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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Allgemenes

Die vier Klappen des Herzens dienen als Ventile, die dem Blut im Wechsel von Kontraktion
und Erschlaffung die Stromungsrichtung durch die Herzkammern vorgeben. Sind sie verengt
(Stenose) oder schliefRen sie unzureichend (Insuffizienz) wird der Herzmuskel Uberlastet und
zunehmend gesché&digt, so dass am Ende der Organismus nicht mehr ausreichend mit Blut
versorgt werden kann. Bei der Behandlung dieser Klappenfehler wird in der Rege eine
chirurgische Wiederherstellung der anatomischen Struktur der Herzklappe angestrebt. Erst
wenn dies nicht moglich ist, wird die nattrliche Herzklappe durch eine Prothese ersetzt. In
Deutschland ist dies jahrlich bel ca. 12000 Patienten erforderlich. Als Klappenersatz sind
mehrere Alternativen verfugbar: die kinstliche Herzklappe aus Metall und Kunststoff, die
bi ol ogische Prothese aus chemisch modifiziertem tierischen Gewebe (Xenograft) und das vitale
menschliche Herzkl appentransplantat (Homograft).

Kinstliche Herzklappen und Xenografts sind in beliebiger Menge kommerziell verfigbar.
Transplantate menschlichen Ursprungs stehen hingegen auf Grund des Spendermangels nur in

sehr begrenzter Zahl zur Verfigung.

1.2. Her Zklappendefekte

Fehlfunktionen der Klappen konnen verschiedene Ursachen haben, wobel nur ca. 1% der
Klappenerkrankungen auf einer angeborenen Fehlbildung beruht. Der haufigste Grund fir
Erkrankungen sind Degenerationen bei dlteren Menschen. Grundsétzlich kann man zwel
Defekte unterscheiden:

Bei der Klappenstenose sind die Herzklappen verengt. Ursachen hierfir sind Kalkablagerungen,
auf Grund derer das Klappengewebe sklerosiert, oder Verwachsungen auf Grund rheumatischer
oder bakterieller Endokarditis, durch die die Klappensegel oder —taschen anschwellen und
miteinander verkleben. Ein anderes Krankheitsbild zeigt sich, wenn die betroffenen
Klappensegel oder —taschen nach dem Abklingen der Entziindung schrumpfen oder durch die
Entziindung Perforationen im Klappengewebe hervorgerufen werden. Werden die Klappen
somit insuffizient, flieft ein Tell des Blutes gegen die normae Flief¥ichtung zurtick und

schrankt so die Leistung des Herzens ein.



Ebenfals haufig ist auch ein sogenanntes kombiniertes Vitium, bei dem ene Klappe beide
Defekte aufweist oder mehrere Klappen erkranken. Am héufigsten erkranken Aorten- und
Mitralklappe, da sie der hdchsten Druckbel astung ausgesetzt sind.

1.3. Her zklappener satz

In der Regel stellt sich erst im Laufe der Operation heraus, ob eine Klappe rekonstruiert werden
kann oder ob sie durch eine Prothese ersetzt werden muss, was v.a. in Aortenposition sehr
héufig der Fall ist. Von den 1998 in Deutschland durchgefihrten 14287 Herzklappeneingriffen,
waren aleine 9068 Eingriffe an der Aortenklappe und 3352 an der Mitraklappe (Walther und
Mohr, 2001). Dabei konnte in 31,9% der Fédle (davon nur 1,2% in Aortenposition) die
erkrankte Herzklappe wiederhergestel It werden, die restlichen Patienten/Patientinnen benttigten

eine Herzklappenprothese.

1.3.1. Mechanische Her zklappenpr othesen

Heutige mechanische Herzklappenprothesen besitzen einen auleren Ring aus synthetischem
Gewebe (Dacron oder Teflon), der dazu dient, die Klappe in das Gewebe des Patientenherzens
einzundhen, und einen (oder zwei) Kippdeckd aus Metdl, der sich im Blutstrom 6ffnet und
schliefdt. Erstmals wurde elne mechanische Prothese 1960 durch Harken und Starr implantiert,
wobel es sich alerdings noch um ein Klappe handelte, bei der eine Metallkugel in einem
Metalkafig gehalten wurde. Diese Klappen hatten sehr schlechte hamodynamische
Eigenschaften und deshalb werden in der heutigen Zeit v.a. zwe Varianten verwendet: die
Kippschelbenprothese und die Doppelfliigel prothese. Mechanischen Herzkl appenprothesen
besitzen eine Haltbarkeit, die bei 99% der Patienten/Patientinnen deren Lebenserwartung
Ubersteigt (Butchart et al., 2001) und sind in alen bendtigten Grofden problemlos verfigbar. Sie
haben jedoch den grof3en Nachteil, dass der Empfanger lebenslang Antikoagulantien einnehmen
muss, da sich sonst an dem koérperfremden Materia der Prothese Gerinnsel bilden und somit ein
hohes Thrombose- und Embolierisiko bestent.

1.3.2. Biologische Her zklappenpr othesen

Es gibt die Mdglichkeit, defekte Klappen durch Allografts (Homografts) zu ersetzen. Dabei
handelt es sich um menschliche Herzklappen, die entweder von verstorbenen Spendern oder aus

explantierten Empféangerherzen im Rahmen der Herztransplantation stammen. Bereits 1965



erfolgte die erste Implantation einer menschlichen Aortenklappe (Ross, 1965). Diese Grafts

stehen jedoch auf Grund des Spendermangels nur in geringer Anzahl zur Verfiigung.

Herzklappenprothesen tierischen Ursprungs (Xenografts) stehen dagegen kommerziell in
ausreichender Menge und GrofRe zur Verfigung und werden sehr hdufig as Klappenersatz
verwendet. Gebrauchlich sind native Herzklappen vom Schwein oder Klappen, die aus
Rinderherzbeuteln hergestellt werden. Die erste porcine Bioprothese wurde 1965 beim
Menschen verpflanzt (Binet et al., 1965). Damas waren noch dle Xenografts auf ein
Klappengertst (englisch: "stent") aus Kunststoff aufgendnt. Ein solches Gerlst besteht aus
flexiblen Pfosten und einem &ulReren Ring aus Dacron- oder Teflongewebe, an dem das Gewebe
befestigt wird. Der Stent ermdglicht eine einfachere Implantation, aber er hat den Nachteil, dass

er die Offnungsflache verkleinert und somit die Leistungsfahigkeit der Klappe vermindert.

Seit 1987 gibt es zusétzlich gerlstfreie biologische Prothesen. Natiirliche porcine Herzklappen
sind in ihrer Dimension und Anatomie den menschlichen Homografts am ahnlichsten (Sands et
al., 1969). Bei ihnen entspricht die Offnungsflache nahezu der von natiirlichen Herzklappen.
Allerdings mussen diese Klappen ebenso wie Homografts mit zwei Nahtreihen eingenéht
werden und erfordern somit eine deutlich anspruchsvollere chirurgische Technik.

Homografts und gerUstfreie Xenografts zeigen im allgemeinen gute, den gesunden Herzklappen
anndhernd vergleichbare Blutflusseigenschaften. Deshalb ist das Blutungss und
Thromboserisko gering und eine langfristige Antikoagulation unnétig. Jedoch ist die
Haltbarkelt, besonders bel jlingeren Patienten eingeschrankt. Die durchschnittliche Haltbarkeit
von Homografts von 10 bis 20 Jahren (Barratt-Boyes et al., 1987; Ross et al., 1991; Doty et al.,
1998) liegt etwas Uber der von Xenografts mit ca. 15 Jahren (David et al., 1998; Myken et al.,
2000; Corbineau et al., 2001; Kirali et al., 2001; Kumar et al., 2003). Bel Bioprothesen mit
Stent kommt es im Gegensatz zu gertstfreien Bioprothesen bzw. Homografts zu einer starken
Beanspruchung des Materials, da am Gertstring durch den Widerstand im Blutstrom
betréchtliche Scherkréfte auftreten (Schoen et al., 1988).

Der Vergleich klinischer Daten von biologischen und mechanischen Herzkl appenprothesen
Uber einen Zeitraum von bis zu 20 Jahren zeigt, dass der biologische Ersatz besonders bei
dteren Patienten keinen Vorteil hinsichtlich der Uberlebensrate bringt. Jedoch ist bei diesen
Patienten/Patientinnen die Lebensqualitét deutlich besser, da die koagulationsbedingten
Einschrankungen entfallen und keine Gefahr besteht, an einer durch die Antikoagulation
bedingten Blutung zu sterben (Holper et al., 1995; Sdhu et al., 2001).



1.4. Degener ation biologischer Her zklappen

1.4.1. Mineralisierung

Ein wichtiger Grund fur die limitierte Haltbarkeit der Xenografts liegt in der Mineralisierung
des Materials (Schoen und Levi, 1994; Levi et al., 2003), die oft eine Reoperation innerhalb von
zehn bis finfzehn Jahren nach der Implantation nétig macht (Banbury et al., 1998). Eine
Ursache fir die Kalzifikation des Gewebes ist die notwendige Fixierung der Bioprothesen. Die
unvernetzte extrazellulére Matrix der Grafts hat ein starkes immunogenes Potentia, das rasch
zu einem Versagen des implantierten Gewebes fuhren kann (Allair et al., 1997). Damit der
Empfanger das fremde, tierische Gewebe nicht abstold, werden die Klappen in Glutaraldehyd
fixiert, denn durch die Vernetzung der Zell- und Matrixmolekile durch das Glutaraldehyd wird
die Antigenitét der Bioprothesen stark herab gesetzt (Nimni et al., 1987). Die Behandlung mit
Glutaradehyd fihrt jedoch zu einer vermehrten Kalziumaufnahme der noch verbliebenen
Bindegewebszellen der Prothese (Schoen et al., 1985 und 1986), was wiederum im Laufe der
Zeit ebenfdls zu einem strukturellen Versagen der Klappe fuhrt (Golomb et al., 1987). Um dies
zu verhindern bzw. den Grad der Kalzifikation méglichst gering zu haten, wurde von
verschiedenen Arbeitsgruppen z.T. in Zusammenarbeit mit den Herstellern biologischer
Prothesen Antimineraisierungsverfahren getestet (Moritz et al., 1990; Chen et al., 1994;
Girardot et al., 1994; Gott et al, 1997; Zilla et al., 1997; Weissenstein et al., 2000) und diese
finden bei vielen der heutigen Prothesen Verwendung (z.B. Freestyle® Bioprothesen von
Medtronic Inc., Minneapolis, MN, USA).

1.4.2. |mmunologische Reaktion

Aul¥er der Kalzifizierung des Prothesengewebes wird v.a in den letzten Jahren vermehrt die
Vermutung gedul¥ert, dass die Degeneration der Klappen urséchlich auch durch eine
immunol ogische Reaktion des Empfangers auf das fremde Gewebe bewirkt wird. Studien haben
gezeigt, dass es ab dem fuinften Tag nach der Implantation eines Homografts zu einer deutlichen
Erhthung immunologischer Parameter kommt, nicht jedoch nach der Implantation eines
Xenografts (Schutz et al., 1994; Fischlein et al., 1995). Aul3erdem gibt es Hinweise darauf, dass
eine durch ein Homograft bewirkte starke humorale Antwort des Patienten zu eéinem Versagen
des Grafts in Abhangigkeit vom initidlen Antikorpertiter fuhren kann (Welters et al., 2002). Bei
einer Reoperation ist der Patient dann zusétzlich sensibilisiert, was gegebenenfalls zu einem
raschen Versagen des zweiten Implantats fuhrt. Weiter wird vermutet, dass die Stimulation von
zytotoxischen T-Lymphozyten, die bel 93% der Empfanger von Homografts gemessen wurde,

letztendlich zu einer Degeneration der Prothese fuhren wird, da diese Zellen daflir bekannt sind,
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fremdes Gewebe zu erkennen und zu zerstéren (Oel et al., 2000). Die Immunogenitét von
Xenografts wird hingegen durch die Vernetzung der Matrixmolekule durch Glutaraldehyd stark
reduziert. In den letzten Jahren wurde jedoch die zur Fixierung der Prothesen eingesetzte
Konzentration des Glutaraldehyds reduziert, um den Mineralisierungsvorgang in vivo zu
minimieren. Dies fuhrt wiederum dazu, dass die Antigene des Materials nicht ausreichend
maskiert werden und es im Empfénger vermehrt zu humoraen Reaktionen kommt, die
letztendlich wie bel den Homografts zu einem Klappenversagen fuhren kénnen (Human und
Zilla, 2001).

1.5. Endothdialisierung von biologischen Her zklappenprothesen

Der Angtieg zirkulierender Antikorper, die gegen die Bioprothese gerichtet sind und die
Korrelation zwischen diesen Antikdrpern und der Minerdisierung des Prothesengewebes,
scheint der immunologischen Reaktion des Empféngerorganismus eine Schltssdlrolle bel der
Degeneration biologischer Prothesen einzurdumen (Vincentelli et al., 1998; Human et al.,
1999). Eine physiologische Schicht aus Endothelzellen kdnnte einen Schutzschild darstellen,
der verhindert, dass die Antigene der Prothese vom Immunsystem des Empfangers erkannt
werden (Trantina-Yates et al., 2001). Jede native Herzklappe ist von ener konfluenten
Endothelzelldecke Uiberzogen. Die Zellen stellen in vivo eine effektive und aktive Grenzschicht
zwischen Blut und Gewebe dar (Clark und Finke, 1974). Endothelzellen spilen u.a. eine
entscheldenden Rolle bei den antithrombogenen Eigenschaften des Gefadumen (Leather et al.,
1985; Hoch et al., 1987): am nativen, unverletzten Endothel haften weder Thrombozyten, noch
Erythrozyten oder Leukozyten (Harlan, 1985; Esmon, 1987).

Um die Biokompatibilitét und Haltbarkeit der biologischen Prothesen zu verbessern, wurden in
den letzten Jahren unterschiedliche Strategien entwickelt, solche Klappen mit Endothelzellen zu
besiedeln. Als Matrix zur Besiediung dienten, neben unbehandelten Allografts, kommerzielle
glutaradehydfixierte  Herzklappenprothesen und  porcine  Aortengefd3dwand-  oder
Perikardstiicke, die nach der Explantation mit enzymatischen und chemischen Reagenzien
azellularisert wurden, um das zuriickblelbende Matrixgerist aus Kollagen, Elastin und
Proteoglykanen zu reendothelialisieren.

Es zeigte sich, dass innerhdb von sechs bis zehn Tagen ene konfluente
Endothel zelIbeschichtung von menschlichen Herzklappen moglich ist (Eberl et al., 1992).
Ebenso hafteten ovine Zellen an Allografts und Uberstanden die in vivo Situation im Schaf Uber
einige Wochen unbeschadet (Seinhoff et al., 2000; Trantina-Yates et al., 2001). Gleiches gilt
fur 8hnliche Versuche im Primatenmodell (Lehner et al., 1997).

5



Waéhrend die Besiedlung von unbehandelten Allografts recht vielversprechend war, zeigte sich
jedoch, dass die Oberflache von glutaraldehydfixierten Prothesen flr eine dauerhafte Anhaftung
von Endothelzellen ungeeignet ist (Eberl et al., 1992; Fischlein et al., 1992; Bengtsson et al.,
1993 [1]; Bengtsson et al., 1993[ 2] ; Fischlein et al., 1994; Fischlein und Fasol 1996; Lehner et
al., 1997). Fur die schlechte Zelladhéasion auf solchen Prothesen wurde eine kontinuierliche
Freisetzung von ungebundenem Glutaraldehyd sowie freie Aldehydgruppen auf der porcinen
Matrix, die nicht durch kovaente Bindungen abgeséttigt waren, verantwortlich gemacht
(Fischlein et al., 1992; Hoffmann et al., 1992; Fischlein et al., 1994; Lehner et al., 1997; Fu et
al., 1997). Sebst z.T. mehrwdchige Spllungen der Prothesen in phosphatgepufferter Saline
brachten nur einen initialen Beschichtungserfolg (Eberl et al., 1992; Fischlein et al., 1992,
Bengtsson et al., 1993), denn nach zwei Tagen rundeten sich die Zellen ab und verloren die
Adhésion. Die von mehreren Gruppen durchgefiihrten Detoxifikationsverfahren mit Urazol
(Zilla et al., 1997; Trantina-Yates et al., 2001) oder Glutaminsaure (Fischlein et al., 1992;
Bengtsson et al., 1993; Fischlein et al., 1994; Bengtsson et al., 1995; Lehner et al., 1997; Zilla
et al., 1997) fuhrte vereinzelt zu einem konfluenten Endothelzellrasen nach siebentégiger
Kultivierung, da durch das Senken des pH-Wertes die Polymerisation des Glutaradehyds
reduziert wurde und dies zu eéinem hohen Anteil von unpolymerisierten, freien Dialdehyden
fUhrten, die wasserl6dich und somit auswaschbar waren (Moritz et al., 1990). Bel Bioprothesen
mit Stent versagten diese Verfahren jedoch fast immer. Trotzdem scheint der Ansatz, die

Oberfl&che fixierter Prothesen fir eine bessere Zelladhasion vorzubereiten, richtig zu sein.

1.6. Zielsetzung

Die bisherigen Versuche, die Biokompatibilitdét von biologischen Prothesen durch die
Besedlung mit Endothelzellen zu verbessern waren v.a. bel den glutaraldehydfixierten

Prothesen nicht sehr vielversprechend.

Einerseitsist aternativ behandeltes Materiad wie z.B. fotooxidiertes Rinderperikard (Bengtsson
et al., 1995), mechanisch oder chemisch azdllularisiertes porcines Gewebe (Bengtsson et al.,
1993; Bader et al., 1998) und Homografts offensichtlich in vitro endotheialisierbar,
andererseits haben sich mit Glutaraldehyd fixierte Klappen in der breiten klinischen
Anwendung bewahrt. Es liegt somit nahe auch weiterhin zu versuchen, speziell diese Klappen
mit Endothelzellen zu besiedeln, um ihre Biokompatibilitdt und Antithrombogenitét zu

verbessern und gleichzeitig ihre Immunogenitét und Abnutzung zu verringern.

Ziel dieser Arbeit war aso die Zelladhasion auf solchen Klappen zu verbessern um ene stabile

Endotheliaisierung zu erreichen. Der Ansatz bestand hierbei in einer Erhthung der Hydrophilie
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des zu beschichtenden Materials, da Zellen Uber die Bildung von Pseudopodien an hydrophilen
Oberflachen adhérieren.

Zusétzlich sollte eine dauerhafte Besiedlung mit vaskuléaren Endothelzellen dadurch erreicht
werden, dass autologe Fibroblasten vor der eigentlichen Endothelialisierung auf das porcine
Material aufgebracht wurden, denn schon friher war die Vermutung gedul3ert worden, dass
Endothelzellen lebende Zellen a's Untergrund bendtigen (Zind et al., 1997) und dass durch eine
Besiedlung mit Fibroblasten die Adh&sion von Endothel zellen erhdht wird (Curtil et al., 1997).



2. Material

MATERIAL

Soweit nicht anders angegeben, befinden sich die aufgefihrten Firmen in Deutschland.

2.1. Reagenzien und Zelkulturmedien

Bezeichnung Hersteller/Vertreiber Katalognummer
Aceton verschiedene Apotheke, Klinikum
Groldhadern
Amicacin Bristol GmbH, Minchen Apotheke, Klinikum
Groldhadern
Amphotericin B Heyden GmbH, Minchen Apotheke, Klinikum
Groldhadern
Aqua bidest verschiedene Apotheke, Klinikum
Groldhadern
Ascorbinsaure VivaGmbH, Koln 7154781
Bovines Serumalbumin (BSA) Boehringer (Roche), Mannheim 652237
Carcodylsdure (C2H6AsNa0O?2) Fluka AG, Buchs, Schweiz 20838
Dimethylsulfoxid WAK-Chemie, Steinbach DMSO 10 (10 ml)
DMSO 70 (70 ml)
Cyprofloxacin Bayer AG, Leverkusen Apotheke, Klinikum
Grofthadern
Endothelia Cell Growth Promocell, Heidelberg C-22010

Medium mit Wachstumsfaktor-Kit

Ethanol (30/50/70/96 %) verschiedene Apotheke, Klinikum
Grofthadern
Fibroblast Growth Medium Promocell, Heidelberg C-22030
mit Wachstumsfaktor-Kit
Foetales K&l berserum (FCS) Boehringer (Roche), Mannheim 210471
Foetal es K& berserum (FCS) Biowest, Nuaillé, Frankreich S02892 bzw. SO2143
Foetales K@l berserum (FCS) Biochrom/Seromed, Berlin S 0115/364B
Foetal es K&l berserum (FCS) PromoCell, Heidelberg C-37350 (#661 A)
Gentamycin Life-Technologies/Gibco BRL, 15750-037
Karlsruhe
Glutaraldehyd 25 % Fluka AG, Buchs, Schweiz R 00806
HCI 1N Apotheke, Klinikum Grofhadern | L 0306
Heparin Braun, Melsungen 126/6994
Humanes Serumal bumin verschiedene Apotheke, Klinikum
20 % (HSA) Grofshadern
Kollagenase |1 Cell-Systems (Worthington), LS 04176
Katharinen
M 199 mit Earle Salzen Biochrom/Seromed, Berlin F 0615 (500 ml)
F 0663 (100 ml)
Methronidazol Bayer AG, Leverkusen Apotheke, Klinikum
Grofthadern




NaCl 0,9 % verschiedene Apotheke, Klinikum
Groldhadern

NaOH, 1 N verschiedene Apotheke, Klinikum
Groldhadern

PBS Dulbecco’s Life-Technologies/Gibco BRL, L 252 A

PH-M eter-Pufferl Gsungen: Mettler Toledo GmbH, Steinbach

PH 4,01 209863250

PH 7,00 209865250

PH 10,0 209857250

PKH26 Red (Fluorescent Cell Sigma, Deisenhofen b. Minchen | PKH26GL

Linker Kit)

Ringerl6sung verschiedene Apotheke,  Klinikum
Grofthadern

Tissue-Tek® Sakura, Zoeterwonde, NL 4583

Tris Merk, Darmstadt 1.08382

Trypanblau-L6sung (0,4 %) Sigma, Deisenhofen b. Miinchen | T 8154

Trypsin 0,5 %/0,2 % EDTA Life-Technologies/Gibco BRL, L 2153

in PBS

Karlsruhe

Vancomycin Lilly GmbH, Gief3en Apotheke, Klinikum
Groldhadern
Zitronenséure Merck, Darmstadt K20352641
2.2 Reagenzien und Antikdrper fur dielmmunhistochemie
Primarantikor per
CD 31 Antikorper (PECAM-1, DAKO, Hamburg M 0823
Maus anti Human)
Fibroblasten Antikorper (Klon 5B5; DAKO, Hamburg M 0877
Maus anti Human)
Fibroblasten Antikorper (Klon ASO2; | Dianova, Hamburg DIA 100
Maus anti Human)
Laminin DPC Biermann, Bad Nauheim R 1153P
Kollagen IV Antikorper Sigma, Deisenhofen b. Minchen C-1926
(Maus anti Human)
Schweine Immunglobulin DAKO, Hamburg X 0906
Von Willebrand Faktor DAKO, Hamburg A 0082
(Kaninchen anti Human)
Sekundarantikoper bzw. Detektionssysteme
Biotin Blocking System DAKO, Hamburg X 0590
LSAB2-Kit HRPinkl. AEC DAKO, Hamburg K 0672
Schaf anti Maus F(ab*')2-1gG, Chemicon, Temecula, CA, USA AQ300F
Fluorescin (FITC) markiert
Ziege anti Kaninchen 1gG, Immundiagnostik AG, Bensheim ZRF1000
Fluorescin (FITC) markiert




Sonstige Reagenzien

Antikorper-Diluent DAKO, Hamburg S 3022
Fluorescenct mounting medium DAKO, Hamburg S3023
Mayers Hdmal aunl 6sung Merk, Darmstadt 1.09249.0500
Tween20 Sigma, Deisenhofen b. M iinchen P-1379
2.3. Geréte

Brutschrank (Hareaus 6000) Kendro Laboratory Products, Hanau

Brutschrank (Hera Cell)
Einfriergerét (Kryo 10, Seriesll)
Polystar 242 M (Einschwei 3gerét)
Express-Pipette-Aid

Gefrierschrank (-20° C, Comfort Plus)
Gefrierschrank (-80° C, HFU 86/450)
Kritisch-Punkt-Trockner (CPD 30)
Kryostat (Modell 2700 Frigocut)
Kuhlschrank (4 °C, Sikafrost)
LaminaAirflow (Hereaus, Hera Safe)
Mikroskop (Axiovert 35)

PH-Meter (766)

Prézisionswaage
Rasterel ektronenmikroskop (5420)
Rotationsinkubator

Sputter Gerét (SCD 050)
Video Copy Processor P66DE
Vortex Mixer

Wasserbad (Julabo SW23)
Zentrifuge (Rotina 46 R)

Kendro Laboratory Products, Hanau
Messer-Griesheim, Krefeld
Rische und Herfurth GmbH, Hamburg

Falcon®, Becton-Dickinson Labware Europe, Le
Pont de Claix, France

Siemens, Mnchen

Kendro Laboratory Products, Hanau
BAL-TEC GmbH, Schalksmihle
Reichert-Jung Uber Leica, Bensheim
Siemens, Mnchen

Kendro Laboratory Products, Hanau
Zeiss, Gottingen

Knick Elektronische Messgerdte GmbH & Co.
KG, Berlin

Sartorius AG, Gottingen

Leica, Bensheim

Eigenkonstruktion, Laborwerkstatt, Klinikum
Grof3hadern, Miinchen

BAL-TEC GmbH, Schalksmihle
Mitsubishi, Tokio, Japan

Neo Lab, Niederlassung Miinchen
Kendro Laboratory Products, Hanau
Hettich, Tuttlingen
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2.4. Verbrauchsmaterial (Einmalartikel, steril und unsteril)

Cryo Tubes (1,5 ml)

Deckglaser (24 x 24 mm)

Einfrierbeutel

Farbdiafilm (Elite Chrome 100 und 400)
Filter (fur FCS, 0,2 um)

Filter (fir Glasgefdl3e, 0,22 um)
Filtereinheit (0,2 um/500 ml)
Gewebekulturplatte (6-well)

Gewebekulturréhrchen (12 ml)
Kanulen (20G/0,9 mm)
Handschuhe (Biogel SuperSensitiv)
Kulturschale 12,5 cm2

Kulturschale 75 cm2 und 162 cm2
Leit Tabs (12 mm)
Mullkompresse (10 x 10 cm)
Nahtmateria (Supolene®)
Objekttrager (SuperFrost® Plus)
Petrischae (100 x 20 mm)

Pipetten (5, 10. 25 ml)
Pipettenspitzen (100 ul)
PP-Réhrchen (30/115 mm; 50 ml)
PS-Raéhrchen (24,9/90 mm, 30 ml)
Probenhalter (OO 12,5 cm)
Spritzen (2, 10, 20 ml)

Spritzen (Perfusor 50 ml)

Steriles Tuch (SecuDrape®)

Storagebottle (500 ml)

Tissue Tek® Cryomolds
Verbundhdhne
Videoprinterpapier (Mitsubishi
K65HM-CE)

Nunc GmbH & Co.KG, Wiesbhaden
Roth, Karlsruhe

Dr. Marx Medizintechnik, Miinchen
Kodak GmbH, Stuttgart

Nalgene®, Rochester, NY, USA
Millex®-GS, Cork, Irland
Nalgene®, Rochester, NY, USA

Facon®, Becton-Dickinson Labware Europe, Le
Pont de Claix, France

Greiner, Frickenhausen
Terumo, Leuven, Belgien
Regent® Medical, Norcross, GA., USA

Facon®, Becton-Dickinson Labware Europe, Le
Pont de Claix, France

Costar®, Corning Incorporated, Corning, USA
Plano, Wetzlar

Braun, Melsungen

Resorba, Nirnberg

Menzel Gléser, Braunschweig

Falcon®, Becton-Dickinson Labware Europe, Le
Pont de Claix, France

Costar®, Corning Incorporated, Corning, USA
Eppedorf AG, Hamburg

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Plano, Wetzlar

Braun, Me sungen

Braun, Mesungen

Sengwad Klinikprodukte GmbH & Co. KG,
Rohrdorf, Thansau
Costar®, Corning Incorporated, Corning, USA

Miles, Elkhart, Kansas, USA
Braun, Melsungen

Plano, Wetzlar

11




2.5. Verbrauchsmaterial (wieder verwendbar, autoklavier-/desinfizier bar)

Anatomische Pinzette
Geféakantle

Glasgefalie (Spezid anfertigung)
Lined

Losungsschale (250 ml)
Neubauer Z&hlkammer
Nierenschae

Plastikbecher (150 und 1000 ml)
Préparierschere

Probenhalter fir REM-Proben
Rotationsinkubator

Klinikum Grofzhadern, M iinchen
Medtronic, Grand Rapids, USA
Greiner & Gal3ner GmbH, Minchen
Klinikum Grofzhadern, M iinchen
Klinikum Grofzhadern, M iinchen
GLW, Wirzburg, Deutschland
Klinikum Grofzhadern, M iinchen
Klinikum Grofthadern, M iinchen

Klinikum Grof3hadern, Minchen
Probenaufbewahrungsbehdter Plano, Wetzlar

BAL-TEC GmbH, Schalksmuhle

Eigenkonstruktion, Laborwerkstatt, Klinikum
Grof3hadern, Minchen

2.6. M edienzusammensetzung:

Wenn nicht anders angegeben wurden die Medien aiquotiert und bei — 20 °C gelagert.

