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1 Einleitung

Strukturelle Gefafiverdnderungen sind ein wichtiger Faktor bei der Entstehung
von Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisati-
on stellen diese die weltweit hiufigste Todesursache dar: 2008 starben geschétzt
etwa 17,3 Millionen Menschen an Herz-Kreislauf-Erkrankungen, was circa 30 %
aller Todesfille ausmachte. !l Betrachtet man die Situation in Deutschland, ergibt
sich ein ahnliches Bild: Laut statistischem Bundesamt waren 2011 tiber 40 % al-
ler Todesfalle in Deutschland auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen zuriickzufiihren,
womit diese auch hierzulande die haufigste Todesursache darstellen.

Vaskulare Kalzifizierung triagt immens zur Entstehung von Herz-Kreislauf-Er-
krankungen bei.®) Auch wenn diese Problematik in den letzten Jahrzehnten deut-
lich an Bedeutung gewonnen hat, liegen die ersten dokumentierten Félle von
GefaBverkalkung weit zuriick. So beschrieb beispielsweise bereits 1852 Czermak in
einem Autopsie-Bericht einer dgyptischen Mumie ,mehrere nicht unbetréchtliche,
kalkige Ablagerungen“® im Aortenbogen. Geféverkalkung ist also nicht aus-
schlieflich ein Problem unserer modernen Gesellschaft, auch wenn aktuelle Pro-
blematiken wie ungesunde, fettreiche Erndhrung, Rauchen, Alkoholkonsum und
daraus resultierende Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder arterielle Hyperto-
nie maflgeblich zum vermehrten Auftreten von GefaBerkrankungen beitragen.

Arterielle Verkalkung wird heute anhand der Lokalisation der Kalkablagerungen
in Arteriosklerose (Tunica media) und Atherosklerose (Tunica intima) unterteilt.
Eine erstmalige Erwahnung fand diese Unterteilung bereits 1903 in einem Artikel
von Monckeberg. Er beschrieb ausfiihrlich die Ablagerung von Kalk in der Me-
dia peripherer Geféfle als eigenstdndigen, von anderen Arten der Gefédfiverkalkung
unabhingigen Prozess.”) In Anlehnung an diesen Artikel wird die Media-Verkal-
kung bis heute auch Moénckeberg-Sklerose genannt. Der Begrift Arteriosklerose
wurde erstmals 1829 von Lobstein!® verwendet, Atherosklerose wurde 1904 von
Marchand!” eingefiithrt. Allerdings entspricht die damalige Verwendung der Be-
griffe nicht den heute gingigen Definitionen. Diese und weitere mit strukturellen
GefaBveranderungen assoziierte Begriffe wie Atherom oder noduldre Arteriosklero-
se wurden die folgenden Jahrzehnte sehr unspezifisch und teilweise widerspriichlich
verwendet. Einen guten Uberblick gibt ein Review aus dem Jahre 1963, in dem
Pickering die zu diesem Zeitpunkt géngigen Definitionen und Verwendungen der

Begriffe zusammenfasst.® Dariiber hinaus betont er, wie wichtig die Differen-
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zierung der unterschiedlichen Erkrankungs-Komplexe und ihre exakte Beschrei-
bung und Benennung sind. Er schlagt eine Unterteilung der nicht-entziindlichen
Gefaerkrankungen in primér die Media betreffende und primér die Intima betref-
fende Verdnderungen vor. Diese Einteilung entspricht dem heutigen Verstandnis
fiir strukturelle Gefiiveranderungen, weisen Arteriosklerose und Atherosklerose
beziiglich ihrer Pathogenese doch relevante Unterschiede auf. Leider hat sich die-
se klare Trennung immernoch nicht iiberall durchgesetzt, wie aus der teilweise
unprazisen Verwendung der Begriffe Arteriosklerose und Atherosklerose in der Li-
teratur deutlich wird.

Wer sich mit strukturellen Gefaiverdnderungen beschéftigt, sollte jedoch klar
zwischen Arteriosklerose und Atherosklerose unterscheiden. Neben Differenzen un-
ter anderem hinsichtlich Ursachen und Pathogenese unterscheiden sich die bei-
den Erkrankungen auch beziiglich der Lokalisation der Kalkablagerungen in der
GefédBwand. Um die Unterschiede zu verstehen, sind Kenntnisse des physiologi-
schen GefaBaufbaus Voraussetzung:

Die exakte Zusammensetzung der einzelnen Wandschichten unterscheidet sich
je nach GeféBlart, die Grundstruktur ist aber bei allen Gefaflen dieselbe. Von In-
nen nach Auflen setzt sich ein Gefdfl aus folgenden Schichten zusammen (siche
Abbildung 1.1):

1. Tunica intima (Intima)
2. Tunica media (Media)

3. Tunica adventitia (Adventitia)

Die Intima bildet die Grenze zum Gefafflumen. Sie besteht aus dem Endothel,
bei welchem es sich um ein einschichtiges Plattenepithel handelt, und der Lamina
propria intimae, einer feinen Bindegewebsschicht. ¥

Die darauf folgende Media setzt sich aus glatten Gefamuskelzellen, engl. Vas-
cular smooth muscle cells (VSMCs) und Bindegewebe zusammen. Thre genaue
Zusammensetzung hingt von der Gefaflart ab. Bei Arterien vom elastischen Typ
(Aorta, abzweigende groe Arterien, Lungenarterien) besteht die Media zu grofien
Teilen aus elastischen Fasern, welche in fenestrierten, lamellaren Membranen an-
geordnet sind. Darin eingebettet liegen VSMCs, welche die Spannung des Gefafles
regulieren. Die Abgrenzung gegentiber den umgebenden Schichten ist nur undeut-
lich. Die Media von Arterien vom muskuléaren Typ (mittlere und kleinere Arterien)

besteht hauptséichlich aus VSMCs, welche nur von wenig Bindegewebe umgeben
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Abbildung 1.1: Aufbau einer GefaBwand (gesund und verdndert).

Oben: gesunde GefaBwand mit Intima, Media und Adventitia. Unten links: atherosklerotisch
verdnderte GefaBwand mit Lipidkern und Entziindungszellinfiltraten in der Intima (Athe-
rom). Unten rechts: arteriosklerotisch veranderte GefaBwand mit Kalziumeinlagerungen in
der Media, sowohl extra- als auch intrazellular.

sind. Zur Intima hin ist die Media durch die Membrana elastica interna abge-
grenzt, zur Adventitia hin durch die Membrana elastica externa.!”!

Die aulen gelegene Adventitia besteht aus Kollagenfasern und elastischen Fa-
sern. Sie stellt die Verbindung zum umgebenden Bindegewebe her. Bei grofieren
Gefaflen befinden sich in ihr vegetative Nervenfasern und Vasa vasorum zur Ver-
sorgung der GefiBwand. !

Bei der Atherosklerose sind die pathologischen Prozesse in der Intima lokalisiert
(sieche Abbildung 1.1, links). Es handelt sich um einen chronisch inflammativen
Prozess, bei dem es zur progressiven Einlagerung von Lipiden, Entziindungszellen
und VSMCs in die innerste Schicht der Gefafiwand kommt. Diese Atherome konnen,
miissen aber nicht kalzifizieren. Bei der Arteriosklerose dagegen steht der Kalzifi-
zierungsprozess im Vordergrund. Dabei kommt es zur Ablagerung von Kalzium-
kristallen in der Media von Arterien (sieche Abbildung 1.1, rechts).
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1.1 Die mediale vaskulare Kalzifizierung

Bei der medialen vaskuldren Kalzifizierung kommt es zur sowohl extra- als auch
intrazelluliren Ablagerung von Kalziumkristallen. ®! Extrazellulire Ablagerungen
sind in der extrazelluldren Matrix lokalisiert, haufig assoziiert mit fragmentierten
elastischen Fasern.®! Intrazellulire Ablagerungen befinden sich in den VSMCs
der Tunica media. Bei den Ablagerungen handelt es sich um ein variables Ge-
misch unterschiedlicher Kristalle. Den Hauptbestandteil bilden Hydroxylapatit
(Cay(PO4)sOH,) und das Magnesium-haltige Whitlockit ((Ca,Mg)s(POy)). 1011

Von Arteriosklerose betroffen sind Arterien unterschiedlicher Grofie und Lokali-
sation.'? Die Verkalkungen treten sowohl in groBen Arterien vom elastischen Typ
(insbesondere der Aorta descendens) auf,B) als auch in mittelgroBen und kleinen
muskuldren Arterien. Hierzu zédhlen unter anderem die mittelgroflen viszeralen Ar-
terien und die Nierenarterien, ®!? kleinere Arterien wie beispielsweise Koronar-,
Temporal-, Uterin-, Ovariar-, und Parathyreoidalarterien mit einem Durchmesser
von mindestens 0.5 mm!!* % und die Arterien der Extremitéten. 1%l

Dass die Media bei Arteriosklerose betroffen ist, steht aufler Frage. Allerdings
gibt es widerspriichliche Ansichten beziiglich einer moglichen Beteiligung der Tu-
nica elastica interna. Micheletti et al. untersuchten humane, als arteriosklerotisch
diagnostizierte Gefafiproben hinsichtlich einer Kalzifizierung dieser Schicht. Es
zeigte sich, dass bei allen untersuchten Proben auch die Tunica elastica interna

von der Kalzifizierung betroffen war. 1l

1.1.1 Pravalenz und Relevanz

Vaskulare Kalzifizierung ist ein unabhéangiger Marker fiir ein erhéhtes kardiovas-

1719 sowohl in Bezug auf die Morbiditit als auch auf die Mor-

kuldres Risiko, !
talitat. %29 Urséchlich hierfiir ist die Entwicklung von kardiovaskuliren Erkran-
kungen als Folgeerkrankung der Geféfiverkalkung, unabhingig von der zu Grunde
liegenden Diagnose. Die mediale Kalzifizierung ist ein Krankheitsbild ohne ein-
heitliche Atiologie. Verschiedene pathologische Ursachen fithren iiber verschiedene
Wege letztendlich zu denselben Verdanderungen. Die Kalzifizierung kann sich zwar
im Rahmen des natiirlichen Alterungsprozesses entwickeln, ist innerhalb einer ge-
sunden Population aber eher selten zu finden. ?!] Dagegen tritt sie gehéuft in Asso-
ziation mit verschiedenen Erkrankungen auf. Von besonderer Relevanz ist sie bei

chronischen Nierenerkrankungen %22 und bei Typ-2-Diabetes. 718 So lag in einer
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Untersuchung von Niksanen et al. die Pravalenz fiir Arteriosklerose bei neu dia-
gnostizierten Diabetikern bei 17 %.1'" Im Krankheitsverlauf steigt die Privalenz
weiter an, wie eine Studie von Lehto et al. mit bereits in Therapie befindlichen
Diabetikern zeigte. Hier wurde bei 41,5 % aller Patienten eine mediale Verkalkung
nachgewiesen. '8! Weitere, jedoch seltener mit medialer Kalzifizierung assoziierte
Erkrankungen sind unter anderem Hyperparathyreoidismus, Storungen des Vit-
amin D-Haushaltes, Vitamin K-Insuffizienz und Osteoporose.®) AuBerdem treten
Arteriosklerose und Atherosklerose haufig parallel auf. [

Eine besondere Rolle wird der Arteriosklerose bei chronischen Nierenerkrankun-
gen zuteil, da sie hier mit deutlich erhéhter Préavalenz auftritt®!! und mit einer
hohen Mortalitit assoziiert ist.[2%2324 Schon in frithen Stadien chronischer Nieren-
erkrankungen ist die Préivalenz fiir vaskulire Kalzifizierung deutlich erhoht. (2%:26]
Sigrist et al. konnten zeigen, dass bei 50 % der Patienten die mediale Kalzifizierung
bereits einsetzt, bevor der Patient dialysepflichtig wird. Schon eine nur geringfiigig
verminderte Nierenfunktion fiihrt zu einer erhohten kardiovaskulédren Morbiditéat
und Mortalitit. 42728 Im weiteren Krankheitsverlauf gewinnt diese Problematik
zunehmend an Bedeutung. Eine Schliisselposition als statistischer Marker nimmt
dabei der Eintritt in die Dialyse ein. Die Pravalenz fiir vaskulare Kalzifizierung
steigt bei dialysepflichtigen Patienten drastisch an, ebenso die Progression bereits
bestehender vaskuldrer Verdnderungen. 142939 Dabei ist ein Fortschreiten der Kal-
zifizierung ein unabhéngiger Marker fiir eine erhohte Mortalitdt, unabhédngig vom
Ausgangsstadium. ®!) Bei Dialysepatienten ist das statistische Risiko fiir kardio-
vaskuldre Erkrankungen deutlich erhoht, sodass ihre kardiovaskuldre Mortalitét
vergleichbar ist mit der einer deutlich dlteren gesunden Population. #2354

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die hauptsachliche Todesursache bei Pati-
enten mit chronischen Nierenerkrankungen.®>3% Sie sind verantwortlich fiir circa
50 % aller Todesfélle bei Dialysepatienten und Empfangern von Nierentransplan-
taten. 33 Die kardiovaskulire Mortalitdt ist bei Patienten mit Nierenerkran-
kungen im Endstadium um das 15- bis 30-Fache erhoht im Vergleich zur allge-
meinen Bevolkerung gleichen Alters. ) Dies gilt fiir alle Altersgruppen, beson-
ders pragnant ist der Unterschied jedoch bei jungen Patienten. In der Gruppe
der 25- bis 34-Jéhrigen ist die kardiovaskulére Mortalitét gegentiber der gesunden
Population gleichen Alters 500-fach erhoht.437 Unter diesen Umstanden ist es
nicht verwunderlich, dass es fiir Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen
wahrscheinlicher ist, infolge einer kardiovaskulédren Erkrankung zu sterben, als ein

Nierenversagen zu entwickeln. [3%:37)
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1.1.2 Klinische Auswirkungen

Ursache fiir das gehéufte Auftreten von kardiovaskuldaren Erkrankungen bei Pati-
enten mit medialer Kalzifizierung ist die zunehmende Versteifung der Gefifie. 3238
Diese wird durch die Verkalkung der Gefédfiwénde verursacht. Durch den Verlust
der Elastizitdt kommt es zur Beeintrédchtigung der arteriellen Himodynamik. Die
Folgen sind davon abhingig, welche GefiaBe betroffen sind.®! Die Effekte einer
gestorten Mikrozirkulation sind bisher nur unvollstandig verstanden. Es ist be-
kannt, dass es in fortgeschrittenen Stadien peripherer Verkalkung zu verminder-
ter Perfusion des Gewebes kommen kann. Dies kann zu einer Stase des arteriellen
Blutflusses und in dessen Folge zu diffuser Thrombenbildung fithren. %!

Die Auswirkungen von Kalziumeinlagerungen in der Makrozirkulation sind dage-
gen ausreichend bekannt. Eine Versteifung der groflen, herznahen Geféafle fithrt zu
erhohter Pulswellengeschwindigkeit, erhohtem systolischem Blutdruck, erhohtem
Pulsdruck, linksventrikularer Hypertrophie, myokardialer Ischamie und in letzter
Konsequenz zu kongestiver Herzinsuffizienz bis hin zu Herzversagen. 19323941 Ej-
ne wichtige Rolle spielt hierbei der progressive Verlust der Windkesselfunktion.
Physiologischerweise speichert die elastische Aorta die wahrend der Systole frei
werdende, iiberschiissige Energie und setzt sie in der Diastole wieder frei, was zu
einer effizienteren Nutzung der kardialen Arbeit fihrt. Besonders ausgeprégt ist
dieser Effekt im Aortenbogen, wo die mechanische Belastung am hochsten ist, was
sich histologisch in einem besonders hohen Elastin-Gehalt widerspiegelt.*!) Eine
durch Kalzifizierung eingeschrankte Windkesselfunktion fithrt zu einem Anstieg
des Pulsdrucks (Differenz zwischen systolischem und diastolischem Blutdruck),
insbesondere durch eine Erhéhung des systolischen Blutdrucks,*? und zu einer
messbaren Erhohung der arteriellen Pulswellengeschwindigkeit. *!) Diese hat eine
zusétzliche Steigerung des systolischen Blutdrucks zur Folge: Der zentrale arteri-
elle Druck setzte sich aus einer orthograden (mit dem Blutfluss flieBenden) Welle
und einer retrograden (gegen den Blutfluss flieBenden) Welle zusammen. [*3 Letz-
tere entsteht durch die Reflektion der orthograden Welle in der Peripherie.* Im
gesunden Geféaf} erreicht die retrograde Welle die herznahen Bereiche wahrend der
Diastole und tragt zum diastolischen Blutdruck bei. Wenn es jedoch aufgrund
versteifter Gefédfle zu einer erhohten Pulswellengeschwindigkeit kommt, trifft die
retrograde Pulswelle vorzeitig, bereits wiahrend der spéten Systole wieder in der
Aorta ein.*¥ Dadurch treffen orthograde und retrograde Pulswelle aufeinander.

Die beiden Wellen addieren sich und fithren so zu einer weiteren Steigerung des
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systolischen Blutdrucks. 40414445 Zygleich fehlt die retrograde Welle beim diasto-
lischen Blutdruck, sodass dieser absinkt.

Der verminderte diastolische Blutdruck schrankt die Durchblutung der Koronar-
gefifBe ein, was zu einer myokardialen Ischamie fithren kann. ! Durch die verrin-
gerte Pulsatilitit kann die Organperfusion beeintréichtigt werden. ! Des Weiteren
kommt es zu einer Erhohung der Nachlast, wodurch die vom Herzmuskel zu erbrin-
gende Leistung erhoht wird. *! Dies kann zu linksventrikulérer Hypertrophie, 1941

4146 und letztendlich zu Herzversagen 47 fithren.

diastolischer Dysfunktion!|

Die Kombination aus erhohtem systolischen Blutdruck und vermindertem dia-
stolischen Blutdruck fithrt zu einem erhohten Pulsdruck.*® Dieser kann als In-
dikator fiir die Versteifung und damit fiir die Kalzifizierung der grofien arteriel-
len Gefifle herangezogen werden.*’! Einen deutlich besseren prognostischen Wert
hat allerdings die Pulswellengeschwindigkeit der Aorta, mit der man einen aussa-
gekréftigen Marker fiir eine zukiinftige kardiovaskuldre Problematik und fiir die
allgemeine Sterblichkeit hat.*] Die Pulswellengeschwindigkeit beschreibt die Ge-
schwindigkeit, mit der sich eine Pulswelle im Gefafl fortbewegt. Sie betrigt bei
einem gesunden Zwanzigjéhrigen in der Aorta circa 4,5 m/s und steigt bei einem
gesunden Siebzigjahrigen um das 2,5-Fache auf 10 — 11 m/s. Prinzipiell lisst
sich die Pulswellengeschwindigkeit zwischen zwei beliebigen Stellen des vaskuldren
Systems bestimmen. Es hat sich jedoch gezeigt, das die Pulswellengeschwindigkeit
der Aorta eine deutlich hohere Aussagekraft in Hinblick auf kardiovaskulare Er-
krankungen und die allgemeine Sterblichkeit hat, als Messungen, welche die Geféfie
der distalen Gliedmafen miteinbeziehen.®™® Mehrere Studien haben gezeigt, dass
die Pulswellengeschwindigkeit der Aorta die beste nicht-invasive Methode zur Un-
tersuchung der Gefafiversteifung ist. Sie zeigt eine hohe Korrelation mit dem Risi-
ko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen und hat eine deutlich bessere prognostische
Aussagekraft als der Blutdruck. *°)
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1.1.3 Pathogenese

Lange Zeit wurde die mediale vaskulare Kalzifizierung als ein rein passiver Pro-
zess interpretiert, bei dem es zur Ablagerung von Kalziumphosphaten in der
GefédBBwand kommt, sobald die Loslichkeit im Blut tiberschritten ist. Diese Theo-
rie konnte in den letzten Jahren widerlegt werden und gilt heute als obsolet. Bei
der medialen vaskuldren Verkalkung handelt es sich um einen aktiv regulierten
Prozess, welcher der Osteogenese dhnelt und bei dem eine grofie Anzahl an un-
terschiedlichen Faktoren und Mechanismen eine Rolle spielen. Einen Uberblick
hieriiber gibt Abbildung 1.2. Die genaue Pathogenese der Arteriosklerose ist in
den letzten Jahren Gegenstand intensiver Forschung gewesen. Obwohl zahlrei-
che Signalwege identifiziert wurden, ist ihr exakter Zusammenhang nach wie vor
nicht vollstdndig geklart. Dies mag auch damit zusammenhéangen, dass die vas-
kulire Kalzifizierung keine eigensténdige Krankheit mit einheitlicher Atiologie ist,
sondern eine Folgeerscheinung verschiedener Erkrankungen darstellt, sodass dem
Verkalkungsprozess moglicherweise unterschiedliche Pathomechanismen zugrun-
de liegen.!! Die ablaufenden Prozesse dhneln stark der Knochenbildung. Inzwi-
schen haben sich mindestens drei Schliisselereignisse herauskristallisiert, welche
den pathologischen Mineralisierungsprozess im Geféfl fordern und die mit hoher
Wahrscheinlichkeit parallel ablaufen: (1) Bildung von Kristallisationszentren, (2)
Verlust von Kalzifizierungsinhibitoren, (3) osteochondrogene Transdifferenzierung
vaskuldrer Zellen.®d Diese Schliisselereignisse werden durch urdamische Bedingun-
gen herbeigefithrt.®? Dazu gehéren Hyperphosphatdmie und Hyperkalzamie 24
und Urédmietoxine, welche zu oxidativem Stress fithren. ®' 53 AuSerdem kann unter
anderem der therapeutische Einsatz von Warfarin und hoch dosiertem Vitamin D
die Kalzifizierung begiinstigen. >4

Auch wenn eine gestorte Kalzium-Phosphat-Homdoostase nicht alleiniger Verur-
sacher der Gefédfiverkalkung ist, so spielt sie doch eine wichtige Rolle. Insbesondere
die Hyperphosphatédmie korreliert beim Menschen mit der Ausbildung einer vas-
kuldren Kalzifizierung und mit der Mortalitétsrate.®® Diese Zusammenhénge sind
im Tiermodell reproduzierbar, auflerdem kann hier durch eine verminderte Phos-
phatzufuhr die Kalzifizierung deutlich verringert werden.®%%" Unter urdmischen
Bedingungen kommt es zur Bildung von Kalziumphosphat-Nanokristallen, °% wel-
che in VSMCs akkumulieren und so zur Verkalkung beitragen. Zuséatzlich wird
dadurch der intrazellulire Kalziumspiegel erhoht,®! was einen zytotoxischen Ef-

fekt hat.®®% Die Zellen sterben ab und hinterlassen nekrotischen Zelldebris, wel-
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Verlust von Kalzifizierungsinhibitoren
Fetuin A - MGP - PPi - OPN - u.a.

