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1. Einleitung
1.1 Herzchirurgie - Hintergrund

Eine Klappendysfunktion kann durch multiple Faktoren entstehen, wobei Infektionen,
Medikamente, arterieller  Hypertonus, Diabetes mellitus, hoher LDL-
Cholesterinspiegel, Nikotinabusus und kongenitale Vitien die Hauptursachen sind.
Die haufigste Manifestation einer Dysfunktion ist die Verkalkung der Aortenklappe mit
nachfolgender Stenose (1, 2), gefolgt von Veranderungen der Mitralklappe zwischen
linkem Atrium und linkem Ventrikel. Bedingt ist dieses Verteilungsmuster durch die
starker belastenden Bedingungen des linken Herzens gegeniiber dem rechten,
beziglich Druck, Blutfluss und die daraus resultierende Mehrbeanspruchung der
Klappen.

Vitien der Pulmonal- und Trikuspidalklappe im rechten Herzen sind in den meisten
Fallen auf kongenitale Anomalien zurtickzufiihren, wie z. B. die Fallot'sche Tetralogie
(Abb.1).

Abb.1: Fallot'sche Tetralogie.
1. Pulmonalklappenstenose; 2. Hypertrophie des rechten Ventrikels; 3. Verlagerung der
Aortenwurzel; 4. liber einen Ventrikelseptumdefekt; Quelle: medfuerer.de

Dariiber hinaus kommt es bei Patienten mit Zustand nach operativer Korrektur des
rechtsventrikularen Ausflusstraktes (RVOT) haufig im Mittel- und Langzeitverlauf zur
hamodynamisch relevanten Pulmonalinsuffizienz. Sie wird durch die Gberwiegende
Anzahl der Patienten uber lange Zeitraume (ca. 80 bis 90 % bis zu 20 Jahren) relativ
gut toleriert, kann jedoch sukzessiv zur Insuffizienz des rechten Ventrikels und spéter
auch zu der des linken Ventrikels flihren. Daher ist die friihzeitige Indikationsstellung
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zum Pulmonalklappenersatz mit unterschiedlichsten Techniken (durch biologische,
mechanische Prothesen oder Conduits wie auch perkutane, interventionelle
Klappenimplantationen) besonders bedeutsam (3).

Bei Klappendysfunktion bestehen zwei Operationsméglichkeiten: Die Klappenrekon-
struktion und der Klappenersatz. Meist ist es bei Mitralklappenoperationen moglich,
die kérpereigene Klappe durch Rekonstruktion zu erhalten. Wenn eine
Rekonstruktion nicht durchfthrbar ist, werden die defekten Herzklappen entfernt und
durch eine Prothese ersetzt.

1.2 Verschiedene Arten von Klappenprothesen

Die mechanischen Herzklappenprothesen, die 1951 von Hufnagel und Kollegen
erstmals klinisch implantiert wurden, bringen erhebliche Einschrankungen fur die
Patienten mit sich (4). Diese sind aufgrund der lebenslangen Antikoagulation sowohl
durch thromboembolische Komplikationen als auch durch Blutungen gefahrdet. Die
Blutungsgefahr liegt zwischen 0,5% (5) und 30% (6) pro Patient und Jahr. Eine
Studie von Casselman et al. hat bewiesen, dass nach 30 Jahren suffizienter
Antikoagulation bei lediglich 23,3% der Patienten keine der beschriebenen
Komplikationen auftraten (7). Aufgrund dieser Problematik musste nach Alternativen
gesucht werden, bei denen auf eine dauerhafte Antikoagulation verzichtet werden
kann.

Uber die erste klinische Implantation einer biologischen Herzklappenprothese
berichtete Murray im Jahre 1955. Hierbei wurde eine menschliche Aortenklappe, ein
sogenannter Allograft, in die Aorta descendens implantiert (8). 1968 beschrieben
Bentall und De Bono (9) den kompletten Ersatz der Aortenklappe und der Aorta
ascendens. Klinische Nachuntersuchungen zeigten, dass eine in Antibiotika
konservierte, humane Herzklappe eine gute hamodynamische Funktion aufweist
(10,11). Die Herzklappentaschen sind fir lange Zeit zart, aber Kommissuren und
Aortenwand zeigen jedoch bereits nach kurzer Zeit Verkalkungen (12). Eine weitere
Einschrankung der Anwendung von Allografts besteht in den operativ technischen
Schwierigkeiten bei der Implantation. Da kein Gerlist vorhanden ist, kénnen
erhebliche Probleme bei der exakten anatomischen Anpassung auftreten.

Um diese Nachteile und Schwierigkeiten zu umgehen, wurden biclogische
Herzklappenprothesen auf der Basis des tierischen Gewebes, sog. Xenografts
entwickelt. Das brachte den Vorteil, dass diese Herzklappenprothesen die Nachfrage

il



decken konnten und eine groBe Anzahl unterschiedlicher KlappengréBen zur
Verfligung stand. Bei der Entwicklung der Xenografts, mussten verschiedene
Probleme, wie optimale Konservierung und Vermeidung von AbstoBungsreaktionen,
geldst werden. AuBerdem war die Herzklappenprothese so zu gestalten, dass eine
moglichst einfache Implantation maoglich wurde. Durch Verbesserungen des
Gerlstes, indem kein starres sondern ein flexibles Ger(st eingefihrt wurde, konnten
die frih- und mittelfristigen Funktionswerte deutlich verbessert werden (13,14). Die
Langzeitergebnisse zeigten jedoch erhebliche Veranderungen sowohl an der
Herzklappenwand als auch an der Klappentasche (15,16,17). Besonders ausgepragt
waren diese Veranderungen bei Kindern (18,19, 20).

1.3 Das Konzept des Tissue Engineerings

Durch immer engere Verknipfungen wvon Techniken aus verschiedensten
Wissenschaften wie Biologie, Biotechnologie, Pharmakologie, Chemie und
Materialforschung entstanden in den letzten Jahren immer innovativere
Medizinprodukte zur Losung klinischer Probleme. Ein interdisziplindres Gebiet,
welches auf diesem Weg entstand, ist das Tissue Engineering. Die Methode des
Tissue Engineering in Bezug auf die regenerative Medizin beruht darauf, lebende
Zellen eines Organismus auBerhalb des Zielgewebes zu kultivieren, um diese dann
in den meist selben Organismus zu implantieren und so eine Gewebefunktion zu
erhalten oder wieder herzustellen. (21). Die daraus entwickelten Produkie stellen
eine alternative Therapie zum Ersatz von zerstértem oder verletztem Kdérpergewebe
dar. Bisherige Therapien, z.B. die allogene Organtransplantation, machen eine
Immunsuppression notwendig und sind nur in begrenztem MaBe verfligbar oder
kénnen langfristig versagen (z.B. xenogene Herzklappen) (22, 23).

Schon heute werden Ersatzmaterialien, die mit Techniken des Tissue Engineering
hergestellt wurden, wie z.B. Haut und Knorpel, verwendet (23). Mittlerweile bleibt
aufgrund des immer steigenderen Bedarfs kein Organ von diesem Forschungsfeld
ausgeschlossen (24).

Das Verfahren des Tissue Engineering stellt auch ein neues Konzept fiir einen

biologischen Klappenersatz dar. Die ,,zelleigene Klappe” ware mit enormen Vorteilen
fir den Patienten verbunden: der Verzicht auf die Antikoagulantien, eine bessere

Haltbarkeit sowie die unersetzliche Eigenschaft zur ,potentiellen Selbstreparatur” der
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Klappe und der damit verbundene Verzicht auf Reinterventionen wére hiermit
gegeben. Das kann vielen Kindern mit kongenitalen Vitien der Herzklappen eine
bessere und risikoarmere Therapie ermdglichen (25). Weiterhin ist die Matrix frei von
Membranphospholipiden, da alle Zellen wahrend des Dezellarisierungsvorgangs aus
dem Gewebe entfernt wurden. Hierdurch wird ebenfalls die Bildung von
Kalziumphosphatkristallen unterbunden und die damit verbundene Verkalkung der
Herzklappen (26).

1.4 Perkutaner Pulmonalklappenersatz

Auf dem Gebiet des perkutanen Pulmonalklappenersatzes sind in der Vergangenheit
viel versprechende Ergebnisse erzielt worden. Bereits im Jahre 2000 bewiesen
Bonhoeffer et al. mit der ersten erfolgreichen Implantation bei einem zwdlfjahrigen
Jungen die Durchfihrbarkeit dieses minimal invasiven Verfahrens (27). Zwei Jahre
spater berichtete wiederum die Gruppe um Bonhoeffer von sieben Kindern und
einem erwachsenen Patienten mit signifikanter pulmonaler Regurgitation oder einer
Obstruktion im rechtsventrikularen Ausflusstrakt, die transfemoral mit einer in einen
Platinumstent eingenahten biologischen Klappe versorgt worden sind (28). Die auf
diesem Gebiet fllhrende Gruppe um Bonhoeffer prasentierte im Jahr 2005 abermals
erfolgreiche Implantationen bei 58 Patienten. Es handelt sich hier in den meisten
Fallen um Reinterventionen des rechtsventrikularen Ausflusstrakies bei jungen und
erwachsenen Patienten mit Zustand nach operativer Korrektur einer Fallot-Tetralogie
(29). Mit dieser Vorzeigestudie stellte die Gruppe ihren weltweiten Fiihrungsanspruch
auf dem Gebiet der perkutanen Implantation von klappentragenden Stents wiederholt
unter Beweis.

Nichtsdestotrotz ist auch die von Bonhoeffer et al. eingeseizte Methode mit
Schwierigkeiten verbunden und deshalb kritisch zu beurteilen. Die Gruppe verwendet
einen Metallstent, der zusammen mit einem Ballon-in-Ballon Katheter an die
gewunschte Position gebracht wird. Ist diese erreicht, werden die Ballons entfaltet
und der Stent wird Gber den Druck von innen an den nativen Klappenannulus
gedrickt. Hier ist die Aufrechterhaltung des Blutflusses wahrend der Prozedur das
Hauptproblem. Auch die Klappenprothese selbst wird durch den Ballon komprimiert
und kann infolge dessen in der Funktion beeintrachtigt werden.



