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I1 KURZZUSAMMENFASSUNG

Seit Ende des 20. Jahrhunderts erregt die Verwendung dezellularisierter Scaffolds im
Tissue Engineering aufgrund ihrer vielversprechenden Materialeigenschaften immer
mehr Aufmerksamkeit. Im Rahmen der vorligenden Dissertation erfolgte die
systematische Evaluation ausgewahlter physikalischer Methoden zur Dezellularisation
(DZ) biologischer Gewebe.

Zu diesem Zweck wurden 80 porcine Aortenwdnde (AW) gemafd acht verschiedener
Protokolle dezellularisiert (jeweils n =10). Dabei wurden die Effekte der jeweiligen
physikalischen Vorbehandlung auf der Grundlage eines detergenzien- und
enzymbasierten Protokolls beurteilt. Die gruppenspezifischen physikalischen DZ
Methoden umfassten den einmaligen Einfrier-Auftau-Vorgang bei -196 °C (Gruppe A1)
und -32 °C (Gruppe B1), den fiinfmaligen zyklischen Einfrier-Auftau-Vorgang bei -196 °C
(Gruppe Az) und -32°C (Gruppe Bz) und den osmotischen Schock (Gruppe C). Dabei
dienten ein Nativkollektiv und eine spezifische Kontrollgruppe (Gruppe Ki) zum
Vergleich. Die Bewertung der Effektivitit der DZ Vorgange erfolgte anhand der in
Gewebefarbungen mit 4’,6-diamidin-2-phenylindol (DAPI) und Hamatoxylin-Eosin (H&E)
ermittelten Eindringtiefen (EDT) der Zelleliminierung sowie einer photometrischen DNA-
Quantifizierung. Die Movat Pentachrom (MPC) und Pikro-Siriusrot (PSR) Farbungen
sowie die Rasterelektronenmikroskopie (REM) dienten der Beurteilung des Erhalts der
Extrazellularmatrix (EZM) und ihrer Strukturen. Zur Evaluation der biomechanischen
Eigenschaften des dezellularisierten Gewebes wurden uniaxiale Zugversuche
durchgefiihrt.

Durch das einmalige Schockfrieren bei -196 °C war ein signifikanter Zugewinn an EDT
sowohl an den dufieren (+23,17 %, p<0,01) als auch an den inneren (+27,54 %, p<0,001)
Oberflaichen der AW zu verzeichnen. Weder auf den licht- noch auf den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen lief3en sich durch das einmalige Schockfrieren
bedingte EZM Schiaden detektieren. Unter allen physikalischen Vorbehandlungen
resultierte diese Methode aufierdem in den ausgewogensten biomechanischen
Eigenschaften. Die durch das einmalige Einfrieren bei -32 °C erzielte Zunahme der EDT
war weder an den dufderen (+19,34 %) noch an den inneren (+2,73 %) Oberflachen
statistisch signifikant. Im direkten Vergleich war die EDT an der inneren Oberflache nach

einmaligem Schockfrieren bei -196 °C signifikant grofder als nach einmaligem Einfrieren
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bei -32 °C (+24,15 %, p<0,01). Auch durch die zyklische, flinffache Durchfithrung der
Einfrier-Auftau-Vorgange lief3 sich ein Anstieg der EDT beobachten, dieser war allerdings
nur an der dufderen Oberflache bei -32 °C statistisch signifikant (+29,64 %, p<0,05). Alle
anderen Zugewinne an EDT erwiesen sich als statistisch nicht signifikant. Makroskopisch
und mikroskopisch waren durch die zyklische Durchfiihrung der Einfrier-Auftau-
Vorgidnge bedingte, substanzielle Schaden an den EZM Strukturen erkennbar. Als einzige
der untersuchten physikalischen Vorbehandlungen erbrachte der osmotische Schock
weder an den inneren (-7,50 %) noch an den dufderen (-4,24 %) Oberflachen einen
Zusatznutzen hinsichtlich der DZ Effektivitiat. Aufgrund relevanter Mengen an residualen
Zellkernkomponenten im dezellularisierten Gewebe war es nicht addquat moglich,
mittels DNA-Quantifizierung eine signifikante Reduktion des DNA-Gehalts durch die DZ
nachzuweisen, sodass der Fokus bei der Auswertung der Zelleliminierung auf den mittels
DAPI Fluoreszenz bestimmten EDT lag.

Auf der Grundlage der oben genannten Erkenntnisse wurde ein weiteres DZ Protokoll D
entwickelt, das auf der physikalischen DZ Methode mit den aussichtsreichsten Resultaten
basiert. Durch die Integration eines einmaligen Einfrier-Auftau-Vorgangs bei -196 °C in
ein vorbestehendes, detergenzien- und enzymbasiertes Protokoll sollte gepriift werden,
ob so bei verkirzter Expositionsdauer gegeniiber den chemischen Detergenzien ein
gleichbleibendes DZ Ergebnis erzielt werden konnte. Wieder diente eine spezifische
Kontrollgruppe (Gruppe K2) zum Vergleich. Das Ziel einer vollstiandigen Zellfreiheit der
AW, in der auch das urspriingliche Protokoll resultiert, wurde in Versuchsgruppe D
verfehlt. Allerdings konnte die Beobachtung, dass das Schockfrieren in fliissigem
Stickstoff eine signifikante Zunahme der EDT sowohl an den dufseren (+18,51 %, p<0,05)
als auch an den inneren Oberflichen (+14,34 %, p<0,05) bewirkt, bestitigt werden.
Aufserdem war in der DNA-Quantifikation erstmals eine hdchst signifikante Reduktion
des DNA-Gehalts zu verzeichnen (D: -70,90 %, p<0,001, K2:-63,07 %, p<0,001). Auf den
licht- und elektronenmikroskopischen Aufnahmen erschienen alle EZM Komponenten
und Strukturen intakt.

Basierend auf diesen Ergebnissen bestatigt die vorliegende Dissertation den Mehrwert
der Durchfiihrung eines einmaligen Schockfrierzyklus in DZ Protokollen. Diese
physikalische DZ Methode geht mit effektiver Zelleliminierung und gutem Erhalt der EZM

einher, was bei der Optimierung zukiinftiger DZ Protokolle berticksichtigt werden sollte.



II1 SUMMARY

Since the late 20th century, the use of decellularized scaffolds in tissue engineering has
been attracting more and more interest due to their promising material properties. In this
dissertation, selected physical methods for decellularization (DC) of biological tissues
were systematically evaluated.

For this purpose, 80 porcine aortic walls (AW) were decellularized employing eight
different protocols (10 AW per protocol). Subsequently, the effects of the respective
physical pretreatments were assessed against the background of an otherwise unchanged
detergent- and enzyme-based protocol. Group-specific physical DC methods comprised a
singular freezing-thawing procedure at -196 °C (group A1) or -32 °C (group B1), a cyclic
fivefold freezing-thawing procedure at -196 °C (group A2) or -32 °C (group B2) and an
osmotic shock (group C). A native collective and a specific control group (group K1) served
for comparison. The efficacy of DC methods was evaluated by measuring the depth of cell
elimination (DCE) (as determined after tissue staining by 4’,6-diamidin-2-phenylindol
(DAPI) and hematoxylin-eosin (H&E)) and by photometric DNA quantification. Movat
Pentachrome- (MPC) and Pikro-Sirius-read (PSR) stainings as well as scanning electron
microscopy served for evaluating the preservation of the extracellulatr matrix (ECM) and
its structures. Uniaxial tensile tests were performed to evaluate the biomechanical
properties of decellularized tissues.

Singular shock freezing at -196 °C resulted in a significant gain in DCE at the external
(+23,17 %, p<0,01) as well as at the internal (+27,54 %, p<0,001) AW surfaces. Neither
light- nor scanning electron microscopy revealed any damage to the ECM by singular
shock freezing at -196 °C. Beyond that, singular shock freezing resulted in the most
balanced biomechanical properties among all methods of physical pretreatment. After
singular freezing at -32 °C, no statistically significant gains in DCE were achieved either at
the external (+19,34 %) or at the internal (+2,73 %) AW surfaces. By direct comparison,
DCE after singular shock freezing at -196 °C significantly exceeded DCE after singular
freezing at -32 °C at the interal AW surface (+24,15 %, p<0,01). Likewise, cyclic fivefold
freezing-thawing resulted in a gain in DCE which, however, only reached statistical
significance at the external surface at -32 °C (+29,64 %, p<0,05). Any other gains in DCE
proved statistically non-significant. A substantial damage of the ECM due to cyclic

freezing-thawing was detectable macro- as well as microscopically. Among all physical
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pretreatments tested here, osmotic shock was the only one failing to achieve any
additional benefit with respect to DC efficacy at the internal (-7,50 %) or external AW
surfaces (-4,24 %). Any significant reduction of DNA content by DC could not be detected
via DNA-quantification due to relevant amounts of residual cell nucleus components in
decellularized tissue. Thus, the focus of evaluating cell elimination was on DCE as
determined by DAPI fluorescence.

Based on the above-mentioned results, an additional DC protocol (D) was developed
employing the most promising physical DC method. Through the integration of a singular
freezing-thawing procedure at -196 °C into a pre-existing, detergent- and enzyme-based
protocol, it was tested whether this combination yields an equivalent DC result while
allowing for a reduction of exposition time to chemical detergents. Again, a specific
control group (group Kz2) served for comparison. A completely cell-free AW - as created
by the pre-existing protocol - was not achieved by the additional DC protocol (D). Yet, it
was confirmed that shock freezing in liquid nitrogen results in a significant gain in DCE at
the external (+18,51 %, p<0,05) as well as at the internal AW surfaces (+14,34 %, p<0,05).
Beyond that, a highly significant reduction of DNA content was achieved for the first time
(D:-70,90 %, p<0,001, K2: -63,07 %, p<0,001). Light- and scanning electron microscopy
imaging revealed intact ECM components and structures.

Based on these results, this dissertation proves the additional benefit of performing a
singular shock freezing cycle in DC protocols. This physical DC method yields effective cell
elimination and good preservation of ECM. This should be considered while optimizing

future DC protocols.



IV ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Einheiten:
Abkiirzung Bedeutung
bar Physikalische Druckeinheit bar
bp Basenpaare
°C Grad Celsius
g Gramm
g Mafieinheit der Zentrifugalbeschleunigung
h hour/ Stunde
1 Liter
mA Milliampere
mbar Millibar
mg Milligramm
min Minute
mm Millimeter
pum Mikrometer
mM Millimolar
% m/m Gewichtsprozent
ms Millisekunde
n Anzahl
N Newton
nm Nanometer
rpm revolutions per minute/ Umdrehungen pro Minute
S Sekunde
U Unit/ Enzymeinheit zur Angabe der Enzymaktivitat
\Y Volt
% v/v Volumenprozent




Allgemeine Begrifflichkeiten:

Abkiirzung Bedeutung

Abb. Abbildung

AD Aqua destillata

a.e. am ehesten

AW Aortenwand

CaCl2 Calciumchlorid

CO2 Kohlenstoffdioxid

DAPI 4’,6-diamidin-2-phenylindol

DNA deoxyribonucleid acid = Desoxyribonukleinsdure
dsDNA double-stranded DNA = doppelstrangige DNA
DNase Deoxyribonuklease

DZ Dezellularisation

EDT Eindringtiefe

EDTi Eindringtiefe an der inneren Oberflache (=luminal)
EDTa Eindringtiefe an der dufderen Oberflache

EZM Extrazellularmatrix

FDA US Food and Drug Administration

HCL Salzsdure

H&E Hamatoxylin-Eosin

MgCl2 Magnesiumchlorid

MPC Movat Pentachrom

0.8. oben genannt

PBS phospate buffered saline = Phosphat gepufferte Saline
PLA polyactide = Polymilchsaure

PSR Pikro-Siriusrot

REM Rasterelektronenmikroskopie

RT Raumtemperatur

SD sodium deoxycholate/ Natriumdeoxycholat

SDS sodium dodecyl sulfate/ Natriumdodecylsulfat
Tab. Tabelle




u.a. unter anderem
v.a. vor allem

VS. versus

z.B. zum Beispiel
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1 EINLEITUNG

1.1 Kernprobleme der modernen Transplantationsmedizin

Transplantation (von lateinisch transplantatio = Verpflanzung, Versetzung) bezeichnet
die Ubertragung von Organen und Geweben zu therapeutischen Zwecken [1]. Dabei wird
zwischen autogener Transplantation (Spender und Empfinger sind identisch) und
allogenen Transplantationen (Spender und Empfianger sind nicht identisch)
unterschieden. Bei autogener Transplantation wird das Transplantat als Autograft, bei
allogener Transplantation als Allograft definiert [2]. Stammt das Transplanat von einem
Spender, der einer anderen Spezies angehort, spricht man von einem Xenograft.

Obwohl die Transplantation eine vergleichsweise neue Erweiterung der Therapie von
Organversagen im Endstadium darstellt, geht das Konzept, Gewebe oder Organe aus
einem Korper zu entfernen und fiir einen anderen zu verwenden, weit zuriick [3].
Archéologische Erkenntnisse und historische Dokumente lassen vermuten, dass die
Gewebetransplantation mehrere Jahrtausende alt ist [4, 5]. Beispielsweise finden sich in
hinduistischen Texten von 3000-2500 v. Chr. Beschreibungen, wie patienteneigene Haut,
die von Kinn oder Gesaf3 gewonnen worden war, genutzt wurde, um verstiimmelte Nasen
zu rekonstruieren [6].

Aus den verschiedensten Regionen der Welt folgten im Laufe der Jahre zahlreiche weitere
Berichte von  derartigen Bemihungen, die die Basis der heutigen
Transplantationsmedizin bilden [3]. Im 16. Jahrhundert war der italienische Chirurg
Gaspare Tagliacozzi einer der ersten, der beschrieb, was heute als immunologische
Abstofdungsreaktion nach allogener Organtransplantion bekannt ist [7]. Allerdings sollte
es noch bis weit ins 20. Jahrhundert hinein dauern, bis ein wissenschaftlicher Konsens
dariiber bestand, dass die Resultate allogener Transplantationen denen autogener
Transplantationen unterlegen sind [8]. Ein erster Durchbruch gelang dem Osterreicher
Karl Landsteiner im Jahr 1900, als er das ABO-Blutgruppensystem entdeckte und so den
Weg fiir kompatible Bluttransfusionen bahnte [9]. 1943 erkannten Peter Brian Medawar
und Thomas Gibson, dass es sich bei der Destruktion eines Allografts nach
Hauttransplantation um die Folge eines ,Mechanismus der aktiven Immunisierung”
handeln musste [10]. 1958 identifizierte dann Jean Dausset das erste der humanen
Leukozyten-Antigene (HLA) [11]. Diese zellstindigen Antigene ermodglichen dem

Immunsystem eine Unterscheidung zwischen koérperfremden und koérpereigenen Zellen.
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Die Entdeckung dieses neuen Antigen-Systems sollte die Entwicklung der modernen
Transplantationsmedizin mafdgeblich beeinflussen. Heutzutage werden die HLA des
Spenders und des Empfangers routineméafdig aufeinander abgestimmt, sowohl bei
Stammzell- als auch soliden Organtransplantationen. Bei letzteren ist auch eine ABO-
Kompatibilitiat grundsatzlich notwendig [12].

Daraus leitet sich gleichzeitig ein grundlegendes Problem der heutigen
Transplantationsmedizin ab: Die Schwierigkeit, ein empfangerkompatibles Spenderorgan
zu finden. Aufgrund der steigenden Inzidenz des terminalen Versagens vitaler Organe ist
der Bedarf an Organtransplantationen in den letzten Jahrzehnten weltweit rapide
gewachsen [13]. Das Angebot an geeigneten Spenderorganen stagniert hingegen
weiterhin auf einem niedrigen Niveau, in deutschen Kliniken hat die Spendebereitschaft
seit 2012 sogar abgenommen mit einem Tiefststand in 2017 [12]. Bei der Suche kommt
die Grundvoraussetzug der ABO- und HLA-Kompatibilitdt noch erschwerend hinzu. Das
Resultat dieser Spenderorganknappheit sind lange Wartezeiten, wahrend derer sich die
Organfunktionen weiter zu verschlechtern drohen. In Deutschland versterben durch den
Organmangel ca. 900 Patientinnen und Patienten pro Jahr auf der Warteliste. Somit
verwehrt der Mangel an Spenderorganen tausenden Menschen eine neue und bessere
Lebensqualitat und bedingt zudem einen erheblichen Kostenanstieg von alternativen
Therapiemoglichkeiten wie der Dialyse [13].

Doch auch wenn die Organtransplantation den Goldstandard in der Behandlung
terminalen Organversagens darstellt, bringt diese Therapieform unweigerlich auch
negative Apekte mit sich. Da eine vollstindige Kompatibilitit der HLA-Gene nur bei
genetisch identischen Individuen wie monozygoten Zwillingen erreicht werden kann,
folgt auf eine Transplantation stets eine immunsuppressive Therapie mit dem Ziel einer
transplantat-spezifischen =~ Immuntoleranz  [12, 14]. Die schwerwiegenden
Komplikationen einer solchen Therapie reichen dabei von Nephro-, Myelo- und
Neurotoxizitat iiber die Reaktivierung latenter Infektionen und erhohte Inzidenzen
maligner Tumore bis hin zur gesteigerten Infektanfalligkeit, die die Gefahr der Sepsis und
des Tods durch Multiorganversagen birgt [15-17]. Doch auch unter immunsuppressiver
Therapie gelingt es nicht immer, eine immunologische Abstofdungsreaktion zu
verhindern. Gefiirchtet sind dabei sowohl Host versus Graft-Reaktionen (Immunreaktion

des Empfingers gegen das Transplantat) als auch Graft versus Host-Reaktionen
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(Immunreaktion des Transplantats gegen den Empfanger, bei
Knochenmarkstransplantationen) [12, 18, 19].

Auf der Suche nach einer Antwort auf diese Probleme begann sich gegen Ende der 1980er
Jahre mit dem Tissue Engineering eine neue Fachdisziplin zu formieren: 1993 definierten
Langer und Vacanti Tissue Engineering als interdisziplindres Forschungsfeld, das
Prinzipien der Ingenieur- und Lebenswissenschaften zur Entwicklung biologischer
Ersatzimplantate nutzt, die der Erneuerung, Bewahrung oder Verbesserung der

Gewebefunktion dienen. [20]

1.2 Tissue Engineering

1.2.1 Hintergrund

Der Terminus Tissue Engineering bezeichnet die Konstruktion oder Ziichtung, also die
kiinstliche Herstellung biologischer Gewebe [20]. Zum Tissue Engineering wird eine
Kombination aus biokompatiblen Materialien, lebenden Zellen und geeigneten
biochemischen (z.B. Wachstumsfaktoren) und physikalischen Faktoren (z.B. zyklische
mechanische Belastung) genutzt, um gewebedhnliche Strukturen zu erzeugen [21]. Diese
sollen in ihren gewebespezifischen morphologischen, biologischen, chemischen,
mechanischen und funktionellen Eigenschaften eine méglichst grofze Ahnlichkeit mit dem
Nativgewebe aufweisen [22]. In den allermeisten Fillen ist dabei das endgiiltige Ziel die
Implantation dieser Gewebekonstrukte in den Kérper, um eine Verletzung zu heilen oder
die Funktion eines versagenden Organs zu ersetzen [21]. Ebenso wie native Gewebe
reagieren auch tissue-engineerte Implantate auf biologische und physikalische Stimuli,
gegeniiber denen sie in vivo exponiert werden [23]. Diese Eigenschaft stellt einen der
grofden Vorteile tissue-engineerten Gewebes dar: Ein azelluldres Implantat oder Material
ist mit der Zeit unweigerlich der Degradation durch Enzyme, Hydrolyse oder
Alterserscheinungen ausgesetzt. Im Gegensatz dazu konnen in einem tissue-engineerten
Gewebekonstrukt die besiedelnden Zellen die Extrazellularmatrix (EZM) reparieren und
umstrukturieren, sodass die Gewebeeigenschaften im Laufe der Zeit nicht durch einen
Zersetzungsprozess beeintrachtigt werden.

Auch wenn der Begriff des Tissue Engineerings erst Anfang der 1990er Jahre gepragt
wurde, reichen die Urspriinge dieses Wissenschaftsbereiches viel weiter zurtick [24].
Bereits 1908 berichtete Lexer iiber die Nutzung frisch amputierter Allografts fiir

Kniegelenkrekonstruktionen [25]. Diese Eingriffe konnten heute als erste Versuche im
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Tissue Engineering strukturellen Gewebes bezeichnet werden [23]. In den spaten 1980er
Jahren wurde in Colorado eine historisch bedeutende Tagung mit dem Namen ,Tissue
engineering“ abgehalten [24]. Dieser kam eine zentrale Rolle darin zu, die Bedeutung der
Manipulation lebender Gewebe und ihrer potenziellen Kombination mit prothetischen
Materialien herauszuarbeiten. W. T. Green, ein padiatrischer Orthopade aus Boston,
erkannte bereits in den 1970er Jahren, dass innovative biokompatible Materialien als
adaquat konfigurierte Zelltragersysteme mit lebensfihigen Zellen besiedelt werden
konnen, um neues Gewebe zu generieren.

Mittlerweile haben Forscher beinahe jedes Gewebe des menschlichen Kérpers mit dem
Ziel untersucht, es durch lebende, tissue-engineerte Strukturen zu ersetzen [26]. Hierbei
weist die Herstellung kompletter Organe durch Tissue Engineering vier Stufen
zunehmender Komplexitit auf [27]. Am unkompliziertesten ist das Tissue Engineering
flacher Gewebe und Organe wie der Haut; hohere Komplexizitat muss fiir die Herstellung
tubuldarer Organstrukturen wie Blutgefifle oder Trachea gemeistert werden. Noch
schwieriger ist die Ziichtung von hohlen, nicht-tubuldren Organen wie der Blase, doch am
komplexesten ist die Nachbildung solider Organe wie Herz, Niere und Leber.

Sowohl flache als auch tubuldre und hohle, nicht-tubuldre Organstrukturen wurden
bereits erfolgreich im Labor entwickelt, ihre Implantation in Patientinnen und Patienten
zeigen vielversprechende klinische Ergebnisse [28-31]. Die Ziichtung funktionstiichtiger
solider Organe ist allerdings nach aktuellem Kenntnisstand noch nicht méglich [27]. Von
zentraler Bedeutung ist dabei die Suche nach geeigneten Quellen zur Gewinnung einer
hinreichend grofien Anzahl an Zellen. Um dickere Gewebe und letzendlich Organe
herstellen zu konnen, ist zudem ihre Vaskularisation ein kritischer Punkt. Auferdem
basiert die Funktion eines Organs auf der Leistung individueller Zelltypen mit
verschiedenen Eigenschaften und Aufgaben. Eine der grofdten Herausforderungen des
Tissue Engineerings bleibt daher die Entwicklung technisch ausgereifter Biomaterialien,
die allen verschiedenen Zelltypen eines Organs die funktionelle Zusammenarbeit und die

Produktion ihrer spezifischen EZM ermdéglichen [32].

1.2.2 Strategien des Tissue Engineerings

Beim Tissue Engineering werden grundsatzlich zwei verschiedene Herangehensweisen
genutzt. Das in vivo-Tissue Engineering  basiert auf  der natiirlichen
Regenerationsfahigkeit des Korpers und verwendet daher nicht-zellbesiedelte

Biomaterialien [33]. Diese Strategie kann den zusatzlichen Einsatz von Proteinen wie
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Wachstumsfaktoren, DNA oder mRNA erforderlich machen, um eine bessere
Geweberegeneration zu garantieren. Das Ziel nach der Implantation in den Organismus
ist die Rekrutierung korpereigener Zellen zur Besiedelung des Zelltragersystems
(Scaffold), um eine Gewebestruktur auf dem Scaffold zu formen [34].

Im Gegensatz dazu beinhaltet das in vitro-Tissue Engineering eine in vitro-Kultivierung
von Zellen, die zur in vitro-Besiedelung des Scaffolds genutzt werden [33]. Dabei werden
die Zellen dazu angeregt, eine EZM zu produzieren und somit noch vor der Implantation
in die in vivo-Umgebung ein initiales Gewebegeriist zu generieren [34]. Es kdnnen viele
verschiende Zellquellen fiir das in vitro-Tissue Engineering verwendet werden, darunter
autologe, allogene und xenogene Zellen [35]. Idealerweise sollten diese Zellen nicht-
immunogen, hoch proliferativ und leicht zu gewinnen sein und aufierdem tiiber die
Fahigkeit verfiigen, sich in zahlreiche verschiedene Zelltypen mit spezialisierten
Funktionen differenzieren zu konnen [36]. Hierbei konnten die grofdten Erfolge unter
Verwendung von autologen Primarzellen erzielt werden [34]. Diese Strategie ist
allerdings durch den invasiven Charakter der Zellgewinnung und den potentiell
erkrankten Zustand der Zellen limitiert. Auferdem weisen bestimmte Zelltypen wie
Kardiomyozyten oder Hepatozyten eine geringe Proliferationsrate in Zellkulturen auf
[35]. Deswegen sind schneller proliferierende Zellquellen wie fetale, neonatale,
genmanipulierte Zellen und embryonale oder adulte Stammzellen ebenfalls Gegenstand
aktueller Untersuchungen [37].

So fortgeschritten die in vitro-Gewebeziichtung inzischen ist, so essenziell bleibt die
in vivo-Umgebung fiir die definitive Entwicklung des Gewebes oder Organs [33]. Somit
dient der menschliche Koérper oft als ,endgiiltiger Inkubator”. In seiner nativen Umgebung
ist das Gewebe in ein komplexes Makro- und Mikromilieu eingebettet, das im
Informationsaustausch mit dem gesamten Organismus steht und die gewebespezifischen
Funktionen festlegt [38, 39]. Eine in vitro-Umgebung sollte diese in vivo-Bedingungen also
moglichst genau imitieren [40]. Zu diesem Zwecke werden im Tissue Engineering analog
zur  Biotechnologie oder Lebensmittelindustrie technisch  hochentwickelte
Bioreaktorsysteme verwendet. Auf diese Weise konnen physikalische und chemische
Prozessparameter (z.B. Scherspannung, Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidpartialdruck,
pH-Wert) kontrolliert und somit optimale Kultivierungsbedingungen fiir eine addquate

funktionelle Gewebeentwicklung garantiert werden [33, 40, 41].
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1.2.3 Zelltrager: Anforderungen und Materialien

Fir die Entwicklung tissue-engineerten Gewebes sind Auswahl und Design der
Biomaterialien fiir Zelltragersysteme von essentieller Bedeutung [33]. Diese
Biomaterialien erleichtern die Lokalisierung und Ansiedlung von Zellen und/oder
bioaktiven Faktoren (z.B. Zelladhdsionspeptide oder Wachstumsfaktoren) an der
gewlinschten Position im Organismus, definieren einen dreidimensionalen Raum fiir die
Ausbildung einer adaquaten Gewebestruktur und férdern und lenken die Entwicklung
der gewebespezifischen Funktionen [42]. Auch direkte Injektionen von Zellsuspensionen
ohne die Verwendung einer unterstiitzenden Biomatrix wurden bereits durchgefiihrt,
allerdings ist hier die Kontrolle tliber die Lokalisation der transplantierten Zellen
erschwert [33, 43, 44]. AufRerdem sind manche Zelltypen von ihrer Verankerung in einer
Matrix abhangig und kénnen ohne Tragermaterial nicht tiberleben [33].

Um im Tissue Engineering als potentieller Baustoff fiir Zelltragersysteme berticksichtigt
zu werden, muss ein Biomaterial zahlreiche Qualitdtskriterien erfiillen. Zundchst ist
hierbei die Biokompatibilitdt zwischen Implantat und Organismus zu nennen. Der Begriff
der Biokompatibilitit beinhaltet die Energetik und Kinetik aller physikalischen,
chemischen und biochemischen Prozesse, die an der Grenzflache zwischen Biomaterial
und biologischem System ablaufen, und alle dadurch hervorgerufenen Veranderungen,
sowohl im Bezug auf das Material als auch auf das biologische System [45]. Ein
biokompatibles Material darf beispielsweise weder eine karzinogene Wirkung aufweisen
noch die Funktion umliegender Gewebe stéren oder thrombogene, toxische, allergische,
inflammatorische oder immunologische Reaktionen hervorrufen. Falls das betreffende
Biomaterial biologisch abbaubar ist, sollten auch seine Abbauprodukte biokompatibel
sein und - gegebenenfalls nach weiterer Metabolisierung - z.B. renal oder bilidr aus dem
Korper eliminert werden kénnen [33].

Auch addaquate mechanische und physikalische Eigenschaften sind von fundamentaler
Bedeutung: Ein Biomaterial sollte wenigstens temporar eine ausreichende mechanische
Unterstiitzung garantieren, um den hohen einwirkenden Kraften in vivo standhalten zu
konnen, bis das tissue engineerte Gewebe selber iiber geniigend mechanische Festigkeit
verfligt [33, 46]. Zelltyp und Zelltragermaterial sollten sehr sorgfaltig kombiniert und auf
den Einsatzzweck abgestimmt werden, denn es ist bekannt, dass Zusammensetzung,
Oberflachentopographie und Architektur des Scaffolds mit dem Zellverhalten

interagieren und dieses steuern konnen [34]. Meredith et. al. zeigten beispielsweise, dass
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die Oberflaichentopographie eines Zelltragers im Nano- bis Mikrometerbereich das
Zellverhalten durch eine Verdnderung der Zytoskelettanordnung beeinflusst [47].
Ripamonti et. al. konnten anhand der Abhangigkeit der Knochenbildung von bestimmten
Scaffoldregionen demonstrieren, wie die Zelltragerarchitektur die Zellantwort und den
daraus folgenden Gewebeaufbau modifiziert [48].