Vesikel | > @@@ Kalzifizierung
Bildung und Kalzifizierung @
von Kristallisationszentren @
Nano-
kristalle

Elastase

Uramie
GesundeVsmc - P

- Ca2-t

- Uramietoxine

Arzneimittel
- Warfarin
- Vitamin D

Elastin

Osteochondrogene Transdifferenzierung
Expression von osteogenen Markern:
Runx2/Cbfal - ALP - Osteokalzin - BMP2 - u.a.
Verlust von kontraktilen Markern:

1: Apoptotische Korperchen, Matrixvesikel, nekrotischer Zelldebris SM22« - «-SM Aktin - u.a.

Abbildung 1.2: Pathogenese der vaskuldren Kalzifizierung.

Unter uramischen Bedingungen kommt es zur Kalzifizierung von GefaBwanden. Eine wichtige
Rolle spielen dabei der Verlust von Kalzifizierungsinhibitoren, die Bildung von Kalzifikations-
zentren (Vesikel und fragmentiertes Elastin) und die osteochondrogene Transdifferenzierung

vaskularer Zellen.

VSMC=vascular smooth muscle cell (glatte GefaBmuskelzelle), MGP=Matrix gla protein, PPi=Pyrophosphat, OPN=
Osteopontin, Runx2=Runt-related transcription factor 2, Cbfal=Core-binding factor1, ALP=Alkalische Phosphatase,
BMP2=Bone morphogenetic protein 2, SM=Smooth muscle.

cher als Kristallisationszentrum fiir die Ablagerung von Kalziumphosphatkristal-
len dient.? Ebenfalls eine Rolle als Kristallisationszentren spielen Matrixvesikel
und apoptotische Korperchen. Matrixvesikel werden von den Plasmamembranen
lebender Zellen abgespalten, wihrend apoptotische Korperchen bei der Apopto-
se von VSMCs entstehen. 61 Dabei handelt es sich um physiologische Prozesse,
welche im gesunden Organismus ohne Folgen bleiben, da die Vesikel mit Kal-
zifizierungsinhibitoren gefiillt sind, welche eine Einlagerung von Hydroxylapatit
verhindern. 6192 Unter uridmischen Bedingungen kommt es zum einen zur ver-
mehrten Sekretion dieser Vesikel,®3 zum anderen zu einem Inhibitoren-Mangel,
wodurch die Vesikel kalzifizieren. In der extrazellularen Matrix konzentrieren sich
die Kristallablagerungen auf das Elastin (im Gegensatz zum Knochen, wo sich die
Kristalle bevorzugt an Kollagen I ablagern). Bei Urdmie kommt es durch Elastase
und andere Proteasen zu einer Fragmentierung des Elastins, wodurch seine Wir-

kung als Kristallisationszentrum gefordert wird. 646

Der Einfluss der Kalzifizierungsinhibitoren ist nicht auf die Kristallisationszen-
tren beschrankt. Sie kommen sowohl intra- als auch extrazellular vor und be-

einflussen die Kalzifizierung an unterschiedlichen Punkten. Eine kalzifizierungs-
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inhibierende Wirkung haben unter anderem Fetuin A, Matrix Gla Protein (MGP),
Pyrophosphat (PPi) und Osteopontin (OPN).[%6-68] Fetuin A ist ein potenter In-
hibitor, dessen Relevanz im Fetuin A-defizienten Mausmodell deutlich wird, in

69 Ein Zusam-

welchem die Tiere eine massive Weichteilkalzifizierung entwickeln. |
menhang zwischen niedrigem Fetuin A-Level und der Kalzifizierung der abdomina-
len Aorta, unabhéngig von der Nierenfunktion, konnte auch in klinischen Studien
nachgewiesen werden. ™ Fetuin A zirkuliert im Organismus, hat aber ebenso eine
lokale, intrazellulare Wirkung. Es verhindert die Kristallablagerung um Kolla-

] und akkumuliert in Matrixvesikeln und apoptotischen Koérperchen,

genfasern
wodurch deren Wirkung als Kristallisationszentren eingeschrénkt wird. 62 MGP-
defiziente Méause entwickeln innerhalb von 2 Monaten eine derart massive arterielle
Kalzifizierung, dass es zu einer Aortenruptur kommt.[™ MGP inhibiert in seiner
[-carboxylierten Form den potenten osteogenen Faktor Bone morphogenetic prote-
in 2 (BMP-2), welcher zur Transdifferenzierung vaskulérer Zellen beitrigt. ™ Die
B-Carboxylierung ist Vitamin K-abhangig, weshalb Warfarin zur vaskularen Kal-
zifizierung beitrigt. ™ Des Weiteren bindet MGP Kalziumionen und mindert da-
durch das Kristallwachstum.[™ PPi ist ebenfalls ein wichtiger Faktor, [ welcher
sowohl die Bildung von Hydroxylapatitkristallen"” als auch die osteochondroge-
ne Transdifferenzierung von VSMCs inhibiert. ™7 OPN hemmt die Kalzifizierung
durch Bindung an Hydroxylapatitkristalle!®” und indem es zur Aktivierung von

Osteoklasten beitragt. 5!

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Kalzifizierung ist die unter urdmischen
Bedingungen stattfindende Transdifferenzierung vaskularer Zellen. VSMCs sind
grofitenteils mesenchymalen Ursprungs und weisen eine phénotypische Plastizitét
auf, welche an Eigenschaften mesenchymaler Stammzellen erinnert. 82 Diese Plas-
tizitdt fordert die Transdifferenzierung kontraktiler VSMCs iiber einen syntheti-
sierenden /proliferativen Phanotyp bis hin zu einem osteochondrogenen Phénotyp,
welcher die Kalzifizierung vorantreibt.®3 Neben den VSMCs konnen auch vas-
kulire Perizyten und mesenchymale Stammzellen transdifferenzieren.?!l Betrof-
fene Zellen exprimieren Marker, welche normalerweise auf Knochen- und Knor-
pelzellen beschréankt sind, unter anderem die Transkriptionsfaktoren Runt-related
transcription factor 2 (Runx2)/Core-binding factor 1 (Cbfal) und Sox9, sowie
die Mineralisierung regulierende Proteine wie beispielsweise alkalische Phospha-
tase (ALP), Osteokalzin, OPN und Sialoprotein.32#4 Zugleich gehen Marker wie
wie Smooth muscle (SM)22a und «a-SM Aktin, welche charakteristisch fiir kon-
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traktile Zellen sind, verloren.[®® Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass der
Transkriptionsfaktor Runx2/Cbfal eine Schliisselrolle bei der Transdifferenzierung
spielt. 3280 Er ist bereits in frithen Stadien der Transdifferenzierung hochreguliert,
wobei seine Exprimierung unter anderem durch Faktoren wie erhohtes Phosphat,
welches iiber die Phosphat-Transporter Pit1 und Pit2 von den VSMCs aufgenom-
men wird,®” und oxidativen Stress®¥ gefordert wird. Weitere Transkriptions-
faktoren, welche die osteochondrogene Transdifferenzierung férdern, sind Osterix,
Msx2 und DDX5.32%] Das in osteochondrogenen vaskuliren Zellen verstérkt syn-
thetisierte Enzym ALP, welches physiologischerweise eine zentrale Rolle bei der
Ossifikation von Knochen spielt, ist auch bei der vaskuldren Kalzifizierung von
Bedeutung. Es hydrolysiert und inaktiviert damit den Kalzifizierungs-Inhibitor
PPi und setzt zugleich Phosphationen frei, welche die Bildung von Hydroxylapa-

titkristallen fordern. (89901

Weitere regulierende Faktoren im komplexen Kalzifizierungsprozess sind unter
anderem die zelluldre Seneszenz, *? die Triade aus RANK/RANKL/OPG (Recep-
tor activator of nuclear factor-xB (ligand)/Osteoprotegerin), welche die Osteo-

klastenaktivierung reguliert,®1:92

Bone morphogenetic proteins (BMPs) (Wachs-
tumsfaktoren, die die Osteogenese regulieren), ™ und microRNAs, die die trans-

lationale Regulierung beeinflussen. ]

Ein Faktor, dessen Einfluss auf die vaskuldare Kalzifizierung bisher nur wenig
untersucht ist, ist die Rolle des Endothels. Es gibt jedoch einige Erkenntnisse,
die darauf hinweisen, das ein defektes Endothel zur vaskularen Kalzifizierung bei-
tragt. Endotheliale Dysfunktion geht mit einer verminderten Sekretion des poten-
ten Vasodilatators Stickstoffmonoxid einher. Sowohl im Tiermodell®® als auch im
Menschen [®¥ konnte nachgewiesen werden, dass Stickstoffmonoxid einen positiven
Effekt auf die Gefaflelastizitdat hat. McEniery et al. konnten in gesunden Proban-
den eine negative Korrelation zwischen endothelialer Funktion und Gefafsteifigkeit
aufzeigen. %! AuBerdem belegen in vitro-Ergebnisse, dass Stickstoffmonoxid die os-

[96]

teogene Transdifferenzierung von VSMCs hemmt. ”® Ein weiterer mit dem Endo-

thel verkniipfter Faktor, welcher ebenfalls eine Rolle bei vaskuldren Erkrankungen
spielt, sind reaktive Sauerstoffspezies, engl. Reactive ozygen species (ROS). Oxida-
tiver Stress fithrt in vitro zu osteogener Transdifferenzierung und folglich zu Kal-

(88,97

zifizierung. I AuBerdem iiben einige die Kalzifizierung férdernde Substanzen

ihren Einfluss iiber gesteigerte ROS Produktion aus.!%*%? Mit Uridin-Adenosin-
Tetraphosphat (UpsA) ist zudem ein kalzifizierungsfordernder Faktor bekannt,

welcher aus dem Endothel sezerniert wird. 8!
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1.2 Modelle fiir mediale vaskulare Kalzifizierung

Um die der medialen vaskuléren Verkalkung zugrunde liegenden Vorgange zu un-
tersuchen, wurden in den letzten Jahrzehnten verschiedene Modelle entwickelt,
welche inzwischen fest etabliert sind und im Forschungsalltag routineméflig einge-

setzt werden.

1.2.1 In vitro- und ex vivo-Modelle

Die Zellkultur ist ein haufig angewandtes Modell, um den Einfluss verschiedener
Substanzen auf den Kalzifizierungsprozess vaskulérer Zellen zu untersuchen. Ne-
ben diversen anderen Zelltypen werden in erster Linie VSMCs eingesetzt. Durch
Verwendung eines speziellen Kalzifizierungsmediums wird die Kalzifizierung der
Zellen induziert. Die in der Literatur beschriebenen Medien dhneln einander,
variieren aber in ihrer exakten Zusammensetzung. Als Grundlage dient dabei
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) mit niedrigem (1,0 g/1) oder hohem
(4,5 g/1) Glucose-Gehalt, welchem Fetal calf serum (FCS) (10 — 20 %) zugesetzt
wird. Um die Kalzifizierung zu induzieren wird eine Phosphatquelle hinzugegeben,
meistens in Form von -Glycerophosphat, 19192 quBerdem diverse weitere Sub-
stanzen, die die Kalzifizierung unterstiitzen, unter anderem Ascorbinsiure!®%%%
und Natriumpyruvat. 19194 Eine Ergéinzung zu diesen in vitro-Modellen stellen
ex vivo-Modelle dar. Hierbei werden anstelle isolierter Zellen ganze Gefdfiringe,
beispielsweise aus der Aorta oder der Arteria (A.) carotis communis in den glei-

chen Medien inkubiert,. [76:98,99,105]

1.2.2 In vivo-Modelle

Es gibt verschiedene in vivo-Modelle zur Untersuchung der medialen vaskuléren
Kalzifizierung. Eine gewisse Herausforderung stellt dabei die relativ hohe natiir-
liche Resistenz von Kleinnagern gegen vaskuldre Kalzifizierung dar. Um in den
Modellen zuverlassig eine Kalzifizierung zu induzieren, miissen daher mehrere
kalzifizierungsfordernde Aspekte zusammenkommen. Die meisten Modelle ahmen
die pathologischen Zustdnde bei Urdmie nach, indem sie eine Niereninsuffizienz
induzieren. Die Gefaverkalkung wird zuséatzlich durch die Hinzugabe kalzifizie-
rungsférdernder Substanzen unterstiitzt. 196197 Auferdem gibt es diverse transge-

ne und Knockoutmodelle, mit welchen sich der Einfluss einzelner Faktoren beob-
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achten lisst. %% Die beiden géingigsten Urdmie induzierenden Modelle sind das %
Nephrektomie-Modell und das Adenin-Modell.

%6 Nephrektomie-Modell

Das % Nephrektomie-Modell ahmt den bei chronischer Niereninsuffizienz auftre-
tenden progressiven Verlust der Nephrone nach. Die Methode wurde erstmals 1923
von Chanutin und Ferris beschrieben ' und wird in modifizierten Varianten nach
wie vor angewandt. Im Rahmen zweier chirurgischer Eingriffe werden eine parti-
elle und eine totale Nephrektomie vorgenommen. Bei der partiellen Nephrektomie
wird mit unterschiedlichen Techniken (Resektion oder Ligatur beider Nierenpo-
le, Elektrokoagulation der Nierenrinde, partielle Ligatur der Nierenarterien) %3
des Nierengewebes einer Niere zerstort. Nach einer adédquaten Erholungspause (in
der Regel eine Woche) wird in einer zweiten Operation die kontralaterale Niere
vollstandig entfernt. 109110

Durch die Reduzierung des Nierengewebes wird eine gering- bis mittelgradige
Niereninsuffizienz verursacht. Um eine vaskulédre Kalzifizierung zu induzieren, ist
eine % Nephrektomie alleine jedoch nicht ausreichend. Um eine zuverlassige Mi-
neralisierung herbeizufithren muss zusétzlich 1a,25(OH)sVitamin D3 oral, sub-
kutan oder intraperitoneal appliziert werden.'™ 15 Mit dieser Methode lisst
sich eine diffuse, hochgradige Kalzifizierung der gesamten Aortenwand, sowohl
in der thorakalen als auch in der abdominalen Aorta induzieren.™? Dieses Mo-
dell fiir Urdmie-assoziierte arterielle Kalzifizierung zeigt eine reproduzierbare und

vergleichbar stark ausgeprigte Kalzifizierung bei allen Tieren. 106!

Adenin-Modell

Beim Adenin-Modell wird die Niereninsuffizienz und damit die daraus folgende
vaskuldre Kalzifizierung nicht-invasiv durch die orale Verabreichung von Adenin
mit dem Futter induziert. Adenin ist eine physiologisch im Koérper vorkommende
Purin-Base. Bei der Verstoffwechselung stellt das Enzym Adenin-Phosphoribosyl-
transferase den limitierenden Faktor dar. Wenn durch iibermafiige Verabreichung
von Adenin die Kapazitiat des Enzyms iiberschritten wird, wird das tiberschiissige
Adenin zu 2,8-Dihydroxyadenin oxidiert. "% Dieses wird mit dem Urin iiber die
Nieren ausgeschieden. Aufgrund seiner schlechten Loslichkeit kommt es zur Pre-

zipitation in der Niere, wo die Kristalle zu einer Beschiddigung der Nierentubuli
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fithren. Folge sind Entziindung, Obstruktion und eine ausgeprégte Fibrose der Tu-
buli. M7 Diese Schiadigung der Niere fithrt zu einer chronischen Niereninsuffizienz
und infolge zu einer medialen vaskuldren Kalzifizierung.

Das Adenin wird mit einer speziellen Didt verabreicht. Die ehemals iibliche Ver-
abreichung von 0,75 % Adenin tiber 4 Wochen fiihrt zu einer mittel- bis hochgradi-
gen medialen Kalzifizierung der Aorta, ' allerdings nur bei circa 50 % der Tiere.
Eine Verringerung des Proteingehalts auf 2,5 % fithrt zwar zu einer zuverlassigen
Kalzifizierung, hat aber auch einen massiven, tierschutzrelevanten Gewichtsver-
lust zur Folge. ™ Eine Diét, welche beide Probleme merklich reduziert, beinhaltet
einen verringerten Adeningehalt von 0,25 % und einen Proteingehalt von 6 %. Sie
fithrt zu einer zuverldssigen Kalzifizierung bei nur geringem Gewichtsverlust. 2%

Ein Vorteil der Adenin-Didt gegeniiber der % Nephrektomie ist, dass weder
ein chirurgischer Eingriff, noch eine Vitamin D-Gabe vonnéten ist. Somit ist die
Methode mit einem geringen Arbeitsaufwand verbunden und geht fiir die Ver-
suchstiere mit einer im Vergleich niedrigeren Belastung einher. Jedoch ist die Me-
thode bislang, im Gegensatz zur % Nephrektomie nur bei Ratten, jedoch nicht

bei Mausen beschrieben.



2 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Etablierung eines neuen physiologi-
schen ex vivo-Modells zur Erforschung der vaskuldren Kalzifizierung: Die Isoliert
perfundierte Aorta (IPA). Das neue Modell soll zur Kldrung der Frage beitra-
gen, welche Rolle das Endothel bei der Gefdfiverkalkung spielt, weshalb es eine
gezielte Beeinflussung des Endothels ermoglichen muss. Aulerdem soll es die phy-
siologischen Vorgénge im Korper besser nachahmen als bestehende in vitro- und
ex vivo-Modelle und mit weniger Belastung fiir die Versuchstiere verbunden sein
als in vivo-Modelle.

Diese Anforderungen fithrten zu der Idee eines Modells, in welchem ganze iso-
lierte Aorten mit Zellkulturmedien perfundiert werden. Folgende Vorgehensweise
war geplant: Es wird eine Kammer entwickelt, in welche die praparierten Aor-
ten eingespannt werden. Eingebunden in ein Schlauchsystem werden sie Teil eines
geschlossenen Kreislaufs, durch den ein Perfusionsmedium, entsprechend den eta-
blierten Medien aus Zellkultur-Modellen, gepumpt wird. Durch Hinzufiigen einer
Phosphatquelle soll die Kalzifizierung der Gefaiwandwand induziert werden. Die
Aorten werden fir 14 Tage im Brutschrank perfundiert und im Anschluss hinsicht-
lich ihres Kalziumgehaltes untersucht. Nach seiner Etablierung soll das Modell
genutzt werden, um den Einfluss des Endothels und verschiedener Substanzen auf
den Kalzifizierungsprozess zu untersuchen.

Bei der Entwicklung und Etablierung der IPA galt es folgende Punkte zu kléaren:

Methodenetablierung
« Entwicklung und Optimierung der Techniken zur Aortenpréaparation (Ent-
nahme, Vorbereitung)
o Optimierung der Zusammensetzung der verwendeten Medien
o Zusammenbau, Handhabung und Pflege der Perfusionskammer
e Versuchsablauf, Entwicklung einer Technik zum Medienwechsel

e Erkennen und Beheben von Fehlerquellen

Proof of Concept
o Kann mittels Kalzifizierungsmedien eine mediale Kalzifizierung induziert
werden?

o Erhebung von Vergleichsdaten fiir spéatere Versuche






3 Material

3.1 Gerate

Analysewaage

Autoklav (Systec VX-150)
Binokular

Bipolare Pinzette non-stick red
Brutschrank (MCO-19AIC)
Geldokumentationsanlage

Gewebeeinbettautomat

Hochfrequenz-Chirurgiegerit ME 102

Kihlplatte MPS/C

Mikrochirurgisches Besteck

Mikroskop Olympus CK 40

Mikrotom (Microm HM340E)

Multiskan Spektrum

Paraffinausgieflstation

pH-Meter (Calimatic 761)

Pipetten

Plattenschiittler (MTS 2/4 digital)

Prazisionswaage

Pumpe (Ecoline VC-MS/CA 8-6)

Rotations-Vakuum-Konzentrator
(SpeedDry 2-33 IR)

Section Transfer System

Spektrophotometer

Stereomikroskop (2000-C)

Streckbad

Thermomixer

Trockenschrank

Wasseraufbereitungssystem
Wasserbad

Sartorius (Gottingen, D)

Systec GmbH (Wettenberg, D)
Helmut Hund (Wetzlar, D)

KLS Martin (Tuttlingen, D)
Panasonic (Kadoma, JPN)

Vilber Lourmat (Eberhardzell, D)
Thermo Fisher Scientific (Bonn, D)
KLS Martin (Tuttlingen, D)

Slee (Mainz, D)

Fine Science Tools (Heidelberg, D)
Olympus (Hamburg, D)

Thermo Fisher Scientific (Bonn, D)
Thermo Fisher Scientific (Bonn, D)
Leica Mikrosysteme (Wetzlar, D)
Knick (Berlin, D)

Eppendorf (Hamburg, D)
IKA®-Werke (Staufen, D)
Sartorius (Gottingen, D)
Ismatec/IDEX (Wertheim, D)
Martin Christ (Osterode am Harz, D)

Thermo Fisher Scientific (Bonn, D)
Thermo Fisher Scientific (Bonn, D)
Carl Zeiss (Oberkochen, D)

Boekel Scientific (Feasterville, USA)
Eppendorf (Hamburg, D)

Thermo Fisher Scientific (Bonn, D)
Elga (Celle, D)

Julabo (Seelbach, D)
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3.2 Verbrauchsmaterialien

3-Wege-Hahn Discofix®

Biopsiekassetten M507 Micromesh'

Falcon® Centrifuge Tubes
Kombi-Stopfen
Mikrotomklingen N35/S35
Nunc™ 96-Loch-Platte
Objekttrager SuperFrost® plus
Pipettenspitzen
Pumpenschlauch Tygon®
R3607, violett-violett
Reaktionsgefafl mit Schraubdeckel
Reaktionsgefifle
Schlauch Tygon® 3350 Platin
Schlauchklemmen
Silikon-Pumpenschlauch CH28.1
Skalpell No. 15/20
Spitzenfilter 0,22 pm
Sterilfilter 0,22 um (Steritop)

Venenverweilkatheter (Vasofix Safety)

Zellkulturschalen (@22 cm?)