Spulmedium (500 ml)

M199 (1 x) 494 ml
Gentamycin (10 mg/ml) 5mi
Heparin (50001. E.) 1ml

Stoppmedium (500 ml)

M199 (1 x) 444 ml
Heparin (50001i. E.) 1ml
Gentamycin (10 mg/ml) 5mi
FCS (EK 20 %) 50 mi
Humanes Serumalbumin (1%/500 ml)
PBS Dulbecco’s Puffer 475 ml
Humanes Serumal bumin (20 %) 25ml

Trypsin (0,05%)/EDTA (0,02%/500 ml)

PBS Dulbecco’s Puffer
Trypsin (10 x)

450 ml
50 mi

Gentamycin (0,01 o/ml bzw. 20%/500 ml)

Bovines Serumalbumin (1%/100 ml)

PBS Dulbecco’s Puffer 400 ml PBS Dulbecco’s Puffer 9 ml
Gentamycin (50 mg/ml) 100 mi BSA 1ml
Fix 11 (500 ml Glutaraldehyd (0,2%/500 ml)

Aqua bidest 456 mi PBS Dulbecco’s Puffer 496 ml
Glutaradehyd (25 %) 435 ml Glutaradehyd (25 %) 4ml
HCI (1N) 0,75 ml Lagerung bei 4 °C

Na-CaCO 5659

Lagerung bei 4 °C

12




Antibiotikacocktail (100 ml)

Einfriermedium (10% DM SO-L8sung/111,3 ml)

M199
DMSO

100 ml
11,3 ml

M199 100 mi
Amicacin 2mg
Amphotericin B 0,5mg
Cyprofloxacin 3mg
M ethronidazol 2mg
Vancomycin 2mg

Frische Zubereitung; Antibiotika bzw.
Fungizide wurden bei — 20 °C gelagert, M199
bel 4 °C.

Kollagenase 11-L6sung (0,1%/10 ml)

Humanes Serumalbumin (1%) 10 ml
Kollagenase 11 (269 — 276 U) 10 mg

Frische Zubereitung; HSA wurde bei —20 °C
gelagert, Kollagenase |1 bei 4 °C.

Kulturmedium fur Endothelzellen
(10% FCS/500 ml)

Endothdia Cedl Growth Medium 450 ml
FCS (stexil filtriert) 50 mi
Wachstumsfaktor-Kit 10 ml

Frische Zubereitung; Lagerung bis drei Wochen
bei 4 °C mdglich

Kulturmedium fur Fibroblasten (20 bzw.
30% FCS/500 ml)

Fibroblast Growth Medium 400/350 ml
FCS (stexil filtriert) 100/150 ml
Wachstumsfaktor-Kit 10 ml

Frische Zubereitung; Lagerung bis drei Wochen
bel 4 °C mdglich

H202-L 6sung (0,01%/200 ml) Tris-Tween20 Puffer (1000 ml)
PBS 200 ml Tris (50 mM) 6,06 g/l
H202 20 4l NaCl (300 mM) 17,53 g/l
_ _ Tween20 (0,1 %) 1ml
Frische Zubereitung
Aquabidest 1000 mi
pH auf 7,6 eingestellt (vor Tween20-Zugabe)
Ascorbin- bzw. Zitronenséure (5, 10, H&mal aunl 6sung (20%/10 ml)
()
15%/200 mi) H20 (Aquabidest) 10 mi
H20 (Aqua bidest) 190/180/170 ml
Mayers Hamal aunl dsung 2ml
Saure (Pulver, wiv) 10/20/30 g

Frische Zubereitung

Frische Zubereitung
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2.7. Biologisches M aterial

2.7.1. Vena saphena magna fir die Gewinnung von Fibroblasten- und Endothelzell-

primarkulturen

Die Venen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, waren Reste aus koronaren Bypass-
Operationen, die in der Abteilung fur Herzchirurgie durchgeftihrt wurden. Die Spender/innen
hatten ihr Einverstandnis gegeben, dass die Venenstiicke im Rahmen von in vitro Studien
verarbeitet werden durften. Die Zeitspanne zwischen Entnahme und Verarbeitung der Vene
lag je nach Freigabe zwischen O und 2 Tagen. ES wurden insgesamt 60 Venen mit einer

durchschnittlichen Lange von 13,3 £ 5,7 cm verarbeitet.

2.7.2. Schweineher zklappen

Bel den verwendeten Schweineherzklappen (SKL) handelte es sich um insgesamt 25 Aorten-
und Pulmonaklappen mit jewells 2,5 bis 4 cm Gefd3wandldange und 21 bis 23 mm
Gefadl3ddurchmesser, die aus Schweineherzen entnommen wurden, die vom ortlichen Schlachthof
(Zenettistral3e, Minchen) zur Verfigung gestellt worden waren. Ein Tell der SKL wurde fur
Vorversuche verwendet, wobel die Gefal3wand und zum Teil die Segd in Stiicke (Patches) von
1 bis 4 cm2 zerlegt wurden. Teillweise wurden die Patches auch von Klappen gewonnen, die als
Ganzes in den Versuch kamen, wobei ein ca. 1 cm breiter Gefél3wandring abgetrennt wurde.

Die im folgenden benutzte Nomenklatur der SKL bezieht sich auf die Reihenfolge im Versuch.
Dartiber hinaus ist die Nummerierung der Klappen bel der priméren Prgparation (Methoden
3.2.) angegeben, da die in dieser Arbeit gezeigten Bilder mit diesen Bezeichnungen versehen
sind. Die zu beschichtende Oberflache der SKL berechnete sich aus der Mantelflache eines
Zylinders 2* 7 r*h (r = Gefd¥adius, h = Geféldwandhohe) und der Oberflache der Segel. Diese
wurden exemplarisch an drei Klappen mit 21, 22 und 23 mm Durchmesser vermessen. Hierzu
wurden die Klappen aufgeschnitten, die Segel herausgetrennt und deren GrofRe mit einem
Lineal festgestellt. Der jeweilige Wert wurde zur Mantelflache der entsprechend grof3en Klappe
addiert. In Tabelle 1 sind die als Ganzes verwendeten SKL zusammengefasst. Die Einteillung in
Gruppen erfolgte auf Grund der Vorbehandlung der Klappen (Methoden 3.3.2.).
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Tab. 1: Ubersicht Uber die as Ganzes verwendeten SKL:

A = Aortenklappe; P = Pulmonalklappe

Nummerierung

Bezeichnungim

im Versuch L abor Flachein cm2 Gruppe Versuch
SKL 1 1A 314 B
SKL 2 29 P 33 B
SKL 3 13A 33 L
SKL 4 24 P 36,2 L
4221
SKL 5 24 A 41,4 F
SKL 6 17P 36,2 F
SKL 7 23 A 34,5 M
SKL 8 21 P 34,5 M
SKL 9 27 A 32,5 H
SKL 10 23 P 34,5 H
SKL 11 30P 34,5 H
SKL 12 15A 41,4 @)
4.2.2.2.
SKL 13 20A 41,4 O
SKL 14 22 A 33 O
SKL 15 28 A 34,5 Oo/P
SKL 16 30A 41,4 O
SKL 17 5P 34,5
4.2.2.3.
SKL 18 26 P 36,2 P

2.7.3. Porcine Bioprothesen der Firma Medtronic

Die im Rahmen
Mindesthaltbarkeitsdatum Uberschritten war, wurden freundlicherweise von der Firma
Medtronic Inc. (Minnegpolis, Minn., USA) zur Verfigung gestellt. Ein Teil der verwendeten
Prothesen bestand nur aus den porcinen Segeln, die auf einem flexiblen Spannrahmen (Stent)
aus Acetalpolymerisat angebracht und befestigt waren. Zur Verwendung kamen hier Mosaic®

diesar Arbeait

verwendeten porcinen  Bioprothesen,

Bioprothesen (Abb. 1A) des Typs 505 (Aortenklappe) und 310 bzw. 510 (Mitralklappe).

15

deren



P B

Mosaic® FFEESI}'[E"E

Abb. 1 Bioprothesen der Firma Medtronic: Mosaic® Bioprothese mit Spannrahmen (A), Freestyle® Prothese mit
Aortenwurzd (B)

Der andere Teil der verwendeten Klappen bestand aus Freestyle® Bioprothesen des Modells
#995. Hierbel handelte es sich um Schweine-Aortenherzklappen, bei denen die Segel noch in
ihre natiirliche Umgebung, der Aortenwurzel, eingebetet waren, womit die Notwendigkeit eines
Trégergerists entfiel. Die Aortenwand enthielt die Koronararterienabgange und Reste des
Myokards wurden durch ein Polyestergewebe abgedeckt (Abb. 1B). Die zu beschichtende
Oberfléche wurde analog zu den SKL berechnet (Material 2.7.2). Da aber nur eine begrenzte
Anzahl von Bioprothesen zur Verfliigung stand, wurden zur Berechnung der Segeloberflache die
Segel von entsprechend grof3en SKL mit 19, 21, 23 und 31 mm Gefal3durchmesser vermessen
und die Daten Ubertragen. In Tabelle 2 sind die as Ganzes verwendeten Bioprothesen
zusammengestellt. Die Gruppeneinteilung erfolgte auf Grund der Vorbehandlung, der die
jeweilige Klappe unterzogen wurde (Methoden 3.3.2.).
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Tab. 2: Ubersicht Uber die verwendeten Mosaic® und Freestyle® Bioprothesen

Bioprothese: M odell und

Nl_Jmmerierung Seriennummer Flachein Gruppe Versuch
Im Versuch (Bezeichnung im Lz_;\bor) cm2
Med-5 Mosal.zcl(?/I ';%g/sM itral 132 M oot
e | | wr |
Med-1 Mosalzczg(?/I '22}1(7)/2 Mitral 182 o
Med-2 Mosa o 1T751fg Mitral 18,2 0 4322,
TR
Med-3 Frg;‘f\tgggf?l% 36,2 o
Med-4 Frgﬁ;'c‘fgg% 33,0 o
Med-9 Frfjf\%gf)sfgl% 20,8 o ron
Med-10 e 424 o
Med-11 honibriiee 36,2 o
Med-12 N 330 0
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METHODEN

3. Methoden

3.1. Zdlkultur

3.1.1. Allgemeine Bedingungen

Alle Arbetschritte im offenen System wurden an einer sterilen Werkbank (Materia 2.3.)
durchgefuihrt. Die Brutschrankbedingungen waren konstant bel 37 °C, 5% CO,-Begasung und
95% L uftfeuchtigkeit. Zentrifugation erfolgte, wenn nicht anders angegeben, fir 10 Minuten bei
4°C, 250 x g und leichter Bremse. Die Verarbeitung der Venen und der Herzklappen geschah

unter sterilen Kautelen.

3.1.2. Zellgewinnung

Die fur die Beschichtung benétigten Zellen wurden aus der Vena saphena magna gewonnen
(Fischlein et al., 1994; Deutsch et al., 1997). Zum Transport vom OP ins Zelllabor und zur
Aufbewahrung bis zur Zellgewinnung wurden die Venen in steriles M199 (4 °C) gelegt. Bei
der im folgenden beschriebenen Methode handelte es sich um eln auf die Bedurfnisse dieser
Arbeit angepasstes Verfahren, das éhnlich bereits beschrieben worden war (Sharefkin et al.,
1986; Zilla et al., 1990; Heagerstrand et al., 1992; Fischlein et al., 1994; Sansby et al.,
1994; Deutsch et al., 1997; Johnson et al., 1997). Die Venen wurden beidseitig mit
Venenkantlen, die mit Nahtmaterial fixiert wurden, kanuliert und die Kantlen mit
Verbundhahnen versehen. Uber diese wurden die Venen mittels einer 20 ml Spritze mit 15 ml
37 °C warmen Spulmedium (Material 2.6.) durchspilt. Dadurch wurden Erythrozyten und
Plagues gel6st und entfernt. Anschlief3end wurde das Venenlumen mit 0,1% Kollagenase |1-
Losung (Material 2.6.) inkubiert, indem vor Zugabe der Lésung ein Verbundhahn und nach
der Zugabe der zweite verschlossen wurde. Die Venen wurden in 37 °C warme phosphat-
gepufferte Saline (Dulbecco’s PBS ohne Mg*™ und Ca™) gelegt (Abb. 2A) und 20 Min im
Brutschrank inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 20 ml 4 °C kaltem
Stoppmedium (Materia 2.6.) beendet, wobel die dabel gewonnene Fraktion in 50 mi
Zentrifugenrohrchen aufgefangen (Abb. 2B) und zentrifugiert wurde. Das Zellpellet wurde in
6 ml Kulturmedium fir Endothelzellen, dem 10% fétales Kélberserum (FCS) zugegeben
wurde, resuspendiert und in 12,5 cm? Kulturflaschen mit bel (iftetem Deckel ausgesét.

18



Die Fibroblastengewinnung erfolgte direkt im Anschluss analog zur Endothel zellgewinnung.
Um die notwendige Zellmenge fUr eine Primérkultur zu erhaten, wurden die Venen anfanglich
durch zweimalige zwanzigminitige Inkubation mit Kollagenase I gewonnen. Spéter wurde
eine dreimalige dreifdigmindtige Inkubation nétig, da durch einen herstellerbedingten Wechsel
des verwendeten FCS elne hohere initide Zellzahl zur erfolgreichen Kultivierung nétig wurde.
Die Fibroblasten-Primérkultur wurde in Kulturmedium fir Fibroblasten, dem anfénglich 20%,
spater 30% FCS zugegeben wurde, angelegt. Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgte nach
adlgemein gangigen Zelkulturmethoden (Lindl, 2000) die den Bedirfnissen der Zellen
angepasst wurden (Fridman et al., 1985; Thompson et al., 1993; Johnson et al., 1997,
Malassagne et al., 1998; Smon et al., 1998). Der Mediumwechsd erfolgte mit den
angegebenen Kulturmedien ale zwei bisdrel Tage.

Abb. 2 Verarbeitung der Vena saphena magna: Inkubation der Vene mit Kollagenasell in einem Becher mit
PBS (A), Herausspillen der Zellsuspension mit Stoppmedium nach der Kollagenaseinkubation (B)

3.1.3. Trypsinieren und Passagieren der Zdllen

Zunéchst wurde das Kulturmedium aus Kulturflaschen mit konfluenten Zellen abgezogen und
die Kultur kurz mit PBS gespuilt, um Reste des FCS-haltigen Mediums zu entfernen, welches
die Wirkung des Trypsins beeintréchtigt hatte. Anschlief3end wurden die Zellen mit 0,5%
Trypsin/0,02% EDTA-L6sung (37 °C) vom Flaschenboden abgel 6st, wobei soviel Reagenz
zugegeben wurde, dass die gesamte Bodenfléche gut benetzt war. Durchschnittlich wurden
die 12,5, 75 bzw. 162 cm? Kulturflaschen mit jeweils 2, 5 bzw. 10 ml Trypsin inkubiert. Die
Reaktion wurde zwischendurch im Phasenkontrastmikroskop (PKM) Uberprift und mit dem
jeweils doppelten Volumen Stoppmedium (Material 2.6.) beendet, sobald die Zellen im
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Medium suspendiert waren. Danach wurde die Zelsuspension in 50ml  PP-
Zentrifugenrohrchen dberfuhrt und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlief3end im
entsprechenden Kulturmedium aufgenommen und in neuen Kulturflaschen inkubiert. Die
Vermehrung erfolgte in folgenden Schritten: 12,5 cm? & 75cm? > 162 cm? > 3 x 162 cm?
> 6 x 162cm? > 12 x 162 cm?, so dass die Lebendzellzahl nach dem Trypsinieren der
sechsten Passage durchschnittlich bei 2,7 + 1,5 x 10’ Fibroblasten (n = 25) bzw. 4,7 + 3,2 x
10" Endothelzellen (n = 31) lag. Die sechste Passage war nach durchschnittlich 42 + 9 Tagen
erreicht, wobei die Endothelzellen, die nach den autologen Fibroblasten ebenfalls verwendet
wurden, 7 Tage langer konfluent in den Kulturschalen verblieben oder erneut passagiert
wurden, um ein Abldsen der Zellen durch Uberkonfluenz zu verhindern. So ergab sich eine

durchschnittliche Kulturdauer von 48 + 9 Tagen.

3.1.4. Bessimmung der L ebendzellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer Zéhlkammer verwendet. Diese wurde durch
Aufbringen des Deckglases auf eine definierte Tiefe von 0,1 mm eingestellt. Um eine
Vitafarbung durchzuftihren, wurden 30 ul der resuspendierten Zellsuspension mit einer 0,4%
Trypanblau-Lésung 1 : 1 gemischt und sofort in die Kammer gefillt. Dazu wurde die
Pipettenspitze so an der Kammer angesetzt, dass die Kapillarkréfte der Kammer die Suspension
von selbst hinein zogen. Vitale Zellen der gefarbten Suspension erschienen im PKM wel(3, tote
hingegen blau, da bel diesen die Zellmembran porés war und so der Farbstoff aufgenommen
wurde. Es wurden acht grof3e Quadrate der Zéhlkammer ausgezéhlt, der Mittelwert ermittelt
und eine Multiplikation dieses Wertes mit der Formel Zellzahl x 2 x ml Zellsuspension x 10*
ergab die Gesamtzellzahl der untersuchten Kultur. Die Zahl 2 gab den Verdinnungsfaktor an.
Die Auszéhlung der blau gefarbten Zelen ergab den Anteill an toten Zellen der

Gesamtzellmenge.

3.1.5. Intravitalfarbung mit dem Fluor eszenzfar bstoff PK H26

PKH26 ist en in die Zellmembran integrierender, aliphatischer Fluoreszenzfarbstoff (Horan
und Seszak, 1989). Die in vivo ermittelte Halbwertszeit der Fluoreszenz betragt mehr as 100
Tage be roten Blutzellen von Kaninchen und somit zdhlt PKH26 zu den dstabilen
Fluoreszenzfarbstoffen. Die Farbung von humanen Endothelzellen bzw. Fibroblasten mit dem
PKH26 Fuorescent Cell Linker Kit wurde wie vom Hersteller empfohlen durchgefihrt. Die zu
farbenden Zellen wurden trypsiniert, vereint und anschlief3end in 50 ml M199 gewaschen, um
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FCS zu entfernen, da dieses die Reaktion storte. Das Zellpdllet wurde in 1 ml Diluent C aus
dem Kit resuspendiert und anschlieffend mit 1 ml Diluent C, dem 4 pl PKH26-Farbstoff/2 x 10’
Z€llen zugegeben wurde, 3 Min mit einer 5-ml-Pipette vorsichtig gemischt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 2 ml 1% BSA (Materid 2.6.) beendet. Um ungebundenen Farbstoff zu
entfernen, wurden die Zellen vierma mit je 10 ml Kulturmedium gewaschen (Zentrifugation
bei 200 x g). Am Schluss wurden die Zellen auf die gleiche Anzahl Kulturschalen ausgesét, wie
vorab fur die Férbung trypsiniert worden waren. Die Farbung konnte bei einer Wellenlange von
560 nm im PKM Uberprift werden.

3.2. Vorbereitung von Schweineher zklappen

3.2.1. Préparation

Die zur Préparation der SKL bendtigten Herzen wurden vom Schlachthof Minchen zur
Verfigung gestellt (Material 2.7.2.). Nach der Entnahme eines Herzens wurde es in enen
sterilen Plastikbecher mit kalter Ringerlosung gelegt und gekihlt sofort in die Klinik gebracht.
Dort wurden Aorta und Pulmonalis von frei gelegt, der Durchmesser der Gefdl3e mit einem
Hegar-Stift gemessen und die Klappen fir 7 Tage in einem Antibiotika/Mykotika-Cocktail
(AB-Cocktail, Material 2.6.) bel 4 °C inkubiert. Anschlief3end wurden die Klappen eingefroren
(Methoden 3.2.2.) oder sofort in 0,2% GA-L6sung (Materiad 2.6.) Uberfihrt und bei 4°C
gelagert (Methoden 3.2.4.).

3.2.2. Kryopraservation

Bis auf zwel Klappen (SKL 15 und 18) wurden alle verwendeten SKL kryopraserviert. Hierzu
wurde die jeweilige Klappe aus dem AB-Cocktall (Materid 2.6.) entnommen, in Ringerldsung
eingelegt und darin gesptilt. Die Klappe wurde anschlief3end aus der Ringerl6sung entnommen
und in eine Mullkompresse gelegt (10 x 10 cm), die wiederum in einen Herzklappen-
Aufbewahrungsbeutd (Material 2.4.) gelegt und mit Einfriermedium (Materia 2.6.) gefUillt
wurde. Der Beutel wurde verschweil und in insgesamt zwel weitere sterile Beutel
eingeschweil. Die Kryopraservation erfolgte in einem Einfriergerdt (Materia 2.3.), das die
Klappe kontralliert und unter schneller Abgabe der kritischen Kristallisationswérme auf -80 °C
kiihlte, um die Entstehung von Eiskristallen zu verhindern. Dies hétte sonst das Gewebe pords
gemacht. Anschlief3end erfolgte die Lagerung der Klappe in flissigen Stickstoff (-196 °C) Uber
mindestens 7 Tage.
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3.2.3. Auftauen

Um die kryopréservierten Klappen verwenden zu kénnen, mussten sie zuerst aufgetaut werden.
Hierzu wurde die jewellige Klappe aus dem flissigen Stickstoff entnommen und im
Einfrierbeutel sofort in eine Metalschale mit 45 °C warmer Ringerlésung gelegt bis das
Einfriermedium aufgetaut war. Anschlief3end wurde die Klappe mitsamt der Mullkompresse aus
dem Beutel genommen, erneut in Ringerldsung gelegt, dort von der Kompresse befreit und die
Klappe in frisches Medium eingelegt. Schliefdich wurde die Klappe in 0,2% GA (Materia 2.6.)
fixiert und bei 4 °C gelagert.

3.2.4. Fixierung

Alle Herzklappen, diein dieser Arbeit verwendet wurden, waren mindestens 7 Tage bei 4 °Cin
0,2% GA (Materia 2.6.) fixiert worden. Hierzu wurden die SKL jeweilsin einen Plastikbecher,
der mit 200 ml der GA-Lo6sung gefillt war, gelegt. Die verwendeten Bioprothesen (Material
2.7.3.) waren vom Hersteller in 0,2% GA fixiert und mit Alphaamino-Olszure (AOA) behandelt

worden.

3.3. Vorbehandlung von fixierten Schweineher zklappen und Bioprothesen
3.3.1. Spulung und Saur ebehandlung

Um GA-fixierte SKL und Bioprothesen zu spilen bzw. mit Saure zu behandeln, wurde mit
dem Material nach der Entnahme aus dem GA und vor der Besiedelung mit humanen Zellen
wie folgt verfahren: Das Materiad wurde in einen Plastikbecher, der mit 200 ml der
entsprechenden Spullésung (NaCl, PBS, M199) geflllt war (Methoden 3.3.2.), gelegt und
darin 10 Min oder 24 h inkubiert. Die 24-stindige Inkubationszeit erfolgte 3h im
Brutschrank, 19 h bei 4 °C und zum Erwdrmen des Materias vor der Besiedelung erneut fir
ca. 2 h bel 37 °C. Die 10-minttige Inkubation erfolgte nur im Brutschrank. Wurden nur Teile
(Patches) von Klappen verwendet, wurden grof3e Bereiche (Ringe) der Gefdldwand mit einer
Schere herausgetrennt und als Ganzes vorbehandelt. Erst anschlief3end wurden die Patches in

der benétigten Grofe und Menge zurecht geschnitten.

Wourde vor der Spulung eine Saurebehandlung durchgefihrt, wurde Patchmateria kurz, ganze
Klappen hingegen fur 30 Min in 200 ml PBS gespult, um ungebundenes GA zu entfernen.
Insbesondere die GA-Reste, die sich in den Segeltaschen angesammelt hatten, mussten
sorgféltig ausgespult werden.
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Anschlief3end wurde das Material in einen Becher gelegt, in dem sich 200 ml 5, 10 bzw. 15%
ZS bzw. AS (Materia 2.6.) befand und darin 5 Min inkubiert. Darauf folgte eine 10-mindtige
Inkubation in einem neuen Becher mit 200 ml Aqua bidest um ungebundene Saure zu
entfernen. Es folgte eine Spilung in M 199, das so oft erneuert wurde, bis kein Farbumschlag
des im Medium enthaltenen Indikators Phenolrot mehr erfolgte. Phenolrot hat bel einem
physiologischen pH von 7,4 einen purpurroten Farbton, der mit abnehmendem pH zu gelb
wechselt (pH unter 6,8). Neben der optischen Beurteilung, wurde aul3erdem eine Messung am
pH-Meter durchgefihrt, indem 20 ml des Inkubationsmediums aus dem Becher entnommen
und untersucht wurde. Nachdem wieder ein pH von 7,4 erreicht worden war, wurde das
Material in frisches M 199 Uberfihrt und insgesamt 24 h inkubiert (siehe oben).

3.3.2. Gruppeneinteilung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob GA-fixiertes porcines Material nach
unterschiedlicher Vorbehandlung endothelialisierbar ist. Zunachst wurden Patches und/oder

ganze SKL und Bioprothesen unterschiedlichen Spilungen unterzogen (Methoden 3.3.1.).

Aul¥erdem wurde untersucht, ob zusétzlich zur Spilung eine Behandlung mit AS bzw. ZS das
porcine Klappenmaterial fir Endothelzellen beschichtbar macht. Hierzu wurde ein Teil des
verwendeten Materials mit unterschiedlich konzentrierten Losungen der jeweiligen Sdure
inkubiert (Methoden 3.3.1.).

Schliefdlich wurden Patches und ganze Klappen vor der Endothelialisierung mit autologen
Fibroblasten besiedelt. Es sollte untersucht werden, ob eine Vorbesiedelung mit Fibroblasten
die Adharenz der Endothel zellen Gber einen léngeren Zeitraum verbessert.

Das zur Zellbesiedelung verwendete porcine Material wurde schliefdlich in 16 Gruppen
unterteilt, wobei ale verwendeten SKL der Gruppen A bis O vor der Behandlung

kryopraserviert worden waren:

e Gruppe A wurde nach der Fixierung ohne weitere Behandlung mit Endothelzellen
besiedelt. Aus dieser Gruppe wurden nur SKL-Patches verwendet.

* Gruppe B wurde for 10 Min in physiologische NaCl-Lésung (0,9%) gelegt und
anschlief3end mit Endothelzellen inkubiert. Neben SKL-Patches wurden zwei Herzklappen
(SKL 1 und 2) verwendet.

e Gruppe C wurde 24h in 0,9% NaCl inkubiert und anschlief3end mit Endothelzellen
beschichtet. Es wurden nur SK L-Patches verwendet.
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Gruppe D wurde 24 h in PBS inkubiert und anschlief3end mit Endothelzellen beschichtet.
Es wurden nur SK L-Patches untersucht.

