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1 KURZZUSAMMENFASSUNG

Wahrend der vergangenen Jahre hat die Verwendung dezellularisierter
Gewebeprothesen in der Medizin kontinuierlich zugenommen. Im Rahmen dieser
Dissertationsarbeit wurden ausgewahlte physikalische und prozedurale Methoden zur
Dezellularisation (DZ) biologischer Gewebe systematisch untersucht und bewertet.

72 Aortenwinde (AW) frischer Schweineherzen wurden dafiir in drei verschiedenen
Gruppen einer chemischen Dezellularisationslosung, bestehend aus je 0,5%
Sodiumdeoxycholat und Sodiumdodecylsulfat, fiir 4 h oder 8h ausgesetzt. Die
Inkubation fand entweder kontinuierlich oder in repetitiven Behandlungszyklen statt.
Ein Zyklus bestand dabei aus je 2 h chemischer Behandlung gefolgt von einem 30 min
Waschvorgang mit Natriumchlorid-Lésung (NaCl). Wahrend der Prozeduren befanden
sich die AW entweder in einem konventionellen Schiittel-Inkubator oder wurden einer
zirkuldaren Stromungsbewegung im Sinne einer Flussdezellularisation ausgesetzt.
Zusatzlich zur Flussdezellularisation wurde ein Teil der AW mit Ultraschallwellen
behandelt. Nach Abschluss der DZ durchliefen alle AW zehn repetitive 15 min
Waschschritte mit NaCl. Basierend auf der Annahme, dass erfolgreiche DZ
gleichzusetzen ist mit der Abwesenheit von Zellkernen bei gleichzeitigem Erhalt intakter
Extrazellularmatrix (EZM), wurde die Auswertung der DZ Ergebnisse durchgefiihrt.
Diese erfolgte mithilfe fluoreszenz-, licht-, und rasterelektronenmikroskopischer
Aufnahmen der Proben. Die Effektivitit der DZ wurde dabei anhand der zur
Probenoberflache erreichten Eindringtiefen (EDT) an DNA-Eradikation in Farbungen
mit 4',6-diamidin-2-phenylindol (DAPI) und Hamatoxylin-Eosin bewertet. Zur
Beurteilung der EZM dienten die Bindegewebsfarbungen Movat Pentachrom und Pikro-
Siriusrot sowie die Rasterelektronenmikroskopie (REM).

Generell waren die nach 4 h und 8 h eruierten EDT der dufieren Oberflaichen der AW
signifikant hoher als die der lumenseitigen Oberflachen (64 + 22%, p<0,001). Dartiber
hinaus konnte eine signifikante Zeitabhangigkeit der EDT sowohl an duferer (78 + 36%,
p<0,001) als auch innerer Oberflache (85 * 58%, p<0,001) gezeigt werden. Verglichen
mit der Kontinuierlichen Schiittelmethode fiihrte der Einsatz von zyklischen
Inkubationsschemata (Maximum: 43 %, p<0,001), Flussbewegung (Maximum: 19 %,
p<0,05) und Ultraschall (Maximum: 49 %, p<0,001) zu signifikant hoheren EDT. Der

Erhalt der physiologischen Gewebekomposition sowie des kollagenen Fasernetzwerkes



der EZM wurde fir alle Versuchsproben mithilfe der histologischen
Bindegewebsfarbungen bewiesen. Die Auswertung der REM-Aufnahmen zeigte ein
skelettiertes, aber intaktes Fasernetzwerk der AW.

Basierend auf den gewonnen Ergebnissen wurden 6 AW fiir 24h zyklisch
Flussdezellularisation und intermittierender Ultraschallbehandlung ausgesetzt. Als
Vergleichskollektiv hierzu wurden 6 AW im Schiittelinkubator ebenfalls fiir 24 h
behandelt. Die Auswertung dieser beiden Gruppen bestatigte die vorherigen Ergebnisse.
So fiihrten auch hier intermittierende Waschschritte, Flussbewegung und
Ultraschallexposition zu signifikant hoheren EDT an aufderer (30 %, p<0,001) und
innerer Oberflache (23 %, p<0,001). Dartiber hinaus konnten an den &ufderen
Oberflaichen der AW erneut hohere EDT (45 * 18%, p<0,001) verzeichnet, sowie die
bereits postulierte Zeitabhingigkeit der EDT bestétigt werden. Hierbei zeigte sich auch,
dass die Eindringgeschwindigkeit mit zunehmender Expositionszeit abnahm. Dies
wurde im Sinne einer mit steigender EDT verminderten Effektivitit der
Behandlungsprozedur erklart. Histologische und REM Aufnahmen lieferten in den 24 h
behandelten Proben ebenfalls keine Hinweise auf prozessbedingte Schiaden der
Gewebestruktur.

Zusammenfassend erlaubte unsere systematische Evaluation entscheidende Faktoren
fir effektivere DZ Prozeduren zu identifizieren und zu beurteilen. Basierend auf unseren
Ergebnissen empfehlen wir fiir zukiinftige DZ Protokolle ausdriicklich die Verwendung
von zyklischen Inkubationsschemata sowie eine Kombination aus Flussdezellularsiation

und Ultraschallbehandlung.



2 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Einheiten:

Abkiirzung Bedeutung

bar Physikalische Druckeinheit Bar
bpm beats per minute/ Schldge pro Minute
g Gramm

Gew.-% Gewichtsprozent
h hour/ Stunde

1 Liter

mA Milliampere
mbar Millibar

mg Milligramm

min Minute

mm Millimeter

ms Millisekunde

n Anzahl

pum Mikrometer

nm Nanometer

sek Sekunde

\Y Volt

Vol.-% Volumenprozent
w Watt

°C Grad Celsius




Allgemeine Begrifflichkeiten:

Abkiirzung Bedeutung

Abb. Abbildung

AD Aqua destillata

AW Aortenwand

bp base pairs/ Basenpaare

CO2 Kohlenstoffdioxid

DAPI 4',6-diamidin-2-phenylindol

di Innendurchmesser

DNA deoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsaure

dsDNA double-stranded DNA = doppelstrangige DNA

DZ Dezellularisation

EDT Eindringtiefe

EDTi Eindringtiefe an der Innenoberfldache (=luminal)

EDTa Eindringtiefe an der Auf3enoberflache

EZM Extrazellularmatrix

Ge Kontrollgruppe = Schiittel-Inkubator

Gc-24h Kontrollgruppe 24 h = Schiittel-Inkubator

G1 Gruppe 1 = Flussdezellularisation

G2 Gruppe 2 = Flussdezellularisation und Ultraschallbehandlung

Ga Gruppe 3 = modifizierte Kombination Flussdezellularisation
und Ultraschallbehandlung

H&E Hamatoxylin-Eosin

MPC Movat Pentachrom

NaCl Natriumchlorid-Lésung

Nr. Nummer

Patienten Patientinnen und Patienten

PBS phosphate buffered saline = Phosphat gepufferte Saline

PSR Pikro-Siriusrot

REM Rasterelektronenmikroskopie

SD Sodiumdeoxycholat/ Natriumdeoxycholat

SDS Sodiumdodecylsulfat/ Natriumdodecylsulfat

Tab. Tabelle




3 EINLEITUNG

3.1 Moderne Chirurgie: Die Suche nach dem optimalen Gewebeersatz

Die Chirurgie (von altgriechisch: cheiros = Hand und ergon = Arbeit) gilt als die alteste
Disziplin der Medizin. Erste Uberlieferungen iiber chirurgische Handlungen stammen
bereits aus der Steinzeit. Zu Beginn beschrankten sich diese Aktivitaten vor allem auf die
konservative Versorgung von Wunden und Frakturen. Erst nach und nach wurden erste
invasive Eingriffe wie Beschneidung, Blasensteinentfernung und Schéadeltrepanation
entwickelt. [1, 2] Bis in die frithe Neuzeit verstand sich die Chirurgie anschliefiend vor
allem auf die Fortentwicklung der Wundversorgung sowie die Entfernung
unerwinschter Geschwiire und verletzter Extremitaten. [1] Erst in den vergangenen
Jahrhunderten erweiterte sich das Verstandnis der Chirurgie um einen regenerativen
und rekonstruktiven Aspekt. So wurde zunehmend versucht, die Struktur und Funktion
entfernter oder dysfunktionaler Korperteile durch Ersatzmaterialien (=Prothesen)
wiederherzustellen. [3] Zur Fertigung dieser bediente man sich zunachst einfacher
Materialien wie Holz und Eisen. Aufgrund begrenzter operativer Mdéglichkeiten und
damit einhergehender Blutungs- und Infektionsrisiken wurden Prothesen bis in das 19.
und 20. Jahrhundert hauptsachlich aufderhalb des Képers verwendet. Diese sogenannten
Exoprothesen wurden vor allem zu orthopadischen Zwecken eingesetzt. [4] Erst im
Jahre 1890 gelang es dem Berliner Chirurgen Themistocles Gluck im Rahmen eines
Kniegelenksersatzes die erste im Korperinneren platzierte Prothese (=Endoprothese) zu
implantieren. [5] Infolge des technischen Fortschritts erlebte die Entwicklung
synthetischer Implantat-Materialien ab Mitte des 20. Jahrhunderts starken Aufschwung.
In Kombination mit verbesserten operativen Techniken flihrten die neuen
Prothesenmaterialien dazu, dass neben der Orthopddie auch Fachrichtungen wie die
Augenheilkunde, Gyndkologie und Gefafdchirurgie vermehrt die Moglichkeiten des
synthetischen Gewebeersatzes nutzten. [4, 6-8] Etwa zeitgleich zur Entstehung der
synthetischen Endoprothetik begann auch die Verwendung biologischer Gewebe als
Implantate. Bereits 1883 iibertrug der Berliner Chirurg Theodor Kocher menschliches
Schilddriisengewebe auf einen zuvor schilddriisenentfernten Patienten. Retrospektiv
gesehen begriindete Kocher damit die moderne Organtransplantation. [9] Etwas mehr
als 20 Jahre spater gelang die erste erfolgreiche Transplantation einer menschlichen

Spenderhornhaut. Zuvor waren zahlreiche Versuche mit tierischen und glasernen
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Hornhaut-Prothesen gescheitert. [10] Die zunehmenden Erfolge biologischer Implantate
waren mafigeblich neuen Erkenntnissen der Immunologie und darauf basierender
Behandlungsstrategien zu verdanken. [11] Diese ermoglichten es schlief3lich dem
amerikanischen Chirurgen Joseph E. Murray 1954 die erste erfolgreiche
Nierentransplantation an einem Menschen durchzufiihren. [12] Wenige Jahre spater
konnten beim Ersatz menschlicher Herzklappen erstmalig biologische Prothesen als
Alternative zu synthetischen Implantaten angeboten werden. [13] Weitere Beispiele
erfolgreicher Anwendungen biologischer Implantate lassen sich auch in der modernen
Gefafdchirurgie finden. [14, 15]

Zusammenfassend wurde im vergangenen Jahrhundert der Grundstein fiir den
modernen Gewebe- beziehungsweise Organersatz gelegt. Dieser kann klassischerweise
mittels synthetischer oder biologischer Materialien erfolgen. Neben der stetigen
Weiterentwicklung dieser konventionellen Implantate werden seit einigen Jahren neue
Wege der Implantat-Herstellung erforscht. Dabei gelten die Prozesse der
Dezellularisation (DZ) als eine vielversprechende Alternative. Langfristig wird dadurch
die Herstellung verbesserter biologischer Gewebe- und Organprodukte angestrebt. [16,

17]

3.2 Klassische Implantattypen

3.2.1 Synthetische Implantate

Sowohl chirurgische als auch internistische Fachdisziplinen bedienen sich heutzutage
einer Vielzahl an synthetischen Implantaten. Als Beispiele hierzu kdnnen orthopadische
Endo- und Exoprothesen, Gefaf3-Stent-Prothesen, synthetische Herzklappen und
rekonstruktiv-plastische Prothesen genannt werden. [18-22] Dank der Verwendung
robuster Materialien zeichnen sich synthetische Implantate in der Regel durch lange
Haltbarkeit aus. So bleiben beispielsweise synthetische Herzklappen nach Implantation
meist ein Leben lang funktionstiichtig und kénnen damit risikoreicher Folgeeingriffe
entbehren. [21] Auch interventionell eingesetzte Stent-Graft-Prothesen der Aorta gelten
ersten Langzeitstudien entsprechend als dauerhaft haltbar. [23] Ein weiterer Vorteil
synthetischer Implantate ist deren gute Verfiigbarkeit dank standardisierter,

industrieller Fertigungsprozesse. Dies ermdglicht unter anderem die seit Jahren
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steigenden Zahlen an orthopddischen Gelenkersatzoperationen. So wurden in
Deutschland allein im Jahr 2011 bereits tiber 220.000 Hiiftprothesen implantiert. [18]
Neben diesen Vorteilen weisen synthetische Implantate jedoch auch eine Reihe
gemeinsamer Nachteile auf. So wird jede synthetische Prothese im menschlichen
Organismus als Fremdkorper angesehen. Dies kann - abhdngig vom jeweiligen
Implantat - verschiedene Komplikationen und Therapiekonsequenzen mit sich bringen.
So gelten beispielsweise in der Orthopadie Prothesen-Infektionen als eine nach wie vor
nicht vollstandig zu vermeidende Komplikation. [24] Hierbei spielt die durch die
Oberflaichen der synthetischen Materialien beglinstigte Biofilmbildung eine
entscheidende Rolle. Im schlimmsten Falle miissen Implantate infolge von Infektionen
frihzeitig gewechselt werden. [25] Neben klassischen Infektionen gelten auch Fibrosen
als typische Komplikation nach Implantation synthetischer Materialien. Diese entstehen
als Reaktion auf den implantierten Fremdkorper und kénnen langfristig ebenfalls bis hin
zur Notwendigkeit einer operativen Revision fiithren. Dies spielt unter anderem in der
plastischen Chirurgie eine bedeutende Rolle. [26] Als weiteres Beispiel Implantat-
bedingter = Komplikationen gelten @ Thromboembolien nach  synthetischem
Herzklappenersatz. Als Ursache hierfiir wird die hohe Thrombogenitat synthetischer
Oberflachenmaterialien verantwortlich gemacht. Zur Vermeidung dieser Komplikation
sind synthetische Herzklappenprothesen zwingend an eine lebenslange medikamentdse
Antikoagulation gekoppelt. [27] Neben diesen Fremdkorper-bedingten Risiken, weisen
synthetische Implantate einen weiteren gemeinsamen Schwachpunkt auf. So sind sie
nach wie vor nicht in der Lage, die biomechanischen Eigenschaften nativer Gewebe
vollstindig zu ersetzen. Werden beispielsweise Teile der Aorta ascendens mithilfe
synthetischer Prothesen ersetzt, so fehlt in diesen Bereichen fortan die
Windkesselfunktion. Infolgedessen kann es zu Veranderungen der verbliebenen nativen
Aorta und zu zusatzlichen Operationsindikationen kommen. [28] Auch orthopadische
Knochenersatzmaterialien sind bisher nicht in der Lage, die mechanischen
Eigenschaften natilirlichen Knochens vollstindig zu ersetzen. Dies dufiert sich in
veranderten elastischen Eigenschaften und einer erhohten Frakturgefahr des
Knochenersatzes. Zur Uberwindung all dieser aktuellen Nachteile befinden sich

synthetische Implantate nach wie vor in einem stetigen Prozess der Verbesserung. [29]

12



3.2.2 Biologische Implantate

Biologische Implantate werden heutzutage unter anderem im Rahmen von
Organtransplantationen verwendet. In Deutschland werden Hornhaut- Herz-, Lungen-,
Nieren-, Leber-, Pankreas- und Diinndarmtransplantationen durchgefiihrt. Der grofde
Vorteil biologischer Gewebe liegt hierbei in der Fihigkeit zur vollstindigen Ubernahme
aller Organfunktionen. [30-32] Neben dem Ersatz ganzer Organe werden biologische
Implantate auch fiir die Rekonstruktion und den Austausch einzelner Organteile
verwendet. Ein Beispiel hierfiir ist die Transplantation patienteneigener oder -fremder
Blutgefafde im Rahmen von Bypassoperationen. Dabei werden arterielle oder vendse
Blutgefafde zur Perfusionsverbesserung eines Organgebietes transplantiert. [33, 34] Ein
weiteres Anwendungsgebiet biologischer Implantate stellt die Korrektur von
Herzklappenerkrankungen dar. Dabei werden sowohl patienteneigene Herzklappen
(Autograft), als auch Implantate aus Leichen- (Allograft/ Homograft), und tierischem
Material (Xenograft) verwendet. Dank ihrer natiirlichen Oberflachenbeschaffenheit
erzielen diese Implantate hdmodynamische Ergebnisse, welche nativen Klappen
vergleichbar sind. Dariiber hinaus entféllt im Gegensatz zu synthetischen Prothesen die
Notwendigkeit einer dauerhaften Antikoagulation. [35-37] Trotz des Vorteils der
Strukturahnlichkeit beziehungsweise -gleichheit zum zu ersetzenden Gewebe, sind auch
biologische Implantate mit Nachteilen behaftet. So werden diese nach Implantation -
dahnlich wie synthetische Prothesen - als Organismus-fremd erkannt und ldsen
Abwehrreaktionen aus. [38] Besonders stark ausgepragt sind diese immunologischen
Prozesse nach Organtransplantationen. Folglich miissen organtransplantierte Patienten
zum Schutz der Implantate lebenslang immunsupprimiert werden. Als Nebenwirkung
der dauerhaften  medikamentésen = Behandlung koénnen  schwerwiegende
Folgeerkrankungen auftreten. Diese betreffen sowohl innere Organe als auch die Haut
der Patienten und konnen langfristig die Lebenserwartung deutlich einschranken. [39,
40] Weniger komplexe Implantate wie biologische Herzklappen erfordern in der Regel
dank spezifischer Vorbehandlungsprozeduren keine dauerhafte Immunsuppression.
[35] Nichtsdestotrotz bedingen die immunologischen Abwehrreaktionen auch hier
Nachteile der Implantate. So ist aufgrund immunogen bedingter Verschleif3prozesse die
Haltbarkeit biologischer im Vergleich zu synthetischen Herzklappen deutlich verkiirzt.
Auch  heutzutage noch liegt die mittlere Lebensdauer  biologischer
Herzklappenprothesen bei lediglich 15-20 Jahren. [41] Neben dem fiir alle biologischen

Implantate giiltigen Problem der immunologischen Abwehrprozesse ist fiir
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Organtransplantate dartiber hinaus die Schwierigkeit der Beschaffung zu nennen. Eine
wie fur synthetische Implantate beschriebene industrielle Herstellung ist hier aktuell
nicht moglich. Folglich ist man zur Gewinnung dieser Implantate auf Organspenden
angewiesen. Da die Zahlen an Organspendern seit Jahren kontinuierlich sinken, werden
zunehmend weniger Organe transplantiert. So wurden im Jahr 2016 bundesweit nur
mehr 3708 Organe transplantiert. Fiinf Jahre zuvor waren es noch 5084 Organe
gewesen. [32]

Zusammenfassend bieten biologische Materialien die Moglichkeit, Gewebe und Organe
funktionell vollstandig zu ersetzen. Der erfolgreiche Einsatz biologischer Implantate
wird jedoch durch immunologische Abwehrreaktionen sowie Materialmangel
erschwert. Langfristig konnten die Prozesse der DZ zur Behebung dieser Probleme

beitragen und dadurch die Anwendungsgebiete biologischer Implantate erweitern.

3.3 Dezellularisation als Alternative

3.3.1 Definition und Anwendung der Dezellularisation

Die Prozesse der DZ zielen auf eine Trennung der nativen Einheit aus Zellen und
dazugehoriger Extrazellulirmatrix (EZM) ab. [42] Dabei sollen, durch Entfernung
samtlicher zellularer Komponenten, azellulire, dreidimensionale EZM Konstrukte
hergestellt werden. [16, 43-45] Diese Matrixgebilde konnen anschlief3end als
dezellularisierte Gewebeprothesen implantiert und in vivo re-besiedelt und re-
modelliert werden. [46] Alternativ konnen die Matrixprodukte als Zelltragergeriiste
(Scaffolds) im Rahmen von Prozessen des sogenannten Tissue Engineerings zunachst in
vitro mit Zellen kultiviert und anschlieffend implantiert werden. [47-49]
Dezellularisierte Gewebe sollen sich gegeniiber klassischen biologischen Materialien
durch einen entscheidenden Vorteil auszeichnen: Native biologische Gewebe werden bei
Implantation in einen neuen Organismus vom Empfangerimmunsystem als fremd
erkannt und l6sen Abwehrreaktionen aus. Als Ausgangspunkt der immunologischen
Reaktionen gelten die zelluliren Gewebebestandteile. [50] Werden diese zelluldren
Antigene vor Implantation im Rahmen einer DZ entfernt, so wird das Gewebe selbst bei
xenogenem Ursprung vom Empfiangerimmunsystem toleriert. Die Prozesse der DZ

versprechen somit die Herstellung immunogen inerter und dadurch weniger
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komplikationstrachtiger Implantate. [45, 50, 51] Dadurch koénnten die Nachteile
klassischer biologischer Implantate wie verkiirzte Haltbarkeit und friihzeitige
Implantat-Abstofung vermieden werden. [52, 53] Gegeniiber synthetischen
Implantaten bestechen dezellularisierte Matrixprodukte vor allem durch ihre
biomechanischen Eigenschaften. Die mechanische Stabilitit nativer Gewebe wird zu
einem Grofdteil von der EZM bestimmt. Dariiber hinaus werden auch biologische
Gewebeeigenschaften in entscheidendem Mafde durch die EZM beeinflusst. Dabei bietet
die EZM ein gewebespezifisches Mikromilieu, welches in standiger Wechselwirkung mit
den Zellen steht und diesen ein adaptives Umfeld fiir Migration, Proliferation, und
Differenzierung bietet. [16, 54-59] Diesen Aussagen entsprechend sollten
dezellularisierte EZM Produkte nicht nur dieselben mechanischen Eigenschaften wie das
zu ersetzende Gewebe, sondern auch ideale Bedingungen fiir Re-Besiedlungsprozesse
bieten. [43-45, 60]

Zusammenfassend verspricht die DZ die Herstellung immunogen inerter, biologischer
EZM Produkte. Diese sollen sich dank nativer biomechanischer Eigenschaften sowie
Abwesenheit immunogen bedingter Komplikationen klassischen synthetischen und
biologischen Implantattypen iiberlegen zeigen.

