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1 Kurzzusammenfassung

Zielsetzung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden Rinderherzbeutel dezellularisiert und anschlieSend
hinsichtlich ihrer biologischen und mechanischen Eigenschaften untersucht. Ziel war es zu eruieren,
welche Konstellation aus Dezellularisationsdauer, Konzentration der Dezellularisationslosungen
sowie mechanischen und enzymatischen Einflussfaktoren sich am besten fiir die Herstellung einer

biologischen Herzklappe eignet.
Material und Methoden

Mithilfe verschiedener Dezellularisationslosungen wurden Rinderherzbeutel unter temporarem
Ultraschalleinfluss innerhalb zweier verschiedener Vorrichtungen dezellularisiert. Im Anschluss an die
Dezellularisation erfolgten stets zehn Spulgange, um restliche Detergenzien aus dem Gewebe zu
entfernen. Im Rahmen der zweiten Versuchsreihe wurden die Proben im Anschluss an die Spiilgange
zusatzlich mit einer DNAse-Losung behandelt. AnschlieRend wurden die Nativproben, die
dezellularisierten sowie die mit DNAse nachbehandelten Proben untersucht. Dabei erfolgte die
Analyse mittels immunhistochemischer Farbungen, der Rasterelektronenmikroskopie sowie

Zugversuchen zur Ermittlung der mechanischen Stabilitat.

Ergebnisse

Die vollstandige Dezellularisation gelang mithilfe einer Kombination von Sodium-Dodecyl-Sulfat und
Sodium-Desoxycholat in einem 4-stiindigen Dezellularisationszyklus sowie einer Kombination aus
Sodium-Dodecyl-Sulfat und Triton X. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass zu hohe Konzentrationen
an Sodium-Dodecyl-Sulfat sowie zu lange Dezellularisationszyklen die Extrazelluldrmatrix stark

schadigen.

Zusammenfassung

Mithilfe der dargestellten Dezellularisationsprotokolle war es moglich, bovines Perikard vollstdandig
zu dezellularisieren. Unsere Ergebnisse weisen ferner darauf hin, dass im Rahmen zukinftiger
Forschungsansatze ein besonderer Fokus auf die Beschaffenheit und die Eigenschaften der Perikarde
als Grundmaterial zu legen ist und die Dezellularisationsprotokolle an diese Materialgegebenheiten
anzupassen sind. Uberdies sollte die enzymatische Nachbehandlung angewendet werden, um eine

moglichst effektive und schonende Dezellularisation zu erméglichen.



2 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

Abb. Abbildung

ca. circa

DAPI Diamidino-Phenylindol

Dez. Dezellularisation

DNAse Desoxyribonuklease

ECM Extrazelluldarmatrix

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglycoltetraessigsdure
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IGV insulin-like growth factor

Kap. Kapitel

M molar

oP Operation
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REM Rasterelektronenmikroskopie

SD Sodium-Desoxycholat

SDS Sodium-Dodecyl-Sulfat

TAVI transcatheter aortic valve implantation
TE Tissue Engineering

Triton X tert-octylphenyl-polyoxyethylene
VEGF vascular endothelial growth factor




3 Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen heute nicht nur in den Industrienationen, sondern auch weltweit
die haufigste Todesursache dar [1]. Dabei spielen neben der koronaren Herzkrankheit besonders
Herzklappenerkrankungen eine wesentliche Rolle. Wahrend in den westlichen Industrienationen vor
allem altersbedingte Degenerationsprozesse fiir die Klappenerkrankungen verantwortlich sind, ist die
Ursache in Entwicklungslandern in den meisten Fallen das rheumatische Fieber [2, 3]. Hinzu kommen
angeborene Klappenfehlbildungen, die entweder Teil einer genetischen Erkrankung sind oder einen

Fehler in der embryonalen Entwicklung der jungen Patienten darstellen [4].

Das Feld der Klappenerkrankungen kann in Klappenstenosen und Klappeninsuffizienzen aufgeteilt
werden. Im Rahmen von Klappenstenosen ist am haufigsten die Aortenklappe betroffen, da diese
durch ihre Lokalisation im arteriellen System hoheren Driicken ausgesetzt ist. Bei einer
Klappenstenose ist die Offnungsfliche der Herzklappe reduziert, Grund hierfiir ist in der Regel eine
altersbedingte Kalzifizierung der Klappe, die zu einer verminderten Flexibilitat und damit zu einer
verringerten Klappenoffnungsfliche fuhrt [5]. Diese kann im Rahmen der haufigen
Aortenklappenstenose von 3,5 cm? auf unter 0,6 cm? fallen [6]. In der Folge muss das Herz einen
hoheren Druck aufbauen und mehr Kraft aufwenden, um das Blut durch die verengte Ausstrombahn
zu pumpen. Daraus resultiert eine konzentrische Hypertrophie des linken Ventrikels, die schlieRlich
zu einer Schwachung der Pumpfunktion und letztlich zum Herzversagen fihrt. Bis zu einer
Klappendffnungsflache von ca. 1,0 cm? kann das Herz die verminderte Klappenfunktion durch eine
Steigerung  von  Kontraktionskraft  und Herzfrequenz ~ kompensieren.  Sind  diese
Kompensationsmechanismen allerdings ausgeschopft, entwickelt der Patient Symptome einer
Herzinsuffizienz  (Schwache, Synkope, Angina-Pectoris-Beschwerden) und seine Prognose
verschlechtert sich erheblich. Die Lebenserwartung zu diesem Zeitpunkt betrdgt dann noch etwa 2-3

Jahre [5].

Im Rahmen von Klappeninsuffizienzen schlieRt die Klappe nicht vollstindig, was zu einer
Regurgitation von Blut in die vorgeschaltete Herzhdéhle fiihrt. Bei der haufigsten Form, der
Mitralklappeninsuffizienz, schwenkt die Klappe wahrend der Systole in den linken Vorhof zuriick. In
der Folge wird nur ein Teil des eigentlichen Schlagvolumens in die Blutbahn ausgeworfen, der andere
gelangt durch die insuffiziente Klappe zurlick in den Vorhof. Dadurch muss der linke Ventrikel neben
dem normalen Schlagvolumen zusétzlich das regurgitierende Blut mobilisieren und es kommt folglich
zu einer dauerhaften Volumenbelastung des linken Ventrikels. Durch die resultierende Dilatation des
linken Ventrikels sinkt dessen Kontraktionskraft. Ein Vorwartsversagen, welches sich durch Schwache
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Einleitung

und Belastungsdyspnoe auBert, ist die Folge [7]. Dariber hinaus kommt es zum Rickwartsversagen,
da das aufgestaute Blut aus dem linken Vorhof zu einem pulmonalen Hypertonus fiihrt, der neben
einem Lungenddem auch eine Rechtsherzbelastung hervorrufen kann. Kann der Korper die
pathologischen Vorgdnge durch die Mitralklappeninsuffizienz nicht mehr kompensieren, kommt es

sowohl zu einem Links- als auch zu einem Rechtsherzversagen [5].

Laut Deutschem Herzbericht liegt die derzeitige Morbiditatsziffer der degenerativen
Klappenerkrankungen bei 119 stationaren Patienten pro 100.000 Einwohner (Stand 2017). Im Zuge
des demographischen Wandels nahm die Anzahl der degenerativen Klappenerkrankungen innerhalb
der vergangenen Jahrzehnte deutlich zu. Zwischen 1995 und 2017 stieg die Zahl der Patienten, die
unter einer Klappenerkrankung leiden, im Schnitt um 72,6% an. Betrachtet man jedoch die
unterschiedlichen Altersgruppen so wird deutlich: Wahrend bei den unter 75-jahrigen ein Riickgang
an Klappenerkrankungen zu verzeichnen war, stieg diese Zahl in der Gruppe der iber 75-jahrigen um

183,6% an. [8]

Bisher lassen sich degenerative Klappenerkrankungen weder verhindern noch ursachlich behandeln.
Meist entwickelt der Patient erst bei fortgeschrittener Erkrankung Symptome. Sobald diese jedoch
auftreten, ist ein rasches operatives Vorgehen nétig, um die Entstehung oder das Fortschreiten einer
Herzinsuffizienz zu verhindern. Insbesondere bei Erkrankungen der Aortenklappe ist der Ersatz der

funktionsuntiichtigen Klappe dann zumeist unumganglich [7].

Historisch betrachtet ist der routinemafige Ersatz einer funktionsuntiichtigen Herzklappe eine
Neuheit. Noch vor 70 Jahren bedeutete ein spates Erkrankungsstadium fiir die Patienten den bald
bevorstehenden Tod. Zu dieser Zeit stellte das rheumatische Fieber den haufigsten Grund fir das
Versagen von Herzklappen dar [9]. Eine daraus resultierende Mitralklappenstenose war nicht
therapierbar und fiihrte neben der auf ein Minimum reduzierten Belastbarkeit zum baldigen
Versterben der Patienten. Damalige Therapieansatze beinhalteten die Valvotomie nach Elliot Cuttler
und Samuel Levine (erstmals 1923), bei der lber die Herzspitze ein hakenformiges Instrument in den
Ventrikel eingefiihrt wurde, um damit die stenosierte Mitralklappe zu zerstoren [10]. Zwangslaufig
wurde so aus der stenosierten eine insuffiziente Mitralklappe, diese wurde zu jener Zeit allerdings
noch als weniger pathologisch betrachtet [11]. Der zweite Ansatz zur Behandlung der Mitralstenose
war die sog. Fingerdilatation nach Henry Souttar (erstmals 1925), bei welcher der Zeigefinger des
Chirurgen von intraatrial die stenosierte Mitralklappe ,,aufbrach” [12]. Obwohl sich Souttars Patientin
komplikationslos von dem Eingriff erholte, blieb die erhoffte Anerkennung fiir Souttar aus und der
Ansatz setzte sich zunachst nicht durch. Erst zwei Jahrzehnte spater, im Jahr 1948, erprobten Dwight
Harken und Laurence Ellis — ohne Wissen (iber Souttars frihere Ansatze — die Fingerdilatation erneut

an Patienten. Die Methode entwickelte sich daraufhin zur Standardprozedur bei leichten bis
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mittelschweren Mitralklappenstenosen. Problematisch blieb, dass in den weit haufigeren Fallen die
vom rheumatischen Fieber stenosierte Mitralklappe so verengt war, dass ein Klappenersatz die

einzige theoretische Option darstellte [13].

Im September 1952 implantierte Charles A. Hufnagel die erste kiinstliche Herzklappe in einen
Menschen [14]. Die Prozedur fand noch ohne Einsatz der Herz-Lungen-Maschine statt, diese wurde
erst im darauffolgenden Jahr von John Gibbon erfunden und machte damit erstmals die Operation
am offenen, stillstehenden Herzen moglich [15]. Da zuvor noch kein offenes Verfahren am Herzen zur
Verfligung stand, wurde Hufnagels Prothese in die Aorta descendens implantiert. Sie entsprach
einem Kugelriickschlagventil, bestehend aus einem in der Aorta fixierten Plexiglaszylinder und einer
innerhalb des Zylinders mobilen Nylonkugel [14]. Zwar legte Hufnagel damit den Grundstein fir die
Implantation von  Klappenprothesen, darauffolgende Versuche seitens verschiedener
Forschungsgruppen, eine Klappe auf Hoéhe der urspriinglichen Klappenebene zu implantieren,
scheiterten jedoch stets an der Thrombogenitdt der Klappen, die binnen weniger Wochen durch
zerebrale Infarkte zum Versterben der Versuchstiere flihrte [16]. Eine antikoagulatorische Therapie
nach der Operation flihrte jedoch stets zu tddlich verlaufenden hamorrhagischen Zwischenfillen. In
den darauffolgenden Jahren erfolgten mehrere Versuche, eine Klappenprothese zu implantieren,
doch keiner der Patienten liberlebte langer als drei Monate [16, 17]. Schlieflich entwickelte der
Ingenieur Lowell Edwards, der selbst wahrend seiner Kindheit an rheumatischem Fieber erkrankt
war, zusammen mit dem Herzchirurgen Albert Starr eine Kugelprothese, mit welcher die
antikoagulatorische Therapie soweit hinausgezogert werden konnte, dass eine Hamostase vorher
stattfinden konnte [11, 16]. Die Starr-Edwards-Klappe, bestehend aus einem Methyl-Methacrylat-
Kafig und einem Silikonball, wurde erstmals im August 1960 in einen Menschen implantiert. Die
33-jahrige Patientin starb zehn Tage nach der Implantation an einer Luftembolie, die zwar durch die
Operation, nicht jedoch durch die Klappenprothese selbst hervorgerufen wurde. Die zweite
Implantation fand nur kurz danach, im September 1960, statt. Philip Amundson, der trotz zwei
vorangegangener Kommissurotomien unter einer massiven Mitralverkalkung und einer daraus
resultierenden Herzinsuffizienz der Stufe NYHA 4 litt, erhielt das Implantat und galt nach
3-monatigem Uberleben als erster Patient, bei dem die erfolgreiche Implantation einer kiinstlichen
Herzklappe gelungen war [16]. Amundson lebte weitere 15 Jahre mit dem kinstlichen
Klappenersatz [18]. Nachdem Edward und Starr die ersten sechs erfolgreichen Implantationen ihrer
Klappe im Jahr 1961 publiziert hatten, begann der Siegeszug ihres Modells und die
Klappenersatzoperation etablierte sich als probate Therapieoption bei Klappenstenosen und
-insuffizienzen. In den darauffolgenden 20 Jahren stellte das Starr-Edwards-Modell 6120 die

Standard-Prothese bei Klappenersatzoperationen dar [19].
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Parallel zur Erfindung der mechanischen Herzklappe wurden auch biologische Materialien fiir den
Einsatz als Herzklappenprothese untersucht. Anfangs wurden hierfir zundchst post mortem
entnommene Spenderklappen verwendet [20]. Gordon Murray gilt als einer der Pioniere bei der
Implantation biologischer Klappen. 1956 implantierte er erstmals erfolgreich eine Spenderklappe in
einen Patienten mit schwerer Aorteninsuffizienz, weitere Operationen folgten [21, 22]. Gleichzeitig
untersuchten verschiedene Forschungsgruppen die Kompatibilitdt von tierischem mit menschlichem
Gewebe und die Ubertragbarkeit von Gewebe von einer Siugetierart auf eine andere [23].
Carpentier fand dabei heraus, dass Gewebe vom Schwein dem menschlichen am stadrksten
dhnelte [24]. Anfang der 60er Jahre wurde erstmals ein Konservierungsverfahren vorgestellt, bei dem
mithilfe von Aldehydverbindungen eine Sterilisierung und Konservierung biologischen Gewebes
erzielt werden konnte. Zunachst fand dieses Verfahren nur in der Gerberei Anwendung [25, 26]. Es
dauerte einige Jahre bis man den moglichen medizinischen Nutzen bei der Bearbeitung tierischer
Produkte entdeckte und damit begann, tierische Gewebe mit Aldehydverbindungen zu bearbeiten
und diese in Menschen zu implantieren. Marian lonescu war hierbei einer der Ersten, 1971

implantierte er erstmals ein glutaraldehydfixiertes Xenograft in einen Menschen [27].

Auf diese Weise entstanden in den 50er- und 60er-Jahren die beiden grofen Saulen der
Herzklappenchirurgie: Die biologische und die mechanische Klappe. Sie stellten in den folgenden
Jahrzehnten den Standard bei der Behandlung schwerer Klappendysfunktionen dar. Nichtsdestotrotz
bot keine der beiden Sadulen eine Klappe, die dem Patienten fir den Rest seines Lebens als addquater
Klappenersatz dienen wiirde. Die Eigenschaften der ,idealen Klappe” wurden erstmals in den 50ern
von Dwight Harken formuliert. Seine ,ten commandments” gelten noch heute als Richtschnur bei der
Entwicklung von Herzklappenprothesen [28]. Neben einer einfachen Handhabung muss nach Harken
die ideale Klappe die hamodynamischen Eigenschaften einer nativen Klappe aufweisen und sollte
gleichzeitig keinen Bildungsort fir Thromben darstellen. Sie muss dariiber hinaus ein Leben lang

halten und darf den Patienten nicht stéren [29].

Naturlich sind diese Anforderungen vereinfacht dargestellt, nichtsdestotrotz zeigen sie auf, welche
Kernproblematik hinter der Entwicklung von Klappenprothesen steckt. Rund 70 Jahre nach
Postulierung dieser Eigenschaften ist die Problematik trotz erheblicher Fortschritte noch immer eine
dhnliche. Und auch heute muss bei der Operationsindikation fiir einen Klappenersatz zwischen einer
mechanischen und einer biologischen Klappe entschieden werden. Dabei miissen das Fir und Wider

der beiden Klappen gegeneinander abgewogen werden. [30]
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Mechanische Klappen

Heutzutage werden mechanische Klappen aus kiinstlichen Materialen wie Polyesterverbindungen,
Titan oder Carbon hergestellt, in der Regel werden Zwei-Flligel-Klappen implantiert [31]. |hr groRter
Vorteil ist die durch das stabile Grundmaterial hervorgerufene fast unbegrenzte Lebensdauer, aus
der die seltene Notwendigkeit einer Reoperation resultiert [32]. Gleichzeitig bringt die Implantation
einige nicht unerhebliche Nachteile mit sich. Zunadchst kénnen mechanische Herzklappen nur im
offenen Verfahren implantiert werden. Dabei wird der Brustkorb eréffnet und nach Freilegung des
Herzens dieses Uber eine kardioplege Losung stillgelegt. Entsprechend erfordert dieses offene
Verfahren stets die Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine, um den Korperkreislauf auch bei
stillstehendem Herz aufrechtzuerhalten. Nach Stilllegung des Herzens erfolgt die Implantation der
kinstlichen Klappe Uber einen der Vorhofe oder die Aorta [33]. Neben dem invasiven
Implantationsverfahren besteht ein weiterer Nachteil in der lebenslangen antikoagulatorischen
Therapie, die der Einsatz einer mechanischen Klappe nétig macht. Eine Antikoagulation erhoht die
Gefahr von Blutungsereignissen, ein Risiko, das besonders bei alten, sturzgefahrdeten Patienten ins
Gewicht fallt [34, 35]. Diesem Faktor gilt es besondere Beachtung zu schenken, da insbesondere
dltere Patienten mit vielen Vorerkrankungen und einer entsprechenden Vielzahl an
Dauermedikamenten den Grof3teil der Klappenerkrankten ausmachen. Fir diese Patienten kommt
daher hiufig die Implantation einer mechanischen Klappenprothese nicht infrage. Uberdies steigt bei
Nichteinnahme der antikoagulatorischen Medikamente das Risiko eines thrombembolischen
Ereignisses rapide an [35]. Bei jungen Patientinnen macht diese Gratwanderung zwischen dem Risiko
eines thrombembolischen Ereignisses und dem einer Blutung darliber hinaus eine Schwangerschaft
duRerst riskant und gefahrdet das Uberleben des ungeborenen Kindes sowie das der Mutter [36].
Nicht zuletzt gilt es zu erwahnen, dass mechanische Klappen ein horbares Gerausch erzeugen
(,Prothesenklick”), welches je nach Bauart der Klappe und psychischer Verfassung des Patienten
einen mehr oder weniger grof3en Einfluss auf die Lebensqualitdt haben kann. Jiingste Studien zeigen
sogar, dass dieses Gerdusch bei fast 25% der Patienten mit mechanischem Klappenersatz zu einer

Beeintrachtigung des Schlafverhaltens fihrt [37].

Biologische Klappen

Biologische Klappen benétigen aufgrund ihrer Ahnlichkeit zur menschlichen Klappe und ihrer
hervorragenden hamodynamischen Eigenschaften keine dauerhafte Antikoagulation. Sie werden
meist aus Schweine- oder Rindergewebe gefertigt (sog. Xenografts). Dabei kann zum einen die

Klappe selbst verwendet werden, was haufig bei den porcinen (vom Schwein stammenden)
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Implantaten der Fall ist, da die anatomischen MaRe eines Schweineherzens denen eines
menschlichen Herzens ahneln [24, 38]. Zum anderen kann auch aus dem Herzbeutel (Perikard)
Gewebe zur Herstellung eines Klappenimplantats gewonnen werden, wobei die einzelnen
Klappensegel aus der Gewebeflache ausgeschnitten werden. Dabei kann die Grofle der einzelnen
Klappensegel den genauen anatomischen Eigenschaften des Empfangers angepasst werden [39].
SchlieBlich kann auch die menschliche Herzklappe eines Spenders als Transplantat (sog. Homograft)
verwendet werden, wie bei allen Organen muss hierbei jedoch zunachst die Kompatibilitdt mit dem

Empfanger sichergestellt werden [40, 41].

Einer der wichtigsten Vorteile von biologischen Klappen gegeniliber den mechanischen ist die
Tatsache, dass die Implantation einer biologischen Klappe heute Uberwiegend kein offenes
Operationsverfahren mehr benétigt, sondern der Einsatz der neuen Klappe minimalinvasiv tiber ein
peripheres GefaR oder die Herzspitze moglich ist. Die ,transcatheter aortic valve implantation” (TAVI)
wurde erstmals 2002 vom Herzchirurgen Alain Cribrier angewendet - damals bei einem 57-jahrigen
Patienten, der fiir ein offenes Vorgehen aufgrund seiner schwerwiegenden Vorerkrankungen nicht
infrage kam [42]. Beim TAVI-Verfahren wird die biologische Klappenprothese in einem Stent
eingespannt. Dieser wird dann entweder Uber die Herzspitze oder lber eine periphere Arterie (i.d.R.
Arteria femoralis) bis auf Klappenhohe vorgeschoben. Hat der Katheter die ideale Position erreicht,
wird der Stent aufgespannt. Dies geschieht entweder (iber ein selbstentfaltendes System
(self-expandable TAVI) oder mithilfe eines Ballons, der auf Klappenebene aufgepumpt wird und so
den Stent entfaltet. Im Zuge dieses Entfaltungsprozesses wird die alte, funktionsuntiichtige Klappe
durch den Stent an den Rand der Aorta gedriickt, wihrend sich die neue Klappenprothese innerhalb
des Stents entfaltet und in dieser Position fixiert wird [43, 44]. So kann ohne die Notwendigkeit einer
Vollnarkose, einer Sternotomie und der anschlieBenden Kardioplegie eine neue Aortenklappe
eingesetzt werden — ein wichtiger Schritt bei der Behandlung alter bzw. vorerkrankter Patienten. Das
TAVI-Verfahren ermoglicht es heute, multimorbide Patienten risikoarm mit einer biologischen
Aortenklappe zu versorgen. Dies spiegelt sich auch in der Statistik wider. Von allen Patienten, die im
Jahr 2017 einen Aortenklappeneingriff erhielten, litt rund ein Drittel an Diabetes mellitus und tber

die Hélfte an einer mittelschweren Herzinsuffizienz [8].

Doch obwohl die Implantation eines Xenografts mithilfe des TAVI-Verfahrens eine Revolution in der
Herzklappenchirurgie darstellt, ist es noch nicht als das ideale Verfahren anzusehen, da auch diese
Herangehensweise mit einigen nicht unerheblichen Nachteilen behaftet ist. Da das menschliche
Immunsystem (iber HLA-Antigene akribisch zwischen eigenem und fremdem Gewebe unterscheidet,
muss bei der Implantation von biologischen Klappenprothesen gewahrleistet werden, dass es nicht

zu einer immunologischen AbstoRungsreaktion kommt [45]. Zu diesem Zweck werden bisherige
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Klappenprothesen vor der Implantation fixiert. Bei diesem Vorgang wird das Gewebe einer
glutaraldehydhaltigen Losung ausgesetzt [46]. Durch diesen Fixierungsprozess kommt es im Gewebe
zu einer Quervernetzung, dem cross-linking der Kollagenfibrillen. Dabei werden das Gewebe und die
darin  enthaltenen Antigene gewissermallen nach aullen versiegelt [47-49]. Die
Glutaraldehydfixierung senkt so die Immunogenitat des Gewebes und macht damit die Implantation
eines solchen Xenografts moglich. Jedoch gehen mit der Glutaraldehydfixierung auch einige
Nachteile einher. Zum einen wird die Immunogenitit des Klappengewebes durch die
Glutaraldehydfixierung lediglich gesenkt, es verbleiben jedoch Proteine wie z.B. a-Gal Epitope auf der
Klappenoberflache, die zu einer Immunreaktion im Korper des Empfangers fihren. Die Einwanderung
von Entzlindungszellen in das implantierte Klappengewebe ist die Folge [50]. Dariiber hinaus stellen
die Aldehydgruppen in den cross-links in-vivo eine Bindungsstelle fiir Kalzium-lonen dar. Die ins
Gewebe einwandernden Kalzium-lonen kristallisieren zu Kalziumphosphat-Kristallen aus [51]. Dieser
entzlindliche Kalzifikationsprozess bringt mehrere negative Effekte mit sich. Zunachst versteift die
Klappe, wodurch haufig auch die Klappenoéffnungsflache verringert wird, es kommt entsprechend zu
einer Restenosierung der Klappe. Dariiber hinaus kénnen Risse in den einzelnen Klappensegeln
entstehen, die in der Folge zur Insuffizienz der Klappe flihren [39, 51]. Losen sich die kalzifizierten
Auflagerungen und geraten so ins arterielle GefaRsystem, kdnnen sie im schlimmsten Fall weiter
stromabwarts einen akuten Gefdlverschluss hervorrufen. Da die ersten groRen Abginge der Aorta
vor allem der Versorgung des Gehirns dienen, kommt es dabei haufig zu einem zerebralen Infarkt

[39].