Gruppe E erfuhr eine 10-minttige Spulung in M199, bevor Endothelzellen aufgebracht
wurden. Es wurden nur SKL-Patches verwendet.

Gruppe F wurde 24 h in M199 inkubiert und mit Endothelzellen beschichtet. Verwendet
wurden SKL-Patches, SKL 5, 6 und Med-6.

Gruppe G wurde vor der 24-stiindigen Spulung in M199 mit 5% AS oder ZS (Material
2.6.) inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine Spilung in Aqua bidest fir 10 Min. Auf das
Materia (SKL Patches) wurden Endothelzellen aufgebracht.

Gruppe H wurde analog zu Gruppe G behandelt, wobei die Sdurekonzentration bei 10%
lag (Material 2.6.). Aul¥er Patches von SKL und Bioprothesen wurden auch drei
Herzklappen (SKL 9, 10 und 11) nach diesem Schema behandelt.

Gruppe | wurde wie Gruppe G behandelt. Die Sdurekonzentration betrug 15% (Material
2.6.). Eswurden ausschliefdlich SKL-Patches verwendet.

Gruppe J und K wurden wie Gruppe H vorbehandelt. Gruppe J wurde anschlief3end mit
PKH-26-geférbten Endothelzellen besiedelt und Gruppe K mit geféarbten Fibroblasten
(Methoden 3.1.5.).

Gruppe L wurde wie Gruppe B vorbehandelt. Die verwendeten SKL (SKL 3 und 4)
wurden jedoch 7 Tage vor dem Auftrag der Endothelzellen mit autologen Fibroblasten
beschichtet.

Gruppe M wurde wie Gruppe F vorbehandelt. Drel Klappen (SKL 7, 8 und Med-5)
wurden nach der Spllung erst mit Fibroblasten und 7 Tage spéter mit Endothelzellen
beschichtet.

Gruppe N wurde wie Gruppe H vorbehandelt, jedoch wurde ausschliefdlich AS verwendet.
Vor den Endothelzellen wurden auf den verwendeten SKL- und Bioprothesen-Patches

Fibroblasten aufgetragen.

Gruppe O wurde analog zu Gruppe N vorbehandelt, allerdings wurde ZS verwendet. Auf
Grund der im Laufe dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse stammten die meisten der
untersuchten Klappen (SKL 12 bis 18, Med-1 bis 4 und 9 bis 12) aus dieser Gruppe.

Gruppe P entspricht Gruppe O, jedoch wurden die zwei SKL dieser Gruppe (SKL 15 und

18) vor der Beschichtung nicht kryopréserviert.
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Eine Ubersicht der verwendeten Gruppen ist in Tabelle 3 zusammengestel It.

Tab. 3: Gruppeneinteilung des porcinen Materias auf Grund seiner Vorbehandlung

Vorbehandlung Beschichtung
0 | “sare | o [ spung | ome | e | fre
A — _ _ — + —
B — — NaCl 10 Min + —
C — — NaCl 24.h + —
D — — PBS 24h + —
E — — M199 10 Min + —
F — — M199 24 h + —
G ZSIAS 5% M199 24.h + —
H ZSIAS 10% M199 24.h + —
| ZSIAS 15% M199 24.h + —
J ZS 10% M199 24.h F;’;';fti —
K ZS 10% M199 24h — F;';';fg
L — — NaCl 10 Min + +
M — — M199 24h + +
N AS 10% M199 24.h + +
0 Zs 10% M199 24.h + +
P ZS 10% M199 24.h + +

3.4. Probenaufbereitung fir das Raster e ektr onenmikroskop

3.4.1. Fixierung

Proben fir das Rasterelektronenmikroskop (REM) wurden nach der Entnahme sofort in ein
PP-Rohrchen mit Fix 1l (Material 2.6.) Gberfihrt und darin mindestens 24 h bei 4 °C fixiert.

Bis zur weiteren Aufbereitung konnten die Proben bei 4 °C gelagert werden.
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3.4.2. Aufsteigende Alkoholreihe

Daim REM ein Vakuum aufgebaut wird, mussten die Proben komplett entwassert werden,
um das Sieden des in den Proben enthaltenen Wassers zu verhindern. Deshalb wurden die
Proben zun&chst in einen Probenhalter (Material 2.5.) gelegt und mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe behandelt (Hormia et al., 1983; Thompson et al., 1993; Tsuchida et al., 1996).
Bei dieser wurden die Proben jeweils 10 Min bel RT in 30, 50, 70 und 96% Ethanol inkubiert.
Anschliel3end erfolgte eine 10-mindtige Inkubation in einem 1 : 1 Gemisch aus 96% Ethanol
und 100% Aceton und letztendlich die Uberfiihrung in -20 °C kaltes, reines Aceton, das auch
als Transportmedium des Probenhalters zum Kritisch-Punkt-Trockner (Material 2.3.) diente.

3.4.3. Kritisch-Punkt-Trocknen

Der Probenhalter wurde in die Druckkammer des Kritisch-Punkt-Trockner (Material 2.3.)
gestellt, die vorher mit kaltem Aceton gefullt worden war (Hoffman et al, 1992; Thompson et
al., 1993; Tsuchida et al., 1996; Deutsch et al., 1997). Danach wurde die Kammer
verschlossen, auf 8°C gekihlt und das Aceton in mehreren Schritten gegen CO;
ausgetauscht. Anschlief3end wurde die Kammer auf 42 °C erwarmt. Bel einer Temperatur von
31 °C und einem Druck von 73,8 bar war der kritische Punkt fir CO, erreicht und es ging
vom flUssigen in den gasférmigen Aggregatzustand Uber. Hierbei wurden die Proben in der
Kammer getrocknet. Temperatur und Druck wurden nach Herstellerangaben deshalb weiter
erhoht, um Feuchtigkeitseffekte bei zu schnellem Gasablassen zu vermeiden. Das Gas wurde
Uber einen Zeitraum von ca. 45 Min kontrolliert und langsam Uber ein Ventil abgelassen.
Anschliefiend konnten die Proben entnommen werden. Sie wurden auf Probentellern
befestigt, die zuvor mit einer speziellen Leitfolie (Material 2.4.) beklebt worden waren.

3.4.4. Gold-Palladium Sputtern

Um die Leitfahigkeit herzustellen mussten die getrockneten Proben mit einer diinnen Schicht
Gold-Palladium belegt werden (Hoffman et al., 1992; Liao et al., 1993; Thompson &t al.,
1993; Tsuchida et al., 1996). Hierzu wurden die Probenteller mit den Proben in die Kammer
des Sputtergerdts (Material 2.3.) gesteckt und die Luft innerhalb der Kammer gegen Argon
ausgetauscht. Dann wurden die Proben 180 Sekunden lang mit Gold bedampft. Nachdem das
Argon Uber ein Ventil entltftet wurde konnten die Proben entnommen werden.
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3.4.5. Raster e ektronenmikr oskopie

Die beschichteten Proben wurden an einem Rasterelektronenmikroskop (Material 2.3.)
untersucht (Plattner und Zingsheim, 1987). Hierzu wurden die Probenteller im Probenhalter
der Vakuumkammer des Gerdts fixiert und anschlief?end das Vakuum aufgebaut. Die
Bilddarstellung erfolgte am Computer und Uber Ausdrucke auf Thermopapier am
Videoprinter (Material 2.3.).

3.5. Vorbereitung von Zellen bzw. Gewebe fiir Unter suchungen am Phasenkontr ast-

mikroskop
3.5.1. Zellen

Die zu untersuchenden Zellen wurden trypsiniert (Methoden 3.1.3.), in Fittermedium
aufgenommen und auf sterile Super Frost Plus Objekttréger (OT) ausgesét. Diese wurden in
einer Petrischalen mit Fittermedium 24 — 72h bis zur gewinschten Zelldichte im
Brutschrank inkubiert. Anschlief3end wurden die OT entnommen und immunhistochemisch
(Methoden 3.6.) behandelt.

3.5.2. Gewebestiicke (Patches)
Die jewellige Probe (Wand oder Segelprobe einer Schweineherzklappe oder Bioprothese)

wurde direkt nach der Entnahme in en Kryogeféd gelegt, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und konnte anschlief3end bis zur Herstellung von Gefrierschnitten (Methoden
3.5.3.) bei —80 °C gelagert werden.

3.5.3 Anfertiqung von Gefrier schnitten

Zur Herstellung von Gefrierschnitten am Kryostaten (Materia 2.3.) wurden die eingefrorenen
Proben so in Tissue-Tek® KryogefaRe gestellt und in Tissue-Tek® Kryomedium eingebettet,
dass das Lumen der Geféaldwand bzw. die ventrikul&re und aortale Seite des Segels senkrecht zur
Schnittrichtung standen. Ein Antauen der Proben wurde vermieden, indem man die
Probenbehdter in Stickstoffdampf hidlt. In diesem gefror das Kryomedium mit der eingelegten
Probe langsam und somit zellschonend. Nach vollstandiger Aushédrtung und Entfernung des
Kryogefaldes, wurden die Proben bel —80 °C gelagert oder gleich in 5 — 8 um dicke Schnitte
zertellt, die auf OT aufgefangen wurden. Die untersuchten Schnitte ssammten vorwiegenden aus

dem mittleren Teil der jeweiligen Probe.
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3.6. Immunhistochemischer Nachweis

Bei den Versuchen mit ganzen Klappen (Beschichtungsversuche 4.2.2., 4.3.2. und 4.3.3.) und
mit Bioprothesen-Patches (Beschichtungsversuche 4.3.1.) wurde nach der Beschichtung mit
humanen Zellen deren Besiedelung des porcinen Gewebes mittels immunhistochemischer
Untersuchungen Uberprift, um humane Zellen von eventuell noch anhaftenden, regenerierten
porcinen Zellen zu unterscheiden und die Vitaitét der aufgebrachten Zellen nachzuweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere monoklonale Antikérper (Material 2.2.) verwendet:
Neben dem allgemein als verléasslichsten Marker fur Endothelzellen angesehenen Faktor VIlI
Antigen-Nachweis (Zetter, 1981) wurde zusétzlich ein Antikorper gegen PECAM-1 (platel et
endothelial adhesion molecule-1), auch as CD31 bekannt, verwendet, da mit ihm
Endothelzellen &uRerst effektiv nachgewiesen werden kdnnen (Bengtsson et al., 1995). Im
Gegensatz zum Faktor VIII Antigen nahm die CD31 Konzentration auch bei langer
Kulturdauer nicht ab (Johnson et al., 1992). Ein weiterer Nachwels fur die Aktivitdt von
Endothelzellen war die Bildung von Komponenten der Basalamina wie Kollagen 1V und
Laminin (Fajardo, 1988), gegen die ebenfals Antikorper eingesetzt wurden (Materia 2.2.).
Die verwendeten Fibroblasten wurden mit zwei Antikérpern nachgewiesen. Zu Beginn der
Arbelt stand fur diesen Nachweis ein Antikoper gegen die humane Prolyl-4-Hydroxylase zur
Verfigung (Maus-Anti-Human Fibroblasten Antikérper Klon 5B, DAKO, Hamburg), die
jedoch auch auf humanen Endothelzellen exprimiert wurde. Deshalb kam dieser Antikorper
nur zur Farbung der Fibroblasten vor dem Auftrag der autologen Endothel zellen zum Einsatz.
Spater stand ein neuer, sehr spezifischer Antikorper (Maus-Anti-Human Fibroblasten
Antikorper Klon ASO2; Dianova, Hamburg) zur Detektion von humanen Fibroblasten zur
Verfigung, der an das von humanen Fibroblasten exprimierte Oberflachenantigen Thy-1
(Thymidylate synthase complementing protein = CD90) band. Mit diesem konnten
Fibroblasten auch nach mehrwochiger Inkubation mit Endothel zellen nachgewiesen werden.

Die verwendeten Antikorper wurden indirekt detektiert, d.h. nicht der Primér-, sondern erst
der  Sekunddrantikbrper war enzym- oder  fluoreszenzkonjugiert. Bel  der
Fluoreszenzmarkierung wurden Fluoreszein (FITC) markierte Sekundarantikorper verwendet
(Methoden 3.6.1.), deren Reaktion bei einer Wellenlange von 560 nm im PKM untersucht
wurde. Allerdings trat bei enigen der untersuchten Proben eine storende
Hintergrundfluoreszenz  auf. Deshab wurde der Grof%eil der Proben mit
peroxidasekonjugierten  Sekundérantikorpern  detektiert  (Methoden  3.6.2.). Als
Detektionssystem diente das LSAB®2 System (LSAB = |abelled StreptAvidin-Biotin).
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3.6.1. FITC-markierte Sekundar antik érper
Die OT mit Gefrierschnitten wurden vor der Farbung 24 h bei RT getrocknet. Die OT mit

angesaten Zellen wurden hingegen nach der Entnahme aus dem Kulturmedium kurz in PBS
gespilt, um das FCS-haltige Medium zu entfernen, da dies die Farbung gestort hétte.
Anschlief3end wurden die OT 10 Min in — 20 °C kaltem Aceton fixiert. Nach der Entnahme
und nachdem das Aceton getrocknet war, wurden die OT 5 Min in PBS gespllt. Inzwischen
wurde der jeweilige Primérantikorper (Material 2.2.) nach Herstellerangaben in Antikorper
Diluent (Material 2.2.) verdinnt, auf die OT pipettiert (50 pl/Schnitt) und diese fir 1 h in
einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden die OT zwei
mal 5 Min in PBS gespult, um ungebundenen Antikorper zu entfernen. Der zugehdrige FITC-
markierte Sekundérantikorper (Material 2.2.) wurde ebenfals nach Herstellerangaben
verdinnt und auf die Schnitte pipettiert (50 ul/Schnitt) und inkubiert (siehe oben). Danach
wurde ungebundener Antikorper durch zweimalige Spilung in PBS und einmaliger Spllung
in Aqua bidest entfernt, die OT mit Abdeckmedium (fluorescent mounting medium) fixiert

und ein Deckglas (24 x 24 mm) luftblasenfrel aufgelegt.

3.6.2. L SAB®2 System

Dieses Detektionssystem basiert darauf, dass ein biotinylierter Sekundrantikbrper einen
Komplex mit Peroxidase-konjugierten  Streptavidinmolekilen  bildet. Vortell  der
Peroxidasefarbung war, dass bel ihr das Problem ener stérenden Hintergrundfluoreszenz
(Eigenfluoreszenz, Artefaktfarbung) nicht auftrat. Die Vorbereitung der OT erfolgte wie unter
Punkt 3.6.1. beschrieben. Nach der Fixierung in Aceton und der darauf erfolgten Spulung
wurden die OT 10 Min in eine 0,01% H,0O,-Lésung (Materia 2.6.) gelegt, um endogene
Peroxidase im Gewebe zu maskieren. Nach der Spulung in PBS erfolgte eine 10-minitige
Inkubation mit dem jeweiligen Primérantikorper (Materid 2.2.) bel RT in einer feuchten
Kammer. Nach der Inkubation wurden die OT 5 Min in Tris-Tween20-Puffer gelegt (Material
2.6.). Dieser Vorgang wurde nach der 10-mindtigen Inkubation mit dem biotinylierten
Sekundarantikorper wiederholt. Anschliefiend wurde das Meearettichperoxidase (HRP)-
konjugierten Streptavidin zugegeben und 10 Min inkubiert. Nach erneutem Bad im Tris
Tween20-Puffer, wurden die OT 10 Min mit dem Farbstoff Aminoethylcarbazol (AEC)
inkubiert, worauf eine Spllung in Leitungswasser folgte. Um die Zellkerne gegentiber der roten
Peroxidaseféarbung hervorzuheben wurde eine Gegenfarbung mit 20% Héamalaunlésung
(Materia 2.6.) durchgefuhrt (Inkubation fur 1 bis 2 Min). Bel H&maaun handelt es sich um

einen basischen Farbstoff, der die basophilen Zellkerne blau férbt.
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3.6.3. Negativkontrolle

Zum Ausschluss einer unspezifischen Bindung der verwendeten humanen Antikdper an
porcine Zellen, wurden unbeschichtete und beschichtete Proben mit Peroxidase- oder FITC-
konjugierten Schweine-lmmunglobulin (IgG) geféarbt, wobei das 1gG statt der humanen
Antikorper (Materia 2.2.) as PrimérantikOrper eingesetzt wurde. Nur wenn sowohl die
unbesiedelte as auch die besiedelte Probe keine Farbung der Zellen bzw. der Matrix zeigte,
wurde eine Farbreaktion der Zellen auf einem besiedelten Patch, die mit den humanen

Primarantikorpern durchgefihrt worden war, positiv gewertet.

3.7. Beurtellung nativer Kontrollen

3.7.1. Schweineher zklappen

3.7.1.1. Am Rasterdektronenmikroskop

Um die Besiedelung des porcinen Gewebes beurteilen zu kénnen, wurden unbesiedelte, native
Geféldwand- und Segelproben von SKL as Kontrollen benutzt. Das Gefallumen (Abb. 3A)
dieser Proben war fast immer zellfrei. Bei Proben mit residualen porcinen Zellen war weniger
as 20% der Oberflache bedeckt. Ebenso verhielt es sich mit der aortalen Seite des Segels
(Abb. 3B). Die Ventrikularis zeigte meist eine partielle Anhaftung nativer porciner Zellen
(Abb. 3C), die weniger als 40% der Fléche besiedelten.

Abb. 3: REM Aufnahmen von unbeschichteten SKL-Proben: Die luminale Gefé3wand (A) und die aortale Seite des

Segels (B) waren zdllfrel und zeigten ein Geflecht aus Kollagenfasern. Auf der Ventrikularis waren einzelne
porcine Zellen zu erkennen (C). Vergroferung 1000x
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Fibroblasten auf beschichteten Proben (Abb.4A) zeigten im REM eine spinddférmige
Morphologie (Jaffe et al., 1973; Lanquiera et al., 1995) und die Endothelzellen waren durch
das fur sie typische Pflastersteinmuster (Abb. 4B) zu charakterisieren (Jaffe et al., 1973). Oft
war die Beurteilung des Besiedelungserfolges mit den jeweils auf das porcine Materia
aufgebrachten Zelen bereits durch den Vergleich der beschichteten Probe mit der
unbeschichteten Kontrolle am REM mdglich. Alle rasterelektronenmikroskopischen

Abbildungen dieser Arbeit stellen, soweit nicht anders angegeben, eine 200 x Vergrofderung der

untersuchten Probe dar.

Abb.4 REM Aufnahmen von besiedelten SKL-Proben: Fibroblasten (A) waren durch ihre spindelférmige
Morphologie gut zu identifizieren. Endothelzellen (B) zeigten die fur sie typische Pflastersteinstruktur.
Vergrolierung 1000 x

3.7.1.2. Am Phasenkontrastmikroskop

Als Kontrolle fir Untersuchungen am PKM wurden ebenfalls unbeschichtete Gefé3wand- und
Segel proben untersucht. Diese wurden mit den entsprechenden Antikorpern geféarbt und zeigten
keine Reaktion (Abb. 5A und B). Somit war auch nachgewiesen, dass gegebenenfals noch
anhaftende porcine Zellen keine Kreuzreaktion mit den humanen Antikorpern aufwiesen und es
sich bel detektierten Zellen tatséchlich um humane Zellen handelte. Die Untersuchung
ungefarbter Proben zeigte, dass das porcine Gewebe bel einer Wellenlange von 560 nm keine
nennenswerte Hintergrundfluoreszenz aufwies. Die immunhistochemischen Untersuchungen
der verwendeten humanen Zelen auf ihre Expression von Faktor VIII, CD31, Kollagen IV,
Laminin, CD90 bzw. Prolyl-4-Hydroxylase (Methoden 3.6.) wurden als positiv gewertet, wenn
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die Zellen auf dem untersuchten Gewebe ene rote Peroxidase- bzw. e ne fluoreszierende griine
Farbung zeigten (Abb. 5C und D). Die immunhistochemischen Nachweise wurden, wenn nicht

anders vermerkt, mit 100-facher Vergrof3erung aufgenommen.

Abb. 5 Beigpiele fur immunhistochemische Vergleichsproben: Eine unbeschichteten Wandprobe (A) zeigte im
Gegensatz zu einer mit humanen Zellen besiedelten Probe (C) keine Rotfarbung der Zellen. Ebenso verhielt sich
eine unbesiedelte Probe, die mit einem FITC-gekoppelten Anti-Faktor VI11-AK (B) inkubiert wurde. Befanden sich
Faktor V111 exprimierende Zellen auf der Probe (D), leuchten diese bei einer Wellenlénge von 560 nm hellgriin.
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3.7.2. Medtronic Bioprothesen

3.7.2.1. Am Rastera ektr onenmikroskop

Ebenso wie bel den SKL-Versuchen (Ergebnisse 5.2.) wurden native, unbeschichtete porcine
Gefallwand- und Segelproben zum Vergleich der REM Daten verwendet. Die professionelle
Aufbereitung der Prothesen bewirkte, dass die GefaBwand der Freestyle® Prothesen ein
zellfreies Kollagengertst zeigte (Abb. 6A). Ebenso stellte sich die Oberfléche der aortaen
Segelseite dar (Abb. 6B), wahrend auf der ventrikuldren Seite bel manchen der untersuchten
Proben noch adhérente porcine Zellen zu sehen waren (Abb. 6C).

Abb. 6 REM Aufnahmen unbeschichteter Medtronic Bioprothesen: Die luminale Gefé3wand (A) und die aortale

Seite des Segels (B) waren i.d.R. zellfrei. Nur die ventrikuldre Seite des Segels (C) zeigte manchmal noch einige
anhaftende porcine Zellen.

3.7.2.2. Am Phasenkontrastmikr oskop

Immunhistochemische Untersuchungen (Methoden 3.6.) der unbeschichteten Bioprothesen
zeigten keine Reaktion mit den verwendeten Peroxidase-gekoppelten Antikdrpern gegen CD9O0,
Prolyl-4-Hydroxylase, CD31, Faktor VIII (Abb. 7A), Laminin und Kollagen IV (Abb. 7B).
Ebenso wenig reagierten die FITC-gekoppelten Antikorper in der
Immunfluoreszenziberprifung (Abb. 7C). Alle gezeigten Abbildungen stellen, soweit nicht
anders angegeben, eine 100-fache Vergrof3erung dar.
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Abb. 7 Immunhistochemische Férbung unbeschichteter Medtronic Bioprothesen: Gefé3wand mit Peroxidase-
gekoppeltem (A) bzw. FITC-gekoppeltem (C) Faktor VIII-AK und Segel mit Peroxidase-gekoppeltem CD31-AK
(B) zeigten vor der Beschichtung mit humanen Zellen keine positive immunhistochemische Reaktion. Eine
Segelseite zeigte porcine Zellen, deren Ze lkerne durch Hamalaun angeférbt waren (Pfeil).




ENDOTHELIALISIERUNGSVERSUCHE

4. Endothédialisierungsver suche

4.1. Allgemeines

4.1.1. Zdlbeschichtung in Gewebekulturplatten

Sollten Patches mit Zellen besiedelt werden, wurden die Gefél3wande von SKL bzw.
Medtronic Bioprothesen nach ihrer Vorbehandlung (Methoden 3.3.1.) in ca. 2 bis 4 cm? groRe
Stlicke zerteilt, die einzeln in jewells eine der sechs Vertiefungen einer Gewebekulturplatte
(Abb. 8) gelegt wurden. Die zur Beschichtung bestimmten Fibroblasten bzw. Endothelzellen
wurden trypsiniert (Methoden 3.1.3.), das zentrifugierte Pellet wurde in Kulturmedium
resuspendiert und die Lebendzellzahl mit Trypanblau (Methoden 3.1.4.) bestimmt.
Anschlief3end wurde die Zellsuspension, die auf ein Volumen von 1 ml eingestellt wurde, auf
das jeweilige Patch aufgetragen. Die Lebendzellzahl der aufgebrachten Zellen pro Patch
betrug 1 + 0,25 x 10°cm? bei n = 96. Firr die primére Zelladhasion wurden die Platten 45 Min
im Brutschrank inkubiert. Danach wurde jede Plattenvertiefung mit 4 ml Kulturmedium
beflillt und weiter inkubiert. Die Zugabe erfolgte durch vorsichtiges Ansetzen der Pipette am
Rand der Vertiefung, um die Zellen nicht vom Patch zu spilen. Nach 24 h und weiter alle 2

bis 3 Tage wurde das Medium erneuert.

Abb. 8 SK1 -Patches aus der Aortenwand: Je
ein Patch wurde pro Vertiefung eingebracht.
Die luminade Seite der Gefaldwand zeigte
nach oben.
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4.1.2. Zellbeschichtung in der Beschichtungsappar atur

Alle vollstandigen Herzklappen, die im Laufe dieser Arbeit mit Zellen beschichtet wurden,
wurden in elner speziellen Beschichtungsapparatur (Abb. 9A) mit den Zellen inkubiert. Diese
war von Frau A. Uhlig und Herrn Humbs fir die Herzchirurgische Abteillung des Klinikums
Grofthadern entwickelt worden. Jede Klappe wurde zundchst in einen speziell angefertigten,
offenen Teflonzylinder eingendht (Abb.9B und C), der anschliefend in den
Beschichtungsbehélter gestellt wurde. Dieser wurde mit 50 ml Kulturmedium gefillt und die
Zellsuspension (20 ml) zugegeben. Durchschnittlich wurden die Klappen dabei mit 2,7 £ 1,5
x 107 Fibroblasten (n = 21) und/oder 4,8 + 3,4 x 10" Endothelzellen (n = 29) beschichtet. Der
Behdlter wurde anschlieffend vollstandig mit Kulturmedium gefillt (ca 25ml je nach
KlappengroRe) und verschlossen. Der Deckel besal? eine Offnung, in den ein Verbundhahn
eingeschraubt wurde. Uber diese Verbindung wurde die im Behalter noch vorhandene Luft
gegen Medium ausgetauscht. Der Behdlter wurde in das Rotationsgerédt eingespannt und fir
24 h im Brutschrank inkubiert, wobel sich der Zylinder in der vertikalen Ebene und
gleichzeitig axia jewells 150 Sekunden drehte (Abb.9D) und dann 30 Min in jewells
unterschiedlichen Positionen zur Ruhe kam, damit sichergestellt war, dass alle Bereiche der
Klappe in Kontakt mit den inkubierten Zellen kamen. Nach der Inkubation mit der
Zellsuspension wurde das Medium zentrifugiert, das Pellet in 10 ml frischem Medium
resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (Methoden 3.1.4.). So wurde die primére Adhésion
der inkubierten Zellen an das Klappenmaterial festgestellt. Die Herzklappe wurde in ein
steriles Glasgefal mit 120 ml Kulturmedium tiberfiihrt. Drei Offnungen im Deckel des Glases
wurden mit je einem 0,22 um Filter (Material 2.4.) versehen, wodurch ein steriler
Gasaustausch des Mediums mit der im Brutschrank herrschenden Atmosphare wéahrend der
mehrwochigen Inkubationszeit gewahrleistet war. Der Wechsel des Mediums erfolgte alle 2
bis 3 Tage. Die Herzklappe wurde nach einer Inkubation mit Fibroblasten mit
Fibroblastenmedium (Material 2.6.) versetzt, bis Endothel zellen aufgebracht wurden. Ab dann
wurde ausschliefdlich EndothelzelImedium (Materia 2.6.) zugegeben.
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Abb.9 Beschichtungsgerdt und Zubehdr: Bild A zeigt das Beschichtungsgerd mit eingespanntem
Beschichtungsbehdlter aus Metal bei gedffnetem Deckd und dem leeren Teflongestell, wahrend bel B
(Seitenansicht) und C (Sicht von oben) eine Klappe im Gestell befestigt war. In Bild D wurde schematisch die
Rotation des Behéltersim Gerét gezeigt.

