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Kurzzusammenfassung

ZIELSETZUNG:

Zellquellen fir das kardiovaskulare Tissue Engineering (TE) sind limitiert vorhanden und in
ihrer Verwendung unterliegen sie zahlreichen Einschrankungen. Um dem Bedarf humaner
Zellen fir die Forschung und Erzeugung von autologen Implantaten weiterhin nachkommen

zu kénnen, wurde das Kardiotomiereservoir (KR) als eine neue Zellquelle untersucht.

MATERIAL UND METHODEN:

Nach Operationen unter Verwendung von Herz-Lungen-Maschinen wurden die KRs (n = 10)
aus dieser entfernt und die Filter entnommen. Die Filter der vendsen Sektion und der
Kardiotomiesektion des Reservoirs wurden entweder zugeschnitten und in Petrischalen
kultiviert oder mittels Waschung ahnlich den Blutproben bearbeitet. Zusatzlich erfolgte
wahrend der Operation eine Blutentnahme aus dem KR, an die sich die Zellisolation mittels
Dichtegradientenzentrifugation anschloss. Nach der vier- bis sechswochigen Kultivierung
konnten verschiedene Zelllinien von Fibroblasten (FB) und Endothelzellen (EC) gewonnen und
fur die Antikorperfarbungen und Proliferationsassays kryokonserviert werden. Darliber hinaus
wurden Zellen auf Polyurethan (PU) Patches besiedelt (7,5 x 10° Zellen/cm?) und mittels
Rasterelektronenmikroskopie (REM), Life / Dead® Assay und Immunhistochemie ausgewertet.

Als Kontrollgruppe (n=2) dienten aus der Vena saphena magna isolierte FB und EC.

ERGEBNISSE:

Die erfolgreiche Extraktion von FB (n = 7) und EC (n = 4) aus dem KR und Vollblut der
Patienten wurde mit dem FB-spezifischen Antikorper gegen TE-7 und dem EC spezifischen
Antikorpern gegen CD31 und 'von Willebrand Faktor' (vWF) nachgewiesen. Eine konfluente
und vitale Zellschicht nach Besiedelung auf PU Patches wurde durch REM-Analyse,
Life / Dead® Assay und Immunhistochemie visualisiert. Der Aufbau einer extrazelluldren
Matrix (EZM) wurde durch positive Farbung gegen Collagen IV, Laminin, Fibronectin und
Elastin bestatigt. Im WST-1 Proliferationsassay zeigt sich eine positive Korrelation zwischen
Bypasszeit (129,3+38,4 min) und dem Wachstumsverhalten der Fibroblasten. Ferner bestehen
schwach negative Korrelationen zwischen dem Lebensalter (66,7+10,1 Jahre) und EuroScore II

(1,7+1,1) mit dem Fibroblastenwachstum.



ZUSAMMENFASSUNG:

Vitale FB- und EC-Zelllinien wurden nach der Operation aus dem Kardiotomiereservoir isoliert
und auf ihre Verwendbarkeit im kardiovaskularen TE hin untersucht. Der leichte Zugang und
die hohe Verflgbarkeit bieten nach Durchfiihrung weiterer Versuchsreihen eine mogliche

Zellquelle fur eine zukiinftige Anwendung im Bereich des TE.



1 Einleitung

Die Idee des Tissue Engineering (TE) und die damit verbundene kiinstliche Herstellung von
Gewebe zeigt zunehmend erfolgsversprechende Ansdtze in der Therapie von
kardiovaskularen Erkrankungen. Diese zahlen mit 40% zu den haufigsten Todesursachen in
Deutschland [1]. Weltweit tragen die kardiovaskularen Erkrankungen zu den meisten
Todesursachen bei, worunter viele mit Herzklappenerkrankungen assoziiert sind. Aufgrund
der zunehmenden Alterung der Gesellschaft bedirfen 2,5% der Bevolkerung der USA und
Europas aufgrund eines Klappendefekts einer operativen oder minimalinvasiven Therapie [2-
4]. Auch in den Entwicklungs- und Schwellenlandern ist die Lebenserwartung in den letzten
Jahrzehnten stetig gestiegen. Dort tragt allerdings das Rheumatische Fieber zu einer hohen
Anzahl behandlungsbedirftiger Patienten mit einer Herzklappenerkrankung bei [5].

In den meisten Fallen ist der vollstandige Herzklappenersatz bei fehlender Moglichkeit der
Rekonstruktion unabdingbar. Im Hinblick auf die Gesamtbevdlkerung geht man inzwischen
davon aus, dass sich die Zahl der Patienten, die einen Herzklappenersatz benétigen werden,
zwischen den Jahren 2003 und 2050 verdreifachen wird [6, 7].

Dieser zunehmende Bedarf von Herzklappen steigert den Anreiz die Therapieformen
kontinuierlich zu verbessern und stellt die medizinische Forschung vor eine Herausforderung.
Aktuell werden die erkrankten Herzklappen mittels Implantation von biologischen oder
mechanischen Prothesen ersetzt. Allerdings geht diese Therapie mit einer Reihe von
Nebenwirkungen und Limitationen einher. Mechanische Klappen sind mit einem erhéhten
Risiko flir Thromboembolien assoziiert und erfordern eine lebenslange antikoagulatorische
Prophylaxe [8, 9]. Biologische Herzklappen dagegen sind trotz Fixierung mit Glutaraldehyd,
welches immunologische Prozesse verhindern soll, in ihrer Lebensdauer verkiirzt und neigen
meist zu vermehrter Kalkablagerung. So werden diese Klappen bevorzugt bei alteren
Patienten eingesetzt, da bei jungen Patienten in vielen Fallen nach ca. 15-20 Jahren eine
Reoperation erforderlich ist [10, 11].

Eine Losung fur die bestehenden Limitationen der aktuellen Therapiemdglichkeiten, wie auch
fir den steigenden Bedarf an Herzklappen wird schon seit langerer Zeit in dem Feld der
regenerativen Medizin gesehen. Eine Herzklappe, die aus autologen (Spender ist gleichzeitig
Empfanger) oder homologen Zellen (Spender und Empfanger entstammen der gleichen
Spezies) in vitro hergestellt wurde, besitzt idealerweise die Fahigkeit zur Selbstreparatur und

zu einem lebenslangen Umbauprozess [12, 13]. Durch diese natirliche Eignung zu Wachstum



und Regeneration ware die Herzklappe potentiell unbegrenzt haltbar und wiirde dadurch das
Risiko einer erneut erforderlichen Operation reduzieren. Das Konzept des TE beruht darauf,
dass durch eine Kombination aus Zellen und einem dreidimensionalen Tragermaterial
erkranktes Gewebe ganz oder teilweise ersetzt werden kann [8, 10, 14].

Auch fur die Gruppe der angeborenen Herzerkrankungen spielt dieser neuartige
Therapieansatz eine groBe Rolle. In Deutschland werden pro Jahr mehr als 6500 Sauglinge
mit angeborenem Herzfehler geboren [15]. Die meisten dieser Kinder bendtigen einen
operativen Eingriff. Im Herzbericht von 2018 wird von insgesamt 5913 herzchirurgischen
Eingriffen bei Kindern gesprochen, davon 45% im ersten Lebensjahr [15]. Erfreulich ist, dass
der Anteil von angeborenen Herzfehlern als Todesursache bei Kindern von 1987 bis 2005
deutlich zurlickgegangen st [16]. Auch die steigende Zahl Erwachsener mit einer
angeborenen Herzkrankheit spricht fiir die verbesserte Wirksamkeit der Therapien [17].
Dennoch wird weiterhin der Grund fir die erhohte Sterblichkeit zu Teilen bei der
implantierten  Kunststoffprothese gesehen, die als Fremdkorper lebenslang im
heranwachsenden Korper verweilt [18]. Es ist bereits bekannt, dass auch hier die Implantation
von korpereigenem Gewebe z.B. in Form einer GefaBprothese helfen kann, die
therapeutischen Grenzen der herkdmmlichen Prothese zu umgehen. So konnten Kinder von
diesem neuartigen Therapieansatz besonders profitieren [19-21].

Um derzeitige Limitationen wie fehlendes Wachstum, Thromboembolien und Infektionen zu
Uberbricken, wurden bereits verschiedene Ansdtze etabliert, um den idealen Graft zu
entwickeln [22]. Allerdings wird die Auswahl geeigneter Zellquellen durch unterschiedliche
Differenzierungs- und Wachstumsfahigkeiten der Zellen, Entnahmetechniken, mdgliche
Tumorformationen, ethischen Bedenken und die aktuelle Gesetzeslage stark eingeschrankt.
Eine neuartige Zellquelle zu evaluieren, um den Fortschritt des kardiovaskularen TEs
voranzutreiben, ist Ziel dieser Arbeit. Die Erkenntnis, dass es bei herzchirurgischen Eingriffen
bzw. dem, daraus resultierenden, vaskuldren Stress, zur Freisetzung von Vorlauferzellen aus
dem Knochenmark kommt, flihrte zu der Idee, diese Zellen im Rahmen von herzchirurgischen
Operationen zu gewinnen. Das Kardiotomiereservoir (KR) der Herz-Lungen-Maschine (HLM),
welches das zirkulierende Blut wahrend der Operation filtert und speichert, bot sich als
potentielle Quelle groBer Zellmengen an. Hinzu kam die Uberlegung, dass eine groBe Menge
abgesaugter Flissigkeit aus dem chirurgischen Gebiet in das KR drainiert und womaglich in

den vorhandenen Filtern abgefangen wird [23-25]. So wurden unter der Annahme der
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erhdhten Zellkonzentration im Blut und der méglichen Akkumulation der Zellen in den Filtern
des KRs, die einzelnen Filter nach der Operation entfernt und entsprechend kultiviert.

Mit der Intention einer Konzepterprobung, um eine neue Zellquelle fir das TE zu generieren,
fokussiert sich diese Arbeit auf die Isolation und Kultivierung von sowohl Fibroblasten (FB) als
auch Endothelzellen (EC), die Testung auf ihre Kompatibilitdt im Einsatz von TE und die

Untersuchung der Wachstumsraten in Bezug auf patientenspezifische Einflussfaktoren.
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1.1 Grundlagen des Herz-Kreislauf-Systems

Das Herz ist ein Hohlmuskel und befindet sich im Brustkorb im mittleren Abschnitt des
unteren Mediastinums. Es besteht aus verschiedenen Gewebearten unterschiedlicher
Zelltypen und wird in zwei Vorhofe und zwei Herzkammern eingeteilt (Abb. 1 A+B). Um die
Entwicklung von Thromben zu vermeiden ist der Innenraum mit Endothel ausgekleidet.
Darauf folgt das Myokard und macht die dickste Schicht der Herzwand aus. AuBen wird das
Herz durch ein Bindegewebsschicht (Epikard) umhillt und von einer Serosa (Perikard)
eingeschlossen.

Das sauerstoffarme Blut flie3t aus allen Kérperregionen tber die untere und obere Hohlvene
(Vena cava superior und inferior) in den rechten Vorhof und wird tber die Trikuspidalklappe
in die rechte Kammer geleitet, von wo es lber die Pulmonalklappe in die Lungenarterie flieBt.
In den beiden Lungenfliigeln wird das Blut mit Sauerstoff angereichert. Von dort flieBt es
durch die Lungenvenen in den linken Vorhof und tber die Mitralklappe in die linke Kammer
des Herzens. In der Auswurfphase des Herzens wird das Blut Uber die Aortenklappe in die
Aorta zuriick in die Peripherie gepumpt. Der Aufbau des linken Herzens entspricht dem des
rechten. Die Aorten- und Pulmonalklappe trennen die groBen GefaBe des Kreislaufs vom
Herzen und werden aufgrund ihres charakteristischen Aufbaus als Taschenklappen
bezeichnet. Im Gegensatz dazu bilden auf der Ebene der Vorhofe die Segelklappen, die

Mitral- und Trikuspidalklappe die Trennung zu den Kammern [26-28].

obere Hohlvene o .
Aorta Abgang der / J _ Lungenarterie
rechten Herz- 4 g
linke Herzkranz- kranzarterie ™
arterie

rechter VOIhOf - linker Vorhof

rechter Vorhof
| . Pulmonalklappe

Miindung \ . 2
der unteren | - \~ Mitralklappe

Zwischenkammer- Hohlvene

rechte Herz- o= ' . aste der linken

kranzarerie ‘ Herzkranzanene

Trikuspidal-.
klappe b y ~t._linke Herz-
~ kammer

rechte Herzkaﬁlmer
Sehnenfaden

rechte Herzkammer / B \ ; a1z Papillamiuskel
A

Abbildung 1: Aufbau des menschlichen Herzens und der groBen GefdaBe (A-B) Bildguelle:
httop,//www.htchirurgie.uniklinikum-jena.de/

12



Das Herz pumpt mit einer variierenden Frequenz eine bestimmte Menge an Blut pro Minute
in die GefaBe. Damit dieser Vorgang angetrieben wird, bedarf es eines elektrischen Reizes.
Dieser wird im Sinusknoten oder in anderen Schrittmacherzentren des Herzens generiert. Hier
entsteht ein Aktionspotential, welches sich Gber das Myokard ausbreitet und zur Kontraktion
des Herzmuskels fiihrt. Die Herzaktion wird in die Systole, bei der sich die Kammern
kontrahieren und das Blut in den Kreislauf pumpen, und in die Diastole, bei der sich die
Kammern entspannen und mit Blut flllen, eingeteilt. Der GrofBteil der Kammerfillung wird
durch den Ventilebenenmechanismus erzielt. Hierbei wird die Klappenebene wahrend der
Systole Richtung Herzspitze verlagert, welches einen Unterdruck in den Vorhofen erzeugt
und den vendsen Rickstrom zum Herzen fordert. Nach Beendigung der Fillungsphase
beginnt die Kontraktion der Kammern. Ubersteigt der Druck in den Herzkammern den der
nachgeschalteten GefaBe, 6ffnen sich die Taschenklappen und die Auswurfphase beginnt. Die

Klappen schlieBen sich, sobald der Druck der Herzkammern wieder fallt [29].

1.2 Angeborene Herzfehler

Herzfehler reprasentieren mit einer Inzidenz von 0,7% aller Neugeborenen die groBte Gruppe
der angeborenen Anomalien eines Organs [30]. Definitionsgemall wird dabei von
strukturellen Fehlbildungen des Herzens oder thorakalen GefaBen gesprochen, die von
potentieller oder funktioneller Signifikanz fir die Sauerstoffversorgung aller Organe sind. Das
Spektrum reicht von leichten Defekten, wie dem Vorhofseptumdefekt oder dem
persistierenden  Ductus  arteriosus  Uber  mittelschwere  Defekte, wie dem
Ventrikelseptumdefekt, bis hin zu schweren Anomalien, wie dem Hypoplastischen
Linksherzsyndrom oder der Pulmonalen Atresie. Diese gehen alle mit einer Vermischung von
oxygeniertem und desoxygeniertem Blut einher [31]. So flihren vor allem die schweren
Herzfehler zu einer erheblichen Beeintrachtigung der Sauerstoffversorgung aller Organe,
weshalb sie auch als zyanotische Herzfehler bezeichnet werden. Betroffene Kinder bendtigen
eine dringliche chirurgische Intervention, da die Erkrankung unbehandelt zu einer Sterberate

von 70% im ersten Lebensjahr fiihrt [32-33].
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1.2.1 Geschichtliche Entwicklung

Helen B. Taussig gilt als Begrinderin der Kinderkardiologie. Sie legte, mit Hilfe jahrelanger
Beobachtungen und Aufzeichnungen den Grundstein fir die nichtinvasive Diagnostik der
haufigsten angeborenen Herzfehlern [34]. Gemeinsam mit dem US-amerikanischen Chirurg
Alfred Blalock entwickelte sie die Blalock-Taussig-Operation. Ziel dieses Verfahrens war es,
Uber eine klnstliche Umleitung, das Blut aus dem zyanotischen Kreislauf in die Lunge zu
fihren. Dadurch floss eine groBere Menge Blut durch das Lungengewebe und steigerte somit
den Anteil von oxygeniertem Blut. So konnten im Jahr 1944 Kinder mit einem zyanotischen
Herzfehler erstmalig erfolgreich behandelt werden [35].

Die Erfassung angeborener Herzfehler erfolgte friher lediglich durch klinische
Untersuchungen, die Diagnose konnte schlieBlich nur mithilfe einer Operation oder Autopsie
gesichert werden. Heutzutage konnen Herzfehler sicherer mittels nicht invasiver
Echokardiographie oder Angiographie erfasst werden. Im deutschen Herzbericht von 2016
wird belegt, dass die Sterberate herzkranker Kinder seit 1990 um 71% rucklaufig ist und seit
2006 stagniert. Als Grund fur die niedrigeren Sterberaten wird die verbesserte Bildgebung
gesehen. Zusatzlich tragen die weniger invasiven OP-Verfahren, die hohe Qualitat der
heutigen Intensivmedizin und neuartige Herzkatheterinterventionen zu der gesunkenen

Sterbeziffer bei [36].

1.2.2 Therapie bei angeborenen Herzfehlern

Herzfehler sollten so friih wie moglich diagnostiziert und wenn notig zeitnah operiert werden.
Die haufigste kardiogene Todesursache bei Neugeborenen (25%) ist das Hypoplastische
Linksherzsyndrom. Dabei liegt eine Hypoplasie des linken Ventrikels, eine Hypoplasie der
Aorta ascendens und eine Stenose der Mitral- und/oder Aortenklappe vor (Abb. 2A). Das
desoxygenierte Blut wird aus dem rechten Vorhof durch einen Vorhofseptumdefekt mit
oxygeniertem Blut aus dem linken Vorhof vermischt und durch die rechte Kammer in die
Pulmonalarterie weitergeleitet. Ein Teil des Blutes, der tber den Ductus arteriosus flieBt, sorgt
flr eine systemische Zirkulation von maBig oxygeniertem Blut [37]. Im Falle dieser schweren
Anomalie kann die Normalisierung des Blutflusses mittels mehrerer aufeinander aufbauenden
Operationen erreicht werden, die als Norwood-Operation zusammengefasst werden (Abb.

2B-D). Seitdem diese Prozedur 1971 zum ersten Mal durchgefiihrt wurde, hat diese Methode
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einige Modifikationen erhalten. Die erste Operations-Stufe wird in den ersten Lebenstagen
durchgefiihrt. Hierbei werden eine neue Aortenwurzel und ein neuer Aortenbogen
konstruiert und der rechte Ventrikel mit der Aorta verbunden. Fiir die Lungendurchblutung
erfolgt die Anlage eines Shunts zwischen der rechten A. subclavia und der rechten
Pulmonalarterie (Abb. 2B). Diese Prozedur erfolgt unter Verwendung der Herz-Lungen-
Maschine. Die zweite Operation nach einigen Monaten wird auch als Glenn-Anastomose
(Hemi-Fontan) bezeichnet, welche zu einer Verbindung der V. cava superior mit der Arteria
pulmonalis fiihrt (Abb. 2C). Im letzten Schritt, etwa zwei Jahre spater, wird eine extrakardiale
cavopulmonale Anastomose angelegt (Abb. 2D). Hierbei wird das Blut der unteren Hohlvene
durch eine Kunststoffprothese tber die Pulmonalarterie in den Lungenkreislauf geleitet. Nach
dieser Operation entwickeln sich die Kinder in der Regel gut [38]. Trotzdem ist das Ergebnis
dieser Operationen noch nicht hinreichend zufriedenstellend. Die perioperative
Mortalitatsrate ist die hochste aller, bei angeborenen Herzfehlern, durchgefiihrten
Operationen und liegt zwischen 7% und 19% [39]. Zudem zeigte eine Analyse der
Ressourcennutzung in den USA 2003, dass diese operative Therapie mit den hochsten Kosten
aller Krankenhausgebiihren bei Neugeborenen einhergeht. Sie liegen fiir das hypoplastische
Linksherzsyndrom bei 200 000 Dollar [40-43]. Die hohe Sterblichkeit wird zum Teil mit der
implantierten Kunststoffprothese assoziiert, sodass der Einsatz von neuartigen Prothesen

auch in diesem Bereich erhebliche Vorteile bringen kdnnte (s.0.).

