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2. KURZZUSAMMENFASSUNG

Das Vorkommen von kardiovaskularen Erkrankungen und der damit einhergehende
Bedarf an Prothesen flr Arterien und Herzklappen ist in den vergangenen Jahrzehnten
deutlich gestiegen. Zur Verbesserung der klassischen kinstlichen und biologischen
Prothesen in der Herzchirurgie wird zunehmend die Methode des ,Tissue engineering”
angewendet. Dies ist die kinstliche Erstellung oder Modifikation von biologischem
Gewebe zur Herstellung einer langlebigen Prothese. Ein moglicher Schritt ist dabei eine
Entfernung aller zellularen Komponenten und Antigene von biologischen Geweben
mithilfe einer Dezellularisation (DZ). Die vollstandige DZ von Herzklappen und Arterien
mit gleichzeitiger Erhaltung des Gewebes stellt dabei noch eine Herausforderung dar. Im
Rahmen dieser Studie wurden deshalb publizierte DZ-Verfahren reproduziert und auf
ihre Wirksamkeit getestet. Daraufhin wurden ausgewdhlte physikalische und
prozedurale Methoden zur Optimierung der DZ angewandt und die publizierten
Protokolle systematisch verbessert, mit dem Ziel die DZ von vaskuldrem Gewebe

insgesamt zu verbessern.

Insgesamt fand eine DZ von 60 porzinen Pulmonalarterien mithilfe vier verschiedener in
der Literatur publizierter, detergenzien-basierter Protokolle statt, welche nach
Begutachtung modifiziert wurden. Zu den verbessernden Techniken gehorte die
Verwendung von Ultraschall, Temperaturveranderungen und die zyklische DZ mittels
intermittierenden Waschvorgangen. Zusatzlich dazu wurden zwei neue DZ-Methoden
miteinander verglichen. Zum einen erfolgte die DZ der Arterien in einem
kontinuierlichen Fluss der Detergenzienlésung, zum anderen wurden die Proben mit
einer perfusions-basierten Technik intraluminal mit der Flissigkeit durchstromt. Zum
Abschluss der Modifikationen schloss sich zusatzlich eine Enzymbehandlung mit DNase
und a-Galaktosidase an. Um die Zellfreiheit der Arterien nachzuweisen erfolgte eine
Farbung des Gewebes mit 4°,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) und Hamatoxylin-Eosin
(H&E). Die Extrazellularmatrix (EZM), die das Grundgerist des Gewebes bildet, konnte
in den Farbungen Movat's Pentachrom, Pikro-Siriusrot sowie der
Rasterelektronenmikroskopie beurteilt werden. AuBerdem stellte die quantitative

Messung der verbleibenden DNA und Glykosaminoglykane den Erfolg der
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Dezellularisation und den Erhalt der EZM dar. AbschlieRend wurden Zugversuche

durchgefiihrt, um die Elastizitat und Zugfestigkeit des Gewebes zu testen.

Die Anwendung der publizierten Protokolle zeigte, dass keines der Verfahren eine
vollstandige Zellfreiheit des Gewebes erzielen konnte. Dies bewies die schwierige
Reproduzierbarkeit dieser Verfahren und die Notwendigkeit von Optimierungen. Die
anschlieend genutzten physikalischen und prozeduralen Methoden, wie zyklische und
zirkulierende DZ, Ultraschallbehandlung und Temperaturveranderungen, fihrtenin allen
verwendeten Protokollen schlieBlich zu einer signifikant verbesserten Zellfreiheit mit
gleichzeitiger Erhaltung des Gewebes. Der Erfolg der DZ war insbesondere nach der
Enzymbehandlung sichtbar, bei der sich eine hdéchst signifikante Zunahme der
Eindringtiefe der Detergenzien um durchschnittlich 76,10 + 20,21 % (p<0,001) im
Vergleich zum Originalprotokoll zeigte. Dies bestatigte auch die deutliche Reduktion des
DNA-Gehaltes um 63,91 + 16,11 % (p<0,001) im Vergleich zur Nativprobe. Im direkten
Vergleich war die kontinuierliche zirkulierende Strémung der DZ-Losung der perfusions-
basierten DZ Uberlegen. Trotz verbesserter Effektivitat konnte die EZM in den meisten
Proben mit den Modifikationen gut erhalten bleiben. In manchen Proben zeigte sich
allerdings auch eine geringe Reduktion der Grundsubstanz, des Kollagen Typ Ill sowie
des Glykosaminoglykan-Gehaltes, weshalb von einer gewissen Schadigung der EZM
durch die DZ ausgegangen werden muss. Grundsatzlich verminderte sich allerdings die
Aggressivitat der Protokolle durch die Reduktion der Einwirkzeit und Konzentrationen

der Detergenzien schrittweise, wodurch die EZM letztendlich besser erhalten blieb.

Zusammenfassend demonstriert diese Studie die universelle Anwendbarkeit der neu
etablierten Methoden, besonders die kontinuierliche Stromung der Detergenzien,
Ultraschallbehandlung und intermittierende Waschzyklen, auf unterschiedliche Dz-
Verfahren. In allen Modifikationen konnten Verbesserungen der Originalprozedur
bewiesen werden. Die Kombination aus Detergenzien und Enzymen im kontinuierlichen
Fluss mit intermittierenden Ultraschall-Behandlungen und Waschzyklen kann besonders
empfohlen werden. So konnte die Erstellung von Prothesen fiir Arterien und
Herzklappen moglich sein, die die biologischen und mechanischen Eigenschaften des

kardiovaskuldaren Systems beibehalten.
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ABKURZUNG BEDEUTUNG

Agua dest. Agua destillata

CO2 Kohlenstoffdioxid

DAPI 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol
DB Detergenzienbehandlung
DNA Desoxyribonukleinsdure
dsDNA doppelstrangige DNA

Dz Dezellularisation

EB Enzymbehandlung

EZM Extrazellularmatrix

GAG Glykosaminoglykane
H&E Hamatoxylin-Eosin

HK Herzklappen

MP Modifiziertes Protokoll
MPC Movat’s-Pentachrom
NaCl Natriumchlorid-Lésung
Nr. Nummer

oP Originalprotokoll

PA Pulmonalarterie

PBS Phosphat gepufferte Salzlosung
PS Pikro-Siriusrot

REM Rasterelektronenmikroskop
RT Raumtemperatur

SD Natriumdeoxycholat

SD Protokoll 2

SDS Natriumdodecylsulfat
SDS/SD Protokoll 1

TE Tissue Engineering
TX/SD Protokoll 4

TX/SDS Protokoll 3

v.a. vor allem

a-Gal a-Galaktosidase

Die Benennung der Einheiten erfolgte gemald des SI- Systems.



4. EINLEITUNG

4.1 Anatomie und Physiologie des kardiovaskuldren Systems

Das menschliche Herz lasst sich in vier Bereiche, den rechten und linken Vorhof (Atrium),

sowie die rechte und linke Kammer (Ventrikel) aufteilen. Das Blut flieSt nacheinander

durch diese Abschnitte und passiert dabei

vier Herzklappen. Davon sitzen zwei am

Ubergang zwischen Kammer und Vorhof und zwei zwischen Ventrikel und Kérper- bzw.

Lungenkreislauf und verbinden so die zwei grofRen Kreislaufsysteme des Korpers.

Zwischen Atrium und Ventrikel befinden sich die Segelklappen: Auf der rechten Seite des

Herzens befindet sich die Trikuspidalklappe,

welche aus drei Segeln aufgebaut ist und

auf der linken Seite die aus zwei Segeln bestehende Mitralklappe. Die Segel lagern sich

mit der Kontraktion der Ventrikel aufgrund des Blutstroms aneinander an und

verhindern so den Rickfluss von Blut in die Vorhofe wahrend der Systole. Die

Taschenklappen bilden den Ubergang zu den Blutkreisldufen. Dabei sitzt die

Pulmonalklappe zwischen rechtem Ventrikel und der Pulmonalarterie und die

Aortenklappe am Ubergang vom linken Ventrikel zur Aorta. Die Taschenklappen

bestehen aus drei halbomondférmigen Taschen und vermeiden einen Riickstrom des

Blutes wahrend der Diastole des Herzens. [1,

2,3,4]
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septalis
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Valva atrioventri-
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Abbildung 4.1: Anatomische Darstellung des Herzens A:

Binnenrdume des rechten Herzens mit Darstellung von

Trikuspidalklappe und Pulmonalklappe; B: Binnenrdume des linken Herzens mit Prdsentation von Mitralklappe und

Aortenklappe [5].
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Alle Klappen sind von Bindegewebe und Faserringen (Herzskelett) umgeben und werden
somit stabilisiert. Des Weiteren wird so eine Isolationsschicht gebildet, mit der sich die
elektrischen Reize kontrolliert nur Uber das Leitungssystem des Herzens ausbreiten

konnen. [3]

Histologisch besteht das Herz hauptsachlich aus Kardiomyozyten und Bindegewebe. Das
Herzskelett wird aus dichtem Bindegewebe und elastischen Fasern gebildet [1, 6]. Alle
anderen Abschnitte des Herzens und der GefdaBe haben einen dreischichtigen
Wandaufbau gemein. Die Tunica intima, welche am Herzen das Endokard darstellt, die
Tunica media, welche dem Myokard entspricht und die Tunica adventitia/ externa, das
Epikard [6, 7]. Die Tunica intima oder das Endokard ist eine Schicht aus Endothel und
Bindegewebe und kleidet alle Herzinnenflachen und Arterien aus. Die Intima besteht aus
einer Endothelschicht, bei der flache Endothelzellen auf der Basallamina eine Barriere
bilden und somit die Immigration von Blutzellen regulieren und Thromben verhindern.
Eine glatte einschichtige Lage aus Endothelzellen an der Innenseite soll fiir einen
reibungsarmen Blutfluss sorgen. Das Stratum subendotheliale enthalt kaum Zellen und
besteht vor allem Extrazelluldrmatrix. Die Membrana elastica interna ist die dritte
Schicht der Intima und hauptsachlich von elastischen Fasern durchzogen. [2, 6] Das
Endokard enthalt keine GefalRe und wird nur vom umgebenden Blutfluss und den
subendothelialen Gefdllen versorgt. Das Myokard bildet den dicken Herzmuskel und
auch an den Arterien ist die Tunica media die breiteste Schicht der Wand. Sie wird aus
den Herzmuskelzellen, den Myozyten gebildet, welche sich in zusammenhangenden
Ketten durch Ventrikel und Vorhofe ziehen [6]. Sie sind fur die Umsetzung der
elektrischen Erregungen und die koordinierte Muskelkontraktion zustdandig [8]. Eine
Besonderheit der herznahen Gefil3e ist ein vermehrtes Vorkommen von elastischen
Fasern in der Tunica media [9, 10]. Dadurch entsteht die ,Windkesselfunktion” dieser
Arterien, welche die von Herzen erzeugte Energie wahrend der Systole speichert und die
Druckunterschiede im Kreislauf zwischen Systole und Diastole verringert [10]. Am
Ubergang zur Tunica adventitia oder dem Epikard befindet sich die Membrana elastica
externa, welche auch aufgrund einer hohen Menge an elastischen Fasern zur
besonderen Elastizitat der groBen Arterien und des Myokards fiihrt. Das Epikard/Die
Tunica adventitia bildet die duBerste Schicht und bereits einen Teil des Perikards. Das

dort vorliegende einschichtige Plattenepithel sorgt fir eine reibungsarme Oberflache [6,
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9]. Sonst besteht das Epikard/ die Adventitia aus dichten elastischen und kollagenen
Fasern, durchzogen von BlutgefdRen und vegetativen Nervenfasern. Durch sie werden

die Arterien in ihrer Umgebung fixiert [6].

Die Herzklappen werden durch Duplikaturen des Endokards ohne zusatzliches Gewebe
oder GefaRe gebildet, wodurch sie sehr diinn und zart sind [3]. lhr Aufbau kann weiter
auf drei Schichten aufgeteilt werden: Die Spongiosa, die Fibrosa und die Ventrikularis.
Die Spongiosa ist auf der Seite des Atriums oder der Arterie und ist charakterisiert durch
einen hohen Anteil an Proteoglykanen (Glykosaminoglykanen). Die Fibrosa ist ein Teil
des Herzskeletts und deshalb bestehend aus dichtem Kollagen. Die Ventrikularis ist
jeweils auf der Seite des Ventrikels und enthdlt elastische Fasern und eine
Endothelschicht [3, 11]. Sie werden direkt durch den vorbeiflieRenden Blutstrom mit
Nahrstoffen versorgt. Aufgrund ihrer sonst eingeschrankten Versorgung von Blut,
konnen Erreger wie Bakterien jedoch nur langsam abtransportiert werden und
Immunzellen schlecht einwandern [12]. Dies beglinstigt die Entwicklung von
Entziindungen der Herzinnenhaut, sogenannten Endokarditiden, die zu Klappen-

schadigungen fiihren kdnnen [13].

- Basalmembran e e P e mT I s ]

Tunica | . ~ g S - =
interna |BEiemse i s S e Tl e

Membrana = e
elastica interna

— | Tunicamedia = — s me=

Membrana e
elastica externa

BlutgefiRe _' i ~ = =
in der Adventitia % 5 Pl e = 5
{Vasa vasorum) S SR R Sy e

Tunica externa = ,i_ ; ——— :‘ —
(adventitia) =+ o = — o

Abbildung 4.2: Aufbau und Histologie der Arterien A: Schematischer Aufbau einer Arterie: Hier zeigt sich
die beschriebene Dreischichtung der Arterienwand am Beispiel einer Arterie vom muskuldren Typ. Die
Dreischichtung und unterschiedliche Dicke der einzelnen Schichten bewirkt die besonderen
biomechanischen Eigenschaften der Arterien [14]. B: Darstellung einer Aortenwand in der H&E- Farbung
(©PathoPic): In diesem Bereich dominiert besonders die breite Tunica Media das Bild. Zwischen den
regelmaRig angeordneten elastischen Lamellen befinden sich eosinophile glatte Muskelzellen. Die Intima
(1), mit einem Saum von flachen Endothelzellen an der luminalen Seite der Arterie, ist sehr schmal [15]. Die
Adventitia (3), am unteren Rand des Bildes, zeigt eine Zunahme von Bindegewebe und weniger breite
Muskelzellen, wodurch die dunklen Zellkerne dichter beieinander sind.
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4.2 Pathologie von Herzklappenerkrankungen

Aufgrund der hohen Beanspruchung und dem komplexen Aufbau dieser Gewebe sind
Defekte an den Herzklappen (HK) oder herznahen GefaRen haufig [16]. Sie kbnnen
angeboren oder erworben sein, wobei die erworbenen Herzklappenerkrankungen eine
hohere Pravalenz haben [17]. Herzklappendefekte lassen sich weiter in Stenosen oder
Insuffizienzen unterteilen. Stenosen bezeichnen eine unvollstindige Offnung der
Klappen, welche durch einen verminderten Strom des Blutes zu einem erhohten
pravalvuldren Druck flihren [18]. Sie entstehen meist durch entzlindliche Erkrankungen
oder degenerative Veranderungen wie Kalzifizierungen [19]. Eine Besonderheit stellt
dabei die Pulmonalklappenstenose dar, die meist angeboren ist, beispielsweise im
Rahmen einer Fallot’schen Tetralogie. Sie macht etwa 6-7 % der kindlichen Herzfehler

aus [20].

Insuffizienzen hingegen fihren zu einem inkompletten Verschluss der Klappe, der einen
standigen Rickfluss und erhohte Volumenbelastung pravalvular zur Folge hat [18].
Ausgelost werden diese meist durch Endokarditiden oder strukturelle
Bindegewebserkrankungen [12]. Dadurch werden die HK-Segel steifer, kleiner oder
instabiler und kdnnen somit nicht mehr vollstandig schlieRen [19, 21]. Oft zeigen sich

auch Kombinationen aus Stenose und Insuffizienz an einer HK [22].

Viele Herzklappendefekte sind asymptomatisch und bedirfen oft keiner Therapie [23].
Besteht allerdings, auch bei asymptomatischen Patienten, die Indikation zur
Behandlung, ist die beste Methode meist die Reparatur der Klappe [24]. Beispielsweise
istim Falle einer Mitralklappeninsuffizienz eine Rekonstruktion mittels Anuloplastie oder
auch minimal-invasiv mittels ,,MitraClip” moglich [25, 26]. Wenn eine Reparatur jedoch
nicht machbar ist, kann die effektivste Methode der Ersatz durch eine Prothese sein [19,
24]. Insgesamt steigt die Anzahl der HK-Eingriffe jahrlich an [16]. 2019 wurden insgesamt
32.291 Herzklappen implantiert. 7.905 Klappen davon wurden konventionell und die

restlichen Prothesen minimalinvasiv mittels Katheter eingesetzt [27].

Abgesehen von Prothesen von HK ist auch der Ersatz von GefaRRen in der Herzchirurgie
h&ufig. Ein Austausch von GefaRen kann aufgrund von Aneurysmata oder Dissektionen,

die durch Degenerationen, Bindegewebsschwachen und Verkalkungen entstehen, notig

10
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werden. Bei Stenosen oder Thrombosen werden GefalRprothesen oft als Bypass, also als

Umgehungskreislauf, eingesetzt. [28, 29]

4.3 Gewebeersatz in der Herzchirurgie

Die Auswahl der Prothesen, insbesondere der optimalen Materialien, ist komplex [24].
Ersatzmoglichkeiten fir GefaBe und Herzklappen lassen sich beispielsweise mit
synthetischen Materialien erstellen. Seit der Implantation der ersten synthetischen HK
in den frihen 1950er Jahren wurden viele Materialien untersucht. Dabei sind Dacron
und Polyethylen die erfolgreichsten und werden seither weltweit am meisten eingesetzt
[30]. Der mechanische Herzklappenersatz zeichnet sich durch eine lange Haltbarkeit aus
und wird deshalb bei jingeren Patienten bevorzugt [31]. AuBerdem bringen groRe
Variation in den Ausfiihrungen der Prothesen, gute Verfiigbarkeit und niedrige Kosten
weitere Vorteile [32]. Allerdings zeigt sich synthetisches Material auch hoch
thrombogen, so dass nach der Implantation eine lebenslange Antikoagulation notwendig
ist [19, 33, 34]. Eine weitere Komplikation ist die Protheseninfektion in Form einer
Endokarditis, welche bei circa 20,1 % der Patienten weltweit auftritt [35]. Mit einer
insgesamten Mortalitdt von 22,8 %, insbesondere bei adlteren und vorerkrankten
Patienten, ist diese Komplikation besonders schwerwiegend und muss schnellstmaéglich
therapiert werden [35]. Aufgrund der erschwerten medikamentdsen Behandlung von
Bakterien auf Implantaten wird in circa der Halfte der Patienten (48.7 %) einen Ersatz
notwendig [36]. Des Weiteren haben mechanische Prothesen nicht die biomechanischen
Eigenschaften der nativen biologischen Gewebe, sodass ihre Anpassungsfahigkeit an die
komplexe mechanische Beanspruchung geringer als die der nativen Herzklappen ist [37—

40].

Die Alternative zu den mechanischen Prothesen ist der biologische HK-Ersatz. Hier
unterscheidet man zwischen Auto-, Homo- und Xenografts. Autografts sind vom selben
Patienten stammende Prothesen, Homografts entstammen anderen humanen Spendern
und Xenografts bestehen aus tierischem Material, welche in der Herzchirurgie meist vom
Rind (bovin) oder vom Schwein (porzin) stammen [41]. Autografts sind, wenn maoglich,

die beste Option des Herzklappenersatzes [42]. Ein groBer Vorteil ist die fehlende

11



EINLEITUNG

Immunantwort und die vergleichbaren hamodynamischen Eigenschaften [43].
Allerdings muss das entsprechende Material beim Patienten vorhanden und gut
zuganglich sein. Bei dem Ersatz von HK Ilassen sich Autografts nur in
Ausnahmesituationen, wie beispielsweise bei der Ross Operation, nutzen. Hier wird eine
defekte Aortenklappe durch die Pulmonalarterienwurzel des Patienten ersetzt und an
deren Position eine Herzklappe eines menschlichen Spenders oder tierischen Ursprungs
eingesetzt. Diese Operation ist aufgrund guter Langzeitergebnisse besonders bei Kindern
und jungen Patienten sinnvoll (Reoperationsfreiheit des Autografts nach 20 Jahren 80 %

und des Homografts 92 %) [42, 44, 45].

Homografts von humanen Spendern sind aufgrund einer geringen Spendebereitschaft
limitiert und in ihrer Qualitat divergent. Sie konnen trotz vorheriger Entfernung der
Zellen und Antigene eine Immunreaktion auslésen und zusatzlich Infektionen
Ubertragen. Ihre Anwendung in der Herzchirurgie ist deshalb nur sehr begrenzt. [46, 47,

48]

Xenografts von Rindern oder Schweinen werden hingegen haufig eingesetzt [49, 50]. Zur
Verringerung der Immunantwort auf die HK werden diese vorher mit Glutaraldehyd
fixiert, sterilisiert und antigene Strukturen denaturiert [51]. Allerdings lasst sich in
Studien in kommerziell verfligbaren Klappen oft noch immunaktives Gewebe
nachweisen [51]. Dies resultiert in einer erh6hten Einwanderung von Entziindungszellen,
Neovaskularisation und vermehrte Kollagenbildung, wodurch eine verstdrkte
Kalzifizierung und verfriihte Degeneration entstehen [51]. Aus diesem Grund haben
diese biologischen Materialien nur eine begrenzte Haltbarkeit und missen meist nach
15-20 Jahren ausgetauscht werden [49, 52]. Die Vorteile der biologischen Klappen sind
insbesondere  ihre  geringe  Thrombogenitat, @ weshalb  Trikuspidal-  und
Mitralklappenersatze nur einer voriibergehenden Antikoagulation fiir drei Monate und
Aortenklappen nur einer Thrombozytenaggregationhemmung mit Aspirin 100 mg/Tag
bediirfen [53]. Biologische Prothesen behalten ihre dynamischen und biomechanischen
Eigenschaften, welche im Fall von porzinem und bovinem Material besonders passend

und vergleichbar mit humanem Gewebe sind [55].

Die Wahl des geeigneten Herzklappenersatzes hangt hauptsachlich von Alter und

Vorerkrankungen der Patienten ab [54, 56]. Bei der Implantation von
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Herzklappenprothesen in Kindern und Jugendlichen zeigen sich oft kirzere
Haltbarkeiten als in Erwachsenen [47]. Dies ist meist durch die hohere Aktivitat der
Immunsystems in jungen Jahren begriindet [57]. Junge Patienten profitieren deshalb
beispielsweise von synthetischen Prothesen, da sie eine langere Lebensdauer haben,
wahrend Frauen mit noch bestehendem Kinderwunsch zur Vermeidung einer
Antikoagulation wahrend der Schwangerschaft eine biologische Klappe erhalten sollten

[50, 58].

4.4 Tissue Engineering

4.4.1 Grundlagen des Tissue Engineerings

Das Tissue Engineering (TE) bezeichnet im Allgemeinen die kiinstliche Herstellung oder
Modifikation von biologischem Gewebe [59, 60, 61]. Daflir wird zuerst ein strukturelles
Gerust erstellt, welches mit lebenden Zellen besiedelt oder direkt implantiert werden
kann [62]. Den Beginn pragten Green et al. in den 1970er Jahren mit der Herstellung von
neuem Knorpelgewebe in der Orthopadie durch Besiedelung von Knochengewebe mit
Chondrozyten [59, 60, 63]. Erst zehn Jahre spater wurden die ersten Versuche des Tissue
Engineerings in der Herzchirurgie unternommen [64]. Eine der ersten Entwicklungen war
die Besiedelung von GefaBprothesen mit Endothelzellen [64, 65]. Heute werden
weiterhin Gefall— oder Herzklappenprothesen mittels TE erstellt und die Verfahren
immer weiter optimiert [62]. Dabei unterscheidet man ebenso Prothesen aus
synthetischem Material von modifiziertem biologischen von Schwein oder Rind [60]. Bei
der Verwendung von biologischem Gewebe im Tissue Engineering ist ein moglicher
Schritt die Dezellularisierung (DZ), bei der alle sowohl zelluldire Komponenten und
Proteine entfernt werden, die eine Immunreaktion im Empfanger auslésen kénnten. Des
Weiteren gibt es zwei grundlegend unterschiedliche Verfahren zur Wiederbesiedelung
der Prothesen mit Zellen. Diese kann zum einen ,,in vitro” oder ,,in situ” geschehen. Bei
der Wiederbesiedelung ,in vitro“, werden zuvor isolierte Endothelzellen oder
Fibroblasten genutzt und vor der Implantation der Prothese auf das Gewebe
aufgebracht. Die Besiedelung ,in situ” geschieht nach Implantation der dezellularisierten

oder synthetischen Prothese, indem zirkulierende Endothelzellen im Verlauf am Gewebe
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anhaften und dort proliferieren [64- 67]. Bei diesem Verfahren entfdllt eine vorherige
aufwendige Zellkultur mit patienten-eigenen Zellen, wodurch die Prothese zligig
verwendbar ist. Dies nennt man ,, off-the-shelf” Prothese. Insbesondere bei den diinnen
Segeln der Herzklappen ist dieses Verfahren effektiv und wird bereits kommerziell

verwendet.

Tissue Engineering stellt insgesamt eine vielversprechende Alternative zur Erstellung von
kardiovaskuldren Prothesen dar, da diese besonders anpassungsfihig, langlebig und

schnell verfiigbar sein kdnnen [59, 68, 69].

4.4.2 Dezellularisation

Die Dezellularisation hat zum Ziel alle zelluldren und extrazellularen Komponenten und
immunrelevanten Elemente aus der Extrazelluldarmatrix (EZM) zu entfernen [81- 84].
Durch die Beseitigung aller Zellen und Antigene kann das dezellularisierte Gewebe nicht
als fremd erkannt werden und 16st somit keine Abwehrreaktion des Patienten nach der
Implantation aus [55, 61, 85, 86]. Somit wird das Gewebe vom Korper der Patienten
toleriert und eigene Zellen kénnen einwandern [55, 87]. Mit der DZ kdnnen also
xenogene Herzklappen und GefaBprothesen hergestellt werden, die eine langere
Haltbarkeit durch verringerte ImplantatabstoBung aufweisen [87-89]. Langfristig kann in
einem Umbauprozess das fremde Material von patienteneigenem Gewebe substituiert
werden, wodurch sogar ein anpassendes Wachstum der Prothese moglich sein kdnnte
[68]. Dies kann besonders bei angeborenen Herzfehlern von Vorteil sein um mehrere
Reoperationen zu verhindern [57, 61]. Zusatzlich sind die biomechanischen Eigen-
schaften der biologischen Gewebe besonders dhnlich zu denen der humanen Gefilte

und Herzklappen [55].

Natirlich geht diese Art der Gewebeentwicklung auch mit speziellen Hindernissen
einher. Wichtig fiir den Langzeiterfolg ist eine vollstandige DZ des Materials [68, 90].
Dabei ist insbesondere die Entfernung aller Zellen und Antigene aus festem und dickem
Gewebe aktuell noch schwierig [91]. Deshalb werden zur Entwicklung von TE-

Herzklappen haufig nur die Segel dezellularisiert, wahrend die Wand noch xenogene
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Zellen enthalt [90, 91, 92]. Eine weitere Schwierigkeit ist die Wiederbesiedelung, wofir
je nach Zielgewebe Endothel- oder Muskelzellen benétigt werden [64]. Allogene humane
Zellen, welche im Voraus zur Verfligung stehen kdnnten, rufen Immunreaktionen hervor
und bringen somit keinen Vorteil [70, 91, 93]. Durch die Nutzung von patienteneigenen
Zellen vermeidet eine Immunreaktion vollstandig. Allerdings kénnen die Prothesen dafir
nicht im Voraus produziert werden [66]. Der Ansatz von azellularen ,off-the-shelf”
Prothesen mit ,in situ“-Rezellularisation kann hierfiir Abhilfe leisten und wird deshalb

immer mehr angewandt (s. Kapitel 4.4.1) [94].

Eine weitere Herausforderung ist der Erhalt der biomechanischen Eigenschaften, welche
durch die DZ haufig verloren gehen. Kiinstlich erstellte Prothesen, insbesondere von HK,
sind im Kreislaufsystem groRem mechanischen Stress ausgesetzt [69, 95]. Deshalb ist es
wichtig, die komplexe Biomechanik nachzuahmen und die Prothesen damit suffizient auf

ihre Anwendbarkeit in vivo zu testen [66, 96, 97].

4.4.3 Dezellularisierungsmethoden

Die DZ stellt im Idealfall die komplette Entfernung von zelluldren Komponenten und
Oberflachenantigenen dar. Die Schwierigkeit ist dabei, trotz radikaler Behandlung des
Gewebes zur Entfernung der Zellen, die Struktur der EZM und damit die biologischen
und mechanischen Eigenschaften zu erhalten [82, 98]. Sie bilden die Grundlage fir die
Stabilitat und Mechanik in vivo. Das biologische Milieu sorgt aulerdem flr Anreizsignale

zur Migration von Zellen bei der Re-Besiedelung [67, 81, 95].

Zur Erstellung eines solchen zellfreien Gerlistes werden verschiedene Methoden
angewendet. Dabei werden drei grundlegende Verfahren, chemische, physikalische und
biologische DZ, miteinander kombiniert. Abhdngig vom behandelten Gewebe werden

dabei unterschiedliche Substanzen genutzt. [84, 99, 100]

Chemische Dezellularisation

Zur Erstellung kardiochirurgischer Prothesen mittels Tissue Engineering werden oft

chemische Mittel genutzt, um die zellularen Verbindungen zu spalten und die
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Komponenten zu entfernen [82, 84]. Dabei sind ionische und anionische Detergenzien
besonders wirkungsvoll in der Entfernung der zelluldren Bestandteile. Sie fithren zu
Loslichkeit und Dissoziation der DNA von den Proteinen, verursachen allerdings auch
Defekte der EZM [82, 95, 101]. Das anionische Detergens Triton-X-100 trennt
Verbindungen zwischen Lipiden und Proteinen oder DNA und schont die
Proteinverbindungen untereinander. Dadurch kann die EZM zwar teilweise gut erhalten
bleiben, aber diese , sanfte” Art der DZ fihrt auch zu einem vermehrten Verbleib von
Zellen im Gewebe [101]. lonische Detergenzien wie Natriumdodecylsulfat (Sodium
dodecylsulfate; SDS) zeigen sich wirksamer in der Entfernung von Zellkernen aus festen
Strukturen indem sie das Zytoplasma und die Zell- und Kernmembran auflésen [85].
Auch Natriumdesoxycholat (Sodiumdesoxycholate; SD) ist sehr effektiv, fihrt allerdings
auch haufiger zu einer Schadigung des Gewebes [83, 102]. Eine angemessene
Konzentration der Detergenzien spielt eine grofRe Rolle um sowohl viel DNA zu
entfernen, aber auch den Schaden an der EZM moglichst gering zu halten [84].
AnschlieBende Waschvorgange sind wichtig, um die zytotoxischen Chemikalien wieder

zu entfernen [89].

In vielen Beispielprotokollen wird eine Kombination von Detergenzien mit Sduren oder
Basen genutzt [82]. Sduren und Basen fihren zu Hydrolyse der Molekiile [55, 103, 104].
Peroxyessigsaure beispielsweise unterbricht die Zellmembran und entfernt wirkungsvoll
die Nukleinsduren. Jedoch werden so auch Proteine denaturiert und
Glykosaminoglykane (GAG) beschadigt [105, 106]. Basen fiihren zu einer noch starkeren
Zerstorung der EZM mit Verlust der GAG und Kollagenfasern und werden deshalb
weniger genutzt [85]. Eine weitere Moglichkeit der chemischen DZ ist die Zuhilfenahme
von hypotonen und hypertonen Losungen. Hypertone Kochsalzlésung fiihrt durch
osmotischen Schock zu einem Defekt der Zellmembran und somit zur Lyse, wahrend
hypotone Losungen durch Osmose die Zellen lysieren und die DNA von den Proteinen
I6sen. Die abwechselnde Verwendung dieser Losungen in Zyklen schont die EZM, ist

allerdings alleine nur wenig suffizient [84, 85].

Biologische Dezellularisation

Daneben ist die Verwendung von Enzymen fir die DZ moglich. Nukleasen, Trypsin, Lipase

und a-Galaktosidase (a-Gal) zersetzen und entfernen immunaktive Substanzen, die eime
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Abwehrreaktion auf das Gewebe induzieren wiirden [98, 107]. Enzymbehandlungen
wirken spezifisch auf einzelne Komponenten, ohne grofle Defekte des Restgewebes
hervorzurufen. Nukleasen (DNase und RNase) spalten und entfernen effektiv die DNA
und RNA, welche einen Hauptteil der Immunreaktion ausmachen. Trotz der spezifischen
Wirkung auf die DNA oder RNA kann eine ausgiebige Anwendung auch eine Veranderung
der EZM hervorrufen und wichtige Bestandteile die GAG, Kollagen und Laminin
entfernen [108]. Trypsin wirkt hauptsachlich auf das Elastin und Kollagen der EZM und
unterbricht so EZM-Struktur, weshalb es bevorzugt zu Beginn der DZ genutzt wird um
Zugang zu den Zellen zu erschaffen [108]. a-Gal entfernt das Oberflachenantigen
Galactose-a-(1,3) -Galactose, welches auf den Zellen der meisten Sdugetiere zu finden
ist, jedoch bei Primaten und Menschen fehlt [109]. Deshalb ist es nachweislich fir
hyperakute und chronische Immunreaktionen auf Prothesen in Patienten verantwortlich
und sollte vollstindig entfernt werden [56, 110, 111]. Wie bei der detergenzien-
basierten DZ ist auch nach der Verwendung von Enzymen ist ein ausgiebiges Waschen
wichtig, da diese koérperfremden Proteine zusatzlich Immunantworten triggern kénnen

[98, 112].

Die Verwendung von Enzymen wird haufig mit Detergenzien kombiniert. Beispielsweise
beweisen Khorramirouz et al., dass eine alleinige Nutzung von Enzymen nicht zu einer
optimalen DZ ohne Immunantwort auf das Gewebe fiihrt [108]. Bei Wilson et al. fihrte
eine vorherige Anwendung von Detergenzien zu einer besseren Diffusion der DNAse in
das Gewebe [113]. Zusatzliche Verwendung von hypotonen Waschlésungen sorgen in

einigen Publikationen schlieRlich fiir eine erfolgreiche DZ [86, 114].

Physikalische Dezellularisation

Zusatzlich zu den genannten Methoden lassen sich Gewebe mithilfe von diversen
mechanischen und physikalischen Prozessen dezellularisieren. Einerseits kdnnen
Temperaturveranderungen genutzt werden [115]. Viele Protokolle in der Literatur
werden bei Raumtemperatur oder 37°C durchgefiihrt [98, 101]. Haufig wird jedoch eine
Verbesserung der DZ bei erhdhter Temperatur beschrieben [116]. Daugs et al.
prasentieren 37-50°C als optimale Temperatur zur Entfernung der zelluldren Strukturen
ohne Veranderung der EZM von bovinen Arterien [117]. Sie stellen fest, dass eine

Entfernung von DNA bei einer Temperatur von 50°C am effektivsten ist, jedoch kann so
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hohe Temperatur auch zu einer Denaturierung von Proteinen fiihren und so die EZM
beeinflussen. In dem Zusammenhang zeigen Daugs et al. auch, dass Rinderkollagen bei
Temperaturen Uber 50°C dehydriert wird und mit einer Beeintrachtigung der Stabilitat
einhergeht [117]. Zusatzlich dazu belegen Negishi et al. eine besonders schonende DZ
bei 4°C im Vergleich zu 37°C [115]. In ihrer Studie resultierte eine erhohte
Waschtemperatur in einem verringerten Kollagengehalt im Gewebe, weshalb eine zu

hohe Temperatur Uber lange Zeit vermieden werden sollte.