4.1.3. Probenentnahme und -unter suchung

Be alen Versuchen mit ganzen SKL oder Bioprothesen, wurden ca. 2 cm? grofRe Proben aus
der GefaRwand bzw. 1 cm? grofe Proben aus den Segeln entnommen. Je eine Hal fte wurde fiir
das REM (Methoden 3.4.) und die andere fUr die immunhistochemischen Untersuchungen
fixiert (Methoden 3.5.2.). Die Entnahme erfolgte nach jewells 24-stiindiger Fibroblasten- bzw.
Endothelzellinkubation. Weitere Proben wurden nach 7, 14, und 21 Tagen entnommen.
Versuchsbedingt konnten sich diese Entnahmen um einen Tag verschieben. Bel Klappen, die
langer als 21 Tage nach der Endothelzellbeschichtung inkubiert wurden, erfolgte die
Probenentnahme Uber diesen Zeitpunkt hinaus individuell und wurde im Versuchsablauf

beschrieben.
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Bel der Entnahme der Segelproben war es zum Teil schwierig, an die Segel heran zu kommen
ohne das Gefélumen zu bertihren und somit eventuell dort anhaftende Zellen mechanisch zu
|6sen. AuRerdem musste jede Segelprobe von ca. 1 cm? Gréfe in drei Teile geschnitten werden.
Zwei Teile wurden fir das REM fixiert (Methoden 3.4.1.), um die Ventrikularis und die aortale
Segelseite zu untersuchen, der dritte Tell wurde fur die immunhistochemischen Farbungen
vorbereitet (Methoden 3.5.2. und 3.5.3.). Dadurch waren die zu untersuchenden Proben relativ
klein. Bei Probenentnahmen nach 24-stindiger bzw. 7-tdgiger Fibroblasten oder
Endothel zellinkubation und weiteren Entnahmen nach 7, 14 und 21 Tagen nach Aufbringen der
Endothelzellen, wéren die Segel bereits nach 14, spétestens aber nach 21 Tagen aufgebraucht
und eine weitere Dokumentation nicht moglich gewesen. Deshalb erfolgte die Dokumentation
der Segelbeschichtung tber einen Zeitraum von Uber 21 Tagen nach Zellinkubation anhand der
Untersuchung von Proben verschiedener Klappen an den Tagen 7, 14, 21 und darliber hinaus.

Von jeder Herzklappe wurde zusétzlich vor der Inkubation mit Zellen jeweils eine Wand-
und/oder Segelprobe entnommen. Diese Proben dienten as native, unbeschichtete

Negativkontrolle zur Beurteilung des Beschichtungsergebnisses (Methoden 3.7.).

Der immunhistochemische Nachweis fir humane Endothel zellen und Fibroblasten (Methoden

3.6.) wurde bei alen entnommenen Proben durchgefihrt.

Bel den Bioprothesen mit Stent bestand das zu untersuchende Gewebe ausschliefdich aus
Segelmaterial. Der Vortell dabel war, dass die Segel sowohl fir die Beschichtung als auch fur
die Probenentnahme gut zuganglich waren. Der Nachtell war, dass die enthommen Proben von
beiden Seiten untersucht werden mussten, um die Beschichtungsergebnisse sowohl der
ventrikul&ren als auch der aortalen Seite erfassen zu kdnnen. Hierzu mussten die Proben zerteilt
werden (siehe oben), was zu einer effektiven Verringerung der zu untersuchenden Fléche fihrte

und die ohnehin geringe Probenmenge noch verkle nerte.

4.2. Endothdialisierung von Schweineher zklappen

4.2.1. Untersuchung von SK L -Patches

4.2.1.1. Inkubation unterschiedlich vorbehanddter SKL -Patches mit konfluenten
Endothelzellen (Toxizitatstest A)

Um die Toxizitét des GA-fixierten Materials zu Uberprifen und eine Beeinflussung durch
bestimmte Vorbehandlungen zu untersuchen, wurden je 3 Patches von ca. 4 cm? GroRe der
Gruppen A bis | (Methoden 3.3.2)) in die Mitte von Petrischalen gelegt und im Brutschrank
inkubiert. Die Schalen waren jeweils mit 1+ 0,3x 10° humanen Endothelzellen konfluent
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bewachsen. Das Kulturmedium wurde nach 48 h gewechselt. Die Kontrolle der Zellzahl
erfolgte durch Trypsinieren (Methoden 3.1.3.) und Zéhlen (Methoden 3.1.4.) einer separaten
Petrischale. Der Zustand der Zellen wurde nach 24, 72 und 96 h im PKM morphologisch
beurteilt (Ergebnisse 5.2.1.1.). Ein z€llfreier Bereich von mindestens 1,5 cm (x 0,8 cm), der
den Patch von dem restlichen konfluenten Zellteppich trennte, wurde als negativ "(-)"
beziiglich des Uberlebens (survival) der Zellen bezeichnet. Waren tiberhaupt keine Zellen
mehr adhérent, war das Ergebnis stark negativ "(--)". War eine Kultur noch bis zum Rand des
Patches konfluent, zeigte jedoch im Umkreis von ca. 2 cm um den Patch herum eine deutliche
Auflockerung des ansonsten dichten Zell-Zell-Kontakts, wurde das Ergebnis als positiv "(+)"
beurteilt. Ein stark positives Ergebnis "(++)" hingegen bedeutete 100% Uberleben der Zellen
ohne Beeintrdchtigung der Endothelzellmorphologie. Als Kontrolle diente die
morphol ogische Beurteilung einer Endothel zell schal e ohne Patch.

4.2.1.2. Endothdialisierung unter schiedlich vorbehandelter SKL -Patches
(Toxizitatstest B)

In diesem Versuch sollte die Adhérenz von Endothelzellen auf GA-fixiertem Klappenmateria
abhéngig von einer vorangegangenen Spulung und/oder Saurebehandlung Uberprift werden.
Hierzu wurden jeweils 4 Wandstiicke von ca. 4 cm? GrolRRe aus den Gruppen A bis | (Methoden
3.3.2) in Gewebekulturplatten gelegt und mit je 1+0,2x 10° Endothelzellen/em? (n = 36)
beschichtet. Nach 24 h wurde eine Hafte jedes Patches fixiert (Methoden 3.4.1.) und die
Adhérenz der Zellen im REM Uberpriift (Methoden 3.4.5.). Der Rest der Patches wurde 7 Tage
nach dem Zellauftrag ebenfalls untersucht (Ergebnisse 5.2.1.2.). Die Besiedelungsergebnisse

endothelialisierter Patches wurden wie folgt beurteilt:

Patches ohne Zellanhaftung wurden als stark negativ "(--)" eingestuft. War eine Flache von
weniger als 40% mit Zellen besiedelt und/oder waren die Zellen nicht ausgespreizt sondern
abgekugelt, wurde das Ergebnis negativ ("-") bewertet. Zeigte sich hingegen eine besiedelte
Flache von mindestens 40% wurden die Daten positiv "(+)" eingestuft. Waren die Zellen
ausgespreizt, zeigten das fur Endothelzellen typische Plastersteinmuster und bedeckten
mindestens 80% der Probe, womit die Besiedelung als konfluent galt, erfolgte die Einstufung
als stark positiv "(++)".

39



4.2.1.3. Endothdialiserung siurebehanddter SK L -Patches ohne und mit Fibroblasten-

vor beschichtung

Um zu Uberprifen, ob eine Vorbeschichtung mit autologen Fibroblasten eine mindestens 14-
tagige konfluente Endothelialisierung ermoglichte, wurden jeweils 4 Patches von ca. 4 cm?
7Tage vor der Endothdiadisierung mit autologen Fibroblasten (1 + 0,1x 10%cm?)
vorbeschichtet (Gruppe O, Methoden 3.3.2.) und 4 Patches wurden nur mit Endothelzellen
(1+ 0,3x 10%cm?) inkubiert (Gruppe H). Als Negativkontrolle diente ein unbesiedelter Patch
(Methoden 3.7.1.1.). Die Probenentnahme fur das REM erfolgte 24 h, 7, 14, und 21 Tage nach
der Endothelzellinkubation (Ergebnisse 5.2.1.3.). Die Beurteilung erfolgte wie unter 4.2.1.2.
beschieben.

4.2.1.4. Verglech der Endothdialisierung zitronen- bzw. ascor binsaur ebehandelter

Patches

Um zu untersuchen, ob die Art der verwendeten Séure einen Vor- oder Nachtell bei der
Endotheliaisierung von mit Fibroblasten vorbeschichteten porcinen Materials hatte, wurden
Patches der Gruppe N und O (Methoden 3.3.2.) verwendet. Jeweils 4 Patches (4 cm?®) aus
beiden Gruppen wurden mit 1+0,1x 10%cm? Fibroblasten und 7 Tage darauf mit
1+0,1x 10%cm® Endothelzellen beschichtet. Die Probenbeurteilung erfolgte 24 h nach
Fibroblasten- und 7 Tage nach Endothelzellbeschichtung. Die Beurteillung erfolgte wie unter
4.2.1.2. beschieben.

4.2.1.5. Endothélialisierung saurebehandelter SKL Patches mit PK H26-gefér bten Zellen

Zum Nachwels dafir, dass die Zdlen, die nach einer Beschichtung von GA-fixierten,
séurebehandelten Patches im REM zu sehen waren, tatsachlich die humanen Fibroblasten bzw.
Endothelzellen aus der verwendeten Kultur waren und nicht regenerierte porcine Zellen,
wurden die Zellen vor der Beschichtung mit dem Farbstoff PKH26 intravital geférbt (Methoden
3.1.5.). Die Beschichtung der SKL Patches erfolgte nach 48-stiindiger Kultivierung der
geférbten Zelen, um eine unspezifische Farbung des porcinen Materias durch ungebundenen
Farbstoff zu verhindern. Der Erfolg der Férbung wurde direkt vor dem Abldsen der
Fibroblasten bzw. Endothelzellen im PKM bel einer Wellenlange von 560 nm Uberpriift. Die
zur Besiedelung verwendeten Patches (n = 8), je zur Hal fte Wandstiicke (2 cm?) und Segel (ca
1 cm?), wurden entweder mit 1+ 0,1 x 10%cm? Endothelzellen (GruppeJ, Methoden 3.3.2.)

bzw. 1 + 0,3 x 10%cm? Fibroblasten (Gruppe K) inkubiert. Von den Patches wurde jeweils eine
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Halfte nach 7 Tagen fUr das REM fixiert (Methoden 3.4.1.). Der Rest des jewelligen Patches
wurde in flussigem Stickstoff schockgefroren und Gefrierschnitte angefertigt (Methoden 3.5.3.).
Diese wurden am PKM ausgewertet (Ergebnisse 5.2.1.5.). Als Kontrolle dienten unbeschichtete
Patches (Methoden 3.7.1.1.).

4.2.2. Endothelialisierung kompletter glutaraldehydfixierter Schweineher zklappen

Neben Patches wurden auch ganze Herzklappen (Material 2.7.2.) besiedelt. Die Grinde
hierfir waren erstens, dass die Zellen bei der Patchbesiedelung nur auf die Oberflache der
Patches pipettiert (Beschichtungsversuche 4.1.1.) und anschlief3end inkubiert wurden. Ein Tell
der Zellen konnte durch die Erschitterung der Platten beim Transport in den Brutschrank von
den Patches gespilt worden sein und so nicht fir die priméare Adhasion zur Verfligung
gestanden haben, was praktisch einer Verringerung der tatséchlich aufgebrachten Zellen
entsprochen hétte und so zu falsch negativen Ergebnissen gefihrt haben konnte. Zweitens
konnte die Versorgung der Zellen in einer mit nur 5 ml Kulturmedium gefillten
Plattenvertiefung, deren Boden i.d.R. konfluent mit Zellen bedeckt war, nicht optimal
gewesen sein und somit zu einem vorzeitigen Ablosen der Zellen gefiihrt haben. Drittens war
fir eine spédtere klinische Anwendung v.a. die Endothelidisierung von ganzen

klappentragenden Miniroots relevant.

Die Beschichtungsdaten (Ergebnisse 5.2.2.1. bis 5.2.2.3) der entnommenen Proben
(Endothelialisierungsversuche 4.1.3.) wurden wie folgt beurteilt: Als konfluent bzw. stark
positiv "(++)" wurde eine Zellbesiedelung mit ausgespreizten Zellen angesehen, die
mindestens 80% der Probe bedeckten. Eine partielle Besiedelung ausgespreizter Zellen von
mindestens 40% der Flache wurde a's positiv "(+)" gewertet. Eine Besiedelung, die darunter
lag und/oder aus morphologisch aufféligen (= abgekugelten) Zellen bestand, wurde negativ
"(-)" eingestuft. Waren keine Zellen zu sehen, galt das Ergebnis a's stark negativ ("- -").

4.2.2.1. Endothelialisierung von SKL nach unterschiedlicher Spilung

Auf Grund der Daten der Patchversuche zur Endothelialisierung von gesplltem porcinen
Klappengewebe (Ergebnisse 5.2.1.2.) wurden aus den Gruppen B, F, L und M (Methoden
3.3.2.) insgesamt 8 SKL (SKL 1 bis 8) untersucht, um den Einfluss einer 10-minttigen bzw.
24-stindigen Spulung von ganzen Herzklappen mit 0,9% NaCl bzw. M199 auf das
Endothelialisierungsergebnis zu vergleichen. AulRerdem wurden vier Klappen mit autologen

Fibroblasten vorbeschichtet. Je 2 Herzklappen aus jeder Gruppe wurden nach der Spllung
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(Methoden 3.3.1.) mit 1,3 + 0,1 x 10%cm? Endothelzellen (Gruppe B und F) bzw. mit 1,0 +
0,4 x 10%/cm? Fibroblasten (Gruppe L und M) besiedelt (Endothelialisierungsversuche 4.1.2.).
Nach 7 Tagen wurden auf die Klappen der Gruppen F und M zusétzlich 2,2 + 0,4 x 10%cm?
Endothel zellen aufgebracht.

4.2.2.2. Endothélialisierung sdur ebehandelter SKL mit und ohne Fibroblasten-
vor beschichtung

Die SKL 9 bis 11 wurden der Gruppe H entnommen, die SKL 12 bis 14 und 16 der Gruppe O
und SKL 15 der Gruppe P (Methoden 3.3.2.) und der Beschichtungserfolg miteinander
verglichen.

4.2.2.3. Endothélialiserung einer kryo- und einer nicht-kryopraservierten SKL

Die Daten der Endotheliaisierung von SKL 15 (Gruppe P), die zusammen mit den Klappen
der Gruppe O erfasst worden waren (Ergebnisse 5.2.2.2.), gaben einen Hinwelse darauf, dass
eine nicht erfolgte Kryopraservation negative Auswirkungen auf den Beschichtungserfolg
einer SKL haben kdnnte. Deshalb wurde die Gruppe P eingefiihrt und eine SKL aus dieser mit
einer SKL der Gruppe O verglichen (Ergebnisse 5.2.2.3.).

4.3. Endothdialisierung kommer zidler glutaraldehydfixierter Bioprothesen

Wie bereits bel den Beschichtungen von SKL, wurden fir die folgenden Versuche mit
Bioprothesenmaterial sowohl Patches a's auch komplette klappentragende Miniroot-Prothesen
(Material 2.7.2.) besiedelt. AulBerdem wurden Bioprothesen mit Stent (Material 2.7.3.)
untersucht, um zu sehen, ob das Gertistmaterial fur eine Zellbesiedelung hinderlich wére.

Die Bioprothesen waren nicht wie die SKL in fast unbegrenzter Menge vorhanden. Insgesamt
wurden von der Firma Medtronic 8 Freestyle® und 5 Mosaic® Bioprothesen zur Verfiigung
gestellt. Deshalb wurden nur die SKL-Versuche, die die interessantesten Beschichtungsdaten
geliefert hatten, wiederholt.

Die Beschichtungsdaten (Ergebnisse 5.3.1.1. bis 5.3.3) de enthommenen Proben

(Endothelialisierungsversuche 4.1.3.) wurden wie unter Punkt 4.2.2. beschrieben beurteilt.
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4.3.1. Unter suchung von Patches aus Fr eestyl e® Bioprothesen

4.3.1.1. Endothdialisierung saur ebehandelter Biopr othesen-Patches mit und ohne

Fibr oblastenvor beschichtung

Diese Beschichtung wurde analog zum Versuch 4.2.1.3. durchgefihrt. Hierzu wurden vier ca
2cm? groRe Freestyle®-Patches der Gruppe O (Methoden 3.3.2.) mit 1+ 0,1x 10%cm?
Fibroblasten und 7 Tage spéter mit 1+ 0,3 x 10%cm? Endothelzellen beschichtet. Vier gleich
groRe Patches der Gruppe H wurden ausschlieRlich mit 1+ 0,3x 10%cm? Endothelzellen
inkubiert. Die Probenentnahme erfolgte bis zum 14. Tag nach der Endothelzellinkubation.
Zusétzlich zur REM Beurtellung wurden von den Patches Gefrierschnitte angefertigt (Methoden
3.5.3.) und immunhistochemisch untersucht (Methoden 3.6.).

4.3.1.2. Vergleich der Endothdialisierung zitr onen- bzw. ascor binsiur ebehandelter

Biopr othesen-Patches

Um zu untersuchen, ob die Art der verwendeten Sdure enen Einfluss auf die
Endotheliaisierung von mit Fibroblasten vorbeschichteten Bioprothesenmaterial hatte, wurden
andog zu Versuch 4.2.1.4. Feestyle®-Patches der Gruppe N und O (Methoden 3.3.2)
verwendet. Jeweils 4 Patches (4 cm?) aus beiden Gruppen wurden mit 0,4 + 0 x 10%cm?
Fibroblasten beschichtet. Nach 7 Tagen wurden 1 + 0,2 x 10%cm? Endothel zellen aufgebracht.

Nach weiteren 7 Tagen wurde das Beschichtungsergebnisim REM Uberprift.

4.3.2. Endothdlialisierung von M osaic® Bioprothesen

4.3.2.1. Endothélialiserung von M osaic® Bioprothesen mit bzw. ohne Fibroblasten-

vor beschichtung

Auf Grund der Daten des Versuchs 4.2.2.1. wurden analog dazu zwei Mosaic® Bioprothesen
(Med-5 und —6) aus den Gruppen F und M (Methoden 3.3.2.) miteinander verglichen. Die
Gruppen B und L, die im SKL-Versuch ebenfalls Uberprift worden waren, wurden mit
Bioprothesenmaterial nicht mehr untersucht, nachdem sich herauskristalisiert hatte, dass nur
eine 24-stiindige Spilung in M199 eine Endothelzellanhaftung ermdglichte. Die Mosaic®
Bioprothesen wurden gespiilt (Methoden 3.3.1.) und Med-5 mit 1,4 x 10%cm? Fibroblasten
beschichtet. Nach 7 Tagen wurden zusétzlich 6,3 x 10%cm? Endothel zellen aufgebracht. Med-
6 wurde mit 3,3 x 10%cm? Endothel zellen inkubiert.



4.3.2.2. Endothélialisierung sdur ebehandelter M osaic® Bioprothesen nach Fibroblasten-

vor beschichtung

Anaog zu den in Versuch 4.2.2.2. endothelidisierten SKL der Gruppe O (Methoden 3.3.2.)
wurden drei Mosaic® Bioprothesen (Med-1, =2 und —6) aus derselben Gruppe untersucht, um
den Einfluss einer Zitronensaurebehandlung (Methoden 3.3.1.) auf die Endothelidisierbarkeit
gestenteter Prothesen zu Uberpriifen. Die Klappen wurden mit 1,0 + 0,6 x 10%cm? Fibroblasten
beschichtet. Nach 7 Tagen wurden 2,7 + 2,2 x 10%cm? Endothel zellen aufgebracht.

4.3.3. Endothdlialisierung von Freestyle® Bioprothesen

Mit der Untersuchung dieser Bioprothesen, sollten die bis dato erfassten Daten bezliglich des
Einflusses der Sdurebehandlung, Spilung und Fibroblastenvorbeschichtung auf die dauerhafte
Endothelialisierung von porcinem Materia verifiziert werden. Dabei stand v.a. im Vordergrund,
ob sich das kommerziell erhdtliche Material der Miniroot-Prothesen ebenso verhdlt wie diein
dieser Arbet untersuchten SKL. Deshalb wurden die noch zur Verfigung stehenden 6
Freestyle® Bioprothesen nach dem Schema der Gruppe O (Methoden 3.3.2.)) behandelt. Die
Miniroots Med-3 und 4 und Med-9 bis 11 hatten eine durchschnittliche Oberfl&che von 35,1 +
4,2 cm? und wurden mit 1,0 + 0,6 x 10%cm? Fibroblasten (in einem Bereich von 0,5 bis 2,2 x
10%cm?®) und 7 Tage spater mit 1,3 + 1,2 x 10%cm? Endothelzellen (in einem Bereich von 0,3
bis 3,0 x 10%cm?) beschichtet.



ERGEBNISSE

5. Ergebnisse

5.1. Allgemeines

5.1.1. Korreation zwischen Vene und resultierender Priméarkultur

Weder Alter, Geschlecht noch Blutgruppe der Spender/innen hatten Einfluss auf die spétere
Qualitét und Ergiebigkeit der angelegten Zellkulturen. Ebenso verhielt es sich mit der Lange der
insgesamt 60 verarbeiteten Venen, die durchschnittlich 13,3 + 5,7 cm betrug. So proliferierten
Kulturen, die aus kurzen Venen (4 cm) gewonnen wurden u. U. besser as solche aus langen
Venen (30 cm) oder die Zellen von dteren Patienten waren proliferationsfreudiger as Zellen
jungerer Patienten und umgekehrt. Die verwendeten Fibroblastenkulturen waren nach 42 + 10
Tagen auf der 6. Passage und hatten eine durchschnittliche Zellzahl von 2,7 + 1,5 x 107 erreicht.
Wurden von derselben Vene sowohl die Endothelzellen as auch die Fibroblasten verwendet,
erfolgte die Verwendung der Endothelzellen erst 7 Tage spéter und deshalb befanden sich die
Kulturen bereits auf Passage 7 oder 8 und die mittlere Kulturdauer lag folglich bel 49 = 10
Tagen. Wurden Herzklappen nur mit Endothelzellen besiedelt, waren die Daten mit denen flr
Fibroblasten vergleichbar. Die durchschnittliche Zellzahl der Endothelzellkulturen bel ihrer
Besiedelung lag bei 4,8 + 3,4 x 10"

5.1.2. Probleme bel der Probenaufbereitung von Klappensegeln

5.1.2.1. Problemebei der Aufbereitung fiir das Raster elektronenmikroskop

Beim Trocknungsvorgang eines Segels im Kritisch-Punkt-Trockner (Methoden 3.4.3.) zog
sich die ohnehin unebene Oberflache des Segels meist stark zusammen und musste beim
Aufkleben auf die Probenhalter wieder gespreizt werden, was zu Rissen im Material und dem
aufliegenden Zellrasen fihrte. Manchmal war durch die starke artifizielle Kontraktion des
Gewebes nicht mehr zu erkennen, welches die aortale bzw. die ventrikuldre Seite war. In
diesen Fadlen wurde die in zwel Halften getellte und unterschiedlich aufgeklebte Probe mit
Seite 1 bzw. 2 bezeichnet. In jedem Fall wurden beide Seiten untersucht.

5.1.2.2. Problemebe der Anfertiqung von Gefrier schnitten

Die aufrechte Einbettung der diinnen Segel in das Einfriermedium (Methoden 3.5.3.) war oft
sehr schwierig. Das Materia taute trotz des Stickstoffdampfes schnell auf und wurde dadurch

weich, was dazu fuhrte, dass das schwere Einfriermedium daflr sorgte, dass das Segel sich
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umlegte. Daraus resultierte dann, dass die besiedelte Oberflache nicht senkrecht zur
Schnittflache stand und gegebenenfalls anhaftende Zellen nicht detektiert werden konnten.
AulRerdem konnte das Antauen selbst bereits zur Artefaktbildung fuhren. Ebenso bestand die
Gefahr, durch die mechanische Manipulation mit einer Pinzette, zum Aufrichten des Segelsim

Einfriermedium, anhaftende Zellen abzul Gsen.

5.2. Endothdialisierung von Schweneher zklappen

5.2.1. Untersuchung von SK L -Patches (Vorver suche)

Da die Aufbereitung der Segel schwierig war (Ergebnisse 5.1.2.), wurden die Vorversuche
vorwiegend mit Gefa3wandstiicken durchgefiinrt, da bei diesen die zu beschichtende
Oberfléche glatt war, die Probenaufbereitung keine Probleme verursachte und die Ergebnisse
ohne nennenswerte Artefaktbildung beurtellt werden konnten. Die Fibroblasten- bzw.
Endothelzellbesiedelung von SKL-Patches wurde mit jeweils 1+ 0,25x 10%cm? Zellen
durchgefiihrt.

5.2.1.1. Inkubation unter schiedlich vorbehanddter SK L -Patches mit konfluenten
Endothezellen (Toxizitatstest A)

Mit diesem Versuch sollte die Frage untersucht werden, ob die GA-fixierten Klappen toxische
Mengen ungebundenen Glutaraldehyds freisetzten und ob eine Spilung des Materials auf das
Uberleben von humanen Endothelzellen Einfluss nehmen wiirde. Hierzu wurden Patches der
Gruppen A bis | (Methoden 3.3.2.) mit konfluenten Endothelzellen inkubiert und deren
Uberleben untersucht (Endothelialisierungsversuche 4.2.1.1.). Die Ergebnisse sind in Tabelle 4
zusammen gefasst.

Tab. 4: Toxizitétstest A

Gruppe
A B C D E F G H I
n=3)|(n=3) | (h=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3) | (n=3) | (=23
Saure ohne | ohne ohne ohne ohne ohne 5% 10% 15%

Spulung | ohne |10Min| 24h 24h | 10Min| 24h 24h 24h 24 h
NaCl | NaCl PBS | M199 | M199 | M199 | M199 | M199

survival | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | positiv | positiv | positiv | positiv
(24h) () () () () () (1) | () | () | (+4)

survival | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | positiv | positiv | positiv | positiv
(72h) () () () () () (t1) | (1) | (+) (+)

survival | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | positiv | positiv | positiv | positiv
(96 h) () () () () () (tt) | (1) [ (+) (+)
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Sowohl Gruppe A as auch B zeigten bereits nach 24 h einen zellfreien Bereich von 2,1 cm (x
0,7 cm) zwischen Patch und Zellrasen (Abb. 10A). Dieses Ergebnis anderte sich fur B auch
nach 72 bzw. 96 h nicht. In Gruppe A hatte sich der restliche, konfluente Endothel zellteppich
aufgel6st und es zeigten sich nur noch verstreut liegende Einzelzellen und Zeldebris. Die
Patches der Gruppe C bis E zeigten dhnliche Daten wie Gruppe B, wobel hier der zellfreie
Bereich um den Patch kleiner war (1,3 cm + 0,5 cm). Erst die Gruppen, deren Patches 24 h in

M199 gesptilt worden waren (F bis 1) zeigten zu keinem Zeitpunkt, egal ob sie vorher mit

organischer Saure behandelt worden waren oder nicht, Anzeichen fir eine AblGsung der Zellen
(Abb. 10B). Allerdings war der Endothelzelllayer bei den mit 15% Séure behandelten Patches
nach 72 bzw. 96 h aufgel ockert und weniger dicht als zu Beginn der Inkubation.

Abb. 10 SKL -Patches auf konfluenten Endothelzellrasen: Im Umkreis um den 10 Min mit NaCl gespiilten Patch
zeigte sich bereits nach 24-stiindiger Inkubationszeit ein zellfreien Bereich rund um das prorcine Materia (A),
wahrend ein mit 10% Zitronensaure behandelter und 24 h mit M199 gesplilter Patch auch nach 96 h konfluent von
Endothel zellen umgeben war (B).

