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1 Kurzfassung

Der Ersatz erkrankter Organ- und Gewebestrukturen des Herz-Kreislauf-Systems erlangt aufgrund
der steigenden Anzahl an kardiovaskuldren Erkrankungen zunehmende Bedeutung. Eine Moglich-
keit, welche erkrankte Strukturen in ihrer Gesamtheit unter Erhalt der Funktionalitdt und Be-
wahrung der morphologischen Eigenschaften ersetzen konnte, ist Bestand des Forschungsgebiets
des kardiovaskuliren Tissue Engineerings (TE). Entscheidendes Merkmal der tissue-engineerten
Konstrukte ist deren Vitalitdt: Dabei sind es vitale Zellen, welche ein funktionelles und morpho-
logisch dhnliches Ersatzgewebe auf Triagermaterialien bilden. Dieses Ersatzgewebe erméglicht im
Idealfall Wachstum, Regeneration und Entwicklung des Konstruktes zu gesundem, kardiovasku-
larem Gewebe. Diese Arbeit analysiert die Bildung extrazellularer Matrix (EZM) auf einem Po-
lyurethan (PU)-Tragermaterial unter Vergleich unterschiedlicher Besiedelungs- und Konditionie-

rungsregime.

Humane Endothelzellen (EC) und Fibroblasten (FB) konnten aus Vena saphena magna-Segmen-
ten enzymatisch isoliert werden. Vorab wurden vier Gruppen (G1 - G4) & fiinf tubuldren PU-
Scaffolds (Durchmesser = 3,3 e¢m) bestimmt. Zunédchst wurden die PU-Scaffolds aller Gruppen
fiur 24 Stunden mit FB (750.000 Zellen/cm?*) dynamisch besiedelt und folgend fiir drei Tage sta-
tisch kultiviert. AnschlieBend konnten die PU-Scaffolds zweier Gruppen zusitzlich mit EC
(750.000/cm?) fiir 24 Stunden dynamisch besiedelt und fiir drei Tage statisch kultiviert werden.
Im Anschluss an die Besiedelungsprozesse wurden die PU-Scaffolds fiir sieben Tage entweder
statisch kultiviert oder dynamisch konditioniert. Die dynamische Konditionierung erfolgte in ei-
nem Bioreaktor unter Anwendung eines pulsatilen Flusses mit einer initialen Flussrate von
690 ml/min, welche nach drei Tagen auf 2.100 ml/min erhéht wurde. Entnommene Proben konn-
ten mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM), Live/Dead®- (LD), Immunfluoreszenz- (IF) und
histologischen Féarbungen sowie quantitativer Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (rt-PCR)
analysiert werden. Nach statischer Kultivierung und dynamischer Konditionierung wurden pH-

Wert-Messungen des Mediums durchgefiihrt.

Die REM-Analyse bestétigte das Vorhandensein einer Zellschicht auf dem PU-Material. In den
LD-Féarbungen aller Proben war die Mehrheit der Zellen vital. Die Anwesenheit von FB und EC
bestatigte der Nachweis von TE-7 (FB-spezifisch) und von-Willebrand-Faktor (vWF; EC-spezi-

fisch) in IF-Farbungen. Weitere IF- und histologische Farbungen ergaben die Anwesenheit von
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EZM-Bestandteilen: Elastin, Fibronectin sowie Kollagene. Eine EC-Besiedlung mit dynamischer

Konditionierung férderte die Bildung von EZM-Bestandteilen.

PU als synthetisches Trigermaterial sowie humane FB und EC eigneten sich fiir den vorliegenden
Versuchsansatz. Die Exposition der Zellen gegentiber dem pulsatilen Fluss im Bioreaktor provo-
zierte die Entstehung von EZM-Bestandteilen. Insgesamt fithrten sowohl dynamische Besiede-
lungs- als auch dynamische Konditionierungsprozesse zu einer verbesserten Zellmorphologie und
damit zu einer gesteigerten EZM-Bildung. Im Vergleich waren weniger EZM-Bestandteile in den
statisch kultivierten Proben nachzuweisen. Die zusatzliche Beschichtung mit EC wirkte sich po-
sitiv auf die Bildung der EZM aus. Die FB-Schicht stellte eine optimale Grundlage fiir die EC-
Adhasion dar. Die alleinige Besiedelung der PU-Scaffolds mit FB fiihrte zu einem Ablosen der

Zellen und damit zu einer reduzierten EZM-Bildung.

In Hinblick auf die weltweit hohe Mortalitét kardiovaskularer Erkrankungen ist die Regeneration
von Gefilen und Myokard sowie die Herstellung von tissue-engineerten Herzklappen (TEHV =
engl. tissue-engineered heart valve) von besonderem klinischen Interesse. Fortschritte auf dem
Gebiet des kardiovaskuldren TE koénnen zum zukiinftigen Ersatz von dysfunktionalem Gewebe

einen entscheidenden Beitrag leisten.
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2 Einleitung

Kardiovaskuldre Erkrankungen bedingen weltweit die Mehrheit aller Todesfélle. Diese Erkrankun-
gen sind unter anderem Herzklappendysfunktionen, Gefaflerkrankungen und Defekte am Herz-
muskel. Schitzungsweise sind im Jahr 2015 17,7 Millionen Menschen an den Folgen einer kar-
diovaskuldren Krankheit verstorben, was 31% der weltweiten Todesfille darstellt [1]. In 2030 soll
die Zahl auf 23,3 Millionen ansteigen [2]. Ein erheblicher Anteil der kardialen Erkrankungen sind
durch Herzklappendefekte bedingt. Ursichlich fir den Verlust der Funktionalitdt der Herzklappe
sind hauptsiachlich altersbedingte Degeneration, rheumatisches Fieber, kongenitale Fehlbildungen,
Endokarditiden, hoher Blutdruck und Atherosklerose sowie Folgen eines Herzinfarktes [3, 4]. Da-

bei kénnen vaskuldre Erkrankungen sowohl Ursache als auch Folge der Herzkrankheit sein.

Insbesondere stellt sich das rheumatische Fieber in Entwicklungslandern als ein bestdndiger Risi-
kofaktor fiir die Entstehung von Herzklappendefekten dar. Jedes Jahr werden schitzungsweise
iiber 200.000 Neuerkrankungen an rheumatischem Herzleiden berichtet, wobei vornehmlich Kinder
im Schulalter betroffen sind [5, 6]. Durch die stetige Zunahme der Lebenserwartung kénnen an-
steigende Zahlen an Herzklappenerkrankungen prognostiziert werden. Bei édlteren Patienten wer-
den vermehrt degenerative, meist altersbedingte Veranderungen der Herzklappen festgestellt [7].
Weiterhin zeigt sich besonders in Industrienationen eine vermehrte Inzidenz an Endokarditiden
bei dlteren Patienten [8]. Der Krankheitsverlauf wird dabei durch altersbedingte Komorbiditaten

kardiologischer und nicht-kardiologischer Genese ungiinstig beeinflusst [3, 7].

In Anbetracht der weltweit steigenden Prévalenz an Herzklappenerkrankungen ergibt sich ein
stetig wachsender Therapiebedarf. Dabei ist der Ersatz der defekten Herzklappe auch in Zukunft
eine wichtige Behandlungsoption [9, 10]. Es wird angenommen, dass die Patientenanzahl, welche
einen Herzklappenersatz bendtigt, von 290.000 in 2003 auf iiber 850.000 in 2050 weltweit zuneh-

men wird [11].

Grundsatzlich werden mechanische von biologischen Herzklappen unterschieden. Mechanische
Herzklappen zeichnen sich zwar durch eine hohe Lebensdauer aus, bediirfen jedoch einer lebens-
langen Antikoagulation aufgrund des erhéhten Thromboserisikos [12]. Biologische Herzklappen
zeigen nach ungefihr 10 - 15 Jahren strukturelle Veranderungen im Sinne einer Klappendegene-

ration. Zudem sind beide Prothesentypen anfillig fiir Endokarditiden und nicht wachstumsfahig,
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sodass Re-Operationen erforderlich werden kénnen. Aufgrund genannter Einschrankungen bishe-
riger Prothesentypen und der Frage nach der zukiinftigen Versorgungsmoglichkeit zeigt sich der

Bedarf eines alternativen Herzklappenersatzes. [12-16]

Neben valvuldren zdhlen die ischdmischen Herzerkrankungen und die Folgen eines Herzinfarktes
zu den haufigsten Todesursachen weltweit. Rund 80% der Todesfélle an kardiovaskuliren Erkran-
kungen in 2015 waren durch Herzinfarkte und Schlaganfille bedingt [1]. Fir den Ersatz kleinka-
libriger Gefée wie die Koronarien werden {iblicherweise Segmente korpereigener Venen oder Ar-
terien verwendet. Venose Bypisse zeigen jedoch eine hohe Verschlussrate, weshalb haufig Re-
Operationen notwendig werden. Arterielle Bypéasse sind beispielsweise bei einer koronaren Dreige-
faerkrankung nur eingeschrankt einsetzbar. Im Bereich der Therapie von vaskuldren Erkrankun-
gen werden groflkalibrige Gefdfle wie die Karotiden bereits erfolgreich durch synthetische Materi-

alien ersetzt bzw. repariert. [17-20]

Die Regeneration von geschadigtem Herzmuskelgewebe nach einem Herzinfarkt oder bei Herzin-
suffizienz ist sehr begrenzt. Die Zellen des Herzmuskels, Kardiomyozyten, weisen ein sehr redu-
ziertes Regenerationspotenzial auf [21]. Bisherige Therapiemoglichkeiten lindern zwar die Symp-
tome und verbessern die Prognose, stellen aber keinen kausalen Therapieansatz im Sinne eines
Ersatzes des abgestorbenen Herzmuskels dar. Die Herztransplantation kann im Endstadium einer
Herzinsuffizienz eine mogliche Therapie darstellen [22, 23]. Hier ist jedoch die Knappheit von
Spenderorganen hervorzuheben, weshalb die Notwendigkeit alternativer Therapiestrategien be-

steht. [24]

In Anbetracht der Einschrankungen bisheriger Therapiemoglichkeiten stellen mittels TE herge-
stellte Implantate eine vielversprechende Alternative in der Behandlung kardiovaskuldrer Erkran-
kungen dar. Das grundlegende Prinzip des TE ist, dysfunktionale Organe durch strukturdhnliches
und funktionelles Material, welches aus einem Gefiige von Tragersubstanz und Zellen besteht, zu
ersetzen [25, 26]. Verwendung als Tragermatrix finden biologische Strukturen wie native Herz-
klappen oder kiinstliche Gertiste aus Polymeren [27]. Die Zellen entstammen meist einem autolo-
gen (gleiches Individuum) Organismus, da Transplantate allogener (anderes Individuum) oder
xenogener (andere Spezies) Herkunft eine immunologische Reaktion auslosen [27]. Die auf den
Triagermaterialien haftenden Zellen bilden neues Gewebe, wobei dieses durch dufBlere Einfliisse
unterschiedliche biomechanische Eigenschaften entwickeln kann. Hierfiir werden meist Bioreakto-

ren verwendet. In Bioreaktoren, welche in-vitro physiologische Bedingungen imitieren, kann das
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Gewebe stimulierenden Faktoren ausgesetzt werden. Dadurch kann vor Implantation eine Adap-

tation des Gewebes auf ,in-vivo dhnliche* Bedingungen erfolgen. [28]

Die Weiterentwicklung von tissue-engineerten Strukturen zur Therapie von kardiovaskuldren Fr-
krankungen ist aufgrund genannter Limitationen bisheriger Therapiemoglichkeiten von grofem
Interesse. Ziel der folgenden Arbeit war die Entwicklung der EZM auf zellbesiedelten PU-Gerfisten
zu analysieren. Als Zellquelle dienten aus humanen Venen isolierte FB und EC. Insbesondere
sollten mogliche Auswirkungen eines pulsatilen Flusses und einer EC-Schicht auf das Gesamtkon-

strukt untersucht werden.
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Extrazellulare Matrix

Die EZM ist eine dynamische, aktive Struktur, welche mit umgebenden Zellen interagiert. Dyna-
misch bedeutet hier, dass sich die EZM an umgebende Bedingungen anpassen und umstrukturie-
ren kann. Die Anderung der EZM-Struktur geschieht als Reaktion auf modulierende Zell- und
Wachstumssignale [29]. Zusétzlich dient die EZM als stabiles, formgebendes Gertist der Zellver-
ankerung und moduliert iitber Wachstums- und Signalfaktoren die Zellfunktion [30]. Weiterhin
verleiht die EZM dem Gewebe mechanische Eigenschaften wie Festigkeit und Dehnbarkeit. Fasern
und Grundsubstanz bilden zwei Komponenten der EZM. Die Fasern untergliedern sich in Kol-
lagen-, elastische und retikuldre Fasern und die Grundsubstanz in Glykosaminoglykane, Proteo-
glykane und Adhésionsproteine [31, 32]. Die einzelnen Komponenten erfiillen eine Vielzahl an
Funktionen: Kollagene bewahren die Gewebeform und bieten Stabilitat, wohingegen Elastin fiir
Elastizitat sorgt. Die Komponenten der Grundsubstanz sind unter anderem fiir biologische Funk-
tionen wie die Zelladhdsion, -migration, -interaktion und die Speicherung von Wasser verantwort-
lich. Zur Bildung und Entwicklung der EZM tragen je nach Gewebeart unterschiedliche Zelltypen
bei, darunter vor allem FB und auch EC. Insgesamt stehen die EZM und umgebende Zellen in
Wechselwirkung miteinander und erméglichen so die konstante Anpassung an dynamische Pro-

zesse wie Wundheilung. [33-35]

Die Vielzahl an Funktionen, der komplexe Aufbau sowie die stetigen Umbauprozesse der nativen
EZM stellen eine Herausforderung dar dieses komplexe Konstrukt nachzubauen [35]. Ziel des TE
ist mittels geeigneter Tragermaterialien (Scaffolds) den Zellen eine EZM-ahnliche Struktur zu
bieten, um somit eine weitgehend intakte Zellfunktion zu ermoglichen [35]. Vitale, funktionierende
Zellen wiederum gewéahrleisten die Bildung einer vitalen EZM, welche als gesundes Ersatzgewebe

erkrankte Strukturen ersetzen sowie Funktionen der nativen EZM erfiillen kann. [35]
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3.2 Tissue-Engineering-Prinzipien

Eine mégliche Ubersetzung des Begriffes TE ist ,,Gewebeziichtung“ [36]. Das TE versteht sich als
multidisziplindres Fachgebiet, indem es die Prinzipien und Methoden der Ingenieurs- und Natur-
wissenschaften vereint und sich biomedizinischem Wissen und Verstédndnis iiber physiologische
und pathologische Gewebe- und Organfunktionen bedient. Ziel ist die Entwicklung vitalen Ersatz-

gewebes, um damit Gewebefunktionen zu erhalten, zu verbessern und wiederherzustellen. [37]

Eine der ersten Arbeiten aus 1993 beschreibt die drei auch heute giiltigen Vorgehensweisen bei
der Herstellung von Geweben und Organen [25]: Der erste Ansatz beschreibt die alleinige Trans-
plantation von selektierten Zellen mittels gezielter Injektion. Dieses Verfahren gewahrleistet die
erhéhte lokale oder systemische Konzentration des gewiinschten Zelltyps und vermeidet einen
chirurgischen Eingriff. Ein zweiter Ansatz beschreibt die Implantation einer strukturgebenden,
meist azelluldren Matrix, welche die Form des Zielgewebes bereits besitzt. Die Matrix wird durch
autologe Zellen in-vivo besiedelt und entwickelt sich zum intakten Ersatzgewebe. Der wesentliche
Ansatz und die Grundlage des heutigen TE beschreibt die Kombination von lebenden Zellen mit
einer Tragersubstanz (Scaffold). Dem Empfinger entnommene oder Zellen anderer Herkunft wer-
den isoliert und in-vitro gezlichtet. Diese Zellen werden mit einem biologischen oder synthetischen
Tragermaterial verbunden, sodass unter in-vitro Bedingungen ein funktionsfihiges Ersatzgewebe

zur Implantation entsteht. [36]

Besonders relevant fiir den FErfolg der implantierten Konstrukte ist die Biokompatibilitdt der
Scaffolds, d.h. die Vertraglichkeit der verwendeten Materialien im menschlichen Korper. Dabei
soll sich das Implantat chemisch, physikalisch, biologisch und morphologisch dem Empfingeror-
ganismus anpassen. Biokompatible Implantate sind atoxisch und kénnen mit dem umliegenden
Gewebe eine Bindung entwickeln (bioaktiv) oder durch das Gewebe ersetzt werden (resorbier-
bar/abbaubar). An inerte Implantatmaterialien lagert sich das Gewebe oberflichlich an. Beispiels-
weise begilinstigen inerte, pordse Implantate das Einwachsen des Gewebes in das Material. Bio-
kompatible, tissue-engineerte Implantate konnten ein geringes Risiko der Infektion, der Throm-
busformation, der Hamolyse und der Fremdkorperreaktion aufweisen. Durch Konstruktion vitaler
Implantate konnten Regeneration und Entwicklung des Gewebes erreicht werden, sodass der Er-
satz linger haltbar und funktional wére. Zuséitzlich wiirden vitale Strukturen des Implantates
besonders im pédiatrischen Patienten mitwachsen kénnen und somit Re-Operationen vermeiden.

38-41]
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3.2.1 Trigermaterialien

Eine Vielzahl an Tragermaterialien fur kardiovaskuldre TE-Strukturen wurde entwickelt, um mog-
lichst das nattrliche Gewebe zu imitieren, sowie die Avitalitdt konventioneller Implantatmateria-
lien zu umgehen. Die dreidimensionale Form des Scaffoldmaterials stellt eine orientierende Ge-
riiststruktur fiir adherierende Zellen sowie ein stabiles Konstrukt zur Gewebeformation zur Ver-
figung. Zuséatzlich zur Adhésion der Zellen soll das Material die Zellmigration und -proliferation
sowie das Einwachsen von Gewebe in das Innere der Gertststrukturen unterstiitzen. Begiinstigt
wird diese Scaffold-Gewebe-Interaktion besonders durch pordse Scaffoldmaterialien, welche aufler-
dem durch ihre Poren eine Diffusion von Zellmetaboliten und -nidhrstoffen erméglichen. Die ver-
wendeten Materialien sollten dynamische Verdanderungen in ihrer Architektur erlauben, dennoch
aber mechanisch und strukturell belastbar sein sowie bei Sterilisation formstabil bleiben bzw. steril
herzustellen sein. Eine besonders relevante Eigenschaft ist zusétzlich die biologische Vertraglich-
keit des Materials, sodass dieses keine immunologischen oder entziindlichen Reaktionen im Korper

hervorruft oder durch toxische Abbauprodukte Zellfunktionen beeintrachtigt. [28, 42, 43]

Zur in-vitro Konstruktion von kardiovaskuldren Strukturen konnten bisher zwei Scaffoldtypen als
Zelltrager erprobt werden: Materialien synthetischer sowie biologischer Herkunft. Synthetisch
bzw. kiinstlich hergestellte Zelltrager basieren auf abbaubaren Polymeren wie Polyglykol- (PGA)
oder Polymilchsduren oder auf nicht-abbaubaren Polymeren wie Polyurethan. Ein wesentlicher
Vorteil von synthetischen Materialien ist, dass deren Eigenschaften geméf den Anforderungen an
das Endprodukt spezifisch bestimmt und kontrolliert werden kénnen. Nachteile bestehen darin,
dass die synthetischen Konstrukte nicht vollstandig das natiirliche Gewebe in seiner Struktur und
Funktion nachahmen kénnen. So weisen aus PGA hergestellte Scaffolds eine erhohte Steifheit,
Festigkeit sowie Dicke auf, was beispielsweise zu Einschrdankungen in der dynamischen Funktion
der TEHV fiithren kann [44]. Gezeigt werden konnte, dass eine Verbindung verschiedener Poly-
merarten in einer verbesserten mechanischen Funktionalitit des Scaffolds resultieren kann [45].
Neben Polymer-basierten Scaffolds, welche entweder porés oder faserig sind, kénnen synthetische
Hydrogele hergestellt werden. Diese Hydrogele bestehen aus hydrophilen Polymerkettennetzwer-
ken wie Polyethylenglykol und zeigen auch eine strukturelle Ahnlichkeit zur EZM [26]. Die Kom-
bination mit biologischen Hydrogelen aus Fibrin oder anderen EZM-Bestandteilen verbesserte die
Bioaktivitat der synthetischen Hydrogele. Dennoch zeigen die Hydrogele schwache mechanische

Eigenschaften, welche fiir die in-vivo Haltbarkeit des Implantats essentiell sind. [27, 46, 47
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Biologische Scaffolds bestehen aus Komponenten der EZM wie Kollagen, Fibrin, Elastin, Hya-
luronsdure, Glykosaminoglykanen oder aus dezellularisiertem Gewebe. Zweck der Dezellularisie-
rung ist die Beseitigung moglicher zelluldrer Antigene, welche eine immunologische Reaktion nach
Implantation auslésen. Nach der Dezellularisierung bleibt somit theoretisch ausschlielich die in-
takte EZM-Struktur zurtick. Diese Methode bietet den Vorteil, dass die Form und damit die
komplexen strukturellen Eigenschaften dem nativen Aquivalent entsprechen. Schwierigkeiten er-
geben sich in der geringen Bioaktivitdt der dezellularisierten Konstrukte, was durch Re-Besiede-
lung verbessert werden kann [48]. Weiterhin muss trotz Entfernung der zelluliren Komponenten
die Gewebeintegritit erhalten bleiben, also ein potenzieller Schaden der EZM aufgrund von De-

zellularisierungsvorgingen vermieden werden. [49, 50]

Die synthetischen und biologischen Materialien kénnen resorbierbare oder nicht-resorbierbare Ei-
genschaften aufweisen. Resorbierbare Materialien bieten eine zeitweilige Geriiststruktur fiir adhe-
rierende Zellen und der von Zellen synthetisierten EZM. Zeitgleich zur de novo Synthese der
Matrix wird in-vivo das Material sukzessiv resorbiert, sodass idealerweise bei vollstdndigem Ma-
terialabbau eine formstabile, eigenstandige Struktur ohne Fremdmaterial zuriickbleibt. Problema-
tiken ergeben sich hierbei, wenn die neu gebildete Matrix zum Zeitpunkt des Materialabbaus keine
ausreichend stabilen mechanischen Eigenschaften aufrechterhalten kann oder der Materialabbau
insuffizient erfolgt (siehe Abb. 3.1). Toxische Abbauprodukte des Materials konnen sich auerdem
negativ auf die Matrixformation auswirken. Nicht-resorbierbare Materialien bieten den Vorteil der
langfristigen Aufrechterhaltung einer stabilen und fiir Zellen orientierenden Struktur, was sie zu
belastbaren Materialien macht. Nachteile ergeben sich aus dem méglichen Verbleib von Fremd-

material im Koérper sowie damit verbundenen Fremdkorperreaktionen. [51, 52]
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der mechanischen FEigenschaften eines resorbierbaren
Scaffolds und der Matrix.

Der Degradation des resorbierbaren Scaffolds steht der Aufbau der Matrix gegentber. Die Stabi-
litit der gebildeten Matrix ist bei einem verfrihten Materialabbau nicht gewdhrleistet. [53].
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3.2.2 Zellressourcen

Grundlegendes Prinzip in der Herstellung funktioneller kardiovaskulérer Strukturen ist eine Be-
siedelung mit Zellen. Hierfiir stehen embryonale, postembryonale (adulte und induzierte pluripo-
tente) Stammzellen oder ausdifferenzierte Zellen zur Verfiigung, welche autologer, allogener oder
xenogener Herkunft sein konnen. Die Besiedelung mit autologen Zellen vermeidet immunologische
Reaktionen, die mit allogenen oder xenogenen Zellpopulationen assoziiert sind [54]. Autologe,
ausdifferenzierte FB und EC aus vendsen oder arteriellen Geféfien sind leicht zu isolieren und zu
vermehren, bediirfen aber einer Entnahme aus dem Empfingerorganismus. Limitationen in der
Anwendung ausdifferenzierter Zellen ergeben sich vor allem bei Patienten in hoherem Alter. Grund
ist die reduzierte Fahigkeit zu Vermehrung und Wachstum von Zellen dieses Patientenkollektivs
aufgrund von oftmals dysfunktionalem Endothel [49]. In Anbetracht dessen sind isolierte Zellen
aus dem vendsen System, welches weniger anfillig fiir degenerative Prozesse wie Atherosklerose

ist und besser verfugbar ist, jenen aus dem arteriellen System zu bevorzugen [55].

Im Fokus aktueller Forschungen stehen besonders Stammzellen, welche durch die Féhigkeit zur
Selbsterneuerung und das Potenzial sich in verschiedenartige Gewebe auszudifferenzieren definiert
sind [56]. Die Entnahme adulter Stammzellen erfolgt iiber die Nabelschnur, tiber eine Becken-
kammpunktion aus dem Knochenmark oder tiber eine periphere Blutentnahme. Vorteile der adul-
ten Stammzellen sind nicht nur in ihrer vielversprechenden Proliferations- und Differenzierungs-
fahigkeit begriindet, sondern auch in ihrer einfachen Gewinnung. So bedarf es zur Gewinnung der
Zellen keiner Entnahme von Gefidfisegmenten, weshalb diese Zellpopulation unter anderem bei
padiatrischen Patienten Anwendung findet. Dabei sind die aus der Nabelschnur gewonnenen
Stammzellen haufig verfiighar und kénnen bei kongenitalen Herzvitien verwendet werden. Hama-
topoetische Stammzellen aus dem peripheren Blut haben zwar die Fahigkeit vaskuldre EC zu
ersetzen, jedoch sinkt im Laufe des Alters die Zellanzahl im peripheren Blut [57]. Stammzellen
des Knochenmarks oder aus der Nabelschnur gewonnene Stammzellen bildeten Herzklappenge-
webe, dessen mechanische Eigenschaften nativem Gewebe glich. Beispielsweise zeigte eine durch
mesenchymale Stammzellen hergestellte Herzklappe in-vivo vielversprechende Ergebnisse [51].
Den Vorziigen der Stammzellen entgegen steht bei ihrem Einsatz das Risiko des unkontrollierten
Wachstums und auch die Frage nach der Kontrolle der Differenzierung bleibt unklar. Embryonale
Stammzellen zeigen zwar das hochste Differenzierungspotenzial, sind in ihrer Verwendung jedoch

ebenfalls eingeschrankt: Ethische Bedenken [58], die Moglichkeit der Tumorentstehung [59] sowie
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immunologische Reaktionen limitiert deren klinischen Einsatz. Weniger ethische Bedenken beste-
hen bei induzierten pluripotenten Stammzellen, welche durch Re-Programmierung von ausdiffer-

enzierten Zellen die Fahigkeit zur Pluripotenz wiedererlangen. [59-62]

Unabhéngig von Einschrinkungen der jeweiligen Zellpopulation ist eine Re-Endothelialisierung
von Tragermaterialien unabdingbar fir den Langzeiterfolg von hergestelltem Gewebe. Eine intakte
EC-Schicht tragt entscheidend zur Antithrombogenitéit des Scaffolds bei und moduliert zusétzlich
darunterliegende interstitielle Zellen [63]. Trotz intensiver Bemiithungen konnte bisher keine opti-
male Zellquelle fiir kardiovaskuldre TE-Konstrukte festgelegt werden. Neben den Eigenschaften
der Zellen, beeinflussen duere Faktoren wie das Alter des Patienten, die Dauer der Zellentnahme

bis zur Isolation sowie die Entnahmemethode tiber die Qualitdt der verwendeten Zellen [64].