Daraus ergibt sich die Anforderung an ein Biomaterial, eine angemessene Regulation des
Zellverhaltens wie Adhdsion, Proliferation, Migration und Differenzierung zu
gewahrleisten, um die Entwicklung funktionalen neuen Gewebes zu unterstiitzen. Das
Biomaterial kann dabei auch als Depot fiir die lokale Freistzung von Wachstumsfaktoren
und anderen bioaktiven Substanzen dienen, die eine gewebespezifische Genexpression
der Zellen induzieren. [33]

Bei der Herstellung von Zelltragersystemen kénnen zwei Klassen von Biomaterialien
unterschieden werden: Synthetische und natiirliche Materialien [33]. Beispiele fiir
synthetische Biomaterialien sind die Polyester der natiirlich vorkommenden
a-Hydroxysauren: PLA (polylactide acid = Polymilchsaure), PGA (polyglycolic acid =
Polyglycolsaure) und PLGA (polylactid-o-glycolid = Copolymer aus Lactid und Glycolid).
Diese haben die Zulassung durch die US Food and Drug Administration (FDA) fiir ein
breites Anwendungsspektrum erhalten und sind im Tissue Engineering weit verbreitet
[49]. Da es sich bei diesen Materialien um thermoplastische Kunststoffe handelt, konnen
aus ihnen durch verschiedene Verfahren leicht dreidimensionale Scaffolds mit der
gewiinschten Mikrostruktur, Form und Dimension angefertigt werden [33]. Ein Vorteil
der synthetischen Polymere besteht in der Moglichkeit der Massenproduktion sowie
einer genauen Kontrolle der mechanischen Eigenschaften und der
Abbaugeschwindigkeit. Ein grofder Nachteil synthetischer Polymere ist jedoch ihre
fehlende biologische Wiedererkennung durch den Empfangerorganismus. Um
Zellerkennungsdomdnen in den Scaffold zu integrieren, wurden deshalb bereits
Kopolymere mit darin enthaltenen Aminosauren entwickelt [50-53].

Zu den natiirlichen Biomaterialien zdhlen unter anderem Biopolymere wie Kollagen,
Alginat und Chitosan [33]. Diese haben den Vorteil der potenziellen biologischen
Wiedererkennung mit niedriger Toxizitdt und nur schwach ausgepragter chronisch-
inflammatorischer Reaktion [33, 54]. Als nachteilig erweisen sich hingegen die schlechten
mechanischen Eigenschaften und die sehr komplexen Strukturen, die eine Manipulation

durch Tissue Engineering erschweren [54]. Aufderdem sind als natiirliche Biomaterialien
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azellulare Gewebematrices zu nennen, die durch die Entfernung zellularer Komponenten
aus dem Gewebe entstehen [33]. Nach Implantation werden diese Gewebematrices
langsam abgebaut und durch EZM Proteine ersetzt und umorganisiert. Diese Proteine
werden von transplantierten oder einwachsenden Zellen synthetisiert und sezerniert.
Diese azelluldren Scaffolds ziehen aufgrund ihrer vergleichsweise hohen Bioaktivitat,
niedrigen Immunogenitat, guten Biodegradabilitat und nativen Strukturen immer mehr
Aufmerksamkeit auf sich, denn sie zeigen grofies Potential, die Nachteile der bisher
verwendeten Materialien zu tiberwinden [55]. Der Prozess der Zellentfernung wird dabei

als Dezellularisation (DZ) bezeichnet [56].

1.3 Dezellularisation

1.3.1 Hintergrund

Das Ziel der DZ ist die Entfernung aller zelluliren Komponenten aus Geweben oder
Organen unter Bewahrung der Makro- und Mikroarchitektur des urspriinglichen
Gewebes zur Herstellung dreidimensionaler EZM-Konstrukte im Tissue Engineering [56].
Xenogene und allogene zellulare Antigene werden vom Immunsystem des Empfangers als
fremd erkannt und induzieren demzufolge eine Immunreaktion [57]. Im Gegensatz dazu
bewahrten die EZM-Komponenten evolutionir eine grofie Ubereinstimmung zwischen
den verschiedenen Spezies, wodurch sich deren gute Vertraglichkeit sogar bei xenogenen
Empfangern erklart [58-61]. Durch die Eliminierung der zelluldren Bestandteile und
damit der zellstandigen Antigene aus der EZM wird das Risiko unerwiinschter Reaktionen
wie Inflammation, Kalzifizierung und immunologischer Transplantatabstof3ung deutlich
reduziert [62-64]. Somit kann durch die Schaffung immunogen inerter Scaffolds eine
Toleranz des Empfangerimmunsystems auch gegeniiber allogenen oder xenogenen
Transplantaten erreicht werden.

Ein weiterer grofier Vorteil dezellularisierter Scaffolds ist ihre natiirliche Beschaffenheit
aus EZM. Fir die Entwicklung eines der EZM &dhnlichen Biomaterials wurden bereits
zahlreiche EZM Molekiile wie Kollagene und Proteoglykane als Rohmaterialien eingesetzt.
Ein einzelnes Molekiil kann dabei jedoch unmdoglich die Rolle der gesamten EZM
iibernehmen. Obendrein erschwert die Komplexitat der EZM in Zusammensetzung und
Struktur eine Replikation erheblich. Deshalb weisen dezellularisierte Scaffolds mit ihrer
EZM-ahnlichen Struktur im Vergleich zu vielen anderen Biomaterialien deutliche Vorziige

auf. [55]
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Die EZM besteht grundsatzlich aus zwei verschiedenen Komponenten, namlich
Grundsubstanz und Fasern [65]. Zu den Fasern der EZM zahlen vor allem Elastin- und
Kollagenfasern. Kollagene sind die im menschlichen Koérper am héaufigsten
vorkommenden Strukturproteine [66]. Im Extrazellulairraum lagern sich die
Kollagenfibrillen parallel aneinander und werden durch kovalente Bindungen
quervernetzt, worauf ihre grofde mechanische Zugfestigkeit beruht [65]. Auch
Elastinfasern sind ein essenzieller Bestandteil der EZM zahlreicher Gewebe, fiir deren
elastische Riickstellkrifte sie verantwortlich sind [67]. Die Rdume zwischen den Fasern
sind mit Grundsubstanz gefiillt, bestehend aus Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen
[65]. Deren wichtigste Aufgabe besteht in der Bindung von Wasser, das auf diese Weise
gespeichert werden kann und aufgrund seiner nicht-komprimierbaren Eigenschaften der
mechanischen Festigkeit dient. Aufderdem haben die Bestandteile der Grundsubstanz
spezifische zellbiologische Funktionen. So spielen sie beispielsweise eine Rolle bei der
Bindung und Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren [68]. Sowohl innerhalb der
einzelnen Gewebe als auch zwischen diesen variiert die EZM in ihrer Zusammensetzung
und Konzentration, was zu unterschiedlichen EZM Eigenschaften fithrt [69-71].
Einerseits resultiert die Bewahrung der makroskopischen und mikroskopischen EZM
Strukturen in mechanischen Eigenschaften, die denen des Nativgewebes nahekommen
[72]. Andererseits ist der Erhalt der EZM von entscheidender Bedeutung fiir die
biologischen Eigenschaften eines Gewebes. Die EZM bettet alle Kérperzellen in ein lokales
Mikromilieu ein, mit dem die Zellen durch verschiedene Oberflachenrezeptoren in
staindigem Kontakt stehen [73]. Durch das Zusammenwirken ihrer Ultrastruktur,
Oberflachentopographie und Zusammensetzung beeinflusst die EZM das Zellverhalten
durch Regulation von Zellmigration und gewebespezifischer Differenzierung sowie durch
Induktion konstruktiver Umbauprozesse im Empfangergewebe [56, 74-76].

Jede Form der DZ fiihrt unweigerlich zu einer Veranderung der EZM Zusammensetzung
und zu einem gewissen Maf$ an ultrastrukturellen Schaden [56]. Das endgiiltige Ziel der
DZ besteht also nicht nur in einer moglichst effektiven Eliminierung zelluldrer
Komponenten, sondern auch im weitestgehenden Erhalt der Zusammensetzung,

strukturellen Integritdt und Bioaktivitat der EZM [57].

1.3.2 Dezellularisationsmethoden
Fir die DZ stehen chemische, enzymatische und physikalische Methoden zur Verfiigung,

die in unterschiedlichen prozeduralen Schemata angewandt werden. Die Wirksamkeit
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einer DZ Methode ist abhdngig von zahlreichen, das zu dezellularisierende Material
betreffenden Faktoren, wie etwa Gewebedichtigkeit und -dicke sowie Zell- und
Lipidgehalt. [56]

Chemische DZ Methoden stellen die derzeit dominierende Verfahrensweise dar [55]. Zu
den fiir die DZ genutzten chemischen Substanzen gehdren unter anderem Sauren, Basen,
Alkohole und andere Losemittel [56]. Eine besonders wichtige Rolle spielen aufderdem
Detergenzien. Diese sind im Stande, Zellmembranen zu verfliissigen und DNA von
Proteinen zu dissoziieren, wodurch sich ihre grofle Effektivitit bei der Entfernung
zelluldaren Materials aus dem Gewebe erklart [77, 78]. Am haufigsten werden dabei das
nicht-ionische Detergens Triton X-100 und die ionischen Detergenzien
Natriumdeoxycholat (sodium deoxycholate = SD) und Natriumdodecylsulfat (sodium
dodecyl sulfate = SDS) verwendet [57]. Mit diesen konnten bereits zahlreiche
vielversprechende DZ Ergebnisse erzielt werden, die mit effektiver Zellentfernung und
verhaltnismaflig kleinen EZM Schaden einhergingen [79-83].

Zu den enzymatischen DZ Methoden zdhlt beispielsweise die Verwendung von Lipasen,
Nukleasen wie DNase oder RNase sowie Proteasen wie Trypsin oder Kollagenase. Enzyme
zeigen eine hohe Spezifitat in der Entfernung von Zellriickstdanden oder unerwiinschten
EZM Komponenten, wobei sie vergleichsweise wenig Schiaden an den anderen
Gewebebestandteilen hinterlassen. Eine DZ, die nur auf enzymatischen Methoden basiert,
ist allerdings wenig erfolgversprechend. Auch kénnten Enzymriickstinde
moglicherweise die Rezellularisierung behindern oder eine schadliche Immunreaktion
hervorrufen. [56]

Physikalische DZ Methoden nutzen physikalische Krafte wie Temperatur, mechanischen
Druck oder elektrischen Strom, um die physikalischen Eigenschaften eines Gewebes zu
verandern und Zellmembranen zu lysieren [55]. Die am haufigsten angewandten
Methoden beinhalten Einfrier-Auftau-Prozesse, Kraft- und Druckanwendung,
Elektroporation, Ultraschallbehandlung, den Einsatz tliberkritischer Fliissigkeiten oder
osmotisch wirksamer Losungen sowie das mechanische Schiitteln des Gewebes in DZ
Losung oder seine Perfusion damit. Auch wenn die physikalischen Methoden eine
effektive Zelllyse bewirken, miissen darauf in den meisten Fillen weitere
Behandlungsschritte folgen, um das lysierte zellulire Material aus dem Gewebe zu

entfernen [57].
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Der Grofdteil der DZ Protokolle basiert auf einer Kombination von chemischen,
enzymatischen und physikalischen Methoden [57]. Meistens beginnen sie mit der
Lysierung von Zellmembranen durch physikalische Prozesse oder mit dem Einsatz von
ionischen Detergenzien, gefolgt von der Auftrennung der zelluliren Komponenten und
der EZM durch enzymatische Behandlung und der abschliefdenden Entfernung der Zell-
und Chemikalientiiberreste aus dem Gewebe. Die griindliche Sduberung des Gewebes von
residualen chemischen Detergenzien ist dabei ausschlaggebend fiir eine Minimierung der
Zytotoxizitat des Scaffolds [84]. Die Effektivitait der DZ Protokolle kann durch die
Anpassung prozeduraler Rahmenbedingungen gesteigert werden. So ist es wichtig, DZ
Dauer und Methode auf die jeweilige Gewebebeschaffenheit abzustimmen [56].
Aufierdem beinhalten viele Protokolle eine zyklische Applikation von DZ Lésungen mit
intermittierenden Waschschritten und anschliefiendem Losungswechsel, um eine noch

wirksamere Zellentfernung zu erzielen [85, 86].

1.3.3 Uberpriifung des Dezellularisationserfolgs

Es ist kaum moglich, durch die verschiedenen DZ Techniken eine hundertprozentige
Entfernung des zelluliren Materials aus dem Gewebe zu gewahrleisten [56]. Die
Schwellenkonzentration zelluldrer Residuen, die geniigt, um eine unerwiinschte
Immunreaktion hervorzurufen, kann von verschiedenen Faktoren wie Ausgangs- und
Empfangergewebe sowie Immunfunktion des Empfangers abhiangen. Basierend auf den
Ergebnissen von Untersuchungen, die ein konstruktives Remodelling in vivo und das
Ausbleiben schadlicher Immunreaktionen ergaben, definierten Crapo et. al. drei
Schwellenwerte fiir eine suffiziente DZ [56]. Gemafd diesen sollte der DNA-Gehalt
dezellularisierter Scaffolds unter 50 ng dsDNA pro mg EZM (Trockengewicht) betragen
und die Lange der DNA-Fragmente unter 200 bp liegen [56, 87, 88]. Schliefilich diirfen in
den Gewebefarbungen mit 4’,6-diamidin-2-phenylindol (DAPI) und Hamatoxylin-Eosin
(H&E) keine Zellkerne erkennbar sein [56]. Der Fokus auf der Entfernung von
Zellkernbestandteilen resultiert daraus, dass DNA eine der Hauptursachen
immunologischer Abstofdungsreaktionen darstellt [87, 88]. Aufderdem kann DNA leicht
quantifiziert werden, ist ubiquitar in allen Zell- und Gewebetypen vertreten und stellt
somit einen reprasentativen Index auch fiir andere Zellresiduen in der EZM dar [56].

Die ersten beiden Kriterien lassen sich durch Gelelektrophorese beziehungsweise
kommerziell erhaltliche DNA-Quantifizierungskits iberpriifen [56]. Nach der

vollstandigen Extraktion der DNA aus einer Gewebeprobe wird die photometrische
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Quantifizierung der Nukleinsduren genutzt, um sowohl ihre Konzentration in einer Probe
als auch ihre Reinheit zu bestimmen [89].

Das dritte Kriterium ldsst sich leicht mit histologischen Routinefirbungen und
Immunfluoreszenzmethoden beurteilen und dient einer qualitativen Verifizierung der
ersten beiden Kriterien [56]. Die Farbung mit DAPI wird zur Visualisierung von
Zellkernen verwendet. Der Fluoreszenzfarbstoff bindet hier bevorzugt an Adenin-
Thymin-Basenpaare in der kleinen Furche von doppelstrangiger DNA (dsDNA) [90].
Durch die Aktivierung mit ultaviolettem Licht fluoresziert der Farbstoff blau. Mithilfe des
Fluoreszenzmikroskops konnen so dsDNA Riickstande im Gewebe nach DZ quantifiziert
werden.

Bei der H&E Farbung hingegen werden die beiden Einzelfarbungen mit Himalaun und
Eosin miteinander kombiniert, um einen ersten Uberblick iiber die Gewebestruktur zu
erhalten. Das basische Hamalaun bindet dabei an alle basophilen Strukturen,
insbesondere an Zellkernkompenenten wie DNA, und farbt diese blau an [91]. Ergdnzend
dazu farbt das saure Eosin alle azidophilen Bestandteile rot, beispielweise
zytoplasmatische Strukturen und Kollagenfasern. Anhand der H&E Farbung lassen sich
also nicht nur die Resultate der DAPI Farbung verifizieren, sondern auch erste Einblicke
in den Erhalt der EZM gewinnen.

Auch dieser Aspekt ist neben der Entfernung zellulirer Komponenten bei der
Uberpriifung des DZ Erfolgs von grofRem Interesse. Seine Analyse erfolgt hautpsichlich
durch qualitative Methoden. In Erganzung und Erweiterung zur H&E Farbung bietet sich
beispielsweise mit der Pentachrom Farbung (MPC) eine Moglichkeit zur Beurteilung der
gesamten Gewebestruktur sowie eventueller, durch den DZ Prozess daran entstandener
Schaden. Mit einer einzigen histologischen Farbung lassen sich hier die verschiedenen
Bestandteile des Binde- und Stiitzgewebes voneinander unterscheiden [92]. Die Pikro-
Siriusrot (PSR) Farbung erlaubt die spezifische Untersuchung der Kollagenstruktur des
Gewebes unter polarisiertem Licht [93]. Eine bildliche Darstellung der
Oberflachentopographie der dezellularisierten Proben ermdglicht hingegen die
Rasterelektronenmikroskopie (REM), durch die hochauflésende Aufnahmen der
Gewebeoberflachen angefertigt werden konnen [94].

Zusatzlich kénnen bei der Beurteilung des Erhalts der EZM auch quantitative Methoden
zum Einsatz kommen. So kann etwa der Restgehalt besonders erhaltungswiirdiger EZM

Komponenten wie Glykosaminoglykane oder Wachstumsfaktoren nach DZ gemessen
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werden. Aufderdem gewdhrt die mechanische Priifung der EZM nach DZ einen Einblick in

die Anwesenheit und Integritat von Strukturproteinen innerhalb des Scaffolds. [57]

1.3.4 Aktueller Stand der Wissenschaft und klinischer Einsatz

Aufgrund ihrer vielversprechenden Materialeigenschaften ziehen dezellularisierte
Scaffolds immer mehr Aufmerksamkeit auf sich. Inzwischen wurden zahlreiche
Gewebetypen erfolgreich dezellularisiert und auch zur Gewebsrekonstruktion verwendet
[55]. Da sich wahrend des DZ Prozess gewebespezifische Herausforderungen ergeben,
befindet sich die Entwicklung dezellularisierter Scaffolds verschiedener Gewebetypen in
unterschiedlichen Entwicklungsphasen. Diese reichen von Klein- [95] oder
Grofdtiermodellen [96] liber klinische Studien [97] bis hin zu fertigen Produkten [98].
Tatsachlich haben bereits zahlreiche dezellularisierte Produkte die Zulassung durch die
FDA erhalten und sind auf dem medizinischen Markt erhaltlich [55]. Zu den am
genauesten untersuchten Geweben zdhlen dabei unter anderem Haut und
Diinndarmsubmukosa. Der klinische Einsatz dezellularisierter Haut ist sowohl in der
Behandlung von Verbrennungen [98, 99] als auch in oralen und maxillofazialen [100, 101]
sowie HNO-chirurgischen Eingriffen [102, 103] weit verbreitet. Mit der Verwendung von
Diinndarmsubmukosa als Gefaf3ersatz wurde in den 1960er Jahren begonnen [55].
Seitdem ist dieses Gewebe im Feld der Geweberekonstruktion zum Gegenstand intensiver
Forschung geworden. Der Einsatz dezellularisierter Diinndarmsubmukosa ist bereits
schrittweise in die klinischen Therapie von Defekten verschiedener Gewebe eingefiihrt
worden, z.B. der Urethra und des kardiovaskularen Systems[104, 105]. Andere
dezellularisierte Gewebe wie Knochenmatrix [106, 107], Nerven- [108] oder
Hornhautgewebe [109] wurden erfolgreich in in vivo Tiermodellen getestet.

Dartiiber hinaus wurden inzwischen auch ganze Organe dezellularisiert. Ott et. al. gelang
2008 die vollstandige Dezellularisation eines Herzens, dessen darauffolgende
Rebesiedelung mit Kardiomyozyten und Endothelzellen und schliefilich die Entwicklung
eines kiinstlichen Herzens mit makroskopisch sichtbaren Kontraktionen und
rudimentarer Pumpfunktion. Obwohl sich diese Studie auf murine Herzen beschrankte,
stellte sie einen wichtigen Meilenstein in der DZ solider Organe dar. [110]

Ebenfalls 2008 wurde das erste tissue-engineerte Organ der Welt mit Erfolg einer 31-
jahrigen Patientin transplantiert [111]. Es handelte sich dabei um eine dezellularisierte
humane Spendertrachea, die vor Implantation in vitro mit autologen respiratorischen

Endothelzellen und stammzell-abgeleiteten Chondrozyten besiedelt worden war. 18
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Monate spater konnte die Patientin ein nahezu normales Leben ohne Immunsuppression
fithren [97].

2018 erregten Damodaran et. al. Aufmerksamkeit durch die Rebesiedlung
dezellularisierter = muriner = Pankreata  mit Inselzellen.  Glukose-stimulierte
Insulinsekretion bestdtigte deren Funktionalitit nach 48 Stunden. Bioartifizielle
Pankreata fiir die Organtransplantation sind ein innovativer Ansatz in der
Diabetestherapie und nahern sich ihrer in vivo Testung. [112]

Offensichtlich sind die Verfahren zur Herstellung dezellularisierter EZM-Matrizes noch
nicht vollig ausgereift. Dennoch versprechen diese Materialien grofdes Potential in der

Gewebe- und Organrekonstruktion durch Tissue Engineering. [55]

1.3.5 Limitationen

Trotz der bemerkenswerten Fortschritte, die in den letzten Jahren in der Erforschung
dezellularisierter EZM-Matrizes erzielt werden konnten, liefern praklinische und
klinische Studien nach wie vor sehr variable Ergebnisse. Da Costa et. al. berichten
beispielsweise iiber die erfolgreiche Implantation von dezellularisierten humanen
Aortenklappen in 41 Patientinnen und Patienten, die auch vier Jahre nach dem Eingriff
keine nennenswerten strukturellen oder morphologischen Verdanderungen zeigten [113].
Auch Lederman et. al. konnten durch den Einsatz dezellularisierter porciner dermaler
Xenografts in der Therapie von Rotatorenmanschettenrupturen verbesserte Ergebnisse
hinsichtlich Funktionalitdat, Muskelkraft und Bewegungsumfang verzeichnen [114].
Andere Studien verweisen hingegen auf potentielle Komplikationen, die im
Zusammenhang mit dezellularisierten Scaffolds auftreten konnen. So setzten Sharp et. al.
einem 68-jahrigen Patienten einen dezellularisierten bovinen Ureter als vaskuldre
femoro-tibiale Bypassprothese ein, der jedoch nur acht Wochen spater aufgrund
aneurysmatischer Degeneration entfernt werden musste [115]. Auch Corno et. al.
berichten liber eine erhohte Inzidenz von Re-Interventionen nach Gefafdrekonstruktionen
des Aortenbogens mit Patches aus dezellularisierter Diinndarmsubmukosa bei
padiatrischen Patientinnen und Patienten [104].

Anhand dieser Studien wird deutlich, dass inhomogene klinische Resultate ein zentrales
Problem bei der Bewertung des Erfolgs dezellularisierter EZM-Matrizes darstellen.
Hierfiir werden ineffektive DZ Prozesse verantwortlich gemacht, die die Balance
zwischen der prazisen Entfernung zellularen Materials sowie dem Erhalt nicht-antigener

EZM Komponenten storen. Dies kann zur Persistenz zellstandiger Antigene fithren sowie
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zu veranderten biomechanischen Eigenschaften und zu einer verringerter Bioaktivitat.
Daraus folgt die Notwendigkeit einer weiteren Verbesserung der Effektivitit von DZ
Protokollen. Diese Effektivitat hdngt von verschiedenen Faktoren ab, wie z.B. Gewebetyp,
Matrixdicke, -dichte und -Zusammensetzung sowie v.a. von der
Dezellularisationsmethode. [55]

Bei der Entwicklung der unterschiedlichen DZ Protokolle wurde allerdings selten
lediglich eine einzelne Methode in ansonsten identischen Protokollen modifiziert, um
diese am selben Material vergleichend zu bewerten. Somit ist nur die Beurteilung des
Gesamtergebnisses aller in einem Protokoll enthaltenen DZ Methoden mdéglich [116-118].
Um diesem Problem entgegenzuwirken, haben sich einige Arbeitsgruppen mit der
direkten, gewebespezifischen Gegeniiberstellung einzelner DZ Methoden beschaftigt.
Diese Studien konzentrieren sich vorrangig auf chemische und enzymatische DZ
Methoden [86, 119, 120]. Auch die vielversprechenden Ergebnisse fluss- und
perfusionsbasierter DZ Protokolle erregen immer mehr Aufmerksamkeit und sind
Gegenstand genauer Untersuchungen [110, 121, 122].

Andere physikalische DZ Methoden wie Einfrier-Auftau-Prozesse sind hingegen oft fester
Bestandteil von DZ Protokollen, ohne dass ihre spezfischen Effekte vorher systematisch
analysiert worden waren. Zahlreiche Studien haben bereits das grofde Potential von
Einfrier-Auftau-Prozessen zur Steigerung der DZ Effektivitit aufgezeigt. Dabei wurde
jedoch lediglich die Verbesserung der DZ Protokolle durch Einfrier-Auftau-Vorgange an
sich beurteilt. Die Auswirkungen einer Modifizierung sowohl der jeweiligen
Einfriertemperatur als auch der genauen Anzahl der Einfrier-Auftau-Zyklen wurden
dagegen aufier Acht gelassen, sodass das Vorgehen der einzelnen Arbeitsgruppen
willkiirlich erscheint und uneinheitlich war. [85, 123-128]

Ahnliches gilt fiir die Verwendung osmotisch wirksamer Losungen: Auch diese sind hiufig
eine Teilkomponente in DZ Protokollen, ohne dass ihre spezifischen Auswirkungen
gezielt analysiert worden sind [116, 117, 129, 130]. Genauere Untersuchungen zum
Einsatz des osmotischen Schocks zeigen teilweise divergente Ergebnisse. Allerdings
konzentrieren sich die meisten dieser Arbeiten auf den Einsatz salzhaltiger hypertoner
Losungen, wahrend Losungen, die auf anderen osmotisch wirksamen Molekiilen wie etwa

Zuckern basieren, bisher weitestgehend vernachlassigt wurden [85, 131-133].
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1.3.6 Experimentelle Ansitze zur Bestimmung des spezifischen Beitrags von
Einfrier-Auftau-Zyklen und osmotischem Schock zum Dezellularisationserfolg

Flir die Planung der vorliegenden Arbeit waren physikalische Effekte von grofier
Bedeutung, die durch Modifikationen der Einfrier-Auftau-Prozesse sowie der
osmotischen Zusammensetzung des Inkubationsmediums induziert werden.

Bereits 1972 stellten Mazur et. al. die , Two Factor Hypothesis of freezing injury“ auf [134].
Darin werden zwei Mechanismen der Zellschadigung in Abhangigkeit von der
Einfriertemperatur und damit von der Einfriergeschwindigkeit definiert. Bei relativ
langsamen Einfrieren beginnt zuerst das perizellulire Wasser von darin gelosten Salzen
zu dissoziieren und zu frieren. Durch die Bildung extrazelluldrer Eiskristalle steigt die
Salzkonzentration in der noch ungefrorenen LOsung, was zu einem osmotischen
Wasserausstrom aus den Zellen und deren Dehydratation fiihrt. Dieser Prozess bedingt
eine Zellschadigung durch erhohte Salzkonzentrationen, was als Losungseffekt
bezeichnet wird. Die Wanderung der Wassermolekiile durch die Zellmembran hangt
dabei von der Einfriergeschwindigkeit ab. Bei sehr schnellem Einfrieren bleibt dagegen
dem intrazellularen Wasser weniger Zeit, um dem osmotischen Gradienten folgend aus
den Zellen zu stromen, was wiederum in der Entstehung intrazellularer Eiskristalle
resultiert. Die Bildung dieser Eiskristalle und deren Ausdehnung beim Prozess der
Rekristallisation wdahrend der Wiedererwdarmung beschadigen die Zellen durch
Zerstorung zelluldrer Strukturen und durch konsekutive Beeintrachtigung ihrer
physiologischen Zellfunktion. Unterschiedliche Einfriertemperaturen und damit
Einfriergeschwindigkeiten fiihren demnach auf unterschiedliche Art und Weise zu einer
Destruktion der Zellen, womit ihre Effektivitit in der Eliminierung von Zellen aus
Geweben potentiell differieren kénnte. Wie andere Arbeitsgruppen bereits frither gezeigt
haben, muss die Temperatur unter -40°C fallen, um die Bildung intrazelluldrer
Eiskristalle sicherzustellen [135]. Dies wurde in der Planung der vorliegenden Arbeit als
mafigebend beriicksichtigt.

Auch der Einsatz des osmotischen Schocks durch salzhaltige Losungen ist bereits in
einigen fritheren Arbeiten genauer analysiert worden, jedoch mit teilweise divergenten
Ergebnissen [85, 131-133]. Losungen, die auf Zuckern als osmotisch wirksame Molekiile
basieren, sind bisher nicht ausreichend untersucht worden, auch wenn Glukose als
osmotischer Stressor bekannt ist [136]. Hypotone Losungen fiihren durch osmotischen

Wassereinstrom zum Anschwellen und schlussendlich zur Lyse der Zellen [137]. Um
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diesen Effekt noch zu verstdrken, ist es Ublich, das Gewebe in mehreren Zyklen
abwechselnd hyper- und hypotonen Losungen auszusetzen [56]. Die universelle
Zellantwort auf langanhaltenden hyperosmolaren Stress besteht in einer intrazelluldren
Akkumulation organischer Osmolyte [138]. Auf diese Weise soll eine Normalisierung des
Zellvolumens ohne kritische Erhohung der intrazellularen anorganischen
Ionenkonzentrationen ermoglicht werden. Demzufolge konnte die Behandlung des zu
dezellularisierenden Gewebes mit hypertoner Glukoselosung eine Aufsdttigung des
Intrazelluldarraums mit osmotisch wirksamen Glukosemolekiilen bewirken. Die
Glukoseaufnahme in glatte Muskelzellen erfolgt vor allem iiber den ubiquitar
vorhandenen und insulinunabhdngigen GLUT-1 Glukosetransporter [139]. Dieser
Transporter sorgt beispielsweise in f3-Zellen des humanen Pankreas dafiir, dass die
Glukosekonzentration stets proportional zu der des Blutes bleibt und ermoglicht dadurch
eine blutzuckerabhingige Insulinsekretion [140]. Uber eine erhohte extrazellulire
Glukosekonzentration konnte also eine erhohte Glukoseaufnahme in die glatten
Muskelzellen der in der vorliegenden Arbeit verwendeten AW erreicht werden, sodass
die damit einhergehende Vergrofierung des osmotischen Gradienten zwischen Intra- und
Extrazelllairraum den Effekt des osmotischen Schocks beim darauf folgenden Einsatz von

hypotoner Losung noch verstirken wiirde.