5.2.1.2. Endothdialisierung unter schiedlich vorbehandelter SK L -Patches mit
Endothelzdlen (T oxizitdtstest B)

Mit dieser Untersuchung sollte gepriift werden, ob eine Besiedelung der fixierten SKL-Patches
mit Endothel zellen von einer vorhergehenden Spulung bzw. von dem verwendeten Spilmedium
beeinflusst wurde. Hierzu wurden Patches der Gruppen A bis | (Methoden 3.3.2.) nach
unterschiedlichen Spulungen mit Endothelzellen beschichtet (Endotheialisierungsversuche
4.2.1.2.). In Tabelle 5 sind die Ergebnisse zusammen gefasst.
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Tab. 5: Ergebnisse von Toxizitéistest B

Gruppe
A B C D E F G H I
(=4 | (=4 | (=4 | (n=4) | (0=4) | (=4 | (n=4) | (1=4) | (=4
Saure ohne | ohne | ohne | ohne | ohne | ohne 5% 10% | 15%

10Min| 24h | 24h |10Min| 24h 24h | 24h | 24h

Spiilung ohne | “Nacl | Nacl | PBS | M199 | M199 | M199 | M199 | M199

Endothel + + + + + + + + +

negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | poditiv | positiv | positiv | positiv
24 h Endothel-

sellinkubation | ¢ | © () ) ) ) | )] D) ()
0% | 10% | 10% | 10% | 10% | 75% | >90% | >90% | 75%

negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | positiv | positiv | positiv
7d Endothe-

sdlinkubation | € | G O | ) | G| ) | ()| (D) ()
0% | 0% | 10% | 0% | 0% | 0% | >90% | >90% | 75%

Die Patches der Gruppe A zeigten weder nach 24 h noch nach 7 Tagen adhérierende Zdlen. Die
Gruppen B, C und E zeigten nach 24 h Endothelzellinkubation (Abb. 11A) nur verstreut
anhaftende Zellen. Nach 7 Tagen hatte sich das Bild fur Gruppe C nicht geéndert, wahrend bei
den Gruppen B und E keine Zellen mehr zu finden waren. Eine 24-stiindige Spilung der
Patches mit PBS (Gruppe D) fihrte auch nach 7 Tagen nicht zu einer Zelladhésion (Abb. 11B).
Erst die 24-stiindige Spulung mit M199 (Gruppe F) resultierte in eéinem beinahe konfluenten
Endothelzellrasen bel der 24-Stundenprobe, bei dem jedoch viele sphéroide Zellen aufgel agert
waren (Abb. 11C). Scheinbar zeigte sich hier bereits eine beginnende Ablésung, denn nach
sieben Tagen (Abb. 11D) lagen nur noch verstreut Zellen auf dem Patch. Eine Vorbehandlung
jewells einer Halfte der Patches mit Zitronen- bzw. Ascorbinsdure, anschlief}ender Spllung in
Aqua bidest und Inkubation in M199 (Methoden 3.3.1.) erbrachte die besten Ergebnisse
(Gruppe G —1). Bei einer Saurekonzentration von 10% waren die Endothelzellen nach 24 h und
nach 7 Tagen konfluent und zeigten keine Auflagerungen (Abb. 11E). Die Daten bei 5 und 15%
Saurekonzentration (Gruppe G und I) waren jeweils schlechter. In Gruppe G (Abb. 11F) waren
die Proben konfluent besiedelt, zeigten jedoch viele sphéaroide Auflagerungen. In Gruppe |
waren die Endothelzellen ausgespreizt und bildeten grofe Zdlinseln, wurden aber nicht

konfluent und es zeigten sich ebenfalls Auflagerungen.

Eine Untersuchung des Bodens der Gewebekulturplatten nach der Entnahme der |etzten Proben

zeigte bei den Gruppen F—1 eine konfluente Besiedelung mit Endothelzellen, wdhrend in den




anderen Gruppen nur noch Zelldebris (Gruppe A) und wenige am Boden anhaftende Zellen

(Gruppe B — E) zu sehen waren.

Abb. 11 Endothelidlisierung unterschiedlich gesplilter, GA-fixierter SKL-Patches: Auf Patches der Gruppe C

hafteten nach 24-stiindiger Inkubation nur vereinzelt Zellen an (A). Ebenso verhielt es sich nach 7 Tagen bel
Gruppe D (B). Patches der Gruppe F zeigten eine verbesserte Zelladhdsion (C), die jedoch nicht stabil war (D).
Eine Vorbehandlung mit 10% Zitronensdure brachte die besten Besiedelungsergebnisse (E, 500x VergroRerung).
Wurde mit 5% Saure inkubiert, zeigten sich Auflagerungen auf dem konfluenten Zellrasen (F).
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5.2.1.3. Endothdlialisierung sdur ebehandédter SKL -Patches mit und ohne Fibr oblasten-

vor beschichtung

Nach den vorangegangenen Versuchen (5.2.1.1. und 5.2.1.2.) hatte sich heraus kristalisiert,
dass eine 24-stiindige Spllung von SKL-Patches in M199 den toxischen Effekt des GA-
fixierten Materias auf Endothelzellen stark reduzierte. Eine zusétzliche Behandlung der Patches
mit 10% ZS ermoglichte sogar eine stabile, konfluente Endothelzellbesiedelung Uber 7 Tage.
Verfolgte man die Endothel zellbeschichtung solcher Patches der Gruppe H (Methoden 3.3.2.)
Uber mindestens 14 Tage, war jedoch zu beobachten, dass sich die Zellen zum Grofdtell abldsten
(Abb. 12A).

Deshalb wurde untersucht, ob ene Vorbeschichtung mit autologen Fibroblasten eine
mindestens 14-t&gige konfluente Endothelialiserung ermoglichte. Hierzu wurde die
Z€ellbesiedelung von Patches der Gruppen H und O (Methoden 3.3.2.) miteinander verglichen

(Endothelidisierungsversuche 4.2.1.3.). Das Ergebnisist in Tabelle 6 zusammen gestellt.

Tab 6: Endothdlialisierung saurebehandelter SKL-Patches mit und ohne Fibroblastenvorbeschichtung

GruppeH GruppeO
(n=4) (n=4)
Saure 10% 10%
Spuilung 24hM199 24hM199
Fibroblasten/Zéllzahl — 1+ 0,1 x 10%cm?
Endothelzellen/Z el zahl 1+0,3x 10%cm? 1+0,3x 10%cm?
24 h Endothelzellinkubation positiv (+) positiv (+)
70% 80%
7 d Endothelzellinkubation positiv (++) positiv(++)
> 95% > 95%
14 d Endothelzellinkubation positiv (+) positiv (++)
60% > 95%
21 d Endothelzellinkubation negativ (-) positiv (++)
<10% 85%
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Nach 24-stiindiger Inkubation zeigten sich im REM bei beiden Gruppen viele grof3e Zdlinseln,
die nach sieben Tagen konfluent waren. Jedoch waren nur Patches, die mit Fibroblasten
vorbeschichteten worden waren, sowohl nach 14 (Abb. 12B) als auch nach 21 Tagen immer
noch von einem konfluenten Zellrasen bedeckt. Nach 21 Tagen traten z.T. kleinere Liicken auf
(< 300 um). Die Patches der Gruppe H zeigten nach 21 Tagen reiner Endothelzellinkubation

keine adhérierenden Zellen mehr.

Abb. 12  Endothelidisierte  sdurebehandelte  SKL-Patches nach  14-t&giger I nkubation: Ohne

Fibroblastenvorbeschichtung zeigten sich vorwiegend abgekugelte Zellen auf der Lumenoberfléche (A), wahrend
nach Fibroblastenbesiedelung ein konfluenter Endothel zellrasen entstanden war (B).

5.2.1.4. Vergleich der Endothdialisierung zitr onen- bzw. ascor binsaur ebehandelter

Patches

Nachdem die Daten zur Endothdiaisierung zitronensdurebehandelter SKL-Patches nach
vorausgegangener Fibroblastenbeschichtung (Ergebnisse 5.2.1.3.) sehr vielversprechend waren,
sollte mit diesem Versuch Uberprift werden, ob sich dieses Ergebnis durch die Verwendung
von Ascorbinsaure verdndert wirde. Daher wurden endothelialisierte Patches der Gruppen N
und O (Methoden 3.3.2.) miteinander verglichen (Endothelidisierungsversuche 4.2.1.4.). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestdlit.
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Tab. 7: Vergleich der Endothelialisierung mit Fibroblastenvorbeschichtung nach der Verwendung von Ascorbin-
bzw. Zitronensiure

GruppeN GruppeO
(n=4) (n=4)

Saure Ascorbinsdure (10%) Zitronensaure (10%)
Spiilung 24hM199 24 hM199
Fibroblasten 6/ 2 6/~r2
Zdlzahl 1+0,1x10%cm 1+0,1x10%cm
Endothelzellen 6/ 2 6/~r2
Zdlzahl 1+0,1x10%cm 1+0,1x10%cm
24h Fibroblasten- positiv (+) positiv (+)
inkubation 74+ 4,8% 70+ 8,2%
7d  Endothezdl- positiv (++) positiv (++)
inkubation 85+ 9,1% % 90+ 7,1% %

Beide Gruppen zeigten nach 24-stiindiger Inkubation mit Fibroblasten am REM deutlich
adhérierende Zellen, wobel diese einzeln und auch in Zelverbédnden ca. zwei Drittel der
Lumenoberflache der jewelligen Probe bedeckten. Nach 7-tagiger Endothelzellinkubation
(14 Tage Gesamtinkubation) waren die Patches beider Gruppen nahezu konfluent bedeckt. Die
Endothel zellen zeigten das fr sie typische Pflastersteinmuster (Abb. 13).

Abb. 13 SKL -Patches nach 14-tgiger Fibroblasten- und 7-tégiger Endothel zdllinkubation: Auf dem Lumen der

Patches zeigte sich die Pflastersteinmorphologie von Endothelzellen unabhdngig davon, ob dieses vor der
Besiedelung mit 10% Ascorbin- (A) oder mit Zitronensdure (B) vorbehandelt worden war. VergréfZerung 1000x
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5.2.1.5. Endothdlialisierung sdur ebehandédter SKL -Patches mit PKH26-gefarbten Zellen

Zid der Beschichtung mit gefarbten Zellen war, artifiziell aufgebrachte markierte Zellen von
potentiell regenerierten porcinen Zellen unterscheiden zu konnen. Zu diesem Zweck wurden
Patches der Gruppen J und K (Methoden 3.3.2) an REM und am PKM untersucht
(Endothdlialisierungsversuche 4.2.1.5.)

Die zur Beschichtung der Patches verwendeten Fibroblasten (Abb. 14A) bzw. Endothelzellen
(Abb. 14B) zeigten in der Kultur bei einer Wellenlénge von 560 nm eine eindeutige Rotférbung
des Zytoplasmas im Gegensatz zu ungeférbten Zellen. Bei Gruppe K wurden in zwel von vier
Falen sowohl am REM als auch am PKM Zdlen gefunden. Die Untersuchung der Wandstiicke
zeigte am REM eine partielle Besedeung. Auf den Gefrierschnitten waren die roten (=
positiven) Zdlen z.T. sehr verstreut zu detektieren. Da Fibroblasten zur Bildung von
mehrschichtigen Strukturen neigen, ist es moglich, dass manche Schnitte zellfrel waren und
andere wiederum positiv. In der Gruppe J war die Auswertung durch die Einschichtigkeit der
Endothelzellen eindeutiger, da keine zellfreien Licken auftraten, die bel den Gefrierschnitten
ein falsch negatives Ergebnis vortduschen konnten. Hier gelang auch die Aufbereitung der
Segelproben fiir die Schnitte einwandfrei. Dieim REM detektierten Zellen (Abb. 14C) konnten
durch den Fluoreszenznachwels des PKH26 (Abb. 14D) eindeutig ads die aus der Kultur
stammenden identifiziert werden. Belde endothelialisierten Segelproben waren auch auf der
Seite besieddlt, die in der Kulturschale unten gelegen hatte. Dies sprach fir eine passive
Besiedelung der aufgebrachten Zellen wéahrend der Inkubation.
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Abb. 14 Aufnahmen von PKH26 geférbten Fibroblasten und Endothelzellen: Das Zytoplasma der Zellen zeigte sich
bei einer Wellenlénge von 560 nm rot geférbt. Die Morphologie von Fibroblasten (A) und Endothelzellen (B) in
Kultur lief3 sich gut erkennen. Die Detektion von PKH26-geférbten Endothel zellen auf einer Segelprobe am REM
(C) korrelierte mit den Daten der Fluoreszenzuntersuchung (D) des selben Patches.

5.2.2. Endothdialiserung kompletter, glutaraldehydfixierter Schweneher zklappen

Neben den Versuchen mit Patches, wurden ganze SKL mit humanen Zellen besiedelt. Die Frage
war, ob sich das Beschichtungsverhalten durch die grofRere zu behandelnde Flache andern
wirde. Die Besiedelung von Wandstiicken in Gewebekulturplatten konnte aus verschiedenen
Grinden nicht automatisch auf den Besiedelungserfolg von ganzen Klappen Ubertragen werden

(Endothelidisierungsversuche 4.2.2.).
In Tabelle8 ist eine Ubersicht der Herzklappen und ihre Behandlung im Versuch

(Endothelidiserungsversuche 4.2.) zusammen gefasst. Die primée Zeladhasion
(Endothelialisierungsversuche 4.1.2.) nach 24-stiindiger Zdlinkubation lag bei durchschnittlich
88,6% + 8,6 (n=8/10) fur Fibroblasten und bei 89,6% + 8,6 (n=17/18) fur Endothelzellen.

54



Indrei Féllen konnte die Adh&sion nicht ausgewertet (= n.a) werden, da die Zelen im

Uberstand nicht resuspendiert werden konnten.

Tab. 8: Ubersicht der Zellbesiedlung der als ganzes verwendeten porcinen Herzklappen

Versuch SKL _ E&echichtung _
Fibroblasten (Adh&sion) Endothelzellen (Adh&sion)
1 nein 23x10" (81%)
2 nein 26x10°  (73%)
3 29x10"  (79%) 42x10"  (89%)
nood 4 37x10" (78%) 6,0x10° (n.a)
5 nein 39x10° (91%)
6 nein 31x10" (84%)
7 21x10" (na) 37x10° (93%)
8 1,4x 10"  (89%) 43x 10" (91%)
9 nein 2,7x10"  (94%)
10 nein 44x 10" (97%)
11 nein 24x10"  (93%)
220 12 2,8x 10"  (78%) 2,6x10°  (68%)
13 1,6 x 10"  (97%) 10,8x 10" (97%)
14 40x10"  (98%) 56x 10"  (91%)
15 54x10° (89%) 9,8x 10" (99%)
16 1,0x 10" (na) 12x 10" (93%)
1223 17 30x10" (99%) 1,8x 10"  (96%)
18 21x10° (90%) 1,3x 10"  (92%)

5.2.2.1. Endothdialisierung von Schweineher zklappen nach unter schiedlicher Spilung

Zunéchst wurde untersucht, ob die Ergebnisse des Versuchs 5.2.1.2. auf ganze Klappen
Ubertragbar wéren. Auf Grund der Daten dieser Patchversuche wurde die Untersuchung auf vier
Gruppen eingeschrankt: Je zwel SKL aus den Gruppen B, F, L und M (Methoden 3.3.2.)
wurden miteinander verglichen. Bei zwei Beschichtungen konnte die primére Zelladh&sion
(Endothdlialisierungsversuche 4.1.2.) nicht ausgewertet werden. Die Ergebnisse der REM
Beurtellung (Endothelialisierungsversuche 4.2.2.1.) sind in Tabelle 9 zusammen gefasst.
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Tab. 9 Vergleich unterschiedlicher Spllungen auf die Beschichtbarkeit von GA-fixierten Schweineherzklappen

Gruppe
B F L M
(n=2 (n=2 (n=2 (n=2)
Saure nen nen nen nein
Spiilung 10 Min NaCl 24 h M199 10 Min NaCl 24 h M199
Fibroblasten/ . _ 1,0x 10%cm? | 0,6 x 10%cm?
nein nein 61 2 6 2
Zdlzahl 1,5x 10°/cm 1,0x 10°/cm
Primére
78% 89%
Zdladhdson nach — — 00 0
2 h 79% n.a
Endothelzdlen/ 1,3x 10%cm? | 1,4 x 10%cn? 28x10%cm? | 2,1x 10%cm?
Zdlzahl 1,2x 10%cm? | 1,4 x 10%cm? 21x 10%m? | 1,8x 10%cm?
Primére
73% 91% n.a 91%
Zelladhas h
oap oo N 81% 84% 89% 93%
24h Fibroblasten- positiv (+) positiv (+)
inkubation 45% 70%
24h Endothezdl- negativ (- -) negativ (-) negativ (-) positiv (+)
inkubation €9 24% 26% 72%
7d  Endothelzdl- negativ (- -) negativ (-) negativ (-) positiv (++)
inkubation = 30% 25% 80%
14d Endothezdl- negativ (- -) positiv (+) negativ (-) positiv (++)
inkubation €9 40% 250 80%
21d Endothezdl- negativ (- -) positiv (+) negativ (-) positiv (++)
inkubation €9 40% 250 80%

In der mit NaCl gespllten Gruppe zeigten nur die mit Fibroblasten vorbeschichteten SKL
(Gruppe L) eine partielle Besiedelung mit Endothelzellen. Die Zellinseln bedeckten bis zum 21.

Tag der Inkubation insgesamt ca. 25% der jewelligen Wandprobe (Abb. 15B). Die letzte

Segelprobe, die aus dieser Gruppe am 14. Tag entnommen wurde, zeigte auf beiden Seiten

ebenfals eine partielle Besiedelung. Ohne die Fibroblasten (Gruppe B), waren bereits auf den
an Tag 7 bzw. 10 (Abb. 15A) entnommenen Wand- und Segelproben keine Zellen mehr zu
sehen. Der immunhistochemische Nachweis flr das Faktor V111 Antigen bzw. CD31 (Methoden
3.3.6.) zeigte verstreut liegende rotgeféarbte Zellen, was bestétigte, dass die anhaftenden Zellen

human und vital waren. Laminin und Kollagen IV konnten nicht nachgewiesen werden. Bei den
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Proben der Gruppe L konnten verstreut liegende positiv geférbte Zellen nachgewiesen werden.
Der Nachwels fur Kollagen IV war positiv und es zeigte sich eine schwache Expression von

CD90 und Prolyl-4-Hydroxylase. Laminin konnte hingegen nicht nachgewiesen werden.

Die vier Klappen, die mit M199 gesptlt wurden (Gruppen F und M), zeigten eine Anhaftung
ausgespreizter Zdllen, die in vielen kleineren Inseln auf der jeweiligen Probe vertellt lagen. Die
Adhasion der Fibroblasten nach 24 h lag bei Gruppe M mit 70% bedeckter Flache deutlich Gber
der Besiedelung mit Endothelzellen der Gruppe F nach gleich langer Inkubationsdauer. In
dieser Gruppe zeigte sich auch nach 21 Tagen kein konfluenter Endothelzellrasen, aber die
Zellen waren morphologisch einwandfrei  (Abb. 15C) und zeigten sich in  der
immunhistochemischen Farbung fir Faktor VIII (Abb. 15E) und CD3L1 positiv. Der Nachwels
fur Laminin bzw. Kollagen IV war ebenfalls positiv, jedoch schwach ausgepréagt. Auch die
Endothelzellen der Gruppe M zeigten elne Expresson von Faktor VIII Antigen, CD31
(Abb. 15F), Kollagen IV und Laminin. Die Zellen, die mit dem CD90 AntikOrper reagierten,
waren deutlich gefarbt. Sie lagen unter dem nicht geférbten Endothelzellteppich verstreut. Die
Zelen hatten sch am 21. Tag nach der Endothelzelinkubation (28 Tage
Gesamtinkubationszeit) zu einem grof3en Zdlteppich ausgebreitet (Abb. 15D), der dlerdings in
sich nicht vollstandig dicht schien. Die am 14. Tag nach dem Aufbringen der Endothelzellen
entnommenen Segel proben waren sowohl aortal as auch ventrikulér sehr partiell (Gruppe F)
bzw. dicht (Gruppe M) von Zellen bedeckt.
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Abb. 15 Endothelialiserung von NaCl bzw. M199 gespiilten SKL: 10 Min NaCl gespllte SKL zeigten nach
spéatestens 10 Tagen keine Zellbesiedelung mehr (A). Wurden sie vorab mit Fibroblasten besiedelt, dann zeigten
sich auch am 21. Tag nach Endothelzellinkubation noch Zellinseln (B). Splilte man die SKL 24 h mit M 199, bevor
man sie mit Endothelzellen besiedelte, verbesserte sich die Zelladhésion (C) und wurde fast konfluent, wenn
zusétzlich Fibroblasten vorbeschichtet worden waren (D). Der Nachweis mit FITC-markiertem Anti-Faktor VI1I-
AK bzw. CD31 war nach 21-tadgiger Endothelzellinkubation auf den Wandproben ohne (E) und mit
Fibroblastenvorbeschichtung (F) positiv, wobei die Zellen im ersten Fal lockerer auf der Matrix aufzuliegen
schienen (Pfeile).
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5.2.2.2. Endothdialisierung sdur ebehanddter Schweineher zklappen mit und ohne

Fibroblastenvor beschichtung

Nachdem die Patchversuche eine deutlich verbesserte Zellanhaftung nach vorangegangener
Saurebehandlung zusétzlich zur Fibroblastenvorbeschichtung gezeigt hatten (Ergebnisse
5.2.1.3.), sollten diese Daten durch die Untersuchung ganzer Herzklappen verifiziert werden.
Deshalb wurden endotheliaisierte SKL der Gruppen H und O (Methoden 3.3.2.) miteinander
verglichen (Endothelialiserungsversuche 4.2.2.2.). Die Ergebnisse sind in Tabele10
zusammengefasst.

Tab. 10: Endotheliaisierung sdurebehandelter SKL mit und ohne Fibroblastenvorbeschichtung

GruppeH GruppeO
(n=3) (n=5)
Saure 10% Zitronensaure 10% Zitronensaure
Spulung 24 h M199 24 h M199
Fibroblasten/zellzahl nein 0,8+ 0,6 x 10%cm?)
87,4%
Adhéasion nach 24 h — )
(£ 10,6)
Endothelzellen/Zellzahl 0,9+ 0,3 x 10%cm? 2,1+ 1,0x 10%cm?
Adhasion nach 24 h 94,7% £ 2,1 89,8% + 12,7
24 h positiv (+)
Fibroblasteninkubation o 68% + 17,9
24h positiv (+) positiv (++)
Endothelzellinkubation 433%+ 7,6 93% + 5,7
7/8d positiv (+) positiv (++)
Endothelzellinkubation 55% + 30,4 91% + 4,2
14/15d positiv (+) positiv (++)
Endothelzellinkubation 50% + 8,7 92% + 15,2
21/23d positiv (+) positiv (++)
Endothelzellinkubation 46,7% + 153 90% + 14,1
>23d - tverfol positiv (++)
Endothelzellinkubation nicht nachvertolgt 95%+ 3,7 (n=23)
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Nach 24-stiindiger Inkubation zeigten sich in GruppeH 8,7% * 6,7 der primér aufgebrachten
Zellen im ZellUberstand, was fur eine gute Anhaftung der Zellen an das porcine Material sprach
und anhand der REM Daten bestétigt wurde (Abb. 16A): Die Geféwandproben der SKL 9 bis
11 waren zu 45%, 35% bzw. 45% mit grofdells ausgespreizten Zellen bedeckt. Die zwel
enthnommenen Segelproben waren ebenfalls partiell bedeckt, wobel eine prozentuae
Beurteilung auf Grund von Bruchartefakten und der welligen Struktur des porcinen Materials
nicht moglich war (Ergebnisse 5.1.2.1.). Nach 7 bzw. 14 Tagen waren SKL 9 und 10 partiell
beschichtet (35 bzw. 40% bedeckte Oberflache) und SKL 11 war nach 8-tagiger Inkubation
beinahe konfluent besiedelt (Abb. 16B), wobel viele spharoide Auflagerungen zu sehen waren.
Diese Klappe zeigte nach 15 Tagen Endothelzellinkubation ein Ablésen der Zellen (Abb. 16C),
wéhrend die SKL 9 und 10 nach wie vor ene partiele Beschichtung der Wand- und
Segelproben (Abb. 16D) aufwiesen. Nach 21-tagiger Inkubation zeigten ale drel Klappen keine
nennenswerten Veranderungen zu den 14-Tage-Proben.

Die besiedelte Flache lag fur die Klappen 9 und 10 bei 50 bzw. 60%, fir Klappe 11 nur noch
bel 30%, was zu einer durchschnittlich besiedelten Flache von 46,7% + 15,3 fuhrte. Die
abgekugelten Zellen waren verschwunden und die adhérierenden Zellen waren ausgespreizt und
morphologisch einwandfrel. Die immunhistochemischen Untersuchungen der Proben zeigte ab
dem 7. (8.) Tag eine schwache Féarbung der oberen Matrix nach der Inkubation mit
Kollagen IV AK (Abb. 16E). Eine partiele Besiedelung dler drei SKL mit vitaen
Endothelzellen am 21. Tag der Inkubation, konnte durch den positiven Nachweis von CD31
(Abb. 16F) und Faktor VIII auf allen Wand- und Segel proben nachgewiesen werden. Laminin

war nur auf SKL 9 und 10 schwach nachwe shar.
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Abb. 16 Endothelialisierung von SKL nach 10% Sdurebehandlung: Die primére partielle Zellanhaftung (A)

resultierte nach 8-tagiger Inkubation in einer fast konfluenten Endothel zellbesiedelung (B), die sich jedoch nach
weiterer |nkubation 16ste (C). SKL 10 zeigte zu diesem Zeitpunkt eine partielle Zellanhaftung auf den Segeln ohne
sphéroide Auflagerungen (D). Die Nachweis fir Kollagen IV (E) und CD31 (F) war positiv.

61




In Gruppe O zeigte die primére Adhéasion, die durch die Zahlung der Zellen im Uberstand nach
24-stindiger Inkubation nach Fibroblasten- und Endothelzellbeschichtung Uberprift wurde,
eine relativ starke Streuung (Fibroblasten bzw. Endothelzellen im Uberstand: 12,6% + 10,6
bzw. 10,2% + 12,7), wobel mindestens 68% und maximal 99% der Zellen adhdarent waren
(Tabelle 8). Bei der Besiedelung von SKL 16 konnten die Fibroblasten im Uberstand nicht
resuspendiert werden. Die aufgebrachten Zellen vertellten sich so, dass die Flache der
Wandproben, die nach der ersten Zelinkubation entnommen wurden, durchschnittlich zu
68% + 17,9 mit Fibroblasten bedeckt waren (45, 70, 65, 95 und 65%), wobei SKL 15 auf der
untersuchten Gefé3wandprobe (Abb.17A) fast konfluente Besiedeung zeigte. Die
Wandproben, die direkt vor der Endothelialisierung der Klappen entnommen wurden, zeigten
bei den SKL 12 bis 14 und SKL 16 eine nahezu konfluente Besiedelung, wobei die Fibroblasten
2.T. Ubereinander lagen. Bel SKL 15 waren jedoch nur noch abgekugelte Zellen zu sehen. Diese
SKL war nach der Inkubation mit Endothelzellen nach 24 h und 7 Tagen konfluent mit Zellen
besiedelt. Am 14. und 23. Tag nach der Endothelzellinkubation war nur noch eine partielle
Besiedelung (65%) zu finden (Abb. 17B). Die Segelprobe war zu diesem Zeitpunkt noch
konfluent mit Endothelzellen bedeckt (Abb. 17C).

Abb. 17 Endothelialisierung der sdurebehandelten SKL 15 nach Fibroblastenbesiedelung: Nach 24-stiindiger

Fibroblasteninkubation zeigte die Wand von eine konfluente Besiedelung (A), nach 23-tagiger Inkubation mit
Endothelzellen war die Beschichtung nur noch partiell (B), wahrend die Segelprobe aortal (C) noch zu >95%
besiedelt war.

Die Segelproben von SKL 13 und 14 wurden an Tag 14 und 20 nach der
Endothelzellinkubation ausgewertet und zeigten sowohl aortal as auch ventrikuldr einen

konfluenten Zellrasen. Die immunhistochemische Untersuchung war bel allen enthnommenen
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Segelproben fur Faktor VIII (Abb. 18A), CD31, Laminin und Kollagen IV positiv. Fibroblasten
konnten immunhistochemisch vor und nach (Abb. 18B) der Besiedelung mit Endothelzellen
detektiert werden.
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Abb. 18 Immunhistochemische Nachweise auf Segelproben von séurebehandelten, fibroblastenvorbeschichteten
SKL: Der Nachweis des Faktor VIII Antigens (A) war ebenso postiv, wie der fir Thy-1 (B), was an den rot
geférbten Zellen zu erkennen war. Man erkannte deutlich die Uber den Fibroblasten liegenden, mit Hamalaun blau
geféarbten aber fir Thy-1 negativen Zellen (Pfeil).