15



Abbildung 2: Darstellung der mehrstufigen Therapie des Hypoplastischen Linksherzsyndroms: (A) Bei
einem Hypoplastischen Linksherzsyndrom liegt eine Hypoplasie des linken Ventrikels, eine Hypoplasie der
Aorta ascendens und eine Stenose der Mitral- und/oder Aortenklappe vor; (B) Schritt 1 der Norwood-
Operation verbindet die Pulmonalarterie mit dem zuvor erweiterten Aortenbogen; (C) Die Glenn-
Anastomose fiihrt als zweiter Schritt zu einer Verbindung zwischen der oberen Hohlvene und der
Lungenarterie (RPA & LPA); (D) Im letzten Schritt wird ein extrakardialer Umgehungskreislauf angelegt:
Eine Kunststoffprothese, die das Blut der unteren Korperhilfte direkt in den Lungenkreislauf leitet; Die
Schritte von (C) und (D) entsprechen der Fontan-Operation [32, 37, 43] Bildquelle: www.dhzb.de
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1.3 Herzklappenerkrankungen

Herzklappenstenosen, wie auch Insuffizienzen sind die Folge struktureller Veranderungen des
Klappengewebes, die durch degenerative, entzlindliche oder traumatische Prozesse bedingt
sind. Ein Klappenfehler kann jede der vier Herzklappen betreffen. Meistens sind allerdings die
Klappen des linken Herzens betroffen, da hier eine grofere Druckbelastung auf das Gewebe
wirkt. Die Ursachen der Klappenvitien sind weltweit unterschiedlich. In Entwicklungs- und
Schwellenlandern spielt das haufiger vorkommende rheumatische Fieber, ausgel6st durch die
Streptokokken der Gruppe A, noch immer eine groBBe Rolle [7]. Hier kommt es durch eine
Endokarditis und die dadurch bedingte Ablagerung von Antigen-Antikdrper-Komplexen, vor
allem auf der Mitralklappe, zu einer erworbenen Stenose [45, 46]. Dagegen ist die Inzidenz
dieser Erkrankung in den Industrienationen im letzten Jahrhundert stetig gefallen. Hier ist
der degenerative Vorgang im Sinne einer Verkalkung der Klappen, als Folge von friiheren
Infektionen, Bluthochdruck oder ein Klappenschaden als Folge eines Herzinfarktes die

Hauptursache [49].

1.3.1 Herzklappenstenose am Beispiel der Aortenklappenstenose

Die Herzklappenstenose ist eine pathologische Verengung und flhrt langfristig durch eine
erhohte Druckbelastung der vorgeschalteten Herzhdhle zu einer konzentrischen
Hypertrophie. Die Aortenklappenstenose zahlt mit der koronaren Herzkrankheit und der
arteriellen Hypertonie zu den haufigsten kardiovaskuldren Erkrankungen der westlichen Welt
[47,48].

Die Aortenklappenstenose fiihrt zu einer Obstruktion der linksventrikularen Ausflussbahn.
Durch die verminderte Klappen&ffnung kommt es zu einer unzureichenden Auswurfleistung
des Herzens und zu einer Mehrbelastung des linken Ventrikels bis hin zur
Linksherzinsuffizienz, die eine potentielle Lebensgefahr darstellt [9]. Sie verlauft zunachst
lange Zeit asymptomatisch. Spater kommt es zu den typischen Symptomen wie, Angina
pectoris, belastungsabhangige Dyspnoe, und Schwindel bzw. Synkopen [49]. Eine
symptomatische  Stenose sollte rasch  operativ  versorgt werden. Fur die
Schweregradeinteilung der Stenose wird die echokardiographische Messung des mittleren
und maximalen Druckgradienten Uber der Klappe verwendet. Ferner wird die mittels
Kontinuitatsgleichung berechnete Aortenklappendffnungsflache zur Einteilung
hinzugezogen. Eine schwere Aortenstenose wird unter der Voraussetzung eines normalen
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Schlagvolumens wie folgt definiert: maximale Flussgeschwindigkeit > 4 m/s, mittlerer
Gradient > 50 mmHg und zusatzlich Aortenklappenéffnungsflache < 1,0 cm? (Tab. 1) [50].
Die Indikationen zur operativen Versorgung werden nach der Leitlinie der Deutschen
Gesellschaft flr Kardiologie primar bei symptomatischen Patienten mit einer schweren
Aortenklappenstenose, also einem gewissen Schweregrad der Degeneration gestellt [9]. Bei
asymptomatischen Patienten stellen Faktoren, wie eine verminderte systolische
Pumpfunktion, ein hamodynamisch relevanter Progress, ventrikuldare Salven oder
pathologische Belastungstests die Indikation zur Therapie [51].

Eine erkrankte Herzklappe kann minimal invasiv oder operativ behandelt werden. Ist eine
Operation notwendig wird primar die Rekonstruktion der Herzklappe angestrebt. Sollte dies
nicht gelingen, folgt der konventionelle Aortenklappenersatz (AKE), indem eine
Herzklappenprothese implantiert wird. Allerdings stellt eine Operation mit extrakorporalem
Kreislauf ein hohes Risiko fiir multimorbide Patienten dar. Bis vor einigen Jahren wurde bei
Patienten mit einem hohen perioperativen Risiko auf einen AKE verzichtet [52]. Seit
Einfihrung der kathetergestiitzten Aortenklappenimplantation, TAVI, kdnnen nun auch
Hochrisikopatienten behandelt werden [53-55]. In einem interdisziplinaren Team wird die
Entscheidung zu einem offenen oder minimal invasiven Verfahren getroffen. Die Errechnung

des perioperativen Risikos mittels Euro II-Score flieBt mit in die Entscheidung ein [56, 57].
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Abbildung 3: (A) Die Aortenklappe ist eine der vier Herzklappen und liegt am Ursprung der Aorta aus der
linken Herzkammer. Als Taschenklappe besteht sie aus drei halbmondférmigen Taschen und verhindert
den Blutriickfluss in der Diastole; (B) Eine Verengung wird als Aortenklappenstenose bezeichnet und fiihrt
zu einer Druckbelastung des linken Ventrikels. Bildquelle: www.bvmed.de

leicht mittel schwer
Maximale Aortenflussgeschwindigkeit (m/s) > 4,0
Mittlerer Druckgradient (mmHg) <25 20-25 > 50
Aortenklappenéffnungsfliche (cm?) >15 1,0-1,5 <10

Tabelle 1: Einteilung der Schweregrade der Aortenklappenstenose [58]

1.3.2 Herzklappeninsuffizienz am Beispiel der Mitralklappeninsuffizienz

Eine Klappeninsuffizienz bezeichnet die Schlussunfahigkeit der jeweiligen Klappe, welche zu
einem Rlckstrom von Blut durch diese Klappe flhrt. Insuffizienzen fiihren zu einer
Volumenbelastung und damit zu einer Dilatation der vorgeschalteten Herzhohle.

Derzeit leiden in Deutschland ca. eine Millionen Menschen an einer therapierelevanten
Mitralklappeninsuffizienz, welcher weltweit nach der Aortenklappenstenose der
zweithaufigste Klappenfehler ist [59, 60]. Der haufigste Grund fur dieses Vitium ist der
Mitralklappenprolaps, wobei sich wahrend der Kontraktion der Kammer Anteile des
Klappenapparats in den linken Vorhof vorwdlben. Dieser findet sich bei 2,4 % aller Menschen
(Abb. 4B) [61]. Hierbei liegt primar ein angeborener Defekt des Segel- oder
Sehnenfadengewebes zugrunde [62, 63].

Haufig werden die Patienten durch eine Abnahme der Leistungsfahigkeit, Belastungsdyspnoe
und einen nachtlichen Husten symptomatisch. Bei einer akuten kardialen Dekompensation

kommt es zur Ausbildung eines Lungenddems und einer darauffolgenden
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Rechtsherzinsuffizienz. Fir die Festlegung des Schweregrades stellt die Echokardiographie
ein unverzichtbares Diagnoseinstrument dar (Tab. 2). Sie ist neben der Klarung der Ursache
von entscheidender Bedeutung fir Prognose und Therapieplanung [64]. Die Behandlung
umfasst zum einen konservative Therapiemdglichkeiten und zum anderen operative oder
interventionelle MaBnahmen. Die Entscheidung wird durch die Art des Klappenfehlers und
Begleiterkrankungen beeinflusst. Bei einer schweren Insuffizienz wird nach Mdéglichkeit eine
klappenerhaltende Rekonstruktion durchgefiihrt. Gelingt diese nicht, erfolgt ein Ersatz durch

eine biologische oder mechanische Herzklappe [65].

Abbildung 4: (A) Die Mitralklappe ist eine der vier Herzklappen und befindet sich zwischen dem linken
Vorhof und der linken Herzkammer. Sie verhindert wahrend der Kammerkontraktion den Riickfluss des
Blutes in den Vorhof; (B) Der Mitralklappenprolaps bezeichnet eine der haufigsten angeborenen
Fehlbildungen des Klappenapparates; hierbei wolben sich Anteile der Mitralklappe wahrend der Systole in
den linken Vorhof vor. In 4 % der Félle kommt es zu einer bedeutsamen Mitralklappeninsuffizienz, welche
echokardiographisch diagnostiziert wird; (C) Der groBe gelbe Bereich im linken Vorhof (LA) stellt den
Riickfluss des Blutes durch die Klappe dar Bildquelle: www.klinikum.uni-muenchen.de

leicht mittel schwer
VorhofgroBe (cm) <4,0 >4,0 >4,0
Jetflache (cm2) <4,0 4,0-8,0 >8,0
Regurgitationsvolumen (ml) <30 30-59 > 60

Tabelle 2: Einteilung der Schweregrade der Mitralklappeninsuffizienz [64]
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1.4 Herzklappenersatz

1960 wurde von dem Herzchirurgen Albert Starr und dem Ingenieur Miles Edwards die erste
kiinstlich angefertigte Mitralklappe erfolgreich implantiert. Der Patient Uberlebte weitere
zehn Jahre mit dieser neuen Klappe. Die, ebenfalls durch Starr und Edwards entwickelte,
kinstliche Aortenklappe konnte in Deutschland 1961 zum ersten Mal erfolgreich implantiert
werden. Das Team um Albert Starr fiihrte zwischen 1960 und 1997 ca. 4900 Operationen
durch. Den franzdsischen Herzchirurgen Alain Carpentier, Jean-Paul Binet und Carlos Duran
gelang 1965 der Durchbruch in der Entwicklung von biologischen Herzklappen, indem sie
einem Patienten erstmals die Herzklappe eines Schweins implantierten. 1971 setzte Marian
Ionescu einem Patienten die erste Herzklappe eines Rinds ein, die auf einem Ring befestigt
wurde und somit langer haltbar war. 2002 fihrte der franzosische Kardiologe Alain Cribier
zum ersten Mal die Transkatheter-Aortenklappenimplantation (TAVI) durch. [66]

34.394 Herzklappenoperationen wurden 2018 in Deutschland durchgefiihrt. Davon nahm der
Aortenklappenersatz mit 86% den groBten Anteil ein, wohingegen die Mitralklappe bei Zwei
Drittel der Patienten rekonstruiert werden konnte [15]. Fir den Klappenersatz werden zurzeit
biologische (Abb. 5A) oder mechanische Prothesen (Abb. 5B) eingesetzt. Ein groBer Nachteil
dieser beiden Klappen ergibt sich aus ihrer fehlenden Fahigkeit zu Wachstum und

Remodelling. Vor allem fiir junge Menschen stellt diese Tatsache einen Nachteil dar [67].

14.1 Mechanische Herzklappen

Das Innere der mechanischen Klappen besteht lblicherweise aus Pyrolytcarbon, der Nahtring
wird aus doppeltem Velour-Polyester hergestellt [68]. Von den verschiedenen mechanischen
Herzklappen hat sich die Doppel-Fligel-Prothese durchgesetzt (Abb. 5B). Allen Prothesen
gemeinsam ist das horbare Klappengerdusch (,Prothesenklick”), welches entsteht, wenn die
Fligel auf den Ring der Klappe aufprallen. Mechanische Klappen zeichnen sich durch ihre
lange Lebensdauer aus [69]. Allerdings haben die Klappen eine thrombogene Oberflache und
sind mit einem erhohten Risiko fir Thromboembolien assoziiert, sodass eine lebenslange
Antikoagulation notwendig ist [68]. Die geflirchtetste Nebenwirkung der Antikoagulation ist

die erhdhte Blutungsneigung dar, die beispielsweise zu einer Hirnblutung fihren kann [70].
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14.2 Biologische Herzklappen

Biologische Herzklappen werden aus xenogenem Gewebe (vom Schwein oder Rind) und
anschlieBender chemischer Fixierung mit z.B. Glutaraldehyd hergestellt [71]. Hier besteht
nicht die Notwendigkeit einer lebenslangen Einnahme von gerinnungshemmenden
Pharmaka. Biologische Herzklappen haben jedoch im Vergleich zu mechanischen Klappen
eine niedrigere durchschnittliche Lebensdauer von 10-20 Jahren [10]. Die Tendenz zur
vermehrten Kalzifikation fihrt in 30% der Falle zu einer erneut notwendigen operativen
Versorgung nach ca. 15 Jahren. Die Tatsache, dass biologische Prothesen nach einer gewissen
Zeit ersetzt werden miuissen, erklart, warum die Klappen meistens erst bei Patienten ab einem
Alter von ca. 65 Jahren eingesetzt werden [11, 71].

Einen klinisch geringen Anteil aller implantierten Klappen nehmen die Autografts ein, also die
Prothesen vom selben Individuum (Abb. 3C) [72]. Ein Beispiel hierfir ist die Ross-Operation,
bei der jungen Erwachsenen und Kindern die Aortenklappe durch die korpereigene
Pulmonalklappe ersetzt wird [73]. Die fehlende Pulmonalklappe wird im Gegenzug durch eine
andere gespendete menschliche Pulmonalklappe (Homograft) ersetzt. Dies ist ein Beispiel fir
ein homologe Transplantation, bei dem Spender und Empfanger der gleichen Spezies
angehoren [74]. Auch bei den Auto- oder Homografts ist mit einem raschen VerschleiB zu

rechnen, sodass dieses Verfahren ebenfalls eine erneute Operation nach sich zieht [75].

Abbildung 5: (A) Biologische Herzklappe ,Trifecta ™ “ (Quelle: St. Jude Medical); (B) Zweifliiglige
mechanische Herzklappe ,SJM Regent ™ “ (Quelle: St. Jude Medical); (C) Autograft: eingenihte
Pulmonalklappe in der Aortenwurzel Bildquellen htto,ywww.htchirurgie.uniklinikum-jena.de,
www.herzzentrum-dresden.com

Die ideale Klappenprothese mit einer verlangerten Haltbarkeit sollte nachstehende
Anforderungen mdglichst vollstéandig erfillen: Fahigkeit zu Wachstum und Infektionsabwehr,

vollstandiger Klappenschluss, Vermeidung von Thrombenbildung und eine lebenslange
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Haltbarkeit [76]. Um diesen Anspriichen nachzukommen, wurden in den vergangenen Jahren
zwei grundlegende Konzepte entwickelt: zum einen beruht der Ansatz des TEs darauf, in vitro
gezlichtete, autologe Zellen auf synthetische oder biologische Strukturgeriste zu siedeln und
diese anschlieBend in einem Bioreaktor zu einer funktionsfahigen Klappe oder Prothese
heranwachsen zu lassen [77]. Zum anderen ist es moglich, dezellularisierte Herzklappen oder
auch synthetische Polymere in den Korper zu implantieren und diese dann in-vivo durch

eigene Zellen besiedeln zu lassen [78].

1.5 Herz-Lungen-Maschine

Die Herz-Lungen-Maschine (HLM) ersetzt wahrend der Operation am offenen Herzen sowohl
die Oxygenierungsfunktion der Lunge als auch die Pumpfunktion des Herzens. Sie ermdglicht
dadurch die Stilllegung des Herzens wahrend des Operationszeitraums und halt gleichzeitig
die Perfusion des Korpers mit oxygeniertem Blut aufrecht.

Die erste Herz-Lungen-Maschine wurde 1855 von dem deutsch-6sterreichischen Physiologen
Maximilian von Frey zusammen mit seinem Kollegen Max Gruber entworfen und gebaut [79].
Spater wurde mit Heparin das Fundament fiir den Einsatz der HLM am Menschen gelegt,
welches 1916 von dem Chirurgen Jay McLean als eine gerinnungshemmende Substanz aus
der Hundeleber isoliert wurde. 1953 gelang dem US-amerikanischen Chirurg und Erfinder
John Heysham Gibbon Junior, der als Vater der Herz-Lungen-Maschine bezeichnet wird, eine
Operation am offenen Herzen mit extrakorporaler Unterstiitzung [80]. Bei diesem Eingriff
wurde ein Vorhofseptumdefekt einer 18-jahrigen Frau verschlossen [81]. In der weiteren
zeitlichen Entwicklung wurde, um den Sauerstoffverbrauch der Organe zu senken, zunachst
das Prinzip der Hypothermie eingefihrt, bis schlieBlich 1955 die Entwicklung eines
Oxygenators gelang [82]. In Deutschland setzte Rudolf Zenker daraufhin 1958 die durch
Hans-Georg Borst entwickelte HLM erfolgreich bei der operativen Versorgung einer jungen
Patientin mit Ventrikelseptumdefekt ein [83].

Die Herz-Lungen-Maschine besteht aus einer vendsen Ableitung aus dem Patientenkorper,
einem Reservoir, einer Rollerpumpe, einem Membranoxygenator mit Gas- und
Warmeaustauschfunktion, einem arteriellen Filter und einem arteriellen Zugang. Das Blut wird
Uber eine vendse Kantle im rechten Vorhof oder der V. cava drainiert und tber eine Leitung
der Schwerkraft folgend in einem Reservoir gesammelt (Abb. 6). Das aus dem

Operationsgebiet abgesaugte Blut drainiert ebenfalls in das Reservoir, welches einen
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Entschdaumer und einen Partikelfilter enthalt, um das Blut von Geweberesten zu befreien. So
kann dem Patienten das gesauberte Blut wieder zugefiihrt werden. Das Blut wird dann mit
Hilfe einer Rollerpumpe zum Gas- und Warmeaustausch in einen Oxygenator geleitet. Im
Anschluss wird das Blut in die Aorta ascendens zuriickgepumpt [83, 84].

Bei minimalinvasiven Operationen wird die HLM in der Regel an die LeistengefaBe

angeschlossen [85].

OXYGENATOR ARTERIELLER FILTER KARDIOPLEGIE
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Abbildung 6: Schema einer extrakorporalen Zirkulation: Blut flieBt iiber eine vendse Kaniile aus der V. cava
oder der rechten Ventrikel in das Kardiotomiereservoir und wird dort gesammelt. Zusatzlich wird iiber
einen Sauger das liberschiissige Blut aus dem operativen Gebiet in das Kardiotomiereservoir geleitet, wo
es gesdubert und ebenfalls gespeichert wird. Dann wird das Blut iiber eine Rollerpumpe fiir den Gas- und
Warmeaustausch in den Oxygenator geleitet. Im Anschluss wird das Blut in einem Filter von Luftblasen
befreit, um Mikroembolien zu verhindern. Die Riickfiihrung erfolgt iiber die Aorta ascendens. Es besteht
ein separates System fiir die Kardioplegiegabe. Bildquelle (Herz): http//www.kinderherzpraxis-
linz.at/fragen.htm/

24



1.6 Tissue Engineering

Tissue Engineering (TE) ist im World Technology Panel 2002 definiert worden als
.Gemeinsame Applikation von Prinzipien und Methoden des Engineering und der
Biowissenschaften fir das Erreichen von fundamentalen Einsichten in die Verhdltnisse
zwischen Struktur und Funktion bei neuartigen und pathologischen Geweben, sowie die
Entwicklung der biologischen Ersatzmaterialien zur Rekonstruktion, Erhaltung oder
Verbesserung der Gewebefunktion” [Ubersetzt aus dem Englischen ; 86].

Da die meisten operativen kardiovaskuldaren Behandlungen den Ersatz von Gewebe vorsehen,
kann das TE bei der Therapie dieser Erkrankungen eine groBe Rolle spielen [87]. Dank
weitreichender Fortschritte in der Stammzellforschung, der Materialkunde und in-Vitro-Assay
Technologien wird die klinische Anwendung von kunstlich hergestellten kardiovaskularen
Geweben zu einer realistischen Therapie der nahen Zukunft [88]. So wurden bereits viele
Herangehensweisen fiir die Gewebezlichtung mit embryonalen, postembryonalen, adulten

Stammzellen und differenzierten Zellen evaluiert.