Wegen der genannten Unwagbarkeiten wird in dieser Arbeit anstelle des steifen und
unelastischen Metallstents ein selbstexpandierender, flexibler Nitinol-Stent
verwendet. Aufgrund jener Eigenschaft kann auf den Einsatz von Ballon-in-Ballon
Kathetern verzichtet werden, sodass sich die Himodynamik wahrend der Prozedur
vermutlich glnstiger darstellt. Gleichzeitig werden die Klappentaschen nicht durch
einen Ballon komprimiert, was eine Verbesserung der Langzeitergebnisse erwarten
lasst.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Das Ziel dieses Projekts ist die Herstellung einer ovinen, pulmonalen Herzklappe auf
der Basis einer porcinen dezellularisierten Spendermatrix. Dieses Transplantat soll
sowohl morphologisch als auch physiologisch einer nativen ovinen Pulmonalklappe
entsprechen. Sie soll im Anschluss histologisch charakterisiert werden. Hierbei
miissen die optimalen Besiedelungsbedingungen der verwendeten Zelltypen fiir das
ovine Modell etabliert werden. Durch die Dezellularisierung soll ein Matrixprodukt
entstehen, welches Uber einen langeren Zeitraum gelagert werden kann ohne sich
morphologisch zu verandern, um bei Bedarf ein individuell an den Empfanger
adaptiertes Transplantat im Bioreaktor herstellen zu kénnen.
Folgende Fragen sollen im Einzelnen beantwortet werden:
e |[st eine vollstandige Dezellarisierung einer porcinen Pulmonalklappe unter
Erhalt der extrazellularen Matrixstruktur méglich?
¢ Ist eine Kultivierung von Zellen aus einer ovinen A. carotis moglich und lasst
sich das lichtmikroskopisch nachweisen?
e Gelingt die in vitro Besiedelung azellularer, porciner, klappentragender
Nitinolstents mit ovinen, glatten Muskelzellen im Bioreaktor?
e Gelingt anschlieBend die in vitfro Besiedelung mit ovinen Endothelzellen im
Inkubator?



2.1 Material

2.1.1 Materialien fur die Zellkultur

T75-Flaschen (75 cm®)
T25-Flaschen (25 cm?)

6 Lochplatten (1 well=9,6 cm?)
24 Lochplatten (1 well=1,9 cm?)
Petrischalen (56,7 cm?)
Minisart-Filter 0,45 ym
Glasflaschen 100ml

— —

Mullkompressen steril 10x10cm
Mersilene geflochten 3/0
OP-Abdecktuch 45x75cm
Pipetten 25 ml

Pipetten 10ml

Pipetten 5 ml
Zellkulturflaschen 25/75 cm® BD
Spritzen 2/5/10/20 ml
Einwegskalpelle

Kan(ilen (gelb)

Kanilen (grin)
OP-Abdecktiicher

Nahtmaterial Prolene 6-0 und 7-0/0,7
Nahtmaterial Mopylen, 6-0/0,7
Anatomische Pinzetten
Chirurgische Pinzetten
Praparierscheren

Glasflasche Boro 100ml
mikrochirurgische Federschere
Nierenschale

BD Biosciences
BD Bioscienses
Nunc A/S
Nunc A/S
Nunc A/S
Satorius GmbH
Schott AG

Karl Beese GmbH&Co

Ethicon

Méinycke Health care

BD Bioscience
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Biosciences
Braun

Socorex

Braun

Braun

Walter CMP
metric Ethicon
metric Resorba
Klinikum UK S-H
Klinikum UK S-H
Klinikum UK S-H
Klinikum UK S-H
Klinikum UK S-H
Klinikum UK S-H



2.1.2 Chemikalien und Lésungen fir die Zellkultur

Collagenase A

Hank'’s Salt Solution

Medium 199 Eagle

(2,2 g/l NaHCO/Stable-glutamine)
DMEM (High glucose 4,5 g/L, mit
L-Glutamine, mit Sodium Pyruvate)
PBS Puffer pH 7,2

Cryo-SFM

rFGF, Basic Human 25mg

Fetal Calf Serum (FCS)
Trypisin/EDTA Solution
(0,5%/0,02% in PBS)
Penicillin/Streptomycin (10° ug/nL)
Gelatine from porcine skin, Typ A

2.1.3 Antibiotika Losungen

Staphylex Injektion 1g
Amphotericin B 50mg

Metronizadol Deltaselekt 500mg
Piperacillin 2g
Refobacin 40mg

Roche Diagnostic
Biochrom AG

Biochrom AG

PAA Laboratories GmbH
Sigma Aldrich AG
Promo Cell

Promega

Biochrom AG

Biochrom AG
Biochrom AG
Sigma Aldrich Chemie GmbH

Glaxo Smith Kline GmbH&CoKG
Bristol.Myers Squibb
GmbH&CoKGaA

Delta Select GmbH

Ratiopharm GmbH

Merck

2.1.4 Chemikalien und Materialien fur die Himalaun-Eosinfarbung

Mayers Hamalaunlésung
Eosin G

Ethanol (vergéllt)

Xylene

Eukitt (Eindeckmittel)

Merck

Merck

Biifa Chemikalien GmbH&Co
J.T. Baker

PLANO



» Objekttrager Histobon 75x25x1mm Marienfeld

» Deckglaser 24x50mm Menzel-Glaser
2.1.5 Gerate

e Brutschrank Cell House 150 Heto

e Mikroskop ID 03 Zeiss Germany

e Sterile Werkbank (Bench)Lamina Air HB Heraeus

e Zentrifugen — Megafuge 20 R Heraeus

e Brutschrank Hera Cell 150 Heraeus

e (QGefrierschrank -40 C° Liebherr

* Gefrierschrank Liebherr

e Kihlschrank Liebherr

e Prazisionswaage UMC 5 Sartorius

e Wasserbad — No. 10811890 Gesellschaft fiir Labortechnik

* Rittler—Vf2 Jahnke und Kunkel

e Bioreaktor JEN.meditec



2.2. Methoden

Abb. 2 (1-5): Das Konzept des Tissue Engineering am ovinen Modell in Einzelschritten

1. Entnahme der A. carotis vom Schaf; 2. Zellisclation und —anzucht; 3. Préparation einer porkinen
Pulmonalklappe (PK); 4. In vitro Besiedelung der PK; 5. Perkutane Implantation der Klappe in das
Schaf; Quelle: Stock et al 2001(30)

In diesem Kapitel sollen Vorgange, die zur Herstellung eines tissue engineerten
Stents von Bedeutung sind, beschrieben werden. Die anschlieBende perkutane
Implantation und genaue in vivo Evaluation erfolgen in den nachsten Studien.

2.2.1 Zellgewinnung

Nach 24-stiindiger Nahrungskarenz und Wasser ad libidum wurde das Tier mittels 5
— 10 mg/kg KG Ketamin intramuskuldr pramediziert und in die Klinik transportiert.
Dort wurde ein vendser Zugang am Ohr gelegt, Gber den es einen Bolus von 2 mg/kg
KG und anschlieBend perfundiert Propofol mit einer Initialdosis von 12 — 14 mg/kg
KG/h erhielt. Unter laryngoskopischer Kontrolle wurde ein Endotrachealtubus
eingeflihrt. Das Schaf wurde zunachst manuell beatmet. Nach Anschluss des
Beatmungsgerates erhielt das Schaf 100% Sauerstoff bei einer Beatmungsfrequenz
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von 12 - 15 Zigen pro Minute. Die Volumensubstitution erfolgte je nach
Operationsverlauf individuell, jedoch wurden basal 20-30 ml’kg KG/h Ringerlésung
per infusionem gegeben. Zur Narkoseerhaltung bekamen die Tiere zusatzlich zur
Propofol-Infusion alle 20-30 min Ketaminboli von 50 mg. Im Verlauf der Operation
wurde jedes Tier prophylaktisch mit 1,5 g Cefuroxim antibiotisch behandelt.
AnschlieBend wurde das Tier in Riickenlage auf dem Operationstisch fixiert, das
EKG angeschlossen und eine Magensonde gelegt. Das Operationsgebiet wurde
rasiert, gereinigt und mit Kodan (Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt) desinfiziert. Im
weiteren Verlauf wurde dem Tier ein ca. 7 cm langes Stiick der A. carotis operativ
entnommen (Abb.2). Die Schnittstelle wurde zugenaht und die Anasthesie
ausgeleitet, um danach das Tier zur(ick in den Stall zu bringen. Das entnommene
GefaB (Abb.3) wurde auf eine sterile Kompresse gelegt und unter einer sterilen
Werkbank mit einer Pinzette und Mikroschere vom (iberschiissigen Gewebe frei
prapariert (Abb.4).

| .

Abb. 3: Segment der A. carotis Abb. 4: Entfernung von {iberschiissigem Gewebe

e
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2.2.2 Isolation und Anzucht von ovinen Zellen

2.2.2.1 Isolierung der Endothelzellen

Zu Beginn wurde eine 0,2%-ige Collagenase A-Lsg. hergestellt, in der 0,01 g in 5 ml
PBS geldst und (iber eine Minisart (0,45 pm) steril filtriert wurden. Ein Loch einer 24
Lochplatte wurde mit 200 ul 0,1%-iger Gelatineldsung beschichtet.