3.2.3 Zellbesiedelungstechniken

Neben der in-vivo Besiedelung der Triagermaterialien beschreibt der klassische Ansatz des TE die
Entwicklung funktionstiichtiger kardiovaskuldarer Konstrukte unter in-vitro Bedingungen: Nach
Isolation und Vermehrung der Zellen erfolgt in-vitro die Besiedelung des Scaffolds und die Gewe-
bebildung. Die erfolgreiche Adhésion der Zellen an das Scaffoldmaterial beeinflusst dabei das Zell-
wachstum und die Synthese des Bindegewebes. Dabei ist die Oberflachenbeschaffenheit des Tra-
germaterials entscheidend fir die Zelladhasion in-vitro. Durch Erhéhung der Porositat und Grofie
des Triagermaterials kann neben Anpassung der Zellanzahl und -dichte eine verbesserte Zelladha-
sion erreicht werden [28]. Eine optimale Grundlage fir die erfolgreiche Adhésion von EC bietet
eine vorangehende Besiedelung mit FB [65]. Die Besiedelung der Tragermaterialien kann unter
statischen oder dynamischen Bedingungen erfolgen. Eine dynamische Besiedelung in rotierenden

Vorrichtungen fithrte zu Verbesserungen der Besiedelungseffektivitat. [66-68]
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3.2.4 Bioreaktoren

Gesundes, natives kardiovaskuldres Gewebe ist in-vivo multiplen Stressoren ausgesetzt. Mechan-
ische Belastungen wie Flexion, Spannungen und Scherstress bediirfen einer kontinuierlichen Adap-
tion des Gewebes an die hamodynamische Umgebung, um eine korrekte Funktion aufrechtzuer-
halten [69, 70]. Dabei sind es Zellen, welche Beanspruchungen des Gewebes wahrnehmen und iiber
Zell-EZM-Wechselwirkungen Anpassungsprozesse initiieren. Bei zellbesiedelten, in-vitro herge-
stellten kardiovaskuldren Strukturen ist daher vor Implantation die Anpassung des Gewebes an
die Beanspruchungen in-vivo notwendig. Diese sogenannte in-vitro Konditionierung imitiert in-
vivo Bedingungen und fithrt zur Gewebeadaption. Es bilden sich zielgerichtet gewebespezifische

Strukturen aus, welche fahig sind den biomechanischen Kréften in-vivo standzuhalten. [71, 72]

Die Konditionierung des Gewebes bzw. Vorbereitung des tissue-engineerten Implantates auf die
physiologischen Beanspruchungen muss in einem Bioreaktor stattfinden. Laut Definition ist ein
Bioreaktor eine abgegrenzte Vorrichtung, in welcher unter definierten und kontrollierten Bedin-
gungen biologische Prozesse ablaufen, Mikroorgansimen sowie Zellen kultiviert werden koénnen
[73]. Somit ermoglicht der Bioreaktor in-vitro eine Simulation von physiologischen Bedingungen:
Der Austausch von Nahrstoffen, Metaboliten, regulatorischen Molekiilen und Gasen kann durch
den Bioreaktor erméglicht werden; himodynamische Bedingungen wie Blutfluss, Scherkrafte und
Druckverhéltnisse kénnen bei einem entsprechend konstruierten Bioreaktor eingestellt werden.
Dadurch kann die Zellanordnung und -vermehrung verdndert sowie die Bildung einer EZM gefor-

dert werden. [74]

Unterschieden werden statische von dynamischen Bioreaktorsystemen. Ein statisches System er-
laubt die Kultivierung von Zellen unter optimalen Zellkulturbedingungen ohne Zirkulation des
Zellkulturmediums oder anderweitigen Reizen. Per definitionem ist somit eine Zellkulturflasche
oder Petrischale das einfachste Beispiel fiir einen statischen Bioreaktor. Hierbei wird die kontinu-
ierliche Versorgung der Zellkultur sichergestellt, um Funktion und Vitalitit der Zellen zu gewéhr-
leisten. Die Simulation des natiirlichen Gewebemilieus unter Bestimmung und Kontrolle der Ba-
sisparameter wie Temperatur, Sauerstoff, pH-Wert sowie manueller Austausch des Nahrmediums
und Bewahrung der Sterilitét ist durch ein statisches System moglich. Neben der Zellkultivierung
kann auch eine Besiedelung von Scaffolds unter statischen Bedingungen in einem Bioreaktorsys-
tem stattfinden. Statisch besiedelte Scaffolds zeigten ungleichméBiger verteilte Zellen sowie einen

geringeren Zellstoffwechsel im Vergleich zu dynamisch besiedelten Scaffolds. [73, 75-77]
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Dynamische Vorrichtungen koénnen eine mechanische Stimulation der besiedelten Scaffolds ermog-
lichen. Beispielsweise kann durch Fluss des Kulturmediums Scherstress erzeugt werden. Dadurch
wird besonders in dreidimensionalen Zelltragern eine verbesserte Nahrstoffversorgung im Vergleich
zu statischen Bedingungen gewéhrleistet. In dynamischen Besiedelungsbioreaktoren kann durch
die Bewegung des Bioreaktors eine stiandige Durchmischung und Bewegung der Zellsuspension
erreicht werden. Hiermit wird eine homogene Verteilung der Zellen auf der gesamten Oberfliache
eines dreidimensionalen Zelltrdgers ermoéglicht. Dynamische Konditionierungsbioreaktoren schaf-
fen ein anndhernd physiologisches Milieu, indem ein Teil der in-vivo herrschenden biomechani-
schen Bedingungen simuliert werden. Durch Einwirkung von physikalischen Gréflen wie Fluss,
Druck, Dehnung und Kompression sowie (bio-)chemischen Faktoren auf das Zell-Matrix-Kon-
strukt kann die Ausbildung einer intakten EZM in-vitro unterstitzt werden. So flihrte beispiels-
weise die Anwendung eines pulsatilen Flusses auf tissue-engineerte Arterien zu einer vermehrten
Kollagenproduktion [78]. Dynamisch konditionierte TEHV unter Anwendung eines pulsatilen
Flusses und Druckes zeigten Verbesserungen in der EZM-Bildung, der histologischen Struktur
sowie der mechanischen Eigenschaften im Vergleich zu statisch konditionierten Konstrukten [45].
Ein wesentlicher Vorteil von dynamischen Konditionierungsbioreaktoren liegt darin, dass eine
kontrollierte Entwicklung des tissue-engineerten Gewebes in-vitro moglich ist. So kénnen die Be-
dingungen im Bioreaktorsystem bestimmt, beobachtet und entsprechend angepasst werden. Durch
die kontinuierliche Adaption der Zellen an die in-vitro Belastungssituation und die Zellreaktion
auf mechanische Stimuli entsteht eine geordnete Zellstruktur sowie ein funktionsfihiges EZM-

Gertist. [79-82]
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3.3 Tissue Engineering von Herzklappen

Im Jahr 1995 wurden erstmals die Eigenschaften einer idealen TEHV definiert [83]: Diese sollte
sich strukturell in die nativen kardiovaskuldren Strukturen integrieren, um langfristig eine physi-
ologische Funktion aufrechterhalten zu konnen. Voraussetzungen fiir eine uneingeschrankte Funk-
tion sind weiterhin die Vitalitdt und Biokompatibilitat der TEHV, eine athrombotische Oberfla-
che, die Fahigkeit zu Wachstum und Regeneration, kein Infektions- und kein Immunreaktionspo-
tenzial [43]. Um zusédtzlich zugénglich fiir eine Vielzahl von Patienten zu sein, bedarf es einer
hohen Verfiigbarkeit der TEHV. Die Schaffung dieser idealen Herzklappenprothese steht im Fokus
aktueller Forschungen des TE. Bisher zeigten drei etablierte Herstellungsmethoden vielverspre-
chende Ergebnisse: Besiedelte synthetische Prothesen aus resorbierbarem oder nicht resorbierba-
rem Material, besiedelte Prothesen aus biologischem Material und dezellularisierte Bioprothesen.

26, 84]

Synthetische, nicht-resorbierbare Scaffoldmaterialien wie PU bieten eine stabile, lang haltbare
Grundstruktur (siehe Abb. 3.2; A). Besiedelt mit autologen Zellen ist eine athrombogene Oberfla-
che gewédhrleistet. Ist das Material resorbierbar ersetzt die von den Zellen gebildete EZM das
abgebaute Tragermaterial nach einiger Zeit in-vivo. Zuriick bleibt einzig das durch autologe Zellen
entstandene Ersatzgewebe, welches das dysfunktionale Gewebe ersetzt. Die entstandene, intakte
EZM besitzt Wachstums- und Anpassungspotenzial. [51, 52, 63] Bisher fanden auf dieser Basis
hergestellte Herzklappenprothesen zwar keine klinische Anwendung, konnten aber bereits im Tier-

versuch erprobt werden [45, 51, 85, 86].

Besiedelte Bioprothesen aus EZM-Bestandteilen wie Fibrin und Kollagen bilden ein biokompatib-
les und resorbierbares Geriist. Die Matrices zeigen in-vitro und im Tiermodell jedoch schwache
mechanische Eigenschaften. Griinde hierfiir sind der deutlich geringere Anteil an EZM-Bestand-
teilen sowie die schwache Ausbildung einer gerichteten Faserstruktur im Vergleich zu nativen
Prothesen. Bei Auswahl einer héheren Dichte an EZM-Proteinen kommt es zu eingeschrankter
Zellinfiltration. Aufgrund derartiger Problematik wurden diese Prothesen bisher nicht im klini-
schen Alltag eingesetzt. Im Tiermodell konnte eine auf Fibrin basierende TEHV erprobt werden

(siche Abb. 3.2; B). |9, 87-89]
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Der Einsatz von dezellularisierten, allogenen oder xenogenen Herzklappenprothesen konnte bereits
im klinischen Umfeld erprobt werden. Die Implantation einer dezellularisierten, allogenen Pulmo-
nalklappe im Jahr 2002 zeigte erste Erfolge und gute Langzeitergebnisse nach zehn Jahren [90,
91]. Dabei wurde die dezellularisierte Klappe mit vaskuldren, autologen EC re-besiedelt, um eine
athrombogene Oberflache zu schaffen und das Risiko einer immunologischen Reaktion auf die
subendotheliale Kollagenschicht zu reduzieren [91]. Aber auch fiir nicht-besiedelte, dezellularisierte
Prothesen konnten vereinzelt klinische Erfolge verzeichnet werden [92]. Bestand aktueller For-
schungen ist somit erstens die Frage nach Notwendigkeit einer Re-Zellularisierung. Zweitens stellt
sich weiterhin die Frage nach einem optimalen Scaffold-Material. Xenogene Herzklappenprothesen
(siehe Abb. 3.2; C) bergen das Risiko immunogener Reaktionen und der Ubertragung zoonotischer
Erkrankungen. So wurde der Gebrauch der Synergraft™-Prothese fiir den klinischen Einsatz im
Jahr 2003 eingestellt [93]. Diese dezellularisierte Schweineherzklappe wurde in der Studie von
Sitmon et al. in den Ausflusstrakt des rechten Herzens bei vier Kindern implantiert. Alle vier
Klappen zeigten eine massive Degeneration und strukturelle Defekte aufgrund einer inflammato-
rischen und immunogenen Reaktion. Griinde hierfiir sind der unvollstdndige Dezellularisierungs-
prozess vor Implantation sowie Kalzifizierungen [94]. So ergibt sich drittens auch die Frage nach

der optimalen Dezellularisierungsmethode, um moéglichst die strukturelle Integritat der Herzklappe

zu erhalten gleichzeitig aber immunogene Antigene vollstindig zu entfernen. [84, 95-98]

In den letzten Jahren konnten wegweisende Fortschritte in den Herstellungsmethoden einer TEHV
erreicht werden mit dem Ziel einer weiteren Vereinfachung bestehender Konzepte. Klinisches Po-
tenzial zeigten besonders die beiden Methoden nach dem in-situ- und off-the-shelf-Prinzip (off-
the-shelf = engl. ,von der Stange, gebrauchsfertig”). Die in-situ-Methode bietet den Vorteil einer
raschen Implantation. Im Tiermodell konnte diese Vorgehensweise préklinisch erprobt werden
[99]. Die Herstellung der TEHV beruhte auf Basis eines synthetischen, resorbierbaren Scaffolds
besiedelt mit autologen Knochenmarkszellen. Zusammen mit der anschliefenden, minimalinvasi-
ven Implantation konnte der Pulmonalklappenersatz innerhalb weniger Stunden erfolgen. Aktuell
wird die Besténdigkeit dieser Herzklappenprothesen unter Hochdruckbedingungen analog des Kor-
perkreislaufes erforscht [100]. Nachteilig des in-situ-Prinzips ist die Tatsache, dass dieses die Ent-
nahme von autologen Zellen erfordert. Dies kann durch die off-the-shelf-Methode moglicherweise
weiter vereinfacht werden. Dabei werden beispielsweise in-vitro hergestellte TEHV nach Bildung
einer EZM dezellularisiert [89, 101]. AnschlieBend erfolgt eine Lagerung der zellfreien TEHV,

welche bei Bedarf implantiert wird. In-vivo kommt es zur Re-Zellularisierung und Regeneration
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der Herzklappe. Trotz des groflen klinischen Potenzials gilt es zu beachten, dass dieses Konzept
auf der Regenerationskapazitit des einzelnen Patienten beruht, welches interindividuell variieren

kann. [98]

Zunehmend gibt es eine Entwicklung hin zu minimalinvasiven Verfahren, bei welchen die Aorten-
klappenprothese Katheter-gestiitzt eingesetzt wird (TAVI = engl. transcatheter aortic valve im-
plantation). Diese interventionelle Behandlung beschrénkt sich aktuell auf die Anwendung bei
alteren, inoperablen Hochrisikopatienten. Bei diesen Patienten reduziert die TAVI die operative

Mortalitédt und stellt eine Alternative zum chirurgischen Eingriff dar. [102] Diese Katheter-ge-

stiitzte Methode konnte bereits auch fiir die Implantation von TEHV erprobt werden [103].

Abbildung 3.2: Scaffoldmaterialien fir tissue-engineerte Herzklappen.

(A) Trikuspide Klappe aus Polyurethan fir den Aortenklappenersatz. [104]. (B) Biodegradable
trikuspide Klappe aus dezellularisiertem Fibrin. [89]. (C) Dezellularisierte Aortenklappe vom
Schwein. [105].
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3.4 Tissue Engineering von Gefiafien

Jahrlich werden 800.000 aortokoronare Bypass-Operationen durchgefithrt [106]. Trotz riicklaufiger
Operationszahlen im letzten Jahrzehnt [107-109] stellt sich die Frage nach einem alternativen
Gefilersatz vor allem fiir kleinlumige Gefile wie Koronarien oder periphere Beingeféfie. Ziel des
Ersatzes erkrankter Gefifle besteht in der Wiederherstellung und Aufrechterhaltung der Blutver-

sorgung.

Zum Ersatz grofilumiger Geféfle (> 6 mm) werden in der Klinik bereits routineméaBig synthetische
Gefafiprothesen verwendet (siehe Abb. 3.3; A). Hierfiir etablierten sich erfolgreich nicht-abbaubare
Materialien wie das Polyester Polyethylenterephthalat (PET, Dacron®) oder das Polymer Poly-
tetrafluoroethylen (PTFE, Teflon®) bzw. das feinporigere, widerstandsfiahigere ePTFE (expan-
diertes PTFE). Generell ergeben sich bei PET- und PTFE-Gefafiprothesen dhnliche Offenheitsra-
ten [110-113]: Nach 5 Jahren sind in der aortoiliakalen Position 93% der PET- und 98% der
PTFE-Prothesen durchgingig [113]. Bei Ersatz der femoropoplitealen GefdBe liegt diese Rate fiir
beide Prothesentypen bei 43 - 45% und somit deutlich unter 77% Offenheitsrate fiir autologe
Veneninterponate in der gleichen Position [112, 114, 115]. Die fehlende luminale EC-Schicht der
PET- und PTFE-Prothesen resultiert besonders bei kleinkalibrigen GefidBen (< 6 mm) in frithen
Gefiflverschliissen. Dies ldasst sich durch die hervorgerufene Reaktion des Korpers auf das Fremd-
material erklaren [116]. Eine luminale EC-Beschichtung von ePTFE-Prothesen kann deren Ver-
wendung zum Ersatz von Koronarien erméglichen [117]. Zudem zeigte die EC-Beschichtung von
femoropoplitealen ePTFE-Gefidfiprothesen vor Implantation deutliche Verbesserungen in der Of-
fenheitsrate [118]. Weiterhin ist der Unterschied in der Elastizitat zwischen PET-/PTFE-Gefa$-
prothesen und kleinkalibrigen, elastischen Arterien zu groB: PET und PTFE sind im Vergleich zu
diesen Arterien zu steif und wenig kompliant, sodass hieraus die geringere Offenheitsrate dieser
Gefafiprothesen resultiert [119, 120]. Fiir den Ersatz kleinkalibriger Gefafie konnten daher PU-
GefaBprothesen eine vielversprechende Alternative darstellen. Grund hierfiir ist, dass das PU na-
hezu identische elastische und mechanische Eigenschaften wie native, vor allem kleinkalibrige
Arterien besitzt [119, 121]. Besiedelt mit autologen Endothelzellen und implantiert in die Karoti-
den von Hunden zeigten PU-Prothesen eine Offenheitsrate von 75% [122]. Durch diese tissue-
engineerten PU-Prothesen kénnte so in-vivo eine geringere Thrombogenitat bei gleichzeitig guten
elastischen Eigenschaften erreicht werden [123]. Es stehen noch klinische Anwendungen aus, um

das volle Potenzial dieser Prothesen beurteilen zu kénnen. [20, 116, 124]



Theoretische Grundlagen 22

Auf Basis von synthetischen, biodegradablen Polymeren hergestellte tissue-engineerte Gefaf3pro-
thesen zeigten bereits Erfolg im klinischen Einsatz [125]. Erstmals konnte im Jahr 2001 eine syn-
thetische, resorbierbare, mit autologen Zellen besiedelte Gefafiprothese in der Pulmonalarterien-
position eines vierjahrigen Kindes erfolgreich implantiert werden. Eine nachfolgend grofler ange-
legte Studie mit 25 Patienten im durchschnittlichen Alter von 5,5 Jahren bestétigte den Lang-
zeiterfolg und das Wachstumspotenzial derart hergestellter Gefafiprothesen. [126-130] Der klein-
kalibrige Gefalersatz durch diese Prothesenart konnte auflerdem erfolgreich im Tierversuch ge-
zeigt werden [131]. Dabei wurden tubuldre PGA-Scaffolds mit allogenen Zellen besiedelt und in-
vitro kultiviert. Wahrend der Kultivierung degradierte das PGA-Scaffold und die Zellen bildeten
EZM. Das EZM-Konstrukt konnte dezellularisiert und bis zur Implantation aufbewahrt werden
(off-the-shelf-Prinzip). Vor Implantation kann eine Re-Besiedelung des EZM-Konstrukts erfolgen,
was besonders beim kleinkalibrigen Geféaflersatz eine Reduktion der Thrombogenitdt bedeutet

[131].

Neben den genannten synthetischen Materialien werden tissue-engineerte Geféafiprothesen aus bio-
logischen Tragermaterialien entwickelt. Gefafprothesen aus Biopolymeren wie Kollagen erzielten
dhnliche Ergebnisse wie TEHV aus diesem Material. Die mechanischen Eigenschaften der Gefa$3-
prothesen stellten sich n-vitro allerdings unzureichend dar [132]. Die Weiterentwicklung dieser
Prothesen besserte zwar die mechanische Stabilitat, im Tierversuch kam es jedoch in 50% zu

Frithverschliissen [133].

Dezellularisierte, azellulare GefdBiprothesen allogener Herkunft zeigten im Tierversuch unzu-
reichende Ergebnisse [134, 135]. Die Re-Besiedelung dieser Prothesen mit autologen Zellen und
Implantation in die Karotiden vom Schwein ergab eine 71%ige Offenheitsrate nach vier Monaten
[136]. Hierzu im Vergleich liegt die Offenheitsrate nach autologer Transplantation eines Karo-
tissegments bei 100%. Die Versuche von Teebken et al. verdeutlichten die Relevanz einer autologen
Zellularisierung von GeféBprothesen (siehe Abb. 3.3; B und C). Die moégliche Verwendung xeno-
gener, dezellularisierter und anschliefend mit Heparin beschichteter Gefifiprothesen konnte in
Tierversuchen gezeigt werden [137]. In einer Studie mit 183 Patienten ergaben dezellularisierte

Rinder-Mesenterialvenen als Hamodialyse-Zugang vielversprechende Ergebnisse [138].
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A

Abbildung 3.3: Beispiele des Gefifiersatzes.

(A) Gefifsprothese aus Polyester fiir den rekonstruktiven Ersatz der thorakalen Aorta, des Arcus
aortae sowie der Aorta ascendens und descendens. [Uni-Graft® W, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, GER]. (B) und (C) Dezellularisierte Veneninterponate nach einer Woche in-vivo
zeigen ohne EC-Besiedelung eine Thrombosierung des Gefifllumens (Bild B, Pfeile). Nach auto-
loger EC-Besiedelung ist eine glatte Oberfliche des Lumens erkennbar (Bild C). [64).

3.5 Tissue Engineering von Myokard

Abgestorbene Kardiomyozyten kénnen vom Kérper nicht ersetzt werden, da diese Zellen terminal
differenziert sind und somit kein Regenerationspotenzial besitzen. Folge davon ist der narbige
Umbau des abgestorbenen Areals, was die Herzfunktion einschriankt. Der Ersatz von abgestorbe-

nem Herzmuskelgewebe konnte durch Methoden des TE entwickelt werden.

Dabei konnten unterschiedliche Ansitze nach den TE-Prinzipien erprobt werden. Ein Ansatz
kombiniert Matrices aus biologischen Stoffen mit kardialen Myozyten [139]. Dabei zeigten die
kardialen Zellen zwar gute Wachstumseigenschaften und nachweisbare kontraktile Aktivitat in-
vivo im Tiermodell, aber das tissue-engineerte Konstrukt wurde nicht vollstdndig in das restliche
Herzmuskelgewebe integriert [139]. In weiterfithrenden Arbeiten konnte nachgewiesen werden,
dass mechanische und elektrische Stimulation die Differenzierung der kardialen Myozyten forderte
[140]. Auch auf Basis von synthetischen, biodegradablen Materialien hergestellte Scaffolds [141,
142] sowie dezellularisierte, re-besiedelte Matrices [143] konnten im Tiermodell zur Herstellung
von myokardialem Gewebe getestet werden. Im Hinblick auf Gewebeintegration, funktionelle Ei-
genschaften, immunologische Toleranz der tissue-engineerten Konstrukte sowie Auswahl des ide-
alen Tragermaterials und Zelltyps bedarf es weiteren Erkenntnissen, um das klinische Potenzial

dieser Konstrukte zu erfassen [36, 144-147].
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4 Zielsetzung der Arbeit

Obwohl bereits tissue-engineerte Gefa- und Herzklappenprothesen klinisch erprobt wurden, gibt
es beispielsweise flir myokardiales und péadiatrisches kardiovaskuldres Gewebe sowie fiir die Koro-
narien bisher noch keinen optimalen tissue-engineerten Ersatz [90, 91, 118, 146]. Herausforderun-
gen ergeben sich in der Avitalitat, Oberflachenthrombogenitét, verminderten Robustheit und ein-
geschriankten Wachstumsfahigkeit des Ersatzes [38, 81]. Daher ist das Ziel die klinisch umsetzbare
Entwicklung eines biokompatiblen, vitalen Konstrukts, welches in-vivo Bedingungen standhalt
und die Fahigkeit zum Wachstum besitzt. Um dies zu erreichen, bedarf es eines robusten Tréager-
materials, einfach zu gewinnenden Zellen sowie Konditionierungsverfahren, die das Konstrukt auf
die in-vivo Bedingungen vorbereiten. Zielsetzung dieser Arbeit war durch Variation der Besiede-
lungs- und Konditionierungsverfahren die Bildung einer extrazelluldren Matrix als mogliches vi-
tales Ersatzgewebe zu analysieren. Vitale Endothelzellen und Fibroblasten wurden auf ein Po-
lyurethan-Trégermaterial besiedelt, wobei die Effekte der Endothelzellbesiedelung und des pulsa-
tilen Flusses systematisch beobachtet und miteinander verglichen wurden. Entscheidend fiir die
Bildung der extrazellularen Matrix war die Vitalitdt der Zellen sowie der pulsatile Fluss, welcher
in-vivo Bedingungen imitiert und in einem speziell fiir diesen Versuchsaufbau entwickelten Biore-
aktor erzeugt wurde. Das gebildete tissue-engineerte Konstrukt aus Tragermaterial, vitalen Zellen
und extrazelluldrer Matrix konnte so in Zukunft als autologes, kardiovaskuldres Ersatzgewebe

dienen. Im Fokus dieser Dissertation stand die Optimierung der Bildung eines solchen Gewebes.
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5 Methoden

5.1 Zellkultur

5.1.1 Isolation von Endothelzellen und Fibroblasten

Zur Gewinnung von EC und FB fiir nachfolgende Experimente wurden Reststiicke eines Venen-
bypasses verwendet. Dieser Venenbypass entstammte Segmenten einer Beinvene (Vena saphena
magna) und wurde bei Herz-Bypass-Operationen in der Abteilung der Herzchirurgischen Klinik
und Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen (an den Standorten Klinikum Gro8-
hadern und Klinik Augustinum) eingesetzt. Um eine geeignete Lange des Bypasses zu gewéhrleis-
ten, wurde bei der Entnahme des Venensegmentes sichergestellt, dass geniigend Material zur
Uberbriickung der GefaBstenose vorhanden war. Uberschiissiges Gefdfimaterial konnte zu For-
schungszwecken freigegeben werden, wofiir die Genehmigung der Ethikkommission der Ludwig-
Maximilians-Universitat Miinchen vorlag. Nach priaoperativer Aufklarung sowie freiwilliger,
schriftlicher Einverstdndniserkldrung des jeweiligen Patienten wurde das Material anonymisiert
und an die Arbeitsgruppe tibergeben (siehe Anhang). Die steril entnommenen Venenstiicke lager-
ten bis zur moglichst zeitnahen Verarbeitung in Earle’s Medium199 (M199, Biochrom AG, Berlin,

GER) im Kiihlschrank bei 4°C.