1.6.1 Anfidnge des Tissue Engineerings

Nach Erfindung des Mikroskops pragte Robert Hooke als erster den Begriff der Zelle und
veroffentlichte seine Erkenntnisse in seinem Buch Micrographia [89]. 1838-1839 definierten
Matthias Schleiden und Theodor Schwann die Zelltheorie. Darunter fanden sich die zentralen
Aussagen, dass alle Organismen aus einer oder mehreren Zellen bestehen, Zellen stets aus
anderen Zellen durch Zellteilung entstehen und diese die grundlegende Einheit fir die
Struktur der Organismen sind [90]. 1858 erweiterte Rudolf Virchow diese These und
veroffentlichte die Theorie der Zellularpathologie, die besagt, dass Krankheiten auf der
Storung von Korperzellen basieren [91]. Alexis Carrel zeigte 1913, dass Zellen, die aseptisch
gehalten und erndhrt werden, auch Uber eine langere Zeit in einer Zellkultur wachsen kénnen
[92].

Die ersten kunstlich hergestellten Konstrukte der Haut wurden von Howard Green an der
Harvard Medical School entwickelt [93]. Die Geburtsstunde des TEs ist in den 1980 er Jahren
den beiden Arzten Joseph P. Vacanti und Robert Langer zuzuordnen. Sie nutzten eine Maus
als Bioreaktor, um Knorpelgewebe in Form eines menschlichen Ohrs anzuziichten [94]. In den
darauffolgenden Jahren beschéftigten sich zahlreiche Forschungslaboratorien mit der

Anwendung von TE fir fast jedes Gewebe im menschlichen Kérper [95].
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1.6.2 Prinzipien des Tissue Engineerings

Tissue Engineering (TE) basiert auf der grundsatzlichen Idee, aus Zellen ein funktionales
Gewebe oder Organe herzustellen [96]. Die verwendeten Zellen kdnnen von einem autologen
(zu demselben Individuum gehorig), homologen (zur selben Spezies gehorig) oder
xenogenen (von einer anderen Spezies) Spender stammen. Idealerweise werden
korpereigene Zellen verwendet, um mit dem resultierenden Gewebe die erkrankten Organe
teilweise oder sogar ganz zu ersetzen. Nach der Entnahme des Spendergewebes (z.B. mittels
Biopsie) werden die Zellen isoliert und anschlieBend mit einem entsprechenden Medium
kultiviert (Abb. 7). Die vermehrten Zellen werden dann auf dreidimensionale Zelltrager
ausgesat. Hier macht man sich dreidimensionale Zelltrager zu Nutze, die entweder aus
biologischen oder synthetischen Materialien hergestellt werden [97]. Diese Zelltrager aus
resorbierbarem Material fungieren, vor allem zu Beginn des Gewebewachstums, als
Formgeber. Das Tragermaterial bietet eine mechanische Unterstiitzung, bis die Zellen ihre
eigenen Matrixproteine produzieren. Es kann je nach Eigenschaft nach Aufbau einer
funktionstlichtigen extrazellularen Matrix vollstandig resorbiert werden. Bei hoher
physikalischer Belastung ist allerdings nach der Resorption des Tragermaterials keine
ausreichende eigene Stabilitdat gewahrleistet. Im Gegensatz dazu zeichnen sich die nicht
resorbierbaren Materialien durch ihre gleich bleibende physikalische Belastungsfahigkeit aus
[98, 99]. Die Entwicklung eines funktionsfahigen Gewebes kann unter Einfluss mechanischer
Reize in Bioreaktoren stattfinden. Hier werden in-vivo-Bedingungen kiinstlich nachgeahmt,
indem die hergestellte Prothese mechanischen Reizen (Fluss, Druck, Dehnung und
Kompression) ausgesetzt wird. AuBerdem wird das Gewebe mit Sauerstoff, Zellkulturmedium
und im Medium enthaltenen Wachstumsfaktoren versorgt. Im Anschluss wird das hergestellte

Gewebe in den Empfanger implantiert [100].
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Abbildung 7: Systematischer Uberblick iiber das Konzept des Tissue Engineerings: Nach der Entnahme von
Spendergewebe werden die Zellen isoliert und anschlieBend in geeignetem Medium kultiviert. Im weiteren
Verlauf erfolgt die Vermehrung der Zellen, mit denen anschlieBend dreidimensionale Geriiste besiedelt
werden. Die Entwicklung eines funktionsfahigen Gewebes findet unter Einfluss mechanischer Reize und
Wachstumsfaktoren statt. Im Anschluss wird das hergestellte Gewebe in den Spender implantiert.

[Bildguelle: 101-104]
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1.6.3 Zellen fur kardiovaskulares Tissue Engineering

Embryonale Stammzellen:

Embryonale Stammzellen (ESC) koénnen sich in jegliche Zelltypen (des Lebewesens)
entwickeln. Lange Zeit galten ESCs, hinsichtlich ihrer klinischen Anwendung, als ungeeignet.
Durch ihre Omnipotenz gelangten sie allerdings in den Mittelpunkt der medizinischen
Forschung. So war es bereits moglich, aus ESC beta-Zellen des Pankreas, Kardiomyozyten
und Osteoblasten zu entwickeln [105-107]. In Bezug auf die kardiovaskulare Forschung ist es
gelungen, diese Zellen zu funktionellen Herzklappen oder GefdaBprothesen heranzuziichten
[108, 109]. Differenzierte Kardiomyozyten koénnten die Kontraktilitdit von infarziertem
Herzgewebe wiederherstellen. Es ist allerdings auch bekannt, dass unkontrollierte
Differenzierung in Kardiomyozyten zu kardialen Teratomen und zu einem Anstieg der
immuninflammatorischen Antwort, vor allem in infarziertem Gewebe, fihrt. So bleibt ihre
sichere Anwendung weiterhin eine Herausforderung [110, 111]. Auch wird weiterhin die
Gewinnung und somit die Verwendung der ESCs kontrovers diskutiert, da es ethisch-

moralische Bedenken aufwirft [112].

Adulte Stammezellen:

Zu der Gruppe der postembryonalen, adulten Stammzellen gehort jede Form der Stammzelle,
die nach dem Abschluss der Embryonalentwicklung im Korper vorhanden ist. Adulte
Stammzellen kénnen sich nicht mehr in jede beliebige Zelle differenzieren. Durch ihre
eingeschrankte Plastizitdit werden sie als multipotent bezeichnet. Hinzu kommt eine
eingeschrankte Verflgbarkeit aufgrund der geringeren Zellzahl im Gewebe. Zusatzlich spielt
auch hier die potentielle Gefahr einer Entartung der Zellen eine Rolle [113-117]. Wahrend der
gesamten Lebensdauer eines Organismus lassen sich adulte Stammzellen in Organen wie
Knochenmark und Fettgewebe nachweisen. Da diese Zellen in jedem Organismus verfligbar

sind, bietet sich deren Einsatz fiir das TE an.

Nabelschnurstammezellen:

Als Quelle junger, undifferenzierter adulter Stammzellen wurde bereits die erfolgreiche
Isolation von Vorlauferzellen aus dem Blut der Nabelschnur und aus der Amnionfllssigkeit

beschrieben. Sodian et al. zlichteten aus derartig gewonnenen Zellen vitale und
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funktionsfahige Herzklappen [118, 119]. Die Moglichkeit der Kryokonservierung von
Nabelschnurblutstammzellen in Stammzellbanken bietet das Potential der lebenslangen
Therapiemdglichkeit von  beispielsweise angeboren Herzfehlern oder malignen

hamatologischen Erkrankungen [120, 121].

Stammezellen aus dem Knochenmark:

Hamatopoetische Stammzellen (HSC) aus dem Knochenmark, die die Oberflachenmarker
CD34 und CD133 exprimieren und die davon abgeleiteten endothelialen Vorlauferzellen
(EPC), nehmen einen hohen Stellenwert im Bereich des TE ein [122, 123]. Nach aktuellem
Forschungsstand bietet die intramyokardiale Stammzelltherapie im Hinblick auf die
Verwendung dieser Zellen bereits ein vielversprechendes Konzept: CD133-positive
Stammzellen werden in das Myokard injiziert und bewirken eine beschleunigte

Regenerationszeit des Herzmuskels [124].

Induzierte pluripotente Stammzellen:

Ferner wurde 2006 von Takahashi und Yamanaka erstmalig die Herstellung autologer
pluripotenter Stammzellen aus korpereigenen somatischen Zellen beschrieben [116]. Durch
die Uberexpression von vier Transkriptionsfaktoren wurden unipotente Zellen in pluripotente
Stammzellen reprogrammiert, die die Fahigkeit zur Differenzierung in Zellen aller drei
Keimblatter besitzen. Der retrovirale Gentransfer und die, damit verbundene, Verdanderung
des Empfangergenoms ist jedoch unter der aktuellen Gesetzeslage verboten. Zudem wurde
unter heranwachsenden induziert pluripotenten Zellen ebenfalls die Entwicklung bosartiger

Tumore beobachtet [125-127].

Differenzierte Zellen:

Ausdifferenzierte Zellen hingegen besitzen keine Differenzierungsfahigkeit mehr. Im Bereich
der kardiovaskuldaren Forschung handelt es sich in diesem Falle vor allem um somatische
Zellen, die aus Fragmenten vendser oder arterieller GefaBe nach einer herzchirurgischen
Operation gewonnen werden kdnnen. Diese etablierte Isolationsmethodik und Verwertung
von Geweberesten nach der Operation spricht fir den Einsatz dieser Zellen. Trotzdem ist es in
den meisten Fallen nicht mdglich, den Patienten groBere Zellmengen zu entnehmen und der

oft schlechte GefaBzustand erklart die teilweise niedrigen Proliferationsraten der Zellen [76,

29



87, 128]. Trotzdem wurden unter Verwendung der Zellen erfolgreich Prothesengeriste
besiedelt und zu funktionsfahigen Klappen herangeziichtet. Sowohl Zellen aus dem Gewebe

von Venen als auch Arterien zeigten exzellente Entwicklungsfahigkeiten [129-131].

Endotheliale Vorlauferzellen:

Endotheliale Progenitorzellen (EPC) wurden 1997 erstmals beschrieben und sind seitdem
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen [132]. Sie werden wahrend einer kardiovaskularen
Schadigung freigesetzt und sind bei der Reparatur von Gefalen von Bedeutung. Es konnte
nachgewiesen werden, dass Vorlauferzellen aus dem Knochenmark, darunter die
endothelialen Vorlauferzellen, durch jegliche Ausloser vaskuldaren Stresses, wie Polytrauma
oder Anlage eines kardiopulmonalen Bypasses mobilisiert werden [24, 133]. Noch immer ist
ihre genaue Funktion unklar. Es ist allerdings bekannt, dass die Zahl der zirkulierenden EPCs

im Blut zur Bestimmung des kardiovaskuladren Risikos herangezogen werden kann [134].
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2 Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die Spender (n=10) wurden irreversibel anonymisiert und aus dem Patientenkollektiv der
Herzchirurgischen Klinik und Poliklinik der LMU Minchen entnommen. Frische
Vollblutproben und Filter wurden wahrend und nach einer herzchirurgischen Operation aus
dem Kardiotomiereservoir (InspireTM HVR Dual; Sorin Group Deutschland GmbH, Miinchen,
GER) entnommen. Lebensalter der Patienten und Zeit der extrakorporalen Zirkulation wurden
dokumentiert. Die Operationszeit von t<150 min wurde nicht in die Studie integriert.
Dadurch konnte eine moglichst lange Zeit an der Herz-Lungen-Maschine garantiert werden.
Zusatzlich erfolgte die Berechnung des EuroSCORES 1.  Fir die Verwendung der
Vollblutproben und der Kardiotomiereservoire liegt eine Unbedenklichkeitsbescheinigung
der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat Mlnchen vor. Ebenfalls liegt eine
Unbedenklichkeitsbescheinigung fir die Zellisolation aus Venenfragmenten der V. saphena

der Kontrollgruppe vor (siehe Anhang).

2.2 Zellisolation aus Bestandteilen des Kardiotomiereservoirs

Die Isolierung der Endothelzellen (EC) und Fibroblasten (FB) erfolgte sowohl aus dem
Vollblut, welches wahrend der herzchirurgischen Operation aus dem KR entnommen wurde,
als auch aus den zwei verschiedenen, im KR vorhandenen Filtern. Der feinporige Filter wurde
aus der vendsen Sektion des Reservoirs entnommen und direkt in einer Petrischale kultiviert.
Der groBporige Filter ssammte aus der Kardiotomiesektion des KRs und wurde mit Flissigkeit

gespllt, um die Zellen in einer Suspension weiter zu isolieren (Abb. 8).
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Abbildung 8: Systematischer Uberblick iiber die verschiedenen Isolationsmethoden, die in der Arbeit
angewandt wurden. Die Entnahme von Vollblut erfolgte wihrend der Reperfusion aus dem
Kardiotomiereservoir. Die frisch entnommenen Blutproben wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation separiert und mononukledre Zellen isoliert. Das gleiche Verfahren
wurde auf die groBporigen Filter aus der Kardiotomiesektion des Reservoirs angewandt. Der
Unterschied bestand darin, dass diese vorher gespiilt wurden, um die gewiinschten Zellen in eine
fliissige Suspension zu bekommen. Die kleinporigen Filter aus der venosen Sektion des Reservoirs
wurden auf die passende GroBe zugeschnitten und in Petrischalen direkt kultiviert.

2.2.1 Zellisolation aus dem Vollblut

Die Isolierung von mononukledren Zellen erfolgte aus dem Blut, das wahrend der
herzchirurgischen Operation gewonnen wurde. 20 ml Blut wurde wahrend der Operation aus
dem KR entnommen. Der genaue Abnahmezeitpunkt wurde auf t=15 min nach Beginn der
Reperfusion festgelegt. Die Reperfusion bezeichnet die unterstiitzende Pumpfunktion der
HLM bei wieder aktivem Herzschlag bis zur Beendigung des extrakorporalen Kreislaufes. Da
die Reperfusionszeit in der Regel der Halfte der Ischamiezeit des Herzens entspricht, stellte
dieser Entnahmezeitpunkt eine ausreichende Lange der Operation dar und schloss somit alle
kirzeren OPs aus [135]. Das Material wurde gekihlt transportiert und die sofortigen
Verarbeitung erfolgte unter sterilen Bedingungen unter der Laminar Flow Werkbank (Hera
Safe, Kendro Laboratory Products, Hanau, GER).

Das Blut wurde zuerst mit Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS; Biochrom AG, Berlin, GER) im

Verhaltnis von 1:1 verdiinnt. Daraufhin erfolgte die Herstellung eines Buffy Coats, woflr das
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verdiinnte Blut fir t=10 min bei 400 g zentrifugiert wurde. Das Plasma wurde abgesaugt und
verworfen und die Leukozytensuspension (Buffy Coat) vorsichtig vom Erythrozytenpellet
abgetragen und zur Weiterverarbeitung in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen (Falcon, Corning
Inc., Corning, USA) gegeben. Da die gewonnenen Zellen noch nicht vollstandig von den
Erythrozyten getrennt wurden, musste in einem weiteren Schritt die Trennung dieser beiden
Blutbestandteile mittels Dichtegradientenzentrifugation erfolgen.

Der Buffy Coat wurde daflir mit Earle’s Medium 199 (M199; Biochrom AG) im Verhaltnis von
3:1 verdinnt. 15 ml der Biocoll Separating Solution (Biochrom AG) mit einer Dichte von
1.077 g/ml wurde in einem 50 ml Rohrchen vorgelegt und 35ml der verdinnten
Zellsuspension vorsichtig darauf gegeben. Dabei war es besonders wichtig, dass die
Suspension langsam am Rand des Rohrchens nach unten lief, um eine Vermischung mit dem
Trennmedium zu vermeiden. In einem weiteren Schritt wurde das Rohrchen fur t=30 min bei
440 g zentrifugiert.

Im Anschluss erfolgte die Absaugung des M199 Uberstands bis circa 1 cm (iber dem
sichtbaren Ring von mononukledren Zellen. Im Anschluss wurde die Interphase, also das
Gemisch aus mononuklearen Zellen abgetragen und in ein neues Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt. Die nachsten Schritte beinhalteten ein zweimaliges Spilen bzw. Waschen der
gewonnenen Zellen mit M199 Medium. Daflr wurde im ersten Schritt die gespllte
Zellsuspension fir t=10 min bei 440 g zentrifugiert und nach dem Spilen im zweiten Schritt
flr t=5 min bei 440 g zentrifugiert.

Die Aufnahme der gewonnen Zellen geschah in 2 ml M199. Davon wurde 1 ml in eine
T12,5 cm?Kulturflasche (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, GER) mit 4 ml Endothelial Cell
Growth Medium (ECGM; Promocell GmbH, Heidelberg, GER) Uberflhrt. Die Zugabe der
verbleibenden Menge in eine T12,5 cm? Kulturflasche erfolgte mit 4 ml Fibroblast Cell Growth
Medium (FGM; Promocell GmbH). Die Zellen wurden bei 37°C / 5% CO; inkubiert. Ein

Mediumwechsel und mikroskopische Evaluation des Zellwachstums fand alle zwei Tage statt.
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2.2.2 Isolation aus Filtern des Kardiotomiereservoirs

Die verwendeten Filter entstammten dem Kardiotomiereservoir der Firma Sorin mit dem
Modellnamen Inspire™ 8 (Abb. 9). Das KR wurde nach Beendigung der herzchirurgischen
Operation vollstandig von den restlichen Geraten der Herz-Lungen-Maschine entfernt. Die
Schlauche wurden steril abgeklemmt, um eine kontaminationsfreie Verarbeitung zu
gewahrleisten.

Der Transport unter die sterile Werkbank erfolgte in einem geschlossenen Behalter und
moglichst zligig, um die Austrocknung der Filter zu verhindern. Unter der sterilen Werkbank

wurde das KR aufgehebelt.

Abbildung 9: Kardiotomiereservoir (Sorin Inspire TM 8) mit der venésen Sektion des Reservoirs (A) und
einem Fassungsvolumen von max. 4500 ml und der Kardiotomiesektion des Reservoirs (B): (a) venodser
Riickfluss, (b) dualer Netzfilter (inneres Filterblatt mit PorengréBe 41 pm und duBeres Filterblatt mit
PorengroBBe 120 um), (c) spezielle Auskleidung, die Luftblasen nach oben beférdern, (d) Eintritt des
abgesaugten Blut aus dem Operationsbereich, (e) groBporiger Tiefenfilter mit 41 um PorengroBe, (f)
divergente Rippen auf Boden des Reservoirs, um Geschwindigkeit des Blutflusses zu reduzieren Bi/ldquelle:
Produktdatenblatt Sorin INSPIRE TM 8, Livanova 2016
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Isolation aus feinporigen Filternetzen.

Die vendse Sektion des KRs beinhaltet einen dualen Filter mit einer inneren Porengréfe von
41 um und einer auBeren von 120 um. Die doppelten Filternetze wurden nach Mdglichkeit
zusammengelassen, in ein GefaB mit etwas M199 Medium gegeben und vorsichtig gesplilt,
sodass sich die Erythrozyten I6sten.

Im Anschluss wurden die Filter auf eine passende GroBe (5 x 5 cm) zugeschnitten und in eine
Petrischale (92 x 16 mm; Sarstedt AG&Co, Nimbrecht, GER;) gelegt (Abb. 10B+C). Die Ecken
wurden beschwert, sodass die Filter nicht frei im Medium schwammen und die Zellen
einfacher auf dem beschichteten Boden anwachsen konnten. Daflir wurden Tupfer von
sterilem Silikon (Dow Corning Inc., Midlands, USA) auf dem Boden der Petrischale verteilt,
wodurch die Deckglaser fiir die Mikroskopie (24 x 24 mm; Carl-Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, GER) haften konnten. Nach Zugabe von 12 ml des jeweiligen Mediums (Endothelial
Cell Growth Medium oder Fibroblast Cell Growth Medium) wurden die Zellen bei 37°C / 5%
CO; inkubiert. Ein Mediumwechsel und mikroskopische Evaluation des Zellwachstums

erfolgte alle zwei Tage.