Die Kopfkanilenspitze wurde mit DMEM befeuchtet, in das GefaB3 gesteckt und mit
Nahtmaterial fixiert. Die Arterie wurde Gber die Kanile mit DMEM dreimal
durchgespiilt, um Blutriickstande zu entfernen. Das eine Ende wurde zugeklemmit,
die 0,2%-ige Collagenase A-Lsg. aufgezogen und in die Arterie gefiillt, bis sie sich
leicht aufblahte. Die Kanule wurde mit einem Knopf zugemacht und die gefillte
Carotis vorsichtig auf den Deckel einer Petrischalle gelegt, mit dem Boden zugedeckt
und bei 37°C, 5%CO; fiir 20 Minuten inkubiert. Danach wurde die Klemme entfernt
und das GefaB mit DMEM/FCS dreimal gespilt, um die Enzymreaktion zu stoppen.
Die Flissigkeit, in der sich die Endothelzellen befinden, wurde in einem 50 ml Falcon
aufgefangen. Das alles wurde bei 1200 U/min fiir 4 Minuten zentrifugiert. Dann wurde
der Uberstand dekantiert, das Zellpellet mit 1 ml DMEM/FCS resuspendiert, in das
mit Gelatine-Lsg. vorbeschichtete Loch einer 24 Lochplatte gegeben und bei 37°C,
5%CO0O; inkubiert. Sobald die 24 Lochplatte vollgewachsen war, wurden die Zellen
auf eine 6 Lochplatte passagiert (s. u.). Sobald die Zellen konfluent waren, wurden
sie in eine T25-Flasche uUberfuhrt. Die weitere Kultivierung erfolgte dann in T75-
Flaschen, da eine gréBere Menge an Endothelzellen fiir eine Besiedelung bendbtigt
wurde.
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2.2.2.2 Isolierung der glatten Muskelzellen

Die Carotis wurde langs aufgeschnitten und die Innenseite des GefaBes auf einer
sterilen Unterlage trocken getupft, um die restlichen Endothelzellen zu entfernen. Aus
dem aufgeschnittenen GefaB wurden 1X1 cm groBe Stlickchen geschnitten. Diese
Stiickchen wurden in die Petrischalle gelegt und zwar mit der Innenseite nach unten.
Danach wurden die Stiickchen weiter in 1X1 mm Stiicke geschnitten. Sie trockneten
in der Petrischalle an der Luft ca. 20-30 Minuten lang, bis sie eine bréaunliche Farbe
annahmen. Danach wurden 5-6 ml DMEM/FCS tropfenweise dazugegeben, so dass
alle Stiicke mit Medium bedeckt waren und nichts austrocknen konnte (Abb. 5). Man
nahm so wenig wie moglich Medium, damit die Stiicke nicht abschwimmen. Sie
wurden vorsichtig in den Brutschrank gestellt und 7 Tage lang bei 37°C, 5%CO.
inkubiert. Sobald die Petrischalle mit den glatten Muskelzellen zugewachsen war,
wurden die Stlicke vorsichtig entfernt und die Zellen in ein Loch einer 6 Lochplatte
uberfihrt. Spater wurde genauso verfahren wie mit den Endothelzellen.

Abb.5: GefaBstiickchen im Medium
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2.2.2.3 Passagieren von Zellen

Alle Flaschen und Platten wurden vor Gebrauch mit 0,1%-iger Gelatine-Lsg.
beschichtet. Sie wurde aus 500 ml PBS und 0,5 g Gelatine hergestellt, bei 37°C
erwarmt, bis die Gelatine gelst war, und Gber einen Minisart steril filtriert. Der Boden
der Platten oder Flaschen wurde danach mit der Lésung bedeckt und 30 min bei
37°C inkubiert. Vor dem Einfiillen der Zellsuspension wurde die Gelatine entfernt.
Vor dem Gebrauch wurden DMEM, PBS und Trypsin auf 37°C erwarmt. Das alte
Medium wurde vorsichtig abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieBend trypsiniert. Zur Uberpriifung der abgeldsten Zellen wurde eine
Mikroskopkontrolle durchgefiihrt. Die Reaktion wurde mit doppelter DMEM-Menge
beendet und die entstandene Suspension in ein Falcon (15 ml Falcon fiir Platten, 50
ml Falcon fir Flaschen) tberflihrt. Danach wurden die Zellen bei 1200 U/min 4 min
zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet mit DMEM
resuspendiert und je nach Menge in Flaschen oder auf Platten aufgeteilt. Sie wurden
bei 37°C, 5%CO, (iber Nacht inkubiert. Die Mengen der verwendeten Substanzen
wurden in der Tab. 1 vorgegeben.

Tab.1 Menge flr das Passagieren von Zellen verwendeter Substanzen

Pro 10cm?
Bodenflache
ca. 1ml Mit
Gelatine; Waschen | Trypsin Mit DMEM DMEM
Beschichtung PBS 37°C abstoppen | resuspendieren
mit

Gelatineldsung

erst1 ml
24 Loch 500 i dann noch
(1,9 cm?) 200 pl 200 pl 1 ml
pro well 1 ml
6 Loch
(9,6 cm?) 1ml 1ml 1ml 3ml 1ml
T25
(25 cm2)
2,5ml 3ml 2,5ml 5ml 10ml
T75
(75 cm2) 7,5 ml 10 mi 5mi 15 ml 10ml
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2.2.3 Das Applikationssystem
2.2.3.1 Der Applikationskather

Fur die erfolgreiche perkutane Stentimplantation wurde von unserer Arbeitsgruppe
ein passendes Applikationssystem entwickelt und evaluiert. Aufgrund ihrer
Ergebnisse wurde ein in unserem Labor modifizierter Katheter der Firma Medtronic,
CA, USA ausgewahlt. Dieser Katheter wurde zur Applikation aortaler Endoprothesen
entwickelt und stammt aus dem ,The Talent™ AAA Stent-Graft System®. Er hat eine
Gesamtlange von 156,5 cm und einen AuBendurchmesser von 22 French (7,3 cm).
Er besteht aus drei funktionell unterschiedlichen Abschnitten (Abb.6).

Am distalen Ende des Katheters befindet sich ein Raum, in dem der klappentragende
Stent platziert und proximal durch einen sog. ,Pusher” begrenzt wird. Dies ist eine
flexible Metallspirale, der ein Plastikkopf aufsitzt. Distal wird der Raum durch eine 6,5
cm lange, konisch geformte Olive begrenzt, welche aus weichem Silikon besteht. Am
unteren Ende des Katheters befinden sich zwei Griffe. Der eine ist mit der duBeren
aus durchsichtigem Plastik bestehenden Flhrungshiilse verbunden, der andere mit
dem sich in der Fihrungshilse befindlichen Pusher. Proximal an diesem Griff

befindet sich noch ein Zulauf, Gber den eine Spiilung des Systems ermdglicht wird.

Abb.6 (1-3) Medtronic Talent
(von distal nach proximal) 1. Olive; 2. Raum fiir den Stent; 3. ,Puscher”; 4. uBere Fihrungshiilse;
5. Griff mit Spllvorrichtung; 6. Griff fiir den ,, Puscher "

Dieses Applikationssystem wurde in dieser Arbeit nur fiir den in vitro Entfaltungstest
des Klappenstents benutzt.
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2.2.3.2 Der Stent

Bei dem verwendeten Stent handelt es sich um ein Nitinolmodell der Firma Nitinol
Devices & Components (Fremont, Kalifornien, USA) (Abb. 7). Dieser Stent besteht
aus einer sogenannten Formgedachtnislegierung, einer intermetallischen Phase, die
zu 55% aus Nickel und zu 45% aus Titan besteht.

Der Formgedachiniseffekt dieses Materials auBert sich in einer thermischen
Komponente. Das Besondere an dieser Eigenschaft ist, dass sich der Stent (laut
Hersteller in einem Rahmen von -25°C — 100°C) durch phasische Umwandlung an
seine Umgebungstemperatur anpasst. Bei hohen Temperaturen dehnt er sich aus,
bei Temperaturabfall zieht er sich zusammen. Filr die praktische Anwendung
bedeutet dies den Verzicht auf die Applikation mittels Ballonkatheter, da sich der
Stent selbst expandiert (Abb. 8).

Die mechanische Komponente definiert sich als weitere maBgebliche Eigenschaft
des Nitinolmaterials, namlich eine extrem hohe Elastizitat. Bis zu 10 % reversible
Dehnung (Pseudoelastizitat) kann mit diesem Material erzielt werden. Das sind bis zu
zehnmal hohere Werte als bei konventionellen Bauteilen.

Des Weiteren zeichnet sich der Nitinolstent gegeniiber anderen Bauteilen durch
hohe Korrosionsbestandigkeit und gute Biokompatibilitat aus.

Die Strukiur des Stents basiert auf einer doppelreihigen Anordnung von 28 Rauten

und ist in der Studie in den Durchmessern 19 mm- 24 mm verwendet worden.

Abb. 7-8: Der selbst expandierende Nitinolstent
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2.2.4.1. Praparation des ovinen Dinndarms

Um den Stent besser an den Blutstrom anzupassen und somit seine
Blutdurchlassigkeit zu verringern, wurde er mit einer ovinen Dinndarmmatrix
ausgekleidet und anschlieBend mit Einzelkopfnahten am Stent fixiert. Er wurde
grundlich mit Leitungswasser gereinigt und sein Ende zugebunden. Mit Hilfe eines
Trichters wurde der Darm mit Betaisodonna-Lsg. gefillt und fiir 15 Minuten bei 4°C
aufbewahrt. Nach Ablauf der Zeit wurde der Dinndarm mit ca.1,5 | sterilem PBS
ausgewaschen und in 20 cm lange Stlcke zurechtgeschnitten, je 2 davon kamen in
50 ml Réhrchen. Die Réhrchen wurden anschlieBend mit einer PBS/Antibiotika-Lsg.
(7 ml Penecillin/Streptomycin + 500 ml PBS) beftllt und bei -30°C gelagert. Zur
weitern Verarbeitung wurde ein Stiick des Diinndarms aufgetaut (Abb.9) und langs
aufgeschnitten, sodass die Mukosa leicht mit einem Skalpell abgetragen werden
konnte (Abb.10). Die fertig praparierte Matrix wurde um den Stent gerollt (Abb.11)
und dann fiir 2-3 Stunden in 100%-igen Alkohol eingelegt. Danach wurde die Matrix
vorsichtig abgewickelt und dem Stent passend zugeschnitten (Abb. 12). Sie wurde in
den Stent gebracht (Abb.13) und anschlieBend mit Einzelkopfnahten fixiert. Um das
Austrocknen der Diinndarmmatrix zu vermeiden, muss der Dinndarm in kleinen

Zeitintervallen angefeuchtet werden.