Vor Verwendung der Venen fand deren Begutachtung statt. Beschiadigte sowie zu kurze (< 4 ¢m)
Venen und eine Lagerungszeit von mehr als einer Woche stellten Ausschlusskriterien dar. Zu-
nachst wurde von dem noch nicht behandelten Venensegment ein 0,5 - 1 ¢cm langes Stiick fir die
anschliefende FB-Gewinnung abgetrennt und in M199 aufbewahrt. Unter sterilen Bedingungen
erfolgte vorerst die Isolation der EC in einem zweischrittigen, enzymatischen Prozess. Die verwen-
deten Losungen wurden zuvor auf 37°C angewarmt. Nach Auswahl einer geeigneten Vene erfolgte
deren einseitige Kaniilierung. Die Kanitile wurde mit chirurgischem Nahtmaterial (Resorba Wund-
versorgung GmbH & Co. KG, Niirnberg, GER) sowie iiber eine Bulldog-Klemme in der Vene
fixiert (siehe Abb. 5.1). Uber den an der Kaniile angebrachten Dreiwegehahn (B. Braun Melsungen
AG) konnte das Venenlumen in physiologischer Flussrichtung mit 15 - 30 ml ,Spiullésung® (M199
+ 1% 10 mg Gentamycin/ml Invitrogen GmbH, Karlsruhe, GER, + 0,2% 5.000 .LE. Hepa-
rin/0,2 ml, Ratiopharm GmbH, Ulm, GER) durchsptlt werden. Dieses Verfahren diente der Rei-

nigung des Gefafies und zur Entfernung von Blut- und Zellresten. Mit Hilfe einer Klemme erfolgte
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dabei die Uberpriifung auf Dichtigkeit durch einmaliges Auftreiben der Vene mit der ,,Spiillésung®

(siehe Abb. 5.1).

Abbildung 5.1: Finseitige Kaniilierung des Venenstickes und Auftreiben mit der ,Spillésung®.

Zur Uberpriifung der Dichligkeit des Venenstiickes wurde an einem Ende die Klemme (1) ange-
bracht. Die Kanile (2) und Bulldog-Klemme (3) am anderen Ende dienten der Spilung.

Im Folgenden wurde die Vene mit steriler ,Kollagenaselosung® befiillt (7 mg Kollagenase
300 U/mg, Worthington Biochemical Corporation/CellSystems GmbH, St. Katharinen, GER; ge-
16st in 10 ml 1%igem Humanem Serum Albumin, Baxter GmbH, Unterschleiheim, GER). Zum
Schutz vor Austrocknung wéihrend der Inkubation lagerte die Vene in einem mit ca. 200 ml phos-
phatgepufferter Salzlosung (PBS, Biochrom AG) gefiillten, geschlossenen Behélter. Die Kol-
lagenase fithrte wahrend der Inkubation von 15 min Dauer bei 37°C und 5% COs zu der enzyma-
tischen Ablésung der EC im Venenlumen. Anschlieffend stoppte das Durchspiilen mit 30 ml
»Stopplosung® (M199 + 20% Fetal Calf Serum, Biochrom AG) die Kollagenasereaktion. Die Sus-
pension aus ,,Stopplosung” und abgelosten Zellen wurde direkt in einem 50 ml Zentrifugenréhr-

chen aufgefangen.

Die beschriebene Prozedur wurde ab dem Einbringen der ,Kollagenaselosung® wiederholt, sodass
zwel Rohrchen mit Zellsuspensionen gewonnen werden konnten. Nach einer Zentrifugationsdauer
von 5 min bei 500 G/min wurde der Uberstand abpipettiert. Das zuriickgebliebene Zellpellet
wurde in 4,5 ml EC-Medium (Promocell GmbH, Heidelberg, GER) gut resuspendiert und die

Zellsuspension in eine 12,5 cm?grofie Zellkulturflasche iiberfiihrt.
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Die Isolation von FB erfolgte im Anschluss steril mittels der ,,Deckglasmethode“. Dabei wurden
moglichst kleine Venenwandstiicke zwischen zwei Kontaktflichen gesetzt. Dies gewéhrleistete den

FB eine vergrofierte Wachstumsoberfliche (siehe Abb. 5.2) und begiinstigte die Zellproliferation.

Ein Langsschnitt eroffnete das Venenlumen und weiteres Zerkleinern der Venenwand in ca. 1 mm?
grofle Gewebestiicke folgte. Die Verarbeitung der Gewebsstiicke erforderte ein rasches Vorgehen,
sodass das Gewebe nicht austrocknete. Auf den Boden einer Petrischale gesetzt, folgte das Abde-
cken der Gewebestiicke mit einem an Silikontropfen haftenden Deckglas (siehe Abb. 5.2). Somit
sollten die Gewebefragmente sowohl zum Boden als auch zum Deckel Kontakt haben. Die Pet-

rischale (Durchmesser: 10 ¢m) wurde abschlieBend mit 10 ml FB-Medium (Promocell GmbH)
befiillt.

Deckglas a9 )
Fibroblasten / & Silikontupfer
g ﬁ/ ; : ! ; / Petrischale

Abbildung 5.2: Deckglasmethode zur Gewinnung von FB.

(A) Schematische Darstellung des Wachstums von FB zwischen zwei Ebenen. (B) Ubersichtsauf-
nahme einer Petrischale mit zwei Deckglisern und darunterliegenden Venensticken. (C) Nahauf-
nahme eines Deckglases aus B.
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5.1.2 Zellkultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,. Das Kulturmedium
wurde drei Mal wochentlich zur Hélfte erneuert. Zum Ausschluss einer mikrobiellen Kontamina-
tion und zur Beurteilung der Konfluenz fand bei jedem Mediumwechsel eine mikroskopische Be-
gutachtung des Zellmediums und der Zellmorphologie statt. Jeglicher Zweifel an der Sterilitdt
fiihrte zum Verwerfen der Kulturflasche. Sobald > 90% des Bodens der Kulturflasche von Zellen
bedeckt war, lag eine konfluente Zellschicht vor (siehe Abb. 5.5). Dies machte die zeitnahe Sub-
kultivierung (Passagieren) der Zellkultur durch Trypsinieren notwendig, da die konfluente Zell-
schicht zur Verlangsamung der Proliferationsrate und zum Ablosen der Zellen fithrt. Bei Konfluenz
verhielten sich die Zelllinien unterschiedlich. EC waren bei einer Zellschicht (,,mono-layer*) kon-
fluent. Weiteres Hinauszogern des Passagierens hatte zum Ablésen der Zellen und zur Unbrauch-

barkeit der Zellkulturflasche gefiihrt. Demgegentiber wachsen auch FB in mehreren Schichten

(,multi-layer®).

Abbildung 5.3: Phasenmikroskopische Aufnahmen von Zellkulturen in T175-Zellkulturflaschen.

(A) Konfluente EC-Zellschicht unter Ausbildung eines ,mono-layers®. (B) Konfluente FB-Schicht.

Durch den Trypsinierprozess losten sich die adharenten, konfluenten Zellen ab. Die enzymatische
Reaktion basierte auf der Spaltung extrazelluldrer Proteine. Dabei wurde der interzelluldre Kon-
takt getrennt und die Einzelzellen lagen in Suspension vor.

Zunéchst erfolgte die Reinigung der inneren Oberfliche der Kulturflasche mittels PBS. Dadurch
wurden abgeloste Zellen, Zellreste, Magnesium und FCS-haltiges Medium, welches den Trypsi-
nierprozess beeintriachtigen wiirde, ausgewaschen. Danach konnte das Trypsin auf den Boden der
Kulturflasche hinzugegeben werden. Das Trypsin fiihrte wahrend einer Inkubationszeit von 3 min

(bei EC) bzw. 5 min (bei FB) im Brutschrank zur Zellablosung. Klopfen der Kulturflasche gegen
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die Hand unterstitzte das Ablésen. Nach mikroskopischer Kontrolle der Zellablésung unter dem
Lichtmikroskop bewirkte die Zugabe des in M199 verdiinnten FCS (Mengenangaben siehe Tabelle
5.1) den Stopp der Reaktion. Durch mehrmaliges Pipettieren konnten die Zellen weiter vereinzelt
und die Zellsuspension in ein Zentrifugenrohrchen aufgenommen werden. Die Zellsuspension wurde
fir die Dauer von 5 min bei 500 G/min zentrifugiert. Anschlieffend konnte das resuspendierte
Zellpellet zur weiteren Proliferation auf eine grofiere Wachstumsflache ausgesit bzw. zur Lagerung

kryokonserviert werden.

Dokumentiert wurden die Zelllinie, deren Alter, die Passagenanzahl und der Zeitpunkt der Passage
(siehe Abb. 5.4). Fur die Versuche wurden EC aus der vierten Passage und FB aus der vierten
bzw. finften Passage verwendet. Die Dauer von der Isolation bis zur vierten Passage betrug
durchschnittlich bei EC 24 & 2 Tage und bei FB 40 + 3 Tage. Die Lebendzellzahl bei Konfluenz
in einer T175-Zellkulturflasche betrug fir FB 4,23 + 2,50 Millionen und fir EC 4,81 +

2,50 Millionen.

Die Volumina der verwendeten Reagenzien richtete sich nach der Gréfe der zu trypsinierenden

Kulturflasche (siehe Tabelle 5.1).

Kulturflasche
Losungen 10 cm
T12,5 T25 T175 :
Petrischale
PBS
. 6 ml 8 ml 14 ml 14 ml
(1 - 2 min)

Trypsin 1:20° 1,5 ml 9 ml 5 ml 5 ml

(EC: 3 min, FB: 5 min) 2 o o m
M199/FCSs? 7 ml/2 ml 7 ml/2 ml 9 ml/5 ml 9 ml/5 ml

Kulturmedium/Flasche 4 ml 7 ml 30 ml 10 ml

Tabelle 5.1: Tabelle zur Veranschaulichung der Reagenzien beim Trypsinieren.

Die Lisungen sind mit Inkubationszeit in min und das Volumen ist in ml angegeben.
* Verdunnung in PBS 1:20
b Die FCS-Menge entspricht der zu stoppenden Trypsinmenge.
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Fibroblasten
Petrischale 10 cm, 1 T25 cm?, 2 T175 cm?, 6 T175 cm?,
Passage 0 Passage 1, Passage 2, Passage 3,
19 + 2 Tage 26 + 1 Tage 34 + 4 Tage
Endothelzellen

wiw -
wiw

2 T12,5 cm?, 2 T175 cm?, 6 T175 cm?,
Passage 0, Passage 1, Passage 2,
Eiund E, 12 £ 2 Tage 17 + 2 Tage

Abbildung 5.4: Darstellung des Schemas zum Passagieren von EC und FB.

Angegeben sind die Grifse der Kulturflasche bzw. Petrischale und die Passagenanzahl sowie die
durchschnittliche Dauer von der Isolation bis zur jeweiligen Passage. [Bilder modifiziert nach
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, GER].

5.1.3 Kryopriservation

Falls keine anschlieBende Verarbeitung der Zellen erfolgte, wurden die Zellkulturen nach dem
Trypsinierprozess kryokonserviert. Das Zellpellet wurde dabei in einer Mischung aus 70% Kultur-
medium, 20% FCS und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, GER) aufgenommen. Da das fllissige DMSO zytotoxische Eigenschaften besitzt, sollte dieses
erst nach der Resuspension des Zellpellets im Kulturmedium/FCS-Gemisch hinzugegeben werden.
Nach Zugabe von DMSO und raschem Befiillen der Kryogefafie (Nunc GmbH & Co. KG, Langen-

selbold, GER) mit jeweils 1,5 ml konnten diese bei -80°C gelagert werden.
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Beim Auftauprozess diente ein Gemisch aus 8 ml M199 und 4 ml FCS zum Auftauen des Inhalts
eines Kryorohrchens. Der Inhalt des Kryoréhrchens wurde zunédchst im Wasserbad bei 37°C an-
getaut und durch anschlieBende Zugabe des M199/FCS-Gemisches vollstandig gelost. Die Zellsus-
pension wurde bei 500 G/min fiir die Dauer von 5 min zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet

wurde in Kulturmedium resuspendiert und danach in eine T175-Kulturflasche pipettiert.

5.2 Zellbesiedelung und Konditionierung

5.2.1 Aufbau des Polyurethan-Teflon-Geriists und Vorbereitung der Zelltriger

Als Zelltrager dienten synthetische PU-Scaffolds, welche auf Basis des elektrostatischen Spinnver-
fahrens (Elektrospinning) am Institut fiir Textil- und Verfahrenstechnik (ITV, Denkendorf, GER)
hergestellt wurden. Durch Elektrospinning kénnen Polymervliese mit einem Faserdurchmesser im
Mikro- und Nanobereich produziert werden [148, 149]: Von einer Diise aus wurde eine Polymerlo-
sung in ein elektrisches Feld gespriiht. Diese Losung bestand aus PU gelost in Chloroform. Unter
Einfluss des Spannungsfeldes wurde die Polymerlésung auf eine gegeniiber der Diise liegende Zy-
linderform bewegt. Nach Verdampfen des Chloroforms blieben die auf den Zylinder angelagerten
PU-Fasern in Form des PU-Schlauches zurtick. Der PU-Schlauch konnte von dem Zylinder gelost
und fiir anschlieBende Versuche verwendet werden. Bei der Auswahl der verwendeten PU-Schléu-
che wurde auf eine einheitliche Wanddicke (1 mm) und auf etwaige Schiaden des Materials geach-
tet. Geméf der Abbildung 5.5; A konnten aus den Schliauchen PU-Zylinder fiir die Besiedelung

zugeschnitten werden.
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h

Abbildung 5.5: PU-Zylinder und PU-Teflonkonstruktion fir die Besiedelung.

(A) Schematische Darstellung des PU-Zylinders. Innendurchmesser d = 3,8 cm und Héhe h =
2,0 c¢cm des Zylinders (wobei ca. 0,5 cm durch das spditere Annahen verdeckt wurden). (B) Dar-
gestellt ist der PU-Zylinder, welcher in dem Teflongeriist mittels Naht fixiert ist. Unter Versuchs-
bedingungen sind zwei PU-Zylinder in dem dargestellten Teflongerist angebracht.

Unter unsterilen Bedingungen erfolgte das Einndhen der PU-Zylinder in die Teflonhalterung (siehe
Abb. 5.5; B). Eine fortlaufende Naht mittels Supolene 3-0-Nahtmaterial (Resorba Wundversor-
gung GmbH & Co. KG, Niirnberg, GER) gewéhrleistete die Fixierung. Durch das Annéhen des
PUs an die Halterung wurden ca. 0,5 ¢m der Héhe des Zylinders verdeckt, folglich konnte mit
einer Héhe von 1,5 c¢m pro Zylinder gerechnet werden. Das Teflongeriist bestand aus einem oberen
und einem unteren Ring, welche tber vier Teflonstibe verbunden waren. An jeden Ring wurde
ein PU-Zylinder angenéht, sodass an einer Teflonhalterung zwei PU-Zylinder befestigt waren.

Anschliefend wurde die PU-Teflonkonstruktion mittels Formaldehydgas sterilisiert. In einem Vor-
versuch wurde die Bestandigkeit der PU-Struktur gegeniiber einer Gassterilisation untersucht

(siehe Anhang).
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5.2.2 Besiedelung

Die Besiedelung der PU-Zylinder mit FB (und EC) erfolgte vor den Konditionierungsprozessen.
Dabei wurde pro Zellbesiedelung eine Teflonhalterung mit zwei PU-Zylindern sowie eine Zellzahl
von 750.000 Zellen pro cm? Oberfliche des PU-Materials benotigt. Die benotigte Zellzahl konnte
in einem Vorversuch quantifiziert werden (siche Anhang). Fir die zu besiedelnde Innen- und
AuBenflache von insgesamt 31,10 em? pro PU-Zylinder (Innendurchmesser d = 3,3 cm; Hohe
h = 1,5 ¢cm) ergab sich eine Zellzahl von 23 Millionen. Somit bedurfte es 46 Millionen Zellen
(zwei PU-Zylinder) pro Besiedelungsvorgang. Bei der angenommenen Zellanzahl von 3 Millionen
Zellen pro 175 e¢m?*Zellkulturflasche entsprach dies mindestens 15 Zellkulturflaschen pro Besie-
delungsprozess. Unter Verwendung einiger Reserve-Kulturflaschen konnten die benétigten Zell-
kulturflaschen trypsiniert (siehe 5.1.2 — Abschnitt Trypsinierprozess) und das entstandene Zell-

pellet in moglichst wenig Kulturmedium resuspendiert werden.

Die Bestimmung der Zellzahl sowie eine Unterscheidung lebender und toter Zellen erfolgte in einer
Neubauer-Zahlkammer (Einweg-Zahlkammer C-Chip, Digital Bio, Korea iiber Biochrom AG).
Dabei wurden 10 pl Zellsuspension mit Trypanblau-Losung (0,4%ig, Sigma Aldrich Chemie
GmbH) im Verhéltnis 1:5 und 1:10 in einem Eppendorfréhrchen (Eppendorf AG, Hamburg, GER)
verdiinnt. Von jeder gut vermengten Verdiinnung wurden umgehend jeweils 10 pl in eine Zahl-
kammer pipettiert, wobei Kapillarkrifte die Suspension vollstandig in die Zahlkammer zogen. Die
lichtmikroskopische Zellquantifizierung erfolgte durch Auszdhlung und Beurteilung der Vitalitét
der Zellen. Hierbei erschienen vitale Zellen weifl und tote Zellen tiefblau, da diese den Farbstoff
Trypanblau aufgrund einer defekten Zellmembran aufnahmen. Anhand der Quantifizierung der
vitalen Zellen konnte das Volumen an Zellsuspension, welches flir den Besiedelungsvorgang beno-

tigt wurde, berechnet werden. Die Gesamtzellzahl der Zellsuspension ergab sich aus folgender

Zellzahl

Berechnung (siehe Tabelle 5.2): Gesamtzellzahl = -F-V-K

Zellzahl Gesamtzellanzahl in vier Grofiquadraten; Zellzahl/4 ergibt den Mittelwert der
Zellzahl eines Quadrates
F Verdiinnungsfaktor mit Trypanblau-Losung, bei 1:5 ist F = 5, bei 1:10 ist F = 10
\% Gesamtvolumen der Zellsuspension in ml

K  Kammerfaktor 10.000 (bezieht sich auf das Volumen eines Grofiquadrats)

Tabelle 5.2: Erlduterung der Formel.
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Der Besiedelungszylinder umfasste ein Gehéuse, welches oben und unten wasser- und luftdicht
verschlossen werden konnte (siehe Abb. 5.6; A). Am Boden des Gehéduses gewihrte eine rundliche
Fassung ausgekleidet mit einer Silikonmembran Einsicht in das Zylinderinnere. Dies gewahrleis-
tete die moglichst luftdichte Befilllung des Zylinders sowie die Beurteilung des Fiillungsdruckes.
Der abnehmbare Deckel des Gehauses war zur Beftllung des Zylinders mit einem Dreiwegehahn
versehen. Ein Gummiring an der duBeren Seite des Bodens stellte den Kontakt zur Platte des

Bioreaktors her.

Die Vorbereitung des Zellbesiedelungsvorgangs erfolgte unter sterilen Bedingungen. Zuvor wurde
der Besiedelungszylinder dampfsterilisiert. Nach Einsetzen der gassterilisierten PU-Teflonkon-
struktion in den Zylinder wurde zur Benetzung der inneren Oberflichen etwas Kulturmedium
eingefiillt. Das zuvor berechnete Volumen der Zellsuspension, welches die gewiinschte Zellzahl
enthielt, wurde in den Zylinder pipettiert und dieser anschliefend vollstandig mit Kulturmedium
iber den Dreiwegehahn aufgefiillt. Dabei war zu beachten, dass der befiillte und geschlossene
Besiedelungszylinder moglichst wenig Luft einschloss, was tiber die Silikonmembran beurteilt wer-

den konnte.

Der Besiedelungsbioreaktor (siehe Abb. 5.6; B) erlaubte eine dreidimensionale Besiedelung durch
Rotation des Zylinders. Wihrend einer Dauer von 24 Stunden alternierten eine statische Phase
von 30 min mit einer rotierenden Phase von 2,5 min. Damit konnte sichergestellt werden, dass
die Zellen sich von allen Seiten an das PU-Material anlagerten. Die statische Phase erlaubte ein

Absetzen der Zellen auf dem PU-Material.

Nach Abschluss des Besiedelungsvorgangs konnte die Teflonhalterung mit beschichtetem PU-
Material entnommen werden. Die im Kulturmedium verbliebenen Zellen, welche sich nicht an das
PU-Material anlagerten, wurden ausgezihlt (siehe Anhang). Somit konnten die auf dem PU-Ma-

terial anhaftenden Zellen berechnet werden (siehe Anhang).

Nach Entnahme von Proben zur Kontrolle der Beschichtung folgte die dreitdgige Ruhephase.

Dabei lagerten die beschichteten PU-Zylinder in einem mit Kulturmedium gefiillten Becherglas.

Nach der dreitigigen Ruhephase erfolgte die Einteilung der Versuchsgruppen. Es wurden vier
Gruppen G1 - G4 (n = 5) festgelegt (siehe Abb. 5.7). Die PU-Zylinder von zwei Gruppen (G3
und G4) wurden zusétzlich mit EC fir 24 Stunden besiedelt, gefolgt von einer statischen Kulti-
vierungsperiode von drei Tagen. Nach den Beschichtungsprozessen wurden die PU-Zylinder fiir

sieben Tage entweder statisch kultiviert oder dynamisch konditioniert.
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A 2cm B

Abbildung 5.6: Besiedelungsbioreaktor.

(A) PU-Teflonkonstruktion im Besiedelungszylinder. (B) Befiillter Besiedelungszylinder im Besie-
delungsbioreaktor.

5.2.3 Einteilung der Versuchsgruppen

Gruppen G (n = 5)

7d statisch (G1)
G 1 und 2: 24h FB —» 3d statisch
R 7d dynamisch (G2)

7d statisch (G3)
G 3 und 4: 24h FB — 3d statisch — 24h EC —» 3d statisch
7d dynamisch (G4)

Abbildung 5.7: Finteilung der Versuchsgruppen G1 - G4 (n = 5).

Der Stichprobenumfang in dieser Arbeit wurde mit n = 5 festgelegt. Diese Festlegung basiert auf
einem Kompromiss zwischen zeitlichem, materiellem sowie finanziellem Aufwand und einer Grup-
pengroBe, von welcher statistische Aussagen abgeleitet werden konnen. Ziel war somit eine mog-

lichst repréiisentative Stichprobe zu erreichen bei gegebenen Restriktionen in der Forschungspraxis.
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5.2.4 Konditionierungsbioreaktor und Ablauf des Konditionierungsprozesses

Den Beschichtungsprozessen und der Ruhephase folgte je nach Gruppeneinteilung die statische

Kultivierung oder dynamische Konditionierung der PU-Zylinder.

Fiir die dynamische Konditionierung wurde die PU-Teflonkonstruktion in einen Konditionierungs-
bioreaktor (siche Abb. 5.8; B) eingespannt, welcher in Kooperation mit dem Lehrstuhl fiir Medi-
zintechnik der Technischen Universitat Miinchen entwickelt und bereits fiir weitere Studien ver-

wendet wurde [150].

Das Prinzip des Konditionierungsbioreaktors war, einen pulsatilen Fluss zu generieren, um mog-
lichst physiologische Flussbedingungen nachzuahmen. Die auf dem PU-Material angesiedelten
Zellen wurden so Scherstress ausgesetzt. Der Konditionierungsbioreaktor setzte sich aus drei Funk-
tionskomplexen zusammen bestehend aus einer Steuereinheit am Computer zum Monitoring der
Konditionierungsbedingungen, einer Antriebseinheit mit Pumpe zum Aufbau des pulsatilen Flus-
ses und einer sterilisierbaren Konditionierungseinheit (siche Abb. 5.8; B). Die Konstruktion des
Bioreaktors erlaubte die langerfristige Konditionierung im Brutschrank unter kontinuierlicher

makroskopischer Beobachtung und Kontrolle durch die Steuereinheit.

In der Konditionierungseinheit hatten die Zellen nur Kontakt zu atoxischen Materialien wie
Acrylglas (Polymethylmethacrylat), Teflon® (Polytetrafluorethylen) und Gummi, sodass eine Zell-
toxizitdt und Reaktion der Stoffe auszuschliefen war. Fir sterile Bedingungen war erstens die
dichte Konditionierungseinheit und zweitens deren Gassterilisation notwendig. Die Konditionie-
rungseinheit bestand aus einem dreiteiligen Aufbau. Der untere Teil stellte iber einen Schlauch
eine Verbindung zur Antriebseinheit her und war zum mittleren Teil iiber eine Silikonmembran
getrennt. Der mittlere, mit Medium befiillte Teil umfasste die PU-Teflonkonstruktion, wobei die
tubuldre PU-Struktur so fixiert wurde, dass der breitere, eingendhte PU-Anteil nach unten zeigte.
Uber Dreiwegehihne konnte ein steriler Mediumaustausch erfolgen. Der obere Teil der Einheit
stellte {iber den mit Sterilfiltern versehenen Deckel eine Verbindung zur Umgebungsluft her und

ermoglichte damit den Austausch von CO, und O..
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Die Antriebseinheit lenkte die Kolbenstange aus. Diese Auslenkung erzeugte einen wiederkehren-
den LuftstoB/-sog, welcher tiber den Schlauch die Konditionierungseinheit erreichte. In der Kon-
ditionierungseinheit fithrte der Luftsto/-sog zu dem Heben und Senken der Silikonmembran, was
zu einem pulsatilen Fluss des im mittleren Teil befindlichen Mediums fithrte. Uber die Steuerein-
heit am Computer konnte das Minuten- und Schlagvolumen durch Einstellung der Pulsfrequenz

und der Auslenkung des Kolbens geregelt werden.

Die dynamische Konditionierung erfolgte fiir sieben Tage im Bioreaktor. Die Konditionierungs-
einheit konnte nach Sterilisation unter der ,Lamina Flow" steril montiert werden. Nach Einsetzen
der PU-Teflonkonstruktion in den mittleren Teil der Konditionierungseinheit wurde diese mit
350 ml FB- oder EC-Medium befiillt und in den Brutschrank gesetzt. Anschliefend wurden die
Konditionierungs-, Antriebs- und Steuereinheiten miteinander verbunden. Die dynamische Kon-
ditionierung teilte sich in zwei Phasen auf. Wahrend den ersten drei Tagen betrug die Pulsfrequenz
36 Schlége/min bei einer Flussrate von 690 ml/min. Ab dem dritten bis zum siebten Tag wurde
die Pulsfrequenz auf 60 Schlage/min bei einer Flussrate von 2.100 ml/min erhoht. Das Schlagvo-
lumen konnte somit von 19,2 ml auf 35,0 ml erhéht werden. Gleichzeitig konnte am dritten Tag

die Halfte des Zellmediums ausgetauscht werden (175 ml).