Eine weitere Anwendung von Temperaturunterschieden ist das Einfrieren von Zellen,
was durch die Bildung von intrazelluldren Eiskristallen zu einer Lyse der Zellen und damit
vereinfachten Entfernung aus der EZM fiihrt [84, 118]. Dies lasst zelluldre Bestandteile
zuriick, welche mittels Waschphasen abtransportiert werden miissen, um eine
AbstoRBungsreaktion zu verhindern [119]. Somit konnen auch Einfrierzyklen in

Kombination mit Detergenzien in einer Verbesserung der DZ resultieren [119].

Zum anderen wurden Ultraschallbehandlungen im Rahmen von DZ-Protokollen bereits
an verschiedenen Geweben getestet und beschrieben [120, 121]. So konnten
beispielsweise Hazwani et al. eine verbesserte DZ von Aortengewebe durch die
Verwendung von Ultraschall auch in kurzer DZ-Zeit nachweisen [122]. Auch an anderen
Geweben, wie Menisken oder Dinndarmproben, wurde der Vorteil von
Ultraschallbehandlungen nachgewiesen [123, 124]. Ausgel6st wird die Zell-Lyse durch
den Ultraschall aufgrund des Kavitations-phdnomens [125]. Hierbei werden im Gewebe,
mit durch die Ultraschallwellen ausgeldsten Niederdruckphasen, Vakuumblasen erzeugt.
Diese implodieren anschliefend in einer Hochdruckphase und zerstoren mit ihren
Scherkraften die Zellen [126]. Die zusatzlichen Vibrationen fiihren aullerdem zu
mechanischer Ablésung von Zellen. Azhim et al. beweisen, dass die Penetration der
Detergenzien nach einer Ultraschallbehandlung des Gewebes deutlich intensiver ist,
jedoch auch auf eine Destruktion der EZM geachtet werden muss [127]. Somit werden
Ultraschallbehandlungen gerne in Kombination von Detergenzien oder Enzymen fiir die

DZ verwendet [128].

SchliefRlich koénnen auch einfache mechanische Krafte wie Druck und Reibung

oberflachliche Zellen gut entfernen und somit als zusatzliche MaBnahmen hilfreich sein
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[81]. Physikalische Prozeduren alleine sind allerdings nicht in der Lage Gewebe

vollstandig zu dezellularisieren [84, 86].

Um das Gewebe mit einer chemischen oder biologischen Losung von Zellen zu befreien,
kann man entweder eine ante- oder retrograde Perfusion des Materials, Bewegung in
freier Losung oder die Verwendung von Druckgradienten liber dem Gewebe wahlen [82].
Bei ganzen Organen, wie beispielsweise dem Herzen zeigt sich insbesondere die
Perfusion des vaskularen Systems als wirkungsvoll [129-131]. Durch das Kapillarnetz
gelangt die DZ-Losung auch in tieferes Gewebe [131]. Um jedoch einzelne Gewebe und
dichteres Material wie Knorpel oder groRlumige Arterienwdnde zu dezellularisieren, ist
die freie Bewegung von Fllssigkeit besonders effektiv [98]. Wahrend die meisten
Protokolle eine einfach Schiittelbewegung fiir die DZ nutzen, gibt es auch einige Studien,
die eine Effektivitatssteigerung durch eine vermehrte Bewegung der Flissigkeit belegen
[81, 119, 132]. Insbesondere kontinuierlicher Fluss und Perfusion sorgen fiir eine gute
DZ mit besserem Erhalt der EZM, wie beispielsweise bei Simsa et al. [133]. Die Dicke und
Densitat des Gewebes bestimmen dabei die Lange des Protokolls und die Starke der DZ-
Losung. Der zusatzliche Aufbau eines Druckgradienten kann zutrdglich sein und die

Struktur der EZM durch kiirzere und schonendere Behandlung schiitzen [84, 86, 91].

Insgesamt werden die physikalischen und prozeduralen DZ-Methoden oft als
unveranderliche Konstante in allen Protokollen verwendet und nicht vollstandig fir die
Optimierung genutzt. In einer von Starnecker et al. durchgefiihrten systematischen
Untersuchung wurden die physikalischen und verfahrenstechnischen DZ-Methoden
unabhangig voneinander gepriift [134]. Hier konnte bereits belegt werden, dass ein
kontinuierlicher Fluss der DZ-L6sung durch eine bessere Verteilung der Detergenzien im
Vergleich zum Schitteln der Detergenzien einer Effektivitatssteigerung der DZ erzielte.
Zusatzlich entfernten intermittierende Waschzyklen Zellresiduen und Detritus schon von
Beginn an und ermoglichten so ein tieferes Eindringen der Detergenzien. Die
Anwendung von Ultraschall und erhéhter Temperatur zeigte, dass dieser zwar zu einer
grolBeren Eindringtiefe flihrt, jedoch auch, je nach Liange des Behandlungsintervalls,

Defekte hervorruft.
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4.4.4 Qualitatssicherung in der Gewebedezellularisation

Trotz dieser verschiedenen Methoden ist die vollstandige DZ von Gewebe wie den
Gefdllen und Herzklappen weiterhin eine Herausforderung [66]. Es ist nur selten moglich
alle zellularen Komponenten und Antigene zu entfernen, ohne die EZM-Struktur zu
beeintrachtigen [82, 83]. Dabei ist es jedoch wichtig zu erwdhnen, dass zum aktuellen
Zeitpunkt keine allgemein giiltige Definition fiir eine erfolgreiche DZ existiert. So ist
beispielsweise die Relevanz der Menge an Residualzellen oder Antigenen fir eine
Immunantwort umstritten [81]. Badylak et al. weisen beispielsweise geringe Mengen
von DNA in bereits regelmaRig klinisch genutzten Prothesen nach [93]. Hieraus lasst sich
ableiten, dass nur die Entfernung eines Hauptanteils der DNA nétig ware, um die
Immunreaktion ausreichend zu reduzieren [135]. Des Weiteren wird thematisiert, ob
zurlickgebliebene Zellen sogar eine Remodellierung unterstiitzen und somit von Vorteil
sein konnten [136]. Dennoch wurde bereits mehrfach bewiesen, dass zunehmender
Erfolg in der Entfernung von Zellen mit einer verminderten Immunreaktion korreliert

und deshalb zu bevorzugen ist [135-137].

Die Qualitat der DZ lasst sich an verschiedenen Parametern messen. Crapo et al.
prasentieren in ihrer Arbeit Richtlinien flr den DZ-Erfolg, basierend auf Studien in denen
eine geringe Immunantwort festgestellt werden konnte [81]. Das erste Kriterium ist die
Entfernung von DNA bis zu einem DNA-Gehalt von <50 ng dsDNA pro mg EZM. Zusatzlich
sollte eine maximale DNA-Fragmentlange von 200 bp nicht iberschritten werden, da
DNA Fragmentation ein wichtiges Kennzeichen fiir Apoptose darstellt [138]. Das dritte
Kriterium ist der Nachweis der doppelstrangigen DNA in DAPI- oder H&E-Farbung.
Ebenso wichtig wie die Darstellung der zelluliren Komponenten ist die Uberpriifung der
EZM-Integritat [98, 131]. Die Intaktheit der Matrix wird in histologischen Farbungen wie
die Movat's Pentachrom Farbungen untersucht und die zurickbleibenden
Glykosaminoglykane, als MaRstab fiir die Bewahrung des Bindegewebes, gemessen [68,
131]. Fir den Erhalt der EZM wurden bisher jedoch noch keine qualitativen Vorgaben
publiziert. Deshalb gibt es noch es viele verschiedene DZ-Methoden in der Literatur, die
in ihrem Outcome variieren [83]. Auch kommerziell produzierte Produkte unterscheiden

sich in der Gute der DZ [139].
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4.4.5 Anwendung der DZ in der Herzchirurgie

In der Herzchirurgie zeigt sich ein grof3es Potential fiir dezellularisierte Prothesen [70].
Mit Materialien ohne Zellen und Antigenen konnten Nachteile wie schlechte
Langzeitergebnisse aufgrund degenerativer und entziindlicher Verdnderungen
ausgeraumt werden [51, 55]. Herzklappenprothesen kénnen so langfristiger ohne
Auslosung einer Immunreaktion eingesetzt werden. Aktuell gibt es bereits kommerziell
verfligbare dezellularisierte Herzklappen und Patches zur Rekonstruktion. Bei Murin et
al. zeigten diese Prothesen sehr gute Ergebnisse mit geringen Reoperationsraten
(Reoperationsfreiheit nach einem Jahr z.B. 85,5% bei Patchimplantation) [71]. Jedoch
konnte auch bei diesen zellfreien Prothesen bereits eine Infiltration mit Immunzellen
nach kurzer Zeit (20 Monaten) nachgewiesen werden. Auch wenn sich nach dieser Zeit
noch keine Degeneration in Form von Kalzifizierungen darstellte, kénnten die

Langzeiterfolge dieser Herzklappen limitiert sein [71, 72].

Auch im Bereich der GefaRprothesen zeigt sich ein Potential fir die DZ [55].
Synthetische GefdBprothesen prasentieren sich besonders im kleinlumigen Bereich
aufgrund ihres erhohten Risikos fiir Thrombosen als ungiinstig. Biologische Prothesen
werden meist autolog verwendet (beispielsweise durch die Vena saphena magna bei
koronaren Bypdassen) [73]. Diese sind jedoch begrenzt und fiihren zu einem erweiterten
Operationsrisiko flir den Patienten. Um dies zu vermeiden werden bereits
dezellularisierte Venen implantiert, welche vielversprechende Ergebnisse zeigen [73,

74].

Ein weiteres Anwendungsgebiet fiir das Tissue Engineering in der Herzchirurgie sind
Herztransplantationen [75]. Diese sind aktuell durch die Anzahl an Organspendern
limitiert, welche in den letzten Jahren in Deutschland zudem kontinuierlich sinkt (Stand
2019) [76- 78]. Auf der anderen Seite steigt die Zahl an transplantationspflichtigen
Patienten aufgrund der verldngerten Lebenserwartung immer weiter an [77]. Ein durch
TE entwickeltes Organ konnte hier Abhilfe leisten. DZ-Herzen konnten bereits
hergestellt werden und bringen groRe Hoffnung fiir die Transplantation in der
Herzchirurgie [79]. Dabei zeigen sich allerdings noch Schwierigkeiten in der DZ der
dicken Ventrikelwande und auch die Re-Besiedelung muss durch Optimierung der in

vitro Organkultur und Auswahl an Zellen verbessert werden [75]. 2016 konnten Kitahara
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et al. eine erfolgreiche heterotope Transplantation eines dezellularisierten und
rezellularisierten Herzens in Schweinen durchfihren [80]. Die Ergebnisse
demonstrierten die besonderen Herausforderungen der DZ ganzer Organe. Zum einen
zeigten sich bereits nach drei Tagen eine grofe Anzahl an Entziindungszellen, welche
auf eine akute AbstoBungsreaktion hinwiesen. Zum anderen wurden die Herzen
heterotop an den abdominalen Gefaflen implantiert, weshalb die biomechanischen
Anforderungen verandert sind. Trotzdem demonstriert diese Arbeit grolRe Fortschritte
in der Geschichte des Tissue Engineerings und zeigt bedeutende Moglichkeiten fir die

Zukunft auf.

Pasterior

Abbildung 4.3: Vollstdndige Organtransplantation eines dezellularisierten Herzens A: Ganzes Herz nach 12h

Dezellularisation; B: Dezellularisiertes Herz nach heterotoper Implantation an die Aorta abdominalis im Schwein.
[80]

4.5 Ziel der Arbeit

Aufgrund der starken Variation in den DZ-Verfahren ist es aktuell schwierig eine optimale
Methode zur DZ von kardiovaskuldirem Gewebe zu benennen. Durch die fehlenden
Richtlinien und unterschiedliche Gewichtung fiir eine erfolgreiche DZ in den Studien ist
ein Vergleich der publizierten Methoden erschwert. Um jedoch effektivere Verfahren
fir die klinische Anwendung zu entwickeln, ist eine genaue Analyse und
Weiterentwicklung der etablierten Protokolle n6tig. Das Ziel dieser Studie ist es deshalb,
eine systematische und unabhangige Prifung verschiedener etablierter, detergenzien-
basierter Verfahren aus der Literatur durchzufiihren. Mit der Reproduktion der
Protokolle lassen sich Vorteile und Nachteile, sowie zu verbessernde Faktoren darstellen.
Auf der Basis dieser Erkenntnisse, sollen schlieBlich Modifikationen zur Effektsteigerung

der Methoden entwickelt werden.
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Hierzu wurde bereits die selektive Beurteilung von physikalischen und prozeduralen
Faktoren durchgefiihrt und eine Verbesserung der DZ durch einen kontinuierlichen
Detergenzienfluss, intermittierende Waschschritte, Ultraschallbehandlungen und
Temperatursteigerungen belegt. Nun soll in der hier vorliegenden Studie eine

Optimierung durch eine Kombination dieser Verfahren realisiert werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist deshalb die Ultraschallbehandlung, die zyklische
Dezellularisation und den kontinuierlichen Volumenstrom der Detergenzienlésung
gemeinsam anzuwenden und auf ihre Effektivitat zu prifen. Als weitere prozedurale
Technik, wird eine perfusions-basierte DZ untersucht. Diese allgemeinen Methoden
werden an verschiedenen, zuvor reproduzierten, DZ-Prozeduren aus der Literatur
angewandt. Dabei besteht die These, dass diese physikalischen und prozeduralen
Methoden unabhdngig vom Ursprungsprotokoll eine Verbesserung des Verfahrens
ermoglichen und protokoll- und gewebelibergreifend anwendbar sind. Im Anschluss
wird eine Kombination mit einer Enzymbehandlung getestet, welche die DZ

moglicherweise weiter intensivieren kann.

Letztendlich sollen so anwendbare standardisierte DZ-Abldufe erstellt werden, die der
Herstellung von dezellularisiertem Gewebe filir den klinischen Gebrauch dienen. Die
Zusammenfiihrung verschiedener Methoden und die systematische Uberpriifung
variierender DZ-Prozeduren soll die Optimierung aller Verfahren erméglichen und
gegebenenfalls ein (iberlegenes Protokoll hervorbringen. Diese prozeduralen und
physikalischen Verfahren kénnen schliellich einen vielversprechenden Fortschritt auf

der Suche nach dem optimalen Gewebeersatz in der Herzchirurgie darstellen.
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5. MATERIAL UND METHODEN

5.1 Materialvorbereitung

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte an Pulmonalarterien (PA) von Schweinen. PA
sind im Vergleich zur Aorta etwas diinner, wodurch die vollstandige DZ mit den geplanten
Verfahren herausfordernd, jedoch gut moglich erscheint. Dies soll die Varianz der
Verfahren und Optimierungsmoglichkeiten geeignet abbilden. Um das Projekt
durchzufiihren wurden Schweineherzen von einem lokalen Schlachthof abgeholt und
schnellstmoglich (maximal 45 Minuten Transportzeit) in das Labor fiir Tissue Engineering
der Herzchirurgie der Ludwig-Maximilians-Universitdt in Mlnchen transportiert. Fir die
Verwendung von tierischen Nebenprodukten zu Forschungszwecken lag eine
Ausnahmegenehmigung mit der Registriernummer DE 09 162 0039-21 vor. Zum
Transport waren die Herzen stets luftdicht verpackt, um eine Keimbesiedelung zu
vermeiden. Nun folgte die Uberpriifung der Qualitit der Herzen, indem auf Defekte und
Veranderungen, wie beispielsweise Degenerationen oder Aneurysmen an den Klappen

oder Arterien und eine ausreichende Lange der PA (mindestens 6 cm) geachtet wurde.

SchlielRlich konnten so 60 Herzen fiir die DZ ausgewahlt werden. Bei der anschlieRenden
Praparation wurde die PA oberhalb der Pulmonalklappe mittels Pinzetten und Skalpell
vom Herzen abgesetzt und das gesamte Fettgewebe und anhdngende Bindegewebe der
Aullenseite entfernt. Hierbei war es wichtig, die Schichten der Arterienwand selbst zu
schonen. Regelmallige Waschschritte in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS; PBS
Dulbecco w/o CA2+ Instamed 9,55 g/L, Biochrom GmbH) flihrten zu einer vereinfachten
Ablésung des umgebenden Bindegewebes und verhinderten auBerdem das
Austrocknen der PA wahrend der Praparation. Bis zur DZ oder endgililtigen Lagerung
fand eine Uberfiihrung der Proben in PBS mit 1 % Antibiotikum und Antimykotikum
(Anti-Anti 100x; Gibco® by Life Technologies GmbH) statt, um eine mikrobielle
Besiedelung der Arterien zu verhindern. An jeder Probe erfolgte schlielllich eine
Markierung U(ber verschiedene Einzelknopfnahte mit chirurgischem Nahtmaterial
(Suprolene, Resorba Medical GmbH) um jeweils native und behandelte Proben

zuzuordnen und direkt miteinander vergleichen zu kénnen (s. Abb. 5.1 C), bevor die DZ
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je nach Protokoll begonnen wurde. Die Stiickzahl an Pulmonalarterien pro Versuch
betrug n=5. Zusatzlich erfolgte einmalig die Praparation von zehn Arterien als
Nativproben fiir die Zugversuche, da bei den Versuchsproben nicht ausreichend

Material vorgelegen hatte (s. Kapitel 5.7.11).

5.2 Auswahl der Dezellularisationsprotokolle

Im Vorfeld der Studie wurde eine Literaturrecherche durchgefiihrt, indem aus den
Datenbanken MEDLINE und Embase verschiedene, hauptsachlich detergenzien-basierte,
Protokolle zur DZ von GefalRen zusammengetragen wurden. Aus diesen wurden
schlieBlich zehn Methoden ausgewahlt, welche sich durch die verwendeten Losungen,
Dauer der DZ und physikalischen Bedingungen unterschieden. AnschlieRend erfolgte die
Evaluation und der Vergleich der Protokolle beziiglich ihrer Wirksamkeit. Dabei wurde
besonders die Zellfreiheit und der Erhalt der Extrazelluldarmatrix beachtet. Von diesen
Verfahren wurden schliellich vier verschiedene Methoden zur DZ von Arterien

bestimmt, welche als besonders effektiv galten [102, 140-142].

Die ausgewahlten Protokolle waren alle detergenzien-basiert und variierten in den
Losungen, Konzentrationen und Behandlungszeiten, um das universale Einsatzspektrum
der Modifikationen an moglichst unterschiedlichen Protokollen zu testen (s. Tabelle 5.1).
Zuerst wurden die PA als Kontrollgruppe, exakt wie in den jeweiligen Publikationen mit
den ausgewahlten Dezellularisationsprotokollen behandelt. Erst danach begannen die

Modifikationen mit den neu entwickelten Methoden.

Abbildung 5.1: Prdparation der Schweineherzen A: Ganzes Schweineherz; B: porzine Aorta (links) und

Pulmonalarterie (rechts) im Vergleich. Das Gewebe der Aorta ist etwas fester, wahrend die PA elastischer
erscheinen; C: Pulmonalarterien vor der Dezellularisation (prapariert und fadenmarkiert); MaRstab: 5cm
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5.2.1 Protokoll 1: SDS/SD

Das erste Dezellularisierungsprotokoll, welches von Cebotari et al. veréffentlicht wurde,
basierte auf einer Behandlung mit zwei Detergenzien in niedrigen Konzentrationen der
einzelnen Stoffe, wodurch eine geringere Toxizitat erreicht werden sollte [102]. Dieses
Protokoll sollte eine gute Balance zwischen Erhaltung des Gewebes und ausreichender
Dezellularisation darstellen. Zunachst erfolgte eine DZ der Pulmonalarterien fiir 24 h mit
0,5% Natriumdesoxycholat (SD, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und 0,5%
Natriumdodecylsulfat (SDS, Carl Roth GmbH & Co. KG) in PBS bei Raumtemperatur
(22°C). AnschlieBend wurden zehn intermittierende Waschschritte mit PBS bis zu einer
insgesamten Waschdauer von 12 h ebenfalls bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die
gesamte DZ fand unter kontinuierlichem Schiitteln der Losung auf einem

Horizontalschiittler statt. Im Folgenden wird dieses Protokoll mit “SDS/SD“ abgekdrzt.

5.2.2 Protokoll 2: SD

Das zweite Protokoll, entwickelt von J. Zhou et al., besteht ebenso aus einer DZ mit einem
ionischem Detergens [140]. Dazu wird 1 % SD in PBS geldst und die PA fiir 24 h bei 37°C
behandelt. Daran angeschlossen erfolgt ein 24-stiindiger Waschvorgang mit PBS bei
Raumtemperatur. Auch diese DZ wurde unter kontinuierlichem Schitteln durchgefiihrt.
Mit der hoheren Konzentration und einem solitaren Detergens sollte dieses Protokoll ein
Beispiel fiir eine intensivere DZ-Methode darstellen, welche in der Literatur haufig eine

hohere Toxizitat hervorruft [102]. Dieses Protokoll wird hier “SD“ genannt.

5.2.3 Protokoll 3: TX/SDS

Dieses Protokoll stammt von Z. H. Syedain et al. und demonstriert ein hoher
konzentriertes Vorgehen, das auller Detergenzien auch eine Enzymbehandlung
beinhaltet [141]. Mutmallich bedingt durch die hohen Konzentrationrn zweier starker
Detergenzien konnte die Behandlungsdauer in diesem Protokoll mit 6 h sehr kurz
ausfallen. Die Wahl fiel auf dieses Protokoll, um ein zigiges und gegebenenfalls
aggressiveres DZ-Verfahren zu prasentieren. Hier wurde 1 % SDS in Aqua destillata
(Ampuwa, Aqua dest., Fresenius Kabi AG) fiir 5,5 h genutzt und die Proben anschliefend
noch 30 min mit 1 % Octyl-Phenol Ethoxylat (Triton-X-100; Triton-X-100, Bio-Rad) in Aqua
dest. behandelt. Daraufhin wurden die PA fir 72 h mit PBS gesplilt. Die beschriebenen
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Schritte erfolgten bei Raumtemperatur und unter kontinuierlichem Schiitteln.
AbschlieBend sollte eine Behandlung der Arterien mit DNase (DNase 150 U/ml, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH) fiir 4 h bei 37°C im Schiittelschrank fir komplette Entfernung der

DNA sorgen. Die Abkurzung fir dieses Protokoll ist “TX/SDS".

5.2.4 Protokoll 4: TX/SD

Dieses Dezellularisierungsprotokoll von E. Rieder et al. ist ein langes Protokoll, das eine
Kombination aus verschiedenen Detergenzien enthalt [142]. Fir die DZ wurden 0,05 %
Triton-X-100, 0,05 % SD und 0,05 % Octylphenyl-polyethyleneglycol (IGEPAL-CA630,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH) mit Aqua dest. vermischt und die Arterien fiir 48 h bei 4°C
behandelt. AnschlieBend erfolgte eine enzymatische Behandlung mit Ribonuclease
(RNase; 100 pug/ml, Roche Diagnostics Deutschland GmbH) und DNase
(Desoxyribonuklease | (30 U/ml), Worthington, Lakewood, US) fir 24 h bei 37°C. Zum
Abschluss folgten 6 jeweils zweitdgige Waschvorgange mit M-199-Medium bei 4°C. Hier
fanden alle Schritte bei konstanter Rotation der flinf Arterien in einem Becherglas mit
einem Magnetrihrer statt. Diese Methode stellt mit den geringen Konzentrationen
einen starken Gegensatz zu Protokoll TX/SDS dar. Die Inkubation der Proben fiir 48 h mit
Detergenzien und 24 h mit Enzym mit einem zusatzlichen 12-tagigen Waschvorgang ist
aulerdem auRergewohnlich lang und reprasentiert somit einen weiteren Kontrast.
Vermutlich wurde das Verfahren deutlich langer durchgefiihrt, um trotz der niedrigen
Detergenzienkonzentrationen effektiv dezellularisieren zu kénnen. Im Folgenden wird

dieses Protokoll “TX/SD“ genannt.

Tabelle 5.1: Darstellung und Vergleich der ausgewahlten Dezellularisierungsprotokolle aus der Literatur

Dezellularisation Waschphase Enzymbehandlung
Medium Zeit Temp Medium Zeit Temp Medium Zeit Temp

1. Protokoll: = 0,5 % SD 24h  22°C PBS 12h 22°C - -
SDS/SD +0,5 % SDS
2. Protokoll: = 1% SD 24h  37°C PBS 24h 22°C . -
SD
3. Protokoll: = 1 % SDS 6 h 22°C PBS 72h 22°C DNase 4h 37°C
TX/SDS +1%

Triton-X-100
4. Protokoll: = 0,05 % 48h 4°C M-199 Medium 12d 4°C RNase+ DNase 24h 37°C
TX/SD Triton-X-100

+ 0,05 % SD

+0,05 % IGEPAL
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5.3 Durchfiihrung der publizierten Prozeduren

Zuerst erfolgte die Durchfiihrung der Protokolle gemaf der Beschreibung in der Literatur.
AnschlieBend wurde der DZ-Erfolg mithilfe diverser Auswertungsmethoden beurteilt
und auf Optimierungsmoglichkeiten Uberprift. Im zweiten und dritten Durchlauf
wurden dann physikalische, prozedurale und enzymatische Modifikationen fir die

Verfahren ausgewahlt und die Resultate mit den Ursprungsprotokollen verglichen.

Der erste Versuchsdurchlauf fand entsprechend der Literatur bei den Protokollen
SDS/SD, SD und TX/SDS unter kontinuierlichem Schitteln statt. Hierzu wurden 500 ml
der DZ-L6sung zu den PA in einen verschlieBbaren Behélter gegeben und in einen
Schittelinkubator platziert (Inkubationshaube TH 15, Edmund Bihler GmbH). Die
Frequenz des Rittelns wurde auf circa 150 bpm eingestellt, damit alle PA in konstanter
Bewegung sein konnten (s. Abb. 5.2). Die Warmeregulation im Schittelinkubator war je
nach Protokoll unterschiedlich (s. Tabelle 5.1). Die DZ mit TX/SD fand, wie in der Quelle
angegeben, gekiihlt und unter kontinuierlicher Rotation mittels Magnetrihrer (Heiz-
und Magnetriihrer RH-Serie Modelle RH basic, IKA) statt. Der Magnet wurde in ein fest
verschlieRbares Behaltnis aus Plastik gelegt und die Proben mit den Detergenzien
hinzugegeben. Dann wurde der Behalter in einen Kihlschrank bei 4°C platziert und die

DZ unter leichter Rotation bis zur Bewegung der gesamten FlUssigkeit durchgefihrt.

VY
e

Arterie

M

Abbildung 5.2: Erster Versuchsaufbau bei Protokoll SDS/SD, SD und TX/SDS A: schematische
Darstellung des DZ-Aufbaus, Die Platzierung der funf Arterien in einem Becherglas auf einem
Schittelinkubator flihrt zu einer freien Bewegung der PA; B: Schittelinkubator zur DZ: Dieser wurde
auf 150 bpm eingestellt. Protokoll SDS/SD und TX/SDS fanden bei RT statt. Bei Protokoll SD wurde die
Temperatur des Inkubators auf 37°C eingestellt. Protokoll TX/SD wurde unter kontinuierlicher Rotation
mithilfe eines Magnetriihrers bei 4 °C durchgefiihrt. Der Versuchsaufbau ist hier nicht abgebildet.
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5.4 Erste Modifikation der Verfahren

Bei der ersten Modifikation wurden verschiedene verfahrenstechnische Verdanderung
eingefihrt. Vorranging veranderte sich die Art der Flissigkeitsbewegung. Anstatt einem
kontinuierlichen Schitteln der DZ-Flissigkeit wurde nun mithilfe einer Pumpe ein
konstanter Fluss in die Losung gebracht. Dadurch bewegte sich die gesamte Flissigkeit
durch zwei Behalter. Der Erste, ein Becherglas mit Deckel, enthielt die Proben. Er wurde
Uber zwei Schlduche mit 12 mm Innendurchmesser und circa 1 m Lange mit dem zweiten
Behilter, ein 3 Liter fassendes Becherglas, verbunden, der als Reservoir diente. Im
Reservoir befand sich auch die Pumpe (Eden 155 Aquarienpumpe, 80 W, PfG GmbH), die
die Flussigkeit mit 20L pro Minute durch einen weiteren Schlauch mit 12 mm
Durchmesser zuriick in den Probenbehélter brachte. Somit wurden die PA gleichmaRig
von den jeweiligen Losungen umspiilt und in dem rotierenden Strom bewegt. Am
zufihrenden Schlauch befand sich auRerdem ein 25 cm langer Stab mit mehreren
kleinen Offnungen, welche eine Strudelbewegung der Fliissigkeit erzeugten. Insgesamt
bewegten sich 2,5 L Fliissigkeit in dem Kreislaufsystem. Der Probenbehalter enthielt 1 L
davon, der Rest befand sich im Reservoir (s. Abbildung 5.3.). Bei einem Losungswechsel
wurde die gesamte Flissigkeit ausgetauscht. Die Temperatur wurde in dieser
Modifikation Gber ein Wasserbad geregelt (Julabo SW 23, Julabo GmbH), in dem die
Behalter platziert wurden. Zusatzlich warmte ein Inkubator (HeraSafe, Heraeus Holding
GmbH) die Flussigkeiten circa eine Stunde vorher auf die gewiinschten Temperaturen

Vor.

Eine weitere prozedurale Modifikation war die Einfihrung der zyklischen DZ. Hierzu
wurden die Flissigkeiten regelmaRig gewechselt und intermittierende Waschzyklen von
einer Stunde eingefligt. Das sollte zu einer verbesserten Entfernung der Zellbestandteile
und Detergenzien aus den PA fiihren und damit sowohl die Effektivitdt der DZ steigern

als auch die Toxizitat vermindern.

Zusatzlich wurde eine Ultraschallbehandlung der PA in die DZ integriert. Dazu wurde der
Behalter mit den enthaltenen Proben intermittierend in ein Ultraschallbad (Ultrasonic
Cleaner USC600T, 12 Watt, 45 kHz, VWR International GmbH) mit vorgewdarmtem Wasser

platziert. Die Ultraschallbehandlung erfolgte jeweils fir 30 min am Anfang aller
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Dezellularisations- und Waschzyklen. Wahrend den Ultraschallbehandlungen wurden

die Detergenzien in allen Protokollen jeweils auf 37°C erwarmt.

In Erwartung einer effizienteren Zellentfernung wurde die Behandlungsdauer im
Vergleich zum Originalprotokoll bei der ersten Modifikation in Protokollen SDS/SD und
SD um 50% gekiirzt. Somit erfolgte die DZ nun fiir 12 h anstatt wie vormals fiir 24 h. Der
Waschvorgang wurde unverandert im ersten Protokoll 12 h und im zweiten Protokoll
24 h durchgefihrt. Die Behandlungstemperaturen wurden in SDS/SD mit 22°C und
Protokoll SD mit 37°C beibehalten und nur wahrend der intermittierenden
Ultraschallbehandlungen bei beiden Verfahren auf 37°C erhoht. Das Protokoll TX/SDS
wurde abgesehen von der Einflihrung der genannten prozeduralen Veranderungen nicht
modifiziert, da es bereits von Anfang an das kiirzeste Protokoll war. Die Temperatur der
Flussigkeiten betrug weiterhin 22°C und wurde nur bei den Ultraschallbehandlungen auf

37°C erhoht.

Ultraschallbehalter Becherglas

Abbildung 5.3: Versuchsaufbau der ersten Modifikation A: schematische Darstellung des Versuchsaufbaus mit
kontinuierlichem Fluss der DZ-Losung durch die Pumpe und Behandlung im Ultraschallbad. Zuséatzlich wurden
intermittierende Waschzyklen integriert. Mit diesem Aufbau wurden die Arterien gleichmaRig von der Flissigkeit
umsplilt und rotierten im Becherglas. Die Pumpe flhrte zu einem kontinuierlichen Fluss B: Darstellung der
modifizierten DZ im Wasserbad. Nach jeweils einer 30-minitigen Anwendung im Ultraschallbad wurde die DZ bis
zum nachsten Zyklus im Wasserbad weitergefihrt.
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5.5 Zweite Modifikation der Verfahren

Im dritten Versuchsdurchlauf wurde ein neuer Versuchsaufbau zur DZ verwendet. Dabei
sollte die Dezellularisierungslosung nicht um die PA rotieren, sondern durch das Lumen
der Arterien geflihrt werden. Eine Pumpe sorgte wie im vorherigen Versuchsaufbau fir
einen konstanten Fluss. Durch einen Schlauch floss die Lésung nun durch eine Halterung
mit finf Offnungen, welche in einem Becherglas platziert wurde. An den Offnungen
wurde jeweils eine PA befestigt, sodass die Flissigkeit ausschlieBlich durch das Lumen
der Arterien hindurchfliefen konnte. Am distalen Ende der PA wurde ein Ring befestigt,
welcher die flieBende Losung nur durch ein kleines zentrales Loch herauslieR. Mit dem
dadurch erhéhten Druck in der PA wurde ihr Lumen durchgehend offengehalten. Die
austretende Flissigkeit konnte schlieBlich im verschlossenen Probenbehilter rotieren
und die PA somit auch von auBen umspiilen. AnschlieBend stromte die
Detergenzienlosung Uber Schlauche im Deckel des Behalters zurlick zum Reservoir,
welches die Pumpe enthielt. Diese Methode sollte durch Perfusion einen gleichmaRigen
Fluss der DZ-Lésung an den PA generieren und so die DZ optimieren (s. Abbildung 5.4).
Auch bei diesem Durchlauf erfolgte das zyklische Vorgehen mit intermittierenden
Waschschritten. AuBerdem wurden weiterhin die Ultraschallbehandlungen jeweils am

Anfang aller Zyklen fiir 30 min durchgefiihrt.

Eine zweite entscheidende Modifikation im dritten Durchlauf, stellte die Addition einer
Enzymbehandlung (EB) in allen Verfahren dar. Dazu schloss sich am Ende jeden
Protokolls eine vier-stiindige Behandlung mit Desoxyribonuklease (DNase) an. Dafir
wurde DNasel (Desoxyribonukleasel, Worthington, Lakewood, US) in einer
Konzentration von 30 U/ml in 100ml PBS verwendet und mit 5 ml 100 mM CacCl, und
10 ml 100 mM MgCl; aktiviert. Die DNase-Behandlung fand bei 37°C und circa 100 bpm
im Schuttelinkubator statt. AnschlieBRend erfolgte eine Behandlung mit alpha-
galaktosidase (a-galactosidase from green coffee beans, Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Darmstadt, D). Die a-Galactosidase (a-Gal) wurde in einer Konzentration von 0,1 U/ml in

100 ml PBS fir 24 Stunden genutzt.

Die Konzentration und Dauer der DZ in Protokoll SDS/SD und Protokoll SD entsprach bei

diesem Versuchsdurchlauf denen der ersten Modifikation. In Protokoll TX/SDS erfolgte
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eine Reduktion der Konzentration der Detergenzien um 50 %, wodurch nun anstatt mit
1 % Losung mit 0,5 % SDS und 0,5 % Triton-X-100 dezellularisiert wurde. Dies sollte dem
zusatzlichen Schutz des Gewebes dienen und die Toxizitdt verringern. Auf eine
Verminderung der DZ-Zeit wurde verzichtet, da das Protokoll mit 6 h bereits ausreichend

kurz erschien.

Arterie

\

Ultraschallbehélter Becherglas

Abbildung 5.4: Versuchsaufbau der zweiten Modifikation A: schematische Darstellung des
DZ-Aufbaus mit intraluminalem Fluss mithilfe der Pumpe und Platzierung des Becherglases
im Ultraschallbad. Die Perfusion der Arterien mit der Losung sollte fiir einen gleichmaRigen
Fluss an der Arterienwand sorgen B: Befestigung der Arterien an der Halterung, C: perfusions-
basierte DZ im Ultraschallbad MaRstab in Abb. B: ca 5 cm; MaRstab in Abb. C: 15 cm
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5.6 Probenentnahme und Konservierung

Die Weiterverarbeitung der Proben erfolgte entsprechend der in Kapitel 5.7
beschriebenen Auswertungsmethoden. Zur Konservierung der Nativproben wurde von
jeder PA direkt nach der Prdaparation ein Ring in einer Breite von 2 cm entfernt. Die
Entnahme des behandelten Gewebes fand sofort nach der DZ bzw. nach der EB statt. Zur
Vermeidung von verfalschten Ergebnissen durch seitliches Eindringen der Substanzen an
den Réndern wurde jeweils am oberen und unteren Ende des Probenstiickes 0,5 cm

Gewebe abgetrennt und verworfen.