3.3 Tierhaltung

Alleinfuttermittel fur

Ratten & Mause-Haltung (V1535-000)

Wistar-Ratten RjHan:WI

B. Braun (Melsungen, D)

Simport (Beloeil, CAN)

VWR (Darmstadt, D)

Fresenius Kabi (Bad-Homburg, D)
pfm Medical AG (Koéln, D)

Thermo Fisher Scientific (Bonn, D)
R. Langenbrinck (Emmendingen, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
Ismatec/IDEX (Wertheim, D)

Sorenson (Salt Lake City, USA)
Eppendorf (Hamburg, D)
Ismatec/IDEX (Wertheim, D)
Bel-Art Products (Wayne, USA)
Carl Roth (Karlsruhe, D)

pfm medical AG (Kéln, D)

TPP (Trasadingen, CH)

Merck Millipore (Darmstadt, D)
B. Braun (Melsungen, D)

TPP (Trasadingen, CH)

Ssniff (Soest, D)

Janvier (Le Genest-Saint-Isle, F)
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3.4 Chemikalien

Aceton

Alizarin-Rot

Ascorbinsédure

Biozidal ZF

Colorimetric Kalzium Assay Kit
DMEM (4,5 g/1 Glc, mit Phenolrot)
Eindeckmedium Cytoseal

Fosin Y-Losung

Ethanol (96 %, 99 %)

FCS

Formaldehyd-Lsg. (4 %, gepuffert)
a-D-Glucose

H,SO,4 (96 %)

HCI (1 M)

Isofluran Forene®

KCl1

Meyer’s Himatoxylin-Losung
MgCly

NaCl

NaH,POy

NaOH

Natriumthiosulfat

NH,OH

Paraffin

PBS

Penicillin/Streptomycin 10000 U/ml
Pentobarbital-Natrium: Narcoren®
Pyrogallol

Roti®-Histol

Silbernitratlosung (5 %)

Carl Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
WAK-Chemie (Steinbach, D)
ScienCell (Carlsbad, USA)
Biochrom (Berlin, D)

Thermo Fisher Scientific (Bonn, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Herbeta Arzneimittel (Berlin, D)
Biochrom (Berlin, D)

Herbeta Arzneimittel (Berlin, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Carl Roth (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
AbbVie (Ludwigshafen am Rhein,D)
Merck (Darmstadt, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Carl Roth (Karlsruhe, D)

Merck (Darmstadt, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Merck (Darmstadt, D)

Merck Millipore (Darmstadt, D)
Biochrom (Berlin, D)

Biochrom (Berlin, D)

Merial (Hallbergmoos, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)
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3.5 Software und Datenbanken

GIMP 2.8 Open Source

GraphPad Prism 5.0 GraphPad Software (Philadelphia, USA)
JabRef Open Source

Microsoft Office 2010 Microsoft (Redmond, USA)

MikTex 2.9 Open Source

Skanlt™ Software 2.4.2 Thermo Fisher Scientific (Bonn, D)
Texmaker Open Source

US National Library of Medicine http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
National Institutes of Health
(PubMed)

Zeiss ZEN 2012 lite Carl Zeiss (Oberkochen, D)
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Die Entwicklung und Etablierung der Methoden stellen einen groffen Teil der
Arbeit dar, daher werden die Methoden in diesem Kapitel zusammenfassend be-

schrieben und im Ergebnisteil ausfiihrlicher erlautert.

4.1 Tiere und Tierhaltung

Die Aorten stammten von méannlichen Wistar-Ratten mit einem durchschnittli-
chen Alter von 70 £+ 9 Tagen und einem durchschnittlichen Gewicht von 400 £+ 37 g.
Die Ratten wurden je nach Alter in Gruppen von 2 — 6 Tieren in Typ 4-Kéfigen
gehalten. Leitungswasser und Standard-Futter standen ad libitum zur Verfiigung.
Die Raumtemperatur betrug 23 + 1 °C bei einer Luftfeuchtigkeit von 45 + 10 %.
Es wurde ein Tag-Nacht-Rhythmus von 12 h vorgegeben.

Fir die Organentnahme lag eine Erlaubnis zur Durchfiihrung von Tierexperi-
menten des Landesamtes fiir Gesundheit und Soziales Berlin (LAGeSo) vor (Ak-
tenzeichen O 0212/02).

4.2 Rattenaorten

Die Tiere wurden mit 200 mg/kg Pentobarbital-Natrium (Narcoren® 16 g/100 ml)
intraperitoneal narkotisiert. Sehr nervose Tiere wurden zuvor inhalativ mit Isoflu-
ran (Forene®) betiubt. Die Narkosetiefe wurde mittels Reflexpriifung kontrolliert.
Das Abdomen wurde in der Medianen erdffnet. Die linke Niere wurde zur Sei-
te geklappt, wodurch die Aorta freigelegt wurde. Der Thorax wurde beidseitig
geoffnet und abgetrennt. Lungen und Thymus wurden entnommen, der Aorten-
bogen moglichst herznah abgetrennt und das Herz entnommen, wodurch der Tod
des Tieres herbeigefithrt wurde.

Die Aorta wurde vom Aortenbogen bis etwa zu den Nierenabgéngen entnommen
und in eine Zellkulturschale mit Phosphate buffered saline (PBS) tiberfiithrt. Das
Bindegewebe wurde vorsichtig entfernt, wobei die Gefdlabgénge nicht abgetrennt
werden durften. Es wurde eine Schemazeichnung der Aorta angefertigt, auf welcher
die Positionen der GefdBabgénge markiert wurden. Mit Hilfe eines Hochfrequenz-
Kauters (Einstellung: Stufe 2 von 10. Stufe 10 entspricht 80 W an 100 €2) und einer



22 4 Methoden

bipolaren Pinzette wurden alle abgehenden Gefafle durch Koagulation verschlos-
sen und die Aorta auf die gewiinschte Linge gekiirzt. Die Endstiicke wurden als
Kontrollstiicke (K) genutzt, wobei ein Stiick direkt zur Dekalzifizierung in 0,6 M
HCl1 gegeben wurde (Kg), wiahrend der Rest fiir 14 Tage in Medium inkubiert
wurde.

Die praparierten Aorten und die Kontrollstiicke wurden bis zum Zusammen-
bau der Kammer in sterilem Medium im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,

zwischengelagert.

4.3 Perfusionskammer

Die Perfusionskammer wurde in Kooperation mit der hauseigenen Werkstatt ge-
plant und gebaut. Sie ermoglichte das Einspannen von bis zu 6 Aorten, die tiber
ein Schlauchsystem in einen geschlossenen Kreislauf eingebunden waren. Durch
diesen Kreislauf wurde mittels einer peristaltischen Pumpe das Perfusionsmedium

gepumpt. Eine detaillierte Beschreibung der Kammer findet sich in Kapitel 5.1.7.

4.4 Nahrmedien

Fiir den Versuch wurden zwei verschiedene Arten von Medien benotigt: Ein dufleres
Néahrmedium, das in die Kammer gefiillt wurde und die Aorten von auflen umgab

und ein Perfusionsmedium, mit welchem die Aorten perfundiert wurden.

4.4.1 AuBeres Nihrmedium

Als dufleres Nahrmedium wurde eine selbst hergestellte modifizierte Tyrodelosung
(im Folgenden Tyrode genannt) verwendet. Ihre genaue Zusammensetzung ist Ta-

belle 4.1 zu entnehmen.

Es wurde eine zehnfach konzentrierte Stammlésung angesetzt und im Kiihl-
schrank bei 4 °C aufbewahrt. Bei Bedarf wurden aus 200 ml Stammlésung und
1800 ml Aqua bidest 2 1 der einfach konzentrierten Losung hergestellt, welche durch

Sterilfiltration in autoklavierte Flaschen sterilisiert wurde.
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Tabelle 4.1: Zusammensetzung des duBeren Nahrmediums (Tyrode).

Substanz Konzentration (mM)
in Aqua bidest: NaCl 100
KCl1 5
MgCl, 0,5
NaH,PO, 0,5
a-D-Glucose 10

4.4.2 Perfusionsmedien

Es wurden zwei Perfusionsmedien verwendet, ein Kalzifizierungsmedium und ein
Kontrollmedium. Als Grundlage diente DMEM mit erhéhtem Glucosegehalt (4,5 g/1),
welchem verschiedene Zusétze steril (sterilfiltriert durch Spritzenfilter, Porengrofie

0,22 um) hinzugefiigt wurden (Zusammensetzung siehe Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Zusammensetzung der Perfusionsmedien.

DMEM, 4,5 g/1 Glucose

plus Zusétze: Kontrollmedium Kalzifizierungsmedium
FCS 15 % 15 %
Pen/Strep 1% 1%

NaHQPO4 - 5 mM
Ascorbinsédure - 284 uM

4.5 Versuchsaufbau

Der Zusammenbau des Systems erfolgte unter anndhernd sterilen Bedingungen
unter der Sterilbank. Das Zubehoér wurde durch Autoklavieren (121 °C, 210 kPa,
20 min) oder durch Desinfektion mit 70 %igem Ethanol sterilisiert. Soweit moglich
wurden sterile Einwegmaterialien verwendet. Die Person, die die Kammer zusam-
menbaute, trug sterile OP-Bekleidung. Die bendtigten Medien wurden im Was-
serbad auf 37 °C erwérmt.

Die Einzelteile der Kammer wurden zusammengebaut und das Schlauchsystem
zusammengesteckt. Zum Einspannen der Aorten wurden pro Aorta zwei Venen-
katheter (je nach GroBe der Aorten 14 G oder 16 G) benétigt. Das Stilett wurde

entfernt, der Kunststoffschlauch auf etwa 15 mm gekiirzt und die Katheter auf
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zwei einander gegeniiberliegende Anschliisse geschraubt. Das Medium-Gefafl wur-
de mit circa 75 ml Perfusionsmedium befiillt. Die Perfusionskammer wurde mit
ca. 1800 ml Tyrode und 20 ml Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) befillt. Die
Aorten wurden eingespannt, indem ihre Enden mit Hilfe von zwei Pinzetten auf
die gekiirzten Venenkatheterschlduche gezogen wurden.

Vor dem Verschlielen der Kammer wurde die Perfusion der Aorten und die
Dichtheit des Kreislaufs tiberpriift und gegebenenfalls Méngel behoben. Danach
wurde die Kammer geschlossen, die Ventilations6ffnungen des Deckels mit Steril-
filtern abgedeckt und der Versuch im Brutschrank gestartet. Die Kontrollstiicke
wurden in Zellkulturflaschen oder -schalen mit Kontrollmedium, Kalzifizierungs-

medium oder Tyrode gegeben und ebenfalls inkubiert.

4.6 Versuchsablauf

Die Aorten wurden fir 14 Tage im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO5 perfun-
diert. Die peristaltische Pumpe lief auf Stufe 10 von 99 (Flussrate: Stufe 1 =
0,87 ml/ min, Stufe 99 = 87 ml/ min). Alle 4 — 5 Tage wurde das Perfusionsmedi-
um gewechselt, sowohl bei der IPA als auch bei den Kontrollstiicken. Fiir diesen
Zweck waren im Schlauchsystem zwei 3-Wege-Héahne eingebaut, durch welche altes

Medium abgelassen und frisches eingespritzt werden konnte.

4.7 Versuchsende

Nach 14 Tagen wurde der Versuch beendet. Die Aorten wurden aus der Kammer
entnommen und fiir die unterschiedlichen Analysen in Ringe geschnitten. Jede
Aorta wurde in fiinf Abschnitte geteilt, welche wiederum in drei Unterabschnit-
te geteilt wurden. In Unterabschnitt 1 wurde quantitativ der Kalziumgehalt be-
stimmt, Unterabschnitt 2 wurde zum histologischen Kalziumnachweis verwendet
und Unterabschnitt 3 wurde kryokonserviert, bei —80 °C gelagert und fiir spétere

Analysen aufbewahrt.
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4.8 Analysemethoden

4.8.1 Quantitative Kalzium-Bestimmung

Der Kalziumgehalt der Aorten wurde quantitativ bestimmt. Hierfiir wurden die
Aortenringe fiir 48 Stunden in HCI (1 ml, 0,6 M) auf dem Thermomixer dekal-
zifiziert. Danach wurden die Ringe in ausgewogene Reaktionsgefafie tiberfiihrt
und nach Trocknung im Warmeschrank (mind. 24 Stunden bei 37 °C) ausge-
wogen. Der Uberstand wurde im Rotations-Vakuum-Konzentrator (1750 min™,
0,20 mbar, —80 °C) eingeengt und der Riickstand, welcher auch das aus den Aor-
ten geloste Kalzium enthielt, in HC1 (50 ul, 0,6 M) resuspendiert. Zur Messung
des Kalziumgehaltes wurde ein Test-Kit mit o-Kresolphthalein verwendet. Die-
ses bildet mit Kalzium einen violetten Komplex, welcher nach 15 min Inkubation
photometrisch bei 570 nm gemessen wurde. Der ermittelte absolute Kalziumge-
halt wurde auf das Trockengewicht des jeweiligen Aortenrings bezogen, wodurch
der relative Kalziumgehalt der Aortenringe in pg/mg Trockengewicht bestimmt

wurde.

4.8.2 Histologie

Die Aortenringe zur histologischen Untersuchung wurden fiir 24 Stunden in Form-
aldehyd (4 %, gepuffert) fixiert, anschlieBend entwéssert und in Paraffinblocke
eingebettet. Die Blocke wurden am Mikrotom in 4 um feine Scheiben geschnitten,
welche iiber ein Schnitttransfersystem ins 20 °C warmen Auffangbecken tiberfiihrt,
kurz im Wasserbad bei etwa 52 °C gestreckt und auf Objekttrager aufgezogen
wurden. Im Anschluss wurden die Objekttrager bei 37 °C iiber Nacht getrock-
net. Die Objekttréger wurden entparaffinisiert (Protokoll siche Tabelle 4.3) und
am selben Tag gefirbt. Zur allgemeinen Ubersicht wurde eine Hiamatoxylin-Eosin
(HE)-Féarbung angefertigt (Tabelle 4.4). Zum Kalziumnachweis wurde sowohl eine
Alizarin-Rot-Féarbung (Tabelle 4.5) als auch eine von Kossa-Farbung (Tabelle 4.6)
angefertigt.
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Tabelle 4.3: Entparaffinisierung von histologischen Schnitten

Schritt Substanz Dauer
1 Entparaffinisieren in Roti®-Histol 10 min
2 Entparaffinisieren in Roti®-Histol 10 min
absteigende Alkoholreihe:
3 95 % Ethanol 5 min
4 80 % Ethanol 5 min
5 70 % Ethanol 5 min
6 Hydratisieren in Aqua dest 3 min
Tabelle 4.4: HE-Farbung
Schritt Substanz Dauer
1 Férben mit Hamatoxylin (filtriert) 5 min
2 kurz waschen in Aqua dest
3 Blauen in flieBendem Leitungswasser 15 min
4 Dehydrieren in 80 % Ethanol 5 min
D Gegenfarben mit alkoholischer Eosin Y-Losung 3 min
6 kurz waschen in Aqua dest
Dehydratisieren in aufsteigender Alkoholreihe:
70 % Ethanol 3 min
8 80 % Ethanol 3 min
9 95 % Ethanol 3 min
10 99 % Ethanol 5 min
11 99 % Ethanol 5 min
12 Roti®-Histol 3 min
Tabelle 4.5: Alizarin-Rot-Farbung
Schritt Substanz Dauer
Féarben mit Alizarin 0,5 % ! 5 min

1
2 Auswaschen mit Aceton
3 Aceton/Roti®-Histol (1:1)
4 Roti®-Histol

mehrmals eintauchen
mehrmals eintauchen

mehrmals eintauchen

L mit HySOy4 bzw. NH;OH auf pH=4,0 eingestellt, filtriert.



4.9 Statistik 27

Tabelle 4.6: von Kossa-Farbung

Schritt Substanz Dauer
1 Silbernitratlosung 5 % 30 min unter UV-Licht
2 kurz waschen in Aqua dest
3 Pyrogallollésung 1 % 2:30 min
4 kurz waschen in Aqua dest
5 Natriumthiosulfatlosung 5 % 2:30 min
6 kurz waschen in Aqua dest

Dehydratisieren in aufsteigender Alkohol-

reihe:

70 % Ethanol 3 min

80 % Ethanol 3 min

95 % Ethanol 3 min
10 99 % Ethanol 5 min
11 99 % Ethanol 5 min
12 Roti®-Histol 3 min

4.9 Statistik

Die Datenauswertung erfolgte mittels Microsoft Excel sowie GraphPad Prism
(Version 5). Die Ergebnisse sind, wenn nicht anders angegeben als Mittelwert 4
SEM (Standardfehler des Mittelwertes, engl. Standard error of mean) angegeben.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test in GraphPad

Prism. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.






5 Ergebnisse

Der Ergebnisteil setzt sich aus drei Abschnitten zusammen. Der erste Abschnitt
erlautert die Entwicklung und Etablierung der Methoden, die letztendlich zur Eta-
blierung des neues Modells gefithrt haben. Im zweiten Abschnitt werden die durch-
gefithrten Versuche vorgestellt, deren Ergebnisse im dritten Abschnitt préasentiert

werden.

5.1 Methodenetablierung

5.1.1 Verwendete Tiere

Als Spendertiere fiir die entnommenen Aorten dienten mannliche Wistar-Ratten,
ein gingiger Auszucht-Stamm ohne spezifische Eigenschaften. Das Gewicht der
verwendeten Tiere und damit auch ihr Alter richtete sich nach der Grofle der ver-
wendeten Venenkatheter, auf welche die Aorten in der Kammer aufgezogen wur-
den. Zu Beginn des Projekts wurde mit G16-Kaniilen (1,7 mm) und Ratten mit
etwa 300 g Korpergewicht gearbeitet. Um die Handhabung zu vereinfachen und
um mehr Material zur Auswertung zur Verfiigung zu haben, wurde im weiteren
Verlauf auf grofiere Tiere und grofiere Venenkatheter (G14, 02,2 mm) umgestellt.
Es zeigte sich, dass Aorten von Ratten mit etwa 400 g Korpergewicht am bes-
ten zu den Gl4-Kathetern passten. Aorten von grofferen Ratten hatten einen zu
groflen Durchmesser, sodass sie nicht fest genug auf den Schlduchen saflien und ab-
zurutschen drohten. Das gewiinschte Gewicht hatten die verwendeten ménnlichen

Ratten mit circa 70 Tagen erreicht.

5.1.2 Narkose

Die Tiere wurden mit 200 mg/kg Pentobarbital-Natrium (Narcoren® 16 g/100 ml)
intraperitoneal narkotisiert. Besonders unruhige Tiere wurden vorab mit Isoflu-
ran (Forene®) stressarm betdubt. Die verwendete Pentobarbital-Dosis betrug
die Haélfte der iiblicherweise zur Organentnahme verwendeten Narkosedosis
(400 mg/kg Pentobarbital-Natrium). Ziel war eine tiefe Narkose bei Aufrechter-
haltung der Vitalfunktionen, sodass der Tod des Spendertieres erst durch die Ent-

nahme des Herzens zustande kam. Ein frithzeitiger Kreislaufstillstand hatte mog-
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licherweise eine unerwiinschte Schiadigung des Endothels durch bei der Hamostase
entstandene endotheltoxische Substanzen zur Folge gehabt. Mit der verwendeten
Dosierung wurde in der Regel eine ausreichend tiefe Narkose bewirkt, wobei das
Erreichen des Toleranzstadiums durch Uberpriffung der Reflexe (Lid- und Zwi-
schenzehenreflex) tiberpriift wurde. Bei nicht ausreichender Narkosetiefe wurde

nach Bedarf nachdosiert.

5.1.3 Aortenentnahme

Es musste eine geeignete Operationsmethode zur Entnahme der Aorten entwi-
ckelt werden. Die Aorten durften keine Locher aufweisen, damit in der Kam-
mer ein geschlossener Kreislauf hergestellt werden konnte. Aulerdem musste eine
Schédigung des Endothels vermieden werden, weshalb kein Zug auf die Aorten-
wand ausgeiibt werden durfte. Des Weiteren sollten zwischen dem Tod des Tieres
und der Uberfilhrung der Aorta in ein Nahrmedium nicht mehr als 5 Minuten
vergehen, um eine Schadigung des Endothels durch Hamostase zu vermeiden.

