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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Herz

Das Herz ist ein muskuldres Hohlorgan, das mit rhythmischen Kontraktionen den Korper mit
nahrstoffreichem und sauerstoffreichem Blut versorgt. Die hoherentwickelten Herzen der
Wirbeltiere saugen das Blut ventilgesteuert aus den BlutgefdaBen an und stofRen es durch
andere Blutgefdlle wieder ab. Hierbei lassen sich im Herzen vier Binnenrdume unterteilen,
jeweils zwei Vorhofe und zwei Kammern. Die Vorhofe sind durch die Vorhof-Kammer-
Klappen (Trikuspidal- und Mitralklappe) von den Kammern und die Kammern durch die Ge-
faBklappen (Aorten- und Pulmonalklappe) von den sich anschlieRenden Arterien separiert.
Es existieren zwei Kreislaufsysteme, ausgehend vom rechten und linken Herz, welche sich
durch unterschiedliche Blutdriicke auszeichnen und anatomisch voneinander getrennt sind
[1] (Abb. 1).

Desoxygeniertes Blut, welches aus dem Koérperkreislauf zum Herzen befoérdert wird, flieRt
aus der oberen und unteren Hohlvene in den rechten Vorhof. Von dort gelangt es durch die
Offnung der Trikuspidalklappe in den rechten Ventrikel, der das Blut iiber die Pulmonalklap-
pe in die Lunge pumpt. AnschlieBend erfolgt die Anreicherung des Blutes mit Sauerstoff. Im
rechten Herzen herrscht ein mittlerer Blutdruck von ca. 13 mmHg, weshalb der Lungenkreis-
lauf auch als Teil des Niederdrucksystems im Korperkreislauf angesehen wird (Abb. 1, blau).
Das Blut, welches in der Lunge mit Sauerstoff angereichert wurde, stromt durch die Pulmo-
nalvenen in den linken Vorhof. Um in den Kérperkreislauf zu gelangen, flieRt es nach Off-
nung der Mitralklappe in die linke Herzkammer. Durch die Kammerkontraktion und Offnung
der Aortenklappe wird das Blut in die Aorta und somit in den Kérperkreislauf ausgetrieben.
Dieser Teil des Herzens ist dem Hochdrucksystem zugeordnet, da in der linken Herzkammer
und den zentralen Arterien des Kérperkreislaufes ein mittlerer Blutdruck von 50-80 mmHg

herrscht [2] (Abb. 1, rot).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Blutflusses durch das Herz [3]. Desoxygeniertes Blut
(blau) flieRt aus dem Korperkreislauf in den rechten Vorhof und wird durch eine Vorhofkontraktion
Uber die Trikuspidalklappe in den rechten Ventrikel gepumpt. Wahrend der Systole stromt das Blut
durch die Pulmonalklappe in die Pulmonalarterien und wird anschlieRend in der Lunge mit Sauerstoff
angereichert. Oxygeniertes Blut (rot) fliet aus dem Lungenkreislauf durch die Pulmonalvenen in den
linken Vorhof und wird wahrend der Austreibungsphase des Herzens durch die Aortenklappe in den
Korperkreislauf gepumpt.

1.2. Anatomie und Histologie der Herzklappen

1.2.1. Anatomie

Die Anordnung der Herzklappen erfolgt in der sogenannten Klappen- oder Ventilebene. In
dieser Ebene sind sie von einer Bindegewebsschicht, dem sogenannten Herzskelett, umge-
ben und in diesem eingebettet. Das Herzskelett trennt die Muskulatur der Vorhofe und
Kammern voneinander und dient als mechanischer Fixpunkt der Herzklappen sowie der
elektrischen lIsolation. Die Konfiguration der Herzklappen bestimmt die Flussrichtung des
Blutes und somit erfiillen sie eine Ventilfunktion, indem Blut nur in eine Richtung durch die
Klappen stromen kann. Im Folgenden wird eine ausfiihrliche Darstellung der Taschenklappen
vorgenommen, da sich das Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf die Pulmonalklappe richtet.

Die GefaRklappen bestehen aus drei halomondférmigen Segeln, die am Beginn des Truncus
pulmonalis und der Aorta liegen. Sie inserieren dort mit ihrer Basis am Faserring, dem soge-
nannten Anulus. Als Kommissur bezeichnet man den wandstidndigen Segelbereich, in wel-
chem sich benachbarte Segel beriihren. Die freien Rander des jeweiligen Segels heien La-
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1 Einleitung

nulae valvulae semilunares, die bogenformig zu einem Knotchen (Nodulus valvulae semilu-
naris) zusammenlaufen. Durch Adaption der benachbarten Lanulae und Noduli wird ein dich-

ter Verschluss der Rander hergestellt (Abb. 2).

Nodulus valvulae Truncus

semilunaris pulmonalis

A. pulmonalis
dextra Lunula
valvulae

semilunaris

Valvula
semilunaris
anterior

Valvula
semilunaris
dextra

Valvula
semilunaris
sinistra

Abbildung 2: Anatomie und Aufbau der Pulmonalklappe und des rechtsventrikuldaren Ausflusstraktes
[1]. Die Pulmonalklappe setzt sich aus drei halbmondférmigen Klappentaschen (Valvulae semiluna-
res) zusammen und befindet sich am Ubergang vom rechten Ventrikel zum Truncus pulmonalis.

1.2.2. Histologie und Aufbau einer Herzklappe

Der Aufbau einer GefalRklappe im Allgemeinen gliedert sich in vier Schichten. Die dulRerste
Schicht bilden Endothelzellen, die auf der ventrikuldaren Seite eine glatte und auf der dem
GefaRk zugewandten Seite eine gefurchte Oberflache aufweisen [4]. Zwischen der ventrikula-
ren und der arteriellen Oberflache befinden sich drei weitere Schichten: Die Ventrikularis,
die Spongiosa und die Fibrosa (Abb. 3). Unterhalb der dem Ventrikel zugewandten Endothel-
schicht befindet sich die Ventrikularis, welche hauptsachlich aus dichten elastischen Fasern
und Kollagen besteht. Diese Schicht stellt sicher, dass die Klappe nach der Offnung wieder in
ihre urspriingliche Form zurlickkehrt [5]. In der Mitte befindet sich die Spongiosa, welche
reich an Glykosaminoglykanen und lockerem kollagenem Bindegewebe ist und das Grundge-
rist der Klappe bildet. Sie dient vor allem der Verformbarkeit und Elastizitdt der Herzklappe.
Zur GefaRseite hin wird die Spongiosa von der Fibrosa bedeckt. Hier findet man vor allem
dichtes kollagenes Bindegewebe [6]. Die Hauptaufgabe der Fibrosa ist es, den in der Diastole
aufgebauten Druck aufrechtzuerhalten. Innerhalb der verschiedenen Schichten finden sich
interstitielle Zellen (auch Valve interstitial cells (VIC) genannt), die Eigenschaften von glatten

Muskelzellen und Fibroblasten vereinigen [7] und als Myofibroblasten bezeichnet werden.
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Sie produzieren extrazellulare Matrixbestandteile und tragen damit entscheidend zur Stabili-

tat des Gewebeverbandes bei.

Endothel
Fibrosa
Spongiosa

Ventricularis

Endothel

Abbildung 3: Darstellung des histologischen Klappenaufbaus nach [8]. In rot ist die Endothelzell-
schicht, in lila die Fibrosa, in orange die Spongiosa und in schwarz die Ventrikularis dargestellt. Unten
ist die glatte Oberflache der ventrikuldren Seite der Herzklappe zu erkennen, an der Oberseite stellt
sich die gefurchte Oberflache der arteriellen Seite der GefaRklappen dar.

1.3. Angeborene Herzfehler des rechtsventrikuldren Ausflusstraktes mit Be-
teiligung der Pulmonalklappe

Der rechtsventrikuldre Ausflusstrakt des Herzens (Right ventricular outflow tract (RVOT))
umfasst subvalvuldre und ventrikuldre Strukturen, die Pulmonalklappe und die Pulmonalar-
terie, welche das Blut vom rechten Ventrikel in die Lungenstrombahn transportiert. Im Rah-
men einer Anomalie des RVOT kann eine Stenose der Pulmonalklappe vorliegen, bei der es
durch eine Verengung der Klappenoffnungsfliche zu einem verminderten Fluss liber die
Klappe kommt. Andererseits kann eine Pulmonalklappeninsuffizienz auftreten, bei der es
durch unzureichenden Klappenschluss zu einem vermehrten Riickfluss des Blutes kommt. Es
kann auch eine Kombination beider Entitaten (kombiniertes Vitium) bestehen.

Etwa 95 % der kongenitalen Vitien sind angeboren, ca. 5 % gehoren der Gruppe der erwor-
benen Herzklappenerkrankungen im Sauglings- und Kindesalter an und sind vorrangig ent-
zlindlicher Genese [9]. Pathologien des rechtsventrikularen Ausflusstraktes sind fast aus-
schlief8lich auf angeborene Herzfehler zurlickzufiihren, da erworbene Vitien am seltensten
die Pulmonalklappe betreffen [10]. Im Folgenden ist eine Auflistung der haufigsten angebo-

renen Herzfehler mit Beteiligung des rechtsventrikularen Ausflusstraktes aufgefiihrt.
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Tabelle 1: Ubersicht der Herzfehler mit Beteiligung des rechtsventrikuldren Ausflusstraktes nach [9, 11]

Herzfehler

Inzidenz
kongenitaler Herzfehler

Definition

Fallot-Tetralogie (TOF)

10-15%

Infundibuldre oder valvulare
Pulmonalstenose
Ventrikelseptumdefekt (VSD)
Uberreiten der Aorta tiber dem
VSD

Rechtsventrikuldre Hypertrophie

Double Outlet
Right Ventricle
(DORV)

0,5%

Gemeinsamer Ursprung der Aor-
ta und der A. pulmonalis aus
rechtem Ventrikel in Kombinati-
on mit einem Ventrikelseptum-
defekt

Kann mit einer Pulmonalstenose
einhergehen

Kongenitale
Pulmonalstenose (PS)

10 %

Obstruktion des RVOT

Valvuldre Stenose (90 % aller
Stenosen)

Subvalvulare Stenose (Infun-
dibuldrer und subinfundibuldrer
Typ)

Supravalvuldre Stenose

(meist in Kombination mit ande-
ren Anomalien)

Transposition
der groRen Arterien
(TGA)

6 %

Ursprung der Aorta aus dem
rechten Ventrikel und der Pul-
monalarterie aus dem linken
Ventrikel

20 % der Patienten weisen einen
zusatzlichen Ventrikelseptumde-
fekt auf

Truncus arteriosus
communis (TAC)

1-0,5%

Ursprung einer Arterie aus bei-
den Ventrikeln

Unterhalb der Arterie besteht
ein Ventrikelseptumdefekt

Pulmonalatresie
mit Ventrikelseptumdefekt
(PA-IVS)

0,3%

Angeborener Verschluss der
Pulmonalklappe mit bestehen-
dem Ventrikelseptumdefekt

11
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1.4. Pathophysiologie und Klinik der angeborenen Herzfehler des RVOT mit
Beteiligung der Pulmonalklappe

Alle Fehlbildungen des RVOT umfassen Stenosierungen des Ausflusstraktes oder eine Pul-
monalklappeninsuffizienz. Als Folge einer Stenosierung des rechtsventrikuldaren Ausflusstrak-
tes kommt es zur fortwahrenden Druckerhdhung des rechten Ventrikels mit resultierender
Rechtsherzhypertrophie und Trikuspidalinsuffizienz. Durch fortschreitenden fibrotischen
Umbau aufgrund vermehrter Schadigung des Myokards resultiert eine diastolische Dysfunk-
tion mit Einschrankungen der Belastbarkeit und gehauftem Auftreten von Herzrhythmussto-
rungen [12]. Die vermehrte Volumenbelastung im Rahmen einer Insuffizienz fiihrt sowohl zu
einer diastolischen als auch einer systolischen Dysfunktion des rechten Ventrikels. Die Pati-
enten klagen (iber eine geringere Belastbarkeit und eine Reduzierung der Lebensqualitat
[13]. Das vermehrte Volumen fihrt zur Dilatation des Ventrikels und beglinstigt die Entste-
hung von malignen Herzrhythmusstérungen [14]. Sekundar kann die Funktion des linken
Ventrikels durch Dysfunktion des rechten Ventrikels beeintrachtigt werden. Als Ursache sind
hier irregulare Septumbewegungen und -hypertrophie sowie eine Stérung der elektrischen
Synchronitat anzufiihren [15]. Ohne Behandlung fiihren diese Vitien zu einer eingeschrank-

ten Lebenserwartung.

1.5. Chirurgische Rekonstruktion des rechtsventrikuldaren Ausflusstraktes

Ziel der Rekonstruktion des RVOT ist die Beseitigung einer Obstruktion und einer moglichen
Insuffizienz, um die Prognose und Lebensqualitdt der Patienten zu verbessern. Indiziert ist
ein solches Verfahren bei Patienten mit einem neu diagnostizierten angeborenen Herzfehler
des rechten Ausflusstraktes oder bei denjenigen, die im Verlauf nach primarer Korrekturope-
ration eine Re-Operation aufgrund einer RVOT-Obstruktion oder Klappeninsuffizienz bendoti-
gen.

In der Therapie steht die Beseitigung der Pulmonalklappeninsuffizienz im Vordergrund, da
diese einen signifikanten Einfluss auf die Prognose des Patienten hat [16]. Man nimmt sogar
eine geringfligige residuelle Obstruktion in Kauf, da hierdurch eine sekundare Klappeninsuf-
fizienz verhindert und der rechte Ventrikel somit geschiitzt wird [17]. Es existieren zwei un-
terschiedliche Strategien bei der chirurgischen Behandlung, die Anulus-erhaltende operative

Intervention und die friihzeitige radikale Korrekturoperation.
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Die Anulus-erhaltende operative Intervention bewahrt die Integritat der Klappe und wird
vorrangig bei Obstruktionen des RVOTs, wie zum Beispiel der Fallot’schen Tetralogie ange-
wandt. Im Vergleich bewirkt eine Erweiterung des Anulus mittels transanuldaren Perikard-
Patches zwar eine komplette Beseitigung der Obstruktion, jedoch fiihrt ein solches Vorgehen
in den meisten Fallen zu einer sekundaren Klappeninsuffizienz und zu damit verbundenen
negativen Auswirkungen [18].

Mit Verbesserung der chirurgischen Techniken und des perioperativen Managements ist
eine immer friihere radikale Korrekturoperation moglich. Eine Volumen- und Druckbelastung
des rechten Ventrikels verursacht einen Umbau des Myokards und der negative Einfluss ei-
ner Zyanose und einer verminderten Auswurfleistung des Ventrikels auf die Organentwick-
lung fihren dazu, dass heutzutage vermehrt eine frithe priméare/radikale Korrekturoperation
in Betracht gezogen wird. Jedoch zeigen die Ergebnisse frihzeitiger radikaler Korrekturope-
rationen bei der Fallot’schen Tetralogie, dass trotz geringer perioperativer Mortalitdt die
Wahrscheinlichkeit von Re-Operationen steigt [19]. Als Ursache wird der vermehrte Einsatz
von transanuldren Patches und einem daraus resultierenden haufigeren Auftreten von Pul-
monalklappeninsuffizienzen angesehen [20].

Aufgrund des wissenschaftlichen und technischen Fortschrittes sowie der Anpassung der
therapeutischen Strategien in der Behandlung von angeborenen Herzfehlern nimmt die Zahl
der Patienten, die das Erwachsenenalter erreichen, stetig zu [21] und somit auch die Anzahl
an Re-Operationen nach initialer Korrektur einer Anomalie. Es konnte im Rahmen von Stu-
dien gezeigt werden, dass 4 % aller operativ sanierten Pulmonalstenosen [22] und 10 - 20 %
der primaren Fallot-Korrekturen [23, 24] eine wiederholte chirurgische Intervention nach
sich zogen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sowohl die optimale Losung bezliglich des richtigen
Zeitpunktes einer radikalen Korrekturoperation und der RVOT-Rekonstruktion sowie das
Erfordernis von Re-Operationen Kernprobleme in der Behandlung von angeborenen Herz-

fehlern des rechtsventrikularen Ausflusstraktes darstellen.
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1.6. Materialien fiir den Pulmonalklappenersatz

Fiir den Ersatz der Pulmonalklappe im Rahmen der Rekonstruktion des RVOT stehen unter-
schiedliche Transplantate (Grafts) zur Verfligung. Padiatrische Patienten erhalten in der Re-
gel Homografts oder bovine, also xenogene Jugularvenengrafts, da die anatomischen Gege-
benheiten zu einer GroRenbeschriankung der moglichen einsetzbaren Optionen fiihren. Hin-
gegen wird bei alteren und erwachsenen Patienten der Klappenersatz mit einer xenogenen,
meist porcinen oder bovinen, oder einer mechanischen Klappe bevorzugt.

Im Folgenden werden die verschiedenen Optionen fiir den chirurgischen Ersatz der Pulmo-
nalklappe im Rahmen der Rekonstruktion des RVOT erlautert und auf die Vor- und Nachteile

der jeweiligen Verfahren sowie Limitationen eingegangen.

Homografts, also humane Herzklappen von Spendern, werden haufig als erste Wahl fiir den
Ersatz der Pulmonalklappe verwendet. Vorteil der menschlichen Klappen ist eine ausge-
zeichnete Klappenfunktion und keine Notwendigkeit einer Antikoagulation. Die Verfligbar-
keit ist jedoch von Spendern abhangig und damit begrenzt. AuBerdem wurden bei der histo-
logischen Untersuchung explantierter Homografts Immunreaktionen und AbstoBungsprozes-
se gegen die implantierten Herzklappen sowie degenerative Veranderungen, unter anderem
Kalzifizierungen der Segel, nachgewiesen [25, 26].

Eine weitere Option ist die Verwendung von xenogenen Transplantaten. Hierbei unterschei-
det man zwischen dem Einsatz von bovinen Jugularvenengrafts und porcinen Herzklappen-
grafts.

Die Implantation einer klappentragenden Rindervene ist der sogenannte Contegra®-Graft. Es
wurden bei diesem Verfahren ebenfalls Stenosierungen und entziindliche Prozesse im Rah-
men von immunologischen AbstolRungsreaktionen beobachtet [27]. Zudem wachst dieses
Implantat nicht mit dem jungen Patienten mit und es ist eine antikoagulatorische Therapie
aufgrund von beobachteten Thrombusbildungen im Conduit erforderlich [28].

Der Einsatz von xenogenen Herzklappen zeichnet sich durch eine gute Verfligbarkeit des
Klappenmaterials, vergleichsweise geringe Kosten und keiner Notwendigkeit einer Antikoa-
gulation aus. Obwohl der xenogene Herzklappenersatz zufriedenstellende Zwischenergeb-
nisse im Rahmen von Studien lieferte [29], konnte jedoch gezeigt werden, dass im Langzeit-
verlauf Kalzifizierungen des Klappenapparates auftraten, die im Zusammenhang mit immu-

nologischen AbstolRungsreaktionen stehen und zu einem Versagen des Implantates fihren
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[30]. Aufgrund der begrenzten Haltbarkeit werden biologische Klappen vorrangig bei Patien-
ten implantiert, die eine Antikoagulation umgehen mochten, wie zum Beispiel Frauen mit
Kinderwunsch.