1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit

Die unbefriedigenden klinischen Ergebnisse beim Einsatz dezellularisierter EZM
Scaffolds verdeutlichen die Notwendigkeit einer gezielten Analyse und Optimierung der
aktuell etablierten DZ Methoden. In diesem Zusammenhang war der Einsatz von Einfrier-
Auftau-Zyklen und von osmotisch wirksamen Lésungen bisher weitgehend unbeachtet
geblieben.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestand daher in einer systematischen
Evaluation der Auswirkungen dieser physikalischen DZ Methoden. Zu diesem Zweck
wurden DZ Protokolle mit fiinf verschiedenen physikalischen Vorbehandlungen
entwickelt und hinsichtlich der Eliminierung zellularer Bestandteile sowie des Erhalts der
EZM Komponenten untersucht. Auf der Basis der Ergebnisse wurde die aussichtsreichste
Methode ausgewahlt und in ein bestehendes Protokoll integriert, um ihr Potential in der
Optimierung zukiinftiger DZ Protokolle zu evaluieren. Wichtig fiir die selektive

Beurteilung der jeweiligen Resultate war dabei der stetige Vergleich mit einer
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Nativgruppe und einer spezifischen Kontrollgruppe, deren DZ Protokoll bis auf die zu
untersuchende physikalische DZ Methode identisch aufgebaut war.

Weil langere DZ Dauern mit grofieren EZM Schaden assoziiert sind, ist eine Steigerung
der Effektivitat bestehender DZ Protokolle besonders im Hinblick auf dickere Geweben
von grofdem Interesse [56]. Deshalb wurden fiir die vorliegende Arbeit als biologisches
Ausgangsmaterial exemplarisch porcine Aorten gewdhlt, die sich in fritheren Studien als
besonders schwer dezellularisierbar erwiesen haben [141]. In diesem Gewebe standen
folglich fiir die DZ durch die zu untersuchenden physikalischen Methoden hinreichend
viele Zellen zur Verfiigung, sodass eine uneingeschrankte Beurteilung der spezifischen

Effekte der einzelnen DZ Methoden moglich war.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Biologische Materialien

Die Effekte der physikalischen DZ Methoden wurden am Gewebe von porcinen Aorten
untersucht. Dafiir wurden von einem lokalen Schlachthaus (Schweineschlachtung
Miinchen GmbH) pro Versuch jeweils 13 Schweinherzen mitsamt anhdngender Aorta
ascendens und Aortenbogen bezogen. Nach der Schlachtung erfolgte innerhalb von
30 min der in der Regel ungekiihlte Transport in das Labor der Herzchirurgischen Klinik
und Poliklinik des LMU Klinikums. Dort wurden die Herzen untersucht und diejenigen
aussortiert, deren Aortenwdnde (AW) beschiadigt waren oder pathologische
Veranderungen aufwiesen (z.B. aneurysmatische Erweiterungen oder sklerotische
Verhartungen). Pro Versuch wurden jeweils zehn unversehrte AW prapariert. Dabei
wurden diese mittels anatomischer Skalpelle, Scheren und Pinzetten aus ihren
bindegewebigen Verwachsungen mit den Umgebungsstrukturen gelést und anschlieféend
direkt oberhalb der Aortenklappe und des bulbus aortae vom Herzen abgetrennt. Distal
wurden die AW einheitlich ca. 0,5 cm hinter dem Abgang der Arteria subclavia sinistra
abgesetzt. Die zurechtgeschnittenen Aortenréhren wurden in Phosphat gepufferter Saline
eingelegt (PBS; PBS Medium 10 x konzentriert 10 L, Apotheke Klinikum Grofshadern,
Miinchen, GER), um das Austrocknen der Proben wahrend der Feinpraparation zu
vermeiden. Hierbei konnten die restlichen erkennbaren Fett- und Bindegewebsiiberreste
benachbarter Strukturen vollstandig entfernt werden. Danach wurde am distalen Rand
jeder AW ein schmaler Gewebestreifen abgetrennt, aus dem die Nativproben fiir die DNA-
Quantifizierung entnommen wurden.

Um den bakteriellen Befall der Proben zu verhindern, wurden die AW nach Abschluss der
Praparation tiber Nachtbei 4 °C im Kiihlschrank in PBS mit 2 % v/v einer antibiotisch und
antimykotisch wirksamen Losung (Anti-Anti 100x, Gibco® by Life Technologies, GmbH,
Darmstadt, GER) zwischengelagert. Am darauffolgenden Tag begann der DZ Vorgang.
Insgesamt wurden 80 der 90 praparierten AW gemaf acht verschiedener Protokolle
dezellularisiert (jeweils n = 10). Die tibrigen zehn AW wurden im Nativzustand belassen,

sodass sie ohne Zwischenlagerung weiterverarbeitet werden konnten.
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2.1.2 Dezellularisationslosungen
Erganzend zu den physikalischen Faktoren beinhalteten die verwendeten DZ Protokolle

detergenzien- und enzymbasierte Schritte.

Chemische Dezellularisationsléung

Die chemische DZ Losung enthielt jeweils 0,5 % m/v der ionischen Detergenzien SD
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, GER) und SDS (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, GER). Hierfiir wurden mithilfe eines Magnetriihreres (RCT Basic, Ika®-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, GER) 5g SD und 5g SDS Pulver pro Liter PBS gelost.
Anschliefiend wurde das Gemisch in Kanistern bei Raumtemperatur bis zur

Dezellulariation maximal eine Woche lang aufbewahrt.

Enzymatische Dezellularisationslosung

Flr die enzymatische Behandlung wurde zunachst aus lyophilisiertem DNase Pulver
(Deoxyribonuclease I, Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, New Jersey,
USA) eine DNase-Stocklosung mit einem Glycerinanteil von 50%v/v und
Konzentrationen von 20 mM Tris-HCI (Tris Hydrochlorid Pufferan® =99 %, p.a., Carl Roth
GmbH und Co0.KG) und 1 mM MgClz (Magnesium Chlorid 298,5 % wasserfrei, Carl Roth
GmbH und Co.KG) angefertigt. Dabei wurden zur Aufnahme von 25 mg DNAse-Pulver
25 ml Losung (12,5 ml Glycerin; Carl Roth GmbH und Co.KG + 1,25 ml 400 mM Tris-HCI-
Losung pH =7,5 + 0,25 ml 100 mM MgClz-L6sung + 11 ml aqua destillata (AD)/ Ampuwa,
Fresenius Kabi Deutschland GmbH) bendtigt. Die fertige Stocklosung wurde in 1 ml
Reaktionsgefafien (Eppendorf Tubes® 3810X, Eppendorf AG, Hamburg, GER) bis zur
Verwendung bei -20 °C eingefroren. Da sich die angegebenen Enzymaktivitaten stets auf
ca. 3.000 U/mg beliefen und die Endkonzentration in der Gebrauchslésung nur noch ca.
30 U/ml betragen sollte, musste die Stocklésung vor dem Versuch um den Faktor 1:100
verdiinnt werden. Dafiir wurde jeweils am Versuchstag eine frische Losung angesetzt,
bestehend aus PBS sowie 100 mM MgClz- und 100 mM CaClz2-Losung (Calcium Chlorid
Dihydrat 299%, p.a., ACS, Carl Roth GmbH und Co0.KG), sodass sich Konzentrationen von
ca. 10 mM MgClz und 5 mM CaClz ergaben. Die zweiwertigen Metallionen Magnesium und
Calcium dienten dabei der Enzymaktivierung und dem Schutz vor proteolytischem
Verdau. Falls die angegebene Enzymaktivitit von 3.000 U/mg abwich, musste die

Verdiinnung der DNase-Stocklosung entsprechend angeglichen werden. Zusatzlich
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wurden auch dieser Losung 2 % v/v Anti-Anti hinzugefiigt. Um die Prazipitation der
gelosten Salze zu verhindern, wurde das trilbbe Medium anschlief3end mit Salzsdure (HCL
1 mol/l, Merck KGaA, Darmstadt, GER) titriert, bis sie vollkommen klar war. Um eine
einheitliche Enzymaktivitdit zu garantieren, wurde dabei mithilfe eines pH-Meters
(inoLab pH Level 1, WTW, Weilheim, GER) stets der endgiiltige pH-Wert liberpriift. Alle

gemessenen Werte lagen Ubereinstimmend im Bereich pH = 6,3 - 6,5.

2.2 Versuchsaufbau

Um die Effektivitat der detergenzienbasierten DZ zu erhohen, wurden die AW wahrend
dieser Behandlung einem kontinuierlichen Fliissigkeitsstrom ausgesetzt. Zu diesem
Zweck wurden die AW in einem Bioreaktor befestigt, der in unserem Labor mittels 3D-
Drucker (Ultimaker 3 Extended, Ultimaker, Geldermalsen, NED) aus Polymilchsdure
(polylactide = PLA) hergestellt worden war [142]. Die Bioreaktorbox (s. Abb. 2-1 a Nr. 6)
wurde mit einem passenden Deckel (s. Abb. 2-1a Nr.2) dicht verschraubt. Eine
bodennaher Zufluss (s. Abb. 2-1a Nr.7) war durch einen Schlauch (Durchmesser
9,5 mm) mit einer Pumpe (Eden 155 Aquarienpumpe, 80 W, Pfg GmbH, Horstel, GER)
verbunden, um eine Flussbewegung zu erzeugen. Diese Pumpe (s. Abb. 2-1 ¢ und d)
wurde in einem Reservoir platziert, das mit 5 1 Wasch- bzw. DZ Lésung gefiillt war. Nach
Inbetriebnahme forderte diese Pumpe tiber den Verbindungschlauch 16 1/min in den
Bioreaktor. Die Losung verliefs diesen dem hydrodynamischen Druck folgend wieder tiber
einen Ausfluss (s. Abb. 2-1 a Nr. 1) zentral im Deckel. Dieser Ausfluss war mit einem
weiteren Schlauch verbunden, der die Losung ins Reservoir riickfiihrte. Somit wurden ein
geschlossener Kreislauf und ein konstantes Fliissigkeitsniveau gewahrleistet (s. Abb.
2-1 cund d).

Im Folgenden wird in der vorliegenden Arbeit durchgiangig die intraluminale Oberflache
des Aortenprdparats als innere, die extraluminale als dufdere Oberflache bezeichnet. Im
Bioreaktor wurde sowohl die innere als auch die dufsere Oberflache aller AW vollstandig
mit Losung umspilt. Dies konnte mithilfe verschiedener Einbauten in den Bioreaktor
erreicht werden: Die AW wurden mit Kabelbindern (Pan-ty cable ties, Panduit Singapore
Ptd Ltd, Odeon Towers, SGP) auf einer jeweils eigenen zylinderférmigen und von innen
hohlen Halterung (s. Abb. 2-1 a Nr. 4) befestigt. Diese Halterungen wurden auf einer
Platte (s. Abb. 2-1a Nr.5) mit fiinf dafir vorgesehenen Offnungen durch

Bajonettverschliisse fixiert. Um diese Offnungen herum befanden sich jeweils acht
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abstandsgleiche, kleinere Offnungen (s. Abb. 2-1 b) mit einem Durchmesser von 3 mm.
Zehn kleine Stiitzen verhinderten, dass sich die Platte beim Einsetzen in den Bioreaktor
bis auf dessen Boden absenkte, sie kam vielmehr auf einem Niveau oberhalb der
Schlaucheinmiindung zum liegen. Damit entstand unter der Platte ein fliissigkeitsgefiillter
Raum, aus dem die Dezellularisationslosung nach oben stromen konnte. Durch die kleinen
Offnungen in der Platte wurden die AW (s. Abb. 2-1 ¢, rosa dargestellt) von aufen
umspiilt, durch die hohlen Halterungen von innen. Ein weiterer Inneneinsatz (s. Abb.
2-1 a Nr. 3) mit fiinf fir die AW vorgesehenen, kreisformigen Offnungen (Durchmesser:
5 cm), der liber die Praparate gestiilpt worden war, diente als mechanische Barriere
zwischen den einzelnen AW. Das Ziel dabei war die Schaffung von vergleichbaren
DZ Bedingungen fiir alle Aorten. Durch diesen Versuchsaufbau sollte eine hohe
intraluminale und gemafdigte extraluminale Flussrate gewahrleistet und somit eine
Optimierung des DZ Erfolgs im Vergleich zur herkémmlichen Schiittelinkubation erreicht
werden [122].

Ein Bioreaktor bot Platz fiir 5 AW, also nur fiir die Hilfte der Stichprobengrofie n = 10.
Deshalb wurde jeder Versuch mit zwei Bioreaktoren gleichzeitig durchgefiihrt, jeweils

mit eigener Pumpe und eigenem Reservoir.
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Abbildung 2-1: Design des 3D-gedruckten Bioreaktors und Versuchsaufbau

a. [142] Explosionsdarstellung aller Komponenten des Bioreaktors; 1: Ausfluss; 2: Deckel; 3:
Bioreaktoreinsatz; 4: Probenhalterungen (5x); 5: Platte mit (")ffnungen; 6: Bioreaktorbox; 7: Zufluss;
b. Ansicht von oben auf Bioreaktoreinsatz und Platte mit fiinf auf den Probenhaltern befestigten AW; c. und
d. [142] Schematische Darstellung (c) und praktische Umsetzung (d) des Versuchaufbaus mit Pumpe,
Reservoir und Verbindungsschlduchen. Die im Reservoir befindliche Pumpe (rechts im Bild) befoérderte die
Losung iiber einen mit dem Zufluss verbundenen Schlauch in den Bioreaktor (links im Bild). Dem
hydrodynamischen Druck folgend stromte die Losung sowohl durch die hohlen Probenhalterungen als auch
durch die kleineren, diese Halterungen zirkuldr umgebenden Offnungen durch die Platte nach oben. Auf
diese Weise wurde sowohl die innere als auch die dufsere Oberflache der AW (c, rosa dargestellt) vollstandig
mit Lésung umspiilt. Ein Bioreaktoreinsatz mit fiinf kreisformigen Offnungen diente dabei als mechanische
Barriere zwischen den einzelnen AW. Die Losung verliefd den Bioreaktor iiber den Ausfluss zentral im
Deckel. Dieser Ausfluss war mit einem weiteren Schlauch verbunden, der die Losung ins Reservoir
riickfiihrte. Somit wurden ein geschlossener Kreislauf und ein konstantes Fliissigkeitsniveau gewdhrleistet;
Mafistabsbalken (b und d): 2 cm.

33



2.3 Physikalische Dezellularisationsmethoden

2.3.1 Schockfrieren bei -196 °C

Den ersten Schritt aller Protokolle bildeten die zu tberpriifenden physikalischen DZ
Methoden. Hierbei waren die Effekte eines schnellen Einfrierprozesses von Interesse.
Hierfiir wurden die AW jeweils 20 s lang vollstindig in ein Behdltnis mit fliissigem
Stickstoff getaucht und so bei -196 °C schockgefroren (Gruppe A1). An diesen
Einfrierschritt schloss sich eine 15-miniitige Auftauphase in PBS und 2 % v/v Anti-Anti
an. Wie bei allen Inkubations- und Waschschritten auf3erhalb des Bioreaktors befanden
sich die AW dabei in einzelnen 100 ml-Glasflischchen (Laborgewindeflasche Duran®
100 ml, Schott AG, Mainz, GER), um eine einheitliche Behandlung und vollstandige
Immersion aller AW zu garantieren. Wahrend des Auftauens wurden die Flaschchen in
einem Thermostat-kontrollierten Wasserbad (Julabo SW22, JULABO GmbH, Seelbach,
GER) platziert, wodurch eine konstante Temperatur von 37 °C erreicht werden konnte.
Die Auswirkungen mehrfachen Schockfrierens wurde anhand einer Gruppe analysiert, die
den Einfrier-Auftau-Zyklus bei -196 °C fiinf Mal direkt hintereinander durchlief
(Gruppe A2).

2.3.2 Langsames Einfrieren bei -32 °C

Vergleichend zum Schockfrieren wurde eine langsamere Einfriermethode untersucht.
Daflir wurden die AW in separaten verschlossenen Plastikbehaltnissen iiber 90 min
bei -32 °C im Gefrierschrank deponiert (Gruppe B1). Wie bei A1 folgte darauf auch bei
diesem Protokoll eine 15-miniitige Auftauphase in PBS und 2 % v/v Anti-Anti bei 37 °C
im Thermostat-kontrollierten Wasserbad. Aufierdem diente, analog zu Az, eine weitere
Gruppe (B2) der Analyse der Effekte einer Vervielfachung des Einfrierschritts. Auch bei
dieser Gruppe wurde der Einfrier-Auftau-Prozess bei -32°C fiinf Mal unmittelbar

hintereinander wiederholt.

2.3.3 Osmotischer Schock

Eine weitere physikalische Methode, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, ist
die des osmotischen Schocks. Hierfiir wurden die AW zunachst liber 2h einer
hyperosmolaren Losung mit 50 % m/v Glukose (Glukosel6sung 50%, Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg, GER) und 2 % v/v Anti-Anti ausgesetzt (Gruppe C). Bei
diesem Schritt waren die Inkubationsgefdfie in einem orbitalen Schiittel-Inkubator
(Inkubationshaube TH 15, Edmund Biihler GmbH, Bodelshausen, GER) mit
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Schiittelfrequenz- und Temperaturregler positioniert. Hier wurden sie durchgehend bei
Raumtemperatur (RT) mit einer Frequenz von 90 rpm geschiittelt. Anschliefdend erfolgte
die Inkubation mit hypotoner Losung, bestehend aus vollentsalztem (VE) Wasser mit

2 v/v % Anti-Anti, bei 4 °C im Kiihlschrank tiber 24 h.

2.4 Dezellularisationsprotkoll

Die spezifischen Effekte der verschiedenen physikalischen DZ Methoden wurden in den
Gruppen Ai, A2, B1, B2 und C mit der zugehorige Kontrollgruppe Ki untersucht. Deren
Protokolle waren bis auf die zu untersuchenden physikalischen Faktoren identisch
aufgebaut und erstreckten sich liber insgesamt 4 Tage. Nach der Praparation begann am
zweiten Tag der eigentliche DZ Vorgang mit der jeweiligen gruppenspezifischen, oben
beschriebenen physikalischen DZ Methode. Eine Ausnahme bildete hierbei die Gruppe Ki,
die als Kontrollgruppe ohne physikalischen Zwischenschritt diente. Auch bei Gruppe C
wurde das Vorgehen leicht modifiziert: Aufgrund der Abhangigkeit der Glukoseaufnahme
in die Zellen von einer noch bestehenden Stoffwechselaktivitat sollte die Zeitspanne
zwischen Schlachtung der Tiere und Beginn der DZ der praparierten Aorten so kurz wie
moglich gehalten werden. Deshalb wurden die Schweineherzen bei diesem Versuch
eisgekihlt ins Labor transportiert, um jegliche Stoffwechselprozesse drastisch zu
verlangsamen. Auferdem wurden nur jeweils fiinf AW pro Tag vom Schlachthof geholt
und direkt im Anschluss an die Praparation der Glukoselosung zugefiihrt, anstatt tiber
Nacht in PBS und Anti-Anti zu lagern.

Die nachste Phase bildete die 16-stiindige Flussdezellularisation im Bioreaktor mittels
chemischer DZ Losung mit 0,5 % v/v SD-SDS. Dabei erfolgte nach jeweils 4 h ein
Losungswechsel, um die DZ-Effektivitdt zu steigern, sodass sich diese 16 Stunden aus
einem 4 h- und einem 12 h-Intervall zusammensetzten. Um jegliche Residuen der
chemischen Detergenzien aus den AW zu entfernen, wurden sie im Anschluss an die
Behandlung mit SD-SDS in zehn jeweils 15-miniitigen Waschschritten sorgfaltig in PBS
gespllt. Hierfiir verblieben sie im Bioreaktor. Am Ende jedes DZ- bzw. Waschschritts
wurden Reservoir, Pumpe, Box und Schlauchsysteme vollstindig entleert und
anschliefdend mit frischer Losung befiillt. Die Erhohung der Loésungstemperatur durch die
Pumpenabwarme wurde stets tiberpriift. Die Messwerte lagen wahrend der langeren DZ
Schritte einheitlich bei ca. 33 °C, wahrend der kiirzeren Waschschritte hingegen nur bei

25°C.
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Den letzten Abschnitt der DZ Protokolle bildete die Inkubation der AW mit enzymatischer
DNase-Losung. Vor dieser Behandlung waren die Inkubationsgefdfie mithilfe eines
Autoklavs (CertoClav-Hochdrucksterilisator Typ CV-EL, Certoclav Sterilizer GmbH,
Leonding, AUT) sterilisiert worden. Sie wurden wahrend dieser Phase im orbitalen
Schiittelinkubator positioniert, wo sie 24 h lang bei Raumtemperatur mit einer Frequenz
von 90 rpm geschiittelt wurden. Diese Bedingungen galten auch fiir die zwei weiteren 15-

mintiitigen Waschschritte in PBS, die sich daran anschlossen (s. Tab. 2-1).
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Tabelle 2-1: Inkubationsprotokolle der Gruppen A1, Az, B1, B2 und C sowie der zugehérigen Kontrollgruppe Ki

Gruppe A, A, B: B, C K1
Methode Einmaliges ZyKklisches Einmaliges Zyklisches Osmotischer Schock Kontrollgruppe
Schockfrieren Schockfrieren langsames Einfrieren | langsames Einfrieren
Lagerung PBS PBS PBS PBS - PBS
(2% v/v Anti-Anti) | (2 % v/v Anti-Anti) (2 % v/v Anti-Anti) (2 % v/v Anti-Anti) (2 % v/v Anti-Anti)
tiber Nacht bei 4 °C iiber Nacht bei 4 °C tiber Nacht bei 4 °C tiber Nacht bei 4 °C iiber Nacht bei 4 °C
Physikalische DZ 1x 5x 1x 5x 1x -
(20 sbei-196°C / (20 sbei-196°C/ (90 min bei-32°C / (90 min bei-32°C / (2h 50 m/v % Glukose
15 min bei 37 °C) 15 min bei 37 °C) 15 min bei 37 °C) 15 min bei 37 °C) bei RT /
24 h VE Wasser
bei -4 °C)
Chemische DZ 4h0,5v/v% SD-SDS bei 33 °C
12h 0,5 v/v % SD-SDS bei 33 °C
Waschen 10x 15 min PBS bei 25 °C
Enzymatische DZ 24 h 30 U/ml DNase (2 % v/v Anti-Anti) bei RT
Waschen 2x 15 min PBS bei 25 °C
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2.5 Integration der aussichtsreichsten physikalischen Methode in ein
etabliertes Dezellularisationsprotokoll

Basierend auf den Ergebnissen der Gruppen Ai, Az, B1, B2 und C wurde eine weitere
Versuchsgruppe D konzipiert. Als Ansatzpunkt diente dabei ein in unserer Arbeitsgruppe
etabliertes und ausschliefdlich detergenzien- und enzymbasiertes DZ Protokoll [142].
Aufgrund sehr langer Inkubationsschritte mit chemischer DZ Losung resultiert dieses
Ausgangsprotokoll in vollstindig zellfreien AW. Im Versuchsprotokoll D wurde es
allerdings dahingehend modifiziert, dass die Inkubationszeit mit chemischer DZ Losung
um ein Drittel reduziert und stattdessen eine physikalische DZ Methode eingefiigt wurde.
Auf diese Weise sollte untersucht werden, ob durch die Kombination mit dem
physikalischen Verfahren die Verkirzung der Expositionsdauer gegeniiber den
chemischen Detergenzien moglich ist und dennoch das Ziel vollkommen zellfreier AW
erreicht werden kann.

Das Ausgangsprotokoll beinhaltete 48 h Flussdezellularisation in chemischer DZ Lésung
mit 0,5 % v/v SD-SDS, unterteilt in zwei Zyklen mit jeweils einem 18-stiindigen und zwei
3-stiindigen DZ Schritten. Diese wurden durch je 30-miniitiges intermittierendes Spiilen
in PBS erganzt, um den DZErfolg zu optimieren. Nach zwei abschlief3enden
Waschschritten in PBS (30 min) und PBS mit 2 % v/v Anti-Anti (16 h) folgte auch bei
diesem Protokoll eine 24-stiindige Behandlung mit DNase-Losung mit 2 % v/v Anti-Anti
im Schiittelinkubator und zwei anschliefenden 15-miniitigen Waschschritten in PBS.
Dieses Protokoll wurde so abgewandelt, dass sich die Inkubationszeit mit chemischer DZ
Losung mit 0,5 % v/v SD-SDS um 33,33 % von insgesamt 48 h auf 32 h verkiirzte: Der
initiale 18 h-Schritt wurde dabei auf 3 h reduziert, der folgende 18h-Schritt auf 17 h.
Basierend auf den Ergebnissen der vorherigen Gruppen wurde als physikalische
Vorbehandlung die der Gruppe A1 gewahlt, sodass die AW nach Praparation und Lagerung
in PBS mit 2 % v/v Anti-Anti tiber Nacht bei -196 °C schockfgeroren wurden und dann
15min lang bei 37°C auftauen konnten. Daran schlossen sich chemische und
enzymatische Behandlung sowie die entsprechenden Waschschritte an. Auch bei diesem
Versuch diente eine spezifische Kontrollgruppe ohne physikalische Vorbehandlung (Kz2)
der Verifizierung der Ergebnisse (s. Tab. 2-2).
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Tabelle 2-2: Inkubationsprotokolle des Ausgangsprotokolls, der Versuchsgruppe D und der
zugehorigen Kontrollgruppe Kz

Gruppe Ausgangsprotokoll D K,
PBS (2 % v/v Anti-Anti) | PBS (2 % v/v Anti-Anti)
Lagerung -
iiber Nacht bei 4 °C iiber Nacht bei 4 °C
20 sbei-196°C /
Physikalische DZ - -
15 min bei 37 °C
18 h 3h 3h
Chemische DZ
0,5 v/v % SD-SDS 0,5 v/v % SD-SDS 0,5 v/v % SD-SDS
Waschen 30 min PBS
Chemische DZ 3h0,5v/v% SD-SDS
Waschen 30 min PBS
Chemische DZ 3h0,5v/v% SD-SDS
Waschen 30 min PBS
18 h 17 h 17 h
Chemische DZ
0,5v/v % SD-SDS 0,5 v/v % SD-SDS 0,5 v/v % SD-SDS
Waschen 30 min PBS
Chemische DZ 3h0,5v/v% SD-SDS
Waschen 30 min PBS
Chemische DZ 3h0,5v/v% SD-SDS
2x 30 min PBS
Waschen
16 h PBS (2 % v/v Anti-Anti)
Enzymatische DZ 24 h 30 U/ml DNase (2 % v/v Anti-Anti)
Waschen 2x 15 min PBS
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Tabelle 2-3: Abkiirzungsverzeichnis der Versuchsgruppen

Abkiirzung Bedeutung

A1 Gruppe A1 = 1 x Schockfrieren (-196 °C) + 16 h SD-SDS + 24 h
DNase

Az Gruppe Az = 5 x Schockfrieren (-196 °C) + 16 h SD-SDS + 24 h
DNase

B1 Gruppe B1 = 1 x langsames Einfrieren (-32 °C) + 16 h SD-SDS +
24 h DNase

B2 Gruppe B2 = 5 x langsames Einfrieren (-32 °C) + 16 h SD-SDS +
24 h DNase
Gruppe C = Osmotischer Schock + 16 h SD-SDS + 24 h DNase

D Gruppe D =1 x Schockfrieren (-196 °C) + 32 h SD-SDS + 24 h
DNase

K1 Kontrollgruppe 1 = 16 h SD-SDS + 24 h DNase

K2 Kontrollgruppe 2 = 32 h SD-SDS + 24 h DNase
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3 Auswertung

3.1 Probenentnahme und Weiterverarbeitung

Nach Beendigung des DZ Vorgangs wurden die AW der Linge nach aufgeschnitten, um
Gewebeproben fiir die verschiedenen Analyseverfahren zu gewinnen. Dies erfolgte bei
allen AW auf die gleiche Weise, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten (s. Abb 3-1).
Am weitesten distal, also herzfern, mit einem Abstand von etwa 3 mm zum Rand des
Aortenstumpfes, wurden die Proben fiir die DNA-Quantifizierung entnommen, denn diese
sollten einer den Nativproben mdoglichst unmittelbar benachbarten Stelle entstammen.
Native und dezellularisierte Proben wurden in Kryoréhrchen (CryoPure Gefafde 1,8 ml,
Sarstedt AG&Co. KG, Niimbrecht, GER) zuerst in fliissigem Stickstoff bei -196 °C
schockgefroren und dann bis zur weiteren Auswertung im Gefrierschrank bei -80 °C
gelagert.