(/i /a

Abb. 9: Das aufgetaute Darmstiick Abb. 10: Abtragen der Darmmukosa  Abb. 11: Aufrollen des Darms um den Stent

Abb. 12: Zuschneiden des Dinndarms nach  Abb. 13: Positionieren des Darms im Stent
2-stiindiger Ethanol-Einwirkung
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2.2.4.2 Praparation einer porcinen Pulmonalklappe

Die Pulmonalklappe wurde aus einem frischen porcinen Herzen entnommen und fir
eine halbe Stunde in Betaisodonna-Lsg. bei 4-8°C eingelegt. Danach wurde sie mit
einer isotonen NaCl-Lsg. durchgespilt. Fett und Herzmuskulatur wurden manuell
vorsichtig mit einer Mikroschere abgetragen, sodass durch die Klappentasche das
,Pinzettenstativ’ zu sehen war (Abb. 14). Sobald die Pulmonalklappe fertig prapariert
war, wurden drei Stege, mit Hilfe derer die Klappe am Stent fixiert wurde, aus der
GefaBwand geschnitten (Abb. 15). Die Dicke der Stege betrug ca. 1-2 mm (Abb. 16),
um den Stent besser in den Katheter zu platzieren.

Abb. 14: Die Klapper;tasche auf einem Abb. 15: Praparation der Stege

.Pinzettenstativ"

Abb. 16: Der fertige ca.1-2 mm dicke Steg
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2.2.4.3 Einbringen der Pulmonalklappe in den Stent

Der Stent mit der Dinndarmmatrix wurde fir eine Minute in eine isotone NaCl-Lsg.
eingelegt, um sie aufzuweichen. Dann wurde die Pulmonalklappe (PK) in den Stent
gelegt und mit Einzelkopfnéhten so fixiert, dass die Stege ein gleichschenkliges
Dreieck bilden (Abb. 17). Dadurch konnten sich die Taschen optimal entfalten.

Abb. 17: Eine im Stent eingenéhté PK; die Stege bilden ein gleichschenkliges Dreieck

2.2.5 Dezellularisierung der Pulmonalklappe

Vor dem Dezellularisieren wurden 1 g Piperacillin in 10 ml aqua dest, 1 g Staphylex
in 20 ml agua dest und Amphotericin B in 20 ml agua dest gelést. In ein 200 ml
Becherglas kommen 0,4 ml Gentamicin, 2 ml Piperacillin, 4 ml Staphylex, 8 ml
Metronidazol und 4 ml Amphotericin und das Ganze wird dann mit PBS auf 200 ml
aufgefillt. Die eingenahte Pulmonalklappe wurde nun in 100 ml  dieser
PBS/Antibiotika-Lsg. far 24 Stunden bei 4°C gelagert. Danach wurde die
Pulmonalklappe steril mit 100 ml PBS-Lsg. gespilt und in ca. 80 ml Trypsin/EDTA
(0,05%/0,02%) fir 12 Stunden eingelegt und bei 175 U/min und 37°C rotiert. Des
Weiteren wurde die Pulmonalklappe steril mit 100 ml PBS-Lsg. gespiilt und in einer
100 ml PBS/Antibiotika-Lsg. eingelegt. Wieder wurde sie fiir 24 Stunden bei 175
U/min und 37°C inkubiert. Als letztes kam die Pulmonalklappe in eine sterile 100 ml
Hank’s-Lsg. und in dem Zustand war sie 5 Tage lang haltbar.
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2.2.6 Die in vitro Besiedelung des klappentragenden Stents

2.2.6.1 Der Bioreaktor

Bei dem Bioreaktor (Abb.18) handelt es sich um ein computergesteuertes System.
Durch einen Ventilmechanismus entstehen dabei zirkulare, unidirektional gerichtete,
pulsatile Fluss- und Druckkréfte (ca. 80 mmHg bei einer Frequenz von 1 Hz). Die auf
diese Weise generierten, physikalischen Signale wirken auf die Klappen ein und
stellen einen Proliferationsreiz fur die glatten Muskelzellen dar. Dadurch wird eine
gleichmaBige Migration der Zellen in das Klappengewebe bewirkt. Das
Reaktorsystem kann komplett sterilisiert werden. Uber die Zu- und Ableitung von
einem COz-Luftgemisch und durch die Platzierung des Systems in einem
Zellkulturschrank werden gleich bleibende Kulturbedingungen (37°C und 5% COz2)
sichergestellt.

Der Bioreaktor wurde von der Firma JEN.medic GmbH aus Jena entworfen und von
Herrn Miick (Techniker am Schleiklinikum Schleswig) weiterentwickelt.

Abb.18: Der Bioreaktor mit
zwei mit Medium gefiiliten Glaskolben; die Stents sind im Kolben fixiert (Pfeile)
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2.2.6.2 Die in vitro Besiedelung mit glatten Muskelzellen

Zuerst erfolgte die in vitro Besiedelung mit glatten Muskelzellen und dauerte 3-6
Tage. Es wurden mehrere Stents gleichzeitig besiedelt.

Vor Beginn der Besiedelung wurde ein Zellkulturmedium hergestellt, indem zu 500 m|
DMEM 50 ml FCS, 7ml Penicillin/Streptomycin und 60 ul bFGF zugefiigt wurden.
Fiir die Besiedelung eines Stents wurden ca. 2,5-3,0 x 10’ Zellen verwendet. Das
gewonnene Zellpellet wurde in 20 ml Kulturmedium geldst. Unter sterilen
Bedingungen wurde der dezellularisierte Stent in eine Petrischale gestellt und die
Suspension mit den glatten Muskelzellen von innen und auBen vorsichtig mit einer
Pipette aufgebracht. Dieser Vorgang wurde mehrmals wiederholt. Der Stent wurde
dann far 20 min in den Inkubator gestellt, damit die Zellen sich anhaften konnten.
Danach wurden in eine 100 ml sterile Glasflasche 60 ml Medium vorgelegt und der
zu besiedelnde Stent hineingestellt. Die Zellsuspension wurde nun langsam
hinzupipettiert. Der Stent war vollstandig vom Medium bedeckt. Das Ganze wurde
nochmals fir 30 min bei 37°C, 5%CO: inkubiert und danach bei 25-30 U/min in
schrager Lage rotiert. Diese Prozedur wurde in den nachsten Tagen wiederholt.

2.2.6.3 Einbau des Stents in den Bioreaktor

Der Einbau wurde unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt (Abb.19). Am nachsten
Tag wurde die Flasche mit dem Stent vom Rotor genommen und steril gedffnet. Der
Stenthalter wurde angebracht, der Stent mit Stegen nach unten darin platziert und
mit dem blauen Sicherungsring fixiert. Danach wurde er in die fir ihn vorgesehene
Offnung im Bioreaktor eingebaut. Der Glaskolben und der Spiegel wurden eingebaut
und mit 11 (2 x 500 ml) Zellkulturmedium bis zur Markierung befllt. Der Bioreaktor
wurde in den Glaskolben so eingefiihrt, dass der Stent oberhalb des Spiegels blieb.
Die Glaskolbenhalterung wurde an den Bioreaktor angebracht, in den Brutschrank
gestellt, der CO.-Schlauch und Drucktransducer angeschlossen.
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Abb. 19 (1-10): Bestandteile des Bioreaktors
1. Glaskolben; 2. Bioreaktor mit Rollmembranzylinder; 3. Spiegel; 4. Glaskolbenhalterung; 5. Stent;
6. blauer Sicherungsring; 7. Stenthalterung; 8. Stentdummy; 9. Drucktransducer; 10. Gummihalterung

2.2.6.4 Die in vitro Besiedelung mit Endothelzellen

Die in vitro Besiedelung mit Endothelzellen erfolgte an 4-5 aufeinander folgenden
Tagen. Am ersten Tag wurden ca. 1,5-2,0 x 107 Zellen bendtigt. Dieses Zellpellet
wurde mit 20 ml Medium gelést. Unter sterilen Bedingungen wurde der Stent in eine
Petrischale gestellt und die Suspension mit den Zellen von innen und auBen
vorsichtig mit einer Pipette aufgebracht. Dieser Vorgang wurde mehrmals wiederholt.
Der Stent stand danach fiir 20 min in Ruhe, damit die Zellen sich anhaften konnten.
60 ml Medium wurden in eine 100 ml sterile Glasflasche vorgelegt und der zu
besiedeinde Stent hineingestellt. Die Zellsuspension wurde nun langsam hinzu
pipettiert. Der Stent war vollstandig vom Medium bedeckt Das Ganze wurde
nochmals fir 30 min bei 37°C, 5%CO0; inkubiert und danach mit 25-30 U/min rotiert
(Abb. 20). Am zweiten Tag wurde der Vorgang wiederholt. In den darauf folgenden
zwei Tagen wurde der Rotor fir eine Stunde gestoppt, damit die Zellen sich in Ruhe
anhaften konnten. Am letzten Tag wurde die in vitro Besiedelung abgeschlossen und
damit war der Stent zur Implantation bereit.
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Abb. 20: Die statische Besiedelung mit Endothelzellen;
Glasflaschen mit Stents auf einem Rotor

2.2.7 Farbung der Pulmonalklappentasche

2.2.7.1 Fixierung und Einbetten von Gewebeproben

Die Farbung der Pulmonalklappentasche erfolgte zur Verlaufskontrolle nach dem
Dezellularisierungsvorgang und jedem Besiedelungsschritt. Vor der Farbung wurde
der Stent fir mindestens 24 h in 5%-iger Formalin-Lsg. fixiert. Danach wurde die
Pulmonalklappe von Néhten gelést, entnommen und in Paraffin eingebettet. Das
Einbetten erfolgte in einer Einbettmaschine im Pathologischen Institut der Uni-Klinik
Kiel Gber 45 h und 10 min.

¢ 2x70% ETOH  bei30°Cje 3 h 30 min

¢ 2x96% ETOH  bei30°Cje 3 h 30 min

¢ 4x100% ETOH  bei30°C je 3 h 30 min

¢ 3x Xylol bei 30°C je 4 h
¢ 2X in Paraffin bei 60°C je 4 h
¢+ 1x in Paraffin bei 60°C je 2 h

Zum Schluss wurden die Proben in Paraffinformen ausgegossen und in 5 pm dicke
Schnitte geschnitten.
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2.2.7.2 Die HE-Farbung an Paraffinschnitten

Zum Nachweis der erfolgreichen Dezellularisierung und der in vitro Besiedelung mit
glatten Muskel- und Endothelzellen wurde eine HE-Farbung durchgefihrt.