Die narkotisierten Tiere wurden in Riickenlage po-
sitioniert. Nach grofiflichigem Abpréaparieren der
Haut wurde das Abdomen in der Medianen auf gan-
zer Lange er6ffnet und der Schnitt am kranialen und
kaudalen Ende beidseitig nach lateral verldngert.
Die Bauchorgane wurden nach rechts aus dem Ab-
domen verlagert, sodass man freie Sicht auf die lin-
ke Niere hatte. Diese wurde aus dem umgebenden
Fett- und Bindegewebe gelost, sodass sie ebenfalls
nach rechts geklappt werden konnte. Dadurch wur-

de die abdominale Aorta zuginglich. Diese wurde

moglichst stumpf unter Schonung der Vena (V.) ca- TR
Abdominale = |
Aorta
(entnommener
Abschnitt)

va caudalis aus dem umgebenden Binde- und Fett-
gewebe freipriapariert. Dies gelang am besten mit
Hilfe von feinen Pinzetten oder durch vorsichti-
ges Abreiben mit einem Gazetupfer. Die grofieren
GefiBabgiinge wurden vom Diaphragma bis zu den dista/kaudal
Arteriae (Aa.) renales der Ubersicht wegen darge- Abbildung 5.1: Aorta in situ
stellt (sieche Abbildung 5.1). Zu Beginn des Projektes

war geplant, die grofleren abdominalen Geféaflabgéinge bereits in situ zu koagulie-
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ren. Dies stellte sich im weiteren Verlauf jedoch als nicht praktikabel und zudem
als nicht notwendig heraus.

Im néchsten Schritt wurde der Thorax lateral beidseitig eréffnet und entfernt.
Lunge und Thymus wurden zur besseren Ubersicht ebenfalls entfernt. Der Aor-
tenbogen wurde moglichst herznah abgetrennt und das Herz entnommen. Das
Zwerchfell wurde zur Aorta hin durchtrennt, sodass die Aorta vollstandig freilag.
Die Aorta wurde von kaudal des Abgangs der Aa. renales bis hin zum Aorten-
bogen mit Hilfe einer kleinen Schere entnommen. Fiir die weitere Verwendung
war es wichtig, dass von den abgehenden Gefdflen ein moglichst langer Stumpf an
der Aorta verblieb. Im abdominalen Bereich wurde die Aorta deswegen mit eini-
gen Millimetern Abstand umschnitten. Im thorakalen Bereich wurden die Geféfie
moglichst nahe der Wirbelsédule durchtrennt. Die so entnommene Aorta wurde in
eine Zellkulturschale mit PBS iiberfiihrt.

5.1.4 Entfernung von anhaftendem Gewebe

Die entnommene Aorta musste von anhaftendem Gewebe (Bindegewebe, Ner-
ven, Fettgewebe) befreit werden. Dies geschah unter einem Stereomikroskop mit
Hilfe von mikrochirurgischem Besteck. Damit eine Aorta in die Perfusionskam-
mer eingesetzt werden konnte, musste sie absolut dicht sein. Daher war es wich-
tig, dass bei der Praparation keine Locher in der Aortenwand entstanden und
dass alle Gefafistiimpfe an der Aorta verblieben, um spéter per Koagulation ver-
schlossen werden zu kénnen. Deshalb wurde das Gewebe anstatt mit einer Schere
grofitenteils mit Hilfe von Pinzetten entfernt, was das Risiko, versehentlich Locher
in die Aortenwand zu schneiden oder Gefaflstiimpfe abzutrennen, deutlich verrin-
gerte. Jedoch musste die Praparation sehr vorsichtig erfolgen, um das empfindliche
Endothel nicht durch Zug an der Aortenwand zu beschiadigen und es damit in sei-
ner Funktionalitat zu beeintrachtigen.

Zunichst wurden grofie Gewebestiicke (z.B. Zwerchfellreste, Bauchfett) vorsich-
tig mit einer Pinzette entfernt. Dann wurde die Aorta wie auf Abbildung 5.2 (a)
gezeigt positioniert (oben im Bild: Aortenbogen, unten im Bild: abdominale Aor-
ta). An beiden Seiten haftete in grofierer Menge Fett-und Bindegewebe. In diesem
Gewebe war dorsal an der Aorta (auf der Abbildung: rechts) der Grofiteil der Aor-
tenabginge eingebettet. Zentral auf der Aorta befand sich lediglich eine diinne,

durchsichtige Schicht Bindegewebe und keine Gefaflabginge.
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Abbildung 5.2: GefaBpraparation.

(a) Aorta unmittelbar nach Entnahme. Seitlich haftet in groBerer Menge Fettgewebe, zen-
tral befindet sich ein schmaler Streifen mit diinnem, durchsichtigem Bindegewebe. (b) Auf-
schneiden der Bindegewebshiille entlang des fettfreien Streifens. (c) Die Hiille ist komplett
aufgeschnitten, die Abgénge (an der rechten Seite) teilweise freigelegt. (d) Die Aorta ist
vollstandig von Gewebe befreit. Die Striche markieren die spateren Schnittstellen zum Ab-
trennen der Kontrollstiicke kaudal der A. subclavia sinistra und kranial der A. coeliaca. (e)
Verschluss der Abgéange durch Elektrokoagulation. (f) Vollstandig praparierte Aorta. Alle
Abgange sind koaguliert und die Kontrollstiicke abgetrennt.

MaBbalken: GréBenangabe geschatzt.

In diesem streifenférmigen Bereich wurde das Bindegewebe, welches die Aorta
wie eine Hiille umgab, der gesamten Lénge nach mit einer Mikroschere aufge-
schnitten (Abbildung 5.2 (b)). Dann wurden die Aorta und die Abgénge mit Hilfe
von zwei Mikropinzetten aus dem Gewebe befreit, indem die Aorta durch Greifen
der Adventitia oder der Gefdlabgénge mit einer Pinzette fixiert wurde, wahrend
mit der anderen Pinzette vorsichtig das anhaftenden Gewebe abgezogen wurde
(Abbildung 5.2 (c)). Mit dieser Technik wurde die Aorta vom mittleren Bereich
ausgehend von Gewebe befreit, bis proximal der erste Gefaflabgang des Aortenbo-

gens (A. subclavia sinistra) und distal der erste deutlich grofiere GeféBabgang (A.
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coeliaca) freigelegt waren. Ab hier wurde das Gewebe mit der mikrochirurgischen
Schere abgeschnitten, da diese Bereiche nicht in die Kammer eingespannt wurden,
weshalb die Gefaflabginge abgetrennt werden konnten. Auf diese Weise wurde
die Aorta weitestgehend von Gewebe befreit, sodass alle Abgénge freigelegt und
deutlich sichtbar waren (Abbildung 5.2 (d)). Zuletzt wurden verbleibende feine

Bindegewebsreste unter dem Binokular mit der Schere entfernt.

5.1.5 Erstellen einer Schemazeichnung

Da die GefaBabgiange eine nicht unerhebliche individuelle Variabilitat aufwiesen,
wurde fiir jede entnommene Aorta eine Schemazeichnung angefertigt. Auf die-
ser wurden alle Gefafabginge (unter anderem Aa. intercostales, Aa. lumbales,
A. coeliaca) und eventuelle Besonderheiten vermerkt. Ein Beispiel fiir solch eine

Schemazeichnung zeigt Abbildung 5.3.
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Abbildung 5.3: Schemazeichnung der Aorta zum Einsetzen.

In der Abbildung wird die Position der einzelnen GefaBabginge und eventuelle Beschadi-
gungen der Aortenwand markiert. Der Bereich zwischen A. subclavia sinistra und A. coeliaca
wird in die Kammer eingesetzt. Die proximalen und distalen Stiicke dienen als Kontrollstiicke.
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5.1.6 Koagulation der Aortenabgange

Um in der Perfusionskammer einen geschlossenen Kreislauf herzustellen, mussten
samtliche Gefdlabgéinge der Aorten dicht verschlossen werden. Dies geschah unter
dem Binokular mit Hilfe eines Hochfrequenz-Kauters und einer bipolaren Pinzette.
Die Gefaflstiimpfe wurden einzeln mit einer Mikropinzette gegriffen und mit der
bipolaren Pinzette durch Koagulation des distalen Endes verschlossen (Abbildung
5.2 (e)). Kam es beim Koagulieren zu eine Beschadigung der Aortenwand, wur-
de dieser Koagulationsdefekt in der Schemazeichnung markiert, sodass betroffene
Bereiche von der Analyse ausgeschlossen werden konnten.

Zuletzt wurde die Aorta auf die gewiinschte Lange gekiirzt (Abbildung 5.2 (f)).
Proximal wurde der Aortenbogen unmittelbar hinter dem letzten groffen Abgang
(A. subclavia sinistra) abgetrennt. Vom urspriinglich Plan, auch einen GroBteil der
abdominalen Aorta in die Kammer einzuspannen, wurde abgesehen, da sich her-
ausstellte, dass die Aorta nach Entnahme im abdominalen Bereich eine nattirliche
Kriimmung von teilweise iber 90 © aufwies. Daher wurde der abdominale Teil der
Aorta unmittelbar kranial der A. coeliaca abgetrennt. Die Aorten hatten danach
eine Lange von durchschnittlich 3,8 ecm. Die abgetrennten proximalen und dista-
len Stiicke fanden als Kontrollstiicke Verwendung. Ein Stiick der proximalen Kon-
trollstiicke wurde unmittelbar nach Entnahme zur Dekalzifizierung und anschlie-
Benden Kalziumbestimmung in HCI gegeben (Kj), der Rest wurde bis zur weiteren
Verwendung in eine Zellkulturschale mit sterilem Kontrollmedium tiberfiihrt und

in den Brutschrank (37 °C und 5 % CO,) gestellt, ebenso die praparierten Aorten.

5.1.7 Perfusionskammer

Die Perfusionskammer wurde in Zusammenarbeit mit der hauseigenen Werkstatt
entwickelt. Sie mafl 26 x 26 cm bei einer Hohe von 5 cm. Sie bestand vollstandig
aus rostfreiem, autoklavierbaren V2A-Edelstahl, lediglich eine Schraube war nur
mit Edelstahl beschichtet. Zur Reinigung lief sich die Kammer gréfitenteils in
ihre Einzelteile zerlegen. Der detaillierte Aufbau ist in Abbildung 5.4 dargestellt.
In der Kammer befanden sich zwei Module (1, 2), zwischen welche bis zu sechs
Aorten gespannt werden konnten. Mit Hilfe des beweglichen Moduls (2) konnte
der Abstand der Module an die Lange der Aorten angepasst werden. Ungenutzte
Zugange wurden mit Schrauben verschlossen. Das Perfusionsmedium befand sich

in einem externen Medium-Gefé (4), welches tiber Schlauche mit der Kammer
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verbunden war, sodass mit Einspannen der Aorten ein geschlossener Kreislauf
entstand. Im Schlauchsystem befand sich ein Pumpenschlauch, welcher in eine
peristaltische Pumpe (5) eingelegt wurde, die das Perfusionsmedium durch das
Schlauchsystem pumpte. Durch pulsatilen Fluss wurden physiologische Umsténde
nachgeahmt. Im Deckel des Medium-Geféafles befand sich eine mit einem Sterilfilter
abgedeckte Offnung zum Gasaustausch. Die Kammer wurde mit einem Deckel
verschlossen (nicht auf der Abbildung). In diesem Deckel befanden sich ebenfalls

vier Offnungen zum Gasaustausch, welche mit Sterilfiltern abgedeckt wurden.
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Abbildung 5.4: Schematische Abbildung der Perfusionskammer.

1: festes Modul. 2: bewegliches Modul. 3: Zugange zum Einspannen der Aorten. 4: Medium-
GefaB mit Perfusionsmedium. 5: Pumpe. 6: eingespannte Aorta. 7: Venenkatheter. 8: be-
wegliche Plattform zur Anpassung des Abstands zwischen den beiden Modulen. 9: Offnung
mit Sterilfilter zum Gasaustausch. Die Kammer und das Medium-GefaB sind iiber Schlauche
miteinander verbunden.
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5.1.8 Nahrmedien

Es wurden ein Perfusionsmedium und ein d&ufleres Ndhrmedium benétigt. Die Aus-
wahl der verwendeten Medien orientierte sich an Erfahrungen aus Zellkultur- und
physiologischen Versuchen. Die Tyrode, welche als dufleres Ndhrmedium diente,
fithrte in ihrer iiblichen Zusammensetzung (wie beispielsweise im Modell der iso-
liert perfundierten Niere eingesetzt) nach einigen Tagen Inkubation zur Ausfallung
von Salzen in der Kammer. Daher wurde ihre Zusammensetzung derart modifi-
ziert, dass die Ablagerung von Kristallen zumindest deutlich verringert werden
konnte. Die ausreichende Versorgung der isolierten Aorten mit Néhrstoffen war
durch die Perfusionsmedien dennoch sichergestellt.

Die beiden verwendeten Perfusionsmedien (Kontroll- und Kalzifizierungsmedium)
entsprachen in ihrer Zusammensetzung den Medien, welche im Arbeitskreis rou-
tinemaBig in in vitro- und ex vivo-Kalzifizierungsversuchen eingesetzten wurden.
Somit war gesichert, dass die verwendeten Medien prinzipiell den gewiinschten
Effekt auf die Aorten ausiibten. Als Grundlage diente DMEM mit erhéhtem Glu-
cosegehalt, dem Kalzifizierungsmedium wurde zur Induktion der Kalzifizierung

eine Phosphatquelle und Ascorbinsaure hinzugefiigt.

5.1.9 Versuchsaufbau

Obwohl in die Perfusionskammer bis zu sechs Aorten eingespannt werden konn-
ten, zeigte sich in der Praxis, dass das Einsetzen von mehr als vier Aorten nicht
praktikabel ist. In den ersten Versuchsdurchldaufen wurde nur eine Aorta in die
Kammer eingesetzt, mit steigender Zuverlissigkeit des Systems und zunehmender
Préaparationserfahrung wurde die Anzahl an eingesetzten Aorten auf vier Stiick
pro Versuch erhoht. Eine hohere Anzahl war aufgrund des zeitlichen Aufwands
der Aortenpréiparation und der Aufarbeitung nicht praktikabel.

Der Aufbau des Systems erfolgte unter annédhernd sterilen Bedingungen. Die Kam-
mer und das benétigte Zubehér wurden vorab autoklaviert, die Tyrodeldsung in
eine autoklavierte Flasche steril filtriert und das Perfusionsmedium steril herge-
stellt. Die beiden Medien wurden im Wasserbad auf circa 37 °C erwarmt. Der
Zusammenbau der Kammer und das Einsetzen der Aorten erfolgte in der Ste-
rilbank. Diese wurde vorab griindlich mit Ethanol und Biozidal gereinigt und
desinfiziert. Samtliches benotigtes Zubehor wurde mit Ethanol desinfiziert bevor

es in die Bank gelegt wurde. Steril verpackte Einwegmaterialien wurden steril in
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der Bank ausgepackt. Die Person, die die Kammer zusammenbaute, trug einen
sterilen OP-Kittel, OP-Haube, Mundschutz und sterile Handschuhe.

Der Zusammenbau erfolgte folgendermafien: Alle (zum Sdubern und Autoklavie-
ren gebffneten) Schraubverschliisse wurden geschlossen, nicht genutzte Aorten-
anschliisse wurden ebenfalls verschlossen. Das Schlauchsystem inklusive der Ein-
heit zum Medienwechsel (siche Abschnitt 5.1.10) wurde zusammengesteckt, das
Medium-Gefafl mit circa 75 ml Perfusionsmedium befillt. Zum Einspannen der
Aorten wurden pro Aorta zwei Venenkatheter (je nach Grofle der Aorta 14 G oder
16 G) benotigt. Nach Entfernen des Stiletts wurden der Plastikschlauch auf circa
15 mm Léange gekiirzt und die Venenkatheter auf zwei einander gegeniiberliegende
Anschliisse geschraubt. Falls sich die Aorten deutlich in ihrer Lange unterschie-
den, konnte dies iiber die Lénge der Venenkatheter-Schlauche ausgeglichen wer-
den, indem die Schlauche fiir kurze Aorten etwas langer gelassen, beziehungsweise
Schlauche fiir langere Aorten starker gekiirzt wurden.

Die von der Kammer abgehenden Schlduche wurden mit Schlauchklemmen abge-
klemmt um ein Eintreten von Tyrode in das Schlauchsystem durch die offenen
Aortenanschliisse zu verhindern. Danach wurde die Kammer mit knapp 21 Ty-
rode befiillt. Um einem Verkeimen der Kammer entgegenzuwirken wurden 20 ml
Pen/Strep (circa 1 %) hinzugefiigt. Die Aorten wurden in die Kammer gegeben
und mit zwei feinen Pinzetten circa 8 mm weit auf die Venenkatheterschlauche
gezogen, sodass ein Teil des Schlauches frei blieb. Das proximale Ende der Aor-
ten wurde am beweglichen Modul angeschlossen und die Pumpe so eingestellt,
dass das Perfusionsmedium von proximal nach distal durch die Aorten floss, ent-
sprechend den FlieBverhaltnissen im Koérper. Abbildung 5.5 zeigt links die in die
Kammer eingespannten Aorten.

Bei den ersten Versuchsdurchgidngen mit mehreren Aorten pro Kammer zeigte
sich beim Beenden des Versuches, dass immer nur eine der eingespannten Aorten
perfundiert war. Ursache waren Luftblasen, die sich in den Aorten festsetzen und
die Perfusion somit blockierten. Deshalb war es nétig, die Perfusion vor Beginn
des Versuches zu iiberpriifen. Da das Offnen der Kammer im Brutschrank zu einer
bakteriellen Kontamination gefithrt hétte, musste die Uberpriifung der Perfusion
bereits unter der Sterilbank erfolgen. Zu diesem Zweck wurde die peristaltische
Pumpe nach Zusammenbau der Kammer unter die Sterilbank geholt und ange-
schlossen. Da das Perfusionsmedium Phenolrot als pH-Indikator enthielt, war gut

erkennbar welche der Aorten bereits perfundiert waren. Die Perfusion noch nicht
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Peristaltische Pumpe Medium-
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Abbildung 5.5: Versuchsaufbau.

Links: 4 Aorten sind iber Venenkatheter in die Perfusionskammer eingespannt, 2 ungenutzte
Zugange sind mit Schrauben verschlossen. Rechts: Die Kammer ist iiber das Schlauchsys-
tem mit dem Medium-GefaB und der peristaltischen Pumpe verbunden. Im Schlauchsystem
befindet sich das Modul zum Medienwechsel.

perfundierter Aorten wurde erzwungen, indem der Fluss durch die bereits perfun-
dierten Aorten durch Abklemmen der jeweiligen Schlauchstiicke mit einer Pinzette
unterbrochen wurden, sodass das Perfusionsmedium stattdessen durch die noch
nicht perfundierten Aorten floss.

AuBlerdem lief} sich zu diesem Zeitpunkt gut kontrollieren, ob die Aorten undichte
Stellen aufwiesen. War dies der Fall, konnte man bei genauer Betrachtung sehen,
wie das rotliche Perfusionsmedium in die farblose Tyrode austrat. Defekte Aor-
ten mussten aus der Kammer genommen werden, um einen permanenten Verlust
von Perfusionsmedium in die Tyrode zu verhindern. Wenn die betroffenen Stellen
durch Koagulation verschlossen werden konnten, wurden die Aorten wieder in die
Kammer eingesetzt. War dies nicht moglich, musste die Aorta aus dem Versuch
genommen werden.

Wie sich nach einigen Versuchen zeigte, hatte die Kammer einen materiellen
Schwachpunkt. Sie bestand fast vollstandig aus rostfreien V2A-Edelstahl. Ledig-
lich eine einzige Schraube (die Stellschraube, die bendtigt wurde um den Abstand
der beiden Module zu regulieren) war nur mit Edelstahl ummantelt. Es stellte
sich heraus, dass Fliissigkeit im Kopf dieser Schraube zu Rostbildung fithrte. Be-
reits geringe Mengen an Rost in der Kammer verfdlschten die Ergebnisse derart,
dass schon ein kleiner Tropfen Tyrode im Kopf der Schraube dazu fithrte, dass

die Aorten nicht mehr auswertbar waren. Daher war es sehr wichtig, Fliissigkeit,



5.1 Methodenetablierung 39

die beim Zusammenbau in den Schraubenkopf gelangt war, wieder zu entfernen
(beispielsweise durch Abpipettieren).

Nach Kontrolle der potentiellen Fehlerquellen wurde die Kammer verschlossen
und die Offnungen im Deckel mit Sterilfiltern (Porengréfe 0,22 um) abgedeckt.
Die Kammer wurde in den Brutschrank gestellt und die Pumpe angeschlossen.
Die gewéhlte Flussrate (Stufe 10 von 99) wurde zu Beginn der Versuchsreihe
willkiirlich gewahlt. Abbildung 5.5 zeigt rechts den vollstandig aufgebauten Ver-
such (zur Ubersicht auferhalb des Brutschrankes gezeigt). Die Kontrollstiicke wur-
den in Zellkulturflaschen oder -schalen mit Medium gegeben und ebenfalls in den
Brutschrank gestellt. In Kontroll- bzw. Kalzifizierungsmedium inkubierten Kon-
trollstiicke dienten als Negativ- bzw. Positivkontrollen. Die Inkubation in Tyrode

sollte zeigen, ob die Tyrode einen Einfluss auf die Kalzifizierung hatte.