Proximal der DNA-Quantifizierungsproben wurden die Proben fiir die Histologie und die
REM ausgeschnitten. Die Aortenstiicke, aus denen histologische Gewebeschnitte
angefertigt werden sollten, wurden bei Raumtemperatur fiir mindestens 48 h in
Formalinlosung 4,5 % (Roti®-Histofix 4,5%, Carl Roth GmbH + Co0.KG) fixiert, um eine
postmortale enzymatische Autolyse zu verhindern. Fiir die REM war es erforderlich, die
jeweiligen Gewebeproben mindestens 48 h lang bei 4 °C mit Fix-II-Losung (912 ml
Ampuwa + 86,5 ml Glutaraldehydlosung 25 % m/m; Sigma-Aldrich Chemie GmbH +
1,5 ml HCL; Merck KGaA + 11,3 g Na-CaCo; Sigma-Aldrich Chemie GmbH) zu inkubieren.
Im Anschluss konnten die Aortenstiicke weiterverarbeitet werden.

Am nachsten zum Herzen, proximal des Abgangs des Truncus brachiocephalicus, wurden
die Zugversuchsproben gewonnen. Dabei wurde mit einer Stanze (ZCP020, ZwickRoell
GmbH & Co.KG, Ulm, GER) aus jeder AW eine zirkulédre, 5 cm lange Gewebeprobe nach
dem Modell des Schulterstabes S3A der Norm DIN 53504 herausgestanzt. Diese Proben
wurden dann in 15 ml Réhrchen (Sarstedt Reagenz- und Zentrifugen Roéhre 15 ml,
Sarstedt AG & Co. KG) in PBS mit 2 % v/v Anti-Anti zwischengelagert und noch am Tag

der Entnahme in der Zugpriifmaschine getestet.
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Abbildung 3-1: Exemplarische Darstellung der Entnahme von Gewebeproben aus einer
dezellularisierten AW
Exemplarisch ist eine der Lange nach er6ffnete AW dargestellt. Am weitesten distal, also herzfern, wurden
die Proben fiir die DNA-Quantifizierung ausgeschnitten. Proximal davon erfolgte die Probenentnahme fiir
Histologie und REM. Am nachsten zum Herzen wurden die zirkuldren Zugversuchsproben ausgestanzt.
Maf3stabsbalken: 1 cm.

3.2 DNA-Quantifizierung

3.2.1 DNA-Extraktion

Zunachst wurden die bei -80 C° eingefrorenen Proben iliber mindestens 15 min bei
Raumtemperatur aufgetaut und dann mit einer Feinwaage (Kern 770-13, Kern & Sohn
GmbH, Balingen, GER) in einem 1,5 ml Reaktionsgefafd auf 25 mg abgewogen. Dabei war
essenziell, dass die Gewebsstiicke immer einen genauen Querschnitt durch die gesamte
AW darstellten. Aufserdem wurden die Proben zur Oberflichenvergréfierung und somit
Beschleunigung der Zelllyse mithilfe eines Skalpells in kleine Einzelstiicke zerteilt und das
genaue Probengewicht notiert, um im Falle von geringen Abweichungen von den
angestrebten 25 mg die Ergebnisse spater auf ein einheitliches Gewicht umrechnen zu
konnen.

Fir die Extraktion der DNA aus den Gewebeproben wurden das Protokoll und die
Reagenzien eines Kits (Isolate II Genomic DNA Kit, Bioline Meridian Bioscience,
Cincinnati, Ohio, USA) genutzt. Um zunachst alle Zellstrukturen zu lysieren, wurden in
jedes Probengefafd 180 pul GL-Lysepuffer und 25 ul Proteinase K Losung pipettiert
(Eppendorf Research Pipette, Eppendorf AG). Die lyophilisierte Proteinase K war zuvor
einem dafiir vorgesehenen Puffer des Kits gelost und fiir hochstens 6 Monate bei -20 °C

gelagert worden. Nach kurzem Schiitteln der Proben (Reax Top, Heidolph Instruments
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GmbH & Co.KG, Schwabach, GER) erfolgte eine 15-stlindige Inkubation liber Nacht in
einem Thermoschiittler (Thermomixer™ C, Eppendorf AG) bei 56 °C und 600 rpm.
Danach wurde den Gefaf3en jeweils 200 pl G3-Lysepuffer hinzugefiigt, wobei sie vor und
nach der Zugabe abermals kurz geschiittelt wurden. Es folgte eine 10-mintitige Inkubation
im Thermoschiittler bei 70 °C, bis sich das Gewebe schliefilich komplett gelost hatte. Zur
Optimierung der Bedingungen der spateren DNA-Bindung an eine Spin Filter-Membran
wurden dann jeweils 210 ul Ethanol 100 % v/v. erginzt, ebenfalls mit einem
Vortexschritt davor und danach. Daraufhin wurden die Probenmischungen mittels
Pipette vollstandig in ,DNA Spin Columns” geladen, die in 2 ml-Auffanggefafien platziert
worden waren. Den Saulenboden der ,DNA Spin Columns®“ bildete dabei jeweils eine
Spin Filter-Membran. Um die Bindung der DNA an diese Silikamembranen zu
ermoglichen, schloss sich die Zentrifugation der Spin Columns an (Rotina 46 R Zentrifuge,
A. Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, GER). Dieser Schritt fand - wie auch alle
darauffolgenden, in diesem Protokoll enthaltenen Zentrifugationen - fiir eine Minute bei
11.000 x g statt. Der Durchfluss im Auffanggefafd wurde danach - wie auch bei allen
folgenden Zentrifugationen - verworfen und das Auffanggefaf wiederverwendet. Zur
Reinigung der Silikamembran mit der nun daran gebundenen DNA schlossen sich zwei
weitere Zentrifugationsschritte an, der erste mit 500 pl GW1-Waschpuffer, der zweite mit
600 pl GW2-Waschpuffer. Eine daraufffolgende Zentrifugation ohne zusatzliches Reagenz
diente der Trocknung der Silikamembran und dem Entfernen von Ethanolresten.
Abschliefend wurden die Spin Columns zur Eluierung der DNA in frische 1,5 ml
Reaktionsgefafde liberfiihrt und jeweils 60 pl des auf 70 °C vorgeheizten Elutionspuffers G
auf die Membranen pipettiert. Nach einminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Gefafde dann ein letztes Mal zentrifugiert. In den Reakionsgefaf3en befanden

sich nun die jeweiligen DNA-Eluate.

3.2.2 DNA-Messung

Direkt im Anschluss an die Isolierung der DNA konnte ihre Konzentration in den Eluaten
anhand eines Photometers (BioPhotometer, Eppendorf AG) mit einem werkseitig
voreingestellten Programm fiir dsDNA ermittelt werden. Das Funktionsprinzip basiert
dabei auf dem Lambert-Beer’schen Gesetz. Dieses beschreibt die Abnahme der Intensitat
einer Strahlung nach Durchquerung einer Losung mit einer darin enthaltenen
absorbierenden Substanz [89]. Diese Abnahme ist proportional zu der

Substanzkonzentration, der Lange des Lichtwegs und dem substanzspezifischen
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Extinktionskoeffizienten. Nukleinsduren weisen die grofdte Lichtabsorption bei einer
Wellenldnge von 260 nm auf [143]. Bei dieser Wellenldnge wurde die Lichttransmission
einer Plastikkiivette (UVette® 220 nm-1.600 nm, Eppendorf AG) mit jeweils 100 pl
Messlosung mittels Silizium-Photodiode detektiert und anschliefiend in die jeweilige
DNA-Konzentration in der Einheit pg/ml umgerechnet. Zur Verdiinnung der Eluate wurde
10 mM Tris-HCL Puffer mit pH = 8,0 verwendet.

Da auch Loésungsmittel und Kiivette Licht absorbieren und reflektieren konnen, wurde
zuerst eine Referenzmessung durchgefiihrt, bei der sich ausschliefdlich 100 pl Tris-Puffer
in der Kiivette befanden. Auf diese Weise konnten die Effekte des Puffers und der Kiivette
in den folgenden Messungen herausgerechnet werden, um die spezifische Absorption der
Probesubstanz festzustellen. Die selbe Kiivette wurde nach vollstindigem
Herauspipettieren der Losung fiir alle darauffolgenden Messungen wiederverwendet.
Zum Ausschluss der Verunreinigung der DNA durch andere Makromolekiile wie Proteine
oder RNA, die ebenfalls bei 260 nm absorbieren, wurde die Absorption der Probe
zusatzlich bei anderen Wellenldngen gemessen. So ist eine hohe Absorption bei 320 nm
ein Hinweis auf eine Probenkontamination. Der A320-Wert sollte demnach stets nahe 0
liegen, das A260/280-Verhalnis der Probe hingegen zwischen 1,7 und 2,0. Aufderdem darf
der A260-Wert nicht kleiner als 0,025 sein, da bei einer so geringen Absorption der
Einfluss von Storfaktoren unverhaltnismafiig grof3 wird. Die jeweilige Verdiinnung der
DNA-Eluate richtete sich also nach dem A260-, A320- und dem A260/280-Wert. Erst
wenn diese allesamt im Normbereich lagen, konnte die Verdiinnung verwendet werden.
Flir die nativen Proben betrug diese meist 1:20, fiir die dezellularisierten meist 1:10. Zur
anschaulicheren Darstellung und zum Vergleich mit Literaturwerten wurden die
Ergebnisse abschliefien in die Einheit ng pro mg Gewebe (per wet tissue weight)

umgerechnet.

3.3 Histologie

3.3.1 Probenvorbereitung

Die in Formalinl6sung fixierten Aortenstiicke wurden in etwa 10 mm lange und 4 mm
breite Rechtecke zurechtgeschnitten, die einen kompletten Querschnitt durch die AW
bildeten. Anschlieffend wurden sie in Einbettkassetten (Lab Logistics Group GmbH,
Meckenhelm, GER) platziert. Um die Gewebeproben spater in den Paraffinblocken besser

sichtbar zu machen, erfolgte danach eine 2 min lange Farbung mit Hamalaun (Mayer’s
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Hamalaunlésung 1:3 mit PBS verdiinnt, Merck KGaA). Daraufhin wurden sie fiir 3 min in
Leitungswasser gespiilt und abermals fiir 5 min in Formalin 4,5 % tberfiihrt. Daran
schloss sich zur Entwasserung der Proben eine in der Konzentration aufsteigende
Alkoholreihe an. Damit sollte das spatere Eindringen des Einbettmittels Paraffin, welches
selbst nicht wasserloslich ist, in die Proben erleichtert werden. Diese Alkoholreihe
bestand aus jeweils 10-mintitigen Inkubationsschritten: Drei mit Ethanol 70 % v/v, drei
mit Ethanol 96 % v/v (Ethanol 70/96 % v/v vergillt, Apotheke Klinikum Grof3hadern)
und drei mit Isopropanol (Carl Roth GmbH + Co.KG). Dann erfolgten zwei ebenfalls 10-
mintitige Inkubationen mit Roti-Histol (Roti®-Histol, Carl Roth GmbH + Ko0.KG), um den
Alkohol wieder aus dem Gewebe zu verdrangen. Schliefdlich wurden die Kassetten in
einem Glasbehaltnis mit vorgewarmten und vollstindig aufgel6stem Paraffin (Histosec®
Pastillen ohne DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) liber mindestens 12 h in
einem Wasserbad (W22-2, Rheotest Medingen GmbH, Ottendorf-Okrilla, GER) bei 63 °C
belassen. Nach Ablauf dieser Zeit konnten sie in das Paraffinbad einer Einbettstation
(HistoCore Arcadia H, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, GER) iiberfiihrt
werden. Hier wurden die Proben aus ihren Kassetten entnommen und aufrecht mit der
zu schneidenden Seite nach unten in Einbettformen (Parafree Metall Ausgief3form, Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH) platziert. Anschliefdend wurden die Fomen mit Paraffin
befiillt und die beschriftete Einbettkassette daraufgesetzt, sodass diese spater die
Unterlage des Paraffinblockes bilden wiirde. Jeder so erstellte Block wurde zum Erkalten
und Erharten auf eine Eisplatte gestellt und konnte danach aus seiner Form gebrochen

werden.

3.3.2 Paraffinschnitte und Entparaffinierung

Aus den Paraffinblocken wurden mit einem Schlittenmikrotom (Schlittenmikrotom HM
400 R, Microm International GmbH, Walldorf, GER) 5 um dicke Paraffinschnitte
angefertigt. Davor waren die Blocke zunadchst soweit angeschnitten worden, dass sich ein
vollstandiger Querschnitt durch die AW in der Schneideebene befand. Die Schnitte
wurden unverziiglich in ein auf 48 °C eingestelltes Streckbad (Paraffinstreckbad Typ
25900, MEDAX GmbH & Ko.KG, Neumiinster, GER) tiberfiihrt. Nachdem sie sich dort
vollstandig geglattet hatten, konnten sie auf einem Objekttrager (Thermo SCIENTIFIC
Superfrost Utra Plus®, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, GER) aufgefangen werden.
Nach der Trocknung iiber Nacht bei 40 °C in einem Warmeschrank (Warmeschrank WTC,
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Binder GmbH, Tuttlingen, GER) erfolgte die Lagerung der Schnitte bis zur Farbung vor
Licht geschitzt und bei Raumtemperatur in Objekttragerbehaltern.

Am Tag der Farbung wurden die Schnitte zunachst fiir 30 min bei 50 °C im Warmeschrank
erhitzt. Daraufhin erfolgte die Entparaffinierung in Roti-Histol, gefolgt von einer
absteigenden Alkoholreihe zur Rehydrierung und anschliefdenden Spiilschritten. Die fiir
die DAPI und H&E Farbung genutzten Entparaffinierungsprotokolle waren bis auf die
Spiilschritte identisch aufgebaut. An ihrem Anfang standen 2 x 15 min Inkubationen mit
Roti-Histol und danach je 2 x 5 min Schritte in Ethanol 100 (Ethanol 100 % v/v vergallt,
Apotheke Klinikum Grofdhadern), 96 und 70 % v/v. Bei der H&E Farbung schloss sich
direkt daran die eigentlichen Farbung an, bei der DAPI Farbung wurden die Schnitte noch
fir jeweils 2 x 3 min in Ampuwa und PBS gespiilt. Fiir die PSR und MPC Farbungen
hingegen waren vom Hersteller (MORPHISTO® Evolutionsforschung und Anwendung
GmbH, Frankfurt am Main, GER) jeweils spezifisch modifizierte Vorgehensweisen
empfohlen. Auch hier begannen die Protokolle mit zwei Inkubationen mit Roti-Histol,
allerdings fir eine Dauer von je 10 min bei PSR und je 5 min bei MPC. Die absteigende
Alhoholreihe bestand bei PSR aus je zweiminiitigen und bei MPC aus je vierminiitigen
Inkubationen mit vergalltem Ethanol 96, 80, 70 und 60 % v/v (Ethanol 60 % v/v vergallt,
Apotheke Klinikum Grofdhadern). Zuletzt wurden die Schnitte bei PSR fiir 4 min in
Leitungswasser und bei MPC fiir 2 min in AD gewaschen. Im Anschluss an die

Entparaffinierungsprotokolle erfolgte direkt die jeweiligen Farbung.

3.3.3 DAPI Fluoreszenz

Zur Zellfixierung und -permeabilisierung schloss sich an die Entparaffinierung zunachst
eine zweiminiitige Inkubation mit einem 1:1 Gemisch aus Methanol (Methanol for
analysis, Merck KGaA) und Aceton (Acetone for analysis, Merck KGaA) an. Nachdem die
Objekttrager 2 x 3 min in PBS gespiilt worden waren, folgte daraufhin eine fiinfmintitige
Inkubation mit DAPI Arbeitslosung (Sigma Aldrich Chemie GmbH, c = 0,1 ug/ml in PBS).
Beginnend mit diesem Schritt wurde die Farbung in einer Styroporbox fortgesetzt, um das
DAPI vor Lichteinstrahlung zu schiitzen und damit ein Ausbleichen zu verhindern. Es
erfolgten zwei weitere dreiminiitige Waschschritte in PBS und zur Reduktion der
Hintergrundfluoreszenz eine zweimintitige Behandlung mit Sudanschwarz 0,3 % v/v in
Ethanol 70 % v/v (Sudanschwarz B fiir die Mikroskopie, Carl Roth GmbH + Co0.KG).
Schliefdlich wurden die Schnitte noch 2 x 3 min in AD gespiilt. Nach Abschluss der Farbung

wurden sie mit einem speziell fiir Fluoreszenzfarbungen entwickelten Eindeckmedium
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(Mounting Medium, ibidi Gmbh, Grafelfing, GER) sowie Eindeckgldsern (Gerhard Menzel
GmbH) bedeckt und aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Farbstoffes noch am selben
Tag mikroskopiert.

Die Beurteilung des Resultats der DAPI Farbung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskop
(AxioObserver, Carl Zeiss AG, Oberkochen, GER). Hiermit wurden mit einer
Anregungswellenldange von 340 nm und einer Emissionswellenlange von 461 nm
Mosaikbilder erstellt, bestehend aus jeweils neun Einzelaufnahmen. Dafiir wurde
einheitlich eine 10-fache Vergréfierung und eine Belichtungszeit von 200 ms gewahlt.
Anhand einer Analysesoftware (AxioVision Rel. 4.8, Carl Zeiss AG) konnte dann die
Effektivitit des DZ Vorgangs bestimmt werden, die mit der Dicke der
nichtfluorezierenden und damit kernfreien Schichten der AW korrelierte. Sowohl von der
inneren als auch von der dufieren Oberfliche senkrecht ausgehend erfolgte fiir jede
Gewebeprobe die Messung der Ausmafie dieser Schichten, was gleichermafien der
Eindringtiefe (EDT) der DZ entsprach (s. Abb. 3-2). Fiir jedes Praparat wurden innen und
aufden jeweils 3 reprasentative EDT bestimmt, aus denen ein Mittelwert fiir die innere
(EDTi) und aufdere (EDTa) Seite errechnet wurde. Anhand dieser konnte also die DZ

Effektivitat der verschiedenen physikalischen DZ Methoden ermittelt werden.

Abbildung 3-2: Reprisentative Darstellung der EDT Messungen in den DAPI Fluoreszenzaufnahmen
Fiir jede AW wurden innen und aufRen jeweils drei reprasentative EDT bestimmt, aus denen der Mittelwert
fiir die innere (EDTi) und dufiere (EDTa) Oberfliche ermittelt wurde. Die hier gezeigte Abbildung stellt die
Vermessung der AW Nr. 7 aus Gruppe Ki dar. Maf3stabsbalken: 400 um.
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3.3.4 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte kurz mit VE Wasser gespiilt, woran sich
eine flinfminiitige Inkubation mit Hdmalaun anschloss. Daraufhin wurden die Praparate
unter flieflendem Leitungswasser abgewaschen und dann zum Blauen fiir 5-10 min darin
stehen gelassen. Hierbei schlug die Farbe durch Erh6hung des pH Wertes von Rotbraun
ins typische Blauviolett um. Im Anschluss daran wurden die Objekttrager 3 x kurz in
Ethanol 70 % v/v getaucht, bevor die zweiminiitige Gegenfarbung mit Eosin (Eosin Y
solution, alcoholic, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) erfolgte. Danach wurden die Praparate
2 x kurz in Wasser gespiilt. Zur Entwasserung wurden sie dann 4 x in Ethanol 70 % v/v
und 10 x in Ethanol 96 % v/v eingetaucht und 2 x 5 min mit Ethanol 100 % v/v inkubiert.
Abschliefdend erfolgte eine dreimalige Klarung der Schnitte in Roti-Histol. Fiir die
langfristige Konservierung wurden die Objekttrager mit Eindeckmedium (Leica CV
MOUNT, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH) und Eindeckgldsern bedeckt, sodass sie so
bei Raumtemperatur dauerhaft gelagert werden konnten.

Die Aufnahmen der H&E-gefarbten Praparate erfolgten mithilfe eines Lichtmikroskops
(Leica DMR, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH) und einer Bildersoftware (Ascent
software version 3.4.0, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH) in 10-facher Vergréfserung,
wobei von jedem Praparat jeweils drei Einzelbilder von innerer, mittlerer und aufderer
Schicht der AW erstellt wurden. Daran schloss sich die Zusammenfiigung der Einzelbilder
zu einer Gesamtabbildung des AW Querschnitts mit dem Programm Adobe Photoshop

(Adobe Inc., San José, Kalifornien, USA) an.

3.3.5 Movat Pentachrom Farbung

Fir die MPC Farbung wurde ein kommerzielles Kit mit zugehdrigen Farbl6sungen und
Protokoll (Movat Pentachrom (Original), MORPHISTO® Evolutionsforschung und
Anwendung GmbH) verwendet. Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte zunédchst
fir 12 min mit Alcianblau 1% v/v gefarbt und dann fiir 5 min unter fliefendem
Leitungswasser gespiilt. Daran schloss sich eine 60-miniitige Differenzierung in
alkalischem Alkohol an, gefolgt von weiteren 10 min unter flieffendem Leitungswasser.
Danach erfolgte die ebenfalls zehnmintitige Kernfarbung mit Weigert’'s Eisenhdmatoxylin.
Vor der Fortsetzung der Farbung wurden einige zusatzliche, fiir Schnittdicken tber 4 pm
empfohlene Schritte eingefligt: Eine dreiminiitige Inkubation mit Eisen(III)-Chlorid-
Losung sowie eine einmintitige Inkubation mit Natriumthiosulfat, mit einem jeweils

vorangehenden und auch mit einem abschlief3enden einminiitigen Spitlschritt in AD.
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Daraufhin konnte mit der eigentlichen Farbung fortgefahren werden: Nach 15 min unter
flielendem Leitungswasser erfolgten die Farbung des Zellplasmas in Brilliant-Crocein-
Saurefuchsin (10 min), die Differenzierung in Essigsaure 1 % v/v (30 s), das Beizen in
Phosphorwolframsaure 5 % v/v (20 min), eine weitere Differenzierung in Essigsaure
1% v/v (2 min), die Entwasserung in vergalltem Ethanol 99 % v/v (1 + 6 min) und die
Farbung in Safron du Gateis (6 min). Abschliefend durchliefen die Schnitte eine
Alkoholreihe zur Entwasserung, bestehend aus jeweils zweimintitigen Inkubationen mit
vergdlltem Ethanol 99 % v/v (2x) und mit Isopropanol, gefolgt von zweimaliger
Behandlung tiber jeweils 5 min mit Xylol.

Eindecken und Mikroskopie erfolgten analog zur H&E Farbung.

3.3.6 Pikro-Siriusrot Farbung

Auch fiir die PSR Farbung wurden das Protokoll und die Losungen eines Farbekits (Pikro-
Siriusrot Farbung fir Kollagen I & III, MORPHISTO® Evolutionsforschung und
Anwendung GmbH) genutzt. Auf die Entparaffinierung folgte zunachst die achtminiitige
Zellkernfarbung mit Weigert's Eisenhamatoxylin. Dann fand nach kurzem Waschen der
Schnitte in AD (5s) das Blauen unter flielendem Leitungswasser (10 min) und ein
weiterer Waschschritt in AD (1 min) statt. Daran schlossen sich die 60-miniitige Farbung
mit Pikro-Siriusrot und zwei Spiischritte in Essigsaure 30 % v/v fiir jeweils 1 min an.
Daraufhin wurden die Praparate zur Entwdsserung zweimal mit vergalltem Ethanol
96 % v/v und einmal mit Isopropanol inkubiert, jeweils fiir 4 min. Den Abschluss bildeten
zwei zehnminttige Behandlungen mit Roti-Histol.

Das Eindecken und die Mikroskopie erfolgten analog zur H&E und MPC Farbung.
Allerdings wurden fiir das Lichtmikroskop diesmal zwei zusatzliche Polarisationsfilter
verwendet, denn Kollagenfasern zeigen bei der Polarisationsmikroskopie
doppelbrechende Eigenschaften [93]. Sie sind also in der Lage, Lichtbiindel in zwei
Teilbiindel aufzuspalten. Siriusrot lagert sich an Kollagen an und verstirkt dadurch
dessen doppelbrechende Eigenschaften. Die Polarisationsfilter befanden sich unterhalb
(Polarisator) und oberhalb (Analysator) des Objekttragers [144]. Der Polarisator war
dabei genau im 90°-Winkel zum Analysator ausgerichtet, um den Lichtdurchlass zu
minimieren. In dieser Position erreichte nur das Licht das Objektiv, dessen
Schwingungsebene vorher infolge der Doppelbrechung durch die Kollagenfasern des

Praparats gedreht und deshalb nicht vom Analysator ausgeldscht worden war.
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3.4 Rasterelektronenmikroskopie

Bevor die Proben mit der REM untersucht werden konnten, mussten sie zunachst fixiert,
entwassert, getrocknet und mit einem leitenden Material beschichtet werden. Nach der
mindestens 48-stiindigen Inkubation mit Fix-II-Losung zur Haltbarmachung der Proben
wurden diese mithilfe einer Alkoholreihe entwassert und anschlief3end Kritisch-Punkt-
getrocknet. Dies war erforderlich, um die spatere Verdampfung der Gewebefliissigkeit im
Hochvakuum des REM und eine dadurch bedingte Beschiadigung der Proben zu
verhindern. Im Anschluss an die Trocknung wurden die Proben mit einer diinnen
Goldschicht bedeckt, um sie fiir die REM-Abtastung durch einen Elektronenstrahl leitfahig

zu machen. Dieser Prozess wird als ,Sputtern bezeichnet.

3.4.1 Entwasserung

Nach der Inkubation mit Fix-II-L6sung wurden die Aortenstiicke in einem gefensterten
Metallzylinder platziert, der in neun nummerierte Kammern unterteilt war. So konnte die
genaue Zuordnung der Proben zu den zugehorigen AW sichergestellt werden. In diesem
Zylinder durchliefen die Proben sowohl die Alkoholreihe als auch die Kritisch-Punkt-
Trocknung. Die aufsteigende Alkoholreihe diente der Entwasserung der Proben und dem
Ausspiilen der Uberreste der Fix-II-Losung. Sie setzte sich aus jeweils zehnminiitigen
Inkubationen mit Ethanol 30, 50, 70 und 2 x 96 % v/v zusammen. Der Probenbehalter
befand sich wahrenddessen in einem Gefafd mit Auslassventil. Dieses ermdoglichte ein
kontrolliertes, unvollstandiges Ablassen des Ethanols und gewahrleistete dadurch eine
permanente Bedeckung der Gewebestliicke mit Losung. Dadurch wurde eine
Austrocknung der Proben durch verdunstenden Alkohol verhindert. Abschlief3end
wurden die Proben in auf - 20 °C vorgekiihltes, unvergalltes Ethanol 100 % v/v (Ethanol
absolute for analysis, Merck KGaA) tiberfiihrt.

3.4.2 Kritisch-Punkt-Trocknen

Zunachst wurde die Druckkammer des Kritisch-Punkt-Trockners (Critical Point Dryer
CPD30, BalTec AG, Schalksmiihle, GER) mit unvergalltem Ethanol 100 % v/v befiillt und
der Metallprobenbehélter rasch darin herabgelassen. Darauthin wurde die Kammer
verschlossen und die Temperatur auf 8 °C gesenkt. Sobald dieser Wert erreicht war,
konnte das gesamte Ethanol schrittweise gegen fliissiges COz als Losungsmedium fiir die
Kritisch-Punkt-Trocknung ausgetauscht werden. Der kritische Punkt von CO: liegt bei

etwa 31 °C und 74 bar [145]. Durch eine anschliefende Erhohung der Temperatur auf
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42 °C und des Druckes auf ca. 80 bar wurde dieser kritische Punkt tiberschritten und das
COzin einen Uberkritischen Zustand versetzt. In diesem ist eine Unterscheidung zwischen
den beiden Aggregatzustiande fest und fliissig nicht mehr moglich [94]. Durch langsames
Ablassen des COz iber einen Zeitraum von mindestens 30 min wurde dann bei konstanter
Temperatur der Druck wieder auf den Umgebungsdruck gesenkt. So konnte die
Uberschreitung der Phasengrenze zwischen festem und fliissigen Aggregatszustand und
eine damit einhergende Beschiadigung der Gewebestiicke vermieden werden [94]. Nach
abgeschlossener Trocknung wurden die Proben aus dem Kritisch-Punkt-Trockner
entnommen und mittels Skalpell in jeweils zwei Halften geteilt. Von jeder AW wurde dann
je eine Halfte mit der inneren und eine mit der duféeren Oberfliche nach oben auf einen
Probenhalter geklebt, sodass von jeder Seite eine rasterelektronenmikroskopische

Bilddokumentation erstellt werden konnte.

3.4.3 Sputtern

Beim Sputtern werden unter Hochspannung in einem Vakuum Edelgasatome ionisiert
und beschleunigt. Mithilfe ihrer kinetischen Energie konnen aus einer Goldkathode
einzelne Atome herausgeldst und verdampft werden. Diese schlagen sich anschlief3end
als Goldnebel auf den Proben nieder. [146]

Die Probenhalter wurden also zur Goldbeschichtung in einem Sputter (Sputter Coater SCD
50, BalTec AG) platziert und die Probenkammer luftdicht verschlossen, sodass sich darin
ein Vakuum von mind. 5 x 10-2 mbar aufbauen konnte. Wahrenddessen wurde auf3erdem
ein geringes Volumen Argongas darin eingelassen. Durch das Anlegen einer Spannung von
570V (28 mA) startete der Sputterprozess, wobei mithilfe der beschleunigten
Argonionen Goldatome aus der Kathode herausgetrennt wurden. Nach 180 s waren die
Proben vollstiandig von einer Goldschicht bedeckt und der Vorgang damit abgeschlossen.
Das Gerat konnte beliiftet und die mikroskopierfertigen Proben daraus entnommen

werden.