Mechanische Herzklappen weisen gute Langzeitergebnisse auf [31] und verhindern somit
haufige Re-Operationen bei bereits mehrfach operierten Patienten. Die Verwendung dieser
Klappenprothese bringt allerdings den Nachteil einer notwendigen Antikoagulation mit sich.
Aus diesem Grund zieht man den mechanischen Herzklappenersatz dann in Betracht, wenn
eine antikoagulatorische Therapie schon besteht oder aufgrund anderer Ursachen indiziert
ist.

Im Rahmen der chirurgischen Rekonstruktion des RVOT verbleiben haufig residuelle Lasio-
nen oder es entstehen im Verlauf Stenosen und Insuffizienzen der Conduit-Implantate oder
biologischen Klappen, die zu einer Dysfunktion des rechten Ventrikels fiihren. Als weitere
therapeutische Alternative zur offen-chirurgischen Behandlung dieser Komplikationen ist in
den letzten Jahren die Katheter-basierte Implantation des Pulmonalklappenersatzes ver-

mehrt in den Vordergrund geriickt.

1.7. Minimalinvasive Implantation des Pulmonalklappenersatzes

Angeborene Herzfehler des rechten Herzens fiihren im Vergleich aller kongenitalen Herzfeh-
lern am haufigsten zu Re-Operationen [32]. Der minimalinvasive Herzklappenersatz mittels
Katheter reduziert die mit einer offenen Herzoperation verbundenen Risiken und die haufige
Notwendigkeit einer Re-Operation. Bei diesem Verfahren wird ein in die Leistenvene einge-
brachter Herzkatheter verwendet, (iber den ein Herzklappenersatz zum Herzen vorgescho-
ben wird und an Position der erkrankten Klappe platziert wird. Einerseits fiihrt ein minimal-
invasives Vorgehen zu einer kiirzeren Hospitalisierung und schnelleren Rehabilitation des
Patienten [33], andererseits konnen Patienten mit bestehender Kontraindikation fir eine
offene Operation therapiert werden. Vor allem altere Patienten mit bereits repariertem oder
primar palliativ behandeltem angeborenem Herzfehler des rechten Herzens kénnen von die-
sem Verfahren profitieren.

Erstmals beschrieben wurde die erfolgreiche minimal-invasive Implantation einer Herzklap-
pe in Position der Pulmonalklappe im Menschen im Jahr 2000 von Bonhoeffer et al. [34]. Es

war gleichzeitig der erste erfolgreiche perkutane Herzklappenersatz im Menschen uber-
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haupt. Aufgrund einer kombinierten Stenose und Insuffizienz eines Conduits wurde die Ve-
nenklappe eines Rinds, welche in einen Ballon-expandierbaren Stent eingenaht wurde, bei
einem zwolfjahrigen Patienten implantiert. Es konnte hierdurch die Stenosierung des Condu-
its teilweise entlastet und der Riickstrom im Rahmen der Insuffizienz beseitigt werden. Seit-
dem wurde diese Klappe, Melody®-Pulmonalklappe (Medtronic, Minneapolis, Minnesota),
mit graduellen Modifizierungen in lGber 450 Patienten implantiert und verschiedene Studien
konnten ihre klinische Wirksamkeit belegen [35, 36]. Der Einsatz dieser Klappe ist jedoch von
den Dimensionen und der Anatomie des RVOT abhangig. Erfolgte bereits eine Erweiterung
des RVOT mittels Perikard-Patch, weist der Pulmonalarterienhauptstamm haufig einen
Durchmesser von liber 24 mm auf und ist somit fir eine Implantation der Melody®-Klappe
mit einem maximal verfiigbaren duBeren Klappendurchmesser von 24 mm nicht geeignet
[37]. Dahingegen ist die SAPIEN™-Klappe (Edwards Life Sciences, Irvine, California) bis zu
einem Klappendurchmesser von 29 mm erhaltlich und wird in letzter Zeit vermehrt flir den
perkutanen Pulmonalklappenersatz bei Durchmessern des RVOT von bis zu 28 mm implan-
tiert. Die Klappe wird aus bovinem Perikardgewebe hergestellt und mittels eines Ballons in
Zielposition expandiert. Erste Ergebnisse zeigen, dass die SAPIEN™-Klappe eine brauchbare
Option fur den minimalinvasiven Ersatz der Pulmonalklappe darstellt und somit eine Be-
handlung von Patienten mit gréReren Homografts, xenogenen Klappen oder nativen rechts-
ventrikuldaren Ausflusstrakten ermoglicht [38]. Nichtsdestotrotz ist der Einsatz des perkuta-
nen Herzklappenersatzes aufgrund des maximalen Durchmessers der verfligbaren Klappen
limitiert. Weiterhin sind die xenogenen Klappen der obengenannten Produkte anfallig fir
degenerative Veranderungen und Kalzifizierungen der Klappensegel [39], was zu einer be-
grenzten Lebensdauer fiihrt. In der momentanen klinischen Praxis wird der perkutane Herz-
klappenersatz lediglich als palliative MaRnahme angewendet, um eine Re-Operation hinaus-
zuzogern.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass alle klinisch verwendeten Materialien verschiedene
Vor- und Nachteile mit sich bringen und ein GroRteil der Patienten im Verlauf ihres Lebens
mehrere Re-Operationen und Komplikationen zu erwarten hat. Im Jahr 1976 postulierten
W.C. Roberts und Kollegen [40] Anforderungen an einen Herzklappenersatz: Ein optimaler
Herzklappenersatz sollte sich durch gute hamodynamische Eigenschaften, Langlebigkeit und
eine simple Handhabung wahrend der Implantation auszeichnen. Des Weiteren sollten keine

Thrombogenitdt und keine traumatischen Veranderungen des Blutes von der Klappe ausge-
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hen. Seitdem ist man diesem Ideal in bestimmten Bereichen ndher gekommen, jedoch erfillt
keine verfligbare Ersatzklappe alle aufgezahlten Eigenschaften. Ein vielversprechender An-

satz zur Losung des Problems stellt die Entwicklung von tissue-engineerten Herzklappen dar.

1.8. Tissue Engineering

Tissue Engineering bezeichnet die kiinstliche Herstellung biologischer Gewebe durch in vit-
ro/ex vivo-Kultivierung autologer Zellen und die anschlieRende (Re-)implantation in den Pa-
tienten. Es vereint unterschiedliche Methoden aus den Ingenieurs-, Werkstoff- und Natur-
wissenschaften, um eine Ersatzklappe mit autologen Zellen zu erzeugen, welche die Fahig-
keit zur Reparatur, Adaptation an neue Gegebenheiten und zum ,Mitwachsen” hat. Diese
Eigenschaften wirden dazu beitragen, dass unter Anderem haufige Re-Operationen bei Pa-
tienten mit angeborenen Herzfehlern in Zukunft vermieden werden kdnnten.

Im Bereich der herzchirurgischen Forschung werden juvenile Schafe als Versuchstiere ge-
wahlt, da das Schaf ein geeignetes GrofStiermodell zur Erforschung der Biokompatibilitat von
sowohl allogenen als auch xenogenen Materialien darstellt [41, 42]. Das Herz eines Schafes
weist dhnliche hamodynamische Eigenschaften und eine vergleichbare GréfRe zum humanen
Herzen auf und liefert durch eine Vielzahl an veréffentlichten Studien bei der Erforschung
neuer Herzklappen eine gute Vergleichsgrundlage. Als Grundgeriist der tissue-engineerten
Herzklappe werden biologisch abbaubare Materialien verwendet, die eine Matrix mit drei-
dimensionaler Grundstruktur liefern, an der Zellen angesiedelt werden kénnen und die eine
mechanische Stabilitat fir den Zellverbund gewahrleisten [43-45]. Hierflir werden unter an-
derem xenogene porcine Herzklappen verwendet, welche vorher einem Dezellularisierungs-
verfahren unterzogen wurden, um die porcine Zellpopulation zu entfernen und spatere Im-
munabstofRungsreaktionen zu unterbinden. Problematisch bei der Etablierung eines geeig-
neten Verfahrens gestaltet sich auf der einen Seite die suffiziente Entfernung aller xenoge-
ner Zellen andererseits die Konservierung der Matrix.

Die Verwendung von verschiedenen Zellsorten zur Besiedlung einer Herzklappenmatrix ist
Gegenstand der aktuellen Forschung [46-50]. Als Zellsorte eignen sich unter anderem Myo-
fibroblasten und Endothelzellen, da diese Bestandteil der nativen Zellpopulation humaner
Herzklappen sind. Durch das Einwachsen glatter Muskelzellen soll dem Grundgeriist zuneh-

mende Stabilitdt und Struktur verliehen und das Grundgerist sukzessiv degradiert werden.
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Die Reendothelialisierung mit autologen Endothelzellen bewirkt ein geringeres Auftreten
von Thromben sowie eine geringere Neointimabildung und fiihrt somit zu besseren Lang-
zeitergebnissen in der Erforschung tissue-engineerter Herzklappen [51]. Die Zellen werden
vor Implantation physiologischen Bedingungen ausgesetzt, um sich bereits an spatere An-
forderungen im Schaf anzupassen. Mit Hilfe von biotechnologischen Verfahren wird hierfir
ein Bioreaktor bereitgestellt, mit dem verschiedene pH-Werte und die Temperatur einge-
stellt werden kénnen sowie die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung gewahrleistet wird.
Diese Apparatur ermoglicht eine in vitro-Herstellung von Herzklappen sowie die Beeinflus-
sung der 3D-Geometrie der Klappe [52]. Weiterhin kdnnen die besiedelten Herzklappen si-
mulierten physikalischen Belastungen, wie zum Beispiel Scherspannungen und mechani-
schen Spannungen, ausgesetzt werden [53, 54].

Ein entscheidender Vorteil, den man sich von tissue-engineerten Herzklappen erhofft, ware
die erhohte Biokompatibilitat im Vergleich zu den momentan in der klinischen Verwendung
befindlichen biologischen Klappenprothesen. Jedoch treten sowohl bei biologischen Herz-
klappen, wie unter 1.6. dargestellt, als auch bei tissue-engineerten Herzklappen, wie von
Alain Olivier in einer eigenen Arbeit ausgefiihrt [55], degenerative Veranderungen auf, die
mutmallich auf immunologische AbstoRungsreaktionen und damit einhergehende Kalzifizie-
rungen zurickzufihren sind. Um eine verlangerte Haltbarkeit der Klappenprothesen zu er-
reichen, ist das Verstandnis des Zusammenhanges von immunologischen Reaktionen und

Kalzifizierungen sowie ihrer Ursachen essentiell.

Die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Georg Lutter erforscht die Vereinbarkeit des perkutanen
Herzklappenersatzes mit der Herstellung und dem Einsatz von tissue-engineerten Herzklap-
pen. In einem Projekt der Arbeitsgruppe wurden dezellularisierte porcine Herzklappen ver-
wendet, welche eine geeignete Grundlage fiir die Besiedlung mit autologen Zellen liefern
und im Vergleich zu humanen Homografts in grolRer Anzahl verfiigbar sind. Als Quelle auto-
loger Zellen wurden Endothelzellen und Myofibroblasten aus der Halsschlagader des jeweili-
gen Versuchstieres gewonnen und mittels Zellkulturen und molekularbiologischer Methoden
gezichtet. Nach statischer Besiedlung und dynamischer Kultivierung wurden die Herzklap-
pen anschlieBend in selbst-expandierbare Stents aus Nitinol eingendht. Aufgrund der konti-
nuierlich ausgelibten Zentripetalkraft und der grofRen Flexibilitdt des Stents kann sich dieser

optimal an die anatomischen Gegebenheiten anpassen.
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In vivo- und post mortem-Analysen der Klappenstents sollen nunmehr Aufschluss Gber die
Funktionalitat der Herzklappe und strukturelle Veranderungen geben, welche die Klappen-
funktion beeinflussen. Hierdurch kdnnte die bestehende Problematik bei der Behandlung
von angeborenen Herzfehlern des rechtsventrikuldaren Ausflusstraktes gelost und eine zu-

kunftsweisende therapeutische Strategie entwickelt werden.

1.9. Fragestellung und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, die zuvor von unserer Arbeitsgruppe entwickelten und hergestellten
tissue-engineerten Herzklappen im Schafmodell zu implantieren und durch histologische und
immunhistochemische Verfahren eine Auswertung bezliglich des Dezellularisierungsprozes-
ses, der Re-Besiedlung von dezellularisierten Matrices sowie des Auftretens von Verkalkun-
gen der porcinen Herzklappen im in vivo-Versuch durchzufiihren. Speziell die Besiedlung der
Matrix mit autologen Zellen und die Produktion des extrazelluldren Gewebeverbandes wird

analysiert, um Aufschluss Uber die Effektivitat der verwendeten Verfahren zu erlangen.

Folgende Fragen sind im Einzelnen zu klaren:

e Sind das verwendete Dezellularisierungsverfahren und der Herstellungsprozess der

Herzklappen wirksam und geeignet, um eine azellulare Matrix herzustellen?

e Wie entwickeln sich die ovinen Endothelzellen und Myofibroblasten nach in vitro-
Besiedlung im Bioreaktor und welche Verdnderungen bezlglich Zellviabilitdt und
Zellverteilung sind nach einer in vivo-Verweildauer von 4 Wochen im Vergleich zu

nicht implantierten Klappen zu beobachten?

e Sind Verkalkungen in den tissue-engineerten Herzklappen nachzuweisen und in wel-

chen Bereichen treten diese gehauft auf?
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2. Methoden und Materialien

Im Folgenden werden die verwendeten Materialien, das Verfahren zur Herstellung einer
tissue-engineerten Herzklappe, das Applikationsverfahren und die histologischen Untersu-

chungsmethoden des Klappengewebes erlautert.

2.1. Methoden

Zunachst wird eine kurze Ausflihrung des Herstellungsprozesses des Stents und des Implan-
tationsverfahrens vorgenommen, da diese Arbeitsschritte nicht im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrt oder modifiziert wurden. Fir eine ausfihrliche Darstellung wird auf die Disser-
tationsschriften von Johannes Bethge (2009) [56] und Alain Christoph Olivier (2013) [55],
durchgefiihrt am Lehrstuhl fir Experimentelle Herzchirurgie und Herzklappenersatz der CAU
zu Kiel, verwiesen. Die histologischen und immunhistochemischen Verfahren werden umfas-

send ausgefiihrt, da diese die Schwerpunkte dieser Dissertation darstellen.

2.1.1. Herstellung der tissue-engineerten Klappe

Der erste Schritt in der Herstellung des Stents beinhaltete das Auskleiden mit ovinem Diinn-
darm und das Einndhen einer porcinen Schweineklappe. AnschlieSend folgte die Dezellulari-

sierung und die Besiedlung mit autologen ovinen Endothelzellen und glatten Muskelzellen.

2.1.1.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche und weibliche Schafe mit einem Gewicht zwischen

30 kg und 50 kg (Tabelle 9) verwendet. Die tierexperimentelle Studie stimmte mit den Vor-
gaben des Deutschen Tierschutzgesetzes (iberein, wurde mit dem Tierschutzbeauftragten
der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel, Herrn Prof. G. SchultheiR, geplant und von dem
Ministerium fiir Umwelt, Naturschutz und Landwirtschaft des Landes Schleswig-Holstein am

02.07.2009 genehmigt; AZ: 313-72241.121-6 (41-4/07) (Antragsstellung 20.04.2009).
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2.1.1.2. Klappentragender Nitinol-Stent

Nitinol ist eine Formgedachtnislegierung, welche sich aus Nickel (55 %) und Titan (45 %) zu-
sammensetzt. Neben dem Shape-Memory-Effekt zeichnet diese Metalllegierung eine hohe
Korrosionsbestandigkeit, Superelastizitat, Festigkeit und Biokompatibilitat aus. Die Herstel-
lung erfolgte durch die Firma Nitinol Devices & Components Inc., Fremont, CA, USA. In dieser
Studie wurde eine tubulare und konische Form des Stents mit einer Lange von 35 mm ver-
wendet. Mittels einer prdoperativen echokardiographischen Untersuchung wurde der
Durchmesser des Klappenringes und des Pulmonalarterienstammes des Tieres vor der Im-
plantation festgestellt. Der Nitinol-Stent entfaltet sich selbststdandig, sodass keine weiteren
Hilfsmittel, wie z.B. ein Ballon, angewendet werden mussten, wodurch eine mogliche Scha-
digung der Klappe vermieden wurde.

Zum Schutz der Klappe innerhalb des Stents wurde Mukosa des Diinndarms eines Schafes
verwendet. Der Dinndarm wurde von regionalen Schlachthéfen bezogen (Schlachthof Pe-
tersen, Wankendorf, Deutschland). Zur Vorbereitung wurde das Dinndarmprdparat mehr-
fach mit Betaisodona und einer phosphatgepufferten Salzlésung (PBS) gespiilt und anschlie-
Bend in einer PBS/Penicillin/Streptomycin-Losung eingefroren. Bevor der Dunndarm weiter-
verwendet werden konnte, wurde nach dem Auftauen Uberschissiges Bindegewebe ent-
fernt und das Diinndarmprdparat in absoluten Alkohol eingelegt. Dieser Vorgang diente zur
Stabilisierung des Gewebes, um beim anschlieBenden Einndhen in den Stent mégliche Risse
zu vermeiden. Die Befestigung der Mukosa innerhalb des Nitinol-Stents erfolgte mit Einzel-

knopfnahten am Stentgerist (Nahtmaterial aus Polypropylen, GroRe 6-0).

2.1.1.3. Das Grundgeriist

Die Grundlage fiir die im weiteren Prozess benotigten Herzklappen lieferten Schweineher-
zen, welche von einem regionalen Schlachthof bezogen wurden (Hofschlachterei Mubhs,
Krummbek, Deutschland). Die Pulmonalklappe mit Anteilen des pulmonalarteriellen Haupt-
stammes und des rechtsventrikularen Ausflusstraktes wurde mit einer Praparationsschere
herausgeschnitten und anschlieBend zur Desinfizierung in Betaisodona eingelegt. Nach einer
Spilung mit einer sterilen NaCl-Losung (0,9 %) wurden die Pulmonalklappen vorsichtig her-
ausprapariert. Hierbei wurde das muskuldare Gewebe vollstdndig entfernt, sodass nur noch

Klappengewebe vorhanden war. Der pulmonalarterielle Hauptstamm wurde auf einen 1 mm
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breiten Rand Uber den Segeln gekiirzt, der zum Festndhen diente. An den Kommissuren
wurde ebenfalls ein 5 mm langer Steg zur Nahtbefestigung stehen gelassen.