Zur Fixierung vor der Auswertung wurde fiir die histologischen Gewebeschnitte (DAPI-
Farbung, Hamatoxylin&Eosin-Farbung, Movat’s Pentachrom-Farbung und Pikro
Siriusrot-Farbung) ein Gewebestiick der Groe 0,5 x 1cm entnommen und fir
mindestens 24 h in Formalinlésung 4 % (Roti®-Histofix 4 %, Carl Roth GmbH + Co.KG) bei
Raumtemperatur gelagert. Die Weiterverarbeitung fiir die Rasterelektronenmikroskopie
(REM) erfolgte durch Zuschnitt einer 0,5 x 0,5 cm groRen Probe und Lagerung in FIX-II-
Losung, bestehend aus 912ml AD (Ampuwa; Fresenius Kabi AG), 86,5 ml
Glutaraldehydlosung 25 Gew.-% (Glutaraldehyd, Sigma-Aldrich Chemie GmbH), 1,5 ml
Salzsdure (HCI; HCI, Merck KGaA) und 11,3 g Na-CaCO (Na-CaCO, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH) bei 4°C fur mindestens 48 h. Es wurde jeweils 25 ug Gewebe fir die DNA-
Quantifikation und 10 ug Gewebe fir die Messung des Glykosaminoglykangehaltes
(GAG-Gehaltes) mit der Feinwaage (Analysenwaage ABS 770, Kern & Sohn) abgewogen
und bei -80°C mit Stickstoff eingefroren. Zur Vorbereitung der Zugversuchsproben wurde
mit einer Stanze (manuelle Schneidpresse ZCP 020, ZwickRoell) eine hantelférmige Form
gemaR ISO Norm DIN 53504 S3A aus den PA gestanzt (siehe Abb. 5.6). Dabei war es
besonders relevant, die Arterienrohre langs aufzuschneiden und die Stiicke in zirkularer
Richtung auszustechen, um bei jeder Probe die gleiche Messung entlang der

zirkumferentialen Faserverlauf zu gewahrleisten.
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Abbildung 5.5: Darstellung der Probenentnahme aus den Pulmonalarterien A: Darstellung der PA. Diese wurden
jeweils langs aufgeschnitten. B: Die PA wird hier langs aufgeschnitten dargestellt. Die Proben wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten: Nativ (N), nach Detergenzienbehandlung (DB) und nach Enzymbehandlung (EB) entnommen. Nach DB
und EB wurde jeweils am oberen und unteren Ende Gewebe verworfen (grau dargestellt) um Verzerrungen der
Ergebnisse durch das seitliche Eindringen der Detergenzien zu vermeiden.

Praparation der porzinen Herzen

l l |

Originalprotokoll 1. Modifikation: 2. Modifikation:
- intermittierende Waschzyklen - intermittierende Waschzyklen
- Ultraschall - Ultraschall

- Enzymbehandlung

——

Schiittelbewegung zirkulsrer Fluss perfundierender Fluss

Abbildung 5.6: Flussdiagramm des Versuchsablaufes: Es erfolgte die Testung von drei verschiedenen DZ-Methoden
an drei Verfahren. Alle Durchgange wurden mit den in Kapitel 5.7 genannten Auswertungsverfahren evaluiert.
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5.7 Auswertung

5.7.1 Makroskopische Beurteilung der Arterien

Zur makroskopischen Beurteilung der Arterien erfolgte eine Messung von Lange, Umfang
und Dicke der Arterien. Dies wurde jeweils an nativen Proben als auch vor Anwendung
der finalen modifizierten DZ-Protokolle durchgefiihrt. Dazu wurde die Dicke und der
Umfang der jeweiligen PA jeweils in unbehandelter Form, nach DB und nach EB
gemessen. Die Bestimmung der Lange der PA fand nur bei den unbehandelten Proben
statt, da anschlieBend sofort Proben fiir die Auswertung entnommen wurden (siehe
Abb. 5.6). Die makroskopische Untersuchung zu Beginn wurde durchgefihrt, um das
Ausmald der Homogenitat der porzinen Herzen und Arterien zu untersuchen und eine
minimale Lange fir eine ausreichende Probenentnahme zu gewahrleisten. Die
Feststellung der Lange und des Umfangs der PA erfolgte mit einem Langenmal nach
Durchtrennung der Ldngsseite der Arterien. Die Dicke der Arterien konnte mit einem
digitalen Dickenmessgerat (Dickenmessgerat Marameter XLI-57B-15; Mahr GmbH)
bestimmt werden. Dies geschah jeweils an drei unterschiedlichen Regionen zur

Berechnung eines Mittelwertes.

5.7.2 Vorbereitungen fiir die Histologie

Nach der Fixierung der Proben fir mindestens 24 h in einer Formalinlosung, erfolgte die
weitere Vorbereitung zur Auswertung mittels histologischer Farbungen. Zuerst wurden
die Gewebestiicke in zuvor beschriftete gefensterte Einbettkassetten (Lab Logistics
Group GmbH) platziert. Um die AuBenseiten des Gewebes farbig zu kennzeichnen,
wurden die Einbettkassetten fiir 4 min in Hamalaun (Mayer’s Hamalaunldsung 1:3 mit
PBS verdiinnt, Merck KGaA) gelegt und anschlieBend 5 min unter flieBendem
Leitungswasser geblaut. Diese Farbmarkierung erleichterte die Kontrolle auf Intaktheit
der Schnitte. Daraufhin fand die aufsteigende Alkoholreihe zur Paraffineinbettung statt.
Daflir wurden die Pulmonalarterien 3 x 15 min mit Ethanol 70 Vol.-%, dann 3 x 15 min
mit Ethanol 96 Vol.-%, 2 x 15 min mit Ethanol 100 Vol.-% und schlieBlich 15 min mit Xylol

100 % behandelt. Bis zur Paraffineinbettung am nachsten Tag lagerten die Proben in
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einem Paraffinbad bei 50°C. Zur Einbettung wurden die Proben in Metallformen fir
Paraffinblocke positioniert. Hier war es essentiell die PA aufrecht hinzustellen, um bei
den Gewebeschnitten einen kompletten Querschnitt der Wand zu garantieren. Nun
wurden die Formen mit Paraffin aufgefillt und zur Aushartung auf einer Kélteplatte
platziert bis sich ein fester Paraffinblock gebildet hatte. Nach der Aushéartung folgte die
Herstellung von Gewebeschnitten mit einer Dicke von 6 um. Diese entstanden mithilfe
eines Schlittenmikrotoms (Schlittenmikrotom HM 400 R, Microm International GmbH).
Danach wurden die Gewebeschnitte in ein, auf 50°C vorgeheiztes, Paraffinstreckbad
(Paraffinstreckbad Typ 25900, MEDAX GmbH& Co.KG) gelegt und schlielRlich auf
Objekttrager gezogen (Thermo SCIENTIFIC Superfrost Ultra Plus®, Gerhard Menzel
GmbH). Nach der Trocknung der Schnitte bei 40°C lGber Nacht in einem Warmeschrank

(Warmeschrank WTC, Binder) waren die Proben bereit fir die Farbung oder Lagerung.

5.7.3 Entparaffinierung

Vor der Farbung erfolgte zuerst die Inkubation der Objekttrdger fir 30 min bei 50°C im
Warmeschrank und anschlieRend die Entparaffinierung (s. Tab. 5.2). Diese unterschied
sich in den einzelnen Farbungen minimal durch die Konzentrationen des Ethanols und

der Dauer der Inkubationszeiten.

Bei der DAPI-und der H&E-Farbung begann sie mit einer Behandlung der Schnitte fir 2x
15 min mit Xylol. Es folgten jeweils 2 x 5 min mit Ethanol 100 Vol.-%, 96 Vol.-% und
70 Vol.-%. Daraufhin wurden die Schnitte zweimalig fir 3 min mit AD und dann filr

2 X 3 min mit PBS inkubiert.

Tabelle 5.2: Ablauf der Entparaffinierung fiir die DAPI Farbung und der H&E Farbung

BEHANDLUNG ZEIT
Roti-Histol 2 x 15 min
Ethanol 100 Vol.-% 2 x5 min
Entparaffinierung Ethanol 96 Vol.-% 2 x5 min
Ethanol 70 Vol.-% 2 x5 min
Aqua dest. 2 x 3 min
PBS 2 x3 min
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Bei der Movat’s Pentachrom (MPC) und der Pikro-Siriusrot- Farbung (PSR) erfolgte die
Entparaffinierung in anderer Weise. Die Schnitte wurden zuerst mit Xylol behandelt,
woraufhin sich jeweils Einwirkung von Ethanol 96 Vol.-%, 80 Vol.-%, 70 Vol.-%, 60 Vol.-%
und AD anschloss. Die Dauer der Inkubationszeiten war hierbei in den einzelnen

Farbungen unterschiedlich (s. Tab. 5.3).

Tabelle 5.3: Ablauf der Entparaffinierung fiir die Movat’s Pentachrom Farbung und Pikro-Siriusrot-Farbung

BEHANDLUNG ZEIT (MPC) ZEIT (PSR)
Xylol 2 x5 min 2 x 10 min
Ethanol 96 Vol.-% 1x2min 1x4 min
Entparaffinierung Ethanol 80 Vol.-% 1x2min 1x4 min
Ethanol 70 Vol.-% 1x2min 1x4 min
Ethanol 60 Vol.-% 1x2min 1x4 min
Aqua dest. 1x2min 1x4 min

5.7.4 DAPI Fluoreszenz-Farbung

Die DAPI Farbung ist eine Kernfarbung mit einem Fluoreszenzfarbstoff, der DNA
markiert. Fluoreszenzfarbstoffe kdnnen an verschiedene Zellstrukturen binden und
sorgen dort fiir eine Lichtemission bei Beleuchtung. 4°,6-Diamidino-2-Phenylindole
(DAPI) bindet an die kleine Furche doppelstrangiger DNA (dsDNA) und fiihrt somit zu
Detektion von DNA-Bestandteilen im Gewebeschnitt. Dabei werden besonders Adenin-
Thymin Verbindungen bevorzugt. Der DAPI-Fluoreszenzfarbstoff wird durch
ultraviolettes Licht mit einer Wellenldange von circa 347 nm, welches das
Absorptionsmaximum von dsDNA darstellt, bestrahlt. Dadurch fluoresziert er blau und
produziert Lichtemissionen von einer Wellenldnge von circa 448 nm, welche dann
mittels Fluoreszenzmikroskop detektiert werden kdénnen. Je starker das empfangene

Licht ist, als desto hoher kann die Menge an DNA erachtet werden. [144, 145, 146]

Fdrbeprotokoll

Die anschlieRende Farbung startete mit einer zwei-minltigen Behandlung mit einer 1:1
Losung aus Methanol (Methanol for analysis, Merck KGaA) und Aceton (Acetone for
analysis, Merck KGaA). Dadurch fand die Permeabilisierung der Zellmembran statt, da

DAPI, welches an den Zellkern gelangen muss, nur langsam intakte Zellmembranen
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durchdringen kann. Daraufhin wurden die Schnitte fiir 2 x 3 min in PBS gewaschen. Nun
konnte die Farbung mit der DAPI Losung (Sigma Aldrich Chemie GmbH, ¢ = 0,1 pg/ml in
PBS) fur 5 min folgen. Ab diesem Schritt fand die Farbung in einer Dunkelkammer statt.
Es erfolgte eine Behandlung der Schnitte fiir 5 min mit PBS und 2 min mit Sudanschwarz
0,3Vol.-% in Ethanol 70 Vol.-% (Sudanschwarz B fir die Mikroskopie, Carl Roth
GmbH + Co.KG). Als Gegenfarbung verminderte diese eine Fluoreszenz des
Hintergrundes. Den Abschluss bildete ein erneuter Waschvorgang flir 2 x 3 min in
destilliertem Wasser. Da sich direkt an die Farbung die Mikrokopie anschloss, wurden die
Objekttrager nicht fir eine langfristige Lagerung eingedeckt, sondern mit
Eindeckmedium (Mounting Medium; Ibidi GmbH) fir die Fluoreszenzmikroskopie

vorbereitet.

Tabelle 5.4: Ablauf der DAPI-Fluoreszenzfarbung

BEHANDLUNG ZEIT
MetOH-Aceton (1:1) 1x2min
PBS 2 x 3 min
DAPI, c= 0,1 ug/ml 1x5 min
PBS 1x5min
Sudanschwarz, c= 0,3 Vol.-% 1x2 min
Aqua dest. 2 x 3 min

Mikroskopieren

Auswertung

Die Auswertung der DAPI Farbung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (AxioObserver Carl
Zeiss AG). Die Aufnahmen wurden mit einer konstanten Belichtungszeit von 200 ms und
einer Anregungswellenlange von 340 nm und einer Emissionswellenlange von 461 nm
erstellt. Auf diese Weise entstanden von jedem Gewebeschnitt neun (3x3) Aufnahmen
in 100x VergréRerung, welche miteinander verbunden einen Uberblick (iber die gesamte
Arterienwand zeigten. Die Analysesoftware AxioVision (AxioVision Rel. 4.8, Carl Zeiss AG)
wurde genutzt um das Bild zu analysieren, die Gesamtdicke des Schnittes zu messen und
Abstande zu bestimmen. Durch Quantifikation der nichtfluoreszierenden Schicht der
Arterienwand konnte die Effektivitat der Dezellularisierungsmethode bestimmt werden.

Qualitativ zeigte sich hier ein Unterschied in dem Vorhandensein von klar abgrenzbaren
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Zellkernen und hellerer Hintergrundfluoreszenz oder diffus leuchtenden Regionen,
welche auf ein Zuriickbleiben der DNA hinwies. Die Eindringtiefe des Detergens (EDT)
wurde bei inkomplett dezellularisierten Proben bestimmt, indem eine Messung des
Abstandes ausgehend von der Oberflache senkrecht bis zur fluoreszierenden Schicht
stattfand (siehe Abb. 5.8). Sowohl bei der Dickenmessung der Arterienwand, als auch bei
Messung der Dicke des Mittelstreifens mit intakten Zellkernen und der Eindringtiefe
erfolgte die Berechnung der Mittelwerte aus drei reprasentativen Werten fir den

Querschnitt, um Messfehler und Variationen zu minimieren.

Abbildung 5.7: Beispiel der Messpositionen zur Auswertung der DAPI Farbung Messung der
Eindringtiefe (EDT) der Detergenzien und des Mittelsteifens. 1: EDT innen; 2: Mittelstreifen; 3: EDT
auBen. Alle Werte wurden an drei Stellen gemessen. Pfeil: fluoreszierende DNA, MaRstab: 500 um

5.7.5 Hamatoxylin & Eosin Farbung

Die Hamatoxylin&Eosin-Farbung (H&E-Farbung) ist eine histologische Ubersichtsfirbung
und gelingt durch zwei unterschiedliche Einzelfarbungen, die sich an verschiedene
Gewebekomponenten anlagern. Himalaun ist ein natlirlicher Farbstoff aus Blauholz. Bei
Belichtung farbt er sich rot. Danach wird Hamalaun an der Luft zu Hamatein oxidiert und
bildet unter Splilung mit Wasser blauviolett erscheinende Chelate. Diese Chelate sind
stark basisch und werden demnach von sauren Zellbestandteilen, wie beispielsweise
DNA und RNA gebunden. Eosin dagegen, ist ein saurer Xanthinfarbstoff und wird von
basischem Gewebe aufgenommen. So farbt es die azidophilen Zellplasmaproteine,
Kollagen und Mitochondrien rot. Aufgrund dieses Farbeverhaltens lassen sich mit der
H&E-Farbung Zellkerne besonders gut darstellen und somit der Grad der DZ einschatzen.

AuBerdem konnen erste Aussagen Uber den Erhalt der EZM getroffen werden
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Kollagenfasern stellen sich beispielsweise als blass-rote Bander und elastische Fasern als

dunkle wellenformige Strukturen im gesamten Querschnitt der Wand dar. [147- 149]

Fdrbeprotokoll

Nach der Vorbereitung mit Entparaffinierung ( s. Kapitel 5.7.3), schloss sich zunachst eine
Spllung mit Aqua dest. fiir 2 x 3 min an. AnschlieBend erfolgte die Kernfarbung mit 1:2
in PBS verdiinntem Hamalaun (Mayer’s Hamalaunldsung, Merck KGaA) fiir 5 min. Fir die
darauffolgende Spulung wurde 0,1 Vol.-% Salzsaure Losung (HCL Losung, Merck KGaA)
genutzt und die Schnitte anschlieBend unter flieRendem Leitungswasser 10 min geblaut.
Daraufhin folgte die Farbung mit Eosin fiir 5 sek (Eosin Y solution alcoholic, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH) und anschlieBend eine erneute Waschphase fiir 5min mit

Leitungswasser.

Dann erfolgte ein mehrmaliges Eintauchen der Proben in Ethanol 80 Vol.- %, um die
Farbintensitat zu vermindern und so die einzelnen Bestandteile besser differenzieren zu
kdnnen. Zur Entwasserung der Schnitte schloss sich eine Alkoholreihe mit 96 Vol.-%
Ethanol und 100 Vol.-% Ethanol fiir jeweils 2 x 2 min an. Eine 5-minttige Behandlung zur
Klarung mit Xylol (Xylol, Carl Roth GmbH + Co0.KG) beendete den Farbevorgang.
Daraufhin wurden die Objekttrager mit Eindeckmedium (Leica CV MOUNT, Leica
Biosystems Nussloch GmbH) und Eindeckgldsern (Thermo SCIENTIFIC, Gerhard Menzel
GmbH) eingedeckt.

Tabelle 5.5: Ablauf der H&E Farbung

BEHANDLUNG ZEIT

Aqua dest. 2 x 3 min
Hamalaun 1x5min
HCLO0,1% 1x1min
Leitungswasser flieBend 10 min

Eosin 1 x5 sek
Leitungswasser 1 x3 min
Differenzierung 80% Ethanol Mehrmals eintauchen
96% Ethanol 2 x 2 min

100% Ethanol 2 x 2 min

Xylol 1x5min

Eindecken & Mikroskopieren
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Auswertung
Zur Begutachtung der Proben wurde ein Lichtmikroskop (Leica DMR, Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH) genutzt und die Bilder mit der PC-Software (Ascent Software version

2.6, Thermo Fischer Scientific) in 100x und 200x VergroRRerung festgehalten.

5.7.6 Movat’s Pentachrom Farbung

Bei dieser polychromatischen Farbung steht die Beurteilung der Extrazellularmatrix
(EZM) im Vordergrund. Es werden Alcianblau, Hamatoxylin, Brilliant-Crocein-
Saurefuchsin und Safron du Gateis verwendet. Sie farbt verschiedene zelluldre und
extrazellulire Gewebekomponenten an und erzeugt damit einen guten Uberblick tiber
die Qualitat der DZ und den Erhalt der EZM. Die EZM versteht man als Netzwerk, gebildet
aus  Bindegewebsfasern  (kollagene, retikulare und elastische Fasern),
Glykosaminoglykanen, Proteoglykanen und Glykoproteinen. Die verschiedenen
Fasertypen bestehen aus Strukturproteinen wie beispielsweise Kollagen oder Elastin
[150, 151]. Kollagen, welches den groten Anteil darstellt, befindet sich ubiquitar in der
EZM und weist eine hohe Zugfestigkeit auf. Kollagenfasern kénnen hier mithilfe der
Farbung mit Safron du Gateis deutlicher als in der H&E-Farbung als hellgelbe Fasern
hervorgehoben werden. Elastin bildet durch Faserbildung und Vernetzung die
elastischen Fasern, welche besonders in Gewebe mit hoher Elastizitdt, beispielsweise
der Aorta, vorkommen. Diese Fasern werden durch die MPC-Farbung als braun-rote
Strukturen sichtbar. Saure Glykoproteine wie Glykosaminoglykane und Mucine werden
durch Alcianblau angefarbt. Nach Behandlung mit Ethanol stellen sich diese
Komponenten dann blau-griin dar. Die Grundsubstanz der EZM ist somit grinlich
gefarbt. Muskelfasern erscheinen in dieser Farbung rot, was vor allem durch den
Farbstoff Brilliant-Crocein-Saurefuchsin  hervorgerufen wird. Zusatzlich farbt

Eisenhamatoxylin die Zellkerne in schwarz-roter Farbe. [6, 152, 153]

Fdrbeprotokoll

Nach der Entparaffinierung startete die Farbung mit einem kommerziellen Farbekit

(Farbeprotokoll fir Movat's Pentachrom, Morphisto Evolutionsforschung und
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Anwendung GmbH). Den Beginn stellte eine Inkubation mit Alcianblau 1 Vol.-% fiir
12 min dar. Danach wurden die Proben 5 min unter flieBendem Leitungswasser gespiilt.
AnschlieBend folgte eine 60-minltige Behandlung mit alkalischem Alkohol, woraufhin
wieder eine Spililung mit flieBendem Leitungswasser fir 10 min folgte. Nach 10 min
Einwirkzeit von Eisenhdamatoxylin wurden die Schnitte 1 min in AD und anschlieBend
2 min in Eisen (IlI)-Chlorid-L6sung getaucht. Danach folgte erneut eine Spilung mit AD
flr 1 min. Nach 1 min Inkubation mit Natriumthiosulfat wurde erneut eine Spilung mit
AD (1 min) und flieBRendem Leitungswasser (15 min) durchgefiihrt, bis die Verwendung
von Brilliant-Crocein-Saurefuchsin fiir 10 min begann. Daraufhin erfolgte die Behandlung
mit Essigsaure 1 Vol.-% fiir 2 x 2 min, unterbrochen von Phosphorwolframsaure 20 Vol.-
% (20 min). Nach zweimaliger Inkubation mit Ethanol 99 Vol.-% (1 und 6 min), wurden
die Proben zuerst 6 min mit Safron du Gateis und erneut mit Ethanol 99 Vol.-% fir 2 min
behandelt. Den Abschluss bildete ein Eintauchen der Schnitte in Isopropanol fiir 2 min

und 2 x 5 min in Xylol. Die Konservierung erfolgte durch das Eindecken der Objekttrager.

Tabelle 5.6: Ablauf der Movat's Pentrachrom Farbung

BEHANDLUNG ZEIT
Alcianblau 1 Vol. % 1x12 min
Leitungswasser flieBend 1x5min
Alkalischer Alkohol 1 x 60 min
Leitungswasser flieBend 1x 10 min
Eisenhamatoxylin 1x10 min
Aqua dest. 1x1min
Eisen (Il1)-Chlorid-Losung 1x3 min
Aqua dest. 1x1 min
Natriumthiosulfat 1x1min
Aqua dest. 1x1min
Leitungswasser flieBend 1x 15 min
Brilliant-Crocein-Saurefuchsin 1 x 10 min
Essigsdaure 1 Vol.-% 1 x 2 min
Phosphorwolframsaure 5 Vol.-% 1x20 min
Essigsdaure 1 Vol.-% 1x2min
Ethanol 99 Vol.-% 1x1min
Ethanol 99 Vol.-% 1x 6 min
Safron du Gateis 1x 6 min
Ethanol 99 Vol.-% 2x2min
Isopropanol 1x2min
Xylol 2 x5 min

Eindecken & Mikroskopieren
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Auswertung

Fir die Bewertung der Pentachrom-Farbung wurde jeweils in 100- und 200-facher

Vergroflerung Aufnahmen mit dem Lichtmikroskop angefertigt.

5.7.7 Pikro-Siriusrot-Farbung

Mit der Pikro-Siriusrot-Farbung (PSR-Farbung) lassen sich insbesondere Kollagene
verschiedener Gewebe anfarben. Damit ist sie, wie die MPC-Farbung, geeignet die EZM
der PA zu beurteilen. Kollagen, Elastin, Glykoproteine, Muskelfasern und Zytoplasma
werden hier unterschiedlich dargestellt. AuBergewohnlich ist hierbei, dass die
Betrachtung der Schnitte im Lichtmikroskop mit reguldarem Licht und mittels
Polarisationsfilter méglich ist. Im Lichtmikroskop erscheinen alle Kollagene rétlich und
zelluldre Bestandteile, sowie Hintergrundgewebe gelblich. Unter Verwendung eines
Polarisationsfilters ist der Hintergrund schwarz. Durch Eigendoppelbrechung der
Farbungen der Kollagenfasern wird das Kollagen der EZM gut betont und die
verschiedenen Unterarten werden differenziert. Dabei prasentieren die dicken Fasern
von Kollagen Typ | eine gelbe und Kollagen Typ lll eine griine Doppelbrechung. Durch die
deutliche Abhebung vom dunklen Hintergrund ist eine quantitative Messung der
Fluoreszenz des Kollagengehalts moglich. Kollagen | ist der haufigste Kollagentyp und
ubiquitdr vorhanden. Es kommt insbesondere in Haut, Sehnen, Faszien, Knochen und
Gefdllen vor und ist wichtig fir die Strukturbildung und Festigkeit sowie fir die
Interaktion mit anderen Bestandteilen der EZM. Kollagen Typ lll ist vor allem Bestandteil
von Gefdllwanden und inneren Organen sowie der Haut. Hier bilden die Fasern
Kollagenfibrillen und sorgen fiir Stabilitat. Im Vergleich zu den stabilen Kollagenfasern

von Typ | sind die Fasern des Kollagen Typ lll diinner und feiner. [154- 158]

Fdrbeprotokoll

Auch die PSR-Farbung erfolgte mittels eines Herstellerprotokolls (Farbeprotokoll fiir PSR
fir Kollagen | und Ill, Morphisto Evolutionsforschung und Anwendung GmbH). Nach
Inkubation mit Eisenhamatoxylin fir 8 min folgten 5 sek in AD, 10 min Spilung mit
flieBendem Leitungswasser und erneut 1 min in AD. Daraufhin wurden die Schnitte 1 h

in Siriusrot gefarbt. Nach einer Behandlung mit Essigsdaure 30 Vol.-% (2 x 4 min) und
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Ethanol 96 Vol.-% (2 x 4 min) schloss sich eine Inkubation mit Isopropanol an (4 min).
Zum Schluss wurden die Proben 2 x 10 min mit Xylol behandelt und anschliefend mit

Eindeckmedium fiir die Mikroskopie und Lagerung vorbereitet.

Tabelle 5.7: Ablauf der Pikro-Siriusrot-Farbung

BEHANDLUNG ZEIT

Eisenhamatoxylin 1x8 min

Aqua dest. 1x5sek
Leitungswasser flieBend 1x 10 min
Aqua dest. 1x1min
Siriusrot 1x1h
Essigsaure 30 Vol.-% 2 x 1 min
Ethanol 96 Vol.-% 2 x4 min
Isopropanol 1x4 min

Xylol 2 x 10 min

Eindecken und Mikroskopieren

Auswertung

Die Auswertung der Pikro-Siriusrot Farbung erfolgte am Lichtmikroskop sowohl unter
reguldarem Licht als auch bei polarisiertem Licht durch zwei gekreuzte Polarisatoren in
100- und 200-facher VergroBerung [159]. Mit diesen Aufnahmen konnte sowohl eine
qualitative als auch eine quantitative Beurteilung der Schnitte vorgenommen werden.
Die quantitative Messung erfolgte mit der Bildbearbeitungssoftware ImageJ [160]. Dabei
wurde die Intensitdt der Doppelbrechung in drei unterschiedlichen Abschnitten mit einer
GroRe von 500 x 800 Pixeln gemessen. Die Summe der Intensitaten wurde als ,Raw
integrated density” (RawlIntDen) bezeichnet. Zum Vergleich der Proben wurde der
Durchschnitt (Mean) der Lichtintensitaten berechnet als Mean Intensity = RawintDen in
Pixel/ (Pixelanzahl des berechneten Abschnittes). SchlieRlich wurde ein Mittelwert und

eine Standardabweichung der drei gemessenen Werte berechnet [161].
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5.7.8 Rasterelektronenmikroskopie

Mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) lassen sich Proben hochaufgeldst (bis ca.
1 nm) begutachten. Im Vergleich zum Transmissions-Elektronenmikroskop kénnen hier
auch dicke, nicht elektronentransparente, Proben untersucht werden. Dies geschieht
durch eine Abrasterung der Oberfliche durch einen Elektronenstrahl.
Wechselwirkungen der Elektronen mit dem Objekt werden schlieRlich zu der Erzeugung
des Bildes genutzt. Um Wechselwirkungen mit unterschiedlichen Molekilen der
umgebenden Atmosphare zu vermeiden, muss der Vorgang im Vakuum stattfinden. Die
Primdrelektronen werden aus der Kathode entlassen und zeilenweise uUber die
Oberflache des Objektes gefiihrt. Durch die Wechselwirkung mit den Proben werden
Sekundarelektronen (SE) oder Riickstreuelektronen erzeugt, welche dann von
Detektoren erfasst werden. SE entstehen im gesamten Objekt. Allerdings erreichen die
SE aus den tieferen Schichten nicht die Oberflache und werden somit nicht detektiert.
Deshalb bilden die erfassten SE nur die Probenoberflache (Tiefe 1-10 nm) ab und sind
somit wichtig fiir die hochauflésende Oberflichendarstellung der Probe. Die
unterschiedlichen Signale werden dann in Grauwertinformationen umgewandelt und zu

einem Bild zusammengesetzt. [162- 164, 167- 169]

Probenvorbereitung

Fiir die Rasterelektronenmikroskopie erfolgte nach der Prdparation eine Fixierung der
Proben in ,Fix II” Medium (s. Anhang), bestehend aus Aqua dest, Gultaraldehydl6sung,
Salzsdure sowie Natrium-Calciumcarbonat, fiir 48 h bei 4°C. Danach wurden die 0,5 x
0,5 cm groBen Gewebestlicke in einer Metallhalterung platziert und mithilfe einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und das ,Fix II“ entfernt. Dazu wurden die
Proben fir jeweils 10 min Ethanol 30 Vol.-%, 50 Vol.-%, 70 Vol.-% und 2 x 96 Vol.-%
inkubiert. Dazu wurde jeweils so viel Flissigkeit aufgefillt und abgelassen, dass die
Proben wahrend der gesamten Zeit vollstindig von Flissigkeit bedeckt waren.
AbschlieRend erfolgte ein Uberfiihren der Proben in Ethanol 99 Vol.-% (vorgekiihlt bei -

20°C) bis zur weiteren Verarbeitung.
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Kritisch-Punkt-Trocknen

Das Kritisch-Punkt-Trocknen wurde direkt im Anschluss durchgefiihrt. Um im REM keine
Artefakte entstehen zu lassen und ein ausreichendes Vakuum aufbauen zu kénnen,
mussten die Proben vollstandig trocken sein. Der Zeitpunkt, an dem es keine
Unterschiede zwischen den Aggregatzustanden Gas und Fllssigkeit mehr gibt, wird
kritischer Punkt genannt und wird durch die kritische Temperatur, den Druck und die
Dichte gekennzeichnet. Bei CO; liegt dieser Punkt bei 31°C und 74 bar. Der kritische
Punkt wird bei dieser Vorbereitungsmethode genutzt wird, um die Flussigkeit vom

Festkorper zu trennen.

Dazu wurden die Proben in der Druckkammer des Kritisch-Punkt-Trockners (Critical point
dryer CPD30, BalTec GmbH) platziert und diese dann Ethanol 99,0 Vol.-% gefiillt. Danach
erfolgte die Kiihlung der Druckkammer auf 8°C. Nun wurde das Ethanol, welches bei 8°C
flissig ist, durch CO; ersetzt. AnschlieBend fand eine Erhohung der Temperatur auf 42°C
und eine Steigerung des Druckes in der Kammer auf 80 bar statt. An diesem Punkt konnte
das jetzt gasformige CO, Uber einen Zeitraum von 30 min abgelassen werden. Eine
langsame, sukzessive Beseitigung des Gases fihrte zu einer Vermeidung von
Oberflachenkraften, welche feine Strukturen beschadigen und war deshalb bedeutend
fir den optimalen Erhalt der Proben. Danach wurden die Gewebestiicke aus der
Metallhalterung entnommen und halbiert. AbschlieBend erfolgte ein Befestigen der PA
auf einem Probenteller fir Rasterelektronenmikroskopie in zwei Teilen, sodass sich

jeweils einmal die Innen- und die AufRenseite oben sichtbar zeigte.

Sputtern

Um die Proben weiter flr die Mikroskopie vorzubereiten fand eine Goldbeschichtung
des Gewebes statt. Dieses leitfahige Material sorgte dafiir, dass die sonst
strahlenempfindlichen Proben geschiitzt wurden [165]. Ohne die Goldbeschichtung
wirde das Rasterelektronenmikroskop im Anschluss zu einer starken Erhitzung und Be-
schadigung der Probe fiihren [166]. Dazu wurden die Probenteller in das Sputtergerat
(Sputter Coater SCD 50, BalTec GmbH) eingelegt und ein Vakuum von mind. 5x 102mbar
aufgebaut. Dieses Vakuum enthielt Argongas. AnschlieRend wurden die Atome aus einer
Goldkathode bei einer Spannung von 570 Volt herausgeldst, wodurch eine Bedampfung

der Proben erfolgte. Nach einer Dauer von 180 sek legte sich so eine ausreichende
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Goldschicht Uber die Proben. Die Oberfliche war nun leitfahig fir die

Rasterelektronenmikroskopie.

Mikroskopie

Fir die Rasterelektronenmikroskopie wurden die Probenteller auf einer Halterung
befestigt und in das REM (Zeiss EVO LS10, Carl Zeiss AG) eingebracht. Nach luftdichtem
Verschluss der Probenkammer konnte ein Vakuum von unter 1x 10° mbar aufgebaut
werden. Somit war die Begutachtung der Oberflichen im Mikroskop moglich.
Aufnahmen der Proben entstanden bei 100x, 500x, 1000x, 2000x und 5000x
VergrofRerung jeweils von der Oberflache der luminalen Seite und der AuRenseite der

Arterien.

5.7.9 DNA-Quantifikation

Allgemeines

Die DNA-Quantifikation ist ein unerlassliches Mittel zur Beurteilung des DZ-Erfolges. Ein
Hauptkriterium zur Erfassung der Qualitat einer DZ ist der Verbleib von DNA und
zelluldren Bestandteilen im Gewebe. GemaR der von Crapo et al. entwickelten
Empfehlung sollten die Stiicke nur <50 ng dsDNA pro mg EZM [81]. Eine erfolgreiche
Entfernung der Zellen und DNA ist essentiell, um einer Immunreaktion vorzubeugen
[138]. Allerdings konnte auch festgestellt werden, dass kiirzere DNA-Fragmente
vernachlassigbar sind und keine relevante Immunantwort hervorrufen [136]. Somit

stand in dieser Studie die relative Reduktion der DNA im Mittelpunkt.