3.4.4 Mikroskopie

Nach abgeschlossener Vorbereitung der Proben konnten mittels REM hochauflésende
Aufnahmen der AW Oberflaichen angefertigt werden. Im REM werden von einer
Gliihkathode emittierte Elektronen durch hintereinandergeschaltete elektromagnetische
Linsen im Hochvakuum zu einem einzigen primaren Strahl gebiindelt. Dieser ist auf die

Probe gerichtet und fahrt sie systematisch ab. Wenn der Primarstrahl auf die
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Probenoberfliache trifft, werden sogenannte Sekundarelektronen aus dieser herausgelost.
Abgelenkte Primar- und emittierte Sekundarelektronen kénnen mithilfe von diversen
Detektoren registriert werden. Durch Umrechnung in verschiedene Graustufen wird so
eine bildliche Darstellung der Oberflachentopographie ermoglicht. [94]

Flr die Aufnahmen wurden die Probenhalter also ins Mikroskop (Zeiss EVO LS10, Carl
Zeiss AG) eingesetzt, gefolgt von der Erzeugung eines Hochvakuums in der luftdicht
verschlossenen Probenkammer. Hierdurch konnten beide Oberflichen der AW genau
untersucht und reprasentative Bereiche ermittelt werden. Von diesen wurden Bilder in je
100-, 500-, 1000-, 2000- und 5000-facher Vergrofierung angefertigt. Vor allem die
Aufnahmen der inneren Oberflachen gaben dabei Aufschluss tiber die Auswirkungen der
jeweiligen DZ Methoden auf die Oberflaichentopographie, da diese Seiten nicht durch die

anfangliche Praparation alteriert worden sein konnten.

3.5 Uniaxiale Zugversuche

Um eine Probendegeneration zu vermeiden, wurden die uniaxialen Zugversuche noch am
Tag der Probenentnahme mit einer Zugprifmaschine (Z2.5TN, ZwickRoell GmbH & Co.
KG), einer Kraftmessdose von 200 N (KAF-TC, Angewandte System Technik GmbH,
Dresden, GER) sowie einer Priifsoftware (testXpert V12.3, ZwickRoell GmbH & Co. KG)
durchgefiihrt. Zuvor war mit einem Dickenmessgerat (Mitutoyo ID-C112XB, Mitutoyo,
Neuss, GER) die jeweilige Gewebedicke in der Probenmitte ermittelt worden. Damit die
Proben wahrend des Zugversuches nicht aus den Spannbacken herausrutschen konnten,
mussten sie zundchst griindlich abgetrocknet und ihre beiden Enden in Schleifpapier
darin eingespannt werden. Nach Eingabe der individuellen Probendicke und Normen der
Anfangsspannung auf O0N/mm2? wurden alle Proben mit einer einheitlichen
Priifgeschwindigkeit von 40 mm/min bis zum Bruch auseinandergezogen.
Wahrenddessen wurden permanent die Lingendnderung der Probe und die an ihr
wirkende Kraft registriert. Die Messung der maximalen Kraft, der jede Probe ohne zu
zerreifden standhalten konnte, erfolgte dabei in der Einheit Newton (N). Da diese Werte
in der Literatur oft als grofite mechanische Zugspannung in der Einheit N/mm?2
angegeben werden, wurde zur besseren Vergleichbarkeit die Maximalkraft zusatzlich
auch in dieser Einheit, also bezogen auf den anfanglichen Probenquerschnitt, aufgefiihrt.

Aufierdem erfolgte die Dokumentation der Bruchdehung jeder Probe. Diese ist ein Maf3
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fiir die Lingenzunahme der Probe unmittelbar vor ihrem Auseinanderreifien, bezogen auf
ihre Ausganglange [147].

Es konnten nur die Ergebnisse derjenigen Proben verwendet werden, die regelrecht
zwischen den beiden Probenradien gerissen waren. Fur die Nativgruppe waren n = 30
Aortenstimpfe prapariert worden. Davon rissen jedoch sieben Proben in der
Einspannung der Zugpriifmaschine und mussten verworfen werden, sodass n =23
Nativproben ausgewertet werden konnten. Die Probenanzahl aller dezellularisierten

Gruppen betrug jeweils n = 10. Diese Werte konnten ausnahmslos verwendet werden.

3.6 Statistische Auswertung

Fir alle Methoden mit numerischen Ergebnissen, also DAPI-Vermessung, DNA-
Quantifizierung und Zugversuche, erfolgte eine statistische Auswertung. Mithilfe des
Anderson-Darling-Tests wurde zundchst tberpriift, ob die erhobenen Daten innerhalb
der einzelnen Gruppen normalverteilt waren [148]. Wenn dies der Fall war, wurde
anschlieflend der Fisher-Test verwendet, um die Homoskedastizitit zweier zu
vergleichenden Gruppen zu verifizieren [149]. Anhand eines ungepaarten (DAPI-
Vermessungen und Zugversuche) bzw. gepaarten (DNA-Quantifizierung) t-Tests konnten
dann unter Bertcksichtigung von Homo- bzw. Heteroskedastizitiat die Unterschiede
zwischen diesen beiden Gruppen ermittelt werden [150]. Falls die Daten mindestens
einer der zwei Gruppen nicht normalverteilt waren, wurde der nicht-parametrischen
Mann-Whitney-U-Test genutzt [151]. Ein errechneter Wert von p<0,05 bezeichnete einen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen, p<0,01 einen hoch signifikanten

und p<0,001 einen hochst signifikanten.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Eliminierung zellularer Komponenten

4.1.1 DAPI Fluoreszenz

Als Grundlage fiir die spatere Beurteilung des DZ Erfolgs der verschiedenen Protokolle
wurde zundchst ein Kollektiv nativer Aorten untersucht. Hierbei zeigte sich tber alle
Schichten der AW hinweg eine durchgangige und homogene Verteilung von zwischen den
Bindegewebsfasern der EZM gelegenen, fluoreszierenden ovalen und runden Strukturen
(s. Abb. 4-2). Diese entsprachen den Zellkernen mit der darin enthaltenen, mit DAPI
angefarbten DNA.

Im Gegensatz zu den Nativproben waren bei samtlichen dezellularisierten AW sowohl an
den inneren als auch an den &dufderen Oberflachen nicht-fluoreszierende und damit
kernfreie Bereiche festzustellen. Allerdings waren bei allen Proben, auch bei denen mit
der hochsten EDT, noch verbleibende Kerne in den mittleren Schichten der AW angefarbt.
Eine vollstiandige Zellfreiheit war somit durch keines der Protokolle erreicht worden (s.
Abb. 4-2).

Die EDT waren innerhalb aller Gruppen bis auf Az (EDTa) und B1 (EDTi) normalverteilt.
Dabei wurde deutlich, dass die EDTa aller AW immer grofier war als die entsprechende
EDTi, nur eine einzige Probe (A2: AW Nr. 6) blieb davon ausgenommen (s. Tab. 4-1, Abb.
4-1). Durchschnittlich war die EDTa um 54,96 % (p<0,01) signifikant grof3er als die EDTi
(s. Tab. 4-1).

Die EDTa der Kontrollgruppe Ki betrug 444,05 + 59,94 um (s. Tab 4-1). Durch beide
einmaligen Einfrierprozesse, sowohl das Schockfrieren bei -196°C als auch das
langsamere Einfrieren bei -32 °C, konnte ein Zugewinn der EDTa im Vergleich zu dieser
Kontrollgruppe beobachtet werden: Die EDTa lag in A1 um 23,17 % (p<0,01) signifikant
hoher als in Ki. In B1 konnte ein Zugewinn der EDTa von 19,34 % verzeichnet werden,
dieser Unterschied war statistisch allerdings nicht signifikant (s. Tab. 4-2, Abb. 4-1).
Auch hinsichtlich der EDTi ergab sich nur in A1 ein signifikanter Zuwachs um 27,54 % im
Vergleich zu K1 (p<0,001), in B1 betrug dieser lediglich 2,73 % (s. Tab. 4-2, Abb. 4-1). Im
direkten Vergleich war die EDTi in A1 um 24,15 % (p<0,01) signifikant grof3er als in B,
die EDTa allerdings nur um 3,21 % (s. Tab. 4-2, Abb. 4-1).

Durch die zyklische, fiinffache Durchfithrung dieser beiden Einfrierprozesse konnte ein

weiterer Zuwachs der EDTa erreicht werden. So wiesen Az bzw. Bz eine um 40,88 %
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(p<0,001) bzw. 54,71 % (p<0,001) signifikant hohere EDTa als K1 auf (s. Tab. 4-2, Abb.
4-1). Dabei zeigte sich gegeniiber den Protokollen mit einfachem Einfrierschritt
allerdings nur beim langsamen Einfrieren eine signifikante Steigerung: Die EDTa lag in B2
um 29,64 % (p<0,05) hoher als in B1. In A2 war sie um 14,38 % grofder als in A1, womit die
statistische Signifikanz verfehlt wurde (s. Tab. 4-2, Abb. 4-1). Hinsichtlich der EDT;i
fiihrte wiederum nur die Behandlung mit fliissigem Stickstoff zu einem signifikanten
Anstieg: In A2 war eine um 29,20 % (p<0,05) hohere EDTi festzustellen als in K1, in B2 war
sie nur um 5,80 % hoher als in K1 (s. Tab. 4-2, Abb. 4-1). Im unmittelbaren Vergleich mit
den einfachen Einfrierschritten erwiesen sich die Zugewinne an EDT; allerdings als
minimal: Die EDTilag in A2 nur um 1,30 % hoher als in Aj, in B2 um 2,98 % hoher als in B1
(s. Tab. 4-2, Abb. 4-1).

Zusammenfassend zeigt die Auswertung der verschiedenen Einfriermethoden, dass das
Schockfrieren in fliissigem Schickstoff an der inneren Oberflache der AW einen deutlich
grofderen Anstieg der EDT bewirkt als das Einfrieren bei -32 °C. Durch die zyklische
Durchfithrung der jeweiligen Einfrierschritte lasst sich dagegen v.a. ein Zuwachs der EDT
an der dufderen Oberflache der AW erzielen. Im Gruppenvergleich fand sich die grofite
EDTi in A2 (416,49 + 84,51 um), die grofdte EDTa hingegen in B2 (687,01 + 149,80 um; s.
Tab. 4-1).

Einzig bei Gruppe C war kein positiver Effekt der physikalischen Vorbehandlung, ndmlich
der durch osmotischen Schock, auf die EDT zu beobachten. Die Werte lagen hier sogar um
4,24 % (EDTa) bzw. um 7,50 % (EDT;i) unter denen der Referenzgruppe Ki (s. Tab. 4-2,
Abb. 4-1).

Die grofdte EDT aller Protokolle wies die Versuchsgruppe D auf, die basierend auf den
Ergebnissen der vorangehenden Versuchsreihen entwickelt worden war. Die EDTi betrug
hier 593,31 + 80,60 um und die EDTa 949,44 *+ 134,14 um (s. Tab. 4-1). Das Ziel einer
vollkommen zellfreien AW war somit bei keiner der Proben erreicht worden. Allerdings
konnte die Beobachtung aus Ai, dass das Schockfrieren in fliissigem Stickstoff eine
signifikante Zunahme der EDT sowohl an der dufderen als auch an der inneren Oberflache
bewirkt, bestatigt werden: Die EDTi lag in D um 14,34 % hoher als in der zugehoérigen
Kontrollgruppe Kz (p<0,05), die EDTa um 18,51 % (p<0,05; s. Tab. 4-2, Abb. 4-1).
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Tabelle 4-1: DAPI MW der EDT [um] an den inneren (EDT;) und duf3eren (EDTa.) Oberflichen der AW
sowie Differenz der MW der EDT.und korrespondierenden EDT;

Daten: Mittelwerte + Standardabweichung aus jeweils n = 10 AW pro Gruppe sowie Differenzen der
Mittelwerte der EDTa und korrespondierenden EDT:. Signifikanzlevels: * = p<0,05 (signifikant); ** = p<0,01
(hoch signifikant); *** = p<0,001 (ho6chst signifikant).

MW der EDT und Differenz EDT.- EDT;
Physikalische DZ Methoden

Differenz MW
EDTi [p.m] EDTa [p.m] EDT. - EDT; [0/0]
Kontrollgruppe Ki|3224+41,6 | 444,1+599 +37,8 %***
A1 | 411,2+36,0 | 546,9+61,8 +33,0 Qp***
Schockfrieren bei -196°C
Az | 416,5+84,5 | 6256 +142,6 +50,2 %p***
B:1 | 331,2+60,3 | 529,9+132,0 +60,0 %***
Langsames Einfrieren bei -32°C
Bz | 341,1+68,8 | 687,0+£149,8 +101,4 %***
Osmotischer Schock C | 298,2+384 | 4252+67,6 +42,6 %***
Modifizierung eines vorbestehenden Protokolls
Differenz MW
EDTi [l,lm] EDTa [l,lm] EDT. - EDT; [0/0]
Kontrollgruppe Kz | 5189 +53,7 | 801,1+66,8 +54,4 %p***
Zusitzlicher einfacher Schockfrierzyklus | D | 593,3+80,6 | 949,4 + 134,1 +60,0 9p***
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Tabelle 4-2: Zuwachsraten der MW der EDT [%] an den inneren (EDTi) und dufieren (EDTa)

Oberflichen der AW

Daten: Differenzen der Mittelwerte der EDT aus Tab. 4-1. Signifikanzlevels: * = p<0,05 (signifikant);

** = p<0,01 (hoch signifikant); *** = p<0,001 (hdchst signifikant).

Zuwachsraten der EDT [%]

Physikalische DZ Methoden

Zuwachsraten der EDT durch physikalische Vorbehandlung

EDT; EDT.,
Ki—- A +27,5 Yp*** +23,2 %**
Schockfrieren bei -196°C
Ki—- A +29,2 %* +40,9 Yp***
Kl—) B1 +2,7 % +19,3 %
Langsames Einfrieren bei -32°C

Ki—- B; +5,8 % +54~,7 Op*H*

Osmotischer Schock Ki—»C -7,5% -4,2 %

Zuwachsraten der EDT durch zyklische Einfrier-Auftau-Prozesse

EDT; EDT.
Schockfrieren bei -196 °C A1- A +1,3 % +14,4 %
Langsames Einfrieren bei -32 °C B1— B: +3,0 % +29,6 %*

Zuwachsraten der EDT vom langsamen Einfri

eren zum Schockfrieren

EDT; EDT,
Bi— A +24,2 %** +3,2%
Modifizierung eines bestehenden Protokolls
Zuwachsraten der EDT von K2 zu D
EDT; EDT,
K- D +14,3 %* +18,5 %*
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Abbildung 4-1: DAPI EDT [um] an den inneren (EDTi) und dufderen (EDTa) Oberflachen der AW
Links: EDTi. Rechts: EDT.. Die verschiedenen dezellularisierten Gruppen sind auf der jeweiligen x-Achse
aufgetragen, die EDT auf der jeweiligen y-Achse. B K1 = Kontrollgruppe der Gruppen Ai, Az, B1, B2 und C
(ohne physikalische Vorbehandlung); = Schockfrieren bei-196 °C (A1 = einfach, Az = zyklisch); & langsames
Einfrieren bei -32 °C (B1 = einfach, Bz = zyklisch); B C = osmotischer Schock; B Kz = Kontrollgruppe des
Gruppe D (ohne physikalische Vorbehandlung); D = Modifizierung eines bestehenden Protokolls
(zusatzlicher einfacher Schockfrierzyklus). Signifikanzlevels: * = p<0,05 (signifikant); ** = p<0,01 (hoch
signifikant); *** = p<0,001 (hochst signifikant). Daten: Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung
aus jeweils n = 10 AW pro Gruppe. In allen Gruppen war die EDT. grofier als die korrespondierende EDTi.
Im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe Ki lief3 sich hinsichtlich der EDTi in den Gruppen A1 und
Az, hinsichtlich der EDTa in den Gruppen A1, Az und B: ein signifikanter Zuwachs feststellen. In der
Versuchsgruppe D wurde im Vergleich zur zugehorigen Kontrollgruppe Kz beziiglich sowohl der EDT; als
auch der EDTa ein signifikanter Zugewinn beobachtet.

4.1.2 Himatoxylin - Eosin

Die H&E gefarbten nativen Praparate zeigten eine dichte und regelmafiige Schichtung der
eosinophilen Bindegewebsfasern. Diese wiesen einen wellenférmigen und parallelen
Verlauf auf. Zwischen den Fasern waren, analog zur DAPI Fluoreszenz, homogen tber alle
Gewebeschichten verteilte, ovale basophile Strukturen zu beobachten, die den Zellkernen
entsprachen. Der gesamte Hintergrund stellte sich aufgrund der Eosinophilie der nicht
vollstindig gegeneinander abgrenzbaren EZM Bestandteile ebenfalls rétlich bis rosa dar.
Dank der gleichméafiigen Anordnung der Matrixkomponenten war eine deutliche
Aufteilung der AW in ihre drei verschiedenen Schichten erkennbar: Die der Tunica intima,
bestehend aus einer geschlossenen Endothelzelldecke und den Bindegewebsfasern der
subendothelialen Schicht, der Tunica media, in der die Zellkerne der glatten Muskelzellen
dominierten, und der bindegewebigen Tunica adventitia, die das Gefafs in seiner

Umgebung verankert hatte. Diese dufderste Schicht war in den meisten Fallen fast
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vollstindig abprapariert worden (s. Abb. 4-2, Dreischichtung der AW in der H&E
Farbung der Nativproben exemplarisch markiert).

Auch die H&E Farbung der dezellularisierten Praparate konnte die Ergebnisse der DAPI
Fluoreszenz bestatigen: Analog zu dieser waren bei allen Proben sowohl an der dufseren
als auch an der inneren Oberflache zellkernfreie Bereiche zu beobachten, wahrend in der
dazwischen liegenden Mittelschicht jeweils ein Zellkernstreifen verblieben war. Das
Ausmaf3 der zellkernfreien Bereiche an der dufderen und inneren Oberfldche entsprach
dabei den gemessenen EDT in der DAPI Fluoreszenz (s. Abb. 4-2). Demnach wiesen die
durch einmaligen Einfrierschritt bei -32°C (Gruppe Bi) und osmotischen Schock
(Gruppe C) behandelten Proben vergleichbar grofe zellkernfreie Zonen auf wie die aus
der Kontrollgruppe Ki (s. Abb. 4-2). In den Gruppen, deren Protokoll einfache oder
zyklische Schockfrierschritte beinhaltete (Gruppen A1 und A2), prasentierten sich diese
Bereiche hingegen etwas ausgedehnter (s. Abb. 4-2). Durch die zyklische Durchfiihrung
der Einfrierschritte war vor allem an der dufseren Oberflache bei-32 °C, also in Gruppe B2
gegeniiber Gruppe Bi, eine Zunahme der zellkernfreien Areale zu verzeichnen (s. Abb.
4-2). Unter den Gruppen A1, A2, Bi, B2 und C zeigten diese Bereiche an der inneren
Oberflache in Gruppe Az, an der dufderen Oberfldche in Gruppe Bz das grofite Ausmaf? (s.
Abb. 4-2). Insgesamt erstreckten sich die kernfreien Areale allerdings in Protokoll D, der
Gruppe mit der langsten DZ Dauer, am tiefsten in die AW (s. Abb 4-2).

Hinsichtlich der EZM zeigte die H&E Farbung bei den dezellularisierten Praparaten im
Vergleich zur Nativgruppe einen weitgehenden Erhalt des dreischichtigen Wandbaus und
intakt wirkende EZM Bestandteile. In Anordnung und Verlauf der Bindegewebsfasern
waren bei den meisten Gruppen kaum Verdnderungen zu erkennen (s. Abb. 4-2). Den
wohl pragnantesten Unterschied zur Nativgruppe stellte eine teilweise wabenférmige
Auflockerung der EZM dar, die sich vor allem auf die dufderen, kernfreien Schichten
beschrankte und bei langeren DZ Dauern (D und Kz2) starker ausgepragt war (s. Abb. 4-2).
In den zyklischen Einfriergruppen Az und Bz waren allerdings alle Schichten der AW, nicht
nur die dufderen, von Briichen im Verlauf der Kollagenfasern und teilweise porenartigen

Strukturzerstérungen betroffen (s. Abb 4-2).
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Abbildung 4-2: DAPI Fluoreszenz und H&E Farbung

a = DAPI Fluoreszenz, diese Abbildungen bestehen jeweils aus einem Einzelbild. b = H&E Farbung, diese
Abbildungen wurden jeweils aus drei Einzelbildern zusammengefiigt. Sowohl a als auch b stellen den
gesamten Querschnitt der AW von der inneren Oberflache (links) iiber die Mittelschicht bis zur duferen
Oberflache (rechts) dar. In beiden Farbungen war eine homogene Verteilung der Zellkerne tber alle
Gewebeschichten der Nativproben festzustellen. Die regelméafige Schichtung der AW in Tunica intima (TI),
Tunica media (TM) und Tunica adventitia (TA) ist in der H&E Farbung der Nativproben exemplarisch
markiert. In den dezellularisierten Gruppen entsprach das Ausmaf} der zellkernfreien Bereiche an den
dufleren und inneren Oberfldchen in der H&E Farbung den gemessenen EDT in der DAPI Fluoreszenz. Die
Proben aus den Gruppen B: und C wiesen &dhnlich grofie zellkernfreie Zonen auf wie die aus der
Kontrollgruppe Ki. In den Gruppen A:i und A: prdsentierten sich die kernfreien Bereiche etwas
ausgedehnter. Durch die zyklische Durchfiithrung der Einfrierschritte war vor allem in Gruppe Bz gegeniiber
Gruppe Bi an der dufderen Oberfliche eine Zunahme der kernfreien Areale zu verzeichnen. In den
Versuchsgruppen Kz und D war von allen Gruppen die grofiten EDT zu beobachten. Dabei liefd sich in Gruppe
D im Vergleich zur Kontrollgruppe Kz sowohl an der inneren als auch an der dufieren Oberflache eine
Zunahme der kernfreien Areale feststellen. Die H&E Farbung der Gruppen Ki, As, By, C, K2 und D zeigte bis
auf eine wabenformige Auflockerung in den dufderen Schichten der AW einen weitgehenden Erhalt der EZM
Bestandteile. In der H&E Farbung der Gruppen Az und Bz wurden in allen Schichten der AW Briiche im
Verlauf der Kollagenfasern und porenartigen Strukturzerstérungen beobachtet. Maf3stabsbalken: 200 pm.
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4.1.3 DNA-Quantifizierung

Erganzend zu den histologischen Methoden der DAPI Fluoreszenz und H&E Farbung bot
sich mit der DNA-Quantifizierung die Moglichkeit einer quantitativen Beurteilung der
nach DZ im Gewebe verbliebenen DNA-Reste. Aufgrund der starken natiirlichen
Schwankungen der DNA-Werte zwischen den einzelnen AW und auch innerhalb der
jeweiligen Gefife war von jeder AW jeweils eine Probe im nativen und im
dezellularisierten Zustand entnommen worden, und zwar an niachstmoglich beieinander
liegenden Positionen. Auf diese Weise sollten optimale Ausgangsbedingungen fiir die
Untersuchung der Reduktion des DNA-Gehalts und ihre Beurteilung in jeder individuellen
AW geschaffen werden.

Bei der Messung des DNA-Gehalts lag der Mittelwert aller Nativproben gesamtheitlich
betrachtet bei 543,45 + 212,02 ng/mg. Fiir die einzelnen Gruppen ergaben sich bei den
Nativproben  Mittelwerte zwischen 319,28 + 86,48 ng/mg (Gruppe A2) und
681,36 + 141,10 ng/mg (Gruppe Kz, s. Tab. 4-3), entsprechend der natiirlichen Streuung
der DNA-Werte.

In Ubereinstimmung zur DAPI Fluoreszenz und H&E Firbung bestitigte die DNA-
Quantifizierung, dass in allen Proben auch nach DZ eine gewisse Menge an Rest-DNA
verblieben war. Die Mittelwerte der dezellularisierten Gruppen lagen zwischen
192,18 * 148,90 ng/mg (Gruppe D) und 586,66 *+ 75,98 ng/mg (Gruppe C, s. Tab. 4-3),
fur alle dezellularisierten Proben zusammen ergab sich ein Mittelwert von
426,99 + 183,55 ng/mg.

Unter den Versuchsgruppen A1, Az, B1, B2 und C sowie der zugehdrigen Kontorollgruppe
K1 war nur in Gruppe Bi, die mit einem einmaligen Einfrierschritt bei -32 °C behandelt
worden war, eine signifikante Reduktion des DNA-Gehalts nach DZ zu beobachten
(-27,98 %, p<0,001; s. Tab. 4-3 Abb. 4-3). Auferdem war dies die einzige dieser Gruppen,
bei dem auch in jeder einzelnen AW der jeweiligen Gruppe eine Reduktion des DNA-
Wertes erkennbar war, wahrend bei allen anderen vereinzelte AW zu finden waren, deren
DNA-Werte bei den dezellularisierten Proben hoher lagen als bei den nativen. Dennoch
zeigte sich auch in Gruppe Ki eine Reduktion der DNA-Konzentration um 15,99 %, dieser
Unterschied war allerdings statistisch nicht signifikant (s. Tab. 4-3, Abb. 4-3). Bei den
Gruppen Aj, A2, B2 und C war hingegen eine Zunahme des DNA-Gehalts festzustellen, diese
Unterschiede waren aber ebenfalls nicht von statistischer Signifikanz (A1: +28,71 %; Az:

+20,86 %; B2: +5,33 %; C: +4,42 %; s. Tab. 4-3, Abb. 4-3). Insgesamt unterschieden sich
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die Reduktionen des DNA-Gehalts bei keiner der Gruppen A1, A2, B1, B2 und C signifikant
von der Reduktion des DNA-Gehalts der entsprechenden Kontrollgruppe Ki.

Analog zur H&E Farbung und DAPI Fluoreszenz bestatigte sich bei den Protokollen mit
den langsten DZ Dauern (D und Kz2), bei denen die grofdten EDT der DZ gemessen worden
waren, auch in der DNA-Quantifizierung eine deutliche und hdchst signifikante Reduktion
des DNA-Gehalts, sowohl bei den Mittelwerten als auch bei jedem einzelnen
Aortenpréaparat (s. Tab. 4-3, Abb. 4-3). Diese Abnahme der DNA-Konzentration durch DZ
war bei Gruppe D (-70,90 %, p<0,001) noch etwas grofder als bei der zugehdérigen
Kontrollgruppe K2 (-63,07 %, p<0,001; s. Tab. 4-3). Diese Reduktionen unterschieden

sich allerdings statistisch nicht signifikant voneinander.

Tabelle 4-3: MW des DNA-Gehalts der nativen und dezellularisierten Proben [ng DNA / mg Gewebe]
sowie Anderung des DNA-Gehalts durch Dezellularisierung [%]

Daten: Mittelwerte + Standardabweichung aus jeweils n = 10 AW pro Gruppe sowie Differenzen der MW
der nativen und korrespondierenden dezellularisierten Proben. Signifikanzlevels: * = p<0,05 (signifikant);
** = p<0,01 (hoch signifikant); *** = p<0,001 (hochst signifikant).

MW des DNA-Gehalts und Anderung durch DZ
Physikalische DZ Methoden
MW MW Anderung
DNA-Gehalt DNA-Gehalt DNA-Gehalt
Nativ Dezellularisiert [%]
[ng/mg] [ng/mg]
Kontrollgruppe K1 | 647,8+241,8 544,2 +150,1 -16,0 %
A1 | 3746 +176,0 482,2+ 1379 +28,7 %
Schockfrieren bei -196°C
Az | 319,3+86,5 385,9+81,7 +20,9 %
B1 564,5 + 95,2 406,6 +42,0 -28,0 %***
Langsames Einfrieren bei -32°C
Bz | 538,0+217,2 566,7 + 141,2 +5,3%
Osmotischer Schock C 561,8 + 204,2 586,7 + 76,0 +4,4 %
Modifizierung eines vorbestehenden Protokolls
MW MW Anderung
DNA-Gehalt DNA-Gehalt DNA-Gehalt
Nativ Dezellularisiert [%]
[ng/mg] [ng/mg]
Kontrollgruppe K2 | 681,4+141,1 251,6 + 147,9 -63,1 %***
Zusitzlicher einfacher Schockfrierzyklus | D | 660,3 + 147,3 192,2 + 148,9 -70,9 %***
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Abbildung 4-3: DNA-Gehalt der nativen und dezellularisierten Proben [ng DNA / mg Gewebe]

Die verschiedenen dezellularisierten Gruppen mit jeweils zugehdrigem Nativkollektiv sind auf der x-Achse
aufgtragen, die jeweiligen DNA-Konzentrationen auf der y-Achse. [] Nativproben; B K; = Kontrollgruppe
der Gruppen Ai, Az, B1, B2 und C (ohne physikalische Vorbehandlung); = Schockfrieren bei -196 °C (A1 =
einfach, Az = zyklisch); ™ langsames Einfrieren bei -32 °C (B1 = einfach, Bz = zyklisch); M C = osmotischer
Schock; B K; = Kontrollgruppe der Gruppe D (ohne physikalische Vorbehandlung); = D = Modifizierung
eines bestehenden Protokolls (zusatzlicher einfacher Schockfrierzyklus). Signifikanzlevels: * = p<0,05
(signifikant); ** =p<0,01 (hoch signifikant); *** =p<0,001 (hochst signifikant). Daten: Darstellung der
Mittelwerte + Standardabweichung aus jeweils n =10 AW pro Gruppe. In den Gruppen Bi1, K2 und D war
eine signifikante Reduktion des DNA-Gehalts nach DZ zu beobachten.

4.2 Erhalt der Extrazellularmatrix

4.2.1 Movat Pentachrom Farbung

Die MPC Farbung ermoglichte eine detaillierte Untersuchung der Gewebestruktur und
eventueller, durch den DZ Prozess bedingter Schdaden daran. Elastische Fasern sowie
Muskulatur kamen rot zur Darstellung, Kollagenfasern gelb. Andere, nicht weiter
differenzierbare EZM Bestandteile, stellten sich als blaue Grundsubstanz dar, Zellkerne
farbten sich blauschwarz.