Isolation aus grof3porigen Filternetzen:

Im nachsten Schritt erfolgte die Isolation der Zellen aus den Filtern der Kardiotomiesektion
des Reservoirs. Der Tiefenfilter (Schaumstofffilter) aus der Absaugesektion und der Filter
zwischen den beiden Sektionen wurden aus den Fassungen entfernt und in kleinere Teile
geschnitten (Abb. 10D). Danach wurden diese in einen Plastikbecher gegeben und mit M199
Medium gesplilt (Abb. 10E).

Dieser Behalter wurde dann fir t=10 min bei 25°C mit einer Frequenz von 60 U/min
geschittelt, um die Zellen vom Filter zu 16sen und in einer flissigen Suspension mit der
Isolation fortzufahren. In einem weiteren Schritt wurde das Medium-Zellgemisch nach
zusatzlichem manuellen Spilen der Filter in Zentrifugenrohrchen Ubertragen. Dabei war es
wichtig, dass die Schaumstofffilter durch die verwendeten Pipetten griindlich ausgepresst
wurden, um die Flissigkeit vollstandig abzunehmen. Im Anschluss wurden die Rohrchen fir
t=5min bei 500 g zentrifugiert. Die darauffolgenden Schritte stimmten mit der
Vorgehensweise bei der Isolierung von Zellen aus dem Vollblut mittels

Dichtegradientenzentrifugation tberein (Abb. 10F).
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Zusammenfassend wurden mit den Blutbestandteilen und Filternetzen eines KRs jeweils zwei
Kulturflaschen Endothelzell- sowie Fibroblastenmedium angelegt. Zusatzlich erfolgte eine
direkte Kultivierung der feinporigen Filtermembran in zwei Petrischalen, mit ebenfalls beiden

Medien.

Abbildung 10: (A) Geéffnetes Kardiotomiereservoir (Sorin Inspire ™ 8) (B) Filter der vendsen Sektion des
Reservoirs; (C) Dualer Filter der vendsen Sektion in der Petrischale (inneres Filterblatt mit PorengroBe 41
Hm und &uBeres Filterblatt mit PorengroBe 120 pm); (D) groBporiger Filter (Schaumstofffilter) der
Kardiotomiesektion; (E) Schaumstofffilter werden in einen Plastikbehilter platziert und mit M199 Medium
gespiilt; (F) Trennung der Erythrozyten von gewiinschten Zellen mittels Dichtegradientenzentrifugation.
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2.2.3 Isolation von Endothelzellen und Fibroblasten aus der Vene

Als Kontrollgruppe fungierten die enzymatisch aus Venenfragmenten der V. saphena magna
abgeldsten Endothelzellen und Fibroblasten (n=2). Die Venensegmente erreichten nach der
herzchirurgischen Operation anonymisiert das Labor und wurden gekihlt in M 199 Medium
gelagert und zeitnah verarbeitet. Die geeigneten Sticke (>3,5cm) wurden auf ihre
Durchgangigkeit geprift und beidseits mit einem Dreiwegehahn kaniliert.

Fur die Isolierung der Fibroblasten wurde zuvor ein 1,5 cm langes Venensegment abgetrennt

und separat in M 199 Medium bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Endothelzellen:

In einem weiteren Schritt erfolgte das Durchspiilen des Venensegments mit einem dafir
hergestellten Medium (494 ml M199 + 5ml Gentamycin (10mg/ml; Biochrom GmbH); +
5000 LE. Heparin (Ratiopharm GmbH, Ulm, GER). Daraufhin wurde die Vene mit 10 ml einer
steril filtrierten Kollagenase-Losung (Kollagenase Typ 2, CLS-2 (253 u/mg) Worthington
Biochemical Corporation/ CellSystems GmbH, St. Katharinen, GER) durchspult und bei
geschlossenen Hahnen fir t=15 min bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Um die Aktivitat der
Kollagenase zu stoppen, wurde die Vene im Anschluss mit 20 ml einer L6sung aus M199 und
20% FCS unter Pulsation durchspilt und die Zellsuspension in einem 50 ml Réhrchen
aufgefangen. Daraufhin erfolgte die Zentrifugation fir t=7 min bei 500 g. Das Zellpellet
wurde danach in 4,5 ml ECGM aufgenommen, resuspendiert, in eine 12,5 cm? Kulturflasche

Gberfihrt und im Inkubator (37°C, 5 % CO,) kultiviert.

Fibroblasten:

Das, vor der Isolierung der Endothelzellen, abgetrennte Venenfragment wurde durch einen
Langsschnitt er6ffnet und mit dem Skalpell in ca. 1 x 1 mm groBe Gewebestlicke zerschnitten.
AnschlieBend erfolgte die Platzierung dieser Stlicke in einer Petrischale, zwischen den, zuvor
aufgebrachten, Silikonpunkten. Mit der Pinzette wurde ein Deckglas auf die Silikonpunkte
aufgelegt und fest gedriickt, sodass die Gewebsstliicke Kontakt zum Boden und dem
Deckglas hatten. 10 ml FGM wurden dann seitlich und maoglichst luftblasenfrei unter das

Deckglas gebracht. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Petrischale (37°C, 5 % COy).
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2.3 Zellkultur

Alle zwei Tage wurde das Zellwachstum evaluiert und dokumentiert und das jeweilige
Medium gewechselt. Die Zellkultur erfolgte im Endothelzellmedium (ECGM; Promocell
GmbH), versetzt mit 5% Fetalem Kalb Serum (FCS; Biochrom AG) und 1% Penicillin-
Streptomycin (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER). Das Fibroblastenmedium (FGM;

Promocell GmbH) wurde ebenfalls mit 10% FCS und 1% penicillin-streptomycin versetzt.

2.3.1 Passagieren der Zellen

Bei vollstandiger Konfluenz der Flaschen (90-100%) wurde die Zellschicht zuerst mit PBS
gespllt. Im Anschluss wurden die Zellen, mit einer fir die jeweilige GroBe der
Zellkulturflaschen bewahrten Menge Trypsin-EDTA L&sung (Sigma-Aldrich GmbH) in 1:20
Verdiinnung, vom Boden abgelost, um diese dann in eine groBere Kulturflasche zu
uberfiihren. Nach optischer Absicherung der Zellablésung im Lichtmikroskop wurde die
Trypsinreaktion mit einer Losung aus 20% FCS und 80% M199 Medium gestoppt. Im
Anschluss wurden die abgelosten Zellen in dieser Zellsuspension fir t=5 min bei 500 g
zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen, das Zellpellet in seinem

jeweiligen Wachstumsmedium resuspendiert und in eine groBere Kulturflaschen tberfihrt.

2.3.2 Kryokonservierung der Zellen

Nach vollstandiger Konfluenz der Zellkulturflaschen wurden diese wieder trypsiniert,
zentrifugiert und in einer Suspension von 20% FCS und 70% Medium aufgenommen. Nach
ausreichender Resuspension erfolge die Hinzugabe von 10% Dimethylsulfoxid (DMSO;
Sigma-Aldrich GmbH). Nach griindlicher Durchmischung wurden 1,5 ml dieser Suspension
auf die Kryordhrchen (Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold, GER) verteilt. Die Zellen wurden
in einen Kryo-Gefrierbehalter (Nalge Nunc Cryo 1°C Freezing container, Nalgene Labware,
Thermo Fisher Scientific, Roskilde, DNK) gegeben, um bei einer Geschwindigkeit von 1°C pro

Minute bei einer Umgebungstemperatur von -80°C eingefroren zu werden.
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2.3.3 Auftauen der Zellen

Vor dem Auftauen erfolgte die Herstellung des Auftaumediums mit 500 ml M199, 100 ml FCS
und 1 ml Pen/Strep und das Erwarmen im Wasserbad auf 37°C. 12 ml davon wurden
anschlieBend in Zentrifugenréhrchen aliquotiert. In einem weiteren Schritt wurden die
Kryoréhrchen im Wasserbad bei 37°C angetaut. Daraufhin fand der Transfer der
Zellsuspension in einer sterilen Pipette mit etwas Medium in das Zentrifugenréhrchen statt.
Da ein zu langes Verbleiben des DMSO in der Suspension die Zellen schadigt, war moglichst
zligiges Arbeiten erforderlich. Im Anschluss wurde die Suspension fiir t=7 min bei 500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit zellspezifischem Medium

resuspendiert und in eine Kulturflasche Gberfihrt.

2.4 Immunzytologie

24.1 Vorbereitung

Fir die immunzytochemische Analyse wurden Zellen (1000 /cm? auf 8-Well-Kammer-
Objekttragern (Falcon, Corning Inc.) ausgesat und fiur t=1 h inkubiert, damit die Zellen
gleichmaBig auf den Objekttragern adharieren konnten. AnschlieBend wurde 500 yl Medium
hinzugefligt und die Suspension Gber Nacht inkubiert (t=12 h). Nach vollstandiger Adharenz
wurde das Medium dekantiert, sodass kein Rickstand in den Kammern verblieb. Daraufhin
erfolgte die sofortige Fixierung der Zellen mit -80°C vorgeklhltem 96%-igem Ethanol

(Sigma-Aldrich GmbH) oder 4% Paraformaldehyd (PFA).

2.4.2 Farbung fur die Immunzytologie unter dem Lichtmikroskop

Die Zellen konnten bis zur Farbung in 96%-igem Ethanol aufbewahrt werden. Vor Beginn des
Farbeprozesses wurden die Objekttrager aus dem Ethanol entnommen, die Ldsung
abgegossen und zweimalig fiir t=3 min mit PBS gespdlt. Daraufhin wurde die endogene
Peroxidaseaktivitat mit 0,12% H,0, (Vector Laboratories INC, California, USA) in Wasser fiir
t=10 min blockiert. Es schloss sich eine erneute zweimalige Spilung mit PBS fir t=3 min an.

Die Proben wurden fiir t=30 min mit dem ersten Antikdrper gefarbt, welcher zuvor mit PBS ,
10% FCS und 4% BSA, entsprechend den Herstellerempfehlungen bzw. erprobten

Verdliinnungen des Labors, verdinnt wurde: der fibroblastenspezifische Antikdrper TE-7 (c:
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0,67 ug/ml; Verdiinnung 1:150; Merck Millipore KGaA, Darmstadt, GER), der Antikorper gegen
glatte Muskel-Myosin-Schwerketten (SMHC-Myosin; ¢: 23,9 pg/ml; Verdiinnung: 1:40; Dako
Deutschland), zum Nachweis der Endothelzellen Anti-CD31 (Plattchen-Endothelzell-
Adhasionsmolekil-1: PECAM-1; c: 10,3 pg/ml; Verdinnung: 1:20; Dako Deutschland) und
anti-CD144 (VE-Cadherin; c: 5 pg/ml; Verdiinnung 1:40; Beckmann Coulter GmbH, Krefeld,
GER). Es folgte erneut die zweimalige Spllung fir t=3 min mit PBS. Unter Verwendung des
Cytoscan HRP-Detektionssystem (Cell Marque / Sigma-Aldrich GmbH) erfolgte die Inkubation
der Zellen mit dem zweiten Antikdrper. Daflir wurde CytoScan™ HRP aufgetropft und fir
t=10 min inkubiert. Danach wurde 2x fir t=3 min mit PBS gespdlt. Fir t=10 min wurde
anschlieBend CytoScan™ HRP Streptavidin Label aufgetragen. Es erfolgte die erneute
Spulung mit PBS.

Das AEC (3-amino-9-ethylcarbazole )-Peroxidase Substrat flir den weiteren Schritt wurde wie
folgt angesetzt: 5 ml a.d., 2 Tropfen Pufferlésung, 3 Tropfen Farbsubstrat und 2 Tropfen
H202. Jeweils ca. 300 ul dieses Substrats wurden dann auf die zuvor mit dem Cytoscan
Detektionssystem behandelten Objekttrager gegeben und fir t=10 min inkubiert. Die
Praparate wurden daraufhin fir t=1 min in Leitungswasser gewaschen und die Kerne
anschlieBend in Hamalaun (Merck Millipore) mit einer Verdiinnung von 1:4 in PBS fiir t=4 min
gegengefarbt. Bevor die Objekttrager mit wassrigem Deckmedium eingedeckt werden
konnten, musste die Farbung erneut mit Leitungswasser gesaubert und fir t=5 min geblaut
werden. Entsprechende Negativkontrollen durch Weglassen der primaren Antikorper
erfolgten.

Im Anschluss erfolgte die Betrachtung der Farbungen unter dem Lichtmikroskop Axiovert 35

(Carl Zeiss Micro Imaging GmbH, Jena, GER).

24.3 Farbung fur die Inmunfluoreszenz

Fur die Darstellung unter dem AxioObserver Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss Micro Imaging
GmbH) differierten die Vorbereitungsschritte flr die Farbung: Die Zellen wurden vorerst in
4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert, in PBS gewaschen und fiir t=15 min permeabilisiert. Die
Permeabilisierungsldsung setzte sich aus PBS, erganzt mit 10% FCS, 2% Rinderserumalbumin
(BSA, Sigma-Aldrich GmbH) und 0,1% Triton X-100 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER)

Zzusammen.
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AnschlieBend wurden die Objekttrager mit PBS gewaschen und tGber Nacht mit den primaren
Antikorpern inkubiert unter Verdiinnung mit PBS, erganzt mit 10% FCS und 4% BSA. Anti-TE-
7 (1:100; 1,0 pg/ml) und anti-von Willebrand-Faktor (1:100; 1,2 ug/ml; Sigma-Aldrich GmbH).

Die sekundare Antikorperreaktion an Tag 2 wurde mit den fluoreszierenden Antikorpern Anti-
Maus-IgG Alexa-Fluor-555 (1:500; 2,4 ug/ml; Abcam plc, Cambridge, GRB) oder Anti-
Kaninchen-IgG CF™488A (1:500; 4 ug/ml; Sigma-Aldrich GmbH) fir t=90 min bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Entsprechende Negativkontrollen durch Weglassen der

primdren Antikdrper erfolgten.

Darstellung des Zytoskeletts:

Zusatzlich der Immunfluoreszenzfarbung der PFA fixierten Zellen erfolgte die Darstellung des
Zytoskeletts mittels SiR-Actin (Spirochrome AG, Stein am Rhein, CH). Die SiR-Actin Losung (c:
24,8 ug/ml; Verdinnung: 1:50) bedeckte die Zellen fir t=60 min. Verapamil wurde flr

verbesserte Fluoreszenzsignale nach Herstellerempfehlungen hinzugefigt.

DAPI — Kernfdrbung:

Zu der Immunfluoreszenzfarbung wurde die Zellkernfarbung durch Zugabe einer DAPI-
Arbeitslosung (c¢: 1 pg/ml; Verdinnung: 1:1000; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D)
realisiert. Das Prinzip der Farbung beruht auf der Interaktion von DAPI mit der DNA des
Zellkerns. Die Proben wurden fir t=20 min inkubiert, sodass die Zellen ausreichend mit der

Arbeitslosung bedeckt waren.

Mikroskopie am AxioObserver®:

Die Proben wurden mit einem AxioObserver Fluoreszenzmikroskop visualisiert und mit der
Software AxioVision (Rel. 4.8) analysiert. Die Mikroskopie der Proben erfolgte fir den
fluoreszierenden Antikdrper CF™488A bei einer Absorptionswellenlange von Aaps=485 nm
und flr Alexa-Fluor-555 bei eine Absorptionswellenlange Aabs=540 nm. Die Visualisierung des
Actingerlsts erfolgte bei einer Aaps-652 nm und die der Zellkerne mittels der DAPI

Kernfarbung bei einer Absorptionswellenlange von Aaps=340 nm.
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2.5 WST-1 Proliferationsassay

251 Hintergrund

Der WST-1 (water soluble tetrazolium) Assay dient zum Vergleich bzw. Nachweis der
Wachstumsraten der gewonnenen Zellen. So wird bei intakter Atmungskette ein
Farbumschlag des rotgefarbten Tetrazoliumsalz WST-1 in das gelb gefarbte Formazan
beobachtet (Abb. 11A-C). Diese Umsetzung lasst sich dann durch Messung der optischen
Dichte im Photometer analysieren und auswerten. Die optische Dichte ist eine MaBeinheit fir
die , Transmission von Licht durch ein Medium "[136]. Sie ist definiert als ,der dekadische
Logarithmus des im Medium mit dem Absorptionskoeffizienten a@2) auf der
Strecke | absorbierten Lichts der Wellenlange 1. DA)=log(1-e™) " [136]. Durch die Messung
der optischen Dichte kann somit die Stoffwechselaktivitat der Zellen quantitativ ermittelt

werden.

2.5.2 Vorbereitung

Zur Vorbereitung wurden auf einer 12-Well Platte pro Well 50.000 Zellen ausgesat. Die
Aussaat der Zellen erfolgte in 500 pl Medium pro Ansatz. Dabei musste die Zelldichte hoch
genug sein, um einerseits Zell-Zell Kontakte auszubilden, anderseits gering genug, um die
Proliferation Uber 4 Tage zu ermoglichen. Aufgrund der verschiedenen Abnahmezeitpunkte
(Tag 1 t=24 h, Tag 2 t=48 h, Tag 3 t=72 h) waren jeweils drei Besiedlungsansatze pro
Zellreihe erforderlich. Die Aussaat der Zellreihen erfolgte als Doppelwert, sodass insgesamt
sechs Besiedlungsansatze von jeder Zellreihe ausgesat wurden. Als Kontrolle fungierten die
herkdmmlichen Fibroblasten und Endothelzellen, die aus der Vena saphena magna isoliert

wurden.

2.5.3 Photometrie

Zur Bestimmung der Proliferation wurde der Assay an aufeinanderfolgenden drei Tagen im
Abstand von t=24 h zur Messung der mitochondrialen Aktivitat durchgefihrt.

Am jeweiligen Messtag wurden pro Ansatz 50 pl WST-1 Stocklésung (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, GER) mit 450 pl des jeweiligen Kulturmediums in einem Eppendorf Gefal3

verdiinnt. Das sich auf den Zellen befindliche Kulturmedium wurde vollstandig abgenommen
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und im darauffolgenden Schritt wurden die 500 ul Arbeitslésung auf den Besiedlungsansatz
gegeben. Die Wellplatte wurde daraufhin fir t=30 min bei 37°C/5% CO2 inkubiert. Der
Farbumschlag von WST-1 (hellrot) zu Formazan (gelb) war bei den Wells mit vorhandenen
vitalen Zellen zu beobachten.

Fir die photometrische Messung wurden pro Besiedlungsansatz 3x 100 yl umgesetzte WST-1
Losung in 3 Wells einer 96-Well-Platte Uberfihrt (Abb. 11D). Die Messung der optischen
Dichte erfolgte im Mikrotiterplatten-Photometer Multiskan EX. Die Angaben der optischen
Dichte E erfolgte als logarithmische GroBe und berechnete sich aus dem Kehrwert des
Transmissionsgrades 1. Um die notwendigen Leerwerte zu erhalten, wurde die WST-1
Stockldsung zu dem jeweiligen Medium in einem nicht mit Zellen besiedelten Well gegeben.

Die Auswertung erfolgte mithilfe der Computersoftware ,Ascent Software for Multiscan”. Um
die endgiiltigen Ergebnisse vergleichen zu kdnnen, wurde der ermittelte Leerwert jeweils von

den Messwerten subtrahiert.
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Abbildung 11: Chemische Reaktion bei dem WST-1 Proliferationsassay: (A) Umsetzung des
rotgefiarbten Tetrazoliumsalzes WST-1 (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
Benzol-Disulfonat) in das gelbgefirbte Formazan (C), welches nur durch vitale Zellen mit einem
intakten mitochondrialen SuccinatTetrazolium Reduktase System (RS) umgesetzt werden kann (B); (D)
Pro Besiedlungsansatz wurde 3x 100 pl umgesetzte WST-1 Losung in eine 96-Well-Platte iiberfiihrt. Die
Messung der optischen Dichte, hier als Farbumschlag bereits deutlich zu sehen, erfolgte im
Mikrotiterplatten-Photometer Multiskan EX.