Durchfiihrung des Protokolls

Die DNA-Quantifikation erfolgte mithilfe eines kommerziell erhaltlichen Analysekits
(ISOLATE Il Genomic DNA-Kit, Bioline Meridiam Life Science). 25 mg des Gewebes wurde
zur Auswertung zerkleinert und mit 25 pl Proteinase K und 180 pul Lyse Puffer bei 56°C
Uber Nacht (maximal 16 h) inkubiert, um das gesamte Gewebe aufzuldsen. Am nachsten
Tag fand eine Behandlung der Losung mit 200 pl eines zweiten Lyse Puffers fir 10
Minuten bei 70°C statt. AnschlieBend wurde 210 ul Ethanol 96 Vol.-% hinzugefiigt und in

einem speziellen Behaltnis mit integriertem Filter zentrifugiert, bis die gesamte
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Flassigkeit durch die Matrix gefiltert wurde. Dadurch befand sich nun in diesem Filter
der gesamte DNA-Anteil der Probe. Mithilfe zweier verschiedener Waschpuffer
(insgesamt 1100 pl) und mehrmaliger Zentrifugation erfolgte eine Reinigung der DNA
von zurickgebliebenem Ethanol. Die DNA I6ste sich schlieRlich nach Verwendung von
100 pl Wasser von der Matrix. Nach Hinzufligen von Tris-HCL Puffer in einer Verdinnung
von 1:10 konnte die DNA-Extinktion im Photometer bei 260 nm und 280 nm Wellenlange
gemessen werden. Das Absorptionsmaximum von DNA liegt bei 260 nm. Der Quotient
von 260 nm/280 nm gibt dabei die Reinheit der DNA-Praparation an und sollte bei 1,8

liegen. Es wurden jeweils drei Messungen der DNA-Menge durchgefiihrt. [170, 171]

5.7.10 Glykosaminoglykan-Quantifikation

Allgemeines

Glykosaminoglykane (GAG) sind Polysaccharide und bilden eine wichtige Komponente
der EZM, indem sie das Gerist vieler Stoffe und Fasern darstellen. Sie kdnnen an
Proteine binden und durch Zusammenschluss Proteoglykane bilden. Sie sind in allen
Binde- und Stitzgeweben im Kérper zu finden und haben die Aufgabe die Struktur des
Gewebes aufrecht zu erhalten. Sie halten Wasser im Bindegewebe und fiihren so zu
einer Schutz— und Polsterfunktion. Als eine Grundsubstanz der EZM verbinden sie
verschiedene extrazelluldre Molekiile und erstellen Wechselwirkungen zwischen intra-
und extrazellularen Bestandteilen, Zelloberflachen und Plasmaproteinen. Des Weiteren
wird durch sie der Raum zwischen den Zellen offengehalten und somit eine
Transportstrecke im Gewebe, beispielsweise zwischen Blut und Zielzelle, erschaffen [6,
153]. Obwohl sie im Vergleich zu elastischen und kollagenen Fasern nur einen geringen
Teil der EZM ausmachen, spielen sie eine groflRe Rolle bei der Verbindung dieser Fasern.
Es konnte auch festgestellt werden, dass eine Entfernung von GAG mit einer Reduktion
der Spannungsrelaxation einhergeht [172]. Dies bestatigt die These, dass GAGs die
viskoelastischen Eigenschaften von Arterien beeinflussen [172, 173]. Der Gehalt an GAG
gibt somit indirekt Auskunft Uber die Integritat der EZM und der Biomechanik der

Arterienwand. GAGs werden oftmals durch eine Behandlung mit Detergenzien und
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Enzyme entfernt und sind somit ein wichtiger Kennwert fiir die Aggressivitat eines DZ-

Verfahrens [98].

Durchfiihrung des Protokolls

Flir die GAG-Messung wurde ein kommerziell erhaltliches Kit (Glycosaminoglycan Assay
Blyscan, Biocolor Ltd.) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Dazu erfolgte
zuerst eine Zerkleinerung von 10 mg PA und Inkubation dieser in 1 ml einer Papain-
Reagenz fur 4h bei 65°C und 1500 U/min auf dem Schuttelinkubator bis zur
vollstandigen Auflésung. Die Papain-Reagenz bestand dabei aus 100 pl Papain und 25 ml
einer Extraktions-Reagenz (25 ml Natrium Phosphat Puffer + 100 mg EDTA + 20 mg L-
Cystein-HCI + 200 mg Natrium-Acetat). Nach 10 min Zentrifugation bei 10.000 g
(g £ Schwerebeschleunigung) wurden die Proben erneut mit Papain-Reagenz (95 pl
Papainreagenz + 5 ul Probe) versetzt. Zusatzlich wurde eine Standardreihe zum Vergleich
durchgefiihrt. AnschlieRend wurden allen Proben 1 ml Blyscan Dye Reagent beigemischt
und diese dann fur 30 min im Thermoheizblock bei 24°Cinkubiert. Nach weiteren 10 min
Zentrifugation bei 12000 U/min zeigte sich nun ein deutlich gefarbter Bodensatz im
Eppendorfer GefiaR. Nach vorsichtigem Verwerfen des Uberstandes erfolgte ein Trocknen
der Proben bei 37°C mit offenem Deckel im Thermoheizblock. Daraufhin fand eine
Auflésung der verbliebenen Farbkomplexe in Kombination einer weiteren Reagenz im
Vortexmischer statt. Nun konnte die Messung der Fliissigkeit im Photometer bei 656 nm
Wellenlange durchgefiihrt und somit der GAG-Gehalt mithilfe des Vergleiches mit der

Standardreihe bestimmt werden.

5.7.11 Zugversuche

Allgemeines

Der Erhalt der mechanischen Eigenschaften von Arterien und Herzklappen ist wichtig fiir
einen langfristigen Einsatz von Prothesen. Nach der DZ kommt es bekannterweise zu
starken Verdnderungen der EZM und damit auch der Elastizitdt und maximalen
Belastbarkeit der Arterien [69, 174]. Deshalb ist es essentiell fiir die Beurteilung des DZ-

Erfolges auch die mechanischen Eigenschaften nach DZ zu erfassen.
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Bei der Verwendung von Universalprifmaschinen fiir Zugversuche wird eine uniaxiale
Kraft angebracht und somit eine konstante Dehnung des Materials erreicht. Indem der
Zug bis zum ZerreiRen des Gewebes einwirkt, kann die maximale Widerstandskraft des
Materials berechnet werden. Die zusatzliche Angabe der urspriinglichen Dicke und Lange
der Probe erméglicht zusatzlich noch eine Einschatzung der Elastizitat. Als Wert fir die
maximale Elastizitdt kann die endgultige Lange vor dem Zerreillen genutzt werden. In
dieser Studie wurde mit der Durchfiihrung der uniaxialen Zugversuche hauptsachlich
Wert auf die maximale Belastbarkeit und die Elastizitdit des Gewebes gelegt. Es ist
allerdings wichtig zu erwdhnen, dass diese Kriterien alleine keine umfassende
Beschreibung der mechanischen Eigenschaften von Geweben darstellen. Wahrend hier
nur die uniaxiale Belastung beschrieben wird, ist besonders bei herznahen GefaBen auch
die Dehnung in Lange und Breite, wie bei Yu Zou et al. und der Radius des GefalRes sowie

die Relevanz der Windkesselfunktion zu beachten [69, 96, 174].

Durchfiihrung des Versuchs

Die Vorbereitung der Proben erfolgte direkt nach der Praparation bzw. der DZ oder EZ.
Dazu wurde mittels einer Stanze (Manuell verstellbare Presse ZCP 020, ZwickRoell GmbH
& Co. KG), jeweils ein grofles Gewebestlick aus den PA gestanzt. Dieses Stlick entsprach
der Norm ISO DIN 53504 S3A mit einer Grof8e von 2 x 8.5 x 50 mm. Auch die Dicke jedes
Gewebestlicks wurde bestimmt. Bis zur Ausfiihrung der Zugversuche lagerten die
Proben in 0,9 % NaCl. Zur Durchfiihrung der Versuche stand eine Universalpriifmaschine
(Zwickiline, ZwickRoell GmbH & Co. KG) zur Verfiigung. Hier wurden die vorgefertigten
Formen zuerst in die Zugapparatur mithilfe von verzahnten Klemmbacken eingespannt.
Ausgehend von der Startposition fihrte eine axiale Kraft an den oberen Klemmbacken
dazu, dass diese nach oben gezogen wurden. Infolgedessen kam es zur Dehnung der
Arterie, die bis zum ReilRen des Gewebes fortgesetzt wurde. Die dazugehorige Software
ermittelte so nach Angabe der Dicke und Lange des Gewebes die maximale Zugfestigkeit
der Arterien (Fmax) und die maximale Ldnge vor dem ZerreiBen als Kennwert fir die
Elastizitat (Lmax). Die Durchfiihrung der Zugversuche erfolgte sowohl an Nativen Proben,
als auch an dezellularisierten und enzymbehandelten Proben nach Durchfiihrung der
perfusions-basierten DZ. Da die Pulmonalarterien keine ausreichende Ldnge fir drei

Probenstanzen (Nativ, DB und EB) aufwiesen, wurde zuvor die Zugfestigkeit einer
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Kohorte von 10 Nativproben gemessen, welche mit den dezellularisierten und

enzymbehandelten Proben verglichen werden konnte.

5.7.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit den Programmen Microsoft Excel (Microsoft
Excel 2019; Microsoft Corporation) und Graph Pad Prism 6 (GraphPad PRISM; GraphPad
Software Inc.) durchgefiihrt. Zur statistischen Beurteilung der Normalverteilung wurde
der D'Agostino-Pearson Test angewendet. So konnte festgestellt werden, ob die
gemessenen Werte einer Normalverteilung folgten [176]. Es erfolgte die Berechnung von
Mittelwerten und Standardabweichungen bei wiederholten Messungen eines
Durchlaufs. Diese werden hier nun mit Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
Die ldentifizierung von Varianzen zwischen einzelnen Gruppen geschah mithilfe des
ungepaarten t-Tests und einer One-way Anova mit Greenhouse-Geisser Korrektur sowie
dem Test nach Tukey mit Berechnung des Signifikanzniveaus mittels p-Wert [177]. So
konnte jeweils von allen Gruppen multiple Vergleiche gezogen werden. Dabei wurden
Ergebnisse als signifikant bewertet, wenn sie das Signifikanzniveau von 5%
unterschritten. Demnach galten Werte als signifikant, wenn p<0,05 betrug, als hoch

signifikant bei p<0,01 und hochst signifikant bei p<0,001.

51



MATERIAL UND METHODEN

Porcine Herzen IAusgeschlossen: (n=50)

(n=110) s unzureichende Ldnge der PA
+ Defekte an PA
= Verunreinigungen

Randomisiert auf Mativproben (n=10)
4 Gruppen [n=60) = Zugversuche

Protokoll SD {n=5

= Detergenzienbehandlung:
1% SD: 24h, 37°C

= Enzymbehandlung:

keine

= Waschzyklus:

PBS: 24h, 22°C

« Detergenzienbshandlung:
119 SD: 12h, 37°C

=  Waschzyklen:

IPBS: 24h, 22°C

Evaluation der Ergebnisse:

Alle Durchgange:

* DAPIFarbung

* H&E Farbung

= MPC Farbung

+ PSR Farbung

= REM

+ DNA Quantifikation

»  GAG Quantifikation

Nur nach der zweiten Modifikation:
*  Zugversuche

Protokoll SD (n=5)

« Detergenzienbehandlung:
1% SD: 24h, 37°C

« Enzymbehandlung:

DMase: 4h, 37°C+ a-Gal: 24h, 37°C
«  Waschzyklen:

PBS: 24h, 22°C

Abbildung 5.8: Algorithmus des Experimentes: Es wurden vier verschiedene DZ-Methoden ausgewahlt, wovon 3 im weiteren Verlauf zweimal modifiziert wurden
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6.1 Makroskopische Beurteilung der Arterien

Alle Pulmonalarterien die flir die Versuche genutzt wurden waren zu Beginn intakt. Keine
der Arterien wies Plaques oder makroskopische Pathologien der Wand auf. An der
AuBenseite der Wand waren teilweise Reste von Bindegewebe zu sehen, welches bei der
Praparation nicht vollstandig entfernt werden konnte. Auch nach der DZ prasentierten
sich die PA ohne Defekte. Die Uberreste des anhingenden Bindegewebes wurden durch
die DZ vollstandig entfernt, sodass sich sowohl das Lumen, als auch die AuRenseite der
Wand makroskopisch glatt darstellten. Da auch Verfarbungen und Auflagerungen

herausgewaschen wurden, war das Gewebe nach der DZ gleichmaRig hell.

Vor der DZ wurde jeweils die Ladnge und der Umfang der Arterien gemessen. Die Lange
der genutzten Pulmonalarterien betrug nativ circa 5,88 £ 0,41 cm. Im Verlauf des
Versuchs zeigte sich keine Veranderung des Umfangs der PA. Diese betrug im Mittel

5,97 £ 0,29 cm.

Zur Beurteilung des Gewebes der Arterien wurde eine Dickenmessung im Verlauf der
Versuche durchgefiihrt. Die Wanddicke der nativen Arterien von allen Durchgangen von
allen Protokollen betrug im Durchschnitt 2,13 £ 0,23 mm. Sie nahm nach allen DZ-
Protokollen, insbesondere jedoch nach Verwendung von SDS/SD und TX/SDS, ab.
Eindriicklich war die Veranderung der Wanddicke mit Anwendung der zweiten
Modifikationen. Hier reduzierte sich die Dicke nach Verwendung von SDS/SD in den
detergenzien-behandelten Proben nur minimal um 2 %. AnschlieRend erfolgte jedoch
eine signifikante Reduktion der Dicke durch die Enzymbehandlung um 13 % auf
1,98 + 0,30 mm (p>0,05). Die Proben des Protokolls TX/SD wurden bereits durch die DB
deutlich diinner und hatten eine Dicke von 1,83 + 0,16 mm was einer Reduktionum 13 %
entspricht. Die EB Proben wiesen eine weitere Verminderung der Dicke auf
1,77 £ 0,12 mm auf. Diese Reduktion war ebenso im Vergleich zu den Nativproben
signifikant (p<0,05). Bei Protokoll SD stellte sich ein diskontinuierlicher Verlauf in der
Wanddicke dar. Hier kam es zu einer mittleren Zunahme der Wanddicke um 19 % nach

der DB. Erst die EB fiihrte zu einer deutlichen und signifikanten Reduktion der
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Gewebedicke um 23 % auf 1,84+0,20 mm (p<0,01). Insgesamt fihrte also die

Enzymbehandlung zu einer deutlichen Reduktion der Wanddicke in allen Proben.

Tabelle 6.1: Dicken der Pulmonalarterien bei Verwendung der zweiten Modifikationen und Enzymen;
Signifikanzen im Vergleich zur Nativprobe: * £ p<0,05; ** 2 p<0,01
Angaben in mm; n=5; DB= Detergenzienbehandlung, EB: Enzymbehandlung

Dicken der Pulmonalarterien nach der zweiten Modifikation [in mm]

Nativ DB EB
SDS/SD 2,28 £0,16 2,26+0,33 1,98 £ 0,30
SD 2,01+0,24 2,40 £ 0,26* 1,84 + 0,20**
TX/SDS 2,10+£0,21 1,83 +0,16* 1,78 +0,12*

Dicken der Pulmonalarterien
B Originalprotokoll B 1.Modifikation M 2. Modifikation DB 2. Modifikation EB
160,00% :—\**
m *
S 140,00%
lall-4
=z [« W
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¥ [ - W *
& 2 100,00% .
m _—
w 0O *
£ 80,00% \
< Z
o
ud E 60,00%
oy
22 40,00%
%
o 20,00%
=3
0,00%
SDS/SD SD TX/SDS TX/SD
Abbildung 6.1 Durchschnittliche Dicken der Pulmonalarterien: Dicken der PA in allen Protokollen: Messung
der Dicke in allen Proben, normalisiert auf die Dicke der Nativprobe. Die Basislinie bei 100% symbolisiert die
Nativprobe. Messung der Nativen Proben, nach Detergenzienbehandlung (DB) und nach Enzymbehandlung
(EB), n=60
Signifikanzen im Vergleich zur Dicke der Nativproben: * & p<0,05; ** £ p<0,01; *** 2 p<0,001
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6.2 DAPI Fluoreszenz Farbung

6.2.1 Nativproben

Zur ausfihrlichen Beurteilung des Dezellularisationserfolges wurden die Proben
zundchst nativ untersucht. Dabei zeigten die Pulmonalarterien in der DAPI-Farbung eine
homogene Verteilung der DNA in der Arterienwand in allen Wandschichten, die durch
die Bindung von DAPI fluoreszierte (s. Abb. 6.2). In dieser Farbung lasst sich annehmen,
dass jeder fluoreszierende, helle Punkt einen Zellkern mit der enthaltenen DNA darstellt.
Die luminale Seite konnte stets von der AuRenseite abgegrenzt werden. Die Oberflache
der Intima war meist glatt begrenzt, wahrend die Adventitia durch Bindegewebsreste
nach der Praparation Unebenheiten aufwies. Der Hintergrund und damit die EZM war in
dieser Farbung nur wenig beurteilbar. Die DAPI Farbung der nativen PA wurde als
Vergleichswert flir die Evaluierung der behandelten Proben genutzt. Im Durchschnitt

waren die unbehandelten PA circa 1450,50 + 211,14 um dick.

Abbildung 6.2: Unbehandelte Pulmonalarterie in der DAPI Firbung: Die hellen Punkte entsprechen der

DNA der Zellkerne, welche sich im gesamten Querschnitt darstellen. Sie zeigen sich homogen in allen
Wandschichten verteilt. Die Zellkerne erscheinen geordnet, vermutlich im Richtungsverlauf der
Bindegewebsfasern, weshalb sich die dargestellte Langsstruktur zeigt. Die EZM ist in dieser Farbung nur
begrenzt zu beurteilen. MaRstab: 500 um

6.2.2 Originalprotokolle

Im ersten Versuchsdurchgang erfolgte die Reproduktion der Originalprotokolle zur
Prifung der in der Literatur dargestellten Ergebnisse. Dabei zeigten die Prozeduren sehr

variierende Effekte.

Nach Verwendung des Kombinationsprotokolls SDS/SD konnte in drei der PA eine
vollstandige Entfernung der DNA nachgewiesen werden (s. Abb 6.3 A). Zwei der funf

Proben prasentierten fluoreszierende Anteile, die auf einen Verbleib von wenigen DNA-

55



ERGEBNISSE

Riickstdanden hinwies. In allen Proben war in der Tunica intima ein Bereich ohne jegliche
Anzeichen von Fluoreszenz von durchschnittlich 55,54 % der Breite der Arterienwand
sichtbar. In diesem Abschnitt konnte die DNA in allen Proben vollstandig von der EZM

gelost werden, was eine hochst signifikante DZ darstellte (p<0,001).

Protokoll SD zeigte in allen Arterien DNA-Rickstande. In drei der flinf Proben konnten im
gesamten Querschnitt viele fluoreszierende DNA-Reste nachgewiesen werden, wahrend
sich bei den restlichen Proben nur vereinzelt DNA darstellte. Bei allen Proben war die
DNA noch, wie in den Nativproben, gleichmaRig im Verlauf der Bindegewebsfasern
angeordnet (s. Abb 6.3 B). An der Innenseite des Querschnitts prasentierte sich in allen
Proben ein Bereich ohne fluoreszierende Anteile. Die Messung der prozentualen EDT
ergab hier einen durchschnittlichen Wert von 12,68 + 2,99 %, was signifikant in Bezug

auf die gesamte Wanddicke war (p<0,001).

Die DZ mittels TX/SDS fiihrte in allen Proben zu einer Entfernung der DNA in den
Randbereichen. Es stellte sich allerdings in den finf PA ein fluoreszierender
Mittelstreifen mit einer hohen Dichte an DNA dar (s. Abb 6.3 C). Die EDT betrug
durchschnittlich insgesamt 47,19 + 12,26 % der Gesamtdicke der PA (p<0,01). Im
Mittelstreifen war die fluoreszierende DNA geordnet und in regelmaliger Struktur, wie

in den Nativproben, zu finden.

Mit der vierten DZ-Methode wurde in allen Pulmonalarterien eine grolle Menge an DNA
hinterlassen (s. Abb 6.3 D). Diese befand sich im gesamten Querschnitt, bis auf einen
minimalen Bereich in der Tunica intima mit einer EDT von durchschnittlich 27 + 3,56 %
der gesamten Wanddicke, was im Vergleich zur gesamten Arterienwand keine
signifikante Reduktion darstellte (p>0.05). Im Rest der Probe zeigten sich die DNA-
Rickstdande jedoch unregelmaliger als in den Nativproben, was vermutlich auf eine

Abldsung aus der EZM und Destruktion der Zellkerne hinwies.
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I
Abbildung 6.3: Pulmonalarterien in der DAPI Farbung nach Verwendung der Originalprotokolle: A:
SDS/SD: Nach Verwendung des ersten Protokolls konnte in dieser PA keine DNA mehr nachgewiesen
werden. In zwei der Proben waren noch disseminiert DNA-Reste sichtbar. Doch auch in diesen Proben
betrug die EDT circa 50 %. B SD: Protokoll SD erreichte nur eine inkonsistente Entfernung der DNA in den
verschiedenen Proben. Hier ist eine Probe mit viel DNA-Riickstéanden in urspriinglichem Verteilungsmuster
abgebildet. Die EDT an der luminalen Seite war in allen Proben sichtbar. C: TX/SDS: Mit TX/SDS wurden in
der Mitte des Querschnitts DNA-Reste hinterlassen, wahrend die oberflachlichen Schichten gut
dezellularisiert werden konnten. Insgesamt betrug so die EDT circa 50% und war damit signifikant
D: TX/SD: Die DAPI Fiarbung der Proben von Protokoll TX/SD prédsentierten DNA-Ruckstdnde in allen
Proben, welche jedoch irreguldr und aufgelockert erschienen. Die Intima prasentierte sich in einem Teil
der Proben frei von DNA. Die senkrechten Markierungen stellen die EDT dar. Eine Markierung in der Mitte
des Bildes zeigt eine vollstandige DZ bis zur Mitte der PA (s. Abb 6.3 A). MaRstab: 500 um

6.2.3 Erste Modifikation

Die neu konzipierten prozeduralen und physikalischen Verbesserungen prasentierten
bereits in den Vorarbeiten (siehe Anhang) signifikante Steigerungen der Effektivitat der
DZ. Da nun auch mit den Modifikationen von einer Effektivitatssteigerung ausgegangen
werden konnte, wurden die Detergenzien in Protokoll SDS/SD und Protokoll SD nur fir
die Halfte der Zeit genutzt (12 h), mit dem Ziel die Aggressivitat der DZ zu verringern. Da
Protokoll TX/SDS bereits im Original sehr kurz war, wurde hier keine Verringerung der

Inkubationszeit eingefiihrt.
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Mit dem verkiirzten Protokoll SDS/SD und den zusatzlichen Modifikationen konnte in der
DAPI Farbung in drei der fiinf Proben nur minimal verbliebene DNA detektiert werden.
Es prasentierte sich eine mittlere EDT von 45,72 + 4,65 % der Wanddicke, was insgesamt
eine hoch signifikante Reduktion der DNA in Bezug auf die Nativprobe (p<0,01)
darstellte. Die Uberreste waren vereinzelt und disseminiert in den Querschnitten der
Arterienwand lokalisiert. Es konnte keine strukturierte Anordnung festgestellt werden,
was eine Trennung der Zellkerne und der DNA vom Bindegewebe vermuten lasst. In den
zwei restlichen Proben waren keine DNA-Reste mehr sichtbar (s. Abb. 6.4 A). Die
Auswertung mittels DAPI-Farbung zeigte bei Protokoll SDS/SD insgesamt eine weniger

effektive Entfernung der Zellkerne im Vergleich zum Originalprotokoll.

Auch Protokoll SD wurde bei Einflihrung der zusatzlichen Methoden um die Halfte der
Zeit verkiirzt. Danach zeigten sich in keiner der Proben fluoreszierende Punkte (s. Abb.
6.4 B). Somit konnte eine vollstandige Entfernung der DNA in der gesamten PA vermutet
werden. Im Vergleich zur Nativprobe und auch zum Ergebnis des Originalprotokolls war

hier eine signifikante Steigerung der EDT auf 100% sichtbar (p<0,001).

Bei Verwendung von TX/SDS wurden ausschlieRlich die genannten prozeduralen und
physikalischen Veranderungen hinzugefligt. Danach waren in keine der Proben dichte
DNA-Reste in den Wandschichten zu finden (s. Abb. 6.4 C). Lediglich vereinzelte
disseminierte helle Punkte deuteten auf einen Verbleib von DNA-Bestandteilen hin,
welche jedoch losgelést von der EZM erschienen. Dieses Ergebnis prasentierte eine
signifikante Effektivitatssteigerung im Vergleich zum Originalprotokoll (p<0,001) bei dem

noch ein breiter Mittelstreifen von DNA nachzuweisen war.
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Abbildung 6.4: Pulmonalarterien in der DAPI Farbung nach der ersten Modifikation A SDS/SD: Die

Abbildung zeigt eine nahezu DNA-freie Arterienwand. In drei anderen Proben des Durchgangs waren noch
vereinzelt DNA-Rlckstéande zu erkennen, welche jedoch disseminiert und weniger geordnet als in den
Nativproben erschienen. B SD: In keine der Proben konnten DNA-RUckstande nachgewiesen werden. Dies
stellte eine signifikante Effektivitatssteigerung der DZ im Vergleich zum Originalprotokoll dar. C TX/SDS:
Das Protokoll fuihrte zu einer vollstandigen Entfernung der DNA in allen Proben. Somit wurde die DZ mit
den Modifikationen signifikant im Vergleich zum Originalprotokoll verbessert; Die senkrechten
Markierungen stellen die EDT dar. Eine Markierung in der Mitte des Bildes zeigt eine vollstandige DZ bis
zur Mitte der PA. Mal3stab: 500 um

6.2.4 Zweite Modifikation

Die zweite Modifikation beinhaltete die Einflihrung des Flusses durch das Arterienlumen
und den Anschluss der Enzymbehandlung in allen Protokollen. In diesem Durchlauf
wurden die Proben zu zwei Zeitpunkten, jeweils nach der DB und nach der EB

entnommen, um das neue DZ-Verfahren isoliert zu beurteilen.

Die DZ mit Detergenzien alleine resultierte in Protokoll SDS/SD in keiner der Proben in
einer vollstandigen Entfernung der DNA in der DAPI Farbung. Mit der Methode konnte
nur ein geringer Teil der DNA in den oberflachlichen Schichten (Tunica intima und
adventitia) entfernt werden (s. Abb. 6.5 Al). So betrug die mittlere EDT auBen und innen
insgesamt nur 14,10 + 13,89 % des Querschnitts, was im Vergleich zur Nativprobe keiner
signifikanten Abnahme entsprach (p>0,05). Das Ergebnis dieser DZ war im Vergleich zu
Originalprotokoll auRerdem signifikant schlechter. Nach der EB waren die Proben
mikroskopisch schlielich vollstéandig frei von DNA-Riickstanden (s. Abb. 6.5 A2). Die

DAPI Farbung konnte in keiner der fiinf Proben DNA detektieren und demonstriert damit
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eine hochst signifikante Reduktion der DNA mit einer EDT von 100 % im Bezug zur
Nativprobe (p<0,001). Auch im Vergleich zum Originalprotokoll war die DNA-Reduktion

signifikant verbessert (p<0,01).

Bei Verwendung von SD dhnelte der Effekt dem vorherigen Verfahren. Bis auf einen
kleinen Bereich an der Tunica intima zeigten sich nach der Behandlung mit Detergenzien
alleine in der gesamten Arterienwand DNA-Reste, wodurch nur eine geringe EDT von
35,3 +37,49 % des Gesamtquerschnittes erreicht wurde (s. Abb. 6.5 B1). Die DNA-
Residuen folgten einem homogenen Verteilungsmuster im Verlauf der
Bindegewebsfasern, was auf eine unzureichende Ablésung der Anteile von der EZM
hinwies. Die EB konnte dann auch hier eine deutliche Reduktion der Fluoreszenz erzielen

und die DNA vollstéandig in allen Proben entfernen (s. Abb. 6.5 B2).

Nachdem mit TX/SDS bereits in der ersten Modifikation eine erfolgreiche DZ erreicht
werden konnte, wurden im letzten Durchlauf die Konzentrationen der Detergenzien
vermindert. Somit sollte die Aggressivitdat der Detergenzien reduziert werden. Die
Reduktion der Konzentration von TX/SDS resultierte in einer geringeren Entfernung der
DNA. In vier der finf Proben war ein Mittelstreifen mit dicht geordneten DNA- Residuen
sichtbar (s. Abb. 6.5 C1). Die letzte PA enthielt nur diffuse DNA-Residuen in allen
Wandschichten. Die EDT war hier im Durchschnitt mit 30,21 + 17,19 % des gesamten
Querschnitts nicht signifikant (p<0,05). In allen Proben bewirkte der Einsatz von
Enzymen, wie bei den vorherigen Protokollen, eine vollstandige DNA-Entfernung (s. Abb.
6.5 C2), was wieder eine signifikante Verbesserung der DZ im Vergleich zum

Originalprotokoll darstellte (p<0,01).
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Abbildung 6.5: DZ der Pulmonalarterien in der DAPI Farbung mit der zweiten Modifikation nach

Durchfiithrung der DB (1) und der EB (2); SDS/SD Al: Nach der DB mit SDS/SD zeigen sich in allen Proben
noch viele DNA-Reste. A2: Nach der EB ist schlielich keine DNA mikroskopisch nachweisbar; SD B1: Das
Protokoll SD hinterlie® DNA-Ruckstdnde in allen Proben, welche sich homogen im gesamten Querschnitt
verteilten. B2: Die EB entfernte dann die gesamte fluoreszierende DNA. TX/SDS C1: TX/SDS hinterlieR nur
wenige disseminierte DNA-Residuen im mittleren Teil der Arterienwand, wahrend die oberflachlichen
Schichten gut dezellularisiert erschienen. C2: Die EB sorgte schlieRlich fur eine vollstandige Entfernung der
mikroskopisch sichtbaren DNA in allen Wandschichten. Die senkrechten Markierungen stellen die EDT dar.
Eine Markierung in der Mitte des Bildes zeigt eine vollstandige DZ bis zur Mitte der PA. Mafstab: 500 pum
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Eindringtiefen der Dezellularisation
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Abbildung 6.6: Prozentuale Eindringtiefen der Dezellularisation in allen Protokollen: Messung der Bereiche ohne
fluoreszierende DNA in der DAPI Farbung. Eindringtiefe gesamt entspricht der Bereiche an Innen- und AuRenseite;
Prozentuale EDT abhéngig von der Gesamtdicke der Arterienwand. DB= Detergenzienbehandlung, EB:
Enzymbehandlung; n=60; Die Signifikanzen ohne Verbindungsbalken beziehen sich auf den Vergleich mit der
Nativprobe * £ p<0,05; ** & p<0,01; *** £p<0,001

Tabelle 6.2: Prozentuale Eindringtiefe der Detergenzien in der DAPI Farbung: Die Eindringtiefe ist der Bereich der
Arterie der ohne Nachweis von fluoreszierender DNA dargestellt wird. Die gesamte EDT entspricht dem Bereich an
der Innen- und der Aullenseite. Angaben der EDT in % der Gesamtbreite der Arterienwand; DB=
Detergenzienbehandlung, EB: Enzymbehandlung; n=60

Signifikanzen im Vergleich zur Nativprobe: * 2 p<0,05; ** 2 p<0,01; *** 2p<0,001

Originalprotokoll 1. Modifikation 2. Modifikation [in %]
[in %] [in %] Dz EZ
Protokoll SDS/SD | 50,54 +2,31** 32,57 £ 29,93 ** 14,10+ 13,89 100 £ 0 ***
Protokoll SD 12,68 + 2,99 ** 100 £ Q *** 35,30+37,49 * 100 £ 0 ***
Protokoll TX/SDS | 47,19+12,26 * 100 £ Q *** 30,21+17,19 * 100 £ 0 ***
Protokoll TX/SD 27,23 +3,56 *
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6.3 Hamatoxylin-Eosin Farbung

6.3.1 Nativproben

Die H&E-Farbung ist eine Ubersichtsfarbung zur Beurteilung des allgemeinen Zustandes
des Gewebes. Die unbehandelten Proben wiesen in allen Wandschichten dunkelblaue
punktformige Strukturen auf (s. Abb. 6.7). Diese stellten mutmalilich die Zellkerne dar.
Ihr Verteilungsmuster war, wie in der DAPI Farbung, homogen und dicht im Verlauf der
Bindegewebsfasern. Oberflachennah lieRen sich vermehrt rundliche Punkte erkennen,
welche vermutlich die rundlichen Kerne des Endothels darstellten, wahrend zentral
langliche Punkte, am ehesten Zellkerne der Muskelzellen, liberwogen. Der Hintergrund
der Schnitte war homogen roétlich und stellte die azidophile EZM dar. Wellenférmige
Strukturen waren hauptsachlich in den dulBeren Wandschichten zu sehen und konnten
als Bindegewebsfasern interpretiert werden. In der Tunica media hingegen zeigten sich
mehr violette Bereiche mit gleichmaRig verteilten Kernen, die am ehesten die
Muskelfasern reprasentierten. Kongruent zu den DAPI Aufnahmen waren die

Innenseiten der Arterienwande glatt und unbeschadigt, wahrend die duRere Oberflache

eine lockere Faserstruktur prasentierte.

£ AR Ly J & s iiel yre Aoy

Abbildung 6.7: Native Pulmonalarterie in H&E Farbung Al: Innenseite der Arterie; A2: Mittlerer Bereich der
Arterie; A3: AuBenseite der Arterie: Die Aufnahmen der H&E-Farbung der Nativprobe bestatigten die homogene
Kernverteilung im Verlauf der Bindegewebsfasern, wie sie bereits in der DAPI Farbung dargestellt wurde. Die EZM
zeigte sich im gesamten Querschnitt dicht und intakt. Ma3stab: 250 um

6.3.2 Originalprotokolle

Nach Verwendung von Protokoll SDS/SD stellten sich die Proben in der H&E-Farbung
hochgradig destruiert und aufgelockert dar (s. Abb. 6.8 A 1-3). In drei der finf be-

handelten Proben konnten keine dunklen Punkte nachgewiesen werden, was fiir eine

63




ERGEBNISSE

vollstandige Entfernung der Zellkerne spricht. Die anderen beiden Proben enthielten nur
vereinzelte Kerne im Mittelstreifen, die im Gegensatz zu den Nativproben kein
homogenes Verteilungsmuster hatten. Das Gewebe zeigte sich in allen Proben
aufgelockert und mit grofRen Lochern. AuRerdem war das Gewebe besonders in den
kernfreien Bereichen und den Randschichten heller, was eine besondere Destruktion in
diesen Schichten vermuten lasst. Ein paralleler Strukturverlauf der Bindegewebsfasern

wie in den Nativproben war in keinem Schnitt erkennbar (z.B. s. Abb. 6.8 A 2).

Die DZ mithilfe von 1 % SD fiihrte zu einer deutlich anderen Darstellung der Arterien in
der H&E Farbung als das erste Protokoll. Alle Proben wiesen in der gesamten Wand
dunkelblaue Punkte, als vermutlicher Nachweis von Zellkernen, auf (s. Abb. 6.8 B 1-3). In
Teilen der Wand waren diese Punkte etwas vermindert und auch die EZM stellte sich
intermittierend aufgelockert und weniger dicht dar (s. Abb. 6.8 B 1-3). In der Tunica
intima und adventitia schien die Dichte der blauen Punkte im Vergleich zur Nativprobe
leicht reduziert (s. Abb. 6.8 B 1 und 3). Im GroRteil der Proben war die Verteilung der

Zellkerne jedoch ahnlich zur Nativprobe.

TX/SDS hinterlieR in allen finf Pulmonalarterien einen breiten Mittelstreifen mit
dunkelblauen Punkten, die am ehesten den Zellkernen entsprachen (s. Abb. 6.8 C 2).
Diese Punkte waren homogen im Verlauf der Fasern der EZM angeordnet. Die
AuBenseiten prasentierten sich ohne Zellen. Dabei war in zwei der PA ein breiterer
Bereich ohne Riickstande auf der Innenseite sichtbar, wahrend drei Arterien eher an der
Aullenseite zellfrei wirkten. Auf der jeweiligen Seite prasentierte sich das Gewebe

zusatzlich heller und weniger dicht(s. Abb. 6.8 C 1 und 3).