Ferner unterbindet die Fixierung eine mogliche Besiedelung mit Empfangerzellen. Diese Besiedelung
stellt jedoch einen Schllsselfaktor flr das in vivo-Verhalten der Klappe dar. Die Besiedelung mit
Empfangerzellen wiirde bedeuten, dass der Koérper das Implantat als inhdrent betrachtet, und es
auch entsprechend behandelt. Dies wiirde nicht nur Anpassungs- und Reparaturprozesse innerhalb
der Klappe ermdoglichen, es wiirde auch bedeuten, dass die Klappe mit dem Kérper mitwachst, ein
Faktor, der besonders in der Padiatrie von Bedeutung ist. Denn durch das Wachstum der jungen
Patienten sind derzeit noch zahlreiche Re-Operationen noétig, sobald das Kind aus der Klappe
,herausgewachsen” ist [52]. So werden die momentan verwendeten, glutaraldehydfixierten Klappen
zwar vom Korper toleriert, jedoch nicht als kérpereigen wahrgenommen [49]. Das bedeutet, dass die
Klappenimplantate im Kérper des Empfangers weder repariert werden, noch wachsen sie gemeinsam
mit dem Patienten und seinem Herz [49]. Durch die nicht stattfindenden Reparaturprozesse in
Kombination mit der strukturellen Schadigung durch den Fixierungsvorgang weisen biologische
Klappenimplantate selten eine Lebensdauer von tber 15 Jahren auf. Danach wird der Einsatz einer

neuen Klappe im Rahmen einer erneuten operativen Intervention nétig [52, 53].
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Aufgrund dieser Lebensdauer mussten in den vergangenen Jahrzehnten die Leitlinien in Bezug auf
das Patientenalter bei Implantation einer kinstlichen Herzklappe mehrfach angepasst werden.
Derzeit wird Patienten unter 60 Jahren der Einsatz einer mechanischen Herzklappe empfohlen [54].
Grund hierfir ist zum einen die Tatsache, dass jlingere Patienten Uber ein aktiveres Immunsystem
verfligen, wodurch es deutlich schneller zur Kalzifizierung und zum Funktionsverlust der Klappe
kommt [39, 55]. So variiert die mittlere Uberlebensdauer einer biologischen Herzklappe zwischen
durchschnittlich 11 Jahren bei 25-jdhrigen Patienten bis zu 25 Jahren bei 65-jahrigen Patienten [54].
Zum anderen steigt aufgrund des demographischen Wandels und der steigenden durchschnittlichen
Lebenserwartung auch das Risiko, dass der Patient sein eigenes Klappenimplantat , tberlebt” und
dadurch eine Reoperation und der Einsatz einer neuen Klappenprothese nétig wird [30, 53]. Ab
einem Alter von 65 Jahren wird generell eher zur Implantation einer biologischen Herzklappe
geraten, da sich die Haltbarkeit der Klappenimplantate in der Regel mit der Lebenserwartung des
Patienten deckt [56]. Insbesondere jedoch bei der Patientengruppe zwischen 60 und 65 gibt es keine
eindeutige Empfehlung, weswegen Faktoren wie die Patientencompliance und die personlichen

Praferenzen des Patienten hier besonders zur Entscheidungsfindung beitragen [54].

In Deutschland fanden im Jahr 2018 rund 98.000 Herzoperationen statt [57]. Obwohl die Gesamtzahl
der Herzoperationen insgesamt einen abnehmenden Trend zeigt, nahmen die
Herzklappenoperationen im Vergleich zum Vorjahr um 1,5% auf 35.000 zu [8, 57]. In den
vergangenen Jahren zeigte sich dabei eine klare Tendenz hin zur biologischen Klappe [24]. W&hrend
im Jahr 2001 noch 50% mechanische und 50% biologische Klappen eingesetzt wurden, macht die
Anzahl der mechanischen Klappen im Jahr 2017 nur noch ca. 10 % aus [8]. Auch die Anzahl der TAVI
Operationen stieg rasant an. Laut der Bundesauswertung des Instituts fir Qualitatssicherung und
Transparenz im Gesundheitswesen (IQTIG) fanden im Jahr 2018 knapp zweieinhalbmal so viele TAVI-
Verfahren wie konventionelle Aortenklappenersatzoperationen statt [58, 59]. Insgesamt wurden laut
Bundesauswertung im Jahr 2018 ca. 21.000 TAVI-Verfahren an der Aortenklappe durchgefiihrt [59].
Im Rahmen eines TAVI-Verfahrens wird stets ein glutaraldehydfixiertes Xenograft implantiert. Doch
auch bei konventionellen, nicht-kathetergestiitzten Aortenklappenoperationen wird derzeit in 88%
der Falle ein Xenograft eingesetzt. Die (Ubrigen 12% setzen sich aus reparierenden
Operationsverfahren wie der Valvuloplastie, sowie dem Einsatz von Homografts und mechanischen
Prothesen zusammen [57]. Die Griinde fiir den vermehrten Einsatz biologischer Klappen sind neben
dem individuellen Patientenwunsch vor allem die einfacheren Implantationsmoglichkeiten, die
besseren hamodynamischen Eigenschaften und die geringere Thrombogenitat, durch die ein Einsatz

von Antikoagulantien vermieden werden kann [39].
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Weltweit finden jahrlich ca. 290.000 Herzklappenersatzoperationen statt. Schatzungen zufolge soll
diese Zahl bis zum Jahr 2050 auf 850.000 ansteigen [60, 61]. Dies macht deutlich, dass der Bedarf an
verldsslichen und langlebigen Xenografts stetig zunimmt und auch mit Blick auf den

demographischen Wandel keine Abnahme dieser Tendenz zu erwarten ist.

Glutaraldehydfixierte, biologische Herzklappen stellen die derzeit einzige Alternative zum
mechanischen Klappenersatz dar, die dargelegten Nachteile zeigen jedoch, dass eine solche Klappe
noch nicht dem Ideal entspricht. Das Ideal wéare eine Klappe, die vom Koérper angenommen wird,
mitwachst und sowohl auf immunologischer, als auch auf mechanischer bzw. hdmodynamischer

Ebene die Eigenschaften einer gesunden, nativen Klappe aufweist [29, 52].

Dieses Ziel — die Herstellung eines makellosen Transplantats — verfolgt das Forschungsfeld des Tissue

Engineerings.

Tissue Engineering

Beim Tissue Engineering (TE) handelt es sich um einen interdisziplindren Forschungsansatz, der
dhnlich wie 1960 Edward und Starr, die Kompetenzen von Biowissenschaften bzw. Medizin mit denen
der Ingenieurskunst verknipft, um Gewebeeigenschaften an unterschiedliche Anforderungen und
Voraussetzungen anzupassen [62]. Das Konzept kam erstmals Mitte der 80er Jahre auf, damals vor
dem Hintergrund einer zu geringen Organspenderzahl [63]. Wenige Jahre spater stellten Langer und
Vacanti diesen Ansatz — die Fusion von Medizin und Ingenieurswesen —im Science Magazine vor [62].

Heute gelten sie als Pioniere des Tissue Engineerings.

Langer und Vacanti definierten Tissue Engineering damals als ,interdisziplindres Feld, welches die
Prinzipien von Ingenieurskunst und Biowissenschaften verkniipft, um biologisches Ersatzmaterial zur
Wiederherstellung, Instandhaltung oder Verbesserung von Gewebefunktionen oder ganzen Organen
zu entwickeln.” [62, 64]. Im Lauf der Zeit wurde diese Definition vielfach erweitert und angepasst [62,

64-67]. Heute basiert Tissue Engineering vorwiegend auf den folgenden Elementen [62, 68-70]:
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Tabelle 3.1: Die Kernelemente des Tissue Engineerings sowie deren Funktion

Element Funktion
Matrix (engl. Scaffold) Dient als Formvorlage fiir das spatere Gewebe
Zellen Bilden entlang der Matrix ein Gewebe
Kulturmedium Ermoglicht das Wachstum der Zellen
Wachstumsfaktoren Ermoglichen Wachstum und Ausdifferenzierung der Zellen
o Ermoglichen Zelldifferenzierung unter in-vivo-ahnlichen
Konditionierungsfaktoren ] )
Bedingungen (z.B. Flussbedingungen)

Ziel des TE ist es, Zellen anhand einer Matrix eine Wachstumsrichtung vorzugeben, um so ein
Gewebe nach individuellen Bediirfnissen formen zu kénnen. Hierfiir kénnen z.B. Stamm- oder
Progenitorzellen des spateren Empfangers verwendet werden. Das Wachstum entlang der Matrix
geschieht meist innerhalb eines Nahr- bzw. Kulturmediums, welches die Zellen mit allen notwenigen
Nahrstoffen versorgt. Um die korrekte Ausdifferenzierung der Zellen zu erméglichen, sind schlief8lich
Wachstumsfaktoren nétig. Es handelt sich dabei meist um biologische Faktoren wie z.B. VEGF
(vascular endothelial growth factor) oder IGF (insulin like growth factor), die die gewebliche
Signaltransduktion maodifizieren. Insbesondere aber bei Geweben, die spdter mechanischer
Beanspruchung standhalten sollen, muss das Gewebe bereits unter mechanischer Belastung
wachsen. Die Schaffung solcher in-vivo-ahnlicher Bedingungen zur korrekten Ausdifferenzierung der
Zellen gehort zum Element der Konditionierung. Das auf diese Weise entstehende Gewebe enthalt
die genetische Information des spateren Empfangers. Dadurch wird es nach der Implantation von
dessen Immunsystem nicht als Fremdmaterial erkannt, wodurch das Risiko einer AbstoRungsreaktion

minimiert werden kann. [49, 68-70]

Die Matrix bzw. deren Zusammensetzung stellt einen Schlisselfaktor bei der Herstellung von TE-
Gewebe dar. Sie kann aus biologischem oder synthetischem Material bestehen. Bei synthetischen
Materialien muss zunachst gewahrleistet werden, dass diese biokompatibel sind. Die Matrix, meist
aus Polymerverbindungen bestehend, wird in-vitro mit zuvor kultivierten Zellen des Empfangers
besiedelt [62]. Ziel dieses Ansatzes ist es, dass sich die besiedelte Matrix nach der Implantation
sukzessive auflost, und deren Bestandteile anschliefend liber den Urin ausgeschieden, oder liber den
Zitratzyklus abgebaut werden. Idealerweise verbleibt dann ein Gewebestiick aus Empfangerzellen,
welches den geometrischen Eigenschaften der Matrix entspricht [49, 71]. Bisher ist es jedoch nicht
moglich, das Einwachsen der Empfangerzellen in einem ausreichenden MaR zu regulieren. Die Folge

ist, dass es haufig zu einer UberschieRenden Einwanderung von Fibroblasten und Endothelzellen
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kommt, es entsteht eine Ubermenge an Extrazelluldrmatrix (ECM), das Gewebe fibrosiert, versteift

und verliert seine Funktion insbesondere im Hinblick auf eine notwendige Klappenfunktion [71].

Verwendet man eine Matrix aus biologischem Gewebe, stammt diese entweder vom Menschen oder
vom Tier. Wichtig ist es hierbei, das biologische Gewebe so zu bearbeiten, dass keinerlei
immunogenes Potenzial mehr von ihm ausgeht. Dies gelingt entweder mittels einer Fixierung, oder
durch Entfernung samtlicher zelluldrer Bestandteile. Der dadurch hervorgebrachte Zustand wird als
Azellularitdt bezeichnet. Das Ziel eines azelluliren Xenografts ist die Vermeidung einer
immunologischen Reaktion im Empfanger — ohne die Notwendigkeit einer Glutaraldehydfixierung.

Um diesen Zustand im Gewebe zu erreichen, wurde das Verfahren der Dezellularisation entwickelt.

Dezellularisation

Der Uberbegriff der Dezellularisation vereint Verfahren, deren Ziel es ist, einen Zustand der
Azellularitdit im Gewebe hervorzurufen. Mehrere Studien konnten bisher zeigen, dass
dezellularisierte Gewebe eine deutlich hohere Biokompatibilitdt aufweisen als glutaraldehydfixierte
Gewebe [46, 72]. Der Zustand der Azellularitat kann auf verschiedene Weisen erreicht werden, wobei

in der Regel eine Kombination verschiedener Methodiken zum Einsatz kommt [73].

Mechanische Dezellularisation

Hierbei wird das Gewebe mechanischen Einflussfaktoren ausgesetzt. Zu diesen zahlen beispielsweise
Gefriertrocknung [74, 75] und Ultraschalleinwirkung [76], aber auch eine Erhéhung des
Umgebungsdruckes [77] und Agitation des Gewebes [78]. Insbesondere aber bei sehr dicken
Geweben wie z.B. Sehnen oder Knochen reichen mechanische Verfahren allein nicht aus, um das
Gewebe bis in die Tiefe vollstandig zu dezellularisieren, sodass diese Ublicherweise mit biologischen

oder chemischen Dezellularisationsverfahren kombiniert werden [79, 80].

Biologische Dezellularisation

Bei dieser Methode erfolgt der Einsatz biologisch wirksamer Substanzen zur Entfernung von
Zellmaterial. Biologische Detergenzien kdnnen wiederum in enzymatische und nicht-enzymatische
Substanzen unterteilt werden. Zu den potentesten und am héaufigsten verwendeten enzymatisch

wirksamen Substanzen gehoren Trypsin [81], DNAse [79] und RNAse [80, 82]. Aber auch andere
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Enzyme wie z.B. Kollagenase [83], Thermolysin [84] oder a-Galactosidase [85] wirken unterstiitzend
bei der Elimination zelluldarer Bestandteile aus dem Gewebe. Zu den nicht-enzymatisch wirksamen
Substanzen gehdren z.B. die Chelatbildner EDTA (Ethylendiamintetraacetat) und EGTA
(Ethylenglycoltetraessigsaure) [86, 87]. Sie wirken jedoch lediglich unterstiitzend bei der Auslésung

von zellularem Material aus dem ECM-Verband [88].

Insgesamt flUhrt—ahnlich wie bei der mechanischen Dezellularisation —eine rein biologische
Behandlung in der Regel nicht zu einer vollstdndigen Gewebedezellularisation [73, 89]. Es erfolgt

deshalb haufig die Kombination mit einem mechanischen bzw. chemischen Verfahren [90].

Chemische Dezellularisation

Bei der chemischen Dezellularisation wird das Gewebe zelltoxischen Substanzen ausgesetzt, mit
deren Hilfe die zelluldren, respektive die immunogenen Bestandteile aus dem Gewebe entfernt
werden. Zurlick bleiben kollagene und elastische Fasern, eine bindegewebige Matrix, mit dem
Potenzial fiir das Einwachsen neuer Zellen. Neben Perikarden und Herzklappen wurden so in den
vergangenen Jahren viele weitere Gewebe dezellularisiert, darunter Urothel [91], Haut [92],
Nervengewebe [93], Dinndarmsubmukosa [94, 95], Sehnen und Bander [96] sowie Muskulatur [97]
und Lebergewebe [98] — stets mit dem Ziel, ein azelluldres, universell einsetzbares Gewebe fiir die
Implantation zu erhalten. Fiir die chemische Dezellularisation kommt eine Vielzahl von Detergenzien

in Betracht, hdufig erfolgt die Kombination mehrerer Substanzen.

Dezellularisationsdetergenzien

Allen Detergenzien ist gemein, dass es sich um wasserlsliche Molekile handelt, welche in der Lage
sind Mizellen zu bilden und so die Lipid-Protein- bzw. die Lipid-Lipid-Verbindungen innerhalb der
Zellmembran aufzulésen [60]. Heutzutage sind die am  hdufigsten verwendeten
Dezellularisationsdetergenzien = Sodium-Dodecyl-Sulfat  (SDS), Tert-Octylphenyl-Polyoxyethylen
(Triton X) und Sodium-Desoxycholat (SD) [78].

SDS ist eines der am haufigsten verwendeten Dezellularisationsdetergenzien. Schon bei den ersten
Dezellularisationsexperimenten 1984 durch Malone et al. mit dem Ziel, aus Karotisarterien vom
Windhund azellulére, vaskuldre GefaRinterponate zu gewinnen, wurde SDS in einer Kombination mit
Triton X verwendet [60, 99]. SDS ist ein anionisches Detergenz, welches in der Lage ist,

nicht-kovalente Aminosaurenverbindungen (Protein-Protein-Verbindungen) zu l6sen und so die
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Tertidr- bzw. Quartarstruktur von Proteinen zu zerstdoren [60, 100]. Dies geschieht in einem
Verhaltnis von ca. 1,4 Gramm SDS pro Gramm Protein [101]. Auf diese Weise kdnnen nicht nur Zell-,
sondern auch Kernmembran- und zytoplasmatische Bestandteile gelést werden. Die hervorragenden
dezellularisierenden Eigenschaften von SDS gehen allerdings mit einer nicht zu vernachlassigenden
Gewebeschadigung einher [102]. So zeigte eine Studie von Kasimir et al., dass die vollstandige
Dezellularisation porciner Klappen mithilfe von SDS zwar méglich ist, dabei jedoch ein erheblicher
Gewebeschaden innerhalb der ECM entsteht [103]. Gilbert et al. weisen darauf hin, dass SDS zwar die
Kollagenfaserstruktur angreift, jedoch den Gesamtkollagengehalt des Gewebes nicht verringert [78].
Jordan et al. zeigten dariber hinaus, dass durch die proteolytische Wirkung von SDS die
Eigenschaften der elastischen Fasern in einem derartigen Mall beeinflusst werden, dass die

Zugfestigkeit der Gewebeproben sinkt [104].

SD ist eine anionische Gallensdure, welche dazu dient, zelluldre Uberreste aus dem Gewebe zu
transportieren. Im menschlichen Kérper fungiert SD vor allem als Emulgator fiir die Verdauung von
Fetten. In Form von Ursodesoxycholsdaure kommt SD dariiber hinaus bei der Vorbeugung und
Behandlung von Gallensteinen zum Einsatz. Als Mizellenbildner ist SD in der Lage, Membranproteine
zu binden und abzutragen [105]. Die Studienlage beziiglich SD zeigt deutlich, dass SD allein kein
wirksames Dezellularisationsdetergenz darstellt. So gibt es keine Studie, die einen

dezellularisierenden Effekt von ausschliefSlich SD enthaltenden Lésungen belegt [78].

Triton X ist ein nicht-ionisches Detergenz [106]. Es gilt als mildes Dezellularisationsdetergenz, denn
im Gegensatz zu SDS denaturiert Triton X die Proteinbestandteile nicht, sondern 16st sie im Ganzen
aus der Zell- bzw. Kernmembran heraus [60, 107]. Zwar ist Triton X so in der Lage, zellulare
Komponenten abzutragen, jedoch konnten Studien auch zeigen, dass durch die Behandlung mit
Triton X Glykosaminoglykane, welche fiir den Wassergehalt und die Elastizitit des Gewebes

verantwortlich sind, aus dem Gewebe eliminiert werden [75, 108].

Aufgrund dieser vorliegenden Informationen liegt es nahe, nicht denaturierende Detergenzien wie
Triton X mit denaturierenden Detergenzien wie SDS zu kombinieren, um eine vollstindige
Dezellularisation unter moglichst geringer Gewebeschadigung zu erreichen [99]. Dadurch steigt
allerdings auch die Variabilitat bezliglich der Kombinationsmoglichkeiten, was sich in der aktuellen,

widersprichlichen Studienlage widerspiegelt.
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Aktuelle Studienlage

Zunachst wird bei Betrachtung der Studienlage deutlich, dass beziiglich der Dezellularisation von
bovinem Perikard bisher weniger Studien vorliegen als bei porcinem Klappengewebe. Beide Ansédtze
zeigen jedoch vielversprechende Ergebnisse. Beim Vergleich von porcinem Klappengewebe und
bovinem Perikard zeigen verschiedene Studien, dass bovines Perikard einen héheren Kollagengehalt
aufweist und in einem geringeren Mal} zur Degeneration neigt [109, 110]. Dies lasst vermuten, dass
sich bovines Perikard besser fir die Herstellung von Xenografts eignet als porcines Klappengewebe.
Darliber hinaus stellt bovines Perikard neben der Verwendung als Klappenersatz auch ein Material

dar, dessen Einsatzmoglichkeiten Gber den kardiovaskularen Rahmen hinausgehen [111-113].

Die Detergenzien SDS, SD und Triton X wurden bisher in einer Vielzahl von Studien bezlglich ihrer
Wirksamkeit untersucht. Bereits 2003 verglichen Kasimir et al. die Wirksamkeit von SDS im Vergleich
zu einer Kombination aus Triton X mit SD und konnten zeigen, dass die Kombinationslésung mit einer
Konzentration von jeweils 0,25% zu einer vollstandigen Dezellularisation von porcinen Klappen fiihrte
[103]. Es sei jedoch erwahnt, dass diese Erkenntnis lediglich mithilfe von optischen Verfahren
gewonnen wurde, ohne die Durchfiihrung einer DNA-Quantifikation. Als Yu et al. 10 Jahre spéater
dasselbe Protokoll anwendeten und eine anschlieende Nuklease-Behandlung hinzufiigten, konnten
sie durch DNA-Quantifizierung zeigen, dass das Gewebe zwar fast vollstandig dezellularisiert wurde,

eine Eliminierung samtlicher DNA-Bestandteile jedoch nicht gelungen war [114].

Ohne die Kombination zweier Detergenzien gelang es dagegen Vafaee et al. im Jahr 2016 humane
Aorten- und Pulmonalklappen mithilfe einer 0,1%igen SDS-Losung und einer anschlieBenden
Nuklease-Behandlung zu 97% zu dezellularisieren [115]. Auch Erdbriigger et al. verwendeten 2006
reines SDS, als sie porcine Pulmonalklappen mithilfe einer 1,0%igen SDS-Losung zu 75%
dezellularisierten. Sie berichteten dariber hinaus von einer Zunahme des Berstungsdruckes bzw. der
mechanischen Stabilitdit des Materials. Ob durch die relativ hohe SDS-Konzentration und die
Dezellularisationsdauer von 14h eine strukturelle Schadigung im Gewebe hervorgerufen wurde, wird
nicht beschrieben. Damals wurde diese Klappe 103 Patienten implantiert. Nach der Explantation der
Klappen zeigten diese trotz der unvollstindigen Dezellularisation eine Besiedelung mit
Empfangerzellen. Zum Zeitpunkt der Veroffentlichung der Studie, ca. zwei Jahre spater, trugen
jedoch lediglich noch 9 Patienten diese Klappe in sich [116]. Dies ldasst vermuten, dass es durch die
unvollstdandige Dezellularisation in-vivo zu einer AbstoRungsreaktion und somit zu einem Versagen
der Klappe gekommen sein kénnte, und impliziert, dass eine restlose Dezellularisation eine

elementare Voraussetzung fir die Implantation darstellt.
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Auch in der Studie von Heuschkel et al. aus dem Jahr 2018 zeigte sich eine unvollstandige
Dezellularisation bei der Verwendung von reinem SDS. Sie dezellularisierten bovine Perikarde
mithilfe einer 0,1%igen SDS-Losung in einem 24 Stunden langen Dezellularisationsprozess. Sie
konnten zeigen, dass mit diesem Protokoll die Gewebeproben im Schnitt zu 77% dezellularisiert
worden waren. Auffallend ist hierbei jedoch, dass sich trotz der 24-stiindigen Dezellularisation eine

weitgehend unversehrte ECM-Struktur bei den dezellularisierten Proben zeigte [117].

2012 kombinierten Hilsmann et al. SDS und SD in einer 0,5%igen Losung zur Dezellularisation
boviner Perikarde und verglichen diese anschlieBRend mit glutaraldehydfixierten Perikarden. Sie
konnten zeigen, dass die biochemischen und mechanischen Eigenschaften der
SD/SDS-dezellularisierten Perikarde denen der glutaraldehydfixierten Perikarde &hnelten, dabei

jedoch ein geringeres AbstoBungsrisiko bargen [118].

Auch Granados et al. untersuchten 2017 die Wirkung einer 0,5%igen SD/SDS-Lésung. Sie
dezellularisierten in einem 36-stiindigen Dezellularisationsprozess mit anschlieRender 3-stiindiger
DNAse- und RNAse-Nachbehandlung porcine Mitralklappen zu 92%. Die Dezellularisation fand dabei
unter kontinuierlichem Rihren und elliptischem Schitteln statt. Trotz der unvollstandigen
Dezellularisation war im Anschluss die Repopulation der Klappe unter statischen Bedingungen

moglich. Eine in-vivo Untersuchung der dezellularisierten Klappen erfolgte jedoch nicht [119].

Auch die Studie von Goncalves et al. aus dem Jahr 2005 gibt Hinweise darauf, dass erst die
Kombination von SD und SDS zu einer vollstandigen Abwesenheit von immunogenen Bausteinen in
dezellularisierten Perikarden fiihrt [120]. Sie zeigt aullerdem, dass auch bei vollstandiger
Dezellularisation noch immunogenes Material im Gewebe vorhanden sein kann und dass dieses erst

durch eine anschlieRende, enzymatische Nachbehandlung eliminiert wird.

Li et al. untersuchten 2018 den Effekt verschiedener Detergenzienkombinationen auf die
Dezellularisation boviner Perikarde. Sie zeigten, dass mit reinem, SDS (1%) und SD/SDS (0,5%/1,0%)
der Kollagengehalt starker abfallt als bei Verwendung von Triton X (1%) oder einer Kombination aus
Triton X und SD (1,0%/0,5%). Ebenso hatten letztere Kombinationen einen geringeren Einfluss auf die
Zugfestigkeit der Perikarde. Keines der genannten Protokolle konnte eine vollstandige
Dezellularisation im Gewebe hervorrufen, jedoch hatte SDS den starksten dezellularisierenden Effekt
auf das Gewebe. Erst die Kombination der Protokolle mit Gefriertrocknungszyklen konnte alle

zelluldren Uberreste aus dem Gewebe entfernen [75].

Gallo et al. untersuchten 2012 das in-vivo-Verhalten dezellularisierter Klappen im Schafmodell. Sie
dezellularisierten die Klappen dabei mit einer Kombination aus Triton X und SD, die genaueren

Eigenschaften der Dezellularisation wurden dabei nicht veréffentlicht. Wahrend zwei Schafe nach ca.
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einem Monat an einer Endokarditis und einer begleitenden Klappenthrombose verstarben, wiesen

die ibrigen elf Klappen 15 Monate nach Implantation physiologische Eigenschaften auf [121].

Zuletzt wurden Herzklappen aus dezellularisierten, bovinen Perikarden unter dem Namen CardioCel®
im Rahmen einer Studie von Nordmeyer et al. 40 Patienten als Ersatz fiir eine Aortenklappe
eingesetzt (2018). Im Follow-up zeigten lediglich 28 + 9 % der Patienten in dieser Zeit einen
einwandfreien Verlauf, bei 43 + 12 % der Patienten wurde eine Reoperation notig [122]. Dies steht
im Widerspruch zu Veroffentlichungen von Mazzitelli et al. und Bell et al., die bei 8- bzw. 24-
monatigem Follow-up nach CardioCel®-Implantation einen komplikationslosen Verlauf feststellten
[123, 124]. Langfristige Ergebnisse stehen jedoch in beiden Fallen noch aus. Dariliber hinaus gilt es zu
erwdhnen, dass CardioCel®, zusatzlich zur Dezellularisation einen glutaraldehydfixierenden Vorgang
enthalt. Inwieweit das Ergebnis dieser Studien auf die Dezellularisation oder auf die Fixierung

zurickzufihren ist, bleibt daher fraglich.