Die Paraffinschnitte wurden zuerst in Xylol (3 x 10 min) entparaffiniert und in einer
absteigenden Alkoholreihe (2 x 100%, 2 x 96%, 2 x 80%, 2 x 70% je 2 min)
rehydriert. Danach wurden sie 5 min lang in agua dest gewaschen und fiir 1 min in
Mayers Hamalaun-Lsg. inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte fir 20 min unter
sauberem Wasser geblaut und zwei Minuten mit einer Eosin-Stamm-Lsg. (0,5%
Eosin G + 0,25 ml Essigsaure) gefarbt. Dann wurden sie fur zwei Sekunden in agua
dest eingetaucht und in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 80%, 2 x 100% je 30 sec)
dehydriert. Die Schnitte wurden in Xylol (3 x 5 min) paraffiniert und in EUKITT
eingedeckt. AnschlieBend wurden die gefarbten Paraffinschnitte histologisch
untersucht.



3. Ergebnisse

3.1. Herstellung eines klappentragenden Stents

3.1.1 Praparation

Wahrend der ganzen Arbeit wurden 44 Schweineherzen verwendet. 16 von ihnen
wurden zu Ubungszwecken benétigt, da drei wesentliche Probleme (Praparation,
Fixierung im Stent und kathetergerechte Anpassung) die Herstellung der

Pulmonalklappentragenden Stents erschwerten.

Abb. 21: Die herausgeschnittene porcine PK Abb. 22: Die fertig praparierte porcine PK
mit Herzgewebe

Zuerst wurde die Pulmonalklappe préapariert, ohne dabei ihre feinen Taschen zu
beschadigen. Zur Praparation der nativen, porcinen Pulmonalklappe eigneten sich
die Herzen von Schweinen aus der biologischen Zucht besser als aus der
konventionellen, weil sie weniger Klappentaschendefekte aufwiesen. Das
Herausschneiden der Klappe aus dem Herzen soll mit groBem Aufgebot an
umliegendem Gewebe erfolgen (Abb. 21), da die Klappentaschen in der aggressiven
Betaisadonna-Lsg. beschadigt werden konnten. Die Wirkzeit der Lésung von 30 min
wurde fir optimal empfunden. Eine langere Desinfektionszeit fihrte zur Kumulation
von Lésungsstoffen im Kollagengeriist der Klappe. Die Praparation der Klappe wurde
manuell mit einer Mikroschere erfolgreich durchgefiihrt, ohne dabei die Taschen zu
verletzen (Abb. 22)

Als Zweites wurde die Klappe in einen Stent fixiert, ohne dabei ihre physiologische
Funktion zu beeintrachtigen. Es wurde festgestellt, dass Nahtmaterial Prolene 6/0
sich am besten zur Fixierung des ovinen Dinndarms und der GefaBstege eignete.
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Die GréBe der Schweineherzen entsprach meistens nicht der GroBe der
Pulmonalklappen, sodass die Fixierung der GefaBstege im Stent erschwert wurde.
GroBe Klappentaschen wurden entweder leicht angeschnitten oder gefaltet, ohne
ihre Funktion zu beeintrachtigen. Nachdem die Klappenstents fertig genaht waren,
wurden sie kurz in einem GefaB mit NaCl auf ihre Funktion und Suffizienz getestet
(Abb. 23). Die Anatomie und Funktion der Klappentasche entsprach dem
physiologischen Standard. Nur die stabil fixierten und suffizienten Klappen wurden
weiter verwendet.

Abb. 23: Der Suffizienz-Test

Als Drittes wurde der fertige Stent an einen Applikationskatheter angepasst, ohne die
Pulmonalklappe zu beschadigen. Um den Klappenstent besser im Katheter
platzieren zu kdnnen, wurde die Dicke der GefaBwand und der Stege auf 1-2 mm
festgelegt. Dadurch konnten auch kleinere Katheter bei kleineren Tieren verwendet
werden.

3.1.2 Dezellularisierung der Pulmonalklappe

Um die urspringlichen GefaBzellen der Pulmonalklappen zu entfernen, wurden diese
mit Trypsin/EDTA dezellularisiert. Auf diese Weise entstand eine zellfreie Matrix, die
zur Besiedelung mit ovinen Zellen verwendet werden konnte. Eine wichtige Aufgabe
wahrend des Dezellularisierungsprozesses bestand darin, die Zeit der Trypsinierung
so festzulegen, dass die Struktur der Kollagenfasern nicht beschadigt wird. Nach
wenigen Versuchen wurde die Zeit von 12 h fir optimal empfunden, da eine langere
Trypsinierung die Klappentaschen insuffizient machte (Abb. 24).
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Abb. 24: Die Taschenklappe nach 24 h - Trypsinierung; HE-Farbung; 40x VergrdBerung.
Teilweise aufgeléstes Kollagengrundgerist, erschwerter Farbungsprozess.

3.1.3 Histologische Untersuchung einer dezellularisierten Pulmonalklappe

Um die Struktur der fir 12 h dezellularisierten Klappentasche zu bewerten, wurde
eine HE-Farbung angefertigt. Durch die Behandlung mit Trypsin/EDTA gelang eine
nahezu vollstandige Dezellularisierung der Herzklappen. Lediglich im Bereich des
Herzmuskels waren noch vereinzelte Zellen und Zellirimmer zu erkennen. Die
Struktur der Taschen blieb weitgehend erhalten und zeichnete sich durch eine locker
strukturierte Schicht aus. Man konnte leider keinen Unterschied zwischen zwei
wesentlichen Schichten der Taschen (Spongiosa und Fibrosa) erkennen. In den
Paraffinschnitten (Abb. 25) konnten keine Zellen in der Klappentasche mehr
nachgewiesen werden. Die Quervernetzung der Kollagenfasern der extrazellularen

Matrix war leicht verandert, jedoch noch deutlich zu erkennen (Abb. 26).
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Abb. 25: Die dezellularisierte Taschenklappe; HE-Farbung; 10x VergrdBerung
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Abb. 26: Die dezellularisierte Taschenklappe; HE-Farbung, 40x VergréBerung

3.2. Die Zellgewinnung und in vitro Besiedelung

Fur die Gewinnung von Zellen zur Herstellung der Herzklappen wurde von jedem
Versuchstier ein Segment der A. carotis unter sterilen Bedingungen entnommen. Die
Tiere tuberlebten in unseren Versuchsreihen die Prozedur problemlos.

3.2.1 Anzucht und Kultivierung von glatten Muskelzellen

Aus den 1X1 mm groBen GeféBwandstlickchen auf den Petrischallen wuchsen nach
finf Tagen die ersten Zellen sternférmig aus, wie in Abbildung 27 gezeigt werden
konnte. Das Zellwachstum wurde mit Hilfe eines Lichtmikroskops kontrolliert. Sobald
eine groBe Anzahl der glatten Muskelzellen in der Petrischalle nachgewiesen wurde
(Abb. 28), wurden die Stiicke vorsichtig entfernt und die Zellen auf eine 6 Lochplatte
und danach in Kulturflaschen vermehrt. Die Anzuchtdauer der glatten Muskelzellen
lag bei durchschnittlich 22 Tagen.

Abb. 27: Vereinzelte, glatte Muskelzellen nach 5 Tagen; 100x VergréBerung
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Abb. 28: Glatte Muskellzelen nach 22 Tagen; 100x VergroBerung

3.2.2 Die in vitro Besiedelung mit glatten Muskelzellen

Die Besiedelung der Stents mit den glatten Muskelzellen erfolgte nach einem
festgelegten Schema und betrug 6 Tage statischer und 16 Tage dynamischer
Inkubation im Bioreaktor. Nach der Bioreaktor-Besiedelung konnten deutliche
Zellnester mit Hilfe der HE-Farbung, in der Abbildung 29 blau, dargestellt werden.
Die Fasern der extrazellularen Matrix selbst zeigten auch nach der Perfusion im
Bioreaktor eine gute Quervernetzung und waren nicht aufgequollen.

Abb. 29: Besiedelung mit glatten Muskelzellen; HE-Farbung,10x VergréBerung
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3.2.3 Anzucht und Kultivierung von Endothelzellen

Nachdem die Petrischale mit Endothelzellen in den Inkubator gestellt wurde, wurden
die ersten Kolonien von sich teilenden Zellen nach drei bis vier Tagen beobachtet
(Abb. 30). Nach sieben bis acht Tagen bildeten die Zellen einen konfluenten
Monolayer (Abb. 31), sodass sie auf eine 24 Lochplatte Gberfliihrt werden konnten.
Nach mehreren Passagen war die zur Besiedelung benétigte Anzahl an Zellen
gezuchtet. Die Zeit zwischen den Passagen betrug jeweils funf bis sechs Tage. Die
Kulturzeit bis zu Besiedelung betrug hierbei ca. 26 Tage. Die Zellen zeigten sowohl
zu Beginn, als auch zum Ende der Expansionsphase die typische tropfen- und
spindelférmige Morphologie, sodass sie als Endothelzellen erkannt wurden.

