder nicht funktionelles Endothel
zurtickzuftihren ist (Greenwald und Berry, 2000 und Hoerstrup et al., 2001). Auch in der
vorliegenden Arbeit konnte bestétigt werden, dass azelluldr implantierte Matrix und nicht
funktionelles Endothel in kritischen Bereichen (Klappensegel) zur Entstehung von Thromben
fuhrt. Zur Behebung dieser Probleme missen derzeit noch nicht hinreichend aufgeklarte
zelluldre Mechanismen untersucht werden. Im nativen Zellverband regulieren diese
Mechanismen Interaktionen der Zellen untereinander, ebenso wie die Interaktionen zwischen
Zelle und extrazellulégrer Matrix. Erst ein zusammenhangendes Interagieren dieser
M echanismen bedingt die biologische Funktionalitét der Zellen-, bzw. des Gewebeverbandes
in vivo.

Ein generelles Prinzip zur Herstellung bioartifizieller Prothesen besteht in der Isolation
primérer gewebetypspezifischer Zellen aus dem fur sie essentiellen Zellverband. Danach
werden diese Zellen vereinzelt und in einer unphysiologischen Umgebung vermehrt. Dies ist
vor alem fur Endothelzellen aus Blutgefél3en beschrieben (Lamszus et al., 1999 und Schnell
et a., 2001). Wahrend dieser in vitro-Expansionsphase werden die Zellen aus einer ruhenden
in eine mitotische Phase versetzt. Diese héufige Tellung der Zellen, die fur die
Expansionsphase in vitro notwendig ist, entspricht nicht dem nativen Status primérer
vaskulérer Endothelzellen, die sich im adulten Organismus durchnittlich zweimal in ihrer
gesamten Lebenszeit teilen (Bicknell, 1996). Viele Arbeitsgruppen beobachten verénderte
Proteinexpressionen an den zelluldaren Oberflachen (Dedifferenzierungen) wahrend der
zweidimensionalen Zellkultur, daher werden Endothelzellen auch nur bis zu der 4. Passage
vermehrt (Bicknell, 1996 und Schnell et a., 2001) wenn sie im Bereich des Tissue
Engineering eingesetzt werden sollen. Ein weiteres Dedifferenzierungsbeispiel liefern adulte
Chondrozyten, die nicht in zweidimensionaler Kultur zu vermehren sind, da diese ihre
Vitalitdt und Funktionaitét nur in dreidimensionalen Kulturbedingungen erhalten. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass der Endothel zellmarker
von Willebrand-Faktor, nach der Expansion nur noch bei ca. 40% der Endothelzellen

nachweisbar war, wohingegen ein zweiter Marker Ulex europaeus Agglutinin Typ 1 (UEA |)
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wahrend der gesamten Zeit stabil exprimiert wurde. Nach Rebesiedlung auf einer
dreidimensionalen Matrixstruktur werden Zell-Matrix-Kontakte wieder hergestellt, das
bedeutet, dass die Zellen wiederum ihren gesamten Stoffwechsel aus dem mitotischen Zyklus
in den ruhenden, aber biologisch funktionellen Status umstellen miissen. Bei diesem Prozess
spielt die optimale Versorgung mit Nahrstoffen, CO, und Sauerstoff und die richtigen
biologischen Reize (,, shear stress*, mechanische Stimuli) eine wichtige Rolle. Bel den in der
vorliegenden Arbeit gewahlten Bedingungen gelingt dieses Konzept in weiten Bereichen
(luminaler Wandbereich). Hier wurden die natirlichen Zellfunktionen wiederhergestellt,
wéahrend in kritischen Bereichen (Segel) dieses Ziel nicht erreicht wurde. Weiterfuhrende
Arbeiten sollten so ausgerichtet sein, dass Kontrollen etabliert werden konnen, die eine
Dedifferenzierungen frihzeitig anzeigen. Zum Beispiel kdnnte die Expression von Integrinen
und Rezeptoren fir Wachstumsfaktoren, wie z.B. der Rezeptor FLK 1 fir den
Wachstumsfaktor VEGF, immunhistochemisch und molekularbiologisch beobachtet werden.
Danach konnen die Zellkulturbedingungen wéhrend der in vitro-Phase soweit adaptiert
werden, dass eine Dedifferenzierung vermieden wird. Ein alternativer Losungsweg wére der
Einsatz von endothelialen Vorlauferzellen (EPC’s), die im peripheren Blut zirkulieren (Poole
et a., 2001 und Sata et al., 2002), anstatt der Verwendung primarer Endothelzellen. Diese
Zellen Ubernehmen auch im adulten Organismus Reparaturfunktionen beschadigter
Blutgefal3e oder beteiligen sich bei der Bildung neuer Gefél3e (Angiogenese; Hanahan, 1997
und Walgenbach et al., 2001). Aus diesem Grund verfiigen diese Zellen noch Uber ein hohes
Teilungs- und Differenzierungspotential ausgel6st durch Zell-Matrixkontakt (Bicknell, 1996).
Die Herstellung der Kompatibilitét zwischen Endothel und Blut ist ein wichtiger Meilenstein,
um funktionelle bioartifizelle Blutgefdle in vitro herzustellen. Zellen, die keinen
unmittelbaren Blutkontakt haben, aber der Stabilitdt und Integritdt des Implantates dienen,
haben langfristige Auswirkungen auf die Funktionalitdt des Implantates. Haufig kommt es
durch unphysiologische Hyperproliferation von glatten Muskelzellen, ausgelést durch
mechanische Reize wie z.B. dem Einsatz einer Gefa3stiitze (Stent), zu einer Verengung bis
hin zum Verschluss des Gefél3es (Sick et al., 2002). Xiang und Mitarbeiter (2000) machen fir
diese Verengung Kollagen 1l verantwortlich, welches von den glatten Muskelzellen in
unphysiologischer Menge synthetisiert wird (s. Tab 1 in Kap. 1). In der vorliegenden Arbeit
konnten derartige Probleme in den in vitro rebesiedelten Implantaten nicht beobachtet
werden. Die SMC in den rebesiedelten Segmenten richteten sich entsprechen der
Flussrichtung aus. Auch nach einer Implantationszeit von 6 Wochen konnte keine