Um diesen Ansprichen gerecht zu werden, miissen DZ Prozesse zwei
Hauptanforderungen erfiillen: Zum einen miissen die DNA und alle weiteren zelluldren
Antigene, welche Immunreaktionen auslésen konnen, entfernt werden. Zum anderen
miissen die Bestandteile der EZM mitsamt ihrer Anreizsignale fiir Re-Besiedlung sowie
ihrer Bedeutung fiir die mechanische Stabilitit des Gewebes erhalten bleiben. [54, 61]
Nur die Erfiillung beider Anspriiche sollte als erfolgreiche DZ bezeichnet werden. [16]
Hierbei ist anzumerken, dass die Definition der Entfernung samtlicher zelluldrer
Bestandteile nach wie vor Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen ist. So ist
anerkannt, dass zelluldre Residualkomponenten nach abgeschlossener DZ Prozedur zu
Immunreaktionen des Empfangers und damit zu schlechteren funktionellen Ergebnissen
fiihren konnen. [50, 62, 63] Es ist jedoch umstritten ob generell bei jeglicher Menge an
Residualzellen mit Immunreaktionen zu rechnen ist. [64] Es ist also nach wie vor unklar,
ob samtliches zellulares Material entfernt werden muss oder ob eine Art Schwellenwert
existiert, unterhalb dessen keine nachteiligen in vivo Konsequenzen zu erwarten sind.
Fir die Existenz eines solchen Schwellenwertes sprechen einige Untersuchungen der
vergangenen Jahre. In diesen konnte unter anderem gezeigt werden, dass viele

kommerziell hergestellte dezellularisierte Gewebe messbare Mengen an DNA aufwiesen
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ohne dadurch zu klinisch relevanten Immunreaktionen zu fiithren. [64] Dariiber hinaus
konnte nach wie vor keine kausale Beziehung zwischen geringen Mengen an
Zellresiduen und einer Immunantwort von Seiten des Empfangers nachgewiesen
werden. [45] Zudem wird vor allem beziiglich der DZ dichter Gewebe die Meinung
vertreten, dass DZ Prozesse kaum in der Lage sein konnen, 100 % des zellularen
Materials zu entfernen. [16] Es ware also denkbar, dass die effektive Entfernung des
Grofdteils der zelluliren Komponenten bereits ausreichen konnte, klinisch relevante
Abwehrreaktionen zu vermeiden. Diese Ausfiihrungen diirfen jedoch keineswegs
dahingehend verstanden werden, dass eine grindliche Entfernung der Zellen damit
obsolet ware. Vielmehr sollen sie verdeutlichen, dass wahrscheinlich fiir jedes Gewebe
und fiir jeden individuellen Empfanger ein gewisses Mafd an Entfernung der zelluldaren
Bestandteile notig ist, um Immunreaktionen vorzubeugen. Da jedoch eine solch
individualisierte Definition des Ziels im Moment als nicht moglich erscheint, wird nach
wie vor die effektive Entfernung moglichst aller zellularer Bestandteile als Ziel
vorgegeben. [50] Um das Erreichen dieser Vorgabe mittels reproduzierbarer Methoden
beurteilen zu konnen, wurden in den vergangen Jahren drei Punkte definiert, an
welchen sich DZ Protokolle orientieren konnen. Gemafd diesen sollten dezellularisierte
Gewebestiicke <50ng dsDNA pro mg EZM (Trockengewicht) sowie DNA
Fragmentldngen <200 bp aufweisen. [16, 62, 65] Zusatzlich durfen in Gewebeschnitt-
Farbungen mit 4',6-diamidin-2-phenylindol (DAPI) und Hamatoxylin-Eosin (H&E) keine
sichtbaren Kerne nachgewiesen werden. [16] Trotz der alleinigen Fokussierung aller
drei Vorgaben auf die verbleibende Menge an nuklearem Material beziehungsweise
DNA, werden sie dennoch als genereller Mafd3stab zur Beurteilung des DZ Ergebnisses
angesehen. Dies wird dadurch erklart, dass die DNA nicht nur als einer der
Hauptausléser von Immunreaktionen, sondern dariiber hinaus auch als Index fiir die
Gesamtmenge an Zellresiduen gilt. [16, 62] Folglich verspricht man sich von einer
moglichst vollstiandigen Entfernung der DNA ein hohes Mafd an immunologischer
Sicherheit des hergestellten Gewebestiickes. Uberpriift werden kann das Erfiillen der
beiden ersten Kriterien mithilfe kommerzieller DNA Quantifizierungssets. Das dritte
Kriterium lasst sich mithilfe der histologischen Standardfirbung H&E oder der
fluoreszenzmikroskopischen DAPI Farbung tiberpriifen. [64] Fiir den ebenso wichtigen
Erhalt der Matrixkomponenten existieren bisher keine prazise definierten, quantitativen
Kriterien. Beurteilt wird der Zustand der EZM daher vor allem anhand qualitativer

Methoden. So werden Standardfarbungen wie H&E zur Erlangung eines ersten
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Eindrucks iiber die Gewebestruktur und die Effekte der DZ Prozesse auf jene eingesetzt.
Zur weiteren Beurteilung werden spezielle Bindegewebsfirbungen wie Masson
Trichrom oder Movat Pentachrom (MPC) sowie fluoreszenzmikroskopische
Darstellungen einzelner Matrixbestandteile herangezogen. [16, 66] Dartiber hinaus
konnen quantitative mechanische Belastungstests durchgefiihrt werden. [67, 68]

Das steigende Interesse an den Prozessen der DZ fiihrte in den vergangenen Jahren zur
Erforschung ihrer Anwendungsmoglichkeiten an verschiedensten Geweben. Dabei
wurden unter anderem Komponenten von Haut- und Bewegungsapparat sowie Gewebe
des Gastrointestinal- und Urogenitalsystems untersucht. [17, 50, 69-72] Infolge der
intensiven Forschungsbemiihungen erreichten immer mehr Produkte dieser Art den
medizinischen Markt und deren klinischer Einsatz nahm in betrachtlichem Ausmaf zu.
[16] Dabei wurden bisher insbesondere dezellularisierte Haut-, Perikard- und
Diinndarmprodukte Kklinisch eingesetzt. [43] Abgesehen von weniger komplexen
Geweben wie Haut und Perikard wurden mittlerweile auch ganze Organe erfolgreich
dezellularisiert. Folglich konnte der DZ in Zukunft auch eine entscheidende Rolle in der
Organtransplantation zukommen. [47, 73-75] Das Schlagwort Semi-Xenotransplantation
beschreibt in diesem Zusammenhang die Idee, dezellularisierte tierische Organe mit
humanen Zellen zu besiedeln und anschliefiend in menschliche Empfanger zu
implantieren. [76] Langfristig konnte die DZ dadurch helfen, den Mangel an
Spenderorganen zu verringern. [77]

Ungeachtet aller Forschungserfolge zeigten klinische und praklinische Studien bisher
noch recht uneinheitliche funktionelle Ergebnisse dezellularisierter Matrixprodukte. So
variierten die klinischen Resultate von vielversprechenden Implantat-Funktionen bis
hin zum friihzeitigen Versagen der Prothese. [65, 78-80] Selbst bei gleicher
Indikationsstellung zur Verwendung dezellularisierter Implantate widersprachen sich
die Ergebnisse teils deutlich. Badylak et al. beschrieben beispielsweise den erfolgreichen
Einsatz von EZM Produkten zur Reparatur von Defekten des Osophagus. [81] Doede et.
al hingegen berichteten bei gleicher Indikationsstellung von erfolglosen und
komplikationstrichtigen Einsitzen dezellularisierter Matrixprodukte. [82] Ahnliche,
widerspriichliche Aussagen lief3en sich auch zur Eignung dezellularisierter Gewebe in
der Reparatur von Defekten der Rotatorenmanschette finden. [83, 84] In
Zusammenschau der klinischen Ergebnisse wird somit deutlich, dass das aktuelle
Hauptproblem der DZ und ihrer Produkte in deren inkonsistenten Resultaten liegt. Als

Ursache hierfiir werden ineffiziente DZ Prozeduren gesehen. Diese konnen sich in
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unvollstindiger = Entfernung des zelluliren Materials sowie veranderten
biomechanischen Eigenschaften dufdern. [64, 85] Als Folge ineffizienter DZ wird somit
das Ziel der Herstellung immunogen inerter, biomechanisch intakter Produkte verfehlt.

[45, 64, 86]

3.3.2 Dezellularisationsmethoden

Prinzipiell unterscheidet man zwischen chemischen, enzymatischen und physikalischen
DZ Methoden. Eingesetzt werden diese anhand verschiedener prozeduraler
Behandlungsschemata.

Chemische DZ Methoden beinhalten unter anderem die Verwendung von Sduren und
Basen, Alkohol, Detergentien und weiteren LOsungsmitteln. Besonders haufig und
erfolgreich wurde in den vergangenen Jahren auf die Gruppe der Detergentien
zuruickgegriffen. [45] So konnten mithilfe des anionischen Detergens Triton X-100 und
der beiden ionischen Detergentien Sodiumdodecylsulfat (SDS) und Sodiumdeoxycholat
(SD) eine Vielzahl verschiedener Gewebe erfolgreich dezellularisiert werden. [73, 87-
91] Enzymatische DZ Methoden beinhalten den Einsatz von Proteinen wie Trypsin,
DNase, RNase oder Kollagenase. [45] Insbesondere die Kombination aus chemischer und
enzymatischer DZ erwies sich in den vergangenen Jahren als sehr erfolgreich. [90, 92,
93] Physikalische DZ Methoden umfassen ein weites Gebiet verschiedenster
Herangehensweisen. Dabei konnen die Gewebe in DZ Losungen geschiittelt oder mit
jenen gespiilt beziehungsweise perfundiert werden. Neben diesen Techniken, die auf die
Verwendung von DZ Losungen angewiesen sind, existieren auch eigenstandig
einsetzbare  physikalische = Methoden. Hierzu zdhlen Kraft, Druck- oder
Ultraschallbehandlung ebenso wie Elektroporation und Gefrier-Tau-Vorgange. [73, 94-
99] Gemeinsam ist allen physikalischen Techniken, dass sie fiir sich alleine als nicht in
der Lage gelten, Gewebe komplett zu dezellularisieren. [45] Infolgedessen werden sie
meist gemeinsam mit chemischen und enzymatischen DZ Methoden eingesetzt. Dabei
gilt die Kombination physikalischer und chemischer Behandlungsansatze als die am
haufigsten verwendete DZ Methode. [45] Die prozeduralen Behandlungsschemata
beinhalten Gewebe-abhdngig verschieden lange DZ Zeiten sowie in der Regel eine
abschlieffende = Waschphase. Dariiber hinaus inkludieren viele Protokolle

intermittierende Waschschritte mit konsekutivem Ersatz der DZ Losung. [72, 100]
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Seit Beginn der ersten DZ Versuche nahm die Zahl an DZ Methoden und Protokollen
stetig zu. In der Folge existieren heutzutage fiir einzelne Gewebe oft viele verschiedene
DZ Protokolle. [95, 101, 102] Da sich diese tublicherweise deutlich unterscheiden, ist
eine vergleichende Beurteilung einzelner DZ Methoden oft kaum méglich. Vielmehr
kann lediglich die Gesamtheit aller DZ Methoden eines Protokolls beurteilt werden. Zur
Losung dieses Problems begannen in der Vergangenheit einige Arbeitsgruppen DZ
Protokolle und deren eingesetzte Methoden konkreter zu vergleichen. Die dabei
resultierenden Arbeiten beschaftigten sich Gewebe-spezifisch vor allem mit dem
Vergleich verschiedener chemischer und enzymatischer DZ Agentien. So wurden unter
anderem Protokolle zur DZ von Hornhaut, Aorta, Herzklappen, Myokard- und
Knorpelgewebe auf die Effektivitit und biomechanischen Auswirkungen der
eingesetzten Agentien untersucht. [85, 88, 103-105] Zwar waren physikalische DZ
Methoden meist Bestandteil dieser Protokolle, dennoch wurden diese eher als
protokolliibergreifende Konstanten in der Auswertung vernachlassigt. [106] Dass dabei
Potential zur Effektivitatssteigerung aufier Acht gelassen wurde, legt die noch junge
Entwicklungsgeschichte perfusionsbasierter DZ Protokolle nahe. Lange Zeit konnten
komplexe Organstrukturen nur schwer dezellularisiert werden. Erst mit der Einfiihrung
perfusionsbasierter DZ Protokolle gelang es, diese effektiv zu behandeln. [107] Hodgson
et al. konnten hierbei durch antegrade Perfusion der Koronarien komplette Herzen
innerhalb von 24 h dezellularisieren. [108] Im Gegensatz dazu mussten Singelyn et al.
Myokardgewebe fiir 4-5 Tage unter konstanter Schiittelbewegung in DZ Losung
belassen. Erst nach dieser Zeit konnte sichergestellt werden, dass die Gewebestiicke
ebenfalls vollstandig azellular waren. [109] Der Unterschied in den Behandlungszeiten
verdeutlicht das Potential physikalischer Methoden zur Steigerung der DZ Effektivitat.
Dieses Potential ist im Kontext perfusionsbasierter Protokolle jedoch lediglich Geweben
mit ausreichender Gefafistruktur vorenthalten. Viele Gewebe werden daher mithilfe
deutlich weniger effektiver Arten mit der DZ Ldsung inkubiert. Harnblasen,
Herzklappen, Blutgefafie und Diinndarmbestandteile konnen beispielsweise prozedural
kontinuierlich in DZ Losung geschiittelt werden. [16, 94, 95, 106, 110, 111] Hierbei ist zu
erwihnen, dass die Protokolldauer nicht nur von der Gewebedicke und -dichte, sondern
auch von der Intensitat der mechanischen Bewegung abhangt. Da lange DZ Zeiten als
Risikofaktor fiir Schaden an der EZM Struktur gelten, wiirden dementsprechend vor

allem dickere Gewebe von effektiveren Bewegungsformen profitieren. [16]
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Neben physikalischen sind auch prozedurale DZ Methoden bisher nur wenig untersucht
worden. Viele Protokolle versuchen, durch ausreichend lange Behandlungszeiten und
intermittierende Waschschritte, effektive DZ Prozesse sicherzustellen. Perea-Gil et al.
beschrieben beispielsweise ein mehrtagiges Protokoll mit intensiven Waschphasen zur
DZ von Myokardgewebe. [104] Die Effekte der prozeduralen Komponenten hierbei
konnten aufgrund fehlender Vergleichbarkeit mit anderen Protokollen nicht beurteilt

werden.

3.3.3 Dezellularisation in der Herzchirurgie

In den vergangenen Jahren wurde in der herzchirurgischen Forschung viel Aufwand fiir
die Untersuchung der DZ und ihrer Moéglichkeiten betrieben. Dabei stand insbesondere
die Herstellung von dezellularisierten Herzklappen, Gefafien und ganzen Herzen im
Fokus der Bemiihungen. [73, 87, 106, 112, 113] Allen drei Gebieten ist gemeinsam, dass
die vergleichbaren konventionellen biologischen und synthetischen Implantate mit
Nachteilen behaftet sind. So gelten klassische biologische Herzklappen aufgrund
immunogen- und herstellungsbedingter Prozesse nach wie vor als nur begrenzt haltbar.
[52, 114, 115] Insbesondere bei Kindern und jiingeren Patienten kommt es oft zu
ausgepragten degenerativen Veranderungen, welche zum friihzeitigen Versagen der
Herzklappe fithren konnen. [116, 117] Ausschlaggebend hierfiir ist die altersgemaf3
hohe Aktivitit des Immunsystems, welche die degenerativen Prozesse beschleunigt.
[118] Synthetische Herzklappen dagegen zeichnen sich zwar durch Langlebigkeit aus,
sind jedoch mit der Notwendigkeit dauerhafter Antikoagulation behaftet. [21, 119]
Mithilfe der DZ sollen nun die exzellenten hdmodynamischen Eigenschaften
biologischen Materials mit dauerhafter Haltbarkeit vereint werden. [120-122] Dadurch
konnten kiinftig risikoreiche Re-Operationen, die bisher bei Verwendung biologischer
Prothesen haufig notig waren, vermieden werden. [123] Erste klinische Untersuchungen
zum Einsatz dezellularisierter Herzklappen in Pulmonal- und Aortenposition
offenbarten bereits sehr vielversprechende Ergebnisse. [78, 124] Dabei zeigten die
dezellularisierten Herzklappen niedrigere Raten an Re-Operationen als konventionelle
Bioprothesen. [125]

Im Kontext des Ersatzes von Gefafdstrukturen weisen klassische biologische und
synthetische Prothesen ebenfalls Limitationen auf. In vielen Bereichen gilt die

Verwendung der autologen (patienteneigenen) Vena saphena magna fiir
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Bypassoperationen als der Goldstandard. Deren Einsatz wird jedoch durch aufwandige
Praparation und begrenzte Materialmenge erschwert. [126] Synthetische Prothesen
dahingegen sind zwar leicht verfiigbar, jedoch ist deren Verwendung vor allem im
Bereich kleinlumiger Gefafde aufgrund erhéhter Thrombosegefahr limitiert. [127]
Dezellularisierte Gefaf3prothesen sollen nun die Moglichkeit einer mengenmafdig
leichter verfiigbaren, biologisch basierten Alternative bieten. [128] Erste
Untersuchungen zum in vivo Einsatz derartiger Gefdf3prothesen zeigten
vielversprechende Ergebnisse. [129, 130]

Im Rahmen von Herztransplantationen stehen aktuell nur klassische biologische
Organspenden zur Verfiigung. Deren Einsatz wird durch die sinkende Zahl an Spendern
zunehmend limitiert. [32] In Kombination mit der zeitgleich steigenden Zahl an
transplantationspflichtigen Patienten, herrscht grof3er Bedarf an neuen Strategien der
Implantat-Herstellung. [47, 74] Die Prozesse der DZ bieten hierbei die Moglichkeit eine
neue Quelle fiir Herztransplantate zu erschlieflen. [73, 131] Dank grofder Fortschritte
der vergangenen Jahre konnten mittlerweile ganze Herzen von Ratten und Schweinen
innerhalb von 12 h beziehungsweise 24 h effektiv dezellularisiert werden. [73, 108] In
den kommenden Jahren sollen nun die Prozesse der Zellkultivierung und Re-
Zellularisierung ebenso optimiert werden. [132] Gelingt die Kombination erfolgreicher
De- und Rezellularisierung, konnten in Zukunft terminal herzinsuffiziente Patienten

flachendeckend kausal therapiert werden. [133]
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3.4 Ziel der Arbeit

Trotz der Vielzahl an verschiedenen DZ Protokollen kdnnen heutzutage noch nicht alle
Gewebe effektiv dezellularisiert werden. Wahrend beispielsweise Harnblasen oder
Herzklappensegel bereits effektiv behandelt werden konnen, stellen Gewebe wie die
Aorta oder auch die Hornhaut die Forschung noch immer vor Herausforderungen. [71,
100, 134] Oft sind zur DZ solch schwierig zu behandelnder Gewebe lange DZ Protokolle
notig. [103] Hierbei ist zu beachten, dass jedes DZ Agens ab Exposition die
mechanischen und ultrastrukturellen Eigenschaften des behandelten Gewebes
zunehmend verandern wird. Folglich konnen die Inkubationszeiten nicht beliebig
verldngert werden. [16] Zur Steigerung der Effektivitat von DZ Protokollen sollten daher
die eingesetzten DZ Methoden systematisch verbessert werden. In diesem Kontext
wurden bisher insbesondere physikalische und prozedurale Methoden nur wenig
beachtet. Aus diesem Grund lag die Zielsetzung der Arbeit in der systematischen Analyse
der Effekte physikalischer und prozeduraler DZ Techniken. Untersucht werden sollten
sowohl bereits verwendete als auch neu entwickelte DZ Techniken. Dabei war es
entscheidend, dass die jeweiligen Methoden und deren Effekte selektiv beurteilt werden
konnten. Dazu sollten eigens hierfiir entwickelte Versuchsaufbauten sowie spezifische
Vergleichsgruppen fiir jede zu untersuchende Technik beitragen. Zur Durchfiihrung der
Versuche wurde biologisches Gewebe bendtigt, welches den DZ Techniken gentligend
Raum zur Entfaltung ihres vollen Potentials bieten konnte. Dazu sollte ein bisher nur
schwierig zu dezellularisierendes Gewebe sowie eine auf das Gewebe abgestimmte DZ
Losung verwendet werden.

Anhand der gewonnen Erkenntnisse sollten Moglichkeiten zur Optimierung aktueller
und kiinftiger DZ Protokolle aufgezeigt werden. Dies wurde im Rahmen der Dissertation

anhand der Entwicklung eines modifizierten DZ Protokolls beabsichtigt.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Materialvorbereitung

Zur Durchfiihrung der Versuche wurden die Aortenwdnde (AW) von Schweinen
verwendet. Dazu erwarben wir insgesamt 89 frische Schweineherzen, mitsamt deren
AW, bei einem lokal ansdssigen Schlachthaus. Luftdicht verpackt wurden die Herzen
innerhalb von 30 min in das Labor der Herzchirurgischen Klinik und Poliklinik
transportiert. Dort stellten wir sicher, dass die AW frei von Defekten und pathologischen
Veranderungen wie Aneurysmen waren. Nur Herzen, die gemaf3 diesen Kriterien intakte
AW aufwiesen, wurden weiterverarbeitet. Nachdem die Qualitit der AW sichergestellt
war, begann deren sorgfiltige Praparation. Dabei wurden mithilfe anatomischer
Pinzetten, Skalpelle und Scheren alle gréfieren Fett- und Bindegewebsstiicke, welche die
Aorta mit den Umgebungsstrukturen verbanden, entfernt. Im Anschluss daran trennten
wir die AW unmittelbar oberhalb des sinutubulidren Ubergangs vom Herzen ab. Die
Lange der AW wurde, ausgehend von deren proximalem Ende, einheitlich auf 4 cm
festgelegt. Nach Abschluss der bisherigen Schritte begann die Feinprdparation der AW.
Dabei wurden die Gefaf3stiicke intermittierend in Phosphat gepufferter Saline (PBS; PBS
Dulbecco w/o CA2* Instamed 9,55g/L, Biochrom GmbH, Berlin, GER) zwischengelagert,
um das Austrocknen der Proben zu verhindern. Dank sorgfaltiger Praparation war es
moglich, samtliche makroskopisch sichtbaren Fett- und Bindegewebsadhasionen,
welche nicht zur nativen AW gehorten, zu entfernen. Nach Abschluss der Praparation
wurden die AW bei 4 °C in PBS mit 1Vol.-% einer antibiotisch und antimykotisch
wirksamen Losung (Anti-Anti 100x; Gibco® by Life Technologies GmbH, Darmstadt,
GER) inkubiert und innerhalb von 48 h dezellularisiert. AW, die als unbehandelte
Nativproben vorgesehen waren, wurden bis zur Auswertung in der oben genannten
antimykotisch-antibiotischen Lésung aufbewahrt.

Von den gesamt 89 praparierten AW wurden 5 Stiick als native Proben belassen. Die

restlichen 84 AW durchliefen die DZ Protokolle der verschiedenen Gruppen.
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4.2 Dezellularisation

4.2.1 Dezellularisationslosung

Als Kombinationspartner zu den zu untersuchenden physikalischen Faktoren wurde
eine chemische DZ Losung gewahlt. Diese enthielt je 0,5% der beiden ionischen
Detergentien SD (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, GER) und SDS (Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, GER). Dazu losten wir je Liter PBS 5 g SD und 5 g SDS Pulver.
In Glasflaschen wurde die Losung anschliefend bis zum Beginn der DZ Prozeduren bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Vor Beginn der DZ Prozesse wurde das Gemisch in einem
Wasserbad (Julabo SW22, JULABO GmbH, Seelbach, GER) langsam auf 37 °C erhitzt.
Anschliefiend gaben wir die Losung in die dafiir vorgesehenen Behdltnisse der
Versuchsaufbauten, in welchen sich die AW wahrend des Prozesses in Immersion
befanden. Um Temperatur- oder pH-Wert-bedingte Denaturierungsprozesse der
Proteine zu vermeiden, wurden konstante Temperaturverhaltnisse gewdhrleistet und
die pH-Wert Verdanderungen stiindlich mithilfe eines pH-Meters (inoLab pH Level 1,
WTW, Weilheim, GER) kontrolliert. [135-138]

Nach Abschluss der Inkubationszeiten mit der chemischen DZ Losung wurden alle AW
einer finalen Waschphase mit NaCl (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, GER) unterzogen
(s. 4.2.5 Inkubationsprotokolle).