Bei Betrachtung der Studienlage wird deutlich: Es wurden bereits diverse Dezellularisationsprotokolle
in einzelnen Studien untersucht. Dabei wurde haufig porcines Klappengewebe untersucht, bovines
Perikard stellt jedoch aufgrund seiner mechanischen Eigenschaften eine vielversprechende
Alternative dar [109, 110]. Im Hinblick auf Dezellularisationsprotokolle fir bovines Perikard besteht
derzeit eher ein Mangel. Hinsichtlich der Detergenzien wurden bereits mehrfach versucht, mithilfe
eines einzelnen Detergenz eine vollstandige Dezellularisation herbeizufiihren [115-117, 120, 125-
127]. Dies gelang dabei jedoch nur selten. Wurde das dezellularisierte Material dennoch eingesetzt,
hielt das Xenograft den Bedingungen in-vivo i.d.R. nicht lange stand, oder bendtigte einen
zusatzlichen Fixierungsschritt, um eine AbstofRungsreaktion zu verhindern [123, 124, 128, 129]. Daher
zeigte sich in den vergangenen Jahren ein vermehrter Trend hin zu einer Kombination mehrerer
Detergenzien [103, 114, 118, 119, 130, 131]. Viele Studien wurden zu diesem Ansatz durchgefiihrt,
jedoch nur wenige verglichen mehrere Detergenzienkombinationen und —konzentrationen
miteinander. Die zusatzliche Anwendung von Nuklease im Anschluss an die Dezellularisation ist zwar
ein eher neuer Ansatz, er zeigt jedoch bisher vielversprechende Ergebnisse [119, 120]. Bei
Betrachtung der Studienlage wird auRerdem deutlich, dass jede Dezellularisation eine
Gratwanderung zwischen Gewebeschadigung und Zellentfernung darstellt. Bei zu kurzen
Dezellularisationsgangen oder zu niedrig konzentrierten Dezellularisationslésungen verbleiben
zellulare Bestandteile im Gewebe. Die Implantation einer solchen unvollstiandig dezellularisierten
Klappenprothese zeigte in der Vergangenheit bereits fatale Ausgange [129]. Dezellularisiert man das
Gewebe dagegen zu lang oder mit einer zu aggressiven Losung, wird es so stark beschadigt, dass es
anschlieRend nicht mehr als Klappenprothese geeignet ist. Zudem ist der Einfluss verschiedener

Faktoren, wie der enzymatischen Nachbehandlung und der Dezellularisationsmechanik, noch nicht
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eindeutig geklart. Da jeder dieser Einflussfaktoren sich unterschiedlich auf das Ergebnis auswirkt,

handelt es sich in der Gesamtheit um ein Zusammenspiel aus synergistisch agierenden Faktoren.

Diese Problematik veranlasste uns, alle genannten Einflussfaktoren in einer Studie zu biindeln, und
den Effekt von Mechanik, Detergenzienkombinationen und —konzentrationen sowie einer Nuklease-
Behandlung anhand von bovinen Perikarden zu untersuchen. Die Kernfrage dabei lautete: Wie
kombiniert man all diese Einflussfaktoren zu einem Dezellularisationsprotokoll, welches alle
immunogenen Bestandteile aus dem Gewebe entfernt und gleichzeitig die Gewebestruktur intakt

halt?

Um diese Frage beantworten zu konnen, erforscht das Labor fiir Tissue Engineering der
Herzchirurgischen Klinik der LMU Miinchen seit mehreren Jahren das Thema Dezellularisation von

einem multimodalen Standpunkt aus [76, 132-137].

Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, vier verschiedene Dezellularisationsprotokolle an einer Gewebesorte zu
untersuchen und dabei zu ermitteln, welche Detergenzienkombination zu einer moglichst effizienten
Dezellularisation fiihrt. Hierbei wurde auRerdem eruiert, ob eine langere Dezellularisationsdauer zu
einer vollstandigeren Dezellularisation flhrt oder nicht, und ob es dabei zu einer Verschlechterung
der geweblichen Eigenschaften kommen wiirde. Dariiber hinaus wurde untersucht, ob sich die
enzymatische Nachbehandlung des bereits dezellularisierten Gewebes positiv auf das
Dezellularisationsergebnis auswirken wiirde. Anhand zweier verschiedener Versuchsaufbauten
wurde auBerdem untersucht, ob sich die Mechanik, unter der die Dezellularisation stattfindet, positiv
auf das Dezellularisationsergebnis auswirken wiirde. Das Dezellularisationsergebnis wiirde dann als
gut gelten, wenn moglichst wenige Zellen im Gewebe verblieben und gleichzeitig das dezellularisierte

Gewebe nur gering mechanisch beeintrachtigt worden ware.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialgewinnung und -vorbereitung

4.1.1 Materialgewinnung

Um geeignetes Material flr die Durchfiihrung des Dezellularisationsprozesses zu gewinnen, erfolgte
die Beschaffung der bovinen Perikarde ausschlielich bei einem lokalen Schlachthof (Attenberger
Fleisch Verwaltung GmbH, Zenettistrale 10, 80337 Minchen, GER), mit dem das Labor fir
kardiovaskulares TE der LMU Miinchen eine Kooperation unterhalt. Bei den Rindern handelte es sich

entweder um Milchkiihe, Bullen oder Zuchtrinder fiir die Fleischproduktion.

Zunachst musste sichergestellt werden, dass das zu untersuchende Material stets eine moglichst
gleichbleibende Qualitat aufweist. Die Entfernung der Perikarde fand stets innerhalb der ersten 30
Minuten nach Eintritt des Todes statt. Hierfiir wurde das Perikard von kranial nach kaudal
aufgeschnitten und an der Befestigung auf Hohe der Klappenebene abgeschnitten. Die Entfernung
des Perikardes vom bovinen Herz fand stets unter Sicht statt. So konnte gewahrleistet werden, dass
die Perikarde zum einen eine ausreichende GroRe aufwiesen, zum anderen wurden auf diese Weise
optisch auffallige (z.B. entziindete oder vernarbte) Perikarde von vornherein aussortiert. Damit bei
spaterer Auslese von inaddquaten Perikarden immer noch ausreichend Material fiir die Versuche
verfligbar ware, wurden zusatzlich stets mindestens zwei weitere Perikarde mitgenommen.
AnschlieBend wurden die Perikarde doppelt in Plastikbeutel verpackt und unverziiglich ins Labor
transportiert. Abhdngig davon, wie lange die Perikardselektion gedauert hatte, fand der Transport
zwischen einer und zwei Stunden nach Schlachtung statt. Nach Ankunft im Labor erfolgte die
Weiterverarbeitung der Perikarde innerhalb von maximal zwei Stunden. Durch den stets identischen
Ablauf dieser Prozesse konnte eine hohe Vergleichbarkeit der einzelnen Versuchsreihen miteinander
gewahrleistet werden. Darliber hinaus wurde durch die kurzen Lagerungszeiten die Beeinflussung

des Gewebes bspw. durch Kontamination auf einem minimalen Level gehalten.

4.1.2 Materialvorbereitung

Die Materialvorbereitung bestand aus vier Schritten: Der optischen Begutachtung, der Entfettung,
dem Ausschneiden des Untersuchungspatches und der Entnahme von Nativproben. Hierfiir wurde
die Arbeitsflaiche zundchst mit einem sterilen OP-Tuch (SecuDrape Abdecktuch, Sengewald GmbH,

Rohrdorf-Thansau, GER) abgedeckt und das Perikard aus dem Plastikbeutel auf das OP-Tuch
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Uberfiihrt (siehe Abb. 4.1, A). Nach vorsichtigem Abtupfen der Blutreste mit Wundgaze (Gazin®
Mullkompressen, Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG, Neuwied, GER) erfolgte zum zweiten Mal
eine optische Begutachtung. Um spater moglichst homogenes Versuchsmaterial zu erhalten, wurden
Ausschlusskriterien formuliert. Zu diesen Ausschlusskriterien gehérte neben einer zu kleinen
homogenen Flache vor allem das Vorhandensein von narbigen oder entziindlichen Veranderungen
auf der Perikardoberflache. Auch bei entsprechenden Verdanderungen des umliegenden Fettgewebes

wurde das Perikard verworfen.

AnschlieBend wurde das Perikard mithilfe von Kompressen manuell von der umgebenden Fettschicht
abgezogen. War dies erfolgt, blieb das Perikard als diinnes, rosafarbenes Gewebe zurick
(siehe Abb. 4.1 A und B). Die Oberflache erschien hierbei auf der Innenseite glatt und glanzend, die
Aullenseite des Perikards wies dagegen eine eher raue und matte Oberfliche auf. Diese

Oberflachenbeschaffenheit war auch in der mikroskopischen Bildgebung deutlich erkennbar.

oY o' ! 'h\ e Qom
Abb. 4.1: Gesundes Perikard mit einer Gr6Be von ca. 45x20 cm. A: Perikard vor Bearbeitung. Zu erkennen sind die
Innenseite des Perikards (Pfeil) sowie die umgebende Fettschicht. B: Perikard nach Entfernung der
Fettschicht, die Innenseite zeigt nach oben. Das Perikard bleibt als glatte, rosafarbene Flache zuriick, an den
Réndern sind noch einzelne Fettreste zu erkennen.

Im Rahmen der ersten Versuchsreihe wurden Patche mit einer GroRe von 10x10 cm zunéchst
aufgemalt (Hautmarkerstift Standardspitze, Purple Surgical International Ltd., Shenley, ENG), und
anschlieRend ausgeschnitten. Der modifizierte Versuchsaufbau der zweiten Versuchsreihe machte
eine PatchgroRe von 9x14 cm notig (siehe Abb. 4.2). Um spéter die Zugversuchsproben entsprechend
dem Faserverlauf ausstanzen zu kdnnen, wurde im Rahmen der zweiten Versuchsreihe das Perikard
hinsichtlich seines Faserverlaufs untersucht und dieser anschlieBend dokumentiert. Zusatzlich
wurden dabei die Patche in 9 Felder unterteilt und die Perikarddicke in jedem Feld mit einem
Dickenmessgerat (Absolute Digimatic Messuhr, Mitutoyo Deutschland GmbH, Neuss, GER) ermittelt
und dokumentiert. Zuletzt wurden die Perikarde zu Identifikationszwecken mithilfe von Stanzlochern

(3,5 mm Acu-Punch, steril, Acuderm Inc., Ft. Lauderdale, USA) nummeriert.
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Abb. 4.2: Gesundes Perikard auf der Lichtplatte sowie ein Schema des Faserverlaufs. A: Zu erkennen ist das entfettete
Perikard, man erkennt randstandig die vorgezeichnete Markierung des 9x14cm groBen Ausschnitts. Aus dem
umliegenden Bereich wurden nach dem Ausschneiden des Patches Nativproben entnommen. B: Skizzierter
Faserverlauf des Perikardpatches in Bild A: Die Linien entsprechen dem perikardialen Faserverlauf. Entlang
des Faserverlaufs bzw. quer dazu wurden im Anschluss an die Dezellularisation Zugversuchsproben
entnommen. Die flachigen Areale entsprechen Faserknoten bzw. Faserinhomogenitaten. Aus diesen
Bereichen wurden keine Proben entnommen.

Damit bis zur Einbringung in die Dezellularisationsvorrichtung moglichst wenig osmotische Krafte auf
das Gewebe einwirkten, wurden die zugeschnittenen Perikardpatche nach dem Ausschneiden in
einer phosphatgepufferten Salzlésung (PBS, phosphate-buffered saline, PBS Dulbecco w/o CA*
Instamed 9,55g/L, L 182-50, Biochrom GmbH, Berlin, GER) gelagert. AnschlieRend erfolgte die
Entnahme von Nativproben aus der tbriggebliebenen Perikardflaiche. Um maximale Vergleichbarkeit
zwischen den Nativproben und den dezellularisierten Proben zu erreichen, wurden die Nativproben
moglichst nah am Patchausschnitt entnommen. Pro Perikard wurden 4 Nativproben ausgeschnitten,
2 davon wurden anschlieBend in einer Formalinldsung (Roti®-Histofix 4,5%, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, GER), die anderen beiden in einer 0,86 mM Glutaraldehydlésung (im Folgenden als
,Fix-ll-Lésung” bezeichnet Zusammensetzung siehe Kap. 9.3) fixiert. Jeweils eine der beiden Proben
diente als Reserve. Im Rahmen der zweiten Versuchsreihe wurden dariiber hinaus
Zugversuchsproben nach DIN-Norm 53504 der GroRRe S3a (siehe Kap. 4.7.7) jeweils langs und quer
zum perikardialen Faserverlauf ausgestanzt (Bent-Lever Cutting, Zwick GmbH & Co. KG, Ulm, GER)

und bis zur Durchfiihrung der Zugversuche in PBS gelagert.
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4.2 Herstellung der Dezellularisationslésungen

Ziel der Forschungsarbeit war es unter anderem zu untersuchen, wie sich der Einsatz
unterschiedlicher Detergenzien auf das Dezellularisationsergebnis auswirkt. Wir untersuchten die
Wirkung von SD (Sodium-Desoxycholat, 30970-500G, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
GER), SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat >99,5%, Blotting-Grade, 0183.3,Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, GER) und Triton X (tert-octylphenyl-polyoxyethylen, 510400, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, GER) und verwendeten dabei folgende Kombinationen bzw. Konzentrationen:

Tabelle 4.1: Zusammensetzung der verschiedenen Dezellularisationslésungen sowie deren Codierung

Zusammensetzung Codierung
0,5% SD/SDS - Losung o
0,5% SD/Triton X - Lésung B
0,5% SDS/Triton X - Lésung v
1,0% SDS - Lésung 6

In der ersten Versuchsreihe (im Folgenden codiert als ,V“) wurden die Lésungen a, B und vy
angewendet. Da die Ergebnisse dieser Reihe darauf hinwiesen, dass SDS-haltige
Dezellularisationslosungen effektiver dezellularisierten als SDS-freie Losungen, wurde in der zweiten
Versuchsreihe (im Folgenden codiert als ,,H") liberdies auch die Wirkung einer 1%igen SDS-Losung
untersucht (6). Pro Dezellularisationszyklus wurden zwischen 3 und 3,5 Liter Dezellularisationslésung
benotigt. Da jede Dezellularisation aus 2 Zyklen bestand, wurden pro Dezellularisation 7 Liter

Dezellularisationslésung angesetzt.

4.3 Aufbau der Dezellularisationsvorrichtung

Der Aufbau der Dezellularisationsvorrichtung orientierte sich im Rahmen der ersten Versuchsreihe an

vorangegangenen Forschungsarbeiten [76, 138].

Der Versuchsaufbau der ersten Versuchsreihe lies eine gleichzeitige Dezellularisation von 5
Perikardpatches zu. Dazu wurden die zuvor in PBS gelagerten Perikarde an jeweils einem Eck an einer
zylindrischen Vorrichtung fixiert (siehe Abb. 4.3). Nachdem die Vorrichtung mit den 5 Perikarden
versehen worden war, wurde sie im Anschluss am Boden eines Schraubdeckelglases (Schott Duran

1000 ml, DWK Life Sciences GmbH, Wertheim/Main, GER) angebracht. AnschlieRend wurde sowohl
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das Schraubdeckelglas als auch ein weiteres Becherglas (VITLAB 3000 ml, VITLAB GmbH,
Grossostheim, GER) mit der Dezellularisationslosung gefullt. Im Becherglas wurde eine Pumpe (EDEN
155 Typ 3 Aquarienpumpe, PfG GmbH, Horstel, GER) angebracht. Diese pumpte mit 16 I/min die
Dezellularisationslosung tber einen Schlauch in das Schraubdeckelglas. Um darin einen gerichteten
Fluss zu erzeugen, wurde der Schlauch im Schraubdeckelglas mit einem Hohlstab verbunden. Dieser
war zu einer Seite mit Lochern versehen, sodass beim Ausstromen der Dezellularisationsldsung durch
den Hohlstab ein gerichteter, zirkuldrer Fluss entstand, der die Perikarde umspiilte (siehe Abb. 4.3).
Um einem Uberdruck im Glas vorzubeugen, wurden drei abfiihrende Schlduche in den Deckel des
Schraubdeckelglases eingebaut, iber die die Dezellularisationslosung passiv zuriick ins Becherglas

flielRen konnte.

Zufiihrender Schlauch Abflihrende
Schlauche
— Lochstab
Dezell.- [~
el o —— 1 Zirkularer Fluss
Ldsung
PR
ot Perikarde, am Zylinder fixiert
Becherglas Schraubdeckelglas

Abb. 4.3: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der ersten Versuchsreihe (V). Zu erkennen ist der
Pumpkreislauf, der vom Becherglas iiber den zufiihrenden Schlauch (gelb) ins Schraubdeckelglas fiihrt. Dort
fuhrt der Schlauch in den Lochstab, liber den im Glas ein zirkuldrer Fluss entsteht, der die am Boden fixierten
Perikarde umspiilt. Uber drei abfiihrende Schliuche (griin) wird die Dezellularisationslésung zuriick in das
Becherglas geleitet. Das Schraubdeckelglas besitzt einen Durchmesser von 10,1 cm und eine Hohe von
21,8 cm. Um den Lochstab und den zirkuldren Fluss darstellen zu kénnen, sind die 10x10 cm groBen
Perikardpatche in dieser Abbildung verkleinert dargestellt.

Im Rahmen der ersten Versuchsreihe kam es wahrend der Dezellularisation gelegentlich zur Faltelung
der Perikardpatche im zirkuldren Fluss. Da dann nicht mehr gewahrleistet werden konnte, dass die
Patche an allen Stellen gleichmaRig mit der Dezellularisationslésung in Kontakt kommen, entschieden
wir uns bei der zweiten Versuchsreihe flr einen modifizierten Versuchsaufbau (siehe Abb. 4.4).
Dieser lieR die Dezellularisation von 4 Perikarden zu. Hierzu wurden die Perikarde mithilfe von jeweils
5 Einzelknopfnéhten aus monofilem Nahtmaterial (Ethicon Prolene 5-0, Johnson & Johnson Medical
Medical GmbH Ethicon Germany, Norderstedt,GER) oder 5 chirurgischen Klammern (Covidien

Appose ULC 35 W Surgical Skin Stapler, Covidien llc, Mansfield, MA, USA) zu einem Schlauch geformt,
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wobei stets die Innenseite des Perikards auf der Innenseite des Schlauches lag. Entsprechend der
GroRe der ausgeschnittenen Patche besald jeder Perikardschlauch somit eine Lange von 14 cm und
einen Umfang von 9 cm. Anschliefend wurde dieser Perikardschlauch tber einen Zylinder mit 9 cm
Umfang gespannt. Vier dieser Zylinder wurden an einem weiteren, nach unten geschlossenen
Zylinder angebracht. Dieser wurde anschlieBend am Boden des Glases fixiert (sieche Abb. 4.4). Bei
diesem gegeniliber der ersten Versuchsreihe geanderten Versuchsaufbau stromte die
Dezellularisationsflissigkeit durch einen Schlauch in den groen Zylinder am Boden des Glases und
von dort aus in die 4 Perikardschlduche. Als Folge des durch die Pumpe aufgebauten Druckes stellten
sich die Perikardschldauche im Fluss auf. So konnte gewdhrleistet werden, dass die Perikarde

kontinuierlich beidseitig von der Dezellularisationslosung umstromt wurden.

- kg_ Abfilihrende
Schlduche

Zufliihrender Schlauch

Fluss durch die
| Perikardschlauche
nach oben

Dezell.- Perikarde, zu

V7 Losung — Schlduchen geformt,
m am Metallzylinder fixiert
Metallzylinder
Becherglas Schraubdeckelglas

Abb. 4.4: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der zweiten Versuchsreihe (H): Zu erkennen ist der
Pumpkreislauf, der vom Becherglas liber den zufiihrenden Schlauch (gelb) ins Schraubdeckelglas fiihrt. Im
Inneren des Glases fiihrt der Schlauch in einen hohlen, nach unten geschlossenen Metallzylinder. Dieser
verfiigt Uber vier Offnungen, an denen jeweils ein Perikardschlauch angebracht ist. Die
Dezellularisationslosung flieBt durch die Perikardschlauche nach oben, iiber drei abfiihrende Schlauche wird
die Dezellularisationslosung zuriick ins Becherglas gefiihrt. Das Schraubdeckelglas besitzt einen Durchmesser
von 10,1 cm und eine Hohe von 21,8 cm.

4.4 Ablauf des Dezellularisationsprozesses

Ein weiteres Ziel dieser Forschungsarbeit war es zu untersuchen, inwieweit sich die
Dezellularisationsdauer auf das Dezellularisationsergebnis auswirkt. Zu diesem Zweck untersuchten
wir zwei Protokolle mit einer jeweiligen Dauer von 4 bzw. 16 Stunden, angelehnt an
vorangegangenen Forschungsarbeiten [76, 138]. Im Rahmen des Dezellularisationsprozesses wird ein

Teil der Detergenzien verbraucht — insbesondere innerhalb der ersten Stunden der Dezellularisation.
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In dieser Zeit kommt es verstarkt zum Auslosen zelluldarer Bestandteile aus dem Gewebe. Um den
abgesunkenen Konzentrationsgradienten wiederherzustellen und Uberdies ausgeloste zellulare
Bestandteile aus der Dezellularisationslosung zu  entfernen, fand bei beiden

Dezellularisationsprotokollen ein Medienwechsel nach 2 bzw. 4 Stunden statt (siehe Abb. 4.5).

Protokoll A Protokoll B

Start Start

Dezellularisation

Zuséatzliche
Ultraschallanwendung
{jeweils 30 min)

Medienwechsel

Spiilgang mit PBS
(insg. 10x15 min)

Ende/
Nachbehandlung

Ende/
Nachbehandlung

Abb. 4.5: Schematische Darstellung des Dezellularisationsablaufs: Beim Protokoll A erfolgten 2 Dezellularisationszyklen
(dunkelblau) mit einer Dauer von jeweils 2 Stunden, dazwischen fand ein Medienwechsel (grau) statt. Beim
Protokoll B folgte auf einen 4-stiindigen ein 12-stiindiger Dezellularisationszyklus, auch hier fand dazwischen
ein Medienwechsel statt. Jeder Zyklus wurde wahrend der initialen 30 Minuten durch Ultraschalleinfluss
(griin) unterstitzt. Im Anschluss an die Dezellularisation erfolgten stets zehn Spiilgdnge mit einer Dauer von
jeweils 15 Minuten (hellblau).

Um die Eindringtiefe der Detergenzien zusatzlich zu steigern, fand die Dezellularisation wahrend der
initialen 30 Minuten jedes Zyklus in einem Ultraschallbad (Ultrasonic Cleaner USC600T, VWR
International GmbH, Darmstadt, GER) bei 120 W und 45 kHz statt.
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Nach der Dezellularisation war es wichtig die Reste der Detergenzien aus dem Gewebe zu entfernen,
um die Biokompatibilitdt des Gewebes zu erhéhen und gleichzeitig zu verhindern, dass das Gewebe
Uber die Dezellularisation hinaus geschadigt wird. Zu diesem Zweck wurden die Perikardpatche im
Anschluss an die Dezellularisation mit PBS gespiilt. Die Spilgiange fanden unter denselben
physikalischen Bedingungen statt wie zuvor die Dezellularisation. Es erfolgten stets 10 Splilgange mit
einer Dauer von jeweils 15 Minuten. Im Anschluss an die Dezellularisation und die nachfolgenden
Spulgange erfolgte unverziiglich die Entnahme der zu analysierenden Proben. Pro Patch wurden je
zwei Proben in Formalin, zwei weitere in Fix-ll-Losung eingelegt. Je eine der beiden Proben diente als

Reserve.

Im Zuge der zweiten Versuchsreihe wurde nach den Spiilgdangen mit PBS der Perikardschlauch von
der Zylindervorrichtung entfernt und die Nahte aufgeschnitten. Um untersuchen zu kénnen, wie grof3
der Effekt der anschlieBenden DNAse-Behandlung ist, wurde das Perikard im Anschluss an die
Dezellularisation in zwei Halften geteilt. Von der einen Halfte wurden unmittelbar Proben fiir die
spatere Analyse entnommen sowie Zugproben ausgestanzt. Die andere Halfte wurde direkt im
Anschluss mit DNAse nachbehandelt (siehe Kap. 4.5). Um sicherzustellen, dass bei beiden Halften
Zugversuchsproben in ldngs- und querverlaufender Faserrichtung entnommen werden konnten,

wurden die Perikardpatche L-férmig auseinandergeschnitten (siehe Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Aufteilung der Perikardflache im Rahmen der zweiten Versuchsreihe: Zu erkennen ist eine Zeichnung der
Perikardflache. Zusatzlich wird mit den grauen Linien der Faserverlauf des Perikards angedeutet. Zu
erkennen ist auBerdem die L-férmige Teilung der Perikardflache, die es ermdéglicht, sowohl vor als auch
nach der DNAse-Behandlung Zugproben in ldngs- sowie in querverlaufender Faserrichtung zu entnehmen.
Beispielhaft wurden hierfiir Zugversuchsproben eingezeichnet, die librigen Proben fiir die Analyse wurden
aus der restlichen Flache entnommen.

4.5 Nachbehandlung der Perikarde mit DNAse

Im Rahmen der zweiten Versuchsreihe erfolgte bei je einer Halfte der dezellularisierten
Perikardpatche im Anschluss an die Dezellularisation eine Behandlung mit DNAse. Hierzu wurden die
L-formigen  Perikardausschnitte in quadratische Petrischalen (Petrischale quadratisch,
120 x 120 x 17 mm, Greiner bio-one, Kremsminster, GER) iberfihrt (siehe Abb. 4.7). AnschlieBend
wurden die Petrischalen mit 62,5 ml DNAse-L6sung (Desoxyribonuklease, LS002138, Worthington
Biochemical Corporation, Fisher Scientific Company L.L.C, Hampton, New Hampshire, U.S.A.) befillt.
Dies entsprach bei einer Konzentration von 30 Units/ml einer Gesamtmenge von 1875 Units DNAse
pro Petrischale (genaue Zusammensetzung der DNAse-Stocklosung siehe Kap. 9.3). Es wurde
sichergestellt, dass die Perikarde lose in den Petrischalen schwammen und damit von allen Seiten
Kontakt zur DNAse-L6sung hatten. Um eine Umwalzung der DNAse-Losung im Glas zu erzeugen, fand

die DNAse-Nachbehandlung im Schiittelschrank (Inkubationshaube TH15, 6161000, Edmund Biihler
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GmbH, Bodelshausen, GER) bei 30 Umdrehungen pro Minute statt. Im Schiittelschrank wurden die

Perikardausschnitte 9 Stunden bei Raumtemperatur der DNAse-L&sung ausgesetzt.

ﬁ Y — /) — »_A__..ua(,
Abb. 4.7: Nachbehandlung mit DNAse: Zu erkennen sind die 4 rechteckigen Petrischalen, deren Boden und Deckel
beschriftet wurden. In den Petrischalen erkennt man die darin liegenden, L-formig ausgeschnittenen
Perikardpatche. Die Nummerierung der Perikarde erfolgte mithilfe einer Lochstanze (jeweils links oben). Zu
erkennen ist das Dezellularisationsprotokoll HAy, die Proben tragen noch nicht die Zusatzbezeichnung ,D“,
da die Behandlung im Bild noch nicht abgeschlossen war. Die Beschriftungen ,post.Dez“ und ,DNAse“
zeigen an, dass die Dezellularisation abgeschlossen ist und die ausgeschnittenen Proben der DNAse-
Nachbehandlung unterzogen werden.