Nach Durchfiihrung von Protokoll TX/SD konnten im Gegensatz zur DAPI-Farbung keine
dunklen Punkte mit der H&E-Farbung nachgewiesen werden. Das Gewebe zeigte sich

allerdings stellenweise aufgelockert im Vergleich zu den Nativproben (s. Abb.6.8 D 1-3).
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Abbildung 6.8: Pulmonalarterien in der H&E-Farbung nach Durchfiihrung der Originalprotokolle A1-3: SDS/S
Nach Verwendung von SDS/SD stellten sich die meisten PA in der Ubersichtsfarbung mit stark gelockerter EZM
und irreguldrem Faserverlauf dar. Dunkle Punkte, die die Zellkerne darstellten, konnten in keine der Proben
nachgewiesen werden. B1-3: SD Dieses Protokoll hinterlie viele dunkle Riickstdande in der Wand zurtick. Das
Gewebe zeigte sich stellenweise aufgelockert. C1-3: TX/SDS Hier prasentierten sich dunkle Punkte in einem
Mittelstreifen in der Tunica media. In den oberflachlichen Schichten waren keine Punkte als Zellkerne sichtbar
und das violette Gewebe, welches der EZM entsprach war deutlich mehr aufgelockert als in der Mitte. D1-3:
TX/SD Die H&E Farbung wies keine dunklen Punkte in der Arterienwand nach. Die EZM zeigte sich stellenweise
aufgelockert und mit Lochern in allen Wandschichten. Abbildungen von innerer, zentraler und duerer Region
der PA; Malstab: 250 um

6.3.3 Erste Modifikation

Nach den prozeduralen Veranderungen in Protokoll SDS/SD prasentierten sich vor allem
im Mittelstreifen der Arterienwdande dunkle Punkte, wahrend die &duReren
Wandbereiche nur violettes Gewebe zeigten (s. Abb. 6.9 A 1-3). In drei von finf PA
konnten voneinander abgrenzbare rundliche Punkte, was mutmallich einzelnen
Zellkernen entsprach, nachgewiesen werden, wahrend die andere beiden Proben nur
vereinzelt dunkle Areale zeigten, welche DNA-Rickstande darstellen kdnnten. An der
AuRenseite des Querschnitts war ein breiterer Streifen ohne Punkte sichtbar als an der

Innenseite, was zeigt, dass die EDT der Detergenzien hier tiefer war.
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In Folge der ersten Modifikation von SD zeigten die Proben in der H&E-Farbung
disseminiert dunkle Farbungen ohne jedoch dichte Ansammlungen von Punkten, welche
Zellkernen entsprechen konnten (s. Abb. 6.9 B 1-3). Das Gewebe prasentierte sich in

einer homogenen violetten Farbe ohne Locher.

TX/SDS hinterlieR mit den zusatzlichen prozeduralen Methoden keine dunklen Punkte in
der Arterienwand (s Abb. 6.9 C 1-3). Drei der funf PA zeigten im gesamten Querschnitt
eine alleinige violette Farbung des Gewebes und in den zwei librigen Proben stellten sich
kleine Rickstande von dunkler Farbung dar. Das Gewebe prasentierte sich in den

oberflachlichen Schichten aufgelockert und heller als im Mittelstreifen.
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Abbildung 6.9: Pulmonalarterien in der H&E-Firbung nach der ersten Modifikation A1-3: SDS/SD Alle Proben
wiesen dunkle Punkte im Mittelstreifen auf. An den oberflachlichen Schichten war das Gewebe weniger dicht
und insgesamt heller. B1-3: SD Im gesamten Querschnitt prasentierten sich stellenweise dunkle Areale ohne
dichte Formationen der Punkte. Das violette Gewebe im Hintergrund war tberall intakt. C1-3: TX/SDS Es konnten
keine dunklen Punkte nachgewiesen werden. An der Intima prisentierte sich das Gewebe in der Ubersicht
aufgelockert. Abbildungen von innerer (1), zentraler (2) und duRRerer (3) Region der PA; MaRstab: 250 um

6.3.4 Zweite Modifikation

Nach der perfusions-basierten DZ mit SDS/SD konnte in allen Proben dunkle Punkte
nachgewiesen werden (s. Abb. 6.10 Al1.1-1.3). In drei der PA waren dichte
Ansammlungen von Punkten im Mittelstreifen, wahrend die restlichen Arterien nur
wenige dunkle Riickstande zeigten. Bei der Mehrheit der Proben erschien die EDT der
Detergenzien auf der Innenseite groRer als auf der AuBenseite, was sich durch einen
breiteren Bereich ohne Punkte zeigte (s. Abb. 6.10 A1.1). Insgesamt waren die Ergebnisse

der einzelnen PA jedoch stark inhomogen, sodass eine klare Aussage zur Seite der
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tieferen EDT nicht moglich ist. In allen Wandschichten konnte ein wellenférmiger
Faserverlauf der EZM durch die violette Farbung des Gewebes nachgewiesen werden.
Nach der Enzymbehandlung wies keine der Proben dunkle Punkte auf. Die EZM der

Arterienwand zeigte auRerdem eine unverdanderte Homogenitat (s. Abb. 6.10 A2.1-2.3).

Nach Verwendung von SD mit der zweiten Modifikation prdsentierten sich ausgepragte
Unterschiede vor und nach der Enzymbehandlung. Nach der DB enthielten die Proben
viele Punkte und prasentierten sich insgesamt sehr heterogen im Ausmall des DZ-
Erfolges (s. Abb. 6.10 B1.1-1.3). Bei zwei der Proben konnten insbesondere in der Intima
noch Riickstiande von DNA in Form von dunklen Punkten nachgewiesen werden (s. Abb.
6.10 B1.1), wahrend die Tunica Media hingegen teils nur violettes Hintergrundgewebe
zeigte. Das Gewebe erschien in allen Schichten gut erhalten. Nach der EB waren alle
Arterien schlieBlich einheitlicher dezellularisiert. Alle PA zeigten ausschliel3lich violettes
Gewebe ohne dunkle Punkte. Die EZM war ubiquitar dicht und ohne Locher (s. Abb 6.10
B2.1-2.3).

Die Konzentrationen in Protokoll TX/SDS wurden in der finalen Modifikation vermindert.
Danach enthielten alle PA dunkle Riickstdande im Verlauf der Bindegewebsfasern ohne
Ansammlungen von dunklen runden Punkten (s. Abb 6.10 C1.1-1.3). Das Gewebe
prasentierte sich in allen Schnitten homogen violett. Als Folge der Enzymbehandlung
konnten schlieBlich keine dunklen Riickstande in den Arterien mehr nachgewiesen

werden. Die EZM blieb wie vorher homogen in allen Schichten (s. Abb 6.10 C2.1-2.3).
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Abbildung 6.10: Pulmonalarterien in der H&E-Firbung nach Durchfilhrung der DZ mit der zweiten
Modifikation nach der Detergenzienbehandlung (DB) und nach Enzymbehandlung (EB) A1.1-1.3: SDS/SD nach
DB: In der Mehrzahl der Proben zeigten sich im Mittelstreifen dunkle Punkte. Insbesondere an der Innenseite
erscheint das Hintergrundgewebe aufgelockert. A2.1-2.3: SDS/SD nach EB: Alle Proben prasentierten sich frei
von Punkten. Das Hintergrundgewebe stellte sich luminal weiterhin etwas aufgelockert dar B1.1-1.3: SD nach
DB: Nach Verwendung von 1 % SD zeigten sich die Proben insgesamt sehr heterogen. In allen Proben waren
jedoch dunkle Punkte zu finden. B2.1-2.3: SD nach EB: Auch hier befanden sich nach EZ keine dunklen Farbungen
mehr im Gewebe. Das violette Gewebe zeigte sich im gesamten Querschnitt intakt und ohne Auflockerungen.
C1.1-1.3 TX/SD nach DB: Insbesondere im Mittelstreifen zeigten sich dunkle Punkte. Das violette Gewebe war
stellenweise aufgelockert, insgesamt jedoch gut erhalten. €C2.1-2.3 TX/SD nach EB: Alle PA waren homogen
violett ohne dunklere Farbungen oder helleren Léchern. Abbildungen von innerer, zentraler und duerer Region
der PA; MaRstab: 250 um
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6.4 Movat's Pentachrom Farbung

6.4.1 Nativproben

Bei dieser Farbung steht die Begutachtung der EZM im Vordergrund. Sie gibt einen
optimalen Uberblick iber den Aufbau der Arterienwand mit den drei Schichten und den

verschiedenen Anteilen des Stiitzgewebes.

Die Nativproben zeigten dabei den Wandaufbau mit den unterschiedlichen Schichten im
Detail (s. Abb. 6.11 A1-3). Die Tunica intima ist dabei, wie bereits in den vorherigen
Farbungen, glatt begrenzt. Der Hauptteil dieser Schicht besteht aus Kollagenfasern, die
in der Movat's Pentachrom Farbung (MPC) gelb erscheinen, sowie die
Hintergrundsubstanz der EZM, die sich blau-griin prasentiert. Die Oberfliche aus
Endothelzellen, deren Kerne sich als schwarze, rundliche Strukturen prasentierten und
Kollagen, welches gelb leuchtete, war in allen Schnitten intakt. Die griinliche
Grundsubstanz prasentiert das Zytoplasma sowie die Glykosaminoglykane, welche hier
den intakten Zustand der EZM bewiesen. In der Tunica media dominierten elastische
Fasern, welche in dieser Darstellung rot angefarbt sind. Auch Kollagenfasern, die in der
Tunica media vermutlich dem Kollagen Typ | entsprechen, waren hier deutlich sichtbar.
Die AuRenseite stellte sich dahnlich der Intima mit griiner Grundsubstanz und gelbem
Kollagen, allerdings mit kleineren dunklen Punkten dar. An der Aufenseite waren,

Ubereinstimmend mit DAPI und H&E-Farbung, Bindegewebsfragmente zu sehen.

Arterie; A2: Mittlerer Bereich der Arterie; A3: AuBenseite der Arterie: Griin: Grundsubstanz der EZM mit
Glykosaminoglykanen; Gelb: Kollagene Fasern; Rot: Elastische Fasern. Die MPC-Aufnahmen der Nativproben
zeigten einen intakten Aufbau der Arterienwand. Die EZM présentierte sich im gesamten Querschnitt dicht und
intakt. Kollagen und elastische Fasern konnten in allen Proben nachgewiesen werden. Die senkrechten Linien
kennzeichnen jeweils den Ubergang zwischen den verschiedenen Schichten (a) Intima zu Media und b) Media zu
Adventitia. MaRstab: 250 um
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6.4.2 Originalprotokolle

Die Reproduktion der unterschiedlichen Protokolle zeigte in der MPC-Farbung deutliche
Variationen in der Effektivitat der Verfahren. Protokoll SDS/SD sorgte fur einen starken
Defekt in der EZM, welcher in der MPC-Farbung deutlich sichtbar wurde (s. Abb. 6.12
A1-3). Im gesamten Querschnitt war ein Strukturverlust mit groen Lochern sowie ein
Verlust der parallelen Faserstruktur zu sehen. Des Weiteren zeigte sich in drei der funf
Proben ein vollstandiges Fehlen der roten elastischen Fasern, sodass in allen Schichten
nur noch Kollagenfasern und GAG sichtbar waren. In keine der Proben konnten schwarze

Punkte, welche Zellkerne entsprechen wiirden, dargestellt werden.

Nach Verwendung von Protokoll SD war die EZM und ihre Dreischichtung gut erhalten
An wenigen Stellen waren Locher im Gewebe und die Faserstruktur aufgelockert. Es
zeigten sich in allen Schichten von allen Proben disseminiert Zellkerne als dunkle Punkte

(s. Abb. 6.12 B1-3).

Mit TX/SDS zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen dem Mittelstreifen und den
oberflachlicheren Schichten. In der Tunica media stellte sich die EZM intakt dar und es
konnten vereinzelt dunkle Punkte gefdarbt werden (s. Abb. 6.12 C2). Die Innen- und
AuBenseite prasentierten Auflockerungen und Defekte der Faserstrukturen. Es konnte
ein Verlust von elastischen Fasern beidseits detektiert werden, wahrend das Kollagen
erhalten blieb. An der Innenseite der Arterie war auBerdem vermehrt grinliche
Grundsubstanz zu sehen (s. Abb. 6.12 C1 und 3). In den oberflachlichen Wandbereichen

waren keine Zellkerne nachweisbar.

Protokoll TX/SD fuhrte in der MPC-Farbung zu einem Substanzverlust in den
oberflachlichen Schichten. Insbesondere die Tunica intima erschien aufgelockert und
ohne griinliche GAG und einem verminderten Kollagengehalt (s. Abb. 6.12 D1).
Insgesamt war das Gewebe jedoch weitgehend intakt, mit einem parallelen Faserverlauf
und ohne Auflockerungen zentral. Es prasentierten sich vereinzelt Zellkerne als dunkle

Punkte im gesamten Schnitt.
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i
Abbildung 6.12: Pulmonalarterien in der Movat's Pentachrom Farbung nach Durchfiihrung der
Originalprotokolle A1-3: SDS/SD: Alle Schichten der Arterienwand sind durch die Verwendung von SDS und SD
aufgelockert worden. Die parallele Faserstruktur der Nativproben wurde vollstandig in allen Schichten
aufgehoben. Es sind keine roten elastischen Fasern mehr nachweisbar und es kénnen grofRe Locher im Gewebe
festgestellt werden; B1-3:SD: Hier stellt sich die EZM in allen Wandschichten hauptsachlich intakt dar. Es konnen
jedoch vereinzelt Auflockerungen und Locher in der EZM detektiert werden. Zusatzlich prasentierten sich in allen
Schichten Zellkerne als dunkle Punkte; C1-3: TX/SDS: Nach Verwendung von Triton-X-100 und SDS stellte sich
der Mittelstreifen intakt und mit Zellkernen dar. Die AuBenseiten verloren hauptsachlich an elastischen Fasern,
wahrend das Kollagen erhalten blieb; D1-2: TX/SD: Nach dem langsten Protokoll war die EZM, bis auf schmale
Streifen an der Innen- und AuRRenseite, intakt. Abbildungen jeweils von innerer (1), zentraler (2) und duRerer (3)
Region der PA.; MaRstab: 250 pum

6.4.3 Erste Modifikation

Die erste Modifikation von Protokoll SDS/SD fiihrte nur zu einem leichten Verlust von
Grundsubstanz an der AuRenseite, wahrend die Tunica intima viel Kollagen und
hauptsachlich elastische Fasern verlor (s. Abb. 6.13 A1 und 3). Hier war kein paralleler
Faserverlauf mehr sichtbar. Zentral war die EZM in der MPC-Farbung weitgehend intakt
und ohne groRe Locher (s. Abb. 6.13 A2). Die Tunica media wies vereinzelt dunkle Punkte

als Zellkerne auf.

SD fihrte zum Verbleib von schwarzen Punkten in der MPC-Farbung, was fiir eine
geringe Entfernung von Zellkernen sprach (s. Abb. 6.13 B1-3). Griine

Hintergrundsubstanz, welche die Glykosaminoglykane reprasentierte, ging in zwei der
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Proben verloren. Kollagen und elastische Fasern waren in der Mehrheit der Arterien im

gesamten Querschnitt erhalten (s. Abb. 6.13 B1-3).

Nach Verwendung von Protokoll TX/SDS wurden mit den Verfahren der ersten
Modifikation alle elastischen Fasern aus den oberfldchlichen Schichten entfernt (s. Abb.
6.13 C1 und 2). Die MPC-Farbung zeigte auBerdem einen Verlust der Grundsubstanz mit
GAG und eine Auflockerung der Tunica adventitia und intima. Dieser defekte Bereich der
EZM war an der Innenseite der Arterie breiter als an der Aullenseite. In der Mitte
prasentierte sich ein intaktes Gewebe mit parallelen elastischen Fasern und Kollagen.
Stellenweise konnten durch die Abbildung von schwarzen Punkten zentral Zellkerne

nachgewiesen werden (s. Abb. 6.13 C2).

der ersten Modifikation A1-3: SDS/SD: Die EZM war in der Mitte der Arterienwand intakt, wahrend die

AuRenseiten jeweils aufgelockert erschienen. Insbesondere an der Intima stellte sich ein breiter Streifen mit
Auflockerungen und einem Verlust von elastischen Fasern dar; B1-3: SD: Die EZM konnte nach der Verwendung
von 1 % SD intakt dargestellt werden und prasentierte sich in allen Schichten dicht und ohne Locher. Es konnten
hinterlassene Zellkerne als schwarze Punkte detektiert werden; C1-3: TX/SDS: Diese Prozedur fiihrte zu einem
Verlust von Grundsubstanz und elastischen Fasern in den oberfldchlichen Schichten. Nur die Tunica media war
vollsténdig erhalten, hier prasentierten sich jedoch auch vereinzelt Zellkerne. Abbildungen jeweils von innerer
(1), zentraler (2) und duBerer (3) Region der PA.; MaRstab: 250 pm
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6.4.4 Zweite Modifikation

Die perfusions-basierte DZ fihrte nach der Verwendung von SDS/SD zu inhomogenen
Ergebnissen in den einzelnen Arterien. In drei von fiinf Proben konnten noch Zellkerne
im Mittelstreifen nachgewiesen werden (s. Abb. 6.14 A 1.2). Die MPC-Farbung zeigte
auBerdem einen Verlust von rétlichen elastischen Fasern und griinlichem GAG-Gehalt,
insbesondere in den oberflachlichen Schichten (s. Abb. 6.14 A 1.1-1.3). Im Anschluss an
die EB konnten in keiner der PA dunkle Punkte dargestellt werden. Die Grundsubstanz
ging weiter zurlick und die EZM erschien nun auch zentral leicht aufgelockert sowie mit
einer weiteren Verminderung von elastischen Fasern. Insgesamt war das Gewebe jedoch

intakt und dicht (s. Abb. 6.14 A 2.1-2.3).

Mit Protokoll SD unter Verwendung der Detergenzien alleine konnte die EZM-Integritat
gut erhalten bleiben (s. Abb. 6.14 B 1.1-1.3). Es konnten vereinzelt Zellkerne als dunkle
Punkte angefarbt werden, welche sich hauptsachlich in der Mitte der Wand befanden.
An der Tunica intima war ein Verlust von elastischen Fasern und GAG zu sehen (s. Abb.
6.14 B 1.1). In den enzymbehandelten Proben hingegen waren keine dunklen Punkte
detektierbar. Die Proben bestanden hauptsachlich aus Kollagen und elastischen Fasern.

Die Grundsubstanz der EZM erschien vermindert (s. Abb. 6.14 B 2.1-2.3).

Die MPC-Farbung zeigte nach Verwendung von TX/SDS mit der perfusions-basierten
zweiten Modifikation einen vollstandigen Erhalt von kollagenen und elastischen Fasern
mit ihrem parallelen Faserverlauf (s. Abb. 6.14 C 1.1-1.3). Die grin angefarbte
Hintergrundsubstanz war im Vergleich zu den Nativproben vermindert. Es waren keine
dunklen Punkte, welche die Zellkerne reprasentieren, nachzuweisen. Nach der EB
konnten kollagene und elastische Fasern weiterhin ubiquitar detektiert werden, jedoch
war ihre Dichte in den oberflachlichen Schichten verringert. Es zeigten sich keine Defekte
oder Faserabbriiche. Die griinliche Grundsubstanz war, wie in den dezellularisierten
Proben, reduziert. Es konnten in keiner der Proben schwarze Punkte angefarbt werden

(s. Abb. 6.14 C 2.1-2.3).
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Abbildung 6.14: Pulmonalarterien in der Movat’s Pentachrom Farbung nach Durchfiihrung der DZ mit zweiten
Modifikation nach der Detergenzienbehandlung (DB) und nach der Enzymbehandlung (EB) A1.1-1.3 SDS/SD
nach DB: Es prasentierten sich inhomogene Ergebnisse in den 5 Proben, diese Abbildung zeigt eine zellfreie PA
mit kollagenen und elastischen Fasern in der EZM. In den oberflachlichen Schichten erscheint die Grundsubstanz
und die elastischen Fasern vermindert; A2.1-2.3 SDS/SD nach EB: Die EZM présentiert sich in der MPC-Farbung
mit einer Verminderung der Grundsubstanz und einem Verlust von elastischen Fasern an der Intima Es konnten
in keiner der Proben schwarze Zellkerne nachgewiesen werden. B1.1-1.3 SD nach DB: Die EZM war in einem
GroRteil der Proben vollstédndig erhalten. Die Innenseite wies einen Verlust von elastischen Fasern und GAG auf,
wahrend der Rest des Querschnitts intakt erschien. Es prasentierten sich vereinzelt dunkle Punkte, welche
Zellkerne darstellten; B2.1-2.3 SD nach EB: Die EZM war nach der EB weitestgehend ebenso erhalten. Die
elastischen Fasern und die Grundsubstanz waren weiterhin vermindert. Nun waren jedoch alle Schichten frei
von dunklen Punkten, was fur eine gute Zellfreiheit sprach; C1.1-1.3 TX/SDS nach DB: In keine der Proben waren
nach der DZ noch dunkle Punkte enthalten. Die elastischen Fasern und Kollagen waren vollstdndig vorhanden,
wahrend die Glykosaminoglykane vermindert nachgewiesen wurden. €2.1-2.3 TX/SDS nach EB: Nach der
zusatzlichen EB gab es einen leichten Verlust an elastischen Fasern und Kollagen in den oberflachlichen
Schichten. Es war weiterhin keine griinliche Grundsubstanz und dunkle Zellkerne nachweisbar. Abbildungen
jeweils von innerer (X.X.1), zentraler (X.X.2) und duRerer (X.X.3) Region der PA.; MaRstab: 250 um
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6.5 Pikro-Siriusrot-Farbung

6.5.1 Nativproben

Die unbehandelten Proben wurden nach der Pikro-Siriusrot-Farbung (PSR) im
Lichtmikroskop unter normalem Licht und unter polarisiertem Licht unter 100x und 200x
VergroBerung untersucht. Dabei konnte die Struktur der EZM dargestellt und die
Faserstruktur der Kollagenfasern sowohl qualitativ als auch quantitativ beurteilt werden.
Durch die unterschiedliche Doppelbrechung der Kollagentypen | und Il konnten diese
unterschieden werden. Die Kollagenfasern der PA zeigen sich in beiden Aufnahmen
vermehrt in den oberflachlichen Bereichen der Wand. Auerdem konnten Faserdefekte
in der Tunica adventitia bestatigt werden. Muskelfasern, Zytoplasma und Bindegewebe
prasentierten sich im Lichtmikroskop gelb (s. Abb. 6.15 A 1-3). Im Polarisationsmikroskop
stellten sich die Kollagenfasern Typ | als dicke, gelb-orange Fasern und Kollagen Typ I
als diinnere, griine Fasern dar. Kollagen Typ | dominierten in der Mitte der Arterie,
wahrend Kollagen Typ Il besonders in den oberflachennahen Schichten sichtbar war (s.
Abb. 6.15 B 1-3). Die elastischen Fasern der EZM konnten in der PSR unter dem
Polarisationsmikroskop nicht beurteilt werden. Im Vergleich zur MPC-Farbung, die einen
guten Uberblick vermittelte, stellte die PSR die Komponenten der EZM im
Polarisationsmikroskop detaillierter dar, sodass der Faserverlauf von Kollagenfasern
isoliert beurteilt werden konnte. Die Proben kdnnen auRerdem durch eine Messung der

Intensitdt der Eigendoppelbrechung quantitativ verglichen werden.

Nativprobe unter dem Lichtmikroskop. Kollagenfasern prdsentierten sich rot, wahrend das Zytoplasma,
Muskelfasern und das Hintergrundgewebe gelb erschienen. Zwei Einzelbilder von innerer und duRRerer Region,
B1-3: Aufnahme unter dem Lichtmikroskop mit Polarisationsfilter. Die Kollagenfasern konnten differenziert
werden. Die dicken Fasern von Kollagen Typ | wies eine gelb-orange und Typ Il mit den diinnen Fasern eine
griine Doppelbrechung auf. Abbildungen jeweils von innerer (1), zentraler (2) und duRerer (3) Region der PA.
MaRstab: 250 um
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6.5.2 Originalprotokolle

In der PSR-Farbung stellte sich die EZM nach Verwendung von SDS/SD deutlich verandert
dar. Kollagen Typ Ill wurde in allen Proben leicht reduziert. An der Aullenseite waren
noch vereinzelt griine Fasern sichtbar, wahrend die Innenseite hauptsachlich Kollagen |
zeigte. Die Fasern verloren im gesamten Querschnitt ihren parallelen Verlauf (s. Abb.
6.16 A 1-3). Das Gewebe erschien insgesamt wenig dicht und beinhaltete ubiquitar
Locher. Die quantitative Messung der Eigendoppelbrechung hatte signifikant
abgenommen (p <0,05) mit einer Durchschnittsintensitit von 10,23 + 4,22 x107 in den

Nativproben und 29,51 + 0,69 x10° in den dezellularisierten Proben.

Nach Protokoll SD wiesen die Proben in der Pikro-Siriusrot-Farbung einen intakten
Faserverlauf und unveranderte Strukturen der Kollagenfasern in der EZM auf (s. Abb.
6.16 B 1-3). Es konnte keine Verminderung der Intensitadt in der quantitativen Messung

festgestellt werden (ca 20,91 + 4,60 x10’ in der DZ Probe).

Die DZ mit TX/SDS fuhrte zu einem verminderten Anteil von Kollagen Il in allen Proben.
Die restlichen PA zeigten eine vollstandig erhaltene EZM. Die Faserverldufe des Kollagen
| waren in den Proben gut nachzuverfolgen (s. Abb. 6.16 C 1-3). Die Intensitat der
Eigendoppelbrechung wurde auf nur 37 % der Nativprobe reduziert (21,62 + 13,11 x10*
in der DZ Probe).

TX/SD fuhrte zu Verminderungen des Kollagen Ill in der PSR. Die Faserverlaufe waren in
allen Schichten stark verdandert ohne Parallelitit. Es konnten vereinzelt auch
Auflockerungen und Locher detektiert werden (s. Abb. 6.16 D 1-3). Insbesondere die
Tunica intima war aufgebrochen und ohne Kollagen Typ Il nachgewiesen werden (s. Abb.
6.16 D 1). Die Intensitdt der Eigendoppelbrechung in der DZ Probe war mit
10,01 + 0,54x 107 im Vergleich zur Nativprobe reduziert.
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Abbildung 6.16: Pulmonalarterien in der Pikro-Siriusrot-Farbung nach Durchfiihrung der Originalprotokolle
A1-3 SDS/SD: In der EZM wird ein Verlust von Kollagen Ill an der Innenseite der PA detektiert. AuRerdem stellt
sich ubiquitar der Faserverlauf unregelmaRig und aufgebrochen dar; B1-3 SD: Der Faserverlauf und die
Dreischichtung der EZM konnte mit Protokoll SD erhalten bleiben. In allen Schichten war das Kollagen | und Ill
wie in den Nativproben vorhanden; C1-3 TX/SDS: Die Integritdt der EZM zeigte sich in allen Proben vermindert,
in zwei davon besonders stark. Kollagen Typ Il wurde durch die DZ in allen Schichten reduziert. Der parallele
Faserverlauf der Kollagen | Fasern konnte jedoch weitestgehend erhalten bleiben; D1-3 TX/SD: Die EZM zeigte
sich weniger dicht und der Faserverlauf war unterbrochen und irregular. Insgesamt zeigte sich ein Verlust von
Kollagen Ill, insbesondere an der Innenseite. Abbildungen jeweils von innerer (1), zentraler (2) und duRerer (3)
Region der PA. MaRstab: 250 um

6.5.3 Erste Modifikation

Die PSR-Farbung zeigte nach Verwendung von SDS/SD und zusétzlichen Modifikationen
einen guten Erhalt von Kollagen | und Ill an der Tunica intima und media. Allerdings
stellte sich ein Verlust von Kollagenfasern an der AufRenseite dar. Der Faserverlauf war
insgesamt parallel, jedoch mit teilweisen Auflockerungen (s. Abb. 6.17 A 1-3). Die
Intensitdt der Eigendoppelbrechung der Komponenten war im Vergleich zur Nativprobe
nicht reduziert. Es zeigte sich eine Erhdhung der Intensitit auf 15,21 + 9,91 x107 in der

DZ Probe.

SD fiihrte nach der ersten Modifikation mit einem rotierenden Fluss der Detergenzien zu
einem besseren Erhalt der EZM als im Originalprotokoll (s. Abb. 6.17 B 1-3). Es zeigten

sich weniger Kollagenfasern Typ | in den inneren Bereichen. Kollagen Typ Il war in allen
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Schichten sichtbar. Der Faserverlauf war iberwiegend parallel, wie in den Nativproben,
aber an der Innenseite konnten auch Defekte in der Gewebestruktur nachgewiesen
werden (s. Abb. 6.17 B 1). Wie bereits beim Originalprotokoll, war keine Verminderung

der Intensitat im Vergleich zur Nativprobe feststellbar.

Die Anwendung der physikalischen und prozeduralen Veranderungen nach Protokoll
TX/SDS fiuihrten zu wenig Verdnderung der EZM in der Tunica media. Hier stellten sich
sowohl Kollagenfasern | als auch Il regelrecht dar (s. Abb. 6.16 C 2). Die oberflachlichen
Schichten prasentierten jedoch einen Verlust von Fasern, insbesondere von Kollagen Typ
lll. Zusatzlich zeigten die Fasern einen unregelmalligen Verlauf und Defekte an der
Innenseite (s. Abb. 6.16 C 1 und 3). Die Intensitat der Eigendoppelbrechung war im

Vergleich zur Nativprobe nicht reduziert.

A1-3: SDS/SD: Hier zeigt sich ein Verlust von Fasern insbesondere Kollagen | an der AuRenseite. Der Faserverlauf
prasentierte teilweise UnregelmaRigkeiten und Auflockerungen; B1-3 SD: Die Dreischichtung und Faserverlaufe
der EZM konnten nach Verwendung von 1% SD und der ersten Modifikation Gberwiegend gut dargestellt
werden. Es zeigte sich nur ein geringer Verlust von Kollagen | an der Innenseite. Hier waren auch leichte Defekte
im Gewebe sichtbar; C1-3 TX/SDS: An den AuRenseiten sieht man einen Verlust von Kollagen, insbesondere
Kollagen Typ lll. In der Mitte ist kein Defekt des Gewebes zu sehen. Lediglich leicht unregelmaRige Faserverldufe
weisen auf Veranderungen der EZM Struktur hin. Abbildungen jeweils von innerer (1), zentraler (2) und duferer
(3) Region der PA. MaRstab: 250 um
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6.5.4 Zweite Modifikation

Die zweite Modifikation mit der Verwendung einer perfusions-basierten DZ flihrte bei
Protokoll SDS/SD zu einem deutlichen Riickgang der Kollagenfasern Typ Il an der
Innenseite von vier der flinf Proben (s. Abb. 6.18 A 1.1). Die Faserverlaufe stellten sich in
allen Schichten intakt und ohne Locher dar (s. Abb. 6.18 A 1.1-1.3). Die anschliefende
EB flihrte in keiner der PA zu einem weiteren Verlust von Kollagen. Allerdings konnten in
zwei der PA deutliche Unterbrechungen im Faserverlauf festgestellt werden. In den
anderen drei waren jedoch regelmaBige parallele Kollagenfasern und ein dichtes
Gewebe in allen Schichten zu sehen (s. Abb. 6.18 A 2.1.-2.3). In der quantitativen
Messung der leuchtenden Bestandteile zeigte sich eine signifikante Abnahme von
Intensitat im Vergleich zur Probe nach DB (Intensitit der DB-Probe = 45,25 + 29,51 x107
und der EZB-Probe = 26,54 + 24,60 x107 (p<0,05)).

Die EZM der PA préasentierte sich nach Protokoll SD nur minimal verdandert im Vergleich
zu den Nativproben (s. Abb. 6.18 B1.1-1.3). Das Kollagen Il war in allen Bereichen
reduziert, wahrend das Kollagen | erhalten bleiben konnte. Die Faserverldufe waren aber
in allen Schichten dicht und regelmafRig. Auch die quantitative Messung bestatigte den
guten Erhalt der EZM mit einer signifikanten Abnahme von Intensitaten auf
41,18 + 35,97 x10% in der DB-Probe (p<0,01). Die EB fiihrte zu einem zusatzlichen Verlust
von Kollagenfasern Typ Ill, wahrend die Kollagenfasern Typ | jedoch weiterhin vorhanden
waren. Hier zeigte sich allerdings eine leichte Veranderung der parallelen Faserstruktur
mit teils durchbrochenen Faserverldufen (s. Abb. 6.18 B 2.1-2.3). Die Reduktion der
Kollagenfasern Typ Ill wurde auch in der Intensitditsmessung deutlich indem die
Intensitdt mit 15,87 + 26,6 x10* in den enzymbehandelten Proben im Vergleich zur

Nativprobe signifikant verringert war (p<0,001).

Die Verwendung von TX/SDS fihrte zu ebenso zu einem leichten Verlust von EZM
Bestandteilen. Auch hier ging insbesondere Kollagen Il verloren, wahrend Kollagen | in
allen Schichten zu sehen war (s. Abb. 6.18 C 1.1-1.3). In drei der Proben zeigten sich die
Fasern im Bereich der Tunica adventitia aufgebrochen. Nach Verwendung von Enzymen
stellten sich die Fasern in zwei der PA in der Mitte unregelmaRig und defekt dar. Einen

weiteren Verlust von Fasern konnte nicht nachgewiesen werden. Auch die Intensitat der
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Lichtdoppelbrechung war nicht signifikant reduziert (Intensitat der DB-Probe =2,48 +5,5
x107 und Intensitat der EB-Probe = 20,9 + 6,73 x10%).

Abbildung 6.18: Pulmonalarterien in der Pikro-Siriusrot-Farbung nach Durchfiihrung der DZ mit der zweiten

Modifikation nach der Detergenzienbehandlung (DB) und nach Enzymbehandlung (EB) A1.1-1.3 SDS/SD nach
DB: Es zeigte sich hier an der Innenseite ein Riickgang von Kollagen Ill wahrend Kollagen | ubiquitar unverandert
vorhanden ist. Die verbleibenden Fasern stellen sind regelmafig angeordnet ohne grolRere Defekt im Gewebe.
A2.1-2.3 SDS/SD nach EB: Die Kollagenfasern wurden durch die EZ nicht weiter reduziert. In den meisten PA war
der Faserverlauf wie in diesen Abbildungen parallel und intakt; B1.1-1.3 SD nach DB: Auch mit diesem Protokoll
wurde insbesondere das Kollagen Typ Ill reduziert. Die Kollagenfasern Typ | waren gut erhalten und ihr Verlauf
gleichmaRig; B2.1-2.3 SD nach EB: Kollagen Ill wurde durch die EZ weiter reduziert, wahrend Kollagen | weiter
in allen Schichten detektiert werden konnte. Es zeigten sich jetzt jedoch UnregelmaRigkeiten und Faserabbriiche
am Kollagen; €1.1-1.3 TX/SDS nach DB: Ahnlich zum vorherigen Protokoll stellt sich ein Verlust der
Kollagenfasern Typ Il dar. Kollagen | ist vollstandig erhalten, es prasentieren sich jedoch stellenweise Briiche
und Lécher in der EZM; C2.1-2.3 TX/SDS nach EB: Die PA enthielten in allen Abschnitten Kollagen IIl und | wie
nach der DZ. Auch die Faserstruktur konnte wir in den vorherigen Proben dargestellt werden. Abbildungen
jeweils von innerer (1), zentraler (2) und duBerer (3) Region der PA. MaRstab: 250 um
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Abbildung 6.19: Diagramm zur Fluoreszenzintensitat in der Pikro-Siriusrot-Farbung in den einzelnen Protokollen: Die
Werte an der Y-Achse geben die Fluoreszenzintensitat in Pixel an. Hier wird eine logarithmische Skalierung genutzt.
Die Intensitat und damit der EZM-Erhalt nimmt im Verlauf der Dezellularisation ab. Insbesondere in Protokoll SD und
TX/SDS zeigt sich nach der Enzymbehandlung eine signifikante Abnahme der Fluoreszenz und damit der EZM
Bestandteile. Das erste Protokoll konnte am meisten Elastische Fasern und Kollagen erhalten; DB=
Detergenzienbehandlung, EB: Enzymbehandlung; n=60; * £ p<0,05; ** £ p<0,01; *** £p<0,001

6.6 Rasterelektronenmikroskopie

6.6.1 Nativproben

Die Rasterelektronenmikroskopie ist durch ihre hohe Auflosung ein geeignetes
Verfahren zur Darstellung der Probenoberfliche. Mithilfe des Vergleichs der
behandelten Proben mit den nativen REM Aufnahmen konnten Defekte der
Oberflachenintegritat und Mikrostruktur lberprift und so die Aggressivitat des DZ-
Verfahrens beurteilt werden. Bei guter DZ kann eine vollstindige Entfernung der
Endothelzellen an der luminalen Seite gezeigt werden mit einer Darstellung der glatten
Basalmembran. Dicke Faserblindel und tiefe Locher sprechen fiir einen schlechten Erhalt

der EZM an der AulRenseite. Eine Prasentation des oberflachlichen feinen Fasernetzes
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des Gewebes ohne aufliegende Zellen zeigt hier eine gute DZ ohne starke

Beeintrachtigung der EZM Integritat.