Abb. 30: Vereinzelte Endothelzellen nach 3-4 Tagen; 100x VergréBerung

Abb. 31: Endothelzellen nach ca. 8 Tagen; 40x VergroBerung
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3.2.4 Die in vitro Besiedelung mit Endothelzellen

Die in vitro Besiedelung mit den Endothelzellen erfolgte direkt nachdem die Stents
wieder aus dem Bioreaktor heraus waren und wurde im Inkubator durchgefihrt. Sie
betrug 4-5 Tage. AnschlieBend wurden die fertigen Stents mit HE-Farbung gefarbt
und histologisch untersucht. In der Farbung der mit sowohl glatten Muskel- als auch
Endothelzellen besiedelten Klappen konnten sowohl vereinzelte Zellnester als auch
ein Zellmonolayer dargestellt werden (Abb. 32). Die extrazellulare Matrix blieb
erhalten und wies keine Veranderung ihrer Struktur auf.
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Abb. 32: Mit Endothel- und glatten Muskelzellen besiedelte Klappentasche;
HE-Farbung, 10x VergréBerung

3.2.5 Vitalitatskontrolle

Sowohl die Endothel- als auch die glatten Muskelzellen wurden regelméaBig auf ihre
Vitalitat mittels einer Zellzadhlung kontrolliert. Die berechnete Zellzahl pro T75-
Flasche lag nach einigen Passagen ca. zwischen 3,5 und 5,8 x 10° Zellen.
Insgesamt wurden finf glatte Muskelzell- und funf Endothelzellkulturen angelegt. Die
fur die Besiedelung bendtigte Zellzahl wurde durch Versuche der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Stock auf jeweils acht T75 Kulturflaschen mit insgesamt jeweils ca. 2,5-3,0
X 107 beider Zellgruppen festgelegt, wobei eine T75 Flasche mind. 3 X 10° Zellen
beinhalten sollte.
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3.3 Makroskopische Untersuchung der Klappentragenden Stents

Abb. 33: Der besiedelte PK-Stent

Insgesamt wurden fiir diese Studie 28 Stents fir den Einsatz am ovinen Modell
gefertigt. Hierbei wurden zuerst Nitinol-Stents mit einem Durchmesser von 24 mm
verwendet. Danach erfolgte eine Umstellung, wegen der kleinen SchafgréBe, auf 19 -
21 mm. Diese 28 Stents wurden anschlieBend dezellularisiert und mit autologen
Zellen besiedelt. Nach der in vitro Besiedelung wiesen die Stents eine stabile
Struktur auf. Die Klappentaschen waren der nativen Pulmonalklappe nahezu
identisch und blieben suffizient (Abb. 33). lhre Zusammen- und Entfaltungsfahigkeit
wurde im Applikationskatheter Gberprift (Abb. 34 und 35). Die Stents konnten
zusammen gefaltet werden und passten problemlos in einen 22 French Katheter
hinein. Nach der Entfaltung zeigten sie keinen makroskopisch auffalligen Schaden
und wurden in ihrer Funktion nicht eingeschrankt. Die fertigen Stents wurden dann
far die Implantationsversuche benutzt.

Abb. 34-35

Der Entfaltungsversuch:

Abb. 34: Der PK-Stent im Perkutankatheter;
Abb. 35: Der entfaltete PK-Stent
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3.4. Zeitplan fur die Herstellung eines Klappentragenden Stents

Um einen nahtlosen Ubergang von der Praparation zur Besiedelung zu
gewahrleisten, wurde ein Zeitplan fir die Herstellung eines tissue engineerten
klappentragenden Stents erstellt. Dieser Zeitplan wurde als Grundlage flr weitere
Versuchsreihen verwendet. Die Herstellung von in vitro besiedelten Stents fing mit
der Entnahme der A. carotis und der Isolierung der ovinen Zellen an. Die sich
anschlieBende Kultivierung sowohl der Endothel- als auch der glatten Muskelzellen
dauerte 22 Tage. Fir die Praparation und Fixierung von Klappe und Dinndarm
wurden ca. vier Tage und fur die Dezellularisierung zwei Tage eingeplant. Die in vitro
Besiedelung erforderte noch mal 25 Tage. Insgesamt erstreckt sich der
Herstellungsprozess von besiedelten klappentragenden Stents tber ca. 53 Tage
(Tab. 2).

Tab. 2: Zeitplan zur Herstellung eines klappentragenden Stents

Zellisolierung/-kultivierung glatte Muskelzellen Endothelzellen
22 Tage 22 Tage 22 Tage
Besiedelung Statisch 6 Tage Statisch 3
25 Tage
Dynamisch 16 Tage

Inkubation
Praparation Pulmonalklappe | Dinndarmmukosa | Einnahen | in AB-Lsg +

4 Tage 1 Tag 1 Tag 1 Tag PBS
24 h

Dezellularisierung | EDTA/Trypsin AB-Lsg+PBS Hank’s-Lsg
ca. 2 Tage 12 h 24 h ca. 5 Tage haltbar




4. Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertation sollte mittels Tissue Engineering in vitro ein
pulmonalklappentragender Stent zur perkutanen Katheterimplantation am ovinen
Modell hergestellt werden. Hierzu war es notwendig eine Methode fir die
Dezellularisierung von porcinen Pulmonalklappen zu etablieren. Ein Schwerpunkt lag
dabei auf der Dezellularisierungsmethode, die bereits in der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Lutter und Prof. Dr. Stock (Universitat Tubingen) am ovinen Modell mit Erfolg
angewendet wurde. Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Etablierung von einer
geeigneten Besiedelungstechnik unter Verwendung eines Bioreaktorsystems.
Sowohl die fir die in vitro Besiedelung bendtigten Zelltypen als auch die besiedelten
klappentragenden Stents wurden histologisch charakterisiert.

4.1. Grundgedanke des Herzklappen-Tissue-Engineerings

Aufgrund einer immer gréBeren Diskrepanz zwischen bendtigten Organen und
vorhandenen Spenderorganen ist man heute auf Alternativen des Gewebeersaizes
angewiesen. Daher gewann in den letzten Jahren der Organ- und Gewebeersatz
unter Verwendung von Methoden des Tissue Engineering immer mehr an
Bedeutung. Das Schlagwort ,Tissue Engineering® beinhaltet eine Vielzahl von
Methoden zur Generierung funktionsfahiger biologischer Gewebe (30). Lutter und
Stock et al. verbinden als erste Arbeitsgruppe den Forschungsbereich des Tissue
Engineerings mit dem perkutanen Klappenersatz.

Folgendes Konzept des Tissue Engineerings wurde in dieser Arbeit favorisiert: Eine
dezellularisierte Startermatrix wurde mit zuvor in vitro kultivierten und expandierten
Zellen im Bioreaktor besiedelt. Ziel ist es, nach dieser in vitro Besiedelung eine
xenogene Matrix zu erhalten, die nach Implantation durch die von den autologen
Zellen synthetisierte, extrazellulare Matrix ersetzt wird. Diese autologen Zellen sollen
entsprechend ihrer physioclogischen Funktion auch spatere Reparaturprozesse
vornehmen. Nach einiger Zeit soll ein autologisiertes Gewebe im Organismus
verbleiben, welches eine optimale Biokompatibilitat aufweist und samtliche
Funktionen im Kérper lebenslang Gbernehmen kénnte. Weiterhin erlaubt es eine
dynamische Anpassung an den Empfangerorganismus (30).
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4.2. Die Dezellularisierung

Die optimale Dezellularisierungsmethode fiir unsere Versuche musste folgende
Kriterien erfiillen:

1. Eine vollstandige Entfernung samtlicher Zellen und zellularer Antigene aus der
Matrix ist notwendig, um eine TransplantatabstoBung im Empféangerorgansimus zu
vermeiden und um eine mogliche Degeneration durch Kalzifizierung auszuschlieBen
(31,:32):

2. Die dreidimensionale Grundstrukiur und die Quervernetzung des
Kollagennetzwerkes sollen erhalten bleiben, um eine langfristige Funktionalitat der
Klappe zu gewahrleisten.

Die von uns favorisierte, enzymatische Dezellularisierungsmethode mittels Trypsin
und EDTA wurde bereits flir Herzklappen etabliert. Viele Arbeitsgruppen
verwendeten in ihren Studien Trypsin, doch einige von ihnen ohne Erfolg. Grauss
und Mitarbeiter kamen bei Verwendung dieser Methode zur Dezellularisierung
porciner Aortenklappen zu dem Ergebnis, dass eine vollstandige Dezellularisierung
nach 17-stlindiger Inkubation in Trypsin nicht méglich war (33). Verglichen mit ihm
erreichten Steinhoff und Mitarbeiter bei der Verwendung von Trypsin und einem
langeren Inkubationsintervall von 48 h eine vollstandige Dezellularisierung von
ovinen Pulmonalklappen (34), wahrend Kasimir und Mitarbeiter trotz Verlangerung
des Inkubationsintervall auf 96 h keine vollstandige Dezellularisierung porciner
Aortenklappen erreichen konnten (35).

Die Dezellulariserungsversuche mit verschiedenen Inkubationszeiten in dieser Arbeit
(12 und 24 h) konnten eine optimale Inkubationsdauer von 12 h bestatigen. Nach 24
h wies die Klappe Defekte auf und wurde dadurch insuffizient. Der Farbungsprozess
verlief aufgrund der Klappengeriistinstabilitdt erschwert.

4.3. Einfluss der in vitro Besiedelung

Sowohl Matrixstrukturen synthetischen als auch biologischen Ursprungs sind initial
meist thrombogen. Eine Méglichkeit zur Reduktion der Thrombogenitat ist eine in
vitro Besiedelung mit Endothelzellen, da diese in der Lage sind durch Sekretion von
Mediatoren wie z.B. Prostacyclin, Protein-S oder TPA einer Thrombosierung aktiv
entgegenzuwirken. Weiterhin nehmen sie durch Kommunikation mit anderen
Matrixbestandteilen Einfluss auf den Aufbau der extrazellularen Matrix (36). In
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klinischen Studien konnten Deutsch und Mitarbeiter die Reduktion der
Thrombogenitat ausgelést durch die Endothelzellbesiedlung flir arterielle
Bypassgrafts beweisen. Sie erreichten Neun-Jahres-Offenheitsraten besiedelter
PTFE-Grafts von 65 % gegenuber 16 % unbesiedelter Grafts (37).

Die Besiedelung von biologischen Materialien besitzt gegeniiber den synthetischen
Materialien den Vorteil, dass Limitationen, ausgelést durch unvollstandige
Matrixumformung, umgangen werden. Weiterhin besteht keine Gefahr durch
Degradationsprodukte (Kanzerogenitdt, Embolien) wie bei der Verwendung von
biologisch abbaubaren Polymeren. Bei der Besiedelung einer Kollagenmatrix mit
bovinen Endothelzellen und glatten Muskelzellen erhielten Weinberg und Mitarbeiter
ein Konstrukt, welches keine ausreichende Stabilitat aufwies und mit Polyesternetzen
von auBen stabilisiert werden musste (38). Diese Verstarkungen standen jedoch
einer vollstandigen Umformung und einer Vasoaktivitat im Wege. Die weiteren
Forschungen konzentrierten sich auf eine Verstarkung der Kollagenstruktur. Durch
Dehydrierung wurde von Berglund et al. eine azellulare Kollagensuspension in
Roéhrenstruktur gebracht und mit einer Suspension aus Kollagen und menschlichen
Fibroblasten benetzt. Die sofortige Stabilitdt wurde durch die azelluldre
Kollagenstruktur erreicht, eine weitere Zunahme durch Ausreifung der Zellen. Die
Druckstabilitéat war jedoch geringer als die von nativen GefaBen (39).