5.1.10 Versuchsablauf und Medienwechsel

Die Perfusionsdauer im Brutschrank betrug 14 Tage bei 37 °C und 5 % CO,. In
regelméfBigen Abstdnden wurde das Perfusionsmedium gewechselt. Die Haufigkeit
orientierte sich an Erfahrungen aus in vitro- und ez vivo-Versuchen. Zunachst wur-
de ein Abstand von 2 — 3 Tagen gewahlt. Die regelméflige Kontrolle des pH-
Wertes zeigte jedoch, dass sich dieser kaum verdnderte. Daher wurde der Abstand
verlangert und lag beim Grofteil der Versuche bei 4 — 5 Tagen.

Fiir den Medienwechsel wurden unterschiedliche Techniken erprobt, bis eine ge-
eignete Methode gefunden war. Bei Methode 1 wurde im Brutschrank das alte
Medium-Gefafl gegen ein neues Medium-Gefafl mit frischem Perfusionsmedium
ausgetauscht. Das in sich geschlossene sterile System wurde also fiir einen kurzen
Moment geoffnet. Diese Methode fiihrte zu einer bakteriellen Kontamination des
Mediums und wurde daher nicht erneut durchgefiihrt. Fir Methode 2 wurde in
das Schlauchsystem nahe des Medium-Gefafies sowohl in den ein- als auch in den
abgehenden Schlauch ein Schlauchverbindungsstiick eingebaut (siehe Abbildung
5.6a). Zum Medienwechsel wurden die Schldauche beidseits der Verbindungsstiicke
abgeklemmt, die Verbindungen gedfinet, steril abgedeckt und das Gefafl unter der
Sterilbank durch Umsetzen des Deckels gegen ein neues Gefafl mit frischem Per-
fusionsmedium ausgetauscht. Diese Methode funktionierte und wurde in einigen
Versuchen angewandt. Da sie jedoch recht umstandlich und zeitaufwéndig war,
wurde eine weitere Technik entwickelt.

Hierfiir wurden beim Zusammenbau der Kammer zwei 3-Wege-Hahne in das
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Schlauchsystem integriert, welche mit einem Kombi-Stopper (Hahn 1) bzw. einem
Sterilfilter und einem Kombistopper (Hahn2) verschlossen wurden (siehe Abbil-
dung 5.6b). Die Verbindung zu den Schlduchen wurde mit Hilfe einer Heidel-
berger Verlingerung hergestellt. Um Medium abzulassen wurde auf Hahn1 ein
autoklaviertes Schlauchstiick aufgesetzt, der Hahn geoffnet und so viel Medium
abgelassen, bis das Medium-Gefaf fast leer war. Der Hahn wurde mit einem neu-
en Kombi-Stopper abgedeckt. Um Perfusionsmedium einzufiillen wurde frisches
Medium steril in eine Spritze aufgezogen, die Pumpe gestoppt und Hahn 2 zum
Medium-Gefa$ hin geéffnet. Das Medium wurde durch den Sterilfilter in das Sys-
tem eingespritzt. Der Filter verblieb auf dem Hahn und wurde ebenfalls mit einem
frischen Kombi-Stopper abgedeckt.

Methode 3 funktionierte, war einfach und unkompliziert, schnell durchzufithren
und wenig fehleranféllig. Daher wurde sie beibehalten und beim Grofiteil der Kam-

mern angewandt.
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Abbildung 5.6: Methoden zum Medienwechsel.

(a) Methode 2: Im Schlauchsystem sind Schlauchverbindungsstiicke eingebaut. Diese werden
zum Medienwechsel entfernt, sodass das Medium-GefaB unter die Sterilbank genommen
werden kann. (b) Methode 3: Im Schlauchsystem sind zwei 3-Wege-Hahne eingebaut, durch
welche Medium abgelassen und eingespritzt werden kann.

Auftretende Probleme wahrend des Versuches

Wiederholt auftretende Probleme wahrend der zweiwtchigen Versuchsdauer waren

zum einen die mikrobielle Kontamination des Perfusionsmediums, zum anderen
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der Verlust von Perfusionsmedium. Ersteres fiithrte zu einer sichtbaren Tritbung
des Perfusionsmediums. Betroffene Versuche wurden abgebrochen, die Aorten aus
kontaminierten Kammern wurden nicht untersucht. Mogliche Ursachen waren die
Offnung des sterilen Systems im Brutschrank beim Medienwechsel (Methode 1)
und eine Kontamination bereits beim Aufbau des Versuchs.

Ein sinkender Pegelstand im Medium-Gefaf§ wies auf einen Verlust von Perfusions-
medium hin. Eine Fehlerquelle war ein nicht korrekt in die Pumpe eingeleg-
ter Pumpenschlauch. Dies fiithrte zu einer defekten Schlauchwand und folglich
zum Austritt von Perfusionsmedium in den Brutschrank. Defekte Schlduche wur-
den ausgetauscht. Weitere Schwachstellen lagen im Inneren der Kammer. Eine
mogliche Ursache fiir den Verlust von Perfusionsmedium in die Tyrode war eine
vom Venenkatheter gerutschte Aorta. Die betroffene Aorta wurde wieder auf den
Schlauch gezogen. Das Problem trat vor allem dann auf, wenn die Spendertiere
iiber 450 g wogen und konnte durch Verwendung von Tieren mit einem Gewicht
von etwa 400 g verringert werden. Zum anderen fiithrten nicht vollstindig koagu-
lierte Aortenabgénge oder Locher in der Aortenwand zum Verlust von Perfusions-
medium. Aorten mit undichten Abgéngen wurden aus der Kammer entnommen,
nochmals koaguliert und wieder in die Kammer eingesetzt. Locher in der Aor-
tenwand konnten durch Koagulation nicht verschlossen werden, sodass betroffene
Aorten aus dem Versuch entfernt werden mussten.

Falls die Kammer voriibergehend trockengelaufen war, sodass sich kein Medium
mehr im Medium-Glas befand, wurde dies notiert, der Versuch aber reguléir be-
endet und die Aorten untersucht. Bei der Auswertung der Ergebnisse zeigten die
betroffenen Kammern keine Auffélligkeiten, sodass ein Einfluss auf die Kalzifizie-

rung unwahrscheinlich erscheint.

5.1.11 Versuchsende

Die Versuchsdauer betrug in Anlehnung an ex vivo-Versuche 14 Tage. Die Aor-
ten wurden durch Abschneiden der Venenkatheterschldauche aus der Kammer ent-
nommen und in Zellkulturschalen tberfithrt (siche Abbildung 5.7). Der auf die
Venenkatheter aufgezogene Bereich wurde nicht analysiert. Der restliche, zur Un-
tersuchung verfiighare Bereich hatte eine durchschnittliche Linge von 2,5 cm. Die
Aorten wurden mit einem Skalpell in Ringe geschnitten, wobei jede Aorta in 5
Abschnitte mit je 3 Unterabschnitten geteilt wurde. Dadurch ergaben sich circa

1 — 2 mm breite Ringe. In der zum Einsetzen angefertigten Schemazeichnung (Ab-
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Abbildung 5.7: Versuchsende.

Links: In die Kammer eingespannte Aorten. Mitte: Entnahme der Aorten aus der Kammer
durch Abschneiden der Schlduche. Rechts: Aorta nach 2 Wochen Perfusion.

bildung 5.3) wurden die genauen Schnittstellen markiert (siehe Abbildung 5.8).
Beschéadigte Wandbereiche wurden entsprechend gekennzeichnet oder nicht ana-
lysiert. Unterabschnitt X.1 wurde zur Dekalzifizierung in HCI (0,6 M) gegeben,
Unterabschnitt X.2 wurde fiir die histologische Analyse formalinfixiert und Un-

terabschnitt X.3 in fliilssigem Stickstoff fixiert und fiir spéatere Untersuchungen bei
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Abbildung 5.8: Schemazeichnung der Aorta zur Aufarbeitung

Die Aorta wird in 5 Abschnitte mit je 3 Unterabschnitten aufgeteilt. Die Schnittstellen werden
in der Schemazeichnung markiert. Unterabschnitt X.1: Bestimmung des Kalziumgehaltes.
Unterabschnitt X.2: Histologische Analyse. Unterabschnitt X.3: Kryo-Konservierung.
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5.2 Durchgefiihrte Versuche

Insgesamt wurden 17 Kammern gestartet (siehe Anhang, Tabelle 10.1). 5 Kam-
mern mussten vorzeitig abgebrochen werden, sodass 12 Kammern beendet wurden.
In diesen Kammern befanden sich insgesamt 36 Aorten. 5 der beendeten Kammern
waren fehlerbehaftet, aufierdem 6 einzelne Aorten aus fehlerfreien Kammern (ins-
gesamt 15 Aorten), sodass letztendlich valide Ergebnisse von 21 Aorten aus 7

Kammern vorlagen.

5.2.1 Abgebrochene Versuche

Finf Kammern mussten aus unterschiedlichen Griinden vorzeitig abgebrochen
werden (IPA; —IPA,5. Siehe Anhang, Tabelle 10.2). Kammer IPA 5; wurde auf-
grund eines technischen Problems mit dem Brutschrank abgebrochen. Kammer
IPA 55 musste aufgrund von bakterieller Kontamination abgebrochen werden: Drei
Tage nach dem Medienwechsel (Methode 1) zeigte das Perfusionsmedium makro-
skopisch eine deutliche Tritbung, mikroskopisch wurden sowohl im Perfusionsmedi-
um als auch in der Tyrode Bakterien nachgewiesen. Da die Kammer zum Zeitpunkt
des Medienwechsels bereits drei Tage ohne Anzeichen fiir eine Kontamination lief,
ist anzunehmen, dass die Keime beim Medienwechsel eingetragen wurden. Daher
wurde die Technik fiir den Medienwechsel gedndert. Kammer IPA 3 wurde nach
fiinf Tagen ebenfalls wegen bakterieller Kontamination abgebrochen. Diese wurde
vermutlich bereits beim Ansetzten der Kammer verursacht.

Kammer ITPA,, wurde abgebrochen, da sie iiber Nacht trockengelaufen war
(Medium-GefaB leer, kein Perfusionsmedium in den Schliuchen). Beim Offnen
der Kammer zeigte sich, dass ein Aortenabgang nicht koaguliert war, sodass das
Perfusionsmedium durch den offenen Abgang in die Tyrode floss. Auch Kammer
IPA 55 wurde wegen Verlust von Perfusionsmedium abgebrochen, welcher nach fiinf
Tagen plotzlich einsetzte. Ursache hierfiir war eine vom Venenkatheterschlauch ge-

rutschte Aorta, wodurch das Perfusionsmedium in die Tyrode gepumpt wurde.

5.2.2 Beendete Kontrollkammern

Es wurden 6 mit Kontrollmedium perfundierte Kammern (IPAkont1 —IPAkonts)
mit insgesamt 19 Aorten beendet (siche Anhang, Tabelle 10.4). Jedoch waren
sowohl ganze Kammern als auch einzelne Aorten fehlerbehaftet.

3 der Kammern (IPAgoni1 —IPAkonts) zeigten nach Beenden des Versuchs die glei-
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chen Auffélligkeiten in unterschiedlicher Ausprigung (siehe Abbildung 5.9). Bei
allen 3 Kammern befand sich rostrot gefarbte Fliissigkeit im Kopf der Stellschrau-
be, in IPAkone1 und IPAknio war die Tyrode leicht orange verfarbt und in IPAkon1
zusétzlich mit orangenen Schlieren bedeckt. Von der Fliissigkeit im Schrauben-
kopf wurden Proben genommen, abzentrifugiert und das Sediment mikroskopisch
untersucht. Es stellte sich als fein-grisselige, unregelmafige Struktur von rostro-
ter/orangener Farbe dar. Dieses Bild, im Zusammenhang mit der Lokalisation
des Herdes im Schraubenkopf (die Schraube ist das einzige Bauteil der Kammer,
welches lediglich mit Edelstahl beschichtet ist) legte die Vermutung nahe, dass
es sich um Rost handelte. In den 2 starker betroffenen Kammern IPAk,,:; und
IPAkont2 waren auch die Aorten makroskopisch sichtbar verdndert. Ihre Wand
wirkte verdickt und die Aorten insgesamt steif. Ihre Oberflichenstruktur war auf-
geraut und teilweise wie mit einem weiflen Vlies bedeckt. Die gesamten Aorten,
insbesondere die Gefalabgéinge, zeigten eine leicht orangene Féarbung. Da der Rost
in den durchgefithrten Analysen zum Kalziumnachweis mit den Kalziumionen in-
terferierte, wurden die mit Rost belasteten Kammern als fehlerhaft definiert und
aus der Bewertung genommen. Die Kammern werden im Folgenden ”korrodierte
Kammern”genannt. Des Weiteren kam es vor, dass nicht alle in die Kammer ein-
gespannten Aorten perfundiert waren. Nicht perfundierte Aorten wurden ebenfalls
als fehlerhaft definiert und nicht ausgewertet. Nach Ausschluss aller fehlerhaften

Aorten blieben 9 Aorten aus 3 Kontrollkammern zur Auswertung iibrig.

Abbildung 5.9: Korrodierte Kammern.

Oben: IPAkont1. In der Stellschraube befindet sich in groBer Menge rostrote Fliissigkeit,
auf der leicht orange gefarbten Tyrode schwimmen orangene Schlieren, die Oberflache der
Aorten ist pelzig. Unten: IPAkont2. In der Stellschraube befindet sich in mittlerer Menge
rostrote Flissigkeit, die Tyrode ist leicht orange gefarbt, die Aorten sind orange verfarbt.
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5.2.3 Beendete Kalzifizierungskammern

Es wurden 6 Kalzifizierungskammern (IPAk,1,1 — IPAkay6) mit 17 Aorten gestartet
(siche Anhang, Tabelle 10.5). IPAka1,1 und IPAk,1,0 mussten wegen Rost-Bildung
aus der Auswertung genommen werden, ebenso 3 einzelne Aorten wegen fehlender
Perfusion, sodass 12 Aorten aus 4 Kalzifizierungskammern zur Auswertung zur
Verfiigung standen. [PAk,,6 verlor in geringer Menge Perfusionsmedium in die
Tyrode, das Leck konnte jedoch nicht gefunden werden. Da der Verlust gering
war, wurde der Versuch nicht abgebrochen sondern regelméafig Perfusionsmedium
nachgefiillt. Bis Tag 7 waren ca. 70 ml Perfusionsmedium in die Tyrode ausge-
treten. Um eine zu hohe Konzentration von kalzifizierndem Perfusionsmedium im
auBeren Nahrmedium zu verhindern, wurde die Tyrode abgesaugt und die Kam-
mer mit frischer Tyrode befiillt. Bis zur Beendigung des Versuchs an Tag 14 traten

erneut ca. 30 ml Perfusionsmedium aus.

5.2.4 Kontrollstiicke

Von jeder Aorta wurden Kontrollstiicke (K) genommen, und zwar sowohl von
proximal (Kpox), als auch von distal (Kgist) des in die Kammer eingespannten
Aortenbereichs. Ein Abschnitt des kranialen Kontrollstiicks wurde unmittelbar
nach Entnahme hinsichtlich seines Kalziumgehaltes analysiert (Kg), die anderen
Stiicke wurden fiir 14 Tage in Tyrode (Kr), in Kontrollmedium (Kgon) oder in
Kalzifizierungsmedium (Kk,j,) inkubiert (siehe Anhang, Tabelle 10.3).
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5.3 Versuchsergebnisse

Die Kalzifizierung der IPAs und der proximalen und distalen Kontrollstiicke wurde
sowohl quantitativ als auch histologisch, die der Ky-Stiicke lediglich quantitativ
untersucht. Die 5 Aortenabschnitte und die Kontrollstiicke wurden einzeln ana-
lysiert. Die quantitative Bestimmung des Kalziumgehaltes erfolgte mittels photo-
metrischer Messung des Ca-o-Kresolphthalein-Komplexes. Der gemessene absolute
Kalziumgehalt wurde auf das Trockengewicht der Aortenringe normiert, um die
Ergebnisse in ng/mg Trockengewicht zu erhalten. Zur histologischen Analyse wur-
den histologische Préaparate mit etwa 6 Aortenringen pro Objekttrager angefertigt.
Von jedem Abschnitt wurde ein Objekttrager HE, einer Alizarin-Rot und einer von
Kossa geférbt, sodass pro IPA ca. 30 Aortenringe je Farbung vorlagen (1 Aorta a
5 Abschnitte a 6 Ringe =30 Ringe). Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test, ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant

gewertet.

5.3.1 Ergebnisse der Kontrollstiicke

Die Induktion einer medialen Kalzifizierung in wvitro und ex wvivo ist in der
Literatur hinreichend beschrieben. Um diese Ergebnisse zu reproduzieren und
um den Einfluss der verwendeten Medien auf die Kalzifizierung der Aorten zu
tiberpriifen, wurden Teile der Aorten als Kontrollstiicke (K) fiir 14 Tage in un-
terschiedlichen Medien inkubiert (Kt in Tyrode, Kkone in Kontrollmedium, Kgay,
in Kalzifizierungsmedium). Die Ergebnisse der quantitativen Kalziumbestimmung
(Tabelle 5.1) wurden miteinander und mit den Werten nicht inkubierter Kon-
trollen (Kj) verglichen. Die Werte von in Kontrollmedium inkubierten Ringen
(0,86 + 0,24 um/mg) zeigten keine signifikante Differenz zu Werten von nicht in-
kubierten Ringen (0,58 + 0,10 um/mg). Die Werte von in Tyrode inkubierten
Ringen (0,24 + 0,10 pm/mg) waren niedriger als die von Ky und Kgon. Dage-
gen war der Kalziumgehalt von in Kalzifizierungsmedium inkubierten Ringen
(76,49 £+ 14,97 um/mg) hoher als der der Kgony und der Ky. Der Mittelwert der
distalen Stiicke (93,12 + 11,39 pm/mg) lag dabei héher als der der proximalen
Stiicke (59,86 + 19,94 um/mg), die Differenz war jedoch nicht signifikant. Histo-
logisch fiel auf, dass sich das eingelagerte Kalzium in den K,j, an einer Stelle des

Aortenrings konzentrierte, wo es diffus in der gesamten Wand verteilt war (siehe

Abbildung 5.10).
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Tabelle 5.1: Kalziumgehalt der Kontrollstiicke.
Nach 14 Tagen Inkubation in Tyrode (Kt), Kontrollmedium (Kkont), Kalzifizierungsmedium
(Kkalz), bzw. ohne Inkubation (Kp). Angaben in pug/mg Trockengewicht.

KO n=21 KT n=11 KKOl‘lt n=9 KKalz n=11
Kprox 0,52 o012 0,37 < o,20 0,81 £ o034 59,86 + 19,94
Kdist 0764 + 0,12 0,10 + 0,03 0,90 + 0,21 93,12 + 11,39
@ 0,58 + 0,10 0,24 + 0,10 0,86 + 0,24 76,49 + 14,97
K T K Kont K Kalz
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Abbildung 5.10: Histologischer Kalziumnachweis in den Kontrollstiicken.
Kein Nachweis von Kalzium in Aortenringen, welche fiir 14 Tage in Tyrode (Kt) oder Kon-
trollmedium (Kkont) inkubiert wurden. Deutliche Farbung und damit Nachweis von Kalzium
in Aortenringen, welche fir 14 Tage in Kalzifizierungsmedium (Kga1,) inkubiert wurden.
Das Kalzium ist diffus und unregelmaBig in allen Wandschichten verteilt. Abgebildet sind
die distalen Kontrollstiicke, die proximalen Kontrollen zeigen die gleichen Ergebnisse.
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5.3.2 Ergebnisse der fehlerhaften Kammern
Aorten aus korrodierten Kammern

Die Analyse der Aorten aus korrodierten Kammern ergab bei allen perfundier-
ten Aorten einen sehr hohen Kalziumgehalt von 18,79 4+ 2,41 wm/mg (Mittlerer
Wert aller Aorten aus korrodierten Kontroll- und Kalzifizierungskammern). Die
Werte waren hoher als die Werte fehlerfreier Aorten (Mittlerer Wert aller fehler-
freien Aorten aus Kontroll- und Kalzifizierungskammern: 3,24 + 0,25 pum/mg).
Die Differenz blieb bestehen, wenn man Aorten aus Kontroll- und Kalzifizierungs-
kammern getrennt betrachtete (siehe Tabelle 5.2), fiir eine statistische Aussage
war die Anzahl der Proben jedoch zu gering. Die histologischen Préparate der
Aorten aus korrodierten Kammern zeigten in den Farbungen zum Kalziumnach-
weis eine starke Anfarbung (Abbildung 5.11, Mitte). Diese beschrankte sich auf
die dufleren Wandschichten, insbesondere auf die auflere Schicht der Media, wo sie
sich als kraftiger, durchgéngiger Ring darstellte, sowie teilweise auf die Adventitia

und das anhaftende Bindegewebe.

Tabelle 5.2: Kalziumgehalt der Aorten aus korrodierten Kammern.
Vergleich der Kalziumwerte von perfundierten Aorten aus korrodierten Kontroll- und Kalzi-
fizierungskammern mit fehlerfreien Aorten. Angaben in ng/mg Trockengewicht.