Im Anschluss musste sichergestellt werden, dass Reste der DNAse-Losung aus dem Gewebe entfernt
wurden. Hierflr erfolgte im Anschluss an die DNAse-Behandlung zunachst eine erste Reinigung der
Oberflachen beider Patchseiten unter flieRendem, entsalztem Wasser fiir ca. 15 Sekunden. Danach
wurde die DNAse-L6sung in den Petrischalen durch PBS ersetzt und es erfolgte ein 15-miniitiger
Spuilgang — auch hier erfolgte der Spiilgang unter denselben prozeduralen Bedingungen wie die
DNAse-Behandlung zuvor. Nach einer weiteren beidseitigen Oberflachenreinigung und einem
weiteren Spllgang mit PBS erfolgte sofort die Entnahme der Proben fir die Formalin- und

Fix-1l-Konservierung sowie das Ausstanzen der Zugversuchsproben.

4.6 Nomenklatur der Proben

Um Verwechslungen vorzubeugen und sicherzustellen, dass es fiir jede Perikardprobe nur ein
korrektes Kiirzel gibt, etablierten wir ein Nomenklatursystem, dass die verschiedenen Eigenschaften
einer Probe codiert. Dieses System gibt fiir jede Probe an, um welche Versuchsreihe es sich handelt
und mit welchem Detergenz wie lange dezellularisiert wurde. Dariiber hinaus zeigt die Nummer im
Codierungssystem an, um welches der vier bzw. fiinf Perikarde es sich handelt. Zusatzbuchstaben
geben Auskunft dariber, ob eine Nachbehandlung stattfand oder ob es sich bei der Probe um eine
Nativprobe handelte. Die folgende Abbildung (Abb. 4.8) dient dem besseren Verstandnis des Lesers
und soll samtliche Codierungsmaéglichkeiten darstellen. Beispielhaft zeigt die Probe HBy3D, dass es

sich dabei um eine Probe aus der zweiten Versuchsreihe handelt, die 16 Stunden lang mit einer
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Kombination aus SDS und Triton X dezellularisiert wurde. Es handelt sich um das Perikard Nummer 3
(von 4). Das ,D“ als Zusatzbuchstabe sagt aus, dass diese Probe anschlieRend mit DNAse
nachbehandelt wurde. Musste eine Versuchsreihe verworfen werden, so wurde dem Probennamen

der Buchstabe , X-“ vorausgesetzt.

V = 1. Versuchsreihe
H = 2. Versuchsreihe

A = 4 Stunden
B =16 Stunden

Versuch

Dez. Dauer
Detergenz
Perikardnummer

o = SD/SDS (0,5%)

B =SD/Triton X (0,5%)
y = SDS/Triton X (0,5%)
&= SDS (1,0%)

<
=
Q

[

I

jue]

™

N
EE

y 3 Perikardnummer: 1-5

5 4

5

Abb. 4.8: Codierung der Perikardproben: Zu erkennen ist die Codierung bzw. die Nomenklatur der Proben. Sie soll dem
Leser zum besseren Verstandnis dienen.

4.7 Auswertungsmethoden

4.7.1 Bestiickung der Objekttrager

Um das Gewebe auf mikroskopischer Ebene untersuchen zu kénnen, mussten zunachst Objekttrager
mit Gewebeproben bestlickt werden. Die in Formalin fixierten Proben wurden hierzu zunachst
mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und anschlieBend in Paraffinblécke gegossen.
Aus diesen Blécken wurden anschlieBend 7 um dicke Schnitte angefertigt (Schlittenmikrotom HM
400 R, Microm International GmbH, Walldorf, GER, Klingen: Feather Microtome Blade, Feather Safety
Razor Co. Ltd., Osaka, JPN). Uber ein Wasserbad mit destilliertem Wasser (MEDAX WB24
Paraffinstreckbad fir Mikrotom, MEDAX GmbH & Co. KG) wurden die Schnitte anschlieBend auf die
Objekttrager (Thermo SCIENTIFIC, Superfrost Ultra Plus®, Gerhard Menzel GmbH) tiberfihrt und im
Warmeschrank (Warmeschrank WTC, Binder, Tuttlingen, GER) bei 40°C fur 10 Stunden getrocknet.
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AnschlieBend konnten die Objekttrager bis zur Durchfiihrung der gewiinschten Farbung gelagert
werden. Vor jeder Farbung erfolgte initial ein Entparaffinierungsschritt mit Xylol, anschlieSend
wurden die Proben mittels einer absteigenden Alkoholreihe gewassert, und so fiir die Farbung

vorbereitet (siehe Kap. 9.2).

4.7.2 DAPI-Farbung

Die DAPI-Farbung (Diamidino-Phenylindol-Farbung) diente der graphischen Darstellung der Zellkerne
innerhalb des Schnittes. Diamidino-Phenylindol lagert sich in doppelstrangige DNA ein, und
fluoresziert bei anschlieRender Stimulation durch ultraviolettes Licht in bldulicher Farbe. Auf diese
Weise werden so Zellkerne bzw. das darin enthaltene DNA-Material sichtbar. Die DAPI-Farbung ist
deshalb von besonderer Bedeutung, da sie aufzeigt, in welchem MaR das Perikard durch die
Behandlung dezellularisiert wurde, bzw. wie viele Zellkerne trotz Behandlung im Perikard verblieben
sind. Durch sie konnten so Rickschliisse liber die Eindringtiefe, und damit tGber den Erfolg des
jeweiligen Dezellularisationsprotokolls, gezogen werden. Nach der Entparaffinierung wurden die
Schnitte einer absteigenden Alkoholreihe unterzogen. AnschlieRend wurden die Schnitte finf
Minuten lang in einer PBS-basierten DAPI-Losung (0,1ug/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, GER) gefarbt. Um einen stdrkeren Kontrast zu erhalten, wurden sie schliellich mit
Sudanschwarz (Sudanschwarz B (C.I. 26150) fir die Mikroskopie, Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, GER) gefarbt und direkt im Anschluss unter dem Fluoreszenzmikroskop (AxioObserver,
Carl Zeiss AG, Oberkochen, GER) begutachtet. Hierbei erschienen die mit DAPI gefarbten Zellkerne
leuchtend auf dunklem Hintergrund. Die Belichtungszeit wurde automatisch in Abhangigkeit von der
Leuchtkraft der Probe angepasst, um auch bei Azellularitdt eine Begutachtung des zellfreien
Gewebestreifens vornehmen zu kénnen. AnschlieBend wurde auch hier ein reprasentativer
Ausschnitt gesucht, der dem durchschnittlichen Bild der jeweiligen Schnitte entsprach. Mithilfe des
fiir das Fluoreszenzmikroskop vorgesehenen Computerprogramms (AxioVision Rel. 4.8, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, GER) wurde der Ausschnitt anschliefend an 3 Stellen vermessen (siehe Abb. 4.9, A).
Gemessen wurde die Breite des Schnittes (entspricht der Dicke des Perikards) und, sofern nach der
Dezellularisation im Perikard noch Zellen vorhanden waren, auch die Breite des Zellstreifens in der
Mitte des Schnittes. Zusatzlich wurde unterschieden, ob im Perikard noch ganze Zellkerne vorhanden
waren, die als rundliche Kérper im Perikard erschienen, oder ob es sich bei dem leuchtenden
Material lediglich um Detritus (Zellschutt) handelte. Im Gegensatz zu den Zellkernen erschien
Detritus in der DAPI-Farbung als unscharf abgegrenzte, leuchtende Areale (siehe Abb. 4.9 B). Da es
sich bei Detritus allerdings auch um immunogenes Material handelt, galt das Gewebe lediglich dann

als zellfrei, wenn weder Zellkerne noch Detritus erkennbar waren. Da aulRerdem gut zu sehen war,
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welcher Schnittrand der Innen- bzw. der AuBenseite des Perikards entsprach, wurde zusatzlich die
Breite des inneren zellfreien Streifens gemessen (siehe Abb. 4.9, A). Diese Breite entspricht der
Eindringtiefe der Detergenzien von innen. Indem man von der Gesamtbreite des Streifens die innere
zellfreie Strecke sowie die Breite des Zellstreifens subtrahierte, erhielt man ndherungsweise die

Breite des dulleren zellfreien Streifens, welcher der Eindringtiefe von auBen entsprach.

4.7.3 Hamatoxillin-Eosin-Farbung

Bei der Hamatoxillin-Eosin-Farbung handelt es sich um eine Ubersichtsfarbung. Nach der
Entparaffinierung mit Xylol (Roti®-Histol fiir die Histologie, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, GER)
wurden die Schnitte zunadchst einer absteigenden Alkoholreihe unterzogen, um ihnen Wasser
zuzufihren. AnschlieBend erfolgte die Farbung erst mit Hamatoxillin (Mayer’s Hamalaunlosung 1:3
mit PBS verdinnt, Merck KGaA, Darmstadt, GER), dann mit Eosin (Eosin Y solution, alcoholic,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, GER) (ausfiihrliches Schema siehe Kap. 9.2). SchlieRlich
wurden die Objekttrager mit Eindeckmedium (Leica CV MOUNT, Leica Biosystems GmbH, Nussloch,
GER) fixiert und mit einem Deckgldschen (Deckglaser rechteckig, 1871.2, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe) versehen. Nach abgeschlossener Trocknung konnten die Objekttrager dann unter dem
Lichtmikroskop (Leica DMR, Programm LAS EZ Version 3.4.0, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, GER) begutachtet werden. Dabei wurden zunidchst die Schnitte auf dem Objekttrager
betrachtet und hierunter eine reprasentative Stelle gesucht. AnschlieBend wurden von dieser Stelle
Aufnahmen mit 100- und 200-facher VergréBerung angefertigt. Im Rahmen der spateren Analyse

wurden diese Aufnahmen mit einem Scoring-System beurteilt (siehe Kap. 4.7.8).

4.7.4 Pikro-Siriusrot-Farbung

Die Pikro-Siriusrot-Farbung diente der Darstellung von Kollagenfasern in den Gewebeschnitten und
sollte aufzeigen, ob und inwieweit sich die kollagene Gewebestruktur durch die Dezellularisation
verandert hatte. Nach erfolgter Entparaffinierung wurden die Schnitte mithilfe des Farbekits
(Pikro-Siriusrot fiir Kollagen | & Ill Nachweis, MORPHISTO® Evolutionsforschung und Anwendung
GmbH, Frankfurt am Main, GER) entsprechend dem vom Hersteller vorgegebenen Protokoll gefarbt
(siehe Kap. 9.2). In der anschlieRenden Polarisationsmikroskopie konnten sowohl Kollagenfasern vom
Typ | als auch vom Typ lll sichtbar gemacht werden. Unser besonderes Interesse galt dabei den
Kollagenfasern vom Typ | (gelb), da diese wesentlich fiir die perikardiale Zugfestigkeit verantwortlich

sind. Vor der Pramisse, dass samtliche Kollagenfasern vom Typ | gelb angefarbt wurden, ist davon
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auszugehen, dass die Gelbfarbung der Probe mit deren Kollagengehalt korreliert. Um diesen
Kollagengehalt zu quantifizieren, wurden die angefertigten Aufnahmen mit dem Computerprogramm
Image) (Rasband, W.S., ImagelJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA)
bezliglich ihrer gelben Farbdichte (integrated density) analysiert. Hierflir wurde der gelbe Farbanteil
der Aufnahmen isoliert und anschlieRend die mittlere Helligkeit des Gelbanteils gemessen. Um eine
Vergleichbarkeit der Gewebeproben unabhangig von deren Dicke zu ermoglichen, wurde die
Helligkeit der Gewebeprobe mit ihrer Flache ins Verhaltnis gesetzt (integrated density/mm?). Eine
geringere integrated density/mm? nach Dezellularisation entsprach hierbei also einer Abnahme der

Kollagenfasern und deutete demzufolge auf eine Gewebeschadigung hin.
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Abb. 4.9: Unvollstiandige Dezellularisation. A: Perikard HAB3D im Querschnitt unter dem Fluoreszenzmikroskop nach
DAPI-Férbung: Zu erkennen ist die glatte Innenseite des Perikards links sowie die etwas unebenere
AuBenseite rechts. In der Mitte sind Zellkerne zu erkennen, die unter der DAPI-Firbung leuchten. Es ist
auBBerdem zu sehen, dass an 3 Stellen Messbalken fiir die Gesamtbreite, die Eindringtiefe von innen und die
Breite des Zellstreifens eingefiigt wurden. B: Beispiel fiir Detritus ohne Zellkerne: Zu erkennen ist das Perikard
HBy4 nach einer DAPI-Farbung unter dem Fluoreszenzmikroskop. In der Mitte des Schnittes sind keine
runden, abgrenzbaren Zellkerne erkennbar, jedoch erscheinen diffus leuchtende Areale, sog. Detritus
(Zellschutt). In den Randbereichen des Gewebeschnittes ist kein Detritus erkennbar.

4.7.5 Rasterelektronenmikroskopie

Um die perikardiale Oberflachenstruktur im Detail bewerten zu konnen, empfiehlt sich die
Rasterelektronenmikroskopie. Hierfir mussten die in der Fix-ll-Lésung eingelegten Proben
entsprechend vorbereitet werden. Um eine vollstandige Gewebekonservierung zu gewahrleisten,
wurden die entnommenen Proben fir mindestens 24h bei Raumtemperatur in dieser Ldsung
gelagert, die Weiterverarbeitung fand stets innerhalb der ersten 5 Tage nach Einlegen statt. Da die
Rasterelektronenmikroskopie in einem Vakuum stattfand, mussten die Proben vakuumstabil
gemacht werden. Dies beinhaltete zunachst die vollstandige Trocknung, um zu verhindern, dass

durch das Vakuum Wassermolekiile aus dem Gewebe ausstromten, da dieser Vorgang zur Bildung
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sichtbarer Artefakte und damit zu einer Verfélschung des spateren Bildes fiihren kénnte. Fiir die
Trocknung der Proben wurden diese zunachst einer aufsteigenden Alkoholreihe unterzogen (Schema
siehe Kap. 9.2) und anschlieBend in -30°C kaltem, reinem Ethanol (EMSURE Ethanol absolute for
analysis, Merck KGaA, Darmstadt, GER) maximal eine Stunde gelagert. Im nachsten Schritt wurde
mithilfe eines Kritisch-Punkt-Trockners (Critical Point Dryer CDP 030, L701431, BAL-TEC GmbH,
Schalksmiihle, GER) das Ethanol bei einer Temperatur von 8°C schrittweise durch flussiges CO,
ersetzt. Anschlieend wurde das CO, mit den darin befindlichen Perikardproben auf 42°C erhitzt. Um
zu verhindern, dass durch das Absinken des Druckes in der Kammer Trocknungsartefakte im Gewebe
entstehen, wurde das CO, Uber ein Ventil langsam und dosiert abgelassen, bis der Umgebungsdruck
erreicht war. Des Weiteren musste die Oberfliche der Proben fir die spéatere
Rasterelektronenmikroskopie leitend gemacht werden. Dies gelang mithilfe eines Sputters (Sputter
Coater SCD 050, L106975, BAL-TEC GmbH, Schalksmiihle, GER), der die Perikardproben mit einer
diinnen Goldschicht Uberzog. Hierfir wurden die Proben direkt im Anschluss an die Trocknung
vorsichtig und ohne die Oberflache zu beschadigen mit einem Skalpell mittig durchtrennt und auf
einem Probenhalter mit einer klebrigen Oberflache fixiert. Jeweils eine Halfte der Gewebeprobe
wurde gewendet aufgebracht, um spater wahrend der Rasterelektronenmikroskopie sowohl die
Innen- als auch die AuRRenseite des Perikards begutachten zu kdnnen. Nach Einbringen der Proben in
den Sputter (siehe Abb. 4.10, A) wurde die Sputterkammer mit Argon gefillt und danach in ihr ein
Unterdruck erzeugt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 180 Sekunden bei 570 Volt besputtert.
Hierdurch entstand auf den Proben eine diinne Goldschicht, die die Probenoberflache leitend

machte (siehe Abb. 4.10, B).

Abb. 4.10: REM-Vorbereitung: A: Blick von oben in die Sputterkammer vor dem Sputterprozess: Zu erkennen sind 16
Probenhalter mit jeweils 2 Proben (Innen- und AuBenseite eines Perikards). Jeder Probenhalter hat einen
Durchmesser von 12 mm. B: Blick auf die Probenhalter nach dem Sputterprozess: Man erkennt die goldene
Oberflache, welche die Proben durch das Sputtern angenommen haben. Sie wurden anschlieBend beschriftet,
es handelt sich um die Serie HA81-4 sowie HA81-4N
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AnschlieBend konnten die getrockneten und besputterten Proben im Rasterelektronenmikroskop
(zeiss EVO LS10, Programm SmartSEM User Interface, Carl Zeiss AG, Oberkochen, GER) angesehen
werden. Dafiir wurde jede Probe zunichst in der Ubersicht betrachtet. Als Nichstes wurde eine
Stelle aufgesucht, die der durchschnittlichen strukturellen Beschaffenheit der gesamten Probe
entsprach. Von dieser Stelle wurden dann Aufnahmen mit 100-, 500-, 2.000-, 5.000- und
10.000-facher VergroRerung angefertigt. Bei der Rasterelektronenmikroskopie handelt es sich um ein
deskriptives Verfahren, entsprechend konnten die aus den Bildern gewonnenen Informationen nicht

quantifiziert werden.

4.7.6 Pentachrom-Firbung

Die Pentachrom-Farbung erlaubt eine Darstellung verschiedener zelluldrer und azelluldrer
Bestandteile. Ein besonderer Fokus lag dabei auf der Darstellung von elastischen Fasern, um
analysieren zu koénnen, in welchem Mald sich die Menge an elastischen Fasern innerhalb des
Perikards durch die Dezellularisationen verdndert hatte. Die Farbung erfolgte entsprechend des vom
Hersteller vorgegebenen Protokolls (siehe Kap. 9.2) mit dem dafiir vorgesehenen Farbekit (Movat
Pentachrom Original, MORPHISTO® Evolutionsforschung und Anwendung GmbH, Frankfurt am Main,
GER) (siehe Abb. 4.11). AnschlieRend wurden an einer reprasentativen Stelle innerhalb des Schnittes
lichtmikroskopische Bilder mit 100- und 200-facher VergrofRerung angefertigt. Dabei erschienen die
elastischen Fasern in einem kraftigen rot, das (ibrige Gewebe erschien gelblich. Die Aufnahmen

wurden bei der spateren Analyse mithilfe des Scoring-Systems bewertet (siehe Kap. 4.7.8).

Abb. 4.11: Vorbereitung der Farbekiivetten: Zu erkennen sind die Glaskiivetten, in denen die Farbung stattfindet. Hinter
den Glaskiivetten stehen die Flaschen mit den jeweiligen Farbedetergenzien, im Rahmen der
Pentachrom-Farbung handelt es sich hierbei um die Schritte 19.-25. (vollstindiges Farbeprotokoll im Anhang,
Kap. 9.2)
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4.7.7 Untersuchung der Zugfestigkeit

Im Rahmen der zweiten Versuchsreihe wurde die mechanische Stabilitat der Perikarde untersucht.
Ziel war es zu eruieren, ob und inwieweit sich die Zugfestigkeit der Perikarde durch den
Dezellularisationsvorgang verandert hatte. Hierfir wurden aus den nativen, den dezellularisierten,
und den mit DNAse nachbehandelten Perikardflachen Zugversuchsproben nach DIN-Norm 53504 in
der GroRe S3a ausgestanzt (Bent-Lever Cutting, DO725974, Zwick GmbH & Co. KG, Ulm, GER) (siehe
Abb. 4.12). Diese wurden anschliefend bei 7°C in PBS gelagert.

50 mm

Abb. 4.12: Zugversuchsproben. A: Aus einem Perikard nach DIN-Norm 53504 ausgestanzte Zugversuchsprobe der Groe
S3a auf einem blauen Handschuh. Jeweils das linke und rechte Ende wurde in die Zugmaschine eingespannt.
B: MaRe einer DIN-53504 Zugversuchsprobe der GroRe S3a.

Die ausgestanzten Proben wurden so schnell wie moglich, jedoch immer innerhalb von 14 Tagen
nach Entnahme, untersucht. Hierzu wurden die Proben in die Zugmaschine (Zwick Roell Z2.5, 659745,
Zwick GmbH & Co. KG, Ulm, GER) eingespannt und anschlieBend mit einer Geschwindigkeit von 30
mm/min uniaxial auseinandergezogen. Die Untersuchung endete dann, wenn der Zugwiderstand
durch die Probe unter 80% des maximalen Widerstands fiel. Die Zugfestigkeit der Perikarde wurde

sowohl langs als auch quer zum Faserverlauf ermittelt.

4.7.8 Erlauterung des Scoring-Systems

Da es sich sowohl bei der HE- als auch bei der Pentachrom-Farbung um ein zunachst rein deskriptives
Verfahren handelt, konzipierten wir ein Scoring-System, um die Ergebnisse der einzelnen Farbungen
zumindest bis zu einem gewissen Grad quantifizierbar zu machen. Im Rahmen beider Farbungen

wurden mithilfe von Referenzbildern zwischen 0 und 4 Punkten vergeben.
HE-Farbung

Die HE-Firbung sollte einen Uberblick Giber die strukturellen Eigenschaften einer Gewebeprobe
geben. Bei der Bewertung der Bilder wurden die Gesamtstruktur des Gewebequerschnitts sowie der

Innenrand unabhangig voneinander bewertet. Da die AuBenseite der Perikarde bei der manuellen
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Entfettung der umgebenden Fettschicht (siehe Kap. 4.1.2) starken Zugkraften ausgesetzt war, konnte
bei spaterer Betrachtung eines Gewebeschnittes im Fall eines beschadigten AuBenrandes nicht
differenziert werden, ob es sich um eine Schadigung durch die Entfettung oder durch die
Dezellularisation selbst handelte. Aufgrund dieser Manipulation ging der AuBenrand nicht mit in die

Bewertung ein.

Um eine moglichst objektive Bewertung der Gesamtstruktur vornehmen zu kénnen, wurden
zunachst Referenzbilder fir jede Punktzahl zusammengestellt (siehe Kap. 9.4). Diese reichten in
ler-Schritten von 0 Punkten bei keinerlei erkennbarer gleichmaRiger Struktur bis 4 Punkten bei
gleichmaliger Gewebestruktur und regelmaRigem Faserverlauf. AnschlieBend erfolgte anhand dieser

Referenzbilder eine Einordnung der Aufnahmen und eine entsprechende Punktevergabe.

Der Innenrand wies eine deutlich geringere Variabilitat als die Gesamtstruktur der Schnitte auf. Aus
diesem Grund wurden bei der Beurteilung des Innenrandes anstatt 5 nur 3 Abstufungen
vorgenommen. Auch hierfiir wurden Referenzbilder ausgewahlt (siehe Kap. 9.4). War der Rand nicht
durchgangig bzw. aufgrund der Gewebezerstérung nicht als solcher identifizierbar wurden 0 Punkte
vergeben. War er zwar identifizierbar, jedoch nicht durchgangig wurden 2 Punkte vergeben. Ein

glatter, durchgangiger Rand erhielt 4 Punkte.

So erhielt jede Gewebeprobe am Ende einen Score, der dem Durchschnittswert aus Innenrand-Score
und Gesamtstruktur-Score entsprach. Eine hohe Punktzahl entsprach also intaktem, eine niedrige

Punktzahl zerstortem Gewebe.
Pentachrom-Farbung

Mithilfe der Pentachrom-Farbung sollte eruiert werden, in welchem Mall sich die Menge an
elastischen Fasern im Gewebe durch die Dezellularisation verdndert hatte. Im Rahmen der Farbung
wurden elastische Fasern durch die Behandlung mit Brilliant-Crocein-Saurefuchsin rot gefarbt. Ziel
des Scorings war es diese Rotfarbung zu kategorisieren. Auch hierbei wurden aufgrund der geringen
Variabilitat lediglich 3 Abstufungen vorgenommen und Referenzbilder ausgewdhlt. War im
Gewebeschnitt keine bzw. kaum Rotfarbung erkennbar, wurden 0 Punkte vergeben. War eine
Rotfiarbung zwar erkennbar, jedoch nicht iiberwiegend, wurden 2 Punkte vergeben. Uberwog die
Rotfarbung im Gewebeschnitt, wurden 4 Punkte vergeben. Eine hohe Punktzahl entsprach also
einem hohen Mal an elastischen Fasern, eine niedrige Punktzahl entsprach einem geringen Mal} an

elastischen Fasern.
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4.7.9 Statistische Auswertung

Aufgrund der geringen Probenanzahl von n=5 bzw. n=4 brachte die Hinzuziehung statistischer
Methoden keinen zusatzlichen Erkenntnisgewinn fir diese Forschungsarbeit. Aufgrund dessen

erfolgte die Auswertung der Ergebnisse in einem rein deskriptiven Rahmen.
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5 Ergebnisse

Im Rahmen der Forschungsarbeit konnten neben den Erkenntnissen aus den Analysemethoden auch

generelle, makroskopische Beobachtungen gemacht werden.

Zunichst wurde deutlich, dass die urspriinglich rosafarbenen Perikarde durch die Dezellularisation
eine weille Farbe annahmen (siehe Abb. 5.1). AuBerdem erschien bei Entfernung der Perikarde aus
der Dezellularisationsvorrichtung das Perikard etwas fester und dicker als im Nativzustand. Diese
Beobachtung konnte spater im Rahmen der Dickenmessung und der Zugversuche genauer

untersucht werden.

Abb. 5.1: Beispielhaftes Perikard nach Dezellularisation. A: Dezellularisationsvorrichtung mit Perikardpatches bestiickt.
Zu erkennen sind im Vordergrund des Bildes 2 der 4 Perikarde auf der Vorrichtung, die anderen beiden
Perikarde befinden sich im Bildhintergrund. Die Perikarde wurden jeweils an einem kleinen Zylinder mit
einem Kabelbinder fixiert, dieser wurde dann am groBen, silbernen Zylinder angebracht. Die leichte
Blaufirbung entsteht durch die vorherige Markierung mit einem chirurgischen Hautstift. Uberdies erkennt
man die 5 Einzelknopfnihte, die aus dem Patch einen Perikardschlauch formen. Zur besseren Ubersicht
wurde der Kolben um 180 Grad gedreht, damit die Perikardschlauche herunterhdngen; im Versuchsaufbau
zeigen die Schlduche nach oben. B: Darstellung eines Perikardpatches nach der Dezellularisation: Zu erkennen
ist das weilBe Perikardpatch auf einer OP-Unterlage, das Patch entspricht dem auf Nahtebene erdffneten
Perikardschlauch aus A. Am linken Patchrand erkennt man Abdriicke von der Zylinderbefestigung, am rechten
Oberrand erkennt man die Lochstanzen-Markierung (Perikard Nr. 3). Der unregelmiBige Rand am unteren
Ende des Patches entsteht durch das Entfernen der Klammern bzw. Ndhte. Beim Ausschneiden der Proben
wurde daher ein Sicherheitsabstand von mindestens 5 mm zum Nahtareal eingehalten. Auffallend ist in
beiden Bildern, dass das Perikard eine weilRe Farbe angenommen hat.