Beai SKL 12 wurde 35 Tage nach dem Aufbringen der Endothelzellen die letzte Segelprobe
entnommen und bei SKL 16 nach 45 Tagen. Zu diesen Zeitpunkten zeigte sich der Zdlrasen
nicht mehr konfluent, doch die Zellen waren morphologisch einwandfrei und konnten as
Fibroblasten (Abb. 19A) bzw. Endothelzellen (Abb. 19B) identifiziert werden. Zum Tell lagen
die Endothelzellen noch in Zellinseln auf dem Segel. Die immunhistochemische Untersuchung
fur Faktor VIII, Kollagen 1V und CD90 zeigte nur noch verstreute positive Zellen. Dieses
Ergebnis korrelierte mit der partiellen Besiedelung, die sich anhand der REM Daten gezeigt
hatte.
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Abb. 19 Segelproben von surebehandelten, fibroblastenvorbeschichteten SKL nach 42-tégiger Gesamtinkubation:
Man sah vereinzelt auf der Segeloberflache anhaftende Fibroblasten, die deutlich durch ihre Iéngliche Spindelform
zu erkennen waren (A). Endothelzellen (B) zeigten sich morphologisch unaufféllig. VergroRerung wie in den
Abbildungen angegeben.

Die Uberpriifung der GefalRwandproben von SKL 12 bis 14 und SKL 16 zeigte 20 bzw. 21 Tage
nach der Inkubation mit Endothelzellen eine konfluente Beschichtung (Abb. 20A), die auch
nach 26, 31 und 34 Tagen liickenlos und morphologisch einwandfrei war (Abb. 20B — D). Uber
diesen Zeitpunkt hinaus wurde nur noch die Besiedelung von SKL 16 verfolgt. Die Vitalitét der
Zellen wurde durch positive Farbung fur CD 31 und Faktor VIII (Abb. 20E) nachgewiesen.
AulRerdem konnten Laminin (Abb. 20F) und Kollagen IV nachgewiesen werden.




Abb. 20 GeféRwandproben von siurebehandelten, fibroblastenvorbeschichteten SKL: Konfluente Endothelzell-
besiedelung nach 21-, 26-, 31- und 34-tagiger Inkubationszeit nach Endothelzellauftrag (A — D). Die Zellen
erwiesen sich als human und vital, da die Expression von Faktor VIII (E) und Laminin (F) durch die positive
Rotfarbung der Zellen nachgewiesen werden konnte.

Abb. 21 Endothelialisierung von SKL 16: Am 51. Tag der Gesamtinkubation waren am REM noch 75% des

Lumens mit morphologisch einwandfreien Endothelzellen besiedelt (A). Die immunhistochemische Farbung fur
humanes Faktor VI1I-Antigen zeigte verstreute positiv gefarbte Zellen (B, Pfeile).
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Die letzte Probe, die am 51. Tag der Gesamtinkubation von SKL 16 enthommen wurde, zeigte
noch 75% Besiedelung mit vitalen Zelen (Abb. 21A). Diese Beobachtung wurde durch den
positiven immunhistochemischen Nachweis von CD 31, Faktor VIII (Abb. 21B) und CD90
unterstiitzt. Kollagen IV und Laminin konnten zu diesem Zeitpunkt nicht mehr nachgewiesen

werden.

5.2.2.3. Endothdialisierung einer kryo- und einer nicht kryopraservierten SKL

Die im Versuch 5.2.2.2. beschriebene SKL 15, war die einzige Klappe, die trotz
Fibroblastenvorbeschichtung nach 16-tdgiger Endothelzellinkubation nur noch partielle
Zellbesiedelung zeigte. Diese Klappe war nicht kryopréserviert (Methoden 3.2.2.) worden. Es
stellte sich nun die Frage, ob dies einen Einfluss auf das Endothelialisierungsergebnis hatte. Zur
Uberpriifung wurde die Gruppe P (Methoden 3.3.2.) eingefiihrt und die Endothelialisierung von
SKL 18 aus dieser Gruppe mit der kryopréservierten SKL 17 (Gruppe O) verglichen
(Endothdlialisierungsversuche 4.2.2.3.) und die Ergebnisse in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tab. 11: Endothelialisierung einer kryo- und einer nicht kryopréservierten SKL

GruppeO GruppeP
Kryopraservation + —
Saure 10% 10%
Spulung 24 hM199 24 hM199
Oberflache 34,5 cm? 36,2 cm?
Fibroblasten/Zélzahl 0,9 x 10%cm? 0,6 x 10%cm?
Adhasion nach 24 h 99% 90%
Endothelzellen/Z el zahl 0,5 x 10%cm? 0,4 x 10%cm?
Adhasion nach 24 h 96% 92%
24h positiv (+) positiv (++)
Fibroblasteninkubation 65% 85%
24 h positiv (+) positiv (+)
Endothelzellinkubation 75% 65%
14d positiv (++) negativ (-)
Endothelzellinkubation 95% < 40%
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Beim Vergleich der Besiedelung von SKL 17 mit SKL 18 zeigte sich bel beiden nach 24-
stiindiger Fibrobl asteninkubation eine Besiedelung mit Zellen. Die Wandprobe von SKL 18 war
mit 85% dichter mit Fibroblasten besiedelt als die von SKL 17 (65%). Der Nachweis von CD90
und Prolyl-4-Hydroxylase (Abb. 22A) war positiv. Jedoch kugelten sich die Zellen bei SKL 18
wie schon bel SKL 15 (Ergebnisse 5.2.2.2) noch vor der Endothelzellbesedelung &b
(Abb. 22B). Die primdre Anhaftung der Endothelzellen war bel beiden Klappen hingegen
ahnlich (75% fur SKL 17 und 65% fir 18), doch nach 14-tagiger Endothel zellinkubation waren
auf der Wandprobe von SKL 18 nur noch verstreut liegende, abgekugelte Zellen zu sehen
(Abb. 22C), wéhrend die Probe von SKL 17 konfluent mit Endothelzellen besiedelt war
(Abb. 22D). Der immunhistochemische Nachweis von Faktor VIII und Kollagen IV war zwar
in beiden Féllen positiv, aber bel SKL 18 waren nur vereinzelte Faktor VI positive Zellen zu
sehen und der Nachweis von Kollagen IV hatte nur zu einer schwachen Farbung der oberen

Matrix gefuhrt. Laminin war nicht nachweisbar.

O Berung

Abb. 22 Endotheliaisierung einer kryo- im Vergleich zu einer nicht kryopraservierten SKL: Nach der Besiedelung
mit Fibroblasten konnten diese immunhistochemisch nachgewiesen werden. Die Inkubation mit dem Peroxidase-
gekoppelten Antikorper gegen Prolyl-4-Hydroxylase férbte die positiven Zellen rot (A, 200x VergroRerung). Im
REM zeigte sich nach 7 Tagen bel SKL 18 eine partielle Ablésung der Fibroblasten (B). 14 Tage nach der
Inkubation mit Endothel zellen |6sten sich diese ebenfalls (C). Auf der kryopraservierten SKL war die Beschichtung
zu diesem Zeitpunkt stabil (D).
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5.3. Endothdialisierung kommer zieller glutar aldehydfixierter Bioprothesen

Bel den folgenden Versuchen wurden Patches, die aus zwei Aortenbioprothesen gewonnen
wurden, endotheliaisiert. Aullerdem wurden sechs komplette klappentragende Miniroots und
funf gestentete Bioprothesen (Material 2.7.2. und 2.7.3.) mit Zellen beschichtet.

5.3.1. Unter suchungen von Patches aus Fr eestyl e® Prothesen

5.3.1.1. Endothdlialisierung sdur ebehandédter Patches mit und ohne Fibroblasten-

vor beschichtung

Auf Grund der vorangegangenen Beschichtungsergebnisse wurden Patches der Gruppen H und
O (Methoden 3.3.2.) miteinander verglichen (Endothelidisierungsversuche 4.3.1.1.), um zu
Uberprifen, ob auch be kommerziel erhdltlichem porcinen Material ene stabile
Endotheliaisierung nach Séurebehandlung moglich und eine Vorbeschichtung mit Fibroblasten
dabel von Vorteil ware. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 dargestellt.

Tab. 12: Endothelialisierung von siurebehandelten Freestyle®-Patches mit und ohne Fibroblastenvorbeschichtung

GruppeH GruppeO
(n=4) (n=4)
Saure 10% 10%
Spiilung 24 h M199 24 h M199
Fibroblasten/Zelzahl — 1,0+ 0,1 x 10%cm?
Endothelzellen/Zellzahl 1,0+ 0,2 x 10%cm? 1,0+ 0,2 x 10%cm?
24 h Endothdzdlinkubation positiv (+) positiv (++)
60% 85%
7 d Endothelzellinkubation positiv (+) positiv (++)
65% > 95%
14 d Endothelzellinkubation negativ (-) positiv (++)
< 30% > 95%

Bel beiden Gruppen war nach 24-stiindiger Endothelzellinkubation eine Besiedlung mit
ausgespreizten Zellen zu sehen. Morphologisch zeigten diese Zellen das fir Endothelzellen
typische Pflastersteinmuster. Nach 7 Tagen waren die Zellen auf den Patches der Gruppe O zu
einem konfluenten Zellrasen zusammengewachsen. Auch auf der 14-Tage-Probe (Abb. 23A),
war ene lickenlose Beschichtung zu sehen. Der immunhistochemische Nachweis (Methoden
3.6.) fur CD 31 und Faktor VIl zeigte eine konfluente Beschichtung vitaler Zellen. Ebenso war
die Laminin- und Kollagen IV-Férbung (Abb. 23B) zu diesem Zeitpunkt positiv. In Gruppe H
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zeigten sich nach 7 Tagen neben ausgespreizten auch sphéroide Zellen. Nach weiteren 7 Tagen
hatte sich ein Grofdeil der Zdlen abgekugelt (Abb. 23C) und nur noch insgesamt 25% der
untersuchten Probenoberfléche war mit kleinen konfluenten Zellinseln bedeckt, die v.a. im
Randbereich der Proben lagen. Der immunhistochemische Nachweis fur CD31 (Abb. 23D),
Faktor VIII und Kollagen IV bestétige eine partielle Besiedelung mit vitalen Endothelzellen.

Laminin war nicht nachweisbar.
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Abb. 23 Endothelialisierung von saurebehandelten Patches mit und ohne Fibroblasten: 14 Tage nach der
Endothelzellinkubation zeigte die REM Aufnahme des vorbeschichteten Patches eine deutlich bessere
Zellbesiedelung (A) a's der Patch ohne Fibroblasten (C). Die Zellen sind in beiden Féllen vital, was unter anderem
durch den Nachweis von Kollagen IV (B) und CD31 (D) nachgewiesen wurde.
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5.3.1.2. Vergleich der Endothdialisierung zitr onen- bzw. ascor binsaur ebehandelter

Patches

In diesem Versuch wurde die Besiedelung von Bioprothesen-Patches der Gruppen N und O
(Methoden 3.3.2) miteinander verglichen (Endothdiaisierungsversuche 4.3.1.2). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tab. 13: Vergleich der Endothelidlisierung mit Fibroblastenvorbeschichtung nach der Verwendung von Ascorbin-
bzw. Zitronensiure

GruppeN GruppeO
(n=4) (n=4)

Saure Ascorbinsaure (10%) Zitronensaure (10%)
Spulung 24hM199 24 hM199
Fibroblasten/Zélzahl 0,4 £ 0 x 10%cm? 0,4 % 0x 10%cm?
Endothelzellen/Z€ll zahl 1,0+ 0,2 x 10%cm? 1,0+ 0,2 x 10%cm?
7d positiv (+) positiv (+)
Endothelzellinkubation 75% + 10,8 775% + 11,9

Bel beiden Gruppen zeigte sich kein nennenswerter Unterschied bel der von Zellen bedeckten
Flache. Sowohl die Patches der Gruppe N as auch die der Gruppe O waren mit einem
Zellverband Uberzogen, der durchschnittlich 75 bzw. 77,5 % der Probe bedeckte, wobei die
Endothelzellen (Abb. 24) die fir sie typische Pflastersteinstruktur aufwiesen. Zellfreie Bereiche

lagen v.a. am Rand der Probe.

Abb. 24 Endotheliaisierte Freestyle® Bioprothesen-Patches nach Inkubation in 10 % AS bzw. ZS: Unabhangig

davon, ob AS (A) oder ZS (B) verwendet worden war, war das Lumen der Patches nach 14-t&giger
Gesamtinkubation fast konfluent mit morphologisch einwandfreien Zellen bedeckt.
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5.3.2. Endothdialiserung von M osaic® Bioprothesen

Die Mosaic® Bioprothesen wurden untersucht, um zu sehen, ob der Stent, an dem die Segel
befestigt waren, einer Zellbesiedelung entgegenwirken wirde. Insgesamt standen funf

Bioprothesen zur Verfiigung. Diese sind in Tabelle 14 zusammengestel It.

Tab. 14: Verwendete Mosaic® Bioprothesen

Beschichtung
Versuch Bioprothese : — —
Fibroblasten (Adh&sion) |Endothelzellen (Adhasion)
Med-5 nein 6,0x 10" (45%)
432.1. - -
Med-6 1,8x 10" (99%) 8,3x 10" (75%)
Med-1 29x10° (na) 0,3x 10" (25%)
4.3.2.2. Med-2 1,9x 10" (n.a) 85x 10" (68%)
Med-7 1,0x 10" (98%) 6,2x 10" (94%)

Zwar waren die Segel dieser Prothesen sehr gut fur die Probenentnahme zuganglich
(Beschichtungsversuche 4.1.3.), jedoch galt fur die Probenaufbereitung der Segel die gleiche
Problematik wie bei den Segeln der SKL oder der Freestyle® Prothesen (Ergebnisse 5.1.2.).
Manchmal war nicht zu beurteilen, ob es sich bei zellfreien Bereichen um einen Artefakt oder
einen de facto nicht besiedelten Bereich handelte. Deshab konnten die Prozentangaben der
Oberfl&chenbesiedlung bei der Dokumentation der Daten nur ungeféhr angegeben werden.

5.3.2.1. Endothdlialisierung von M osaic® Bioprothesen mit bzw. ohne Fibroblasten-

vor beschichtung

Nachdem im Laufe dieser Arbeit hinreichend bestétigt worden war, dass ene 24-stiindige
Spulung von GA-fixiertem Materia in M199 fir eine primére Zelladh&sion nétig ist, wurde bei
den Mosaic® Bioprothesen auf die anderen Spiilungen verzichtet und nur Uberpriift, ob das
Spulschema mit M199 fir die Bioprothesen mit Stent ausreichend war. Gleichzeitig sollte
untersucht werden, ob eine Fibroblastenvorbeschichtung die Stabilitét einer nachfolgenden
Endothelidisierung verbesserte. Interessant war, ob die Vorbeseddung ohne ene
Saurebehandlung bereits zu einer dauerhaften Anhaftung der Endothelzellen fihren wirde. Um
dies zu untersuchen, wurde die Endothelialisierung von je einer Bioprothese aus den Gruppen F
und M (Methoden 3.3.2.) miteinander verglichen (Endotheliaisierungsversuche 4.3.2.1.). Die

Beschi chtungsergebnisse der entnommenen Segel proben sind in Tabelle 15 zusammengefasst.
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Tab. 15: Endothelialisierung von Mosaic® Bioprothesen mit bzw. ohne Fibroblastenvorbeschichtung

GruppeF GruppeM
Saure — —
Spiilung 24 h M199 24 h M199
Oberflache 18,2 cm? 13,2 cm?
Fibroblasten — 1,4 x 10%cm?
Adhasion nach 24 h — 98%
Endothel zellen 3,3x 10%cm? 6,3 x 10%cm?
Adhasion nach 24 h 45% 75%
Segelsaite ventrikular aorta ventrikular aortd
8d positiv (++) positiv (+)
Fibroblasteninkubation o T 90% 60%
24h negativ (-) positiv (++) positiv (+) positiv (+)
Endothelzellinkubation 10% 80% 60% 60%
>=13d negativ (-) . positiv (++) positiv (+)
Endothelzellinkubation 30% negativ (--) 80% 70%
E?wc?gtgel zdlinkubation negativ (--). negativ (--) pojgc\;o(ﬂ pojgc\;o(ﬂ

Auf dem untersuchten Segel von Med-6 (Gruppe F) zeigten sich nach 24 h aortal Zellen
(Abb. 25A), die ca. 80% der Probenflache besiedelten. Jedoch war nur ein geringer Tell der
Zdellen ausgespreizt. Im Inkubationsiiberstand hatten sich 55% der primér aufgetragenen Zellen

wieder gefunden. Ventrikular war nur ca. 10% der Flache von Zellen bedeckt. Nach 14 Tagen
war ca. 30% der ventrikuldren Segelseite mit z.T. ausgespreizten Zellen besiedelt (Abb. 25B),

aber die aortade Saite war z€dllfrel. Die Klgppe wurde daraufhin weiter inkubiert und nach 32

Tagen das restliche Segelmateria untersucht. Wie zu erwarten war, waren aorta und

ventrikuldr keine anhaftenden Zellen zu finden. Das Faktor VIII Antigen konnte nach 24-

stindiger Endothelzellinkubation nachgewiesen werden. Alle anderen Férbungen waren zu

diesem Zeitpunkt und spéter negativ.
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Abb. 25 Endothelialisierte Mosaic® Bioprothesen ohne Fibroblastenvorbeschichtung: Nach anfanglicher Adhérenz

(A, Vergroferung 45x) waren am REM nach 14-t&giger I nkubation nur noch wenige Zellen (B) zu detektierten.

Be Med-5 (Gruppe M) zeigte bereits die Messung der Lebendzelzahl aus dem
Inkubationsliberstand, dass 98% der Zellen adhdarent waren. Die Besiedelung der Segd mit
Fibroblasten war aortal nach 8 Tagen fast konfluent, was besonders gut im Randbereich der
Probe (Abb. 26A) zu sehen war, an dem der Zellrasen durch die Probenaufbereitung etwas von
der porcinen Matrix abgehoben war. Auf der ventrikuléaren Seite des Segels waren noch
einzelne Fibroblasten voneinander zu unterscheiden (Abb. 26B), da hier die Besiedelung mit ca.
60% nicht so dicht war. Bel der Zdlzéhlung nach 24-stiindiger Endothelzellinkubation waren
75% der vitden Zellen adhé@rent. Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung zeigte
Endothelzellen, welche die Fibroblasten Uberlagerten und zusammen mit diesen ca. 60 % der
Oberflache z.T. noch unausgespreizt bedeckten. Die néchste Probe wurde 18 Tage nach der
Endothel zellinkubation entnommen und hier zeigten sich deutliche Ablésungserscheinungen
auf beiden Seiten der Segel. Trotzdem waren noch ca. 70% der aortalen und ca. 80% der
ventrikuléren Seite (Abb. 26C) der Probe mit Zellen bedeckt. Diese waren auf der aortalen Seite
morphologisch unauffélig (Abb. 26D). Nach 36-tégiger Endothel zellinkubation (Abb. 26E) war
noch ca. 40% der Segel oberflache besiedelt. Allerdings fanden sich neben ausgespreizten Zellen
auch viele Zellschatten (Abb. 26F). Der Nachweis von Faktor VIII Antigen und CD31 war bei
der Probe, die 13 (14) Tage nach der Endothel zellinkubation untersucht wurde deutlich positiv,
zeigte jedoch nach weiteren 7 Tagen v.a. verstreut liegende geféarbte Zellen. CD90 konnte zu
diesem Zeitpunkt ebenfals anhand einzelner gefarbter Zellen nachgewiesen werden. Die
Inkubation mit AK gegen KollagenlV bzw. Laminin fihrte zu ener schwachen
Peroxidasereaktion.
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Vergroferung

Abb. 26 Endothelialisierte Mosaic® Bioprothesen mit Fibroblastenvorbeschichtung: Adhérierende Fibroblasten auf
der aortalen (A) und ventrikuldren (B) Segelseite. Am 25. Tag der Gesamtinkubation zeigte sich eine tellweise
Ablésung der Endothelzellen (C). Die noch anhaftenden Zellen waren zu diesem Zeitpunkt morphologisch
unauffallig (D). Nach 43 Tagen waren einige Zellen, die das Segel aortal bedeckten (E), zu Zellschatten geworden
(F). Der VergroRerungsfaktor ist in der jeweiligen Abbildung angegeben.
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5.3.2.2. Endothélialisierung zitr onensaur ebehandelter M osaic® Bioprothesen nach

Fibroblastenvor beschichtung

Die bei der Untersuchung von drei Mosaic® Bioprothesen (Med-1, -2 und —7) der Gruppe O
(Endothelidisierungsversuche 4.3.2.2.) efassten REM-Daten wurden in Tabele 16
zusammengestel|t.

Tab. 16: Endothelialisierung von siurebehandelten Mosaic® Bioprothesen nach Fibroblastenvorbeschichtung

GruppeO
Prothese Med-1 Med-2 Med-7
Saure 10% 10% 10%
Spuilung 24hM199 24 h M199 24 hM199
Oberflache 18,2 cm? 18,2 cm? 19,5 cm?
Fibroblasten 1,6 x 10%/cm? 1,0 x 10%cm? 0,5 x 10%cm?
Adhéasion 0
nach 24 h n.a n.a 98%
Endothel- 0,3 x 10%cn? 4,7 x 10%cn? 3,2 x 10%cn?
zelen
Adhéasion 0 0 0
nach 24 h 25% 68% 94%
Segelsaite ventrikular aorta ventrikul & aorta ventrikulér aortal
24 h positiv (+) | positiv (++) . . . o
ositiv (++) | positiv (++) | positiv (++) | positiv (++
endothelzell-| 709 e | 850/2 k 850/2 k 900/5 k 900/5 )
inkubation | miproblasten) | (Fibroblasten)
14d positiv (++) | positiv (++) . . . .
.En doth (_alz dl- 95% 95% posggg A()++) pos;g/o A()++) posggg A()++) pos;g/o A()++)
inkubation | riproblasten) | (Fibroblasten)
21d positiv (++) | positiv (++) . . . o
ositiv (++) | positiv (++) | positiv (++) | positiv (+
endothelzell-| 9506 o5 | 950/5 k 950/5 k 950/5 | 50%( )
inkubation | miproblasten) | (Fibroblasten)

Med-1 wurde nur mit 0,3 x 10° Zellen/cm? Endothelzellen beschichtet. Dies lag daran, dass die
Kultur nach der letzten Passagierung vor der Ernte nicht mehr konfluent geworden war. Die
Uberpriifung des Uberstands nach der Endothel zellinkubation zeigte, dass die Zellen vital aber
Zu 75% nicht adharent waren. Im Gegensatz dazu hafteten 68 bzw. 72% der Endothelzellen, die
auf Med-2 bzw. Med-7 aufgebracht wurden, an. Die Endothel zellen waren auf Med-1 weder zu
diesem Zeitpunkt noch spédter, am REM zu sehen. Ebenso waren immunhistochemische
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Farbungen fur Faktor VIII und CD31 negativ. Med-1 wurde trotzdem weiter inkubiert und
untersucht, denn diese Klappe bot die Gelegenheit, eine Langzeitbeobachtung der
Fibroblastenbesiedelung durchzufiihren. Nach 21- und 28-tégiger Inkubation (Abb. 27A und B)
waren beide Segelseiten konfluent mit Fibroblasten besiedelt, was am 21. Tag durch Férbung
mit CD90 AK (Abb. 27C) bestétigt wurde. Aul3erdem zeigten die Zellen eine fur sie typische
spindel férmige Morphologie.

Abb. 27 Fibroblastenbesiedelung einer siurebehandelten Mosaic® Bioprothese: Die ventrikulare (A, 1000x

Vergréfierung) und die aortae (B) Segelseite waren nach 21- bzw. 28-tégiger Inkubation dicht mit Fibroblasten
besieddlt. Die Expression von CD90 (C) zeigte sich durch eine starke Rotférbung der Zellen.

Be Med-2 und Med-7 zeigte sich nach 24-stindiger Inkubation mit Endothelzellen eine
beinahe konfluente Besiedelung mit ca. 85% bzw. 90% bedeckter Fléche. Nach 14 und 21
Tagen (Abb. 28A) war die Ventrikularis beider Klappen llickenlos besiedelt. Die aortae Seite
der Segel war nur bei Med-2 fast konfluent, wahrend sich bel Med-7 die Zellen z.T. (ca. 50%)
abgekugelt hatten (Abb. 28B). Der Nachweis fir CD31, Faktor VIII (Abb. 28C) und Kollagen
IV (Abb. 28D) war nach der Gesamtinkubationszeit von 28 Tagen ebenso wie der Nachwel's fir
CD90 und Laminin positiv.
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Abb. 28 Endothelialisierung siurebehandelter Mosaic® Bioprothesen nach Fibroblastenvorbeschichtung; Der

Endothelzellrasen war nach 20 Tagen auf der Ventrikularis konfluent (A), doch es kam zur Abkugelung auf der
aortalen Seite (B). Die Vitalitat der Zellen wurde durch den Nachweis von Faktor VIII Antigen bestétigt (C, helle
fluoreszierende Linie) und ebenso wurde zu diesem Zeitpunkt Kollagen IV von den Zellen exprimiert, was an der
deutlichen Rotférbung der Zellen auf beiden Seiten des Segels zu erkennen war (D).

5.3.3. Endothélialisier ung von Freestyle® Bioprothesen

Fir die Endothelialisierung von klappentragenden Miniroot-Prothesen wurden 6 Freestyle®
Bioprothesen verwendet. Eine Ubersicht ist in Tabelle 17 dargestelIt.

Tab. 17.: Verwendete Freestyle® Bioprothesen

Beschichtung
Versuch Bioprothese - — —
Fibroblasten (Adhasion) | Endothelzellen (Adhésion)
Med-3 1,9x 10" (94%) 11,0x 10"  (96%)
Med-4 28x10" (n.a) 22x10"  (na)
133 Med-9 29x 10" (99%) 15x10"  (87%)
Med-10 2,6x10" (92%) 1,3x 10" (86%)
Med-11 24x 10" (84%) 1,3x10"  (79%)
Med-12 73x10° (74%) 88x10"  (81%)
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Die primae Adhdsion de Zdlen, die aus der Vitafarbung (Methoden 3.1.4.) des
Inkubationsliberstandes ermittelt wurde, betrug 88,3 £ 8,8% fir die Fibroblasten bzw. 85,7 +
5,9% fur die autologen Endothelzellen. Die 6 Bioprothesen wurden dem Behandlungsschema
der Gruppe O (Methoden 3.3.2.) unterzogen. Die erfassten Daten (Endothelialisierungsversuche
4.3.3) sindin Tabelle 18 zusammengestellt.

Tab. 18: Endothelialisierung von siurebehandelten Freestyle® Bioprothesen nach Fibrobl astenvorbeschichtung

GruppeO

Prothese Med-3 Med-4 Med-9 Med-10 Med-11 Med-12
Saure 10% 10% 10% 10% 10% 10%
Spulung 24hM199 | 24hM199 | 24hM199 | 24hM199 | 24 hM199 | 24 h M199
Oberflache | 362cm? | 33,0cm? | 29,8cm? | 424cm? | 36,2cm? | 33,0cm?
Fibroblasten | 0,5x 10%cm? | 0,9 x 10%cm? | 1,0 x 10%cm? | 0,6 x 10%cm? | 0,7 x 10%cm? | 2,2 x 10%cm?
ﬁ:cma;‘ o 94% na 99% 92% 84% 74%
zEerI] Ic(l; thel- 3,0x10%m? | 0,7 x 10%cm?® | 0,5x 10°%cm? | 0,3 x 10%cm? | 0,4 x 10%cm? | 2,7 x 10%cm?
ﬁ:cma;‘ fﬂ 96% na 87% 86% 79% 81%
Izszt: oblasten positiv (+) | positiv (++) | pogitiv (+) | positiv (++) | positiv (++) | positiv (++)
inkubation 65% 80% 70% 85% 85% 80%
Eigoth a7l positiv (++) | positiv (++) | positiv (++) | negativ (-) | positiv (+) |positiv (++)
inkubation 95% 95% 80% 30% 85% 80%
é?udjothd L. | POStIV (++) | positiv (++) | positiv (++) | negativ (-) | positiv (++) | positiv (++)
inkubation 95% 95% 95% 20% 95% 80%
Eﬁgothdz& positiv (++) | positiv (++) | positiv (++) | nicht | positiv (++) | positiv (++)
inkubation 95% 95% 95% verfolgt 95% 95%

Die Proben dler Klappen zeigten nach 24-stiindiger Fibroblasten- bzw. Endothel zellinkubation
(Abb. 29A und B) an REM eine Zellbesiedelung von 78 + 8,2 bzw. + 24,2%. Der Nachwels
von Prolyl-4-Hydroxylase bzw. CD90 war vor der Inkubation mit Endothelzellen bei alen
Klappen positiv. 21 Tage nach dem Auftragen der Endothelzellen waren bei Med-10 keine
positiv geférbten Zellen mehr zu sehen. Auf dieser Klappe konnte zu diesem Zeitpunkt noch
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Faktor VIII Antigen und CD31 partiell nachgewiesen werden. Segelproben wurden ab Tag 14
nach der Endothelzellinkubation fixiert und untersucht. Bis auf Med-10 waren alle untersuchten
Klappen am 21. bzw. 22. Tag der Endothelzellinkubation konfluent besiedelt, die 95% der
Flache bedeckten. Sowohl die Wand- as auch die Segelproben zeigten im REM einen
I Gickenlosen, polygonaen Monolayer (Abb. 29C). Die positive Farbung von CD31 (Abb. 29D),
Faktor VIII Antigen, Laminin und Kollagen IV zeigte die Vitditét dieser Zellen.