Fir die statische Kultivierung inkubierte die PU-Teflonkonstruktion fiir sieben Tage in dem mit
Medium befiillten, sterilen Becherglas (siche Abb. 5.8; A). Nach Einfiillen von 350 ml FB- oder
EC-Medium und Einsetzen der PU-Teflonkonstruktion konnte das Becherglas in den Brutschrank

gesetzt werden. Nach drei Tagen wurde das Medium zur Hélfte ausgewechselt (175 ml).

Direkt im Anschluss an die Kultivierungsperiode wurde der pH-Wert unter Verwendung eines pH-
Meters (WTW, Weilheim, GER) in den Medien des Konditionierungsbioreaktors sowie des Be-

cherglases gemessen.
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Abbildung 5.8: Statische Kultivierung und dynamische Konditionierung.

(A) Die statische Kultivierung fiir sieben Tage fand in einem mit Medium befillten, sterilen
Becherglas statt. Der Gasaustausch konnte vber die am Deckel angebrachten Filter sichergestellt
werden. In der Abbildung ist ein PU-Zylinder nach Probenentnahme im Zellmedium dargestellt.
(B) Konditionierungsbioreaktor mit Pumpeinheit. Der von der Pumpe erzeugte Luftstof3/-sog
wurde tber einen Schlauch an die Membran in der unteren Finheit des Bioreaktors tibertragen.
Das Auslenken der Membran mobilisierte das dariber befindliche Medium. Daraus resultierte ein
Heben und Senken des Mediums.

5.3 Rasterelektronenmikroskopie

5.3.1 Allgemeines

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen dienten der Morphologiebeurteilung der Probenober-

flache.

Die REM ist eine bildgebende Methode, die Proben durch einen fokussierten Elektronenstrahl in
hoher Auflosung darstellen kann. Um biologische Strukturen unter Erhalt deren Oberflachenei-
genschaften abbilden zu konnen, bedarf es der Aufarbeitung der Proben. Diese miissen zunéchst
chemisch fixiert, anschlieBend entwissert, getrocknet und zur verbesserten Leitfahigkeit beschich-

tet werden, damit eine hohe Abbildungsqualitét gewéhrleistet ist (siehe Abb. 5.9).

Die chemische Fixierung der Proben mittels Glutaraldehyd bewirkt die Konservierung der biolo-
gischen Strukturen, indem es die Proteine untereinander vernetzt und damit organische Prozesse
stoppt. Somit bleibt die Beschaffenheit der Proben vom Zeitpunkt der Entnahme bis zur weiteren

Verarbeitung und dartiber hinaus stabil.
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Die Entwisserung der Proben im Anschluss an die Fixierung kann mittels einer aufsteigenden
Alkoholreihe erfolgen. Im Vakuum des Rasterelektronenmikroskops wiirden wasserhaltige Proben
durch die Verdampfung des Wassers beschadigt werden, weshalb die Proben entwéssert und zu-
nehmend mit Ethanol versetzt werden. Ethanol wird zudem angewandt, da es sowohl in Wasser

als auch COs l6slich ist.

Die Trocknung mittels Kritisch-Punkt-Trocknung (KPT) gewéhrleistet die schonende Verarbei-
tung der Proben. Am kritischen Punkt besitzt ein Stoff sowohl in der fliissigen als auch in der
gasférmigen Phase die gleiche Dichte. Beim Ubergang zwischen den beiden Phasen am kritischen
Punkt entstehen keine Oberflachenspannungen, welche das Material beschadigen konnten. Das
flissige Ethanol wird fiir diesen Prozess zunehmend durch Kohlendioxid (CO;) ersetzt, da Tem-
peratur (243,1°C) und Druck (63,8 bar) von Ethanol am kritischen Punkt nicht praktikabel sind.
Der kritische Punkt von COs liegt bei 31°C und 73,8 bar. Zunéchst wird in der Druckkammer des
KPT-Gerats nach vollstindigem Austausch des Ethanols mit CO, die Temperatur erhoht, wo-
durch sich auch der Druck erhéht. Sobald beide Werte oberhalb des kritischen Punktes liegen,
liegt das CO, flissig und gasformig vor. Anschliefend wird der Druck bei gleichbleibender Tem-
peratur langsam reduziert. Nach Erreichen des Umgebungsdruckes kénnen die getrockneten Pro-
ben entnommen werden. Besonders bei zu rascher Drucksenkung kann es durch die beschleunigte

Ausgasung zu Rissen in der Oberfliche der Proben kommen.

Nach Trocknung der Proben besitzen diese keine elektrische Leitfahigkeit mehr, weshalb die Be-
schichtung mit einem leitfahigen Stoff notwendig ist. Dabei wird die Oberflache der Proben mit
einer diinnen Schicht Gold besputtert. In dem Hochspannungsfeld werden Argonatome unter Va-
kuumbedingungen beschleunigt und ionisiert. Diese lonen treffen auf die Goldkathode, aus welcher
sie Goldatome herauslésen. In Form eines Goldnebels lagern sich diese Atome auf den Proben ab
und bilden eine diinne, gleichméBige Schicht auf der Probenoberfliche. Im REM werden aus der
goldbeschichteten Oberfliche Elektronen gelost, wodurch das kontrastreichere und schérfere Ab-

bild entsteht.

Die Abbildung der Proben erfolgt am Rasterelektronenmikroskop, indem die aus der Probenober-
fliche gelosten Elektronen detektiert werden. Zunéchst werden Elektronen an der Glithkathode
emittiert und in dem elektromagnetischen Feld beschleunigt. Durch Biindelung der emittierten,
energiegeladenen Elektronen wird der Elektronenstrahl erzeugt. Dieser Elektronenstrahl wird ras-

terartig iiber die Probenoberfliche gefiihrt, wobei Elektronen aus der Probenoberfliche gelost
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werden. Die Detektion dieser gelésten, sogenannten Sekundérelektronen (SE) ergibt das vergro-

Berte Abbild der Probenoberfliche.

( N\
Entnahme und Zuschnitt des
‘ beschichteten PU-Materials

T N
Chemische Fixierung mittels
Glutaraldehyd

S N
Aufsteigende Alkoholreihe zur
Entwiésserung der Proben

S \

Kritisch-Punkt-Trocknung (KPT)

/7 N

Besputtern der Proben mit Gold,
um die Proben leitfahig zu machen

. J
— N
REM

‘ SE-Detektion
(. /

Abbildung 5.9: Prozess der Probenaufbereitung fir die REM.

5.3.2 Fixierung der Proben

Nach Entnahme der Proben wurden diese anschlieBend in FIX-II-Lésung (aus 912 ml Ampuwa,
Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, GER; 86 ml Glutaraldehyd 25%, Sigma Aldrich Chemie
GmbH; 11,3 g Natrium-Cacodylat Trihydrat, Sigma Aldrich Chemie GmbH; 1,5 ml HCI (1 N),
Sigma Aldrich Chemie GmbH) fixiert. Bis zur weiteren Probenvorbereitung konnten die fixierten
Proben bei 4°C in FIX-II-Losung gelagert werden. Die Fixierungszeit betrug mindestens 1 - 2

Tage, um eine Fixierung der gesamten Dicke des Probenmaterials sicherzustellen.

5.3.3 Aufsteigende Alkoholreihe

Zur Entwésserung der Proben wurden diese mit aufsteigenden Alkoholkonzentrationen versetzt.
Dabei schwammen die Proben jeweils 10 min bei Raumtemperatur in 30, 50, 70, 90 und 96%igem

Ethanol. Nachfolgend wurden die Proben in gekiithlten (-20°C) 99,9%igen Ethanol tberfiihrt.
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5.3.4 Kritisch-Punkt-Trocknung

Die Proben wurden in den Innenraum der mit 99,9%igem Ethanol befiillten Kammer gesetzt und
diese verschlossen. Nachdem die Temperatur innerhalb der Kammer auf 8°C gesunken war, er-
setzte das eingebrachte, flissige CO, schrittweise das Ethanol. Zwischen den einzelnen Durchgén-
gen erfolgten Pausen von 1 - 2 min, damit das COs in die Proben eindringen konnte. Wahrend
des gesamten Prozesses waren die Proben stets vollstindig mit Flissigkeit umgeben. Im Anschluss
an den zehnten Durchlauf wurde die Kammer auf 42°C erwdrmt, wahrend der Druck zeitgleich
auf ca. 80 bar anstieg. Nach Erreichen des kritischen Punktes von CO, lag dieses im fliissigen und
gasférmigen Zustand vor. Uber ein Ventil wurde das CO, langsam abgelassen und der Druck in
der Kammer sank. Dieser Vorgang verlief kontrolliert {iber einen Zeitraum von ca. 60 min. Dem
Trocknungsvorgang anschlieBend konnten die Proben auf Metallhalter befestigt werden. Dafiir

wurden die Proben zweigeteilt und eine Unter- und Oberseite auf einem Halter festgeklebt.

5.3.5 Sputtern

Die Goldbeschichtung der Proben erfolgte im Sputter Coater (Bal-Tec SCD 050, Bal-Tec GmbH,
Witten, GER). Hierfiir wurden die Probenhalter in die Kammer des Gerats eingesetzt und an-
schlieBend Luft gegen reines Argongas ausgetauscht. Nach Herstellung eines Vakkums in der
Kammer erfolgte iiber einen Zeitraum von 180 s die Goldbeschichtung der Proben. Nach Beliif-

tung der Kammer konnten die Proben entnommen werden.

5.3.6 REM-Bildgebung

Die mikroskopische Bildgebung fand im Rasterelektronenmikroskop statt (Zeiss evo LS10, Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Jena, GER). Nach Einsetzen der Proben in die Kammer des Mikroskops
wurde ein Vakuum von 5 - 10? mbar aufgebaut. Die Sekundérelektronen (SE) konnten iiber den
SE-Detektor registriert werden. Die Darstellung und Analyse der Bilder erfolgte digital am Com-

puter.
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5.4 LD-, Immunfluoreszenz- und histologische Farbungen

5.4.1 Allgemeines

Um die Zellvitalitat, Zellbeschichtung sowie die Ausbildung von EZM-Bestandteilen durch Kulti-
vierungs- und Konditionierungsprozesse beurteilen zu kénnen, wurden Live/Dead®- (LD), Im-

munfluoreszenz- (IF) und histologische Farbungen durchgefiihrt.
Zur Erfassung der Zellvitalitdt wurde die LD-Farbung durchgefiihrt.

Die IF-Methoden dienen der mikroskopischen Darstellung von Zell- und Gewebestrukturen, wie
Proteinen. Das Prinzip des Nachweises beruht auf der Antigen-Antikorperreaktion. Dabei bindet
ein Primdrantikorper spezifisch an die nachzuweisenden Gewebebestandteile (Epitop). Ein Sekun-
darantikorper, welcher bei der IF mit dem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, geht in der zweiten
Inkubationszeit eine Bindung mit dem Primérantikorper ein. Durch diese Methode wird die Ge-
webestruktur indirekt dargestellt. EC konnten mit vWF- (von-Willebrand-Faktor) und FB mit
TET7-Farbungen fluoreszenz-markiert dargestellt werden. Zum Nachweis von EZM-Proteinen er-

folgten IF-Féarbungen von Elastin und Fibronectin.

Die histologische Pikrosiriusrot-Farbung stellte den EZM-Bestandteil Kollagen dar.

5.4.2 LD-Farbung

Die LD-Farbung konnte direkt im Anschluss an die Probenentnahme durchgefithrt werden. Da
hierbei vitale und tote Zellen gleichermafien angefarbt werden sollen, war eine Probenfixierung in
Formalin nicht notwendig, sondern wiirde zu einem Absterben aller vitaler Zellen fithren. Nach
einer kurzen Lagerung in M199 zur Vermeidung des Austrocknens der Probe konnte diese in einer
12-Well-Platte (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, GER) platziert werden. Die Farbung er-
folgte mittels der Farbstoffe Syto9 (Life Technologies GmbH, Darmstadt, GER) fiir vitale Zellen
und Propidiumjodid (Sigma Aldrich Chemie GmbH) fiir tote Zellen. In 0,5 ml EC-Medium konn-
ten 0,5 nl Syto9 und 1 pl Propidiumjodid verdiinnt werden. Die Farbstoff-Mischung wurde direkt
auf die PU-Probe gegeben, welche unverziiglich unter dem Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, GER) dargestellt wurde. Dabei erfolgte eine Begutachtung beider Ober-
flichen des PU, um etwaige Unterschiede zu erkennen: Die Innenseite stellte die konkave Seite,

die AuBenseite die konvexe Seite des PU-Zylinders dar.
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5.4.3 Probenfixierung

Fur die IF- und histologischen Farbungen wurden die Proben nach Entnahme umgehend in 4%iger
Formalinlésung (Roti-Histofix 4%, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER) fixiert und darin bis zur
weiteren Verarbeitung mindestens 1 - 2 Tage bei Raumtemperatur gelagert. Somit konnte eine

ausreichende Fixierung des Probenmaterials gewahrleistet werden.

5.4.4 Schnittpriparation

Um mikroskopische Diinnschnitte anfertigen zu koénnen, bedarf es einer Einbettung der Proben in
geeignetes, schneidbares Material wie Paraffin (siehe Abb. 5.10). Die fixierten Proben wurden in
Einbettkassetten gelegt und fiir die Dauer von 2 min in filtriertem Hamalaun (Carl Roth GmbH)
angefirbt. Diese Féarbung erleichterte die nachfolgende Handhabung durch die Markierung der
Proben im farblosen Paraffinblock. Das Einbettmedium Paraffin (Carl Roth GmbH) ist hydro-
phob, weshalb zunéichst eine Entwéisserung mittels aufsteigender Alkoholreihe und Inkubation in
Xylol (Carl Roth GmbH) erfolgte. Xylol lasst sich sowohl in Alkohol als auch Paraffin 16sen und
eignete sich als Zwischenmedium. Das Paraffin wurde zusammen mit der Probe in die Gussform
gegeben und erstarrte anschliefend bei Raumtemperatur. Die in den Paraffinblocken enthaltenen
Proben konnten folgend am Mikrotom geschnitten werden. Die Schnitte wurden in einer Dicke
von 5 pm angefertigt und aus dem mittleren Teil der Probe entnommen. Nach dem Schneiden
wurden die Schnitte im Wasserbad gestreckt und auf mit Eiweifl eingestrichene Objekttrager

gezogen. Die Schnitte trockneten anschliefend bei 40°C im Wéarmeschrank fiir 24 Stunden.
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Abbildung 5.10: Ablauf der Probenvorbereitung fiir IF- und histologische Farbungen.

5.4.5 Immunfluoreszenz

Vor den Farbungsprozessen mussten die Schnitte mittels Xylol entparaffiniert werden, da das
hydrophobe Paraffin die Antikérperbindungsstellen (Epitope) blockieren wiirde. Nach einer 30-
minttigen Inkubation im Warmeschrank bei 50°C (Schmelzen des Paraffins) sind die Schnitte fiir
30 min in Xylol inkubiert worden. Anschliefend erfolgte die Wasserung der Schnitte durch die
absteigende Alkoholreihe (100%, 96%, 70%). Dabei inkubierten die Schnitte pro Alkoholkonzent-
ration zweimal je 4 min. Die Schnitte konnten abschliefend in Ampuwa vom restlichen Alkohol

gewaschen und in PBS gepuffert werden.

Nach der Entparaffinierung wurden die Zellmembranen mittels der Detergenslosung aus 10% FCS,
2% bovinem Serumalbumin (BSA; Sigma Aldrich Chemie GmbH) und 0,5% TritonX-100 (Sigma
Aldrich Chemie GmbH) in PBS permeabilisiert. Dies erfolgte bei Raumtemperatur tiber eine
Dauer von 30 min. Damit konnten im Féarbeprozess die Antikorper in das Zellinnere gelangen.

Ein Waschvorgang mit PBS reinigte anschliefend die Schnitte von FCS.

Durch die initiale Formalinfixierung wurden Proteine quervernetzt, was zur teilweisen Verdande-
rung der Epitope bzw. Antigene gefithrt hat. Damit die Antikorper in der Farbung die Gewebs-

antigene erkannten, mussten letztere freigelegt bzw. demaskiert werden. Hierfiir wurde bei den
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einzelnen Farbungen unterschiedlich demaskiert. Die Antigen-Demaskierung bei Proben zur De-
tektion von Elastin und Fibronectin erfolgte mittels Proteinase K (Dako GmbH, Glostrup, DK)
fiir 6 min bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer. Zur Detektion von TE-7 wurde mit
erhitzter EDTA-Losung (0,5 M Na,EDTA, Sigma Aldrich Chemie GmbH, 10 pl ml in 5 ml Am-
puwa) bei einem pH-Wert von 8 und zur Detektion von vWF mit erhitztem Citratpuffer (450 ml
Acqua destillata + 41 ml 0,1 M Natriumcitrat Dihydrat, Sigma Aldrich Chemie GmbH + 9 ml
Zitronensdure, Carl Roth GmblI) bei einem pH-Wert von 6 fiir jeweils 14 min demaskiert. Nach
einem kurzen Waschgang in PBS inkubierten die Schnitte in 10% FCS und 4% BSA in PBS fiir
15 min zur Inaktivierung des Demaskierungsprozesses. Die Inkubation mit den Primarantikérpern
erfolgte iiber 24 Stunden bei 4°C: Anti-Elastin (Abcam plc, Cambridge, England), Anti-Fibronec-
tin (Sigma Aldrich Chemie GmbH), Anti-TE-7 (Anti-FB, Millipore Corporation, MA, USA) und
Anti-vWF (Anti-von-Willebrand-Faktor bzw. Anti-EC, Sigma Aldrich Chemie GmbH) wurden
jeweils in PBS mit 10% FCS und 4% BSA im Verhiltnis 1:200 angewandt. Zur Darstellung der
Antigen-Antikorperkomplexe konnte am Folgetag nach einem Waschgang mit PBS von 15 min
der Sekundarantikorper aufgetragen werden. Da diese Antikérper mit dem fluoreszierenden Stoff
gekoppelt sind, welcher unter Lichteinfluss an Leuchtintensitit abnimmt, wurde wéahrend den
folgenden Arbeitsschritten im Dunkeln gearbeitet. Die Sekundarantikorper Esel-Anti-Maus IgG
H&L Alexa Fluor 555 (Abcam plc, Cambridge, England) fir Elastin und TE-7 sowie Ziege-Anti-
Kaninchen IgG H&L CF488A (Sigma Aldrich Chemie GmbH) fiir Fibronectin und vWF wurden
im Verhiltnis 1:200 in PBS mit 10% FCS und 4% BSA verdiinnt. Die Schnitte inkubierten fiir
90 min bei Raumtemperatur. Gefolgt von dem Waschgang in PBS wurden die Zellkerne unter
Verwendung einer DAPI-Gebrauchslésung (Sigma Aldrich Chemie GmbH), 1:1000 in PBS ver-
dinnt, angefdrbt. Anschlieend an den Waschvorgang mit PBS konnte mit Hilfe einer Sudan-
schwarz-Losung (0,3% Sudanschwarz, Carl Roth GmbH, in 70% Ethanol) das Hintergrundleuch-
ten reduziert werden. Im Anschluss an das Eindecken der Objekttrager (Mounting Medium, Ibidi

GmbH, Miinchen, GER) wurden die Schnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop dargestellt.

5.4.6 Histologische Farbung

Der Nachweis von Kollagen erfolgte histologisch mittels der Pikrosiriusrot-Farbung (Farbekit von
Morphisto GmbH, Frankfurt, GER). Hierbei wurde geméfi den Herstellerangaben vorgegangen.

Nachdem die Schnitte im Warmeschrank bei 50°C fiir 30 min inkubierten, wurden sie mit Xylol
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entparaffiniert. Die Wésserung der Schnitte konnte anschlieBend mit der absteigenden Alkohol-
reihe (96%, 80%, 70%, 60%) und dem Spiilschritt in Ampuwa erreicht werden. Zunéichst wurden
mittels eines Farbevorgangs in Weigerts Eisenhdmatoxylin die Zellkerne angefarbt. Waschschritte
in destilliertem und nicht-destilliertem Wasser dienten der Spiilung und Blduung. Im Anschluss
inkubierten die Schnitte eine Stunde im Pikrosiriusrot-Féarbemittel. AbschlieBend erfolgten Spiil-
gange in 30%iger Essigsdure und eine Entwésserung mit 96%igem Ethanol, Isopropanol und Xylol.
Schliefllich wurden die Objekttriger mittels Eindeckmedium (Leica GmbH, Wetzlar, GER) und
Deckglasern (Thermo Fisher Scientific, Gerhard Menzel B.V. & Co .KG, Braunschweig, GER)
eingedeckt. Uber das Lichtmikroskop Leica DMR, der Farbkamera Leica DC200 und dem Bild-
verwaltungsprogramm Leica Image Manager 50 lieflen sich die Schnitte darstellen und dokumen-

tieren.

5.5 Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (rt-PCR)

5.5.1 Allgemeines

Die Methode der rt-PCR, wurde angewandt, um die relative Menge bestimmter EZM-Proteine zu
definierten Zeitpunkten zu ermitteln. Uber Quantifizierung der amplifizierten cDNA (complemen-
tary DNA) konnen Riickschliisse auf die Syntheseaktivitat der Zelle und Expression bestimmter

Proteine gezogen werden.

Nach Isolation der intrazelluliren RNA aus dem Probenmaterial und der Transkription von RNA

in einstrangige, stabilere cDNA konnte die Amplifikation der cDNA mittels PCR, erfolgen.

Die Detektion der amplifizierten DNA-Fragmente ist mittels des fluoreszierenden Farbstoffes
SYBR. Green I moglich, welcher sich an Doppelstrang-DNA anlagert. Bei einer Wellenldnge von
A = 494 nm absorbiert die DNA-Farbstoff-Verbindung blaues Licht und emittiert griines Licht
bei A = 521 nm. Da das Fluoreszenzsignal mit der Menge an Doppelstrang-DNA korreliert, kann

uber den Zeitverlauf der PCR eine Zunahme der Fluoreszenz verzeichnet werden.

Die Analyse der cDNA-Amplifikation liefert idealerweise einen charakteristischen Verlauf: Nach
den reaktionstrigen ersten Zyklen der PCR wird ab einer bestimmten Zyklenzahl ein exponenti-
eller Anstieg des Fluoreszenzsignals verzeichnet. Dabei iiberschreitet die Fluoreszenz erstmals die
Hintergrundfluoreszenz. Diese Schnittstelle zwischen gemessener Fluoreszenz und Hintergrundflu-

oreszenz korreliert mit einer bestimmten Anzahl an Replikationszyklen. Der Zyklus, ab welchem
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die exponentielle Zunahme an Fluoreszenz zu verzeichnen ist, ist der sogenannte Threshold oder
Ct-Wert (Ct = engl. cycle threshold; Schwellenwert-Zyklus). Der Ct-Wert ist quantifizierbar und
dient als Rohwert der weiteren Berechnung. Im weiteren Verlauf der PCR tiberschreitet die Menge
der Produkte die der Edukte und die Reaktion sistiert. Somit ist nur in der zweiten Phase, der

exponentiellen Zunahme an DNA, die Reaktion quantifizierbar.

Gemessen wurden Parameter des EZM-Aufbaus wie ol-Kollagen Typ I, al-Kollagen Typ 1V,
Elastin, Fibronectinl, ol-Laminin und Hyaluron-Synthase2. Weiterhin konnten Inflammations-
parameter wie Interleukin-1la und Interleukin-8 erfasst werden. Als Referenz dienten GAPDH und
B-Actin als sogenannte ,,Housekeeping-Gene”. Diese Gene werden konstant in der Zelle exprimiert.
Das Verhaltnis der Fluoreszenzsignale von Ziel-DNA zu GAPDH erméglicht eine Einschéitzung

der Syntheseleistung der Zelle fiir die gesuchten Parameter.

5.5.2 Probenverarbeitung und Lagerung

Die entnommenen Proben wurden in Kryogefafie (Nunc GmbH) gelegt und umgehend in flissigem

Stickstoff schockgefroren. Bis zur Weiterverarbeitung lagerten die Proben bei -80°C.

5.5.3 RNA-Isolation

Die Isolierung von RNA aus den gefrorenen Proben erfolgte mithilfe eines RNA-Isolierungs-Kits
(RNeasy Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden, GER; Protokoll RNeasy Plus Mini Handbook, 09/2010,
S. 17 - 22). Um die intrazellular gelegene RNA fiir nachfolgende Prozesse zugénglich zu machen,
war zunichst die Lyse der Zellmembranen notwendig. Dies konnte mit dem Lysepuffer erreicht
werden, welchem 2-Mercaptoethanol (Carl Roth GmbH) und Reagent DX Antifoam (Qiagen
GmbH) zugesetzt wurden. Das Probenmaterial wurde mit dem Lysepuffer versetzt und gut ge-
mischt. Das entstandene Lysat aus Pufferlosung, Zellen und Zellbestandteilen wurde anschlieBend
unter Durchfithrung mehrerer Waschschritte gereinigt, sodass die RNA befreit von Zellresten vor-

lag.

Im Anschluss wurde die RNA in Wasser eluiert. Zur Bestimmung der RNA-Konzentration im
Photometer (BioPhotometer 6131, Eppendorf AG) wurde die RNA in Tris-HCl-Puffer gelost.
Durch die Konzentrationsbestimmung konnte bei der nachfolgenden Umschreibung der RNA in
c¢DNA fiir jede Probe eine definierte Menge RNA eingesetzt werden. Die Reinheit der RNA konnte

iber die Messung des Verhéltnisses photometrischer Absorption (260 nm zu 280 nm) ermittelt
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werden. Zusétzlich erfolgte eine Qualitdtskontrolle der RNA mittels Gelelektrophorese (siehe An-

hang). Die gereinigte RNA wurde bei -80°C fiir maximal einen Tag gelagert.

5.5.4 Reverse Transkription

Die Umschreibung der RNA in ¢cDNA (reverse Transkription) wurde méglichst rasch nach der
RNA-Isolation durchgefiithrt, da die instabile RNA durch RNasen abgebaut wird. Hierfiir wurde
nach dem Herstellerprotokoll vorgegangen (RT? First Strand Kit, Qiagen GmbH; Protokoll RT?
Profiler PCR Array Handbook, 06/2013, S. 27/28). Die einzusetzende Menge an RNA-Ldsung
konnte mithilfe der Konzentrationsbestimmung berechnet werden. Pro Probe wurde 0,8 pg RNA
verwendet. Zunichst wurde die RNA-Menge mit dem Puffer GE versetzt und bei 42°C inkubiert,
um DNA-Reste zu entfernen. Im Anschluss erfolgte die Umschreibung der RNA durch Inkubation
der RNA in einem Reverse-Transkription-Mix bei 42°C fiir 15 min und folgend bei 95°C fiir 5 min.