Durch die in vitro Besiedelung dezellularisierter Matrix werden die Limitationen
bezlglich geringer initialer Stabilitat, unvollstiandiger Matrixumformung und hoher
Thrombogenitat Gberwunden. Teebken und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die in
vitro Besiedelungen von zuvor dezellularisierter, porciner Aortenmatrix mit humanen
Endothelzellen und Myofibroblasten méglich ist und die biomechanische Stabilitat
erhalten blieb (40, 41). Bei der in vitro Besiedelung von dezellularisierten, porcinen
Carotissegmenten mit autologen Endothelzellen und der Implantation am
Schweinemodell konnten Teebken und Mitarbeiter zeigen, dass die Offenheitsraten
dieser Segmente nach einem Monat mit 71 % signifikant hdher lagen als die
Offenheitsraten von implantierten GefaBen aus einem biologisch abbaubaren
Polymer (Polydioxanon; 0 % Offenheitsrate nach einem Monat) (42). Durch die in
diesen Tierversuchen erzielten Ergebnisse flihrten wir eine in vitro Besiedelung von
zuvor dezellularisierter, porciner Matrix mit ovinen glatten Muskel- und
Endothelzellen durch.
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4.4 Zellen fur die in vitro Besiedelung

Eine erolgreiche in vitro Besiedelung setzt voraus, dass genilgend glatte
Muskelzellen und Endothelzellen zur Verfigung stehen. Daher sind sowohl
geeignete Zellquellen als auch Kulturbedingungen zur Expansion der Zellen
notwendig.

Bisher konnten Zellen aus folgenden Geweben exirahiert werden: Arterien, Venen,
Herzklappen, omentalem- und subkutanem Fett sowie tierexperimentell aus
perikardialem Fett (43). Fur die Auswahl des geeigneten Ausgangsgewebes wurde
behauptet, dass die extrahierten Zellen méglichst den gewebetypischen GefaBzellen
entsprechen, da sich z.B. Endothelzellen unterschiedlicher Gewebe nicht nur
morphologisch, sondern auch funktionell voneinander unterscheiden (43).

In unserer Arbeit spielten sowohl der leichte operative Zugang als auch die initiale
Zellausbeute eine wesentliche Rolle bei der GefaBauswahl. Die Arbeitsgruppe von
Stock et al. konnte in ihren Versuchen die Zellen aus der ovinen A. carotis erfolgreich
isolieren. Ihre operative Erfahrung wurde in dieser Arbeit Gbernommen.

Alle unsere Tiere konnten problemlos die operative GefaBentnahme Uberstehen und
zeigten postoperativ in ihrem alltaglichen Leben keine Beeintrachtigungen.

Der nachste Grund fir die Entnahme eines arteriellen GefaBes war die initiale
Gewinnung an glatten Muskelzellen, weil sie im vendsen System eher geringer
ausfallt (44).

4.4.1 Endothelzellextraktion

Uns standen zwei verschiedene Mdéglichkeiten zur Verfligung: Die sog. Eversion, bei
der die Arterie auf einem Edelstahlstab umgestiilpt und anschlieBend in
Enzymldsung inkubiert wurde, sowie die Kanilierung, bei der die Enzymlésung in die
Arterie eingeflllt und diese anschlieBend mit Bulldogklemmen verschlossen wurde
(45, 46). Da Bourke und Mitarbeiter zeigen konnten, dass die Kandlierung der
Eversion hinsichtlich initialer Zellausbeute sowie dem Anteil vitaler Zellen Gberlegen
war, verwendeten wir in unseren Versuchen diese Methode (47). Die Inkubation der
Arterie erfolgte fir 20 min in einer 0,2 %-igen Collagenase A-Lsg. Collagenase-A
zeigte in verschiedenen Versuchsansatzen ideale Ergebnisse bei der
Endothelzellextraktion (45, 48, 49). Weitere wichtige Einflussfaktoren auf die initiale
Zellausbeute stellen die Inkubationszeit und die Konzentration der Enzymlosung dar.
Eine geringe Inkubationszeit und eine geringe Konzentration des Enzyms fihren zu
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einer niedrigen, initialen Zellausbeute, wé&hrend eine Verldangerung der
Inkubationszeit und eine Erhéhung der Konzentration zu einer Abnahme der vitalen
Zellen fahrt. Weiterhin 16sen sich andere Zelltypen wie z. B. glatte Muskelzellen aus
der Matrix (43). Tiwari und Mitarbeiter empfehlen eine Inkubationszeit zwischen 10
und 30 Minuten (43). Die von Teebken und Mitarbeitern verwendete Inkubationszeit
von 20 Minuten, die gleichzeitig zu einer guten initialen Zellausbeute fiihrte, wurde
auch in unserer Arbeit verwendet (42).

4.4.2 Extraktion von glatten Muskelzellen

Zur Isolierung von glatten Muskelzellen verwendeten wir die erfolgreiche Methode
von Zund et al. (50). Nach fiinf Tagen konnten wir neben den im Medium inkubierten
GefaBstiickchen die ersten Zellen beobachten. Im Vergleich zur Endothelzellanzucht
dauerte die Gewinnung der glatten Muskelzellen langer und betrug durchschnittlich
22 Tage. Wie in den Versuchen von Zund et al. wurde die Zellisolierung und
Kultivierung erfolgreich umgesetzt.

4.4.3 Expansion der Primarzellen

Fiir jede der folgenden in vitro Besiedelungen wurden 2,5-3 x 107 Endothel- und
glatte Muskelzellen bendtigt. Sowohl Zilla als auch Herring konnten zeigen, dass eine
in vitro Besiedelung mit zu geringen Endothelzellzahlen keinen signifikanten Effekt
auf die Thrombogenitat und die Offenheit des GefdBes hatte (48, 51). Erst eine
Besiedelung mit hoheren Zellzahlen erbrachte eine Abnahme der Thrombogenitat
und Zunahme der Offenheitsraten (52). Die glatten Muskelzellen sollien als
interstitielle Zellen die exirazellulare Matrix stabilisieren und die Adhasion der
Endothelzellen begiinstigen (53). Die hohe Zellzahl konnte nur durch das
Expandieren der exirahierten Zellen in Kultur erreicht werden. Die von uns
festgesetzte Kulturzeit von 22 Tagen zeigte sich erfolgreich und wurde als Standard
fur weitere Kultivierungsversuche festgelegt.

4.5 Die in vitro Besiedelung im Bioreaktor

Das Ziel der in vitro Besiedelung im Bioreaktor war das Wachstum von Zellen durch
mechanische Stimuli und physikalische Signale zu verbessern. Bei diesem Versuch
haben wir uns auf die Arbeiten von Minuth et al. und Nerem et al. bezogen (54, 55).
lhre Ergebnisse ermutigten uns dazu ein Bioreaktorsystem zu entwickeln, in dem
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unsere Klappenstents mit aufgebrachten Zellen den pulsatien Fluss- und
Druckkraften ausgesetzt wurden. Dabei wurde eine funktionsspezifische Umgebung
erschaffen, die den biologischen in vivo Verhaltnissen dhnelte. Vor dem Einbau der
Stents in den Bioreaktor wurden sie statisch mit glatten Muskelzellen besiedelt.
Durch die 16-tagige Bioreaktorstimulation soll eine funktionsfahige, stabile Zellschicht
am Klappengeriist entstehen, die spater die Adhasion von Endothelzellen
ermoglichte. Mittels HE-Farbung konnten wir histologisch feststellen, dass die
Bioreaktorstimulation von Zellen gut toleriert wurde.

Den Vergleich zwischen der dynamischen und statischen Besiedelung wagten in
ihren Arbeiten Stock et al. und Schenke-Layland et al. (56, 57). Sie kamen zum
Ergebnis, dass die dynamische Besiedelung einer porcinen Herzklappe durch
Zunahme an Zellmasse, Kollagen und Elastin erheblich besser war als die rein
statische Besiedelung.

Unsere nach der Bioreaktorbesiedlung erstellten histologischen Schnitte zeigten
deutliche Zellnester an glatten Muskelzellen. Die darauf folgende statische
Besiedelung mit Endothelzellen fihrte zu einer sichtbaren Zunahme an Zellmasse.
Wir konnten leider keine Zelldifferenzierung vornehmen, da die HE-Farbung
unspezifisch ist und eher einer Veranschaulichung als einer Beweisflihrung diente.
Aber die Zellzunahme sprach fir einen beginstigenden Einfluss der glatten
Muskelzellen und der statischen Besiedelung auf die Endothelzelladhésion.

4.6 Herstellung eines tissue engineerten Pulmonalklappenstents

Unsere durchgeflhrten, zahlreichen Versuchsschritte kénnen grob in Praparation,
Einbringung in den Stent, Zellkultivierung, Dezellularisierung und Besiedelung
gegliedert werden. Einen besonderen Stellenwert in dieser Arbeit nahm der Versuch
ein, einen effektiven Praparationsvorgang zu entwickeln. 44 porcine
Pulmonalklappen wurden fir Praparationsversuche verwendet. Da die Praparation
und Fixierung des ovinen Dinndarms bis zur optimalen Umsetzung auch durch
zahlreiche Versuche erarbeitet wurde, erforderte diese Arbeit ein gewisses,
manuelles Kdnnen. Die Etablierung und Handhabung des
Dezellularisationsverfahrens stellte sich unproblematisch dar. Auch die
Zellkultivierung funktionierte und zeigte gute Ergebnisse. Die Einrichtung eines in
vitro Besiedelungsvorganges konnte durch die Kooperation mit Stock et al. und dem
von der Universitat Jena entworfenen Bioreaktor schnell realisiert werden.
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Die routinemaBige Herstellung erstreckie sich iber ca. 53 Tage und war mit vielen
Risiken behaftet, was natarlich eine Verlangerung der Versuche nach sich zog.
Besonders die Isolierung, Kultivierung und Besiedelung von autologen Zellen stellten
aufwendige Verfahren dar, die durch mogliche Fehler wie z.B. mangelnde
Zellausbeute, fehlendes Wachstum und Kontaminierung schnell gefahrdet waren.
Zusatzlich war zu beachten, dass jedes Versuchtier zwei Operationen unterzogen
werden musste, was fiir das einzelne Tier und damit auch fiir eine erfolgreiche
Langzeituntersuchung ein Risiko darstellte. In jedem Arbeitsschritt, bis auf die der
Praparation und Dezellularisierung, konnte bereits ein Fehler den gesamten Zyklus
flr ein Versuchtier gefahrden. Aufgrund dieser Risiken war es umso wichtiger, die
vielen Arbeitsschritte in einem konkreten zeitlichen Versuchsablauf zu strukturieren,
um so zusatzliche Fehler zu vermeiden.