Bei den Nativproben lieBen sich die Oberflache der luminalen Seite stets gut von der
AulRenwand der Arterie unterscheiden. Die Oberflache der Intima prasentierte sich als
geschlossene Oberflaiche mit regelmaRiger Struktur und einer dichten Schicht aus
Endothelzellen (s. Abb. 6.20 A2). Nach der DZ sollte die Endothelschicht der Intima
entfernt sein, sodass sich eine glatte Schicht darstellt, welche dann der Basalmembran
der Tunica intima entspricht. Im Gegensatz dazu waren in den Aufnahmen der
AuBenseite teilweise einzelne Fasern erkennbar, die eng miteinander verbunden waren.
Dabei konnte zwischen langstreckigen Zusammenschliissen von Fasern und schmaleren
Vernetzungen differenziert werden. An Teilen der AuRenwand konnten schon an den

Nativproben Defekte mit kleinen Léchern in der Adventitia nachgewiesen werden (s.

Abb. 6.20 Al).

e ,“h ) Q'\\" g n .»\’__‘ _L 1*_, o "I_"; : 9.:' , = ')f " / (
Abbildung 6.20: Native Pulmonalarterien unter dem Rasterelektronenmikroskop Al: AuBenseite der
Arterienwand A2: Luminale Seite der Arterienwand, Die Oberflachen sind hier geschlossen und intakt. Es sind
keine Faserstrukturen oder Lécher, die auf Defekte hinweisen, zu sehen. Die luminale Seite ist mutmaRlich
konfluent aus einer Schicht von Endothelzellen bedeckt. MaBstab: 10 um

6.6.2 Originalprotokolle

Die Wiederholung der Originalprotokolle ergab variierende Ergebnisse im Erhalt der
Oberflachenstruktur der einzelnen PA. Nach Durchfiihrung des ersten Protokolls SDS/SD
zeigten sich die Oberflachen der AuBenseiten der PA weniger glatt als in den
Nativproben. Es waren einzelne feine Fasern mit netzartigen Strukturen sichtbar (s. Abb.
6.21 Al). Der GroRteil der luminalen Seiten prasentierten eine geschlossene glatte
Oberflache welche moglicherweise eine vollstindige Entfernung der Endothelzellen

darstellte (s. Abb. 6.21 A2).
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Protokoll SD fuhrte zu Darstellung von einzelnen feinen Fasern an der dulReren
Oberflache der Arterie (s. Abb. 6.21 B1). Der Rest der Wand war in den DZ-Proben glatt,
jedoch mit weniger regularer Oberflachenstruktur als die der Nativproben. Die luminale
Oberflache prasentierte sich in vier der finf Proben vollstdndig geschlossen und ohne
Freilegung der tieferen feinen Faserstrukturen. Die Oberflache war dicht bedeckt von

Zellen (s. Abb. 6.21 B2).

Nach Anwendung von TX/SDS wurden durch das REM starke Veranderungen auf der
duBeren Oberflache der PA sichtbar. Es zeigten sich ubiquitar netzartige Faserstrukturen
und tiefe Locher in der Oberflache. Mehrere Faserbiindel durchzogen die Arterienwand
(s. Abb. 6.21 C1). Die luminale Oberfliche war jedoch in den meisten Proben dicht
geschlossen und mit Endothelzellen liberzogen (s. Abb. 6.21 C2). Nur an wenigen Stellen
wurden tiefer liegende Anteile der Intima mit Fasern der EZM durch Entfernung der

Zellen sichtbar.

Beidseits zeigte sich eine starke Veranderung der Struktur nach Verwendung von TX/SD.
Auf der luminalen Seite konnte viele feine Fasern und dicke Faserbiindel nachgewiesen
werden, welche auf eine Destruktion der Tunica intima hinwiesen. Es gab keine
geschlossene und gleichmalRige Oberflache mit Zellen mehr (s. Abb. 6.21 D2). Auch auf
der AuBenseite waren zahlreiche Fasern aus der Tiefe der Schichten sichtbar (s. Abb. 6.21
D1). Zusatzlich konnten auf mehreren Proben stabchenférmige Bakterien nachgewiesen

werden.
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Abbildung 6.21: REM Analyse nach DZ mit den Originalprotokollen SDS/SD A1l: duRere Oberfliche der PA nach
SDS/SD mit feinen Faserstrukturen und mutmaRlich vollstindiger Entfernung von oberflachlichen Zellen A2:
luminale Oberflache der PA, welche sich mit einer intakten Oberflaiche ohne aufliegende Zellen, am ehesten
Endothelzellen, darstellt. Nur vereinzelt werden tiefere Anteile der Wand sichtbar SD B1: Die AuRenseite der PA
zeigte feine Faserstrukturen nach Protokoll SD. B2: Luminale Seite nach Verwendung von Protokoll SD. Es zeigt
sich eine dichte Decke von Zellen, wie in den Nativproben. TX/SDS C1: AuRere Oberfliche der PA nach Protokoll
TX/SDS. Es stellen sich dicke und diinne Fasernetze dar. Die Oberflache ist uneben und mit unregelmaRigem
Verlauf der Fasern. C2: Innenseite nach TX/SDS, welche noch viele Zellen, am ehesten Endothelzellen, prasentiert.
Teilweise stellen sich Liicken in der Oberflache dar. TX/SD D1: Die duRere Oberflache ist nach TX/SD aufgelockert
mit feinen und auch dickeren Faserbiindeln aus der Tiefe der Arterienwand und ohne Zellauflagerungen zu sehen
D2: Die luminale Oberfldche prasentiert sich nach TX/SD mit diinnen Fasern ohne Nachweis von oberfléchlichem
Endothel, jedoch auch starker Destruktion der Basalmembran der Tunica intima. Mastab: 10 um.

6.6.3 Erste Modifikation

Mit den ersten Modifikationen veranderten sich auch die Ergebnisse der REM-
Aufnahmen. Nach Verwendung von SDS/SD bestand die duRRere Oberflache der PA aus
dicken gewellten Faserbilindeln und diinnen netzartigen Strukturen (s. Abb. 6.22 Al). Die
luminale Oberflache war teilweise konfluent mit am ehesten Endothelzellen bedeckt. An
einzelnen Bereichen konnten Locher festgestellt werden, welche auf eine tiefere

Destruktion der Schicht hinwiesen (s. Abb. 6.22 A2).
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Durch die Modifikation von Protokoll SD stellte sich die duRRere Oberflache mit gewellten
dicken Fasern dar (s. Abb. 6.22 B1). Die luminale Seite war zum GroRteil noch
geschlossen, jedoch konnten intermittierend tiefere Anteile der Wand mit feinen
Faserstrukturen sichtbar gemacht werden. Aufgrund der glatten Struktur kann von einer
vollstandigen Entfernung der Endothelzellen an der Seite ausgegangen werden (s. Abb.

6.22 B2).

TX/SDS verursachte durch die Modifikationen aufgelockerte Oberflachen auf beiden
Seiten. Die Aullenseite prasentierte dicke und feine Faserbiindel die eng miteinander
vernetzt waren (s. Abb. 6.22 C1). Die luminale Oberflaiche war aufgrund ihrer glatten

Darstellung mutmaRlich vollstandig frei von Endothelzellen. Stellenweise zeigte sie sich

destruiert, sodass feinere Gewebefaserns sichtbar wurden (s. Abb. 6.22 C2).

i~ ¥ i

Abbildung 6.22: REM Analyse nach DZ mit den ersten Modifikationen SDS/SD Al: duRere Oberfliche der PA
nach SDS/SD mit Darstellung von einem dichten Fasernetz und tiefen Defekten der EZM. A2: Die Innenseite der
PA nach dem modifizierten Protokoll stellt sich mit einem geschlossenen Belag von Zellen dar. Nur vereinzelt
waren kleine Locher sichtbar. SD B1: Die Oberflache der AuRenseite nach Verwendung von SD prasentiert sich
mit dicken und diinnen Faserbiindeln. Teilweise sind aufliegende Zellen sichtbar. B2: Nach Protokoll SD zeigt sich
luminal eine zellfreie Schicht mit leichten Defekten in der Basalmembran TX/SDS C1: Die duRere Oberfliche der
Arterien stellt sich nach Protokoll TX/SDS mit aufgelockerten Faserstrukturen dar und es sind keine Zellen zu sehen
C2: Die luminale Oberfldche prasentiert sich vollsténdig ohne aufliegende Zellen und einem starken Defekt der
Basalmembran, sodass das darunterliegende Fasernetz der EZM sichtbar wird. MaRstab 10 um.
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6.6.4 Zweite Modifikation

Nach Verwendung von SDS/SD mit Anwendung der perfusions-basierten DZ war die
Oberflachenstruktur der Aullenseite mit dicken und teilweise auch tieferliegenden
diinnen Faserbiindeln sichtbar (s. Abb. 6.23 A 1.1). Die Oberflache der Intima zeigte sich
dicht geschlossen mit rauer Oberflache, was auf ein Vorliegen von Endothelzellen an der
Intima hindeutete (s. Abb. 6.23 A 1.2). Diese Zellen konnten nach der EB nicht mehr
nachgewiesen werden. An der Innenseite prasentiere sich ein dichtes Netz aus Fasern
mit teilweise noch dichten Anteilen der Basalmembran (s. Abb. 6.23 A 2.2). An der
duBeren Seite wurde nun ein aufgelockertes Fasernetz sichtbar ohne aufliegende Zellen.

Teilweise zeigten sich tiefe Locher zwischen den Fasern (s. Abb. 6.23 A 2.1).

Nach Protokoll SD war die Oberflaiche der luminalen Seite in allen PA durchweg
geschlossen und mit Zellen versehen (s. Abb. 6.23 B 1.2). In zwei der Proben konnten an
der Aullenseite aufgelockerte Faserstrukturen wie in Abbildung 6.23 B 1.2 entdeckt
werden, die anderen prasentierten teilweise bedeckte glatte Bereiche. Das Ergebnis war
nach der EZ an der AulRenseite dhnlich. Hier waren weiterhin diinne Fasern zu sehen (s.
Abb. 6.23 B 2.1). An der Innenseite war eine dichte glatte Oberflache zu sehen, die
vermutlich die Basalmembran der Tunica Intima ohne aufliegende Zellen darstellte (s.

Abb. 6.23 B 2.2).

Die dritte Prozedur flihrte schon nach der DZ zu einer glatten Oberfliche an der
luminalen Seite. Es prasentierten sich vereinzelt Fasern und Locher in der glatten
Oberflache (s. Abb. 6.23 C 1.2). Die Darstellung der dufReren Oberflache variierte stark in
den einzelnen Proben. Die meisten PA stellten eine aufgelockerte Oberflaiche mit noch
teils dichten Bereichen dar (s. Abb. 6.23 C 1.1). Andere waren noch vollstandig von einer
dichten Flache bedeckt. Nach der EB hatten alle duBeren Oberflachen feine netzartige
Strukturen mit jedoch auch vereinzelt tiefen Léchern (s. Abb. 6.23 C 2.1). Die luminalen

Oberflachen wiesen ein homogenes Bild aus feinen Fasernetzen auf (s. Abb. 6.23 C 2.2).
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Abbildung 6.23: Pulmonalarterien in der Rasterelektronenmikroskopie nach Durchfithrung der DZ mit der
zweiten Modifikation nach der DB (1.1+1.2) und nach EB (2.1+2.2) SDS/SD: A 1.1: AuRenseite der PA nach der
DZ mit prasentiert das dichte Fasernetz der EZM. A 1.2: Innenseite der PA mit einem dichten Belag ohne
Darstellung der Fasern; A 2.1: Die dauRere Oberflache ist nach der EB mit vielen Faserblindeln zu sehen. Es sind
keine tiefen Defekte sichtbar. A 2.2: Die luminale Seite ist nicht mehr dicht verschlossen. Es sind Locher in der
Tunica intima mit Darstellung der einzelnen Fasern zu sehen. SD: B 1.1: Die AuRenseite der Arterien zeigt sich
nach SD aufgelockert mit einem feinen Netz aus Fasern. B 1.2: Die luminale Seite prasentiert vollstandig
verschlossen mit regelmaRiger Struktur, die auch das Vorliegen von Zellen hinweist B 2.1: Nach der EB stellt sich
die AuRenseite weiterhin tGberall mit der Faserstruktur der EZM dar. Es zeigen sich teilweise tiefere Locher. B 2.2:
Die Innenseite erscheint glatt ohne Defekte. Es sind keine Zeichen von Zellen sichtbar. TX/SDS: C 1.1 Die duRere
Oberflache der PA ist nach TX/SDS mit feinen Fasernetzen versehen, es sind keine tiefen Locher sichtbar. C 2.1:
Die Innenseite zeigt sich verschlossen mit einzelnen Faserstrangen. C 2.1: Durch die EB wurden das dichte
Fasernetz der Arterienwand aufgelockert, sodass sich nun Defekte und Lécher an der dufReren Oberflache
prasentieren C 2.2: Die luminale Seite prasentiert sich fast durchgehend verschlossen. Teilweise sind
Faserauflagerungen sichtbar. Mal3stab 10 um.
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6.7 DNA-Quantifikation

Die DNA-Quantifikation demonstrierte in dieser Studie eine quantitative, gut
vergleichbare Erhebung des DNA-Gehaltes und damit eine objektive Beurteilung der DZ
Obwohl es keine einheitlichen Vorgaben fiir den DNA-Gehalt von DZ- Gewebe gibt, liegt
laut Crapo et al. ein optimaler Anteil bei <50 ng dsDNA pro mg [43]. Die DNA-
Quantifikation aller Nativproben zeigte einen durchschnittlichen DNA-Gehalt von
315,67 + 128,28 ng/mg, wobei der Gehalt in den einzelnen Proben stark variierte. Nach
der Verwendung der Originalprotokolle konnte in allen Protokollen eine Abnahme des
DNA-Gehaltes festgestellt werden. In Prozedur SDS/SD wurde die DNA im Vergleich zur
Nativprobe signifikant um 50,25 % (p<0,01) reduziert. Das Verfahren SD zeigte sich in der
Entfernung der DNA weniger erfolgreich. Hier verblieb 218,03 + 43,61 ng dsDNA/mg
EZM im Gewebe, was eine nicht signifikante Abnahme darstellt (p>0,05). Das
Originalprotokoll TX/SDS entfernte ebenso nur einen Bruchteil der DNA und hinterlie
97,2 % des DNA-Gehaltes der Nativprobe (p>0,05). Das vierte Protokoll TX/SD erreichte
keine signifikante Abnahme der DNA, sodass noch 92,78 % der DNA verblieben.

Die erste Modifikation der Verfahren konnte die DNA in allen Protokollen hdochst
signifikant reduzieren. Durch Protokoll SDS/SD verblieb nur 30,21 % (p<0,001) der DNA
im Gewebe, was einer hochst signifikanten Abnahme im Vergleich zur Nativprobe
entsprach. Die Veranderung von Protokoll SD fiihrte zu 62,92 % verbliebener DNA im
Gewebe was ebenso eine signifikante Reduktion der DNA darstellte (p<0,001). Eine
deutliche Verbesserung der DNA-Entfernung konnte auch durch das letzte Protokoll
TX/SDS erreicht werden. Hier konnte 86,53 % der DNA herausgewaschen werden und es

verblieb nur 75,63 + 41,37 ng dsDNA/mg im Gewebe (p<0,001).

Nach der perfusions-basierten DZ in der zweiten Modifikation wurden starke
Unterschiede in den Ergebnissen der verschiedenen Protokolle sichtbar. Protokoll
SDS/SD konnte hier im ersten Schritt vor der EB 51,88 % Prozent (p<0,001) der DNA
entfernen. Dies entsprach einer signifikanten Reduktion der DNA im Vergleich zur
Nativprobe aber weniger Entfernung als durch die Flussdezellularisation darstellte. Auch
nach Verwendung SD im zweiten Verfahren blieb durch die alleinige Behandlung mit
Detergenzien mehr DNA zurlick als in dem vorherigen Durchlauf (270,69 + 18,66 ng
dsDNA/mg Gewebe (p<0,01)). Bei der DNA-Messung des Gewebes nach Behandlung mit
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TX/SDS zeigte sich im Durchschnitt ein sehr hoher DNA-Gehalt (656,72 + 188,12 ng/mg),

welcher auch die Werte des nativen Gewebes Uberschritt.

Die EB schlieBlich hatte eine deutlich starkere DNA-Entfernung in allen drei Protokollen
zur Folge. Hier wurde bei Verwendung SDS/SD im Vergleich zur DB nur 74,61 + 61,10 ng
DNA/mg zurlickgelassen. Dies stellt einen Anteil von 20,5 % des DNA-Gehaltes der
Nativprobe dar, wodurch die Abnahme hoéchst signifikant ist (p<0,001). Auch im
Vergleich zur ersten Modifikation war diese Reduktion signifikant (p<0,01). Protokoll SD
bestatigte die Wirkung der EB mit einem Verbleib von nur 52,78 % der DNA (p<0,001)),
was einer deutlichen Verbesserung im Vergleich zum Originalprotokoll entsprach.
Verfahren TX/SDS erzielte auch eine signifikante Optimierung der DZ unter Verwendung
von DNase und a-Galaktosidase. Hier wurde mit 73,76 + 30,81 ng dsDNA/mg der

niedrigste DNA-Gehalt gemessen und eine Reduktion um 65 % (p<0,001) erreicht.

DNA Quantifikation im Gewebe

B Originalprotokoll m 1. Modifikation ® 2. Modifikation DB 2. Modifikation EB
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Abbildung 6.24: Prozentualer DNA-Gehalt im Gewebe normalisiert auf die Nativproben
Nativprobe mit 100 % als horizontale Basislinie eingezeichnet. Signifikanzen ohne Klammern
beziehen sich auf die Nativprobe, Die Abnahme der DNA-Menge war nach der letzten
Modifikation und mit Enzymbehandlung in allen Proben hoéchst signifikant; DB=
Detergenzienbehandlung, EB: Enzymbehandlung; n=60; * & p<0,05 ** & p<0,01 *** 2p<0,001
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Tabelle 6.3: DNA- Menge in geloster Gewebeprobe bei Verwendung der einzelnen Protokolle:
Angaben der DNA-Menge in ng/mg Gewebe; n=60;
DB= Detergenzienbehandlung, EB: Enzymbehandlung
Signifikanzen in Bezug auf den DNA-Gehalt der jeweiligen Nativprobe: * £ p<0,05; ** £ p<0,01; ***

£p<0,001
Originalprotokoll 1. Modifikation 2. Modifikation [in ng/mg Gewebe]
[in ng/mg Gewebe] | [in ng/mg Gewebe] DZ EZ
Protokoll 105,12 + 38,76 ** 114,37 + 34,29 *** | 175,07 + 110,25 74,61 + 61,10 ***
SDS/SD *Ex
Protokoll SD 218,03 + 43,60 201,95 + 52,50 *** | 270,69 + 18,66 ** | 198,45 + 98,04 ***
Protokoll 371,73 £ 115,48 75,63 + 41,37 *** 210,72 £ 56,68 73,76 £ 30,81 ***
TX/SDS
Protokoll 362+72,92
TX/SD

6.8 Quantifikationen der Glykosaminoglykane

Mit der Messung der Glykosaminoglykane als Teil der EZM von Arterien konnte das
zurlickbleibende Gewebe der Arterien beurteilt werden. Je mehr GAG in Gewebe

verblieb, desto besser konnte der Erhalt des Bindegewebes eingeschatzt werden.

In der GAG-Quantifikation der Nativproben waren die Proben insgesamt homogen. Der
Mittelwert des Gehaltes an GAGs aller nativen PA insgesamt war
130,78 + 13,73 ng GAG/mg Gewebe. Die Verwendung der Originalprotokolle fihrte in
allen Arterien nur zu einer minimalen Reduktion der GAG im Gewebe. Protokoll SDS/SD
entfernte nur einen geringen Anteil und konnte 89,67 % (p<0,05) der GAG-Menge
erhalten. Durch Verwendung von SD verblieben allerdings nur 57,49 % GAG, was einer
signifikanten Abnahme trotz geringer DZ entsprach (p<0,05). Wahrenddessen erwies
sich Protokoll TX/SDS am schonendsten gegeniber den Glykosaminoglykanen. Hier
verblieb 130,00 + 22,71 ng/mg GAG im Gewebe, welches im Durchschnitt dem Gehalt

der Nativprobe entspricht und damit keine signifikante Reduktion darstellt.

Die ersten Modifikationen verminderten die Menge der GAGs im Vergleich zu den
Nativproben ebenso nur minimal. Die Reduktion nach SDS/SD auf 82,36 % der GAGs war
nicht signifikant. Mit Protokoll SD konnte nun trotz vollstandiger Entfernung der
Zellkerne ein GAG Gehalt von 148,30 + 23,11 ng/mg erhalten werden, was dem

Durchschnittsgehalt in den Nativproben dieses Durchlaufs entsprach. TX/SDS
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verzeichnete ein deutlich schwacheres Ergebnis als zuvor, da nur 41,84 % des GAG-

Gehaltes erhalten blieb, was einer hochst signifikanten Abnahme entsprach (p<0,001).

Mit der nachsten Modifikation erfolgte durch Einflihrung der perfusions-basierten DZ
und EB eine deutliche Veranderung, welche sich auch im GAG-Gehalt der Arterien zeigte.
Insbesondere die enzymbehandelten Proben wiesen eine Veranderung der GAGs auf.
Die Anwendung von SDS/SD fiir 12 h lieR nach der DB 74,93 % GAG (p<0,05) zuriick, was
im Vergleich zu den vorherigen Versuchen einem nur minimalen Abfall des GAG-Gehaltes
entsprach. Nach der EB konnte eine starke Dezimierung der Glykosaminoglykane
beobachtet werden. Hier verblieben nur 34,12 % der urspriinglichen GAG-Menge im
Gewebe. Diese Abnahme der GAGs war somit sowohl im Vergleich zu den Nativ- als auch
zu den DB-Proben hochst signifikant (p<0,001). Protokoll SD zeigte lbereinstimmend
dazu einen kontinuierlichen Abfall des GAG-Gehaltes. Die DB fiihrte zu einer Reduktion
auf 82,49 % mit einer anschliefenden hochst signifikanten Abnahme wahrend der EB

auf 50,01 % (p<0,001).

Die Behandlung mit Protokoll TX/SDS zeigte hingegen einen alternativen Verlauf. Hier
blieben nach Durchfiihrung der DB 66,58 % (79,0 + 16,69 ng GAG/mg Gewebe) der GAG

erhalten, was im Vergleich zur ersten Modifikation einer deutlichen Verbesserung

Quantifikation der Glykosaminoglykane in den Arterien

B Originalprotokoll  ® 1. Modifikation  ® 2. Modifikation DB 2. Modifikation EB
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Abbildung 6.25: Menge an zuriickgebliebenen Glykosaminoglykanen im Gewebe normalisiert auf die
Nativproben in allen Protokollen Die Menge der GAG in den Nativproben werden hier mit 100% als
horizontale Basislinie angegeben. n= 60; DB= Detergenzienbehandlung, EB: Enzymbehandlung; Die
Signifikanzen beziehen die auf den Vergleich mit der Nativprobe: * £ p<0,05 ** & p<0,01 *** &
p<0,001
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entsprach (GAG-Rickstand hier: 41,84 %). Allerdings konnte auch hier gezeigt werden,
dass die Enzyme eine signifikante Reduktion des GAG-Gehaltes induzieren, da hier mit
54,81 + 14,73 ng GAG/mg Gewebe (p<0,01) nur 44,29 % der GAG zurlickblieben.
Tabelle 6.4: Menge an Glykosaminoglykanen in geloster Gewebeprobe bei Verwendung der einzelnen
Protokolle: Angaben der GAG-Menge in ng/mg Gewebe; n=60; DB= Detergenzienbehandlung, EB:

Enzymbehandlung;
Signifikanzen in Vergleich zum GAG-Gehalt der jeweiligen Nativprobe: * 2 p<0,05 ** & p<0,01 *** £p<0,001;

Originalprotokoll 1. Modifikation 2. Modifikation [in ng/mg Gewebe]
[in ng/mg Gewebe] | [in ng/mg Gewebe] DZ EZ

Protokoll 95,21+ 19,11 97,65 + 12,03 113,01 + 27,05 * 50,40 + 6,50 ***
SDS/SD
Protokoll SD | 67,82 % 35,95 * 147,84 + 23,19 108,40 + 19,98 ** | 53,21+ 6,91 ***
Protokoll 130,41 +22,68 49,41 + 7,16 *** 79,00 + 16,69 * 53,64 + 13,72 **
TX/SDS
Protokoll 87,21 +61,47
TX/SD

6.9 Zugversuche

Die Durchfihrung der Zugversuche an zehn Nativproben demonstrierten eine
Zugfestigkeit pro Fliche der Arterien von durchschnittlich 1,43 +0,69 N/mm?. Die
Ergebnisse zeigen in Hinblick auf die Zugfestigkeit der Nativproben zueinander eine

grol3e Varianz.

Die Messung am Gewebe nach DB und DB stellte sich in den verschiedenen Protokollen
homogener dar. In Protokoll SDS/SD fiihrte die perfusions-basierte DZ im Durchschnitt
zu einer Zugfestigkeit von 0,66 + 0,38 N/mm?, was 46,37 % der Kraft der Nativproben
darstellte. Die Arterien von SD erzielten eine Zugfestigkeit von 0,86 * 0,23 N/mm?
(60,2 %) und das dritte Protokoll demonstrierte einen Mittelwert von 0,79 *+ 0,36 N/mm?
nach DB. Die Abnahme der Zugfestigkeit war in allen Kohorten signifikant mit p<0,05.
Nach der EB hingegen stellte sich in allen Prozeduren eine zunehmende Zugfestigkeit dar.
Mit SDS/SD konnte nach EB eine Zugfestigkeit von 1,57 + 0,61 N/mm? gemessen werden.
Auch mit SD resultierte die Enzymbehandlung in einer erhdéhten Zugfestigkeit mit
1,37 £ 0,83 N/mm? (Zunahme von 0,512 N/mm?), was nahezu der Kraft der Nativproben
entsprach. Protokoll TX/SDS konnte nach der Verwendung der Enzyme im Anschluss an

die DB nur eine durchschnittliche Zunahme um 0,38 N/mm? der Zugfestigkeit gemessen
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werden. Somit wurde in Protokoll SD und TX/SDS keine signifikante Zunahme im

Vergleich zu der Kraft der DB-Proben erreicht.
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Abbildung 6.26: Zugversuche nach Durchfiihrung der zweiten Modifikationen nach DB und EB:
Zugfestigkeit der Nativproben = 1,432 + 0,688 N/mm? als horizontale Basislinie. Es konnte eine
deutliche Abnahme der Zugfestigkeit in den DB-Proben festgestellt werden. Die EB-Proben
zeigten mit Abnahme der Gewebedicke eine hohere Zugfestigkeit. DB = Dezellularisierte Probe,
EB = Enzymbehandelte Probe; n=10; *£ p <0,05; signifikant im Vergleich zur Nativprobe

Als zweiter Kennwert fir die biomechanischen Eigenschaften des Gewebes wurde die
Elastizitat analysiert. Hierfiir wurde die maximale Dehnbarkeit mithilfe der maximalen
Lange (Lmax) vor dem ZerreiRen des Gewebes gemessen. Bei den Nativproben war die
maximale Lange im Durchschnitt 86,50 * 2,56 mm. Nach der DB mit Protokoll SDS/SD
dhnelte die Dehnbarkeit der Proben denen der Nativproben mit einer Lange von
86,13 + 1,65 mm. Nach der EB war die Elastizitat mit Lmax von 87,23 + 1,83 mm leicht
erhoht. Nach Protokoll SD war sowohl die Dehnbarkeit der Detergenzien-behandelten
als auf der enzym-behandelten Proben erhéht. Nach der Einwirkung der Detergenzien
betrug die maximale Lange durchschnittlich 87,05 + 3,97 mm und nach den Enzymen
circa 87,23 + 1,83 mm. Diese Zunahme der Elastizitat war jedoch nicht signifikant im
Vergleich zur Nativprobe und zwischen den beiden Proben. Das dritte Protokoll
resultierte nach der zweiten Modifikation ebenso in einer gesteigerten Elastizitat der

Arterienwande. Nach der DB alleine war die maximale Linge der Proben vor dem
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ZerrreiRen 88,07 £ 3,38 mm und nach der EB durchschnittlich 88,08 + 2,36 mm. Hier
konnte also keine Zunahme der Dehnbarkeit durch die Wirkung der Enzyme festgestellt

werden. Insgesamt war auch hier keiner der Unterschiede signifikant.

Elastizitat der Arterien
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Abbildung 6.27 Elastizitat der Arterien nach Durchfiihrung der DZ mit der zweiten Modifikation nach
Detergenzienbehandlung (DB) und Enzymbehandlung (EB): Alle Proben prasentieren eine minimal
erhohte Elastizitat im Vergleich zu den Nativproben. Die enzymbehandelten Proben sind zusatzlich etwas
dehnbarer als die rein Detergenzien-behandelten Proben. Allerdings zeigte sich in keiner der Proben ein
signifikanter Unterschied in der Elastizitat des Gewebes nach DB und EB; n=10
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7. DISKUSSION

Das Tissue Engineering von Herzklappen und GefaRen stellt eine vielversprechende
Moglichkeit zur Erstellung von Prothesen in der Herzchirurgie dar. Die Entwicklung eines
vollstandig zellfreien und nicht immunogenen Praparates ist dabei essentiell um eine
gute Funktion und Haltbarkeit zu gewéhrleisten [87, 93]. Die DZ ist ein moglicher Schritt
zur Herstellung eines azelluldren kardiovaskularen Gewebe in der Methode des Tissue
Engineering [68, 70]. Zur Entfernung der Zellen und Eliminierung aller immunreaktiven
Komponenten konnen viele verschiedenen Verfahren verwendet werden [84]. Alle
klassischen Methoden, ob Detergenzien-basiert, mechanisch oder enzymatisch, haben
sowohl Vorteile als auch Nachteile [66]. Beispielsweise kdnnen ionische Detergenzien
wie SDS effektiv die Zellkerne entfernen, jedoch auch in zu hoher Konzentration die EZM
schadigen. Auch Enzyme sind zwar durch héhere Spezifitdt schonender gegeniiber den
zu schitzenden Strukturen, kénnen aber auch bei langer Anwendung wichtige
Bestandteile der EZM, z.B. Glykosaminoglykane, aus dem Gewebe I6sen. Um
dezellularisierte Prothesen in der Klinik anwenden zu kdnnen, bendtigt die DZ deshalb
weitere Optimierung [84]. Diverse Studien zeigen, dass verfahrenstechnische und
physikalische Faktoren wichtig fir die Effektivitat einer DZ sind [129, 131]. In
vorausgehenden Arbeiten wurden deshalb verschiedene Techniken unabhéangig

voneinander getestet und ihr Potential in der Effektsteigerung belegt [134].

In dieser Studie sollten nun verschiedene prozeduralen und physikalischen Methoden
miteinander kombiniert und ihre Effektivitat und Anwendbarkeit evaluiert werden. Dazu
wurden grundlegende Veranderungen eingefiihrt. Zum einen erfolgte die DZ mittels
Einsatzes einer Pumpe unter kontinuierlichem Fluss der DZ Losung, sodass sich das
Gewebe durchgehend in Bewegung befand und ausreichend umspiilt wurde. Zum
anderen wurde eine perfusions-basierte Methode getestet, bei der die Arterien von der
DZ-Losung durchstromt und so ein kontinuierlicher Fluss durch das Lumen der PA
gewahrleistet wurde. Zusatzlich wurde ein intermittierender Wechsel der Lésung mit
Durchfihrung von mehreren Waschphasen, sowie eine Ultraschallbehandlung mit
zeitweiser Erhdhung der Temperatur eingefiihrt und getestet. Die Uberpriifung dieser
Einflussfaktoren auf die DZ erfolgte an unterschiedlichen Protokollen aus der Literatur.

Als erstes wurden diese Verfahren reproduziert und auf ihre Wirksamkeit getestet. Damit
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sollten Unterschiede in der Qualitat der Verfahren untersucht und Mdglichkeiten zur
Verbesserung der Methoden festgelegt werden. Zusatzlich war es wichtig, die neu
entwickelten prozeduralen Verfahren protokollibergreifend zu testen, um ihre

Effektivitat unabhangig vom DZ-Verfahren zu belegen.

Nach einer systematischen Literaturrecherche wurden vier Detergenzien-basierte
Protokolle zur DZ von kardiovaskularem Gewebe aus der Literatur ausgewahlt, die in den
Studien als erfolgreich beschrieben wurden [102, 140-142]. Um darzulegen, dass die
prozeduralen Faktoren universal und mit verschiedenen Methoden wirksam sind,
wurden hier besonders unterschiedliche Protokolle gewahlt. Zwei Prozeduren hatte eine
gleiche Anwendungszeit von 24 h, aber unterschieden sich in den Konzentrationen der
Detergenzien. Dabei bestand das eine Protokoll aus einer Kombination aus zwei
Detergenzien [102] und das andere nur aus Detergens mit doppelter Konzentration
[140]. Das dritte Protokoll hatte eine sehr kurze DZ-Zeit mit hohen Konzentrationen der
Detergenzien [141] und das letzte Protokoll war besonders lang mit eher niedrigen
Konzentrationen [142]. Zuerst erfolgte eine prazise Reproduktion der
Originalprozeduren gemal} ihrer Beschreibung in der Literatur. Die Ergebnisse der

Originalprotokolle legten dann jeweils den Grundstein fir weitere Modifikationen.

Reproduzierbarkeit der publizierten Protokolle

Das erste Protokoll von Ceborati et al. [102] konnte der Studie zufolge unter Verwendung
von 0,5 % SD und 0,5 % SDS fiir 24 h eine erfolgreiche DZ mit kompletter Entfernung der
Zellen erzielen. Durch die kombinierte Verwendung konnten die Detergenzien in
geringerer Konzentration genutzt werden und dennoch gut wirken, was in
unterschiedlichen histologischen Farbungen und DNA- Messungen nachgewiesen
wurde. In Zusammenhang mit mehreren ausgiebigen Waschzyklen ermdoglichten die
Autoren so eine verringerte Toxizitat des Verfahrens im Vergleich zu anderen, hoher
konzentrierten Protokollen. Dies belegten Cebotari et al. mit einer verbesserten
Rebesiedelung der porzinen Herzklappen mit humanen Endothelzellen als in den

verglichenen Protokollen [102].

Die Reproduktion des Protokolls SDS/SD in dieser Studie zeigte mikroskopisch eine gute

Entfernung der dsDNA in einem Grof3teil der PA. Als quantitative Bestatigung belegte
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auch die Quantifikation der DNA im Gewebe einen signifikanten Rickgang um 50% der
Menge. Dennoch verblieben mit 105,12 + 38,76 ng dsDNA /mg Gewebe Crapo et al.
zufolge noch zu viel DNA in den PA [81]. Zusatzlich wurde durch das Verfahren von
Cebotari et al. eine deutliche Veranderung der EZM ausgelost. Es konnte ein
vollstandiger Verlust von elastischen Fasern und Grundsubstanz festgestellt werden,
durch den das Gewebe in der MPC-Farbung grofle Locher aufweist. Auch eine
Verminderung der Kollagenfasern, insbesondere Typ lll, und ein unregelmaRiger Verlauf
der Bindegewebsfasern war sichtbar. Entgegen der Aussage von Grauss et al., dass die
GAG bei einem starken Verlust von Elastin und Kollagen ebenso deutlich verringert sind,
konnte die Messung hier noch circa 86 % der GAG nachweisen [98]. Im REM
prasentierten die luminalen Seiten eine glatte Oberfliche, die vermutlich der
Basalmembran der Tunica intima ohne aufliegende Endothelzellen entsprach. Hier
waren jedoch auch leichte Defekte zu sehen, welche Kim et al. zufolge auch
thrombogene Ereignisse fordern kdnnen [168]. Das Originalprotokoll von Cebotari et al.
fihrte also zu einer erfolgreichen Entfernung der Zellkerne unter deutlichem Verlust der
EZM Integritdt. Dieser nachgewiesene Defekt der EZM lasst eine erschwerte

Rebesiedelung und verringerte Haltbarkeit der Arterie vermuten [55, 64].