Bildguelle (A-C). www.lifescience.roche.com
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2.6 Zellbesiedelung auf Polyurethan-Patches

Die Polyurethan-Patches (ITV Denkendorf, Denkendorf, GER) wurden auf einer GroBe von
1,5 x 1,5cm zugeschnitten und in eine 12-Well Platte platziert. Die Aussaat der Zellen
erfolgte mit einem Richtwert von 750.000 Zellen/cm? und unter der Verwendung eines
Teflon-Besiedlungsrings konnte die Zellaussaat auf der gewiinschten Stelle des PU Patches
garantiert werden (Abb. 12A). Im Anschluss erfolgte die Zugabe des Mediums, dessen Farbe
taglich kontrolliert werden und aufgrund der hohen Zellmenge bei Bedarf gewechselt werden
musste. Nach der statischen Besiedlung von sieben Tagen bei 37°C und 5% CO; wurde in
einem weiteren Schritt unter identischen Bedingungen die patientenspezifischen
Endothelzellen auf die FB-beschichteten Patches ausgesat. Diese wurden dann mittels Vital-

Letal Farbung, Rasterelektronenmikroskopie und Immunhistochemie ausgewertet.

Abbildung 12: Zellbesiedelung auf Polyurethanpatches mit Hilfe von Teflon Besiedelungsringen: (A)
Teflonring mit Gesamtinnenflache von 1 cm2 (Durchmesser innen = 1,15 cm, Durchmesser au8en = 1,4 cm,
Hohe = 1,1 cm); (B) Zellaussaat auf Polyurethanpatches mit entsprechenden Teflon Besiedelungsringen in
einer 12-Well Platte. Bildquelle (A): https.//dir.indiamart.com/impcat/teflon-ring.htm/
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2.7 Immunhistochemie mittels Immunfluoreszenz

2.7.1 Anfertigung von Kryoschnitten

Zur Anfertigung der Kryoschnitte wurde das besiedelte Patchstlick auf eine GroBe von ein 0,5
x 0,5 cm zugeschnitten, in eine 4% PFA-Losung Uberfihrt und fir t=10 min bei
Raumtemperatur fixiert. Es folgte ein griindlicher Waschvorgang mit PBS. Die Patches wurden
daraufhin in einem Gefriereinbettmedium (Shandon™ Cryomatrix™; Thermo Fisher Scientific)
eingebettet. Kryoschnitte mit einer Dicke von 10 ym wurden unter Verwendung eines
Gefriermikrotoms (Cryostat Microm HM560; Thermo Fisher Scientific) geschnitten und auf
Objekttragern (Superfrost®; Gerhard Menzel, Braunschweig, GER) bei -80°C bis zur Farbung
gelagert.

2.7.2 Immunhistochemische Farbung

Die Kryoschnitte wurden aufgetaut, in PBS gewaschen und fir t=15 min mit einer
Permeabilisierungsldsung inkubiert. Diese Losung setzte sich zusammen aus PBS mit 10%
FCS, 2% BSA und 0,1% Triton X-100. Die Antigendemaskierung erfolgte unter Verwendung
von Proteinase (25 pg/ml; Sigma-Aldrich GmbH) fiir t=6 min. AnschlieBend wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und mit primdren Antikorpern fir t=12 h inkubiert. Alle Antikorper
wurden nach Herstellerempfehlung durch PBS erganzt mit 10% FCS und 4% BSA verdinnt:
fur die Fibroblasten der spezifische Antikdrper gegen TE-7 (c: 1,0 pg/ml; Verdiinnung : 1:100)
und fur die Endothelzellen der spezifische Antikdrper gegen VWF (c: 1,2 pg/ml; Verdiinnung:
1:100). Die EZM Farbung wurde durch Inkubation mit den folgenden Antikérpern
durchgefihrt: Anti-Collagen IV (c: 9 pg/ml; Verdiinnung: 1:600; Sigma-Aldrich GmbH), Anti-
Laminin (c: 64 pg/ml; Verdinnung: 1:500; Sigma-Aldrich GmbH), Anti-Fibronectin (c: 0,2
ug/ml; Verdlinnung: 1:3000; Sigma-Aldrich GmbH), Anti-Elastin (c: 10 pg/ml; Verdinnung:
1:100; Sigma-Aldrich GmbH).

Am Folgetag erfolgte die erneute Spilung mit PBS und die Farbung mit den sekundaren
Antikorpern: Bei den Proben mit Anti-TE-7, Anti-Elastin, Anti-Fibronectin und Anti-Collagen
IV erfolgte die Zugabe des sekundaren Antikorpers Anti-mouse IgG AF 555 (c: 2,4 ug/ml;
Verdiinnung: 1:500). Bei den Proben mit Anti-Laminin und anti-vWF erfolgte die Zugabe des
sekundaren Antikorpers Goat anti-rabbit IgG AF 647 (c: 4 ug/ml; Verdiinnung 1:500). Die

Proben wurden fir t=90 min bei Raumtemperatur in einer Dunkelkammer inkubiert. Die
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bendtigten Sekundarantikdrperverdiinnungen wurden lichtgeschitzt angesetzt und ebenfalls
im Dunkeln auf die Objekttrager gegeben.

Zusatzlich zu der immunhistologischen Farbung wurde im Anschluss die Zellkernfarbung
durch Zugabe der DAPI Arbeitslosung durchgefiihrt (s.0). Die Mikroskopie unter dem

Fluoreszensmikroskop erfolgte bei entsprechenden Absorptionsléangen (s.o.).

2.8 Vital-Letal Farbung

Die Reagenzien Syto9® (Life Technologies GmbH, Darmstadt, GER) und Propidiumiodid (PL
Sigma-Aldrich GmbH) geben bei gemeinsamer Zugabe zu suspendierten oder adharenten
Zellen Aufschluss Uber deren Vitalitat. Syto9 penetriert durch die Zellmembran vitaler Zellen
und farbt sowohl DNA als auch RNA. Letale Zellen mit geschadigter Zellmembran werden
durch die Interaktion von PI mit DNA/RNA gefarbt. Es sollte angemerkt werden, dass vitale
Zellen adhérieren und letale Zellen frei im Kulturmedium flotieren, sodass das Medium nicht
verworfen werden darf und Teil der Auswertung sein sollte. Der Life/Dead® Vitalitatsassay
wurde an PU-Proben direkt nach der Kultivierung durchgefiihrt. Die besiedelten Patches
wurden mit 0,5 pl Syto9® (Life Technologies GmbH, Darmstadt, GER) und 1 ul PI in 450 pl
des entsprechenden Mediums (cPL: 25mM & cSyto: 5mM) mikroskopiert. Es war keine
Inkubationszeit nétig und die Zellen wurden umgehend gefarbt. Die Visualisierung und
Dokumentation erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop AxioObserver. Tote Zellen konnten
bei einer Wellenlange von 485 nm durch den hinzugegeben Farbstoff visualisiert werden,

wahrend lebende Zellen bei einer Wellenldange von 540 nm fluoresziert wurden.
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2.9 Rasterelektronenmikroskopie

Fir die Analyse unter dem Rasterelektronenmikroskop (REM) ist es wichtig, dass die Proben
zu Beginn fixiert, entwassert und am Ende leitend gemacht werden. Die Kritisch-Punkt-
Trocknung ist ein essentieller Schritt bei der Vorbereitung der Proben, da die Analyse im
Mikroskop unter Hochvakuum stattfindet. Hierbei besteht die Gefahr, dass bei nassen Proben
Flissigkeiten verdampfen und so eventuell zur Zerstorung des Materials fihren. Daher wird
das in den Proben vorhandene Wasser Uiber Ethanol als Zwischenschritt durch flissiges CO;
ersetzt, welches sich am besten flr diese Trocknung eignet. Der kritische Punkt des
verwendeten CO: liegt bei 31°C und 73,8 bar. Durch die Entwasserung der Proben geht deren
Leitfahigkeit verloren, weswegen die Probe zusatzlich mit einer diinnen Goldschicht versehen

werden musste [137].

29.1 Fixierung

Die besiedelten Polyurethan Patches wurden in FIX II, einer Fixierldsung aus 456 ml Ampuwa,
(Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H., Germany), 0,75 ml Salzsaure (Merck
Millipore), 43,5 ml Glutaraldehyd-Losung (Sigma Aldrich), und 5,65g Sodium Cocodylat
Trihydrat (Sigma-Aldrich) fir mindestens t=48 h bei 4°C gelagert.

2.9.2 Aufsteigende Alkoholreihe

Durch die Alkoholreihe konnte die Fixierlosung durch reinen Ethanol (99,9%; Sigma Aldrich)
ersetzt werden. In Schritten von t=10 min wurde die Fixierlosung mithilfe steigender Alkohol-
Konzentrationen (30%, 50%, 70%, 96%) ausgespult, sodass die Proben schlieBlich in
vorgekihltes (-20°C) Ethanol (99,9%) Uberfihrt werden konnten. Im Anschluss wurde die

Kritisch-Punkt-Trocknung durchgefihrt.

2.9.3 Kritisch-Punkt-Trocknung

Die Proben wurde mit reinem Ethanol (99,9%) in die Druckkammer des Kritsch-Punkt-
Trockners (CPD 030 Critical Point Dryer, BalTec Schalksmiihle, GER) gegeben und
verschlossen. Nach dem Abkuhlen der Druckkammer auf 8°C wurde, das reine Ethanol durch

CO; ersetzt. Dieser Spulvorgang wurde zehnmal durchgefiihrt. Daraufhin wurde die Kammer
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Uber den kritischen Punkt des CO, (31°C) hinaus auf 42°C erhitzt. Durch die hoher gewahlte
Temperatur konnten Kondensationsriickstande auf den Proben wahrend des Gas-Ablasses
und dem damit einhergehenden Druckabfall verhindert werden. Innerhalb von t=30 min

wurde das Gas im Anschluss langsam abgelassen.

294 Goldbeschichtung am Sputter Coater

Die getrockneten Proben wurden nun mit einem doppelseitigem Klebeband auf einem
Mettalhalter befestigt. Dieser wurde in die Sputterkammer des Sputter Coaters SCD50
(BalTec, Schalksmiihle, GER) gesetzt. Da ein moglichst reines Vakuum fir die
Goldbeschichtung bendtigt wurde, erfolgte das Einbringen von Argon im Austausch mit Luft
in die Kammer. Der Sputtervorgang wurde im Anschluss bei einer Spannung von 570 Volt

(28mA) fir t=180 sek begonnen.

2.9.5 Rasterelektronenmikroskopische Analyse

Zur weiteren Evaluation wurden die vorbereiteten Proben in der Kammer des
Rasterelektronenmikroskops (Zeiss Evo LS, Carl Zeiss AG, Oberkochen, GER) befestigt.

Zur Mikroskopie wurde in der Kammer ein Hochvakuum aufgebaut. Mittels
elektromagnetsicher Spulen fokussiert sich der Elektronenstrahls auf einen bestimmten Punkt
der Probe. Trifft dieser auf das Objekt, sind verschiedene elastische und inelastische
Wechselwirkungen méglich. Der von der Kathode kommende Elektronenstrahl wird daraufhin
Uber die Oberflache des Objekts gefiihrt, was als Rastern bezeichnet wird. Das empfangene
Signal wird mit Hilfe eines BSE Detektors (backscattered electron) in Grauwertinformation
umgewandelt [138]. Die spatere Bildausgabe und digitale Datenspeicherung erfolgte am

Computer.
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2.10 Erfassung der Patientendaten

Nach der herzchirurgischen Operation wurden die benétigten Daten fir die Errechnung des
EuroSCOREs 1I erfasst. Nach Errechnung des EuroSCOREs wurde auf die Dokumentation der
daflir benoétigten, Parameter verzichtet. Das Alter der Patienten, welches im EuroSCORE II mit
beinhaltet ist, wurde zusatzlich dokumentiert. Das Europaische System fiir die kardiovaskulare
Risikobewertung (EuroSCORE) ist ein Risikomodell zur Vorhersage der Mortalitat bei
herzchirurgischen Eingriffen. Es wurde 1999 veroffentlicht und basiert auf Patientendaten der
internationalen europaischen Datenbank, die bei herzchirurgischen Eingriffen bis Ende 1995
erhoben wurden. Der EuroSCORE 1II ist eine verbesserte Berechnung des urspriinglichen
Risikomodells. [57, 139]

Die erhobenen Parameter wurden irreversibel anonymisiert und tabellarisch dargestellt.
Zusatzlich erfolgte die Erfassung der kardiopulmonalen Bypasszeit, die Zeit wahrend der

extrakorporalen Zirkulation unter der Angabe in t=min.

2.11 Statistische Auswertung

Die Messungen der optischen Dichte des WST-1 Proliferationsassay wurden tabellarisch
dargestellt. Zusatzlich erfolgte die Angabe der prozentualen Veranderung zwischen t=24 und
t=72h und wird als MaB fir das Zellwachstum bzw. das Wachstumsverhalten der Zellen
herzangezogen. Fur den Vergleich der Messwerte zwischen der Untersuchungsgruppe mit
denen der Kontrollgruppe, erfolgte ein zweiseitiger T-Test fir unabhangige Stichproben. Die
Ergebnisse wurden als signifikant unterschiedlich gewertet bei p < 0,05.

Um mogliche Effekte der erhobenen Parameter (Lebensalter, EuroScore II und Bypasszeit) auf
die Wachstumsraten der Zellreihen zu untersuchen, erfolgte eine Korrelationsanalyse unter
der Verwendung des Korrelationskoeffizienten r nach Bravais Pearson. Ferner erfolgte die
Ermittlung der Signifikanz auf Basis der zweiseitigen t-Verteilung. Im Anschluss wurde die
Korrelation mittels Streudiagramm dargestellt. Hierbei wird sich auf das Wachstumsverhalten
zwischen t=24h und t=72h bezogen.

Die gesamte statistische Auswertung erfolgte mit dem Microsoft Office Programm Excel.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellmorphologie der Priméarkultur

Nach 4+2 Tagen in Inkubation waren bereits adharente Zellen am Boden der Kulturflasche
sichtbar (Abb. 13). Anfangliches Wachstum adharenter Zellen wurde in allen Zellreihen aus
allen drei Isolationsmethoden erreicht. Die Erlangung einer Zellkultur aus
endothelzelldhnlichen  Zellen war nur aus den Blutbestandteilen mdglich. Die
fibroblastendhnlichen Zellen wurden ausschlieBlich aus den feinporigen Filternetzen
gewonnen. Die Kultivierung und Vermehrung von Zellen aus groBporigen Filternetzen war in
allen Zelllinien vergeblich. Hier konnte allerdings in der Primarkultur unspezifisches
Wachstum von Zellen verschiedenster Morphologie beobachtet werden.

Nach 5+2 Wochen erlangten die Fibroblasten (n=7) und Endothelzellen (n=4) vollstandige
Konfluenz. Bereits eine Zellzahl von 3+0,5 x10° Zellen reichte fir die jeweilige Analyse bzw.
Kryokonservierung der Zellen aus. Frustrane Kultivierungsversuche zeigten sich im
Wachstumsmedium fir Fibroblasten in n=3 (Filter 5,6,9) und im Wachstumsmedium fiir

Endothelzellen in n=6 (Vollblut der Patienten 1,4,5,7,8 und 9).

3.1.1 Wachstum von spindelférmigen Zellen

Bei den feinporigen Filtern wurde bereits nach einigen Tagen ein Wachstum von
spindelférmigen Zellen unter den Netzen detektiert (Abb. 13A). In einigen Fallen kam es
direkt aus den Fasern der Filternetze zu einem Wachstum (Abb. 13B). In allen Zellreihen der
feinporigen Filternetze kam es zu einem anfanglichen Wachstum von spindelférmigen Zellen.
In n=7 Zellreihen konnten diese Zellen bis zur vollstandigen Konfluenz kultiviert werden. Die
Morphologie der langgestreckten Zellkérper mit den Fortsatzen, sowie deren
Wachstumsverhalten glich den Fibroblasten der Kontrollgruppe. Die Gewinnung von
fibroblastendhnlichen Zellen aus dem Vollblut blieb erfolglos.

Da die gewonnen Zellen im Nachhinein als Fibroblasten identifiziert wurden, wird

nachfolgend von Fibroblasten gesprochen.
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3.1.2 Wachstum von pflastersteinartigen Zellen

Bei den isolierten Zellen aus dem Vollblut kam es in n=4 Zellrehen zum Wachstum von
pflastersteinartigen Zellen nach t=7+2 Tagen (Abb. 13D). Die Formation von Zellkolonien
geschah nach t=10+2 Tagen (Abb. 13E). Nach t=4+1 Wochen zeigten die Zellen ein
Pflastersteinrelief mit einem runden und kompakten Erscheinungsbild (Abb. 13F). Da die
gewonnen Zellen im Nachhinein als Endothelzellen identifiziert wurden, wird nachfolgend

von Endothelzellen gesprochen.
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Abbildung 13: Mikroskopische Auswertung der Zellkultur von Fibroblasten (FB) und Endothelzellen (EC):
(A) Beginn des Wachstums von FB in der Petrischale mit einem feinporigen Filternetz nach einer Woche;
(B) Direktes FB Wachstum aus dem Filternetz sichtbar; (C) FB Kultur nach 5 Wochen; (D) Formation von EC
Kolonien auf dem Boden der Zellkulturflasche nach 10 Tagen (die heller erscheinenden Zellen sind
womaglich abgestorbene, nicht adhidrente Zellen); (E) Endothelzellkolonie nach drei Wochen; (F) Typisches
Pflastersteinrelief der Endothelzellen nach fiinf Wochen; MaBstab (A-E): 150 um ; (F) : 300 um
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3.1.3 Wachstum von Zellen anderer Morphologie aus groBporigen Filternetzen

In der Primarkultur der groBporigen Filternetze kam es zum Wachstum von epithelartigen
Zellen (Abb. 14 A). Ferner wurde ein Wachstum von kleinen, runden Zellen mit einem
Durchmesser von ca. 10-15 um beobachtet (Abb. 14 B). In n=2 Zellreihen fiel die Formation
von Zellkonglomeraten mit einem radiaren Wachstumsverhalten auf (Abb. 14 C-D).

Eine genaue Identifizierung dieser Zellen konnte bei frustranen Kultivierungsversuchen nicht

durchgefiihrt werden.

Abbildung 14: A-D: Zellformation und Wachstumsverlauf beobachteter Zellen aus Primarkultur von
groBporigen Filternetzen: (A) Wachstum von epithelartigen Zellen; (B) helle und runde Zellen mit einer
GroBe von 10 bis 15 pm (= Pfeil); (C-D) Bildung von Zellkonglomeraten mit radidr angeordneten Zellen im
weiteren Verlauf; MaBstab (A+B): 25 um, (C-D): 150 um
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3.2 Immunzytologie

Die langgestreckten Zellkdrper farbten sich positiv gegen den FB-spezifischen Antikorper TE-
7. Dies konnte sowohl unter dem Lichtmikroskop (Abb. 15A) als auch unter dem
Immunfluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden (Abb. 16A). Die endothelzelldhnlichen
Zellen farbten sich positiv gegen die endothelzell-typischen Antikdrper CD31 (PECAM-1 -
Abb. 15C) und CD144 (VE-Cadherin - Abb. 15F) und wurden unter dem Lichtmikroskop
nachgewiesen. Fur den Nachweis der Endothelzellen unter dem Immunfluoreszenzmikroskop
erfolgte die Farbung gegen vVWF (Abb. 16B).

Die Anfarbung einer FB typischen Zellkultur fiel negativ gegen den EC spezifischen Antikorper
CD 31 aus (Abb. 15B). Die Anfarbung einer EC typischen Zellkultur zeigte eine negative
Farbung gegen den FB-spezifischen Antikdrper TE-7 (Abb. 15D). Somit wurde dies als
Abwesenheit von Fibroblasten in der Endothelzellkultur und Abwesenheit von Endothelzellen
in der Fibroblastenkultur gewertet. Zusatzlich erfolgte in allen isolierten Zellreihen eine
Farbung auf SMC-Myosin, welches unter dem Lichtmikroskop visualisiert wurde. Einige
Proben (n=3) zeigten eine positive Farbung gegen SMC-Myosin und gaben so einen Hinweis
fur die Anwesenheit von glatten Muskelzellen in den Primarkulturen (Abb. 15B).