Mit unserem aufgestellten Zeitplan soll ein Gesamtiiberblick verschafft werden, der
einer ungefdhren zeitlichen Versuchseinplanung dienen kann. Aufgrund
hervorragender makroskopischer Ergebnisse konnte der in dieser Arbeit entworfene
Arbeitsplan bereits als Versuchsprotokoll fir die nachfolgenden Studien von Prof. Dr.
Lutter eingesetzt werden.

4.7 Der Einsatz vom ovinen Diinndarm

In ihrer Arbeit untersuchten Stock und Lutter et al. die positive Auswirkung auf den
Schutz der Klappe eines von innen mit ovinem Dinndarm ausgekleideten Stents
(58). Hierfiir wurden klappentragende Stents mit von innen angebrachtem Diinndarm
gegenliber klappentragenden Stents mit von auBen angebrachtem Dinndarm
verglichen. Nach Kompression und Einsatz in einem Applikationskatheter wurden die
Klappen histologisch und elektronenmikroskopisch analysiert. Die Klappen der von
innen ausgekleideten Stents zeigten dabei im Gegensatz zu den von aufBen
ausgekleideten Stents keine Schadigung des Gewebes.

Durch die erfolgreichen Versuche beider Arbeitsgruppen wurden die Stents von
innen mit ovinem Dinndarm ausgekleidet. Nachdem die Dinndarmmukosa mit
einem Skalpell entfernt wurde lieB sich der Diinndarm mittels NaCl und Ethanol sehr
gut weiter verarbeiten und konnte problemlos fixiert werden. Nach einer Reihe kurzer
Tests im Applikationskatheter wiesen die Stents keine Gewebeschadigung auf.

-30.



4.8 Ausblick

In dieser Dissertation konnte erfolgreich eine Dezellularisierungsmethode flr porcine,
pulmonalklappentragende Stents etabliert werden. Weiterhin konnte eine
dezellularisierte Matrix erfolgreich mit ovinen Primarzellen in vitro besiedelt werden.
Es konnte so ein pulmonalklappentragender Stent generiert werden, der die
Grundlage fiir eine spétere, perkutane Implantation am ovinen Model darstellt. Die
Ergebnisse der Besiedelungsexperimente verdeutlichen, dass das Verstandnis der
zellularen Mechanismen wie z.B. der Zell-Matrix-Interaktion von grundlegender
Bedeutung ist. Vor einer humanen, klinischen Anwendbarkeit und einer
kommerziellen Vermarktung eines pulmonalklappentragenden Stents miissen jedoch
Studien durchgefiihrt werden, die die Funktionalitdt des Endothels im klappen-
tragenden Stent untersuchen.

In Zukunft werden vermehrt alternative Zelltypen im Bereich des Tissue Engineering
Anwendung finden. Bisher wurden neben den primaren Endothelzellen, embryonalen
Stammzellen und endothelialen Vorlauferzellen aus dem peripheren Blut oder
Knochenmark fiir das Tissue Engineering verwendet.

Stammzellen vertreten eines der viel versprechendsten Gebiete in der biologischen
und medizinischen Forschung. Alle Stammzellen besitzen zwei grundlegende
Eigenschaften: Unbegrenzie Selbsterneuerung und das breite Potenzial sich zu
Zellen aller Gewebetypen zu differenzieren. Die Arbeit von Xiao at al. zeigte, dass
durch bestimmte Enzyme (z.B. SRF und Myokardin) eine in vitro Differenzierung der
Stammzellen zu glatten Herzmuskelzellen méglich ist (59). Um nicht in einen Konflikt
mit der Ethik-Kommission und dem Gesetz zu geraten, werden meist adulte
Stammzellen zu Forschungszwecken benutzt. Da sie wenig verfugbar sind und
geringes Differenzierungspotenzial besitzen, ist die Nutzung der adulten
Stammzellen begrenzt.

Knochenmarkszellen kamen schon in einer in Japan verdffentlichten Studie zur
Anwendung: Biologisch abbaubare Polymere wurden mit diesen Zellen besiedelt und
anschlieBend in die V. cava inf. im Hund implantiert. Histologisch konnte nach
Explantation eine vollstandige Endothelialisierung der Segmente nachgewiesen
werden (60). Ein Vorteil der Knochenmarkszellen ist die Moglichkeit, diese durch eine
glinstige Expansionsphase im Labor zu verwenden. Zur Gewinnung der Zellen wére
jedoch eine Knochenmarkspunktion notwendig.
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Verglichen hierzu ware fiir die Verwendung von endothelialen Vorlauferzellen aus
dem Blut nur eine Blutentnahme notwendig (61, 62). Bedingt durch dieses wenig
invasive Verfahren wiirde die Akzeptanz unter den Patienten steigen. Vor einer
Anwendung der Vorlauferzellen missen jedoch nach ersten viel versprechenden
Ergebnissen die genauen, zellularen Mechanismen, die zu einer Differenzierung
dieser pluripotenten Zellen in den benétigten Zelltyp (Endothelzellen) fiihren,
eingehend untersucht werden (62, 63).

Durch die neusten Laborversuche der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Lutter und Dr. rer.
nat. Metzner wurden endotheliale Vorlauferzellen aus dem Knochenmark gewonnen.

Eine tissue engineerte Pulmonalklappe, die sich perkutan implantieren lasst und
zusatzlich ein Regenerationspotenzial besitzt, wirde neue Therapieoptionen
erdffnen. Besonders die (Re)Operationsmoglichkeiten und -indikationen kongenitaler
Vitien kdnnten erweitert werden (63, 64). Auch fir reine Forschungszwecke und
Tierversuchsreihen bietet die Verbindung von Tissue Engineering mit perkutanen
Applikationsmethoden neue Mdglichkeiten. Da tissue engineerte Herzklappen mit
perkutanen Verfahren ohne extrakorporale Zirkulation implantiert werden kénnen,
ermoglicht das eine schnelle Versuchsdurchfihrung.

In welche Richtung sich das Tissue Engineering von Klappenstents entwickelt hangt
einerseits von den Rahmenbedingungen wie einer einheitlichen Gesetzgebung
bezlglich Produktion und Zulassung, andererseits von einem genauen Verstandnis
der zellularen Mechanismen, wie z.B. der Zell-Matrix-Interaktion und nicht zuletzt von
der Kosten-Nutzen-Relation der resultierenden Implantate ab.
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5. Zusammenfassung

Einleitung. Die Verwendung biologischer oder mechanischer Prothesen zum Ersatz
erkrankter oder geschéadigter Herzklappen ermdoglicht eine weitgehende
Wiederherstellung der Klappenfunktion. Jedoch verfligt keines der derzeit
verwendeten  Klappenmodelle  (Gber eine  ausreichende, langerfristige
Biokompatibilitat. Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung eines autologen
Pulmonalklappenstents auf der Basis eines Xenografts zur spateren perkutanen
Implantation am ovinen Modell. Ein viel versprechendes Konzept zur Herstellung
eines solchen Klappestents ist die in vitro Konditionierung dezellularisierter und mit
ovinen GeféaBzellen besiedelte Pulmonalklappen vom Schwein.

Methoden. Die zur in vifro Besiedlung bendtigten, glatten Muskelzellen und
Endothelzellen wurden aus einem Segment der A. carotis des jeweiligen
Versuchstieres gewonnen. Die porcinen Pulmonalklappen wurden mit Hilfe einer
Trypsin/EDTA-Lsg dezellularisiert und mit den gewonnenen, glatten Muskelzellen
zwei Tage unter statischen Bedingungen besiedelt. AnschlieBend wurden die
Klappen 16 Tage in einem Bioreaktorsystem den pulsatilen Scherkraften ausgesetzt.
Eine nachfolgende 2-tagige Kulturphase unter statischen Bedingungen, in der die
Endothelzellen aufgebracht wurden, komplettierte die in vitro Besiedelung. Die
fertigen Klappenstents wurden anschlieBend durch makroskopische Beurteilung und
Histologie in Bezug auf ihre zelluldren und extrazelluldren Strukturen charakterisiert.
Ergebnisse. Bei der makroskopischen Beurteilung wiesen die Klappenstents keine
Beschadigungen sowohl nach der Dezellularisierung und Besiedelung als auch nach
dem Enffaltungsversuch im 22 French Katheter auf. Die Stents o&ffneten und
schlossen sich regelrecht. Bei der histologischen Evaluation mittels einer HE-
Farbung wurden nach der Dezellularisierung keine Zellen nachgewiesen. Nach der
Besiedelung mit ovinen Zellen waren deutliche Zellnester und keine Schadigung der
extrazellularen Matrix erkennbar.

Schlussfolgerung. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur
Herstellung eines autologen Pulmonalklappenstents auf der Basis eines Xenografts
entwickelt. Die verwendeten Materialien und Gerate erwiesen sich als effektiv. Der
Pulmonalklappenstent konnte erfolgreich besiedelt werden und blieb wahrend des
gesamten Prozesses funktionstichtig. Die perkutane Implantation und genaue in vivo
Evaluation sollen demnéachst in nachfolgenden Studien erfolgen.
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