Im Anschluss wurden die Klappen in den mit Dinndarmmukosa ausgekleideten Stent positi-
oniert und mittels Einzelknopfnahten (Nahtmaterial aus Polypropylen, GroRRe 6-0, Ethicon)
befestigt. Nach Fertigstellung des Stents wurde dieser in eine Antibiotikalosung (Tab. 2) bei 4

°Cin einem Kiihlschrank eingelegt.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Antibiotikaldsung

Bestandteile Menge
Amphotericin B 50 mg 4,0 ml
Agua ad iniectabilia 181,6 ml
Gentamicin 40 mg 0,4 ml
Metronidazol 500 mg 8,0 ml
Piperacillin 2 g 2,0 ml
Staphylex 1g 4,0 ml

2.1.1.4. Die Dezellularisierung

Zur Entfernung des antigenischen Potentials des Gewebes wurde der hergestellte Herzklap-
penstent dezellularisiert. Es wurde eine Losung aus Trypsin (0,05 %) und EDTA verwendet,
die native Zellmembranen schadigt und somit ein Ablésen der nativen Zellen von der porci-
nen Klappe bewirkt. Das Stentgeriist mit eingenahter Pulmonalklappe wurde hierzu in 100
ml Losung bei einer Temperatur von 37 °C und Rotationsbewegungen fiir 12 h eingelegt. Es
folgte eine Splilung mit PBS und eine weitere Inkubation in 100 ml Antibiotikalosung fir wei-
tere 24 h bei 37 °C. Dieser Arbeitsschritt diente dem Herauswaschen der noch im Gewebe

verbliebenen Zellen.

2.1.1.5. Entnahme der A. carotis

Zur Gewinnung von Endothelzellen und glatten Muskelzellen fir die nachfolgende Besied-
lung der Klappe wurde dem Versuchstier eine A. carotis entnommen. Der operative Eingriff
erfolgte in Vollnarkose, gemadR den Tierschutzrichtlinien, und die Vitalparameter wurden

regelmaRig und wahrend des gesamten Eingriffes iberwacht. Nachdem das Schaf in Riicken-
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lage fixiert, der Kopf nach links gewendet und das Operationsgebiet geschoren und desinfi-
ziert wurde, folgte die sterile Abdeckung. Nach Ertasten des Pulses erfolgte ein Hautschnitt
und die Arteria carotis dextra wurde auf einer Lange von 8 cm freiprapariert. Das Absetzen
des proximalen und distalen GefalRanteils sowie der GefaRabgange mit Ligaturen ermaglich-
te die Entnahme des GefdaRabschnittes, welches nach Halbierung in ein Rohrchen mit steri-
lem Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) eingelegt wurde. Es wurde eine lokale Blut-
stillung durchgefiihrt, die Wunde mit Subkutan- und Kutanndhten verschlossen und an-
schlieBend verbunden. Die gewonnenen Prdparate wurden in DMEM bei 4 °C in das Zellkul-

turlabor transportiert.

2.1.1.6. Gewinnung der Endothelzellen und glatten Muskelzellen

Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen. Zur Gewinnung der En-
dothelzellen wurde das gewonnene Praparat mit einer Collagenase-Losung (0,02 g Colla-
genase A in 10 ml 2 %iger Phosphatpufferlosung) gefiillt und fir 20 Minuten in einem Inku-
bator bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Spllung des GefdaRes mit DMEM in einem Re-
aktionsgefall, welches anschlielend fiir 5 Minuten bei 20 °C und 1200 rpm zentrifugiert
wurde. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in Zellkulturmedium (DMEM, 4,5 %
Glucose, 10 % fetalem Kalberserum, 1 % Streptomycin und Fibroblast Growth Factor) aufge-
nommen und anschlieBend in eine mit Gelatine beschichtete Zellkulturplatte gegeben. Es
erfolgte eine Inkubation bei 37 °C fiir 4 Tage. Nach erfolgtem Wechsel des Mediums wurden
die Zellen weiter inkubiert und das Medium im Verlauf zwei Mal wéchentlich gewechselt.
Fir die Gewinnung der glatten Muskelzellen wurde zunachst iberschiissiges Bindegewebe
entfernt und die Arterie mit DMEM gesplilt. AnschlieRend wurde das GefaR gedffnet und in
1x1 mm grolle Stiicke geschnitten, die in einer 6-Well-Platte mit Zellkulturmedium (siehe
oben) bei 37° C fiir sieben Tage inkubiert wurden. Nach einer Woche erfolgte ein Wechsel
des Mediums. Je nach Geschwindigkeit des Auswachsens der Zellen wurden die GefaRstiicke
nach zehn bis vierzehn Tagen entfernt. Das Medium wurde im Verlauf zwei Mal wéchentlich
gewechselt.

Bei beiden Verfahren konnte mikroskopisch nach vier bis fiinf Tagen ein Zellwachstum beo-

bachtet werden.
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2.1.1.7. Die Besiedlung der Stents

Die Zellbesiedlung des dezellularisierten Grundgeriistes mit glatten Muskelzellen und En-
dothelzellen wurde in zwei Abschnitte unterteilt:
- statische Besiedlung

- dynamische Kultivierung

Im Rahmen der statischen Besiedlung wurden zunadchst die glatten Muskelzellen als Zellsus-
pension (ca. 2,4 Mio. Zellen) mit einer Pipette auf das Grundgerist getropft und bei 37 °C fur
6 Tage inkubiert.

Um optimale Wachstumsbedingungen fir die glatten Muskelzellen zu generieren und gleich-
zeitig in vivo-Flussbedingungen zu simulieren, wurde ein Bioreaktor der Firma JEN.meditec
GmbH (Jena, Deutschland) in Zusammenarbeit mit der Firma MED TEC (Schacht-Audorf,
Schleswig-Holstein, Deutschland) als Grundlage der dynamischen Kultivierung herangezo-
gen. Der Aufbau des Bioreaktors wird im Folgenden kurz zusammengefasst.

Innerhalb eines Glaszylinders, der mit Nahrflissigkeit gefillt war, wurde der klappentragen-
de Stent oberhalb einer Kunststoffscheibe in einer Halterung fixiert. In der Mitte der Scheibe
war eine Ventilklappe eingebaut, die dem Stent bei Bewegung einen unidirektionalen Strom
zuflhrte. Der gesamte Vorgang wurde computergesteuert fiir 16 Tage durchgefiihrt. Das
Nahrmedium wurde alle 2 Tage aufgefiillt.

Nach Abschluss der Besiedlung der glatten Muskelzellen erfolgte die statische Besiedlung
der Endothelzellen. Hierzu wurde die Zellsuspension der Endothelzellen auf die klappentra-

genden Stents pipettiert und bei 37° Cin einem Nahrmedium (DMEM) inkubiert.
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2.1.2. Minimal invasive perkutane Implantation

2.1.2.1. Das Kathetersystem

In Kooperation mit der Firma MED TEC (Schacht-Audorf, Schleswig-Holstein, Deutschland)
wurde das Optilook®-Kathetersystem fiir dieses Forschungsprojekt entwickelt. Funktionell ist
dieses System in drei Komponenten zu unterteilen.

An der Katheterspitze befindet sich hinter einer distalen Olive (Abb. 4 A1) ein Hohlraum, in
dem der Stent in zusammengefaltetem Zustand eingebracht wird (Abb. 4 A2). Weiter proxi-
mal dieses Hohlraumes befindet sich im Hohlraum unter der duBeren Flhrungshiilse der
sogenannte ,Pusher” (Abb. 4 A3), eine flexible Metallspirale, die durch Vorschub des hinte-
ren Griffes (Abb. 4 B5) den Stent aus der Fiihrungshiilse treibt. Die Gesamtlage betragt 120

cm und der Gesamtdurchmesser misst 22 French (F) (7,3 cm).

Abbildung 4: Verkleinerte Darstellung des Kathetersystems. A) Distaler Teil mit Gummi-Olive (1),
Hohlraum fiir den Stent (2) und Pusher (3). B) Proximaler Teil mit vorderem (4) und hinterem Griff

(5).
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2.1.2.2. Vorbereitung der Implantation

Die Versuchstiere wurden im Tierstall mit einer intramuskulédren Injektion von Xylazin (Rom-
pun) 0,02-0,1 mg/kg KG und 5-10 mg/kg KG Ketamin (Ketanest) sediert und anschlieRend in
den Tierversuch-Operationssaal gebracht. Dort wurde ein intravendser Zugang Uber eine
Ohrvene etabliert und ein Bolus Propofol (Dosierung: 2 mg/kg KG) verabreicht. Die Intubati-
on erfolgte auf dem Operationstisch, hierfiir wurden mit Hilfe eines Laryngoskopes ein En-
dotrachealtubus (Durchmesser 6-8 mm) eingebracht und sichere Intubationszeichen gepruft.
Um eine Panseniberbldhung zu verhindern, wurde eine Pansensonde gelegt und das Tier
nun in Rickenlage gelagert und fixiert. Anschliefend erfolgte die Rasur beider Leistenregio-
nen. Zur Uberwachung der Vitalfunktionen des Tieres wurden EKG-Elektroden platziert und
eine Pulsoxymetrie abgeleitet. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte mit einer Propo-
fol-Infusion (Dosierung: 20 mg/kg KG/h) und Ketamin-Bolusgabe (2-2,8 mg/kg KG). Anhand
der kontinuierlichen Uberwachung konnte eine individuelle Anpassung der Narkosetiefe
ermoglicht werden. Das Atemzugvolumen der maschinellen Beatmung wurde auf 10-13
ml/kg KG bei 12-18 Atemziigen/Minute eingestellt und durch Uberpriifung der Vitalparame-
ter, der exspiratorischen CO,-Konzentration und mehrfachen arteriellen Blutgasanalysen bei
Bedarf angepasst. Weiterhin wurde Volumen in Form von Ringerlésung (Dosierung: 10-20
ml/kg KG) substituiert sowie eine antibiotische Prophylaxe mit 1,5 g Cefuroxim als Infusion
verabreicht. Praoperativ wurde eine echokardiographische Untersuchung zur Bestimmung
des Durchmessers der Pulmonalklappenebene durchgefiihrt, um den optimalen Stent fiir das

nachfolgende Implantationsverfahren auszuwahlen.

2.1.2.3. Die Implantation

Nach griindlicher Desinfektion wurden beide Leisten mit Lochtilichern steril abgedeckt und
durch Punktion der linken A. femoralis eine 5F-Schleuse zur Bestimmung des arteriellen
Blutdruckes eingelegt. Die Venae femorales wurden ebenfalls punktiert und 9F-Schleusen
(Terumo®, Radiofocus®, Tokyo, Japan) eingebracht. Zur Durchfiihrung einer Angiographie
des rechten Herzens wurden ein Messkatheter (Cook®, Aurous®, Bjaeverskov, Denmark) und
ein Angiographiekatheter (Cordis®, Johnson & Johnson, Tokyo, Japan) in die V. femoralis
eingeflihrt. Der nachste Schritt beinhaltete das Einbringen eines Flihrungsdrahtes, der in die

Pulmonalarterien vorgeschoben wurde.
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Es wurden 200 IE/kg KG Heparin unmittelbar vor der Implantation verabreicht und der Stent
in den Katheter eingesetzt. Zuletzt kam es zum Austausch der 9F-Schleuse durch eine 24F-
Schleuse, damit das Applikationssystem Uber den Flihrungsdraht in die rechte V. femoralis
eingefihrt werden konnte. Mittels Durchleuchtung wurde der Applikationskatheter bis in die
A. pulmonalis vorgeschoben und der Stent auf Klappenebene freigesetzt. Anschliefend wur-
de der Katheter vorsichtig zuriickgezogen und durch die Gabe von Kontrastmittel das Im-
plantationsergebnis liberpriift. Es folgte die Antagonisierung der Heparinisierung mit Prota-
min. Nach Entfernung der Schleusen in der Leiste wurden die Punktionsstellen fiir 30 Minu-
ten komprimiert und das GefaR mit einer Einzelknopfnaht vernaht.

Nach Implantation wurden die Versuchstiere im universitaren Tierstall postoperativ versorgt
und beobachtet. Es erfolgten regelmalige klinische und apparative (Echokardiographie) Un-
tersuchungen teilweise mit medikamentdser Unterstlitzung. Nach Ablauf des geplanten Be-
obachtungszeitraumes oder bei offensichtlicher Verschlechterung des klinischen Status wur-

den die Versuchstiere euthanasiert und das Herz explantiert.

2.2. Histochemische und immunhistochemische Farbemethoden

Zur Analyse der Besiedlung und der Klappenmatrix wurden sowohl Ubersichts-/ Bindege-
websfarbungen als auch immunhistochemische Farbungen angefertigt. Im Folgenden wer-

den die Farbeprozesse naher dargestellt.

2.2.1. Paraffin-Einbettung und Anfertigung der Schnitte

Die explantierten Herzklappen wurden zur Fixierung in 4 %igem Formalin bei 20 °C fiir 72 h
eingelegt. Zur Entfernung des Formalins folgte eine Splilung mit H,O. Die Klappen wurden
durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 % und 100 % Ethanol) dehydriert und in ei-
ner Blockform in Paraffin eingebettet. Damit im Schneideprozess mit einem Mikrotom (Leica
RM 2155, Leica, Wetzlar, Deutschland) eine Schnittdicke von 3 um erzielt werden konnte,
mussten die Schnitte vorher gekihlt werden. Die angefertigten Schnitte wurden auf einen
SUPERFROST ULTRA PLUS ® Objekttrager (Menzel GmbH) gezogen und bei 37 °C in einem

Warmeschrank getrocknet.
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2.2.2. Bindegewebsfarbungen

Bevor anhand immunhistochemischer Farbungen die Besiedlungszellschicht spezifisch unter-
sucht wurde, erfolgten die im Nachfolgenden dargestellten Ubersichtfarbungen zur Beurtei-
lung des Bindegewebes und der Struktur der Klappe. Die histologischen Standardfarbungen
(H.E.- und M.P.-Farbung) und die Versilberungsfarbung nach Von-Kossa begannen jeweils
mit der Entparaffinierung in Xylol fiir 15 Minuten und der Uberfiihrung in wéssriges Milieu
mit einer absteigenden Alkoholreihe (96 %, 80 % und 70 % Ethanol). Als letzter Schritt der
Farbungen erfolgten die Dehydrierung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 % und
96 % Ethanol, jeweils 5 Minuten) und eine Inkubation in Xylol fir 15 Minuten, bevor die
Schnitte mit Eukitt eingedeckt wurden. Diese Arbeitsschritte waren allen Farbungen gemein-

sam.

2.2.2.1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung)

Bevor der Schnitt fir 1 Minute in eine Mayers-Hamalaun-Lésung inkubiert wurde, spiilte
man den Objekttrager mit destilliertem Wasser. Das anschlieBende Blauen der Probe erfolg-
te unter H,0 fiir 20 Minuten. Dann wurde eine Farbung mit einer Eosin-Lésung (0,5 % Eosin
G + 0,25 ml Essigsaure) durchgefiihrt und der Schnitt in destilliertem Wasser zur Reinigung
Uberflussiger Farbriickstande gewaschen. Die Farbeergebnisse stellten sich wie folgt dar:

Zellkerne blauschwarz bis violett, Plasma rosa bis rot und Kollagen rot.

2.2.2.2. Movat-Pentachrom-Farbung (M.P.-Farbung)

Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung erfolgte eine zwanzigminutige Farbung mit

1 %igem Alcianblau. AnschlieBend wurde der Schnitt finf Minuten mit Leitungswasser ge-
spult und fiir eine Stunde in alkalischem Alkohol (Ammoniak + 96 %igem Ethanol) inkubiert.
Um den Alkohol vollstandig zu entfernen, wurde mit H,0 und anschlieBend mit destilliertem
H,O jeweils 10 Minuten gesplilt. Der nachste Arbeitsschritt beinhaltete die Inkubation in
Resorcinfuchsin fiir 15 Minuten. Nach wiederholter Spilung mit H,O schloss sich eine zwei-
minutige Differenzierung in 2 %igem Eisenchlorid und eine einmintige Fixierung in 5 % Nat-
riumthiosulfat an. Im Anschluss an die flinfminitige Farbung mit Crocein-Scarlet-
Saurefuchsin folgte eine wiederholte Spilung mit H,O und destilliertem H,0. Die Schnitte

wurden finfmal in einer 0,5 %igen Essigsaure fixiert, zur Differenzierung in 5 %iger Phos-
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phorwolframsdure fir 5 Minuten inkubiert und wiederum fiinfmal in 0,5 %iger Essigsaure
fixiert. Danach wurde der Schnitt in absolutem Alkohol gewaschen und fir 20 Minuten in
Saffron-Losung inkubiert. AnschlieRend wurde der Schnitt nach Durchlaufen der Dehydrie-
rung eingebettet.

Die Farbeergebnisse stellten sich wie folgt dar: Muskulatur farbte sich rot, Kerne und elasti-
sche Fasern schwarz, Kollagen und retikuldare Fasern gelb, Mucin und Grundsubstanz blau-

tirkis und Fibrin intensiv rot.

2.2.2.3. Von-Kossa-Farbung

Nach einer flinfmin(tigen Inkubation in destilliertem H,0 erfolgte die Inkubation in 5 %igem
Silbernitrat mit Lichtexposition fir drei Stunden. AnschlieBend wurden die Schnitte wiede-
rum in destilliertem H,O von Uberschissigen Farberickstanden gereinigt und zur Entwick-
lung flr 2 Minuten in 1 %igem Pyrogallol inkubiert. Die Fixierung des Schnittes erfolgte in 5
%igem Natrium-Thiosulfat fir 5 Minuten. Nach einer zehnminitigen Spilung unter flieBen-
dem H,0 wurden die Schnitte mit Kernechtrot gegengefarbt und nach Beseitigung der Gber-
flissigen Farberickstande mit destilliertem H,O eingedeckt. Vorhandene Kalziumdepots

farbten sich schwarz.

2.2.3. Immunhistochemische Farbung

Es wurde die N-Histofine® Simple Stain Max PO (Multi) (Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, Ja-
pan) Farbereagenz zur immunhistochemischen Farbung verwendet. In diesem Verfahren
wird ein universelles Immun-Enzym Polymer, das aus einer Kombination von Aminosauren
sowie Peroxidase besteht und mit Fab’-Fragmenten sekundarer Antikorper bestlickt ist, mit
Anti-Maus- und Anti-Kaninchen-Immunglobulinen als Primarantikorper verbunden. Die Pri-
marantikdrper binden an spezifische Antigene (Epitope) der Zelloberflache, welche wiede-
rum in der Fc-Region vom Immun-Enzym-Polymer erkannt und gebunden werden. Das hin-
zugefligte Chromogensubstrat wird enzymatisch von der Peroxidase lokal in einen Farbstoff
umgewandelt, der im Bereich der Primarantikorperbindung sichtbar wird.