Vergroferung

Abb. 29 Endothelialisierung siurebehandelter Freestyle® Bioprothesen nach Fibroblastenvorbeschichtung: Die
Besiedlung nach jeweils 24-stindiger Inkubation mit Fibroblasten (A) und Endothelzellen (B), war im REM
deutlich zu sehen. 22 Tage nach der Inkubation mit Endothelzellen war die Lumenwand konfluent mit Zellen
bedeckt (C). Der Nachweis mit peroxidasegekoppeltem Anti-CD31 AK war durch die Rotférbung der Zellen (D,
Vergrolierung 200 x) zu erkennen.
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Die Beschichtung der Klappen Med-4, -9 und —11 wurde nicht weiter verfolgt, aber bel Med-3
und -12 wurde die Stabilitét der Beschichtung léanger beobachtet. Med-12 zeigte nach 30-tégiger
Endothelzellinkubation (37 Tage Gesamtinkubation) einen konfluenten Zellrasen auf dem
Gefadumen (Abb. 30A) und beiden Segelseiten. Die Faktor VIII-Farbung war positiv
(Abb. 30B). Die Segelprobe von Med-3 war noch am 48. Tag nach Gesamtinkubation auf
beiden Seiten konfluent mit vitalen Zellen besiedelt, was durch die positive Farbung von Faktor
VIl und Kollagen IV (Abb. 30C) nachgewiesen wurde. Auf dem Lumen zeigte sich zu diesem
Zeitpunkt eine Auflockerung des Zellteppichs und es waren einzelne Zellen zu erkennen, bel
denen es sich auf Grund ihrer Spindelform (Abb. 30D) um Fibroblasten handelte, was durch
eine positive Farbung mit CD90 AK bestétigt wurde.

Abb. 30 Endothelidlisierte und fibroblastenvorbeschichtete Freestyle® Bioprothesen: Nach 37-tAgiger Inkubation

war der Endothelzellrasen auf der REM Probe des Gefalumens konfluent besiedelt (A). Die Expression von
Faktor VIII lie? sich zu diesem Zeitpunkt durch eine Peroxidasefarbung eindeutig auf beiden Segelseiten (B)
nachweisen. Nach 49 Tagen erkannte man deutlich, dass KollagenlV im gesamten Bereich zwischen den
Endothelzellen und der porcinen Matrix prasent war (C, VergrofRerung 400 x), wobel man am REM Bereiche
erkannte, in denen ein Tell der Endothelzellen abgel st war und spindel férmige Fibroblasten zu sehen waren.
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Bereits 7 Tage nach Fibroblastenbesiedelung von Med-10 waren die Zellen zum Grof}eil
abgekugelt. Nach der Inkubation mit den autologen Endothelzellen sah man kleine Zellinseln,
die ca. 30% der untersuchten Aortenwandprobe bedeckten (Abb. 31A). 14 Tage spéter waren

nur noch verklumpte Zellagglomerate zu finden (Abb. 31B).

Abb. 31 Endothelialisierung Freestyle® Bioprothesen Med-10: Bereits nach 24-stiindiger Endothelzellinkubation
waren am REM nur wenige Zellen ausgespreizt (A). 14 Tage spéater waren nur noch Zellagglomerate (B) zu sehen.

Die zellfreie Praparation der Freestyle® Bioprothesen schien dazu zu fihren, dass bei drei der
untersuchten Klappen (Med-3, -4 und —11) auch die Aul¥enseite der Gefa3wand mit humanen
Zellen besieddt wurde. Der Zellteppich war am 21. Tag der Gesamtinkubation konfluent
(Abb. 32A), was im Vergleich mit der unbeschichteten Probe (Abb. 32B) deutlich zu erkennen
war. Med-3 zeigte noch am 49. Tag eine partielle Besiedelung. Der Nachweis fur Faktor VI
Antigen und CD31 bestétigte, dass es sich um humane Zellen handelte.

Abb. 32 Endothdliaisierung der AuRenwand von Freestyle® Bioprothesen: Die ZelIbesiedelung mit polygonalen

Zellen war deutlich zu erkennen (A). Eine Stelle, an welcher der Zellrasen aufgerissen war (Pfeil), zeigte die
faserige Struktur des KollagengerUsts, die wie die unbeschichtete Kontrolle (B) aussah.
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DISKUSSION

6. Diskussion

6.1. Zidsetzung und Beweisfilthrung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war, GA-fixierte porcine Herzklappen mit humanen Endothelzellen zu
besiedeln. So sollten die guten hdmodynamischen Eigenschaften von biologischen Prothesen
(Magilligan et al., 1983; David et al., 1990; Bernal et al., 1991; Fischlein et al., 1994,
Sdiropoulos et al., 1997) und ihre niedrige Immunogenitét, die auf Grund ihrer Fixierung in
GA earecht wurde (Schutz et al., 1994; Fischlein et al., 1995) mit den physiologischen
Eigenschaften eines konfluenten Endothel zellteppichs vereint werden. Die Besiedelung sollte
unter Kulturbedingungen mindestens 21 Tage konfluent bleiben.

Die diesbeziiglichen Versuche anderer Arbeitsgruppen waren bisher wenig erfolgreich. Eine
madgliche Fehleinschétzung bei der Betrachtung dieses Problems konnte gewesen sein, dassv.a
die Zytotoxizité des Glutaraldehyds, die in Zelkulturversuchen bestétigt wurde (Speer et al.,
1980; Gendler et al., 1984), as Grund fur die fehlgeschlagene Endothelialiserung vermutet
wurde. Die These war, dass Endothelzellen nicht adhérierten, weil sie durch das aus der Matrix
freigesetzte GA get6tet wurden: In der Literatur wurde mehrfach beschrieben, dass GA in der
Konzentration, die allgemein zur Fixierung von Herzklappen-Bioprothesen eingesetzt wird,
zdlltoxisch (Fischlein et al., 1992; Hoffmann et al., 1992; Fischlein und Fasol 1996; Lehner et
al., 1997; Fu et al., 1997) und eine dauerhafte Reendothelidisierung von solchem Material
nicht moglich ist (Eberl et al., 1992; Fischlein et al., 1992; Bengtsson et al., 1993 [1] und [2];
Fischlein et al., 1994; Fischlein und Fasol 1996; Lehner et al., 1997).

Die These dieser Arbeit beruhte nun auf der Annahme, dass nicht die Toxizitét des freigesetzten
Glutaradehyds die dauerhafte Endothelzelladh&sion verhinderte, sondern die herabgesetzte
Hydrophilie der vernetzten Kollagenmatrix, die durch das GA herbeigeftihrt wurde.

Bel der Vernetzung von GA mit den Kollagenfasern der porcinen Matrix entstehen kovaente
Bindungen. Dies fihrt dazu, dass ein Grofdteil des GA nicht mehr reaktiv und wasserlddlich ist
und folglich scheint bereits das Auswaschen der restlichen ungebundenen, toxischen Aldehyde
fur eine priméare Zeladhasion auszureichen. Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass
Endothelzellen auf Materia, das 3 Wochen in PBS gespult worden war, zunéchst 2 Tage
adhdrierten und sich erst dann ablosten (Eberl et al., 1992; Fischlein et al., 1992; Bengtsson et
al., 1993). Die Schlussfolgerung, die dabei gezogen wurde, ndmlich dass die Toxizitét des
Glutaraddehyds fur das Ablosen der Zellen verantwortlich war, war zwar naheliegend, aber
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keinesfals zwingend, zumal nicht nachgewiesen wurde, ob die gelosten Zellen wirklich tot

waren.

Eine dternative Erklérung dafir, dass Endothelzellen nicht dauerhaft adhérierten, bietet die
chemische Verdnderung der Oberflache, die durch die Vernetzung hydrophob wurde: die
Reaktion des Glutaradehyds mit den Aminogruppen der Matrixproteine (Darnell et al., 1990)
fuhrt Ober die Bildung von Schiffschen Basen (Abb. 33A) oder dternativ Uber den
Reaktionsweg der Aldolkondensation (Abb. 33B) nicht nur dazu, dass das Kollagengertist einen
Tell seiner Antigenitét verliert, sondern auch dazu, dass die Oberflache hydrophob wird
(Richter, 2003) und somit Zellen schlecht adhérieren konnen. Die Antimineralisationsverfahren,
die bei den heutigen Bioprothesen Verwendung finden (Einleitung 1.4.1.) erniedrigen zwar die
Kalzifikation, erhthen aber durch die Einfihrung grofer aiphatischer Ketten an den
Kollagenfasern gleichzeitig noch den hydrophoben Effekt.

Die These dieser Arbeit wurde durch die Endothelidiserung dternativ behandelter
Bioprothesen unterstiitzt: Fotooxidierte Bioprothesen (Bengtsson et al., 1995), bei denen die
Oxidation des kollagenen Materials die Hydrophilie erhdhte, konnten ebenso erfolgreich
endothelialisiert werden wie dezdllularisierte und unfixierte Xenografts, deren urspringliche
hydrophile Eigenschaften nicht verandert worden waren (Bengtsson et al., 1993; Bader et al.,
1998).

Mehrere Studien zeigten aul3erdem eine verbesserte Endothelialisierung von Bioprothesen, die
Uber 7 Tage stabil blieb, nachdem das Materia vor der Inkubation mit Zellen Uber einen
langeren Zeitraum mit PBS gespilt und 48 h in L-Glutaminsdure inkubiert worden war
(Fischlein et al., 1992; Bengtsson et al., 1993 [2] ; Fischlein et al., 1994; Bengtsson et al., 1995;
Lehner et al., 1996; Zilla et al., 1997). Der pH-Wert der verwendeten Aminosaurel6sung lag
dabei bel = 3,5.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Verwendung einer LAsung einer organischen
Saure mit niedrigerem pH-Wert die Hydrophilie der Matrix soweit wieder herstellt, dass eine
dauerhafte Zelladhdson erreicht  werden kann:  Zitronensdure  (2-Hydroxy-1,2,3-
propantricarbonsaure, CHgO7) ist eine starke organische Séure und  besitzt  drei
Carboxylgruppen, die mit den Aminogruppen der Kollagenfasern Bindungen eingehen
(Abbildung 33C), was zu ener deutlichen Erhthung der Hydrophilie der Matrixoberflache
fuhrt. Der pH-Wert einer 10%igen, 37 °C warmen Losung in Aquabidest liegt bei 1,48.

Paralel wurde Ascorbinsaure (R-5-[(S)-1,2-Dihydroxyethyl]-3,4-dihydroxy-5-(H)-furan-2-on,
CeHgOg) verwendet, da diese bel einer spéteren klinischen Anwendung as korpereigenes

Vitamin gut zu handhaben wére.
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Abb. 33 Chemische Reaktionen: Aldolkondensation durch Hydrolyse zweier Aldehyde (A). Bildung einer
Schiffschen Base durch die Reaktion eines Amins und Glutaraldehyd (B). Entstehung ionisierter Bindungen durch
die Versalzungsreaktion zwischen Zitronenséure und eines Amins (C).

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war, die Stabilitét der aufgebrachten Endothelzellen durch die
Vorbeschichtung mit autologen Fibroblasten zu erhdhen. Die Arbeitsgruppen, die bisher mit

humanen Zdlen arbeiteten, benutzten selten vaskulare Fibroblasten, da ihre Gewinnung




erheblich aufwendiger ads die aus Fett- oder Hautgewebe ist. Doch Fibroblasten
unterschiedlicher Herkunft synthetisieren auch Kollagene unterschiedlicher Art (Darnell et al.,
1990). Deshab wurden in dieser Arbeit Fibroblasten verwendet, die wie die zugehdrigen
Endothelzellen aus der Vena saphena magna gewonnen wurden.

6.2. Eliminierung zelltoxischer M engen Glutaraldehyds durch geeignete Spilung des

porcinen Materials

Um zu Uberprifen, ob toxische Mengen des Fixans durch eine einfache Spiilung des porcinen
Materials eiminiert werden konnten und somit eine Zeladh&sion zu erreichen, wurden
verschiedene Spulungen (Endothdlialiserungsversuche 3.3.1.) des fixierten Materias
durchgefihrt.

Die durchgefihrten Toxizitétstests (Ergebnisse 5.2.1.1. und 5.2.1.2.) zeigten, dass aus
ungesplltem Materid offensichtlich genligend ungebundenes GA ins Medium frelgesetzt
wurde, um sowohl eine Besiedelung a's auch ein Uberleben der Zellen auf dem Schalenboden
zu verhindern, so wie dies bereits mehrfach beschrieben wurde (Hoffmann et al., 1992;
Fischlein et al., 1992; Fischlein et al., 1994; Fu et al al., 1997; Lehner et al., 1997). Bereits
eine 10-mindtige Spllung reichte — unabhangig vom verwendeten Medium — aus, damit ein Tell
der Zelen Uberlebte. Die so gespiiten Patches gaben nur noch Mengen GA ab, die dazu
ausreichten, die Zellen in unmittelbarer Néhe des Materials zu téten. In einiger Entfernung war
scheinbar der Verdinnungsfaktor bereits hoch genug, um die Vitditét der Zellen nicht mehr zu
beei ntréchtigen. Ebenso verhidt es sich nach einer 24-stiindigen Spulung des Materials in NaCl
bzw. PBS.

Interessanterweise spiilte nur M199 vorab ausreichend viel GA aus, um sowohl das Uberleben
der Zéllen als auch deren priméare Adhasion auf dem porcinen Material zu gewdahrleisten. Die
Versuche zeigten, dass die toxische Menge GA aus dem porcinen Materia effektiv durch eine
24-stindige Spulung in M 199 entfernt wurde. Die Zellen Uberlebten die Inkubation mit solchem
Material in morphologisch einwandfreilem Zustand. Es musste folglich andere Griinde as die
Toxizitét des Glutaradehyds dafir geben, dass die primére Adhasion der Zelen nach 24 h
verloren ging.

Eine Erklarung daflr, dass M199 im Gegensatz zu physiologischer NaCl und PBS in der Lage
war, das GA offensichtlich besser auszuspilen, kénnte sein, dass diese Medien unterschiedliche
pH-Werte hatten: Bei 37 °C hatte M199 einen pH Wert von 7,9, wéahrend der von NaCl bel 7,4
und der von PBS bei 7,5 lag. Eventuell wurde das ungebundene GA im akalischeren Bereich

85



besser aus der Matrix gespult. Anzumerken ist hierbel, dass M199 erst bei der Inkubation in
einem CO, begasten Brutschrank durch die Reaktion des im Medium enthaltenen Ca,CO3
(Lindl, 2001) einen physiologischen pH-Wert von 7,4 erreicht (Methoden 3.3.1.).

AulRerdem enthielt M199 Aminosauren, die wahrend des Spiilvorgangs mit dem zitronensaure-
behandelten Kollagengertst des Herzklappenmaterials in Kontakt kamen. Vermutlich kam es
dabel zu Bindungen zwischen der ionisierten Matrix (Abb. 33C) und diesen Aminosduren, was
zur Bildung einer neuen, artifizidlen Proteinoberflache fihrte, auf der die anschlief3end

aufgebrachten humanen Zellen dauerhaft adhérieren konnten.

Die Betrachtung von klappentragenden Miniroots, die eine gréf3ere zu beschichtende Flache
aufwiesen, bestétigte die Effektivitét der 24-stiindigen M199 Spulung (Ergebnisse 5.2.2.1.).
Eine 10-mindtige Spilung in NaCl reichte nicht aus, um ene partielle Besiedelung mit
Endothelzellen zu erreichen, wie sie be den vergleichbaren Paiches zu sehen war.
M oglicherwei se gab die grofRe Oberflache insgesamt mehr GA ab. Eine weitere Erkl&rung wére,
dass die 10% besiedelte Flache, die auf den untersuchten Patches gefunden wurde, durch die
stichpunktartig entnommenen Proben aus der Aortenwand zufdlig nicht entdeckt wurde und
somit die NaCl-gespulten SKL faschlicherweise as unbesiedelt beurteilt wurden.

6.3. Einfluss einer Sdur ebehandlung auf die Endothdlialisierung

Nachdem die Spulungsversuche gezeigt hatten, dass die toxische Menge GA diminiert werden
konnte, wurde im néchsten Schritt untersucht, ob durch die Behandlung mit organischer Saure
die urspriingliche Hydrophilie der porcinen Matrix soweit wieder herstellt werden konnte, um
eine dauerhafte Zelladhdsion zu erreichen, da Zellen durch die Aushildung von Pseudopodien

nur an Oberflachen mit hydrophilen Eigenschaften haften konnen.

Versuche mit GA-fixiertem Materia hatten gezeigt, dass solches Gewebe nach einer
Behandlung mit verschiedenen Aminosauren eine verbesserte Zelladhasion zeigen (Moritz et
al., 1990; Eberl et al., 1992; Fischlein et al., 1992; Bengtsson et al., 1993; Fischlein et al.,
1994; Fischlein und Fasol, 1996; Fu et al., 1997; Lehner et al., 1997; Zilla et al., 1997), wobei
besonders ein saurer pH-Wert den Besiedelungserfolg steigerte (Fischlein et al., 1994).

Die Spilversuche dieser Arbeit (siehe oben) hatten gezeigt, dass die Zellen, die auf dem 24 h
mit M199 gespilten Miniroots adhérierten, stabil anhafteten. Die Zdllen konnten sich jedoch
nicht zu einem konfluenten Zellrasen ausbreiten. M oglicherwelise hafteten die Zellen nur an den
Bereichen an, deren hydrophile Eigenschaften ausreichten, um einen geeigneten Untergrund zur

Adhésion zu bereiten.
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Als erstes wurde im Rahmen der Toxizitastests (5.2.1.1. und 5.2.1.2.) gezeigt, dass eine
Behandlung mit 5 oder 10% AS bzw. ZS das Uberleben von Endothelzellen, die mit einem
solchen Patch inkubiert wurden, nicht beeintréchtigte. Wahrend der Inkubation des Materias
wurde offensichtlich keine ungebundene Saure abgegeben, was zu einer Senkung des pH-
Wertes des Kulturmediums gefihrt hétte. Dies hétte wiederum zu einer Beeintrachtigung der
Vitalitét der Endothelzellen gefiihrt, da diese nur in einem engen pH-Bereich von 7,2 bis 7,4 gut
gedei hen konnen (Lindl, 2001).

Eine Saurekonzentration von 10% erwies sich als optimal. Eine Saurebehandlung des Materials
mit einer Konzentration von 15% rief hingegen eine Resktion des Zedlverbandes hervor: Er
erschien deutlich aufgelockert. Mdglicherweise gab es bel dieser Konzentration enen

Uberschuss an ungebundener Saure, der ins Kulturmedium ausgewaschen wurde.

Im Gegensatz zum nur gespilten Materia wurde nach der Sdurebehandlung eine stabile, fast
konfluente Endothdiaisierung erreicht, bei der sich erst nach 14 Tagen Zellen zu lésen
begannen (Ergebnisse 5.2.1.2. und 5.2.1.3.). Nach 21 Tagen waren immer noch Zellen adharent.
Die Behandlung mit organischer Sdure hatte offensichtlich die Oberfldche der Patches so
verandert, dass diese deutlich besser besiedelt werden konnte.

Auch bei der Verwendung ganzer SKL bestétigte sich diese Beobachtung (Ergebnisse 5.2.2.2.),
denn nach 21 Tagen zeigte sich eine gute partielle Besiedelung, die ca. 50% des Materias
bedeckte. So war es durch die Behandlung mit 10% AS bzw. ZS und anschlie3ender 24-
stindiger Spilung in M199 gelungen, GA-fixiertes porcines Herzklappenmaterial stabil zu
beschichten. Jedoch war es nicht mdglich, dabel einen konfluenten Endothelzellrasen zu
etablieren.

6.4. Einfluss einer Fibroblastenvor beschichtung auf die Endothélialisierung

Nach Spulung und Sdurebehandlung schien immer noch eine Komponente zur dauerhaften
konfluenten Endothelidisierung von GA-fixiertem Material zu fehlen. Steinhoff et a. hatten im
Jahr 2000 gezeigt, dass unfixierte Allografts, die mit Myofibroblasten vorbeschichtet worden
waren, auch nach vierwdchiger in vivo Bendingung im Schaf konfluent blieben.

Daten der vorliegenden Arbeit (Ergebnisse 5.2.2.1.) gaben einen Hinwels darauf, dass die
priméare Zellanhaftung vom Zelltyp abhéngen konnte, denn Fibroblasten konnten sowohl auf
mit NaCl as auch auf mit M199 gesplltem Materia deutlich besser adhérieren als
Endothel zellen.
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Weiter resultierte die Vorbeschichtung mit Fibroblasten auf kurz gespiltem Materia in einer
stabilen, wenn auch nicht konfluenten Besiedelung mit Endothelzellen im Gegensatz zu
Material, auf das zuvor keine Fibroblasten aufgebracht worden war. Die Fibroblasten boten den
Endothelzellen  offensichtlich  eine  Mdoglichkeit zur  Adhédsion. Bel  dichterer
Fibroblastenbesiedelung, wie sie bei dem M 199 gesplilten Material zu beobachten war, war die
Endothelialiserung nach 21 Tagen fast konfluent. Ein Grund fur den positiven Einfluss, den
Fibroblasten auf die Endothedliaisierbarkeit des verwendeten porcinen Materias zeigten, dirfte
sein, dass dadurch eine physiologische Situation ssmuliert wurde: Unter dem Endothel in alen
grofReren Blutgefél3en liegt in vivo ein Bindegewebsnetz, das viele Fibroblasten enthélt, wobel
die Endothelzellen selbst immer einer Basalmembran aufsitzen, die sie von diesem Gewebe
trennt. Die Fahigkeit von Endothelzellen, konfluent zu adhérieren, hangt in einem hohen Mal3
von dieser Basalmembran ab. Die Zellen selbst produzieren das Strukturprotein Kollagen 1V
und das Adhdsionsmolekil Laminin, beides Hauptbestandteile der Basallamina (Voss und
Rauterberg, 1986; Timpl, 1989; Grant et al., 1990; Kirkpatrick et al., 1990; Timpl und Brown,
1996). Die Lamina fibroreticularis, ebenfals Teil der Basalmembran, wird hingegen von
Fibroblasten gebildet. Dabei synthetisieren diese Zellen z.B. fibrillare Proteine (Kollagen | und
[11) und das Adhasionsmolekil Fibronectin. Auf3erdem spielen Fibroblasten eine wichtige Rolle
bei der Regeneration von Endothelzellen (Weiss, 1988).

Auch andere Arbeitsgruppen schienen davon auszugehen, dass den Endothelzellen zur
Adhasion ein physiologischer Untergrund angeboten werden muss, da bel den mesten
bisherigen Endothelialisierungsversuchen die zu beschichtende Matrix mit Fibronectin
vorbeschichtet wurde. Mit Fibronectin aleine wurde aber nur eine Komponente des Spektrums
verwendet, dass Fibroblasten bieten konnen. Abgesehen davon, dass diese Versuche nicht
erfolgreich waren, wére Fibronectin fir eine spétere klinische Anwendung derzeit nicht
verwendbar, da bisher das aufwendige Zulassungsverfahren fir den in vivo Einsatz nicht

durchgefihrt wurde.

6.5. Kombination von Spulung, Sdur e und Fibroblastenvor beschichtung auf die
Endothdialisierung

Nachdem die 24-stiindige Spulung in M199 das porcine Gewebe fir Endothelzellen partiell
besiedelbar gemacht hatte (Diskussion 6.2.), die Behandlung mit 10% AS bzw. ZS diesen
Effekt noch deutlich verbessern konnte (Diskussion 6.3.) und eine Vorbeschichtung von
gespultem Material mit autologen Fibroblasten (Diskussion 6.4.) eine stabile, wenn auch nicht

konfluente Endothelialisierung ermdglicht hatte, wurde schliefdlich untersucht, welchen Erfolg
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eine Endothdlidisierung des Materias nach einer Kombination aler drei Vorbehandlungen

haben wiirde.

Zunéchst zeigte der Vergleich der gemittelten Daten, die 21 Tage nach Endothdialisierung bel
den Versuchen ohne Saure (Ergebnisse 5.2.2.1.) efasst worden waren, keinen grofien
Unterschied zu denen mit Saure (Ergebnisse 5.2.2.2.). Die besiedelte Flache lag bei 80 bzw.
90%. Dies wirde nahe legen, dass vor alem die Vorbeschichtung von Fibroblasten einen
entscheidenden positiven Einfluss auf eine erfolgreiche Endothdidisierung des gespilten
porcinen Materials gehabt hatte. Betrachtete man jedoch die Einzeldaten der untersuchten
Klappen, war zu erkennen, dass bei beiden Klappen ohne Saurebehandlung die Féache zu 80%
besiedelt war, wahrend vier der alternativ behandelten Klappen zu mehr als 95% und damit
konfluent mit Zellen bedeckt waren. Nur eine Klappe, die nicht kryopréserviert worden war
(Diskussion 6.6.) war nur zu 65% besiedelt und verschlechterte so die Mittelwerte. Aul3erdem
zeigten die Herzklappen, die Uber diesen Zeitpunkt hinaus nachverfolgt wurden auch nach 30
und mehr Tagen eine stabile Zellbesiedelung. Allerdings nahm die Konfluenz ab, was
maoglicherweise an der in vitro Situation lag: Endothelzellen stehen in vivo unter Scherstress,
ener tangential an der Gefadwand angreifenden Kraft. Diese stellt einen wichtigen
physiologischen Reiz fur die Zellen dar (Ballermann et al., 1998; Fisher et al., 2001). Fehlt
dieser Reiz Uber einen langeren Zeitraum, kdnnen die Zellen ihre Adhérenz verlieren und sogar
in Apoptose Ubergehen (Kaiser et al. 1997; Kaiser et al., 1999).

0.6. Einflussder Kryopraservation auf die Endothdialiserung

Von insgesamt sieben GA-fixierten SKL, die mit Saure behanddt, in M199 gespiilt und mit
Fibroblasten vorbeschichtet worden waren, waren flnf kryopréserviert und zwel nicht. Die funf
aufgetauten SKL waren noch mindestens 21 Tage nach der Endothelidisierung konfluent mit
vitden Zellen besieddt (Ergebnisse 5.2.2.2.), wahrend ein Teil der Endothelzellen auf den
beiden nicht kryopraservierten SKL bereits nach 14 bzw. 16 Tagen die Adhasion verloren
(Ergebnisse 5.2.2.2. und 5.2.2.3.). Lupinetti et al. hatten 1993 verdffentlicht, dass Homografts
durch eine Kryopraservation 84% ihres Endothels verloren. Im Gegensatz dazu zeigten nicht
eingefrorenen Herzklappen en zu 78% intaktes Endothel. Es ist nun denkbar, dass noch
vorhandene porcine Zellen, die auf Grund der nicht erfolgten Kryopraservation noch an der
Matrix anhafteten, bereits eine stabile Neubesiedelung mit Fibroblasten verhinderten, denn die
anfanglich gut anhaftenden Fibroblasten hatten auf diesen Klappen nach 7 Tagen zum Grofeil
ihre Adhérenz verloren. Die Kryopréaservation wiederum schien eine mindestens 7-tagige
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Adhérenz von Fibroblasten zu begiinstigen, was wiederum zu einer stabilen Endothelialisierung
fuhrte.