Die nun einstrangig vorliegende, in Wasser verdiinnte cDNA wurde bei -20°C zwischengelagert.

5.5.5 Real-Time PCR

Die Amplifikation der ¢cDNA erfolgte nach Herstellerprotokoll (RT? Profiler PCR, Array Hand-
book, 06/2013, S. 38 - 41). Die Auswahl der zu bestimmenden Genen und den entsprechenden
Primern wurde kundenspezifisch festgelegt. Zur Vorbereitung wurden der 2xRT? SYBR Green
ROX FAST Mastermix (Qiagen GmbH) mit der aufgetauten ¢cDNA-Loésung sowie RNase freiem
Wasser angesetzt. Der Mastermix bestand aus Nukleotiden, SYBR, Green I Fluoreszenzfarbstoff,
ROX Referenzfarbstoff, Tag-Polymerase und PCR-Puffer. Der ROX-Farbstoff ermoglicht auftre-
tende Fehler im Verarbeitungsprozess wie Pipettierfehler auszugleichen und diese Verédnderungen
zu normalisieren. Pro PCR-Tube konnte eine cDNA-Menge von 20 pl eingesetzt werden. Nach
Aktivierung der hitzestabilen Tag-Polymerase bei einer Temperatur von 95°C fiir 10 min folgte
der Amplifikationsprozess. Dieser Prozess umfasste insgesamt 40 Zyklen, wobei wahrend einem
Zyklus zunéchst die Doppelstrang-DNA bei 95°C fiir 15 s in Einzelstringe getrennt wurde. Bei
anschliefend 60°C fir 30 s erfolgte die Anlagerung der Primer an komplementare Sequenzen des
DNA-Einzelstranges sowie die Amplifikation des DNA-Stranges. Die Primer markierten dabei den
spezifischen, zu amplifizierenden Bereich, indem sie als Startpunkt fiir DNA-polymerisierende En-
zyme dienten. Anschliefend begann ein weiterer Zyklus. Die Analyse des PCR-Vorgangs konnte
durch die Detektion der Fluoreszenzsignale iiber die Zyklenanzahl erfasst werden. Die Zahlenwerte

wurden mittels der von Livak et al. beschriebenen Methode analysiert [151].
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5.6 Auswertung

5.6.1 Semiquantitative Auswertung

Die Auswertung der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen sowie der LD-, IF- und
histologischen Farbungen erfolgte semiquantitativ. Hierfur wurde eine Einteilung in die Katego-
rien deutlich vorhanden (++), vorhanden (+) und nicht vorhanden (-) vorgenommen (siche Ta-
bellen 6.1 bis 6.5). Die mikroskopische Begutachtung und folgend semiquantitative Einteilung der
Proben wurde anonymisiert, verblindet und individuell von drei wissenschaftlichen Mitarbeitern

durchgefiihrt.

5.6.2 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Der Vergleich zwischen
zwei Gruppen erfolgte mithilfe des ungepaarten t-Tests bei ungleichen Varianzen und einseitiger

Testung. Als Signifikanzniveau wurde a = 0,05 festgelegt.
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6 Ergebnisse

6.1 Topographische Auswertung

6.1.1 Unbeschichtetes Polyurethan

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von unbeschichtetem PU-Material dienten als Kon-

trollgruppe zum Vergleich mit besiedeltem PU.

Das unbeschichtete PU zeigt eine gleichméaBige, netzartige Oberflache von poréser Beschaffenheit.
Vereinzelt sind Ansammlungen der Fasern zu sehen, welche produktionstechnisch bedingt durch
das Aufsprithen der Fasern entstehen koénnen. In hoher Auflésung stellen sich die quervernetzten,

feinen Fasern dar, welche in Lange und Durchmesser (6,47 + 2,01 pm) variieren. Die Fasern zeigen

keine Ausrichtung in eine bestimmte Richtung (siehe Abb. 6.1).

Abbildung 6.1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von unbeschichtetem PU-Material.

(A) Die Oberfliche des PUs stellt sich netzartig mit poréser Textur dar. Die ungerichteten Fasern
sind gleichmafig verteilt und untereinander vernetzt. (B) Feine, grofienvariante Fasern mit ver-
einzelten, produktionsbedingten Ansammlungen.
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6.1.2 Polyurethan-Scaffolds nach Zellbesiedelung

Nach der Besiedelung mit FB und anschlieBender dreitdgiger Ruhephase ist die PU-Oberflache
von einer konfluenten Zellschicht bezogen (siehe Abb. 6.2; A). Die FB sind gleichméfig verteilt
und zu einem ebenen Uberzug verbunden, sodass die faserige PU-Oberflichenstruktur nicht mehr
erkennbar ist. Allenfalls ist das Oberflachenrelief des PU-Materials zu sehen, an welches sich die
FB-Schicht angepasst hat (siehe Abb. 6.2; B). Die Zellen zeigen keine Ausrichtung. Einzelne Risse
in der Zellschicht-Oberfliche sind héchst wahrscheinlich durch die Kritisch-Punkt-Trocknung

(siehe 5.3.4) bedingt.

Nach zusatzlicher Besiedelung mit EC ist ebenfalls eine konfluente Zellschicht vorhanden. Die
Oberflache wird gleichméafig von EC bedeckt und es sind weder darunterliegende FB-Anteile noch
PU-Faserstrukturen sichtbar. Die Textur der EC-Oberflache unterscheidet sich wesentlich von
einer FB-Zellschicht. Generell erscheint die EC-Oberflache glatter (siehe Abb. 6.2; C). Morpholo-
gisch erkennbar und charakteristisch fiir eine EC-Zellschicht ist deren Anordnung in dem soge-
nannten , Kopfsteinpflaster“-Relief (siehe Abb. 6.2; D). Die Zellen zeigen keine Ausrichtung. Wie-
derum zeigen sich vereinzelt Risse in der Oberflache, welche wahrscheinlich durch die Kritisch-

Punkt-Trocknung (siehe 5.5.4) hervorgerufen wurden.

Generell kann bei vereinzelten, FB-besiedelten Proben beobachtet werden, dass die FB eine Affi-
nitdt zur Innenseite des PU-Zylinders haben. An der Auflenseite des PU-Zylinders ist nach der
Besiedelung mit FB und anschlieBender dreitdgiger Ruhephase keine Konfluenz mehr zu erkennen
(siehe Abb. 6.2; E und F). Die F'B sind einzeln zu differenzieren und lagern sich an die PU-Fasern
an. Die PU-Faserstruktur ist hier deutlich zu sehen. Diese Beobachtung kann durch Beurteilung

der Innen- und AuBenseite des PU-Zylinders in den LD-Férbungen bestétigt werden.
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Abbildung 6.2: Reprasentative rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen nach dem Zellbesiede-

lungsprozess.

(A und B) Nach 24 Stunden FB-Besiedelung mit anschliefender dreitigiger Ruhephase ist eine
konfluente, intakte FB-Schicht zu erkennen. Es zeigl sich keine Ausrichtung oder Anordnung der
Zellen. Ein Riss in der Zellschicht ist durch den Trocknungsprozess bei der Verarbeitung der
Proben bedingt. (C und D) Nach zusdtzlicher EC-Besiedelung und dreitigiger Ruhephase ist eben-
falls eine konfluente Zellschicht zu sehen, welche das charakteristische Pflastersteinrelief der EC
aufweist (Bild D, weiffe Umrandungen). Die Zellen zeigen weder eine Ausrichtung noch Anord-
nung. Einzelne weiffe Punkte auf der Oberflache konnen als Detritus identifiziert werden. (E und
F) Die Aufenseite mancher FB-besiedelten Proben nach dreitigiger Ruhephase ist nicht von einer
konfluenten FB-Schicht bedeckt. Einzelne Zellen lagern sich an die PU-Fasern an und die PU-
Struktur ist sichtbar.
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6.1.3 Polyurethan-Scaffolds nach statischer Kultivierung

Nach FB-Besiedelung und statischer Kultivierung (G1) zeigt sich eine konfluente Zellschicht mit
morphologisch charakteristischen spindelférmigen FB. Die Zellschicht erscheint insgesamt kréfti-
ger und dichter als nach alleinigem Besiedelungsprozess, sodass in der Ubersichtsaufnahme die
PU-Oberflachenkonturen nicht mehr zu sehen sind (siehe Abb. 6.3; A). Die Oberfliche ist eben
und das PU-Material gleichméBig von Zellen bezogen. Es finden sich keine Zellakkumulationen.
Die Zellen zeigen keine Ausrichtung; haben sich aber FB-typisch wirbelartig aneinandergelagert

(siehe Abb. 6.3; A und B).

Nach zusétzlicher EC-Besiedelung mit anschlieBender statischen Kultivierung (G3) ist ebenfalls
eine konfluente Zellschicht auszumachen (siehe Abb. 6.3; C). Die Oberflache ist vom kopfstein-
pflasterartigen Relief der EC gepragt (siehe Abb. 6.3; D) und erscheint insgesamt glatter als nach
alleiniger FB-Besiedelung (siehe Abb. 6.3; E). Es lassen sich keine Oberflachenkonturen des PUs
erkennen, was auf eine kompakte, kraftige Zellschicht schlielen lisst. Die Zellen sind gleichférmig

verteilt und weisen keine Ausrichtung auf.
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Abbildung 6.3: Reprdsentative rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen nach sieben Tagen sta-
tischer Kultivierung (G1 und G3).

(A und B) Nach alleiniger FB-Besiedelung und anschlieflend statischer Kultivierung (G1) ist eine
konfluente Zellschicht vorhanden. Als morphologisches Korrelat der FB ist deren wirbelférmige
Aneinanderlagerung besonders in Bild A zu erkennen. Die Oberflichenkonturen der PU-Fasern
sind nicht mehr auszumachen. Die Zellen richten sich nicht in eine bestimmte Richtung aus. Im
Vergleich zu alleiniger Bestedelung erscheint die Zellschicht deutlich ausgeprigter, da die PU-
Konturen wverstreichen. Vereinzelt sind Detritus (Bild A) sowie trocknungsbedingte Risse der
Oberfliche (Bild B) zu identifizieren. (C und D) Auch nach statischer Kultivierung mit vorange-
hender FB- und EC-Besiedelung (G3) ist eine konfluente Zellschicht zu sehen. Diese erscheint als
lickenlose Bedeckung der gesamten PU-Strukturen, sodass auch hier keine PU-Oberflachenkontu-
ren sichtbar sind. Das morphologisch charakteristische Pflastersteinrelief der EC ist deutlich zu
identifizieren. Die Zellen zeigen weder eine Ausrichtung noch eine bestimmte Anordnung. Ver-
einzelt ist Detritus zu sehen (Bild C).
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6.1.4 Polyurethan-Scaffolds nach dynamischer Konditionierung

Bei der Analyse der dynamisch konditionierten Proben (G2 und G4) wurde die Innen- und
Auflenseite des PU-Scaffolds separat betrachtet. Folgende Ausfithrungen beziehen sich auf die
Innenseite des konditionierten PU-Scaffolds, da nur diese Seite dem pulsatilen Fluss ausgesetzt

war.

Die FB-besiedelten Proben mit anschlieBender dynamischer Konditionierung (G2) weisen eine
intakte, konfluente Zellschicht auf (siehe Abb. 6.4; A und B). Es sind keine Zellakkumulationen
sichtbar und die Oberfliche erscheint glatt. Die spindelférmigen FB sind zu einer ebenen
Oberflidche verbunden und bedecken vollstindig das PU-Material, dessen Konturen vereinzelt

erkennbar sind. Eine Orientierung der FB in Flussrichtung ist nicht zu beobachten.

Auffillig ist jedoch, dass vereinzelte Proben aus der Versuchsgruppe mit ausschliefilicher FB-
Besiedelung (G2) stellenweise ein grofiflichiges Ablésen der Zellen aufweisen (siehe Abb. 6.4; C).
Die Zellschicht ist hier nicht mehr intakt und damit nicht konfluent, sodass die PU-Netzstruktur
deutlich zu sehen ist. Einzeln abgrenzbare FB lagern sich an die PU-Fasern an (sieche Abb. 6.4;
C, Pfeil). Wiederum kénnen abgeloste Zellen an der Oberflache identifiziert werden, wobei die

kugelige Zellform auf abgestorbene Zellen schlieBen ldsst (siehe Abb. 6.4; D, Pfeil).

Die Oberfliche der EC-besiedelten Proben mit anschlieBender dynamischer Konditionierung (G4)
stellt sich ebenfalls konfluent dar. Sie zeigt die EC-typische kopfsteinpflasterartige Textur und
wirkt insgesamt gleichméaBig (siehe Abb. 6.4; E und F). Die EC scheinen vital, da sie eine
kompakte Zellschicht bilden und abgeloste Zellen nicht zu sehen sind. An einigen Stellen ist eine

flussbedingte Ausrichtung der Zellen erkenntlich (siehe Abb. 6.4; E, Pfeile).
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Abbildung 6.4: Reprdsentative rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Innenseite des PU-

Zylinders nach sieben Tagen dynamischer Konditionierung (G2 und GJ).

(A und B) Bei FB-besiedelten, dynamisch konditionierten PU-Zylindern (G2) ist bei der Mehrheit
der Proben eine konfluente, intakte Zellschicht vorhanden. Die Schicht erscheint mit ebener Ober-
fliche; zellbedeckte PU-Faserstrukturen sind vereinzelt zu sehen. Fine flussbedingte Ausrichtung
der Zellen ist nicht erkennbar. (C und D) Vereinzelte Proben der FB-besiedelten PU-Zylinder
(G2) zeigen auf der Innenseite ein Ablosen der Zellen. Flussbedingt haben sich die FB an manchen
Stellen grofflachig abgeldst, sodass PU-Strukturen wieder sichtbar sind. Noch haftende FB (Bild
C, Pfeil) sowie abgeloste Zellen (Bild D, Pfeil) sind an der Oberfliche darzustellen. (E und F)
Die EC-besiedelten Proben zeigen nach sieben Tagen dynamischer Konditionierung (G4) eine
konfluente, ebene Zellschicht mit EC-typischem Pflastersteinrelief. Die dynamische Konditionie-
rung fihrte zu einer Ausrichtung der EC in Flussrichtung (Bild E, Pfeile). Einzelne verarbei-
tungsbedingte Risse (Bild E) sowie Detritus (Bild F) sind identifizierbar.
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Besiedelung Statische Dynamische
Kultivierung Konditionierung
Zellen FB FB+EC FB FB+EC FB FB+EC
Konfluenz + + + + - +
Zellfragmente - - - - -+ -
Ausrichtung - - - - - +

Tabelle 6.1: Uberblick der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen.

(+) vorhanden, (-) nicht vorhanden.

6.2 Zellvitalitat

6.2.1 Immunzytologie

Immunzytologische Farbungen dienten der Prifung auf Reinheit der isolierten FB- und EC-Zell-
kulturen bzw. der Identifikation etwaiger Mischkulturen. Eine FB-Reinkultur exprimiert aus-
schlieBlich TE-7 und kein vWF (siehe Abb. 6.5; A). Bei alleiniger Expression von vWF konnte
eine EC-Reinkultur angenommen werden (siche Abb. 6.5; B). Die Expression von beiden Zellmar-
kern wiirde eine Mischkultur bestétigen, welche bei den fiir die Versuche verwendeten Zellkulturen
ausgeschlossen werden konnte. Die DAPI-Farbung gegen DNA bestétigte das Vorhandensein von

Zellen.

A SEH B 50 pm

Abbildung 6.5: Reprdsentative fluoreszenzzytologische Aufnahmen gegen TE-7 (FB-spezifischer
Marker, rot), vWF (EC-spezifischer Marker, grin) und DAPI (DNA-Marker, blau).

(A) Die positive, in diesen Aufnahmen rote Farbreaktion gegen TE-7 bestitigt das Vorhandensein
von FB. (B) vWEF-Antikérper beweisen das Vorkommen von EC, welche hier grin dargestellt sind.
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6.2.2 LD-Fiarbungen

Die fluoreszierenden Farbstoffe Syto9 und Propidiumiodid liefern Aussagen zur Vitalitdt der

Zellen, wobei vitale Zellen griin und tote Zellen in den Abbildungen rot dargestellt werden.

Nach FB-Besiedelung ist die Mehrheit aller Zellen vital (siehe Abb. 6.6; A). GemaRl der typischen
spindelférmigen Morphologie erscheinen die FB langlich mit prominenter, griiner Anfarbung. Eine
wirbelformige Anordnung der FB ldsst sich erahnen, eine konkrete Ausrichtung kann nicht
beobachtet werden. An einigen Stellen ist die Multilayer-Schichtung der FB erkennbar, da einige
Zellen {ibereinander liegen. Wenige tote Zellen, welche gleichmafig auf dem PU-Scaffold verteilt

sind, konnen identifiziert werden.

Bei zusitzlicher EC-Besiedelung finden sich rundliche, gleichférmige Zellen, die ebenfalls kraftig
grin angefarbt sind und einen vitalen Zelliberzug widerspiegeln (siehe Abb. 6.6; C). Eine
Orientierung und Akkumulation der Zellen zeigt sich nicht. Die dicht aneinandergelagerten EC
bedecken die darunterliegende FB-Zellschicht und nur vereinzelt lasst sich die wirbelformige
Orientierung der FB vermuten. Die toten EC weisen eine homogene Verteilung auf dem PU-
Material auf. Allerdings konnen tote Zellen vermehrt beobachtet werden im Vergleich zu alleiniger

FB-Besiedelung.

Bereits direkt nach den Besiedelungsvorgéingen kann ein geringer Unterschied in der Verteilung
der Zellen an der Innen- und AuBenseite des PU-Scaffolds beobachtet werden. An der Innenseite
sind die vitalen und toten Zellen gleichmifig verteilt und bilden eine ebene Zellschicht. Die
AuBenseite des PU-Scaffolds ist weniger dicht besiedelt und bei einzelnen Proben liegt eine
ungleichméfBige Zellverteilung vor. Der Unterschied in der Zellverteilung zwischen Innen- und
AuBenseite des PU-Zylinders ist besonders in den ausschlieBich mit FB-besiedelten Proben zu
erkennen. An der Auflenseite sind die FB einzeln abgrenzbar und die Zellschicht ist nicht deckend
(siehe Abb. 6.6; B). Bei EC-besiedelten Proben ist an der AuBlen- im Vergleich zur Innenseite kein
Unterschied in der Zellschicht erkennbar (siehe Abb. 6.6; D). Diese Beobachtung kann in den

rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen bestatigt werden.
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Abbildung 6.6: Reprdisentative fluoreszenzmikroskopische LD-Aufnahmen nach dem Zellbesiede-

lungsprozess.

(A) Die Innenseite des PU-Zylinders zeigt nach 24 Stunden FB-Besiedelung vermehrt griine, vitale
Zellen, welche gleichmdfsig verteilt sind und morphologisch FB zugeordnet werden kénnen. Ver-
einzelt und gleichmdfig verteilt sind rote, tote Zellen (n = 43) zu sehen. (B) Die Auflenseite des
FB-besiedelten PU-Zylinders weicht deutlich von der Innenseite ab. Die FB sind hier zwar eben-
falls vital (tote Zellen: n = 17), aber die Zellen als einzelne abzugrenzen. (C) Nach zusitzlicher
EC-Besiedelung zeigt die Innenseite des PU-Scaffolds gleichmdf$ig verteilte, vitale EC. Tote Zellen
sind stellenweise und gleichmdfig verteilt zu finden (n = 23). (D) Die Aufenseite der EC-besie-
delten PU-Zylinder zeigt keine Unlerschiede zur Innenseite. Die vermehrt vitalen Zellen sind
gleichmafig verteilt (tote Zellen: n = 36). Bemerkung: Die linksseitige Verdunkelung ist ein Auf-
nahmeartefakt.
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Nach der statischen Kultivierung (G1 und G3) ergeben sich auf der Innen- wie Aufenseite keine
Unterschiede in der Verteilung der Zellen. Es zeigt sich eine homogene Ausbildung der Zellschicht
mit gleichméfiger Verteilung der vitalen und wenigen toten Zellen. Vergleichend mit den Proben
nach Besiedelung erscheint die Zellschicht bei den FB-besiedelten Scaffolds (G1) wesentlich dich-
ter (siehe Abb. 6.7, A). Zu dokumentieren ist eine zahlenméaBige Vermehrung der FB, welche
insgesamt strukturierter wirken. FEine mehrschichtige Zelldecke und die charakteristische wirbel-

féormige Anordnung der FB sind vorhanden. Tote Zellen sind kaum nachweisbar.

Die Proben der statischen Kultivierung von FB- und zusitzlich EC-besiedelten Scaffolds (G3)

zeigen ebenfalls mehr vitale Zellen (siehe Abb. 6.7; B). Die vitalen EC konnen gut differenziert

werden und nur vereinzelt sind tote Zellen nachzuweisen.

Abbildung 6.7: Reprasentative fluoreszenzmikroskopische LD-Aufnahmen nach sieben Tagen sta-
tischer Kultivierung (G1 und G3).

(A) FB-besiedelte, statisch kultivierte Proben (G1) zeigen an der Innen- wie Aufenseite fast
ausschliefSlich vitale, spindelformige FB, welche gleichmafig verteilt sind. Finzelne, wenige tote
Zellen sind sichtbar (n = 15). (B) Nach sieben Tagen statischer Kultivierung der EC-besiedelten
Proben (G3) sind an der dufleren wie inneren Seite des PU-Zylinders vitale, gleichmdfig verteilte
Zellen zu dokumentieren. Morphologisch erscheinen die EC als runde Zellen. Tote Zellen lassen
sich nur vereinzell nachweisen (n = 13). Bemerkung: Die linksseitige Verdunkelung ist ein Auf-
nahmeartefakt.

Nach dynamischer Konditionierung (G2 und G4) sind die Zellen ebenfalls nachweislich vital. Im
Vergleich zum statischen Kultivierungsprozess ldsst sich eine méaflige Zunahme der toten Zellen
verzeichnen. Diese sind wiederum gleichmafig iiber der Oberflache verteilt. Zwischen Innen- und
AuBenseite kann besonders bei den FB-besiedelten Proben (G2) ein Unterschied in der Zellvertei-
lung beobachtet werden. An der AuBenseite zeigen sich vereinzelte FB (siehe Abb. 6.8; B), wo-

hingegen an der Innenseite die Zellen gleichmaBig verteilt sind (siche Abb. 6.8; A).



Ergebnisse 61

Zusatzlich EC-besiedelte Proben (G4) zeigen auf der Innenseite des PU-Zylinders eine moderate

Zunahme der toten Zellen (siehe Abb. 6.8; C). An der AuBenseite sind mehr vitale als tote Zellen

zu verzeichnen, welche gleichméaBig verteilt sind (siehe Abb. 6.8; D).

Abbildung 6.8: Reprisentative fluoreszenzmikroskopische LD-Aufnahmen nach sieben Tagen dy-
namischer Konditionierung (G2 und G4).

(A) Innenseitig der FB-besiedelten, dynamisch konditionierten Proben (G2) sind iberwiegend
vitale, gleichmdflig verteilte Zellen prdasent. Die Anzahl der toten Zellen hat im Vergleich zur
statischen Kultivierung mafig zugenommen (n = 59). (B) Auf der Aufenseite der FB-besiedelten,
konditionierten Proben (G2) sind einzelne, hauptsichlich vitale Zellen an dem PU-Material haf-
tend (tote Zellen: n = 19). (C) Die innere Seite des PU-Zylinders mit zusitzlicher EC-Besiedelung
(G4) zeigt iberwiegend vitale Zellen. Im Vergleich zu statisch kultivierten Proben ist eine Zunahme
an toten Zellen (n = 128) zu sehen. (D) Die Aufenseite der EC-besiedelten Proben (G4) zeigt
regelrecht verteilte, vitale Zellen. Tote Zellen sind sparlich (n = 17). Bemerkung: Die linksseitige
Verdunkelung ist ein Aufnahmeartefakt.
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Besiedelung Statische Dynamische
Kultivierung Konditionierung
Zellen FB FB+EC FB FB+EC FB FB+EC

Vitale Zellen + + + + T+ T

Tote Zellen = = - - - +
Homogene
Verteilung

Innenseite + + + + + +

Auflenseite - + + + - T

Tabelle 6.2: Uberblick der LD-Firbungen.

(+) vorhanden, (-) nicht vorhanden.

6.3 Zellbesiedelungsnachweis mittels Immunfluoreszenz

Eine positive Anfarbung gegen TE-7 stellt sich rot dar, was die Priasenz von FB auf der Proben-
oberfliche beweist. Dies kann zu allen Zeitpunkten der Probenentnahme beobachtet werden, so-
dass auf das Vorhandensein von FB in den Proben geschlossen werden kann (siehe Abb. 6.9). Bei
zusatzlicher EC-Besiedelung zeigt sich in einigen Proben eine Zweischichtung mit positiver TE-7-
Schicht unterhalb von Zellen (siehe Abb. 6.9; B). Dies spricht fiir die Anwesenheit von FB unter
der EC-Zellschicht. Im Vergleich zu kultivierten und konditionierten Proben sind in den Proben
nach den Besiedelungsprozessen (siehe Abb. 6.9; A und B) eine eher schwéchere Expression von

TE-7 und eine méBige Zellschichtdicke nachzuweisen.

Eine vermehrte Farbintensitdt und somit eine stirkere Expression von TE-7 kann explizit bei
langerer Kultivierungsdauer unter statischen Bedingungen (G1 und G3, siehe Abb. 6.9; C und E)
und nach dynamischer Konditionierung (G2 und G4, siehe Abb. 6.9; D und F) dokumentiert
werden. Unter diesen Bedingungen ist auch die Migration einzelner FB in den inneren Bereich des
PU-Materials zu beobachten, was an der Prisenz von Zellen sowie von TE-7 innerhalb des Mate-

rials zu sehen ist (siche Abb. 6.9; C, E und F, Pfeile).
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Abbildung 6.9: Reprdsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen gegen TE-7 (FB-spezifischer
Marker, rot) und DAPI (DNA-Marker, blaw).