Eine weitere Beobachtung war der Temperaturanstieg der Dezellularisationsfliissigkeit wahrend der
Dezellularisation. Insbesondere im Rahmen der 16-stiindigen Dezellularisation stieg die Temperatur
der Dezellularisationsldsung von Raumtemperatur (ca. 20°C) zu Beginn der Dezellularisation auf 36°C
zum Ende der Dezellularisation an. Da diese Temperatur am Ende der Dezellularisation gemessen
wurde und nach 4 Stunden im Rahmen des Medienwechsels neue Dezellularisationsfllssigkeit mit
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Raumtemperatur ins Glas geflllt wurde, stieg dementsprechend die Temperatur innerhalb von 12

Stunden um 16°C an.

Das Dezellularisationsprotokoll & (1,0%ige SDS Losung) ist bezliglich der makroskopischen
Auffalligkeiten besonders erwdahnenswert. Insbesondere bei der 16-Stiindigen Dezellularisation (HB)
veranderte sich das optische Erscheinungsbild der Perikardpatche erheblich. Die zuvor auf eine
GroRe von 9x14 cm ausgeschnittenen Patche waren nach der Dezellularisation nur noch etwa 7x9 cm
grol} (siehe Abb. 5.2). Nach der Dezellularisation waren die Perikarde deutlich kleiner und wirkten
verschrumpelt. AuBerdem fiel auf, dass die Patche deutlich elastischer waren als vor der
Dezellularisation. Aufgrund der Biegung und der Steifigkeit des HB&-Gewebes nach der
Dezellularisation war es nicht moglich, die DNAse-Nachbehandlung wie (blich in einer Petrischale
vorzunehmen. Als Ersatz verwendeten wir in diesem Fall ein Becherglas mit 250 ml DNAse-Lésung.
Der Ubrige Ablauf der DNAse-Nachbehandlung blieb identisch. Eine weitere Schrumpfung der Patche

fand durch die DNAse-Behandlung nicht statt.

Abb. 5.2: Schrumpfung der HB&-Perikarde im Vergleich zu den librigen Dezellularisationsprotokollen. A: Die HAa-
Perikarde nach der Dezellularisation (siehe auch Abb. 5.1). Eine dhnliche Optik wiesen auch die Perikarde
nach einer Dezellularisation mit B oder y auf. B: Die HB&-Perikarde nach der Dezellularisation: Zu erkennen
sind die am Kolben fixierten Perikarde, in der Mitte erkennt man iiberdies den zufiihrenden Schlauch aus
dem Versuchsaufbau. Die Aufnahmen wurden direkt im Anschluss an die 16-stiindige Dezellularisation
angefertigt. Die Perikarde wirken verkiirzt und geschrumpft. C: Das ausgebreitete Perikard auf einer 10x10cm
groBen Holzplatte, eine L-formige Halfte wurde zuvor fiir die DNAse-Nachbehandlung ausgeschnitten. Neben
der Schrumpfung wird in dieser Aufnahme auch das Hervortreten des Faserverlaufs deutlich.
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5.1 DAPI-Farbung

Mithilfe der DAPI-Farbung konnte untersucht werden, in welchem Mal} das perikardiale Gewebe
sowohl von Zellkernen als auch Zellschutt befreit worden war. Dabei konnte sowohl die Dicke der
Perikarde als auch die Eindringtiefe der Detergenzien ermittelt werden. Weiterhin konnte zwischen

dem Eindringen von innen und von aulRen differenziert werden.
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Abb. 5.3: Erste Versuchsreihe (V): Dicke der Perikarde vor und nach Dezellularisation, gemessen in um.

Zunachst stach hervor, dass die Dicke der Perikarde im Rahmen der Dezellularisation stets zunahm.
Dies konnte in beiden Versuchsreihen in einem dhnlichen Mal} beobachtet werden (siehe Abb. 5.3,
Abb. 5.4). Uberdies fiel bei der zweiten Versuchsreihe auf, dass in den meisten Fillen die
Nachbehandlung mit DNAse zu einer zusatzlichen Dickenzunahme flhrte (siehe Abb. 5.4). Im
Rahmen der Protokolle HBy und HA& nahm die durchschnittliche Dicke der Proben durch die
DNAse-Nachbehandlung ab.
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Abb. 5.4: Zweite Versuchsreihe (H): Dicke der Perikarde vor und nach der Dezellularisation sowie nach anschlieBender
DNAse-Behandlung.

Bei der 1%igen SDS-Losung war dieser Effekt besonders stark ausgepragt. Wahrend die Nativproben
eine durchschnittliche Dicke von 716 + 120 um aufwiesen, betrug die durchschnittliche Dicke nach
der Dezellularisation 1512 + 193 um. Nach der DNAse-Behandlung stieg dieser Wert weiter auf eine

durchschnittliche Dicke von 1595 + 253 um (siehe Abb. 5.5). Dies entspricht einer Zunahme von 223%

in Bezug auf den Ausgangswert.

4 » . . 100 pm Roe
Abb. 5.5: Dickenzunahme im Rahmen des Protokolls HB6. Zum besseren Verstandnis wurde bei beiden Aufnahmen ein
Balken eingefiigt, welcher der Breite der Perikardprobe entspricht. A: Die Nativprobe HB81N bei 100-facher
VergroBerung, ihre durchschnittliche Dicke betrigt 743 um * 8 um. B: Die dezellularisierte und mit DNAse
nachbehandelte Probe HB61D bei 40-facher VergroBerung, ihre durchschnittliche Dicke betragt 1821 + 54 um.
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Im Rahmen der ersten Versuchsreihe gelang die vollstandige Dezellularisation des Gewebes beim
Protokoll VAa (0,5%ige SD/SDS-Losung fiir 4 Stunden) bei 3 der 5 Perikarde. Diese konnte durch das

Fehlen von Zellkernen sowie die Abwesenheit von leuchtendem Detritus in der

Immunfluoreszenzmikroskopie gezeigt werden (siehe Abb. 5.6).

K 0 100 pm _ »E

Abb. 5.6: Das Perikrd VAa5 vor und nach Dezellularisation bei 100-facher VergroBerung: A: Nativprobe VAa5N: Zu
erkennen ist das perikardiale Gewebe mit enthaltenen, leuchtenden Zellkernen. B: Dezellularisierte Probe
VAa5: Es sind weder Kerne noch Detritus erkennbar. Die Kollagenfasern sind erkennbar; die Probe ist dicker
als das Nativ.

VAo wies mit 86% sowohl die hochste prozentuale Eindringtiefe als auch mit 735 + 252 um die
hochste Gesamteindringtiefe in um auf. Auffallend war hierbei, dass bei der 16-stlindigen
Dezellularisation mit dem identischen Medium (VBa) keine vollstidndige Dezellularisation erreicht
wurde. Dieses Phanomen war auch beim Dezellularisationsmedium y erkennbar: Wahrend bei VAy
eine durchschnittliche Eindringtiefe von 567 + 169 um sowie die vollstandige Dezellularisation bei
einem der finf Perikarde beobachtet werden konnte, erreichte VBy eine durchschnittliche
Eindringtiefe von 458 + 107 um. Keines der fiinf Perikarde konnte im Rahmen von VBy vollstindig

dezellularisiert werden (siehe Abb. 5.7).
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Abb. 5.7: Erste Versuchsreihe (V): Darstellung der Eindringtiefe sowohl absolut als auch prozentual. Es wird deutlich,
dass aufgrund der dhnlichen Dicke der Perikarde nach der Dezellularisation (sieche Abb. 5.3) der prozentuale
und der nummerische Wert miteinander korrelieren.

War ein Perikard zu 100% dezellularisiert worden, konnte nicht mehr beurteilt werden, in welchem
Mal die Dezellularisation von innen oder auRen stattfand. Entsprechend konnten bei der Beurteilung
der Eindringtiefe von innen bzw. auBen bei VAa nur 2 der 5 Perikarde in die Berechnung miteingehen
bzw. bei VAy 4 der 5 Perikarde. Das Dezellularisationsmedium drang von beiden Seiten in das
perikardiale Gewebe ein. Beim Vergleich der inneren und der duReren Eindringtiefe waren jedoch

keine Tendenzen erkennbar (siehe Abb. 5.8).
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Abb. 5.8: Erste Versuchsreihe (V): Eindringtiefe der Dezellularisationslosung. Das Diagramm zeigt die Dicke der
dezellularisierten Perikarde sowie den dezellularisierten Anteil, der der Gesamteindringtiefe entspricht. Die
Gesamteindringtiefe setzt sich zusammen aus der Eindringtiefe von innen und der Eindringtiefe von aufRen.
Volistandig dezellularisierte Perikarde konnten nicht in dieses Diagramm miteinflieBen.

Im Rahmen der zweiten Versuchsreihe gelang die vollstiandige Dezellularisation im Rahmen des

Dezellularisationsprotokolls HAyD (0,5%ige SDS/Triton X-Lésung flr 4 Stunden mit zusatzlicher

DNAse-Behandlung) bei allen vier Perikarden (siehe Abb. 5.9).

100 pym : N 4" } '\" 100 pm

Lo AN .

Abb.5.9: Zweite Versuchsreihe (H): Perikard HAy1 vor und nach Dezellularisation bei 100-facher VergroRerung. Zum
besseren Verstandnis wurde bei allen Aufnahmen ein Balken eingefiigt, welcher der Breite der Perikardprobe
entspricht. Die Belichtungszeit der Schnitte wurde automatisch angepasst, um so moglichen Detritus besser
identifizieren zu kénnen. Aufgrund dessen leuchtet in B das kollagene Gewebe heller. A: Nativprobe HAy1N,
zu erkennen ist der Gewebestreifen mit enthaltenen, leuchtenden Zellkernen. B: Dezellularisiertes und mit
DNAse nachbehandeltes Perikard HAylD: Zu erkennen ist der Gewebestreifen, es sind keine Zellkerne
erkennbar. Dariiber hinaus ist kein Detritus erkennbar. Es ist die kollagene Schichtung der Gewebeprobe
erkennbar.
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Bei den Protokollen HBBD, HByD und HASD gelang die vollstiandige Dezellularisation bei je einem der

vier Perikarde. Bei HAa, HBa, HAy und HBy waren nach der Dezellularisation die Zellkerne soweit

aufgeldst, dass in den Schnitten nur noch Detritus zu sehen war (siehe Abb. 5.10).

(R R0 S — 5 Itk X —

100 pm R 1.5 e
Abb. 5.10: Verbleib von Detritus (Zellschutt) im Gewebe nach Dezellularisation, alle Aufnahmen bei 100-facher
VergroBerung. Zum besseren Verstindnis wurde bei allen Aufnahmen ein Balken eingefiigt, welcher der
Breite der Perikardprobe entspricht. A: Nativprobe HBy4N, es sind beidseits glatte Riander erkennbar, die
Zellkerne erscheinen rundlich bis ldnglich und sind gut abgrenzbar. B: Das Perikard HBy4 nach der
Dezellularisation: Es sind keine abgrenzbaren Zellkerne mehr erkennbar, im Zentrum des Schnittes befindet
sich ein Streifen aus diffus leuchtendem Material (Detritus), die urspriingliche Lokalisation der Kerne ldsst sich
noch erahnen. Dariiber hinaus hat das Gewebe an Dicke zugenommen und verfiigt nicht mehr liber glatte
Rander. C: Nativprobe HAa4N: Es sind rundliche, leuchtende Zellkerne abgrenzbar, die Ansammlung von
Zellkernen am linken Schnittrand weist auf das Vorhandensein eines Gefdl3es in diesem Bereich hin. D: Das
Perikard HAa4 nach Dezellularisation. Der Innenrand des Gewebes ist glatt, mittig ist ein diffus leuchtender

Streifen aus Detritus erkennbar.

Im modifizierten Versuchsaufbau der zweiten Versuchsreihe wurden die Perikarde mit der
urspriinglichen Innenseite nach innen zu einem Schlauch geformt, der dann von der
Dezellularisationslosung durchstromt wurde. Aufgrund des hdheren Druckes innerhalb des
Schlauches war eine Fragestellung, ob dadurch die Eindringtiefe von innen beeinflusst wiirde. Die
Ergebnisse in Bezug auf diese Fragestellung zeigen keine wesentliche Zunahme der inneren
Eindringtiefe im Vergleich zur ersten Versuchsreihe. Nach der Dezellularisation wurden auf der
Innenseite der Perikarde Eindringtiefen zwischen 42 + 78 um beim Protokoll HBB und 204 + 38 um
beim Protokoll HAa erfasst. Die Eindringtiefen von aufen variierten zwischen 71 + 18 um bei HB&
und 185 + 13 um bei HBa (siehe Abb. 5.11).
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Das Detergenz o wies mit 359 £ 58 um beim 4-stiindigen Protokoll und 404 £19 um beim

16-stlindigen Protokoll die héchsten Eindringtiefen auf.
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Abb. 5.11: Zweite Versuchsreihe (H): Eindringtiefe nach Dezellularisation. Das Diagramm zeigt die Dicke der
dezellularisierten Perikarde sowie den dezellularisierten Anteil, der der Gesamteindringtiefe entspricht. Die
Gesamteindringtiefe setzt sich zusammen aus der Eindringtiefe von innen und der Eindringtiefe von auf3en.

Durch die anschlieBende DNAse-Behandlung stiegen sowohl die Perikarddicken, als auch die
Eindringtiefen bei allen Dezellularisationsprotokollen an (siehe Abb. 5.12). Da bei HAyD bei allen 4
Perikarden eine vollstandige Dezellularisation stattfand, konnte hier nicht zwischen der Eindringtiefe
von innen und der Eindringtiefe von aullen differenziert werden. Entsprechend befindet sich an

dieser Stelle im Diagramm ein abgewandelter Balken (siehe Abb. 5.12).
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Abb. 5.12: Zweite Versuchsreihe (H): Eindringtiefe nach DNAse-Behandlung. Das Diagramm zeigt die Dicke der
dezellularisierten und mit DNAse nachbehandelten Perikarde sowie den dezellularisierten Anteil, der der
Gesamteindringtiefe entspricht. Die Gesamteindringtiefe setzt sich zusammen aus der Eindringtiefe von innen
und der Eindringtiefe von auBen. Im Rahmen von HAyD wurden alle Perikarde vollstindig dezellularisiert,
entsprechend konnte hier keine Unterscheidung zwischen innen und auRen gemacht werden.

Auf der Innenseite der Perikarde reichte die Eindringtiefe von 115 + 52 um bei HBS bis 336 + 75 um
bei HBB. Auf der AuRenseite konnten Eindringtiefen zwischen 74 + 48 um bei HB6 und 402 + 199 um
bei HBB gemessen werden. Im Rahmen der DNAse-Nachbehandlung stieg bei HBB die
Gesamteindringtiefe von 142 + 65 um auf 655 + 86 um an. Dies entspricht einer durchschnittlichen
Zunahme der Eindringtiefe um 461 %. In Bezug auf die Eindringtiefe gilt es zu erwdhnen, dass die
vollstandig dezellularisierten Perikarde bei HAyD eine Dicke und damit eine Gesamteindringtiefe von
1025 + 183 um aufwiesen. Ginge man davon aus, dass das Perikard zu gleichen Teilen von innen und

auBen dezellularisiert wurde, so entsprache dies einer Eindringtiefe von 512,5 um von beiden Seiten.

5.2 Hamatoxillin-Eosin-Farbung

Mithilfe der HE-Farbung konnte zunachst die Gesamtstruktur der Schnitte begutachtet und mithilfe

des Scoring-Systems bewertet werden (Tabelle mit allen Scores und Referenzbildern siehe Kap. 9.4).
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Abb. 5.13: Erste Versuchsreihe (V): HE-Score der Perikarde vor und nach der Dezellularisation.

Bei der ersten Versuchsreihe wiesen die Nativproben bei allen Dezellularisationsprotokollen im
Durchschnitt einen Score zwischen 2,1 (VAa) und 2,6 (VAy) auf. Dabei hatte das
Dezellularisationsmedium y mit einer Abnahme von 2,6 auf 1,4 (VAy) bzw. 2,5 auf 1,5 (VBY) den
geringsten Effekt auf den Gewebescore in der HE-Farbung. Die Protokolle VBa und VAR bewirkten die
deutlichste Abnahme des Gewebescores. Dabei fiel der Score bei VBa von 2,4 auf 0,2 und bei HAB
von 2,4 auf 0,5. Auffallend ist, dass der Gewebescore beim Dezellularisationsprotokoll VAR (4h)

starker abnahm als bei VBB (16h) (siehe Abb. 5.13)

Im Rahmen der zweiten Versuchsreihe wiesen die Nativproben im HE-Scoring-System

durchschnittlich Werte zwischen 3,4 und 3,9 auf (siehe Abb. 5.14).

53



Ergebnisse

[Inativ

B dezellularisiert

HE-Score

B dezellularisiert +
DNAse-behandelt

HAa HBa  HAB  HBB HAy HBy HAS  HBS

Dezellularisationsprotokoll

Abb. 5.14: Zweite Versuchsreihe (H): HE-Score der Perikarde vor und nach Dezellularisation sowie nach anschlieRender
DNAse-Behandlung.

Mit einer Scoreabnahme von 1,375 im Vergleich zu den Nativproben und einem durchschnittlichen
Score von 2,5 nach der Dezellularisation hatte das Protokoll HAa (0,5%ige SD/SDS-Losung fur 4
Stunden) den geringsten Effekt auf den Gewebescore. Bei Betrachtung der Aufnahmen wurde
deutlich, dass das Gewebe nach der Dezellularisation an Dicke zugenommen hatte, die
Kollagenfasern lagen intakt vor, insgesamt wirkte die Gewebeprobe aufgelockert. Der Innenrand

erschien glatt und gut abgrenzbar, wenige dunkel gefarbte Zellkerne waren in der Gewebeprobe

erkennbar (siehe Abb. 5.15).

‘ 3 PR >SN ’
Abb. 5.15: Perikard HAa4 vor und nach Dezellularisation bei 100-facher VergroBerung. A: Zu erkennen ist die
Nativprobe HAa4N mit Innenrand links und AuBenrand rechts, die Kollagenfasern liegen regelmaRig
angeordnet und dicht gepackt, es sind dunkel gefdarbte Zellkerne erkennbar. B: HAa4 nach der
Dezellularisation: Der Innenrand erscheint glatt, die Kollagenbiindel liegen regelmidBig angeordnet vor, das
Gewebe hat an Dicke zugenommen und wirkt aufgelockert.
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Die Detergenzien a, B und y bewirkten beziiglich des HE-Scores dhnliche Effekte. Sowohl bei den
4- als auch bei den 16-stlindigen Dezellularisationsprotokollen wiesen die Gewebeproben nach der
Dezellularisation Werte zwischen 1,625 (HAy) und 2,5 (HAa) auf. Zusétzlich fiel auf, dass der Score bei
HAPB nach der zuséatzlichen DNAse-Behandlung héher war als nach der zunichst stattgefundenen
Dezellularisation. Bei den (brigen Dezellularisationsprotokollen nahm der HE-Score durch die
DNAse-Nachbehandlung in einem geringeren Mal} ab als durch die Dezellularisation.

Im Rahmen der zweiten Versuchsreihe hatte das Dezellularisationsmedium 6 (1,0%ige SDS-Losung)
einen auffallenden Negativeffekt auf die strukturelle Beschaffenheit der Perikarde. Sowohl beim
4- als auch beim 16-stiindigen Protokoll fiel der Score durch die Dezellularisation um 2,9 (HAS) bzw.
3,0 (HBS). Dies entspricht einer starken Zerstérung des Gewebes. Auch bei Betrachtung der
angefertigten Aufnahmen wurde deutlich, dass das Gewebe insbesondere nach der 16-stiindigen
Dezellularisation nur noch zu einem geringen Grad den Nativproben dhnelte. Vor allem die Rander
des mit 6 dezellularisierten Gewebes wiesen keine gerichtete Struktur mehr auf. Es waren keine
kollagenen Faserziige mehr erkennbar, das Gewebe wirkte insgesamt denaturiert (sieche Abb. 5.16).
Sowohl die lichtmikroskopischen Aufnahmen als auch die Daten im Scoring-System legen nahe, dass
diese Veranderungen in der Gewebestruktur durch die nachtragliche Behandlung mit DNAse nicht

beeinflusst wurden.

A g o 3 "
A: Nativprobe HB81N bei 100-facher VergroBerung: Zu
erkennen sind der glatte Innenrand und der unregelmiaBigere AuBenrand des Perikards, in der Mitte
erscheinen regelmaRig angeordnete Kollagenfasern (rosa) sowie dunkel gefirbte Zellkerne. B: HB61 nach
Dezellularisation bei 40-facher VergroBerung: Neben der Zunahme der Perikarddicke fillt eine starke
Veranderung der Gewebestruktur auf. Innen- und AuBenrand erscheinen denaturiert, eine Unterscheidung
ist nicht maglich. In der Mitte sind noch einzelne Bereiche mit einer gerichteten Struktur erkennbar, der
Rest des Gewebes wirkt unzusammenhangend, unregelmaBig und destruiert.
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5.3 Pikro-Siriusrot-Farbung

Ziel der Pikro-Siriusrot-Farbung war es zu evaluieren, in welchem Mal} die Dezellularisation bzw. die
DNAse-Behandlung die Kollagenstruktur und den Gesamtkollagengehalt des Gewebes beeinflusst.
AnschlieBend konnte durch Messung der Helligkeit des Gelbanteils (integrated density), gerechnet
auf die Flache des Perikardausschnittes naherungsweise der Kollagengehalt der Perikardprobe

(integrated density/mm?) ermittelt werden.

Zunachst war bei Betrachtung der angefertigten Aufnahmen erkennbar, dass die Kollagenbiindel im
Perikard generell in verschiedenen Schichten angeordnet sind. Im Zentrum des Gewebeschnittes
weist die Kollagenstruktur in der Regel ein grobes, fischgratenartiges Muster auf, welches unter der
Pikro-Siriusrot-Farbung im polarisierten Licht gelb leuchtet. Zwischen Zentrum und Innenrand weist

das Gewebe feinere Fischgratenmuster, sowie Areale ganz ohne Muster auf (siehe Abb. 5.17).
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Abb. 5.17: Typische Kollag
Polarisationsmikroskopie nach Pikro-Siriusrot-Farbung. Zentral liegen grobe, fischgratenartig angeordnete
Kollagenbiindel vor. In den Randregionen weichen die Fischgratenmuster Arealen mit unregelmaRigerer
Anordnung, sowie zum Innenrand hin geringerem Kollagengehalt. B: Skizzierte Darstellung der typischen
Kollagenverteilung.

Im Rahmen der ersten Versuchsreihe variierten die Werte der Nativproben zwischen
1,66 x 10°+ 0,88 x 10% (VBy) und 3,90 x 10"+ 1,70 x 10" (VBa). Bei den Protokollen mit 0,5%iger
SD/Triton X-Losung (VAR und VBB) nahm der Kollagengehalt der Proben nur gering ab. Hierbei fiel
jedoch auf, dass schon die Nativproben mit Werten von 2,02 x 10 + 1,21 x 10" (VAB) bzw.
1,75x 10" + 0,49 x 10" (VBB) einen niedrigeren Ausgangswert als die restlichen Nativproben
aufwiesen. Bei den Protokollen VBy und VAa stach aulerdem hervor, dass der Kollagengehalt der

Proben nach der Dezellularisation héher war als der Kollagengehalt der Nativproben. Beim Protokoll
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VBa fiel Uberdies auf, dass die Farbdichte nach der Dezellularisation auf einen Wert von

1,73 x 10"+ 0,73 x 10" und damit auf 44% des Ausgangswertes abgefallen war (sieche Abb. 5.18).

Bei der Analyse der zweiten Versuchsreihe fiel insbesondere die starke Abnahme der Farbdichte bei
HB& auf (siehe Abb. 5.19). Hier fiel durch die Dezellularisation der Wert der Farbdichte von
7,59 x 10" + 0,91 x 10 auf 0,75x 10 + 1,01 x 10" nach der Dezellularisation ab. Nach der
anschlieRenden DNAse-Behandlung lag der Wert bei 0,46 x 10" + 0,33 x 10"°. Dies entspricht einer
Reduktion auf 10% bzw. 6% des Ausgangswertes nach Dezellularisation bzw. Nachbehandlung (siehe
Abb. 5.19). Die zugehoérigen Aufnahmen zeigten, dass insbesondere in den Randbereichen kaum
Kollagenfasern mehr vorhanden waren. Zentral wiesen besonders die Proben von HB& eine
aufgeworfene, destruierte Kollagenstruktur auf; der geringe Farbgehalt wies liberdies auf einen stark

verminderten Gesamtkollagengehalt hin.

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

i nativ

= g dezellularisiert

Integrated Density/mm?

VAa VBa VAB VBB VAy VBy
Dezellularisationsprotokoll

Abb. 5.18: Erste Versuchsreihe (V): Flichenbezogene Helligkeit des Gelbanteils (integrated density/mmz) der Perikarde
vor und nach Dezellularisation. Eine Verdnderung der integrated density/mm? entspricht niherungsweise
einer Veranderung des perikardialen Kollagengehalts. Eine Zunahme des Kollagengehalts zeigt sich bei VAa,
VBB und VBy. Eine Abnahme zeigt sich bei VBa, VAP und VAy. Bei Vergleich der Dezellularisationsprotokolle
wird keine Tendenz deutlich.
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Abb. 5.19: Zweite Versuchsreihe (H): Flaichenbezogene Helligkeit des Gelbanteils (integrated density/mmz) vor und nach
Dezellularisation, sowie nach anschlieBender = DNAse-Behandlung. Eine Verdnderung der
integrated density/mm? entspricht ndherungsweise einer Verinderung des perikardialen Kollagengehalts. Bei
den a-Protokollen zeigt sich ein konstanter Kollagengehalt auch nach Dezellularisation und DNAse-
Behandlung, bei den B-Protokollen wird eine stete Kollagenabnahme mit jeder Behandlung deutlich. Bei HAy,
HBy und HA®S zeigt sich keine Tendenz. HBS weist eine massive Abnahme des Kollagengehalts auf.