4.2.2 Orbitaler Schiittel-Inkubator

Kontinuierliches Schiitteln der Versuchsproben in Losung wurde als Kontrollgruppe (Gc)
gewahlt. Dafiir wurden die AW in einem zylinderférmigen, verschlossenen
Plastikbehaltnis (s. Abb. 4-1 B) mit 0,51 DZ Loésung in Immersion gebracht.
Anschliefdend stellten wir das Inkubationsbehdltnis in ein abgeschlossenes orbitales
Schiittel-Inkubator-System (Inkubationshaube TH 15, Edmund Biihler GmbH, Echingen,
GER) mit einstellbarer Schiittelfrequenz und Temperaturregler (s. Abb. 4-1 C). Dort
wurde das Inkubationsbehaltnis zentral auf der Schiittelebene platziert und bei 37 °C
kontinuierlich mit einer Frequenz von 90 bpm geschiittelt. Um freie Beweglichkeit der
AW zu garantieren, war die Stiickzahl pro Durchgang auf n =3 begrenzt worden. So
stellten wir sicher, dass die AW wahrend des gesamten Prozesses kontinuierlich in der
DZ Losung geschiittelt wurden. Beobachtet und bestitigt werden konnte dies dank

durchsichtiger Behéltnisse und eines Sichtglases im Inkubator-System. Vor Beginn der
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finalen Waschphase mit NaCl wurde der Schiittel-Inkubator kurzzeitig ge6ffnet und die
Heizfunktion = deaktiviert, sodass diese abschliefende Phase (s. 4.2.6
Inkubationsprotokolle) bei Raumtemperatur stattfinden konnte (s. Abb. 4-1).

Insgesamt 24 AW wurden als Kontrollproben aus Gc mithilfe dieses Systems fiir 4 h oder

8 h dezellularisiert.

A
37°C

Abbildung 4-1: Versuchsaufbau G.: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus (A): Die AW
(rot dargestellt) befanden sich in einem Plastikbehiltnis (B) in Inkubation mit der DZ- oder
Waschlosung. Wihrenddessen wurden die AW bei 37 °C mit einer Frequenz von 90 bpm in einem
orbitalen Schiittel-Inkubator (C) geschiittelt. Maf3stabsbalken: 5cm.

4.2.3 Flussdezellularisation

Zirkuldre Bewegung der Versuchsproben durch kontinuierlichen Fluss der Loésung
diente als DZ Methode fir 24 AW aus Gruppe 1 (Gi). Fir dieses Konzept der
Flussdezellularisation bediente man sich einer Pumpe, welche kontinuierlichen Zu- und
Abfluss an DZ- beziehungsweise Waschlosung ermoglichte. Durch den stdandigen
Losungsfluss wurden die AW kontinuierlich in einem zirkuldren Fliissigkeitsstrom
bewegt. Zur Erzeugung der Flussbewegung brachten wir die AW zunichst in einem
Inkubationsbehadltnis in Immersion (s. Abb. 4-2 B). Dieses wurde mithilfe eines
Schlauches (di = 13 mm) mit einem Reservoir verbunden, welches ebenfalls mit Losung
gefilllt war und in welchem sich eine herkommliche Aquarienpumpe (Eden 114
Aquarienpumpe, 11 W, PfG GmbH, Horstel, GER) befand (s. Abb. 4-2 D). Diese forderte
mit einer Leistung von 11 W pro Minute 101 Fliissigkeit durch einen Pumpenschlauch
(di = 8 mm) in das Inkubationsbehaltnis. Somit wurde nach Einschalten der Pumpe
kontinuierlich Fliissigkeit in das Inkubationsbehaltnis gepumpt und im Gegenzug

hydrostatisch iiber den dickeren Verbindungsschlauch wieder riickgefiihrt. Durch dieses
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Kreislaufsystem konnten in beiden Behdltnissen konstante Flissigkeitsspiegel
aufrechterhalten werden. Nach Fiillen des Systems mit 1,7 1 Fliissigkeit befanden sich
somit im Inkubationsbehdltnis - vergleichbar zu Gc - dauerhaft ca. 0,51 Losung. Die
restlichen 1,21 befanden sich im Pumpenreservoir und den beiden Schlauchen. Zur
Ermoéglichung des zirkularen Flusses, platzierten wir die beiden Schlauche an
definierten Punkten des Inkubationsbehaltnisses: Der Pumpenschlauch wurde seitlich
in das Inkubationsbehaltnis eingefiihrt und dort zirkuldr an den Rand gelegt. Nach
Aktivieren der Pumpe wurde dadurch die zirkulare Flussigkeitsbewegung erreicht. Der
dickere Verbindungsschlauch gelangte durch eine zentrale Offnung in das
Inkubationsbehdltnis (s. Abb. 4-2 E). Der um diesen Schlauch ausgeléste Sog
stabilisierte die Kreisbewegungen der AW. Um zu verhindern, dass sich die
Versuchsproben am Verbindungsschlauch festsaugten, bohrten wir kleine, zirkuldr
angeordnete Locher in das Ende des Schlauches (s. Abb. 4-2 C). Diese halfen, dort den
Sog zu reduzieren und ein Ansaugen der AW effektiv zu vermeiden. Pro Durchgang
wurden jeweils 3 AW behandelt. Die Beobachtung und Bestdtigung der Flussbewegung
konnte dank des durchsichtigen Inkubationsbehaltnisses visuell erfolgen. Um wahrend
der Hauptphase der DZ Prozedur wie in Gc eine Versuchstemperatur von 37 °C zu
erreichen, platzierten wir das Inkubationsbehaltnis in einem Thermostat-kontrollierten
Wasserbad (Julabo SW22). Mit Abschluss der SD-SDS Behandlung wurde die
Heizfunktion deaktiviert, sodass die finale Waschphase bei Raumtemperatur ablaufen
konnte (s. Abb. 4-2).

Alle 24 AW aus G1 wurden mithilfe dieses Aufbaus fiir 4 h oder 8 h behandelt.
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Abbildung 4-2: Versuchsaufbau Gi (A, Schematische Darstellung; B, Praktische Umsetzung): Die
AW (A, rot dargestellt) befanden sich in einem Plastikbehiltnis, welches iiber einen Schlauch (C)
mit einem Reservoir (B, weifder Stern) verbunden war. In diesem befand sich eine Pumpe (D),
welche iiber einen Schlauch kontinuierlich DZ- oder Waschlésung in das Inkubationsbehiltnis
pumpte. Riickgefiihrt wurde die Losung hydrostatisch iiber den Verbindungsschlauch (C). Durch
randstandiges Einfithren des Pumpen- (E, 2) und zentrales Einfithren des Verbindungsschlauches
(E, 1) wurde im Inkubationsbehiltnis eine zirkuldre Flussbhewegung erzeugt. Zur
Aufrechterhaltung konstanter Temperaturverhiltnisse befand sich das Inkubationsbehiltnis in
einem Thermostat-kontrollierten Wasserbad. Maf3stabsbalken: 1cm.

4.2.4 Flussdezellularisation und Ultraschallbehandlung

Um die Effekte additiver Ultraschallbehandlung zu analysieren, wurden 24 AW als
Gruppe 2 (Gz) mithilfe eines modifizierten Versuchsaufbaus aus Gi behandelt. Dazu
platzierten wir das Inkubationsbehaltnis der AW in einem mit destilliertem Wasser
gefiillten Ultraschallbad (Ultrasonic Cleaner USC600T, 120W, 45kHz, VWR
International GmbH, Darmstadt, GER). Das Wasser diente der Ubertragung der
Ultraschallwellen auf das Inkubationsbehaltnis und die darin befindlichen AW. Da die
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kontinuierliche Energieabgabe des Ultraschallbades zu einer Erwarmung des
destillierten Wassers und damit des Inkubationsbehéltnisses fiihrte, musste das System
kontinuierlich gekiihlt werden. Dazu stellten wir das Pumpenreservoir in ein mit
Eiswasser gefiilltes Becken. Der dortige Eisbestand wurde alle 15 min nach Messung der
aktuellen Temperatur im Pumpenreservoir je nach Bedarf aufgestockt oder reduziert.
Mithilfe dieser Kiihlmethode sollte wahrend der DZ Prozedur eine konstante
Temperatur von 37 °C aufrechterhalten werden (s. Anhang Temperaturmesswerte
G2). Die abschliefiende Waschphase mit NaCl sollte wiederum bei Raumtemperatur
stattfinden. Da hierbei die Waschlosung kontinuierlich ausgetauscht wurde (s.4.2.6
Inkubationsprotokolle), fithrte die Energie des US-Bads nur mehr zu vernachlassigbar
geringen Anderungen der Temperatur. Somit konnte wihrend dieser letzten Phase auf
die Kiihlung des Systems verzichtet werden (s. Abb. 4-3).

Alle 24 AW aus G2 wurden mithilfe dieses Versuchsaufbaus behandelt und waren hierbei

wahrend der gesamten Prozedur Flussbewegung und Ultraschallbehandlung ausgesetzt.

Abbildung 4-3: Versuchsaufbau Gz: (A, Schematische Darstellung; B, Praktische Umsetzung): Die
AW (A, rot dargestellt) befanden sich einem Plastikbehiltnis. Dieses war gemaf des Prinzips aus
G1 (s. Abb. 4-2) mit dem Pumpenreservoir verbunden, sodass die AW einer zirkulidren
Flussbewegung ausgesetzt waren. Das Inkubationsbehiltnis befand sich in einem mit
destilliertem Wasser gefiillten Ultraschallbad und wurde durch einen Beschwerungsring (B, roter
Ring) stabilisiert. Die Ultraschallwellen wurden durch das Wasser auf das Inkubationsbehiltnis
ilbertragen. Aufgrund der stetigen Erwdrmung durch die Ultraschallwellen befand sich das
Pumpenreservoir in einem mit Eiswasser gefiillten Becken (B, weifer Stern). Der dortige
Eisbestand wurde wihrend der DZ zur Aufrechterhaltung von konstanten 37 °C je nach aktuell
gemessener Temperatur angepasst.
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4.2.5 Inkubationsprotokolle

Die 72 AW aus G¢, G1 und G2 wurden fiir 4 h oder 8 h mit SD-SDS behandelt. Die
Inkubation mit der DZ Loésung fand entweder kontinuierlich oder in repetitiven
Behandlungszyklen statt. Ein Zyklus bestand dabei aus je 2 h Inkubationszeit mit SD-SDS
und 30 min Waschen mit NaCl. Dabei entfiel nach dem jeweils letzten SD-SDS Zyklus der
30-mintitige Waschschritt. Somit wurden die AW wahrend 4 h zyklischer DZ einmal und
wahrend 8 h zyklischer DZ dreimal intermittierend mit NaCl gewaschen. Zu Beginn
eines jeden neuen Inkubationszyklus wurden die Systeme komplett geleert und mit
frischem SD-SDS beziehungsweise mit NaCl gefiillt. Sowohl die Inkubation mit SD-SDS,
als auch die intermittierenden Waschschritte fanden bei 37 °C statt. Nach Abschluss der
chemischen Behandlung wurden alle AW griindlich mit NaCl gespiilt. Dazu wurden die
AW in den jeweiligen Versuchsaufbauten belassen und bei Raumtemperatur fiir
10 x 15 min mit NaCl gewaschen. Dabei sduberten wir zu Beginn der Waschphase die
Systeme aller drei Gruppen und fiillten diese mit NaCl auf. Anschlieféend tauschten wir
in Gc alle 15 min die komplette NaCl Menge aus, sodass bei jeweils 0,51 insgesamt 5 1
NaCl fiir den Waschvorgang verwendet wurden. Da im Gegensatz zu Gc stindige
Unterbrechungen der Prozeduren bei Gi und Gz nicht mit dem Zeitplan der DZ
Protokolle zu vereinbaren gewesen waren, wurde fiir diese Gruppen ein anderes
Verfahren angewandt. Dieses sah kontinuierliches Abschopfen von NaCl aus dem
Pumpenreservoir vor, welches im Gegenzug mit frischer NaCl Losung wiederaufgefiillt
wurde. Um vergleichbare Verhaltnisse zu Gc zu schaffen, wurde darauf geachtet, auch in
G1 und Gz zehn Mal die komplette Menge an NaCl zu ersetzen, was einer Gesamtmenge
von 171 entsprach. Insgesamt wurden je Inkubationszeit (4 h bzw. 8 h) und -schema
(kontinuierlich oder zyklisch) 6 AW pro Gruppe behandelt. Auch wéahrend der
Waschprozeduren waren die AW den jeweils zu untersuchenden physikalischen
Faktoren ihrer Gruppe ausgesetzt. So wurden die AW je nach Gruppenzugehorigkeit
wahrend der gesamten Prozedur kontinuierlich geschiittelt (Gc) oder im
Fliissigkeitsstrom bewegt (G1, G2) und mit Ultraschall behandelt (Gz2). Die angegebenen
Inkubationszeiten (4 h bzw. 8 h) bezogen sich jeweils auf die Dauer der SD-SDS
Behandlung. Die intermittierenden und finalen Waschschritte wurden hier nicht
beriicksichtigt. Somit war die Gesamtdauer der Prozeduren, inklusive der Waschphasen,

langer als 4 h bzw. 8 h (s. Tab. 4-1).
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Tabelle 4-1: Inkubationsprotokolle G, G1 und G2.

Gruppe Gc G1 G2
Schiittel- Fluss +
Methode Inkubator Fluss Ultraschall
Anzahl (n) n=24 n=24 n=24
(6 je Inkubation) | (6 je Inkubation) | (6 je Inkubation)
4h 4h SD-SDS
4h zyklisch 1x (2h SD-SDS - 30min NaCl) - 2h SD-SDS
Inkubation
8h 8h SD-SDS
8h zyklisch 3x (2h SD-SDS - 30min NaCl) - 2h SD-SDS
Waschen 10 x 15min NaCl

4.2.6 Weiterentwicklung

Basierend auf den Ergebnissen des Gruppenvergleichs und der verschiedenen
Inkubationsdauern (4h vs. 8h) und -schemata (kontinuierlich vs. zyklisch),
entwickelten wir ein weiteres DZ Protokoll (Gruppe 3, Gs). Als Vergleichskollektiv
hierzu diente eine zweite Kontrollgruppe (Kontrollgruppe 24 h, Gc-24n).

Der Versuchsaufbau aus G3 basierte auf Modifikationen des Aufbaus aus G2 (s. Abb. 4-3
und 4-4 A). Dabei verwendeten wir eine leistungsfihigere Pumpe (Eden 155, 80 W, PfG
GmbH), welche fiir die Durchfiihrung der Versuche auf eine Forderleistung von 20 I/min
eingestellt worden war (s. Abb. 4-4 B). Gefordert wurden die hoheren Flussvolumina
durch einen Pumpenschlauch mit gréfierem Lumen (di = 11 mm). Neben dem Austausch
der Pumpe sah das Behandlungsprotokoll dariiber hinaus einen modifizierten Einsatz
der Ultraschallbehandlung vor. Hierbei wurden die AW im Gegensatz zu G2 nicht
kontinuierlich, sondern intermittierend beschallt. Als Folge des begrenzten
Ultraschalleinsatzes entfielen der Effekt der stetigen Losungserwarmung und damit die
Notwendigkeit der Eiswasserkiihlung aus Gz. Zur Aufrechterhaltung von konstanten DZ
Temperaturen platzierten wir das Pumpenreservoir im Thermostat-kontrollierten
Wasserbad. Nach Ende der SD-SDS Behandlung deaktivierten wir die Heizfunktion des
Bades, sodass die finale Waschphase bei Raumtemperatur ablaufen konnte. Neben
Modifikationen des Versuchsaufbaus wurden auch Inkubationsdauer und
Behandlungszyklen weiterentwickelt. Insgesamt behandelten wir 6 AW als Gs fiir 24 h
mit SD-SDS. Zusammengesetzt war die Zeitspanne aus einer 15-stiindigen SD-SDS

Inkubation zu Beginn und drei sich anschliefdenden Zyklen mit jeweils 1 h NaCl Waschen
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und 3 h SD-SDS Behandlung. Beschallt wurden die AW dabei nur fiir je 30 min zu Beginn
eines jeden neuen Abschnitts des Protokolls. So ergab sich insgesamt eine Zeit von 240
Minuten, in der die AW den zusatzlichen Effekten des Ultraschalls exponiert waren.
Nach Abschluss der SD-SDS Inkubation wurden die AW fiir 10 x 15 min mit NaCl gespiilt.
Dabei wurde die Waschlésung gemafd des fiir Gi und Gz beschriebenen Prinzips
kontinuierlich gewechselt (s. Tab. 4-2.).

Das Protokoll der fiir G3 gebildeten Vergleichsgruppe Ge-24h beinhaltete eine 24-stiindige
kontinuierliche SD-SDS Behandlung im Schiittel-Inkubator (s. Abb. 4-1). Die
Behandlung der 6 hierfir vorgesehenen AW erfolgte mit den Schiittelfrequenz-
(90 bpm) und Temperatureinstellungen (37 °C) aus Gc. Nach Abschluss der SD-SDS
Inkubation wurden die AW dieser Gruppe ebenfalls fiir 10 x 15 min mit NaCl gespiilt.
Dabei wurde die Spiillésung gemafd des Prinzips aus Gc alle 15 min gewechselt (s. Tab.

4-2).

Abbildung 4-4: Schematischer Versuchsaufbau Gs (A): Der Versuchsaufbau aus Gs entsprach einer
modifizierten Form des Aufbaus aus Gz. Dabei war die fiir G1 und Gz verwendete Pumpe (B, rechts
im Bild) durch ein leistungsfihigeres Modell (B, links im Bild) ersetzt worden. Mit der Pumpe
wurde auch ein neuer Pumpenschlauch verwendet. Die Verbindung zwischen dem
Inkubationsbehiltnis und dem Pumpenreservoir erfolgte wie fiir G1 und Gz beschrieben (s. Abb. 4-
2). Das Inkubationsbehiltnis befand sich wie bei Gz im Ultraschallbad. Das Pumpenreservoir
befand sich im Gegensatz zum Versuchsaufbau aus Gz nicht in einem Eisbecken, sondern in einem
Temperatur-geregelten Wasserbad. Mafdstabsbalken: 2cm.
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Tabelle 4-2: Inkubationsprotokolle G3 und Gc-24n.

Gruppe G3 Gc-24h
Methode Modifizierte Kombination Fluss + Ultraschall Schuttel-Inkubator
Anzahl (n) n=6 n==6

15 h SD-SDS - 3x (1h NaCl - 3h SD-SDS)

US je 30 min zu Beginn jedes Abschnitts 24 h SD-SDS

Inkubation

Waschen 10 x 15 min NacCl

4.3 Weiterverarbeitung der Proben

Nach Abschluss der DZ Prozeduren begannen die Vorbereitungen zur Herstellung von
Rasterelektronenmikroskopie (REM) Proben und Gewebeschnitten. Dazu wurden die
Gewebestiicke mit verschiedenen Fixierungslosungen inkubiert. Fiir die Vorbereitung
zur REM war es notig, die Aortenstiicke fiir mindestens 48 h bei 4 °C in Fix-II-Losung
(912 ml Ampuwa; Fresenius Kabi AG + 86,5 ml Glutaraldehydlosung 25 Gew.-%; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH + 1,5 ml HCL; Merck KGaA, Darmstadt, GER + 11,3 g Na-CaCO;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH) zu lagern. Zur Herstellung der Gewebeschnitte mussten
die AW in Formalinlosung 4,5 % (Roti®-Histofix 4,5%, Carl Roth GmbH + Co0.KG) fiir
mindestens drei Tage bei Raumtemperatur fixiert werden. Nach Ablauf der genannten

Mindestzeiten konnten die Gewebestiicke weiter verarbeitet und ausgewertet werden.
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5 AUSWERTUNG

5.1 Histologische Probenaufarbeitung

5.1.1 Probengewinnung

Von den in Formalinldsung fixierten Teilen der AW wurden Stiicke a 5 mm Hohe und
10 mm Lange ausgeschnitten. Die Stiicke, die einen kompletten Querschnitt durch die
AW darstellten, wurden anschlieflend in gefensterten Einbettkassetten aus Plastik (Lab
Logistics Group GmbH, Meckenhelm, GER) eingeschlossen. Daraufhin farbten wir die AW
fir 4 min in Hamalaun (Mayer’s Himalaunlésung 1:3 mit PBS verdiinnt, Merck KGaA)
und spiilten sie fiir 3 x 2 min in aqua destillata (AD; Ampuwa, Fresenius Kabi AG). Sinn
der Anfarbung mit Hamalaun war es, die Auf3engrenzen der Gewebestiicke farbig zu
markieren, um diese hinterher beim Anfertigen der Schnitte im Paraffinblock zu
erkennen. Die angefarbten AW durchliefen als nachstes eine maschinelle Alkoholreihe.
Diese bestand aus je einstliindigen Inkubationen mit zwei Mal Ethanol 70 Vol.-%, drei
Mal Ethanol 96 Vol.-% und drei Mal Ethanol 100 Vol.-%. Im Anschluss daran fanden
zwei ebenfalls einstiindige Behandlungen mit Xylol 100 % statt, bevor die Proben zwei
Mal fiir 120 min in Paraffin inkubiert wurden. Nach Abschluss des maschinellen
Prozesses bewahrten wir die Gewebestiicke in ihren Kassetten in einem Paraffinbad auf.
In diesem wurden die AW aus den Einbettkassetten entnommen und in senkrechter
Position in Formen fiir Paraffinblocke platziert. Nach Auffiillen der Formen mit Paraffin,
wurden die so angefertigten Paraffinblocke zur Aushartung auf Kalteplatten gelagert.

Anschlief3end konnte die Herstellung der Gewebeschnitte erfolgen (s. Abb. 5-1 A).

5.1.2 Paraffinschnitte

Mithilfe eines Schlittenmikrotoms (Schlittenmikrotom HM 400 R, Microm International
GmbH, Walldorf, GER) stellten wir aus den angerfertigten Blocken Paraffinschnitte her.
Dazu wurden die Paraffinblocke so weit angeschnitten, bis die AW in vollstindigem
transversalem Umfang in den Schnitten reprasentiert waren. Hierzu erwies sich die
vorherige Anfiarbung der Aufiengrenzen der AW mit Hamalaun als hilfreich. Die
gewahlte Dicke der Paraffinschnitte betrug 6 um. Die frischen Schnitte iiberfiihrten wir
vom Mikrotom in ein auf 48 °C temperiertes Streckbad (Paraffinstreckbad Typ 25900,
MEDAX GmbH & Co.KG, Neumiinster, GER). Anschliefend wurden die Schnitte auf
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Objekttrager (Thermo SCIENTIFIC Superfrost Ultra Plus®, Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig, GER) gezogen und iiber Nacht in einem Warmeschrank (Warmeschrank
WTC, Binder, Tuttlingen, GER) bei 40 °C getrocknet (s. Abb. 5-1 B). Danach konnten die

Schnitte bis zu ihrer Farbung bei Raumtemperatur in lichtgeschiitzten Boxen gelagert

werden.