Die MPC gefarbten nativen Praparate offenbarten, analog zur H&E Farbung, eine
regelrechte Dreischichtung der Gefafwand: Die Tunica intima zeigte nach luminal eine
biindige Begrenzung durch die geschlossene Endothelzellschicht mit den darunter
liegenden, v.a. kollagenen Bindegewebsfasern der subendothelialen Schicht. Den grofiten
Abschnitt der Gefafdwand stellte die Tunica media dar. Da die Aorta zu den Arterien vom
elastischen Typ gehort, fanden sich hier zahlreiche konzentrische elastische Lamellen und

dazwischen liegend die Kerne der glatten Muskelzellen, eingebettet in Grundsubstanz. Die
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elastischen Fasern wiesen dabei eine starke Schlangelung auf. Auch bei diesen Schnitten
war erkennbar, dass die Tunica adventitia meist soweit abprapariert worden war, dass
eine Auswertung dieser Gewebeschicht nicht mehr moglich war. Wenn vorhanden,
dominierten in dieser Schicht v.a. gelbe Kollagenfasern. Dazwischen lagen Zellkerne der
Fibroblasten, teilweise waren auch angeschnittene Vasa vasorum zu sehen. Die Zellkerne
waren also gleichmaflig tiber alle Gefaf3schichten verteilt, womit die Ergebnisse der DAPI
und H&E Farbung bestatigt werden konnten. Die Bindegewebsfasern zeigten aufder in der
Tunica adventitia, die durch die Praparation alteriert worden war, eine intakte Struktur
(s. Abb. 4-4).

Analog zur DAPI und H&E Farbung waren bei den MPC gefarbten dezellularisierten
Praparaten Zellkerne nur noch in der mittleren Schicht der AW zu beobachten. Die
Schnitte belegten einen weitestgehenden Erhalt aller EZM Komponenten, also der
Grundsubstanz, der elastischen und der kollagenen Bindegewebsfasern. Allerdings traten
die elastische Fasern teilweise deutlicher hervor als bei der Nativgruppe. Das deutet auf
einen leichten Verlust von Grundsubstanz hin, also z.B. von Glykosaminoglykanen und
Proteoglykanen, da die blaue Grundsubstanz bei den Nativproben etwas dominanter
erschien (s. Abb. 4-4). Auferdem konnte, wie in der H&E Farbung, auch hier eine
wabenformige Auflockerung der Gewebestruktur beobachtet werden, die sich in den
meisten Fallen nur auf die aufderen, kernfreien Areale erstreckte. Am deutlichsten waren
hiervon, wie bei der H&E Farbung, die Protokolle mit der langsten DZ Dauer betroffen (D
und Kz; s. Abb. 4-4), aber auch die Gruppe Az, die einen fiinffachen Schockfrierzyklus
durchlaufen hatte. In Gruppe Az beschrankte sich die bullése Verdnderung der EZM
Struktur nicht nur auf die kernfreien Bereiche, sondern reichte oft bis in die inneren
Gewebeschichten (s. Abb. 4-4). Desweiteren war bei einigen Proben eine regelrechte
Fragmentierung der elastischen Fasern zu erkennen. Davon war in geringem Mafie die
Gruppe Bi, die mit einem einfachen Einfrierschritt bei -32 °C behandelt worden war,
betroffen. Haufiger zeigte sich diese Fragmentierung allerdigs in den zyklischen

Einfriergruppen Gruppen, v.a. in Bz, aber auch in Az (s. Abb. 4-4).
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Abbildung 4-4: Movat Pentachrom Fiarbung

Die Abbildungen wurden jeweils aus drei Einzelbildern zusammengefiigt. Sie stellen den gesamten
Querschnitt der AW von der inneren Oberflache (links) {iber die Mittelschicht bis zur duféeren Oberflache
(rechts) dar. Die nativen Praparate zeigten eine regelrechte Dreischichtung der Gefafdwand: In der Tunica
intima dominierten die kollagenen Bindegewebsfasern der subendothelialen Schicht; in der Tunica media
dominierten konzentrische elastische Lamellen, eingebettet in Grundsubstanz; in der Tunica adventitia,
soweit vorhanden, dominierten wieder Kollagenfasern. Die Bindegewebsfasern zeigten aufder in der durch
die Praparation alterierten Tunica adventitia eine intakte Struktur. Die dezellularisierten Praparate zeigten
einen weitgehenden Erhalt aller EZM Komponenten. Analog zur H&E Farbung erstreckte sich die
wabenférmige Auflockerung der Gewebestruktur nur iiber die dufderen, kernfreien Areale. In Gruppe A2
reichte diese bullése Verdanderung der EZM Struktur oft bis in die inneren Gewebeschichten. Aufderdem
waren in den Gruppen Az und Bz und in geringem Maf3e auch in Gruppe B1 Briiche und Fragmentierungen
im Verlauf der elastischen Fasern zu erkennen. Maf3stabsbalken: 200 um.
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4.2.2 Pikro-Siriusrot Firbung

Die PSR Farbung erlaubte eine genaue Beurteilung der Kollagenstruktur der AW unter
polarisiertem Licht. Dabei prasentierten sich die relativ dicken Kollagen I Fibrillen rotgelb
und die dinneren Kollagen III Fibrillen der retikularen Fasern griin [152, 153]. Diese
stellen die Hauptkollagentypen in der Aorta dar [154]. Die PSR gefirbten nativen
Praparate zeigten eine dquivalente Verteilung der Fasern beider Kollagentypen tiber alle
Gewebeschichten. Eine extrem starke Anreicherung imponierte dabei, falls vorhanden, in
der Tunica adventitia. Auch in der subendothelialen Schicht schienen die Kollagenfasern
etwas dichter angeordnet als in der restlichen AW. Im Hintergrund waren die schwarzen
wellenformigen Strukturen der elastischen Fasern zu erkennen (s. Abb. 4-5).

Die Aufnahmen der dezellularisierten Proben aller Gruppen bezeugten ausnahmslos
einen Erhalt sowohl der Menge und Anordnung der Kollagenfasern als auch der
Heterogenitat der beiden Kollagentypen I und III. Auch bei den behandelten Praparaten
zeigte sich eine gleichmafdige Verteilung der Kollagenfasern iiber die gesamte AW, mit
besonders starker Anreicherung in den aufderen Bereichen. Dabei war im Vergleich zur
Nativgruppe bei keiner der dezellularisierten Gruppen eine Abnahme des Kollagengehalts
der AW zu detektieren. Die elastischen Fasern prasentierten sich bei den behandelten
Proben ebenfalls wellenformig und schwarz im Hintergrund (s. Abb. 4-5). Den einzigen
Unterschied zur Nativgruppe stellte, analog zur H&E und MPC Farbung, eine Auflockerung
der gesamten EZM Struktur dar, die sich vor allem in den dufderen Schichten zeigte.
Besonders stark waren davon auch hier die zyklischen Einfriergruppen (A2 und B2) und

die Protokolle mit der langsten DZ Dauer (D und Kz2) betroffen.
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Abbildung 4-5: Pikro-Siriusrot Firbung

Die Abbildungen wurden jeweils aus drei Einzelbildern zusammengefiigt. Sie stellen den gesamten
Querschnitt der AW von der inneren Oberflache (links) liber die Mittelschicht bis zur duféeren Oberflache
(rechts) dar. Die nativen Praparate zeigten eine dquivalente Verteilung der beiden Kollagentypen I (rotgelb)
und III (griin) tber alle Gewebeschichten mit stirkerer Anreicherung in den aufieren Bereichen. Die
dezellularisierten Préparate zeigten in allen Gruppen einen Erhalt sowohl der Menge und Anordnung der
Kollagenfasern als auch der Heterogenitat der beiden Kollagentypen [ und III. Im Vergleich zur Nativgruppe
war bei keiner der Gruppen eine Abnahme des Kollagengehalts der AW zu detektieren. Maf3stabsbalken:
200 pm.
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4.3 Topographie

4.3.1 Makroskopische Topographie

Nach der physikalischen Behandlung prasentierten sich die Aortenstiimpfe aller Gruppen
unauffillig, ohne dass dabei ein makroskopischer Unterschied zu den Nativproben
erkennbar war. Die einzige Ausnahme bildete die Gruppe Az. Hier wirkten die Aorten nach
dem flinffachen Schockfrierzyklus bei -196 °C in ihrer Struktur erheblich angegriffen,
denn sie wiesen ausnahmslos deutliche Risse in den Gefiwianden auf (s. Abb. 4-6).
Deren Auftreten wahrend des mehrmaligen Einfrier-Auftau-Prozesses war
unvermeidlich, obwohl die Behandlung mit duferster Vorsicht durchgefiihrt worden war.
Nach nur einmaligem Schockfrieren (A1 und D) hingegen waren diese Briiche bei keiner
einzigen Aorta zu beobachten, ebenso wenig nach osmotischem Schock (C) und ein- oder

mehrmaligem langsamen Einfrieren bei -32 °C (B1 und B2).

Abbildung 4-6: Makroskopische Topographie der AW aus Gruppe Az

a. AW Nr. 5 aus Gruppe Az; b. AW Nr. 8 aus Gruppe Az. Die Abbildungen zeigen exemplarisch die
makroskopisch sichtbaren Risse (rote Pfeile), die auch alle anderen AW aus Gruppe Az nach dem fiinffachen
Schockfrierzyklus aufwiesen. Maf3stabsbalken (a und b): 1 cm.

4.3.2 Mikroskopische Topographie

Ergianzend zur makroskopischen Topographie ermdoglichten die REM Aufnahmen eine
Beurteilung der mikroskopischen Oberflichentopographie der AW. Von besonderem
Interesse waren die Aufnahmen der inneren Oberflichen, da diese Seiten nicht durch die
anfangliche Praparation alteriert worden waren. Die Nativproben dienten dabei wieder
als Bewertungsmafistab fiir die dezellularisierten Gruppen. Sie zeigten in den meisten

Fillen eine homogen von einer geschlossenen Zellschicht bedeckte innere Oberflache mit
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einer gewellten Oberflaichenstruktur. Allerdings schloss die Zelldecke auch in der
Nativgruppe bei sehr wenigen Aorten nicht vollstandig biindig ab, sodass bei diesen AW
in einzelnen Bereichen das darunter liegende Netzwerk der EZM sichtbar wurde, ein
filigranes Geflecht aus sich immer weiter verzweigenden Fasern (s. Abb. 4-7). Die
Aufnahmen der dufderen Oberflache boten hingegen ein deutlich inhomogeneres Bild: Es
waren dicke Faserbilindel mit wellenférmigem Verlauf erkennbar, aber auch wesentlich
feinere, sich unregelméafiig dazwischen aufspannende Fasern. Diese Areale wechselten
sich ab mit geschlossenen Zellschichten, sowie Detritus und Fettiiberresten der
Praparation (s. Abb. 4-7). Vereinzelt waren sowohl an der dufderen als auch an der
inneren Oberflache anheftende Stabchenbakterien zu sehen.

Die Topographie der inneren Oberflachen der dezellularisierten Gruppen war in den
meisten Fallen weitestgehend mit der der Nativgruppe vergleichbar. Auch bei diesen
Proben war die innere Oberflache grofdtenteils dicht mit Zellen liberzogen, auch wenn
dazwischen in einzelnen Bereichen in variablem Ausmaf} das Fasernetzwerk der EZM
freigelegt war. Die fein verzweigte Faserstruktur prasentierte sich dabei weiterhin
homogen und schien durch den DZ Vorgang keinen offensichtlichen Schaden genommen
zu haben. Genau wie bei der Nativgruppe beschriankte sich diese liickenhafte
Zellbedeckung bei den meisten Gruppen auf kleine Areale, nur wenige AW waren davon
betroffen (s. Abb. 4-7). Sogar die Gruppen mit den langsten DZ Dauern (D und K2) zeigten
eine mit der der Nativgruppe vergleichbare innere Oberflachentopographie (s. Abb. 4-7).
Allerdings war bei diesen beiden Gruppen im Vergleich zur Nativgruppe und zu den
anderen dezellularisierten Gruppen sowohl an der dufderen als auch an der inneren
Oberflache eine starkere Bakterienkontamination zu beobachten.

Zwischen den dezellularisierten Gruppen ergab hinsichtlich der Topographie der inneren
Oberflachen ebenfalls kein erkennbarer Unterschied. Die einzige Ausnahme hiervon
bildete die Gruppe B2, die einen flinfmaligen Einfrierzyklus bei -32 °C durchlaufen hatte.
Bei diesen AW war die EZM in deutlich starkerem Ausmaf3 freigelegt als bei allen anderen
Protokollen. Im Vergleich zu diesen schienen die betroffenen Bereiche in Gruppe B:
auflerdem erheblich grofder und waren bei fast allen AW der Gruppe zu finden.
Desweiteren prasentierte sich die eigentliche Struktur des Fasergeflechts weniger dicht.
Insbesondere feinste Fasern im Nanometerbereich waren seltener zu erkennen, dafiir
war das Netzwerk von zahlreicheren und grofderen Poren durchzogen als bei den anderen

Gruppen. Diese Poren stellten sich dabei als unregelmifdig, nicht verbunden und

69



uneinheitlich verteilt dar (s. Abb. 4-7). Demnach hatte der insgesamt zehnstiindige
Einfrier-Auftau-Prozess bei -32 °C die Topographie der inneren Aortenoberflichen am
deutlichsten verandert.

Hinsichtlich der Topographie der dufderen Oberflaichen war dagegen bei keiner einzigen
der dezellularisierten Gruppen ein erkennbarer Unterschied zur Nativgruppe
festzustellen: Auch bei allen dezellularisierten AW zeigte sich hier ein gemischtes Bild,
bestehend aus dicken welligen Faserbiindeln mit sich dazwischen inhomogen
verzweigenden feinen Fasern sowie Zellrasen und Detritus (s. Abb. 4-7). Weder die
verschiedenen physikalischen DZ Methoden noch die DZ Dauer schien also Einfluss auf

die Topographie der dufseren Aortenoberflichen genommen zu haben.
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Abbildung 4-7: REM Analyse

Die Abbildung zeigt die inneren Oberflichen der AW in 2.000-facher und, zur detaillierteren Beurteilung,
auch in 5.000-facher Vergroflerung, ferner ihre dufderen Oberfldchen in 2.000-facher Vergrofierung. Die
inneren Oberfldchen der nativen Proben waren von einer geschlossenen Zellschicht bedeckt, in einzelnen
Arealen wurde das darunterliegende Fasernetzwerk der EZM sichtbar. Die Aufnahmen der aufieren
Oberflachen der Nativproben zeigten wellige Faserbiindel unterschiedlichen Ausmafies. Die Topographie
der inneren Oberfldchen war in den Gruppen K1, A1, Az, By, C, Kz und D mit der der Nativgruppe vergleichbar.
Nur in Gruppe Bz war das Fasernetzwerk der EZM in deutlich starkerem Ausmaf} freigelegt als in allen
anderen Protokollen. Aufierdem prasentierte sich die Struktur des Fasernetzwerkes in Gruppe B2 weniger
dicht und war von grof3en, unregelmafdigen Poren (gelbe Pfeile) durchzogen. Hinsichtlich der Topographie
der dufderen Oberflichen war bei keiner der Gruppen ein Unterschied zur Nativgruppe zu detektieren.
Mafsstabsbalken: 20 pm.
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4.4 Biomechanische Eigenschaften

Fiir die Untersuchung der biomechanischen Eigenschaften der Proben wurden direkt
nach ihrer Entnahme uniaxiale Zugversuche durchgefiihrt. Die gemessenen Dicken der
nativen Zugproben (n = 23) lagen dabei zwischen 1,78 mm und 2,83 mm, es ergab sich ein
Mittelwert von 2,37 + 0,30 mm. Die Mittelwerte der dezellularisierten Gruppen bewegten
sich zwischen 2,22 + 0,17 mm (A1) und 2,29 + 0,17 mm (K2), fiir alle dezellularisierten
Proben zusammen ergab sich ein Mittelwert von 2,25+ 0,18 mm. Es war keine
signifikante Veranderung der Probendicke durch DZ festzustellen.

Die Maximalkraft, der die Proben ohne zu zerreiflen standhielten, betrug in der
Nativgruppe 19,03 £ 2,70 N (s. Tab. 4-4). Bei fast allen dezellularisierten Gruppen war
eine Zunahme dieser Maximalkraft zu beobachten. Die einzige Ausnahme davon stellte
die Kontrollgruppe Ki dar, bei der die Maximalkraft unter der der Nativgruppe lag
(-0,44 %; s. Tab. 4-4, Abb. 4-8). Unter Betrachtung der Versuchsgruppen A1, A2, B1, B2
und C wies die Gruppe Bi, die mit einem einmaligen Einfrierschritt bei -32 °C behandelt
worden war, den grofdten und dabei hochst signifikanten Unterschied zur Nativgruppe
auf (+24,62 %, p<0,001; s. Tab. 4-4, Abb. 4-8). Am nachsten zum Wert der Nativgruppe
lag hingegen die Maximalkraft der Gruppe A2z, die einen fiinffachen Einfrierzyklus
bei -196 °C durchlaufen hatte (+4,11 %; s. Tab. 4-4, Abb. 4-8). Die Ergebnisse der
anderen Gruppen bewegten sich zwischen den Werten dieser beider Gruppen, die
Unterschiede hierbei teilweise von statistischer Signifikanz (Ai1: +14,98 %, p<0,05;
B2: +15,66 %, p<0,05; C: +23,61 %; s. Tab. 4-4, Abb. 4-8). Auch bei den Protokollen mit
langeren DZ Dauern (D und K2) zeigte sich eine Zunahme der Maximalkraft, allerdings
ohne statistische Signifikanz (D: +0,64 %; Kz: +21,00 %; s. Tab. 4-4, Abb. 4-8).

Setzte man die Maximalkraft in Bezug zum anfanglichen Probenquerschnitt, betrug die
grofdte mechanische Zugspannung, der die Nativproben standhielten, im Durchschnitt
2,03 £ 0,35 N/mm? (s. Tab. 4-4). Im Vergleich dazu zeigte sich hier bei ausnahmslos allen
dezellularisierten Gruppen eine Zunahme der Zugfestigkeit der AW, auch bei der
Kontrollgruppe Ki (+3,26 %; s. Tab. 4-4, Abb. 4-8). Analog zu den Absolutwerten der
Maximalkraft war unter den Versuchsgruppen Ai, Az, B1, B2 und C abermals in Gruppe B1
der grofdte und dabei signifikante Unterschied zur Nativgruppe zu verzeichnen
(+32,29 %, p<0,01), in Gruppe Az dagegen der kleinste (+7,81 %; s. Tab. 4-4, Abb. 4-8).
Die Ergebnisse der anderen Gruppen lagen zwischen denen von Bi und A2, die

Unterschiede hierbei durchweg von statistischer Signifikanz (A1:+21,92 %, p<0,01;
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B2: +18,20 %, p<0,01; C:+27,18 %, p<0,05; s. Tab. 4-4, Abb. 4-8). Auch bei den
Protokollen mit den langsten DZ Dauern (D und Kz) war ein Anstieg der Zugfestigkeit zu
beobachten, dieser war allerdings nur bei Gruppe K: signifikant (D:+5,29 %;
K2: +23,67 %, p<0,05; s. Tab. 4-4, Abb. 4-8). Insgesamt stiitzten diese Ergebnisse also die
Resultate der absoluten Maximalkraftwerte und zeigten bis auf kleine Abweichungen die
selben Tendenzen auf.

Die Bruchdehnung, also die Langenzunahme der Probe bezogen auf ihre Ausganglange,
betrug in der Nativgruppe 103,46 + 8,24 % (s. Tab. 4-5). Bei fast allen dezellularisierten
Gruppen war eine signifikante Abnahme der Bruchdehnung zu konstatieren. Die einzige
Ausnahme hiervon bildete Protokoll C, das mittels osmotischem Schock behandelt
worden war, denn hier wurde eine minimale Zunahme der Bruchdehnung (+0,24 %)
festgestellt (s. Tab. 4-5, Abb. 4-9). Unter den Versuchsgruppen A1, A2, B1, B2 und C wich
die Bruchdehnung der Gruppe C am wenigsten vom Wert der Nativgruppe ab. Der grofite
und dabei hochst signifikante Unterschied zur Nativgruppe konnte hingegen in Gruppe Az
beobachtet werden (-22,41 %, p<0,001; s. Tab. 4-5, Abb. 4-9). Die Ergebnisse der
anderen Gruppen und auch der zugehoérigen Kontrollgruppe Ki lagen zwischen diesen
Werten, die Unterschiede hierbei ausnahmslos statistisch signifikant
(A1:-17,26 %, p<0,001; B1: -12,94 %, p<0,001; B2:-22,27 %, p<0,001; Ki:-20,39 %,
p<0,001; s. Tab. 4-5, Abb. 4-9). Auch bei den Protokollen mit den langsten DZ Dauern (D
und K2) war eine signifikante Reduktion der Bruchdehnung im Vergleich zum
Nativzustand erkennbar (D:-18,25 %, p<0,001; K2:-7,28 %, p<0,05; s. Tab. 4-5, Abb.
4-9).
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Tabelle 4-4: MW der Kraft Fmax [N und N/mm?] und dessen Differenz zum MW der Nativgruppe
Daten: Mittelwerte * Standardabweichung aus n=23 AW (Nativgruppe) bzw. jeweils n=10AW
(dezellularisierte Gruppen) sowie Differenzen dieser MW zum MW der Nativgruppe. Signifikanzlevels:
* = p<0,05 (signifikant); ** = p<0,01 (hoch signifikant); *** = p<0,001 (hochst signifikant).

MW der Kraft Fmax und Differenz zur Nativgruppe

Kraft Fmax [N]
Kraft Fmax [N/mm?]
Nativgruppe 19,03+ 2,70
grupp 2,0340,35
Physikalische DZ Methoden
Kraft Fmax [N] Differenz zur
Kraft Fmax [N/mm?] Nativgruppe [%]
18,94 + 3,53 -0,44 %
Kontroll K
ontrofgruppe ! 2104037 +3,26 %
A 21,88 £ 3,91 +14,98 %*
1
2,48 + 0,50 +21,92 %**
Schockfri bei-196°C
chockineren bet R 19,81 + 4,22 +4,11%
2 2,19+0,53 +7,81 %
B 23,71 £3,91 +24,62 %***
Langsames Einfrieren bei -32°C 1 2692049 +32.29 %7
8 5 22,01 + 4,27 +15,66 %*
2 2,40 + 0,31 +18,20 %**
23,52 £ 6,24 +23,61 %
0 tischer Schock C
smotischer Schoc 2584 0,59 42718 %*
Modifizierung eines vorbestehenden Protokolls
Kraft Fmax [N] Differenz zur
Kraft Fmax [N/mm?2] Nativgruppe [%]
Kontrolleruppe K 23,02 £ 5,37 +21,00 %
srupp 2 2514057 +23,67 9%*
19,15 + 3,97 0,649
Zusitzlicher einfacher Schockfrierzyklus D 2144038 : 529 (2
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Tabelle 4-5: MW der Bruchdehnung [%] und dessen Differenz zum MW der Nativgruppe

Daten: Mittelwerte + Standardabweichung aus n = 23 AW (Nativgruppe) bzw. jeweils n=10 AW
(dezellularisierte Gruppen) sowie Differenzen dieser MW zum MW der Nativgruppe. Signifikanzlevels:
* = p<0,05 (signifikant); ** = p<0,01 (hoch signifikant); *** = p<0,001 (hochst signifikant).

MW der Bruchdehnung und Differenz zur Nativgruppe

Bruchdehnung [%]
Nativgruppe 103,46 £ 8,24
Physikalische DZ Methoden
Differenz zur
Bruchdeh °
ruchdehnung [%] Nativgruppe [%]
Kontrollgruppe Ki 82,37+7,78 -20,39 %***
A1 85,61 +4,17 -17,26 %***
Schockfrieren bei -196°C
Az 80,28 £ 8,39 -22,41 %***
B1 90,08 + 4,56 -12,94 %p***
Langsames Einfrieren bei -32°C
B2 80,42 £ 8,99 -22,27 Yp***
Osmotischer Schock C 103,71+ 12,32 +0,24 %

Modifizierung eines vorbestehenden Protokolls

Differenz zur

Bruchdeh 9
ruchdehnung [%] Nativgruppe [%]
Kontrollgruppe K2 95,93+7,77 -7,28 %*
Zusatzlicher einfacher Schockfrierzyklus D 84,58 £ 6,68 -18,25 %p***
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Abbildung 4-8: Kraft Fmax [N und N/mm?]

Oben: Kraft Fmax [N]. Unten: Kraft Fmax [N/mm?]. Die native und die dezellularisierten Gruppen sind auf der
jeweiligen x-Achse aufgetragen, die Fmax auf der jeweiligen y-Achse. [ Nativgruppe; B K1 = Kontrollgruppe
der Gruppen Ai, Az, B1, B2 und C (ohne physikalische Vorbehandlung); = Schockfrieren bei -196 °C (A1 =
einfach, Az = zyklisch); ™ langsames Einfrieren bei -32 °C (B1 = einfach, Bz = zyklisch); M C = osmotischer
Schock; M Kz = Kontrollgruppe der Gruppe D (ohne physikalische Vorbehandlung); = D = Modifizierung
eines bestehenden Protokolls (zusétzlicher einfacher Schockfrierzyklus). Signifikanzlevels: * =p<0,05
(signifikant); ** =p<0,01 (hoch signifikant); *** = p<0,001 (hochst signifikant). Daten: Darstellung der
Mittelwerte + Standardabweichung aus n = 23 AW (Nativgruppe) bzw. jeweils n = 10 AW (dezellularisierte
Gruppen). Im Vergleich zur Nativgruppe war hinsichtlich der Kraft Fmax [N] in den Gruppen A1, B1 und B2
eine signifikante Zunahme zu beobachten, hinsichtlich der Kraft Fmax [N/mm?2] in den Gruppen A1, By, Bz, C
und Ka.
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Abbildung 4-9: Bruchdehnung [%)]

Die native und die dezellularisierten Gruppen sind auf der x-Achse aufgetragen, die Bruchdehnung auf der
y-Achse. [J Nativgruppe; M K1 = Kontrollgruppe der Gruppen Ai, Az, Bi, B2 und C (ohne physikalische
Vorbehandlung); © Schockfrieren bei -196 °C (A1 = einfach, Az = zyklisch); langsames Einfrieren
bei -32 °C (B1 = einfach, B2 = zyklisch); B C = osmotischer Schock; B Kz = Kontrollgruppe der Gruppe D
(ohne physikalische Vorbehandlung); = D = Modifizierung eines bestehenden Protokolls (zusatzlicher
einfacher Schockfrierzyklus). Signifikanzlevels: * = p<0,05 (signifikant); ** = p<0,01 (hoch signifikant);
*#* = p<0,001 (hochst signifikant). Daten: Darstellung als Mittelwerte aus n =23 AW (Nativgruppe) bzw.
n =10 AW (dezellularisierte Gruppen) * Standardabweichung. Im Vergleich zur Nativgruppe war in den
Gruppen Ki, A1, Az, By, B2, Kz und D eine signifikante Abnahme der Bruchdehnung zu beobachten.
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5 DISKUSSION

Dezellularisierte Scaffolds sind ein vielversprechender Ansatz in der Entwicklung
biokompatibler Zelltragersysteme im Tissue Engineering. Ziel der vorliegenden Arbeit
war die systematische Evaluation ausgewahlter physikalischer DZ Methoden betreffend
die Eliminierung zelluldrer Bestandteile und den Erhalt der EZM am Beispiel porciner
Aorten. Hierbei erwies sich das einmalige Schockfrieren bei -196 °C dem einmaligen
langsameren Einfrieren bei -32 °C als liberlegen. Dagegen wurde das DZ Ergebnis weder
durch die zyklische fiinffache Durchfithrung der Einfrier-Auftau-Vorgange noch durch
den osmotischen Schock verbessert. Die Integration der aussichtsreichsten
physikalischen DZ Methode (einmaliges Schockfrieren bei -196 °C) in ein vorbestehendes
Protokoll unserer Arbeitsgruppe zeigte das Potential zur Optimierung gangiger

DZ Verfahren durch die Kombination mit einem einmaligen Schockfrierzyklus auf.

Betreffend die Zelleliminierung waren in der vorliegenden Arbeit die mittels DAPI
Fluoreszenz bestimmten EDT den Ergebnissen der DNA-Quantifizierung tiberlegen.

Anhand der DNA-Quantifizierung war bei den meisten Versuchsgruppen keine Reduktion
des DNA-Gehalts durch DZ nachzuweisen. Dies ist vermutlich auf die relevante Menge
residualer Zellkernkomponenten nach DZ zuriickzufiihren, sodass die DNA-Messwerte
nativer und dezellularisierter AW Proben sehr dicht beieinander lagen und v.a. die
natirlichen Schwankungen der DNA-Konzentration zwischen und innerhalb individueller
Aorten abbildeten. Diese spiegeln sich in den inkonstanten Ergebnissen friitherer
Veroffentlichungen wider, die eine Spannbreite der DNA-Messwerte in nativen porcinen
Aorten von 86 + 47 ng/mg [155] bis 453 * 84 ng/mg [156] angegeben haben. O’Connor
Mooney et. al. haben in Proben unterschiedlicher Stellen derselben nativen porcinen
Aorta DNA-Gehalte zwischen 223 und 522 ng/mg festgestellt [157]. In der vorliegenden
Arbeit war daher ein Vergleich der Gruppen anhand der DNA-Quantifizierung nur schwer
moglich. In kiinftigen Studien kénnte zum Beispiel die gelelektrophoretische Bestimmung

der DNA-Fragmentlange erganzt werden, um eine suffiziente DZ sicherzustellen [56].