Zhou et al. verwendeten in ihrer Methode nur ein Detergens (1 % SD) und beschrieben
damit eine vollstandige DZ von Herzklappen [102]. Dabei wurden jedoch nur die Segel
der Klappen beurteilt, welche deutlich dinner sind als die dazugehorige Arterienwand
[102]. Dementsprechend konnte bei der Durchflihrung des Originalprotokolls keine
vollstandige Entfernung der Zellen aus den dicken Wanden der PA nachgewiesen
werden. Es zeigten sich viele Zellkerne mit einem homogenen Verteilungsmuster wie in
den Nativproben und auch die DNA-Messung konnte keine signifikante Reduktion der
DNA belegen [148]. Nur ein geringer Bereich an der luminalen Seite war dezellularisiert
mit einer EDT von 12,68 + 2,99 %, was ein hohes Potenzial fiir Verbesserungen bot. Die
Darstellung der EZM in den histologischen Farbungen prasentierte eine intakte
Dreischichtung der Wand mit unveranderter Struktur und gutem Erhalt der
Bindegewebsfasern. Auch der GAG-Gehalt war nicht signifikant reduziert, was die
Integritat der EZM bestatigte. Das Originalprotokoll von Zhou et al. war den Ergebnissen
zufolge also insgesamt nur wenig effektiv. Die erhebliche Differenz zu den Ergebnissen

der Arbeitsgruppe von Zhou et al. lasst sich am ehesten auf die ausschliefliche
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Verwendung der Herzklappen-Segel bei Zhou et al. zurlickflihren, wahrend in dieser

Studie die deutlich dickere und dichtere Arterienwand untersucht wurde.

Das dritte Protokoll von Syedain et. al. zeichnete sich durch eine kurze Einwirkzeit (6 h)
mit jedoch hohen Konzentrationen der Detergenzien aus [141]. Zuséatzlich dazu wurde
hier bereits im Originalprotokoll eine Enzymbehandlung mit DNase durchgefiihrt. Die
Arbeitsgruppe von Syedain et al. prasentierte in ihrer Arbeit eine vollstandige DZ sowie
einen guten Erhalt der organisierten Faserstruktur von eigens in vitro erstellten
GefdRersatzen (,Tubes”). Die Ergebnisse der Reproduktion von Protokoll TX/SDS
belegten jedoch eine geringe Eindringtiefe der Detergenzien, sodass im Mittelstreifen
der Arterienwdnde noch intakte Zellkerne sichtbar waren. Die inkonsistente Entfernung
von Zellkernen wurde auch in der Quantifikation der DNA-Menge im Gewebe belegt.
Hier war nach der Verwendung von TX/SDS noch 97,2 % der DNA (brig. In zwei der PA
war die EDT innen groRer, in den drei anderen Arterien an der AufRenseite. Dies sprach
fir eine unzureichende Diffusion der Flussigkeit in die Tiefe in der kurzen Inkubationszeit
[81], bei der die aggressiven Detergenzien aber starken Einfluss auf die oberflachlichen
Schichten hatten. Der Seitenunterschied konnte zusatzlich fir eine ungleichmalige
Verteilung der Detergenzien durch den Schittelinkubator sprechen, was allerdings an
mehr Proben belegt werden musste. In den dezellularisierten Bereichen und auf den
Oberflachen zeigten sich Defekte der Faserstrukturen und Liicken im Gewebe der EZM,
mit einem besonders starken Verlust der Grundsubstanz und Kollagen Il an der
Aullenseite. Der GAG-Gehalt war allerdings nur gering reduziert, was darauf hinweist,
dass die Tunica media noch ausreichend GAG enthielt. Protokoll TX/SDS konnte
zusammenfassend keine ausreichende DZ erzielen. Die Detergenzien konnten in der
kurzen Zeit nicht bis zur Mitte der Wand vordringen, wahrend die aduReren
oberflachlichen Schichten durch die hohen Konzentrationen der Detergenzien stark
angegriffen wurden. In der veréffentlichten Arbeit werden keine Wandstarken genannt,
doch aufgrund der hier erzielten Ergebnisse ist von einer geringeren Gewebe-Dichte und

-Dicke der GefdlRersatze von Syedain et al. auszugehen [141].

Das letzte Verfahren stellte das Léngste der vier Protokolle dar und sollte ein schonendes
Verfahren mit sehr niedrigen Konzentrationen reprasentieren. Die Arbeitsgruppe von

Rieder et al. nutzt hierzu 0,05 % Triton-X-100, 0,05 % SD und 0,05 % IGEPAL [142]. Sie
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beschreiben, dass in den genutzten PA keine Zellreste detektiert werden konnten.
Entgegen ihrer Behauptungen konnte in der hier vorliegenden Reproduktion allerdings
keine zufriedenstellende DZ erzielt werden. Es zeigten sich mikroskopisch Zellkerne im
gesamten Querschnitt der Wand ohne signifikante EDT und auch die Quantifikation der
DNA zeigte keine signifikante Reduktion. Bei genauerer Betrachtung der EZM war
dennoch ein Verlust der Grundsubstanz und Kollagen Il sowie Defekte in der
Faserstruktur der oberflachlichen Schichten sichtbar. Zusatzlich dazu konnten auf
mehreren Proben stabchenférmige Bakterien nachgewiesen werden. Diese mikrobielle
Verunreinigung trotz Zugabe von Antimykotikum und Antibiotikum ist am ehesten auf
die lange Behandlungsdauer von insgesamt 14 Tagen zurickzufiihren. Im Vergleich der
einzelnen Ergebnisse stellte sich das Protokoll TX/SD am ineffektivsten dar. Auch mit der
zusatzlichen Verwendung von Ultraschall, intermittierenden Waschschritten und
kontinuierlichem Losungsfluss erschien eine vollstdndige DZ nicht moglich, sodass der
Versuch mit dieser Methode beendet wurde. Dieses Protokoll unterschied sich von den
restlichen besonders durch die DZ-Temperatur und die Lange. Die Proben wurden Gber
zwei Wochen bei 4°C behandelt. Aus der daraus resultierenden geringen DZ l&dsst sich
ableiten, dass eine DZ bei Raumtemperatur oder hoher deutlich effektiver ist. So kann
auch in kirzerer Zeit eine bessere DZ erzielt werden (s. Protokoll TX/SDS). Auch die
niedrigen Konzentrationen dieses Protokolls scheinen im Vergleich zu den anderen
Protokollen nicht ausreichend fiir eine effektive DZ von Arteriengewebe. Die besonders
lange DZ-Zeit hat zusatzlich noch andere Nachteile. Wie hier bereits nachgewiesen, ist
die Gefahr der mikrobiellen Kontamination, mit dadurch erschwerter nachfolgender
Sterilisation groRer, je langer die Behandlung andauert. AuBerdem ist eine lange
Behandlung aufwendiger und kostenintensiver, weshalb dieses Protokoll fir den
klinischen Gebrauch weniger niitzlich erscheint, als die anderen hier untersuchten

Verfahren.

Es lasst sich also sagen, dass die Reproduktion deutliche Abweichungen von den
Ergebnissen der publizierten Ergebnisse ergab. Wahrend alle Protokolle von den Autoren
als effektiv dargestellt wurden, konnte die prazise Reproduktion in keinem Fall die
gleichen Ergebnisse erzielen. Es ergaben sich groBe Unterschiede in der Effizienz der
einzelnen Methoden und keines konnte einen optimaler Gewebeersatz erstellen. Dies

belegt, dass die Verfahren noch verbessert werden missen, um fiir den klinischen
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Gebrauch nutzbar zu sein [70, 93, 135]. Mit der Reproduktion konnten die
unterschiedlichen Limitationen der Methoden demonstriert und so physikalische und

prozedurale Verbesserungsmoglichkeiten flr drei der vier Protokolle entwickelt werden.

Verschiedene Verfahren der Dezellularisation

1. Kontinuierliches Schiitteln der Dezellularisierungslésung

Die ersten drei Originalverfahren wurden durch Bewegung der Proben in der DZ-
FlUssigkeit im Schittelinkubator durchgefihrt. Bei der Literaturrecherche ist diese
Methode am haufigsten zu finden, da sie unkompliziert und ohne aufwendige Techniken
durchzufiihren ist [81, 98, 108]. Allerdings stellt sich die Frage, ob dadurch eine
gleichmaRige Verteilung der Fllssigkeit gewdhrleistet ist. Zhang et al. beispielsweise
beschreibenin ihrer Arbeit eine bessere Diffusion und Verteilung der Detergenzien durch
Perfusion als durch reine Schittelbewegung [143]. Sie beschreiben, dass durch
kontinuierliches Schitteln kein ausreichendes Eindringen der Detergenzien in das
Gewebe erreicht und so nur starkere Schaden in den oberflachlichen Schichten
verursacht werden. Bei der Umsetzung der DZ im Schiittelschrank in dieser Studie konnte
beobachtet werden, dass sich die PA am Boden des Gefiales sammelten und manche
Probenanteile nicht vollstandig umspilt wurden. Dies spiegelte sich auch in den
Ergebnissen der Auswertung wider, bei denen die DZ-Effektivitdt zwischen den Proben
stark variierte (am meisten in Protokoll SD). Dies belegte die These, dass eine reine
Schittelbewegung nicht zur ausreichenden Verteilung der DZ-Lésung und somit zur
gleichmaRigen Diffusion der Detergenzien ins Gewebe fiihrt. In den darauffolgenden
Modifikationen wurden deshalb andere Verfahren zur Bewegung der DZ-L6sung

untersucht.

2.: Kontinuierlicher Fluss der Dezellularisierungslosung

Die erste Methode bestand aus der Induktion eines kontinuierlichen Flusses der DZ-
Losung um die frei beweglichen PA. Die Detergenzien wurden mithilfe einer Pumpe in
eine konstante Rotation versetzt. Da bei Verwendung der flussabhdngigen DZ von einer
Effektivitatssteigerung ausgegangen wurde, wurde die DZ-Zeit in Protokoll SDS/SD und

SD um die Halfte gekiirzt. Eine kiirzere Exposition der Proben zu den Detergenzien wurde
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bereits haufig als deutlich schonender beschrieben [101, 178]. Diese MaRnahme hatte

deshalb den Zweck die Aggressivitat des Verfahrens zu verringern.

Mithilfe dieser Modifikation wurde mikroskopisch eine geringere Entfernung der
Zellbestandteile mit Protokoll SDS/SD festgestellt als im Originalprotokoll. Es zeigten sich
zurlickgebliebene Zellkerne und dsDNA-Residuen im Mittelstreifen der PA-Wand mit
einer jedoch signifikanten EDT wvon durchschnittlich 45,72 +4,65%. Die DNA
Quantifikation zeigte zusatzlich eine hochst signifikante Reduktion um circa 70 % des
Ursprungsgehaltes. Allerdings betrug auch hier die Menge an verbliebener DNA noch
mehr als die empfohlenen 50 ng pro mg EZM von Crapo et al. [81]. Im Vergleich zum
Originalprotokoll konnte mit den Modifikationen jedoch eine deutliche Verbesserung
des Erhalts der EZM nachgewiesen werden. Alle EZM-Bestandteile waren kongruent zu
den dezellularisierten Bereichen an den Aullenseiten vermindert, in der Mitte jedoch
vollstandig intakt. Die GAG-Quantifikation sprach mit einer nur leichten Reduktion fiir
eine gute Integritdat der EZM. Wahrend das Originalprotokoll grofRe Lécher und
Unregelmaligkeiten in der EZM verursachte, konnte mit den Modifikationen und der

Verminderung der DZ-Zeit demnach mehr Gewebe geschont werden.

Auch die Protokolle SD und TX/SDS konnten mithilfe der Modifikationen eine gute
Reduktion von Zellbestandteilen erreichen. Insbesondere die Proben von Protokoll
TX/SDS waren mikroskopisch vollstandig zellfrei, wahrend bei SD wenige DNA-Residuen
disseminiert in der Wand erschienen. Passend dazu war die DNA in beiden Verfahren im
Vergleich zu den Originalprotokollen signifikant vermindert. Die EZM zeigte sich nach
Protokoll SD grof3tenteils intakt, mit nur einem geringen Verlust der Grundsubstanz und
GAG. Nach Verwendung von Protokoll TX/SDS wurden die &uBeren Schichten
aufgelockert. Der GAG-Gehalt war hier signifikant verringert. Im Vergleich zu den
anderen Protokollen weist dieses Ergebnis darauf hin, dass die Kombination aus TX und

SDS am aggressivsten gegentiber den oberflachlichen Schichten der EZM ist.

Insgesamt fuhrte der kontinuierliche Fluss der DZ-Flissigkeit zu einer Verbesserung des
DZ-Erfolges in zwei der Protokolle. Wie bereits beschrieben, fiihrte die starkere
Bewegung der Flissigkeit zu einer effektiveren DZ [86, 119, 131 133]. Zusatzlich wurde
eine Schonung der EZM in allen Protokollen, insbesondere durch Verkiirzung der DZ-Zeit

bewiesen.
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3.: Kontinuierliche perfusions-basierte Dezellularisation

Ott et al. belegen in ihrer Arbeit, dass die intraluminale, perfusions-basierte DZ von
ganzen Herzen aufgrund der zusatzlichen Druckerhéhung und Diffusion von Innen nach
AuRen besonders effektiv ist [79]. Auch weitere Publikationen beschreiben die DZ
vollstandiger Organe durch perfusions-basierte Methoden und zeigen, dass dadurch die
DZ-Losung besser ins Gewebe eindringen kann, als durch reine Agitationsbewegungen
[129, 179]. Vergleichend zum kontinuierlichen Fluss, wurde hier nun eine alternative
Umsetzung einer perfusions-basierten DZ untersucht. Dieses Verfahren wurde mit den
vorher genutzten prozeduralen Methoden (Ultraschall, Temperaturveranderung und
zyklische DZ) kombiniert. Wahrend die ersten beiden Protokolle weiterhin in 50 % der
Zeit durchgefihrt wurden, wurden in Protokoll TX/SDS die Konzentrationen der

Detergenzien halbiert, um eine schonendere DZ zu gewahrleisten.

Mit dieser perfusions-basierten Methode konnte durch keines der Protokolle eine
vollstandige Entfernung der DNA erreicht werden. Alle Proben prasentierten viele
Zellkerne und keine signifikante EDT. In der DNA Quantifikation konnte in den Proben
von Protokoll SDS/SD und SD eine signifikante Reduktion der DNA im Vergleich zum
Ursprungsgehalt berechnet werden (SDS/SD: Reduktion um 51,88 %, SD: 37,08 %),
welche jedoch geringer war als nach Anwendung der Originalprotokolle. Die EZM
prasentierte sich in den Proben von Protokoll SDS/SD und SD grundsétzlich erhalten mit
nur einem minimalen Verlust der einzelnen Bestandteile. Am meisten waren
Kollagenfasern Typ lll vermindert, welche vermutlich aufgrund ihrer feinen Struktur am
empfindlichsten sind. Der GAG-Gehalt wurde jeweils um circa 20 % reduziert, was einer
moderaten Schadigung der EZM entspricht. Insgesamt variierte der Erfolg der DZ in den
einzelnen Proben von Protokoll SDS/SD und SD stark, was auf eine unregelmaRige
Verteilung der DZ-Lésung hinwies. Protokoll TX/SDS préasentierte konsistentere
Ergebnisse. Hier waren in allen Proben dichte DNA-Residuen im Mittelstreifen zu sehen,
wadhrend die AuBenseiten vollstandig dezellularisiert waren. Die Messung des DNA-
Gehaltes zeigte hier keine signifikante Abnahme der DNA. Es lasst sich sagen, dass das
hier verwendete Detergens Triton-X-100, trotz Verringerung der Konzentration hoch
effizient und aggressiv wirkt. Da es jedoch vermutlich in der Kiirze der Zeit nicht bis zur

Mitte der Arterienwand vordringen kann, resultiert das Protokoll in einer
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unvollstandigen DZ. Die histologischen Farbungen demonstrierten einen guten Erhalt
der EZM, mit nur einem geringen Verlust von Kollagen Il in den oberflachlichen
Bereichen. Der GAG-Gehalt wurde auf 66,58% reduziert, was jedoch deutlich besser war
als bei Anwendung des kontinuierlichen Flusses. Dies war insbesondere auf die
Reduktion der Detergenzien-Konzentration zuriickzufiihren. Auch die Oberflachen der
Arterien prasentierten sowohl auf der luminalen als auch der dul3eren Seite die Fasern

der EZM ohne aufliegende Zellen.

Insgesamt konnte mit keinem der Protokolle mithilfe der Perfusion eine vollstandige DZ
erreicht werden. Eine Erklarung fir diese groRen Unterschiede im Vergleich zu den
Erfolgen der Organdezellularisation kdnnte die Dichte der PA-Wand sein [79]. Wie Ott et
al. beschreiben fiihrt eine Perfusion durch die Kapillaren und kleineren GefalRe der
Organe aufgrund der hohen Durchlassigkeit dieser GefalRe zu einer guten Verteilung der
Detergenzien, ohne die Struktur des umliegenden Gewebes zu zerstoéren [75, 180]. Da
die PA und die Aorta jedoch ausschlieBlichen dem Transport des Blutes dienen sind sie
mit starken Muskelfasern und dichtem Endothel ohne Kapillaren versehen, was ein
Durchtreten der Flissigkeit in tiefe Schichten erschwert [6]. Somit kdnnen die
Detergenzien nicht ausreichend in das Gewebe gelangen [181, 182]. Dieses Verfahren
fiihrte zu einer groBen Varianz der Ergebnisse in den einzelnen Proben, welche teilweise
starker war, als zwischen den diversen Modifikationen und Protokollen. Dies erklart sich
auch dadurch, dass die PA an der Halterung befestigt waren und sich nicht wie vorher
frei in der Losung bewegen konnten. Moglicherweise war die Stromung der Flissigkeit
um die Arterien damit insgesamt vermindert, sodass die Detergenzien weniger in das

Gewebe eintreten konnten.

Die Studie zeigte eine effektivere DZ durch die kontinuierliche Stromung der Flissigkeit
als mithilfe der perfusions-basierten DZ. Perfusions-basierte DZ konnen eher bei kleinen
Arterien und durchlassigeren Organgeweben verwendet werden, wahrend die
kontinuierliche Bewegung und Zirkulation der Detergenzien im gesamten Umfeld bei
dichterem Gewebe wie Wanden der groflen Arterien, Knorpel und Knochen genutzt

werden sollte [176, 180, 182].
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Enzymbehandlung mit DNase und a-Galaktosidase

Die Verwendung von Enzymen in Kombination mit Detergenzien ist ein haufiger Ansatz
zur Entfernung von Zellbestandteilen aus BlutgefaRen und dichteren Geweben, wie
Sehnen oder Knorpel [133, 183]. DNase wird in vielen Protokollen zum Abschluss fir
kurze Zeit hinzugefiigt um die DZ zu intensivieren [58]. a-Galaktosidase hingegen wird,
trotz vermehrter Evidenz flr eine verstarkte Immunantwort bei zuriickgelassenem a-Gal
Epitop, nur selten integriert [110]. Die Daten von Naso et al. zeigen, dass die EB mit
DNase und a-Galaktosidase die Effektivitdt der DZ in hohem Male beeinflusst. Aufgrund
dieser Ergebnisse, wurde in der vorliegenden Studie eine Enzymbehandlung an die

detergenzien-basierte DZ angeschlossen.

In keiner der enzymbehandelten PA wurde mikroskopisch zuriickgebliebene Zellen oder
DNA-Riickstande detektiert, was einer signifikanten Verbesserung der DZ im Vergleich zu
den Originalprotokolle entsprach. Die DNA Quantifikation unterstiitze dieses Ergebnis
mit einer signifikanten Reduktion des DNA-Gehaltes in allen Protokollen im Vergleich
zum Originalprotokoll und den Nativproben. Alle Proben enthielten allerdings mehr als
50 ng/mg Gewebe (Niedrigster Mittelwert Protokoll TX/SDS= 73,76 30,81 ng
dsDNA/mg). Somit konnte kein Protokoll die von Crapo et al festgelegten Kriterien

erreichen [81].

Gleichzeitig stellte sich die EZM homogen und dicht dar, mit nur einem leichten Verlust
der Grundsubstanz und Auflockerung des Gewebes. Alle Proben wiesen eine
Verminderung von Kollagen Typ Ill auf, wie bereits nach der DB. In allen Protokollen
konnte festgestellt werden, dass die EB vorher bestehende EZM-Defekte, wie
Grundsubstanzverlust oder Verminderung der Bindegewebsfasern aggravierte, aber
keine neuen Defekte hervorrief. Dennoch war ein signifikanter Verlust der GAG-Gehalts
in allen PA auf circa 30-50 % des Nativgehaltes zu sehen. Dies bestatigte sich auch in der
Reduktion der Intensitdit der Doppelbrechung der PSR-Farbung. Die
Oberflachendarstellung der Arterienwand zeigte die vollstandige DZ mit einer

vollstandigen Entfernung der Zellen auf der luminalen Seite.

Nach der EB fiel aullerdem eine Reduktion der Wanddicke in alle PA auf. Diese wurde

sowohl in der makroskopischen Messung mittels Dickenmessgerat als auch der
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mikroskopischen Messung in der DAPI Farbung festgestellt. Daugs et al. zeigen ihn ihrer
Studie, dass eine hohere DZ-Temperatur mit einem verringerten Wassergehalt des
Gewebes einhergeht [117]. Der verminderte Wassergehalt kdnnte in Kombination mit
der Reduktion der GAGs die verminderte Wanddicke der PA bewirken. Die Reduktion der
Dicke konnte ebenso ein Einflussfaktor bei den Zugversuchen gewesen sein. Diese
zeigten, dass keines der Verfahren die Zugfestigkeit der Nativprobe erhalten konnte.
Besonders in Protokoll SDS/SD stellte sich nach der DB eine Abnahme der Zugfestigkeit
um 53,6 + 26,7 % der Nativprobe dar. Nach der EB wurde die Zugfestigkeit in allen
Proben wieder erhoht. Speziell war auch hier Protokoll SDS/SD, bei dem die
Widerstandkraft nun mit 1,568 N/mm? die der durchschnittlichen Nativprobe
Uberschritt. Diese starke Steigerung kann auch an der Reduktion der Dicke der PA auf
1,98 £ 0,30 mm liegen. Die Zugversuche zeigen aber dennoch, dass die Widerstandkraft
nach der DZ vergleichbar mit der Kraft der Nativproben war. Gegensatzlich zu den
Aussagen von Simsa et al. muss also nicht von einer signifikanten Reduktion der

Belastbarkeit ausgegangen werden [133].

Alle Arterien konnten wurden durch die Enzyme vollstandig von Zellen und DNA-Resten
befreit. Die erfolgreiche DZ konnte unabhangig von den vorherigen Ergebnissen erreicht
werden, was die Ubergreifende Anwendungsmoglichkeit der Enzyme hervorhebt. Die
Studie belegt auch, dass eine erfolgreiche DZ durch DNase moglich ist, ohne starke
Destruktionen der EZM hervorzurufen. Hauptsachlich wurden durch die Enzyme nur
bereits vorliegende Schaden durch Detergenzien verstarkt. Bei gutem Erhalt der EZM-
Integritat nach DB hinterlieBen DNase und a-Galaktosidase nur oberflachliche Schaden
und einen Verlust der Grundsubstanz ohne eine Veranderung der Kollagenstruktur und
Faserverlaufe zu bewirken. Trotzdem ist bewiesen, dass eine zu exzessive Nutzung von
Nukleasen in einer starken Verdanderung der EZM resultieren [113, 133]. Deshalb ist es

zwar empfehlenswert eine EB durchzufiihren, aber eine lange Nutzung zu vermeiden.

Zur Beurteilung des Effektes der a-Gal wurden in diesem Versuchsaufbau keine weitere
Auswertungsmethoden durchgefiihrt. Eine Evaluation der a-Gal Entfernung erfolgte in
vorausgehenden Versuchen (s. Anhang). Der Nachweis der a-Galaktose im Gewebe
konnte an den PA nicht ausreichend reproduzierbar etabliert werden, sodass auf eine

weitere Auswertung mit der Methode der Immunhistochemie verzichtet wurde. Der
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Effekt von a-Gal in porzinen Klappenprothesen ist bereits in klinischen Studien bewiesen
worden. Konakci et al. weisen in ihrer Arbeit bei Patienten mit einem porzinen
Herzklappenersatz eine erhdhte Anzahl an Antikdrpern gegen das a-Gal-Epitop nach
[111]. Naso et al. zufolge sind Residuen von a-Galaktosidase verantwortlich fir
hyperakute Abwehrreaktionen [82]. Die Entfernung von a-Gal ist deshalb wichtig und
sollte, wie bereits von Kasimir et al. gezeigt, standardmaRig quantifiziert werden [56,

110, 111].

Intermittierende Waschschritte bei der Dezellularisation

Die meisten Protokolle fiihren zuerst die Behandlung mit Detergenzien vollstandig durch
und schlieBen erst terminal mehrere Waschzyklen mit Kochsalzlésung an [111, 185]. Eine
andere Moglichkeit ist jedoch die Verwendung von NaCl oder PBS intermittierend, um
bereits geléste DNA und Zellbestandteile zu entfernen [148]. Gerade festeres Gewebe
bendtigt aufgrund der geringeren Durchldssigkeit eine langere DZ-Zeit die jedoch auch
zu Defekten der EZM fiihren kann [89, 152]. Durch die intermittierenden Waschphasen
kann eine schnellere Entfernung der Zellbestandteile ermoglicht werden was auch eine
vollstandige DZ von dickeren Arterienwanden ermoglicht, wie Pellegata et al. beweisen
[185]. Perea-Gil et al. beschreiben in ihrer Arbeit auch eine Steigerung der Eindringtiefe
durch zyklische Anwendung der DZ-Losung mit intermittierenden Waschzyklen bei der
DZ von Myokard [92]. Bei Anwendung dieser Methode in der hier vorliegenden Studie
zeigten sich ebenso bessere Ergebnisse. Trotz verkirzter Inkubationszeit oder
verringerten Konzentrationen der Detergenzien konnten signifikante Steigerungen der
Wirkung in allen Protokollen erzielt werden (Grof3ter Steigerung der EDT in Protokoll SD
mit 87,23 + 2,99 %). Allerdings zeigten DAPI und H&E-Farbung in einigen PA ein Verbleib
von DNA-Resten ohne Nachweis von intakten Zellen zu Ende der DZ. Das spricht dafr,
dass ein elongierter Waschzyklus zum Abschluss des Verfahrens niitzlich sein kdnnte, um
terminal alle gelosten DNA-Bestandteile zu entfernen. Eine verstarkte Spilung kann auch
von Vorteil sein, um residuelle DZ Agentien zu entfernen, welche eine Rezellularisierung
erschweren konnten [142]. In diesem Zusammenhang beschreiben Mathapati et at. eine
quantitative und qualitative Messung zurlckgebliebenen SDs, um eine detergenzien-

assoziierte Toxizitat zu verhindern [186].
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Intermittierende Ultraschallbehandlung

Ultraschallbehandlungen wurden bereits in einigen Studien zur Verbesserung der DZ
verschiedener Gewebe verwendet [120, 123, 187]. Jedoch ist auch hier auf eine Balance
zwischen Zellentfernung und Erhalt der EZM zu achten. Eine Behandlung mit Ultraschall
fihrt nachgewiesenermaen zu einer Destruktion der EZM aufgrund hoher
mechanischer Beanspruchung und groBer Scherkrafte [121, 124]. Ein langer Gebrauch
von Ultraschallbehandlungen ist deshalb zu vermeiden, um einen Erhalt der EZM
Struktur zu gewahrleisten [123, 124]. In dieser Studie wurde deshalb nur eine 30-
minitige Behandlung jeweils zu Beginn eines DZ-Zyklus gewahlt. Dies hatte zum Zweck,
die Ultraschallzeit moglichst kurz zu halten und trotzdem eine verbesserte Penetration
der Detergenzien in das Gewebe zu gewahrleisten. Die Ergebnisse belegen, dass die
Addition des Ultraschalls in Zusammenhang mit den Ubrigen Methoden in allen
Protokollen zu einer Verbesserung des DZ-Erfolges flihrt. Bei allen Protokollen konnte
eine signifikante Reduktion der DNA im Vergleich zum Originalprotokoll detektiert
werden. Das Ultraschallbad begiinstigte die Diffusion der Detergenzien und fiihrte so zu
einer erhéhten EDT (z.B. bei TX/SDS mit einer VergroRerung der EDT von 52,81 + 12,26 %
im Vergleich zum Originalprotokoll) [121]. Dennoch muss beachtet werden, dass der
Ultraschall bei exzessivem Einsatz auch zu Schaden an der EZM fihren kann [121, 123].
Dabei sind besonders feinere EZM Strukturen wie elastische Fasern betroffen, wahrend
Kollagenfasern und Glykoprotein besser erhalten bleiben [124]. In dieser Studie zeigt
sich, wie bei Oliveira et al., zuerst ein Rickgang von elastischen Fasern [124]. Insgesamt
ist eine Verwendung von Ultraschall im DZ-Verfahren zu empfehlen und er lasst sich
aufgrund der problemlosen Anwendbarkeit wahrend des Verfahrens ohne Verlangerung

der DZ-Zeit gut in etablierte Methoden integrieren.

Hohere Temperaturen

In der Literatur lassen sich mehrere Studien finden, die eine Verbesserung der DZ bei
erhohter Temperatur belegen [116, 117]. Bei Daugs et al. resultierte beispielweise eine
DZ bei 37-50°C in der besten Entfernung der zelluldaren Strukturen aus bovinen Arterien
ohne Destruktion der EZM [117]. Allerdings flihrt eine zu hohe Temperatur tber langere
auch zu weitere Denaturierung von Proteinen, was die Stabilitit der EZM

beeintrachtigen kdnnte [115]. Deshalb kann die These aufgestellt werden, dass eine
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intermittierend erhohte Temperatur zwar die Effektivitdt der DZ erh6ht, jedoch bei
limitierter Zeit noch nicht zu tiefen Defekten im Gewebe fiihrt. In dieser Arbeit wurde
deshalb in Protokoll SDS/SD und TX/SD intermittierend mit Verwendung des Ultraschalls
auch die Temperatur fiir eine halbe Stunde von RT auf 37°C erhoht. Diese Veranderungen
resultierten in Zusammenhang mit den anderen Faktoren in einer verbesserten
Entfernung von Zellbestandteilen. Mit der DZ bei RT konnte keine starke Zunahme der
EZM-Defekte nachgewiesen werden. Protokoll SD, welches durchgehend bei 37°C
durchgefiihrt wurde, hatte eine starkere Destruktion der Arterienwand zur Folge. Die
Temperatur wurde in dieser Studie zwar nicht einzeln untersucht, aber mit den
vorliegenden Daten erscheint eine Temperatur von 22°C mit intermittierenden

Temperaturerhohungen auf 37°C als besonders effektiv.

Limitationen der Studie

Der Versuchsaufbau dieser Arbeit weist sowohl Starken als auch Limitationen auf. Es ist
zu erwdhnen, dass durch die gleichzeitige Untersuchung mehrerer prozeduraler
Parameter die einzelnen Effekte nicht isoliert voneinander beurteilt werden konnten. Die
Verkilirzung der DZ-Zeit und Verminderung der Detergenzien-Konzentrationen stellen
zusatzliche Variationen in den Modifikationen dar, die die Vergleichbarkeit der einzelnen
Faktoren vermindern. Da jedoch die systematische Betrachtung der einzelnen Faktoren
bereits im Vorfeld stattfand [134], ist diese Untersuchung nicht Mittelpunkt der Arbeit.
Hier sollten insbesondere die Kombinationen der Parameter untersucht und so eine

optimierte Methode entwickelt werden.

In dieser Arbeit kdnnen auBerdem die Langzeitwirkungen der Defekte nicht beurteilt
werden. Beispielsweise stellt sich die Frage, ob ein Verlust der EZM der Arterien Einfluss
auf die Haltbarkeit des Xenografts haben konnte. Tudorache et al. demonstrieren in einer
longitudinalen klinischen Studie einen Erhalt der hamodynamischen Eigenschaften von
dezellularisiertem Gewebe fiir bis zu 7,6 Jahren in jungen Patienten [188]. Dies gibt
Hinweise auf eine gute Haltbarkeit der Arterien trotz minimaler Defekte der EZM, welche
nicht vollstandig vermieden werden kénnen [86, 114, 184]. Auch weitergehende
Testungen der biomechanischen Eigenschaften der EZM sind n6tig um die Haltbarkeit zu
beweisen [69, 96]. Beispielsweise sollte zusatzlich zum axialen Zugstress auch eine

radiale Beanspruchung der Arterien getestet werden [189]. Auch dauerhafte
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Beanspruchung in einem Bioreaktor kann die Haltbarkeit der Arterie und Verdanderung
der mechanischen Eigenschaften gut darstellen [190, 191]. Im weiteren Verlauf sollte
auch die Zytotoxizitat von zuriickgebliebenen Detergenzien, thrombogene Faktoren [3,
168, 140] und auch die Immunreaktionen beurteilt werden [93, 111, 137]. Besonders die
Testung in vivo, beispielsweise durch Implantation der Arterien in die Subkutis von
Ratten, gibt ausgiebige Informationen Uber direkte Reaktionen und Langzeitwirkungen

des Immunsystems auf das DZ-Gewebe [92, 192].

Selbstverstandlich miussen fir die klinische Anwendung der Verfahren weitere
MalRnahmen getroffen werden [80, 84]. Ein wichtiger Faktor fir die Verwendung am
Patienten ist die universale Anwendbarkeit mit geringem Vorbereitungsaufwand,

einfacher Reproduktion, Sterilisation und Lagerung [79, 81, 84].

Schlussfolgerung

Diese Dissertationsarbeit prasentiert die Anwendung von verschiedenen physikalischen
und prozeduralen Verdanderungen, um eine Optimierung von bestehenden DZ-
Protokollen zu erreichen. Dabei kann belegt werden, dass die publizierten Verfahren
noch einige Verbesserungen bendtigen, um schlieBlich zu einem vollstandig zellfreien
Gewebe zu fuhren. Eine Optimierung durch die Kombination verschiedener Methoden
wird hier nun, wie bereits auch in anderen Studien, als besonders effektiv dargestellt
[84, 91, 99, 100]. Die Verbesserung durch die Einflihrung prozeduraler und physikalischer
Veranderungen ist in den hier getesteten Protokollen signifikant und reproduzierbar.
Zyklische DZ und der Einsatz von Ultraschall verstarken den Effekt der Detergenzien und
insbesondere der kontinuierliche zirkulierende Fluss der DZ-L6sung kann fir eine
Effektsteigerung sorgen. Nach Evaluation aller Daten kann das modifizierte Protokoll von
Z. H. Syedain et al. (Protokoll TX/SDS) als effektivste der hier untersuchten Methoden
erachtet werden. Seine kurze Behandlungszeit mit Detergenzien in verringerter
Konzentration gefolgt von einer effizienten EZ fihrt zu einer schonenden und

erfolgreichen Dezellularisation.
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In dieser Studie wurden diverse Verbesserungsmoglichkeiten in der DZ von
Pulmonalarterien getestet. Es sollten verschiedene physikalische und prozedurale
Methoden angewendet werden, um bestehende Verfahren zu optimieren. Dabei
wurden vier publizierte Detergenzien-basierte DZ-Protokolle zuerst auf ihre
Reproduzierbarkeit untersucht und anschlieBend verschiedenen Modifikationen
unterzogen. Im ersten Verbesserungsversuch wurde ein kontinuierlicher Fluss der
Flussigkeit induziert, um im Vergleich zum reinen Schiitteln der Losung eine verbesserte
Verteilung und Einwirkung der Detergenzien zu gewahrleisten. Die zweite Modifikation
erfolgte durch Nutzung einer intraluminalen Perfusion der PA durch die DZ-Lésung.
Zusatzlich zu diesen beiden Methoden wurden intermittierende
Ultraschallbehandlungen sowie Temperaturerhohungen integriert. Des Weiteren
erfolgte ein Wechsel der L6sungen mit intermittierenden Waschzyklen, mit dem Ziel die
bereits gelosten Zellbestandteile zu beseitigen. Zuletzt wurde der DZ mit Detergenzien

noch eine Enzymbehandlung mit DNase und a-Galaktosidase angeschlossen.