Zu Beginn dieser Farbemethode erfolgten eine Entparaffinierung mit Xylol und eine Rehyd-
rierung mittels einer absteigenden Alkoholreihe. Nach einer Spilung mit destilliertem H,O

erfolgte die Demaskierung der Epitope durch eine fiinfzehnminitige Inkubation in Citratpuf-
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fer (pH 6.0; 2,1 g/l) bei 95-100 °C. Zur Hemmung der Peroxidasen wurden die Schnitte nach
Abklhlung fur 10 Minuten in einer 3 %igen H,0,-/Methanol-Losung inkubiert und anschlie-
Rend in destilliertem H,0 gewaschen. Um endogene Bindungsstellen zu blockieren, wurde
100 %iges Ziegenserum auf die Schnitte gegeben, fiir eine Stunde in eine feuchte Kammer
inkubiert und das Serum anschlielend abgetropft. Durch Inkubation in einer feuchten Kam-
mer bei 4 °C (iber Nacht in PBS-verdiinntem Antikdrper (1:100) (siehe Tabelle 7) erfolgte die
Bindung an die spezifischen Antigene auf den Zelloberflachen.

Nach weiterem Waschen mit PBS wurde N-Histofine Simple Stain Max PO Multi aufgetragen
und die Schnitte fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.
Es folgte das Waschen mit PBS und 10 ul Chromogen Substrat Reagenz wurden auf den
Schnitt gegeben. Nach wiederholtem Waschen mit PBS erfolgte die Gegenfarbung mit Ma-
yers Hamalaun LOosung in einer Glaskiivette fiir 3 Minuten und Blauen des Schnittes unter
flieRendem Leitungswasser fir 5 Minuten. Vor der Eindeckung wurden die Schnitte in einer

aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und in ein Xylol-Bad gestellt.

2.2.4. Begutachtung der Schnitte

Zur bildlichen Darstellung der gefarbten Schnitte wurde das Axiovert 135 Lichtmikroskop
(Zeiss, Deutschland) mit Objektiven fiir eine 10-, 20- und 32-fache VergroRerung benutzt.
Nach ausfiihrlicher Betrachtung wurden relevante Bildausschnitte mit einer AxioCam ICc 1
(Zeiss, Deutschland) fotografiert und gleichzeitig durch Ubertragung auf einen Computer
digitalisiert. Als Software fiir die Bedienung der Kamera und Bearbeitung der Bilder diente

das Programm AxioVision® Release 4.8.2 (Zeiss, Deutschland).

Fiir die Bindegewebsfarbungen wurde im folgenden Ergebnisteil eine rein deskriptive Be-
schreibung der zu sehenden Strukturen und Pathologien vorgenommen. Bei der Beurteilung
der Von-Kossa-Farbung und der immunhistochemischen Farbungen hingegen wurde eine
Gradeinteilung zur einfacheren Vergleichbarkeit der Klappen vorgenommen. Die Gradeintei-
lung wurde bei Farbemethoden von Grad O bis Grad IV festgesetzt. Die Abwesenheit von
Muskelzellen in der Aktinfarbung entsprach Grad 0, der Nachweis regelmaRig infiltrierender
Muskelzellen Grad IV. Das Fehlen CD31 positiver Zellen (Endothelzellnachweis) wurde mit

der Einteilung in Grad 0 vorgenommen, eine deckende regelmaRige Zellschicht mit Grad IV.
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Bei der Silberfarbung beschreibt Grad 0 keinen Nachweis von Verkalkungen, wohingegen

ausgepragte Verkalkungen der Schnitte in Grad IV eingeteilt wurden.

Tabelle 3: Gradeinteilung zur Evaluation der gefarbten Schnitte

Grad 0

Grad |

Grad Il

Grad Ill

Grad IV

Aktin Kein Zell- Einzelne ober- Oberflachlich Einzelne infilt- RegelmaRig
nachweis flachliche Zel- deckend rierende Zellen infiltrierende
len Zellen
CD31 Kein Zell- Einzelne Zellen Vereinzelte Disseminiert RegelmaBig
nachweis Ansammlungen | unregelméaBiger | deckende Zell-
Zellnachweis schicht
Von-Kossa Keine Verkal- Vereinzelte Zahlreiche, Starke, groRRe Verkalkung des
kungen Verkalkungen aber raumlich Verkalkungen gesamten
begrenzte Ver- Schnittes

kalkungen

2.2.5. Makroskopische Beurteilung der explantierten Klappen

Anhand folgender Kriterien wurde der Zustand der explantierten Klappen makroskopisch

beurteilt:

Position des Stents im RVOT

- Entziindungszeichen im Stentbett

- Makroskopische Beschaffenheit der Segel (Retraktion, Adaptation und Entziindun-

gen)

- Hinweise auf eine Endokarditis (Vegetationen)
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2.3. Materialien

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien fir die Zellkultur

Produkt

Hersteller

Amphotericin B

X-Gen Pharmaceuticals,
NY, USA

Agua ad iniectabilia

Braun, Melsungen, DE

Aqua bidest

UKSH

Betaisadona Losung

Mundipharma GmbH,
Limburg, DE

Collagenase A

Roche, Mannheim, DE

Cryo-SFM

PromoCell, Heidelberg, DE

Fetales Kalberserum (FCS)

PromoCell, Heidelberg, DE

Gelantine Typ A

Sigma-Aldrich, MO, USA

Gentamicin 40 mg

Ratiopharm, Ulm DE

rhFGF, Basic Human 25 mg

Promega, WI, USA

HANK’S Solution

Biochrom AG, Berlin, DE

Metronidazol 500 mg

Fresenius Kabi, Bad Hom-
burg, DE

NaCl 0,9 %

Braun, Melsungen, DE

Penicillin/Streptomycin
(10000 U / 10000 pg/nl)

Biochrom AG, Berlin, DE

Piperacillin2 g

Ratiopharm, Ulm, DE

Refobacin 40 mg

Merck, Darmstadt, DE

Staphylex1g

GlaxoSmith Kline, Brent-
ford, UK

Trypsin/EDTA Solution
(0,5 %/0,02 % in PBS)

Biochrom AG, Berlin, DE

Medium fur Zellkultur DMEM
(High glucose 4,5 g/L)

PAA Laboratories GmbH,
Colbe, DE
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Tabelle 5: Gerate

Produkt

Hersteller

Brutschrank Cell House 150

Heto, DK

Brutschrank Hera Cell 150

Heraeus, Hanau, DE

Sterile Werkbank, Lamina Air HB

Heraeus, Hanau, DE

Zentrifuge - Megafuge 20 R

Heraeus, Hanau, DE

Gefrierschrank -40 °C

Liebherr, Kirchdorf, DE

Gefrierschrank

Liebherr, Kirchdorf, DE

Kihlschrank

Liebherr, Kirchdorf, DE

Prazisionswaage UMC 5

Sartorius, Gottingen, DE

Wasserbad Gesellschaft fir Labor-
technik, Burgwedel, DE

Ruttler-Vf 2 Jahnke und Kunkel, Stau-
fen, DE

Bioreaktor JEN.meditec, Jena, DE

Mikroskop ID 03

Zeiss Germany, Jena, DE

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialen

Produkt

Hersteller

6 Lochplatten und 24 Lochplatten

Bio-one, Frickenhausen, DE

Petrischalen

Bio-one, Frickenhausen, DE

Zellkulturflasche 25 und 75 cm?

BD Biosciences, CA, USA

Nahtmaterial Prolene 6-0 und 7-0

Ethicon, NJ, USA

Nahtmaterial Mopylen 6-0 und 7-0

Resorba Medical GmbH, Nirn-
berg, DE

Einwegskalpelle

Socorex, Ecub

Spritzen 2/5/10/20

Braun, Melsungen, DE

Kantlen

Braun, Melsungen, DE

OP-Abdecktiicher

Walter CMP, Kiel, De

Pipetten 5/10/25 ml

Th. Geyer GmbH, Renningen, DE

Pipettenspitzen 10, 100 und 1000

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Minisart-Filter 0,45 pm

Satorius GmbH, Gottingen, DE

Anatomische Pinzette

UKSH, Kiel, DE

Chirurgische Pinzette

UKSH, Kiel, DE

Praparierschere

UKSH, Kiel, DE

Glasflasche Boro 100 ml

UKSH, Kiel, DE
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Tabelle 7: Materialien und Reagenzien fir die Farbeverfahren

Produkt Hersteller

Xylol Th. Geyer, GmbH & Co. KG, Ren-
ningen, DE

Ethanol Biifa Chemikalien GmbH, Olden-
burg, DE

Eosin G Merck, Darmstadt, DE

Meyers Hamalaun

Merck, Darmstadt, DE

Ammoniak-Lésung 25 %

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Resorcin-Fuchsin-Losung

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Alcainblau 8 GS

Waldeck GmbH, Mdinster, DE

Eisen-(ll1)-Chlorid-Hexahydrat

Merck, Darmstadt, DE

Natriumthiosulfat 5%

Merck, Darmstadt, DE

Brilliant Crocein R (Chroma)

Waldeck GmbH, Mdnster, DE

Essigsaure ROTIPURAN

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Saurefuchsin

Merck, Darmstadt, DE

Phosphorwolframsaure 5 %

Waldeck GmbH, Mdinster, DE

Safran du Gatinais

Waldeck GmbH, Mdinster, DE

Silbernitrat 5 %

Merck, Darmstadt, DE

Pyrogallol 1 %

Merck, Darmstadt, DE

Kernechtrot-Aluminiumsulfatlésung

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

N-Histofine ® DAB-3S Kit

Nichirei Biosciences, Tokyo, JP

N-Histofine ® Simple Stain Max PO (Multi)- Universal
immunoperoxidase Polymer, Anti-mouse and anti-
rabbit-antibody

Nichirei Biosciences, Tokyo, JP

Ziegenserum

Dako Denmark A/S, Glostrup, DK

PBS (Phosphat Buffered Saline)

Unterschiedliche Hersteller

Eukitt®-Eindeckmittel

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, MO,
USA

Objekttrager Superfrost Ultra Plus

Menzel GmbH, Braunschweig, DE

Deckglaser 24x50 mm

Menzel GmbH, Braunschweig, DE
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Tabelle 8: Gerate fir die Auswertung und Herstellung der Schnitte

Produkt Hersteller

Mikrotom: Leica RM 2155 | Leica Microsystems, Wetzlar, DE
Axiocam Zeiss, Oberkochen, DE
Mikroskop Zeiss, Oberkochen, DE
Software: AxioVision Rel. | Zeiss, Oberkochen, DE

4.8.2

Mikrowelle Lunik 602 Unirop

(600 W)

Tabelle 9: Kontrollfarbungen der Klappen

Farbemethode Positivkontrolle Negativkontrolle
CD31/ PECAM Skelettmuskulatur ei- Klappe ohne

nes Schafes Antikorper
a -Actin Skelettmuskulatur ei- Klappe ohne

nes Schafes Antikorper

Tabelle 10: Antikorper flir immunhistochemische Farbung

Antigen Name des Antikorpers | Hersteller

CD31 / PECAM-1 PECAM-1 (M-20) Santa Cruz Bio-
Goat-IgG; 200 pg/ml technology

a -Actin Smooth Muscle Actin Santa Cruz Bio-
B4, Mouse-1gG; 200 technology
ug/ml
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Tabelle 11: Tierdaten

Bezeichnung | Gewicht | Durchmesser Stent In-vivo- Besondere
des Tieres Pulmonalklappe Verweildauer Vorkommnisse
BI 30 kg 21 mm 21 mm | 4 Wochen Der Stent war in sei-
tubular ner Position ver-
rutscht.
Bl I 48 kg 23 mm 26 mm | 4 Wochen -
tubular
BI I 33 kg 22 mm 24 mm | 4 Wochen -
tubular
BI IV 50 kg 22 mm 26 mm 4 Wochen Exitus im MRT, Beat-
tubular mungsschlauch war zu
lang.
BIV 33 kg 22 mm 22 mm | 4 Wochen -
tubular
BI VI 33 KG 20 mm 27 mm 1 Woche Im Stall verstorben
konisch
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden tissue-engineerte Pulmonalklappen mittels histologischer
und immunhistochemischer Farbungen untersucht, um die Produktion eines extrazellularen
Gewebeverbandes und die Besiedlung der Matrix zu analysieren. Hierflir wurde eine Gruppe
von implantierten Klappen mit einer in vivo-Verweildauer von vier Wochen mit einer Gruppe
von Kontrollklappen, die parallel besiedelt, jedoch nicht implantiert wurden, verglichen. Im
Folgenden werden die nicht-implantierten Klappen mit ,,BN“ (Besiedelt und nicht implan-

tiert) und die implantierten Klappen mit ,, Bl (Besiedelt und implantiert) bezeichnet.

3.1. Ergebnisse: Besiedelte und nicht implantierte Klappen (BN)

3.1.1. Mikroskopische Auswertung

BN 1: Innerhalb der Klappe wurden keine Zellen nachgewiesen. Des Weiteren stellte sich das
Klappengewebe aufgelockert dar (Abb. 5B). In der H.E.- und M.P.-Farbung konnten Zellen
und umgebendes muskuldares Gewebe in Zugrichtung der Nahtstelle nachgewiesen werden
(Abb. 5A). Eine Besiedlungszellschicht zeigte sich in der M.P.-Farbung an der Segelbasis (Abb.
5D), jedoch nicht an Segelmitte und —spitze. Die Besiedlungszellschicht setzte sich aus Mu-
cin, Proteoglykanen und Muskelzellen zusammen. Es zeigten sich keine Verkalkungen des
Klappengewebes (Grad 0), es wurden jedoch initiale Verkalkungen der Besiedlungszellschicht
festgestellt (Abb. 5F). An der Segeloberfliche im Bereich der Segelbasis wurden Myo-
fibroblasten nachgewiesen (Aktin: Grad |; Abb. 6B), die Segelmitte und -spitze waren frei von
besiedelten Aktin-positiven Zellen. Innerhalb der Spongiosa in Basisndahe sowie an der Naht-
stelle wurden schwache Farbungen von Aktinfasern festgestellt (Abb. 6A+B). Die Ergebnisse
der Lokalisation angesiedelter Zellen in der CD31-Farbung deckten sich mit den Ergebnissen
der oben aufgefiihrten Farbungen, da nur an der Segelbasis der Nachweis von vereinzelten

Endothelzellen erbracht wurde (Grad |; Abb. 6C).
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Abbildung 5: Histologische Analyse von BN 1. A) H.E: Farbung: Nahtstelle mit Nachweis von Musku-
latur (rotviolett) und Zellkernen (blau), siehe Pfeil. B) H.E.-Farbung: Segelmitte mit stark aufgelocker-
ter Grundstruktur und kein Nachweis einer Besiedlungszellschicht. C) M.P.-Farbung: Nahtstelle an
der Klappenwand mit Nachweis von Zellkernen (schwarz) in Zugrichtung zur Naht (Pfeil) sowie Mus-
kulatur (rot) und elastischen Fasern (schwarz). D) M.P.-Farbung: Ubergang zur Segelbasis mit Nach-
weis einer Besiedlungszellschicht griiner Grundsubstanz und Muskelzellen (rot). E) Von-Kossa-
Farbung: Nachweis von Zellen in Zugrichtung zur Naht, keine Verkalkungen erkennbar. F) Von-Kossa-
Farbung: Segelbasis mit Nachweis einer beginnenden Verkalkung der Besiedlungszellschicht.
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Abbildung 6: Histologische Analyse von BN 1. A) Aktin-Farbung: Nahtstelle mit schwachen Farbun-
gen von Aktinfasern. B) Aktin-Farbung: Ubergang zur Segelbasis mit Nachweis von Muskelzellen in-
nerhalb der Besiedlungszellschicht (braun) sowie schwacher Nachweis von Aktinfasern (schwach
braun) innerhalb der Spongiosa. C) CD31-Farbung: Segelbasis mit Nachweis einer deckenden Schicht
Endothelzellen (Pfeil) an der Oberflache der Ventrikularis.
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BN 2: Es konnte eine regelmaRige Gewebestruktur ohne groRere Auflockerungen durch die
Ubersichtsfarbungen nachgewiesen werden (Abb. 7A+B). Im Bereich der Segelbasis und

—mitte stellte sich eine mehrschichtige Besiedlungszellschicht mit Muskelzellen dar, die Se-
gelspitzen waren zellschichtfrei. Innerhalb der Segelmatrix wurden keine Zellen nachgewie-
sen. Die Schnitte waren frei von Verkalkungen (Von-Kossa: Grad 0; Abb. 8A). Die Besied-
lungszellschicht wies vereinzelte oberflachliche Muskelzellen auf (Aktin: Grad |; Abb. 8B),

jedoch zeigten sich keine Endothelzellen (CD31: Grad 0; Abb. 8C).

Abbildung 7: Histologische Analyse von BN 2. A) H.E.-Farbung: Segelbasis mit Nachweis einer Be-
siedlungszellschicht mit Zellkernen (blau). B) M.P.-Farbung: Segelbasis mit Darstellung einer Besied-
lungszellschicht, welche sich aus Muskelzellen (rot) und einer mucinhaltigen (blau-tirkis) Grundsub-
stanz zusammensetzt.
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Abbildung 8: Histologische Analyse von BN 2. A) Von-Kossa-Farbung: Besiedlungszellschicht (Pfeil)
an der Segelbasis ohne Verkalkungen. B) Aktin-Farbung: Segelbasis mit Nachweis von Muskelfasern
innerhalb der Besiedlungszellschicht. C) CD31-Farbung: Besiedlungszellschicht an der Segelbasis ohne
Nachweis von CD31-positiven Zellen.

BN 3: In der H.E.- und M.P.-Farbung zeigten sich Muskelzellen und muskuldres Gewebe in
Zugrichtung zur Naht (Abb. 9A+B). Diese Ergebnisse deckten sich mit den Ergebnissen der
Aktin-Farbung (Abb. 10B). Die Auspragung der Besiedlungszellschicht nahm von der Segelba-
sis bis —spitze kontinuierlich ab, bis kein Nachweis an der Spitze mehr erbracht werden konn-
te. Weiterhin stellte sich eine regelrechte Gewebekonfiguration dar, ohne Auflockerungen
oder Destruktionen. Es zeigten sich keine manifestierten Verkalkungen der Segel (Von-Kossa:
Grad 0; Abb. 10A), im Bereich des Segelspitze wurde eine schwachbraunliche Farbung der
Besiedlungszellschicht festgestellt. Neben dem Nachweis von Muskelzellen an der Nahtstelle
zeigten sich schwache Farbungen von Aktinfasern in der Spongiosa der Segelmitte (Abb. 10C)
und vereinzelte Muskelzellen in der Besiedlungszellschicht (Aktin: Grad I). Weiterhin wurden
durch die CD31-Farbung sporadische einschichtige Endothelzellen an der Segelbasis nach-

gewiesen (CD31: Grad |; Abb. 10D).
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Abbildung 9: Histologische Analyse von BN 3. A) H.E.-Farbung: Nahtstelle mit Nachweis von Musku-
latur (rot) und Zellkernen (blau). B) H.E.-Farbung: Segelmitte mit Nachweis einer Zellschicht an der
Oberflache (Pfeil). C) M.P.-Farbung: Nahtstelle mit Nachweis von Muskulatur in Zugrichtung zur Naht
(rot). D) M.P.-Farbung: Segelmitte ohne Nachweis von Kollagen und Zellen in der Segelmatrix.
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Abbildung 10: Histologische Analyse von BN 3. A) Von-Kossa-Farbung: Segelspitze und einer initia-
len, jedoch nicht manifesten Verkalkung der Besiedlungszellschicht. B) Aktin-Farbung: Nahtstelle mit
Nachweis von Muskelzellen und Aktinfasern. C) Aktin-Farbung: Segelmitte mit schwacher Farbung
von Aktinfasern innerhalb der Spongiosa des Segels. D) CD31-Farbung: Nachweis einer einschichtigen
Endothelzellschicht (Pfeil) im Bereich am Ubergang von Klappenwand zur Segelbasis.