II_)JAKont II_)—AKalz @
korrodierte Kammern 17,29 + 3,04, n=1 22,13 +357, n=2 18,79 + 2,41, n=s
fehlerfreie Aorten 1,62 + 0,23 n=9 4,42 + 032, n=12 3,24 + 0,25, n=21

Nicht perfundierte Aorten

Die Analyse der nicht perfundierten Aorten ergab bei allen Aorten einen sehr
niedrigen Kalziumgehalt von 1,55 £ 0,40 pm/mg (Mittlere Wert aller nicht-per-
fundierten Aorten aus Kontroll- uns Kalzifizierungskammern). Die Werte waren
niedriger als die Werte perfundierter Aorten aus denselben Kammern (Mittlerer
Wert der perfundierten Aorten aus den betroffenen Kontroll- und Kalzifizierungs-
kammern: 7,45 £ 1,55 wum/mg). Die Differenz blieb bestehen wenn man Aorten
aus Kontroll- und Kalzifizierungskammern getrennt betrachtete (siehe Tabelle
5.3), fiir eine statistische Aussage war die Anzahl der Proben jedoch zu gering. In
korrodierten Kammern war die Differenz zwischen perfundierten und nicht perfun-

dierten Aorten ebenfalls deutlich, weshalb die Werte von Aorten aus korrodierten
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Kammern miteinbezogen wurden. Die Werte der Kontrollkammern lagen tiber den
Werten der Kalzifizierungskammern, da zwei der Kontrollkammern, jedoch keine
der Kalzifizierungskammern von Rost betroffen waren.

Histologisch zeigten die nicht perfundierten Aorten keinerlei mediale oder adven-
titiale Anfarbung, weder in den fehlerfreien, noch in den korrodierten Kammern.
3 Aorten (aus 2 verschiedenen Kammern) der insgesamt 6 nicht perfundierten
Aorten (aus 4 verschiedenen Kammern) zeigten eine fokale intimale Farbung (Ab-
bildung 5.11, rechts). Bei der Ausbildung dieser Féarbung schien weder das Perfu-

sionsmedium, noch die Rostbildung eine Rolle zu spielen.

Tabelle 5.3: Kalziumgehalt der nicht perfundierten Aorten.

Vergleich der Kalziumwerte von nicht perfundierten Aorten aus Kontroll- und Kalzifizierungs-
kammern mit perfundierten Aorten aus denselben Kammern. Korrodierte Kammern wurden
miteinbezogen. Angaben in ng/mg Trockengewicht.

IPAKont IPAKalZ @

nicht perfundierte Aorten 1,64 + 0,53 n=s5 1,32 + 0,34, n=2 1,55 + 040, n=7
perfundierte Aorten 13,25 + 3,60, n=4 3,78 + 0,27, n=6 7,45 + 1,55, n=10

Kontroll- Aorten aus Nicht perfun-
Aorta gerosteten Kammern dierte Aorta
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Abbildung 5.11: Histologischer Kalziumnachweis in fehlerhaften Aorten.
Aorten aus korrodierten Kammern zeigen eine kraftige Anfarbung, insbesondere der duBeren
Wandschichten. Nicht perfundierte Aorten zeigen teilweise eine fokale intimale Anfarbung.
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5.3.3 HE-Farbung der IPAs

Um den Zustand der Gefafle nach 14 Tagen Perfusion beurteilen zu kénnen, wur-
den HE-Féarbungen angefertigt (siehe Abbildung 5.12). Diese zeigten sowohl in
Kontrollaorten als auch in kalzifizierten Aorten eine vitale Gefalwand, die Perfu-
sion schien die Wandstruktur nicht sichtbar zu verdndern. Die Media zeigte ihre
physiologische Struktur: Die Elastinlamellen waren parallel angeordnet, die Zell-
kerne stellten sich typisch spindelférmig dar. Das Endothel war deutlich zu erken-
nen und klar zur Media hin abgrenzbar. Es erschien weitestgehend durchgéngig.
Da es sich bei der HE-Farbung um keine endothelspezifische Farbung handelt,
ware zur weiteren Abklarung eine gezielte Darstellung des Endothels sinnvoll,
beispielsweise immunhistologisch mittels endothelspezifischer Marker wie CD31
oder von-Willebrand-Faktor.
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Abbildung 5.12: HE-Farbung der IPAs.

Die HE-Bilder der IPAs zeigen eine vitale GefaBwand mit deutlicher Abgrenzung der Schich-
ten, sowohl in Kontrollaorten als auch in kalzifizierten Aorten. Das Endothel ist intakt, die
Elastinfasern parallel angeordnet und die Zellkerne zeigen ihre typische Form.

5.3.4 Ergebnisse der Kontrollkammern

Zur Bewertung standen 9 Aorten aus 3 verschiedenen Kammern (IPAgon46) zur
Verfiigung. Tabelle 5.4 zeigt die Ergebnisse der quantitativen Kalziumbestim-
mung. Der Kalziumgehalt lag zwischen 0,25 pg/mg und 5,25 ug/mg Trocken-
gewicht. Der Mittelwert lag bei 1,68 4+ 0,48 ng/mg. Dabei unterschied sich der
durchschnittliche Gehalt der verschiedenen Abschnitte nicht signifikant (rech-
te Spalte). Die Mittelwerte von ITPAgona (1,24 £0,18 pg/mg) und IPAkonts
(0,71 + 0,13 pg/mg) lagen in einem ahnlichen Bereich, wohingegen die Werte von
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[PAkonss (4,28 £ 0,04 pg/mg) etwas hoher lagen. Beim Vergleich der Ergebnisse
von Kontrollkammern mit Ergebnissen von in Kontrollmedium inkubierten Kon-
trollstiicken zeigte sich, dass die Werte der Kontrollkammern (1,62 4+ 0,48 pug/mg)
etwas hoher waren,als die der Kontrollstiicke (0,86 + 0,24 pug/mg), die Differenz
war jedoch nicht signifikant. Auflerdem verringerte sich die Differenz deutlich,
wenn man anstelle der Durchschnitte die Mediane miteinander verglich (IPAkop:
0,95 ng/mg; Kkone: 0,68 ug/mg).

Die Ergebnisse der histologischen Analyse (Abbildung 5.13) deckten sich nur teil-
weise mit den Ergebnissen der quantitativen Kalziumbestimmung. IPAk,.4 zeigte
in beiden Farbungen zum Kalziumnachweis eine schwache, aber dennoch deutlich
sichtbare mediale Anfirbung. IPAk.u5 zeigte in der Alizarin-Rot-Farbung keine,
in der von Kossa-Farbung dagegen eine deutliche Anfarbung. Diese war nicht auf
eine Wandschicht beschrénkt, sondern verteilte sich diffus in der gesamten Wand,
wobei die &ufleren Schichten besonders kréaftig anfarbten. IPAk,,i¢ zeigte keinerlei

Anfarbung, weder in der Alizarin-Rot-, noch in der von Kossa-Farbung.
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Abbildung 5.13: Histologischer Kalziumnachweis in IPAs aus Kontrollkam-
mern.

IPAkonty: Alizarin-Rot — schwache mediale Farbung (plus Farbeartefakte in der Ubersicht).
Von Kossa — schwache mediale Farbung.

IPAKkonts: Alizarin-Rot — keine Farbung. Von Kossa — Farbung der ganzen Wand.
IPAKkonts: Alizarin-Rot — keine Farbung. Von Kossa — keine Farbung.



Tabelle 5.4: Kalziumgehalt der IPAk,,, Angaben in ng/mg Trockengewicht.

Kammer IPAKont4 IPAKont 5 IPAKontG
Aorta 1 3 4 1 4 1 2 3 4 (%]
Abschnitt 1 0,95 2,60 0,57 3,93 480 0,30 0,25 1,87 0,38 1,74 o053
Abschnitt 2 0,96 1,58 048 3,38 408 034 032 033 028 1,31 «ous
Abschnitt 3 1,35 1,87 0,58 9,29 3,20 0,28 0,37 2,36 0,33 1,73 o053
Abschnitt 4 1,13 1,17 0,59 431 491 033 190 0,62 045 1,71 = opsa
Abschnitt 5 1,90 0,83 1,98 — 4,69 1,94 0,33 0,57 0,66 1,61 +o,a7
o 1,26 1,61 084 422 434 064 063 115 042 o
+ 0,16 + 0,27 + 0,26 + 0,34 + 0,28 + 0,29 + 0,28 + 0,36 + 0,06 ’ ’
@ 1,24 + 0,18 4,28 + 0,04 0,71 + 0,13

ass!uqeﬁjasqans,la/\ €'q
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5.3.5 Ergebnisse der Kalzifizierungskammern

Zur Bewertung standen 12 Aorten aus 4 Kammern (IPAk,,3 ¢) zur Verfiigung. Ta-
belle 5.5 zeigt die Ergebnisse der quantitativen Kalziumbestimmung. Der Kalzium-
gehalt lag zwischen 0,74 pug/mg und 17,78 ug/mg Trockengewicht. Der Mittelwert
lag bei 4,42 4+ 0,48 ug/mg. Die Werte der kranialen Abschnitte waren geringfiigig
hoher als die der distalen Abschnitte, die Differenz war jedoch nicht signifikant. Die
Mittelwerte der Kammern lagen zwischen 3,14 pg/mg (IPAkons) und 6,72 pg/mg
(IPAkont4). Beim Vergleich der Ergebnisse der Kalzifizierungskammern mit den Er-
gebnissen von in Kalzifizierungsmedium inkubierten Kontrollstiicken zeigte sich,
dass die Werte der Kalzifizierungskammern (4,42 + 0, 48 pug/mg) niedriger waren,
als die der Kontrollstiicke (76,49 £ 14,97 ug/mg).

Die Ergebnisse der histologischen Analyse (Abbildung 5.14) deckten sich nur teil-
weise mit den Ergebnissen der quantitativen Kalziumbestimmung. [PAk.,,3 zeigte
in beiden Farbungen zum Kalziumnachweis eine deutliche mediale Anfarbung. Die
Farbung beschrinkte sich auf die Media der Aorten, wo sie in den meisten Aor-
ten einen durchgingigen Ring bildete. Die Farbung war in allen 3 Aorten und in
allen 5 Abschnitten dhnlich stark ausgepragt. IPAk.i,4 zeigte in der Alizarin-Rot-
Farbung keine Farbung, in der von Kossa-Farbung zeigte sich dagegen eine deut-
lich ausgepréigte mediale Farbung, entsprechend der Farbung von IPAk.,3. Bei
[PAK.1,5 zeigte eine Aorta in beiden Farbungen eine schwache intimale Farbung
(Vergleich nicht perfundierte Aorten, Abbildung 5.11). Die zweite Aorta zeigte in
Alizarin-Rot keine und in von Kossa eine minimale mediale Férbung. Die dritte
Aorta zeigte in Alizarin-Rot eine minimale, in von Kossa eine deutliche mediale
Farbung. IPAk.,¢ zeigte in beiden Féarbungen eine fokale adventitiale Farbung,
welche in 2 Aorten deutlich und in einer Aorta schwach ausgeprigt war. Eine
mediale Farbung war nicht vorhanden.

Verglich man die histologischen Bilder der mit Kalzifizierungsmedium perfundier-
ten Aorten mit den Bildern von im gleichen Medium inkubierten Kontrollstiicken,
so fiel die unterschiedliche Lokalisation der Kalzifizierung auf. Wahrend die Ein-
lagerungen in den Kontrollstiicken diffus und ungleichméflig in der ganzen Wand
verteilt waren, beschriankten sie sich in den IPAs auf die Media der Aortenwand,
wo sie einen durchgédngigen Ring bildeten. Dieser war je nach Ausprédgung der
Kalzifizierung unterbrochen, die zirkuldre Form war aber immer zumindest ange-
deutet.
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Abbildung 5.14: Histologischer Kalziumnachweis in IPAs aus Kalzifizierungs-

kammern.

IPA k1.3 Alizarin-Rot — deutliche mediale Farbung. Von Kossa — deutliche mediale Farbung.
IPAKqi,4: Alizarin-Rot — keine Farbung. Von Kossa — deutliche mediale Farbung.

IPAka1,6: Alizarin-Rot — fokale adventitiale Farbung. Von Kossa — fokale adventitiale

Farbung.



Tabelle 5.5: Kalziumgehalt der IPAk.y1,, Angaben in pug/mg Trockengewicht.

Kammer IPAKalz3 IPAKa1z4 IPAKa1.5 IPAKaz6
Aorta 1 2 3 1 2 3 2 3 4 1 2 3 (%)
Abschnitt 1 248 341 444 406 477 985 270 272 322 461 606 403 4,39 s
Abschnitt 2 2,44 325 4,46 503 17,78 8,17 3,58 4,38 355 3,29 527 8,12 5,78 +1,6
Abschnitt 3 4,01 2,72 353 533 7,61 7,08 323 273 276 0,74 445 515 4,11 o34
Abschnitt 4 3,93 2,63 249 318 539 490 309 195 606 325 564 466 3,93 :oss
Abschnitt 5 5,47 262 266 6,81 391 698 3,04 249 1,60 3,04 5,03 299 3,89 :o,
o 3,74 2,93 352 488 789 740 3,13 2,86 3,44 298 529 499 .
+ 0,47 + 0,15 + 0,38 + 0,55 + 2,28 + 0,72 + 0,13 + 0,36 + 0,66 + 0,56 + 0,24 + 0,77 ’ ’
(0] 3,39 +o0,20 6,72 +o,76 3,14 + 0,14 4,42 + 0,59
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assiuge8iy g
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5.3.6 Vergleich von Kontroll- und Kalzifizierungskammern

Die IPAk.1, zeigten einen signifikant hoheren Kalziumgehalt als die IPAkgnt, so-
wohl in Bezug auf den Mittelwert, als auch bei separater Betrachtung der einzelnen
Abschnitte. Abbildung 5.15 zeigt die Ergebnisse der einzelnen Aortenabschnitte.
Die Werte der IPAk.,, waren in jedem Abschnitt hoher als die der IPAkq,:. Abbil-
dung 5.16a stellt dieselben Werte zusammengefasst dar, wobei der Mittelwert jeder
Aorta verwendet wurde. Der Mittelwert aller IPAkqy lag mit 1,62 4 0,48 pg/mg
hoher als der aller IPAk,),, welcher 4,42 + 0,48 pg/mg betrug.

Die histologischen Ergebnisse (zusammengefasst dargestellt in Tabelle 5.6) stimm-
ten nur teilweise mit den Ergebnissen der Kalziummessung iiberein. Von 9 IPA k¢
farbten in Alizarin-Rot 1 Aorta deutlich und 2 Aorten schwach an, in von Kossa
farbten dieselben 3 Aorten deutlich an. Von 12 IPAk,;, farbten in Alizarin-Rot
3 Aorten deutlich und eine schwach an, in von Kossa farbten 7 Aorten deutlich
und eine schwach an. Es zeigte sich die Tendenz, dass die IPAk,;, haufiger und
deutlicher anfirbten, als die IPAk,,; (Abbildung 5.16b), wobei die Féarbung in
von Kossa insgesamt stéirker ausgeprégt war, als in Alizarin-Rot. Jedoch ergab die

statistische Priifung von Rangnummern (vergeben in Anlehnung an Tabelle 5.6:
- =0; (/) =0,5; / = 1) keine Signifikanz.

Tabelle 5.6: Vergleich der histologischen Ergebnisse von IPAk,,.; und IPA.,.

v/ = deutliche mediale Farbung der meisten Aortenringen. (/) = schwache mediale Farbung

weniger Ringe. — = keine mediale Farbung. Setzt man die Anzahl aller \/ (dabei gilt: 1 (/) = 3

/) und aller — miteinander in Verhiltnis, erhalt man einen Wert, welcher den Anfarbungsgrad
widerspiegelt.

W I]':)AKOnt IPAKalz
Aorta 5 6 4 5 6

4 3
Aorta 1 /) — - v _ _ _
Alizarin- Aorta 2 V) a B v a (V) a
Rot Aorta 3 Vv - Vv - - -
Aorta 4 —
gesamt 2,/:7-=0,29 3,5y :9—=0,38
Aorta 1 vV - —~ vV v —~ -
von Aorta 2 v — - vV vV v/ -
X Aortas -V VW -
ossa
Aorta 4 -

gesamt 3y :6—=0,50 754 :4—=1,78
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Abbildung 5.15: Vergleich des Kalziumgehaltes von IPAk,,,; und IPAk.;,.

Vergleich der Werte von IPAkon: (n=9, weiBe Balken) und IPAk.1, (n=12, schwarze Balken)
in den 5 Aortenabschnitten. Der Kalziumgehalt der IPAk.1, ist in allen Abschnitten signifikant
héher als der der IPAk n:. ¥*p<0,05
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(a) Quantitativer Kalziumnachweis.
Vergleich der Mittelwerte aller Aorten. Die
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(b) Histologischer Kalziumnachweis.
Direkter Vergleich der in Abb. 5.13 und 5.14
gezeigten Bilder: IPAkont: Keine Anfarbung.

IPAKal,: mediale Anfarbung.

Abbildung 5.16: Vergleich der Ergebnisse von IPAk,,; und IPAg,,,.
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Die mediale vaskuldare Kalzifizierung, wie sie gehduft bei chronischer Niereninsuf-
fizienz und Diabetes mellitus auftritt, fithrt zu teils massiven Beeintréchtigungen
des Herz-Kreislauf-Systems und ist mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitat as-
soziiert. ¥} Grundlage fiir die Entwicklung von benétigten Therapie- und Préiventi-
onsstrategien ist ein fundiertes Wissen beziiglich der Pathogenese der Gefafiverkal-
kung. Beim Gewinn neuer Erkenntnisse spielen neben klinischen Studien verschie-
dene in vivo-, in vitro- und ex vivo-Modelle eine wichtige Rolle. Mit ihrer Hilfe
konnten in den letzten Jahren zahlreiche neue Erkenntnisse gewonnen werden.
Beispielsweise wurde die Rolle von Matrixvesikeln und apoptotischen Koérpern als
Kristallisationszentren entdeckt 6163 und die Prozesse, welche der osteochondro-
genen Transdifferenzierung der VSMCs zugrunde liegen, konnten teilweise identi-
fiziert und eingeordnet werden. 831

Die etablierten Modelle haben wesentlich zum heutigen Verstédndnis der medialen
vaskularen Kalzifizierung beigetragen, dennoch hat jedes Modell neben seinen Vor-
teilen auch Schwachstellen. In Tiermodellen lassen sich am besten die im Menschen
vorkommenden (patho)physiologischen Prozesse nachahmen und untersuchen, [106]
da die komplexen Regulationsmechanismen eines intakten Organismus greifen.
Sie haben gegeniiber klinischen Studien den Vorteil, dass die direkte Wirkung
bestimmter Substanzen auf den Organismus unter standardisierten Bedingungen
untersucht werden kann, ohne dass die Ergebnisse durch Grund- oder Begleiter-
krankungen oder Interaktionen mit anderen Medikamenten beeinflusst werden,

[106] Zur Untersuchung der vaskuliren Kal-

wie es hdufig bei Patienten der Fall ist.
zifizierung eignen sich am besten kleine Nager. Méuse und Ratten sind unkom-
pliziert in Handhabung und Haltung, haben eine kurze Lebensspanne und &hneln
Menschen hinsichtlich ihres Stoffwechsels und ihrer Physiologie. %! Jedoch weisen
sie eine hohe natiirliche Resistenz gegen vaskulare Kalzifizierung auf, sodass mas-
sive Eingriffe in die Physiologie vonndten sind, um eine Gefafimineralisierung zu
induzieren. Die gangigsten in vivo-Modelle sind das % Nephrektomie-Modell und
das Adenin-Modell. In beiden Modellen wird im Versuchstier das funktionelle Nie-
rengewebe reduziert und somit eine Niereninsuffizienz induziert. Zusatzlich wird
die Kalzifizierung durch spezifische Didten oder durch die Verabreichung kalzifi-
zierungsfordernder Substanzen unterstiitzt. Lediglich diese Kombination fiithrt zu

einer zuverlassigen medialen Kalzifizierung. Da Méuse zur Ausbildung von intima-
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ler Kalzifizierung neigen, miissen DBA2-Ma&use eingesetzt werden, ein fiir mediale
Kalzifizierung anfalliger Inzuchtstamm. Dieser entwickelt nach % Nephrektomie
unter Hochphosphatdiat eine ausgeprigte mediale, jedoch keinerlei intimale Kal-
zifizierung. 121

Die Tiermodelle sind allerdings nicht ohne Nachteile: Ein Punkt, der bei in vivo-
Modellen immer zu diskutieren sein wird, ist die Ubertragbarkeit von gewonne-
nen Erkenntnissen auf den Menschen. Bei allen Bemiihungen, mit den Modellen
die Vorgénge im menschlichen Organismus nachzuahmen, werden immer Unter-
schiede bestehen bleiben. Obwohl es im Bereich chronischer Nierenerkrankungen
viele gute Modelle fiir einzelne Krankheitsaspekte gibt, so gibt es doch kein Mo-
dell, das die Pathophysiologie und die daraus resultierende Klinik beim Menschen

122] Ein anderer nicht zu vernachlissigender

in seiner Gesamtheit widerspiegelt.
Punkt ist der Tierschutzaspekt. Nach den Prinzipien der 3R (Replace, Reduce,
Refine) sollen Tierversuche soweit moglich ersetzt, reduziert oder verbessert wer-
den, da die Induktion pathologischer Zustinde beim Versuchstier mit Schmerzen,

1231 Zudem schreitet der Kalzifizierungsprozess

Leiden und Schéiden einhergeht.
in vivo nur langsam voran, die experimentelle Phase dauert in den Regel mindes-
tens 5 Wochen. 12412 Erschwerend hinzu kommt die individuelle Reaktivitit jedes
Organismus, wodurch die Ergebnisse in der Regel eine breite Streuung aufweisen.
Diese Faktoren machen das Erstellen von Dosis-Wirkungs-Kurven schwierig.