Den geringsten Effekt auf den Kollagengehalt hatte das Dezellularisationsmedium a. Dies galt sowohl
fir die 4- als auch fiir die 16-stiindige Dezellularisation. Uberdies fiel auf, dass der Kollagengehalt
durch die DNAse-Behandlung nicht abnahm. So lag bei HBa der Farbdichtewert der Native bei
5,45 x 10™° + 1,04 x 10", Nach der Dezellularisation lag der Wert bei 5,48 x 10+ 0,68 x 10*°und nach
der DNAse-Behandlung bei 5,46 x 10 + 1,20 x10'. Bei Betrachtung der entsprechenden
Bildaufnahmen ist erkennbar, dass sowohl die Nativproben als auch die dezellularisierten und mit
DNAse nachbehandelten Proben in einem dhnlichen MaR gelb-griinlich leuchteten (siehe Abb. 5.20).
Es wurde auch ersichtlich, dass sich zwar der insgesamte Kollagengehalt nicht dnderte, dennoch
waren strukturelle Veranderungen erkennbar, im Besonderen die Dickenzunahme der

Gewebeproben.
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Abb. 5.20: Perikard HAa2 im nativen, dezellularisierten und nachbehandelten Zustand bei 100-facher VergréBerung. A:
Natives Perikard (HAa2N): Zu erkennen ist ein glatter Innenrand links sowie fischgratenartige Kollagenmuster
im Zentrum des Schnittes. B: Dezellularisiertes Perikard (HAa2): RegelmaRig angeordnete Kollagenbiindel
finden sich am AuBenrand der Probe rechts, dariiber hinaus fallt eine Dickenzunahme im Vergleich zum Nativ
auf. C: Das Perikard nach zusétzlicher DNAse-Behandlung (HAa4D): Zentral und zum AuBenrand der Probe hin
sind regelmdBig angeordnete Kollagenbiindel erkennbar. Es wird deutlich, dass insbesondere die regelmaRig
angeordneten Areale in der Polarisationsmikroskopie hell aufleuchten. Der Gesamtkollagengehalt der Probe
hat durch die DNAse-Behandlung nicht abgenommen.

Im Gegensatz zu a nahm besonders beim Dezellularisationsmedium B der Kollagengehalt durch die
DNAse-Behandlung ab. So wies das Protokoll HAB nach der DNAse-Behandlung eine
durchschnittliche Farbdichte von 2,96 x 10'° + 1,11 x 10" auf (siehe Abb. 5.19). Das entspricht in
Bezug auf die Nativprobe einer Abnahme von 4,96 x 10 bzw. einem Abfall auf 37,3% des

Ausgangswertes. Bei Betrachtung der Aufnahmen wird deutlich, dass das Perikard mit jedem

Dezellularisationsschritt schwacher leuchtet (siehe Abb. 5.21).

100 pm A Y #

Abb. 5.21: Perikard HAB2 im nativen, dezellularisierten und nachbehandelten Zustand bei 100-facher VergroRerung. A:
Natives Perikard HAB2N: Zu erkennen sind dichte, gelb leuchtende Kollagenbiindel, insbesondere im rechten
Drittel des Schnittes ist eine regelmaRige Anordnung erkennbar. B: Dezellularisiertes Perikard HAB2: Zu
erkennen sind regelmaBig angeordnete Kollagenbiindel, die jedoch im Vergleich zum Nativ in geringerem
MahR gelb leuchten. C: Mit DNAse nachbehandeltes Perikard HAB2D: Die Kollagenbiindel liegen nur noch
unregelmaRig vor, es ist keine gerichtete Struktur erkennbar, das Gewebe leuchtet nur noch schwach in der
Polarisationsmikroskopie. Sowohl bei B als auch bei C ist eine Dickenzunahme im Vergleich zum Nativ
erkennbar.

Um festzustellen, ob durch Modifizierung des Versuchsaufbaus im Zuge der zweiten Versuchsreihe
ein geringerer dezellularisationsassoziierter Kollagenverlust erzielt wurde, wurde die
flichenbezogene Helligkeit des Gelbanteils der Nativproben mit denen der dezellularisierten Proben
in Abb. 5.22 ins Verhaltnis gesetzt.
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Abb. 5.22: Erste (V) und zweite (H) Versuchsreihe: Mithilfe dieser Darstellung wird das Verhdltnis aus dem
Kollagengehalt der dezellularisierten Proben mit dem der Nativproben dargestellt. Der Kollagengehalt
entspricht dabei ndherungsweise der flichenbezogenen Helligkeit des Gelbanteils (integrated density/mmz)
der mit Pikro-Siriusrot gefdarbten Perikardproben. Hierdurch wurde eruiert, ob die Veranderung des
Versuchsaufbaus bei der zweiten Versuchsreihe zu einer geringeren Abnahme des Kollagengehalts nach der
Dezellularisation fiihrte. Das &-Protokoll kam erst in der zweiten Versuchsreihe zum Einsatz.
Dementsprechend konnen HAS und HB& nicht mit dem Vorversuch ins Verhaltnis gesetzt werden.

Durch die Betrachtung der nativen und der dezellularisierten Proben im Verhaltnis zueinander wird
deutlich, dass die Modifikation des Versuchsaufbaus im Zuge der zweiten Versuchsreihe nicht zu
einem geringeren dezellularisationsassoziierten Kollagenverlust gefiihrt hat. Es zeigt sich keine klare
Tendenz bei Vergleich von erster und zweiter Versuchsreihe (jeweils V und H). Auch hier zeigt sich bei
den 6-Protokollen (1,0% SDS) der massive Kollagenverlust durch die Dezellularisation. Besonders

deutlich wird dieser Effekt bei der 16-stiindigen Dezellularisation (HBS).
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5.4 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie ermoglichte die Beurteilung der perikardialen Oberflache vor und
nach der Dezellularisation. Da es sich bei diesem Verfahren um ein rein deskriptives Mittel handelt,
konnten die gewonnen Erkenntnisse nicht quantifiziert werden. Dennoch konnten bei Begutachtung

der Aufnahmen einige Beobachtungen gemacht werden.

Prinzipiell konnte bei Betrachtung der Bilder zwischen der glatten Innenseite und der raueren
Auflenseite unterschieden werden. Dies war sowohl im nativen als auch im dezellularisierten Zustand
moglich. Die AuBenseite des Perikards zeigte eine ungleichméaRigere Struktur als die Innenseite. Die
Kollagenbiindel erschienen gréber und weniger regelmaRig angeordnet. Uberdies war ein
Nebeneinander von Kollagenbiindeln unterschiedlicher GréRenordnung erkennbar (siehe Abb. 5.23,
A). Im Gegensatz dazu erschienen auf der Innenseite des Perikards die Kollagenbiindel einheitlich, die
Blindel lagen gleichmaRig angeordnet in einer Ebene und bildeten damit eine glatt wirkende
Oberflache. Hier war auBerdem der Faserverlauf deutlich erkennbar (siehe Abb. 5.23, B). Da die
Aullenseite des Perikards manuell vom umliegenden Fettgewebe befreit wurde, fand hier eine
Manipulation des Gewebes statt. Daher war es nur bis zu einem gewissen Grad maoglich,
einzuschatzen, ob eine Veranderung der Oberflachenstruktur durch die manuelle Bearbeitung oder
durch die Dezellularisation selbst hervorgerufen worden war. Aus diesem Grund lag bei der
Beurteilung der Oberflachenbeschaffenheit ein besonderes Augenmerk auf der Innenseite des
Perikards, da diese Seite in ihrer strukturellen Beschaffenheit ausschlieBlich von der Dezellularisation

beeinflusst worden war.

W i j

Abb. 5.23: Vergleich von Innen- und AuBenseite des Perikards unter dem Rasterelektronenmikroskop anhand der

Nativprobe HAy4N. Es handelt sich um eine Ubersichtsaufnahme bei 500-facher VergroBerung. A: Raue

AuBenseite des Perikards, gekrauselte Kollagenbiindel unterschiedlicher GroBenordnung sind erkennbar. B:

Glatte Innenseite des Perikards, die Kollagenbiindel sind regelmiaBig angeordnet, es erscheint eine
pflastersteinartige Oberflache.

00 pm \ 100 pm

61



Ergebnisse

Bei Betrachtung der Bilder wurde deutlich, dass die dezellularisierten Perikarde der ersten
Versuchsreihe deutlich starker geschadigt erschienen, als die der zweiten. Dieses Phanomen war
sowohl beim Dezellularisationsmedium a als auch bei B zu beobachten. Die starkere Schadigung der
Perikarde im Rahmen der ersten Versuchsreihe wurde schon bei den 4-stiindigen
Dezellularisationsprotokollen deutlich. Hierbei erschienen die Kollagenbiindel auf der Innenseite des
Perikards nach der Dezellularisation aufgelockert und aufgeraut. Dieser Effekt trat bei der zweiten
Versuchsreihe in einem deutlich geringeren MaR auf. Insgesamt lassen die Bilder vermuten, dass das
Dezellularisationsmedium a den geringsten Effekt auf die Oberflachenbeschaffenheit der Perikarde
hatte. Diese Beobachtung konnte sowohl in der ersten als auch in der zweiten Versuchsreihe

gemacht werden (siehe Abb. 5.24 und Abb. 5.25).

3 b 3 \ R aa Sy m— R s ;
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Abb. 5.24: Innenseite des Perikards VAa5. Es handelt sich um eine Aufnahme bei 2000-facher VergroRerung, was eine
Beurteilung der Kollagenfaserbiindel und ihrer Anordnung erlaubt. A: Innenseite des nativen Perikards

VAa5N: Die Kollagenbiindel liegen in einer regelmaRigen Anordnung vor. B: Innenseite des dezellularisierten
Perikards VAa5: Die Oberflache erscheint rau, Kollagenbiindel sind nur noch sehr vereinzelt erkennbar.

. iy & }X &L AU 8 = ¥ o )\’\"\ . L um P
Innenseite des Perikards HAa4. Es handelt sich um eine Aufnahme bei 2000-facher Vergroferung, was eine
Beurteilung der Kollagenfaserbiindel und ihrer Anordnung erlaubt. A: Innenseite des nativen Perikards
HAa4N: Die Kollagenbiindel liegen in einer regelmaBigen Anordnung vor. B: Innenseite des
dezellularisierten Perikards HAa4: Das oberflachliche Erscheinungsbild des Gewebes unterscheidet sich
kaum von dem der Nativprobe, auch hier liegen die Kollagenbiindel regelmaRig angeordnet vor.

Abb. 5.25:
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Beim Dezellularisationsmedium & (1,0%ige SDS Losung) fielen schon makroskopisch deutliche
Unterschiede zur Nativprobe auf. Die Rasterelektronenmikroskopie zeigte beim Protokoll HBS starke
Verdnderungen in der Gewebestruktur, die sowohl auf der Innen- als auch auf der AuRenseite
deutlich wurden. Die raue Oberflachenstruktur, die normalerweise auf der AuRenseite der Perikarde

Ublich ist, erschien ,geschmolzen”, es war weder auf der Innen- noch auf der AuBenseite des

Perikards eine gerichtete Struktur erkennbar (siehe Abb. 5.26, B).

ks . _ W= = . .

Abb. 5.26: AuBenseite des Perikards HB84 vor und nach Dezellularisation. Es handelt sich um eine Aufnahme bei
5000-facher VergroBerung, was eine Beurteilung auf Faserebene erlaubt. A: AuBenseite des nativen
Perikards: Typisches Bild mit locker angeordneten Kollagenfasern. B: AuBenseite des dezellularisierten

Perikards: Es ist keine Struktur erkennbar, die Oberflache wirkt ,,geschmolzen®.

Auffallend war auRerdem, dass die Oberflache auf der Innenseite sich unter 6 dhnlich verhielt wie die
AuRenseite, sodass sich im Anschluss an die Dezellularisation die Oberflachenstrukturen von Innen-
und AuBRenseite &dhnelten (siehe Abb. 5.26 und Abb. 5.27). Es erschien, als wirde das
Dezellularisationsmedium & die strukturelle Beschaffenheit des Gewebes sowohl von innen als auch
von auBen stark beeinflussen. Dieser Effekt konnte auch bei der 4-stiindigen Dezellularisation (HAS)

in einem geringeren Mal beobachtet werden.
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Innenseite des Perikards HB63 vor und nach Dezellularisation. Es handelt sich um eine Aufnahme bei
5000-facher VergroBerung, was eine Beurteilung auf Faserebene erlaubt. A: Innenseite des nativen Perikards
HB&3N: Typisches Bild mit regelmdRBig, in einer Ebene angeordneten Kollagenfaserbiindeln und glatt
wirkender Oberflache. B: Innenseite des dezellularisierten Perikards HB&3: Die Oberflichenstruktur wirkt
angegriffen, l6chrig und ,geschmolzen”. Man erkennt auRerdem eine starke Ahnlichkeit zur AuBenseite des
dezellularisierten Perikards (Abb. 5.26, B).

10 ym

Ab. 5.27:

Im rasterelektronenmikroskopischen Bild wiesen einige Perikarde Lécher im Gewebe auf (siehe Abb.
5.28). Diese konnten sowohl bei nativen als auch bei dezellularisierten Proben beobachtet werden.
Eine Ursache hierfiir konnte nicht identifiziert werden und kann Fokus zukiinftiger Forschungsansatze

sein.
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Abb. 5.28: Aufnahme der Innenseite der Gewebeprobe VBy2 mit I6hriger Oberfliche. A: VBy2 bei 500-facher
VergroRerung: Es ist eine Vielzahl an Lochern auf der Oberfliche erkennbar. B: VBy2 bei 2000-facher
VergroBerung: Nahaufnahme der lochrigen Oberfliche. Diese Locher konnten bei den Aufnahmen der

Nativprobe nicht beobachtet werden.

5.5 Pentachrom-Farbung

Mithilfe der Pentachrom-Farbung konnten die elastischen Fasern innerhalb der Schnitte sichtbar
gemacht werden. Bei der Auswertung der angefertigten Aufnahmen konnten sowohl bei den nativen
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als auch bei den dezellularisierten Perikarden groRRe Diskrepanzen zwischen den Schnitten bezliglich
ihrer Rotfarbung festgestellt werden. Teilweise waren diese Unterschiede auch innerhalb einer Probe

erkennbar (siehe Abb. 5.29).

Gewebeschnitte von derselben Perikardprobe. Da sich beide Schnitte auf einem Objekttrager befanden,
wurden sie entsprechend auch gemeinsam in derselben Pentachrom-Firbung gefarbt. A: VAa4N, gelber
Gewebeschnitt. Zu erkennen ist, dass der ilberwiegende Teil der Gewebeprobe gelb erscheint, nur
vereinzelt sind rétliche Areale zu erkennen. Dieser Gewebeschnitt entspricht im Scoring-System 0 Punkten.
B: VAa4N, roter Gewebeschnitt, zu erkennen ist, dass der iiberwiegende Teil des Gewebeschnittes durch
die Pentachrom-Farbung eine rote Farbe angenommen hat. Dieser Gewebeschnitt entspricht im Scoring-
System 4 Punkten.

Entsprechend dieser Beobachtungen war es nicht moéglich, aus den korrespondierenden Scorewerten

Zusammenhange abzuleiten.

5.6 Untersuchung der Zugfestigkeit

Im Rahmen der zweiten Versuchsreihe konnte mithilfe der Zugversuche untersucht werden, ob und
inwieweit sich die mechanische Stabilitdt der Perikarde durch die Dezellularisation und die

anschlieRende Nachbehandlung verandert hatte.

Zunachst fielen bei der Auswertung der Zugversuche groRe Unterschiede in Abhangigkeit vom
Faserverlauf auf. Die Gesamtheit aller langsverlaufenden Nativproben zeigte eine durchschnittliche
Zugfestigkeit von 16,4 +9,2 N/mm?2. Bei den querverlaufenden Nativproben lag dieser Wert bei
7,3 +4,3 N/mm?. Bereits hier wird eine hohe Standardabweichung der Proben deutlich. Besonders
auffallend ist dies bei den langsverlaufenden Nativproben des Dezellularisationsprotokolls HASN: Sie
wiesen mit einer Zugfestigkeit von 27,1 + 17,86 N/mm? sowohl die héchste durchschnittliche

Zugfestigkeit als auch die héchste Standardabweichung auf (siehe Abb. 5.30). Gleichzeitig ist hier mit
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einem Abfall auf 13,5 + 3,9 N/mm? nach Dezellularisation die stirkste Abnahme der mechanischen
Stabilitat zu beobachten. Sowohl bei den Nativproben als auch bei den dezellularisierten und den mit
DNAse nachbehandelten Proben war die durchschnittliche Zugfestigkeit der Proben langs zum

Faserverlauf stets héher als die der Proben quer zum Faserverlauf.

In Bezug auf die Verdnderung der Zugfestigkeit durch die Dezellularisation bzw. die DNAse-
Nachbehandlung zeigt sich kein eindeutiger Trend. Wahrend bei den Protokollen HAB und HAy eine
Zunahme der mechanischen Stabilitdt im Zuge der Dezellularisation und der DNAse-Behandlung
erfasst werden konnte, war bei HBy bezliglich der Zugfestigkeit nur eine geringe Differenz zwischen
den nativen und den behandelten Proben zu verzeichnen. Eine besonders ausgepragte Abnahme der
Zugfestigkeit zeigte sich bei den Proben der Gruppe HB&: Durch die 16-stiindige Dezellularisation mit
1,0%iger SDS-Losung sank die Zugfestigkeit der Langsproben von 13,5 + 7,3 N/mm? auf 3,0 + 1,1
N/mm? ab (siehe Abb. 5.30). Auch bei den Querproben konnte ein Abfall von 11,1 + 2,0 N/mm? auf
3,2 +2,1 N/mm? beobachtet werden (siehe Abb. 5.31).
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Abb. 5.30: Zweite Versuchsreihe (H): Zugfestigkeit (Fn.,) der nativen, dezellularisierten sowie der zusdtzlich mit DNAse
nachbehandelten Perikarde langs zum Faserverlauf, gemessen in N/mm?>,

Bei der Untersuchung der Querproben fiel neben einer geringeren durchschnittlichen Zugfestigkeit

auch ein geringeres MaR an Stringenz auf. So fiel beispielsweise bei der Querprobe von HBa die
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Zugfestigkeit durch die Dezellularisation von 5,2 + 4,0 N/mm? auf einen Wert von 1,7 + 0,3 N/mm? ab
und stieg im Zuge der DNAse-Behandlung wieder auf einen Wert von 5,2 + 2,6 N/mm? an. Im
Kontrast hierzu stieg der Wert beim Protokoll HAy durch die Dezellularisation von 5,8 + 2,4 N/mm?
auf 7,9 + 4,7 N/mm? an und fiel anschlieRend im Zuge der DNAse-Behandlung wieder auf einen Wert

von 6,0 £ 2,2 N/mm? ab (siehe Abb. 5.31).
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Abb. 5.31: Zweite Versuchsreihe (H): Zugfestigkeit (F..,) der nativen, dezellularisierten sowie der zusdtzlich mit DNAse
nachbehandelten Perikarde quer zum Faserverlauf, gemessen in N/mmz.
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6 Diskussion

In Anbetracht des demographischen Wandels ist eine Zunahme altersbedingter, chronischer
Krankheiten zu erwarten. Herzklappenerkrankungen wie die Aortenklappenstenose sind dabei keine
Seltenheit und machen in der Regel den Ersatz der Klappe nétig. Durch den stetigen medizinischen
Fortschritt ist auRerdem damit zu rechnen, dass Menschen in Zukunft trotz chronischer Krankheiten
langer leben als bisher. Angesichts dieser Entwicklungen muss eine Anpassung der
Klappeneigenschaften insbesondere im Hinblick auf deren Langlebigkeit erfolgen [54, 139]. Derzeit
verwendete, glutaraldehydfixierte Klappen weisen dabei zwei eklatante Mangel auf: Zum einen
verhindert die Fixierung eine Annahme des fremden Gewebes im Korper des Empfangers, aufgrund
der Zytotoxizitat von Glutaraldehyd verbleibt die Klappe deshalb zeitlebens als ,toter Fremdkorper”
im Patienten [140]. Zum anderen nutzt sich die Fixierung im Laufe der Zeit ab, wodurch es zu einer
Freilegung immunogener Zellbestandteile und folglich zu einer immunologischen Entziindungs- bzw.
AbstoRungsreaktion kommen kann [141]. Beides fiihrt haufig zum Versagen der Klappe nach ca. 15
Jahren [142-144]. Um die derzeit vorhandenen Nachteile zu eliminieren und dem steigenden Bedarf
an Klappenimplantaten gerecht zu werden ist es noétig, in neuen Forschungsfeldern nach
Losungsansatzen fiir diese wachsende Problematik zu suchen. Tissue-engineerte, dezellularisierte
Xenografts stellen dabei eine vielversprechende Méglichkeit dar, diesen Anforderungen gerecht zu
werden [145-147]. In dieser Studie wurden vier Dezellularisationsprotokolle miteinander verglichen
und zusatzlich der Einfluss der Dezellularisationsmechanik sowie der beiden unterstiitzenden
Faktoren Ultraschalleinfluss und DNAse-Nachbehandlung untersucht. Die von uns angewandten
Untersuchungsmethoden basierten primar auf der optischen Beurteilung erstellter Aufnahmen
mithilfe verschiedener histologischer Farbungen, sowie deren anschlieBender Quantifizierung.
Mithilfe der Zugfestigkeitsuntersuchungen konnte dariiber hinaus die mechanische Stabilitat der
Perikarde vor und nach der Dezellularisation ermittelt werden. Um eine Vergleichbarkeit mit anderen
Studien zu ermoglichen, orientierten wir uns methodisch an den geldufigsten und zugleich
aussagekraftigsten Untersuchungsmethoden [78, 148-151]. Aufgrund seines geringeren Zellgehaltes
und seiner homogeneren Struktur im Vergleich zu porcinem Klappengewebe entschieden wir uns fir
die Dezellularisation von bovinen Perikarden [120]. Unser Ziel war es zu eruieren, auf welche
Protokolle und Herangehensweisen in zukiinftigen Forschungsansatzen ein besonderer Fokus gelegt

werden sollte.

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit zeigen, dass anders als vermutet eine langere
Dezellularisationsdauer nicht per se eine vollstdndigere Dezellularisation bedeutet. So lieferten die

4-stiindigen Dezellularisationsprotokolle teilweise bessere Ergebnisse als die 16-stiindigen Protokolle
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derselben Detergenzienkombination. Im Rahmen der ersten Versuchsreihe wurde die vollstandige
Dezellularisation der Perikarde beim Protokoll VAa (0,5% SD/SDS fir 4 Stunden) erreicht. Bei
Anwendung derselben Dezellularisationslésung im Rahmen des 16-stiindigen Protokolls (VBa)
verblieben jedoch zelluldare Reste im Gewebe. Gleichzeitig wird bei Analyse des B-Protokolls deutlich,
dass das Gewebe im Rahmen der 4-stiindigen Dezellularisation (HAB) paradoxerweise starker

geschadigt wurde als durch das analoge 16-stiindige Protokoll (HBP).

Ein moglicher Erklarungsansatz hierfir ist die mit der Dezellularisation einhergehende Erwdarmung
der Dezellularisationsflissigkeit, die zu einem schlechteren Eindringen der Dezellularisationsldsungen
fihren kdonnte. Ware dies der Fall, konnte eine Regulation der Dezellularisationstemperatur diesen
Storfaktor bei zukiinftigen Forschungsansatzen beseitigen. Ein Unterschied zwischen den Protokollen
bestand im Zeitpunkt des Medienwechsels: Wahrend bei den 4-stiindigen Protokollen der
Medienwechsel nach 2 Stunden erfolgte, fand dieser bei den 16-stiindigen Protokollen nach 4
Stunden statt. Ob dieser zeitliche Unterschied tatsachlich einen Einfluss auf das
Dezellularisationsergebnis hat, ist fraglich. Dennoch kénnte bei kommenden Forschungsansatzen der
Medienwechsel unabhangig von der Dauer des Protokolls zum selben Zeitpunkt stattfinden (z.B.

immer nach 2 Stunden), um so eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den Protokollen zu erreichen.

Einen weitaus schllssigeren Erklarungsansatz in Bezug auf dieses Paradoxon liefert jedoch die
Variabilitdt des verwendeten Versuchsmaterials: Einerseits wiesen die verwendeten Perikarde
dinnere und dickere Stellen auf. Es ist selbsterkldarend, dass dinnere Perikardteile schneller von
Dezellularisationslésung durchdrungen werden als dickere. Beim Ausschneiden des zu
dezellularisierenden Areals wurde daher stets auf eine moglichst homogene Schichtdicke
geachtet [152]. Weitaus groRere Unterschiede ergaben sich jedoch auch aus dem Geschlecht, dem
Alter und dem Gesundheitszustand des geschlachteten Tieres. All dies sind Faktoren, die die
Beschaffenheit des Perikards erheblich beeinflussen und so Auswirkungen auf den

Dezellularisationserfolg haben kdnnen [153-155].

Einen weiteren Einflussfaktor konnten wir bei Beobachtung des Ablaufs der ersten Versuchsreihe
identifizieren. Dabei wickelten sich die Perikarde im zirkuldren Fluss um den Hohlstab im
Dezellularisationsglas. Folglich konnte nicht mehr gewahrleistet werden, dass an allen Stellen die
gleiche Menge Dezellularisationslésung vorbeifloss. Es ist also moglich, dass die VBa-Proben an einer
wenig und die VAa-Proben an einer stark umspilten Stelle entnommen wurden. Dies kdnnte eine
Erklarung fiir die paradoxen Ergebnisse der ersten Versuchsreihe mit der a-Losung liefern. Um diesen
Storfaktor zu nivellieren, modifizierten wir den Versuchsaufbau fir die zweite Versuchsreihe und

ermoglichten so einen konstanten Fluss entlang der eingespannten Perikardflachen.
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Die Modifikation des Versuchsaufbaus wirkte sich auferdem besonders auf die
Gewebebeschaffenheit im Anschluss an die Dezellularisation aus. Nicht nur sank im Rahmen der
zweiten Versuchsreihe der Gewebescore durch die Dezellularisation deutlich weniger ab, auch der
Kollagengehalt nach der Dezellularisation war bei der zweiten Versuchsreihe durchweg hoher als bei
der ersten. Einziger Ausreiler ist das Protokoll 6, welches aufgrund seiner Aggressivitat,
insbesondere beim 16-stlindigen Protokoll, zu einer drastischen Abnahme des Kollagengehaltes im
Gewebe filihrte — eine Beobachtung, die sich durch die anschlieBenden Zugversuche bestatigen liel.
Diese, durch hoherdosierte SDS-Losungen hervorgerufene Gewebedestruktion wurde bereits

mehrfach in der Literatur beschrieben [102, 117, 156].

Die ansonsten hervorragenden Ergebnisse in Bezug auf die Gewebebeschaffenheit und den
Kollagengehalt nach der Dezellularisation lassen vermuten, dass der modifizierte Versuchsaufbau der
zweiten Versuchsreihe eine schonendere Dezellularisation ermdoglichte. Der gerichtete Fluss entlang
der Perikarde, der auBerdem eine Verwicklung dieser verhinderte, fiihrte vermutlich zu einer
verminderten mechanischen Belastung und damit zu einem nur gering ausgepragten Verlust von
Kollagen und Gewebestabilitdt. Interessant ist auBerdem, dass der modifizierte Versuchsaufbau
keine Auswirkungen auf die Eindringtiefen von innen und aulRen hatte. Da im Rahmen der zweiten
Versuchsreihe das Perikard zu einem Schlauch geformt wurde, bei dem die Innenseite des Perikards
nach innen zeigte, war zu vermuten, dass durch den Fluss bzw. den entstehenden Druck im Inneren
des Schlauches eine starkere Dezellularisation von innen hervorgerufen wirde. Die Analyse der

Eindringtiefen zeigt jedoch, dass hier keine Tendenz erkennbar ist.