Ferner wurde die Zellmorphologie mittels SiR Actin genauer illustriert. Dabei imponierten bei
den Fibroblasten (positiv auf TE-7) die vielen unregelmaBigen zytoplasmatischen Zellfortsatze
(Abb. 16C+E) wund bei den Endothelzellen (positiv auf VWF) ein typisches
Kopfsteinpflastermuster (Abb. 16F). Zusatzlich erfolgte die DAPI Kernfarbung, in der sich

jeweils der zentrale Zellkern darstellen lief3.
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Abbildung 15: Immunzytologische der Primarkultur: (A) positive Farbung gegen TE-7 bei FB typischen
Zellen; (B) negative Farbung gegen CD31 bei FB typischen Zellen; (C) positive Firbung gegen CD 31 bei EC
typischen Zellen; (D)negative Firbung gegen TE-7 bei EC typischen Zellen; (E) positive Farbung gegen
SMC-Myosin; (F) positive Farbung gegen CD 144 bei EC typischen Zellen; A-F 100um
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Abbildung 16: Immunzytologie mit Fluoreszensfarbstoff: (A) Durch Farbung mit Antikérpern gegen TE-7
(griin) konnte ebenfalls das Vorhandensein von Fibroblasten (A +E) verifiziert werden. (C+E) Das Zellskelett
der Fibroblasten mit den langgezogenen Zellfortsdtzen stellt sich durch Firbung mit SiR Actin rot dar;
Durch Farbung mit dem Antikorper gegen vVWF (gelb) konnte das Vorhandensein von Endothelzellen (B+F)
verifiziert werden; (D+F) Zusammen mit SiR Actin wird das typische Kopfsteinpflastermuster eines

Endothelzellverbands dargestellt; (C-F) Zellkerne stellen sich durch eine positive DAPI Farbung blau dar;
MaBstab (A-F): 100um
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3.3 WST-1 Proliferationsassay der isolierten Zellen

3.3.1 Wachstumsverhalten der Fibroblasten

Der durchgefiihrte Proliferations-Test mit dem WST-1 Reagens zeigte in allen Zelllinien einen
Farbumschlag und spricht somit flr eine vorhandene Zellvitalitdét. = Wahrend der
Versuchsreihe zeigte eine Zunahme der gemessenen optischen Dichte, was fiir eine Zunahme
der Zellaktivitat spricht und somit die Differenz der Messwerte als Wachstum angesehen
werden kann. Die Mittelwerte der Versuchsgruppe zu jedem Zeitpunkt (t1, tz, t3) scheinen
insgesamt hoher als die der Kontrollgruppe (Tab. 3A). Der Unterschied der Messungen
beider Gruppen sind mit p <0,05 statistisch signifikant (Tab. 1 im Anhang).

Zusatzlich fiel bei der graphischen Auswertung der Messwerte auf, dass es innerhalb der
Versuchsreihen zu einer Unterteilung bzw. Gruppierung der Ergebnisse kommt (Abb. 17).
Gruppe 1 (Filter 2, 3, 7, 10) zeigte Werte von hdherer optischer Dichte (Mittelwerte: t1=0,561
+ 0,114; t,=0,694 + 0,103; t3=0,899 + 0,209), Gruppe 2 (Filter 1, 4, 8) wies dagegen Werte
niedrigerer Dichte (Mittelwerte: t:=0,250 + 0,111; t,=0,257 + 0,148; t3=0,232 + 0,066) auf.
Ausgehend von der optischen Dichte bei t: erfolgte eine Extinktionssteigerung, also ein
positives Wachstumsverhalten der Fibroblasten in Gruppe 1 bei t; um 24% und bei t3 um
60%. In Gruppe 2 wurde bei t, eine Extinktionssteigerung von 3% und bei t3 ein
Extinktionsverlust von 7% gemessen. In der Kontrollgruppe wurde bei t; ein
Extinktionsverlust von 29% und bei t; eine Extinktionssteigerung von 10% gemessen (Tab.
3B). Die Werte der Kontrollgruppe ahnelten ansonsten den Messerwerten der Gruppe mit
niedrigeren  Proliferationsraten  (Abb. 18: t=0,217 £ 0,051; t, =0,154 + 0,021; ts3
=0,238 + 0,028).
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Zeit nach Zellaussaat (h) 24 48 72
Filter 1 0,128 0,089 0,185
Filter 2 0,45 0,641 0,700
Filter 3 0,564 0,802 1,160
Filter 4 0,277 0,366 0,203
Filter 7 0,512 0,756 0,764
Filter 8 0,346 0,316 0,307
Filter 10 0,716 0,577 0,970
Filter / Versuchsgruppe (MW) 0,428 + 0,195 0,507 + 0,259 0,612 + 0,386
Kontrolle 1 0,253 0,169 0,258
Kontrolle 2 0,181 0,139 0,218
Kontrolle (MW) 0,217 £ 0,051 0,154 + 0,021 0,238 + 0,028

Tabelle 3A: WST-1 Proliferationsassay der kultivierten Fibroblasten (Filter 1, 2, 3, 7, 8, 10) t1=24h, t2= 48h

und t3 = 72h nach Zellaussaat unter Angabe der optischen Dichte.

Zeit nach Zellaussaat (h)

Filter 2 0,45 0,641 0,700
Filter 3 0,564 0,802 1,160
Filter 7 0,512 0,756 0,764
Filter 10 0,716 0,577 0,970
Filter Gruppe 1 (MW) 0,561 + 0,114 0,694 + 0,103 0,899 + 0,209
Wachstumsverhalten (MW) 24% 60%
Filter 1 0,128 9% 19%
Filter 4 0,277 37% 20%
Filter 8 0,346 32% 31%
Filter Gruppe 2 (MW) 0,250 + 0,111 0,257 + 0,148 0,232 + 0,066
Wachstumsverhalten (MW) 3% -7%
Kontrolle 1 0,253 0,169 0,258
Kontrolle 2 0,181 0,139 0,218
Kontrolle (MW) 0,217 + 0,051 0,154 + 0,021 0,238 + 0,028
Wachstumsverhalten (MW) -29% 10%

Tabelle 3B: WST-1 Proliferationsassay der FB mit Gruppierung der Filter (Gruppe 1: Filter 2,3,7 & 10 ;
Gruppe 2: Filter 1,4 & 8) und Errechnung des jeweiligen Mittelwerts (MW) mit Angabe der
Standardabweichung; zusatzliche Angabe des Wachstumsverhaltens der Zellreihen zwischen 24h und 48h

und 48 und 72h.
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Abbildung 17: WST-1-Proliferationsassay der Fibroblasten: Messung der optischen Dichte alle 24h (t1=24h,
t2- 48h, t; = 72h) nach Zellaussaat;
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Abbildung 18: Mittelwerte des WST-1 Proliferationsassays der Fibroblasten der Gruppe 1, Gruppe 2 und
der Kontrollgruppe: Mit einer optischen Dichte von 0,561 +0,114 grenzt sich der Mittelwert der Gruppe 1
(dunkelblau) von Gruppe 2 (hellblau) und der Kontrollgruppe (braun) ab. In Gruppe 1 es kam zu einer
Extinktionssteigerung von 24% zwischen 24h und 48 h (=t;) und 60% zwischen 24 und 72h (=t3). In Gruppe
2 wurde bei t; eine Extinktionssteigerung von 3% und bei t; ein Extinktionsverlust von 7% gemessen. In
der Kontrollgruppe wurde bei t; ein Extinktionsverlust von 29% und bei t; eine Extinktionssteigerung von
10% gemessen.

Als Fehlerbalken fungieren die errechneten Standardabweichungen (Tabelle 3B)
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3.3.2 Wachstumsverhalten der Endothelzellen

Die Extinktionsmessung des WST-1-Reagenz der Endothelzellen aus dem Vollblut zeigte
ebenfalls einen positiven Wachstumsverlauf (Abb. 19). Bei t: wurde in der Versuchsgruppe
eine optische Dichte von 0,253 + 0,042 gemessen. In der Kontrollgruppe lag der Mittelwert
fur die optische Dichte nach t=24 h bei 0,220 + 0,073. In den darauffolgenden Messtagen
kam es in der Versuchsgruppe zu einem Extinktionsanstieg um 31% bei t> und 52% bei t3. Im
Vergleich dazu zeigte die Kontrollgruppe einen Anstieg der Extinktion um 48% bei t1 und
79% bei t3 (Abb. 20).

Die Wachstumsraten der Endothelzellen zeigten zu keinem Zeitpunkt eine hdohere
Wachstumsrate als die der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse sind nach Uberpriifung in einem

t-Test jedoch nicht signifikant (Tab. 1 im Anhang).

Zeit nach Zellaussaat (h) 24 48 72

Patient 2 0,25 0,504 0,49

Patient 3 0,298 0,429 0,608

Patient 6 0,198 0,2 0,215

Patient 10 0,267 0,193 0,226
Mittelwert (MW) 0,253 + 0,042 | 0,332 +0,159 | 0,385 + 0,196

Wachstumsverhalten (MW) 31% 52%

Kontrolle 1 0,271 0,402 0,482

Kontrolle 2 0,168 0,248 0,306
Kontrolle (MW) 0,220 + 0,073 | 0,325 +0,109 | 0,394 + 0,124

Wachstumsverhalten (MW) 48% 79%

Tabelle 4: WST-1 Proliferationsassay der kultivierten Endothelzellen aus dem Vollblut nach t;=24h, t,= 48h
und t3 = 72h nach Zellaussaat unter Angabe der optischen Dichte (Extinktion) und jeweiliger Errechnung
des Mittelwerts (MW) mit Angabe der Standardabweichung; Zuséatzliche Angabe des Wachstumsverhaltens
der Zellreihen zwischen 24h und 48h und 48 und 72h.
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Abbildung 19: WST-1 Proliferationsassay der kultivierten Endothelzellen nach t1=24h, t2= 48h und t3 =
72h nach Zellaussaat. Patienten 1,4,5,7,8,9 wurden aufgrund des fehlenden Wachstums nicht in diese
Abbildung eingeschlossen.
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Abbildung 20: Mittelwerte des WST-1 Proliferationsassays der kultivierten Endothelzellen der
Versuchsgruppe (grau) im Vergleich zur Kontrollgruppe (braun). Die Ergebnisse der Versuchsgruppe
ergaben bei t; einen Extinktionsanstieg um 31% und einen Anstieg um 52% bei t;. Im Vergleich dazu zeigte
die Kontrollgruppe dagegen einen Anstieg der Extinktion um 48% bei t; und 79% bei ts.

Als Fehlerbalken fungieren die errechneten Standardabweichungen (Tabelle 4)
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3.4 Immunhistochemische Analyse

3.4.1 Nachweis der Zellbeschichtung

Vor der Anfarbung der Schnitte konnte bereits eine Zellbesiedelung auf den PU-Gerlsten
sowohl makro- als auch mikroskopisch unter dem Lichtmikroskop festgestellt werden. Durch
die Immunfluoreszenzfarbung gegen TE-7 wurde ein stark positives TE-7 Signal im Mikroskop
sichtbar (Ann 21 A+B). Dies spricht fir eine mehrschichtige FB-Oberflachenbesiedelung,
welche sich als eine konfluente Zellschicht darstellte. Die zusatzliche Besiedelung mit den zu
dem jeweiligen Spender korrespondierenden Endothelzellen wurde durch die positive
Farbung gegen VWF visualisiert. Hier zeigte sich eine kontinuierliche Endothelzellschicht.
Durch die gleichzeitige Farbung der beiden Antikorper kamen zwei sich zueinander

abgrenzende Zellschichten zur Visualisierung.

3.4.2 Nachweis der Extrazelluldren Matrix

Die Entwicklung der EZM wurde durch eine positive Farbung gegen die jeweiligen Proteine
nachgewiesen. Es zeigte sich eine positive Anfarbung gegen Elastin (Abb. 21C). Auch bei der
Farbung gegen Laminin (Abb. 21D) wurde eine durchgehend kompakte Zellschicht mit
kraftvollem Signal visualisiert. Ebenfalls konnte die Anwesenheit von Collagen IV (Abb. 21E)
und Fibronectin (Abb. 21F) nachgewiesen werden.

Die Aufnahmen der lichtmikroskopischen Uberlagerungen der besiedelten Patches sind dem
Anhang zu entnehmen (Abb. 2-5 im Anhang). Hier ist bei der Farbung gegen Laminin eine
gewisse Hintergrundfarbung im Bereich des Polyurethanscaffolds nicht sicher auszuschlieBen.
Bei allen anderen Antikorpern konnte eine unspezifische Hintergrundfarbung des Scaffolds
ausgeschlossen werden.

Die Negativproben sind ebenfalls dem Anhang zu entnehmen und zeigten keine Fluoreszenz

bei vorheriger alleiniger Inkubation mit den sekundaren Antikérpern (Abb. 1 im Anhang).
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Abbildung 21: Visualisierung durch Immunfluoreszenz der mit Zellen besiedelten PU-Patche: (A+B)
Kompakte Zellschicht aus TE-7 positiven Fibroblasten (rot) mit oberflachlicher vWF positiver
Endothelzellschicht (griin) und visualisierten Kernen mittels DAPI-Farbung (blau); Die Formation der
Extrazelluldaren Matrix wird durch Farbung gegen (C) Elastin (Magenta), (D) Laminin (gelb), (E) Collagen IV
(orange) und (F) Fibronectin (griin) visualisiert; MaBstab (A,C-F): 100um:; (B): 50um;

Eine Hintergrundfdrbung der AntikSrper Laminin ist nicht sicher auszuschlieBen (Abbildung 4 im Anhang)
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3.5 Rasterelektronenmikroskopie

3.51 Nativproben

Die Analyse der nativen Gerlste zeigte unter dem Rasterelektronenmikroskop willkirlich
angeordnete PU-Fasern. Die Oberflache prasentierte sich insgesamt gleichférmig strukturiert.
Die Fasern wurden mit einem mittleren Durchmesser von 2,6 + 1,0 um gemessen (Abb.

22A+B).

3.5.2 Zellbesiedelung der Polyurethangeriiste

Die Polymerscaffolds prasentierten sich nach der Zellbeschichtung durchgehend von einer
konfluierenden Zellschicht liberzogen. Die Zellen zeigten sich regelmaBig Uber das Gerust
verteilt. Es waren keine Zellagglomerate nachweisbar. Eine Schicht fusiformer Zellen konnte
nach t=7 Tagen der statistischen FB-Besiedelung nachgewiesen werden (Abb. 22E+G).

Nach der zusatzlichen Endothelzellbesiedlung und Kultivierung zeigte die Oberflache eine
gleichmaBige und konfluierende Formation. Das typische Kopfsteinpflasterrelief wurde in der

gesamten Zellschicht nachgewiesen (Abb. 22F+H).
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Abbildung 22: Rasterelektronenmikroskopie der PU-Patches: (A+B) Nativproben der Polyurethangeriiste
mit randomisiert angeordneten Fasern und einem Durchmesser von 2,6 + 1,0 um; (C) Gesamtaufnahme des
besiedelten FB Patch; (D) Gesamtaufnahme des besiedelten FB Patch + EC Schicht; (E+G) Fusiforme
Zellschicht der besiedelten Fibroblasten nach sieben Tagen Zellkultur; (F+H) gleichmaBige
Endothelzellschicht mit typischem Pflastersteinrelief, welches die kompakte FB-Schicht komplett bedeckt;
MaBstab (C+D): 200 um; (A,E,F): 100um; (B,G,H): 20um.
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3.6 Vitalititsassay

Die kultivierten Zellen auf dem PU-Material wurden mittels Life / Dead®-Farbung visualisiert.
Bei der Bildanalyse zeigten sich bei einer Wellenlange von 540 nm 88,9 + 9,9% grin
fluoreszierende Zellen, was auf eine hohe Zellvitalitat hindeutet. Bei einer Wellenlange von
485 nm kamen die abgestorben Zellen zur Darstellung (Abb. 23 C+F), bei denen das Reagenz
Syto9 nicht durch die vitale Zellmembran penetrierte. Konfluente Schichten von vitalen Zellen

wurden in allen getesteten Proben nachgewiesen (Abb. 23 B+E).

Abbildung 23: Life / Dead® Fiarbung von besiedelten PU-Patches; (A-C) Visualisierung der besiedelten
Patches mit FB; (D-F) Visualisierung der besiedelten Patches mit FB und EC; (A+D) Fluoreszierende vitale
(griin) und abgestorbene (rot) Zellen; zusitzliche Darstellung vitalen (B+E) und abgestorbenen (C+F
Zellen; MaBstab (A-F): 100 um
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3.7 Patientendaten und Statistische Auswertung

Die Patientendaten, inklusive Lebensalter, Bypasszeit sind im Folgenden tabellarisch
dargestellt. Ferner wurde aus den zusatzlich erhobenen Patientendaten der jeweilige

EuroSCORE II errechnet (Tab. 5) [64]. Das Durchschnittsalter der Spender ergab 66,7 + 10,1

Jahre, die mittlere Bypasszeit ergab 129,3 + 38,4 min und der EuroSCORE II einen Mittelwert
von 1,7 + 1,1 (Tab. 6).

Filter /Patient Lebensalter Bypasszeit (t=min) EuroSCORE II (%)
1 63 120 1,12
2 64 173 1,08
3 66 147 1,46
4 84 83 2,36
5 70 89 1,21
6 74 87 3,89
7 56 144 0,68
8 53 126 0,76
9 79 123 3,01
10 58 201 1,27
MW + STABW 66,7 £ 10,1 129,3 + 384 1,7+1,1

Tabelle 5: Patientenkollektiv der Studie mit Lebensalter, Bypasszeit und EuroSCORE II.

.
N
N

0,445

1

2 0,556 0,96

3 1,057 1,04

4 -0,267

5

6 0,086

7 0,492

8 -0,113

9

10 0,355 -0,154
MW * STABW 0,367 £ 0,441 0,483 £ 0,606

Tabelle 6: Darstellung der Messungen des WST-1 Assays: Das Wachstumsverhalten der FB und EC zwischen
24-72h ist die prozentuale Veranderung der Extinktionswerte zwischen 24h und 72h. Dies wird als MaB fiir
die Zellproliferation angesehen.
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Die Zusammenhange zwischen Lebensalter und Zellwachstum, Bypasszeit und Zellwachstum,
EuroSCORE II und Zellwachstum wurden in einem Streudiagramm visualisiert (Abb. 24 und
25). Die hierfiir verwendeten Datenpunkte beziehen sich auf Tab. 5 und Tab. 6. Hierbei wird
sich lediglich auf die Darstellung des Wachstumsverhaltens der beiden Zellreihen zwischen
t=24h und t=72h bezogen (Abb. 24). Der Korrelationskoeffizient nach Bravais Pearson wurde
ebenfalls in die Darstellung der Streudiagramme integriert. Die tabellarische Darstellung der
vollstandigen Korrelationsanalyse mit den Messwerten des WST-1 Assays zu den Zeitpunkten
t=24h, 48h und 72h erfolgt im Anhang (Tab. 2) und wird nachfolgend besprochen.

Zwischen EuroSCORE II und Lebensalter besteht eine statistisch signifikante positive
Korrelation (r=0,8) (Tab. 2 im Anhang).

Zwischen Lebensalter und dem FB Wachstum zeigt sich eine schwache negative Korrelation
mit einem Korrelationskoeffizienten von r=-0,3 (Abb. 24 A). Es besteht zwischen Lebensalter
und FB Wachstum zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Zusammenhang (Tab. 2 im Anhang).

Zwischen EuroSCORE II und dem FB Wachstum zeigt sich eine schwache negative Korrelation
mit r=-0,3 (Abb. 24 B). Es besteht zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Zusammenhang (Tab.
2 im Anhang).

Zwischen Bypasszeit und FB Wachstum zeigt sich eine positive Korrelation mit einem
Korrelationskoeffizienten von r=0,5 (Abb. 24 C). Zwischen FB Wachstum nach t=24h und
Bypasszeit besteht eine statistisch signifikante positive Korrelation (r=0,8). Ansonsten besteht
zu keinem anderen Zeitpunkt ein signifikanter Zusammenhang (Tab. 2 im Anhang).

Zur Komplettierung der Auswertung erfolgte die Darstellung der Ergebnisse der EC Kultur.
Die schwache Aussagekraft bei fehlenden Datenreihen sollte hierbei jedoch betont werden.
Zwischen Lebensalter und EC Wachstum zeigt sich eine schwach negative bis keine
Korrelation mit r=-0,1 (Abb. 24 D). Zwischen EuroSCORE II und EC Wachstum besteht eine
schwach negative Korrelation mit r=-0,3 (Abb. 24 E). Es zeigt sich keine Korrelation zwischen
Bypasszeit und EC Wachstum mit r=0 (Abb. 24 F). Es besteht zwischen den erhobenen
Messwerten und den patientenspezifischen Parametern zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter

Zusammenhang (Tab. 2 im Anhang).
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Abbildung 24: Streudiagramm mit Korrelationskoeffizienten nach Bravais Pearson: (A) schwach negative
Korrelation zwischen FB Wachstumsverhalten und Lebensalter; (B) schwach negative Korrelation zwischen
FB Wachstumsverhalten und EuroSCORE II; (C) positive Korrelation zwischen FB Wachstumsverhalten und
Bypasszeit; (D) sehr schwach negative Korrelation zwischen EC Wachstumsverhalten und Lebensalter; (E)
negative Korrelation zwischen EC Wachstumserhalten und EuroScore II; (F) keine Korrelation zwischen EC
Wachstumsverhalten und Bypasszeit.