Die Schwéchen der in vivo-Modelle sind die Stirken der Zellkulturmodelle: In ih-
nen lésst sich vergleichsweise schnell und unkompliziert der Einfluss verschiedener
Substanzen auf die Kalzifizierung in Abhangigkeit von Dosis und Zeit untersuchen.
Somit eignen sie sich sowohl hervorragend zur Identifikation neuer Substanzen, die
bei der Kalzifizierung eine Rolle spielen, als auch zur Untersuchung der dabei in-
volvierten Signalwege.

Die Nachteile der Zellkultur liegen in ihren eher unphysiologischen Bedingungen.
Die Kalzifizierung wird innerhalb weniger Tage durch die Zugabe einzelner Sub-
stanzen zum Medium induziert. Dagegen handelt es sich bei der in vivo auftreten-
den Kalzifizierung um einen komplex regulierten, langsam fortschreitenden Pro-
zess, welcher sich iiber einen Zeitraum von Monaten bis Jahren hinweg entwickelt.
Die bei in wvitro-Versuchen eingesetzten Zellen (meist VSMCs) werden aus kul-
tivierten Geféfiringen gewonnen und passagiert, bis sie etwa in Passage 3-7 fir

[126,127]

Versuche eingesetzt werden. Es wird mit einer isolierten Zellpopulation in

einer zweidimensionalen Kultur gearbeitet. Es gibt keinen zusammenhangenden
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Zell- und Gewebeverband, Interaktionen mit der extrazellularen Matrix sind aus-
geschlossen. Somit werden die realen Verhéltnisse nur bedingt widergespiegelt,
weshalb sich Genexpression, Signalwege und Zellmorphologie von denen in wi-
vo unterscheiden kénnen. 28 Eine Weiterentwicklung der 2D-Zellkultur stellt die
3D-Zellkultur dar. Mittels verschiedener Methoden, beispielsweise durch Einsatz
von Hydrogelen als extrazellulire Matrix,[*” wird die Dreidimensionalitit von
Gewebe nachgeahmt. Dadurch werden die natiirlichen Eigenschaften der Zellen
besser imitiert, als es in der einlagigen Zellschicht einer zweidimensionalen Kul-
tur moglich ist.!'3% Die 2010 von Souza et al. entwickelte Magnetic levitation
method (MLM), bei welcher die Zellen in einem magnetischen Feld schweben,
ermoglicht ein besonders schnelles Zellwachstum. 1?8 Castro-Chavez et al. wand-
ten die Methode erfolgreich an VSMCs an und konnten ein 3—4fach schnelleres
Zellwachstum beobachten. Sie untersuchten den Einfluss von Lysophosphatidyl-
cholin auf die Kalzifizierung der VSMCs und konnten nachweisen, dass es die
osteochondrogene Transdifferenzierung fordert, ein Effekt, der durch Schnurri-3
aufgehoben wird. 131

Jedoch arbeitet auch die 3D-Zellkultur lediglich mit einer isolierten Zellart. Ein
Modell, bei welchem die natiirliche Gewebestruktur der Geféfie erhalten bleibt, ist
die ex vivo-Kultivierung von Geféafiringen, wie sie beispielsweise von Schuchardt
et al.¥) und Priifer et al.") praktiziert wurde. Hierbei bleibt der Zellverband
erhalten, verschiedene Zellarten stehen untereinander und mit der extrazelluldren
Matrix in Verbindung, sodass das Modell den physiologischen Bedingungen néher
kommt als in vitro-Modelle. Jedoch werden die Gefédfiringe auch von extraluminal
mit Medium umspiilt, was nicht den Bedingungen im Korper entspricht. Der Kon-
takt der Adventitia mit den kalzifizierungsférdernden Substanzen fithrt zu deren
Kalzifizierung. " Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass dadurch auch die
mediale Kalzifizierung beeinflusst wird.

An diesem Punkt setzt das neu entwickelte Modell der IPA an, welches als Wei-
terentwicklung der ex vivo-Modelle gesehen werden kann. Es wird nach dhnlichen
Prinzipien gearbeitet: Die Aorten werden fiir 14 Tage mit den gleichen Zellkultur-
medien inkubiert und die Kalzifizierung wird durch Zusétze im Medium induziert.
Der entscheidende Unterschied ist, dass im Modell der IPA die Aorten mit dem
Kalzifizierungsmedium perfundiert werden, sodass im Gegensatz zu den ex vivo-
Modellen lediglich die luminale Geféfiwand in Kontakt damit kommt. Durch die

Perfusion ist die Intima gewissen Scherkréften ausgesetzt, wie sie auch durch den
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Blutfluss im Organismus bestehen. Mit der Aorta wird mit einem vollstdndigen
Organ gearbeitet, sodass die natiirliche Gewebestruktur erhalten bleibt. Somit ist
das Modell der TPA den physiologischen Konditionen im Korper deutlich ahnlicher
als bestehende in vitro- und ex vivo-Modelle. Zugleich tragt die IPA zur Umset-
zung der 3R-Prinzipen bei. Die etablierten in vivo-Modelle gehen fiir die Tiere
mit nicht zu vernachléssigenden Schmerzen, Leiden und Schiaden einher (Induk-
tion einer chronischen Niereninsuffizienz, chirurgische Eingriffe, Gewichtsverlust).
Zwar werden auch fiir die IPA Spendertiere bendtigt, es werden jedoch gesunde
Tiere eingesetzt, deren einzige Belastung in der schmerzfreien Euthanasie besteht.
Bei entsprechender Versuchsplanung und Kooperation konnen die gesunden Or-
gane der Tiere zudem fiir andere Versuchsreihen verwendet werden, wodurch die
benotigte Gesamtzahl an Versuchstieren reduziert werden kann.

Ein weiterer Vorteil des Modells der IPA besteht in der Moglichkeit zur geziel-
ten Manipulation des Endothels. Es gibt bisher kaum Studien, welche die Rolle
des Endothels bei der Entwicklung der medialen Gefafiverkalkung untersuchen,
obwohl es Hinweise auf eine Beteiligung gibt. Beispielsweise konnte der kalzifizie-
rungsfordernde Effekt von UpyA, einem aus dem Endothel sezernierten Faktor,
nachgewiesen werden.®® Ein Grund hierfir mag sein, dass sich das Endothel
in den bestehenden Modellen nur schlecht beeinflussen und untersuchen lasst.
In vitro-Modelle eignen sich ausschliellich dazu, den Einfluss einzelner, mit dem
Endothel assoziierten Substanzen wie UpyA zu untersuchen, wobei andere Ein-
fliilsse des Endothels unberticksichtigt bleiben. In vivo besteht sowohl im Tiermo-
dell®>132] als auch im menschlichen Probanden!® die Moglichkeit, den Einfluss
endothelassoziierter Substanzen zu testen. Dies ist jedoch mit hohem Aufwand
verbunden. Zudem ist es bislang nur schlecht moglich den Einfluss eines langfris-
tig geschiadigten Endothels auf den Kalzifizierungsprozess zu untersuchen, da das
Endothel in vivo nur schwierig zugénglich ist. Mit der in den 80ern von Clowes
et al. entwickelten Ballonkathetermethode, bei welcher ein Ballonkatheter in das
Geféfl eingefithrt, aufgeblasen und unter Rotation zurtickgezogen wird, steht ei-
ne Methode zur Verfiigung, mit welcher in vivo die gesamte Gefaflwand der A.

[133-136] Fine gezielte Beschiadigung le-

carotis communis beschédigt werden kann.
diglich des Endothels ist jedoch nicht moglich. Ersetzt man den Ballonkatheter
durch eine Fadenschlaufe, wie 1990 von Fingerle et al. vorgestellt, 37 erreicht man
eine vollstandige Abtragung des Endothels bei Erhalt einer intakten Media. Der

operative Aufwand ist jedoch hoch, zudem ist eine Beschddigung der Aorta, an wel-
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cher Kalzifizierungsstudien in der Regel durchgefiihrt werden, nicht moglich. Die
beschriebenen Methoden wurden in Studien zur Gefafiregeneration angewandt,
Untersuchungen beziiglich der Auswirkungen auf die Kalzifizierung wurden nicht
durchgefiihrt.

Lomashvili et al iibertrugen die Methode von Fingerle et al auf ex vivo-Kalzifi-
zierungsversuche. " Sie konnten in deendothelialisierten Aortenringen keine ge-
steigerte Kalzifizierung feststellen. Die Analyse erfolge jedoch lediglich mittels
von Kossa-Farbung, eine quantitative Kalziumbestimmung, welche sensitiver und
zuverléssiger ist, wurde nicht durchgefithrt. Zudem war der Kalziumgehalt von un-
behandelten, in Kalzifizierungsmedium inkubierten Aortenringen im Vergleich zu
anderen Studien!®® sehr gering, was vermutlich auf den geringen Phosphatgehalt
des Kalzifizierungsmediums zuriickzufithren ist. Daher schlieBen die Ergebnisse
dieser Untersuchung eine Rolle des Endothels bei der Kalzifizierung nicht aus.
Zwar kann das Endothel in ex vivo-Modellen gezielt beschadigt werden, jedoch
kann eine Beeinflussung der Kalzifizierung durch den unphysiologischen Kontakt
der Adventitia mit dem Medium nicht ausgeschlossen werden. Mogliche Einfliisse
des Endothels konnten dadurch iiberdeckt werden. In in vitro-Modellen ist eine
Untersuchung des Endothels nicht moglich, da mit isolierten VSMCs gearbeitet
wird. In der TPA dagegen bleibt der Gewebeverband erhalten, das Endothel ist
leicht zuganglich und lediglich die Intima kommt mit dem Kalzifizierungsmedium
in Kontakt. Somit eignet sich das Modell gut, um die Rolle des Endothels bei der

medialen vaskuldren Kalzifizierung zu untersuchen.

6.1 Methodenetablierung

Ziel der Arbeit war die Etablierung des neuen Modells der IPA. Hierfiir muss-
ten zunéchst die benotigten Methoden entwickelt und etabliert werden. Teilweise
konnten etablierte Techniken iibernommen werden (Zusammensetzung der Per-
fusionsmedien, Analysemethoden), teilweise wurden etablierte Methoden modi-
fiziert (Aortenpraparation, Zusammensetzung der Tyrode) und teilweise wurden
Methoden neu entwickelt (Koagulation der Aortenabgénge, Technik zum Medien-
wechsel).

Die im Arbeitskreis iiblichen Techniken zur Aortenentnahme und -praparation
wurden den Anforderungen angepasst. Um die Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten,

war eine aortenschonende Praparationstechnik erforderlich. Es gibt Hinweise, dass
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eine beschidigte Aortenwand, wie sie beispielsweise durch zu starke Manipulati-
on bei der Praparation zustande kommen kann, die Kalzifizierung fordert.™ Das
empfindliche Endothel durfte nicht beschadigt werden, um dessen Einfluss auf
die Kalzifizierung untersuchen zu koénnen. Daher wurden die géngigen Techniken
zur Entnahme und Préparation der Aorten dahingehend modifiziert, dass eine
Beschédigung der Aorta vermieden werden sollte. Auch eine intravasale Throm-
benbildung kann iiber Freisetzung von Radikalen zu oxidativem Stress!!*® und
damit zur Beschadigung des Endothels beitragen. Daher wurde eine nicht-letale
Narkosedosis eingesetzt, sodass der Tod des Tieres erst durch die Entnahme des
Herzens herbeigefiihrt wurde. So konnte die Zeitspanne zwischen Kreislaufstill-
stand und Uberfithrung der Aorta in ein Nahrmedium kurz gehalten werden. Das
an der Aorta haftende Fett- und Bindegewebe wurde zusammen mit der Adventitia
entfernt, da aus ez vivo-Versuchen bekannt ist, dass unter Einfluss von Kalzifizie-
rungsmedium auch die Adventitia kalzifiziert. [

Um die Perfusion der Aorta zu ermoglichen, musste diese einen geschlosse-
nen Schlauch bilden. Hierfiir wurde eine Technik zum dichten Verschluss der
zahlreichen Gefaflabginge entwickelt. Die géngigen chirurgischen Methoden zum
Gefaflverschluss sind die Fadenligatur, das Anbringen von Ligatur-Clips und die
Koagulation der Gefife mittels Hochfrequenz-Chirurgie.'3% Der Verschluss der
Aortenabgénge mittels Fadenligatur war aufgrund der geringen Grofle der Geféfle

n 139 und

nicht praktikabel. Ligatur-Clips sind einfach und schnell anzubringe
in sehr kleinen Groéflen erhéltlich, sodass der Verschluss einzelner Gefédflabgénge
mittels Clips vermutlich moglich gewesen ware. Jedoch mussten pro Aorta 20—
25 GefaBabgéinge verschlossen werden. Eine Beschidigung der Aortenwand oder
des Endothels durch das Gewicht der bendtigten Clips konnte nicht ausgeschlos-
sen werden. Daher wurde die Elektrochirurgie als Methode zum Geféfiverschluss
gewahlt. Bei der Hochfrequenz-Chirurgie wird mittels hochfrequenter elektrischer
Stréome (300 — 500 kHz) das Gewebe erhitzt. Bei 70 — 80 °C denaturieren die Pro-
teine, das Gewebe koaguliert.% Man unterscheidet zwischen der monopolaren
und der bipolaren Technik. Bei der monopolaren Technik erfolgt die Ableitung
iiber eine grofflachig mit dem Patientenkorper verbundene Neutralelektrode. Die
Technik eignet sich gut zum Schneiden von Gewebe. 4% Bei der bipolaren Technik
befinden sich beide Pole am chirurgischen Instrument, in der Regel eine Pinzette.
Damit eignet sich diese Technik gut zum Koagulieren. "%’ Durch die Kompressi-

on, welche beim Greifen des Gewebes mit der Pinzette entsteht, eignet sich die
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bipolare Koagulation besonders gut zum VerschlieBen von Gefifien.['*?) Daher,
und aufgrund der hohen Prézision, wurde die bipolare Elektro-Koagulation zum
Verschluss der Aortenabgénge gewéhlt. Bei der Elektro-Chirurgie kann es durch
fehlerhafte Anwendung zur Beschiddigung von angrenzendem Gewebe (im Falle
der IPA: der Aortenwand) kommen. Zudem werden die Koagel instabil, wenn es
durch zu starke Erhitzung zur Karbonisation kommt. "% Beides lésst sich durch
die korrekte Einstellung des Gerdtes und eine addquate Kontaktdauer vermeiden.
Beachtet man diese Punkte, stellt die bipolare Elektrokoagulation eine zuverléssige
und aortenschonende Methode zum Verschluss der Gefaflabgéange dar.

Die verwendeten Perfusionsmedien orientierten sich an in der Literatur beschrie-
benen Medien zur Kalzifizierung von VSMCs, welche in ihrer exakten Zusam-
mensetzung variieren. Das Standard-Medium zur Kultivierung von VSMCs ist
das DMEM. Zur Versorgung mit Wachstumsfaktoren wird FCS hinzugegeben,
ebenso Pen/Strep, welches einem Verkeimen des Mediums entgegenwirkt. [100-103]
Die Kalzifizierung wird in Anlehnung an die Hyperphosphatdmie bei chroni-
scher Niereninsuffizienz durch Zugabe einer Phosphatquelle, beispielsweise [-
Glycerophosphat!10%192) oder NaH,PO, 6111 induziert. Haufig wird ein DMEM
mit erhohtem Glucose-Gehalt gewihlt*? oder Insulin hinzugegeben, 1% um die
kalzifizierungsfordernden Zustédnde bei Diabetes mellitus nachzuahmen. Einige
Autoren geben weitere kalzifizierungsférdernde Substanzen hinzu, beispielsweise
Natriumpyruvat 194 oder Ascorbinsdure, %19 welches ein Kofaktor der Osteo-
blastendifferenzierung ist und in Kombination mit anorganischem Phosphat die
Kalzifizierung von VSMCs deutlich steigert.™3 Im Arbeitskreis wurden Studien
an VSMCs und Aortenringen durchgefithrt, welche die Wirkung unterschiedlicher
Phosphatquellen in Kombination mit verschiedenen Zusétzen untersuchten (unpu-
blizierte Daten). Die beste Kalzifizierung wurde mit einem DMEM mit erhéhtem
Glucose-Gehalt erzielt, welchem NaH,;PO,4 und Ascorbinsédure zugegeben wurde.
Daher wurde diese Kombination als kalzifizierendes Perfusionsmedium fiir die IPA
verwendet. Das duflere Ndhrmedium diente der Nahrstoffversorgung von auflen,
es musste einen physiologischen pH-Wert und eine Pufferkapazitat besitzen. Auf-
grund guter Erfahrungen im Arbeitskreis aus anderen physiologischen Versuchen

e, wurde die Tyrodelosung gewahlt. Es zeig-

wie der isoliert perfundierten Nier
te sich, dass die Tyrode in ihrer tiblichen Zusammensetzung bei Inkubation in der
Kammer auskristallisierte, weshalb sie in ihrer Zusammensetzung derart modifi-

ziert wurde, dass das Ausféllen verringert werden konnte.
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Der Versuchsablauf orientierte sich an etablierten in wvitro- bzw. ex vivo-Kalzi-
fizierungsversuchen von VSMCs und Aortenringen. Die in der Literatur beschrie-
bene Inkubationsdauer zur Induktion der Kalzifizierung liegt grofitenteils zwischen
9 und 21 Tagen. 1% Die meisten Autoren beschreiben eine zuverlissige, deutli-
che Kalzifizierung nach 14 Tagen, 95126141 weshalb diese Perfusionsdauer fiir die
IPA gewéhlt wurde. Studien, welche den Kalzifizierungsprozess tiber die Zeit be-
trachten, zeigen, dass die Kalzifizierung progressiv verlauft. %120l Kang et al. ver-
glichen die Kalzifizierung nach 2 und 4 Wochen und zeigten, dass die Kalzifizierung
auch nach den gingigen 14 Tagen Versuchsdauer weiter fortschreitet. 2" Die bis-
her mit der IPA gewonnenen Daten zeigen einen signifikanten aber eher geringen
Anstieg des Kalziumgehaltes in mit Kalzifizierungsmedium perfundierten Aorten.
Eine Verldngerung der Perfusionsdauer wiirde vermutlich einen ausgepragteren
Anstieg des Kalziumgehaltes bewirken. Ob die Differenz zwischen Kontrollaor-
ten und kalzifizierten Aorten nach 14 Tagen Perfusion deutlich genug ist, muss
gepriift werden, sobald mehr Daten vorliegen. Gegebenenfalls sollte die Perfusi-
onsdauer angepasst werden. In Zellkulturversuchen wird alle 2 — 4 Tage das Medi-
um gewechselt, 127141 ym eine Ubersiauerung durch Stoffwechselprodukte zu ver-
hindern. Dieses Intervall wurde zunéchst fir die IPA iibernommen. Regelméflige
Kontrollen zeigten jedoch keine Veranderungen des pH-Wertes, weshalb das Inter-
vall auf 4 — 5 Tage verlangert wurde. Moglich war dies vermutlich aufgrund der
groferen Menge an eingesetztem Medium. Die Technik zum Medienwechsel wurde
neu entwickelt. Sie durfte die Sterilitat des Systems nicht gefdhrden, auflerdem
sollte sie moglichst unkompliziert und ziigig durchzufithren sein. Die entwickel-
te Methode (Einbau von zwei 3-Wege-Hé&hnen ins Schlauchsystem) erfillte diese
Anforderungen. Die Flussrate der peristaltischen Pumpe wurde zu Beginn der Ver-
suchsreihe willktirlich gewéhlt, da der Versuchsaufbau neu war und somit keinerlei
vergleichbare Daten vorlagen. Die Rate wurde bezogen auf die Leistungsfahigkeit
der Pumpe relativ niedrig gewéhlt (Stufe 10 von 99), um eine Beschiadigung der
Aortenwand oder des Endothels durch eine zu starke Stréomung zu vermeiden.
Untersuchungen ob, und falls ja, wie die Flussrate die Kalzifizierung beeinflusst,
stehen noch aus.

Bei den zum Kalziumnachweis angewandten Methoden handelt es sich um géangige,
im Arbeitskreis etablierte Methoden. 8% Der Kalziumgehalt der Aorten wur-
de histologisch durch Alizarin-Rot- und von Kossa-Féarbungen nachgewiesen, die

quantitative Bestimmung erfolgte durch die photometrische Messung des violet-
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ten Ca-o-Kresolphthalein-Komplexes. Es zeigte sich, dass Metallionen (mit hoher
wahrscheinlichket Eisen-Tonen), die in Proben aus korrodierten Kammern enthal-
ten waren, mit den Nachweismethoden interferierten. Weder von Kossa!'*?! noch
Alizarin-Rot, welches aufler mit Kalzium auch mit Magnesium, Mangan, Bari-
um, Strontium und Eisen einen Chelatkomplex bildet, 6! firben ausschlieflich
Kalzium an, sodass die betroffenen Préiparate ein stark ausgepriagte Farbung auf-
wiesen. Der zum quantitativen Kalziumnachweis gemessene Ca-o-Kresolphthalein-
Komplex kann sich neben Kalziumionen auch mit Magnesium- und Eisenionen bil-
den. Das Test-Kit enthélt daher 8-Hydroxychinolin, welches Magnesium und Eisen
komplexiert und so eine Verfilschung der Kalziummessung verhindern soll. [147:148]
Trotzdem ergaben betroffene Proben 5-10fach hohere Werte als Proben aus ver-
gleichbaren, rostfreien Kammern. Da das Test-Kit auf die Kalziumbestimmung
in Blut- und Urinproben ausgelegt ist, lag die Vermutung nahe, dass die in den
Proben enthaltene Menge an Eisenionen die Komplexierungskapazitét iiberstieg.
Der Zusammenhang zwischen gerosteten Kammern und dem vermeintlichen Nach-
weis sehr hoher Kalziummengen war in allen Nachweismethoden einheitlich und
deutlich. Daher wurde auf weitere Analysen, beispielsweise die Bestimmung der
Eisengehalts in den Proben oder eine Berliner-Blau-Farbung zum Eisennachweis,
verzichtet. Die gerosteten Kammern wurden als fehlerhaft definiert und nicht aus-

gewertet.