Abbildung 5-1: Paraffinblock und Objekttriger: Die senkrecht ausgerichtete AW war blau-braun
im Paraffinblock zu erkennen (A). Je drei Paraffinschnitte fanden Platz auf einem Objekttrager.
Dieser war mit Gruppenzugehorigkeit, Inkubationszeit und -schema, Protokoll-interner AW
Nummer sowie Farbemethode beschriftet (B). Maf3stabsbalken: 1cm.

5.1.3 Entparaffinierung

Vor Durchfithrung der Farbungen mussten die Gewebeschnitte entparaffiniert werden.
Dafiir wurden die Objekttrager fiir 30 min bei 50 °C im Warmeschrank inkubiert und
anschlief3end einem chemischen Entparaffinierungsprozess zugefiihrt. Dieser bestand
aus einer Behandlung mit Losungsmitteln gefolgt von einer absteigenden Alkoholreihe
und abschlieflendem Spiilen. Fir die H&E und DAPI Fiarbung wurde dafir ein
identisches Entparaffinierungsprotokoll verwendet. Bei den MPC und Pikro-Siriusrot
(PSR) Farbungen wurden jeweils leicht abgewandelte, individuell vom Hersteller

empfohlene, Prozeduren angewandt (s. Tab. 5-1). Das Protokoll fiir H&E und DAPI
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Farbung enthielt zu Beginn fiir 2 x 15 min Inkubationen mit Roti-Histol (Roti-Histol, Carl
Roth GmbH + Co.KG). Daraufhin fanden fiir je 2 x 5 min Behandlungen mit Ethanol 100,
96 und 70 Vol.-% (Ethanol 100/96/70 Vol.-% vergallt, Apotheke Klinikum Grof3hadern)
statt. AbschliefSend wurden die Schnitte fiir je 2 x 3 min mit AD und PBS gespiilt. Die
herstellereigenen Protokolle (MORPHISTO® Evolutionsforschung und Anwendung
GmbH, Frankfurt am Main, GER) der MPC und PSR Farbungen unterschieden sich in
einigen Punkten: So fanden initial anstatt Roti-Histol zwei Xylol-Inkubation fiir je 5 min
Dauer bei MPC und fiir je 10 min Dauer bei PSR statt. Im Anschluss daran schlossen sich
bei MPC fiir je 2 min und bei PSR fiir je 4 min Inkubationen mit vergalltem Ethanol 96,
80, 70 und 60 Vol.-% an. Abschlief3end wurde einmalig mit AD fiir 2 min bei MPC und fiir
4 min bei PSR gespiilt. Nach Durchfiihrung der Entparaffinierungsprotokolle begannen

wir unmittelbar mit der Farbung der Paraffinschnitte.

Tabelle 5-1: Entparaffinierungsprotokolle fiir histologische und Fluoreszenzfirbungen.

H&E / DAPI MPC PSR
Schritt Dauer Schritt Dauer Dauer

Roti-Histol 2x 15 min Xylol 2 x 5 min 2x10 min
Ethanol 100 Vol.-% | 2 x5 min Ethanol 96 Vol.-% 1 X 2 min 1 x4 min
Ethanol 96 Vol.-% 2 x5 min Ethanol 80 Vol.-% 1 X 2 min 1 x4 min
Ethanol 70 Vol.-% 2 x5 min Ethanol 70 Vol.-% 1x 2 min 1 x4 min
AD 2 x 3 min Ethanol 60 Vol.-% 1 X 2 min 1 x4 min

PBS 2 x 3 min AD 1x 2 min 1 x4 min
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5.2 DAPI Fluoreszenz

5.2.1 Allgemeines

Fluoreszenz beschreibt das Phanomen spontaner Licht-Emission eines zuvor angeregten
Materials. Dieses Prinzip macht man sich in der mikroskopischen Darstellung
bestimmter Zellkomponenten zugute. Dabei verwendet man Fluoreszenzfarbstoffe,
welche alleine oder mit Hilfe bestimmter Antikorper an die gewiinschten Zellstrukturen
binden. Durch Anregung mit Licht definierter Wellenldnge konnen die Farbstoffe
selektiv aktiviert werden. Daraufhin emittieren diese wiederum Licht bestimmter
Wellenldnge, welches detektiert werden kann. Dabei gibt die Intensitit des Signals
Auskunft tiber die Menge der farbstoffbindenden Zellstrukturen. [139] Eine der am
haufigsten verwendeten Fluoreszenzfarbungen ist die DAPI Kernfarbung. Der hierzu
verwendete DAPI Farbstoff lagert sich an Adenin-Thymin reiche Regionen in der
kleinen Furche von doppelstrangiger DNA (dsDNA) an. Bei Bestrahlung mit
ultraviolettem Licht von ca. 340 nm Wellenldnge, fluoresziert der Farbstoff in blauer
Farbe. Das Emissionsmaximum liegt hierbei bei ca. 460 nm. Gemaf3 des Prinzips der
Fluoreszenzdetektion ist die Intensitdt des emittierten Lichts proportional zur Menge an
dsDNA. [140-142] Durch Auswertung der Lichtintensitit in den dezellularisierten AW

liefden sich somit Riickschliisse auf die verbleibende Menge an Kernen ziehen.

5.2.2 Farbeprotokoll

Nach der Entparaffinierung inkubierten wir die Gewebeschnitte fiir 2 min mit einer 1:1
Mischung aus Methanol (Methanol for analysis, Merck KGaA) und Aceton (Acetone for
analysis, Merck KGaA), um die Zellmembranen zu permeabilisieren. Anschlief3end
wurden die Schnitte fiir 2x 3 min in PBS gewaschen, bevor sie fiir 5 min mit DAPI
Losung (Sigma Aldrich Chemie GmbH, c=0,1pg/ml in PBS) inkubiert wurden.
Daraufhin spiilten wir die Schnitte fiir 5min in PBS und fiarbten fiir 2 min mit
Sudanschwarz 0,3 Vol.-% in Ethanol 70 Vol.-% (Sudanschwarz B fiir die Mikroskopie,
Carl Roth GmbH + Co0.KG) gegen, um die Hintergrundfluoreszenz zu minimieren.

Abschliefdend spiilten wir die Schnitte fiir 2 x 3 min mit AD (s. Tab. 5-2).
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Tabelle 5-2: Farbeprotokoll der DAPI Fiarbung

DAPI Farbeprotokoll
Entparaffinieren
Schritt Dauer

MetOH-Aceton (1:1) 1 x 2 min
PBS 2 X 3 min
DAPI, c¢=0,1 pg/ml 1 x 5 min
PBS 1 x 5 min
Sudanschwarz, ¢ = 0,3 Vol.-% 1x 2 min
AD 2 x 3 min

Mikroskopieren

5.2.3 Mikroskopie

Die Auswertung der DAPI Ergebnisse erfolgte mithilfe 50 x und 100 x vergrofderter
fluoreszenzmikroskopischer (AxioObserver Carl Zeiss AG, Oberkochen, GER)
Aufnahmen. Diese wurden fiir alle Proben unter konstanter Belichtungszeit (400 ms)
mit einer Anregungswellenlange von 340 nm und einer Emissionswellenldange von
461 nm angefertigt. Die Effektivitit der DZ quantifizierten wir anhand der
nichtfluoreszierenden Schichtdicken der AW. Die Ausdehnung dieser Schichten wurde
senkrecht von den Probenoberflachen ausgehend gemessen und als Eindringtiefe (EDT)
bezeichnet. Mithilfe einer Analysesoftware (AxioVision Rel. 4.8, Carl Zeiss AG)
bestimmten wir fiir jedes behandelte Gewebestlick drei reprasentative, maximale EDT
(s. Abb 5-2). Aus den je drei Werten wurde anschliefiend ein Mittelwert fiir die innere
(EDTi) und die aufiere (EDTa) Oberflache eines jeden Aortenstiicks bestimmt. Die DAPI
Farbung erlaubte somit die Quantifizierung der DZ Effektivitit der untersuchten

Faktoren.
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Abbildung 5-2: Reprisentative Darstellung der EDT Messung in DAPI Fluoreszenzaufnahmen.
Jeweils drei senkrecht zur Oberfliche stehende Distanzen wurden vermessen. Aus diesen wurde
anschlieflend der Mittelwert fiir die jeweilige Oberfliche der Versuchsprobe errechnet. Die
Abbildung zeigt die Vermessung der inneren Oberfliche der AW Nr. 5 aus Gc-24n.

5.3 Hamatoxylin-Eosin

5.3.1 Allgemeines

Die fiir die H&E Farbung verwendeten Farbstoffe Himalaun und Eosin binden an eine
Vielzahl verschiedener Gewebekomponenten. So lagert sich das basische und blaue
Hamalaun an allen basophilen Zellsubstanzen an. Besonders stark werden folglich saure
Kernstrukturen wie die DNA angefarbt. Das saure Eosin hingegen farbt alle azidophilen
Bestandteile des Gewebes an. Somit erscheinen Mitochondrien, Proteine des
Zytoplasmas und vor allem Kollagen rotlich. [143] Dem Farbeverhalten entsprechend
erlaubt die H&E Farbung Aussagen uber die Anwesenheit von Kern- und EZM
Strukturen. Dadurch ermoglichte die H&E Farbung neben der Bestatigung der DAPI

Ergebnisse einen ersten Eindruck tiber den Erhalt der Gewebestruktur.
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5.3.2 Farbeprotokoll und Mikroskopie

Nach der Entparaffinierung spiilten wir die Schnitte zunachst fiir 2 x 3 min mit AD. Im
Anschluss daran fand die fiinfminiitige Kernfirbung mittels Hdmalaun (Mayer’s
Hamalaunlésung, Merck KGaA), 1:3 mit PBS verdiinnt, statt. Gefolgt wurde diese von
einer einminttigen Inkubation mit Salzsdure Losung 0,1 Vol.-% (HCI, Merck KGaA) und
blduen in flieRendem Leitungswasser fiir 10 min. Anschlief}end wurde fiir 5 sek mit
Eosin (Eosin Y solution alcoholic, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) gegengefiarbt, bevor
wieder fiir 3 min mit Leitungswasser gewaschen wurde. Danach tauchten wir die
Objekttrager zur Differenzierung mehrfach in Ethanol 80 Vol.-% und inkubierten diese
fir 2 x 2 min mit Ethanol 100 Vol.-%. Abschlief}end wurden die Schnitte fiir 4 min in
Xylol (Xylol (Isomere), Carl Roth GmbH + Co0.KG) getaucht und fiir die dauerhafte
Lagerung vorbereitet (s. Tab. 5-3).

Die Aufnahme der H&E Bilder erfolgte mithilfe eines Lichtmikroskops (Leica DMR, Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar GER) und einer Bildsoftware (Ascent software

version 2.6, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) in 50 x und 100 x Vergrofderung.

Tabelle 5-3: Fiarbeprotokoll der H&E Fiarbung.

H&E Firbeprotokoll
Entparaffinieren
Schritt Dauer
AD 2 X 3 min
Hamalaunlésung (1:3 in PBS) 1 x 5 min
HCL Losung 0,1 Vol.-% 1x 1 min
Leitungswasser flieféend 1x 10 min
Eosin 1x 5 sek
Leitungswasser 1 x 3 min
Ethanol 80 Vol.-% mehrmals eintauchen
Ethanol 100 Vol.-% 2 X 2 min
Xylol 1 x4 min
Eindecken
Mikroskopieren

39




5.4 Movat Pentachrom

5.4.1 Allgemeines

Die MPC Farbung erlaubt die Darstellung samtlicher Bindegewebskomponenten in
einem Bild. Dabei werden Muskeln rot, Kollagen gelb und elastische Fasern rot gefarbt.
Weitere, nicht differenziert anfirbbare Bestandteile der EZM, stellen sich als
Grundsubstanz blau-griin dar. Knorpel- und Knochengewebe kénnen ebenso dargestellt
werden, hatten jedoch fiir die hier genannten Versuche keine Bedeutung. Zusatzlich zu
den Komponenten des Bindegewebes werden Zellkerne rot-schwarz angefarbt. [144]
Mithilfe der MPC Bindegewebsfarbung war es moglich, die komplette Matrixstruktur der
behandelten AW abzubilden und deren Erhalt oder Beschddigung im Vergleich mit

Nativproben zu beurteilen.

5.4.2 Farbeprotokoll und Mikroskopie

Gefarbt wurden die Proben gemafs des Farbeprotokolls und mit den Farbemitteln des
Herstellers (Morphisto Evolutionsforschung und Anwendung GmbH, Farbeprotokoll fiir
Movat Pentachrom). Nach Entparaffinierung farbten wir die Schnitte fir 12 min mit
Alcianblau 1 Vol.-%. Getrennt durch Spilschritte in fliefendem Leitungswasser fur
Smin und fir 10 min wurden die Schnitte fiir 60 min in alkalischem Alkohol
differenziert und anschlieféend fiir 10 min in Weigerts Eisenhdmatoxylin kerngefarbt.
Bevor die weiteren Farbeschritte stattfanden, fithrten wir einige vom Hersteller
empfohlene Sonderschritte durch. Diese waren ab Schnittdicken >4 um vorgesehen und
stellten sicher, dass die Qualitit der Farbung unabhingig von der Schnittdicke
gewahrleistet war. Hierzu wurden die Schnitte mit Eisen (III)-Chlorid-Losung (3 min)
und Natriumthiosulfat (1 min) behandelt. Vor, zwischen und nach diesen beiden
Inkubationen fanden je einminiitige Spiileinheiten in AD statt. Nach Absolvierung der
Sonderschritte wurde fiir 15 min in flieflendem Leitungswasser gespiilt. Anschlief3end
fanden Inkubationen mit Brilliant-Crocein-Saurefuchsin (10 min), Essigsaure 1 Vol.-%
(30 sek), Phosphorwolframsaure 5 Vol.-% (20 min) und erneut Essigsdure 1 Vol.-%
(2 min) statt. Danach wurden die Schnitte in Ethanol 99 Vol.-% entwassert (1+6 min)
und fiir 6 min in Safron du Gateis gefarbt. Den Abschluss des Protokolls bildeten
Inkubationen mit Ethanol 99 Vol.-% (2 x 2 min), Isopropanol (2 min) und Xylol (2 x
5 min) (s. Tab. 5-4).
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Die mikroskopische Auswertung erfolgte analog zur H&E Farbung mithilfe 50 x und

100 x vergroferter lichtmikroskopischer Aufnahmen.

Tabelle 5-4: Farbeprotokoll der MPC Fiarbung.

MPC Farbeprotokoll
Entparaffinieren
Schritt Dauer
Alcianblau 1 Vol.-% 1x 12 min
Leitungswasser fliefdend 1 x 5 min
Alkalischer Alkohol 1 x 60 min
Leitungswasser fliefdend 1x 10 min
Eisenhdamatoxylin 1 x 10 min
AD 1x 1 min
Eisen (III)-Chlorid-Lésung 1 x 3 min
AD 1x1 min
Natriumthiosulfat 1 x 1 min
AD 1x1 min
Leitungswasser flieféend 1x 15 min
Brilliant-Crocein-Saurefuchsin 1x 10 min
Essigsaure 1 Vol.-% 1x 30 sek
Phosphorwolframsaure 5 Vol.-% 1x 20 min
Essigsaure 1 Vol.-% 1 x 2 min
Ethanol 99 Vol.-% 1 x 1 min
Ethanol 99 Vol.-% 1 X 6 min
Safron du Gateis 1 x 6 min
Ethanol 99 Vol.-% 2 X 2 min
[sopropanol 1 x 2 min
Xylol 2 x5 min
Eindecken
Mikroskopieren
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5.5 Pikro-Siriusrot

5.5.1 Allgemeines

Die Kollagenfasern wurden zusatzlich zu MPC mittels PSR Farbungen dargestellt. Das
Besondere an dieser Farbemethode ist die Tatsache, dass die Schnitte sowohl im Licht-
als auch Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden koénnen. Im Lichtmikroskop
erscheint Kollagen rotlich, wahrend sich Muskelfasern und Zytoplasma gelblich
darstellen. Im Fluoreszenzmikroskop konnen durch Anregung mit Licht verschiedener
Wellenldngen Kollagen und autofluoreszierendes Material wie zellulare Komponenten
und elastische Fasern voneinander unterschieden werden. [145, 146] Die PSR
Farbemethode ermoglichte somit die Beurteilung der Kollagen- und Gesamtstruktur der

AW.

5.5.2 Farbeprotokoll und Mikroskopie

Auch fiir PSR verwendeten wir Anleitung und Losungen eines kommerziellen Farbekits
(Morphisto Evolutionsforschung und Anwendung GmbH, Farbeprotokoll fiir PSR fiir
Kollagen I und III). Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte mit Weigerts
Eisenhdmatoxylin fiir 8 min kerngefarbt. Anschlief}end fanden spiilen in AD (5 sek),
blauen in flieffendem Leitungswasser (10 min) und spiilen in AD (1 min) statt. Danach
farbten wir die Schnitte fiir 1 h mit dem Farbstoff Siriusrot und spiilten diese
anschlieflend in Essigsaure 30 Vol.-% fur je 2 x 1 min. Zum Abschluss des Protokolls
wurden die Schnitte mit Ethanol 96 Vol.-% (2 x 4 min), Isopropanol (4 min) und Xylol
(2 x 10 min) entwassert (s. Tab. 5-5).

Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte wie bereits flir die H&E und MPC
Farbungen  beschrieben in 50x und 100x  Vergroflerung. In  der
fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung der Schnitte wurde mit
Anregungswellenlangen von 558 nm  Kollagen rot (Rhodamin  Kanal,
Emissionswellenldnge 583 nm) und 470 nm autofluoreszierendes Material wie zellulare
Komponenten und elastische Fasern griin (Fluoreszein Kanal, Emissionswellenldnge
509 nm) dargestellt. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden ebenfalls in

50 x und 100 x Vergrofderung angefertigt.
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Tabelle 5-5: Farbeprotokoll der PSR Farbung.

PSR Farbeprotokoll
Entparaffinieren
Schritt Dauer
Eisenhdmatoxylin 1 x 8 min
AD 1x5sek
Leitungswasser flieféend 1x 10 min
AD 1x 1 min
Siriusrot 1x1h
Essigsaure 30 Vol.-% 2x 1 min
Ethanol 96 Vol.-% 2 X4 min
[sopropanol 1 x4 min
Xylol 2x10 min
Eindecken
Mikroskopieren

5.6 Probenlagerung

Die Lagerung der histologisch (H&E, MPC, PSR) gefarbten Paraffinschnitte erfolgte fiir
alle Proben gleich. Nach Abschluss des jeweiligen Farbeprotokolls wurden die
Objekttrager mittels Eindeckmedium (Leica CV MOUNT, Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Nussloch, GER) und Eindeckglasern (Thermo SCIENTIFIC, Gerhard Menzel
GmbH) konserviert. Die DAPI gefarbten Paraffinschnitte wurden aufgrund der
Photosensitivitit des Farbstoffes unmittelbar nach Durchfiihrung der Farbung

mikroskopiert und nicht fiir die langfristige Lagerung eingedeckt.
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5.7 Rasterelektronenmikroskopie

5.7.1 Allgemeines

Mithilfe der REM ist es moglich, hochauflésende Aufnahmen von Oberflachenstrukturen
anzufertigen. Dazu werden sogenannte Primarelektronen im Hochvakuum als
geblindelter Elektronenstrahl iiber das zu untersuchende Objekt gefiihrt. Dabei
erzeugen die Primarelektronen unter anderem Sekundarelektronen,
Ruckstreuelektronen sowie Rontgenstrahlen. Diese Wechselwirkungen zwischen
Primarelektronen und Objekt werden mithilfe verschiedener Detektoren erfasst und
ermoglichen in ihrer Gesamtheit die Errechnung der Oberflaichentopographie des
untersuchten  Objekts. [147, 148] Damit die Oberflichen der AW
rasterelektronenmikroskopisch untersucht werden konnten, mussten zundchst
bestimmte Vorbereitungsprozeduren durchgefiihrt werden. Hierzu wurden die
Gewebestiicke nach Abschluss der DZ zunichst fiir mindestens 48 h mit Fix-1I-L6sung
inkubiert (s. 4.3 Weiterverarbeitung der Proben). Dies diente der Sicherstellung einer
ausreichenden Stabilitat fiir die weiteren Bearbeitungsschritte. Im Rahmen dieser
wurden die Proben mithilfe einer Alkoholreihe entwéssert und anschlief3end Kritisch-
Punkt-getrocknet. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass die Proben keinerlei
Wasser mehr enthielten. Dies war essenziel, um unkontrollierte Verdampfungsvorgange
wahrend der REM Aufnahmen im Vakuum zu verhindern. Die vollstandig getrockneten
Proben konnten anschliefiend leitfahig und damit mikroskopierbar gemacht werden.
Fir den Vorgang des Trocknens wurde das Prinzip des Kritisch-Punkt-Trocknens
angewandt. Dieses sieht eine kontrollierte Trennung von Fliissigkeit und Feststoff vor,
ohne dabei den Proben Schaden zuzufiigen. Dazu wird die im Feststoff enthaltene
Fliissigkeit in einer Druckkammer sukzessive durch ein hierfiir vorgesehenes fliissiges
Medium ersetzt. Anschliefdend wird die Systemtemperatur auf einen Wert jenseits des
kritischen Punktes dieses Mediums erhoéht. Dadurch liegt das Medium, bei
entsprechendem Systemdruck, als sogenanntes Uberkritisches Fluid vor. In diesem
Zustand sind Fliissigkeits- und Gasform des Mediums nicht mehr unterscheidbar. Mit
Erreichen dieses Aggregatzustandes werden unkontrollierte Verdampfungs- oder
Verdunstungsprozesse, welche Schiden an den Proben verursachen koénnten,
verhindert. Im letzten Schritt wird, bei konstanter Temperatur, der Kammerdruck durch
Ablassen des Gases langsam auf Umgebungsdruck abgesenkt. Anschliefdend kénnen die

getrockneten Proben entnommen werden. [149]
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Nach Abschluss des Trocknens konnten die Proben mit leitfahigem Material beschichtet
werden. Dazu wurden die Proben im Vakuum mit Goldatomen bedampft. Mit
Herstellung der Leitfdhigkeit der Proben war die Vorbereitung zur REM abgeschlossen
und die Oberflaichen der AW konnten auf ultrastrukturelle Verdanderungen untersucht

werden.

5.7.2 Probenvorbereitung

Von den in Fix II Medium fixierten Aortenstiicken wurde je ein ca. 5x 5 mm grofdes
Stiick ausgeschnitten und so in einem Metallzylinder platziert, dass die luminale Flache
der AW nach oben zeigte. In dieser Ausrichtung verblieben die AW bis zum Abschluss
der Vorbereitungsprozesse. So konnten die beiden Oberflichen der AW vor

Durchfiihrung der REM Aufnahmen eindeutig identifiziert werden.