BN 4: Durch die H.E.- und Aktin-Farbung wurden Muskelzellen im Bereich der Nahtstelle
nachgewiesen (Abb. 11A + 12B). Des Weiteren zeigte sich eine Besiedlungszellschicht an der
Segelbasis, -mitte und —spitze (Abb. 11B-D). Es wurden keine Zellen in der Segelmatrix nach-
gewiesen. GroRtenteils zeigte sich eine regelmalige, intakte Gewebestruktur, gelegentlich
waren Auflockerungen zu erkennen. Muskelzellen und Endothelzellen in der Zellschicht wur-
den vereinzelt an der Segelbasis nachgewiesen (Aktin, CD31: Grad |; Abb. 12D). Der Aktinfa-
ser-Nachweis war am Ubergang zur Segelbasis in der Spongiosa schwach positiv (Abb. 12C).
Verkalkungen waren nicht zu sehen (Von-Kossa: Grad 0), die Besiedlungszellschicht an der

Segelbasis wies eine grauliche Farbung auf (Abb. 12A).
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Abbildung 11: Histologische Analyse von BN 4. A) H.E.-Farbung: Nahtstelle mit Nachweis von Zell-
kernen (blau) in Zugrichtung zur Naht. B) H.E.-Farbung: Segelmitte mit einer oberflachlichen, ein-
schichtigen Zellkernschicht (Pfeil). C) M.P.-Farbung: Ubergang zur Segelbasis mit Nachweis einer ein-
schichtigen fortlaufenden Besiedlungszellschicht. Im Bereich der Klappenwand zeigten sich Muskula-
tur (rot) und elastische Fasern (schwarz). D) M.P.-Farbung: Segelspitze mit Nachweis von Muskelzel-
len (rot) an der Oberflache (Pfeil).
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Abbildung 12: Histologische Analyse von BN 4. A) 10-fache VergroRBerung einer Von-Kossa-Farbung:
Segelbasis mit graulichen Verfarbungen der Besiedlungszellschicht an der Segelbasis. B) Aktin-
Farbung: Nahtstelle mit einzelnen Muskelfasern in Zugrichtung zur Naht (Pfeil). C) Aktinfarbung:
Ubergang der Segelbasis. Hier zeigen sich iberwiegend schwach gefirbte Aktinfasern in der Spongio-
sa. D) CD31-Farbung: Segelbasis mit einschichtigen zusammenhangenden Endothelzellen (Pfeil).

BN 5: Durch die H.E.- und M.P.-Farbung wurden Muskelzellen und Muskelfasern im Bereich
der Nahtstelle nachgewiesen (Abb. 13A+C). Eine Zellschicht war vereinzelt in der Segelmitte
und —spitze nachweisbar (Abb. 13B+D). Die Gewebestruktur zeigte sich regular konfiguriert.
Die Nahtstelle wies Verkalkungen auf (Von-Kossa: Grad |; Abb. 14A). Es zeigten sich Aktinfa-
sern im Bereich der Nahtstellen und in der Spongiosa der Segelbasis (Abb. 14B+C). Die Be-
siedlungszellschicht wies vereinzelte Muskelzellen auf (Aktin: Grad ). Die CD31-Farbung er-

brachte keinen Nachweis von Endothelzellen (CD31: Grad 0; Abb. 14D).
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Abbildung 13: Histologische Analyse von BN 5. A) H.E.-Farbung: Nahtstelle mit Nachweis von Mus-
kelzellkernen (blau) und muskularem Gewebe (rot). B) H.E.-Farbung: Segelmitte mit Nachweis einer
Besiedlungszellschicht (Pfeil) und diskret aufgelockerter Segelstruktur. C) M.P.-Farbung: Nachweis
von Muskulatur (rot) in Zugrichtung zur Naht, die sich im Bereich der Klappenwand ausbreitet. D)
M.P.-Farbung: Segelmitte mit Nachweis eines Monolayers (Pfeil) der Besiedlungszellschicht mit Mus-
kelzellen (rot).
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Abbildung 14: Histologische Analyse von BN 5. A) Von-Kossa-Farbung: Nahtstelle mit Verkalkung in
direkter Umgebung. B) Aktin-Farbung: Nahtstelle mit Aktinfasern. C) Aktin-Farbung: Segelbasis mit
schwacher Farbung von Aktin-Fasern innerhalb der Spongiosa. Kein Nachweis einer Besiedlungszell-
schicht. D) CD31-Farbung: Nahtstelle und Klappenwand ohne Nachweis einer Endothelzellschicht.
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3.1.2. Zusammenfassung der Ergebnisse von BN 1-5

H.E.-Farbungen: Die Besiedlungszellschichten waren im Bereich der Segelbasis schwach aus-

gepragt. Die Segelmitten und -spitzen wiesen vereinzelt auf das Vorhandensein einer Zell-
schicht hin, die Farbungen lieferten jedoch keinen Hinweis, dass eine zusammenhadngende
Zellschicht existiert. In BN 1 und BN 5 zeigten sich Auflockerungen des Klappengewebes.

Zellkerne im Bereich der Nahtstellen konnten durch die H.E.-Farbung dargestellt werden.

M.P.-Férbungen: Der Nachweis von Besiedlungszellschichten zeigte sich vorrangig an der

Segelbasis. Hier stellte sich eine mucinhaltige retikuldare Grundsubstanz mit Muskelzellen
dar. Eine mehrschichtige Besiedlungszellschicht war nur in BN 2 zu sehen. Die restlichen
tissue-engineerten Klappen waren vorrangig von einer einschichtigen und flachen Zellschicht
bedeckt. In der Spongiosa der Schnitte zeigten sich keine Zellen.

Die rotlichen bis dunkelroten Farbungen im Bereich der Nahtstellen in BN 1, BN 3 und BN 5
wiesen auf Muskelzellen hin. Fibrin war nicht zu erkennen. Das Auftreten von Auflockerun-

gen des Gewebes deckte sich mit den Ergebnissen der H.E.-Farbung.

Von-Kossa-Farbungen: Verkalkungen traten nur in BN 5 im Bereich der Naht auf. In Schnit-

ten von BN 4 zeigten sich initiale Verkalkungen der Besiedlungszellschicht. Drei Klappen wie-

sen keine Verkalkungen auf.

CD31-Farbungen: In Schnitten von BN 1 und BN 4 zeigten sich vereinzelte positive Farbun-

gen von CD31%-Zellen an der Segelbasis. Segelmitte und Segelspitze waren in allen Schnitten

frei von positiven Farbungen. Die Nahtstellen stellten sich unauffallig dar.

Aktin-Farbungen: In vier der flunf Klappen waren positive Farbungen an den Nahtstellen zu

erkennen, an denen Zellen in Zugrichtung der Naht in den vorherigen Ubersichtsfiarbungen
nachgewiesen werden konnten. An der Segelbasis zeigten sich oberflachliche positive Far-
bungen der Besiedlungszellschichten in BN 1 und BN 2. Eine Infiltration Aktin-positiver Zellen
wurde nicht beobachtet. Die restlichen Klappen wiesen keine positiven Farbungen einer Be-

siedlungszellschicht auf.
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3.2. Ergebnisse: Besiedelte, implantierte, nach 4 Wochen explantierte Klap-
pen (BI)

3.2.1. Klinik und makroskopische Auswertung

Bl 1: Wahrend der Platzierung des Stents trat eine Tachykardie auf, der restliche Verlauf der
Operation gestaltete sich als komplikationslos und das Tier konnte anschliefend in den Stall
verbracht werden.

Bei der post mortem-Analyse wurde festgestellt, dass sich der Stent unterhalb der nativen
Pulmonalklappe entfaltet hat. An den Kontaktstellen des Stents im RVOT waren leichte Ent-
zindungsreaktionen zu erkennen (Abb. 15A). Der Stent reichte bis in den rechten Ventrikel
hinein. Die Segel erschienen leicht verdickt, konnten sich aber komplett schlieBen. An den
Segelrandern und -spitzen zweier Taschen waren Rotungen zu sehen (Abb. 15B). Es bestan-

den keine Anzeichen einer Endokarditis.

Abbildung 15: Makroskopische Beurteilung von Bl 1. A) Hier stellen sich leichte Entziindungen an
den Kontaktstellen des Stents mit dem RVOT dar. B) Die Lanulae der Taschenklappen sind gerotet
(Pfeil) und schlieen vollstandig.
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Bl 2: Nach der Positionierung des Stents traten Arrhythmien auf, ansonsten verlief die Ope-
ration komplikationslos.

Der Stent lag in einer optimalen Position, die native Klappe befand sich auf gleicher Hohe
wie die tissue-engineerte Klappe. Die Kontaktstellen des RVOT mit dem Stent stellten sich
unauffallig dar (Abb. 16A). Im Bereich der Nahtstellen an der AuBenseite des Stents fanden
sich leicht-rétliche Entziindungen. Die Segel waren retrahiert und verdickt, stellenweise an
den Kommissuren und in der Segelmitte gerotet (Abb. 16B). Es fanden sich keine makrosko-

pischen Zeichen einer Endokarditis.

Abbildung 16: Makroskopische Beurteilung von Bl 2. A) Unauffallige Darstellung des RVOT mit ein-
liegendem Stent. B) Es zeigen sich leicht retrahierte Segel und eine leichte R6tung der Taschenklap-
pen.

Bl 3: Im Rahmen einer Kontrollangiographie wurde festgestellt, dass sich der Stent subval-
vuldr entfaltet hat und die native Klappe durch das Metallgeriist nicht an die GefaRwand
gedrickt wurde. Somit waren zwei Klappen in Reihe entfaltet. Der Blutdruck im rechten
Ventrikel stieg von 20/3 mmHg auf 24/7 mmHg.

In der post mortem-Analyse erkannte man deutlich, dass die urspriingliche Klappe oberhalb
des Metallgeristes liegt und der Stent in den rechten Ventrikel hineinragte (Abb. 17A). Zei-
chen einer Endokarditis oder einer Entziindung an den Kontaktstellen des Stents mit dem
RVOT waren nicht zu sehen. Die Segel stellten sich nicht gerétet dar, jedoch verdickt und

retrahiert (Abb. 17B).
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Abbildung 17: Makroskopische Beurteilung von Bl 3. A) Die native Pulmonalklappe liegt oberhalb
des Stents (Pfeil). B) Die Taschenklappen waren leicht verdickt, jedoch nicht gerotet. Zwei Klappen
zeigten sich retrahiert.

Bl 4: Wahrend der Implantation kam es zu einem Blutdruckabfall (62/39 mmHg), der medi-
kamentos erfolgreich therapiert wurde. In der Kontrollangiographie konnte eine gute Positi-
onierung des Stents dargestellt werden. Das Schaf verstarb wahrend einer Kontrolluntersu-
chung im CT aufgrund insuffizienter Beatmungsverhaltnisse.

In der post mortem-Analyse zeigt sich, dass die tissue-engineerte Klappe leicht unterhalb der
nativen Klappe liegt (Abb. 18A). Es bestanden keine Zeichen einer Endokarditis, die Kontakt-
stellen des Stents im RVOT stellen sich unauffallig dar. Die Segel sind verdickt und gerotet

(Abb. 18B).

Abbildung 18: Makroskopische Beurteilung von Bl 4. A) Die implantierte Klappe (gelber Pfeil) lag
unterhalb der alten Klappe (roter Pfeil). B) Die Taschenklappen stellten sich gerdtet und verdickt dar.
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BI 5: Die Operation verlief komplikationslos, das Schaf konnte anschlieRend in den Stall ver-
bracht werden. Die implantierte Herzklappe lag auf gleicher Hohe mit der nativen Klappe. An
den Kontaktstellen des Stents mit dem RVOT waren keine entziindlichen Veranderungen zu
erkennen (Abb. 19A). Die Segel sind verdickt, allerdings nicht gerétet und nicht retrahiert

(Abb. 19B). Es bestanden keine Anzeichen einer Endokarditis.

Abbildung 19: Makroskopische Beurteilung von Bl 5. A) Es zeigte sich eine optimale Stentposition,
kein Nachweis von Entziindungszeichen an den Kontaktstellen des Stents mit dem RVOT. B) Die Ta-
schenklappen schlossen vollstandig und waren leicht verdickt jedoch nicht gerotet.
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3.2.2. Mikroskopische Auswertung

Bl 1: In den gefarbten Schnitten der H.E.- und M.P.-Farbung zeigten sich Muskelzellen in Zug-
richtung zur Naht (Abb. 20A+C) sowie Auflockerungen und Fibrinansammlungen, die sich im
Bereich der Segelbasis ausbreiteten. Der Ubergangsbereich zwischen Besiedlungszellschicht
und Segelmatrix wies sowohl im Bereich der Segelbasis als auch der Segelmitte Destruktio-
nen und Fibrinansammlungen auf, die von teilweise massiven Zellansammlungen begleitet
wurden (Abb. 20A-D). Die Besiedlungszellschicht setzte sich aus einem Zellverband von Mus-
kelzellen und einer Grundsubstanz aus Mucin und Proteoglykanen zusammen. An ihrer
Oberflache konnte man eine nicht durchgangig geschlossene Zellschicht erkennen. Die Aus-
pragung der Besiedlungszellschicht nahm ausgehend von der Segelbasis zur Segelmitte kon-
tinuierlich ab, an der Segelspitze war keine Besiedlungszellschicht nachzuweisen. Des Weite-
ren zeigte sich die Besiedlungszellschicht vorrangig an der Ventrikularis. Es wurden ausge-
pragte Verkalkungen, vor allem in rdumlicher Nahe zur Nahtstelle, in allen Schnitten nach-
gewiesen (Von-Kossa: Grad lll; Abb. 21A+B). Zudem wiesen grauliche Verfarbungen der Zell-
konglomerate innerhalb des Segels auf eine beginnende Verkalkung hin. Die Aktin-Farbung
zeigte Uibereinstimmend zu den Ubersichtsfarbungen Muskelzellen und Aktinfasern im Be-
reich der Nahtstelle auf (Abb. 21C). AuBerdem wurde ein Zellverband von Muskelzellen und
Aktinfasern innerhalb der Besiedlungszellschicht mit vereinzelten Infiltrationen der Muskel-
zellen in die Matrix nachgewiesen (Aktin: Grad Ill; Abb. 21D). CD31-positive Zellen der Ober-
flache der Besiedlungszellschicht konnten im Bereich der Segelbasis, -mitte und —spitze
nachgewiesen werden (Abb. 21F), allerdings nicht deckend Uber alle Segelbereiche (CD31:
Grad Il). Des Weiteren zeigten sich CD31-positive Zellen unterhalb der Besiedlungszellschicht
am Ubergang zur Segelmatrix mit Auflockerungen der Matrix. Es zeigten sich BlutgefaRe mit
auskleidenden Endothelzellen innerhalb der Besiedlungszellschicht an der Segelbasis (Abb.

21E).
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Abbildung 20: Histologische Analyse von Bl 1. A) H.E.-Farbung: Nahtstelle an der Klappenwand mit
Nachweis von Zellkernen (blau) in Zugrichtung der Naht (roter Pfeil). Fibrinansammlung und Destruk-
tionen (gelber Pfeil) unter der Besiedlungszellschicht. B) H.E.-Farbung: Segelmitte mit Zellansamm-
lung unterhalb der Besiedlungszellschicht (Pfeil). C) M.P.-Farbung: Nahtstelle mit Nachweis von Mus-
kelzellen (rot) und Auflockerung der Gewebestruktur. D) M.P.-Farbung: Segelbasis mit aufliegender
Besiedlungszellschicht an der Ventrikularis, in der Muskelzellen (rot), eine deckende oberflachliche
Zellschicht und Auflockerungen unterhalb der Zellschicht (Pfeil) zu erkennen sind.
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Abbildung 21: Histologische Analyse von Bl 1. A) Von-Kossa-Farbung: Hochgradige Verkalkungen der
Nahtstelle. B) Von-Kossa-Farbung: Segelmitte mit Nachweis einer Verkalkung innerhalb der Spongio-
sa (Pfeil) sowie Zellansammlungen unterhalb der Besiedlungszellschicht und in der Segelmatrix. C)
Aktin-Farbung: Nahtstelle mit Muskelzellen in Zugrichtung zur Naht (Pfeil) sowie leichter Farbung von
Aktinfasern im Bereich der Klappenwand. D) Aktin-Farbung: Segelbasis mit Nachweis eines muskula-
ren Zellverbandes an der Ventrikularis innerhalb der Besiedlungszellschicht sowie Infiltrationen der
Muskelzellen in die Segelmatrix. E) CD31-Farbung: Segelbasis mit Nachweis von CD31 positiven Zel-
len in der aufliegenden Besiedlungszellschicht sowie unterhalb der Zellschicht am Ubergang zur Mat-
rix. Es zeigt sich ein BlutgefaR mit Endothelzellen (Pfeil). F) CD31-Farbung: Segelspitze mit Nachweis
von Endothelzellen an der Oberflache.
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Bl 2: In den Schnitten der Ubersichtsfarbungen zeigten sich Muskelzellen im Bereich der
Nahtstellen. Die Besiedlungszellschicht war vorrangig an der Segelbasis als deckender ober-
flachlicher Zellverband ausgebildet (Abb. 22B+D) und nahm zur Segelmitte hin kontinuierlich
an Hohe ab. Die Segelspitzen waren frei von einer Zellschicht. Es konnten Zellkonglomerate
mit Fibrinansammlungen am Ubergang von Zellschicht zur Segelmatrix nachgewiesen wer-
den, die zu einer Zerstérung der urspriinglichen Segelstruktur fihrten (Abb. 22B+D). Bei Be-
trachtung des gesamten Segels fiel auf, dass vor allem die Einkerbungen in der Fibrosa an
Segelbasis und Segelspitze und die Nahtstellen Fibrinansammlungen aufzeigten (Abb. 22A).
Eine geschlossene Zellschicht an der Oberflache zeigte sich nur im Bereich der Segelbasis,
hier vorrangig an der Ventrikularis. Vereinzelt waren Verkalkungen mit Verlust der struktu-
rellen Integritat innerhalb der Besiedlungszellschicht und der angrenzenden Segelmatrix zu
erkennen (Von-Kossa: Grad Il; Abb. 23A). In die Segelmatrix einwachsende Muskelzellen und
Aktinfasern waren an der Segelbasis bei aufliegender Besiedlungszellschicht zu erkennen
(Aktin: Grad Ill; Abb. 23B). Die Segelmitte und —spitze zeigten keine Muskelzellen und keine
Zellschicht. Vereinzelt konnte eine schwache Farbung von Aktinfasern innerhalb der Spon-
giosa am Ubergang von Klappenwand zur Segelbasis festgestellt werden (Abb. 23C). Eine
deckende Endothelzellschicht war an der Segelbasis regelmaRig zu finden (CD31: Grad Ill). In
der Segelmitte und —spitze waren vereinzelt Endothelzellen nachzuweisen, jedoch keine de-
ckende Zellschicht (Abb. 23D+E). Des Weiteren wurden CD31-positive Zellen im Bereich der
Nahtstellen und in Zellansammlungen am Ubergang von Besiedlungszellschicht zur Klap-