Das Wachstumsverhalten der FB und EC zwischen 24-72h bezieht sich auf die prozentuale Verdnderung der
Extinktionswerte zwischen t=24h und t=72h.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, eine neuartige Zellquelle fir das kardiovaskulare Tissue Engineering
(TE) zu evaluieren und die isolierten Zellen als Konzepterprobung auf die Moglichkeit einer
zukunftigen Anwendung im Bereich des TE zu testen.

Seit mehr als 50 Jahren werden Herzklappen bei Patienten fortgeschrittenen Alters durch
mechanische oder biologische Prothesen ersetzt [69]. Auch Neugeborene und junge
Patienten mit einem Herzfehler sollten im Hinblick auf die bestmdgliche Behandlung
unbedingt berilcksichtigt werden [140]. Sowohl die Implantation von vaskuldren
GefaBprothesen, als auch die mechanischer oder biologischer Klappen geht jedoch mit
Nachteilen einher. Spatkomplikationen beinhalten die Degeneration der Prothese mit
progressiver Obstruktion, fehlendem Wachstumspotential, Infektionsanfalligkeit und
Empfanglichkeit fir thromboembolische Komplikationen. Insbesondere im Hinblick auf die
padiatrischen Krankheitsbilder sind diese Einschrankungen gravierend [141-142].

Tissue Engineering verfolgt den Ansatz, die aktuellen Limitationen einer bestehenden
Prothese, wie die lebenslange Antikoagulation, das erhdhte Infektionsrisiko und die fehlende
Reparationsfahigkeit, zu Uberwinden. Auch wirtschaftliche Faktoren in Bezug auf eine
potentiell Iangere Haltbarkeit und die dazu fiihrende Kostenreduktion spielen eine Rolle [143,
144]. Die Ergebnisse dieser Arbeit, mit dem Ziel der Konzepterprobung einer neuen
Zellquelle, um die derzeitigen Einschrankungen wie Wachstum und Differenzierungspotential

zu umgehen, werden nachfolgend diskutiert.

4.1 Hohe Verfiigbarkeit der Zellquelle

Da alle Teile der Herz-Lungen-Maschine (HLM) durch den Kontakt mit Blut nur als
Einwegartikel auf dem Markt verfigbar sind, fihrt deren Entsorgung zu einem hohen
Aufkommen von nutzbarem Material. Die Bereitstellung der Kardiotomiereservoire (KR) fir
die Versuchsdurchfihrung im Rahmen dieser Arbeit konnte somit problemlos ermdglicht
werden. Die Abtrennung und die darauffolgende Aufarbeitung von Teilen der HLM stand
unter keinen ethischen Bedenken.

Auch fur die Zukunft kann die Bereitstellung dieser Materialen flir weitere Versuchsreihen
gewahrleistet werden: Wie die Deutsche Herzstiftung in ihrem Herzbericht von 2015

bekanntgab, wurden 2015 in Deutschland rund 100.000 Eingriffe am offenen Herzen
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vorgenommen [145]. Diese Zahl ist seit einigen Jahren konstant. Aufgrund der aktuellen
Gegebenheiten bendtigen mehr als die Halfte aller Operationen durch die Stilllegung des
Herzens einen extrakorporalen Bypass. So lasst sich rechnerisch erschlieBen, dass momentan
pro Tag mehr als 100 Kardiotomiereservoire nach herzchirurgischen Operationen in
Deutschland anfallen [146, 147]. Diese hohe Zahl der verworfenen Materialien spricht fir die
zuklnftige Bereitstellung der Materialien fir weitere Versuche. Der wachsende Trend von
,off-pump" Operationen am Herzen sollte dennoch in dieser Rechnung nicht unbeachtet
gelassen werden. Der aortokoronare Bypass am schlagenden Herzen wird inzwischen
vermehrt durchgefihrt und beschreibt die Operation ohne kardiopulmonalen Bypass. Die
aktuelle Studienlage beschreibt allerdings minimale Auswirkung auf die Uberlebenszeit der
Patienten ohne Verwendung einer HLM [148]. Dennoch sehen einige Chirurgen von der
Bypass-Operation mit einer HLM ab, da man inzwischen weil3, dass es durch Anlage der
Zugange an der Aorta oder LeistengefaBen durch Manipulation zu vermehrten Embolien
kommt [149]. Bei dem konventionellen Aorten- oder Mitralklappenersatz ist weiterhin eine
HLM von No&ten und so kann die zuklnftige Gewinnung von Zellen aus diesen Operationen

eine Rolle spielen [150].
4.2 Methodik und Handhabung

Setzt man die neu untersuchte Isolationsmethodik von sowohl Fibroblasten, als auch
Endothelzellen in den direkten Vergleich zu den bewahrten Verfahren, lberzeugt diese in
einigen Punkten. Zum einen zeichnet sich die Methodik durch ein einfaches
Isolationsverfahren aus. Verglichen mit der Isolation aus Venen- oder Arteriensegementen,
beweist sich diese als einfach zu erlernen und weniger zeitintensiv. Zusatzlich wird nur eine
geringfligige Menge von Einmalartikeln verwendet, was wiederrum Kosten sparen kdnnte.
AuBerdem wird im Rahmen der Isolation auf eine Enzymexposition und die damit
verbundenen potentiellen Zellschaden verzichtet [151]. Dartiber hinaus ist fur die Erlangung
der bendtigten Materialien oder Gewebeproben kein zusatzlich geplanter invasiver Eingriff
notwendig, wie es bei Verfahren, wie der Gewinnung von Zellen aus dem Knochenmark der
Fall ist [116, 122]. Sofern die Indikation einer Operation mit kardiopulmonalem Bypass
gestellt ist, ist diese unabdingbar und die Bereitstellung der KRs postoperativ gegeben. Eine
mogliche Argumentation gegen die evaluierte Zellquelle wadre, dass diese nur bei

Mehrfacheingriffen die Moglichkeit der Anwendung im Bereich des TE darstellt.
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4.3 Isolation von Endothelzellen aus dem Vollblut

Endothelzellen konnten im Rahmen dieser Arbeit durch immunzytologische Farbungen
eindeutig identifiziert werden. Dennoch bleibt die Bilanz der Endothelzellisolation aus dem
Vollblut ernlichternd. In lediglich n=4 Zellreihen konnte eine ausreichende Menge flr weitere
Analysen und dementsprechende Farbung kultiviert werden. Die Zellen konnten einzig aus
dem Blut der Patienten isoliert werden und somit ist die Verwertung der KRs in Bezug auf die
Endothelzellen nicht von Bedeutung.

Zum anderen kommt die Frage nach dem Ursprung der isolierten Endothelzellen auf. Die
These von Dotsenko et al. bekréftigt, dass es zu einer Freisetzung von endothelialen
Vorlauferzellen (EPC) aus dem Knochenmark durch herzchirurgische Operationen kommt
[152]. Zudem beschreibt Ruel et al. eine vermehrte Freisetzung von EPC bei Operationen mit
einer Herz-Lungen-Maschine [153]. Dies beruht auf der Annahme, dass verschiedene Formen
von vaskuldarem Stress zu einer vermehrten Freisetzung der EPCs aus dem Knochenmark
fihren [154]. Basierend auf diesem Wissen wurden bereits kolonieformende Endothelzellen
und mesenchymale Stammzellen von Neugeborenen unter der Therapie einer
extrakorporalen Membranoxygenierung (ECMO) isoliert und kultiviert [155]. Fur den
klinischen Einsatz sind EPCs von groBer Bedeutung. Zum einen kann durch die gemessen
Konzentrationen von EPCs im Blut eine Aussage Uber das kardiovaskulare Risikoprofil der
Patienten getroffen werden. Zum anderen finden sie auch im Bereich der regenerativen
Medizin ihren Platz. So wurden diese Zellen von Cebotari et al. bereits auf dezellularisierte
humane Pulmonalklappen besiedelt und autolog erfolgreich implantiert [156, 157].

Des Weiteren hat Ritz et al. festgestellt, dass das Level von EPCs erst nach einem Tag bzw.
sieben Tagen nach einem Trauma signifikant ansteigt [25]. Eine erneute Blutabnahme eine
Woche nach dem herzchirurgischen Eingriff kdnnte so ebenfalls einen Erfolg auf die
quantitative Ausbeute der Endothelzellkultur haben.

Auf der anderen Seite kann sich nicht nur der Zeitpunkt der Blutentnahme, sondern auch das
Alter der Patienten auf die EPC Konzentration auswirken. So stellten zum Beispiel Scheubel et
al. einen Zusammenhang zwischen EPC Konzentrationen im Blut und dem Alter der Patienten
her [158]. Es wurde beschrieben, dass trotz signifikanten Anstiegs der EPC Konzentration
wahrend einer herzchirurgischen Operation, das Alter einen wichtigen limitierenden Faktor
fur die Mobilisierung der Zellen darstellt. So wurde auch im Zusammenhang mit dieser Arbeit
vermutet, dass das Lebensalter der jeweiligen Spender mit dem positiven

Wachstumsverhalten der Endothelzellkultur in Zusammenhang stehen kdnnte. Hier konnte
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jedoch kein statistisch  signifikanter ~Zusammenhang zwischen Lebensalter und
Endothelzellwachstum ermittelt werden. Ferner lasst sich kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen Endothelzellkultur, EuroSCORE II und Bypasszeit feststellen. Diese
Ergebnisse kdnnen somit nicht mit denen von Scheubel et. al verglichen werden [158].
Moglicherweise flhrt ein niedriger EuroSCORE II und somit auch ein niedriges Patientenalter
zu einer Zellkultur mit hoheren Proliferationsraten. Um Aussagen diesbeziiglich treffen zu
kénnen ware eine deutlich gréBere Anzahl von isolierten EC notwendig gewesen.

Ferner wurde in der Vergangenheit die Schwierigkeit der Kultivierung von Endothelzellen
beschrieben [159]. So sind bereits Ansatze verfolgt worden, die die Verwendung von
magnetischer Durchflusszytometrie nutzten, um reine Endothelzellpopulationen herzustellen
[160]. Dieses Verfahren konnte in Bezug auf diese Arbeit sowohl eine positive Auswirkung auf
die Zellidentifikation, als auch auf das Zellwachstum haben. Da noch zu evaluieren bleibt, ob
die Zellen aus dem Knochenmark freigesetzt wurden oder als Folge einer erhéhten Spannung
an der GefaBwand freigesetzt wurden, bleibt die Frage, ob es sich um EPC oder

ausdifferenzierte Endothelzellen handelt, am Ende dieser Arbeit offen.

4.4 Isolation von Fibroblasten aus Filternetzen

Im Gegensatz zu dem Wachstumsergebnis der Endothelzellen lieferten die Fibroblasten eine
positivere Bilanz. Allerdings flhrte das Wachstum der Fibroblasten ausschlieBlich in der Kultur
der feinporigen vendsen Filternetze zum Erfolg. Dies lasst vermuten, dass sowohl die
zirkulierenden Fibroblasten in der Blutbahn, als auch die abgesaugten Zellen aus dem
operativen Gebiet von dem feinporigen Netz abgefangen werden. In der Auswertung mittels
Streudiagramm zeigte sich ein Trend, der Schliisse auf die Korrelation der Wachstumsraten
der isolierten Fibroblasten mit verschiedenen Einflussfaktoren vermuten lasst: Die
Proliferationsrate fiel mit steigendem Alter der Patienten ab. Dies kdnnte fiir eine Abnahme
der Wachstumseigenschaften der Zellen mit steigendem Alter sprechen, wie es bereits
vorbeschrieben wurde [161]. Zusatzlich wurde eine positive Korrelation gesehen, die héhere
Proliferationsraten bei langerer Bypasszeit zeigte. Es ist allerdings nicht zu vermuten, dass
dies Auswirkung auf die Nutzung der Zellen flr spatere Einsatze haben konnte, da zum Wohl
des Patienten eine moglichst kurze Operationszeit angestrebt wird.

Ferner viel auf, dass die Primarkultur der groBporigen Filternetze zum Wachstum von vielen

Zellen unterschiedlicher Morphologie fiihrte. Dies kénnte durch die Akkumulation von
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verschiedenen Zelltypen, die aus dem chirurgischen Absauggebiet aspiriert wurden, erklart
werden. Zum einen wurde im Nachhinein die Anwesenheit von Epithelzellen in der
Primarkultur als wahrscheinlich gesehen. Da diese Zellen resistent gegeniiber Trypsin sind,
lieBen sich diese nur schwer ablésen und gingen dadurch womaoglich fir die weitere Kultur
und immunzytologische Evaluation verloren [162].

Andere Proben zeigten die Formation von Zellkonglomeraten. Moglich ware hier
beispielsweise die Formation von Cardiospheren, wie von Davis et al. bereits beschrieben
wurde [163]. In diesem Fall wurden die Zellen allerdings aus Myokardbiopsien isoliert. Diese
kardialen Vorlauferzellen besitzen ein hohes regeneratives Potential und sind in der Lage,
sich in Kardiomyozyten, glatte Muskelzellen und Endothelzellen zu differenzieren. Smith et al.
konnten zusatzlich beweisen, dass unter in vitro Bedingungen die Cardiospheren ein spontan
kontrahierendes Herzgewebe mit potentieller Schrittmacherfunktion bildeten [164]. Diese
Zellen sind potentiell dafir geeignet durch Injektion in infarzierte Myokardregionen die
Regeneration des Herzens zu unterstltzen [165-167].

Anderseits wurde in einigen Proben die Anwesenheit von glatten Muskelzellen, mittels
Anfarbung vom SMHC-Myosin nachgewiesen, welches die Vermutung zuldsst, dass es sich
primar um glatte Muskelzellen handeln koénnte. Eine Durchflusszytometrie oder
Antikorperfarbung der Primarkultur kdnnte auch hier weitere Aussagen Uber die Prasenz

anderer Zelltypen in der Zellkultur ermdéglichen.

4.5 Vergleich mit Kontrollgruppe und Patientendaten

In Bezug auf die Wachstumsraten beider isolierter Zellreihen erreichte keine der
Vergleichstestungen mit den Kontrollgruppen einen statistisch signifikanten Unterschied.
Dabei konnte das Fehlen der Versuchsergebnisse, in denen es nicht zum Wachstum kam, von
Bedeutung sein. Fir die Fibroblasten ist in der Versuchsgruppe ein Wachstumserfolg von
70% (n=10) und fur die Endothelzellen ein Wachstumserfolg von nur 40% (n=10) zu
verzeichnen. Bei den Zellen aus den Venenfragmenten, die als Kontrollgruppe dienten, kam
es bei 100% (n=2) zu einem Wachstumserfolg, welches Vermutungen Uber die Schmalerung
des Wachstumserfolges der neu evaluierten Zellequelle zuldsst. Da es sich um ein etabliertes
Isolationsverfahren handelt, wurde auf die Notwendigkeit der Akzentuierung dieser Methodik

verzichtet [168]. Eine Versuchszahl von n=2 wurde daher als ausreichend gesehen.
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Im Hinblick auf die Parameter als mogliche Einflussfaktoren auf die Wachstumsraten wurden
bereits deutliche Trends ersichtlich. Die Korrelationsanalyse lieB allerdings den Eindruck durch
groBtenteils fehlende statistische Signifikanz schmalern, welches erneut auf die fehlenden
Datenreihen zurlickgeflihrt werden kann. Ferner sollte erwahnt werden, dass der
Korrelationskoeffizient von Lebensalter und EuroSCORE II einen engen und statistisch
signifikanten Zusammenhang beschreibt. Da das Alter der Patienten in die Berechnung des
Scores mit einflieBt, Uberrascht dies nicht. Dennoch wurde diese Korrelationsanalyse als Teil
der Arbeit belassen und kann als ein Mal3 der Korrektheit der erhobenen und errechneten
Daten herangezogen werden. Bedauerlicherweise konnten keine Patientendaten fur die
Kontrollgruppe erhoben werden, da die Proben das Labor anonymisiert erreichten. Ein
Vergleich der Kontrollgruppe mit den Patientendaten hatte weitere Vergleiche zwischen
Kontroll- und Versuchsgruppe ermdglicht. Die Entnahme von Venensegmenten und
Kardiotomiereservoiren von denselben Spendern wiirde weitere Schlisse Uber die
Wachstumsqualitaten der entnommenen Zellen zulassen und diese Methodik einer weiteren
Evaluation unterziehen. Dennoch liefert diese Arbeit den Beweis flir die Moglichkeit der

Zellkultur aus Kardiotomiereservoiren und somit fur eine valide Methodik.

4.6 Kompatibilitat fiir den Einsatz im Tissue Engineering

Als ersten Schritt zur Bewertung der Eignung flr das TE der neuen Zellquelle wurden PU-
Geruste mit den Zellen besiedelt. Fir die Konstruktion von autologen Prothesen wird ein
stabiles Gerist benotigt, welches biokompatibel ist und ein rasches Zellwachstum erlaubt. In
dieser Arbeit wurde sich zur Verwendung von elektrogesponnenem Polyurethan als Polymer
entschieden. Auch Laschke et al. werteten in diesem Zusammenhang die Biokompatibilitat
und GefaBformation von Polyurethangeriisten unter in-vivo Bedingungen als erfolgreich
[169]. Zusatzlich besteht bei der Verwendung von synthetischen Polymeren die Moglichkeit,
mittels 3-D-Druck auf den Patienten zugeschnittene Klappen bzw. GefdaBprothesen
anzufertigen [170, 171]. Im Zuge dieser Arbeit konnte mittels Vital/Letal Assay eine
konfluente und vitale Zellschicht auf dem synthetischen Material nachgewiesen werden. So
bestatigt sich die Kompatibilitdt der untersuchten Zellen mit dem PU Material, welches
bereits in der Vergangenheit unter Laschke et al, Mackay et al. und Thierfelder et al.

vielversprechende Ansatze lieferte [169, 170, 99].
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Auch die Bildung von EZM ist essentiell zur Gewahrleistung der Funktionalitdt von TE-
Transplantaten. Trotz der Auffassung von Jockenhoevel et al, dass flussabhangiger
mechanischer Stress zur Bildung von EZM erforderlich ist bzw. einen erheblichen Einfluss hat,
konnte durch positive Farbung gegen Proteine der EZM, eine Ausbildung der EZM auch unter
statischer Besiedlung nachgewiesen werden [172-174]. Durch die positive Farbung der EZM-
Antigene wird davon ausgegangen, dass der Untergrund, auf dem die EC Schicht verankert
ist, eine integre Zellschicht bietet, auf dem sich die ECs gut verankern konnen. Eine
durchgehende stabile und funktionale EC Schicht wiirde eine Barriere bilden, Entziindungs-
und Gerinnungsvorgange zu regulieren und somit die Notwendigkeit einer dauerhaften

Antikoagulation zu umgehen [175-177].

4.7 Anwendung fiir die Therapie von kardiovaskuldren Erkrankungen

Das durchschnittliche Alter des Patientenkollektivs dieser Studie lag bei circa 60 Jahren. Im
Klinikum der Universitat Miinchen werden zahlreiche herzchirurgische Eingriffe getatigt,
wodurch groBe Mengen von Zellresten anfallen. Der Grund fir die Verwendung
ausschlieBlich erwachsener Spender, war vornehmlich die Idee der Etablierung einer validen
Methodik, die zukiinftig auch bei kinderchirurgischen Eingriffen angewendet werden kénnte.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Reduktion der Proliferationsraten der Zellen bei
ansteigendem Alter gesehen. Auch Scheubel et al. beschreiben die altersabhangige
Verminderung der zirkulierenden Vorldauferzellen bei Patienten, die sich einer
herzchirurgischen Operation unterziehen [158]. Rousseau et al. stellen die altersabhangige
und auch geschlechtsspezifische Interaktion mit der Zahl der zirkulierenden EPC dar [178].
Daher ist zu vermuten, dass die Anwendung dieser Zellquelle auch bei Neugeborenen oder
Kindern im Bereich der Therapie kongenitaler Fehlbildungen seinen Platz finden kdnnte. Die
Zellen konnten hier sogar deutlich hohere Proliferationsraten zeigen.