6.7. Endothdialisierung von Bioprothesen

Die Endothelialisierung von Bioprothesen wurde zusétzlich zu der von SKL vom Schlachthof
durchgefiihrt. Diese Herzklappen waren nicht nur professionell prépariert worden, was zu ener
fast vollig zdlfreien Matrix fihrte, sondern wurden neben der Fixierung in 0,2% GA einer
Inkubation in AOA unterzogen. Dadurch verminderte sich in der klinischen Anwendung solcher
Herzklappenprothesen deren vormalige Kalzifikationsneigung und ihre Haltbarkeit in vivo
wurde gesteigert (Girardot et al., 1994). Die AOA reagierte mit freien Aldehydgruppen der
fixierten porcinen Matrix, die songt als Kalziumbindungsstellen fungiert hétten (Chen et al.,
1994; Schoen et al., 1994). Allerdings wurde durch diese Reaktion auch die Hydrophilie des
Materials durch die Einflhrung grof3er hydrophober, aliphatischer Ketten weiter gesenkt.

Die Frage war nun, ob durch das in dieser Arbeit entwickelte Verfahren, das bereits bei den
SKL eine stabile Endothelialisierung erméglicht hatte, die komplexer behandelten Bioprothesen
stabil endothelidisiert werden konnten.

6.7.1. Endothdialiserung von M osaic® Bioprothesen

Diein dieser Arbeit verwendeten Mosaic® Bioprothesen bestanden nur aus Herzklappensegeln,
die an einem Gerlst befestigt waren (Materid 2.7.3.). Zusétzlich zur Vorbehandlung in AOA
interessierte hier, ob dieser Stent Einfluss auf die Zellbeschichtung hatte, indem z.B. im
Gertstmaterial soviel ungebundenes GA gespeichert worden war, dass dieses mit einer 24-
stiindigen Spulung in M199 nicht effektiv genug entfernt werden konnte. Auf3erdem konnte der
Stent mehr von der verwendeten Saure aufnehmen. Beides hétte die Besiedelung mit Zelen
beeintréchtigen konnen.

Anhand der dargestellten Ergebnisse (5.3.2.1. und 5.3.2.2.) wurde jedoch kein Hinweis auf
einen derartigen Einfluss des Stents gefunden. Die Beschichtungsdaten korrelierten mit denen,
diefur ganze SKL erfasst worden waren (Ergebnisse 5.2.2.1. und 5.2.2.2.).

Bei den Bioprothesen wurden beide Segelseiten beurtellt. Mestens waren beide Seiten im
gleichen Mal3e von Zellen bedeckt. Allerdings gab es auch einen Fall, bel dem die ventrikuldre
Seite 24 h nach der Inkubation mit Endothelzellen nur zu 10% mit Zellen besiedelt war, die
aortale Seite hingegen zu 80%. Nach 14 Tagen war dlerdings auf der aortalen Seite keine

anhaftenden Zdlen mehr zu finden, wahrend auf der Ventrikularis noch immerhin 30% der

90



Flache besiedelt war. Hier war nicht auszuschlie3en, dass die Segelproben durch die
Veranderungen beim Kritisch-Punkt-Trocknen (Ergebnisse 5.1.2.) vertauscht worden waren
und so die vormals gut besiedelte Seite zu diesem Zeitpunkt eigentlich noch zu 30% besiedelt
war. Trotzdem zeigte dieser Versuch (Ergebnisse 5.3.2.1.), dass sich Endothelzellen auf M199
gespuilten gestenteten Bioprothesen 14 Tage partiell adhérieren konnten. Trotz der schwierigen
Handhabung bei der Aufbereitung der Segelproben konnte festgestellt werden, dass diese
Prothesen durch die kombinierte Vorbehandlung mit 10% Sadure, M199 und autologen
Fibroblasten erfolgreich endotheliaisiert worden waren. Bereits durch die V orbeschichtung mit
Fibroblasten lag die besiedelte Flache 21 Tage nach der Inkubation mit Endothel zellen bei 40%.
Dieser Wert stieg bel der ventrikuléren Seite auf 95% und einer somit konfluenten Besiedelung,
wenn zusétzlich mit 10% Saure vorbehandelt worden war. Allerdings lag dieser Wert fur die
aortale Seite nur bei 73%, da eine Klappe eine Besiedelung von nur 50% gezeigt hatte. Dabei
konnte es sich aber um ein Probenartefakt gehandelt haben, bei dem der Zellrasen durch die

Probenaufbereitung abgesprengt worden war.

Bei den Mosaic® Bioprothesen kann im Grunde nur von einer Tendenz gesprochen werden, da
fur die Versuche nur wenige Prothesen zur Verfligung standen und so die Falzahlen fir eine
sichere Aussage nicht ausreichten. Auferdem war durch die geringe Fla&che des zu
beschichtenden Materials nur wenig zu Uberpriifenden Materia vorhanden, dass durch die
Probenaufbereitung ener relativ starken Artefaktbildung unterworfen war. Sah man die
Ergebnisse aber im Zusammenhang mit den bereits fir die SKL erfassten, kann ziemlich sicher
gesagt werden, dass weder der Stent noch die Behandlung mit AOA einen negativen Einfluss
auf eine Endothelidisierung hatte, wenn das Material mit der in dieser Arbeit entwickelten
Behandlung vorbereitet worden war. Die Daten weisen viedmehr darauf hin, dass die
Saurebehandlung einen noch positiveren Effekt auf die Beschichtbarkeit hatte als bei den SKL.
Ohne Saurebehandlung konnten Fibroblasten und Endothelzellen nach 21 Tagen nur 40% der
Flache besiedeln. Bel den vergleichbaren SKL lag dieser Wert bei 75%.

6.7.2. Endothdialiserung von Freestyl e® Bioprothesen

Allein dieser Arbeit beschichteten Freestyle® Bioprothesen, die anatomisch den SKL glichen
(Materia 2.7.3.), zeigten nach der Vorbehandlung mit 10% Saure, M199 und Fibroblasten eine
stabile und konfluente Zellbesiedelung nach 28-tagiger Gesamtinkubation (Ergebnisse 5.3.3.).
Bel Prothesen, die Uber diesen Zeitpunkt hinaus beobachtet wurden, lockerte sich der Zellrasen
erst nach Uber 37 Tagen auf. Die Vorbehandlung des Herstellers mit AOA behinderte
offensichtlich die Zdladharenz nach der in dieser Arbeit etablierten Behandlung nicht. Auch
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machte es wie bei den SKL keinen Unterschied, ob Ascorbin- oder Zitronensaure eingesetzt
wurde (Ergebnisse 5.3.1.2.). Die professionelle Praparation der Herzklappen fuhrte sogar dazu,
dass bei der Héafte der untersuchten Prothesen die Aortenaul3enwand ebenfalls konfluent mit
Endothel zellen bedeckt war.

Es zeigte sich, dass ebenso wie beim SKL-Materia, die Vorbeschichtung mit Fibroblasten eine
entscheidende Steigerung des Beschichtungserfolges nach sich zog (Ergebnisse 5.3.1.1.), denn
das Gewebe war nach 21 Tagen konfluent mit Endothelzellen beschichtet, wahrend
Endothelzellen aleine nur ca. ein Viertel der Flache bedecken konnten. Auch hier konnte
gezeigt werden, dass die Inkubation in 10% Saure eine Adhérenz der Zellen ermdglichte, jedoch
nicht zur Konfluenz fihrte. Erst die Vorbeschichtung mit autologen Fibroblasten fihrte
wahrscheinlich auf Grund dessen, dass sie den Endothelzellen einen physiologischen

Untergrund anbieten konnten, zur Bildung eines llickenlosen Endothel.

6.8. PK H26-Farbung

Um zu Uberprifen, ob die auf dem porcinen Materia gefundenen Zellen tatséchlich die
aufgebrachten humanen Zellen waren und um spéter die Zellen nachverfolgen zu kénnen (z.B.
in einem Tierversuch) wurden die Zelen intravital geféarbt und Uberpriift, ob sie auf dem
porcinen Materia detektiert werden kénnen. Die Zellen waren eindeutig bel einer Wellenlange
von 560 nm im PKM auf Gefrierschnitten des Gewebes zu finden. Damit war bewiesen, dass es
sich bel den gefunden Zellen um die Zellen aus der verwendeten Kultur handelte und nicht um
regenerierte porcine Zellen. Somit ist eine Moglichkeit gegeben, in spéteren Versuchen die
kultivierten Zellen in vivo sicher von de novo gebildeten Zellen zu unterscheiden. Bel jeder
Z€lteilung wird sich der Farbstoff ausdiinnen und eine Mischkultur geférbter und ungeférbter
Zellen auf einer untersuchten Probe wirde ein Hinweis darauf sein, dass eine physiologische
Proliferation der aufgebrachten Endothelzellen stattfand.

6.9. | mmunhistochemische Nachweise

Der Beweis daflr, dass dieim REM detektierten Zellen vital waren, wurde durch den Nachwel's
der Synthese spezifischer Substanzen erbracht, die von den verwendeten Fibroblasten und
Endothelzellen synthetisiert wurden. Dabei wurde untersucht, ob die Zellen humanes Faktor
VIl Antigen und PECAM-1 (CD31) auf ihrer Oberfléche exprimierten. Dies wies se ds
Endothelzellen aus. Fibroblasten wurden auf die Expression von Thy-1 (CD90) und Prolyl-4-

Hydroxylase Uberpriift. Aufderdem wurde nach den Hauptkomponenten der Basalmembran
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gesucht: Kollagen IV und Laminin. Da die verwendeten humanen Antikorper nicht mit den
entsprechenden porcinen Proteinen kreuzreagierten, war eine positive Farbung gleichzeitig der
Nachweis dafiir, dass die Zellen human waren. Ein positiver immunhistochemischer Nachweis
auch nach mehrwochiger Inkubation bewies, dass die Zdlen zumindest einen Teil ihrer

physiologischen Funktion auf der von ihnen besiedelten Matrix aufrecht erhalten hatten.

6.9.1. Der Nachweisvon Faktor VIII Antigen und CD31

Auf alen untersuchten porcinen Matrices die in dieser Arbeit beschichtet wurden, konnte bel
den detektierten Zellen die Expression von Faktor VIII Antigen und CD31 nachgewiesen
werden. War bereits im REM nur eine partielle bzw. verstreute Besiedelung mit Zellen zu
sehen, zeigten die positiv gefarbten Zdlen auch im Gefrierschnitt ein dhnliches Muster. Das
Klappenmaterial, das mit 10% Saure, M199 und Fibroblasten vorbehandelt worden war, zeigte
bei der immunhistochemischen Untersuchung einen lickenlos gefarbten Zellverband. Durch die
grofRere Anzahl positiver Zellen war die Intensitét der Farbung deutlich stérker ausgepréagt.
Allerdings konnte die stérkere Reaktion mit dem CD31-Antikorper auf konfluenten Proben
zusétzlich daran gelegen haben, dass PECAM-1, dem eine wichtige Rolle bel der Zdll-Zdl-
Adhésion von Endothelzellen zugeschrieben wird (De Lisser et al., 1993), das Molekil
verstarkt im Bereich des Zdl-Zdll-Kontakts exprimierte (Albelda et al., 1991; Newman and
Albelda 1992).

Diese Nachweise zeigten, dass die aufgebrachten Zellen vital waren. Die Expression der beiden
Molekile auf dem nur partiell besiedelten Materia, war ein Indiz dafir, dass die Zellen nicht

aus Grinden eingeschrankter Vitalitét nicht konfluent wurden.

6.9.2. Der Nachweis von Prolyl-4-Hydroxylase und CD90

Der Antikorper gegen humanes CD90, das nur von Fibroblasten exprimiert wird, konnte erst im
Laufe der Arbeit eingesetzt werden, erwies sich dann jedoch als sehr effektiv beim Nachwels
dieser Zellen nach einer erfolgten Endotheliaisierung. Bei besonders guten Gefrierschnitten
konnten die positiv geférbten Zellen unter den nicht geférbten Endothel zellen detektiert werden.
Die Expression von Prolyl-4-Hydroxylase konnte nur vor der Inkubation mit Endothelzellen
nachgewiesen werden, da Endothelzellen dieses Protein ebenfals synthetisierten. Die
untersuchten Fibroblasten erwiesen sich durch ihre Synthese der untersuchten Proteine als vital.

Auf alen Proben, die nach 24-stiindiger Fibroblasteninkubation auf die Expression von Prolyl-
4-Hydroxylase untersucht wurden, wurden positiv gefarbte Zellen gefunden. Bel Materia das
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ohne Saurebehandlung beschichtet worden war, lagen die positiven Zellen sehr verstreut
(Ergebnisse 5.2.2.1.), was mit den REM Daten, die eine partielle Besiedelung zeigten,
korrelierte. Die Proben, die mit dem CD90-Antikorper inkubiert worden waren, zeigten eine
ahnliche Verteillung geféarbter Zellen bel Material dieser Gruppen (Ergebnisse 5.3.2.1.). Der
Nachweis mit dem CD90-Antikoérper nach der Endothelzellinkubation war in den meisten
Féllen positiv und zeigte die Anwesenheit von humanen Fibroblasten. Bei Proben der Gruppe O
war die Expression i.d.R. noch am 28. Tag der Kultivierung stark ausgepragt. War dies nicht
der Fal wie baei SKL 15 und Med-10 (Ergebnisse 5.2.2.2. und 5.3.3.), so war auch der
Endothelzellrasen im REM nicht konfluent und somit die Beschichtung nicht stabil. Diesist ein
Hinweis darauf, dass eine unzureichende Fibroblastenbesieddung zu einem schlechten

Endothelialisierungsergebnis fihrte.

6.9.3. Der Nachweisvon Kollagen |V und L aminin

Obwohl Endothelzellen an hydrophile Oberfldchen adhérieren, wird die Stabilitdt der
Anlagerung v.a. durch die Bildung einer extrazelluldren Matrix gewahrleistest. Die Zellen selbst
synthetisieren hierbel einen Grofdteil der benétigen Proteine (Madri und Williams, 1983; Jaffe,
1987; Darnell et al., 1990). Zur Bildung einer intakten Basalmembran werden jedoch auch
Proteine bendtigt, die von Fibroblasten gebildet werden (Diskussion 6.4.).

Beim Nachweis von Kollagen IV bzw. Laminin auf den besiedelten Proben dieser Arbeit
wurden starke und schwache Farbreaktion beobachtet, je nach dem wie das beschichtete
Material vorbehandelt worden war. Im Gegensatz zu den anderen immunhistochemischen
Nachweisen (siehe oben), bei denen man die Vertellung der positiven Zellen sehen konnte,
fihrte das Vorhandensein von Kollagen 1V bzw. Laminin zu einer diffusen Farbung der
besi edelten Flache im oberen Bereich der Matrix.

Das Materid, das nur mit Endothelzellen inkubiert worden war (Gruppen B, F und H), zeigte
keine oder nur eine schwache Resktion mit den verwendeten Antikorpern (Ergebnisse 5.2.2.1.,
5222, 53.1.1. und 5.3.2.1.). Wurden zuséizlich Fibroblasten vorbeschichtet, jedoch keine
Saure verwendet (Gruppe M), war die immunhistochemische Reaktion ebenfalls nur schwach
ausgeprégt (Ergebnisse 5.2.2.1. und 5.3.2.1.). Wurde das Materid jedoch der kompletten
Vorbehandlung unterzogen (Gruppe O), zeigte eine starke Farbreaktion (Ergebnisse 5.2.2.2.,
5.3.2.2. und 5.3.3.), dass die Zdllen viel Kollagen IV bzw. Laminin synthetisiert hatten. Dies

war ein deutlicher Hinweis darauf, dass sich eine physiologische Basalmembran gebildet hatte.



Bei den nicht kryopréaservierten SKL, bel denen der Endothelzellteppich nicht konfluent war
(Gruppe P), war auch die Farbung mit Kollagen IV und Laminin nur schwach zu sehen oder
Uberhaupt nicht nachweisbar (Ergebnisse 5.2.2.2. und 5.2.2.3.).

6.10. Einflussder Zdllzahl auf das Beschichtungser gebnis

Die meisten Arbeitsgruppen, die versucht hatten, GA-fixiertes porcines Klappenmaterial zu
besiedeln, wobei es sich v.a. um Teilstiicke handelte, setzten zwischen 0,44 und 3,0 x 10°
Endothelzellen/cm?® ein (Eberl et al., 1992; Fischlein et al., 1992; Bengtsson et al., 1993;
Fischlein et al., 1994; Lehner et al., 1997). Zusétzlich wurde das Materia i.d.R. mit Fibronectin
vorbeschichtet. Selbst wenn ganze Klappen verwendet wurden, wurde nur mit einer Zelzahl
von 1,5 x 10° beschichtet (Trantina-Yates et al., 2001). Wie bereits erwahnt, waren die
Beschichtungserfolge maliig.

Die in dieser Arbeit eingesetzten Zellmengen lagen, besonders bei der Beschichtung ganzer
Klappen, oft um mindestens eine Zehnerpotenz hoher. Die eingesetzte Fibroblastenzellzahl lag
bei der Beschichtung von 18 von 21 Herzklappen bei mindestens 0,5 x 10%cm? (maximal 1,6 X
10%cm?). Zwei weitere Klappen wurden mit 0,4 x 10%cm? (SKL 8 und 13) beschichtet und eine
mit 0,2 x 10%cm? (SKL 16). Endothelzellen wurden auf 29 Klappen aufgebracht, davon wurden
25 mit mindestens 0,5 x 10%cm? (maximal 6,3 x 10%cm?) beschichtet. Zwei Klappen wurden
mit 0,4 x 10%cm? (SKL 18 und Med-11) und eine Klappe wurde mit 0,3 x 10%cm? (Med-10)
Zdllen inkubiert. Die Bioprothese Med-1 wurde mit 0,2 x 10%cm? Zellen beschichtet.

Es stellte sich die Frage, ob die eingesetzte Zellzahl den Beschichtungserfolg beeinflusste,

Med-1 zeigte keine Endothelzellbesiedelung nachdem sie mit 0,2 x 10%cm? Endothelzellen
inkubiert worden war. Die autologen Fibroblasten (1,6 x 10%cm?) adhérierten hingegen tiber 28
Tage stabil auf der Klappe. Fir die fehlgeschlagene Endothelialisierung konnte die schlechte
Kulturqualitét verantwortlich gemacht werden, da die Zellen vor der Beschichtung nicht mehr
konfluent geworden waren, was zeigte, dass die Zellen ihre Proliferationsfahigkeit eingebtf3t
hatten. Bereits bel der Inkubation war eine wichtige Funktion der Zellen, ihre Fahigkeit zur
Adhérenz, verloren gegangen: nur noch 25% der Zellen waren in der Lage, auf der Klappe
anzuhaften (Ergebnisse 5.3.2.2.). Diese proliferierten auf der Herzklappe nicht mehr und waren

nicht in der Lage die Klappe zu besiedeln.
Die nicht konfluente Besiedelung der SKL 18 (Gruppe P) konnte ebenfalls nicht auf eine zu

geringe Beschichtungszellzahl zuriick gefuhrt werden. Zwar wurde diese Klappe nur mit 0,5
bzw. 0,4 x 10° Zellen/cm? besiedelt und Uber die Hafte der anfanglich adhérierenden Zellen
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verlor die Haftung 14 Tage nach der Beschichtung mit Endothelzellen (Ergebnisse 5.2.2.3.),
aber die andere SKL dieser Gruppe (SKL15), die mit 1,6 bzw. 2,8 x 10° Zellen/cm? beschichtet
worden war (Ergebnisse 5.2.2.2.), verlor ihre Zellen ebenfalls im vergleichbaren Zeitraum. Der
Grund hierfir kdnnte die nicht erfolgte Kryopraservation dieser beiden Klappen gewesen sein
(Diskussion 6.6.).

Die nicht-sdurebehandelten Herzklappen (SKL 1 bis 8 und Med-5 und —6) wurden mit
mindestens 0,4 und maximal mit 6,3 x 10%cm? Endothelzellen beschichtet. SKL 5 bis 8 und
Med-5 waren zuvor mit mindestens 0,6 und maximal 1,5 x 10%cm? Fibroblasten inkubiert
worden. All diese Klappen zeigten ein schlechtes Beschichtungsergebnis. Material, dass der
kompletten, in dieser Arbeit konzipierten Vorbehandlung unterzogen worden war, zeigte
hingegen fast immer eine konfluente und stabile Zellbeschichtung. Die Klappen (SKL 12 bis 16
und Med-3, 4 und 9 bis 11) waren mit 0,3 bis 3,0 x 10%cm? Endothelzellen und zuvor mit 0,4
bis 1,6 x 10%cm? Fibroblasten besiedelt worden.

Die Anzahl der Fibroblasten schien nicht entscheidend, denn SKL 16 (Ergebnisse 5.2.2.2.)
zeigte eine sehr stabile Besiedelung iber 41 Tage, obwohl sie mit nur 0,2 x 10%cm?
Fibroblasten beschichtet worden war. Allerdings betrug die Menge aufgetragener
Endothelzellen 2,7 x 10%cm?®. Andererseits war die Besiedelung von Med-10 nicht erfolgreich,
obwohl deutlich mehr Fibroblasten aufgebracht wurden (0,6 x 10%cm?). Die Endothelzellzahl
lag bei 0,3 x 10%cm?. Daraus konnte man schlielRen, dass die Anzahl an Endothel zellen firr eine
erfolgreiche Endothelialisierung ausschlaggebend sein konnte und ein Schwellenwert von 0,3 x
10%cm? nicht unterschritten werden sollte. Vielmehr sah es aber so aus, as |age die Stabilitét
der Endothdiaisierung u.a. an der Qudita der vorbeschichteten Fibroblasten. Im Falle der
Bioprothese Med-10 hatten sich diese bereits vor der Inkubation mit den Endothelzellen zum
Grofeil gelost, was die Folge hatte, dass diese keinen optimaen Untergrund zur dauerhaften
Adhésion vorfanden.

Anhand der vorliegenden Daten lie3 sich folglich eine Korrelation zwischen der
Beschichtungszellzahl und dem Beschichtungserfolg weder ableiten noch ausschlief3en. Um
eine eindeutige Aussage treffen zu kdnnen, misste eine grolRere Anzahl gleich behandelter
Prothesen mit der gleichen Anzahl an Fibroblasten und Endothel zellen besiedelt werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte die dauerhafte in vitro Beschichtung von GA-fixierten
porcinen Herzklappen mit humanen Endothelzellen aus der Vena saphena magna erreicht
werden. Dabei sollte die These untermauert werden, dass dies durch eine Erhéhung bzw.
Wiederherstellung der hydrophilen Oberflache der zu beschichtenden Matrix und die
Schaffung eines physiologischen Untergrunds durch eine Vorbeschichtung mit autologen
Fibroblasten ermdglicht werden kann.

Zur Besiedelung wurden sowohl in 0,2% GA fixierte SKL als auch kommerziell erhdltliche
Bioprothesen mit und ohne Stent (Medtronic Inc., Minneapolis, Minn., USA) verwendet.

Zelltoxische Mengen GA konnten durch eine 24-stindige Spilung des Materids in M199
effektiv entfernt werden. Das Uberleben der Zellen wurde anschlieRend nicht mehr
beeintréchtigt. Allerdings sorgte erst die 5-mindtige Inkubation des Materials in einer starken
organischen Saure — in diesem Fall Ascorbin- bzw. Zitronensdure — fir eine dauerhafte
Adhérenz der Zellen auf der porcinen Matrix. Durch die Vorbeschichtung von so behandeltem
Material mit autologen Fibroblasten konnte schliefdich ein konfluenter Endothelzellrasen
etabliert werden, der Uber 21 Tage stabil blieb.

Die vorliegenden Daten scheinen alle in dieser Arbeit formulierten Thesen zu bestétigen:
Erstens musste und konnte die toxische Menge des Fixans durch einen einfachen Spiilvorgang

eliminiert werden, so dass die aufgebrachten Zellen Uberl ebten.

Zweitens musste die Oberfldche der zu beschichtenden Matrix zumindest einen Teil ihrer
hydrophilen Eigenschaften zurlick erlangen. Dies konnte offensichtlich durch die Inkubation in
einer 10%igen LOsung einer starken organischen Saure erreicht werden, da sowohl Fibroblasten
as auch Endothelzellen auf solchem Material Uber einen langeren Zeitraum adhérierten.
AulRerdem fihrte die kombinierte Behandlung des Materias mit M199 und Zitronensdure
vermutlich zur Bildung einer neuen, artifiziellen Proteinoberfléache, auf der die anschlief3end

aufgebrachten humanen Zellen adhérieren konnten.

Drittens musste den verwendeten Endothelzellen zusétzlich eine physiologische Komponente
geboten werden, um auf der porcinen Matrix nicht nur zu adhérieren, sondern auch zu
proliferieren und sie somit in die Lage zu versetzen, die Oberfldche konfluent zu bedecken.

Hierzu war die Bildung ener intakten Basalmembran essentiell. Dies wurde durch die
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V orbeschichtung mit autologen Fibroblasten méglich. Die Endothelzellen selbst synthetisierten
auf vorbesiedeltem Herzklappenmaterial deutlich mehr Kollagen IV und Laminin, beides
wichtige Bestandteile der Basalmembran, als auf fibroblastenfreiem Material. Dies erhdhte die
Stabilitét des Endothelzellrasens erheblich.

Die erfassten Daten zeigten deutlich, dass GA-fixiertes porcines Herzklappenmateria nach
einer 5-mindtigen Behandlung mit 10% AS oder ZS, anschlief3¥ender Spulung fir 24 h in M199
und einer Vorbeschichtung mit Fibroblasten stabil und konfluent mit humanen Endothelzellen
besiedelt werden konnten. Dabel war es irrelevant, ob Herzklappen vom Schlachthof oder
kommerzidll erhdtliche Bioprothesen as Matrix verwendet wurden. Bel |etzteren zeigte sich
aul¥erdem, dass weder die Vorbehandlung in AOA noch ein vorhandener Stent einen negativen
Einfluss auf die Endothdlialisierung hatte.

Im Anschluss an die Versuche, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wurden, sollen die
gefundenen Daten in vivo Uberpriift werden. Hierzu sollen Bioprothesen nach dem in dieser
Arbeit entwickelten Schema vorbehandelt, mit ovinen Fibroblasten und Endothelzellen
besiedelt und in Empféngerschafe implantiert werden. Behdlt das in vitro generierte Endothel
dabel seine Adhérenz auf der Bioprothese, ware schlieldich eine klinische Studie der néchste
Schritt.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

8. Abklir zungsver zeichnis

Abb. | Abbildung mi Milliliter (1)

AK Antikorper mm Millimeter (™)

AOA  |a-Amino-Olsiure (alpha- Hm Mikrometer (m®)
aminooleicacid) ul Mikroliter (1)

AS Ascorbinséure N normal

BSA Rinderserumal bumin (bovine NaOH Natronlauge
serum albumine) nm Nanometer (m'®)

em Zentimeter OT | Objekttrager

em’ Quedratzentimeter PBS Phosphat gepufferte Saline

d Tag(e) (dayls]) PP Polypropylen

DMSO | Dimethylsulfoxid PS Polystyrol

EDTA |Ethylendiamintetraessigsaure REM Rasterel ektronenmikroskop

EtOH Ethanol PKM Phasenkontrastmikroskop

FCS Foteles Kalberserum (fetal calf Rpm Umdrehung pro Minute (rounds
serum) per minute)

g Erdbeschleunigung ([m/s?]) _T Raumtemperatur

GA Glutaraldehyd SDS | Natriumdodecylsulfat

°C Grad Celsius SKL Schwel neherzklappe

h Stunde (hour) Tris Trishydroxymethylaminomethan

HCl Salzsaure U Einheit der Enzymaktivitét (Unit)

H.O, Wasserstoffperoxid v Volumen

HSA Humanes Serumalbumin W Gewicht (weight)

19G Immunglobulin G ZS(CS) |Zitronensiure (citric acid)

I Liter

M Mol, molar

Min Minute(n)
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