penmatrix gefunden.
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Abbildung 22: Histologische Analyse von Bl 2. A) H.E.-Farbung: Segelmitte, Nachweis von Fibrin un-
terhalb der Besiedlungszellschicht in der Fibrosa (Pfeil). B) H.E.-Farbung: Deckende, mehrschichtige
Besiedlungszellschicht an der Segelbasis der Ventrikularis mit in die Segelmatrix infiltrierenden Zell-
kernen und Nachweis einer Fibrinansammlung, die in die Klappenmatrix reicht. C) M.P.-Farbung: Die
Ventrikularis und Fibrosa in der Segelmitte sind von Fibrin (intensiv rot) durchsetzt. Einkerbung der
Fibrosa mit starker Fibrinansammlung. D) M.P.-Farbung: Mehrschichtige Besiedlungszellschicht der
Ventrikularis an der Segelbasis anliegend mit Muskelzellen und einer deckenden oberflachlichen
Zellschicht sowie Fibrinansammlungen am Ubergang von Zellschicht zur Segelmatrix.
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Abbildung 23: Histologische Analyse von Bl 2. A) Von-Kossa-Farbung: Segelmitte mit Nachweis einer
Verkalkung (Pfeil) der Besiedlungszellschicht und der Segelmatrix, die zur Destruktion des Gewebes
fihrte. B) Aktin-Farbung: Segelbasis der Ventrikularis mit Nachweis von Muskelzellen, die die Segel-
matrix infiltrieren. C) Aktin-Farbung: Schwache Farbung von Aktinfasern (Pfeil) innerhalb der Spon-
giosa der Segelbasis. D) CD31-Farbung: Segelspitze mit Nachweis von Endothelzellen an der Segel-
oberflache. E) CD31-Farbung: Segelbasis mit deckender Endothelzellschicht.
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Bl 3: Die Schnitte der Ubersichtsfarbungen zeigten Auflockerungen und Destruktionen, die
vor allem unter der Besiedlungszellschicht und den Nahtstellen auftreten. Durch die M.P.-
Farbung konnte das Vorhandensein von Fibrin und Zellansammlungen in diesen Bereichen
nachgewiesen werden (Abb. 24A-C). Innerhalb der Besiedlungszellschicht der Segelbasis,
welche vor allem an der Ventrikularis angelegt war, konnten BlutgefdaRe nachgewiesen wer-
den (Abb. 24D). Die Nahtstellen wiesen konzentrisch angeordnete Muskelzellen auf (Abb.
24B). Die Besiedlungszellschicht war an der Segelbasis am starksten ausgepragt, die Segel-
spitze wies keine Zellschicht auf (Abb. 24A-C + 25B-D). Verkalkungen konnten unter der Be-
siedlungszellschicht und in Nahe der Nahtstellen nachgewiesen werden (Abb. 25A). An den
Segelspitzen konnten vereinzelt Verkalkungen festgestellt werden (Von-Kossa: Grad lll). Bei
aufliegender Besiedlungszellschicht wurden Muskelzellen innerhalb der Segelmatrix nach-
gewiesen (Aktin: Grad lll; Abb. 25C). Die Zellschicht war an der Segelbasis oberflachlich de-
ckend und es konnte eine Ausbildung von Zell-Zell-Verbindungen unterhalb der Muskelzellen
nachgewiesen werden (Abb. 25C). Vereinzelte Nachweise von oberflachlichen Endothelzel-
len zeigten sich in den gefarbten Schnitten der CD31-Farbung (CD31: Grad Il). Unterhalb der
Besiedlungszellschicht fanden sich zahlreiche Farbungen von CD31-positiven Zellen (Abb.
25D). In den Schnitten der M.P.-Farbung zeigte sich in diesen Bereichen Fibrin. Die Nahtstel-

len zeigten in Bl 3 keine CD31"-Zellen auf.
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Abbildung 24: Histologische Analyse von Bl 3. A) H.E.-Farbung: Segelbasis der Ventrikularis mit Be-
siedlungszellschicht und Destruktion an der Ubergangszone von Besiedlungszellschicht zur Segel-
matrix. B) H.E.-Farbung: Nahtstelle in der Klappenwand mit Muskelzellen in Zugrichtung zur Naht und
einer Zellinvasion, die zur Destruktion der Struktur der Klappenwand fihrt, ausgehend von der lumi-
nalen Klappenseite. C) M.P.-Farbung: Segelbasis der Ventrikularis mit aufliegender Besiedlungszell-
schicht bestehend aus Muskelzellen und einer deckenden Zellschicht an der Oberflache. Es zeigen
sich Fibrinansammlungen (Pfeil) und Auflockerungen der Segelmatrix unterhalb der Besiedlungszell-
schicht. D) M.P.-Farbung: Segelbasis der Ventrikularis mit Besiedlungszellschicht und Nachweis von
BlutgefaRen innerhalb der Besiedlungszellschicht (Pfeil).
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Abbildung 25: Histologische Analyse von Bl 3. A) Von-Kossa-Farbung: Nachweis von Verkalkungen
unterhalb der Besiedlungszellschicht an der Segelbasis. B) Aktin-Farbung: Segelbasis der Ventrikularis
mit Nachweis eines Zellverbandes von Muskelzellen. C) Aktinfiarbung: Ubergang von Segelbasis zu
Segelmitte mit in die Segelmatrix einwachsenden Muskelzellen, ausgehend von der Besiedlungszell-
schicht (Pfeil). D) CD31-Farbung: Segelbasis an der Ventrikularis mit Nachweis von Endothelzellen an
der Oberflache und innerhalb der Besiedlungszellschicht mit Nachweis von CD31-positiven Zellen an
der Ubergangszone von Zellschicht zur Segelmatrix (Pfeil).
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Bl 4: In den Schnitten der H.E.-Farbung zeigte sich eine deckende mehrschichtige Besied-
lungszellschicht an der Segelbasis der Ventrikularis (Abb. 26A). An der Ubergangszone von
Zellschicht zu nativer Klappe waren Auflockerungen und Destruktionen, die teilweise von
Fibrinansammlungen begleitet wurden. Zudem wies die Besiedlungszellschicht Zellkonglo-
merate auf, die als CD31*-Zellen in der entsprechenden Farbung identifiziert werden konn-
ten (Abb. 27C+D). Die Ergebnisse der M.P.-Farbung deckten sich mit der H.E.-Farbung, wei-
terhin zeigten sich in den Schnitten dieser Farbung Muskelzellen an der Nahtstelle sowie
Fibrin, welches sich in die Segelbasis ausbreitete (Abb. 26B). Die Segelspitzen waren im Ver-
gleich von Segelbasis zu Segelmitte und —spitze minimal bis gar nicht besiedelt und wiesen
Fibrinansammlungen unterhalb der Ventrikularis auf. Es traten vereinzelt Verkalkungen in
der Segelbasis auf (Von-Kossa: Grad Il; Abb. 26D). Durch die Aktin-Farbung konnten Muskel-
zellen im Bereich der Nahtstellen nachgewiesen werden (Abb. 27A). Die Besiedlungszell-
schicht war an der Segelbasis und —mitte ubiquitdr vorhanden und zeigte Muskelzellen auf,
die weit in die Segelmatrix einwuchsen (Aktin: Grad Ill; Abb. 27B). Die Segelspitzen waren
frei von einer Zellschicht und zeigten keine Muskelzellen. Eine oberflachlich-deckende Zellli-
nie, die Endothel entsprach, war vereinzelt zu erkennen (CD31: Grad lIl). Vielmehr sind Zel-
lansammlungen an der Ubergangszone von nativer Klappe zur Besiedlungszellschicht CD31"
gefarbt. Vereinzelt konnten diffus gefdrbte Zellen in der Spongiosa der Segelbasis nachge-

wiesen werden (Abb. 27C). Es wurde keine Endothelzellen an der Segelspitze gefarbt.
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Abbildung 26: Histologische Analyse von Bl 4. A) H.E.-Farbung: Segelbasis der Ventrikularis mit
Nachweis einer deckenden Besiedlungszellschicht mit Auflockerungen und Fibrinansammlungen
(Pfeil) an der Ubergangszone von Klappe zur Zellschicht. Innerhalb der Besiedlungszellschicht zeigt
sich ein Zellkonglomerat B) M.P.-Farbung: Muskelzellen und Fibrin in Zugrichtung zur Naht sowie
Fibrin innerhalb der Segelmatrix unterhalb der Besiedlungszellschicht (Pfeil). C) M.P.-Farbung: Segel-
basis mit aufliegender Besiedlungszellschicht und Fibrinansammlungen unterhalb der Besiedlungs-
zellschicht. AuRerdem zeigten sich Muskelfasern in der Spongiosa. D) Von-Kossa-Farbung: Nachweis
von Verkalkungen an der Segelbasis.
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Abbildung 27: Histologische Analyse von Bl 4. A) Aktin-Farbung: Nachweis von Muskelzellen in Zug-
richtung zur Naht (Pfeil). B) Aktin-Farbung: Nachweis von eingewachsenen Muskelzellen innerhalb
der Segelbasis bei aufliegender Besiedlungszellschicht (unterer Bildrand). C) CD31-Farbung: CD31"-
Zellen an der Ubergangszone der Besiedlungszellschicht (roter Pfeil) sowie Endothelzellen an der
Oberfliche der Besiedlungszellschicht. Vereinzelte CD31%-Zellen innerhalb der Spongiosa der Segel-
basis (gelber Pfeil). D) CD31-Farbung mit Nachweis von CD31*-Zellen innerhalb der Besiedlungszell-
schicht an der Ventrikularis sowie an der Oberflache.

Bl 5: In den Ubersichtsfarbungen zeigte sich eine regelmiRig ausgebildete Besiedlungszell-
schicht an der Segelbasis und —mitte der Ventrikularis (Abb. 28A+C). Die Segelspitze war frei
von einer Zellschicht, diese Ergebnisse deckten sich mit den immunhistochemischen Farbun-
gen. Es kam am Ubergang von Zellschicht zur Klappenmatrix zu Auflockerungen und Fibrin-
ansammlungen, teilweise begleitet von Zellansammlungen (Abb. 28B-D). Verkalkungen tra-
ten unterhalb der Besiedlungszellschicht in der Klappenmatrix an der Segelbasis auf, verein-
zelt auch in der Segelmitte (Von-Kossa: Grad Il; Abb. 29A+B). Die Orte der Verkalkungen
deckten sich mit den Fibrinansammlungen in den Schnitten der M.P.- und H.E.-Farbung. Die
Besiedlungszellschicht wies einen Zellverband aus Muskelzellen mit teilweise in die Segel-
matrix einwachsenden Zellen auf, zumeist an der Segelbasis, vereinzelt auch in der Segelmit-

te (Aktin: Grad lll; Abb. 29C+D). Die Segelspitze war frei von Muskelzellen. Im Bereich der
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Segelbasis konnten vereinzelt Endothelzellen an der Oberflache der Besiedlungszellschicht
nachgewiesen werden (Abb. 29E). CD31"-Zellen wurden mehrfach an den Ubergédngen von

Besiedlungszellschicht zu nativer Klappe nachgewiesen (CD31: Grad Il; Abb. 29F).

Abbildung 28: Histologische Analyse von BI 5. A) H.E.-Farbung: Nachweis einer regelmaRig ausgebil-
deten Besiedlungszellschicht an der Segelbasis der Ventrikularis mit deckender Zellschicht an der
Oberflache. Es zeigten sich geringfligige Auflockerungen unterhalb der Zellschicht. B) H.E.-Farbung:
Segelmitte mit Destruktionen und Fibrinansammlungen innerhalb der Segelmatrix unterhalb der
Besiedlungszellschicht (Pfeil). C) M.P.-Farbung: Segelbasis mit regelmaRig ausgebildeter Besiedlungs-
zellschicht an der Ventrikularis und Fibrinansammlungen unterhalb der Besiedlungszellschicht (Pfeil).
Die Besiedlungszellschicht wies eine oberflachliche deckende Zellschicht auf. D) M.P.-Farbung: Se-
gelmitte mit Nachweis von Destruktionen und Fibrinansammlungen auf Seite der Ventrikularis un-
terhalb der Besiedlungszellschicht.
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Abbildung 29: Histologische Analyse von Bl 5. A) Von-Kossa-Farbung: Segelbasis mit aufliegender
Besiedlungszellschicht und einer Verkalkung innerhalb der Klappenmatrix. B) Von-Kossa-Farbung:
Segelmitte mit Nachweis einer Verkalkung und einer geringgradig ausgepradgten Besiedlungszell-
schicht. C) Aktin-Farbung: Segelbasis mit Nachweis eines muskularen Zellverbandes sowie vereinzelt
in die Segelmatrix infiltrierende Zellen (Pfeil). D) Aktin-Farbung: Segelmitte mit Nachweis von ein-
schichtigen Muskelzellen an der Oberflache sowie vereinzelt in die Segelmatrix einwachsenden Mus-
kelzellen (Pfeil). E) CD31-Farbung: Segelbasis mit Endothelzellen an der Oberflache der Besiedlungs-
zellschicht und CD31"-Zellen am Ubergang von Zellschicht zur Segelmatrix (Pfeil). F) CD31-Féarbung:
Segelbasis mit Nachweis einer Endothelzellschicht an der Oberflache der Besiedlungszellschicht.
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3.2.3. Zusammenfassung der Ergebnisse von Bl 1-5

H.E.-Farbung: In allen Schnitten konnten Zellkerne in Zugrichtung zur Naht nachgewiesen
werden, welche konzentrisch angeordnet waren. Im Bereich der Nahtstelle breiteten sich
destruktive Prozesse bis in die Segelbasis aus. Ausgehend von der Segelbasis nahm die Hohe
der Besiedlungszellschicht hin zur Segelmitte kontinuierlich ab, bis kein Nachweis einer Zell-
schicht mehr zu erbringen war. Vorwiegend war die Besiedlungszellschicht an der Ventriku-
laris nachzuweisen. An den Kontaktstellen von Besiedlungszellschicht zur Klappe konnten
Destruktionen und Unterbrechungen der strukturellen Integritat, verbunden mit teilweise
ausgepragten Zellansammlungen nachgewiesen werden. Die Oberflache der Besiedlungs-
schichten wies vereinzelt eine einschichtige deckende Zellschicht auf, welche an der Segel-

spitze nicht regelmaRig zu erkennen war.

M.P.-Firbung: Die intensiv-roten Farbungen, vor allem an den Nahtstellen und an den Uber-
gangszonen von Besiedlungszellschichten und Klappen entsprachen Ansammlungen von Fib-
rin, die roten Farbungen entsprachen muskularem Gewebe. Das AusmaR von Destruktionen
deckte sich mit den Ergebnissen der H.E.-Farbung. Die Fibrosa im Bereich der Segelmitte und
der Segelspitze war durch vereinzelte Einkerbungen gepragt, die Fibrinansammlungen auf-
wiesen. Unterhalb der Oberflache der Ventrikularis fanden sich ebenfalls vereinzelt Fibrin-
nester. Die Besiedlungszellschichten waren durch eine griin-tirkise Grundsubstanz gekenn-
zeichnet, die der Farbung der Extrazellularmatrix der Klappen entspricht. Durchsetzt wurde
die retikuldre Struktur durch rotliche Zellen, die sich auch an der Oberflache der Besied-
lungszellschichten im Bereich der Segelbasis als geschlossene Zellschicht darstellten. Der
Nachweis einer geschlossenen Zellschicht in den Segelmitten und —spitzen war nur vereinzelt
moglich. Innerhalb der Besiedlungszellschicht an der Segelbasis wurden blutgefdaBahnliche

Strukturen nachgewiesen.

Von-Kossa-Farbung: Verkalkungen traten in allen Schnitten der untersuchten Klappen an

den Nahtstellen und im rdumlichen Bezug dazu an der Segelbasis auf. In den Bindegewebs-
farbungen zeigten sich an Ubergingen von Klappen zu Zellschichten Destruktionen, Fibrinan-
sammlungen und Zellkonglomerate. Durch die Von-Kossa-Farbung wurden in diesen Berei-
chen Verkalkungen festgestellt. Die Besiedlungszellschichten zeigten sich vereinzelt graulich

verfarbt, was auf eine moégliche beginnende Verkalkung hinweisen kann.
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CD31-Farbung: Es wurden an der Segelbasis der verschiedenen Schnitte vereinzelt deckende

positive Farbungen im Sinne einer kontinuierlichen Endothelzellschicht nachgewiesen. Die
Segelmitte und die Segelspitzen wiesen schwach positive Farbungen auf, mitunter auch kei-
nen Zellnachweis. Zellansammlungen an der Nahtstelle und im Bereich der Ubergangszone
von Klappe zur Besiedlungszellschicht, welche in den vorherigen Farbungen mit Fibrinan-
sammlungen und entziindlichen Prozessen vergesellschaftet sind, farbten sich in BN 1, 3, 4
und 5 positiv. Vereinzelt konnten Zellen in der Spongiosa der Klappe mit einer positiven Far-
bung beobachtet werden. Die blutgefaRahnlichen Strukturen im Bereich der Segelbasis wei-

sen endoluminale Endothelzellen auf.

Aktin-Farbung: In den Schnitten der Aktin-Farbung zeigten sich positive Zellfarbungen inner-

halb der Besiedlungszellschicht sowie innerhalb der untersuchten Klappe bei vorliegender
Infiltration. Infiltrationen durch Muskelzellen konnten nur bei aufliegender Besiedlungszell-
schicht gefunden werden, somit vorrangig an der Segelbasis der Ventrikularis und teilweise
an der Segelmitte. Innerhalb der Besiedlungszellschicht konnte man bei allen Versuchstieren
die Entstehung eines Zellverbandes erkennen. Stark positiv farbten sich an allen Nahtstellen
die Zellen in Zugrichtung der Naht an. Innerhalb der Spongiosa und im Bereich der Segelbasis
konnten schwach positive flachige Farbungen nachgewiesen werden, die am ehesten einer

nicht vollstandigen Entfernung im Rahmen der Dezellularisierung entsprechen.
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Tabelle 12: Ubersicht der Ergebnisse der Versilberungs- und immunhistochemischen Farbungen

BN1 | BN2 | BN3|BN4 | BN5|BI1 |BlI2 |BI3 |Bl4 |BI5

Von-
Kossa

Aktin

CD31
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4. Diskussion

In dieser Doktorarbeit wurden autologe tissue-engineerte Herzklappen, welche aus einer
porcinen Matrix bestanden, unter Verwendung eines minimal-invasiven Verfahrens in Schafe
implantiert und die Re-Besiedlung mit Endothelzellen und Myofibroblasten analysiert. Porci-
ne Herzklappen wurden dezellularisiert, mit autologen Myofibroblasten besiedelt und an-
schlieBend reendothelialisiert. Nach anschlieBender Zellkonditionierung wurden die Klappen
implantiert. Nach einer in vivo-Verweildauer von einem Monat wurden die tissue-
engineerten Herzklappen explantiert und hinsichtlich der Effektivitat der Dezellularisierung,
der Rebesiedlung mit Endothelzellen und Myofibroblasten sowie der Produktion eines extra-
zellularen Gewebeverbandes und des Auftretens von Verkalkungen mit besiedelten, aber

nicht-implantierten Kontrollklappen verglichen.