Hyperproliferation interstitieller Zellen in den bioartifiziellen Venenklappensegmenten
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beobachtet werden. Dieses Ergebnis wird dahingehend interpretiert, dass die gewahiten
Kultur- und Rebesiedlungsbedingungen optimal gewdahit wurden. Unterstitzt wird dieser
morphologische Befund durch den Sachverhalt, dass die kollagenen Strukturen der
extrazelluldren Matrix umgebaut werden. Dieser Abbau und die Neusynthese von Kollagen 1
ist ein wichtiger Prozess wahrend natUrlicher Reparaturprozesse im adulten Organismus.
Waéren die interstitiellen Zellen nicht in der Lage diesen Prozess durchzufiihren, wirden
einseitige Abbauprozesse dazu fihren, dass bioartifizielle Venenklappen wahrend des
gewdhlten Implantationszeitraumes an Stabilitét verlieren wirden. Der Geféal3durchmesser
wirde bedingt durch Dilatation zunehmen und die angestrebte Klappenfunktion kénnte nicht
suffizient ausgetibt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Schaf as Tiermodell gewahlt, weil hier
Kalzifizierungsprozesse sehr frihzeitig und massiv entstehen. In den azellulér implantierten
Segmenten der vorliegenden Arbeit konnten in den 1-Wochen implantierten erste
Kalzifizierungserscheinungen nachgewiesen werden. Demgegentber waren in den
Explantaten in vitro rebesiedelter Venenklappen auch 6 Wochen nach Implantation keine
Kalkablagerungen nachzuweisen. Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu Arbeitsgruppen, die
positive Erfolge mit azellulér implantierten Geweben beschrieben. Ein Beispiel hierfir ist die
Arbeitsgruppe von Kim und Mitarbeiter (2001), die azelluldre und in vitro rebesiedelte
Herzklappen in Schafe implantierten, ohne nach Explantation Unterschiede zwischen beiden
Versuchsgruppen festzustellen. Auch Elkins und Mitarbeiter (2001) implantierten sowohl
allogene a's auch xenogene Herzklappen in Schafe ohne negative Ergebnisse. Die vorliegende
Arbeit konnte jedoch zeigen, dass fir das Tissue Engineering von funktionellen
Venenklappen eine Rebesiedlung in vitro zwingend notwendig ist.

Im Gegensaiz zu der eingeschrankten Funktionalitdt der Endothelzellen in kritischen
Bereichen der bioartifiziellen Venenklappen kann aufgrund der beschriebenen Kompatibilitét
interstitieller Zellen wie glatte Muskelzellen davon ausgegangen werden, dass die in vitro
begonnenen physiologischen Umbauprozesse der ECM nach Implantation in den Empfénger
weiter fortgesetzt werden, bis schliefdlich ale ,,fremden® (allogenen) Matrixstrukturen durch
korpereigene neusynthetisierte Matrixproteine ersetzt werden. In den in dieser Arbeit
hergestellten Venenklappensegmenten wurden nach Implantation eine Revaskularisierung
festgestellt, die einen weiteren Hinweis daflr bietet, dass das Gewebe in den Organismus
einbezogen und nicht as fremd erkannt wird. Die Zellen ordneten sich in die fur sie

spezifischen Schichtungen der ECM der Vene an. Die ECM unterliegt physiologischen
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Umbauprozessen, die anhand der Prokollagen |- Synthese belegt werden konnte. Weiterhin
konnten weder Instabilitéten (Dilatationen), noch Kalzifizierungen nachgewiesen werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in vitro Venenklappensegmente durch Methoden
des Tissue Engineering hergestellt und auf ihre in vivo Kompatibilitét getestet. Dabei zeigte
sich, dass durch die gewahlten Versuchsbedingungen im Zeitrahmen von 6 Wochen in vitro
Venenklappen hergestellt werden konnen, deren morphologische und histologische
Charakteristika einer nativen Venenklappe entsprechen. Ein alogenes Modell zur
bioartifiziellen Herstellung von Venenklappen wurde realisiert. Das in dieser Arbeit etablierte
Tiermodell eignet sich zur Uberprifung der Lang- und Kurzzeit- Funktionalitat in vivo.
Weiterhin konnte belegt werden, dass azelluldr implantierte Venenklappensegmente nicht zu
funktionellen Geféen fihren. In vitro rebesiedelte Segmente blieben nach 1 Woche
Implantation suffizient; jedoch fuhrten thrombotische Auflagerungen im Klappensinus und an
den Segelkomissuren nach 6 Wochen zur Bildung einer Neo-Intima, die eine weitere Funktion
der Klappensegel verhinderte.

Kann in weiterfihrenden Experimenten die Thrombosierung an den kritischen Bereichen der
Venenklappe verhindert werden, bietet dieses Modell eine Basis fir den xenogenen Einsatz
von in vitro hergestellten Venenklappen zur Therapie von Patienten mit chronischer ventser

Insuffizienz.
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