In der vorliegenden Arbeit erwies sich der einmalige Einfrier-Auftau-Prozess bei -196 °C

gegeniiber dem bei -32 °C hinsichtlich des DZ Ergebnisses als tiberlegen.
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Ein primares Ziel der DZ ist die moglichst effektive Eliminierung zellularer Komponenten,
um das Risiko der immunologischen Transplantatabstofung zu minimieren [57]. Die
DAPI Fluoreszenz ergab in A1 (1x -196 °C) eine signifikante Zunahme der EDTi (+27,54 %,
p<0,001) und EDTa (+23,17 %, p<0,01) vs. Kontrollgruppe Ki. Da die EDT der DZ mit der
Effektivitat der jeweiligen DZ Methode korreliert, legen diese Ergebnisse nahe, dass
zusatzliches einmaliges Schockfrieren eine effektivere Zelleliminierung aus den AW
ermoglicht. Im direkten Vergleich mit dem einmaligen Einfrieren bei -32 °C war das
einmalige Schockfrieren iiberlegen: In B1 (1x -32 °C) konnte keine signifikante Zunahme
der EDTi (+2,73 %) und EDTa (+19,34 %) beobachtet werden, auf3erdem war die EDTi in
A1 signifikant grof3er als in B1 (+24,15 %, p<0,01).

Auffalliger Weise lag die EDTa um durchschnittlich 54,96 % (p<0,01) iiber der jeweiligen
EDTi. Als mogliche Erklarung haben Penn et. al. gezeigt, dass die Lamina elastica interna
als Diffusionsbarriere den Transport von Makromolekiilen durch die Arterienwand
behindert [158]. Somit ware das Eindringen der DZ Agenzien an der inneren Oberflache
der AW erschwert. Der Zugewinn der EDTi durch Vorbehandlung in fliissigem Stickstoff
suggeriert, dass diese Methode das anschlieffende Durchdringen der Lamina elastica
interna durch Detergenzien erleichtert und eine effektivere DZ ermdoglicht.

Der DNA-Gehalt der Nativproben lag in den einzelnen Gruppen durchschnittlich zwischen
319,28 £ 86,48 (Az) und 681,36 + 141,10 ng/mg (K2). Hieran wird die starke natiirliche
Streuung der DNA-Werte deutlich. Insgesamt lagen diese in der Grofdenordnung
vergleichbarer Literaturwerte: O’Conner Mooney et. al. haben z.B. einen DNA-Gehalt
nativer porciner Aorten von 220 - 351 ng/mg wet weight (n = 3) beschrieben [157]. Zwar
war in Gruppe Bi1 der vorliegenden Arbeit im Gegensatz zu A1 nach DZ eine signifikante
Reduktion des DNA-Gehalts (A1: +28,71 %; B1: -27,98 %, p<0,001) erkennbar, diese zeigte
allerdings nur unterstiitzend zur DAPI Fluoreszenz eine Tendenz in die gleiche Richtung.
Aus den o.g. Griinden lag der Fokus bei der Auswertung der Zelleliminierung auf den
mittels DAPI Fluoreszenz bestimmten EDT und nicht auf der DNA-Quantifizierung. Somit
erwies sich das einmalige Schockfrieren im Vergleich zum einmaligen Einfrieren
bei -32 °C als effektiver, v.a. hinsichtlich der DZ an den inneren Oberflachen.

Die Ergebnisse stehen im Einklang mit zahlreichen Veroffentlichungen zum positiven
Effekt von Einfrier-Auftau-Vorgangen auf das DZ Ergebnis. So ist z.B. die Zellentfernung
bei der DZ langer Sehnen, aber auch porciner Gefafdprothesen signifikant verbessert

worden [125]. Dies konnte eine in vivo Reduktion von inflammatorischer Inmunreaktion
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und Kalzifizierung sowie ein verstiarktes Einwachsen von Zellen in den Graft bewirken,
wodurch EZM Synthese und Vaskularisierung begiinstigt werden [123].

Fiir eine erfolgreiche DZ ist allerdings nicht nur der Grad der Zelleliminierung
entscheidend, sondern auch der bestmogliche Erhalt der Zusammensetzung,
strukturellen Integritdat und Bioaktivitdt der EZM [56]. Daher wurde in der vorliegenden
Arbeit die EZM Beschaffenheit der AW umfassend untersucht. Weder auf licht- noch auf
elektronenmikroskopischen Aufnahmen liefden sich durch einmaliges Schockfrieren
bedingte EZM Schaden detektieren, vielmehr waren diese Bilder mit denen der
Kontrollgruppe Ki vergeichbar. H&E und MPC Farbungen von A: bestdtigten den
weitestgehenden Erhalt des dreischichtigen Wandbaus und der einzelnen EZM
Komponenten. In Anordnung und Verlauf der Bindegewebsfasern waren in A1 vs. K1 kaum
Verdanderungen zu erkennen. Auch hier zeichnete sich ein Vorteil des Schockfrierens im
Vergleich zum Einfrieren bei -32 °C ab, da in B1 im Gegensatz zu A1 in geringem Mafie
Fragmentierungen der elastischen Fasern registriert wurden. In der PSR Farbung wurde
ersichtlich, dass nach einmaligem Einfrierschritt Menge, Anordnung und Heterogenitat
der Kollagenfasern erhalten blieben, die entscheidend fiir Zugfestigkeit und Flexibilitat
der Aorta sind [159]. Diese hangen nicht nur von der Menge der Kollagenfasern, sondern
auch von ihrer raumlichen Anordnung und mechanischen Interaktionen ab [154].
Pragnantester Unterschied im Vergleich zur Nativgruppe war in allen histologischen
Farbungen eine wabenférmige Auflockerung der Gewebestrukturen, von der meist nur
die aufderen, kernfreien Schichten betroffen waren. Diese bullése Veranderung war
allerdings auch in der Kontrollgruppe Ki zu beobachten und ist somit nicht auf die
physikalische Vorbehandlung zurtickzufiihren. Vielmehr scheint sie ein Phdnomen nach
Behandlung mit DZ Protokollen darzustellen, die chemische Detergenzien wie SDS
enthalten. So haben Huang et al. Liicken zwischen Kollagenfasern nach SDS-basierter DZ
humaner Patellarsehnen beschrieben [160]. Auch Cartmell et. al. haben &ahnliche
Veranderungen dezellularisierter muriner Sehnen festgestellt, die sie auf die
verwendeten chemischen Detergenzien, a.e. SDS, zurlickgefiihrt haben [161]. Diese
Annahme deckt sich damit, dass sich die in den Gruppen Ai und Bi der vorliegenden
Arbeit beobachteten Gewebeauflockerungen weitgehend auf die dufderen, kernfreien
Bereiche beschrankten, also auf die Schichten, in die Detergenzien vordringen konnten.
Einerseits legt eine solche Veranderung der Faserstrukturen eines Gewebes auch die

Beeintrachtigung seiner mechanischen Stabiltitat nahe. In der vorliegenden Studie wurde
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allerdings keine reduzierte mechanische Belastbarkeit der dezellularisierten Proben
detektiert. Andererseits konnten die aufgelockerten Faserstrukturen den Zugang von
Zellen und Nahrstoffen erleichtern und somit das Remodelling des Grafts unterstiitzen
[160]. Diese Fragestellung sollte Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.
Zusatzlich zu den histologischen Farbungen wurde die REM zur Beurteilung der EZM
herangezogen. Auch die innere Oberflichentopographie hatte durch das einmalige
Einfrieren keine erkennbaren Schaden genommen, die fein verzweigte Faserstruktur der
EZM prasentierte sich in A1 und B1 homogen und mit der der Kontrollgruppe K1 sowie der
Nativgruppe vergleichbar. Diese Beobachtungen decken sich mit denen anderer
Arbeitsgruppen: Z.B. haben Kobayashi et. al. die elektronenmikroskopisch sichtbare
Bewahrung der luminalen Bindegewebsfaserstruktur dezellularisierter porciner Aorten
beschrieben, deren DZ Protokoll ebenfalls auf Einfrier-Auftau-Vorgangen basiert ist
[162]. Die Tatsache, dass auch bei der Nativgruppe der vorliegenden Arbeit an manchen
Stellen das Fasernetwerk der EZM freilag, impliziert, dass diese Veranderungen nicht
zwingend dezellularisationsbedingt sind: Ursache koénnten auch unvermeidbare
Praparationsschdden sein oder der Gesundheits- und damit der Endothelzustand des
individuellen Tiers, aus dem die untersuchte Aorta entnommen worden war.

Zur Evaluation der biomechanischen Eigenschaften wurden uniaxiale Zugversuche
durchgefiihrt. Dabei wurden die Bruchdehnung der Proben und die Maximalkraft
ermittelt, der sie ohne zu zerreifden standhielten. Andere Studien haben diese Werte als
grofdte mechanische Zugspannung in der Einheit N/mm?2 bzw. MPa angegeben, bezogen
auf den initialen Probenquerschnitt [142, 157, 163]. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde
die Maximalkraft auch in der vorliegenden Arbeit in dieser Einheit angegeben. Ein
mogliches Szenario besteht allerdings darin, dass ein Biomaterial einer hohen relativen
Maximalkraft bzw. Zugspannung (N/mm?) standhalt, aber nur einer niedrigen absoluten
Maximalkraft (N) [164]. Im klinischen Einsatz kommt es zum Implantatversagen, wenn
die in vivo wirkende Kraft die absolute Zugfestigkeit des Materials iibersteigt. Deswegen
ist die Berticksichtigung der absoluten Zugfestigkeit eines Biomaterials unerlasslich, um
eine zuverlassige Prognose beziiglich des klinischen Verhaltens zu erstellen.

Die grofdte mechanische Zugspannung, der in der vorliegenden Arbeit die Nativproben
standhielten, betrug im Durchschnitt 2,03 +0,35 N/mm?, die entsprechende
Bruchdehnung 103,46 * 8,24 %. Dabei entsprachen diese Werte denen in der Literatur:

Fir zirkumferentielle Zugproben aus nativen porcinen Aorten haben z.B. O’Connor
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Mooney et. al. eine durchschnittliche Zugfestigkeit von 4,7 MPa und Bruchdehnungswerte
von 214 - 244 % gemessen, Liu et. al. im Mittel Zugfestigkeiten von ca. 1 MPa und
Bruchdehnungen von ca. 150 % [123, 157].

Im Vergleich zur Nativgruppe lief} sich in der vorliegenden Arbeit bei fast allen
dezellularisierten Gruppen eine Zunahme der Maximalkraft (Ausnahme: K1) und eine
Abnahme der Bruchdehnung (Ausnahme: C) nachweisen. Die Stabilitat der EZM wurde
also bei allen DZ Protokollen bewahrt. Diese Ergebnisse widersprechen denen anderer
Arbeitsgruppen, die eine Abnahme der mechanischen Zugfestigkeit im Zusammenhang
mit EZM Schiaden nach DZ beschrieben haben [83, 119]. Andere Publikationen haben
dagegen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigt [129, 165].

Flir gute Biokompatibilitat ist es wichtig, dass Biomaterialien die native EZM u.a. in ihren
mechanischen Eigenschaften bestmdglich imitieren [86]. Diesbeziiglich zeigte sich
allerdings in fast allen Gruppen der vorliegenden Arbeit eine Diskrepanz zwischen
Maximalkraft und Bruchdehnung: Wenn die Maximalkraft einer Gruppe nahe der des
Nativkollektivs lag, unterschied sich die entsprechende Bruchdehnung umso deutlicher
vom Nativwert und umgekehrt. So war unter den physikalischen Vorbehandlungen die
Bruchdehnung in B1 (1 x -32 °C) der der Nativgruppe relativ dhnlich (-12,94 %, p<0,001),
allerdings unterschied sich hier die Maximalkraft am deutlichsten von der nativen
(+24,62 %, p<0,001). Einzig die Gruppe A1 (1x-196°C) wies relativ ausgewogene
biomechanische Eigenschaften auf, denn keiner der beiden Werte wich in ein negatives
Extrem ab: Im Vergleich zur Nativgruppe lag die Bruchdehnung in A1 innerhalb der Werte
der physikalischen Vorbehandlungen im Mittelfeld (-17,26 %, p<0,001), die Maximalkraft
war der der Nativgruppe am zweitdhnlichsten (+14,98 %, p<0,05). Daraus wird deutlich,
dass einmaliges Schockfrieren unter den analysierten physikalischen Methoden in den
homogensten mechanischen Ergebnissen resultiert und damit auch hinsichtlich der
Biomechanik fiir die kiinftige in vivo Applikation am geeignetsten erscheint.

Eine moégliche Erklarung fiir die Zunahme der Gewebesteifigkeit nach DZ haben Williams
et. al. aus der Methodes des sogenannten ,Small-angle light scattering” (SALS) abgeleitet,
einer quantitativen Technik zur Uberpriifung der Faserkinematik [129]. Im unbelasteten
Zustand hat sich die Faserausrichtung nativer Kaninchen-Karotiden hier als einheitlich
orientiert erwiesen, die dezellularisierter Proben dagegen als deutlich desorganisierter.
Nachdem das Gewebe einer Zug- und Druckbelastung ausgesetzt worden war, haben die

nativen Proben weiterhin eine gleichférmig angeordnete Faserstruktur gezeigt.
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Allerdings haben sich nun auch die Fasern der dezellularisierten Proben einheitlich
ausgerichtet, und zwar in Richtung der applizierten Belastung. Auf diese Beobachtungen
haben Williams et. al. die Hypothese gestiitzt, dass in nativem, strukturell unversehrtem
Gewebe zahlreiche Faser-Faser- bzw. Zell-Faser-Interaktionen eine Faserorientierung in
Richtung der Belastung verhindern, woraus eine hohere Nachgiebigkeit des Gewebes
resultiert. Im Gegensatz dazu kénnte die kompromittierte strukturelle Integritit des
Fasernetzwerks dezellularisierter Proben zu einer erhéhten Fasermobilitat fiihren, die
die Rekrutierung der Fasern durch ihre Rotation in Richtung der Belastung erlaubt.
Daraus ergibt sich eine erhohte Steifheit des dezellularisierten Gewebes. [129]

Aus diesen Beobachtungen wird deutlich, dass eine Beschdadigung der EZM nicht nur die
Abnahme sondern auch die Zunahme der Zugfestigkeit eines Gewebes bedingen kann.
Abweichungen der Gewebecompliance eines vaskuldren Grafts von der des Nativgefafies
ziehen moglicherweise hamodynamische Verdnderungen nach sich, die zur aggressiven
Entwicklung einer neointimalen Hyperplasie bis hin zum Transplantatversagen fithren
koénnen [166]. Auch das Verhalten einwandernder Zellen einschliefdlich Adhdsion,
Migration und Proliferation hiangt von veranderten Matrixstrukturen, Faserorganisation
und Gewebesteifigkeit ab [167-169]. Zukiinftige Studien sollten daher untersuchen, ob
veranderte Struktur-Funktionsbeziehungen das in vivo Verhalten dezellularisierter
Gefafdprothesen tatsachlich negativ beeinflussen [129].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass das Schockfrieren mit intrazelluldrer
Eiskristallbildung dem Einfrieren bei -32 °C mit extrazellularer Eiskristallbildung als
physikalische DZ Methode vorzuziehen ist, da es nicht nur das zeitsparendere Verfahren
darstellt sondern auch mit effektiverer Zelleliminierung und tendenziell besserem Erhalt
der EZM einhergeht. Aufderdem fiihrte das einmalige Schockfrieren im Rahmen der
untersuchten Methoden zu den ausgewogensten biomechanischen Eigenschaften. Einen
Ansatzpunkt fiir auf der vorliegenden Arbeit aufbauende Untersuchungen konnte der
Einfluss der Auftaugeschwindigkeit auf das DZ Ergebnis darstellen, denn Mazur et. al.

implizieren eine Abhangigkeit der Zellschadigung auch von diesem Faktor [134].

Unabhangig von der Einfriertemperatur erwies sich in der vorliegenden Arbeit die
einmalige als der fiinfmaligen Durchfiihrung der Einfrier-Auftau-Zyklen liberlegen.
Die fiinffachen Einfrier-Auftau-Zyklen hatten eine effektivere Zelleliminierung zu Folge

als die einfachen Einfrierschritte: Durch die fiinffache Durchfithrung der Einfrier-Auftau-
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Vorgdnge liefd sich sowohl bei -196 °C als auch bei -32 °C eine Zunahme der EDT
beobachten. Diese war allerdings nur an der duféeren Oberflache bei -32 °C signifikant
(+29,64 %, p<0,05). Zwar stieg die EDTa auch durch zyklische Durchfiihrung des
Schockfrierens, dieser Unterschied war allerdings statistisch nicht signifikant (+14,38 %).
Auch die Zugewinne an EDTi waren im Vergleich mit den einfachen Einfrierschritten nicht
signifikant (-196 °C: +1,30 %; -32°C: +2,98 %). Die These, dass die Effektivitat der
Zelleliminierung durch die zyklische Durchfiihrung von Einfrierschritten zu steigern ist,
konnte also in der vorliegenden Arbeit nicht uneingeschrankt bestatigt werden.

Auch beziiglich des EZM Erhalts lieferte das zyklische Einfrieren keine tiberzeugenden
Ergebnisse: Nach fiinfmaligem Schockfrieren waren schon makroskopisch deutliche Risse
in den GefdfSwanden erkennen, ein Befund, der sich bei keiner anderen Gruppe bestitigen
liefs. Auch mikroskopisch wiesen Az und B2 im Vergleich zu den anderweitig physikalisch
vorbehandelten AW wesentlich grofdere EZM Schaden auf. Die bullése Auflockerung der
EZM in den histologischen Farbungen beschrankte sich bei diesen beiden Gruppen nicht
auf die kernfreien Areale, sondern reichte oft bis in die inneren Gewebeschichten und ging
zusatzlich mit porenartigen Strukturzerstorungen einher. Auflerdem wurde in den H&E
und MPC Farbungen in zahlreichen Proben eine Fragmentierung der Kollagen- und
Elastinfasern beobachtet. Diese gilt in der Aneurysma-Pathogenese als entscheidender
Faktor [170]. Da die o0.g. Veranderungen der EZM Beschaffenheit in der Kontrollgruppe K1
der vorliegenden Arbeit nicht zu sehen waren, sind diese nicht allein auf die Effekte einer
Behandlung mit chemischen Detergenzien zuriickzufiihren, sondern diirften direkt durch
die jeweilige physikalische Vorbehandlung bedingt sein.

Die REM Aufnahmen der Gruppe B2 unterschieden sich im Gegensatz zu allen anderen
Protokollen deutlich von den Bildern der Nativ- bzw. Kontrollgruppe. Die EZM Fasern
schienen durch das fiinffache Einfrieren bei -32 °C in ihrer Struktur besonders stark
angegriffen, denn das Fasernetzwerk war weniger dicht und mit zahlreicheren und
grofderen Poren durchzogen als bei den anderen Gruppen. In Gewebestrukturen kénnen
offene Poren auch positive Aspekte mit sich bringen, denn sie sind essentiell fiir
Zellbindung und Zellmigration und beeinflussen Ausmafd und Eindringtiefe zelluldrer
Rebesiedelung [171, 172]. Dabei ist allerdings eine einheitliche und verbundene Struktur
des Porennetzwerkes wichtig, um neue Gewebebildung zu lenken und zu férdern [173,
174]. Die Poren in B2 schienen jedoch eher unregelmafig, unverbunden und uneinheitlich

verteilt, was der zellularen Besiedlung wiederum weniger zutraglich ist [123].
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Das Ziel eines EZM Erhalts durch die Behandlung mit mehrfachen Einfrierzyklen wurde
demnach verfehlt: Die makroskopisch sichtbaren Risse der AW nach fiinfmaligem
Schockfrieren disqualifizieren diese bereits flir den Einsatz als Gefafdprothesen. Doch
auch die durch das zyklische Einfrieren bei -32 °C verursachten ultrastrukturellen
Schaden konnten sich negativ auf eine zukiinftige in vivo Applikation auswirken, da die
Integritdt der EZM nicht nur fiir biomechanische Eigenschaften, sondern auch fiir das
lokale Mikromilieu und Zellverhalten entscheidend ist [55, 56, 175]. Demzufolge kann,
auch in Anbetracht des statistisch meist nicht signifikanten Zugewinns an EDT, eine
zyklische, fiinffache Durchfiihrung der Einfrierprozesse weder bei -196 °C noch bei -32 °C
empfohlen werden. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den Resultaten anderer
Arbeitsgruppen. So haben z.B. Li et. al. DZ Protokolle von bovinem Perikard durch fiinf
Einfrier-Auftau-Zyklen in fliissigem Stickstoff ergianzt [83]. Hierdurch ist die DZ
Effektivitat bei guter Biokompatibilitdt und ausgezeichnetem Erhalt der EZM gesteigert
worden. Burk et. al. haben eine effizientere Zelleliminierung aus grofden equinen Sehnen
durch zusatzliches fiinfmaliges Schockfrieren beschrieben, ohne DZ-bedingte
morphologische EZM Veranderungen [126]. Diese Ergebnisse konnten in der
vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden. Die Ursache dieser Diskrepanz ist unklar.
Eine hypothetische Erklarung liegt in der im Vergleich zu Sehne und Perikard weitaus
hoheren Komplexitit der Aorta: Diese konnte als tubuldres Organ mit nicht nur
elastischen sondern auch kontraktilen Elementen Wandeigenschaften aufweisen, die
sowohl die DZ erschweren als auch die AW anfalliger machen fiir die Beschadigung durch
zyklische Einfrier-Auftau-Vorgange. Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit erscheint es jedenfalls sinnvoll, fiir zukiinftige Studien die nur einmalige

Durchfiihrung der Einfrier-Auftau-Zyklen zu favorisieren.

Auch eine sequenzielle hyper- und hypoosmolare Vorbehandlung der AW erwies sich in
der vorliegenden Arbeit als ungeeignet, das DZ Ergebnis zu verbessern.

Die Ergebnisse der DAPI Fluoreszenz belegen, dass die Inkubation mit einer
hyperosmolaren Losung mit 50 % m/v Glukose, gefolgt von einer Behandlung in
hypotonem VE Wasser, als einzige der untersuchten physikalischen Vorbehandlungen
keinen Zusatznutzen hinsichtlich der DZ Effektivitat erbrachte. Die Werte der EDT lagen
in Gruppe C sogar unter denen der Kontrollgruppe Ki, diese Unterschiede waren

allerdings statistisch nicht signifikant (EDTa: -4,24 %; EDTi: -7,50 %).
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Eine mogliche Erklarung fiir den ausgebliebenen DZ Effekt der hyperosmolaren
Glukoselosung konnte darin bestehen, dass die Glukoseaufnahme in den
Intrazelluldrraum von einem aktiven Zellstoffwechsel abhangt. Daher wurden in der
vorliegenden Arbeit zahlreiche Vorkehrungen getroffen, um die Zeitspanne zwischen
Schlachtung der Tiere und Beginn der DZ der praparierten Aorten so kurz wie moglich zu
halten und jegliche Stoffwechselprozesse drastisch zu verlangsamen. Dennoch legen die
Ergebnisse nahe, dass in den AW keine Glukoseaufnahme ins Zellinnere mehr stattfinden
konnte und die Exposition gegeniiber hyperosmolarer Glukoselésung deshalb keine
Wirkung zeigte. Allerdings blieb abgesehen davon auch die anschliefdende Inkubation mit
hypotoner Lésung ohne Konsequenz. Eine solche Behandlung mit hypotoner Losung stellt
haufig einen Bestandteil in DZ Protokollen dar, ohne dass dabei eine gezielte Analyse ihrer
spezifischen Auswirkungen erfolgt ist [129, 130]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
lassen jedoch die sequenzielle Verwendung von hyper- und hypotonen Lésungen in DZ
Protokollen zumindest von schwer dezellularisierbaren Geweben wie porcinen Aorten als
unzureichend wirksam und damit als ungeeignet erscheinen.

Der Einsatz des osmotischen Schocks ist bereits von anderen Arbeitsgruppen untersucht
worden, die vergleichbare Versuche mit salinen Losungen durchgefiihrt haben, teilweise
mit divergenten Ergebnissen. Einerseits ist durch Gardin et. al. so eine vollstandige DZ
von bovinem Perikard mit sehr gutem Erhalt der EZM und hoher Biokompatibilitat erzielt
worden, und auch Ishida et. al. haben eine erfolgreiche DZ von murinen Ischiasnerven
unter Verwendung einer hypertonen Losung beschrieben [85, 131]. Andererseits haben
Oberwallner et. al. nach hypo- und hypertoner Behandlung von humanem Myokard eine
insuffiziente DZ und damit einhergehende Schiaden der Gewebearchitektur beobachtet,
wahrend von Elder et. al. negative Auswirkungen dieser Behandlung auf die funktionellen
Eigenschaften von Knorpelgewebe festgestellt worden sind [132, 133]. Die Resultate der
vorliegenden Arbeit wie auch die inkonstanten Literaturergebnisse verdeutlichen die
Notwendigkeit einer gezielten Analyse der Effekte osmotisch wirksamer Losungen auf

das entsprechende Gewebe vor ihrem unkritischen Einsatz in DZ Protokollen.
Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde die aussichtsreichste

Methode in ein bestehendes Protokoll integriert; hierbei verfehlte die Verkiirzung der

Expositionsdauer gegeniiber chemischen Detergenzien zugunsten eines zusatzlichen
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Einfrier-Auftau-Vorgangs bei -196 °C die durch das Ausgangsprotokoll erreichte
vollstandige Zellfreiheit der AW.

Auf der Grundlage der Ergebnisse der Gruppen Ai, A2, Bi, B2 und C wurde in der
vorliegenden Arbeit ein weiteres Versuchsprotokoll D entwickelt. Unter den
untersuchten physikalischen DZ Methoden wurde die mit den meistversprechenden
Resultaten, also die des einmaligen Schockfrierens, ausgewahlt und in ein bestehendes,
ausschliefdlich detergenzien- und enzymbasiertes DZ Protokoll integriert. So sollte
untersucht werden, ob durch die Kombination mit dem thermischen Verfahren die
Verkiirzung der Expositionsdauer gegentiber chemischen Detergenzien moglich ist, bei
dennoch gleichbleibendem DZ Ergebnis. Denn obwohl chemische Detergenzien eine
effektive Zelleliminierung ermoglichen, bergen sie das Risiko negativer Auswirkungen auf
die EZM. In diesem Zusammenhang sind die Eliminierung von Wachstumsfaktoren, die
Dissoziation von EZM Molekiilen und die Zerstérung der EZM Ultrastruktur beschrieben
worden [80, 176-180]. Eine Reduktion der Inkubationszeit mit Detergenzien sollte also
eine Reduktion dieser schadlichen Nebeneffekte der chemischen DZ bewirken.

Das Ziel einer vollstiandigen Zellfreiheit, in der auch das Ausgangsprotokoll resultiert,
wurde in Gruppe D der vorliegenden Arbeit verfehlt. Allerdings wies dieses Protokoll die
grofdte EDT von allen auf. Auch konnte die Beobachtung, dass Schockfrieren in fliissigem
Stickstoff eine signifikante Zunahme der EDT sowohl an der inneren als auch an der
aufderen Oberflache bewirkt, bestatigt werden: Die EDTi lag in D um 14,34 % hoher als in
der zugehorigen Kontrollgruppe Kz (p<0,05), die EDTa um 18,51 % (p<0,05). Aufderdem
zeigte sich in D und Kz erstmals eine hochst signifikante Reduktion des DNA-Gehalts,
sowohl bei den Mittelwerten als auch bei jedem einzelnen Aortenpraparat (D: -70,90 %,
p<0,001; K2:-63,07 %, p<0,001). Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass eine
Reduktion des DNA-Gehalts umso besser durch DNA-Quantifizierung nachzuweisen ist, je
kleiner die Menge residualer Zellkernkomponenten. Auf den elektronen- und
lichtmikroskopischen Bildern schienen alle EZM Komponenten und Strukturen intakt.
Wahrscheinlich wurde in Protokoll D der vorliegenden Arbeit die Zeit der Exposition
gegeniiber den Detergenzien zu stark gekiirzt, um das Ziel vollig zellfreier AW zu
erreichen. Dennoch konnte der Mehrwert der Durchfiihrung eines einmaligen
Schockfrierzyklus in einem zuvor bereits etablierten DZ Protokoll bestatigt und das
Potential dieses schonenden und zeitsparenden Verfahrens zur Optimierung zukiinftiger

DZ Protokolle aufgezeigt werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation erfolgte die systematische Evaluation
ausgewahlter physikalischer DZ Methoden am Beispiel von porcinen Aorten. Dabei
wurden die Effekte der jeweiligen physikalischen Vorbehandlung auf der Grundlage eines
konstanten detergenzien- und enzymbasierten Kontrollprotokolls beurteilt. Die
Integration der physikalischen DZ Methode mit den aussichtsreichsten Ergebnissen in ein
bestehendes Protokoll sollte ihr Potential zur Optimierung zukiinftiger DZ Verfahren
demonstrieren.

Eine zentrale Fragestellung bestand darin, inwiefern das DZ Ergebnis von Protokollen, die
Einfrier-Auftau-Prozesse beinhalten, durch Modifizierung der Einfriertemperatur
beeinflusst werden kann. Dabei zeigte sich das einmalige Schockfrieren bei -196 °C dem
langsameren Einfrieren bei -32 °C iiberlegen, da es nicht nur das deutlich zeitsparendere
Verfahren darstellt sondern auch in effektiverer Zelleliminierung und tendenziell
besserem Erhalt der EZM resultiert. Aufderdem fiihrte das einmalige Schockfrieren im
Rahmen der untersuchten Methoden zu den ausgewogensten biomechanischen
Eigenschaften des dezellularisierten Gewebes.