4.1. Dezellularisierung

Ziel einer Dezellularisierung ist es, samtliche Fremdstrukturen, die eine inflammatorische
Reaktion auslosen und damit zur AbstoRung des Transplantates oder Deformierung der
Herzklappen flihren kénnen, wie beispielsweise DNA und Zellen, zu entfernen. Gleichzeitig
sollten die extrazelluldare Matrix und deren Struktur moglichst vollstandig erhalten bleiben.
Hierflr bedient man sich physikalischer (Agitation, Frost), chemischer (Detergenzien, hypo-
/hypertone Puffer) und biologischer (biologische Agenzien, Chelatoren) Methoden [57]. Es
konnte gezeigt werden, dass die Immunreaktion des Empfangerorganismus auf ein xenoge-
nes nicht-dezellularisiertes Transplantat die Langlebigkeit dieses Transplantates reduziert
und zu Re-Operationen fiihrt [58]. Die Minimierung einer immunologischen AbstolRungsreak-
tion mittels Dezellularisierung zur Verbesserung der Langlebigkeit einer Herzklappenprothe-
se stellt eine mogliche Losung dieser Problematik dar. So konnte in verschiedenen Studien
gezeigt werden, dass eine erfolgreiche Dezellularisierung entscheidend zur Langlebigkeit und
Funktionalitdt einer Ersatzklappe beitrdgt. Da Costa et al. zeigten eine deutliche Reduktion
immunologischer Reaktionen bei dezellularisierten humanen Allografts im Langzeitversuch
[59]. Nicht-dezellularisierte humane Allografts hingegen verursachten immunologische Ab-
wehrreaktionen aufgrund einer nachgewiesenen gewahrten Zellviabilitdt [60]. Die Folgen

einer nicht vollstandigen Dezellularisierung von Xenografts konnten in den nachfolgend auf-
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gefuhrten Studien gezeigt werden. Bei der Verwendung des Matrix P Plus®-Conduits im
Rahmen von RVOT-Rekonstruktionen bei angeborenen Herzfehlern traten Zeichen einer In-
flammation und Stenose auf [61]. Der Einsatz des Synergraft®-Conduits flihrte zu ausgeprag-
ten Kalzifizierungen und immunologischen AbstoRBungsreaktionen, die ebenfalls Stenosie-
rungen verursachten [62]. Als Ursache wird eine persistierende Matrix-Immunogenitat des
porcinen Grundgeriistes nach unzureichender Dezellularisierung angesehen. Die Entfernung
von Zellkernen und —bestandteilen ist zusatzlich auch essentiell, um Freiraum zu schaffen,
damit autologe Zellen sich ansiedeln, in das Gewebe einwachsen und proliferieren kénnen
[63].

In dieser Studie wurden Herzklappen verwendet, deren Dezellularisierungsprotokoll auf ei-
ner Kombination aus Agitation (Rotationsbewegungen des Inkubators) und enzymatischem
Verdau (Trypsin/EDTA-LOsung) basierte. Alle Herzklappen wurden auf den Verbleib xenoge-
ner Zellen und auf Hinweise einer strukturellen Beeintrachtigung des Klappengewebes un-
tersucht. In nicht-implantierten Klappen wurden Muskelzellen und Aktinfasern im Bereich
der Nahtstellen und Aktinfasern am Ubergang von Klappenwand zur Segelbasis nachgewie-
sen (z.B. Abb. 13 und 14). Auch die Analyse der besiedelten und implantierten Klappen ergab
Ubereinstimmende Ergebnisse bezliglich des Nachweises residueller Zellen in der porcinen
Matrix. Hier zeigten sich ebenfalls Muskelzellen und Aktinfasern an den Nahtstellen und Ak-
tinfasern am Ubergang von Klappenwand zur Segelbasis (z.B. Abb. 21 und 23). Diese Ergeb-
nisse deuten auf einen unvollstiandigen Dezellularisierungsprozess hin.

Die Anwendung von Trypsin/EDTA als enzymatische Dezellularisierungsmethode flir porcine
Herzklappen wurde von Steinhoff et al. eingefiihrt [64] und findet seitdem eine breite Ver-
wendung in der Erforschung tissue-engineerter Herzklappen. Es herrscht jedoch Uneinigkeit
Uber die Effektivitat der Zellkernentfernung dieser Methode. Rieder et al. [65] und Kasimir et
al. [66] fanden nach der Dezellularisierung porciner Herzklappen verbleibende xenogene
Zellen in der Klappenmatrix, hingegen berichteten Meyer et al. Giber eine vollstéandige Dezel-
lularisierung von Herzklappen-Allografts im Nagetiermodell [67].

In zwei der besiedelten nicht-implantierten Klappenstents wurden Auflockerungen des Klap-
pengewebes nachgewiesen (Abb. 5 und 13). Ahnliche Ergebnisse wurden von zwei Forscher-
gruppen beschrieben. Sie fanden heraus, dass es im Rahmen der Dezellularisierung mit
Trypsin zu einer ausgepragten Schadigung der Extrazellularmatrix mit Beeintrachtigung der

Kollagenstruktur, Entfernung von Laminin, Fibronectin, Elastin und zum Auswaschen von
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Glykosaminoglykanen kam [57, 66, 68]. Weiter wurde gezeigt, dass die Schadigung der
Struktur der Extrazellularmatrix bei der Dezellularisierung mittels Trypsin/EDTA zu einer Be-
eintrachtigung der Klappenfunktionalitdt, des Zellwachstums und der Zellmigration fiihren
kann [69].

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Hauptziele der Dezellularisierung gleichzeitig die
Kernproblematik bei diesem Prozess darstellen, da die Dezellularisierungsverfahren mit ei-
ner Schadigung der extrazellularen Matrix einhergehen kdnnen.

Eine mogliche Alternative stellt die Dezellularisierung mit dem ionischen Detergens Natrium-
laurylsulfat (engl: sodium dodecyl sulfate (SDS)) und Desoxycholsdure (engl: sodium deoxy-
cholate (SD)) dar. Bei dem Vergleich von Trypsin/EDTA mit SDS/SD konnte gezeigt werden,
dass SDS/SD neben den Taschenklappen auch die Klappenwand und subvalvuldr gelegene
myokardiale Strukturen vollstandig dezellularisierte, Trypsin/EDTA jedoch nur die Taschen-
klappen von Zellen befreite [70]. Eine weitere Moglichkeit, um ein besseres Eindringen der
Dezellularisierungsldsung in das porcine Grundgeriist zu ermdéglichen, besteht in der Ande-
rung der Arbeitsschritte des Dezellularisierungsprozesses. Anstelle des primaren Einnahens
des Stents und anschlieBendem Dezellularisieren kénnte eine primare Dezellularisierung vor
Einndhen der porcinen Herzklappe in den Stent eine Verdichtung der Klappenmatrix im Be-
reich der Nahtstelle vermeiden und eine vollstandige Entfernung der xenogenen Zellen er-

moglichen.

4.2. Besiedlung des Grundgeriists mit autologen Endothelzellen und Myo-
fibroblasten

Die Idee des kardiovaskuldaren Tissue Engineerings besteht in der Herstellung einer Ersatz-
klappe, welche die Funktionalitat, den Aufbau und die Struktur einer nativen Klappe auf-
weist. Endothelzellen und glatte Muskelzellen erfiillen als Bestandteil der Zellzusammenset-
zung einer nativen Klappe grundlegend wichtige Aufgaben, die zur Zellviabilitat und Funktio-
nalitdt dieser beitragen. Ein lebender Zellverbund ist wichtig, um die xenogenen Matrixkom-
ponenten zu resorbieren und gleichzeitig neue Matrixkomponenten zu synthetisieren [71].
So nehmen vor allem Fibroblasten und Myofibroblasten eine entscheidende Rolle bei der
Synthese von Kollagen und Aktinfasern ein. Vor allem Kollagen I, Il und IV tragen bedeutend
zur Langzeitstabilitat einer Herzklappe bei [72]. Myofibroblasten beteiligen sich zudem an

der Wundheilung, indem sie Kontraktions- und Retraktionsphasen wahrend des Gewebeum-
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baus ermoglichen [73]. Auch die Entstehung einer konfluenten Endothelzellschicht ist erst
nach vorheriger Besiedlung mit Fibroblasten moglich [74]. Die Stabilitat des Endothelzellver-
bandes sowie die Verbindung dieser Zellschicht mit der darunterliegenden Oberflache hangt
entscheidend von dem Vorhandsein extrazellularer Matrixproteine, vor allem von Kollagen
IV in der Basalmembran des jeweiligen Gewebeverbandes ab. Fibroblasten synthetisieren
die oben genannten erforderlichen extrazellularen Matrixbestandteile und schaffen so phy-
siologische Bedingungen fiir Endothelzellen zur besseren Haftung und Synthese von Protei-
nen.

Eine funktionierende Endothelzellschicht schiitzt unter anderem vor Infektionen [75], des
Weiteren spielen Endothelzellen eine Rolle bei der Modulation darunterliegender interstiti-
eller Zellen in der Klappe [76]. Lichtenberg et al. verglichen die Verwendung von dezellulari-
sierten und besiedelten Xenografts im Schafmodell und zeigten, dass eine Reendothelialisie-
rung mit autologen Endothelzellen zu einer verminderten Thrombosierung und Neointima-
proliferation fihrte [51]. Die Ergebnisse deckten sich mit Beobachtungen bei der Verwen-
dung dezellularisierter Herzklappen von Cebotari et al. und Andrews et al., die bei Abwesen-
heit von Endothelzellen ebenfalls eine Neigung zu thrombotischen Auflagerungen und einer
Neointimaproliferation beschrieben [77, 78].

Das Bestreben nach einer moglich langen Haltbarkeit und Vertraglichkeit einer Klappenpro-
these flhrte dazu, dass frihzeitig die Besiedlung mittels Endothelzellen im Rahmen des
Tissue Engineering in den Fokus der Forschung riickte. MacGregor et al. besiedelten dafir
1979 erstmals mechanische Herzklappenprothesen mit Endothelzellen [79]. Es folgte 1993
der Versuch von Bengtsson et al., besiedelte mechanische Klappen bei Schafen in Pulmona-
lisposition zu implantieren [80]. Die Besiedlung stellte sich als durchfihrbar dar, jedoch zeig-
te sich, dass die Zellschicht auf Oberflachen metallischen Ursprungs einer in vivo-Belastung
nicht standhalten kann. Folglich riickte die Zellbesiedlung von Xenografts vermehrt in den
Vordergrund. Fischlein et al. untersuchten die Anwendung zuvor mit Endothelzellen besie-
delter glutaralaldehydfixierter Klappenprothesen [81], allerdings stellte es sich als schwierig
heraus, eine deckende Endothelzellschicht aufgrund der Zytotoxizitdat und Beeinflussung der
Bindegewebsmatrix von Glutaralaldehyd zu erzeugen.

Die Verwendung tissue-engineerter Herzklappen auf Grundlage dezellularisierter xenogener
Matrices - wie in dieser Studie - stellt eine mogliche Losung fiir die erfolgreiche Rebesiedlung

mit autologen Zellen dar.
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Sowohl die nicht-implantierten Klappen (BN) als auch die implantierten Klappen (Bl) wurden
in dieser Arbeit histologisch untersucht, um die Verteilung der autologen Endothelzellen und
Myofibroblasten vor und nach Implantation zu ermitteln. Es zeigte sich eine erfolgreiche Re-
Besiedlung der porcinen dezellularisierten Matrix mit den vorher kultivierten Myofibroblas-
ten und Endothelzellen in der nicht-implantierten Kontrollgruppe (BN) vorrangig an der Se-
gelbasis ohne Nachweis einer Infiltration von Aktin-positiven Zellen (Abb. 6 und 8). Verein-
zelt wurden Endothelzellen und Myofibroblasten in der Segelmitte nachgewiesen. Die Segel-
spitze wies keine zusammenhangende Besiedlungszellschicht auf.

Auch in der Gruppe der besiedelten implantierten Herzklappen (Bl) wurden vor allem an der
Segelbasis Myofibroblasten (Abb. 29) und Endothelzellen (Abb. 23) nachgewiesen. Die Aus-
pragung der Besiedlung nahm zur Segelmitte hin ab, hier zeigten sich im Vergleich zur Basis
weniger Myofibroblasten (Abb. 29) und Endothelzellen. Die Segelspitzen wiesen eine
schwach positive Farbung flir Endothelzellen auf (Abb. 23).

Es wurden jedoch Unterschiede in Besiedlungsdichte und -bereichen der Xenografts im Ver-
gleich der beiden Gruppen deutlich. Die Besiedlungszellschicht der implantierten Klappen
war deutlich starker ausgepragt als in den nicht implantierten Klappen. Dies spricht fiir eine
erfolgreiche Vermehrung und Viabilitat der Zellen in vivo und fir die Ausbildung eines Zell-
verbandes. Zudem wurden Infiltrationen Aktin-positiver Zellen (Abb. 23, 25, 27 und 29) und
die Entstehung eines Zellverbandes innerhalb der Matrix bei aufliegender Besiedlungszell-
schicht in der BI-Gruppe beobachtet, was wahrscheinlich auf das Einwachsen der autologen
Myofibroblasten zuriickzufiihren ist. Im Vergleich zur arteriellen Seite der Klappe war die
Besiedlungszellschicht an der ventrikuldren Seite starker angelegt.

Wahrend der Bereich der Segelbasis und GefaBwand in beiden Gruppen stark besiedelt war,
lieR die Auspragung der Zellschicht zur Segelmitte hin ab und die Zellen erreichten die Segel-
spitze nur vereinzelt. Eine vergleichbare Rezellularisierung wurde von Quinn et al. bei der
Implantation dezellularisierter Pulmonalklappen im Schafmodell fiir 5 Monate beobachtet,
welche primar an der Basis der Taschenklappen und der GefaBwand nachzuweisen war. In
der Segelmitte und —spitze wurden hierbei nur vereinzelt Zellen gefunden. Eine Infiltration
der Zellen in die Matrix erfolgte ebenfalls nur in den rezellularisierten Bereichen [82]. Honge
et al. konnten dhnliche Befunde bei Implantation auch bei nur dezellularisierten Aortenklap-
pen in Schweinen und einer in vivo-Verweildauer von 6 Monaten feststellen. Die Reendothe-

lialisierung und das Einwachsen von Fibroblasten wurde hauptsachlich an der Segelbasis und
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GefaBwand nachgewiesen, hingegen war die arterielle Seite und die Segelspitze nicht rezel-
lularisiert [83].

Die unterschiedliche Auspragung der Rebesiedlung der Taschenklappen mit Zellen kann auf
verschiedene Ursachen zurlickgefiihrt werden. Zum einen ist es denkbar, dass aufgrund des
vergleichsweise lockeren Aufbaus der Lamina spongiosa mit Glykosaminoglykanen unterhalb
der Ventrikularis eine Besiedlung der ventrikuldaren Seite mit Einwachsen der Zellen in die
Lamina spongiosa einfachere Voraussetzungen bietet. Hingegen stellt der dichte Aufbau der
Lamina fibrosa mit zahlreichen Kollagenquerverbindungen ein Hindernis fiir die schnelle Re-
besiedlung und das Einwachsen von Zellen dar. Eine weitere Erklarung bezieht sich auf die
Druck- und Strémungsverhaltnisse an der ventrikularen und arteriellen Seite der Taschen-
klappen. Wahrend der Klappenoffnungsphase wird die arterielle Seite der Tasche gegen die
Klappenwand gedriickt und es kommt zu einer ,,Quetschung” des Gewebes. Das Blut flieRt
nach Ventrikelkontraktion linear entlang der ventrikuldaren Seite, nach Klappenschluss ent-
stehen aufgrund des aus der Arterie zuriickflieBenden Blutstromes Turbulenzen in unmittel-
barem Kontakt zur arteriellen Seite und die Klappe wird gedehnt. Sowohl die ,Quetschung”
des Gewebes als auch die Turbulenzen des Blutstroms auf der arteriellen Seite beim Klap-
penschluss schaffen unglinstige Voraussetzungen fiir die Haftung und das Einwachsen von
Zellen. Die Lamina spongiosa kdonnte aufgrund des hohen Anteils an Glykosaminoglykanen
und lockerem kollagenem Bindegewebe eine Schutzfunktion fiir die Ventrikularis erfillen
und hierdurch bessere Voraussetzungen fiir das Einwachsen von Besiedlungszellen bieten.
Zudem zeigten Song et al., dass ein linearer Blutfluss, wie er in der Austreibungsphase des
Herzens an der Oberflache der Ventrikularis auftritt, eine Proliferation von Endothelzellen
fordert [84]. Somit kdnnte die starkere Auspragung der Besiedlungszellschicht auf Seite der
Ventrikularis im Vergleich zur arteriellen Seite erklart werden.

Eine Moglichkeit, die Verteilung der Zellen hin zur Segelspitze zu optimieren, besteht in der
Verlangerung der Implantationszeit. Goldstein et al. konnten bei der Verwendung dezellula-
risierter porciner Herzklappen eine signifikante Zunahme der Rezellularisierungsdichte bei
einer Vergleichsgruppe nach 11 Monaten in vivo-Verweildauer im Schaf beobachten, wah-
rend die Gruppe nach 5 Monaten in vivo-Verweildauer eine sparlichere Besiedlung aufwies.
AuBerdem entsprach die Zellzusammensetzung der Langzeitversuchsgruppe dem einer nati-

ven Klappe mit hohem Anteil an Fibroblasten und glatten Muskelzellen [45].
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4.3. Uberblick: Autologe Zellen zur Besiedlung der Herzklappen

An das optimale zelluldre Ausgangsmaterial fiir das Tissue Engineering werden viele ver-
schiedene Anforderungen gestellt, unter anderem eine suffiziente Produktion der Extrazellu-
larmatrix mit gleichzeitig hoher Abbaurate des xenogenen Biomaterials, eine autologe Her-
kunft der Zellsorte zur Minderung der Immunogenitdt und eine ausgepragte Plastizitat der
Zellen. Es werden viele verschiedene Zelltypen mit den oben aufgeflihrten Charakteristika
zur Verwendung im Tissue Engineering untersucht und diskutiert.