Bei Patienten mit kardiovaskularen Fehlbildungen, die erst postpartal festgestellt werden, ist
die Nabelschnur bereits abgetrennt und periphere GefaBe eventuell nicht zuganglich. Da eine
alternative Zellquelle fur TE oft fehlt, kdnnte diese Isolationsmethodik moglicherweise dazu
beitragen, die postpartal diagnostizierte angeborene Erkrankung zu heilen. Bei Patienten mit
ventrikuldaren Anomalien ist eine Operation unabdingbar. Hier bietet die mehrstufige
Norwood-Operation ein gutes Beispiel, da bei dieser im letzten operativen Schritt eine

Prothese implantiert wird. Die hohe postoperative Mortalitatsrate wird in den meisten Fallen
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mit der implantierten Prothese in Zusammenhang gebracht [19, 41, 73]. In Zukunft kénnten
also nach der ersten Operation Zellen aus dem Kardiotomiereservoir der HLM und dem
Patientenblut gewonnen werden. AnschlieBend konnten diese Zellen kultiviert werden und
dann zur Herstellung eines autologen Transplantates dienen, welches den jungen Patienten
in einem zweiten Operationsschritt implantiert werden kdnnte. Durch die Verwendung dieser
Zellen musste dem Patienten kein zusatzliches Gewebe entnommen werden, es wirde
lediglich Material genutzt bzw. generiert werden, welches ansonsten entsorgt werden wirde.
Dartber hinaus verspricht die erfolgreiche Kryokonservierung der isolierten Zellen eine
Verwendung zu einem spateren Zeitpunkt. Zusatzlich konnte die beschriebene Methodik bei
mutlimorbiden Patienten angewandt werden. Chandra et al. beschreiben beispielsweise die
erhdhte Inzidenz kardiovaskuldarer Begleiterkrankungen bei Patienten mit einer
Aortenklappenstenose [179]. So ist es mdglich, dass sich Patienten, die einen Eingriff, wie
eine Bypassoperation bendtigen, im weiteren Verlauf ihres Lebens einer erneuten Therapie
der Aortenklappe unterziehen missen [180]. In diesem Fall konnten die kryokonservierten
Zellen fir die Kultur einer autologen Herzklappe dienen und diese dann mittels TAVI
implantiert werden [56].

Die Entnahme der Reservoire nach adulten herzchirurgischen Operationen erfolgte aufgrund
von begrenzten Zugangsmoglichkeiten zu den kinderherzchirurgischen Operationen.
Aufgrund ethischer Bedenken und wurde sich dazu entschieden, die Etablierung der neuen
Methodik durch erwachsene Spender zu untersuchen. Dennoch wird der zukinftige Einsatz
der Kardiotomiereservoire und die Gewinnung von Zellen eher im Bereich der

Kinderherzchirurgie gesehen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Nach aktuellem Wissensstand ist dies die erste Studie, die Teile der Herz-Lungen-Maschine
als Zellquelle fiir kardiovaskulares Tissue Engineering evaluiert. Da der Gebrauch von
Stammzellen in der medizinischen Forschung heutzutage nur unter hohen rechtlichen
Auflagen stattfindet, bietet diese Methode eine Alternative, an Zellen fur das TE zu gelangen,
die normalerweise verworfen werden wirden.

Es wurden erfolgreich Fibroblasten und Endothelzellen isoliert und kultiviert, welche die
Grundlage fir einen fundierten Ansatz im Bereich des Tissue Engineering bilden kdnnten. Die
in vitro Anzichtung von Fibroblasten erwies sich als aussichtsreicher, als die Kultur der
entnommenen Endothelzellen, die lediglich aus dem Vollblut der Patienten isoliert werden
konnten. Das Kardiotomiereservoir als solches bot keine Grundlage fir die Isolation von
Endothelzellen. Uberlegungen einer erneuten Probenentnahme aus dem Blut im
postoperativen Verlauf konnte das Resultat des Endothelzellwachstums deutlich verbessern.
Vereinbar mit der Literatur wurden eine hohere Proliferationsrate der Zellen bei jingerem
Alter gesehen. In der Annahme, dass die isolierten Zellen von Kindern und Neugeborenen
deutlich hohere Proliferationsraten zeigen, erweist sich die Verwendung der
Kardiotomiereservoire in dieser Patientengruppe als ein vielversprechender Ansatz.

Zusatzlich sollte die Anwesenheit anderer Zelltypen in einer weiteren Arbeit genauer
analysiert werden und kénnte einen groBen Nutzen fiir zuklinftige Therapie darstellen. Sollte
es sich bei den untersuchten Zellen tatsachlich teilweise um kardiale Vorlauferzellen handeln,
wirde sich dadurch ein neues Fenster im Therapieansatz 6ffnen.

In der Arbeit unterstreicht die kontinuierliche Zellschicht und die Entwicklung der
extrazellularen Matrix auf dem synthetischen Polymer den Grundgedanken, dass die
gewonnen Zellen eines Tages flr eine in vitro hergestellte Prothese dienen kdnnen. Das Ziel,
eine solche Prothese sowohl als Aortenklappenersatz als auch als Therapie bei angeborenen
Fehlbildungen einzusetzen, sollte weiter vorangetrieben werden. Die untersuchte Zellquelle
stellt damit einen alternativen Ansatz zu den herkdmmlichen Isolationsmethoden fir das

kardiovaskulare Tissue Engineering dar.
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7 Anhang

7.1 Gerate- und Materialliste

7.1.1 Gerédte und Ausristung

Artikel Hersteller

6-Kant-Schraubendreher Hoffmann GmbH, Minchen, GER

Analysenwaage ABS 770 Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen-

Frommern, GER

AxioObserver Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, GER

Becherglas mit Auslassventil

Computer Fujitsu Siemens
Critical PointDryer ,CPD30 “ BalTec, Schalksmuhle, Germany
Feuchte Kammer Laborwerkstatt Klinikum GroBhadern,

Minchen, GER

Fluoreszenzlampe HXP120 Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, GER

Gefrierschrank, -20°C ,,Comfort Plus “ Siemens, Minchen, GER

Gefrierschrank, -80°C Kendro Laboratory Products, Hanau, GER

Inkubator APT line TM CB Binder GmbH, Tuttlingen, GER

Inkubator, Hera Cell Heraeus, Kendro Laboratory Products,
Hanau, GER

Kardiotomierservoir Sorin InspireTM HVR Dual; Sorin Group

Deutschland GmbH, Minchen, GER

"

Kiihlschrank ,,Glass Line Liebherr Hausgerate GmbH, Ochsenhausen,

GER
Laminar Airflow “Hera Safe” Kendro Laboratory Products, Hanau, GER
Lichtmikroskop , Axiovert 35 “ Carl Zeiss Micro Imaging GmbH, Gottingen,
GER
Multiskan ® EX Thermo Electro Corporation, Vantaa, FIN

Nalge Nunc Cryo 1°C Freezing container = Thermo Fisher Scientific, Roskilde, DNK

Pipetboy Eppendorf, Eppendorf AG, Hamburg, GER
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Pipette 0,1-3ul

Biohit, Sartorius Lab Instruments GmbH,

Gottingen, GER

Pipette 100-1000pl

Biohit, Sartorius Lab Instruments GmbH,

Gottingen, GER

Pipette 100-200ul

Biohit, Sartorius Lab Instruments GmbH,

Gottingen, GER

Power Supply

Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, GER

REM Evo LS 10

Zeiss Micro Imaging GmbH, Jena, GER

REM-Pinzette

Baltic Praparation, Koppelheck, GER

Sputter Coater SCD50

BalTec, Schalksmiihle, GER

Thermoriittler

Vortex-Mixer; MS1 Mini shaker

IKA Works, Staufen, GER

Wasserbad ,,Julabo SW23 “

Kendro Laboratory Products, Hanau, GER

Zentrifuge ,,Rotina 46R “

Hettich, Tuttlingen, GER

7.1.2 Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller

Bestell-Nr

12-Well Platten Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, GER 353043

24 x 24 mm Deckglaser Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, GER  H 875.1

24-Well-Platten Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, GER 353047

96-Well-Platten Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, GER 677180

Abdecktuch Secu-Drape, Sengewald, Clinic Innovations, Rohrdorf- 504572

steril, 45 x 75 cm Thansau, GER

Becher mit Deckel, steril Klinikum Grosshadern, Miinchen, GER
500 ml

Becher, unsteril Klinikum Grosshadern, Miinchen, GER
500 ml

Bull-Dog-Klemme Klinikum Grosshadern, Minchen, GER

Chirurgischer Nahfaden, Resorba Wundversorgung GmbH & Co. 91513
Supolene griin KG, Nirnberg, GER

Cryo Tubes Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold, GER 375418
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Dreiwegehdhne Discofix C B. Braun Melsungen AG, Melsungen, GER 1694 C
Dreiwegehdhne mit B. Braun Melsungen AG, Melsungen, GER 16500 C
Schlauch Discofix C

Fermacidal D2 IC Products SA, Minusio, CH CHZB0445
Glas-Objekttrager- Falcon, Corning Inc., Corning, USA FALC354108
Kammern, steril

Handschuhe, steril Semperit GmbH, Wien, AUT 822751805

High-Vacuum Grease

Silicone Dow Corning®

Dow Corning Corporation, Midland M],
USA

Z273554-1EA

Klemme, steril

Klinikum Grosshadern, Minchen, GER

Knopfkaniile Medtronic GmbH, Meerbusch, GER 30004

Kunststoffscheiben,

doppelseitig klebend

Millex-GS Spritzenfilter Millipore Corporation, MA, USA SLGS033SS

0,2 pm, steril

Neolus Luer Needles Terumo Europe N.V., Leuven, BEL NN-2070S

Nierenschale, steril Klinikum Grosshadern, Miinchen, GER

Objekttrager Superfrost® Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel, 631-1304
Braunschweig, GER

Petrischale (92 x 16 mm) Sarstedt AG&Co., Niimbrecht, GER 82.1473.001

Petrischalen aus Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold, GER 4021

Polystyren #10 cm

Pipettenspitzen 10 pl Sarstedt AG&Co., Nimbrecht, GER 70.1116.210

Pipettenspitzen 100 pl Sarstedt AG&Co., Nimbrecht, GER 70.760.212

Pipettenspitzen 1250 pl Sarstedt AG&Co., Nimbrecht, GER 70.1186.210

Polyurethan Patch, steril ITV Denkendorf, Denkendorf, GER SB 0663-01

Reaktiongsgefa3 1,5ml

Eppendorf AG, Hamburg, GER

0030 120.086

Schere, steril

Klinikum Grosshadern, Miinchen, GER

Skalpell Nr. 20

Feather Safety RazorCo., LTD. Medical
Division, JPN

02.001.30.020
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Spritze, 2 ml Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, GER 300928
Spritze, 20 ml Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, GER 300296
Stickstoffbehalter Messer Griesheim
Zihlkammer C-Chip NanoEnTek Inc., Seoul, KOR DHC-NO1
Zellkulturflasche 12,5 cm? Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, GER
Zellkulturflasche 175 cm?  Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, GER 83.1812.002
Zellkulturflasche 75 cm? Corning Incorporated, Corning USA 430641U
Zentrifugenrohrchen Falcon, Corning Inc., Corning, USA FALC352196
(15ml)
Zentrifugenrohrchen Falcon, Corning Inc., Corning, USA FALC352070
(50ml)
7.1.3 Reagenzien
Artikel Hersteller Bestell-Nr
Aceton Merck Millipore KGaA, Darmstadt, GER 1.00014.5000
AEC Substrate Kit Vector Laboratories INC, California, USA SK 4200
Ampuwa Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad B230673
Homburg v.d. H., GER
Anti-Laminin antibody Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER L9393
produced in rabbit
Anti-von Willebrand Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER F3520
Factor antibody produced
in rabbit
Antibody Dilutent Dako Deutschland GmbH, Hamburg, GER ~ S080983-2
Biocoll Separating Biochrom AG, Berlin, GER L 6113
Solution 1.077g/ml
Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER A 7906
(BSA)
Cytoscan HRP Detection Cell Marque 951D-30
System
Dako Antibody Dilutent Dako Deutschland GmbH, Hamburg, GER ~ S0809
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DAPI dilactate Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER D9564
Dimethyl sulfoxide Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER D2650
(DMSO)
Donkey anti-mouse IgG Abcam plc, Cambridge, UK AB150110
Alexa Fluor® 555
EDTA Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER E-4884
Endothelial Cell Growth Promocell GmbH, Heidelberg, GER C39210
Medium Supplement Pack
Endothelial Cell Growth Promocell GmbH, Heidelberg, GER C22010
Medium
Ethanol 30%; 50%; 70% Apotheke, Klinikum Grosshadern,

Minchen, GER
Ethanol 96% Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER 1.08543
Ethanol 99,9%, unvergillt Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER 34963
Fetal Calf Serum Lonza Group Ltd., Basel, CH 14-801F
Fibroblast Growth Promocell GmbH, Heidelberg, GER C23010
Medium
Fibroblast Growth Promocell GmbH, Heidelberg, GER C23110
Medium Supplement Pack
Gefriereinbettmedium Thermo Fisher Scientific, Roskilde, DNK 6769006
Shandon ™ Cryomatrix ™
Gentamycin 10mg/ml Biochrom AG, Berlin, GER A2712
Glutaraldehyd-L6sung, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER G5882
Grad 1 (25%)
Goat anti-rabbit IgG AF Thermo Fisher Scientific, Roskilde, DNK A-21245
647
H202 30% Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER 21676-3
Heparin, 25000 IE/ 5 ml B. Braun Melsungen AG, Melsungen, GER 126/317126/040

3

HRP Detection System Medac GmbH, Hamburg, GER 951D-30
Kollagenase Typ 2, CLS-2  Worthington Biochemical Corporation/ 4174,
(253 u/ mg) CellSystems GmbH, St. Katharinen, GER CHB:41K12925
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Mayers Hamalaunlésung  Merck Millipore KGaA, Darmstadt, GER 1.09249.0500
Medium 199 Earle’ s Biochrom AG, Berlin, GER

MetOH Merck Millipore KGaA, Darmstadt, GER 1.06009.2500
Monoclonal Anti-Elastin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, E4013
antibody produced in GER

mouse

Monoclonal Anti- Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER FO791
Fibronectin antibody

produced in mouse

Monoclonal Mouse Anti Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER C1926
Collagen Type IV

Monoclonal Mouse Anti Merck Millipore KGaA, Darmstadt, GER CBL 271
Human TE-7 Fibroblast

Monoclonal Mouse Anti Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, GER IM1579
Human VE-Cadherin

Monoclonal Mouse Anti- Dako Deutschland GmbH, Hamburg, GER M0823
Human CD31 Endothelial

Cell

Monoclonal Mouse Anti-  Dako Deutschland GmbH, Hamburg, GER ~ M3558
Human Smooth Muscle

Myosin Heavy Chain

Natrium cacodylat Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER C4945
trihydrat - Lésung

Natriumcitrat Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER S4641
Penicillin Streptomycin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER P4458
Solution Stabilized

Phosphate Buffered Saline Biochrom AG, Berlin, GER L 1825
(PBS)

PI Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER 81845
Proteinase Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER P8038
Salzsaure 0.1 mol/I (0.1 Merck Millipore KGaA, Darmstadt, GER 109973

N) 0,1N Titrisol ®
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SiR Actin Kit + Verapamil

Triton X- 100

Trypsin-EDTA 10x

Solution

Spirochrome AG, Stein am Rhein, CH SC001

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, GER T:4174

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, GER 05015944001
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7.3 Immunfluoreszenz

Abbildung 1: Negativproben der sekundadren Antikorper: (A) Donkey anti-mouse IgG und Visualisierung
der Zellkerne mit DAPI (blau) ; (B) Goat anti-rabbit IgG AF 647 und Visualisierung der Zellkerne mit DAPI
(blau); Es zeigt sich keine Fluoreszenz bei vorheriger alleiniger Inkubation mit den sekundéaren
Antikorpern; MaBstab (A+B) : 100pm

104



7.4 Nachweis der Extrazellularen Matrix

Abbildung 2: Reprdsentative Aufnahmen vom Fluoreszenzmikroskop der immunhistochemischen
Farbungen gegen Collagen IV: (A) Uberlagerung des lichtmikroskopischen Bilds mit dem Fluoreszenzsignal
(B) Die Lichtmikroskopische Aufnahme zeigt die Struktur des besiedelten Patches; (C) Die Farbung mit dem
Antikorper gegen Collagen IV (gelb) zeigte positive Reaktionen an der Stelle der Zellen auf dem
Polyurethanpatch; (D) Die Zellkerne wurden mittels DAPI Farbung reprasentiert; MaB3stab A-D : 100pm
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Abbildung 3: Reprasentative Aufnahmen vom Fluoreszenzmikroskop der immunhistochemischen
Farbungen gegen Elastin (gelb): (A) Die Lichtmikroskopische Aufnahme zeigt die Struktur des besiedelten
Patches; (B) Uberlagerung der lichtmikroskopischen Aufnahme mit dem kriftigen Fluoreszenzsignal an der
Oberflache des PU Patches; (C) Die Zellkerne wurden mittels DAPI Firbung reprasentiert; MaBstab (A-D) :
100pm
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Abbildung 4: Reprasentative Aufnahmen vom Fluoreszenzmikroskop der immunhistochemischen
Farbungen gegen Laminin (Orange): (A) Die Lichtmikroskopische Aufnahme zeigt die Struktur des
besiedelten Patches; (B) Eine stark positive Reaktion gegen Laminin imponiert hier und spricht fiir den
Nachweis der EZM Eine magliche Hintergrundanfarbung kann hierbei nicht sicher ausgeschlossen werden;
(C) Die Zellkerne wurden mittels DAPI Farbung reprasentiert; MaBstab (A-C): 100pm
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Abbildung 5: Reprasentative Aufnahmen vom Fluoreszenzmikroskop der immunhistochemischen
Farbungen gegen Fibronectin (Griin). (A) Die Lichtmikroskopische Aufnahme zeigt die Struktur des
besiedelten Patches; (B) Eine positive Reaktion gegen Laminin imponiert hier und spricht fiir den Nachweis
der EZM und gegen eine Ablagerung des Antikérpers im PU Material; MaBstab (A-C) 100pum
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7.5 Statistische Auswertung

FIBROBLASTEN ENDOTHELZELLEN

Zeit nach Zellaussaat

24 48 72 24-72h | 24 48 72  24-72h

(h)
Filter/Patient 1 0,128 | 0,089 | 0,185 | 0,445
Filter/Patient 2 045 | 0,641 0,7 0,556 | 0,25 | 0,504 | 049 0,96
Filter/Patient 3 0,564 | 0,802 | 1,16 1,057 | 0,298 | 0,429 | 0,608 1,04
Filter/Patient 4 0,277 | 0,366 | 0,203 | -0,267
Filter/Patient 5
Filter/Patient 6 0,198 | 0,2 0,215 | 0,086
Filter/Patient 7 0,512 | 0,756 | 0,764 | 0,492
Filter/Patient 8 0,346 | 0,316 | 0,307 | -0,113
Filter/Patient 9
Filter/Patient 10 0,716 | 0,577 | 097 | 0,355 |0,267| 0,193 | 0,226 | -0,154
Kontrolle 1 0,253 | 0,169 | 0,258 | 0,020 |0,271| 0,402 | 0,482 | 0,779
Kontrolle 2 0,181 | 0,139 | 0,218 | 0,204 | 0,168 | 0,248 | 0,306 | 0,821
p-Wert (zweiseitig) 0,037 | 0,012 | 0,044 | 0,233 | 0,653 | 0957 | 0,948 | 0,373

Tabelle 1: WST-1 Proliferationsassay mit zweiseitigem T-Test fiir unverbundene Stichproben;
Messzeitpunkt nach Zellaussaat zu t=24h, t=48h und t=72; Das Wachstumsverhalten der FB und EC
zwischen 24-72h ist die prozentuale Verdnderung der Extinktionswerte zwischen 24h und 72h; griin
unterlegt: zweiseitige Signifikanz auf dem 0,05 Niveau.
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8 Eidesstattliche Erklarung
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