Positive Anfirbungen gegen beide Komponenten sind in allen Proben vorhanden. Zur Orientierung
wurde das PU-Material in den Aufnahmen stets auf der rechten Seite abgebildet. (A) Nach 24
Stunden FB-Besiedelung sind TE-7-positive FB auf der PU-Oberfliche vorhanden. (B) Nach zu-
sdtzlicher EC-Besiedelung ist eine TE-T-positive Schicht mit dariberliegenden Zellen nachweisbar.
Dies deutet auf eine EC-Schicht (Bild B, Pfeile) oberhalb der FB hin. (C) Bei FB-besiedelten,
statisch kultivierten Proben (G1) zeigt sich eine stirkere Expression sowie ein Finwachsen der
Zellen in das PU-Material (Bild C, Pfeil). Die PU-Oberfliche ist von einem kontinuierlichen Band
aus TE-T-positiven Zellen bedeckt. (D) FB-besiedelte, dynamisch konditionierte Proben (G2) wei-
sen eine ebenfalls starkere Expression von TE-7 als nach alleiniger Besiedelung auf. (E) FB- und
EC-besiedelte, statisch kultivierte Proben (G3) ergeben eine breite, kontinuierliche TE-7-positive
Schicht sowie ein Einwachsen der Zellen in das Material (Bild E, Pfeil). (F) Nach dynamischer
Konditionierung der FB- und EC-besiedelten Proben (G4) ergibt sich eine starke TE-7-Expres-
sion, welche im Sinne eines kontinuierlichen, roten Bandes im Oberflichenbereich zu erkennen
ist. Die Zellen migrieren deutlich in das PU-Material (Bild F, Pfeile).
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Bei EC-besiedelten Proben konnte die Anfarbung gegen vWF-Antigene die Anwesenheit von EC
bestatigen. Die vVWF-Expression war auf allen EC-besiedelten Proben nachzuweisen und wird in
den Abbildungen griin dargestellt (siehe Abb. 6.10). Es ergibt sich eine stirkere Expression nach
statischer (G3, siehe Abb. 6.10; C) und dynamischer Konditionierung (G4, siche Abb. 6.10; D)
im Vergleich zu alleiniger Besiedelung (siehe Abb. 6.10; A und B). An einigen Stellen wird deut-
lich, dass bereits die FB-Besiedelung stattgefunden hat. Dabei erscheint ein positiv angefarbtes
vWF-Band auf einer darunterliegenden Zellschicht (siehe Abb. 6.10; A und B, Pfeile). Nach sta-
tischer Kultivierung zeigt sich eine breitere, kontinuierlichere vWF-Schicht als nach Besiedelung
(siehe Abb. 6.10; C). Nach dynamischer Konditionierung der FB- und EC-besiedelten Proben
(G4) sind im Probeninneren Zellen zu identifizieren. In Korrelation mit den Anfarbungen auf

TE-7 spricht dies fiir die Migration von FB in das Probeninnere (siehe Abb. 6.10; D, Pfeile).
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Abbildung 6.10: Reprisentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen gegen vWF (EC-spezifi-
scher Marker, grin) und DAPI (DNA-Marker, blau).

Positive Anfarbungen gegen beide Komponenten sind in allen EC-besiedelten Proben vorhanden.
Zur Orientierung wurde das PU-Material in den Aufnahmen stets auf der rechten Seite abgebildet.
(A und B) Nach 24 Stunden EC-Besiedelung zeigt sich eine deutliche, hier grine Farbreaktion
gegen vWF. Besonders zu sehen ist eine vWF-positive Schicht aufgelagert auf Zellen. Diese Zellen
kénnen fir eine unter der vWF-Schicht gelegene FB-Schicht (Bild A und B, Pfeile) sprechen. (C)
Nach statischer Kultivierung der FB- und EC-besiedelten Proben zeigt sich eine kontinuierliche,
breite vWF-positive Schicht. (D) Nach dynamischer Konditionierung der FB- und EC-besiedelten
Proben stellt sich eine kontinuierliche vWF-Schicht dar. In diesen Proben sind Zellen im Proben-
inneren erkennbar. In Zusammenschau mit den TE-7-gefarbten Proben spricht dies fiir eine Mig-
ration von FB in das PU-Material (Bild D, Pfeile).
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6.4 Nachweis extrazellularer Matrixbestandteile mittels Im-

munfluoreszenz

Die Expression der EZM-Bestandteile Elastin und Fibronectin zeigt sich als griine IF-Anfiarbung.
Beide EZM-Bestandteile wurden getrennt betrachtet. Die Féarbung der zellkernstindigen DNA
erfolgte mittels DAPI. Da fiir alle Aufnahmen die gleiche Belichtungszeit verwendet wurde, kor-

reliert die Intensitdt der Farbreaktion mit der Menge an nachgewiesenem EZM-Protein.

In allen Proben war eine Expression des EZM-Proteins Elastin nachzuweisen (siehe Abb. 6.11).
Nach alleiniger FB-Besiedelung ist eine geringe Expression zu dokumentieren (siche Abb. 6.11;
A). Die Elastin-Schicht ist als schmales Band im Oberfldchenbereich in Zellndhe zu sehen. Im
Vergleich dazu bedingt die zusétzliche EC-Besiedelung mit anschlieSender dreitagiger Ruhephase
eine sichtbar stirkere Elastinexpression (siehe Abb. 6.11; B). Auch hier zeigt sich Elastin als

kontinuierliches Band, welches sich an der PU-Oberflache um die Zellen herum gebildet hat.

Nach statischer Kultivierung des FB-besiedelten PU-Materials (G1) stellt sich die Elastinexpres-
sion entlang der Oberfliche als breites, kontinuierliches Farbband dar (siehe Abb. 6.11; C). Es
lasst sich keine Ausbreitung in das PU-Material nachweisen, wobei die Elastinschicht dennoch
breiter wirkt als nach alleiniger Besiedelung. Besonders um die Zellen herum ist eine starke Ex-
pression zu dokumentieren. Mit zusétzlicher EC-Besiedelung bei statischer Kultivierung (G3)
kommt es zu einer starken Expression und deutlichen Intensitatszunahme der Anfirbung gegen
Elastin (siehe Abb. 6.11; F). Das Farbband stellt sich hier eher feiner, aber duflerst intensiv dar

und folgt den an der Oberflidche befindlichen Zellen.

Unter dynamischen Bedingungen ist bei alleiniger FB-Besiedelung (G2) ein duferst geringer Un-
terschied zu statisch kultivierten Proben zu vermerken (siehe Abb. 6.11; D). Die Elastinexpression
stellt sich als schwache Anfirbung besonders in Zellndhe dar. Hingegen zeigt sich bei zuséatzlicher
EC-Besiedelung der dynamisch konditionierten Proben (G4) eine massive Hochregulation der
Elastinproduktion (siehe Abb. 6.11; F). Dies wird deutlich an einer intensiven Farbreaktion, die
in Form einer kontinuierlichen Bande die Probenoberflidche vollstindig bedeckt. Die Anférbungen
beschranken sich dabei hauptséichlich auf die Oberflache, wobei an einigen Stellen zusétzlich eine

Tendenz zum Ubergang in die inneren PU-Anteile zu erkennen ist (siche Abb. 6.11; F, Pfeil).

Insgesamt ergibt die zusédtzliche EC-Besiedelung und anschlieende dynamische Konditionierung

(G4) eine Zunahme der Elastinproduktion. Uber den Zeitverlauf betrachtet begiinstigt eine lingere
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Ruhephase des Materials die Elastinexpression. Dies kann bei Vergleich der kultivierten bzw.

konditionierten Proben mit Proben nach den Besiedelungsprozessen beobachtet werden.

I I I
50 pm B 50 pm C 50 pm

50 um E 50 pm F 50 pm

Abbildung 6.11: Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen gegen Elastin (Anti-Elas-
tin, grin) und DAPI (DNA-Marker, blau).

Positive Anfarbungen gegen beide Komponenten sind in allen Proben vorhanden. Zur Orientierung
wurde das PU-Material in den Aufnahmen stets auf der rechten Seite abgebildet. (A) Nach 24
Stunden FB-Besiedelung liegt eine schwache, auf die Oberfliche beschrinkte Anfirbung gegen
Flastin vor. (B) Zusdtzliche EC-Besiedelung mit anschlieflender dreitigiger Ruhephase liefert eine
kontinuierliche Elastinschicht, welche sich intensiver darstellt als nach alleiniger FB-Besiedelung.
Diese Schicht ist in Zellnihe im Oberflichenbereich. (C) Bei FB-besiedelten, statisch kultivierten
Proben (G1) zeigt sich eine schwach angefirbte, aber breite Elastinschicht im Oberflichenbereich.
(D) Dynamisch konditionierte FB-Proben (G2) liefern ebenfalls eine eher schwach angefirbte
Elastinschicht in Zellndhe im Oberflichenbereich. (E) Zusdtzlich EC-besiedelte, statisch kultivierte
Proben (G3) ergeben eine intensive Anfirbung gegen Elastin. Erkennbar ist eine kontinuierliche,
kriftige Elastinschicht, welche sich auf den Oberflichenbereich beschrankt. (F) Die intensivste
Elastinreaktion ist nach einer dynamischen Konditionierung der EC-besiedelten Proben (G4) zu
sehen. Fs erqibt sich eine kontinuierliche, breite Elastinschicht besonders im Oberflachenbereich
in Zellndhe. Vereinzelt kann im Probeninneren Elastin identifiziert werden (Bild F, Pfeil).
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. Statische Dynamische
Besiedelung L. L.
Kultivierung Konditionierung
Zellen FB FB+EC FB FB+EC FB FB+EC
Positiver Nachweis + + + + + +
Intensitiat der Reaktion = + = + + ++
Kontinuitdt der Elastinschicht + + + + + +
Einwachsen in PU-Material = = = = = -1

Tabelle 6.3: Uberblick der IF-Firbungen gegen Elastin.

(++) deutlich vorhanden, (+) vorhanden, (-) nicht vorhanden.

Die Expression von Fibronectin konnte in Proben aller Versuchsreihen durch eine griine IF-An-

farbung nachgewiesen werden (siche Abb. 6.12).

Die alleinige FB-Besiedelung mit folgender statischer Kultivierung (G1) bewirkt eine dezente Fi-
bronectinreaktion, welche sich als feine Linie auf die Oberflache beschrankt (siehe Abb. 6.12; C).
Eine zusétzliche EC-Besiedelung (G3) fithrt zu einem sichtbaren Unterschied in der Fibronectin-
expression (siehe Abb. 6.12; E). Dies stellt sich als deutliche Verbreiterung der Fibronectinschicht
im Sinne eines durchgéngigen, breiten Saumes im Oberfldchenbereich dar. Zudem kann Fibronec-

tin im inneren Bereich des PU-Materials nachgewiesen werden (siche Abb. 6.12; E, Pfeile).

Hierzu lasst sich unter dynamischen Bedingungen (G2 und G4) im Vergleich eine beachtliche
Intensitdtszunahme der Anfarbung gegen Fibronectin dokumentieren (siehe Abb. 6.12; D und F).
Bei zusétzlicher EC-Besiedelung (G4) ist eine besonders starke Fibronectinexpression présent
(siehe Abb. 6.12; F). Es finden sich ein ausgepragter, griiner Fibronectinsaum an der Oberfliche
und Fibronectin im Probeninneren (siehe Abb. 6.12; F, Pfeile). Bei alleiniger FB-Besiedelung
unter dynamischen Bedingungen (G2) ist im Vergleich zu statischer Kultivierung (G1) ebenfalls
eine Intensitdtszunahme der Reaktion nachzuweisen (siehe Abb. 6.12; D). Jedoch ist die Farbin-
tensitdt mit den nach Besiedelungsprozess entnommenen Proben (sieche Abb. 6.12; A und B)

vergleichbar.

Generell kann festgestellt werden, dass eine EC-Besiedelung und anschlieBende dynamische Kon-
ditionierung (G4) die Fibronectinexpression deutlich intensivieren. In EC-besiedelten Proben, wel-
che direkt nach den Besiedelungsprozessen entnommen wurden, lasst sich ebenfalls eine starkere
Fibronectinexpression nachweisen als nach alleiniger FB-Besiedelung. Im Verlauf einer Versuchs-
reihe von der Besiedelung bis zum Abschluss konnte insgesamt eine deutliche Zunahme der Fib-

ronectinexpression beobachtet werden.



Ergebnisse 69

I b — I
50 pm B 50 pm C 50 pm

— — I
50 pm E 50 um F 50 um

Abbildung 6.12: Reprisentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen gegen Fibronectin (Anti-
Fibronectin, grin) und DAPI (DNA-Marker, blau).

Positive Anfarbungen gegen beide Komponenten sind in allen Proben vorhanden. Zur Orientierung
wurde das PU-Material in den Aufnahmen stets auf der rechten Seite abgebildet. (A) Nach 24
Stunden FB-Besiedelung mit anschliefiend dreitigiger Ruhephase zeigt sich eine kontinuierliche
Fibronectinschicht im Oberflichenbereich. (B) Im Vergleich dazu findet sich nach zusdatzlicher
EC-Besiedelung mit anschliefsend dreitdgiger Ruhephase eine starkere Expression von Fibronectin.
Hier stellt sich die Schicht ebenfalls kontinuierlich dar. (C) Bei FB-besiedeltem, statisch kultivier-
tem PU-Material (G1) ist die Anfarbung gegen Fibronectin im Vergleich zu den Besiedelungspro-
zessen eher schwach. Dennoch zeigt sich auch hier eine kontinuierliche Schicht im Oberflichenbe-
reich. (D) Die FB-besiedelten, dynamisch konditionierten Proben (G2) ergeben einen Fibronec-
tinnachweis dhnlich dem nach den Besiedelungsprozessen. Die Fibronectinschicht erscheint als
kontinuierliches Band im Oberflichenbereich. (E) Die zusdtzlich EC-besiedelten, statisch kulti-
vierten Proben (G3) ergeben einen Fibronectinnachweis, welcher den statisch kultivierten Proben
nach alleiniger FB-Besiedelung gleicht. Bei zusdtzlicher EC-Besiedelung ldsst sich bei diesen Pro-
ben auf das Vorhandensein von Fibronectin im Inneren des PU-Materials schlieflen (Bild E,
Pfeile). (F) Nach dynamischer Konditionierung der EC-Proben (G4) erscheint ein intensiv ange-
farbtes Fibronectinband im Oberflichenbereich um die Zellen herum. Zudem ist Fibronectin deut-
lich im Probeninnere nachzuweisen (Bild F, Pfeile).
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. Statische Dynamische
Besiedelung L. L.

Kultivierung Konditionierung

Zellen FB FB+EC FB FB+EC FB FB+EC
Positiver Nachweis + + + + + +
Intensitit der Reaktion + + - + -+ ++

Kontinuitit der

Fibronectinschicht + + + + +
Einwachsen in PU-Material - - - + = ++

Tabelle 6.4: Uberblick der IF-Fdarbungen gegen Fibronectin.

(++) deutlich vorhanden, (+) vorhanden, (-) nicht vorhanden.

6.5 Histologische Firbung

Mittels der histologischen Pikrosiriusrot-Farbung erfolgte der Nachweis von Kollagenanteilen. Da-
bei stellen sich die Kollagen-reichen Anteile rot dar. Das Zytoplasma der Zellen firbt sich gelb

an. In allen Proben kénnen Kollagenanteile nachgewiesen werden.

Nach den Besiedelungsprozessen (siehe Abb. 6.13; A und B) stellt sich die Kollagenschicht generell
als feine, kontinuierliche, rétliche Linie im Oberflachenbereich dar. Nach zuséitzlicher EC-Besie-
delung zeigt sich im Vergleich mit alleiniger FB-Besiedelung (siehe Abb. 6.13; A) eine leichte

Zunahme der Schichtdicke (siehe Abb. 6.13; B).

Statische Kultivierung (G1) oder dynamische Konditionierung (G2) FB-besiedelter Proben liefert
im Vergleich zu Proben nach Besiedelungsprozessen eine deutliche Zunahme in der Stéirke der
Kollagenschicht (siehe Abb. 6.13; C und D). Diese stellt sich als rotlich gefarbtes, breites Band
im Oberflachenbereich dar. Nach statischer Kultivierung (G1) sind Kollagenanteile im Probenin-
neren nachzuweisen (sieche Abb. 6.13; C, Pfeile). Die dynamische Konditionierung (G2) ergibt eine

ahnlich breite Kollagenschicht, welche nicht im PU-Material zu sehen ist (siche Abb. 6.13; D).

Sowohl nach statischer Kultivierung (G3) als auch dynamischer Konditionierung (G4) fithrt eine
zusitzliche EC-Besiedelung der Proben zu einer deutlichen Verdnderung der Kollagenschicht
(siche Abb. 6.13; E und F). Es ist eine Farbintensitats- sowie Schichtdickenzunahme zu verzeich-
nen. Statisch kultivierte EC-besiedelte Proben (G3) ergeben ein breites, farbintensives Kollagen-
band im Oberflichenbereich (siehe Abb. 6.13; E). Die Schicht zeigt sich stellenweise aufgelockert,
aber ist im Vergleich zu Proben nach Besiedelungsprozessen kriftiger. Die dynamische Konditio-
nierung (G4) fiihrt zu einer ausgeprigten Expression der Kollagenanteile, sodass sich eine deutlich

rote Schicht erkennen lasst (siehe Abb. 6.13; F). Die Kollagenschicht stellt sich als dichtes, breites,
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kontinuierliches Band im Oberflachenbereich dar. In vereinzelten Proben sind Kollagenanteile im

PU-Material zu verzeichnen (siehe Abb. 6.153; F, Pfeil).

Die Differenzierung zwischen Kollagenfasern des Typs I und III kann unter polarisiertem Licht
erfolgen: Diese Fasern weisen eine rotgelbe (Typ I) bzw. griine (Typ III) Doppelbrechung auf. Die
derartige Begutachtung der Proben dieser Arbeit lieferte jedoch keine Unterscheidung der Fasern.
Begriindet liegt dies vermutlich darin, dass nur zu gerichteten Fasern zusammengelagertes Kol-
lagen unter dem Polarisationsmikroskop zur Darstellung kommt. Hingegen kénnen einzelne, nicht
zu Fasern zusammengelagerte, ungerichtete Kollagenbestandteile wie in den vorhandenen Proben

nur in der Lichtmikroskopie begutachtet werden.
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Abbildung 6.13: Reprdsentative lichtmikroskopische Aufnahmen nach histologischer Pikrosiriusrot-
Farbung.

Positive Anfirbungen gegen Kollagenanteile sind in allen Proben vorhanden (Kollagenanteile rot,
Zytoplasma gelb). Rechtsseitig im Bild ist das PU-Material abgebildet. (A) Die FB-besiedelten
Proben zeigen nach Besiedelung eine dimne, kontinuierliche, rétliche Kollagenschicht im Oberfld-
chenbereich. (B) Nach zusdtzlicher EC-Besiedelung erscheint die Kollagenschicht etwas breiter als
nach alleiniger FB-Besiedelung. (C) FB-besiedelte, statisch kultivierte PU-Proben (G1) liefern
eine deutliche Zunahme der Schichtdicke im Vergleich zu alleiniger Besiedelung. Kollagenanteile
im Probeninneren kénnen dokumentiert werden (Bild C, Pfeile). (D) Dynamische Konditionierung
des FB-besiedelten Materials (G2) fihrt ebenfalls zu einer Zunahme der Schichtdicke. An manchen
Stellen ist ein produktionsbedingtes Ablosen der Zellschicht von der PU-Oberfliche zu sehen (Bild
D). Im Probeninneren kénnen keine Kollagenanteile beobachtet werden. (E) Nach statischer Kul-
tivierung der EC-besiedelten Proben prisentiert sich eine intensivrote, breite Kollagenschicht im
Oberflichenbereich. Die Schicht ist teilweise aufgelockert, aber kontinuierlich und kréiftiger als
nach alleiniger Besiedelung. (F) EC-besiedelte, dynamisch konditionierte Proben zeigen eine in-
tensiv rot gefarbte, kriftige Kollagenschicht. Diese stellt sich als kontinuierliches, kompaktes Band
an der Oberfliche dar. Vereinzelt sind Kollagenanteile im Probeninneren prisent (Bild F, Pfeil).
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. Statische Dynamische
Besiedelung L. L.
Kultivierung Konditionierung
Zellen FB FB+EC FB FB+EC FB FB+EC
Positiver Nachweis + + + + + +
Intensitit der Reaktion - + - + + ++
Kontinuitit der Kollagenschicht + -+ + -+ + +
Einwachsen in PU-Material - - - + - ++

Tabelle 6.5: Uberblick der histologischen Farbung.

(++) deutlich vorhanden, (+) vorhanden, (-) nicht vorhanden.

6.6 rt-PCR

Die Quantifizierung der Genexpression von ol-Kollagen Typ I, ol-Kollagen Typ IV, Elastin,
Fibronectinl, ol-Laminin, Hyaluron-Synthase2, Interleukin-la und Interleukin-8 erfolgte, indem
die Zielwerte der einzelnen Gruppen in Referenz zu den Housekeeping-Genen gesetzt wurden. Die
daraus errechneten Mittelwerte der einzelnen Gruppen wurden mithilfe des ungepaarten t-Tests
statistisch ausgewertet. Um Auswirkungen der Flusskonditionierung (siehe Abb. 6.1/ und
Abb. 6.15) und der EC-Besiedelung (siehe Abb. 6.16) zu beurteilen, wurden Mittelwerte zweier
Gruppen ins Verhéltnis zueinander gesetzt und verglichen. Die Verhaltniswerte wurden gemittelt
und mit Standardabweichung in den Abbildungen (siehe Abb. 6.1/ bis 6.16) graphisch dargestellt.
Zahlenwerte grofer als 1 zeigen eine Hochregulation der Genexpression an, Werte zwischen 0 und
1 beschreiben eine Abnahme der Genexpression und ein Wert gleich 1 bedeutet keine Anderung

in der Genexpression im Vergleich der beiden Gruppen zueinander.

Insgesamt muss angemerkt werden, dass aufgrund der teilweise hohen Streuung der Zahlenwerte

die quantitativen Ergebnisse der rt-PCR. nur bedingt interpretiert werden kénnen.
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Abbildung 6.14: rt-PCR zur Auswirkung der Flusskonditionierung auf die Genexpression bei FB-
besiedelten Proben.

Die Werte werden zur besseren Vergleichbarkeit in einer logarithmischen Skala darstellt. Fir
jeden EZM-Bestandteil wurde ein Balkendiagramm erstellt. Die y-Achse stellt die Héhe der Gen-
expression in relativen, gemittelten Zahlenwerten mit Standardabweichung dar. Zahlenwerte gré-
Ber als 1 zeigen eine Hochregulation der Genexpression an, Werte zwischen 0 und 1 beschreiben
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eine Abnahme der Genexpression und ein Wert gleich 1 bedeutet keine Anderung in der Genex-
pression im Vergleich der beiden Gruppen zueinander. An der x-Achse sind die zwei Gruppen
angegeben, welche miteinander verglichen wurden. Der erste Balken zeigt den Vergleich einer 24 h
FB-Besiedelung + 3 d statische Kultivierung (FB) zu 10 d statischer Kultivierung nach FB-
Besiedelung (G1, FB stat.). Der zweite Balken zeigt den Vergleich einer 24 h FB-Besiedelung +
3 d statische Kultivierung (FB) zu 10 d dynamischer Konditionierung nach FB-Besiedelung (G2,
FB dyn.). Der dritte Balken stellt den Vergleich von FB stat. (G1) zu FB dyn. (G2) dar.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der rt-PCR eine Tendenz in der Genexpression der EZM-Be-
standteile. Es ergibt sich, dass die alleinige FB-Besiedelung generell zu einer Abnahme der EZM-
Bestandteile fiihrt (siehe Abb. 6.14). Von signifikanter Bedeutung ist die Abnahme der Expression
von ol-Kollagen Typ I bei alleinig FB-besiedelten Proben nach dynamischer Konditionierung
(G2) im Vergleich zu Proben nach Besiedelungsprozessen (p = 0,02) und nach statischer Kulti-
vierung (G1, p = 0,02) (siehe Abb. 6.14; Diagramm A). Die dynamische Konditionierung der FB-
besiedelten Proben (G2) resultiert in einer signifikanten Zunahme der Entziindungsparameter
Inteleukin-1a (p = 0,03) und -8 (p = 0,04) im Vergleich zu Proben nach alleiniger Besiedelung

und nach statischer Kultivierung (G2; siehe Abb. 6.14; Diagramme G und H).
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Abbildung 6.15: rt-PCR zur Auswirkung der Flusskonditionierung auf die Genexpression bei FB-
und zusdtzlich EC-besiedelten Proben.

Die Werte werden zur besseren Vergleichbarkeit in einer logarithmischen Skala darstellt. Fiir
jeden EZM-Bestandteil wurde ein Balkendiagramm erstellt. Die y-Achse stellt die Hohe der Gen-
expression in relativen, gemittelien Zahlenwerten milt Standardabweichung dar. Zahlenwerte gro-
Ber als 1 zeigen eine Hochregulation der Genexpression an, Werte zwischen 0 und 1 beschreiben
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eine Abnahme der Genexpression und ein Wert gleich 1 bedeutet keine Anderung in der Genex-
pression im Vergleich der beiden Gruppen zueinander. An der x-Achse sind die zwei Gruppen
angegeben, welche miteinander verglichen wurden. Der erste Balken zeigt den Vergleich einer 24 h
EC-Besiedelung + 3 d statische Kultivierung (FB+EC) zu 10 d statischer Kultivierung nach FB-
und EC-Besiedelung (G3, FB+EC stat.). Der zweite Balken zeigt den Vergleich einer 24 h EC-
Besiedelung + 3 d statische Kultivierung (FB+EC) zu 10 d dynamischer Konditionierung nach
FB- und EC-Besiedelung (G4, FB+EC dyn.). Der dritte Balken stellt den Vergleich von FB+EC
stat. (G3) zu FB+EC dyn. (G4) dar.

Eine alleinige statische Kultivierung der FB- und EC-besiedelten Proben (G3) ergibt eine signifi-
kante Abnahme von al-Laminin (p = 0,002) im Vergleich zu Proben nach den Besiedelungspro-
zessen (siehe Abb. 6.15; Diagramm E). Werden die FB- und EC-besiedelten statisch kultivierten
(G3) mit den dynamisch konditionierten Proben (G4) verglichen, ergibt sich ein hochreguliertes

Interleukin-8 (p = 0,03) nach dynamischer Konditionierung (siche Abb. 6.15; Diagramm H).

A B

dvnamischer Konditionierung statischer Kultivierung

Einfluss EC-Beschichtung bei Einfluss EC-Beschichtung bei

100

Koll.T  Koll.IN EN FN1 HS2 111 I8 Koll.I  Koll.LIV FNI1 LN HS2 IL-1a [~

Abbildung 6.16: mt-PCR zur Auswirkung der EC-Beschichtung auf die Genexpression.