Eine weitere Verdanderung bei der zweiten Versuchsreihe war die Nachbehandlung der Perikarde mit
DNAse, die zu einer bemerkenswerten Verbesserung der Dezellularisationseffizienz fihrte. So stieg
bei allen Protokollen die durchschnittliche Eindringtiefe im Rahmen der DNAse-Nachbehandlung an.
Bei Betrachtung der HE-Scores wird auRerdem deutlich, dass durch die Dezellularisation eine
starkere Abnahme des Scores erfolgte als durch die DNAse-Nachbehandlung. In Zusammenschau ist
dies ein Indiz dafiir, dass die DNAse bei nur geringer Gewebeschidigung zelluldre Uberreste in
grolRen Umfang aus dem Gewebe eliminiert. Diese Beobachtungen spiegeln sich auch in der Literatur
wider [114, 120, 150]. Die Ergebnisse in Bezug auf den Kollagengehalt der Proben zeigen nach der
DNAse-Nachbehandlung keine einheitliche Tendenz. Wahrend mit SD/SDS (a) der Kollagengehalt
durchweg gleichblieb, nahm er im Rahmen der SD/Triton X bzw. B—Protokolle sowohl durch die
Dezellularisation als auch durch die DNAse-Nachbehandlung stark ab. Dieses Ergebnis lasst die
Hypothese zu, dass unterschiedliche Detergenzien den geweblichen Kollagengehalt nicht nur
unterschiedlich stark beeinflussen, sondern das Gewebe auch unterschiedlich vulnerabel

hinterlassen. Ein durch SD/Triton X zum Teil denaturiertes Gewebe waére in einem solchen Szenario
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auch labiler in Bezug auf die DNAse-Behandlung. Bei kritischer Analyse der von uns durchgefihrten
DNAse-Behandlung kdnnte dahingehend argumentiert werden, dass durch eine Behandlung bei
Kérpertemperatur (36°C) anstatt Raumtemperatur (21°C) das enzymatische Potenzial zusatzlich hatte
gesteigert werden koénnen. Inwiefern jedoch die schonende Dezellularisation durch die
DNAse-Nachbehandlung mit deren Durchfiihrung bei Raumtemperatur korreliert, kdnnten zukiinftige
Forschungsansatze zeigen. Des Weiteren muss darauf hingewiesen werden, dass zur
DNAse-Behandlung durchgehend die ,,obere Perikardhalfte” verwendet wurde, also jene, die von der
Dezellularisationsvorrichtung weg zeigt, um eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den Protokollen

zu erzielen.

Im Zuge der Pentachrom-Farbung zeigten sich mehrere paradoxe Ergebnisse. Hierzu gehort neben
der Tatsache, dass in manchen Fallen (HBa, HAB, HBPB) keinerlei elastische Fasern sichtbar gemacht
werden konnten, auch die scheinbare Zunahme an elastischen Fasern durch die Dezellularisation
(VAa, VBB). Dies ist zurlickzufiihren auf die Tatsache, dass der Grof3teil des Proteinanteils innerhalb
des Perikards aus Kollagen besteht und die elastischen Fasern zwischen diesen Kollagenbiindeln in
Schichten angeordnet sind [157, 158]. Nur wenn diese Schicht innerhalb des von uns angefertigten 7
um dicken Gewebeschnittes vorlag, konnte sie anschlielend mithilfe der Pentachrom-Farbung
sichtbar gemacht werden. Einen Anhaltspunkt hierfir liefert uns auch Abb. 5.29, die zeigt, dass zwei
Schnitte derselben Perikardprobe (VAa4N) innerhalb einer Pentachrom-Farbung einmal rot
(elastische Fasern vorhanden, Score-Wert 4) und einmal gelb (keine elastischen Fasern, Score-Wert
0) gefarbt wurden. Die Rotfarbung zeigt zwar, dass die Farbung korrekt durchgefiihrt wurde, die
Divergenz zwischen den benachbarten Schnitten signalisiert jedoch, dass die Pentachrom-Farbung
fir die von uns verwendete Schnittdicke von 7 um nicht geeignet ist. Fir zukilnftige
Forschungsansadtze bedeutet das, dass die Analyse der elastischen Fasern entweder durch eine
andere Methode erfolgen sollte oder dass moglicherweise eine groRere Schnittdicke gewahlt werden

muss, um eine Darstellung vorhandener elastischer Fasern zu garantieren.

Bei kritischer Betrachtung unserer Forschungsergebnisse fallen teils hohe Standardabweichungen
auf. Diese lassen sich zum einen durch die niedrige n-Zahl von n=5 in der ersten und n=4 in der
zweiten Versuchsreihe erklaren. Folge der niedrigen n-Zahl war unter anderem, dass die
Hinzuziehung statistischer Methoden nicht zu einem Erkenntnisgewinn fiihrte, weswegen rein
deskriptive Auswertungsmethoden verwendet wurden. Die hohen Standardabweichungen sind
jedoch auch als Hinweis fiir eine deutlich gravierendere Problematik zu werten. Diese liegt in der
Variabilitdt des Ausgangsmaterials, die sowohl zwischen den einzelnen Rindern als auch innerhalb
des Perikards selbst erkennbar war [159, 160]. Um moglichst vergleichbare Ergebnisse zu erhalten,

miissen Storfaktoren beim Faktor Tier weitgehend eliminiert werden [152]. Dies wiirde im Idealfall
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bedeuten, dass die Perikarde stets von Rindern stammen, die nicht nur das gleiche Geschlecht und
ein dhnliches Alter aufweisen, es sollten auflerdem vergleichbare Haltungsbedingungen gegeben
sein, idealerweise wiirden in diesem Fall alle Tiere vom selben Hof stammen. So kdnnte ermdglicht
werden, dass Faktoren wie Erndahrung, Bewegung oder medikamentose Behandlung keinen Einfluss

auf die Beschaffenheit des Gewebes haben.

Ferner muss auch die Variabilitat innerhalb des Perikards beachtet werden. Da jedes Perikard tber
diinnere und dickere Bereiche verfligt, sollte — um eine Vergleichbarkeit der Perikarde untereinander
zu ermoglichen — die Untersuchung auf Gewebe innerhalb eines gewissen Dickenrahmens begrenzt
werden. Diese Begrenzung ist in der Forschung bisher wenig untersucht [161, 162]. Erst nach Beginn
unseres explorativen Forschungsvorhabens 2017, bei dem wir nur mit einer geringen Anzahl an
Proben arbeiten konnten, veroffentlichten Bielli et al. im Jahr 2018 diesbeziigliche
Forschungsergebnisse, die das Spektrum der zu wahlenden Perikarde eingrenzten. Sie
dezellularisierten hierfiir Perikarde gleichaltriger Kilhe mit Dicken zwischen 400 und 700 um und
zeigten, dass diese Vereinheitlichung des Grundmaterials zu einer gleichmaligeren Dezellularisation

flhrt und somit geeignet fur das Erreichen vergleichbarer Ergebnisse ist [163].

Eine generelle Problematik ergibt sich aus der Tatsache, dass ein Gewebeteil entweder analysiert
oder zur Klappe weiterverarbeitet werden kann. Gepaart mit der beschrieben Materialvariabilitat
innerhalb des Perikards kann so nie vollstandig gewahrleistet werden, dass das zu einer Klappe
verarbeitete Gewebe vollstandig von immunogenen Bestandteilen befreit wurde [159, 164]. Als
Ansatz zur Losung dieser Problematik kdnnte die Analyse stets an einer dickeren Stelle des Perikards
stattfinden. Ist es in den dickeren Bereichen zellfrei, so ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass eine
diinnere Stelle ebenfalls zellfrei ist — vorausgesetzt das Gewebe wurde gleichmaRig umspilt. So
konnte nach der Implantation das AbstoBungsrisiko des dezellularisierten Xenografts auf ein

Minimum reduziert und so die Sicherheit des Implantats erhht werden.

Im Hinblick auf die Auswahl der Detergenzien legen unsere Ergebnisse nahe, dass eine Kombination
aus SDS mit einem nicht-denaturierenden Partnerdetegenz wie SD oder Triton X zu einer besonders
effizienten Dezellularisation fihrt, und dass eine anschlieRende Nachbehandlung mit DNAse bei nur
geringer Gewebeschadigung den Dezellularisationserfolg erhoht. Sie deuten aullerdem an, dass eine
Dezellularisation mit reinem SDS zu einer massiven Gewebeschadigung fihrt — bei gleichzeitig
ausbleibendem Dezellularisationserfolg. SDS mit seiner proteolytischen und damit denaturierenden
Wirkung gilt in der Literatur als sehr potentes Dezellularisationsdetergenz und wird haufig mit
weniger potenten, nicht proteolytischen Detergenzien kombiniert [79, 81, 130]. Auch unsere
Forschungsergebnisse zeigen, dass es mithilfe einer Kombination aus SD und SDS sowie einer

anschlieRenden DNAse Behandlung moglich ist, bovine Perikarde vollstandig zu dezellularisieren.
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Diese Ergebnisse sind kongruent mit frilheren Forschungsergebnissen, darunter auch denen von
Granados et al. Ihnen gelang mit einer 0,5%igen SD/SDS-Losung die 92%ige Dezellularisation von
porcinen Mitralklappen [119]. Unsere Ergebnisse sind ein Indiz dafiir, dass dieses Protokoll auf die
Dezellularisation von bovinen Perikarden Ubertragbar ist. Auch Hiilsmann et al. konnten mithilfe
dieser 0,5%igen SD/SDS-Losung bovine Perikarde fast vollstindig dezellularisieren [118]. W&hrend
Hiilsmann et al. jedoch ein Protokoll mit einer Dauer von 48 Stunden anwendeten, reichten im
Rahmen unserer Forschungsarbeit bereits 4 Stunden (VAa) fir die vollstandige Dezellularisation der
Perikarde aus. Ein moglicher Grund hierflir kénnte sein, dass unsere Dezellularisation unter
konstantem Fluss sowie temporarer Einwirkung von Ultraschallwellen stattfand. Goncalves et al.
konnten zeigen, dass im Rahmen ihres Protokolls SD (0,5%) und SDS (0,1%) jeweils in der Lage waren
bovine Perikarde optisch vollstandig zu dezellularisieren, wahrend dies mit Triton X (0,5%) nicht
moglich war [120]. Es gilt jedoch zu erwdhnen, dass hierbei stets eine Vorbehandlung mit hypotoner
Losung und Nuklease stattfand. Mithilfe der SDS-Losung gelang es ihnen jedoch auch, zelluldre
Uberreste aus den perikardialen GefiRBen zu entfernen. Dies untermauert unsere Beobachtungen,
dass SDS vermutlich das potenteste der drei Detergenzien ist. Die Studie zeigt, dass auch bei
vollstandiger Dezellularisation noch immunogenes Material im Gewebe vorhanden sein kann und
dass dieses erst durch eine anschlieRende, enzymatische Nachbehandlung eliminiert wird. Auch
unsere Ergebnisse deuten an, dass eine Nachbehandlung mit DNAse zu einer ausgepragten

Steigerung der Dezellularisationseffizienz flihrt.

SD und Triton X sind nicht in der Lage Proteinbindungen zu spalten. Als nicht denaturierende
Detergenzien wird ihnen jedoch eine wichtige Rolle beim Abtragen zelluldrer Uberreste zuteil [60,
105, 107]. Im Rahmen unserer Untersuchungen erwies sich die Kombination aus Triton X und SD
(Protokoll B) im Vergleich zu den anderen Protokollen als nur schwach dezellularisierend. Dies steht
in einem starken Kontrast zu den Forschungsergebnissen von Kasimir et al., Rieder et al. und Yu et al.,
denen mit einer Kombination dieser beiden Detergenzien eine weitgehend vollstandige
Dezellularisation porciner Herzklappen gelang [103, 114, 130]. Kasimir et al. verglichen bereits 2003
die Wirksamkeit von SDS im Vergleich zu einer Kombination aus Triton X mit SD und konnten zeigen,
dass die Kombinationslésung mit einer Konzentration von jeweils 0,25% zu einer vollstandigen
Dezellularisation von porcinen Klappen fiihrte [103]. Es sei jedoch erwédhnt, dass diese Erkenntnis
lediglich mithilfe von optischen Verfahren gewonnen wurde, ohne die Durchfiihrung einer
DNA-Quantifikation. Rieder et al. konnten jedoch im Folgejahr zeigen, dass mit Kasimirs Protokoll
eine Neubesiedelung des dezellularisierten Gewebes moglich war [130]. Auch Yu et al.
dezellularisierten im Jahr 2013 porcine Aortenklappen mithilfe einer jeweils 0,25%igen Losung aus
Triton X und SD, sowie einer anschlieBenden Nuklease-Behandlung. Dabei konnten sie durch

DNA-Quantifizierung zeigen, dass die Klappen fast vollstandig dezellularisiert worden waren. Eine
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Eliminierung samtlicher DNA-Bestandteile gelang jedoch nicht [114]. Eine mogliche Erklarung fir
diese Divergenz zu unseren Ergebnissen kdnnte sein, dass diese Forschungsgruppen nicht mit

bovinen Perikarden, sondern mit porcinen Klappen arbeiteten.

Im Rahmen dieser Studie erschien SD im Vergleich zu SDS weniger potent in Bezug auf den
Dezellularisationserfolg. Dies steht in Kontrast zu den Ergebnissen von Konertz at al. und Erdbriigger
et al. Konertz et al. untersuchten 2005 die Wirkung von reinem SD (1,0%) und beschrieben die
vollstandige Dezellularisation porciner Klappen [125]. Wahrend bei der klinischen Anwendung
desselben Protokolls (Matrix P) durch Erdbriigger et al. und Konertz et al. zufriedenstellende
Ergebnisse beschrieben wurden, zeigte die retrospektive Analyse von Perri et al. eine hohe
Versagensrate beim Einsatz des Matrix P-Xenografts [116, 128, 165]. Unsere Ergebnisse, die auf eine
niedrige Effizienz von SD bei der Dezellularisation boviner Perikarde hinweisen, kdonnten einen

Erklarungsansatz fir dieses Versagen liefern.

Auch Triton X zeigte in Bezug auf den Dezellularisationserfolg keine zufriedenstellenden Ergebnisse.
Der mangelnde Dezellularisationserfolg war bei Kombination von Triton X mit SDS (Protokoll y) in
einem geringeren MalR zu beobachten als bei Kombination mit SD (Protokoll B). Eine ahnliche
Beobachtung machten auch Kim et al., bei der Untersuchung einer reinen Triton X-Losung (1,0%). Sie
konnten dabei feststellen, dass damit keine zufriedenstellende Dezellularisation moglich war [126].
Dies ist kongruent zu unseren Forschungsergebnissen, die darauf hinweisen, dass Triton X
moglicherweise nur dann nukledres Material abtragen kann, wenn dieses zuvor durch ein
denaturierendes Detergenz (wie z.B. SDS) aufgespalten wurde. Auch Grauss et al. untersuchten die
Wirkung von reinem Triton X, dabei konnten sie porcine Aortenklappen mithilfe einer 1,0%igen
Triton X-Losung vollstandig dezellularisieren. Es gilt jedoch zu erwdhnen, dass zusatzlich RNAse- und
DNAse-Lésungen verwendet wurden, und dass anschlieRend in der Aortenwand zelluldre Uberreste

detektierbar waren [108].

Betrachtet man die Tatsache, dass es im Rahmen dieser Forschungsarbeit sowohl mit einer
Kombination aus SDS und Triton X (HAy) als auch mit einer Kombination aus SDS und SD (VAa)
moglich war, bovines Perikard vollstdandig zu dezellularisieren, lasst dies die Vermutung zu, dass SDS
das potenteste der drei Detergenzien ist. Bei Analyse des &-Protokolls wird allerdings deutlich: SDS in
Reinform vermag das Perikard nur zu einem geringen Grad zu dezellularisieren, es verbleiben groRe
Mengen zelluldren Matetrials im Gewebe. Dariiber hinaus fiihrt eine Dezellularisation mit reinem SDS
zu einer starken Denaturierung der ECM. Die Kombination aus schwacher Dezellularisation und
gleichzeitig ausgepragter ECM-Schadigung lasst vermuten, dass SDS allein kein wirksames Detergenz
darstellt. Moglicherweise wird ein abtragendes ,Partnerdetergenz” bendtigt, um die zelluldren

Uberreste vollstindig aus dem Gewebe zu entfernen. Die ausgepragte Schadigung der ECM durch

74



Diskussion

reines SDS wurde zuvor bereits von mehreren Forschungsgruppen beschrieben [102-104]. Neu ist
jedoch, dass SDS in hoheren Konzentrationen nicht zu einer vollstandigeren Dezellularisation fiihrt.
Wahrend in der Literatur SDS haufig als potentes, aber aggressives Dezellularisationsdetergenz gilt,
deuten unsere Ergebnisse im Hinblick auf das Protokoll 6 darauf hin, dass die durch reines,
hoherdosiertes SDS erzeugte Denaturierung eine weitere Dezellularisation des Gewebes sogar
verhindert. Hinweise fiir diese Hypothese liefern uns sowohl die HE- als auch die DAPI-Farbung, in
denen die mit reinem SDS behandelten Perikarde an den Randern eine massive Gewebedestruktion
aufweisen, wahrend in der Mitte noch vollstéandige Kerne erkennbar sind. Auch die Abwesenheit von
Detritus weist darauf hin, dass kein oder nur wenig Dezellularisationslésung in diese Schichten
vorgedrungen war. Es ist bekannt, dass, um ein Eindringen der Detergenzien sowie das Abtragen von
zelluldren Uberresten zu erméglichen, die ECM zumindest in einem gewissen MaR ,aufgebrochen”
werden muss [78]. Eine Dezellularisation des Gewebes ohne eine Manipulation der ECM ist folglich
nicht moglich. Unsere Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass bei einer zu starken Manipulation
des Gewebes der Erfolg der Dezellularisation abnimmt. Dies steht in starkem Gegensatz zu den
Ergebnissen von Laio et al. aus dem Jahr 2008, laut denen sich SDS nur in einem geringen Mal$ auf
die ECM auswirkt [106]. In deren Abhandlung wird explizit darauf hingewiesen, dass
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der dezellularisierten Klappen denen von nativen
Klappen dhnelten — eine Beobachtung, die in starkem Kontrast zu unseren Versuchsergebnissen
steht. Kim et al. dezellularisierten ebenfalls porcine Klappen mit einer gering dosierten SDS-L6sung
(0,5%) fast vollstandig [126]. Dies lasst die Vermutung zu, dass SDS-Lésungen nur in niedriger Dosis
eine sinnvolle Option darstellen, da bei zu hohen Dosen die ECM-Schadigung liberwiegt. Ein weiteres
Indiz fur diese Hypothese liefert die Forschungsarbeit von Mallis et al. aus dem Jahr 2017: Sie
dezellularisierten porcines Perikard mit einer noch niedriger dosierten SDS-Lésung (0,05%) und
erreichten in einem 22-stiindigen Dezellularisationsprotokoll eine vollstidndige Entfernung der Zellen
aus dem Gewebe [127]. Dabei muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass lediglich
lichtmikroskopische Aufnahmen zur Beurteilung des Dezellularisationserfolges angewendet wurden,
im Gewebe verbliebener Detritus kann dabei nur schwer beurteilt werden. Auch Heuschkel et al.
verwendeten 2018 sehr niedrig dosiertes SDS (0,1%) bei der Dezellularisation boviner Perikarde. Sie
zeigten, dass im Rahmen einer 24-stiindigen Dezellularisation bovine Perikarde zu 77%
dezellularisiert werden konnten, jedoch unter Erhaltung einer weitgehend urspriinglichen ECM-
Struktur [117]. Dies konfligiert einerseits mit unserem Resultat, dass SDS in Reinform zu einer
ausgepragten Schadigung der ECM fuhrt. Gleichzeitig stimmen die Ergebnisse von Heuschkel insofern
mit unseren Ergebnissen Uberein, als dass eine reine SDS-Lésung nicht imstande ist, Perikard
vollstandig zu dezellularisieren. Die Tatsache, dass dies im Vergleich zu Heuschkel et al. im Rahmen

unserer Untersuchungen auch mit der zehnfachen SDS-Konzentration (1,0%) nicht gelang, legt nahe,
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dass SDS unabhangig von der Hohe der Konzentration keine vollstandige Gewebedezellularisation
bewirken kann, dass jedoch das Ausmald der ECM-Schadigung mit der Hohe der SDS-Konzentration
korreliert. Inwieweit die Schadigung der ECM mit der SDS-Konzentration zusammenhangt und ob SDS
in Reinform eine weitere Dezellularisation verhindert, konnte Kernfrage eines zukinftigen

Forschungsansatzes sein.

Bei Untersuchung der Eindringtiefen mithilfe der DAPI-Aufnahmen konnten wir feststellen, dass es
bei unvollstandig dezellularisierten Perikarden kein Nebeneinander von Detritus und Zellkernen gab.
Entweder es waren noch vollstindige, gut abgrenzbare Zellkerne erkennbar, oder es lag
ausschlieBlich Zellschutt vor. Basierend auf dieser Beobachtung muss moglicherweise die
Betrachtungsweise in Bezug auf die Eindringtiefen angepasst werden. Das alleinige Vorhandensein
von Detritus weist darauf hin, dass das Dezellularisationsdetergenz das Perikard vollstandig
durchdrungen hat und dabei samtliches nukledres Material aufgespalten hat. Die Tatsache, dass
diese Fragmente nach der Dezellularisation noch im Gewebe verblieben, konnte als Hinweis gedeutet
werden, dass ein Mangel an abtragenden Detergenzien vorlag. Daraus konnte die Schlussfolgerung
abgeleitet werden, dass nicht zu wenig denaturierende Detergenzien vorhanden waren, jedoch ein
Mangel an abtragenden Detergenzien vorlag. Ein weiteres Indiz fiir diese Hypothese ist, dass, neben
den oben beschriebenen 6-Protokollen, lediglich bei B-Protokollen, also bei einer Kombination von
Triton X und SD vollstandige Zellkerne im Gewebe verblieben waren. Dies zeigt erneut, dass SDS
offenbar in der Lage ist, die Zellkerne aufzuspalten, wahrend den Detergenzien SD und Triton X eher
eine ,abtragende” Rolle bei der Dezellularisation zukommt. Angesichts der Tatsache, dass im
Rahmen dieser Forschungsarbeit 4 Stunden unter konstantem Fluss und temporéarer
Ultraschallwirkung ausreichten, um bei samtlichen SDS-haltigen Protokollen eine Aufspaltung der
Zellkerne zu erreichen, lasst dies den moglichen Schluss zu, dass die SDS-Konzentration ausreichend
war, jedoch die Konzentration des abtragenden Detergenz zu gering war. Fir zukinftige
Forschungsansadtze bedeutet diese Erkenntnis, dass eine Konzentration von 0,5% SDS ausreicht,

wahrend bei Triton X und SD héhere Konzentrationen gewahlt werden sollten.

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit kam es bei der hochkonzentrierten SDS-L6sung (1,0%) auBerdem
zu einer deutlichen Abnahme der Zugfestigkeit. Mallis et al. untersuchten ebenfalls den Einfluss von
(deutlich niedriger dosiertem) SDS auf die Zugfestigkeit von perikardialem Gewebe. Sie konnten
dabei zeigen, dass durch die Behandlung mit 0,05%iger SDS-Losung die Zugfestigkeit porciner
Perikarde nur gering abnahm [127]. Daraus kdnnte die Schlussfolgerung abgeleitet werden, dass
niedrigdosierte SDS-Losungen die Zugfestigkeit von perikardialem Gewebe nur gering
beeintrachtigen. Fraglich ist dabei, inwiefern Unterschiede in der geweblichen Zusammensetzung der

Perikarde beim Schwein bzw. beim Rind einen Einfluss auf dieses Ergebnis haben [166]. Gauvin et al.
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konnten beziglich dieser Fragestellung zeigen, dass bovine Perikarde per se eine hohere
Zugfestigkeit aufweisen, sich jedoch beide Materialien fir die Produktion von Xenografts eignen

[167].

Im Rahmen unserer Studie zeigte sich insbesondere bei Beriicksichtigung der 6-Protokolle, dass die
strukturelle Schadigung des Gewebes mit einer starken Abnahme der Zugfestigkeit einhergeht. Die
enge Korrelation zwischen der strukturellen Beschaffenheit und den mechanischen Eigenschaften
eines Perikards wurde bereits mehrfach beschrieben [154, 168, 169]. Bei Analyse der von uns
durchgefiihrten Zugversuche fillt jedoch auch erneut die hohe Standardabweichung — wie
beispielsweise bei den HASN-Langsproben — auf. Diese lasst sich zum einen durch die niedrige
Probenzahl von n=4 erklaren, zum anderen ist sie ein Indikator fir eine mogliche Materialvariabilitat.
Ahnlich hohe Standardabweichungen finden sich auch bei anderen Studien, die sich mit den
mechanischen Eigenschaften von Perikarden befasst haben [164, 170-172]. Auffallend ist tGberdies
die aduBerst niedrige Standardabweichung bei den mit dem &-Protokoll dezellularisierten und
DNAse-nachbehandelten Proben. Dies weist darauf hin, dass die 1,0%ige SDS-Losung alle Proben in
einem ahnlichen MaR geschadigt und so auf ein dhnlich niedriges mechanisches Niveau gebracht hat.
Eine gleichartige Beobachtung in Bezug auf die Zugfestigkeit nach SDS-Behandlung wurde 2018 von
Choe et al. beschrieben. Ebenso beobachteten sie im Rahmen ihrer Studie die auch von uns erfasste
Dickenzunahme durch die SDS-Dezellularisation [171]. Die Zugversuche zeigen ferner, dass die
langsverlaufenden Zugversuchsproben im Schnitt eine deutlich héhere Zugfestigkeit aufweisen als
die querverlaufenden Proben. Dies deckt sich mit einer Vielzahl an Forschungsergebnissen [164, 166,
170, 171, 173, 174]. Neueste Forschungen weisen diesbeziiglich darauf hin, dass die
Kollagenfaserorientierung eine entscheidende Rolle in Bezug auf die Lebensdauer der Klappe spielt
und dass insbesondere dann, wenn der physiologische Fluss senkrecht zur Faserorientierung verlauft,

die Klappe zu einem schnelleren Versagen neigt [173].