Alkoholreihe

Um die Proben von der Fix II Losung zu entwdssern, flihrten wir eine aufsteigende
Alkoholreihe durch. Diese beinhaltete je zehnminiitige Inkubationen mit Ethanol 30, 50,
70 und 2x96 Vol.-%, wobei sich die Proben im Metallzylinder zu jeder Zeit in
Immersion befanden. Dies wurde durch nicht vollstindiges Ablassen des Ethanols und
sofortiges Wiederauffiillen mit der hoher konzentrierten Losung realisiert. Nach
Abschluss der Alkoholreihe tberfiihrten wir den Metallzylinder unmittelbar in
unvergalltes Ethanol 99,9 Vol.-%, welches auf -20 °C vorgekiihlt war. Dieses wurde als

Basismedium fiir den Prozess des Kritisch-Punkt-Trocknens benétigt.

Kritisch-Punkt-Trocknen

Flir die Durchfiihrung des Kritisch-Punkt-Trocknens verwendeten wir CO2, dessen
kritischer Punkt bei 31 °C und ca. 74 bar liegt. Zu Beginn wurde der Metallzylinder in
eine mit Ethanol 99,9 Vol.-% gefiillte Druckkammer des Kritisch-Punkt-Trockners
(Critical point dryer CPD30, BalTec, Schalksmiihle, GER) gesetzt, welche anschliefsend
luftdicht verschlossen wurde. Nach Kiihlen des Systems auf eine Ausgangstemperatur
von 8 °C, ersetzten wir das Ethanol sukzessive und vollstiandig durch fliissiges CO2. Im
Anschluss daran wurden die Temperatur auf 42 °C und der Druck auf 80 bar angehoben.
Damit lagen Temperatur- und Druckwerte jenseits des kritischen Punktes von CO2. Nach

Erreichen der vorgegebenen Werte wurde das Gas iiber mindestens 30 min langsam
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abgelassen. Danach waren die Proben vollstindig getrocknet und konnten aus dem
Gerdt sowie aus dem Metallzylinder entnommen werden. Die getrockneten Proben
teilten wir in zwei Halften. Die Hélften wurden anschliefend je einmal mit der Innen-
und einmal mit der Aufienfliche der AW nach oben auf Probenteller geklebt. Somit

konnten Aufnahmen beider Oberflaichen der AW angefertigt werden.

Sputtern

Um die Oberflichen der AW leitfadhig zu machen, wurden diese zum Abschluss der
Vorbereitung mithilfe eines Sputtergerdts (Sputter Coater SCD 50, BalTec) mit
Goldatomen bedampft. Dazu erzeugten wir im Gerat zunidchst ein Vakuum von
mindestens 5 x 10-2 mbar, welches geringe Mengen an Argongas enthielt. Das Edelgas
wurde benotigt, um nach Anlegen der Spannung (570 V) Atome aus der Goldkathode
(28 mA) auszulosen. Der Gesamtprozess dauerte 180 sek, in welchen die Proben mit
einer ausreichend dicken Schicht Gold bedeckt wurden. Nach Abschluss des
Sputtervorgangs konnte das Gerat entliiftet und die leitfihigen Proben entnommen

werden.

5.7.3 Mikroskopie

Zur Durchfiihrung der REM Aufnahmen befestigten wir die vorbereiteten Probenteller
im Mikroskop (Zeiss EVO LS10, Carl Zeiss AG) und verschlossen das System luftdicht.
Dank des Entwasserns und Trocknens fiihrte das anschlief3ende Anlegen des Vakuums
zu keinerlei Phaseniibergangen von Fliissigkeit und damit zu keinerlei Schaden an den
Proben. Somit konnten beide Oberflaichen der AW untersucht und dabei reprasentative
Bereiche ausgewdhlt werden. Von diesen fertigten wir jeweils 100 x, 500 x, 1000 x,
2000 x und 5000 x Vergrofderungsaufnahmen an. Fiir den Vergleich der verschiedenen
Gruppen, Inkubationsschemata und -dauern sollten die Aufnahmen der luminalen
Oberflachen verwendet werden. Diese waren bei der initialen Materialbearbeitung nicht
prapariert worden. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass samtliche

Veranderungen zu nativen AW durch die DZ Prozeduren bedingt waren.
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5.8 Statistische Auswertung

Zur Uberpriifung, ob die in DAPI gemessenen EDT adiquat durch eine Normalverteilung
beschrieben wurden, wendeten wir den Anderson-Darling Test an. Mithilfe dieses Tests
war feststellbar, ob die Haufigkeitsverteilung der Daten der Stichproben von einer
Normalverteilung abwich. [150] Bei Verwendung von Mittelwerten wurden diese als
Mittelwert * Standardabweichung angegeben. Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen ermittelten wir mithilfe des ungepaarten t-Tests. Die errechneten Werte
bezeichneten wir als signifikant bei p<0,05, hoch signifikant bei p<0,01 und hdchst
signifikant bei p<0,001.
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6 ERGEBNISSE

6.1 pH-Messwerte

Die pH-Werte der DZ Losungen wurden in Gc, G1 und G2 stiindlich kontrolliert. Hierbei
zeigten sich in allen drei Gruppen, unabhingig von Inkubationszeit und -schema,
sinkende pH-Werte der DZ Losung (s. Tab. 6-1, Anhang pH-Messwerte). Die starksten
Abfille der pH-Werte waren gruppeniibergreifend nach 8h kontinuierlicher DZ
festzustellen (s. Tab. 6-1). Da von den jeweils sechs zu behandelnden AW nur drei pro
Durchgang dezellularisiert wurden, erstellten wir zwei Messreihen pro Gruppe. Die
Analyse der pH-Wert Veranderungen nach 8 h kontinuierlicher DZ zeigte, dass diese in
der ultraschallexponierten Gruppe (Gz) deutlicher ausgepragt waren als in der Schiittel-
(Gc) und Flussgruppe (G1). Dabei waren die Unterschiede zwischen den Gruppen nicht
signifikant. Vielmehr rangierten die pH-Wert Veranderungen (A pH) in allen drei
Gruppen in vergleichbaren Bereichen und beschrankten sich auf <2,3 % Differenz zum
Ausgangswert der DZ Losung (pH = 7,67). Im Hinblick auf die starkeren Abfalle der pH-
Werte in Gc verglichen mit G1 sei darauf hingewiesen, dass die Volumina an DZ Lésung in
G1und Gz (je 1,7 1) grofler waren als in Gc (0,5 1).

Die pH-Werte nach 4 h kontinuierlicher, 4 h zyklischer und 8 h zyklischer DZ zeigten
vergleichbare Ergebnisse. Auch hier waren die Veranderungen des pH-Wertes in G2
meist geringfligig starker ausgepragt als in Gc und Gi1. Gleichzeitig liefen sich ebenfalls

keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen erkennen.
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Tabelle 6-1: pH-Messwerte aus G¢, G1, Gz wiahrend und nach 8 h kontinuierlicher DZ. Da nur drei
AW pro Durchgang dezellularisiert wurden, waren zwei Messreihen pro Gruppe erstellt worden.

Gc G1
Zeit AW 1-3 AW 4-6 AW 1-3 AW 4-6 AW 1-3 AW 4-6
Oh pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67
1h pH=7,62 | pH=7,62 | pH=7,64 | pH=7,63 | pH=7,65 | pH=7,64
2h pH=761 | pH=7,59 | pH=7,61 | pH=7,61 | pH=7,65 | pH=7,62
3h pH=7,60 | pH=7,58 | pH=761 | pH=7,61 | pH=7,61 | pH=7,58
4h pH=759 | pH=757 | pH=7,60 | pH=7,61 | pH=7,59 | pH=7,54
5h pH=758 | pH=757 | pH=7,59 | pH=7,60 | pH=7,52 | pH=7,53
6h pH=757 | pH=754 | pH=7,58 | pH=7,60 | pH=7,50 | pH=7,52
7h pH=756 | pH=754 | pH=7,58 | pH=7,59 | pH=7,49 | pH=7,52
8h pH=755 | pH=754 | pH=757 | pH=7,59 | pH=7,49 | pH=7,50
(OA;’;Ih) 16% | -17% | -13% | -1,0% | 23% | -22%
6.2 DAPI Fluoreszenz

6.2.1 Nativproben

Um die EDT der DZ Losung beurteilen zu kénnen, wurden zunachst Aufnahmen der
Kernverteilung nativer AW beurteilt. Diese zeigten eine homogene Distribution blauer
punktférmiger Strukturen tber den gesamten Querschnitt der AW (s. Abb. 6-2
Nativprobe). Diese durch DAPI Bindung markierten Ansammlungen an dsDNA
entsprachen Zellkernen in den verschiedenen Schichten der AW. Die DAPI Aufnahmen
lieRen erkennen, dass unbehandelte AW auch in den Randbereichen zur inneren und
dufleren Oberflache eine grofle Anzahl an regelmafdig verteilten Kernen aufwiesen.
Diese native Kernverteilung der AW galt als Vergleichsmafdstab fiir die behandelten

Proben.

6.2.2 Behandelte Proben
Im Unterschied zu Nativproben wiesen behandelte Proben aller Gruppen und

Behandlungszeiten von den Oberflichen ausgehende nicht-fluoreszierende Areale auf.
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Die fehlenden DAPI Signale in diesen Bereichen zeigten die Abwesenheit grofderer
Akkumulationen an dsDNA an. Die Dicke dieser nicht-fluoreszierenden Schicht (=EDT)
entsprach den kernfreien Bereichen der AW und spiegelte den Grad der DZ bezogen auf
das Gesamtgewebe wider. Die EDT waren bei allen fiinf Gruppen (G, G1, G2, G3, Ge-24h)
und Inkubationsschemata mit einer Ausnahme (Gc: 4 h DZ) normalverteilt. Dabei waren
die EDTa der AW, abgesehen von 3 Proben (Gc: 4h AW Nr. 3 und Nr. 6; G1: 4h AW Nr. 5),
stets grofder als die EDTi (s. Tab. 6-2, Tab. 6-7; s. Anhang DAPI Ergebnisse). Im
Durchschnitt lag die EDTa um 61 * 22 % (p<0,05) hoher als die EDT;i (s. Tab. 6-3, Tab.
6-7). Im Vergleich der zu untersuchenden physikalischen Faktoren aus G¢, Gi1 und G2
zeigte die Auswertung nach 4 h kontinuierlicher Inkubation signifikant héhere EDTa in
G1 verglichen mit Gec (19 %, p<0,05; s. Abb. 6-3 A1 - B1, Tab. 6-4). Dariliber hinaus
offenbarte die Analyse nach dieser Behandlungsdauer signifikant hohere EDTa in G2
verglichen mit Gc (49 %, p<0,001; s. Abb. 6-3 A1 - C1, Tab. 6-4) und G1 (25 %, p<0,001;
s. Abb. 6-3 B1-C1). Im Vergleich von zyklischen und kontinuierlichen
Inkubationsschemata wiesen die zyklischen 4 h Protokolle in allen drei Gruppen héhere
EDTa auf als deren kontinuierliche Vergleichsschemata (Gc: +43 %, p<0,001; G1: +39 %,
p<0,001; G2: +17 %, p<0,01; s. Abb. 6-3 A1-C1 -> A2-C2, Tab. 6-5). Zusammenfassend
machte die Auswertung nach 4 h DZ deutlich, dass die Kombination aus flussabhéngiger
Bewegung, Ultraschall und zyklischem Inkubationsschema im Vergleich zu
kontinuierlicher Inkubation im Schiittel-Inkubator zum stirksten Anstieg der EDTa
gefiihrt hatte (74 %, p<0,001; s. Abb. 6-3 A1 - C2).

Auch die Auswertung nach 8 h DZ Zeit zeigte im Vergleich zu Gc signifikant hohere EDTa
in G1 (14 %, p<0,05; s. Abb. 6-3 A3 - B3, Tab. 6-4) und Gz (15 %, p<0,05; s. Abb. 6-3 A3
- C3, Tab. 6-4). Dariiber hinaus fiihrte auch bei den 8 h Protokollen der Einsatz
zyklischer Schemata zu signifikanten Anstiegen der EDTa von bis zu 21 % (p<0,05; s.
Abb. 6-3 A3-C3 - A4-C4, Tab. 6-5). Die Verdopplung der Inkubationszeit (4 h = 8 h)
resultierte in allen drei Gruppen in hochst signifikanten Anstiegen der EDTa sowohl bei
kontinuierlichem (Gc: 112 %, p<0,001; G1: 103 %, p<0,001; G2: 64 %, p<0,001) als auch
zyklischem (Ge: 80 %, p<0,001; Gi: 41 %, p<0,001; Gz: 62 %, p<0,001) DZ Schema (s.
Tab. 6-6). Folgend aus den bisher genannten Ergebnissen, wiesen Proben aus Go,
welche 8 h zyklisch behandelt wurden, die grofdten EDTa (600+41 pm; s. Abb. 6-1; Abb.
6-3 C4) der drei Gruppen auf (s. Anhang DAPI Ergebnisse).

Die Auswertung der EDT an den inneren Oberflachen bestitigte die eben aufgefiihrten

Untersuchungsresultate. So fiihrte auch hier die Kombination aus Fluss- und
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Ultraschallbehandlung (G2) zu groferen EDT: als isolierte Fluss- (Gi) und
Schiittelbewegung (Gc¢) (s. Tab. 6-4). Dariiber hinaus fiihrte die Verdopplung der
Behandlungszeit (4 h = 8h) ebenfalls zu deutlichen Anstiegen der EDTi sowohl bei
kontinuierlichen (Gc: 45 %, p<0,05; G1: 45 %, p=0,057; G2: 72 %, p<0,01) als auch bei
zyklischen (G 90 %, p<0,001; Gi: 107 %, p<0,001; G2z 58%, p<0,001)
Inkubationsschemata (s. Tab. 6-6). Folglich wiesen AW aus Gz, welche fiir 8 h zyklisch
dezellularisiert wurden, die grofdte EDTi (385 * 38 um) im Vergleich der drei Gruppen
auf (s. Abb. 6-1; Anhang DAPI Ergebnisse).

Die Proben der weiterentwickelten DZ Prozeduren aus Gz mit langeren
Inkubationszeiten (24 h), leistungsfahigerer Pumpe, adaptierten Behandlungszyklen
und intermittierendem Einsatz von Ultraschall, zeigten nochmals deutliche, hochst
signifikante Anstiege der EDT (s. Abb. 6-4). Dabei wurde maximal eine EDTa von
833 =76 pm und eine EDTi von 560 = 28 pm erreicht. Dies entsprach, im Vergleich zu
den 8 h zyklisch behandelten AW aus Gz, einer Steigerung der EDTa um 39 % (p<0,001)
und der EDTi um 46 % (p<0,001). Auch im Vergleich mit der 24 h Kontrollgruppe Gc-24h
zeigte Gs signifikant hohere EDT (EDTa: +31 %, p<0,001; EDTi: +23 %, p<0,001) (s. Abb.
6-1; Tab. 6-7; Anhang DAPI Ergebnisse).

Trotz steigender EDT durch den Einsatz physikalischer (Flussbewegung, Ultraschall)
und prozeduraler (langere und zyklische DZ Protokolle) DZ Methoden, zeigten die DAPI
Farbungen verbleibende Kerne in allen behandelten Proben. So wurden auch nach 24 h
zyklischer Behandlung in den AW aus G3 noch deutlich Kerne angefarbt (s. Abb. 6-4). Im
Ubergangsbereich von kernfreier zu kernhaltiger Zone waren die Kerne in ihrer
Signalstarke abgeschwacht, was auf geringere Mengen an residualer dsDNA in diesen

Bereichen hinwies.
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Tabelle 6-2: DAPI MW der EDT [pm] an den dufderen (EDTa) und inneren (EDTi) Oberflachen der
AW aus G, G1, Gz.

MW der EDTa [um]
4h 4 h Zyklus 8h 8 h Zyklus
Gc 213,1+ 24,1 304,7 + 18,1 452,6 + 58,3 547,6 +91,9
G1 253,2+£28,1 351,0 £ 33,4 514,3 £28,2 493,7 43,8
G2 317,1+17,4 370,3+32,8 519,6 + 27,7 600,4 + 41,2
MW der EDT;i [um]
4h 4 h Zyklus 8h 8 h Zyklus
Ge 159,3 £ 33,2 180,0 £ 21,4 231,3+67,2 341,8 £ 43,2
G1 186,9 + 15,4 179,1+35,1 270,6 + 106,6 370,6 + 14,8
G2 178,6 + 60,8 244,1 £ 22,6 307,6 £ 82,9 384,5 £ 38,1

Tabelle 6-3: Differenz der MW der EDT an den dufleren (EDT.) und korrespondierenden inneren
(EDTi) Oberflachen der AW aus G, Gi, Gz. Signifikanzlevels: * = p<0,05 (signifikant); ** = p<0,01

(hoch signifikant); *** = p<0,001 (hdchst signifikant).

Differenz MW EDTa - EDTi [%]

4h 4 h Zyklus 8h 8h Zyklus
Gc +33,8 %** +69,3 %*** +95,7 Op*** +60,2 %***
G1 +35,5 Qp*** +96,0 %*** +90,0 %o*** +33,2 9p*H*
G2 +77,5 %*** +51,7 %*** +68,9 %p*** +56,2 %***

Tabelle 6-4: Zuwachsraten der MW der EDT an den &Auferen (EDTa) und inneren (EDT;)
Oberflichen durch Einsatz der Protokolle aus Gi1 und Gz im Vergleich zu G.. Signifikanzlevels:
* = p<0,05 (signifikant); ** = p<0,01 (hoch signifikant); *** = p<0,001 (hochst signifikant).

Zuwachsraten der EDT aus G1 und G2z zu Gc [%]

4h 8h
EDTa EDTi EDTa EDTi
Gec= G1 +18,8 %* +17,4 % +13,6 %* +17,0 %
Gc2 G2 +48,8 0p*** +12,1% +14,8 %* +33,0 %
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Tabelle 6-5: Zuwachsraten der MW der EDT an den &duferen (EDTa) und inneren (EDT;)
Oberflichen durch Einsatz zyklischer Inkubationsprotokolle. Signifikanzlevels: * =p<0,05
(signifikant); ** = p<0,01 (hoch signifikant); *** = p<0,001 (hoéchst signifikant).

Zuwachsraten durch Einsatz zyklische Protokolle [%]

4 h - 4h zyklisch 8 h - 8h zyklisch
EDTa EDTi EDTa EDTi
Gc +43,0 %*** +13,0 % +21,0 %* +47,8 %**
G1 +38,6 %o*** -4,2% -4,0% +37,0 %*
G2 +16,8 %** +36,7 %* +15,6 %** +25,0 %*

Tabelle 6-6: Zuwachsraten der MW der EDT an den &dufieren (EDTa) und inneren (EDT;)
Oberflichen von 4h zu 8h Inkubationsdauer. Signifikanzlevels: *=p<0,05 (signifikant);
** = p<0,01 (hoch signifikant); *** = p<0,001 (hochst signifikant).

Zuwachsraten durch Verdopplung der SD-SDS Inkubationsdauer [%]

4h - 8h 4 h zyklisch = 8h zyKklisch
EDTa EDTi EDTa EDTi
Ge +112,4 %*** +45,2 %* +79,7 %p*** +90,0 %***
G1 +103,1 %o*** +44,7 % +40,7 Y*** +107,0 %***
G2 +63,8 %*** +72,2 %** +62,2 Yp*** +57,5 Qp***

Tabelle 6-7: DAPI EDT [pm] an den duf3eren (EDTa) und inneren (EDTi) Oberflachen der AW aus G3
im Vergleich zu Gz und Gc24n. Signifikanzlevels: * =p<0,05 (signifikant); ** =p<0,01 (hoch
signifikant); *** = p<0,001 (hdchst signifikant).

G3 = 24h zyklisch Gc-24h = 24h
MW EDTa [pm] MW EDTi [um] MW EDTa [pm] MW EDTi [um]
832,6 £ 75,8 559,7 + 28,2 638,1+ 61,6 456,7 + 30,8
Differenz MW EDTa und MW EDTi [%)]
+48,8 %p*** +39,7 %p***

Unterschied MW Gz vs. MW Gz 8h zyKklisch [%]

EDTa: +38,7 %***
EDTi: +45,6 %***

Unterschied MW G3 vs. MW Gc-24n [%]

EDTa: +30,5 %***
EDTi: +22,6 %***
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Abbildung 6-1: DAPI EDT der inneren (EDTi) und dufderen (EDTa) Oberflichen aus G, Gi, Gz und Gs.
Die Gruppen sind auf der x-Achse, die EDT jeweils auf der y-Achse der beiden Diagramme
aufgetragen. Alle normal verteilten Gruppen werden als Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt. Signifikanzlevels: * = p<0,05 (signifikant); ** = p<0,01 (hoch signifikant); *** = p<0,001
(héchst signifikant). A = nicht normal verteilt. In allen Gruppen waren die EDTa héher als die EDT:.
Dariiber hinaus ist erkennbar, dass zunehmende DZ Dauer, zyklische Inkubationsschemata sowie
die Protokolle aus Gi1, Gz und Gs zu steigenden EDT fiihrten.
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6.3 Hamatoxylin-Eosin

6.3.1 Nativproben

Konsistent mit den DAPI Bildern offenbarten auch die H&E gefarbten, histologischen
Schnitte Kerne in allen Schichten der nativen AW. Dabei waren die Kerne auch in den
oberflichennahen Randschichten zu erkennen und stellten sich als dunkelblaue,
rundliche und langliche Strukturen dar. Die EZM stellte sich aufgrund der Azidophilie
ihrer Komponenten rosa bis rotlich dar. Es zeigte sich eine homogene
Hintergrundfarbung, welche durch die Anfarbung verschiedener, nicht differenzierbarer
Matrixkomponenten zustande kam. Zusatzlich zu dieser Hintergrundfirbung waren
Strukturen erkennbar, welche als glatte Muskulatur und Bindegewebsfasern
eingeordnet wurden. Die ldnglichen Zellkerne und die umgebenden azidophil gefarbten
Bereiche, wurden den Kernen und dem Zytoplasma glatter Muskulatur zugeordnet. Als
Bindegewebsfasern wurden unter anderem die Strukturen mit wellenformigem Verlauf
gedeutet. Obwohl die EZM Bestandteile aufgrund ihrer Azidophilie nicht differenziert
beurteilt werden konnten, war dennoch die geordnete Komposition der EZM erkennbar.
Dabei lief3en sich aufgrund der Anordnung der Matrixstrukturen die Schichten der AW
voneinander abgrenzen. Wahrend in Tunica Intima und Tunica Adventitia vor allem
Faserstrukturen dominierten, zeigten sich in der Tunica Media grofdere Ansammlungen
langsovaler Kerne, welche als Erkennungsmerkmal glatter Muskulatur galten. Die
Oberflaichen der nativen AW zeigten intakte Faserstrukturen und erschienen
insbesondere an der luminalen Seite glatt. An der daufderen Oberflaiche waren einige in
ihrer Struktur angegriffene Faserstrukturen zu erkennen.

Die native AW, mitsamt ihrer regelmifiigen Kernverteilung und der geordneten
Schichtung, diente als Ausgangs- und Vergleichsstatus fiir alle behandelten Proben (s.