Bei der Reproduktion der publizierten Protokolle konnte belegt werden, dass keines der
Verfahren eine vollstandige Zellfreiheit erreichen konnten. Die Ineffektiviat der DZ-
Verfahren bewies die Notwendigkeit von Optimierungen durch universell anwendbare
Methoden. Mit Verwendung der genannten Modifikationen zeigten alle Methoden eine
Verbesserung der DZ-Effektivitat. Mikroskopisch waren keine Zellkerne und DNA-
Residuen in der DAPI- und H&E-Farbung sichtbar. Auch eine Quantifizierung des DNA-
Gehaltes prasentierte eine signifikante DNA-Reduktion im Gewebe. Die Auswirkungen
auf die EZM wurden mit histologischen Farbungen (Movat's Pentachrom und Pikro-
Siriusrot) sowie quantitativen Messungen der Glykosaminoglykane sowie der
Rasterelektronenmikroskopie untersucht. Die ausgelésten Defekte der EZM bei
erfolgreicher Entfernung der Zellbestandteile konnte mit den Modifikationen signifikant
reduziert werden. Im Vergleich stellte sich der kontinuierliche rotierende Fluss der
Detergenzien der perfusionsbasierten DZ in allen Protokollen tberlegen dar. Besonders
nach Einsatz der Enzyme konnte in allen Proben mikroskopisch eine vollstindige

Zellfreiheit erreicht werden.
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Diese Arbeit bestdtigt die Steigerung der Effektivitat von Detergenzien durch eine
Kombination aus Ultraschall und erhéhter Temperatur. Zusatzlich wurde gezeigt, dass
durch intermittierende Waschphasen eine tiefere Eindringtiefe von DZ-Lésungen
garantiert werden kann. Ein kontinuierlicher Fluss von Detergenzien ermdoglicht ein
besseres Umspllen des Gewebes und fiihrt somit konstant zu optimierten Ergebnissen.
Des Weiteren wird durch diese Studie die Wichtigkeit der Verwendung von Enzymen zur
vollstandigen DZ mit gutem Erhalt der EZM hervorgehoben. Mithilfe der hier gepriiften
Methoden konnte die Dauer der DZ oder die Konzentration der Detergenzien um 50 %

verringert werden, was zu einem besseren Erhalt der EZM fiihrte.

Zusammenfassend konnten mit den evaluierten Methoden alle verschiedenen
Protokolle signifikant verbessert werden. So kann schlielllich eine Kombination aus
enzymatischer und Detergenzien-basierter DZ mit intermittierenden Waschzyklen und
Ultraschallbehandlungen bei kontinuierlichem Fluss der Flussigkeit besonders
empfohlen werden. Basierend auf den Erkenntnissen dieser Studie sind Verbesserungen
von weiteren DZ-Verfahren, sowie Behandlung anderer Gewebearten méglich. Durch
diese nachgewiesen effektiveren und optimierten Methoden kdnnten auch schwieriger

behandelbare Gewebe und Organe fiir den klinischen Einsatz nutzbar gemacht werden.
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12. ANHANG

12.1 Vorausgehende Arbeiten

Im Vorfeld der oben genannten Arbeit wurde neben der systematischen Testung der
einzelnen prozeduralen und physikalischen Methoden auch eine Evaluation der
Enzymwirkungen von DNase und a-Galaktosidase unabhéngig voneinander durch-
gefiihrt. In diesem vorausgehenden Versuch sollten die DZ-Methoden getestet und die
individuelle Wirkung der Enzyme genauer betrachtet werden. Auswertende Verfahren,
wie die DNA- und die GAG-Quantifikation wurden auf diesem Wege etabliert. Die a-Gal-
Immunhistochemie konnte hier durchgefiihrt, jedoch im Hauptversuch nicht in gute

Qualitat reproduziert werden, weshalb sie dort nicht aufgefihrt ist (s. Kapitel 6).

Material und Methoden

Fir diesen Versuch wurden insgesamt 20 Aorten von Schweinen (4
Versuchswiederholungen mit jeweils 5 Proben) ausgewahlt und wie die oben genannten
Pulmonalarterien prapariert und gereinigt. AnschlieBend erfolgte eine Dezellularisation
der Arterien mit 0,5 % SD und 0,5 % SDS in PBS. Die Detergenzien umflossen die Proben
wahrend der DZ in einem kontinuierlichen Fluss, der mittels einer Pumpe
aufrechterhalten wurde. Zusatzlich wurden Ultraschallbehandlungen (US) und

intermittierende Waschzyklen (WZ) integriert, um die DZ der Aorta zu intensivieren.

Tabelle 12.1: Dezellularisationsablauf im Vorversuch

Beschreibung Dauer Losung Ultraschall Temperatur
Praparation der Herzen

DZ+US 0,5h SD+SDS + 37°C
Dz 14,5h SD+SDS - RT
Wz+US 0,5h NaCl + 37°C
wz 0,5h NaCl - RT
DZ+US 0,5h SD+SDS + 37°C
Dz 2,5h SD+SDS - RT
Wz+US 0,5h NaCl + 37°C
wz 0,5h NaCl - RT
DZ+US 0,5h SD+SDS + 37°C
Dz 2,5h SD+SDS - RT
WZz+US 0,5h NacCl + 37°C
wz 0,5h NacCl - RT
DZ+US 0,5h SD+SDS + 37°C
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Dz 2,5h SD+SDS - RT
WZ+US 15 min NaCl + 37°C
WZ+US 15 min NaCl + 37°C
Wz 12h NaCl - RT
WZ+US 15 min NaCl + 37°C
WZ+US 15 min NaCl + 37°C

Ende Detergenzienbehandlung
1. Gruppe DNase

DNase 24h Dnase - 37°C

WZ+US 15 min NacCl - RT

WZ+US 15 min NacCl - RT
2. Gruppe

ao-Gal 24h a-Gal - 37°C

WZ+US 15 min NacCl -

Wz+US 15 min NacCl -

Am Ende der Behandlung mit den Detergenzien wurden die Proben halbiert und jeweils
auf zwei Gruppen aufgeteilt. Die eine Halfte erhielt eine Behandlung mit 30 U/ml DNase
(1. Gruppe), die andere mit 0,1 U/ml a-Galaktosidase (2. Gruppe) fur jeweils 24 h bei

37°C. Danach wurden alle Proben erneut mit NaCl gespiilt.

AnschlieBend erfolgte eine Auswertung aller Proben mittels histologischer Farbungen
(H&E-, MPC-, PS-Farbung), DAPI-Fluoreszenzfarbung und REM. Die DNA- und GAG-
Quantifikation wurde in diesem Versuch auch angewendet und etabliert. Alle

Auswertungen verliefen wie bereits in Kapitel 5.7 beschrieben.

Bei diesem Versuch wurde aullerdem eine Immunhistochemie zur Darstellung des
Gehaltes von a-Galaktose in den Arterien durchgefiihrt. Da diese jedoch im Verlauf der
anderen Versuche nicht konstant reproduzierbar war, wurde sie in Kapitel 6 nicht gezeigt.
Fir die Farbung wurden die Proben zuerst in Paraffin eingebettet und Schnitte
angefertigt. Nach der gewohnten Entparaffinierung erfolgte eine Inkubation mit 0,3 %
H20; in PBS bei RT fir 15 min. Nach zweimaligem Waschen in PBS fiir 5 min wurden die
Proben fiir 30 min bei RT in 5% BSA eingelegt. SchlieRlich markierte ein primarer
Antikorper a-Gal mit einer 1:5 Verdinnung in Antibody Diluent Losung (Antibody
Diluent, Agilent DAKO) Uber Nacht bei 4°C. Am nachsten Tag, nach ausfiihrlichem
Waschen in PBS, wurde der sekunddre Antikorper auf die Schnitte aufgetragen. Dies
erfolgte durch Inkubation mit dem Cytoscan Biotinylated Link Antibody (Cytoscan

Biotinylated Link Antibody, VantageBio Scientific) flir 10 min bei RT in einer feuchten
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Kammer. Nachfolgend schlossen sich erneut drei Waschzyklen mit PBS an. Schlief3lich
wurde die Farbung der Schnitte mittels AEC-Kit (AEC Substrate Kit, abcam GmbH)
begonnen und nach 10 min Einwirkzeit mittels Leitungswassers gestoppt. Eine
Gegenfarbung erfolgte durch Hamalaun fir 15 min. Danach konnten die Objekttrager
wie gewohnt eingedeckt werden. Die statistische Auswertung und Aufnahmen der

mikroskopischen Bilder erfolgten wie in den anderen histologischen Farbungen.

Ergebnisse

Die Proben zeigten nach der DZ eine gleichmaBige Eindringtiefe der Detergenzien. Die
Detergenzien konnten sowohl auf der Innen- als auch der AulRenseite in das Gewebe
eindringen. Die Eindringtiefe (EDT) betrug mit circa 34,43 % nur einen minimalen Teil der
Wand, sodass ein breiter Mittelstreifen mit DNA zurtickblieb (s. Abb 12.1 A). Eine
vergrofSerte EDT an der Tunica adventitia im Vergleich zur Intima weist darauf hin, dass
die Detergenzien in diesem Bereich deutlich besser in die Wand der Aorta eindringen
konnten. Der Bereich ohne DNA-Reste prasentierte sich in den histologischen
Ubersichtsfarbungen intakt mit jedoch aufgelockertem Gewebe und Verlust der
einzelnen Bestandteile. Dies zeigte sich in allen Proben kongruent mit der EDT und

Entfernung der DNA.

Die Enzymbehandlung mit DNase verbesserte die Entfernung der DNA deutlich. Die EDT
konnte in den Arterien verdoppelt werden auf circa 54,57 %, sodass nur ein schmaler
Mittelstreifen an DNA-Resten verblieb. Die AuBenseiten enthielten keine DNA-
Riickstédnde. Bei Betrachtung der EZM-Integritat lieBen sich ahnliche Ergebnisse zu den
dezellularisierten Proben nachweisen. Die EZM zeigte keine verstarkte Reduktion der
Kollagenfasern, Faserabbriiche oder Locher an den AuRenseiten. Die Messung des DNA-
Gehaltes der enzymbehandelten Proben mit DNase ergab eine Menge von 120,24 +
69,16 ng dsDNA/mg Gewebe. Damit wurde eine signifikante Abnahme der DNA in den
im Vergleich zu den nativen (385,00 + 101,44 ng dsDNA/mg Gewebe) und den rein
Detergenzien-behandelten Proben (362,60 + 111,41 ng dsDNA/mg Gewebe) demon-
striert. Nach der Verwendung von a-Gal prasentierte sich kein Unterschied in der
Entfernung von DNA im Vergleich zu den DZ-Proben. Auch die EZM zeigte sich kaum
verandert zur vorherigen Darstellung. Einzig das REM demonstrierte eine Freilegung von

feinen Fasernetzen an der Innen- und AuBenseite mit Entfernung der oberflachlichen
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Endothelzellen. Nach der Verwendung des von a-Galaktose konnte in der
Immunhistochemie ein Unterschied festgestellt werden. Wahrend in der Nativ- und DZ-
Probe ubiquitar braune Farbungen das Vorliegen von a-Galaktose nachwiesen, konnten
diese in den enzymbehandelten Schnitten nicht dargestellt werden. Bereits durch die
Behandlung mit DNase reduzierte sich der Gehalt an a-Galaktose. Ein vollstandiges
Fehlen dieses Proteins war jedoch erst nach Verwendung von o-Galaktosidase
nachweisbar. Diese Auswertmethode fihrte allerdings im Verlauf nicht zu konstant

reproduzierbaren Ergebnissen und kann deshalb nur eingeschrankt bewertet werden.

Abbildung 12.1 DAPI Firbung der Proben des Vorversuches: A: Nativprobe: Im
gesamten Querschnitt ist die DNA der Zellkerne sichtbar. B: DZ Probe: Hier zeigt
sich ein schmaler DNA-freier Randstreifen beidseits. Die EDT war an der
AulRenseite in allen Proben groRer als innen C: DNAse-behandelte Probe: Nach
der EZ prasentiert sich nur ein schmaler Mittelstreifen mit DNA, der Rest der Wand
ist vollstandig frei von DNA-Resten. Dies stellt eine signifikant verbesserte DZ mit
vergroRerter EDT dar. D: a-Gal-behandelte Probe: Nach Behandlung mit diesem
Enzym ist nur eine minimal verstarkte Reduktion der fluoreszierenden DNA in der
DAPI Farbung nachweisbar. Im GroRteil der Wand befindet sich noch DNA;
Malstab: 500 um
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Abbildung 12.2 H&E Farbung der Proben des Vorversuches: A1-2. Nativprobe mit dunklen Punkten in allen
Schichten der Aorta und insgesamt intaktem Gewebe; B1-2. DZ-Probe: Hier zeigt sich nur eine minimale
Verdanderung der Proben. Nur an der duReren Schicht der Wand kann eine Abnahme von dunklen Punkten
detektiert werden. Hier sieht auch das Gewebe aufgelockert und l6chrig aus; C1-2: DNase-behandelte Proben: In
den oberflachlichen Schichten kommt es zur vollstdndigen Entfernung der DNA Das Gewebe sieht allgemein intakt
aus, nur die oberflachlichsten Schichten prasentieren sich defekt; D1-2. a-Gal-behandelte Probe: Es prasentierten
sich dunkle Punkte in allen Schichten, die EDT ist minimal verstarkt im Vergleich zur DZ-Probe. MalRstab: 250 um;
A-D1= Innenseite der Arterie; A-D2= AulRenseite der Arterie

DNA- Gehalt der Arterien

B Nativ ®DZ ®mDNase ma-Gal

700 a—
600 '

%k k¥

500
400
300
200
100

0

Abbildung 12.3 DNA-Gehalt in den Wéanden der Aorta nach Durchfiihrung des
Vorversuches: Es zeigt sich eine signifikante Abnahme von DNA nach Verwendung
von DNase im Vergleich zur Nativ- und DZ-Probe. Aus den a-Gal-behandelten
Arterien lieB sich mehr DNA isolieren als aus den Nativproben, was fir eine

Auflockerung des Gewebes und erh6éhter Zugénglichkeit spricht. * £ p<0,05; ** &
p<0,01; *** & p<0,001

DNA-Gehalt in ng/mg Gewebe
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Abbild rversuchs: A1-2: Nativprobe: Die
Dreischichtung der Aortenwand ist deutlich dargestellt und elastische und Kollagenfasern gut sichtbar. B1-2: DZ-
Probe: Im schmalen zellfreien Rand an der AuRenseite fehlen Kollagen und elastische Fasern. C1-2: DNase-
behandelte Probe: Hier prasentiert sich ein gréRerer dezellularisierter Bereich. Jedoch kann keine Aggravierung
der EZM Destruktion im Vergleich zur DZ nachgewiesen werden. D1-2: a-Gal-behandelte Probe: Die Defekte der
EZM sind kongruent zu denen der DZ Proben. MaRstab: 250 um; A-D1= Innenseite der Arterie; A-D2= AulRenseite
der Arterie

Abbildung 12.5 Immunhistochemie von a-Galaktose nach Durchfiihrung des Vorversuches: A1-2: Nativprobe:
Hier markieren braune Farbungen insbesondere an den Oberflachen das Protein a-Galaktose; B1-2: DZ-Probe:
Auch hier kann das Protein noch ubiquitdr detektiert als braune Farbung werden. C1-2: DNase-behandelte
Proben: Nach Verwendung des Enzyms reduziert sich die Menge an a-Gal gemeinsam mit der Entfernung von
Zellen. D1-2: a-Gal-behandelte Proben: Im gesamten Querschnitt ist kein a-Galaktose mehr nachweisbar.
MaRstab: 250 um; A-D1= Innenseite der Arterie; A-D2= AulRenseite der Arterie
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Abbildung 12.6: REM Aufnahme nach Durchfiihrung des Vorversuches: Al+2 Nativprobe: Hier
prasentiert sich die Oberflaiche der inneren Oberfliche geschlossen mit einem dichten Belag aus
Endothelzellen. Die AuBenseiten weisen nach der Prdparation feine Faserstrukturen auf. B1+2 DZ-
Proben: Es kénnen keine groRen Unterschiede zwischen DZ und Nativproben nachgewiesen werden Auf
der AulRenseite stellt sich weiterhin eine dichte Faserstruktur dar. C1+2 DNase-Behandlung Das REM
demonstriert geordnete Faserstrukturen ohne Auflagerungen von Zellen auf beiden Seiten. Auf der
AuBenseite sind diese mit stark irreguldrem Verlauf sichtbar. D1+2 a-Gal- Behandlung: Es kann keine
sichte Endothelschicht mehr auf der luminalen Seite dargestellt werden und die feine Faserstruktur
kommt zum Vorschein. Auf der AuRRenseite ist das Fasernetz ist vollstandig sichtbar mit teilweise grofRen
Lochern in die Tiefe 2000x VergroRerung, MaRstab: 10 um. A-D1= Innenseite der Arterie; A-D 2
AuBenseite der Arterie

Die Evaluation des GAG-Gehaltes stellte variierende Ergebnisse dar. Nach der DZ konnten
im Mittel mehr GAG aus dem Gewebe isoliert werden als aus den Nativproben. Auch
nach der a-Gal-Behandlung prasentierte sich dieses Phanomen. Nur nach Verwendung
von DNase konnte eine Verminderung des GAG-Anteils im Gewebe nachgewiesen
werden. Diese war jedoch im Vergleich zu den Nativproben mit einer Reduktion auf
97,30 % minimal und nicht signifikant. Somit konnte die GAG-Messung bestatigen, dass

die EZ trotz guter Wirkung in der Entfernung der DNA die EZM nicht vermehrt zerstort.
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GAG-Quantifikation im Gewebe

EDZ ®mDNase o-Galaktosidase
140%

120%

100
80%
60%
40%

20%

Menge zuriickgelassener GAG
(normalisiert auf die Nativproben)

0%

Abbildung 12.7 Menge an zuriickgebliebenen Glykosaminoglykanen im Gewebe
im Vergleich zur Nativprobe Die Menge der GAG in den Nativproben werden hier
mit 100% als horizontale Basislinie angegeben. DZ und a-Gal Proben zeigten eine
Erhohung des GAG-Gehaltes, im Vergleich zur Nativprobe. Die Reduktion nach
Verwendung von DNase stellte sich als nicht signifikant heraus

Beurteilung

Mit der Durchfihrung dieses Vorversuchs bestdtigte sich die Hypothese von einer
verbesserten Entfernung immunaktiven Komponenten durch Enzymbehandlungen. Die
Verwendung von DNase fiihrte in allen Proben zu einer signifikant verbesserten
Entfernung von DNA. Somit konnten fast alle Zellbestandteile aus den Arterien
ausgewaschen werden. Auch der Gebrauch von a-Galaktosidase fiihrte zu einer
Reduktion von a-Galaktose in den Aorten, wie die Immunhistochemie darstellen konnte.
Die EZM stellte sich nach der EZ noch gut erhalten dar. Die vorherigen Defekte des
Gewebes durch die Detergenzien wurden durch die Enzyme nur wenig verstarkt.
Dadurch bestatigt sich der deutliche Vorteil der Enzymbehandlungen. Es folgte die

Entscheidung zur Integration der Enzyme in den Hauptversuch der Studie.
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12.2 Finale modifizierte Protokolle

DZ= Dezellularisation mit Detergenzien
US= Ultraschallbehandlung

RT= Raumtemperatur
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Protokoll 1:
Tag Uhrzeit Vorgang Dauer Losung Ultraschall | Temperatur
1 7:00 Herzen abholen und praparieren
9:00 Lagern Uber Nacht | PBS+ AntiAnti | - 4°C
2 8:00 DzZ+ US 0,5h SD+ SDS + RT
8:30 Dz 3,5h SD+ SDS - RT
12:00 WzZ+ US 0,5h PBS + RT
12:30 Wz 0,5h PBS - RT
13:00 DZ+ US 0,5h SD+ SDS + RT
13:30 Dz 3,5h SD+ SDS - RT
17:00 WzZ+ US 0,5h PBS + RT
17:30 Wz 0,5h PBS - RT
18:00 DZ+ US 0,5h SD+ SDS + RT
18:30 Dz 3,5h SD+ SDS - RT
22:00 WZ+ US 0,25h PBS + RT
22:15 WZ+ US 0,25h PBS + RT
22:30 Wz 8,5h PBS - RT
3 7:00 Enzym 4h DNase - 37°C
11:00 Wz 0,25h PBS - RT
11:15 Wz 0,25h PBS - RT
11:30 Enzym 24h o- - 37°C
Galaktosidase
4 11:30 Wz 0,25h PBS - RT
11:45 Wz 0,25h PBS - RT
12:00 Ende Dezellularisation
Protokoll 2
Tag Uhrzeit Vorgang Dauer Losung Ultraschall | Temperatur
1 7:00 Herzen abholen und praparieren
9:00 Lagern Uber Nacht | PBS+ AntiAnti - 4°C
2 6:00 DzZ+ US 0,5h SD+ SDS + 37°C
6:30 Dz 3,5h SD+ SDS - 37°C
10:00 WZ+ US 0,5h PBS + RT
10:30 \\'4 0,5h PBS - RT
11:00 DzZ+ US 0,5h SD+ SDS + 37°C
11:30 Dz 3,5h SD+ SDS - 37°C
15:00 WZ+ US 0,5h PBS + RT
15:30 \\'4 0,5h PBS - RT
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16:00 DZ+ US 0,5h SD+ SDS + 37°C
16:30 Dz 3,5h SD+ SDS - 37°C
20:00 WZ+ US 0,25h PBS + RT
20:15 WZ+ US 0,25h PBS + RT
20:30 Wz 13,5h PBS - RT

3 10:00 Enzym 4h DNase - 37°C
14:00 Wz 0,5h PBS - RT
14:30 Wz 3,5h PBS - RT
18:00 Enzym 24h a-Galaktosidase | - 37°C

4 18:00 Wz 0,5h PBS - RT
18:30 Wz 3,5h PBS - RT
22:00 Ende Dezellularisation

Protokoll 3

Tag Uhrzeit Vorgang Dauer Lésung Ultraschall | Temperatur

1 7:00 Herzen abholen und praparieren
9:00 Lagern Kurz PBS+ AntiAnti - 4°C
10:00 DZ+ US 0,5h SDS + RT
10:30 Dz 1h SDS - RT
11:30 WZ+ US 0,5h PBS + RT
12:00 Wz 0,5h PBS - RT
12:30 DZ+ US 0,5h SDS + RT
13:00 Dz 1h SDS - RT
14:00 WZ+ US 0,5h PBS + RT
14:30 Wz 0,5h PBS - RT
15:00 DzZ+ US 0,5h SDS + RT
15:30 Dz 2h SDS - RT
17:30 WZ+ US 0,5h PBS + RT
18:00 Wz 0,5h PBS - RT
18:30 DZ+US 0,25h Triton X 100 + RT
18:45 Dz 0,25h Triton X 100 - RT
19:00 W7+ US 0,5h PBS + RT
19:30 Wz 11,5 PBS - RT

2 7:00 WZ + US 0,5h PBS + RT
7:30 W<z 11,5h PBS - RT
19:00 WZ+US 0,5h PBS + RT
19:30 W7z 19,5h PBS - RT

3 15:00 W<Z+ US 0,5h PBS + RT
15:30 Wz 16,5 PBS - RT

4 8:00 Enzym 4h DNase - 37°C
12:00 W7+ US 0,5h PBS + RT
12:30 Wz 3,5 PBS - RT
16:00 Enzym 24h o-Galaktosidase | - 37°C

5 16:00 W7+ US 0,5h PBS + RT
16:30 Wz 3,5h PBS - RT
20:00 Ende Dezellularisation
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Allgemeine Materialien

Material

Artikelnummer

Hersteller

Aquarellpinsel
Borstenpinsel
Cryomatrix

Desinfektionsmittel flr
Flachen und Gegenstande

Einbettkassetten
Eindeckglaser 24 x 50 mm
Eindeckmedium

Leica CV Mount
Faltenfilter

@ 185 mm

GraphPad PRISM
Handschuhe Peha-soft

Microsoft Excel 2019

Objekttrager
25x75x1,0 mm;
Pipetboy

Pipette serol. 10 ml, steril
Pipette serol. 1ml steril
Pipette serol. 25ml, steril
Pipette serol. 2ml, steril
Pipette serol. 50ml, steril
Pipette serol. 5ml, steril
Pipettenspitzen

10 ul

Pipettenspitzen:
100 pl

Serie 1520L
Serie 7179L

Shandon Cryomatrix

Fermacidal D2, N24040

14046430011
10 311 647
GraphPAD Prism 6
942727

Excel 2019 16.41
71800 AMNZ
155018

4488

4485

4489

4486

768180

4487
70.762.200

70.760.212
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Lab Logistics Group GmbH;
Meckenhelm, D

Lab Logistics Group GmbH;
Meckenhelm, D

Thermo Fisher Scientific Inc.;
Waltham, USA

LHG —Laborgerate
Handelsgesellschaft mbH,;
Karlsruhe, D

Lab Logistics Group GmbH;
Meckenhelm, D

Gerhard Menzel GmbH;
Braunschweig, D

Leica Biosystems Nussloch GmbH,;
Nussloch, D

Whatman Schleicher & Schuell
GmbH; Dassel, D

GraphPad Software Inc.; San Diego,
USA

Hartmann AG; Heidenheim, D

Microsoft Corporation;
Redmond, USA

Gerhard Menzel GmbH,;
Braunschweig, D

INTEGRA Biosciences AG; Fernwald,
D

Costar, Corning Incorporated;
Corning, NY, USA

Costar, Corning Incorporated;
Corning, NY, USA

Costar, Corning Incorporated;
Corning, NY, USA

Costar, Corning Incorporated;
Corning, NY, USA

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Costar, Corning Incorporated;
Corning, NY, USA

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, D

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, D



Pipettenspitzen:
1000 pl
Reaktionsgefal 1,5 ml

Skalpell Fig. 10, steril
Skalpell Fig. 11, steril

Sterillium

Suprolene,
3/0,75 cm, grin

Gerateliste
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70.1130.200

0030 120.086

02.001.30.002

02.001.30.001

975512

91513

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Feather Safety Razor Co., LTD,
Osaka, Japan

Feather Safety Razor Co., LTD,
Osaka, Japan

Bode Chemie GmbH; Hamburg, D

Resorba Medical GmbH; Niirnberg,
D

Gerat Modellbezeichnung Hersteller

Abzugshaube Laminaflow Heraeus Holding GmbH; Hanau, D
Laminaflow HeraSafe

Argon Gasflasche 0586.1

Biophotometer
Brutschrank 1

Brutschrank 2

Dezellularisations-Pumpe

Pumpe 20L/min;

Dickenmessgerat

Fluoreszenz-Mikroskop
Gefrierschrank, -20°C

Kritisch Punkt Trockner
Kihleinheit: Paraffin

Lichtmikroskop

Magnetriihrer

Paraffinstreckbad

PC: Mikroskop und
Bildaufnahme
PC-Software
Fluoreszenz Auswertung
pH-Meter

BioPhotometer® D30
Binder CB 150
HeraCell

EDEN 155
Aquarienpumpe

80 Watt

Marameter XLI-57B-15

AxioObserver
Gefrierschrank, -20°C
Comfort Plus”
Critical Point Dryer
CPD 30

Micron KS 34

Leica DMR

Heiz- und
Magnetrihrer RH-
Serie Modelle RH
basic

Typ 25900

PC Celsius
AxioVision Rel. 4.8

inoLab pH Lever 1
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Eppendorf AG; Hamburg, D
Binder GmbH & Co; Tuttlingen, D
Heraeus Holding GmbH; Hanau, D

PfG GmbH; Hoerstel, D

Mahr GmbH; Gottingen; D

Carl Zeiss AG; Oberkochen, D
Siemens AG, Miinchen, D

BalTec; Schalksmuhle, D

Thermo Fisher Scientific Inc.;
Waltham, USA
Leica Camera AG; Solms, D

IKA- Werke GmbH & Co.; Staufen,
D

Medax GmbH & Co.KG;
Neumdnster, D

Fujitsu Technology Solutions
GmbH, Augsburg, GER

Carl Zeiss AG; Oberkochen, D

Xylem Analytics Germany Sales
GmbH & Co. KG; Weilheim, D



Rasterelektronen-Mikroskop

Schlittenmikrotom
Schittelinkubator
Sputter coater
Stanze

Ultraschall Gerat
Waage

Wasserbad DZ

Wasserbad Paraffinschnitte

Zugversuchmaschine
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Zeiss Evo LS10

HM 400 R
Incubator Hood TH15

Gold coater

SCD 50

manuelle Schneidpresse
ZCP 020
Ultrasonic-Cleaner
USC600T 120 W, 45kHz
Analysenwaage

~ABS 770

Julabo SW 23

Medax

zwickiline
Universalzugmaschine

Reagenzien und Medien

Artikel

Artikelnummer

Carl Zeiss AG; Oberkochen, D

Microm International GmbH;
Walldorf, D

Edmund Biihler GmbH; Hechingen,

D
BalTec AG; Schlakmiihle, D

ZwickRoell Gruppe; Ulm, D

VWR International GmbH;
Darmstadt, D
Kern&Sohn GmbH, Balingen, D

Julabo GmbH; Seelbach, D

Nagel-Group SE & Co. KG;
Versmold, D
ZwickRoell Gruppe; Ulm, D

Hersteller

10% FBS Fetal Bovine Serum
(Fetal Bovine Serum)

Ampuwa (Aqua destillata)

Acetone for analysis (Aceton)

Alpha-Galactosidase
(a-galactosidase from green
coffee beans)

AntiAnti 100x Antibiotic
Antimycotic

(1%
Streptomycin/Amphotericin
B/ Penicillin)

DAPI (c=20mg/ml)
(4°,6-Diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride)
DNase 2U/ml

(22,000 units per mg dry
weight)

EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure
)

Eosin

(Eosin Y-Losung, alkoholisch)

A 7906

1080181
1.00014.5000

9025-35-8

15240-062

6495

D9542-5mg

LS006331

E-4884

HT 1101126-500ML
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Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Darmstadt, D

Fresenius Kabi AG; Bad Homburg, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen, D

Gibco Life Technologies GmbH,;
Darmstadt, D

Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen, D

Worthington Biochemical Corp;
Lakewood, USA

Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen, D



Ethanol <99,8& DAB, reinst

Ethanol 30%, 50%, 70%, 80%,
96%, 99% vergallt

Ethanol absolut

Roti-Histofix 4,5%
(Formaldehydlésung)
Glutaraldehyd-l6sung 25 Gew.
%

Glycerin

Wasserstoff-chlorid (HCI 1N)
IGEPAL-CA630
(Octylphenyl-polyethylene
glycol)

Mayer's Hamalaunlésung

Methanol for analysis

(MetOH)
Movat’s
Pentachrom 1. Alcianblau 1
.. Vol.-%
Original 2. Alkalischer
Alkohol
3.  WEIGERT
Stammlésun
gA/B
4. Eisen (Il)-
Chlorid
5. Brilliant-
Crocein-

Saurefuchsin
6. Phosphorwol
framséaure
7. Safrondu
Gatinais
8. Natriumthios
ulfat
9. Essigsdure 1
Vol.-%

Natriumchlorid-Lésung (NaCl)

Natriumcitrat
Natrium-Carbonat (Na-CaCO)

PBS Dulbecoo Instamed

9,55g/I

(Phosphate buffered saline)

Pikro- 1.  WEIGERT

Siriusrot fiir Stz;‘;mlésun
8

Kollagen | & 5 Pikro-

Il Nachweis Siriusrot

ANHANG

K928,5

EO5
L0146
L148
5054
22135

G400-4

7530

1.09970
18896

1.09249.0500
1-06009.2500

Art.-Nr. 12057

1. 10126
2. 10132
3. 10225
4. A/B
5. 12019
6. 10156
7. 10324
8. 10369
9. 10288

809121

54641

20838

L-1825

Art.-Nr. 13425

1. 10255
A/B
2. 13422
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Carl Roth GmbH & Co. KG;
Karlsruhe, D

Apotheke Klinikum GroBhadern;
Minchen, D

Carl Roth GmbH & Co. KG;
Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH + Co.KG;
Karlsruhe,D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen, D

Carl Roth GmbH & Co. KG;
Karlsruhe, D

Merck KGaA; Darmstadt, D
Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen, D

Merck KGaA; Darmstadt, D
Merck KGaA; Darmstadt, D

Morphisto Evolutionsforschung
und Anwendung GmbH,
Frankfurt am Main, D

Fresenius Kabi AG; Bad Homburg, D

Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen, D

Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen, D

Biochrom GmbH; Berlin, D

Morphisto Evolutionsforschung
und Anwendung GmbH,Frankfurt
am Main, D



ANHANG

3. Essigsdure 30 3. 13428
Vol.-%
Proteinase bakteriell P8038 Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen, D
RNase 100ul/ml 10154105103 Roche Diagnostics Deutschland
(RNase A, from bovine GmbH; Mannheim, D
pancreas, lyophilizate,
powder)
Roti-Histol 6640.4 Carl Roth GmbH & Co KG;
Karlsruhe, D
Sodium 30970-500G Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Desoxycholat/Natriumdesoxyc Darmstadt, D
holat
(SD)
Sodium Dodecyl 0183.3 Carl Roth GmbH & Co. KG;
Sulfat/Natriumdodecylsulfat Karlsruhe, D
(SDS)
Sudan Schwarz B (C.1.26150) 0292.1 Carl Roth GmbH & Co.KG;
fir Mikroskopie Karlsruhe, D
Tris-Bolerate-EDTA Puffer T4415-4L Sigma-Aldrich GmbH; Steinheim, D
(10x Concentrate)
Triton X 100 1610407 Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
2-[4-(2,4,4-trimethylpentan-2- us
yl)phenoxy]ethanol
Wasserstoff-peroxid 30% 21676-3 Merck KGaA; Darmstadt, D
(H202)
Xylol (Isomere) >98%, rein 9713.3 Carl Roth GmbH & Co. KG;
Karlsruhe, D
Lésungen
Medium Reagenzbestandteile Menge
Mayer’s Hamalaun (1:4) e Hamalaun 50ml
Lagerung bei RT e PBS 150ml
FIX I 500ml e Aqua destillata 456ml/ 912ml
Lagerung bei 4°C e Glutaraldehydlésung = 43,5ml/86,5ml
25 GEW.% (25%)
e HCL(1IN) 0,75ml/1,5ml
e Na-CaCO 5,65g/11,3g
EDTA-L6sung pH 8 e EDTA 0,744g
Lagerung: RT e 0,1NNaOH Bis pH =8
e Aqua dest. 2L
Trypsin 1:20 500ml e PBS 475ml
Lagerung: -20°C e Trypsin (10x) 25ml
DAPI Losung, c= 0,1 ug/ml e DAPI 1ug
e PBS 10ml
Methanol-Aceton e Methanol 100ml
e Aceton 100ml
PBS e PBS Pulver 9,55g
1l
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DNase

50mg DNase

Dnase Konzentration 1mg/ml
-20°C eingefroren

DNase Losung
1:100 verdunnt: 30U/ml

ANHANG

Agua destillata

50% Glycerin
400mM 20mM TrisCl
7,5

100mM: 1mM
MgCI2

H20

DNase

PBS

MgCl 100 mM

CaCl 100 mM
Stocklésung Dnase
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25ml
2,5ml
0,5ml
22ml
50mg

84ml

100 mM 10ml
100 mM 5ml
1ml
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