Die Werte werden zur besseren Vergleichbarkeit in einer logarithmischen Skala darstellt. Das
Balkendiagramm A stellt den Vergleich von statischer Kultivierung ohne (G1) und mit (G3) EC-
Beschichiung dar. Das Balkendiagramm B zeigt den Vergleich der Proben nach dynamischer
Konditionierung ohne (G2) und mit (G4) EC-Beschichtung. Die y-Achse stellt die Hohe der Ge-
nexpression in relativen, gemittelten Zahlenwerten mit Standardabweichung dar. Zahlenwerte gro-
fer als 1 zeigen eine Hochregulation der Genexpression an, Werte zwischen 0 und 1 beschreiben
eine Abnahme der Genexpression und ein Wert gleich 1 bedeutet keine Anderung in der Genez-
pression im Vergleich der beiden Gruppen zueinander. An der x-Achse sind die EZM-Bestandteile
angegeben: Koll. T (al-Kollagen Typ I), Koll. IV (al-Kollagen Typ IV), EN (Elastin), FNI1
(Fibronectinl), LN (al-Laminin), HS2 (Hyaluron-Synthase2), IL-1a (Interlevkin-1a) und IL-8
(Interleukin-8).

Betrachtet man die statisch kultivierten Proben ohne (G1) und mit EC-Besiedelung (G3) zeigt

sich einerseits ein signifikant hochreguliertes al-Kollagen Typ IV (p = 0,02) andererseits eine
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herunterregulierte Hyaluron-Synthase2 (p = 0,04) bei EC-besiedelten, statisch kultivierten Proben
(G3). Eine signifikante Reduktion von Interleukin-8 (p = 0,03) ergibt sich bei Vorhandensein einer
EC-Schicht bei statisch kultivierten Proben (G3). Werden die dynamisch konditionierten Proben
ohne (G2) und mit EC-Besiedelung (G4) verglichen, ergeben sich bei einer EC-Schicht deutliche
Unterschiede in der Expression: al-Kollagen I zeigt eine signifikante Hochregulation (p = 0,02)
bei FB- und EC-besiedelten Proben (G4) an (siehe Abb. 6.16). Zusétzlich ist bei EC-besiedelten
Proben (G4) eine signifikante Reduktion des Entziindungsparameters Interleukin-la (p = 0,03)

nach dynamischer Konditionierung zu verzeichnen.

6.7 pH-Wert-Messungen

Jeweils im Anschluss an die statische Kultivierung und dynamische Konditionierung wurde der
pH-Wert des Zellmediums gemessen, um eine eventuelle Verdnderung des Zellverhaltens durch
azidotische oder alkalische Bedingungen zu erkennen. Als Richtwerte wurden die pH-Werte von
unbehandeltem FB- und EC-Medium vor der Verwendung gemessen. Der pH-Richtwert fiir das
FB-Medium betrug konstant 7,33, jener von EC-Medium 7,92 (siehe Tabelle 6.6). Nach alleiniger
FB-Besiedelung sind die pH-Werte generell leicht azidotisch (G1: 7,18 + 0,02; G2: 7,26 + 0,05)
im Vergleich zu unbehandeltem FB-Medium. Nach statischer Kultivierung (G1) ist ein verstarkter
Abfall des pH-Wertes als nach dynamischer Konditionierung (G2) zu verzeichnen. Nach zusétzli-
cher EC-Besiedelung sind die pH-Werte deutlich stirker gesunken (G3: 7,19 + 0,09; G4: 7,30 +
0,16) als nach alleiniger FB-Besiedelung. Auch zeigt sich besonders nach der statischen Kultivie-

rung (G3) ein saureres Milieu als nach dynamischer Konditionierung (G4).

pH-Wert
FB-Medium 7,33
EC-Medium 7,92
Nach alleiniger FB-Besiedelung (FB-Medium)
10d statisch (G1) 7,18 4+ 0,02
10d dynamisch (G2) 7,26 + 0,05
Nach zusitzlicher EC-Besiedelung (EC-Medium)
10d statisch (G3) 7,19 + 0,09
10d dynamisch (G4) 7,30 £ 0,16

Tabelle 6.6: pH-Wert-Messungen.

Die Messungen erfolgten nach statischer Kultivierung und dynamischer Konditionierung der je-
weils FB- oder zusdtzlich EC-besiedelten Proben. Angegeben sind zusdtzlich die Richtwerte des
FB- und EC-Mediums.
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7 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklung einer EZM auf zellbesiedelten, nicht-abbauba-
ren PU-Scaffolds untersucht. Die Auswirkungen von Flusskonditionierung sowie einer Besiedelung
mit EC auf die EZM-Auspragung wurden dabei analysiert. Im Vergleich zu statischer Kultivierung
der PU-Scaffolds fiihrten dynamische Flussbedingungen im Bioreaktor zu einer deutlichen Steige-
rung der EZM-Bestandteile. Auch langere Kultivierungs- bzw. Konditionierungszeiten sowie die
zusatzliche EC-Besiedelung bewirkten eine starkere Auspragung der EZM. FB-besiedelte Scaf-
folds, welche im Bioreaktor flusskonditioniert wurden, zeigten abgeloste FB. Nach zusatzlicher

EC-Besiedelung konnte dieses Ablosen von Zellen nicht beobachtet werden.

Fiir die Besiedelung der PU-Scaffolds wurden autologe, ausdifferenzierte FB und EC aus der Vena
saphena magna isoliert. Derartige Zellen eigneten sich bereits in anderen Studien als ideale Zell-
quelle zur Herstellung von tissue-engineerten, kardiovaskuliren Produkten [152, 153]. Uberein-
stimmend zu diesen Studien zeigten die FB und EC in dieser Arbeit hervorragende Kultivierungs-
eigenschaften: Neben der einfachen Zellgewinnung konnte im immunzytologischen Nachweis die
Reinheit der isolierten Zellen bestatigt werden. Die rasche Zellproliferation sowie die Méglichkeit

der Kryopréservation machten die Verwendung dieser Zellen besonders praktikabel.

Als Tragermaterial dienten in diesem Versuchsaufbau synthetische, nicht-abbaubare PU-Scaf-
folds. Das PU wurde zunichst auf seine Bestéindigkeit gegeniiber der Formaldehyd-Gassterilisa-
tion getestet. Nach Sterilisation war keine Verdnderung der PU-Faserstruktur in den REM-Auf-
nahmen zu sehen, sodass ein negativer Einfluss der Sterilisation auf das Material ausgeschlossen
werden konnte. Dies bestatigend konnten Mariscal et al. nach Sterilisation keine Riickstande von
Formaldehyd auf der PU-Oberflache nachweisen [154]. Wahrend der gesamten Versuchsreihe blie-
ben die PU-Scaffolds formstabil, was die Eignung dieses haltbaren Materials zur Herstellung von
tissue-engineerten Produkten weiter bestéitigt. Demgegeniiber berichteten einige Autoren wie
Wheatley et al. iiber die Degeneration von nicht-abbaubarem PU [155]. Diese Degeneration auf-
grund von angelagertem, thrombotischem Material konnte durch die Endothelialisierung des PU-
Materials vermieden werden [156]. Dies wurde nicht nur in unserer Versuchsreihe durch die Zell-
besiedelung gezeigt, sondern auch vielfach in der Literatur beschrieben: Besonders die konfluente
EC-Schicht dient der Pravention der Thrombusbildung [28, 153, 157, 158] sowie der Vermeidung

der moglichen PU-Degeneration [156]. Weiterhin bewies sich das PU in der vorliegenden Arbeit



Diskussion 80

als biokompatibles Material. Die Zellen zeigten nach Besiedelung eine gute Adhésion an das PU,
was in den REM-Aufnahmen durch die konfluente Zellschicht bewiesen wurde. Uber den gesamten
Versuchsverlauf waren deutlich mehr vitale als tote Zellen vorhanden und auch die Zellprolifera-
tion wurde nicht durch eine zelltoxische Reaktion aufgrund des PU beeintrachtigt. In Korrelation
zu diesen Beobachtungen bestétigte die Studie von He et al. die in-vitro Biokompatibilitdt von
PU bei einem kleinlumigen GeféBersatz [159]. Die Arbeitsgruppe konnte mittels Zytotoxizitatstest
zeigen, dass die PU-Geféafiprothese zellkompatibel war und damit die EC-Adhésion nicht beein-
trachtigte. Die Mikrostruktur und -architektur des PUs kann durch verschiedene Herstellungs-
techniken variiert und bestimmt werden [160]. Das in dieser Arbeit angewandte Elektrospinning-
Verfahren ergab die pordse, faserige PU-Oberfliche, welche morphologische Ahnlichkeit zu nati-
vem Kollagen aufweist. Die Porositdt und Porengréfe des PU sowie die Feinheit und Ausrichtung
der PU-Fasern erméglichten eine exzellente Zelladhésion. Dies wurde durch die konfluente Zell-
schicht in den REM-Aufnahmen sowie durch den IF-Nachweis von TE-7 und vWF nach den
Besiedelungsprozessen bestatigt. In Korrelation dazu zeigten auch andere Arbeitsgruppen, dass
die genannten Eigenschaften des PU-Materials essentiell fiir Zelladhidsion und -migration sind
[161, 162]. Bergmeister et al. konnten die Eignung einer PU-GefaBprothese, welche mittels Elek-
trospinning hergestellt wurde, im Tiermodell untersuchen [163]. Bestatigend zu unseren in-vitro
Beobachtungen zeigten diese Gefafprothesen in-vivo exzellente Zelladhdsion, -migration und
-proliferation sowie eine gute Biokompatibilitdt. Dennoch gab es in unserer Versuchsreihe einzelne
FB-besiedelte PU-Scaffolds, an deren Auflenseite nach dreitdgiger Ruhephase keine konfluente
Zellschicht nachzuweisen war. Dies lag vermutlich an einer verdnderten PU-Oberflache der Scaf-

fold-AufBenseite, was die geringere Zelladhasion bedingt haben kénnte.

Der in dieser Arbeit verwendete Besiedelungsbioreaktor ermoéglichte die effektive Zellbesiedelung
der PU-Scaffolds unter dynamischen Bedingungen. Die Zellauszihlungen nach der 24-stiindigen
Besiedelungsperiode ergaben, dass 93% der FB bzw. 86% der EC an das PU angelagert waren. In
Zusammenschau der LD- und REM-Aufnahmen zeigte sich nach der Besiedelung eine vitale, kon-
fluente Zellschicht. Die spezifischen Marker gegen TE-7 und vWF lieferten den Beweis, dass das
PU mit FB und EC besiedelt wurde. Die nur vereinzelt beobachtete freiliegende PU-Struktur an
der AuBenseite der FB-besiedelten Scaffolds kénnte neben der oben genannten verdnderten PU-
Faserstruktur auch durch eine geringere Zelldistribution im Besiedelungshioreaktor erklarbar sein.

Trotz dessen wurden in der Literatur mehrfach die Vorteile der dynamischen gegeniiber der sta-
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tischen Zellbesiedelungstechnik beschrieben [68, 164]: Genannte Publikationen berichteten tiber-
einstimmend, dass auf dynamisch besiedelten Triagermaterialien gleichméfig hohe Zelldichten und
deutlich mehr vitale Zellen nachzuweisen waren. Nach einer dynamischen Besiedelung konnte eine
erhohte EZM-Bildung beobachtet werden [165]. Auch in unseren Versuchen und dieser Arbeits-

gruppe wurde die Effektivitat dieser Besiedelungstechnik bewiesen [166].

Nach den Besiedelungsprozessen erfolgte unter anderem die Konditionierung von PU-Scaffolds
unter dynamischen Bedingungen im Bioreaktor. Zum Vergleich der dynamisch konditionierten
Proben dienten statisch kultivierte Kontrollgruppen. Der Konditionierungsbioreaktor konnte be-
reits in vorigen Versuchen dieser Arbeitsgruppe erfolgreich angewandt werden [150]. Der Bioreak-
tor erzeugte einen pulsatilen Fluss von bis zu 2.100 ml/min, welcher ungefahr dem physiologischen
Fluss im Lungenkreislauf junger Schafe entspricht [167]. Die Flussrate wurde langsam von
690 ml/min auf 2.100 ml/min erhéht, wodurch die Anpassung der Zellen an Fluss und Scherstress
ermoéglicht wurde. Folglich kam es nicht zum Ablésen der Zellen aufgrund einer zu raschen Fluss-
steigerung wie bei Dunkern et al. berichtet wurde [168]. In den REM-Aufnahmen zeigte sich die
flussbedingte Anpassung besonders deutlich bei den EC, indem diese sich in Richtung des Stromes
ausrichteten. Diese Ausrichtung der EC bedingt durch den Scherstress der laminaren Stromung
wurde auch bei Steward et al. dokumentiert [169]. Die pH-Wert-Messungen in unseren Versuchen
ergaben ein deutlich saureres Milieu bei statisch im Vergleich zu dynamisch behandelten Proben.
Dies verdeutlichte, dass anaerobe Stoffwechselverhaltnisse bei statischer Kultivierung vorlagen. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Carrier et al. war unter dynamischen Bedingungen
ein aerober Zellstoffwechsel nachzuweisen [76]. Begriindet werden kann dieser Zellmetabolismus
unter anderem in dem verbesserten Nahrstoff- und Gasaustausch unter dynamischen Bedingun-

gen.

Wihrend der 10-tagigen Konditionierungsphase im Bioreaktor zeigte die zusétzliche EC-Besiede-
lung deutliche Vorteile gegeniiber einer alleinigen FB-Besiedelung. So losten sich die FB bei ver-
einzelten Proben mit alleiniger FB-Besiedelung flussbedingt von der PU-Oberflache ab. In den
REM-Aufnahmen war bei diesen Proben die FB-Schicht nicht mehr konfluent, sodass die PU-
Fasern sichtbar waren. Zuséatzlich waren die leichte Zunahme der toten Zellen sowie signifikant
erhohte Entziindungsparameter Interleukin-la (p = 0,03) und -8 (p = 0,04) festzustellen. Mit der
zusétzlichen EC-Besiedelung lsten sich die Zellen nicht vom PU-Material. Ahnliches konnte in
der Studie von Lee et al. gezeigt werden [170]: Die von FB gebildete EZM stellte die exzellente

Grundlage zur Adhésion der EC dar. Dabei waren die EC, welche an der EZM angelagert waren,
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resistent gegeniiber Scherstress und die EC-Schicht war auch nach fiinf Wochen im Tierorganis-
mus konfluent. In-vivo bestatigen sich diese Beobachtungen: FB und EC sind in Kombination am
physiologischen Wandaufbau von z.B. Herzklappen und Gefalen beteiligt und steigern zusammen
das EZM-Wachstum [171]. Und auch in der vorliegenden Arbeit zeigen sich iibereinstimmende
Ergebnisse. Die Kombination von FB und EC fiihrte unabhangig von den Konditionierungspro-
zessen zu einer wesentlich starkeren EZM-Expression. Fibronectin, Elastin sowie Kollagen waren
auf FB- und EC-besiedelten Scaffolds deutlich vermehrt nachweisbar als auf PU-Scaffolds, welche
alleinig mit FB besiedelt wurden. In der rt-PCR zeigte sich eine signifikant gesteigerte Genexpres-
sion von Kollagenen bei FB- und EC-besiedelten Proben sowohl unter statischen (p = 0,02) als

auch dynamischen Bedingungen (p = 0,02).

Mit langerer Kultivierungs- bzw. Konditionierungszeit wurde eine deutliche Steigerung der EZM-
Bestandteile dokumentiert. Grund hierfiir war unter anderem das stetige Wachstum der Zellpo-
pulation auf den PU-Scaffolds. Ahnliches konnte in der Studie von Zhang et al. gezeigt werden,
in der statisch kultivierte und dynamisch konditionierte tissue-engineerte Gefafprothesen vergli-
chen wurden [172]. Dynamische Flussbedingungen fithrten zu exzellenten Ergebnissen im Hinblick
auf Zellproliferation und -metabolismus sowie EZM-Produktion. Diese Proben waren den statisch
kultivierten Proben deutlich iiberlegen. Korrelierend zu diesen Ergebnissen fithrte in unseren Ver-
suchen die Flusskonditionierung zu einer merklichen Steigerung der EZM-Bestandteile im Ver-
gleich zu statischer Kultivierung. Dies konnte aber nur bei Proben beobachtet werden, welche
zusatzlich mit EC besiedelt wurden: Nach sieben Tagen unter pulsatilem Fluss war eine deutlich
positive Farbereaktion auf Elastin und Fibronectin in den IF-Farbungen zu verzeichnen. Vergli-
chen mit statisch kultivierten Proben zeigte sich nach Konditionierung eine massive Intensitéts-
zunahme der Firbereaktion auf Elastin und Fibronectin. Ahnliches wurde fiir die Auspragung der
Kollagen-Matrix in den histologischen Farbungen beobachtet. Bei einzelnen FB- und EC-besie-
delten Proben konnten nach der Flusskonditionierung EZM-Bestandteile innerhalb der pordsen
PU-Wandstrukturen identifiziert werden. Ubereinstimmend hierzu zeigte sich in der rt-PCR eine
Zunahme der Kollagenexpression (p = 0,02) sowie eine Reduktion der Entziindungsparameter (p
= 0,03) in dynamisch konditionierten, FB- und EC-besiedelten Proben im Vergleich zu dynamisch
konditionierten Proben mit alleiniger FB-Besiedelung. Die ausschlieBlich mit FB besiedelten PU-
Scaffolds zeigten aufgrund der Zellablésung unter dynamischen Bedingungen eine signifikante Re-

duktion der Kollagenexpression (p = 0,02). Die Flusskonditionierung ergab bei diesen FB-besie-
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delten Scaffolds keinen Vorteil fiir die Ausbildung der EZM. Eher waren die Reaktionen auf Elas-
tin, Fibronectin und Kollagene in diesen Proben vergleichbar mit den statisch kultivierten Proben.
Auch in der rt-PCR war bei diesen dynamisch konditionierten, FB-besiedelten Proben die EZM-
Genexpression tendenziell abnehmend und eine signifikante Hochregulation der Entziindungspa-
rameter (p = 0,03 und p = 0,04) zu verzeichnen. Somit zeigte sich auch in unseren Versuchen die
klare Uberlegenheit der dynamischen Flusskonditionierung und zusitzlichen EC-Besiedelung im
Hinblick auf die Bildung der EZM. Vergleichend hierzu zeigten die Studien von Konduri et al.,
dass mechanische Stimuli und ein intaktes Endothelium essentiell fiir die Aufrechterhaltung der
Funktionalitidt von Herzklappen sind [173]. Statische Bedingungen fithrten in der nativen Schwei-

neherzklappe zu einem Verlust der EZM-Architektur und einem verdnderten Endothelium.

Die mittels der rt-PCR getroffenen Aussagen liber die Genexpression der EZM-Bestandteile kon-
nen in dieser Versuchsreihe bedingt interpretiert werden. Es grenzte sich nur bei einigen Werten
eine klare Signifikanz ab. Ein méglicher Grund hierfiir ist die Herkunft der isolierten FB und EC.
Da die verwendeten Venensegmente anonymisiert wurden, kann nur vermutet werden, dass den
Patienten betreffende Faktoren die Zellqualitit und Genexpression beeinflussten. Faktoren wie
ein hoheres Patientenalter bei Herz-Bypass-Operationen, kardiovaskuldre Vorerkrankungen und
Multimorbiditét konnen eine Dysfunktion der Zellen bedingen und in einer verminderten EZM-
Expression resultieren. In der Literatur bestatigt sich diese Erkenntnis: Hohes Alter und ein dys-
funktionales Endothel beglinstigen atherosklerotische Prozesse, welche wiederrum ein Umbau in
der EZM-Struktur und eine Zellschiadigung bedingen [174-176]. Neben der Zellherkunft kénnten
weitere Einflussfaktoren wie die Lagerung der Venensegmente, die Verweildauer des Venenseg-
mentes bis zur Zellisolierung, die Kultivierung, die Isolierungsmethode und die Kryopraservation
eine Auswirkung auf die EZM-Genexpression gehabt haben. Zusatzlich wurden durch die rt-PCR
Verdanderungen in der Genexpression ermittelt und miteinander verglichen. Diese Ergebnisse stel-
len somit relative Werte dar. Ein direkter Vergleich der Nativwerte kann nur bedingt interpretiert
werden. In fortfiihrenden Versuchen gilt es diese Methode zu verifizieren. Dennoch konnte in
Zusammenschau der Farbungen eine weitgehende Ubereinstimmung einiger Ergebnisse der rt-

PCR beschrieben und dargestellt werden.

In der Literatur wurde vielfach beschrieben, dass Scherstress in dynamisch konditionierten Proben
einen entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung eines intakten Zell-EZM-Konstruktes hat [177].
In unseren Beobachtungen fithrte Scherstress bei alleiniger FB-Besiedelung teilweise zum Abldsen

der FB. Wurden aber FB- und EC-besiedelte Proben konditioniert, folgte die bessere Zelladhésion
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sowie die Produktion von EZM. Somit war zunédchst als Voraussetzung zur EC-Adhésion die
optimale Grundlage aus FB und deren gebildete EZM anzunehmen. Diese Beobachtungen korre-
lierten mit den oben genannten Ergebnissen von Lee et al. [170]. Der Scherstress bewirkte die
Anpassung der EC an die dynamischen Bedingungen. Dies konnte in den REM-Aufnahmen nach-
gewiesen werden, wobei die EC sich in Richtung des Flusses orientierten. Ahnliches wurde auch
in der Arbeit von Malek et al. beobachtet, wobei hier Scherstress zur Forménderung und Ausrich-
tung der EC fihrte [178]. Weiterhin konnte in unseren Untersuchungen gezeigt werden, dass die
mechanische Stimulation der EC-Schicht in der Anderung der EZM-Zusammensetzung resultierte:
Kollagene, die Bestandteil der physiologischen Basalmembran sind, waren nach Flusskonditionie-
rung bei zusédtzlich EC-besiedelten Proben vermehrt nachzuweisen. Neben der Zunahme an Kol-
lagenen war auch die vermehrte Bildung von Fibronectin und Elastin zu dokumentieren. Diese
von FB und EC gebildete EZM stellte wiederum eine stabile Struktur fiir proliferierende FB und
EC dar. Andere Studien konnten zusitzlich zeigen, dass Scherstress positive Auswirkungen auf
die Zell-Zell-Kontakte hat [179]: So induzierte Scherstress die Bildung des FB-Wachstumsfaktors

in EC [180].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bildung einer EZM auf zellbesiedelten PU-Scaffolds in-vitro
analysiert. Die systematische Untersuchung der Besiedelungs- und Konditionierungsregimes
zeigte, dass die Kombination aus der EC-Schicht und Flusskonditionierung zu einer vermehrten
EZM-Bildung fiihrte. Somit konnte die Bildung einer EZM als potenzielles kardiovaskulédres Er-
satzgewebe optimiert werden. Basierend auf gewonnenen Erkenntnissen kann zukiinftig der Ersatz
erkrankter, kardiovaskuldarer Strukturen durch tissue-engineertes Gewebe erreicht werden. In fort-
fithrenden Arbeiten gilt es, dieses Gewebe unter physiologischen linksventrikularen Bedingungen

in-vivo zu untersuchen.
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8 Zusammenfassung

Tissue Engineering stellt einen vielversprechenden Ansatz zur Herstellung von kardiovaskuldrem
Ersatzgewebe dar. Entscheidend ist der in-vitro Aufbau einer vitalen extrazellularen Matrix. Diese
Matrix wird von Zellen gebildet, welche auf ein Tragermaterial wie synthetisches Polyurethan
besiedelt werden. Dadurch entsteht vitales Ersatzgewebe, welches Wachstum, Regeneration und
Entwicklung des tissue-engineerten Konstruktes zu gesundem, kardiovaskularem Gewebe ermog-
licht. Vorliegende Versuche analysierten das Ausmaf der Bildung der extrazelluldren Matrix auf
zellbesiedeltem Polyurethan. In Abhédngigkeit von zuséitzlicher Endothelzell-Besiedelung und der
Flusskonditionierung im Bioreaktor konnten unterschiedliche Auspriagungen der extrazelluldren

Matrix beobachtet werden.