Unabhangig von der Einfriertemperatur resultierte dagegen die zyklische, fiinffache
Durchfithrung der Einfrier-Auftau-Vorgange im Vergleich zu der einmaligen meist in
keiner statistisch signifikanten Zunahme der Effektivitit der Zelleliminierung. Vielmehr
fiihrte es sogar zu makro- und mikroskopisch erkennbaren, substanziellen Schiaden an
den EZM Strukturen. Basierend auf diesen Ergebnissen ergibt sich fiir zukiinftige Studien
die Empfehlung einer nur einmaligen Durchfiihrung der Einfrier-Auftau-Zyklen in DZ
Protokollen.

Ein weiteres physikalisches Verfahren, das in der vorliegenden Arbeit hinsichtlich seines
Einsatzes in DZ Protokollen untersucht wurde, ist das des osmotischen Schocks. Diese
Methode erbrachte jedoch als einzige der untersuchten physikalischen Vorbehandlungen
keinen Zusatznutzen hinsichtlich der DZ Effektivitat.

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse erfolgte die Integration der aussichtsreichsten
physikalischen DZ Methode, also der des einmaligen Schockfrierens bei -196 °C, in ein
bereits vorbestehend etabliertes Protokoll. Hierbei konnte die Optimierung gangiger DZ
Verfahren durch die Kombination mit einem einmaligen Schockfrierzyklus bestatigt

werden.
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Die Resultate der vorliegenden Arbeit verdeutlichen die Notwendigkeit einer
systematischen Evaluation einzelner Methoden zur Verbesserung von DZ Protokollen.
Auf den hier vorgelegten Ergebnissen aufbauende Studien konnten den Einfluss einer
Modifizierung der Auftaugeschwindigkeit auf das DZ Ergebnis untersuchen, da eine
Abhangigkeit der Zellschadigung auch von diesem Faktor anzunehmen ist. Dabei sollten
in zukiinftigen Studien noch weitere in vitro Analysemethoden zur Qualitdtskontrolle
berticksichtigt werden. So konnte neben der DNA-Quantifizierung und histologischen
Gewebefarbungen die gelelektrophoretische Untersuchung der DNA-Fragmentldngen
erfolgen, um eine suffiziente DZ sicherzustellen. Auf3erdem erscheint die Quantifizierung
weiterer residueller, potentiell immunogenen Strukturen wie der des a-Gal-Epitops
sinnvoll, aber auch die erstrebenswerter EZM Komponenten wie Glykosaminoglykane
oder Wachstumsfaktoren. Die Aussagekraft mechanischer Tests konnte durch eine bi-
statt uniaxiale Durchfiihrung der Zugversuche verbessert werden, da die in vivo
wirkenden Belastungen dadurch realitdtsgetreuer abgebildet werden. Grundsatzlich sind
aber nach mdglichst eingehender in vitro Analyse zur endgiltigen Bestimmung der
Eignung eines jeden DZ Verfahrens in vivo Studien erforderlich, um eine Untersuchung
potentieller Inmunreaktionen zu ermoglichen.

Gelingt durch die weitere Perfektionierung gangiger DZ Protokolle die optimale Balance
zwischen praziser Entfernung zellularen Materials sowie Erhalt nicht-antigener EZM
Komponenten, scheinen gute und reproduzierbare Ergebnisse in klinischen Studien
erreichbar, und damit auch das langfristige Ziel eines klinischen Einsatzes

dezellularisierter und immunogen inerter Scaffolds in der Transplantationsmedizin.
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Messwerte DAPI Fluoreszenz:

Anhang

DAPI EDTa [um] an den duferen Oberflichen

EDT, [pm]
K1 Aq Az B: B: C K> D
AW 1 492,2 503,5 653,5 385,0 8519 433,5 904,8 932,4
AW 2 437,5 6429 682,0 599,6 477,7 380,2 795,8 979,3
AW 3 368,6 500,0 491,8 708,2 595,5 398,2 688,2 923,5
AW 4 441,2 575,8 543,1 692,2 718,7 361,9 822,7 1215,6
AW 5 520,4 460,2 668,7 616,5 480,4 345,1 819,3 986,6
AW 6 500,8 528,4 504,5 570,7 733,3 524,5 8315 1033,0
AW 7 335,4 488,6 710,0 415,3 896,1 548,5 771,8 1015,0
AW 8 384,9 551,3 502,7 371,5 701,2 484,3 779,5 760,0
AW 9 457,7 559,7 520,6 603,8 542,8 363,7 893,8 707,3
AW 10 501,8 659,0 978,9 336,5 872,6 412,6 703,8 941,5
MwW 444,1 546,9 625,6 529,9 687,0 425,2 801,1 9494
xs 59,9 61,8 142,6 132,0 149,8 67,6 66,8 134,1
DAPI EDTi [pm] an den inneren Oberflichen
EDT; [um]
K1 Ay Az B1 B: C K> D

AW 1 292,9 416,8 264,3 305,5 288,5 276,6 602,4 579,9
AW 2 341,6 433,0 425,6 305,8 457,8 338,0 533,3 632,3
AW 3 316,9 424,7 454,6 380,7 463,7 240,4 489,2 6659
AW 4 358,4 410,6 360,7 324,4 343,5 318,8 615,9 665,8
AW 5 280,1 331,5 402,9 485,8 298,5 256,0 453,3 615,2
AW 6 382,1 421,2 584,3 315,3 299,6 341,1 496,9 479,2
AW 7 252,9 3791 420,2 321,6 278,8 342,8 441,5 493,9
AW 8 310,0 476,1 317,7 266,3 257,3 332,0 500,6 567,0
AW 9 385,8 392,7 479,5 338,8 343,7 282,2 534,4 499,6
AW 10 303,1 425,7 455,3 267,7 379,2 254,1 521,3 734,3
MwW 322,4 411,2 416,5 331,2 341,1 298,2 518,9 593,3
xs 41,6 36,0 84,5 60,3 68,8 38,4 53,7 80,6
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Messwerte DNA-Quantifizierung:

DNA-Gehalt [ng DNA/mg Gewebe] der nativen und korrespondierenden dezellularisierten Proben

DNA-Gehalt [ng DNA/mg Gewebe]

K1 Ay Az B B2 Kz
Nativ DZ Nativ DZ Nativ DZ Nativ DZ Nativ DZ Nativ DZ Nativ DZ Nativ DZ

AW1 | 991,2 | 394,3 | 565,7 | 412,8 | 444,3 | 3954 | 538,1 | 4359 | 512,6 | 452,2 | 1064,8 | 569,6 | 707,4 | 783 | 913,2 | 144,55
AW?2 | 8149 | 4451 | 531,4 | 404,6 | 2715 | 340,8 | 560,0 | 371,7 | 761,6 | 7124 | 4823 | 629,3 | 991,5 | 257,4 | 5699 | 140,3
AW3 | 9156 | 586,5 | 711,1 | 365,7 | 2852 | 468,2 | 7639 | 452,8 | 6999 | 4956 | 4028 | 6452 | 7329 | 492,4 | 787,2 | 66,5
AW 4 | 404,7 | 6351 | 318,4 | 419,0 | 456,7 | 358,2 | 547,2 | 391,0 | 932,9 | 7229 | 294,55 | 5204 | 792,8 | 5084 | 800,1 | 2351
AWS5 | 406,0 | 349,6 | 138,3 | 484,8 | 346,1 | 298,1 | 3844 | 376,3 | 296,8 | 5524 | 5624 | 442,2 | 506,3 | 272,1 | 711,1 | 354,9
AW6 | 393,8 | 362,8 | 255,6 | 445,5 | 417,8 | 353,3 | 484,3 | 316,9 | 307,1 | 589,4 | 559,2 | 518,1 | 6099 | 57,3 | 525,77 | 32,7
AW7 | 9352 | 479,1 | 323,1 | 5352 | 2054 | 461,8 | 523,1 | 426,0 | 266,4 | 296,3 | 549,2 | 6379 | 590,0 | 320,8 | 626,0 | 140,5
AWS8 | 7398 | 679,8 | 289,5 | 8652 | 261,0 | 408,1 | 631,2 | 467,3 | 441,6 | 568,7 | 366,5 | 542,5 | 736,9 | 1955 | 7339 | 551,0
AWO9 | 493,8 | 7752 | 452,9 | 507,8 | 228,8 | 532,6 | 632,7 | 411,2 | 437,1 | 7988 | 6752 | 681,7 | 4824 | 120,7 | 531,4 | 189,7
AW 10 | 382,7 | 734,6 | 159,9 | 380,8 | 276,1 | 242,3 | 580,0 | 416,6 | 723,6 | 478,0 | 6612 | 679,6 | 663,5 | 213,2 | 4049 | 66,6
Mw 647,8 | 544,2 | 374,6 | 482,2 | 319,3 | 385,9 | 564,5 | 406,6 | 538,0 | 566,7 | 561,8 | 586,7 | 681,4 | 251,6 | 660,3 | 192,2
xs 241,8 | 150,1 | 176,0 | 137,9 | 86,5 81,7 | 952 | 42,0 | 217,2 | 141,2 | 204,2 76,0 | 141,1 | 147,9 | 147,3 | 148,9
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Messwerte uniaxiale Zugversuche:

Zugprobendicke [mm]

Zugprobendicke [mm]
Nativ K1 Ay A, B1 B; C K> D
AW 1 2,83 2,46 2,14 2,62 2,32 2,16 2,42 2,04 1,86
AW 2 2,19 2,24 2,11 2,32 2,52 2,12 2,34 2,28 2,09
AW 3 2,30 2,37 2,60 2,04 2,42 2,72 2,05 2,18 2,20
AW 4 2,70 2,21 2,16 2,00 1,86 2,25 2,20 2,00 2,38
AW 5 2,60 2,15 1,99 2,37 2,18 1,96 2,12 2,26 2,16
AW 6 1,78 2,06 2,38 2,21 2,23 2,44 2,14 2,37 2,30
AW 7 2,68 2,33 2,23 2,54 2,39 2,07 2,47 2,62 2,49
AW 8 2,54 2,08 2,41 2,32 1,96 2,30 2,47 2,38 2,29
AW 9 2,52 2,46 2,02 2,40 2,17 2,51 2,07 2,39 2,29
AW 10 2,42 2,22 2,19 2,00 2,18 2,23 2,38 2,41 2,15
AW 11 2,26
AW 12 2,18
AW 13 2,55
AW 14 2,17
AW 15 2,68
AW 16 1,86
AW 17 2,72
AW 18 2,28
AW 19 2,29
AW 20 2,31
AW 21 2,79
AW 22 2,07
AW 23 1,83
MW 2,37 2,26 2,22 2,28 2,22 2,28 2,27 2,29 2,22
ts 0,30 0,14 0,18 0,21 0,19 0,21 0,16 0,17 0,17
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Fmax [N]

Fmax [N]
Nativ K1 A1 Az B B: C K> D
AW 1 15,68 | 15,76 | 31,14 | 24,06 | 29,21 | 24,32 | 1593 | 13,69 8,94
AW 2 16,32 | 19,28 | 19,58 | 21,36 | 19,47 | 17,51 | 18,75 | 14,75 | 19,32
AW 3 16,05 | 20,27 | 25,00 | 21,45 | 29,73 | 2840 | 1899 | 23,17 | 18,97
AW 4 15,63 | 20,94 | 19,82 | 25,52 | 23,71 | 21,75 | 21,20 | 24,58 | 18,61
AW 5 17,72 | 14,56 | 23,97 | 18,04 | 28,60 | 14,99 | 19,29 | 26,40 | 23,02
AW 6 18,31 | 17,19 | 21,81 | 23,50 | 19,88 | 24,25 | 27,44 | 23,32 | 21,70
AW 7 20,70 | 21,99 | 16,58 | 16,86 | 20,99 | 20,64 | 37,43 | 19,16 | 23,50
AW 8 19,34 | 21,27 | 20,18 | 21,30 | 24,53 | 18,97 | 27,89 | 25,16 | 17,56
AWO9 19,83 | 25,07 | 22,25 | 13,74 | 19,82 | 28,90 | 19,88 | 29,02 | 21,99
AW 10 24,17 | 13,08 | 18,42 | 12,23 | 21,14 | 20,33 | 28,39 | 30,95 | 17,84
AW 11 19,31
AW 12 21,18
AW 13 20,13
AW 14 16,64
AW 15 22,39
AW 16 15,16
AW 17 18,49
AW 18 | 23,25
AW 19 22,97
AW 20 16,73
AW 21 19,82
AW 22 21,97
AW 23 15,77
MwW 19,03 | 1894 | 21,88 | 19,81 | 23,71 | 22,01 | 23,52 | 23,02 | 19,15
*s 2,70 3,53 3,91 4,22 3,91 4,27 6,24 5,37 3,97
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Fmax [N/mmz]

Fmax [N/mmZ]
Nativ K1 Aq Az B: B: C K> D
AW 1 1,39 1,60 3,64 2,30 3,15 2,82 1,64 1,68 1,20
AW 2 1,86 2,16 2,32 2,30 1,93 2,07 2,01 1,62 2,31
AW 3 1,74 2,14 2,41 2,63 3,07 2,61 2,32 2,66 2,16
AW 4 1,45 2,37 2,30 3,20 3,19 2,41 2,41 3,07 1,95
AW 5 1,71 1,70 3,01 1,91 3,28 1,91 2,27 2,93 2,66
AW 6 2,57 2,08 2,29 2,66 2,23 2,49 3,21 2,46 2,36
AW 7 1,93 2,36 1,86 1,66 2,20 2,49 3,78 1,83 2,36
AW 8 1,90 2,56 2,09 2,30 3,13 2,06 2,82 2,64 1,92
AW 9 1,97 2,55 2,75 1,43 2,28 2,88 2,40 3,04 2,40
AW 10 2,50 1,47 2,11 1,53 2,42 2,28 2,98 3,22 2,08
AW 11 2,14
AW 12 2,42
AW 13 1,97
AW 14 1,92
AW 15 2,09
AW 16 2,04
AW 17 1,70
AW 18 2,55
AW 19 2,51
AW 20 1,81
AW 21 1,77
AW 22 2,65
AW 23 2,16
MwW 2,03 2,10 2,48 2,19 2,69 2,40 2,58 2,51 2,14
xs 0,35 0,37 0,50 0,53 0,49 0,31 0,59 0,57 0,38
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Bruchdehnung [%]

Bruchdehnung[%]

Nativ K1 A1 Az B4 B C K> D
AW 1 118,25 | 82,49 | 80,62 | 93,11 | 97,08 80,38 76,94 81,98 79,90
AW 2 104,41 | 86,17 | 92,59 | 76,08 | 92,17 66,78 127,93 99,58 80,12
AW 3 96,68 71,99 | 8594 | 81,32 | 90,78 78,06 107,37 85,42 96,38
AW 4 111,27 | 85,16 | 85,51 | 83,58 | 86,84 72,97 107,84 96,92 77,05
AW 5 118,20 | 76,97 | 89,71 | 71,70 | 86,41 72,62 102,33 97,27 80,41
AW 6 98,62 88,04 | 78,97 | 91,14 | 95,02 80,73 100,33 | 100,43 | 80,90
AW 7 111,69 | 87,00 | 82,66 | 75,23 | 95,29 86,20 106,70 87,16 91,64
AW 8 114,78 | 81,69 | 85,07 | 63,82 | 88,83 78,06 93,53 104,15 | 84,28
AWO9 104,92 | 96,09 | 90,90 | 84,54 | 86,14 87,82 111,35 | 105,69 | 80,14
AW 10 92,49 68,09 | 84,09 | 82,30 | 82,25 | 100,60 | 102,76 | 100,70 | 94,97
AW 11 | 106,86
AW 12 | 114,22
AW 13 89,95
AW 14 98,94
AW 15 95,74
AW 16 97,90
AW 17 | 102,62
AW 18 92,01
AW 19 97,47
AW 20 | 105,69
AW 21 | 102,17
AW 22 96,11
AW 23 | 108,70
MW 103,46 | 82,37 | 85,61 | 80,28 | 90,08 | 80,42 103,71 | 95,93 | 84,58
*s 8,24 7,78 4,17 8,39 4,56 8,99 12,32 7,77 6,68
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Gerate:

Gerdte Modellbezeichnung Herstellerfirma
Autoklav CertoClav- Certoclav Sterilizer GmbH,
Hochdrucksterilisator Typ CV- | Leonding, AUT
EL 18 Liter
1600W/220V 50/60Hz 3 Bar
BioPhotometer 6131 Eppendorf AG, Hamburg, GER
Dickenmessgerit Mitutoyo ID-C112XB Mitutoyo Europe GmbH,
Neuss, GER
3D - Drucker Ultimaker 3 Extended Ultimaker, Geldermalsen, NED
Einbettmaschine HistoCore Arcadia H Leica Microsysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, GER
Feinwaage Kern 770-13 Kern & Sohn GmbH, Balingen,
GER
Fluoreszenzmikroskop AxioObserver Carl Zeiss AG, Oberkochen,
1021855009 GER

SN: 3834001051

Kamera Lichtmikroskop

Leica MC 170 HD

Leica Microsysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, GER

Kraftmessdose KAF-TC Angewandte System Technik
GmbH, Mess- und
Regeltechnik, Dresden, GER

Kritisch-Punkt-Trockner CPD 30 BalTec AG, Schalksmiihle, GER
Hauptquartier: Pfaffikon, CHE

Lichtmikroskop Leica DMR Leica Microsysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, GER

Magnetriihrer RCT basic IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen, GER

Paraffinstreckbad Typ 25900 MEDAX GmbH & Co. KG,

SN: 35308 Neumiinster, GER

PC Software
Fluoreszenzauswertung

AxioVision Rel. 4.8

Carl Zeiss AG, Oberkochen,
GER

PC Software
Histologieauswertung

Ascent software version 3.4.0
Leica Application Suite LAZEZ

Leica Microsysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, GER

PC Software
Zugversuchsauswertung

testXpert V12.3

ZwickRoell GmbH & Co. KG,
Ulm, GER

PC Software
Zusammenfiigung
Histologieaufnahmen

Adobe Photoshop

Adobe Inc., San José,
Kalifornien, USA
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Gerite Modellbezeichnung Herstellerfirma

pH-Meter ino Lab pH Level 1 WTW - Xylem Analytics
Germany Sales GmbH & Co.
KG, Weilheim, GER

Polarisationsfilter Art. Nr.: 108330 Polfilter24 - Optische

Polfilterfolie SI38 linear Produkte und Materialien,

Elmshorn, GER

Pumpe EDEN 155 Aquarienpumpe, PFG GmbH, Horstel, GER

80W

Rasterelektronenmikroskop Zeiss EVO LS10 Carl Zeiss AG, Oberkochen,
GER
REM Detektor XFlash Detektor 510 Bruker Nano GmbH, Berlin,
129 eV GER
Schlittenmikrotom HM 400 R Microm International GmbH,
Walldorf, GER
Schiittelinkubator Inkubationshaube TH 15 Edmund Biithler GmbH,

Bodelshausen, GER

Sputter Coater SCD 050 Baltec AG, Schalksmiihle, GER
Hauptsitz: Pfaffikon, CHE
Stanze ZCP020 ZwickRoell GmbH & Co. KG,
Ulm, GER
Thermoschiittler Thermomixer™ C Eppendorf AG, Hamburg, GER
Vortexer Reax top Heidolph Instruments GmbH
SN: 049801363 & Co.KG, Schwabach, GER
Warmeschrank WTC BINDER GmbH, Tuttlingen,
Typ: 1511530000202 GER
Wasserbad Julabo SW22 JULABO GmbH, Seelbach, GER
Wasserbad 2 Ww22-2 Rheotest Medingen GmbH,
Ottendorf-Okrilla, GER
Zentrifuge grof3 Rotina 46 R Andreas Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen, GER
Zentrifuge klein Micro 22 R Andreas Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen, GER
Zugpriifmaschine Z2.5(TN) ZwickRoell GmbH & Co. KG,

SN:169898/2006/E

Ulm, GER
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Hilfsmittel/ Verbrauchsmaterial:

Artikel Modellbezeichnung Herstellerfirma
Aquarellpinsel Serie 1520L Lab Logistics Group GmbH,
Meckenhelm, GER
Borstenpinsel Serie 7179L Lab Logistics Group GmbH,
Meckenhelm, GER
Einbettférmchen Parafree Metall Ausgief3form | Leica Microsysteme Vertrieb
SN: 39 LC-700-2 GmbH, Wetzlar, GER
Einbettkassetten 151391 Lab Logistics Group GmbH,
Meckenheim, GER
Eindeckglaser 24 x 50 mm Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig, GER
Eindeckmedium Leica CV Mount Leica Microsysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, GER
Eindeckmedium DAPI Ibidi Mounting Medium ibidi GmbH, Gréfelfing, GER
Eppendorf Tubes® 1,5 ml 3810X Eppendorf AG, Hamburg, GER

Falcon 15 ml

Sarstedt Reagenz- und
Zentrifugen Rohre 15 ml

Sarstedt AG&Co. KG,
Niumbrecht, GER

Glasflaschchen Laborgewindeflasche Duran® | Schott AG, Mainz, GER
100ml
Kabelbinder Pan-ty cable ties Panduit Singapore Pte

5.6in / 142mm
15263586N

Ltd, Odeon Towers, SGP

Klingen Mikrotom

Microtome Blades Typ S35

FEATHER® Safety Razor Co.
Ltd. Osaka, JPN

Kryoréhrchen CryoPure Gefafe 1,8ml Sarstedt AG&Co. KG,
Nimbrecht, GER
Kiivetten UVette® 220 nm-1.600 nm Eppendorf AG, Hamburg, GER

Objekttrager 25x 75 x 1,0 mm | Thermo SCIENTIFIC, Gerhard Menzel GmbH,
Superfrost Ultra Plus® Braunschweig, GER

Paraffin Histosec® Pastillen (ohne Sigma-Aldrich, St. Louis,
DMSO) Missouri, USA
1.15161.2504

Pipettenspitzen Biosphere (R) Quality Tips Sarstedt AG&Co. KG,

100-1000 pl:
70.762.200

Biosphere (R) Filter Tips
2-200 pl:
70.760.211

Niumbrecht, GER
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Artikel

Modellbezeichnung

Herstellerfirma

Biosphere (R) Filter Tips
0,5-20 pl:
70.1116.210

Pipetten

Eppendorf Research Pipette
(10, 100, 200, 1000 pl)

Eppendorf AG, Hamburg, GER

Schottglas 500 ml

GLS 80

Schott GmbH, Mainz, GER

Stickstoff

Apollo 100

Cryotherm GmbH & Co. KG
Kirchen/Sieg, GER

Lésungen und Reagenzien:

Medium Art.-Nr. Herstellerfirma
Acetone for analysis 1.00014.5000 Merck KGaA, Darmstadt, GER
Anti-Anti (100x) Antibiotic 15240-062 GibcoR by Life Technologies,
Antimycotic Darmstadt, GER
Hauptsitz: Carlsbad,
Kalifornien, USA
Aqua destillata (Ampuwa), 1080181 Fresenius Kabi Deutschland
10L GmbH, Bad Homburg, GER
Calciumchlorid Dihydrat 5239.2 Carl Roth GmbH + Co0.KG,
(CaClz) 2 99% p.a., ACS Karlsruhe, GER
M 147,02 g/mol
Deoxyribonuclease I LS002138 Worthington Biochemical
Corporation, Lakewood, New
Jersey, USA
4'6-Diamidino-phenylindole | D9564-10MG Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

dihydrochloride (DAPI),
¢ =200 mg/ml

Taufkirchen, GER

Eosin Y solution, alcoholic

HT110116-500ML

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, GER

Ethanol 30 % v/v vergallt

Morphisto®
Evolutionsforschung und
Anwendung GmbH Frankfurt
am Main, GER

Ethanol 50 % v/v vergallt

L13488

Apotheke Klinikum
Grofdhadern, Miinchen, GER

Ethanol 70 % v/v vergallt

Apotheke Klinikum
Grofdhadern, Miinchen, GER

Ethanol 80 % v/v vergallt

Apotheke Klinikum
Grofdhadern, Miinchen, GER
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Medium

Art.-Nr.

Herstellerfirma

Ethanol 96 % v/v vergallt

Apotheke Klinikum
Grofdhadern, Minchen, GER

Ethanol 100 % v/v vergillt

Apotheke Klinikum
Grofdhadern, Minchen, GER

Ethanol absolute for analysis

1.000983.2500

Merck KGaA, Darmstadt, GER

100% unvergallt
Glukoseldsung 50 % 402301 Fresenius Kabi Deutschland
10x100 ml GmbH, Bad Homburg v.d. H,,

GER

Glutaraldehydlésung G400-4 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

25 % m/m Taufkirchen, GER

Glycerin 7530.1 Carl Roth GmbH + Co.KG,

298% Karlsruhe, GER

Ph.Eur. wasserfrei

HCL, 1 mol/1 1.09970.0001 Merck KGaA, Darmstadt, GER

Isopropanol (2-Propanol) 6752.4 Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, GER

Magnesiumchlorid (MgCl) KK 36.1 Carl Roth GmbH + Co.KG,

> 98,5% wasserfrei Karlsruhe, GER

M 95,22 g/mol

Mayer's Hamalaunlésung 1.09249.0500 Merck KGaA, Darmstadt, GER

Methanol for analysis 1.06009.2500 Merck KGaA, Darmstadt, GER

PBS - Medium 10 x P210 Apotheke Klinikum

konzentriert 10 1 GrofRhadern, Miinchen, GER

Roti®-Histofix P087.3 Carl Roth GmbH + Co.KG,

Formaldehydl6sung 4,5% Karlsruhe, GER

Roti®-Histol 6640.4 Carl Roth GmbH + Co.KG,
Karlsruhe, GER

Sodium cacodylate trihydrate | 20838 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

(Na-CaCO) C0250 Taufkirchen, GER

Sodium deoxycholate 30970-500G Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, GER

Sodium dodecyl sulfate 2 80294 Carl Roth GmbH + Co.KG,

99,5% Karlsruhe, GER

Sodium hydroxide solution 35256-1L Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

(1M NaOH) Taufkirchen, GER

Sudanschwarz B (C.I. 26150) | 0292.1 Carl Roth GmbH + Co.KG,

fiir die Mikroskopie

Karlsruhe, GER
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Medium Art.-Nr. Herstellerfirma

Tris Hydrochlorid Pufferan® | 9090.2 Carl Roth GmbH + Co0.KG,
299% p.a. Karlsruhe, GER

M 157,60 g/mol

Xylol (Isomere) >98%, rein, 9713.3 Carl Roth GmbH + Co.KG,

fiir die Histologie

Karlsruhe, GER

Losungszusammensetzungen:

Losung Bestandteile Menge
100 mM CaCl; - Losung CaClz 1,4702 g
VE - Wasser 100 ml
DAPI - Arbeitslosung, cDAPI = | DAPI - Stocklosung 1ul
0,1 1
Hg/m PBS 1 ml
DAPI - Stocklosung, cDAPI = | DAPI 1 mg
0,1 mg/ml
Ampuwa 10 ml
DNase - Arbeitslosung, U = Anti - Anti (100x) 2 ml
30/ml -
100 mM CaCl; - Lésung 5ml
DNase - Stocklésung 1 ml
100 mM MgCl; - Lésung 10 ml
PBS 82 ml
DNase - Stocklésung, U = Aqua bidest. 440 pl
3.000/ml _
Deoxyribonuclease I 1 mg
Glycerin 500 ul
100 mM MgCl; - Losung 10 pl
400 mM Tris - HCL - Losung, |50 pl
pH7,5
FIX 2 Aqua dest. 912 ml
Glutaraldehydlosung 86,5 ml
25% m/m
HCI 1,5 ml
Na-CaCO 113¢g
Hamalaun fiir H&E Farbung Mayer’s Himalaunlésung 50 ml
PBS 150 ml
Methanol - Aceton Aceton 100 ml
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Losung Bestandteile Menge
Methanol 100 ml
100 mM MgCl; - Lésung MgCl; 952,2 mg
VE - Wasser 100 ml
PBS PBS - Medium 11
VE - Wasser 91
SD/SDS Sodiumdeoxycholat 5g
Sodium dodecyl sulfate 5g
PBS 11
10 mM Tris — HCI - Puffer Tris - Hydrochlorid 157,6 mg
VE - Wasser 100 ml
400 mM Tris - HCI - Puffer Tris - Hydrochlorid 6,304 g
VE - Wasser 100 ml
Kommerzielle Kits:
Kit Bestandteile Art.-Nr. Herstellerfirma
Isolate II Genomic Collection Tubes 2 ml Bio - 52067 | Bioline Meridian

DNA Kit

DNA Spin Columns

Elutionspuffer G

Lysepuffer GL

Proteinase K (lyophilisiert)

Proteinase K - Puffer

Puffer G3

Waschpuffer GW1

Waschpuffer GW2 (Konzentrat)

Bioscience, Cincinnati,
Ohio, USA

Movat Pentachrom
(Original)
Art. Nr. 12057

Alcianblau 1 % v/v

10126.0100

Alkalischer Alkohol mit
Ammoniak

10132.0100

WEIGERT Stammldsung A/B

10225.0100
A/B

Eisen (III)-Chlorid 2%

12019.0100

Brilliant-Crocein- Saurefuchsin

10156.0100

Phosphorwolframsaure 5%

10324.0100

Morphisto®
Evolutionsforschung
und Anwendung
GmbH Frankfurt am
Main, GER
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Kit Bestandteile Art.-Nr. Herstellerfirma
Safron du Gatinais 10369.0100
Natriumthiosulfat 5% 10288.0100
Essigsaure 1 % v/v 10180.0100
Pikro-Siriusrot fiir | WEIGERT Stamml6sung A/B 10225.0100 | Morphisto®
Kollangen I & I1I A/B Evolutionsforschung
Nachweis ] o B und Anwendung
Art. Nr. 13425 Pikro-Siriusrot-Losung 13422.0100 GmbH, Frankfurt am
Essigsaure 30 % v/v 13428.0100 | Main, GER
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