Abb. 6-2).
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Abbildung 6-2: DAPI und H&E Fiarbung: Nativproben. Die Abbildungen bestehen jeweils aus 3
Einzelbildern von innerer, zentraler und dufderer Region der AW. Die Nativproben zeigten in DAPI
eine homogene Kernverteilung iiber den gesamten Querschnitt der AW. H&E Aufnahmen der
Nativprobe bestitigten die Kernverteilung und stellten die dichte Struktur der AW mit ihren
verschiedenen Schichten dar. Mafdstabsbalken: 400 pm.

6.3.2 Behandelte Proben

Die Auswertung der behandelten Proben ergab keine prozessbedingten Schiaden an der
mikroskopischen Struktur der AW. Die dezellularisierten AW wiesen allesamt den
geschichteten Wandaufbau mitsamt intakt erscheinender EZM Strukturen auf. Somit
konnte hierbei kein Unterschied zu den Nativproben festgestellt werden. Erkennbar war
jedoch eine Aufhellung in den Randarealen der behandelten Proben. Diese Aufhellung
entsprach in ihrem Ausmaf$ den kernfreien, dezellularisierten Arealen (s. Abb. 6-3 A1l -
C4). Die Auspragung der kernfreien Zonen (=EDT) diente als Bestatigung der DAPI
Ergebnisse. Dabei zeigten analog zur DAPI Auswertung AW aus G2 (s. Abb. 6-3 C1 - C4)
grofiere kernfreie Bereiche als nicht ultraschallbehandelte Proben aus Gi (s. Abb. 6-3
B1 - B4) und konventionell geschiittelte AW aus Gc (s. Abb. 6-3 A1 - A4). Dartiber
hinaus stellten sich erneut die Zugewinne an EDT durch zyklische Inkubationsschemata
dar. Auch die Zeitabhdngigkeit der EDT in Form anwachsender kernfreier Areale mit
zunehmender DZ Dauer konnte bestatigt werden.

Zusammenfassend zeigte die H&E analog zur DAPI Farbung, dass die Kombination aus
Flussbewegung, Ultraschall und zyklischen Inkubationsschemata zu den gréfiten EDT
gefiihrt hatte. Bei zusatzlicher Berticksichtigung des Faktors Inkubationszeit, wiesen

dementsprechend AW aus Gs die grofditen EDT aller Gruppen auf (s. Abb. 6-4). In
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Ubereinstimmung mit den DAPI Aufnahmen zeigten sich auch in den H&E gefirbten

Schnitten verbleibende Kerne in den mittigen Bereichen der AW aller fiinf Gruppen.

Abbildung 6-3: DAPI und H&E Firbung: A= G, B =G1, C =Gz; 1=4h kontinuierliche DZ, 2 = 4h
zyklische DZ, 3 = 8h kontinuierliche DZ, 4 = 8h zyklische DZ. Es werden jeweils Aufnahmen der
Innen- und Aufdenseite (durch weifde Linie getrennt) dargestellt.

Alle EDTi (linke Seite) und EDTa (rechte Seite) sind durch gelbe (DAPI) und schwarze (H&E) Linien
markiert. Alle behandelten AW zeigten in DAPI und H&E hoéhere EDTa als EDTi Lingere
Inkubationszeiten fiihrten in allen Gruppen (Gc, G1 und Gz) zu héheren EDT (A1-C1 - A3-C3).
ZyKklische Schemata resultierten in hoheren EDT (A1-C1 > A2-C2; A3-C3 = A4-C4) mit zwei
Ausnahmen (EDT: B2; EDTa B4). Flussbewegung und Ultraschallbehandlung fithrten sowohl an
aufderer als auch innerer Oberfliche zu hoheren EDT (A1-4 2 B1-4 > C1-4). In keiner der Gruppen
waren in den H&E Schnitten Schiaden an der Struktur der AW erkennbar. Mafdstabsbalken:
400 pm.
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Abbildung 6-4: DAPI und H&E Firbung: AW aus Gs. Es werden jeweils Aufnahmen der Innen- und
Aufienseite (durch weifde Linie getrennt) dargestellt.

Die EDTi (linke Seite) und EDTa (rechte Seite) sind durch gelbe (DAPI) und schwarze (H&E) Linien
markiert. AW aus Gs zeigten die hochsten EDT. und EDT; aller Gruppen. In den zentralen Regionen
der AW sind nach 24 h DZ noch deutlich Kerne erkennbar. In den H&E gefarbten Schnitten waren
keine Schiden an der Struktur der AW ersichtlich. Maf3stabsbalken: 400 pm.

6.4 Movat Pentachrom

6.4.1 Nativproben

MPC gefarbte Schnitte dienten zur Beurteilung der EZM Struktur der AW. Aufnahmen
der unbehandelten Proben zeigten den nativen Aufbau der Aorta, bestehend aus Tunica
Intima, Tunica Media und Tunica Adventitia (s. Abb. 6-5). Die Tunica Intima
prasentierte sich mit einer glatt begrenzten, intakten inneren Oberflache, welche sich
vor allem aus endothelialen Zellen und Bindegewebe zusammensetzte. Die Kerne (rot-
schwarz gefarbt in MPC) der endothelialen Zellen waren als rundliche bis langliche
Strukturen, eingebettet in Kollagen (gelb gefarbt in MPC) und Grundsubstanz (blau-griin
gefarbt in MPC) zu erkennen. Den Hauptteil der AW bildete die sich an die Tunica Intima
anschliefSende Tunica Media. Die dominierenden Komponenten dieser Schicht waren
elastische (rot gefarbt in MPC) und kollagene Fasern, welche von Grundsubstanz
ummantelt waren. Der grofde Anteil an elastischen Fasern verdeutlichte die
Zugehorigkeit der Aorta zu Arterien vom elastischen Typ. Den nach aufden gerichteten
Abschluss der AW bildete die Tunica Adventitia. Diese bestand hauptsachlich aus

kollagenen Fasern und Grundsubstanz sowie den Kernen der Bindegewebszellen. Die
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Fasern der dufderen Oberflache erschienen an manchen Stellen in ihrer Struktur
angegriffen. Dadurch wirkte die &aufdere weniger glatt berandet als die innere
Oberflache. Neben der Darstellung der EZM Komposition der AW zeigte die MPC
Farbung auch die Verteilung der Kernstrukturen an. Analog zu DAPI und H&E waren
hier rot-schwarze Kernstrukturen in allen Schichten der Nativproben zu erkennen (s.

Abb. 6-5).

Wiy

Abbildung 6-5: Movat Pentachrom Firbung: Nativproben. Die Abbildung besteht aus 3
Einzelbildern von innerer, zentraler und duf3erer Region der AW.

Die linke Bildhalfte entspricht jeweils der luminalen, die rechte der dufleren Oberfliche der AW.
Native AW zeigten die Schichtung der AW in Tunica Intima, Media und Adventitia (durch schwarze
Linien markiert) sowie intakte zellulire und extrazellulire Komponenten. Mafdstabsbalken:
500 pm.

6.4.2 Behandelte Proben

Mithilfe der Untersuchung der behandelten Proben sollten prozessbedingte Schiden an
der Struktur der AW erkannt beziehungsweise ausgeschlossen werden. Die Auswertung
aller behandelter Proben belegte, dass die Schichtung der AW in ihre drei Tunicae auch
nach den DZ Prozessen erhalten geblieben war. Es zeigte sich, dass sowohl die
kollagenen und elastischen Fasern, als auch die Grundsubstanz in allen Gruppen
erhalten werden konnten. Da ldngere DZ Zeiten als Risikofaktor fiir Schaden an der EZM
gelten, waren Veranderungen an den AW aus G¢, G1 und Gz am ehesten nach 8 h DZ
aufgetreten. Bei diesen konnten keinerlei mikroskopisch erkennbare Schiaden an der
Struktur der AW festgestellt werden (s. Abb. 6-6). Die Proben dieser DZ Zeiten wiesen
genauso wie alle kiirzer behandelten Proben eine glatte innere Oberflache mit darunter
liegender Kollagenschicht und Grundsubstanz auf. Die grofie Menge an
Bindegewebsfasern und Grundsubstanz im mittleren Bereich der AW konnten ebenso

erhalten werden wie die starken Kollagenbiindel im dufderen Bereich der AW. Der einzig
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erkennbare EZM Unterschied zu den Nativproben war eine leichte Aufhellung und damit
visuell erkennbare Auflockerung der dufleren Schichten der AW. Diese Aufhellung
konnte in allen behandelten Proben beobachtet werden und stellte dabei ein DZ-tiefen-
und damit auch zeitabhiangiges Phdnomen dar. So nahm das Ausmaf} der Auflockerung
mit zunehmender Inkubationsdauer und EDT zu und wies demnach in G¢, G1 und Gz nach
8 h zyklischer Behandlungsdauer die grofdte Ausdehnung auf (s. Abb. 6-6 A2, B2, C2).
Auch die 24 h behandelten Proben aus Gs prasentierten allesamt die strukturelle
Gliederung der nativen AW sowie intakte Oberflichen. Ebenso erschienen die
Bindegewebsfasern, die verschiedenen Bestandteile der Grundsubstanz und die
zellulairen Elemente weiterhin unbeschadigt. Das zeitabhangige Phdnomen der
Auflockerung der dufderen Schichten nahm in den 24 h Gruppen sein gréfdtes Ausmafd an
(s. Abb. 6-7).

Zusammenfassend zeigte die MPC Farbung den Erhalt der Bindegewebsfasern sowie der
Komponenten der Grundsubstanz. Dariiber hinaus konnte die Intaktheit der glatten
inneren Oberflache fiir alle AW bewiesen werden. Somit waren keinerlei mikroskopisch
sichtbare Verdnderungen an den Komponenten der EZM festzustellen. In
Ubereinstimmung mit DAPI und H&E Firbung zeigte die MPC Firbung zudem

Kernstrukturen in den zentralen Schichten aller AW.
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Abbildung 6-6: Movat Pentachrom Farbung: A = G¢, B = G1, C = Gz; 1 = 8h kontinuierliche DZ, 2 = 8h
zyklische DZ. Die Abbildungen bestehen jeweils aus 3 Einzelbildern von innerer, zentraler und
dufderer Region der AW.

Die linke Bildhalfte entspricht jeweils der luminalen, die rechte der duf3eren Oberfliche der AW.
Behandelte Proben aller Gruppen zeigten intakte EZM Strukturen sowie zur Nativprobe (Abb. 6-5)
vergleichbare innere und édufdere Oberflichen (A1-C2). Die dufleren Schichten der behandelten
AW erschienen aufgelockert (durch schwarze Linien markiert). Lingere und intensivere DZ
Schemata verstirkten dieses Phinomen (A1-C1 - A2-C2). Das Ausmafd der Auflockerung nahm
mit zunehmender DZ Tiefe zu und deckte sich mit den kernfreien Bereichen. Mafdstabsbalken:
500 pm.
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Abbildung 6-7: Movat Pentachrom Firbung: AW aus Gs. Die Abbildungen besteht aus 3
Einzelbildern von innerer, zentraler und dufderer Region der AW.

Die linke Bildhilfte entspricht jeweils der luminalen, die rechte der auf3eren Oberfliche der AW.
Die fiir 24 h dezellularisierten AW aus Gs zeigten intakte EZM Strukturen sowie zur Nativprobe
(Abb. 6-5) vergleichbare innere und dufiere Oberflichen. Die duf3eren Schichten der behandelten
AW erschienen aufgelockert (markiert durch schwarze Linien). Das Ausmaf} der Auflockerung war
in den AW aus G3 am stiarksten ausgeprigt und deckte sich mit den kernfreien Bereichen.
Maf3stabsbalken: 500 pm.

6.5 Pikro-Siriusrot

6.5.1 Nativproben

PSR gefarbte Schnitte stellten sowohl in der licht- als auch fluoreszenzmikroskopischen
Auswertung Kollagen (Lichtmikroskop: rot; Fluoreszenzmikroskop: rot bei 558 nm
Anregungswellenldnge) und weitere Strukturen wie Muskelfasern, Zytoplasma und
Hintergrund (Lichtmikroskop: gelb; Fluoreszenzmikroskop: grin bei 470 nm
Anregungswellenldnge) dar. Aufnahmen der unbehandelten Proben offenbarten die
Verteilung kollagener Fasern iiber den gesamten Querschnitt der AW. Hierbei liefen
sich in den oberflichennahen inneren und &ufderen Schichten besonders starke
Akkumulationen der kollagenen Fasern finden. Die luminale Oberflache stellte sich glatt
begrenzt mit intakten kollagenen Fasern dar. Die kollagenen Fasern der &dufderen
Oberflache wiesen in ihrem Verlauf Unterbrechungen auf und wirkten teils in ihrer
Struktur angegriffen. Die durch die verschiedenen Matrixstrukturen bedingte
Hintergrundfarbung zeigte ein gleichmafiiges licht- und fluoreszenzmikroskopisches
Signal iiber die gesamte Fliche der AW und vervollstindigte das Bild der EZM. Aufgrund
der Dominanz kollagener Fasern in den oberflichennahen Schichten, war die

Hintergrundfarbung dort weniger stark ausgepragt als in den zentralen Schichten. Als
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ein Bestandteil der Hintergrundfarbung liefen sich wellenférmige Strukturelemente

erkennen, welche an die Form elastischer Fasern erinnerten (s. Abb. 6-8).

Abbildung 6-8: Pikro-Siriusrot Firbung im Licht- (rot-gelb) und Fluoreszenzmikroskop (griin-rot):
Nativprobe. Die Abbildungen bestehen jeweils aus 3 Einzelbildern von innerer, zentraler und
dufderer Region der AW.

Die linke Bildhalfte entspricht jeweils der luminalen, die rechte der duf3eren Oberfliche der AW.
Native AW zeigten eine homogene Kollagenstruktur mit Akkumulation in den oberflichennahen
Bereichen. Die aus EZM Komponenten resultierende Hintergrundfirbung zeigte ein gleichmifliges
Signal iiber den Querschnitt der AW. Maf3stabsbalken: 500 pm.

6.5.2 Behandelte Proben

Die Auswertung der behandelten AW zeigte den Erhalt der kollagenen Fasern in allen
Proben. Es konnten keine mikroskopisch sichtbaren Verdnderungen des Kollagens
beschrieben werden. Wie die nativen Vergleichsproben wiesen auch dezellularisierte
AW eine regelmafdige Kollagenverteilung mit besonders faserdichten Randgebieten auf.
Die Fasern erschienen sowohl in den zentralen als auch den oberflaichennahen Schichten
der AW intakt. Einzig die Fasern der aufleren Oberfliche zeigten, analog zu den
Nativproben, in ihrem Verlauf Unterbrechungen. Die im Rahmen der MPC Auswertung
beschriebene Aufhellung beziehungsweise Auflockerung der dufderen Schichten war
auch in PSR gefarbten Schnitten erkennbar. In den lichtmikroskopischen Aufnahmen
auflerte sich dies durch einen helleren gelblichen Hintergrundton, in den

fluoreszenzmikroskopischen Bildern durch eine geringere Intensitit der griinen
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Basisfarbung. Das Ausmaf der Aufhellung nahm ebenso in Abhangigkeit von der EDT zu.
Somit stellte sich diese Beobachtung in den 24 h behandelten AW aus G3 am deutlichsten
dar (s. Abb. 6-10). Die fiir native AW beschriebenen wellenférmigen Strukturelemente
fanden sich auch in dezellularisierten Proben in gleicher Form und Intensitdt wieder (s.

Abb. 6-9 A - C).

;

Abbildung 6-9: Pikro-Siriusrot Farbung im Licht- (rot-gelb, grofe Buchstaben) und
Fluoreszenzmikroskop (griin-rot, kleine Buchstaben): A/a= G, B/b=Gi, C/c=Gz 1=8h
kontinuierliche DZ, 2 = 8h zyklische DZ. Die Abbildungen bestehen jeweils aus 3 Einzelbildern von
innerer, zentraler und aufderer Region der AW.

Die linke Bildhilfte entspricht jeweils der luminalen, die rechte der dufieren Oberflache der AW.
Behandelte AW zeigten eine der Nativprobe (Abb. 6-8) vergleichbare Kollagenverteilung. In den
Randbereichen dezellularisierter AW zeigten sich eine Aufhellung bzw. ein Riickgang der
autofluoreszierenden Hintergrundfarbung an (durch schwarze Linien markiert). Dies nahm mit
zunehmender DZ Tiefe (A1/a1-C1/c1 = A2/a2-C2/c2) im Ausmaf zu. Maf3stabsbalken: 500 pm.
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Abbildung 6-10: Pikro-Siriusrot Firbung im Licht- (rot-gelb) und Fluoreszenzmikroskop (griin-
rot): AW aus Gs. DZ. Die Abbildungen bestehen jeweils aus 3 Einzelbildern von innerer, zentraler
und dufderer Region der AW.

Die linke Bildhilfte entspricht jeweils der luminalen, die rechte der duf3eren Oberfliche der AW.
Die 24 h dezellularisierten AW aus Gs zeigten eine zur Nativprobe (Abb. 6-8) unverindert
erscheinende Kollagenstruktur. Die AW aus Gs zeigten in den Randbereichen die Aufhellung bzw.
den Riickgang der autofluoreszierenden Hintergrundfirbung am deutlichsten (durch schwarze
Linien markiert). Maf3stabsbalken: 500 pm.

6.6 Rasterelektronenmikroskopie

6.6.1 Nativproben

REM Aufnahmen der luminalen und dufderen Oberflichen der Nativproben dienten als
Vergleichsmaterial zu denen behandelter AW. Aufnahmen der luminalen Seite lieféen
eine dichte, geschlossene Oberflache erkennen (s. Abb. 6-11 Nativprobe). Aufnahmen
der Aufdenseiten legten neben Bereichen geschlossener Oberfliche auch
Faserstrukturen dar. Dabei waren neben dickeren, glatten Faserbiindeln auch einzelne
Fasern erkennbar. Diese verliefen netzartig zwischen den dickeren Biindeln und stellten

sich als Abspaltungen aus jenen dar (s. Abb. 6-12 Nativprobe).

65



6.6.2 Behandelte Proben

Im Vergleich zu den nativen AW zeigten sich bereits nach 4 h kontinuierlicher SD-SDS
Behandlung Verdanderungen der luminalen Oberflache. Diese dufderten sich in dem
partiellen Fehlen der fiir native Proben beschriebenen geschlossenen Oberflache.
Folglich waren in allen behandelten AW unterhalb der Oberfliche befindliche
Faserstrukturen sichtbar. Nach 4h DZ waren hierbei lediglich wenige Faserbiindel
erkennbar, die noch zu grofien Teilen von Oberfliche bedeckt waren. Langere
Inkubationszeiten amplifizierten die Verdanderungen der Oberfliche und prasentierten
das Fasernetzwerk der EZM zunehmend feiner. Dieses Phidnomen war in allen drei
Gruppen zu beobachten (s. Abb. 6-11 A1-C1 - A2-C2). Folglich unterschieden sich 8 h
behandelte Proben deutlicher von nativen AW als 4 h dezellularisierte AW. Auch im
Vergleich der einzelnen Gruppen lieflen sich  Unterschiede in der
Oberflachentopographie feststellen. Wahrend AW der Schiittel-Gruppe Gc sowohl nach
4 h als auch 8 h kontinuierlicher Inkubation (s. Abb. 6-11 A1, A2) vor allem Areale
geschlossener Oberfliche und damit stirkere Ahnlichkeit zu unbehandelten Proben
aufwiesen, unterschieden sich fluss- und ultraschallbehandelte AW bereits deutlicher
vom nativen Praparat. So zeigten sowohl AW aus G1 (s. Abb. 6-11 B1, B2) als auch aus
G2 (s. Abb. 6-11 C1, C2) ein zu grofieren Teilen unbedecktes Fasernetzwerk mit
deutlicherer Auspragung in den ultraschallbehandelten Proben aus G2. Die erkennbaren
Faserstrukturen waren verschieden dick und wirkten ummantelt von den verbliebenen
Teilen der geschlossenen Oberflache. Zwischen den Faserbiindeln konnten bereits
diinne Einzelfasern identifiziert werden. Diese waren als Abspaltungen aus den dickeren
Faserbiindeln zu erkennen und zweigten sich netzartig auf. Trotz der zunehmenden
Einsicht auf das Fasernetzwerk, waren in allen AW nach wie vor grofie Bereiche
geschlossener Oberflache zu erkennen. Neben den gruppenspezifischen Veranderungen
der Oberflichenstruktur der AW waren eindeutige Unterschiede zwischen
kontinuierlich und zyklisch behandelten Proben zu erkennen. In allen drei Gruppen war
das Fasernetzwerk nach 8 h zyklischer DZ im Verglich zu kontinuierlicher DZ verstarkt
sichtbar. AW aus G1 (s. Abb. 6-11 B3) und G2 (s. Abb. 6-11 C3) prasentierten dabei
einen Grofsteil der Faserstrukturen, wahrend AW aus Gc (s. Abb. 6-11 A3) nach wie vor
viele Bereiche geschlossener Oberflache aufwiesen. Die Fasern stellten sich auch hier in
verschieden dicken Biindeln dar, wobei die Einzelfasern sich ebenso netzartig von den
dickeren Biindeln ausbreiteten. Die Fasern in G1 und Gz, die weniger von geschlossener

Oberflache umgeben waren, wirkten besonders fein und glatt.
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Zusammenfassend fiihrten flussabhdngige Bewegung, Ultraschall, zyklische
Inkubationsschemata und zunehmende Inkubationsdauern zu den deutlichsten
Veranderungen der luminalen Oberflachentopographie. Folglich zeigten die 24 h
zyklisch behandelten AW aus G3s kaum mehr geschlossene Oberflache und prasentierten
die darunterliegende Faserstruktur im Gruppenvergleich am homogensten (s. Abb. 6-
11 E). AW aus Gc-24h wiesen im Gegensatz zu G3 auch nach 24 h DZ noch grofde Bereiche
geschlossener Oberfliche auf (s. Abb. 6-11 D). Die Struktur der Faserbiindel und
Einzelfasern unterschied sich nicht signifikant zwischen den einzelnen Gruppen.
Vielmehr war lediglich das Ausmafd der sichtbaren Faserelemente verschieden stark
ausgepragt.

Die &dufderen Oberflichen der AW aller fiinf Gruppen bestanden vollstindig aus
sichtbaren Faserstrukturen. Dabei konnten sowohl dicke Faserbiindel als auch schmale
Einzelfasern im Nanometerbereich identifiziert werden. Wahrend die dickeren Biindel
oft einen gewellten Verlauf annahmen, waren die Einzelfasern als netzartige Auslaufer
der grofderen Strukturen erkennbar. Weder Inkubationsdauer und -schema noch die
verschiedenen physikalischen Faktoren lief3en signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen erkennen. Auch eine eindeutige Veranderung zu unbehandelten AW

war hier nicht festzustellen (s. Abb. 6-12).
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Abildung 6-11: REM Analyse der luminalen Oberflachen: N = Nativprobe, A = G, B=G1, C =Gz,
D = Gc-24n, E = G3; 1 = 4 h kontinuierliche DZ, 2 = 8 h kontinuierliche DZ, 3 = 8 h zyklische DZ.