Neben der Anpassung von Kombination und Konzentration der Dezellularisationsdetergenzien
missen sich zukiinftige Forschungsansatze auch jenen Problematiken widmen, die im Anschluss an
die vollstandige Dezellularisation erfolgen. Hierzu gehort neben der Sterilisation und Konservierung
des Gewebes auch die Entfernung von Detergenzieniliberresten, die — insbesondere bei SDS — durch
ihre Zytotoxizitdt dem Empfanger schaden und die Rezellularisation verhindern kénnen [175-178]. Es
obliegt der weiteren Forschung festzustellen, ob die in-vitro Repopulation der dezellularisierten
Gewebe eine Notwendigkeit sein wird, oder ob der Mensch den idealen Bioreaktor fiir diesen
Prozess darstellt [179, 180]. In jedem Fall muss zuvor gewahrleistet werden, dass das Gewebe die
notigen Eigenschaften flir diese Repopulation aufweist. Beziiglich der Rezellularisation von

Xenografts besteht derzeit noch eine widerspriichliche Studienlage. Wahrend es Kim et al. [126]
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gelang, SDS-dezellularisierte Schweineklappen mit Endothelzellen der Ziege zu rezellularisieren,
wiesen Rieder et al. darauf hin, dass das Potenzial zur Rezellularisation in einem starken MaR vom
Dezellularisationsdetergenz abhangt, wobei SDS eine schlechte Voraussetzung fir die
Rezellularisation darstellt [130]. Im Folgejahr konnten jedoch sowohl Wilcox et al. als auch Knight et
al. zeigen, dass es moglich war mit SDS dezellularisierte Schweineklappen sowohl mit
Schweinefibroblasten als auch mit humanen Progenitorzellen zu rezellularisieren [181, 182]. Es
verbleibt die Frage, ob die Hindernisse bei der Repopulation auf ein Verbleiben von toxischem SDS im
Gewebe zurlickzufiihren sind. Caamariio et al. untersuchten mit SDS dezellularisierte Rinderperikarde
und den Verbleib von SDS im Gewebe Uber die Waschgidnge hinaus. Zwar konnte die
SDS-Konzentration im bovinen Gewebe auf ein Minimum reduziert werden, eine vollstandige
Eliminierung war jedoch nicht moglich [183]. Analog hierzu zeigt auch die Arbeit von Cebotari et al.,
dass nach den Waschgdngen stets eine geringe Menge SDS im Gewebe verbleibt [177]. Dennoch
gelang im Anschluss an die Dezellularisation die Rezellularisation der porcinen Pulmonalklappen.
Dariber hinaus konnten sie zeigen, dass eine Kombination aus SD und SDS schneller aus dem
Gewebe eliminiert wird als SDS allein, ein weiterer Hinweis auf das synergistische Agieren dieser

beiden Detergenzien.

Zusammenfassend lassen sich aus unseren Resultaten mehrere Empfehlungen fiir zukinftige
Forschungsansatze ableiten. Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass insbesondere mit
Kombinationen aus SDS und Triton X sowie SDS und SD eine besonders effiziente und zugleich
schonende Dezellularisation ermdoglicht werden kann. SDS als alleiniges Detergenz erscheint zum
einen zu aggressiv, zum anderen wird die Effektivitdt durch ein Partnerdetergenz in besonderem
Malle gesteigert und das Gewebe gleichzeitig geschont. Wie die zweite Versuchsreihe aufRerdem
zeigte, muss eine gleichmaRige Umspulung der Perikarde gewahrleistet werden, um eine vollstandige
Dezellularisation in samtlichen perikardialen Arealen zu erzeugen. Zukiinftige
Dezellularisationsprotokolle sollten lberdies stets eine Nuklease-Behandlung beinhalten, da diese
ohne ausgepragte Schadigung der ECM den Dezellularisationserfolg auRerordentlich zu steigern
vermag. Die kritische Betrachtung dieser Studie zeigt, dass bei der Auswahl der Perikarde genauer
auf Art, Geschlecht, Alter und Haltungsbedingungen geachtet werden muss, um moglichst
homogenes Material fir die Herstellung von Xenografts zu gewinnen. Auferdem muss bei
zuklnftigen Forschungsansatzen der Einfluss der Temperatur sowohl bei der Dezellularisation als
auch im Rahmen einer Nuklease-Nachbehandlung genauer untersucht bzw. reguliert werden. Sind all
diese Faktoren reguliert, kann bovines Perikard in kurzer Zeit von samtlichem immunogenem
Material befreit werden und so ein ideales Material zur Herstellung einer langlebigen und

integrationsfahigen Klappe liefern.
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7 Zusammenfassung

In einer alternden Gesellschaft mit einer steigenden Zahl an Herzklappenerkrankungen
und -operationen stellt die Entwicklung langlebiger Klappenprothesen eine essenzielle Aufgabe fir
zukilinftige Forschungsvorhaben dar. Tissue-engineerte, dezellularisierte Xenografts stellen hierfir

eine vielversprechende Option dar.

Im Rahmen dieser Studie wurde untersucht, welche Konstellation aus Dezellularisationsdauer,
Konzentration der Dezellularisationslésungen sowie mechanischen und enzymatischen
Einflussfaktoren zu einer besonders effektiven und gleichzeitig schonenden Dezellularisation boviner
Perikarde fihrt. Wir verwendeten hierfiir jeweils 0,5%ige Kombinationslosungen aus SD/SDS,
SD/Triton X oder SDS/Triton X. Im Rahmen der zweiten Versuchsreihe wurde zusatzlich die
Anwendung einer 1,0%igen SDS-Losung untersucht. Es wurde aulRerdem eruiert, ob eine langere
Dezellularisationsdauer zu einer vollstandigeren Dezellularisation fihrt oder nicht und ob es dabei zu
einer Verschlechterung der geweblichen Eigenschaften kommen wiirde. Dariiber hinaus wurde der
Effekt einer anschlieBenden DNAse-Behandlung untersucht. Durch Verwendung zweier
verschiedener Versuchsaufbauten im Rahmen der ersten und zweiten Versuchsreihe konnte
aulRerdem der Einfluss der Dezellularisationsmechanik auf das Dezellularisationsergebnis eruiert
werden. Der Erfolg der Dezellularisation wurde anhand der Menge an verbliebenen Zellen in der
DAPI-Farbung beurteilt. Die Evaluation der Gewebebeschaffenheit erfolgte durch die HE- und
Pikro-Siriusrot-Farbung sowie durch die Zugversuche und die Rasterelektronenmikroskopie. Die
Dezellularisation galt dann als erfolgreich, wenn bei nur geringer Schadigung der ECM eine

vollsténdige Eliminierung zelluldrer Bestandteile aus dem Gewebe stattgefunden hatte.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass es sowohl mit einer Kombination von SDS und SD sowie einer
Kombination aus SDS und Triton X moglich ist bovine Perikarde vollstandig von zellularem Material zu
befreien. Hierbei hatte entgegen unserer Vermutungen eine langere Dezellularisationsdauer keinen
positiven Einfluss auf das Dezellularisationsergebnis. Eine Behandlung mit einer 1,0%igen, reinen
SDS-Losung fiihrte zu einer unvollstandigen Dezellularisation und einer massiven Gewebedestruktion
und -denaturierung. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass SDS nur mit einem Partnerdetergenz in
der Lage ist, Perikarde effektiv zu dezellularisieren. Dabei sollte bei zukinftigen
Dezellularisationsprotokollen eine vergleichsweise geringe SDS-Konzentration und eine hohere SD-
bzw. Triton X-Konzentration gewahlt werden, da SDS das aggressivste der untersuchten Detergenzien

darstellt.
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Unsere Resultate legen aulRerdem nahe, dass eine anschlieBende DNAse-Behandlung den Erfolg der
Dezellularisation bei nur geringfligiger Schadigung der perikardialen Kollagenstruktur erheblich
steigert. Die modifizierten mechanischen Bedingungen im Rahmen der zweiten Versuchsreihe
ermoglichten einen konstanten Fluss um die Perikarde herum, und lieRen ein gleichmaRiges

Umspiilen aller perikardialen Areale zu.

Die Ergebnisse der Studie sind ein Fortschritt auf dem Weg zum langlebigen Klappenersatz.
Nichtsdestotrotz bestehen bis zur Herstellung des idealen Xenografts und dessen komplikationsfreier
Implantation noch offene Problemstellungen. Im Rahmen zukinftiger Forschungsansatze ist es von
fundamentaler Wichtigkeit, den Fokus auf die Prazisierung der Dezellularisationsprotokolle in
Abhangigkeit vom Grundmaterial und eine strenge Auswahl desselbigen zu legen. Ferner sollte
wahrend der  Dezellularisation und der anschlieBenden DNAse-Behandlung eine
Temperaturregulation erfolgen, um diesen potenziellen Einflussfaktor noch besser kontrollieren zu

konnen.

Nur so besteht durch die prazise Feinabstimmung aller Dezellularisationsmodalitdten die Moglichkeit

einer schonenden und gleichwohl restlosen Dezellularisation.
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9 Anhang

9.1 Materialverzeichnis

Material

Artikel

Artikelnummer

Firma mit Adresse

Perikardaufbereitung und -weiterverarbeitung

OP-Tuch SecuDrape 45 x 75 cm 504572 Sengewald GmbH, Rohrdorf-
Abdecktuch Thansau, GER
Gaze Gazin Mullkompressen 10 x 10 18507 Lohmann & Rauscher GmbH &
cm Co. KG, Neuwied, GER
Hautstift Hautmarkerstift Standardspitze PS 3150 Purple surgical International,
Shenley, ENG
Eppendorf-Schraubdeckelglas Mikro-Schraubréhre 1,5 ml 72.692.005 Sarstedt AG&Co., Nimbrecht, GER
mini
(Formalinproben)
Eppendorf-Schraubdeckelglas Réhre 15 ml, 120 x 177mm 62.554.502 Sarstedt AG&Co., Nimbrecht, GER
klein
(Zugproben)
Eppendorf-Schraubdeckelglas R6hre 50 ml, 115 x 28mm 62.559.001 Sarstedt AG&Co., Niimbrecht, GER
groR (Aufbewahrung)
1x-Stanze (Nummerierung) 3,5 mm Acu-Punch, steril P450 Acuderm inc., Ft. Lauderdale, USA
Hautklammergerat Covidien Appose ULC 35 W 8886803712 Covidien llc, Mansfield, MA, USA
Surgical Skin Stapler
Nahtmaterial Ethicon Prolene 5-0 8523H Ethicon Prolene 5-0, Johnson &
Johnson Medical Medical GmbH
Ethicon Germany, Norderstedt, GER
Einbettkassetten Embedding Cassettes 9.160 844 Lab Logistics Group GmbH,

Meckenheim, GER

Skalpell Feather Disposable Scalpel No. 02.001.30.023 Feather Safety Razor Co., Ltd.
23 ,Osaka, JPN
Objekttrager Thermo SCIENTIFIC, Superfrost J3800AMNZ Gerhard Menzel GmbH,
Ultra Plus® Braunschweig, GER
Deckglaschen Deckglaschen 24 x 50 mm 1871 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER
Petrischalen quadratisch Petrischale, quadratisch, 120 x 688102 Greiner bio-one, Kremsmuinster,
120x 17 mm AUS
Transferpipette Transferpipette 3,5 ml, steril, 861171001 Sarstedt GmbH, Nimbrecht, GER
einzeln verp.
El. Pipette (Pipetboy) Pipetboy Sterilfilter 153015 Integra Bioscience GmbH, Fernwald,
GER
Pipette CELLSTAR 760180 Greiner bio-one, Kremsmuinster,

AUS

Mikrotomklingen

Feather Microtome Blade

02.075.00.000

Feather Safety Razor Co., Ltd.,
Osaka, JPN

Probenhalter REM-Probe Stiftprobenteller fiir Zeiss mit 8 G301z neolab Migge GmbH, Heidelberg,
mm Stift GER
Klebeflache REM-Probe PLANO-Leit-Tabs je 12 mm G3347 neolab Migge GmbH, Heidelberg,
GER
Handschuhe (blau) Vasco® Nitril blue 9209825 B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

GER

Dezellularisation

Schraubdeckelglas Schott Duran 1000 ml 10081920 DWK Life Sciences GmbH,
Wertheim/Main, GER

Becherglas VITLAB 3000 ml 484941 VITLAB GmbH, Grossostheim, GER

Parafilm zum Abdichten Parafilm M Laboratory Film WI 54956 Bemis Flexible Packaging, Neenah,

W1, USA
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Gerate
Stanze fiir Zugversuchsproben Bent-Lever Cutting D0O725974 Zwick GmbH & Co. KG, Ulm, GER
Dickenmessgeréat Mitutuyo Absolute Digimatic ID-C112CXB Mitutoyo Deutschland GmbH,
Messuhr Neuss, GER
Aquariumpumpe EDEN 155 Typ T3 Aquarienpumpe, 57231 PfG GmbH, Horstel, GER
4200 I/h, 230V, 80W
Mikrotom Schlittenmikrotom HM 400 R 21031 Microm International GmbH,
Walldorf, GER
Wasserbad MEDAX WB 24, Paraffinstreckbad 24900 MEDAX GmbH & Co. KG,
far Mikrotom Neumdunster, GER
Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner USC600T 142-0090 VWR International GmbH,
Darmstadt, GER
Warmeschrank Warmeschrank WTC 1511530000202 Binder, Tuttlingen, GER
Zugmaschine Zwick/Roell 2.5 659745 Zwick GmbH & Co. KG, Ulm, GER
Sputter Sputter Coater SCD 050 L106975 BAL-TEC GmbH, Schalksmiihle, GER
Kritisch-Punkt-Trockner Critical Point Dryer CDP 030 L701431 BAL-TEC GmbH, Schalksmiihle, GER
Lichtmikroskop Leica DMR 020-525.024 Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, GER
Rasterelektronenmikroskop Zeiss EVO LS10 10-11-80 Carl Zeiss AG, Oberkochen, GER
Immunfluoreszenzmikroskop AxioObserver, 176045 Carl Zeiss AG, Oberkochen, GER
Schittelschrank Inkubationshaube TH15 6161000 Edmund Bihler GmbH,
Bodelshausen, GER
Waage KERN EW 6000-1M 027580515 Kern & Sohn GmbH, Balingen, GER
Feinwaage KERN 770 -13 90608875 Kern & Sohn GmbH, Balingen, GER
Detergenzien
PBS PBS Dulbecco w/o CA” Instamed L 182-50 Biochrom GmbH, Berlin, GER
9,55g/L (mit Ampuwa)
Aqua dest. Ampuwa Spllésung Aqua ad 1080181 Fresenius Kabi AG, Bad Homburg,
iniectabilia GER
Formalinlésung Roti-Histofix 4% P 087.3 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER
DAPI-L6sung 4',6-Diamidino-2-phenylindole D9542-5MG Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
dihydrochloride C=0,1pug/ml in PBS Taufkirchen, GER
SD Sodium-Desoxycholat 30970 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, GER
SDS Sodium-Dodecyl-Sulfat 299,5%, 0183.3 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Blotting-Grade GER
Triton X tert-octylphenyl-polyoxyethylen 510400 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, GER
DNAse Worthington Biochemical LS002138 Worthington Biochemical
Corporation DEOXYRIBONUCLEASE Corporation, Fisher Scientific
125MG Company L.L.C, Hampton, New
Hampshire, USA
Tris-Cl TRIS-Hydrochlorid >99% 9090.2 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER
Mg-Cl Magnesiumchlorid, 98,5%, KK36.1 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER
wasserfrei
Glycerin Glycerin ROTIPURAN 99,5% 37832 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER
Glutaraldehyd fur Fix-lI Glutaraldehyd, 25 Gew. % G400-4 Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
GER
Flachendesinfektion Fermacidal D2, Desinfektionsmittel N24040 DROL, Laborgerate Reichertshausen,
flr Flachen und Gegenstande GER
Farbungen und Alkoholreihen
Xylol Roti®-Histol fiir die Histologie, 6640.4 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
GER
Aceton Aceton 99,5% zur Synthese 5025.1 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER
Ethanol 30% Apotheke Klinikum GroRhadern
Ethanol 50% Apotheke Klinikum GroRhadern
Ethanol 70% Apotheke Klinikum GroRhadern
Ethanol 96% Apotheke Klinikum GroRhadern
Ethanol 99 % Apotheke Klinikum GroRhadern
Ethanol 100% EMSURE Ethanol absolute for 200-578-6 Merck KGaA, Darmstadt, GER

analysis
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Hamalaun Mayer’s Himalaunlosung HX86014349 Merck KGaA, Darmstadt, GER

Eosin Eosin Y Losung alkoholisch HT110116 Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
GER

Weigerts Eisenhdmatoxylin Weigert Stammlésung A 10225A.01000 MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am

(je Aund B zu 50%)

Main, GER

Weigert Stammlésung B

10225B.01000

MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am
Main, GER

Essigsaure 30%

Essigsaure 30%

13428.01000

MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am
Main, GER

Essigsdure 1 %

Essigsaure 30%, mit Aqua dest.
verdiinnt

13428.01000

MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am
Main, GER

Isopropanol (2-Propanol)

2-Propanol ROTIPURAN

6752.4

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER

Safron du Gateis

Safron du Gatinais

10369.01000

MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am
Main, GER

Phosphorwolframsaure 5%

Phosphorwolframsaure 5%

10324.02500

MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am
Main, GER

Brilliant-Crocein-Saurefuchsin Brilliant-Crocein-Saurefuchsin 10156.01000 MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am
Main, GER

Natriumthiosulfat Natriumthiosulfat 5% 10288.010 MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am
Main, GER

Eisen (lll)-Chlorid-Losung Eisen (lll)-Chlorid 2% 12019.01000 MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am

Main, GER

Alkalischer Alkohol

Alkalischer Alkohol mit Ammoniak
(90/10)

10132.01000

MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am
Main, GER

Alcianblau 1%

Alcianblau 1% (pH 2,0 mit
Essigsaure)

10126.01000

MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am
Main, GER

Pikrosiriusrot

Pikro-Siriusrot-Losung

13422.01000

MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am
Main, GER

Pentachrom Movat Pentachrom (Original) 12057 MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am
Main, GER
Sudanschwarz (fir DAPI-Farbung) | Sudanschwarz B (C.I. 26150) fir die | 0292.1 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Mikroskopie GER
Eindeckmedium LiMi Leica CV MOUNT 14046430011 Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, GER
Eindeckmedium DAPI Ibidi Mounting Medium for 50001 Ibidi GmbH, Martinsried, GER
fluorescence mikroskopy
Computerprogramme
Axio Vision AxioVision Rel. 4.8 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
GER
Imagel Image J 1.51f (Rasband, W.S., ImageJ, U. S.

National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA,
https://imagej.nih.gov/ij/, 1997-
2016

Leica-Programm

LAS EZ Version 3.4.0

Leica Camera AG, Wetzlar, GER

REM-Programm

SmartSEM V05.04.03.00

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
GER

Zugversuchsprogramm

TestXpert V11.02

Zwick GmbH & Co. KG, Ulm, GER
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9.2 Farbeprotokolle in Einzelschritten

HE-Farbung
Schritt Losung Dauer Vorgang
1. Xylol 15 min Entparaffinieren
2. Xylol 15 min Entparaffinieren
3. Ethanol 100% 5 min Wadssern
4. Ethanol 100% 5 min Wadssern
5. Ethanol 96% 5 min Waissern
6. Ethanol 96% 5 min Waissern
7. Ethanol 70% 5 min Wadssern
8. Ethanol 70% 5 min Wadssern
9. Aqua dest. 10 sek flieBend Spulen
10. Hamalaun 5 min Farben
11. Aqua nondest 10 sek flieBend Spilen
12. Aqua nondest 10 min Blduen
13. Ethanol 70% 3x tauchen Kldren
14. Eosin 2 min Farben
15. Aqua nondest. 2x tauchen Kldren
16. Ethanol 70% 4x tauchen Entwdssern
17. Ethanol 96% 10x tauchen Entwadssern
18. Ethanol 100% 5 min Entwdassern
19. Ethanol 100% 5 min Entwdassern
20. Xylol 3x tauchen Entwdassern
21. Eindeckmedium Konservieren
87 min Gesamtdauer
Pentachrom-Farbung
Schritt Losung Dauer Vorgang
1. Xylol 5 min Entparaffinieren
2. Xylol 5 min Entparaffinieren
3. Ethanol 96% 2 min Wassern
4, Ethanol 80% 2 min Wadssern
5. Ethanol 70% 2 min Waissern
6. Ethanol 60% 2 min Waissern
7. Aqua dest. 2 min Wadssern
8. Alcianblau 1% 12 min Farben
9. Aqua nondest. 5 min flieRend Spilen
10. Alkalischer Alkohol 60 min Differenzieren
11. Aqua nondest. 10 min flieRend Farben
12. Weigerts Eisenhdmatoxylin 10 min Kerne farben
13. Aqua dest. 1 min Spilen
14. Eisen (lll)-Chlorid-Losung 3 min Farben?
15. Aqua dest. 1 min Spilen
16. Natriumthiosulfat 1 min Farben
17. Aqua dest. 1 min Spulen
18. Aqua nondest 15 min flieRend Farben
19. Brilliant-Crocein-Saurefuchsin 10 min Zellplasma farben
20. Essigsaure 1% 30 sek Differenzieren
21. Phosphorwolframsaure 5% 20 min Beizen
22. Essigsaure 1% 2 min Differenzieren
23. Ethanol 99% 1 min Entwassern
24, Ethanol 99% 6 min Gewebe farben
25. Safron du Gateis 6 min Gewebe farben
26. Ethanol 99% 2 min Entwdssern
27. Ethanol 99% 2 min Entwassern
28. Isopropanol (2-Propanol) 2 min Entwdssern
29. Xylol 5 min Entwassern
30. Xylol 5 min Entwassern
31. Eindeckmedium Konservieren

205,5 min Gesamtdauer

93




Anhang

Pikro-Siriusrot-Farbung

Schritt LOosung Dauer Vorgang
1. Xylol 10 min Entparaffinieren
2. Xylol 10 min Entparaffinieren
3. Ethanol 96% 4 min Wadssern
4. Ethanol 80% 4 min Wassern
5. Ethanol 70% 4 min Wassern
6. Ethanol 60% 4 min Wadssern
7. Aqua nondest. 4 min Wassern
8. Weigerts Eisenhdmatoxylin 8 min Farben
9. Aqua dest. 5 sek. Spilen
10. Aqua nondest 10 min Blauen
11. Aqua dest. 1 min Spllen
12. Pikro-Siriusrot 60 min Farben
13. Essigsaure 30% 1 min Spilen
14, Essigsaure 30% 1 min Spilen
15. Ethanol 80% 4 min Entwdssern
16. Ethanol 80% 4 min Entwdssern
17. Isopropanol (2-Propanol) 4 min Entwassern
18. Xylol 10 min Entwdssern
19. Xylol 10 min Entwdssern
20. Eindeckmedium Konservieren
153 min Gesamtdauer
DAPI-Farbung
Schritt Losung Dauer Vorgang
1. Xylol 15 min Entparaffinieren
2. Xylol 15 min Entparaffinieren
3. Ethanol 100% 5 min Wassern
4. Ethanol 100% 5 min Wassern
5. Ethanol 96% 5 min Wassern
6. Ethanol 96% 5 min Wassern
7. Ethanol 70% 5 min Wadssern
8. Ethanol 70% 5 min Wadssern
9. Aqua dest. 3 min Waissern
10. Aqua dest. 3 min Wadssern
11. PBS 3 min Wadssern
12. PBS 3 min Wadssern
13. DAPI-Losung 5 min im Dunkeln Farben
14, PBS 5 min Spilen
15. PBS 5 min Spulen
16. Sudanschwarz 2 min Hintergrund schwérzen
17. Aqua dest. 5 min Spulen
18. Aqua dest. 5 min Spilen
19. Eindeckmedium Konservieren
99 min Gesamtdauer
Probenvorbereitung Rasterelektronenmikroskopie
Schritt Losung Dauer Vorgang
1. 100 ml Ethanol 30% 10 min Entwassern
2. + 100 ml Ethanol 50% = 200 ml 10 min Entwdssern
3. 100 ml der Losung ablassen = 100 ml
4, +100 ml Ethanol 70% = 200 ml | 10 min | Entwissern
5. 100 ml der Losung ablassen = 100 ml
6. +100 ml Ethanol 96% = 200 ml I 10 min I Entwéssern
7. 100 ml der Losung ablassen = 100 ml
8. +100 ml Ethanol 96% = 200 ml | 10 min | Entwéssern
9. Transport in gekihltem (-20°C) Ethanol 100%

50 min Gesamtdauer
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9.3 Medienzusammensetzung

Medienzusammensetzung

Medium Reagenzien Dosierung

Fix-Il-Losung Ampuwa (Aqua dest.) 456 ml

500 ml Glutaraldehyd (25%ig) 43,5 ml
HCL (1N) 0,75 ml
Na-CaCO 5,65g

Mayer’s Hamalaunlésung (1:4) Hamalaun 50 ml

200 ml PBS 150 ml

DNAse-Stocklésung 50 ml Glycerin 50% 25 ml

(wird bei Verwendung 100-fach verdiinnt) Tris-Cl (400 mM) 2,5ml
Mg-Cl (100 mM) 0,5 ml
Aqua dest. 22 ml
DNAse Insg. 150.000 U (3000 U/ml)
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9.4 Referenzbilder

Referenzbild HE-Farbung Innenrand

Punktzahl

Erlduterung

4 Punkte

Rand durchgangig und
glatt

Probe: HABIN

2 Punkte

Rand erkennbar aber
nicht durchgangig

Probe: HAy2

0 Punkte

Rand nicht
durchgangig,
Innenrand nicht
identifizierbar

Probe: HBB81D
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Referenzbild HE- Farbung Gesamtstruktur

Punktzahl

Erlduterung

4 Punkte

Gewebestruktur
gleichmaRig,
Faserverlauf
regelmalig

Probe: HAy1N

3 Punkte

GleichmaRige und
ungleichmaRige
Bereiche erkennbar,
gleichmaRige Struktur
liberwiegend

Probe: HAy1

2 Punkte

gleichmaRige und
ungleichmalige
Bereiche in dhnlichen
Mengen erkennbar

Probe:HBy3
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Referenzbild HE-Farbung Gesamtstruktur

Punktzahl

Erlduterung

1 Punkt

GleichmaRige und
ungleichmaRige
Bereiche erkennbar,
ungleichmaRige
Struktur
liberwiegend

Probe: HBB3D

0 Punkte

Keinerlei bzw. kaum
gleichmaRige
Struktur erkennbar

Probe:HBB4D
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Referenzbild Pentachrom-Farbung

Punktzahl

Erlduterung

4 Punkte

Rotfarbung
liberwiegend

Probe: X-HAa3N

2 Punkte

Rotfarbung
erkennbar, aber nicht
Uberwiegend

Probe: HAy3

0 Punkte

Keinerlei bzw. kaum
Rotfarbung
erkennbar

Probe:HB&62N
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