Im Vergleich zu statisch kultivierten Proben konnte nach der Konditionierung unter pulsatilem
Fluss eine wesentliche Steigerung der Bestandteile der extrazellularen Matrix beobachtet werden.
Dies wurde aber nur bei Proben nachgewiesen, welche zusitzlich mit Endothelzellen beschichtet
wurden. Hier zeigte sich die Ausrichtung der Endothelzellen in Richtung des Flusses im Sinne
einer Anpassung der Zellen an den Scherstress. Zusétzlich konnten vermehrt Matrixbestandteile
nachgewiesen werden. Die aerobe Stoffwechsellage bei dynamisch konditionierten, Endothelzell-
besiedelten Proben beglinstigte zusitzlich die Bildung der extrazelluliren Matrix. Die alleinige
Besiedelung mit Fibroblasten hingegen fitlhrte unter Scherstress-Bedingungen teilweise zu einem
Ablosen der Fibroblasten. Folglich erbrachte die Flusskonditionierung bei alleiniger Fibroblasten-
Besiedelung keinen Vorteil. Im Gegenteil zeigte sich eher eine vergleichbare Expression von Mat-
rixbestandteilen wie nach statischer Kultivierung. Als essentiell zur Ausbildung der extrazelluldren
Matrix erwies sich somit die Endothelzell-Besiedelung und folgend die dynamische Konditionie-
rung. Dennoch stellte die initiale Fibroblasten-Besiedelung die ideale Grundlage fiir die nachfol-
gende Endothelzell-Adhésion dar. Beide Zelltypen sind am physiologischen Wandaufbau von kar-
diovaskuldren Wandstrukturen beteiligt und beeinflussen gemeinsam die Bildung der extrazellu-
laren Matrix. Physiologische Stimuli in Form des pulsatilen Flusses, welcher Scherstress an der
Zelloberfliche induzierte, bewirkte die Modulation und Reaktion der Zellen. Dies hatte eine ver-

mehrte Ausprigung von Matrixbestandteilen zur Folge.
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung einer vitalen extrazellularen Matrixstruk-
tur auf zellbesiedelten, konditionierten Polyurethan-Scaffolds in-vitro realisierbar ist. Durch Ana-
lyse der unterschiedlichen Besiedelungs- und Konditionierungsprozesse konnte eine gesteigerte
extrazelluldre Matrixbildung unter Endothelzell-Besiedelung und pulsatilem Fluss beobachtet wer-
den. Weiterhin waren eine verlangerte Ruhezeit nach den Besiedelungsprozessen und die langsame
Adaptation an den pulsatilen Fluss vorteilhaft fiir die Matrixbildung. Die angewandten Methoden
zeigen vielversprechende Ergebnisse zur Verbesserung der Herstellung eines implantierfahigen,
robusten tissue-engineerten Gewebes mit Regenerationspotenzial. In fortfithrenden Versuchen gilt
es, dies auch unter physiologischen Bedingungen zu validieren. Zukiinftig konnten nach den Prin-
zipien des Tissue Engineerings hergestellte Implantate zum Ersatz von kardiovaskularem Gewebe
und Organen fithren. Dies ist in Anbetracht gegebener Einschrankungen vorhandener Therapie-
moglichkeiten und der hohen Pravalenz kardiovaskuldrer Erkrankungen von entscheidender Be-

deutung und daher von fortwidhrendem Interesse aktueller Forschungsvorhaben.
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10.3 Materialien
Losungen/Medien/Reagenzien

Artikel Hersteller Artikelnummer

2xRT? SYBR Green ROX FAST
Mastermix

Agarose

Ampuwa
Argongas

Bovines Serumalbumin (BSA)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Eindeckmedium (CV Ultra
Mounting Medium)

Endothelial Cell Growth Medium
Ethanol 30%, 50%, 70%, 90%,
96%, 99,9%
Ethylendiamintetraessigsdure Di-
natriumsalz Dihydrat
Fermacidal D2 (Desinfektions-
mittel fiic Arbeitsflachen)

Fetal Calf Serum (FCS)
Fibroblast Growth Medium
Gentamycin 10 mg/ml
Glutaraldehyd 25%

HCI (1 N)
Heparin, 25.000 I.E./5 ml

Heparin, 5.000 I.E./0,2 ml
Humanes Serum Albumin (HSA)
20%

Kollagenase Typ 2, CLS-2 (300
U/mg)

Medium199 Earle’s
Mercaptoethanol (2-Mercap-
toethanol)

Mounting Medium

Natrium-Cacodylat Trihydrat

Natriumcitrat Dihydrat

Qiagen GmbH, Hilden, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

Fresenius Kabi, Bad Homburg, GER
Linde AG, Miinchen, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

Leica GmbH, Wetzlar, GER

Promocell GmbH, Heidelberg, GER
Apotheke des Klinikums Groiha-
dern, Miinchen, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

IC Products SA, Minusio, SUI

Biochrom AG, Berlin, GER
Promocell GmbH, Heidelberg, GER
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, GER
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

B. Braun Melsungen AG, Melsun-
gen, GER

Ratiopharm GmbH, Ulm, GER
Baxter GmbH, Unterschleifheim,
GER

Worthington Biochemical Corpora-
tion/CellSystems GmbH, St.
Katharinen, GER

Biochrom AG, Berlin, GER

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER

Ibidi GmbH, Miinchen, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

330600

A9539-100G

1214482

AT7906-100G

D5879-100ML

14070937891

(C-22010

E5134

222.010

S 0115

(C-23010

15750-037

G 4004

7647-01-0

PZN-3029843

PZN-3170642
6861364

43J14366B

0665

4227.3

50001
4945

W302600
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Natriumhydroxid

Penicillin-Streptomycin Solution,

stabilized

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Proteinase K Ready-to-use
Reagent DX Antifoam
RNeasy Mini Kit 50
Roti-Histofix 4% (Formalde-
hydlésung)

RT2 First Strand Kit (50)
Stickstoff

Sudanschwarz
Tris-Borate-EDTA Puffer

TritonX-100
Trypan Blue Solution (0,4%)

Trypsin-EDTA (Ethylendia-
minetetraacetic acid) solution
(10x)

Xylol

Zitronensaure

Farbemittel

Artikel
DAPI

Farbekit Pikrosiriusrot
GelRed Nucleic Acid Stain
Héamatoxylinlosung B n. Wei-
gert

Propidiumjodid (PT)

Syto9 (5 mM in DMSO)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

Biochrom AG, Berlin, GER

Dako GmbH, Glostrup, DK

Qiagen GmbH, Hilden, GER

Qiagen GmbH, Hilden, GER

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER

Qiagen GmbH, Hilden, GER

Linde AG, Minchen, GER

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
kirchen, GER

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER

Hersteller

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, GER

Morphisto GmbH, Frankfurt, GER
Biotium, Inc., Fremont, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, GER

Life Technologies
GER

GmbH, Darmstadt,

Immunfluoreszenz- Antikorper

Artikel
Anti-Elastin

Anti-Fibronectin

Hersteller

Abcam plc, Cambridge, England
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, GER

71687
P4458-100ML
L1825

53020

19088

74104

P087.3
3304404

0292.1
T4415-1L

X-100

T8154

T-4174-100ML

9713.3
7624.1

Artikelnummer

D9542
13425
41003
X907.1

81845

S-34854

Artikelnummer

ab21610
3648



Detergenslésung zur Permea-
bilisierung (in PBS)

Endothelial Cell Growth Me-
dium (6% FCS)
Lagerung bei 2 - 8°C

Fibroblast Growth Medium
(11% FCS)
Lagerung bei 2 - 8°C

FIX-II-Lésung
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Anti-TE-7 Millipore Corporation, MA, USA CBL271
Anti-vWF Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkir- =~ HPA001815

chen, GER
Esel-Anti-Maus IgG H&L Abcam ple, Cambridge, England ab150110
(Alexa Fluor 555)
Ziege-Anti-Kaninchen IgG Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkir- SAB4600234
H&L (CF488A) chen, GER

Zusammensetzung der Medien, Reagenzien und Fiarbemittel
Artikel Reagenz Menge
Blockingpuffer Fetal Calf Serum (FCS) 15 ml (10%)

Bovines Serumalbumin (BSA) 6 g (4%)
Endothelial Cell Growth Me- | Endothelial Cell Growth Medium 500 ml
dium (6% FCS) Fetal Calf Serum (FCS) 30 ml
Lagerung bei 2 - 8°C Supplement fiir Endothelial Cell Growth = 12 ml
Medium
Penicillin-Streptomycin Solution, stabi- 1 ml
lized
DAPI DAPI 1:1000 in PBS verdiinnt
Demaskierung Citratpuffer Acqua destillata 450 ml
Natriumcitrat Dihydrat 0,1 M 41 ml
Zitronensaure 9 ml
Demaskierung 0,5 M Ethylendiamintetraessigsdure Dinatri- 186,12 g
Na;EDTA umsalz Dihydrat
H,O 800 ml
Natriumhydroxid Ca. 20 g (bis pH
8,0)
H,0O Bis 1 1 auffiillen

- von ergebender Losung 4 ml in 2 1 Ampuwa

TritonX-100 0,5% in

Fetal Calf Serum (FCS)

Bovines Serumalbumin (BSA)
Endothelial Cell Growth Medium
Fetal Calf Serum (FCS)

Supplement fiir Endothelial Cell Growth
Medium

Penicillin-Streptomycin Solution, stabi-
lized

Fibroblast Growth Medium

Fetal Calf Serum (FCS)

Supplement fiir Fibroblast Growth Me-
dium

Penicillin-Streptomycin Solution, stabi-
lized

Ampuwa

15 ml (10%)
3 g (2%)
500 ml

30 ml

12 ml

1 ml

500 ml
55 ml
10 ml

1 ml

912 ml
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Lagerung bei 2 - 8°C

Immunfluoreszenz-Antikor-

perlosung

Medium199 Earle’s (ge-

brauchsfertig)
Lagerung bei 2 - 8°C

Propidiumjodid (PI) (cPI =

25 mM)

Lagerung bei -20°C
»Spullosung
Lagerung bei -20°C

»Stopplosung“
Lagerung -20°C

Sudanschwarz

Trypsin-EDTA 1:20
Lagerung bei -20°C

OP-Besteck

Artikel
Bull-Dog-Klemme
Klemme, steril
Nadelhalter
Nierenschale, steril
Pinzette, grof3, steril

Schere, steril

Glutaraldehyd 25%

HCI (1 N)

Natrium-Cacodylat Trihydrat
1:200 in PBS mit

Fetal Calf Serum (FCS)

Bovines Serumalbumin (BSA)
Medium199 Earle’s
Penicillin-Streptomycin Solution, stabi-
lized

Propidiumjodid (PT)

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Medium199 Earle’s

Gentamycin 10 mg/ml

Heparin, 5.000 L.E./0,2 ml
Medium199 Earle’s

Fetal Calf Serum (FCS) 20%
Sudanschwarz 0,3% in

Ethanol 70%

Phosphate Buffered Saline (PBS)
Trypsin-EDTA solution (10x)

Hersteller
Aesculap AG, Tuttlingen, GER

Verbrauchsartikel und andere Materialien

Artikel

Abdecktuch Secu-Drape, ste-

ril, 45 x 75 cm

Becher mit Deckel, steril, 500

ml

Becher unsteril, 500 ml

Becherglas mit Filterdeckel,

steril, 500 ml

Bottle Top Filter 0,22 pm
Bottle Top Filter 0,45 pm

Hersteller

Sengewald, Clinic Innovation, Rohrdorf-
Thansau, GER
Nalgene, Rochester, NY 14625, USA

DWK Life Sciences GmbH, Mainz, GER
DWK Life Sciences GmbH, Mainz, GER

Nalgene, Rochester, NY 14625, USA
Nalgene, Rochester, NY 14625, USA

86 ml
1,5 ml
11,3 g

15 ml (10%)
6 g (4%)
500 ml

1 ml

25 mg
1496 pl

494 ml
5 ml
1 ml
500 ml
125 ml

475 ml
25 ml

Artikelnummer
504572

5954520
2954545



Latexhandschuhe Vasco
Basic: S, M, LL

Millex-GS Spritzenfilter
0,2 pl, steril

Neolus Luer Needles
Paraffin 50 - 52°C
Petrischale, 47 mm
Petrischalen aus Polystyren,
100 mm Durchmesser
Pipetboy

Pipetboy

Pipette 100 - 1.000 nl, 20 -
200 pl, 0,1 - 3 ul

Pipettenspitzen 10 pl
Pipettenspitzen 100 pul
Pipettenspitzen 1250 nl
Polyurethan-Scaffold
Probenhalter REM

Roéhrchen, 1,5 ml, unsteril
Rohrchen, 15 ml mit
Schraubdeckel, steril

GER

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
GER

Millipore Corporation, MA, USA

Terumo FEurope N.V., Leuven, Belgium
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER
Millipore Corporation, MA, USA

Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold,
GER

Fa. Integra, Fernwald, GER
Eppendorf AG, Hamburg, GER,
Eppendorf AG, Hamburg, GER,; Biohit,
Sartorius Lab Instruments GmbH, Go6t-
tingen, GER

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, GER
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, GER
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, GER
ITV, Denkendorf, GER

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
GER

Eppendorf AG, Hamburg, GER
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, GER

Anhang 104
Chirurgischer Ndhfaden, Su- = Resorba Wundversorgung GmbH & Co. = 91513
polene griin KG, Niirnberg, GER
Combi Stopper (rot) B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 4495101
GER

Cryo Tube vials Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold, = 375418
GER

Deckglas 25 mm aus Kunst- Fa. Sarstedt, Newton, USA 83.1840

stoff

Deckglédser 24 x 24 mm Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, = H875.1
GER

Deckglaser Immunhisto- Thermo Fisher Scientific, Gerhard Men- =~ BBAD02200-

chemie zel B.V. & Co. KG, Braunschweig, GER = 600#A

Dreiwegehahn Discofix C-3 B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 16494C
GER

Einbettkassetten (Rotilabo) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, GER K113.1

Filter Minisart 0,22 pm Sartorius Stedim Biotech GmbH, Got- 16534
tingen, GER

Flaschen, steril, 500 ml Costar, Corning Incorporated, Corning, 8393
NY, USA

Geféd-/Kaniilier-Kaniilen Medtronic GmbH, Meerbusch 30004

Handschuhe, steril Meditrade GmbH, Kiefersfelden, GER 9021

High-Vacuum Grease Silicone = Dow Corning Corporation, MI, USA 3826-50

Kaniilen: BD Microlance Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, 301300

6066616, 6066624,

6066632
SLGS033SS

NN-2070S
CN48.2

PD 1004700
4021

155000 155 018

701.116.210
70.760.212
701.186.210

10-003012

0030120086
62.554.002
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Rohrchen, 50 ml mit Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, GER 62.559.001
Schraubdeckel, steril
Serologische Pipetten: 1 ml Costar, Corning Incorporated, Corning, 4485
NY, USA

Serologische Pipetten: 10 ml | Costar, Corning Incorporated, Corning, 4488
NY, USA

Serologische Pipetten: 2 ml Costar, Corning Incorporated, Corning, 4486
NY, USA

Serologische Pipetten: 25 ml | Greiner Bio-One, Frickenhausen, GER 760180

Serologische Pipetten: 5 ml Costar, Corning Incorporated, Corning, 4487
NY, USA

Serologische Pipetten: 50 ml = Greiner Bio-One, Frickenhausen, GER 768180

Skalpell Nr. 23
Spritze, 10 ml
Spritze, 2 ml

Spritze, 20 ml

Sterile Pipettenspitzen 100 pul

Teflonring und -stdbe

Transferpipetten 3 ml, 5 ml
Well-Platten (12-Well)

Zéhlkammer: Neubauer im-
proved C-Chip, disposable
Hemocytometer
Zellkulturflasche 12,5 ¢cm?
BD Falcon
Zellkulturflaschen 12,5 ¢cm?

Zellkulturflaschen 175 c¢cm?
Zellkulturflaschen 75 cm?®

Arbeitsgerite

Artikel
Analysenwaage ABS 770

Bal-Tec Critical Point Dryer
CPD 030

Bal-Tec Sputter Coater SCD
050

Feather Safety Razor Co., LTD. Medical

Division, JPN

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
GER

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
GER

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
GER

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, GER
Laborwerkstatten des Klinikums Grof-
hadern

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, GER
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
GER

Digital Bio, Korea iiber Biochrom AG,
Berlin, GER

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
GER

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
GER

Corning Incorporated, NY, USA
Corning Incorporated, NY, USA

Hersteller

Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern, GER

Bal-Tec GmbH, Witten, GER

Bal-Tec GmbH, Witten, GER

02.001.30.020

309110

300928

300296

70.760.212

86.1171

353043

CHC-NO1

353104

353107

3151
430641

Artikelnummer

L-701431

L-106975
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Besiedelungsbioreaktor Laborwerkstatten des Klinikums Grof-
hadern
Fluoreszenzmikroskop Axio Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Observer GER
Gefrierschrank, -20°C Liebherr Hausgerdte GmbH, Ochsenhau- = G-719311
sen, GER
Gefrierschrank, -20°C, "Com- = Siemens, Miinchen, GER G-259078
fort Plus"
Inkubator APT line TM CB | Binder GmbH, Tuttlingen, GER
Konditionierungsbioreaktor Laborwerkstatten des Klinikums Grof-
hadern
Kiihlschrank Liebherr Hausgerdte GmbH, Ochsenhau- = 'Glass Line'
sen, GER
Kiihlschrank "Sikafrost" Siemens, Miinchen, GER G-259082

Laminar Airflow ,,Hera Safe

Mastercycler gradient
Mikroskop “Axiovert 35”

Mikroskop “Leica DMR”
Mikroskop Bildverwaltungs-
system

Mikroskop Farbkamera
Mikrotom mit Fast freezing
Unit KS 34

PC Celsius

BioPhotometer 6131
pH-Meter WTW Inolab Le-
vel 1
Rasterelektronenmikroskop
Zeiss evo LS10

Rotor Holder

Rotor-Disc 100 Loading
Block

Rotor-Disc 100 Locking Ring
Rotor-Disc 100 Rotor
Rotor-Disc Heat Sealer 230 V
Rotor-Gene
Stickstoffbehélter
Wirmebad ,Julabo SW 23“

Wiérmeschrank

Wasserbad (Paraffinstreck-
bad)

Zentrifuge ,Rotina 46 R

Kendro Laboratory Products, Hanau,
GER

Eppendorf AG, Hamburg, GER,

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
GER

Leica GmbH, Wetzlar, GER

Leica GmbH, Wetzlar, GER

Leica GmbH, Wetzlar, GER

Microm International GmbH (part of
Thermo Fisher Scientific), Walldorf,
GER

Fujitsu Technology Solutions GmbH,
Augsburg, GER

Eppendorf AG, Hamburg, GER,
WTW, Weilheim, GER

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
GER

Qiagen GmbH, Hilden, GER
Qiagen GmbH, Hilden, GER

Qiagen GmbH, Hilden, GER

Qiagen GmbH, Hilden, GER

Qiagen GmbH, Hilden, GER,

Qiagen GmbH, Hilden, GER

Messer Griesheim

Kendro Laboratory Products, Hanau,
GER

Binder GmbH, Tuttlingen, GER
Medax GmbH & Co. KG, Neumiinster,
GER

Hettich, Tuttlingen, GER

Leica Image Ma-
nager 50

Leica DC200
HM 430 mit KS
34

9018908
9018909

9018896
9018895
9019725

WTC
25900
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10.4 Einverstiandniserklarung fiir Patienten zur Zellspende

K LI N I K U M CAMPUS GROSSHADERN

I_IVIU DER UNIVERSITAT MUNCHEN

HERZCHIRURGISCHE KLINIK
UND POLIKLINIK

e

LN

A
7

Dr. med. Nikolaus Thierfelder

Leiter medizinische Forschung der
- o 4 - . AG ,Kardiovaskulires Tissue Engineering”

Patienteneinverstandniserklarung

Telefon +49 (0)89 4400-74791

Telefax +49 (0)89 4400-78671

http:/hch klinikum uni-muenchen.de

herzchirurgische Forschung Postanschrift
Marchioninistr. 15
81377 Miinchen

Sehr geehrter Patient,

die Forschungsgruppe ,Kardiovaskuldres Tissue Engineering” der herzchirurgischen Klinik
versucht neuartige, individualisierte Therapiekonzepte fiir die Zukunft zu entwickeln und zu
etablieren. Hierfiir sind wir auf die Verwendung von gespendetem Gewebe, insbesondere
Zellen, angewiesen. Es ist moglich, dass im Rahmen ihrer Bypass-Operation nicht
verwertbare Reststiicke von GefaBen anfallen. Wir wiirden sie bitten, dieses Gewebe fir
Forschungszwecke freizugeben.

LCh, e . JebOEEn: BN, oo , wurde von
meinem Arzt um die Spende von Biomaterial gebeten. Ich hatte die Méglichkeit Fragen zu
stellen und habe die Antworten verstanden.

Ich hatte ausreichend Zeit, mich fir die Spende der ibrig bleibenden/gebliebenen
GefaBstiicke aus meiner Operation frei zu entscheiden und weiB, dass die Verwendung nur
zu medizinischen Forschungszwecken dient.

Dariiber hinaus bin ich dariiber informiert worden, dass mir aus einer Verweigerung meines
Einverstandnisses keinerlei Nachteile erwachsen. Ich bin dariiber informiert worden, dass
mein Gewebe nur in vollstandig anonymisierter Form verwendet wird. Im Falle eines
Widerrufs dieser Einwilligung ist eine Vernichtung der Proben deshalb nicht méglich.

Ich erklare hiermit mein freiwilliges Einverstandnis zur Verwendung der ibrig
bleibenden/gebliebenen GefaBstiicke aus meiner Operation.

Eine Kopie der Einverstandniserklarung habe ich erhalten.

Miinchen, den .....................

Unterschrift des Patienten Unterschrift des aufklarenden Arztes

Fir ihre Unterstiitzung der Wissenschaft méchten wir uns im Namen unserer Forschungsabteilung
bei lhnen bedanken!

Dr. med. Nikolaus Thierfelder Prof. Dr. med. Christian Hagl (Klinikdirektor)

ZU l' S p e n d e VO n B i O m ate l'i a I fl.j r d i e Email: Nikolaus.Thierfelder@med.uni-muenchen.de

Das Klinikum der Universitit Miinchen ist eine Anstalt des 6ffentlichen Rechts

Leiter der Klinik: Prof. Dr. med. Christian Hagl
offentl. Verkehr: U6, 56, 266, 269 oder N41 bis Haltestelle Klinikum GroRhadern
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10.5 Vorversuch: Zellquantifizierung zur Besiedelung

Die zur Besiedelung benotigte Zellzahl pro cm? PU-Material, welche eine Konfluenz unter Erhalt
der Zellvitalitdt gewéhrleistet, konnte in diesem Vorversuch ermittelt werden. Angenommen
wurde eine ausreichende Konfluenz bei 750.000 Zellen pro em? PU-Material, sodass diese Anzahl
100% entsprachen. Absteigende Konzentrationen betrugen 80%, 60%, 40% und 20% von 750.000
Zellen. Damit konnte auch die minimale Zellkonzentration bestimmt werden, welche fiir eine Kon-

fluenz bei gleichzeitiger Zellvitalitat bendtigt wird.

Fiir diesen Versuch wurden PU-Patches mit der jeweiligen Zellkonzentration besiedelt. Nach der
Isolation und Kultivierung in Zellkulturflaschen konnten die Zellen auf die in 12-Well-Platten
platzierten PU-Patches gegeben werden. Die Zellkonzentration betrug pro ecm? PU-Patch jeweils
750.000 Zellen (100%), 600.000 Zellen (80%), 450.000 Zellen (60%), 300.000 Zellen (40%) und
150.000 Zellen (20%). FB (n = 5) und EC (n = 5) wurden dabei getrennt beobachtet. Nach
Zugabe von Zellmedium erfolgte eine Ruhephase von 24 Stunden mit anschliefender Evaluation

iber die DAPI-Zellkern- sowie LD-Farbungen.

Bei FB-besiedelten Patches ist ab einer Zellkonzentration von 300.000 Zellen/cm? (siche Abb.
10.1), bei EC-besiedelten Patches ist ab 450.000 Zellen/cm?® (siehe Abb. 10.2) mit einer konfluen-
ten Zellschicht zu rechnen. Die Zellen sind iiberwiegend vital und gleichméafig auf dem Patch
verteilt. Beim Hauptversuch konnten nach 24 Stunden Besiedelung Zellkonzentrationen von
durchschnittlich iiber 90% erreicht werden. REM- sowie IF-Aufnahmen lassen darauf schliefien,

dass eine Konfluenz sowie Zellvitalitat bei den durchgefiihrten Versuchen vorlag.
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100%

Abbildung 10.1: Reprdsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von FB-besiedelten PU-
Patches.

LD-Férbung (vitale Zellen grin, tote Zellen rot) sowie DAPI (DNA-Marker, blau). Angabe der
prozentualen Zellkonzentration. Exemplarisch ist eine DAPI-DNA-Farbung dargestellt, welche fiir
jede Konzentration durchgefiihrt wurde. Es bestehen iiberwiegend vitale Zellen bei allen Konzent-
rationen. Ab einer Konzentration von > 40% ist von einer Konfluenz auszugehen.

100%

Abbildung 10.2: Reprdsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von EC-besiedelten PU-
Patches.

LD-Férbung (vitale Zellen grin, tote Zellen rot) sowie DAPI (DNA-Marker, blau). Angabe der
prozentualen Zellkonzentration. Exemplarisch ist eine DAPI-Zellkern-Farbung dargestellt, welche
fiir jede Konzentration durchgefihrt wurde. Die Zellen sind iberwiegend vital bei allen Konzent-
rationen. Ab einer Konzentration von > 60% ist von einer Konfluenz auszugehen.
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10.6 Gassterilisation des PU-Materials

In einem Vorversuch konnte eine mogliche Auswirkung der Gassterilisation auf die Struktur des
PU-Materials ausgeschlossen werden. Es erfolgte der Vergleich von PU-Material, welches zuvor
gassterilisiert wurde mit nicht-gassterilisiertem PU-Material. Hierfiir konnten PU-Material-Stiicke
(n = 20) unterschiedlicher Starke und Festigkeit verwendet werden. Dabei variierte die Dicke des
Materials zwischen 0,639 - 2,080 mm. Es erfolgte eine Einteilung in finf verschiedene Dicke- bzw.
Starkegrade, um mogliche Unterschiede aufgrund der Stiarke des Materials auszuschlieen. Die
gassterilisierten Proben konnten in ihrer Morphologie mittels REM mit den nicht-gassterilisierten,
unbehandelten Proben verglichen werden. Der Vergleich einer nicht-gassterilisierten (A) mit einer
gassterilisierten (B) Probe ergibt, dass eine Gassterilisation keine Auswirkung auf die PU-Struktur
hat (siehe Abb. 10.3). Es zeigen sich die typischen PU-Fasern, welche an vereinzelten Stellen
produktionstechnisch bedingt angehauft sind. Verdnderungen in der PU-Struktur sind in beiden

und besonders in der gassterilisierten Probe nicht zu beobachten.

NI e Y
».;‘59 W SN —_—
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Abbildung 10.3: Reprdsentative rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von nicht-gassterilisier-
tem (A) und gassterilisiertem (B) PU-Material.

Dicke der Proben: A: 0,694 mm und B: 1,500 mm. Es ergibl sich kein Unterschied aufgrund von
Gassterilisation. Die typische faserige Struktur mil einer teilweisen, produktionsbedingten Anhdu-
fung der Fasern ist in beiden Proben zu sehen und spricht fiir keine Verdnderung der PU-Struktur
aufgrund der Sterilisation.
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10.7 Zellauszihlungen nach Besiedelung

Nach dem 24 Stunden-Besiedelungsvorgang wurden die verbliebenen Zellen, welche sich nicht an
das PU angelagert haben, im Zellmedium ausgezahlt (siehe Tabelle 10.1). Der Durchschnittswert
aller im Medium verbliebenen Zellen wurde fiir jeden Hauptversuch ermittelt (FB: 3,21 +
1,69 Millionen; EC: 6,69 + 3,46 Millionen). Die Durchschnittswerte aller Hauptversuche wurden
ins Verhéltnis zur gesamten Zellanzahl von 46.652.652 Zellen pro Besiedelung gesetzt. Insgesamt
lagerten sich 7% der FB nach FB-Besiedelung und 14% der EC nach EC-Besiedelung nicht an
das PU an. Diesen Berechnungen folgend haben sich durchschnittlich 93% der FB und 86% der
EC an das PU angelagert. Es lagerten sich durchschnittlich 43,44 4+ 1,69 Millionen FB und 40,00

=+ 3,46 Millionen EC nach den jeweiligen Besiedelungsvorgidngen an das PU an.

Zellen nicht an PU angelagert Anteil Zellen an PU angelagert Anteil
24h FB-Besiedelung 3,21 + 1,69 Millionen 7% 43,44 £ 1,69 Millionen = 93%
24h EC-Besiedelung 6,69 + 3,46 Millionen 14% 40,00 & 3,46 Millionen = 86%

Tabelle 10.1: Zellauszihlungen nach Besiedelung.

Angegeben sind die durchschnittlichen Zellauszihlungen jeweils nach FB- und EC-Besiedelung
(Angaben in Millionen). Diese Durchschnittswerte wurden in Verhdltnis zur gesamten Zellanzahl
pro Besiedelungsvorgang gesetzt (Angaben in Prozent).
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10.8 Gelelektrophorese zur Bestimmung der RN A-Integritat

Die RNA-Integritat konnte mittels Gelelektrophorese bestimmt werden (siehe Abb. 10./). Dabei

wurden die insgesamt 45 Proben gegen einen Normwerte verglichen. Intakte RNA stellt sich durch

zwei getrennte Banden in der Elektrophorese dar.

Abbildung 10.4: Gelelektrophorese der RNA-Proben.

Die mit Pfeilen markierten Banden stellen Standard-Fragmente dar und dienen der Einschdtzung
der Lange der RNA-Fragmente.
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