Bislang stellen autologe Zellen vaskularen Ursprungs den bevorzugt verwendeten Zelltyp bei
der Besiedlung von Matrices im Rahmen der Herstellung von tissue-engineerten Herzklap-
pen dar [85]. In dieser Studie wurden arterielle Biopsien der Arteria carotis der Schafe ge-
wonnen. Solange sich die Erforschung dieser Zellquelle im Stadium der praklinischen For-
schung befindet, ist dieses Verfahren praktizierbar. Bei der klinischen Verwendung am Pati-
enten ist dies jedoch nicht durchfiihrbar. Alternativ kann auf die Gewinnung von Zellen aus
Venen zurlickgegriffen werden. Hoerstrup et al. untersuchten die Unterschiede in der Ge-
webeentwicklung und Zellbeschaffenheit von vendsen und arteriellen Myofibroblasten als
Zellguelle und konnten keine Unterschiede in den Vergleichsgruppen feststellen [86]. Somit
stellen vendse Biopsien eine mogliche Alternative fiir die Verwendung beim Tissue Enginee-
ring dar. Allerdings stellt sich die Frage, ob die Eigenschaften und die Funktionalitdt autolo-
ger Endothelzellen und Myofibroblasten vendsen Ursprungs den vorherrschenden Druckver-
héltnissen und Anforderungen einer suffizienten valvularen Klappenfunktion gerecht werden
kdnnen.

Auch die unterschiedliche urspriingliche Herkunft von Endothelzellen kann die spatere Funk-
tionalitat bei der Verwendung, wie z.B. der Herstellung von Herzklappen, beeintrachtigen.
Butcher et al. untersuchten die Reaktion von aortalen und valvularen Endothelzellen auf
unterschiedliche Stromungsverhaltnisse. Es zeigte sich, dass valvuldre Endothelzellen eine
senkrechte Anordnung zur Flussrichtung einnahmen, wohingegen vaskuldare Endothelzellen
sich parallel zur Flussrichtung anordneten [87]. Die verschiedene Anordnung und Reaktion
vaskuldrer Endothelzellen auf mechanische Krafte kénnte eine weitere Erklarung fir eine
unzureichende Endothelzellfunktion der in dieser Arbeit verwendeten Zellen erklaren.

Eine weitere aussichtsreiche Zellgruppe stellen endotheliale Progenitorzellen (EPZ) dar, die
zur Gruppe der CD133"-Zellen gehdren. Vorteil dieser Zellen ist ihre mégliche Isolierung aus

Nabelschnurblut, Fruchtwasser, Knochenmark oder peripherem Blut [88-91]. Eine Studie von
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Boldt et al. aus unser Arbeitsgruppe konnte bei dem Vergleich isolierter autologer Myo-
fibroblasten und Endothelzellen aus den Karotiden mit endothelialen Progenitorzellen aus
dem Knochenmark ein stirkeres Einwachsen der CD133"-Zellen in eine dezellularisierte xe-
nogene Matrix, weniger Nachweise inflammatorischer Prozesse und eine geringeres Auftre-
ten von Verkalkungen beobachten [49].

Die autologen Myofibroblasten und Endothelzellen der Vergleichsgruppe sowie die Ver-
suchsanordnung zur Herstellung der tissue-engineerten Klappe der oben aufgefiihrten Stu-
die waren gleichartig zu den in dieser Doktorarbeit verwendeten Zellen und angewandten
Verfahren. Die Analyse der Besiedlungszellpopulation mittels Immundetektion (Western
Blot) ergab bei den Untersuchungen von Boldt et al., dass es sich bei der Endothelzellpopula-
tion um eine heterogene Mischpopulation aus Endothelzellen und Myofibroblasten handelte
und somit nicht um eine reine Endothelzellfraktion. Insofern ist davon auszugehen, dass es
sich auch bei den in dieser Arbeit unter identischen Voraussetzungen gewonnenen Zellen
um eine Mischpopulation handelt und somit die Endothelfunktion beeintrachtigt werden
kann. Konsekutiv ware dann — wie in dieser Doktorarbeit beobachtet - ein vermehrtes Auf-
treten von Entziindungen, Infektionen und Verkalkungen bei der Besiedlung mit autologen
Endothelzellen und Myofibroblasten im Vergleich zu endothelialen Progenitorzellen zu erkla-
ren.

In der Gruppe der besiedelten und implantierten Herzklappen (Bl) wurde - wie unter 4.2.
dargestellt - eine Infiltration von Aktin-positiven Zellen nachgewiesen, gleiches konnten auch
Boldt et al. in der Vergleichsgruppe der CD133"-Zellen feststellen [49]. Jedoch ist es bisher
unklar, inwiefern endotheliale Progenitorzellen sich in Myofibroblasten differenzieren kon-
nen und so die Herkunft der Aktin-positiven Zellen in der oben genannten Vergleichsgruppe
erklart werden kann. Hingegen ist bei den in dieser Arbeit beobachteten Infiltrationen Aktin-
positiver Zellen von einwachsenden autologen und zuvor besiedelten Myofibroblasten aus-
zugehen, die fiur die Funktionsfahigkeit von Herzklappen eine wichtige Rolle einnehmen (sie-
he oben 4.2.).

Ob Endothelzellen, welche sich z.B. zuvor aus CD133%-Zellen differenziert hatten, zu Fib-
roblasten und glatten Muskelzellen transformiert werden kénnen, ist momentan Gegen-
stand intensiver Forschung. Im Fokus steht dort ein zellularer Mechanismus, die Endothelia-
le-mesenchymale-Transition (engl.: Endothelial-to-mesenchymal-transition, EndMT). Mittels

verschiedener Wachstumsfaktoren und inflammatorischer Zytokine konnte gezeigt werden,
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dass Endothelzellen zur EndMT angeregt werden konnen und eine Umwandlung von En-
dothelzellen hin zu mesenchymalen Stammzellen durchlaufen [92]. Diese Stammzellen be-
sitzen die Fahigkeit, sich unter anderem in Fibroblasten und glatte Muskelzellen zu entwi-
ckeln und die Produktion und das , Remodelling” der extrazellularen Matrix bei Herstellung
von tissue-engineerten kardiovaskuldaren Gewebeprothesen zu erhéhen [93]. Die Integration
dieses zelluldren Mechanismus in das Tissue Engineering von Herzklappen stellt einen viel-
versprechenden Ansatz bei der Verwendung von Endothelzellen als autologe Zellen dar.

In letzter Zeit trat die Verwendung von Stammzellen, insbesondere von autologen mesen-
chymalen Stammzellen aus dem Knochenmark in den Vordergrund der Forschung [94]. Die
Gewinnung dieser Zellen gestaltet sich als einfacher und weniger invasiv [95] als bei der Ge-
winnung arterieller und vendser Biopsien, da sie neben dem Knochenmark potentiell auch
aus Umbilikalblut und peripherem Blut gewonnen werden kénnen. Darliber hinaus zeichnen
sich Stammzellen durch ein schnelles Wachstum und ein grolRes Potential aus, sich in ver-
schiedene Zelltypen zu differenzieren, weshalb sie als eine der am besten geeigneten Optio-
nen bei der Suche nach der optimalen Zellsorte angesehen werden kénnen.

Jungst ist eine andere Zellgruppe fiir das Tissue Engineering verfliigbar geworden. Yamanaka
et al. schafften es, adulte Fibroblasten hin zu einem pluripotenten Zellstatus zu lGberfiihren
und somit induzierte pluripotente Stammzellen zu gewinnen [96]. Adulte Fibroblasten kon-
nen aus autologen Hautbiopsien gewonnen werden und anschlieBend zur Herstellung auto-

loger Herzklappen mittels Stammzelldifferenzierung genutzt werden [97].

4.4. Verkalkungen der Bioprothesen

Die Versilberung nach Von-Kossa dient der histologischen Darstellung von Verkalkungen, wie
sie als Reaktion auf Entziindungsprozesse entstehen konnen. Zehr et al. stellten einen mogli-
chen Zusammenhang von Immunreaktionen und Verkalkungen einher [98], der dazu fihren
kann, dass durch Fortschreiten der Verkalkungen eine Versteifung oder Ruptur der Taschen-
klappe resultiert.

In den nicht-implantierten Klappen traten - mit Ausnahme von zwei Tieren (BN 4 und 5) -
keine Verkalkungen auf, wohingegen in allen implantierten Klappen moderate bis ausge-
pragte Verkalkungen (Grad II-lll) nachgewiesen wurden. Hierbei waren vor allem die Klap-
penwand sowie der Ubergang von Besiedlungszellschicht zur Matrix betroffen. Vereinzelt
wurden auch Kalzifizierungen in der Segelmitte und —spitze nachgewiesen.
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Als Ursache kénnen verschiedene Grinde angefiihrt werden. Die Verkalkungen der Klap-
penwand, insbesondere der Nahtstellen, kénnen zum einen auf unvollstandig entfernte por-
cine Zellen zuriickgefiihrt werden. Sowohl in den histologischen Ubersichtsfarbungen als
auch in der Aktinfarbung (z.B. Abb. 27) konnten Muskelzellen in Zugrichtung zur Naht nach-
gewiesen werden, die Ursache einer immunologischen AbstoBungsreaktion sein kénnen. Der
schwach positive Nachweis von Aktinfasern am Ubergang von Klappenwand zur Segelbasis
ist ebenfalls moglicherweise Folge eines unvollstiandigen Dezellularisierungsprozesses. Es
wurde gezeigt, dass der Verbleib von residuellen Zellresten selbst bei gut etablierten Dezel-
lularisierungsverfahren nicht vollstandig auszuschlieRen ist [99].

Simon et al. beobachteten zunachst unspezifische und spater spezifische Reaktionen durch
Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten gegen dezellularisiertes Gewebe bei der Im-
plantation dezellularisierter porciner Herzklappen, wodurch es zu Kalzifizierungen und Ein-
schrankungen der Klappenfunktion kam [62]. Als Ursache vermuteten sie xenogene Matrix-
bestandteile.

In Bl 1, 3, 4 und 5 zeigten sich CD31"-Zellen gehiuft am Ubergang von Besiedlungszellschicht
zur Klappenmatrix und im Bereich der Nahtstelle. Interessanterweise kolokalisierte die Far-
bung von CD31%-Zellen mit Fibrinansammlungen, massiven Zellansammlungen und Verkal-
kungen (Abb. 24 — 27 und 29). CD31 ist ein Protein der Immunglobulin-Superfamilie und wird
auf der Zelloberflache von Endothelzellen, besonders im Bereich zwischen benachbarten
Zellen exprimiert [100]. Neben Endothelzellen konnte die Expression von CD31 auch auf
neutrophilen Granulozyten, Monozyten und T-Zellen nachgewiesen werden [100]. Moglich-
erweise wurden in der BI-Gruppe dieser Arbeit neben Endothelzellen auch Entziindungszel-
len in der CD31-Farbung gefarbt, wodurch die Ergebnisse auf eine entziindliche Reaktion in
diesen Bereichen hindeuten. Als Folge einer Entzlindung und Verkalkung ware das Einwach-
sen der autologen Zellen in die Matrix beeintrachtigt und eine Biodegradierung der xenoge-
nen Matrix unterbunden.

Da das Nahtmaterial, welches die porcine Herzklappe innerhalb des Stents befestigt, nicht
resorbierbar ist, konnte hierdurch ebenfalls eine Verkalkung entstehen. Honge et al. beo-
bachteten bei der Implantation dezellularisierter porciner Aortenklappen im Schafmodell
ebenfalls vereinzelte Verkalkung im rdumlichen Bezug zum Nahtmaterial, welches die Klappe

im Stent befestigte [83].
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4.5. Ausblick

In dieser Doktorarbeit konnte eine erfolgreiche Besiedlung und in vivo-Vermehrung autolo-
ger Endothelzellen und Myofibroblasten bei der Herstellung und Verwendung der von unse-

rer Arbeitsgruppe entwickelten tissue-engineerten Herzklappen nachgewiesen werden.

Die von uns verwendeten Zellen siedelten sich in dem von uns gewahlten Implantationszeit-
raum primar an der Segelbasis der Ventrikularis und vereinzelt an der Segelmitte an. Jedoch
ist eine deckende Besiedlungszellschicht Gber die gesamte Klappe nicht nur entscheidend fir
die Resorption xenogener Matrixbestandteile und Synthese neuer Matrixkomponenten
durch Myofibroblasten, sondern auch fiir einen effektiven Schutz vor Infektionen und Ent-
ziindungen durch eine konfluente Endothelzellschicht. Das eigentliche Ziel, namlich eine lan-
gere Haltbarkeit der tissue-engineerten Klappen, kénnte durch die Ausweitung der Rezellula-
risierungsdichte Uber das gesamte Segel bei verlangertem Implantationszeitraum erreicht
werden (siehe oben 4.2.). Dieser Ansatz wird deshalb von unserer Forschungsgruppe weiter
verfolgt.

In der Auswertung der von uns implantierten Herzklappen zeigten sich Hinweise auf ent-
zlindliche Prozesse in Verbindung mit Verkalkungen, welche sich limitierend auf die Langle-
bigkeit und Funktionalitdt der Implantate und somit auch insbesondere auf die maximal
mogliche Implantationsdauer auswirken sowie die Infiltration autologer Zellen in die xeno-
gene Matrix beeinflussen konnen. Infolgedessen ist es essentiell, die Ursachen fiir diese Ent-
ziindungsreaktionen zu identifizieren und Anpassungen vorzunehmen, um sie in Zukunft
abzuschwéachen oder zu unterbinden. Die histologische Analyse der Herzklappen zeigte, dass
bei der Dezellularisierung mittels Trypsin/EDTA residuelle xenogene Zellen und Fremdprote-
ine, vor allem im Bereich der Nahtstellen und der Segelbasis, zuriickbleiben, die als Ursache
von Entzlindungsprozessen und korrespondierenden Verkalkungen angesehen werden mis-
sen. Aufgrund dieser Erkenntnis wird eine Verbesserung des Dezellularisierungsverfahrens
durch Anderung der Abfolge einzelner Arbeitsschritte in unserer Arbeitsgruppe erprobt. Der
Verbleib residueller xenogener Zellen im Bereich der Nahtstellen kann zum Beispiel dadurch
verhindert werden, dass die Dezellularisierung vor dem Einndhen der Klappe in den Stent
erfolgt. Des Weiteren stellt die Verwendung neuer Dezellularisierungsmethoden zur Herstel-
lung zell- und proteinfreier Matrices, wie z.B. SDS/SD, einen zusatzlichen Ansatz dar, eine

optimierte Grundmatrix fur die Besiedlung bereitzustellen.
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In dieser Arbeit konnten gehauft Zellansammlungen (CD31%-Zellen), Fibrinansammlungen
und Verkalkungen innerhalb der explantierten Klappen nachgewiesen werden, so dass der
Riickschluss auf Entziindungsprozesse — die auch in anderen Studien unserer Arbeitsgruppe
beobachtet und charakterisiert wurden (z.B. Olivier [55]) — gezogen werden kann. Solche
entzlindlichen Vorgange sind, wie oben ausgeflihrt, neben einer unzureichenden Dezellulari-
sierung auch auf eine gestorte Endothelzellfunktion zuriickzufiihren. Eine mogliche Ursache
hierfiir diirfte die von Boldt et al. nachgewiesene Mischpopulation der Endothelzellen zur
Besiedlung der Klappen darstellen. Durch weitere Untersuchungen, z.B. des Zellgewinnungs-
verfahrens, sollte geklart werden, was fiir den Nachweis von glatten Muskelzellen in der En-
dothelzellfraktion ursachlich sein kénnte.

Der Ansatz unserer Arbeitsgruppe, CD133"-Zellen mit Stammazellpotential zur Besiedlung zu
verwenden, hat im Vergleich mit autologen Endothelzellen und Myofibroblasten erfolgsver-

sprechende Ergebnisse gezeigt und sollte in weiteren Studien verfolgt werden.

Die Zukunft des Tissue Engineering wird sicherlich in der Verwendung weiterer alternativer
Zellen mit Stammzellpotential liegen. Von Vorteil sind hierbei die einfachere Gewinnung, die
Differenzierungsmoglichkeiten hin zu verschiedenen Zelltypen und die Fahigkeit zur Selbst-
erneuerung (Self-Renewal). Der Fokus der Forschung richtet sich vor allem auf mesenchyma-

le Stammzellen aus dem Knochenmark.
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5. Zusammenfassung

Fiir den Ersatz einer Pulmonalklappe sind verschiedene Prothesen und Implantationsverfah-
ren in klinischer Verwendung, jedoch weisen die verfligbaren Klappenmodelle nur eine be-
dingte Biokompatibilitdt und Haltbarkeit auf. Die Fortschritte in den Bereichen der minimal-
invasiven Kathetertechniken und des Tissue Engineerings ermoglichen neue Wege in der
Herstellung und Platzierung von Herzklappenprothesen. Ziel dieser Arbeit ist die histologi-
sche Evaluation des Dezellularisierungsprozesses, der Zellviabilitdt und Verteilung autologer
Endothelzellen und Myofibroblasten sowie des Auftretens von Verkalkungen beim perkuta-

nen Pulmonalklappenersatz mit tissue-engineerten Herzklappen.

Zur in vitro-Besiedelung wurden autologe Endothelzellen und Myofibroblasten aus der A.
carotis von Schafen gewonnen, auf zuvor mittels Trypsin/EDTA-LOsung dezellularisierte por-
cine Pulmonalklappen besiedelt und kultiviert. Finf tissue-engineerte Klappen wurden fir
einen Beobachtungszeitraum von einem Monat in Schafe implantiert, weitere flinf, nicht-
implantierte tissue-engineerte Klappen dienten als Vergleichsgruppe bei der sich anschlie-

Renden histologischen und immunhistochemischen Analyse.

Die Ergebnisse zeigten in beiden Gruppen den Verbleib von residuellen xenogenen Zellen
sowie Strukturproteinen, die fiir die nachgewiesenen Entziindungsprozesse und Verkalkun-
gen in der Implantationsgruppe ursachlich sind; somit konnte letztlich aufgrund eines unvoll-
standigen Dezellularisierungsverfahrens keine azellulare Matrix hergestellt werden. Eine
Rebesiedlung mit autologen Zellen konnte in beiden Vergleichsgruppen nachgewiesen wer-
den. In der Implantationsgruppe zeigte sich zudem eine erfolgreiche in vivo-Vermehrung, die
Ausbildung eines Zellverbandes sowie eine Infiltration von Myofibroblasten in das porcine
Grundgerdist. Allerdings war die Rebesiedlung der Klappen nicht flaichendeckend ausgepragt,
so dass weitere Studien zur optimalen Ansiedlung autologer Zellverbande erforderlich sind.
Neben einer Optimierung des Dezellularisierungsverfahrens erscheint der Einsatz alternati-
ver spezifischer Zellsorten wie z.B. Stammzellen zur Herstellung einer tissue-engineerten

Herzklappe erfolgversprechend.
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