Die native AW (N) zeigte eine dichte, geschlossene Oberfliche. Behandelte AW zeigten DZ-Zeit-
abhangig zunehmend unterhalb der Oberfliche befindliche Faserstrukturen (A1-C1 > A2-C2).
Hierbei zeigten AW aus Gc die geringsten Veranderungen zur Nativprobe (A1, A2). AW aus G1 und
Gz unterschieden sich deutlicher von Nativproben. Bereits nach 4 h DZ waren hier Fasern sichtbar
(B1, C1) und nach 8 h DZ (B2, C2) weitere Areale der Oberflache nicht mehr geschlossen. Zyklische
DZ Prozesse amplifizierten den Prozess der Freilegung der Fasern, sodass gruppeniibergreifend
nach 8 h zyklischer DZ am deutlichsten Faserstrukturen erkennbar waren (A3-C3). AW aus Gs (E)
zeigten nach 24 h zyklischer DZ kaum noch geschlossene Oberfliche und prisentierten ein feines
Fasernetzwerk. AW aus Gc24n (D) zeigten nach 24 h DZ noch grof3e Bereiche geschlossener
Oberfliche. In allen fiinf Gruppen erschienen die Fasern der AW intakt. Maf3stabsbalken: 20 pm.
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Abbildung 6-12: REM Analyse der duferen Oberflichen: N = Nativprobe, A-C = 8 h zyklische DZ,
A =G, B =Gy, C = Gz. Die native AW (N) zeigte intakt erscheinende Faserstrukturen. Dabei lief3en
sich grof3ere und kleinere Biindel von Fasern erkennen. 8 h zyklisch dezellularisierte AW aus Gc
(A), G1 (B) und Gz (C) zeigten ein der nativen AW vergleichbares Bild. Auch hier waren verschieden
dicke Zusammenlagerungen aus Faserstrukturen erkennbar. Maf3stabsbalken 20 pm.
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7 DISKUSSION

Moderne DZ Protokolle bedienen sich in der Regel einer Kombination mehrerer DZ
Methoden. Aufgrund der Vielfalt an moglichen Kombinationen sind die resultierenden
Protokolle nur selten vergleichbar. Folglich konnten bisher die Effekte der einzelnen
Methoden sowie deren Potential zur Optimierung von DZ Prozessen nur schwer
beurteilt werden. Aus diesem Grund analysierten wir im Rahmen der Dissertation DZ
Faktoren systematisch und unabhidngig voneinander. Hierzu untersuchten wir

ausgewahlte physikalische und prozedurale DZ Methoden.

Anwendungstechniken der DZ Lésung

Sowohl physikalische als auch prozedurale DZ Methoden gelten als entscheidende
Bestandteile erfolgreicher DZ Protokolle. Eine der am weitesten verbreiteten
physikalischen Methoden ist das kontinuierliche Schiitteln der Gewebeproben in DZ
Losung. Diese Technik wurde im Rahmen der Studie als Kontrollgruppe gewahlt. [16]
Aufgrund der Limitationen schiittelbasierter Protokolle in der DZ komplexer Gewebe,
wurden in der jiingeren Vergangenheit neue Anwendungstechniken der DZ Lésung
erprobt. Dabei erwiesen sich perfusionsbasierte Techniken effektiv in der DZ
komplexer, vormals nur schwer dezellularisierbarer Organstrukturen. [73, 90, 151]
Petersen et al. zeigten hierzu, dass Rattenlungen durch Perfusion der Gefaf3- und
Atemwege innerhalb weniger Stunden vollstiandig dezellularisierbar waren. [151] Gilpin
et al. dezellularisierten mithilfe desselben Prinzips die Lungen von Schweinen und
Menschen ebenso erfolgreich. [152] Abgesehen von Lungen, wurden auch Herzen und
Nieren durch Perfusion ihrer Gefaf3strukturen erfolgreich dezellularisiert. [153]
Hodgson et al. stellten innerhalb von 24 h vollstindig dezellularisierte Herzen von
Schweinen her. [108] Im Gegensatz dazu musste Myokardgewebe vor Einfiihrung
perfusionsbasierter DZ Protokolle fiir mehrere Tage in DZ Losung geschiittelt werden,
um vollstandig azelluldar zu sein. [109] Die Fahigkeit zur DZ ganzer Organe bei
gleichzeitiger =~ Verkiirzung der DZ Zeiten verdeutlichten das Potential
perfusionsbasierter DZ Protokolle. Dabei war das Konzept der Perfusion jedoch lediglich
Geweben mit ausreichender Gefafdstruktur vorenthalten. [16] Fiir die Vielzahl an
Geweben, die diese Voraussetzung nicht erfiillten, sollten ebenso effektivere

Anwendungstechniken der DZ Losung entwickelt werden. In diesem Zusammenhang
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stellten die AW ein adidquates Versuchsmaterial dar. Diese zeichneten sich nicht nur
durch das Fehlen einer ausreichenden Gefifdstruktur aus, sondern erwiesen sich
dariiber hinaus in der Vergangenheit aufgrund ihrer dichten Gewebestruktur als schwer
zu dezellularisieren. [85, 134] Mithilfe einer neuen - verglichen mit kontinuierlichem
Schiitteln - intensiveren Anwendungsart der DZ Losung, sollten nun Gewebe wie die AW
effektiver behandelt werden kénnen. [16] Hierzu erfolgte im Rahmen der Dissertation
eine alternative Umsetzung des Prinzips der flussabhdngigen DZ. Dabei wurden die
Versuchsproben durch einen pumpenbetriebenen Volumenstrom mit hoher Intensitat
bewegt. Bereits nach 4 h kontinuierlicher DZ waren die Vorteile dieser neuen Technik zu
erkennen. So wurden im Vergleich zur konventionellen Schiittelmethode Zugewinne an
EDT von bis zu 19 % (p<0,05) erreicht. Auch bei zyklischer Inkubation (15 %, p<0,05)
und nach 8h DZ (14 %, p<0,05) zeigte sich die neu entwickelte Methodik dem

konventionellen Schiitteln signifikant iiberlegen.

Ulraschall zur Maximierung der DZ Effektivitdt

Abgesehen von intensiveren Anwendungstechniken der DZ Lésungen wurde additive
Ultraschallbehandlung als eine weitere Moglichkeit zur Maximierung der DZ Effektivitat
untersucht. Vormals bezeichneten Hung et al. Ultraschall als eine vielversprechende
Methode in der DZ von Kehlkopfen. [154] Oliveira et al. dezellularisierten
Diinndarmstiicke effektiv durch Ultraschallbehandlung. [111] Azhim et al. zeigten sich
dariiber hinaus in der Lage mithilfe von Ultraschallbehandlung chemisch basierte DZ
Protokolle zu verkiirzen. [97] Die Auswertung der ultraschallbehandelten AW aus G2
bestatigte die bisherigen Untersuchungen zur Effektivitat des Ultraschalls. So zeigte der
Vergleich aus G2 und G1 nach 4 h DZ, dass der zusatzliche Einsatz von Ultraschall zu
signifikanten Anstiegen der EDTa (25 %, p<0,001) gefiihrt hatte. Auch bei ldngeren und
zyklischen Inkubationsprotokollen (8 h zyklisch) unterschieden sich die EDTa der
beiden Gruppen signifikant voneinander (22 %, p<0,01). An den inneren Oberflachen
filhrte die additive Ultraschallexposition ebenfalls zu Anstiegen der EDTi (Maximum:
36 %, p<0,01). Somit konnten vormalige vielversprechende Ergebnisse zum Einsatz von
Ultraschallwellen bestitigt werden. [97, 155] Dabei konnten die héheren EDT der
Ultraschall-Kavitation sowie der durch die Vibrationseffekte erleichterten Diffusion der

Detergentien zugeschrieben werden. [97, 156]
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Erhalt der Extrazelluldirmatrix

Trotz der Vorteile der zusatzlichen Ultraschallbehandlung ist zu berticksichtigen, dass
gerade die Kavitationseffekte bei exzessivem Einsatz von Ultraschall zu Schaden am
Faserapparat der EZM fiihren konnen. [154, 156] Oliveira et al. beschrieben in diesem
Kontext, dass gewisse Komponenten der EZM sensitiver fiir die Auswirkungen des
Ultraschalls sein konnten. Das Risiko fiir Schaden an diesen Strukturen bestehe dabei
insbesondere bei lang andauerndem Einsatz von Ultraschall. [111] In der Folge konnte
der Erhalt der EZM Struktur mit ihrer Notwendigkeit fiir Zellkommunikation und
Gewebestabilitat, verfehlt werden. [106] Mogliche Konsequenzen hiervon waren unter
anderem reduzierte mechanische Belastbarkeit, limitierte Haltbarkeit sowie
verminderte Fahigkeit zur Rezellularisierung. [60, 85, 104] Zum Ausschluss von derart
bedingten @~ Schdden  und  damit  einhergehenden  Verdnderungen  der
Gewebeeigenschaften, wurde intensiv nach Verdnderungen der EZM gesucht. Hierbei
erlaubte die MPC Farbung eine umfassende Beurteilung der Struktur der AW.
Vergleichbar zu den nativen AW zeigten die behandelten Proben aller fiinf Gruppen die
verschiedenen Schichten der AW. Dabei waren die glatte innere Oberflache der Tunica
Intima, die in Grundsubstanz eingebetteten elastischen und kollagenen Fasern der
Tunica Media sowie die kriftigen Kollagenbiindel der Tunica Adventitia erkennbar. Zur
detaillierteren Beurteilung der Kollagenstruktur wurden die Proben mithilfe der PSR
Farbung beurteilt. Dabei erschien die Kollagenverteilung und -struktur in allen Gruppen
sowohl in der licht- als auch in der fluoreszenzmikroskopischen Darstellung
unverandert. Es fiel jedoch auf, dass sowohl in MPC als auch in PSR gefarbten Schnitten
die aufleren Schichten der behandelten AW aufgelockert (MPC) beziehungsweise
aufgehellt (PSR) wirkten. In MPC gefarbten Schnitten lief? sich erkennen, dass das
Ausmafd dieser Auflockerung mit den dezellularisierten, kernfreien Arealen
tibereinstimmte. Auch im Vergleich der MPC und PSR mit den DAPI und H&E Schnitten
liefd sich diese Beobachtung untermauern. Folglich miisste die Auflockerung in MPC
beziehungsweise Aufhellung in PSR das Korrelat der Entfernung der zelluldren
Komponenten gewesen sein. Dahl et. al hatten vormals hierzu beschrieben, dass die EZM
Struktur von Arterien nach der Entfernung der zellularen Substanzen deutlich weniger
dicht erscheine. [157] Die an der Aufdenseite beschriebenen, in ihrer Struktur
angegriffenen Fasern waren hingegen nicht als Folge des DZ Prozesses, sondern
vielmehr als Konsequenz der eingehenden Pradparation anzusehen. So zeigten auch

Nativproben vergleichbare Faserstrukturen an deren dufieren Oberflachen. [157] Die

72



Praparation mit Entfernung der Fett- und Bindegewebsanhdngsel hatte die
anschlieflenden  Prozesse  der  Zellentfernung  erleichtern und  gleiche
Ausgangsbedingungen fiir alle Proben schaffen sollen. [95] Neben MPC und PSR wurde
auch die REM zur Beurteilung der Struktur der EZM verwendet. Diese zeigte, dass die
AW aller fiinf Gruppen Teile ihrer Faserstruktur prasentierten. Hierbei waren die Fasern
in den ultraschallbehandelten AW mit den hochsten EDT am deutlichsten erkennbar.
Abgesehen hiervon waren keine weiteren Veranderungen zum Nativzustand ersichtlich.
Insbesondere die Struktur der Fasern hatte durch die verschiedenen DZ Methoden
keinen Schaden genommen.

Zusammenfassend konnten in keiner der fiinf Gruppen mikroskopisch sichtbare
Schaden an der Struktur der AW entdeckt werden. Dennoch sollte insbesondere der
Einsatz von Ultraschallwellen limitiert erfolgen, um die Gewebeeigenschaften nicht
nachteilig zu beeinflussen. [154] Zusatzlich konnten kiinftige Studien quantitativ-
mechanische Tests inkludieren, da die Entfernung der zelluliren Substanzen
Auswirkungen auf die Gewebestabilitat haben konnte. [158] Fitzpatrick et al. hatten in
diesem Zusammenhang mithilfe uniaxialer Belastungstests Aussagen {iiber die
mechanischen Eigenschaften von dezellularisierten AW treffen kénnen. [85] Zou et al.
verwendeten hierzu, anstatt von uniaxialen, biaxiale Belastungstests. Diese sollten die
physiologisch auf die AW einwirkenden Krafte exakter imitieren und dadurch die
Aussagekraft der Ergebnisse erhdohen. [110] Studien zur DZ von Geweben des
Bewegungsapparates bedienten sich ebenso bereits quantitativ-mechanischer Tests zur

Charakterisierung der behandelten Gewebe. [67, 159]

Intermittierende Waschschritte zur Erhéhung der DZ Effektivitdit

Nach der Auswertung der Einfliisse physikalischer Methoden wurden als nachstes die
Effekte der intermittierenden Waschschritte untersucht. Terminale Waschschritte zur
Vermeidung toxischer Effekte residualer DZ Agentien sind bereits Bestandteil der
meisten DZ Protokolle. [60, 160-162] Dariiber hinaus inkludiert eine steigende Anzahl
erfolgreicher Protokolle auch intermittierende Waschschritte. Perea-Gil et al
vervollstandigten beispielsweise zwei Phasen Detergens-Exposition durch eine
dazwischen liegende intensive Waschperiode und dezellularisierten damit erfolgreich
Myokard. [104] Pellegata et al. beschrieben ein Protokoll mit mehreren
intermittierenden Waschschritten zur effektiven DZ von arteriellen Gefafsen. [163] Der

Zweck der intermittierenden Waschphasen ist die Entfernung der DZ Agentien sowie
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des zellularen Detritus. Dadurch sollen die DZ Agentien tiefer ins Gewebe eindringen
konnen. Bestitigt wurden diese Uberlegungen durch deutliche Anstiege der EDT sowohl
an aufderer (Maximum: 43 %, p<0,001) als auch innerer (Maximum: 48 %, p<0,01)
Oberflache. Damit konnte gezeigt werden, dass zyklische Inkubationsschemata zu
signifikant besseren DZ Ergebnissen fithrten als kontinuierliche Inkubationsschemata.
In der REM Auswertung dufierten sich die Effekte der intermittierenden Waschschritte
durch eine deutlicher freigelegte Faserstruktur. Dariiber hinaus waren keine weiteren
Unterschiede zwischen zyklisch und kontinuierlich behandelten AW ersichtlich.
Insbesondere die Struktur der Fasern erschien unabhidngig vom Inkubationsschema
intakt. Die Ergebnisse der REM unterstiitzten somit die These, dass zyklische
Inkubationsschemata zur verstarkten Extraktion von Zelldetritus fithren und somit zu
effektiveren DZ Prozessen beitragen. Um zusatzlich die Entfernung der DZ Agentien
durch die Waschschritte zu beurteilen, kdnnten kiinftig deren residuale Mengen mithilfe
von quantitativen Tests bestimmt werden. Mathapati et al. beschrieben hierzu eine
erfolgreiche Methode zur Messung residualer Mengen an SD. Dabei bestimmten sie die
optische Dichte der verbliebenen SD Molekiile und zogen hieraus Riickschliisse auf
deren Konzentration. [164] Mithilfe von Messungen dieser Art soll sichergestellt
werden, dass die DZ Agentien keine negativen Effekte auf die Eigenschaften der
dezellularisierten Gewebe haben. Rieder et al. beschrieben in diesem Zusammenhang,
dass hohe residuale Mengen an SDS die Rezellularisierung der Gewebe erschweren oder
gar behindern konnen. [87] Cebotari et al. zeigten dabei aber auch, dass ausgiebiges
Waschen die Konzentrationen der Agentien unter eine toxische Grenze senken und
somit die erfolgreiche Besiedlung mit Zellen ermdéglichen konnte. [160] Die Messung der
residualen Mengen an DZ Agentien kdnnte somit kiinftig als Methode zur Beurteilung

der Rezellularisierbarkeit der Gewebe verwendet werden.

Einfluss von Temperatur und pH-Wert auf das DZ Ergebnis

Abgesehen von den eingesetzten DZ Techniken existieren weitere Variablen, welche die
EZM und damit die Gewebeeigenschaften verandern konnen. Stark variierende
Temperaturen zeigten sich beispielsweise in der Lage, die Struktur der behandelten
Gewebe zu beeinflussen. [165, 166] Negishi et al. beschrieben hierzu, dass die Anzahl an
Kollagenfasern in dezellularisierten Arterien durch die Temperatur der Waschprozesse
beeinflusst werden konnte. Dabei fiihrte eine abschliefende Waschtemperatur von

37 °C, verglichen mit 4 °C, zu einem verringerten Kollagengehalt und in der Folge zu
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schlechteren in vivo Resultaten. [167] Zur Vermeidung derartiger Effekte wurde in allen
Gruppen eine konstante DZ Temperatur von 37 °C sichergestellt und die abschliefRende
Waschphase bei Raumtemperatur absolviert.

Neben schwankenden Temperaturen konnen auch Veranderungen des pH-Wertes
Einfluss auf die DZ Ergebnisse nehmen. Tsuchiya et al. zeigten in diesem
Zusammenhang, dass stark variierende pH-Werte der DZ Losung die Entfernung der
DNA sowie den Erhalt der EZM und die Fahigkeit zur Rezellularisierung beeinflussen
konnen. [168] Um mogliche Auswirkungen des pH-Wertes auf die DZ Ergebnisse zu
erfassen, wurden in Gc, G1 und G2 dessen prozedurale Anderungen gemessen. Die
Auswertung zeigte, dass die Abfille der pH-Werte in den zyklischen
Inkubationsschemata aufgrund des zweistiindlichen Losungswechsels geringer
ausgepragt waren. Da die Verdnderungen bei den kontinuierlichen Schemata ebenfalls
nicht als stark variierend (Maximum: 2,5 %) galten, lief3en sich Einfliisse des pH-Wertes
auf die Proteinstrukturen ausschlief3en. [135-138] Um zusatzlich den Einfluss des pH-
Wertes auf die DZ Effektivitit zu beurteilen, koénnten kiinftig DZ Losungen mit
verschiedenen pH-Werten verwendet werden. Tsuchiya et al. beschrieben hierzu, dass
bei der von ihnen verwendeten DZ Losung niedrigere pH-Werte besser geeignet waren,
die EZM Strukturen zu bewahren. Gleichzeitig hitten jedoch hdéhere pH-Werte die
zellularen Bestandteile effektiver entfernt. [168] Basierend auf diesen Aussagen sollte
fir jede DZ Losung ein pH-Optimum verwendet werden, welches sowohl die effektive

Entfernung der Zellen als auch den vollstandigen Erhalt der EZM ermdoglicht.

Einfluss der DZ Zeit

Abgesehen von den Effekten intermittierender Waschphasen untersuchten wir auch den
Einfluss der Inkubationsdauer auf die resultierenden EDT. Der Vergleich der EDTa nach
4h und 8 h zeigte, dass sich die EDT in allen drei Gruppen (G¢, G1, G2) ca. verdoppelt
hatten. Dieser Eindruck einer beinahe linearen Zeitabhangigkeit der EDT wurde durch
die Ergebnisse der 24 h behandelten Proben aus Gs widerlegt. Trotz Verbesserung der
eingesetzten Methoden (Gz 2 G3) und Verdreifachung der Inkubationszeit (8 h > 24 h),
konnten die EDT sowohl an der inneren als auch an der dufieren Oberfliche nicht
einmal verdoppelt werden. Aufgrund der Unterschiede der eingesetzten DZ Methoden
aus G2 und Gz konnten auf Basis dieser Ergebnisse keine finalen Schlussfolgerungen
gezogen werden. Nichtsdestotrotz legten die Beobachtungen nahe, dass die

Inkubationszeit nicht der einzige Faktor war, der Einfluss auf die EDT hatte. Die DZ
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Effektivitit schien vielmehr von multiplen Faktoren abhangig zu sein. [16] Dazu zdhlten
in unserer Studie die Inkubationsdauer, die Agentien-Diffusion (unter anderem erhoht
durch  Ultraschallbehandlung  und zyklische Inkubationen) und  die
Gewebebeschaffenheit (s. Unterschiede EDTa und EDTi). Aufgrund der Vielzahl an
Einflussfaktoren, sollten lange Behandlungszeiten fiir sich alleine nicht automatisch in
erfolgreichen DZ Ergebnissen resultieren. Helder et al. berichteten hierzu
beispielsweise, dass Herzklappen von Schweinen trotz DZ fiir 4 Tagen in SDS nicht
vollstandig frei von antigenen Strukturen waren. [169] Auch im Rahmen unserer Studie
zeigten sich die begrenzten Moglichkeiten langer Inkubationszeiten. Dies spiegelte sich
im verhaltnismafdig geringen Zugewinn an EDT und der groflen Zahl an verbliebenen
Kernen nach 24h DZ wider. Die  Ergebnisse widersprachen damit vormals
veroffentlichten Arbeiten zur erfolgreichen DZ humaner AW innerhalb von 24 h und
bestdtigten vielmehr die ebenso beschriebenen Schwierigkeiten in der DZ von AW. [78,
87, 134]

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass zyklische und ldngere
Inkubationsschemata zu effektiveren DZ Prozessen gefiihrt hatten. Auf eine
Quantifizierung der Ergebnisse mithilfe von Messungen der verbleibenden DNA Mengen
wurde in dieser Studie verzichtet. Ausschlaggebend hierflir waren die verschiedenen
Dicken der AW sowie die noch grofen Mengen an residualem Kernmaterial. Dies hatte
dazu gefiihrt, dass die AW trotz gleicher EDT, je nach individueller Dicke, verschieden
hohe Mengen an residualer DNA aufgewiesen hatten. Dadurch wire eine vergleichende
Beurteilung der einzelnen Gruppen nur schwer moglich gewesen. Dennoch sollte in
kiinftigen Studien versucht werden, DNA Quantifizierungstests anzuwenden. [64] Dazu
koénnte beispielsweise die Dicke verwendeten Gewebestiicke einheitlich festgelegt
werden. Insbesondere wenn die Gewebe mikroskopisch kernfrei erscheinen, ware dann
mithilfe von DNA Quantifizierungen eine differenziertere Beurteilung des DZ

Ergebnisses moglich. [153]

Modifiziertes DZ Protokoll

Die Ergebnisse der physikalischen und prozeduralen Einflussfaktoren berticksichtigend,
wurde im Rahmen der Dissertation ein modifiziertes DZ Protokoll entwickelt. Dieses
basierte auf der Kombination aus Flussbewegung, Ultraschalleinsatz und zyklischem
Inkubationsschema. Die Modifikationen beinhalteten eine leistungsfdhigere Pumpe,

verldngerte Inkubationsdauern sowie einen adaptierten Einsatz von Waschzyklen und
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Ultraschall. Das resultierende Protokoll aus Gs fiihrte, verglichen mit den 8 h zyklisch
behandelten AW aus Gz, zu einem signifikanten Zugewinn an EDTa von 39 % (p<0,001)
und EDTi von 46 % (p<0,001). Auch im Vergleich mit der 24h kontinuierlich
behandelten Schiittel-Gruppe (Gc-24n) zeigte sich das Protokoll aus Gs uberlegen. Hierbei
wiesen die AW aus G3 ebenfalls signifikant hohere EDT sowohl an der duferen (30 %,
p<0,001) als auch inneren (23%, p<0,001) Oberfliche auf. Trotz der
vielversprechenden Ergebnisse der eingesetzten Kombination an DZ Methoden, lief3en
sich im Rahmen der Literaturrecherche keine Protokolle finden, die alle dieser Faktoren
berticksichtigten. [16, 17, 45, 72, 87, 97] In Anbetracht dessen kénnten DZ Dauer, Erhalt
der EZM und Entfernung der zelluldren Substanzen in einer Vielzahl der gangigen DZ
Protokolle optimiert werden.

Trotz hoherer EDT verdeutlichte die Auswertung aus Gs auch ein Problem aktueller DZ
Prozeduren. Wahrend diinne Gewebe einfach dezellularisiert werden koénnen, gelten
dickere und dichte Gewebe als deutlich schwieriger zu behandeln. [45, 64, 103, 134,
170] Im Rahmen unserer Studie zeigten dabei selbst die fiir 24 h behandelten AW aus G3
immer noch viele Kerne in den zentralen Schichten. Als entscheidend fiir die
variierenden Schwierigkeitsgrade vollstidndiger DZ gelten Besonderheiten der
Gewebestruktur. In unseren Versuchen konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die
aufderen Schichten der AW leichter dezellularisiert wurden als die inneren (EDTa >
EDTi). Eine mogliche Erklarung fiir die niedrigeren EDTi bot die Struktur der Lamina
elastica interna. Diese ist als Diffusionsbarriere beschrieben und koénnte daher die
Ausbreitung der DZ Agentien vermindert haben. [171] Eine ahnliche, selektiv
verminderte, Durchldssigkeit erfuhren Wilson et al. in der DZ von Hornhauten. Gemaf3
deren Schilderungen wiirden Gewebe mit hoher Dichte die vollstindige Entfernung
zelluldaren Materials gar vielleicht generell verhindern ohne gleichzeitig die EZM zu
schadigen. [170] Somit stellte sich die Frage, wie die beiden Anforderungen der
vollstandigen Entfernung zellularen Materials und des Erhalts intakter Matrixstrukturen
fiir dichte Gewebe kombiniert werden konnen. Mithilfe aktuell gangiger DZ Protokolle
erscheint das Erfiillen beider Ziele nur schwer erreichbar. Infolgedessen weisen
dezellularisierte Gewebestilicke entweder verbleibendes zelluldres Material oder aber
nachteilig veranderte strukturelle Eigenschaften auf. Beide Umstidnde kdnnten den
erfolgreichen Einsatz dezellularisierter Gewebe verhindern. [45] Nicht vollstindig
entfernte Zellelemente konnen beispielsweise inflammatorische Reaktionen und in der

Folge ungiinstige kurz- oder langfristige Ereignisse im klinischen Einsatz bedingen. [50,
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62, 63, 79] Schaden an der EZM konnen die biologischen und mechanischen
Gewebeeigenschaften beeinflussen und dadurch die Rezellularisierungskapazitat und
Haltbarkeit der Gewebe verandern. [87, 106] Um in Zukunft auch dickere Gewebe
erfolgreich zu dezellularisieren und damit deren klinischen Einsatz zu ermdoglichen,
erscheint es also notig, DZ Protokolle gezielt zu verbessern. Dies erfolgte im Rahmen der
Dissertation durch die systematische Beurteilung von physikalischen und prozeduralen
DZ Methoden. Die Erfolge des darauf basierenden Protokolls aus G3 zeigten, dass
dadurch Gewebe effektiver behandelt und damit deren klinischer Verwendung ein Stiick

weit ndher gebracht werden konnen.
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8 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Rahmen dieser Studie untersuchten wir ausgewahlte physikalische und prozedurale
DZ Methoden systematisch und unabhéngig voneinander. Die Effekte der DZ Methoden
wurden hierbei selektiv beurteilt und anschlief3end zur Optimierung von DZ Prozessen
verwendet.

Untersucht wurden verschiedene Bewegungsformen der Gewebeproben, der Einsatz
von Ultraschallwellen sowie die Effekte von Inkubationszeit und Inkubationsschema.
Die Auswertung der Ergebnisse zeigte, dass sowohl die physikalischen als auch die
prozeduralen DZ Techniken einen signifikanten Einfluss auf die DZ Effektivitat hatten.
Dabei wurden, verglichen mit kontinuierlichem Schiitteln, mithilfe einer
flussabhdangigen Bewegungsform signifikante Zugewinne an DZ Effektivitat erzielt.
Ebenso fiihrte die additive Verwendung von Ultraschallwellen zur effektiveren
Entfernung der zelluliren Elemente. Zusatzlich zur Beurteilung der Zellentfernung
untersuchten wir, ob die eingesetzten DZ Methoden Auswirkungen auf die Struktur der
EZM hatten. Hierbei konnte die Unschadlichkeit der verwendeten DZ Methoden anhand
von licht-, fluoreszenz- und rasterelektronenmikroskopischer Beurteilung der EZM
bestitigt werden. Der Vergleich von kontinuierlichen und zyklischen
Inkubationsschemata zeigte, dass intermittierende Waschschritte eine weitere
Moglichkeit zur Optimierung von DZ Prozessen darstellten. Die Waschphasen
verbesserten die Diffusion der DZ Agentien und ermoglichten damit die effektivere
Entfernung der zellulairen Komponenten. Abschlief3end belegten wir, dass auch die DZ
Dauer entscheidenden Einfluss auf das DZ Ergebnis hatte. Es zeigte sich jedoch, dass die
Verlangerung der DZ Zeit alleine nicht automatisch zu einer erfolgreichen DZ fiihrte.
Zusammenfassend ermoglichten eine flussabhidngige Bewegungsform, der Einsatz von
Ultraschall sowie zyklische und langere Inkubationsschemata effektivere DZ Prozesse.
Insbesondere die Kombination dieser vier Faktoren filihrte, im Vergleich zu
kontinuierlicher Kurzzeit-Inkubation und Schiittelbewegung, zu einer signifikant
hoheren DZ Effektivitit. Anhand der gewonnenen Erkenntnisse wurde ein optimiertes
DZ Protokoll erstellt. Dieses resultierte in der effektivsten Entfernung der zelluldren
Elemente und bestatigte damit die vorherigen Resultate.

Die Ergebnisse dieser Studie belegten, dass die systematische Evaluation einzelner DZ

Methoden zur Optimierung von DZ Prozessen beitragen kann. Basierend auf diesen
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Erkenntnissen sollten die Effekte weiterer DZ Methoden ebenfalls systematisch
untersucht und zur Erhohung der Effektivitit von DZ Prozessen verwendet werden.
Dabei konnte fiir kiinftige Untersuchungen der Einsatz weitergehender
Analysemethoden eruiert werden. Insbesondere mechanische Belastungstests und DNA
Quantifizierungen erscheinen hierbei als sinnvolle zusatzliche Auswertemethoden.
Letzten Endes sollten die DZ Methoden moglichst umfassend untersucht werden, um so
deren optimale Verwendung zu ermoglichen. Langfristig erscheinen so die effektive DZ
von bisher schwer zu behandelnden Geweben und damit deren klinischer Einsatz als

biologische Implantate realisierbar.
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10 ANHANG

Temperaturmesswerte Ga:

Tabelle 10-1: Temperaturmesswerte [°C] Gz. Da je drei AW pro Durchgang dezellularisiert wurden,
waren zwei Messreihen je Inkubationszeit erstellt worden. Der Mittelwert der gemessenen
Temperatur wich maximal um 0,9 % 1,3 °C von den gewiinschten 37 °C ab.

4h 4 h ZyKklus 8h 8 h Zyklus
[lZneii;] AW 1-3 | AW4-6 | AW1-3 | AW4-6 | AW1-3 | AW4-6 | AW1-3 | AW4-6

0 34°C 32°C 35°C 35°C 34°C 35°C 36°C 35°C
15 37°C 35°C 35°C 36°C 36°C 37°C 36°C 36°C
30 37°C 37°C 36°C 36°C 37°C 37°C 37°C 37°C
45 37°C 37°C 37°C 38°C 37°C 37°C 37°C 37°C
60 37°C 36°C 38°C 37°C 38°C 38°C 37°C 38°C
75 37°C 36°C 37°C 38°C 37°C 38°C 37°C 38°C
90 37°C 35°C 38°C 37°C 39°C 38°C 38°C 38°C
105 37°C 36°C 38°C 38°C 37°C 38°C 38°C 37°C
120 38°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C
135 37°C 36°C 37°C 37°C 38°C 37°C 37°C 37°C
150 37°C 37°C 38°C 38°C 37°C 38°C 38°C 38°C
165 37°C 38°C 37°C 37°C 37°C 38°C 37°C 38°C
180 36°C 36°C 36°C 37°C 39°C 37°C 37°C 38°C
195 36°C 36°C 38°C 38°C 38°C 37°C 37°C 37°C
210 35°C 35°C 37°C 37°C 39°C 38°C 37°C 37°C
225 37°C 37°C 38°C 37°C 37°C 38°C 38°C 37°C
240 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 38°C 37°C 37°C
255 37°C 37°C 36°C 37°C
270 39°C 36°C 37°C 36°C
285 37°C 37°C 38°C 37°C
300 39°C 38°C 38°C 38°C
315 37°C 38°C 37°C 36°C
330 40°C 38°C 38°C 37°C
345 39°C 39°C 38°C 37°C
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360 39°C 38°C 37°C 38°C
375 38°C 37°C 37°C 36°C
390 37°C 37°C 36°C 36°C
405 38°C 38°C 37°C 36°C
420 35°C 37°C 37°C 37°C
435 37°C 37°C 38°C 37°C
450 37°C 37°C 37°C 37°C
465 37°C 37°C 38°C 36°C
480 37°C 37°C 37°C 37°C
MW 36,6 36,1 37,0 37,1 37,5 37,4 37,2 37,0
xs 0,9 +1,3 +1,0 0,8 1,2 0,7 0,6 0,8
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pH-Messwerte:

Tabelle 10-2: pH-Messwerte aus G¢, G1, Gz wihrend und nach 4 h kontinuierlicher DZ. Da nur drei
AW pro Durchgang dezellularisiert wurden, waren zwei Messreihen pro Gruppe erstellt worden.

Gc G1 G2
Zeit AW 1-3 AW 4-6 AW 1-3 AW 4-6 AW 1-3 AW 4-6
Oh pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67
1h pH=7,63 | pH=7,63 | pH=7,64 | pH=7,65 | pH=7,65 | pH=7,65
2h pH=761 | pH=7,62 | pH=7,62 | pH=7,63 | pH=7,63 | pH=7,63
3h pH=759 | pH=7,60 | pH=7,62 | pH=7,62 | pH=7,60 | pH=7,61
4h pH=758 | pH=759 | pH=7,61 | pH=7,62 | pH=7,57 | pH=7,59
(OA;’fh) 12% | -10% | -08% | -07% | -13% | -10%
Tabelle 10-3: pH-Messwerte aus G, G1, Gz wihrend und nach 4 h zyklischer DZ.
Gc G1 G2
Zeit AW 1-3 AW 4-6 AW 1-3 AW 4-6 AW 1-3 AW 4-6
Oh pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67
1h pH=7,63 | pH=7,63 | pH=7,64 | pH=7,64 | pH=7,65 | pH=7,65
2h pH=762 | pH=7,62 | pH=7,62 | pH=7,63 | pH=7,63 | pH=7,62
Wechsel der DZ Losung: Ausgangs pH 7,67
3h pH=7,63 | pH=7,63 | pH=7,65 | pH=7,64 | pH=7,63 | pH=7,62
4h pH=762 | pH=7,62 | pH=7,64 | pH=7,63 | pH=7,63 | pH=7,60
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Tabelle 10-4: pH-Messwerte aus G¢, G1, Gz wihrend und nach 8 h zyklischer DZ.

Gc G1 G2
Zeit AW 1-3 AW 4-6 AW 1-3 AW 4-6 AW1-3 AW 4-6
Oh pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67 | pH=7,67
1h pH=762 | pH=7,62 | pH=7,63 | pH=7,64 | pH=7,66 | pH=7,65
2h pH=7,61 | pH=761 | pH=7,61 | pH=7,62 | pH=7,64 | pH=7,64
Wechsel der DZ Losung: Ausgangs pH 7,67
3h pH=7,64 | pH=7,62 | pH=7,65 | pH=7,63 | pH=7,63 | pH=7,63
4h pH=7,62 | pH=760 | pH=7,64 | pH=7,62 | pH=7,61 | pH=7,61
Wechsel der DZ Losung: Ausgangs pH 7,67
5h pH=7,64 | pH=7,63 | pH=7,65 | pH=7,64 | pH=7,61 | pH=7,62
6h pH=7,62 | pH=760 | pH=7,64 | pH=7,63 | pH=7,61 | pH=7,61
Wechsel der DZ Losung: Ausgangs pH 7,67
7h pH=7,66 | pH=765 | pH=7,66 | pH=7,66 | pH=7,62 | pH=7,63
8h pH=7,66 | pH=7,65 | pH=7,66 | pH=7,66 | pH=7,60 | pH=7,62
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DAPI Ergebnisse:

Tabelle 10-5: DAPI EDT [um] an den duferen (EDTa) und inneren (EDTi) Oberflichen der AW aus

Ge.

G
4h 4 h ZyKlus 8 h ZyKklus
AW Nr.

EDTa EDTi EDTa EDTi EDTa EDTi EDTa EDT;

1 252,5 164 318,9 217,7 430,7 185,3 671,4 379,8
2 237,2 100,3 277,2 189,8 393,6 149,8 514,5 346,3

3 187,4 189,3 307,4 159,3 465,6 272,6 643,4 334
4 192,4 134,8 285 159,3 451,4 171,4 569,6 350,6
5 2119 169,3 311,4 190,1 570,6 269,5 405,4 385,8
6 197 198 328,3 163,5 403,9 339,1 481,1 254,4
Mw 213,1 | 159,3 | 304,7 | 180,0 | 452,6 | 231,3 | 547,6 | 3418
*s 241 33,2 18,1 21,4 58,3 67,2 91,9 43,2

Tabelle 10-6: DAPI EDT [um] an den duferen (EDTa) und inneren (EDTi) Oberflichen der AW aus

G1.
G1
4 h 4 h ZyKlus 8 h Zyklus

AW Nr.
EDTa EDTi EDTa EDTi EDTa EDTi EDTa EDTi
1 258 179,5 331,5 216,2 506,6 346,4 510,9 359,7

2 253,3 186,9 388,1 165,5 466,9 139,5 533,7 379

3 306,6 166,5 299,6 221,3 561,5 224,3 430,1 344,4
4 254,4 184,7 326,5 177,8 509,5 146,7 537,5 373,4
5 217,1 217,7 380,3 115,4 512,6 418,1 436,7 390,3
6 229,7 186,3 379,8 178,1 528,4 348,3 513,4 376,7
Mw 253,2 | 186,99 | 351,0 | 179,1 | 514,3 | 270,6 | 493,7 | 370,6
*s 28,1 15,4 33,4 35,1 28,2 106,6 43,8 14,8
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Tabelle 10-7: DAPI EDT [pm] an den duferen (EDTa) und inneren (EDTi) Oberflichen der AW aus
Gz.

G2
4 h 4 h ZyKlus 8h 8 h Zyklus
AW Nr.

EDTa EDTi EDTa EDTi EDTa EDTi EDTa EDTi

1 326,8 177,3 344,4 233,5 499,4 387 616,4 354,6
2 283,4 173,4 384 255,8 504,1 318,6 623,1 419,1
3 337,2 309 432,3 273,2 554,5 370 566,3 392,7
4 318,2 139,4 367,1 2449 519,2 264,8 583,5 422,3
5 309 140 328,7 201,2 483,1 145,4 669,4 402,9
6 3281 132,4 365,1 255,9 557,2 359,9 543,7 315,2
MwW 317,1 | 178,6 | 370,3 | 244,1 | 519,6 | 307,6 | 600,4 | 384,55
xs 17,4 60,8 32,8 22,6 27,7 82,9 41,2 38,1

Tabelle 10-8: DAPI EDT [um] an den duferen (EDTa) und inneren (EDTi) Oberflichen der AW aus
Gs und Ge-24n

G3 G
24 h ZyKlus 24h
AW Nr.

EDTa EDTi EDTa EDTi
842,6 524,7 1 567,8 488,9

831 530,3 2 635,8 432,8
685,6 594,8 3 720,7 482,5
874,3 562,4 4 681,2 463

825 549,6 5 549,4 472,3
937,1 596,2 6 673,4 400,6
832,6 559,7 MW 638,1 456,7
75,8 28,2 *s 61,6 30,8

104




Losungen:

Medium Art.-Nr. Herstellerfirma
Acetone for analysis 1.00014.5000 | Merck KGaA, Darmstadt, GER
. Fresenius Kabi AG, Bad
Aqua destillata (Ampuwa) 1214482 Homburg, GER
Anti-Anti (100x) Antibiotic 15240-062 Gibco® by Life Technologies,
Antimycotic Darmstadt, GER
4’ 6-Diamidino-2-phenylindole D9542-5MG Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
dihydrochloride (DAPI) Taufkirchen, GER
Eosin Y soluti lcoholi HT110116- Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
OsIn T SOIUtion, alconotic 500ML Taufkirchen, GER
Ethanol 30/ 50/ 70/ 80/96/ 99/ .
100 Vol.-%, vergallt Apotheke Klinikum Grofdhadern
" Sigma-Aldrich Chemie GmbH
0 _ )
Glutaraldehydlésung 25 Gew. % G400-4 Taufkirchen, GER
HCL 1.09970.0001 | Merck KGaA, Darmstadt, GER
Mayer’s Himalaunlésung 1.09249.0500 | Merck KGaA, Darmstadt, GER
Methanol for analysis 1.06009.2500 | Merck KGaA, Darmstadt, GER
Sodium cacodylate trihydrate 20838 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
(Na-CaCO) Taufkirchen, GER
. N Fresenius Kabi AG, Bad
Natriumchlorid-Lésung 809121 Homburg, GER
2+
g%f;gD}lﬂbecco w/o CAZr Instamed | | 487 59 Biochrom GmbH, Berlin, GER
Roti®-Histofix Formaldehydlosung 2213.5 Carl Roth GmbH + Co.KG,
4,5% | Karlsruhe, GER
R Carl Roth GmbH + Co0.KG,
Roti-Histol 6640.4 Karlsruhe, GER
. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Sodiumdeoxycholat 30970-500G Taufkirchen, GER
Sodiumdodecylsulfat 0183.3 Carl Roth GmbH + Co.KG,
299,5%, Blotting-Grade | Karlsruhe, GER
Sudanschwarz B (C.I. 26150) fiir die 0292.1 Carl Roth GmbH + Co.KG,
Mikroskopie ) Karlsruhe, GER
Xylol (Isomere) 9713.3 Carl Roth GmbH + Co.KG,

>98%, rein, fiir die Histologie

Karlsruhe, GER
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Losungszusammensetzung:

Losung Bestandteile Menge
DAPI 1pug
DAPI Losung, c= 0,1 pg/ml
PBS 10 ml
Aqua destillata 912 ml
Glutaraldehydlésung 25 Gew. % 86,5 ml
Fix II Losung
HCL 1,5 ml
Na-CaCO 113g
Hamalaunlésung Mayer’s Himalaunlosung 50 ml
fur H&E Farbung PBS 150 ml
Methanol 100 ml
Methanol-Aceton
Aceton 100 ml
PBS Pulver 955¢g
PBS
Aqua destillata 11
Kommerzielle Farbekits:
Farbekit Bestandteile Art.-Nr. Herstellerfirma
Alcianblau 1 Vol.-% 10126
Alkalischer Alkohol 10132
WEIGERT Stamml6sung 10225
A/B A/B
Movat Pentachrom Ewleln ([II)C-Chlo'rld 200 ?&ﬁgﬁ;ﬂgcbung
Orisinal rilliant-Crocein-
At 12057 | Siurefuchsin 10156 | und Anwendung G
Phosphorwolframsiaure | 10324 Frankfurt am Main, GER
Safron du Gatinais 10369
Natriumthiosulfat 10288
Essigsdure 1 Vol.-% 10180
Pikro-Siriusrot fiir X\%GERT Stammlosung i‘(/’ZBZS MORPHISTO®
Kollagen I & III _ — Evolutionsforschung
Nachweis Pikro-Siriusrot 13422 und Anwendung GmbH,
Art.-Nr. 13425 Essigsdure 30 Vol.-% 13428 Frankfurt am Main, GER
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Gerate:

Gerat/ Hilfsmittel

Modellbezeichnung

Herstellerfirma

Fluoreszenzmikroskop

AxioObserver

Carl Zeiss AG, Oberkochen,
GER

PC Software
Fluoreszenzauswertung

AxioVision Rel. 4.8

Carl Zeiss AG, Oberkochen,
GER

PC Software
Histologieauswertung

Ascent software version 2.6

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

Kritisch-Punkt-Trockner CPD 30 BalTec, Schalksmiihle, GER
Leica Mikrosysteme
Lichtmikroskop Leica DMR Vertrieb GmbH, Wetzlar
GER
i MEDAX GmbH & Co.KG,
Paraffinstreckbad Typ 25900 Neumiinster, GER
pH-Meter inoLab pH Level 1 WTW, Weilheim, GER

Pumpe aus G1 und Gz

Eden 114
Aquarienpumpe, 11 W

PfG GmbH, Horstel, GER

Pumpe aus G3

EDEN 155
Aquarienpumpe, 80 W

PfG GmbH, Horstel, GER

Rasterelektronenmikroskop

Zeiss EVO LS10

Carl Zeiss AG, Oberkochen,
GER

Schlittenmikrotom

HM 400 R

Microm International
GmbH, Walldorf, GER

Schuttel-Inkubator

Inkubationshaube TH 15

Edmund Biihler,
Hechingen, GER

Sputter Coater SCD 50 BalTec, Schalksmiihle, GER
Ultrasonic Cleaner VWR International GmbH,
Ultraschallbad USC600T Darmstadt, GER
Wasserbad Julabo SW22 JULABO GmbH, Seelbach,
GER
Warmeschrank WTC Binder, Tuttlingen, GER
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Hilfsmittel/ Verbrauchsmaterial:

Hilfsmittel/ . Modellbezeichnung Herstellerfirma
Verbrauchsmaterial

. . Lab Logistics Group GmbH,
Aquarellpinsel Serie 1520L Meckenhelm, GER

) ) Lab Logistics Group GmbH,
Borstenpinsel Serie 7179L Meckenhelm, GER

) ) Thermo Fischer Scientific,
Cryomatrix Shandon Cryomatrix Waltham, USA
Einbettkassetten Lab Logistics Group GmbH,

Meckenhelm, GER

Eindeckglaser 24 x 50 mm

Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig, GER

Leica Biosystems Nussloch

Eindeckmedium Leica CV Mount GmbH, Nussloch, GER
Objekttrager Thermo SCIENTIFIC, Gerhard Menzel GmbH,
25x75x 1,0 mm Superfrost Ultra Plus® Braunschweig, GER
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