6.2 Ergebnisse

Nach Etablierung der Methoden galt es zu klaren, ob sich im Modell der IPA eine
mediale Kalzifizierung induzieren lésst. Hierfiir wurden IPAs mit Kontrollmedium
(IPAkont) oder Kalzifizierungsmedium (IPAk,;,) perfundiert. Der durchschnittli-
che Kalziumgehalt der TPAk., lag bei 1,68 + 0,48 pug/mg, der der IPAk,), bei
4,42 + 0,48 pg/mg und somit um das 2,7fache hoher. Verglich man die Mediane,
wurde die Differenz noch deutlicher: Er lag bei den IPAkq, bei 0,95 png/mg, bei
den TPAk,;, bei 3,92 pg/mg und war somit um das 4,1fache hoher. Im Modell
der TPA lasst sich mittels Hochphosphatmedium eine Kalzifizierung der Aorten
induzieren.

Um Vergleichswerte zu erhalten, wurden Kontrollstiicke entsprechend den Me-
thoden von ez wvivo-Versuchen in Kontrollmedium (Kgon), Kalzifizierungsme-

dium (Kka,) und Tyrode (Kr) inkubiert. Auflerdem wurde der Kalziumge-
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halt nicht inkubierter Aorten bestimmt (Ky), um einen Ausgangswert zu erhal-
ten. Der Kalziumgehalt der Kkone (0,86 40,24 pg/mg) lag im Bereich der Kq
(0,58 + 0,10 um/mg), die Differenz war nicht signifikant. Somit konnte ein Ein-
fluss des Kontrollmediums auf den Kalziumgehalt der Aorten ausgeschlossen wer-
den. Der Kalziumgehalt der Kk, (76,49 4+ 14,97 um/mg) lag tiber dem der Koy
und der Ky, womit die kalzifizierungsférdernde Wirkung des Kalzifizierungsme-
diums nachgewiesen wurde. Der Kalziumgehalt der Kt (0,24 + 0,10 um/mg) war
niedriger, als der der Ky und der Kg,,¢. Damit konnte ausgeschlossen werden, dass
die Tyrode die Kalzifizierung der Aorten forderte. Dass die Werte sogar unter de-
nen der Kg lagen, war vermutlich darauf zuriickzufiithren, dass die Aortenringe
in Tyrode nach 14 Tagen Inkubation nicht mehr vital waren. Der Glucose-Gehalt
der Tyrode war relativ gering, zudem wurde die Tyrode nicht gewechselt. Diese
beiden Faktoren fiihrten wahrscheinlich zum Absterben des Gewebes.

Der durchschnittliche Kalziumgehalt der IPAk,,, war mit 1,62 £+ 0,48 ug/mg etwa
doppelt so hoch wie der der Kkoy (0,86 £ 0,24 ng/mg), die Differenz jedoch nicht
signifikant. Verglich man die Mediane (IPAkon: 0,95 png/mg; Kgone: 0,68 pg/mg)
néherten sich die Werte einander an. Die nach oben abweichenden Werte einer
Kontrollkammer waren vermutlich auf eine nicht sichtbare Kontamination mit
Rost zurtickzufithren. Die histologischen Bilder unterstiitzten diese Vermutung:
Die betroffenen Aorten zeigten in von Kossa eine Anfarbung aller Wandschichten,
vergleichbar mit den histologischen Bildern korrodierter Kammern. Die meisten
Studien zur vaskuldren Kalzifizierung werden mit VSMCs durchgefiihrt, daher
gibt es in der Literatur nur wenig direkt vergleichbare Werte inkubierter Aorten-
ringe. Schuchardt et al. beschrieben nach 14tédgiger Inkubation in Kontrollmedium
(DMEM, Pen/Strep, FCS) einen Kalziumgehalt von ca. 1 pg/mg."® Lomashvili
et al. beschrieben nach 9tégiger Inkubation (DMEM, Pen/Strep) einen Kalzium-
gehalt von ca. 5 — 10 nmol/mg, " was 0,2 — 0,4 ug/mg entspricht. Die mit Kon-
trollmedium perfundierten IPAs hatten also einen dhnlichen Kalziumgehalt wie in
Kontrollmedium inkubierte Aortenringe, sowohl im Vergleich mit Werten aus der
Literatur als auch mit den Werten der eigenen Kontrollen. Folglich beeinflusste
die Perfusion alleine den Kalziumgehalt der IPAs nicht.

Der durchschnittliche Kalziumgehalt der IPAx,;, war mit 4,42 4+ 0,48 pug/mg um
das 2,7fache hoher als der der IPAkqy (1,62 £ 0,48 png/mg). Betrachtete man die
Mediane, stieg der Kalziumgehalt sogar um das 4,1fache. Der Kalziumgehalt der
ex vivo kalzifizierten Kontrollstiicke lag bei 76,49 + 14,97 ug/mg und damit ca.
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17fach hoher. Die in der Literatur beschriebenen Werte kalzifizierter Aortenringe
variieren. Schuchardt et al. beschrieben nach 14 Tagen Inkubation einen Anstieg
des Kalziumgehaltes um das 3fache von ca. 1 ug/mg auf 3 pug/mg."® Priifer et al.
beschrieben nach 14 Tagen einen Anstieg um das 8fache.®” Der stirkere Anstieg
ist vermutlich auf die im Kalzifizierungsmedium von Priifer et al. enthaltene Ascor-
binsaure zuriickzufithren, da sich die Methoden von Schuchardt et al und Priifer et
al lediglich in diesem Punkt unterschieden. Lomashvili et al. beschrieben einen An-
stieg des Kalziumgehaltes um das 1,6fache auf lediglich 0,3 png/mg. Eine mogliche
Ursache stellte die Zusammensetzung des Kalzifizierungsmediums dar, welches
einen geringeren Phosphatgehalt, keine kalzifizierungsférdernden Substanzen und
kein FCS zugesetzt hatte. Zudem erfolgte die Bestimmung des Kalziumgehaltes
mit einer anderen Methode, wodurch der Vergleich der Ergebnisse nur bedingt
moglich war. Verglich man die Werte aus der Literatur mit denen der kalzifizier-
ten IPAs, so bewegte sich der Kalziumgehalt der IPAs in einem dhnlichen Rahmen.
Die Werte lagen zwar im unteren Bereich, dies ist jedoch kaum verwunderlich, da
bei den IPAs lediglich die Intima Kontakt mit dem Kalzifizierungsmedium hatte,
im Gegensatz zu den ez vivo kalzifizierten Aortenringen, welche von allen Seiten
mit Kalzifizierungsmedium umspiilt wurden. Dies erklart auch die grofie Differenz
zwischen den IPAg,, und den Kg,1,. Der Kalziumgehalt der kalzifizierten Kon-
trollstiicke war zudem auch deutlich hoher als die Werte aus der Literatur. Dies ist
moglicherweise auf die optimierte Zusammensetzung des Kalzifizierungsmediums
zuriickzufithren, eventuell spielte auch die modifizierte Praparationstechnik eine
Rolle.

Die histologischen Ergebnisse stimmten nur teilweise mit den Ergebnissen der
quantitativen Kalziumbestimmung iiberein. Eine der Kontrollkammern zeigte
iiberraschenderweise eine mediale Farbung, wahrend nachweislich kalzifizierte
Aorten nicht anfarbten. Eine denkbare Erklarung fiir eine fehlende Farbung wiére,
dass der Kalziumgehalt der kalzifizierten IPAs im Bereich der histologischen Nach-
weisgrenze lag. Moglicherweise ging wahrend des Verarbeitungsprozesses der his-
tologischen Préparate (Fixieren, Einbetten, Schneiden) ein Teil des Kalziums ver-
loren, sodass der Kalziumgehalt einiger Praparate unter die Nachweisgrenze sank.
Ein ungleichméfiger Verlust von Kalzium wiirde erkliren, warum teilweise Aor-
ten mit einem geringeren gemessenen Kalziumgehalt stéarker anfarbten als Aorten
mit einem hoheren gemessenen Kalziumgehalt. Einige Aorten zeigten eine intimale

Farbung. Da vor allem nicht perfundierte Aorten betroffen waren, handelte es sich
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dabei wahrscheinlich um eine passive Ablagerung von Kalzium aus in den Aor-
ten verbliebenen Resten des Perfusionsmediums. Dasselbe gilt fiir die adventitiale
Farbung aller Aorten einer Kammer. Bei dieser Kammer kam es zum Austritt von
Kalzifizierungsmedium in die Tyrode, was vermutlich zu einer passiven Ablage-
rung von aufen an die Aorten fithrte.

Der histologische Kalziumnachweis schien deutlich fehleranfélliger zu sein, als die
quantitative Kalziummessung, deren Ergebnisse einheitlicher und besser nachvoll-
ziehbar waren. Daher wurden die gemessenen Kalziumwerte als aussagekréftiger
angesehen. Dennoch gaben die histologischen Bilder kalzifizierter IPAs interessan-
te Hinweise beziiglich der Lokalisation der Kalziumeinlagerungen. In Tiermodellen
der medialen vaskularen Kalzifizierung beschranken sich die Ablagerungen auf die
Media der Gefife. 114124149 In eg vivo-Modellen ist dies nicht immer der Fall. Le-
diglich Schuchardt et al. beschrieben eine medial lokalisierte Kalzifizierung. %) Bei
Priifer et al.%! und Lomashvili et al.["® dagegen verteilten sich die Ablagerungen
in der gesamten Gefaflwand, eine Konzentration auf die Media war nicht erkenn-
bar. Dies deckte sich mit den Ergebnissen der kalzifizierten Kontrollstiicke, bei
denen die Kalzifizierung diffus in der gesamten Aortenwand verteilt war. In den
kalzifizierten IPAs dagegen waren die Einlagerungen auf die Media beschrankt.
Hier waren sie gleichméfig verteilt, sodass sie einen Ring bildeten. Diese Vertei-
lung war, im Gegensatz zu Bildern von ez vivo-Versuchen, mit Ergebnissen von
in vivo Kalzifizierungen vergleichbar.

Ein bislang wenig untersuchter Aspekt ist das Verteilungsmuster der Kalzifizie-
rung in den verschiedenen Abschnitten der Aorta. Leroux-Berger et al. konnten
in ex vivo- und in vitro-Versuchen zeigen, dass der Aortenbogen starker zur Kal-
zifizierung neigt, als die thorakale und abdominale Aorta. Dies konnte darauf
zuriickgefithrt werden, dass die VSMCs der Aorta unterschiedlichen embryonalen
Ursprungs sind, was mit ihrer Anfilligkeit fiir Kalzifizierung korreliert.% Sho-
beiri et al. beobachteten im Adenin-Rattenmodell eine stérkere Kalzifizierung der
distalen Gefale (abdominale Aorta, Aa. iliacae, Aa. renales), im Gegensatz zu
weniger stark kalzifizierten herznahen Gefiflen (thorakale Aorta, A. carotis). 12"l
Jedoch wird der Aortenbogen nicht separat erwéhnt, was den Vergleich mit den
Ergebnissen von Leroux-Berger et al. erschwert. Alizarin-Rot gefarbte Praparate
zusammenhéingender Geféaibdume (Aortenbogen bis Aa. femorales, inklusive Aa.
renales) unterstiitzen die Ergebnisse beider Autoren: In ihnen konzentrieren sich

die Kalziumablagerungen auf den Aortenbogen und die abdominale Aorta, inklu-
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sive ihrer Abgénge. Die thorakale Aorta zeigt eine schwéchere Farbung. 119124 Die
Erfahrungen der IPA lassen sich nur bedingt mit den Ergebnissen aus der Literatur
vergleichen, da bislang lediglich die thorakale Aorta perfundiert wurde. Bisherige
Ergebnisse lassen eine geringfiigig stirkere Kalzifizierung der kranialen thoraka-
len Abschnitte gegeniiber den weiter kaudal gelegenen thorakalen Abschnitten
vermuten. Die Differenz ist mit den bislang erhobenen Daten jedoch nicht si-
gnifikant und miisste durch weitere Versuche iiberpriift werden. Die proximalen
Kontrollstiicke stammten vom Ubergang Aortenbogen /thorakale Aorta. Ihr Kalzi-
umgehalt schwankte deutlich. In Anlehnung an die Ergebnisse von Leroux-Berger
et al., dass der Aortenbogen stéirker kalzifiziert als die thorakale Aorta, kann man
vermuten, dass einige der proximalen Kontrollstiicke aus dem Aortenbogen, andere
aus dem proximalen Bereich der thorakalen Aorta stammten. Der Kalziumgehalt
der kaudalen Kontrollstiicke, welche aus dem kranialen Bereich der abdominalen
Aorta stammten, erschien hoher als der der proximalen Kontrollstiicke, was den
Ergebnissen von Leroux-Berger et al. widersprechen wiirde. Jedoch ist auch hier
die Differenz nicht von statistischer Signifikanz und miisste durch weitere Versuche

iiberpriift werden.

6.3 Limitierungen dieser Arbeit

Die gesetzten Ziele der Arbeit wurden erreicht: Das Modell der TPA konnte er-
folgreich entwickelt und etabliert werden und es konnte gezeigt werden, dass sich
mittels Hochphosphatmedium eine Kalzifizierung induzieren lasst. Jedoch gibt es
Faktoren, deren Einfluss auf die Versuchsergebnisse noch untersucht werden muss.
Des Weiteren bestehen zwei Fehlerquellen, die behoben werden sollten.

Die bisher gewonnenen Daten sind ausreichend, um mit statistischer Signifikanz
die Kalzifizierung der Aorten zu belegen. Jedoch gibt es bislang nur 2 fehlerfreie
Kontrollkammern und die histologischen Ergebnisse der Kalzifizierungskammern
sind nicht zufriedenstellend. Daher sind weitere Versuche mit Kontrollmedium
und Kalzifizierungsmedium notwendig, um eine breitere Datenbasis zu erhalten.
Die Auswertung kryo-konservierter Proben steht noch aus. In ihnen kénnten bei-
spielsweise osteogene Marker bestimmt werden, um Hinweise beziiglich der os-
teochondrogenen Transdifferenzierung der VSMCs zu erhalten. In der Versuchs-
durchfithrung gibt es Parameter, deren Einfluss noch untersucht werden muss. Die

Flussrate der peristaltischen Pumpe wurde willktirlich gewahlt. Es gilt zu kléaren,
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ob und wie unterschiedliche Flussraten die Kalzifizierung beeinflussen. Dasselbe
gilt fiir die Versuchsdauer. Eine kiirzere Versuchsdauer ware wiinschenswert, um
den Fortschritt zu beschleunigen. Die Qualitét der Ergebnisse steht jedoch im Vor-
dergrund, diese liefle sich moglicherweise durch eine verlangerte Perfusionsdauer
noch verbessern.

Eine Fehlerquelle, die bislang nicht behoben werden konnte, waren bei Versuchsen-
de nicht perfundierte Aorten. Trotz Uberpriifung der Perfusion bei Versuchsbeginn
gingen dadurch regelméfig Ergebnisse verloren. Daher sollte dieses Problem beho-
ben werden. Auch die Rostbildung stellt nach wie vor ein Risiko dar. Da die Ursa-
che bekannt ist (Flissigkeit im Kopf der Stellschraube), kann sie zwar weitestge-
hend vermieden werden (Vermeidung von Flussigkeit im Kopf der Stellschraube),
ganz ausschlieBen kann man sie in der momentan verwendeten Perfusionskammer
jedoch nicht.

6.4 Ausblick

Die oben beschriebenen Limitierungen (nicht perfundierte Aorten, Korrosion von
Versuchskammern mit Rostbildung) lassen sich mit der Konstruktion einer neu-
en Perfusionskammer beheben, welche sich bereits in Planung befindet. Die neue
Kammer wird zu 100 % aus rostfreiem Edelstahl bestehen, sodass eine Rostbildung
ausgeschlossen ist. Auflerdem wird der Aufbau der Kammer modifiziert. Anstel-
le von bislang 6 parallel geschalteten Aortenanschliissen wird es 4 voneinander
getrennte Aortenanschliisse geben. Jeder dieser Anschliisse ist in einen separaten
Kreislauf eingebunden, sodass keine Verbindung zwischen den eingespannten Aor-
ten besteht. Dies bringt mehrere Vorteile mit sich: Zum einen wird ausgeschlossen,
dass einzelne Aorten nicht perfundiert werden. Da jeder Kreislauf nur eine Aorta
beinhaltet, muss das Medium durch diese Aorta hindurchflieen. Zum anderen be-
steht die Moglichkeit, jeden Kreislauf mit einem anderen Medium zu perfundieren.
Dies ermoglicht den direkten Vergleich von Kontrollaorten und Kalzifizierungsaor-
ten aus einer Kammer. Wenn der Einfluss von Substanzen auf die Kalzifizierung
untersucht wird, stehen Kontrollaorten aus derselben Kammer zum Vergleich zur
Verfiigung. Die parallele Perfusion mit einer Substanz in unterschiedlichen Kon-
zentrationen ist moglich, ebenso die parallele Perfusion mit verschiedenen Sub-
stanzen. Ein weiterer Vorteil ist, dass bei bakterieller Kontamination des Perfu-

sionsmediums nur eine Aorta betroffen ist. Die Abstande zwischen den Modulen
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sind einzeln regulierbar, sodass unterschiedliche Langen der Aorten nicht mehr
iiber die Lange der Venenkatheterschlduche ausgeglichen werden miissen. Nach-
teil der neuen Kammer wird sein, dass 4 separate Kreislaufe auch 4 Mediengléser
und 4 Schlauchsysteme mit sich bringen. Dadurch wird der Zusammenbau der
Kammer umstandlicher, der Transport der Kammer von der Sterilbank in den
Brutschrank schwieriger und der Platzbedarf im Brutschrank gréfler. Auflerdem
muss bei den Medienwechseln streng darauf geachtete werden, dass es zu keiner
Verwechslung der Kreislaufe kommt. Aus diesen Griinden wurde die Anzahl der
Aortenanschliisse von 6 auf 4 reduziert. Insgesamt iiberwiegen die Vorteile der neu
geplanten Kammer jedoch deutlich.

Sobald das Modell vollstandig etabliert ist, soll es zur Untersuchung der media-
len vaskuldren Kalzifizierung eingesetzt werden. Hierbei wird zunéchst die Frage
im Vordergrund stehen, welche Rolle das Endothel bei der Kalzifizierung spielt,
bzw. wie sich ein defektes Endothel auf die Kalziumeinlagerung auswirkt. Hierzu
muss zunéchst eine Methode zur Beschédigung des Endothels etabliert werden.
Eine Moglichkeit wére eine chemische Schadigung, beispielsweise durch Perfusi-
on mit TritonX, einem Detergenz, welches den Verbund von Membranproteinen
16st. Ebenso vorstellbar ware eine mechanische Schadigung mittels einer Faden-
schlaufe, angelehnt an die oben beschriebene Methode von Fingerle et al.['*" Die
Funktionalitit des Endothels nach Beschédigung soll mittels KleingeféBmyograph,
engl. Small vessel myograph (SVM) tuberpriift werden. Dabei handelt es sich
um eine physiologische Messmethode, mit welcher die Spannung eines isolier-
ten GefiBringes gemessen wird.'*"! Ein beschiadigtes Endothel fithrt zu einer ver-
minderten Freisetzung von Stickstoffmonoxid, was die Dilatationsfiahigkeit eines
Geféafles einschrankt und mittels SVM detektiert werden kann. Eine eingeschrénkte
Dilatationsfahigkeit lasst also auf ein beschadigtes Endothel schlieflen. Sobald ei-
ne zuverldssige Methode zur Beschadigung des Endothels etabliert ist, werden
Aorten mit defektem Endothel als IPA eingesetzt und der Einfluss auf ihre Kalzi-
fizierung untersucht. Da moglicherweise nicht nur das Endothel, sondern auch eine
beschadigte Aortenwand als Ganzes einen Einfluss auf die Kalzifizierung hat, [76
ist ein moglicher weiterer Schritt, nicht nur gezielt das Endothel, sondern die ge-
samte Aortenwand zu schiadigen. Dies konnte beispielsweise mit Hilfe eines Ballon-
katheters, angelehnt an die Methode von Clowes et al., geschehen, ! oder durch
Abreiben der Aorta mit einem Wattestdbchen, wie von Lomashvili et al. beschrie-

ben. ™! Ein anderer bislang wenig untersuchter Aspekt ist das Verteilungsmuster
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der Kalzifizierung in der Aorta. Um dieser Fragestellung weiter nachzugehen, wére
die Perfusion eines lingeren Aortenabschnittes interessant. Die Verwendung der
abdominalen Aorta sollte moglich sein. Ob Aa. iliacae, Aa. femorales und Aa. rena-
les verwendet werden konnen, muss gepriift werden. Lediglich die Perfusion des
Aortenbogens ist nicht moglich, da die Enden der Aorta (und damit zwangslaufig
der Aortenbogen) auf dem Venenkatheterschlauch aufliegen und somit nicht zur
Auswertung zur Verfiigung stehen.

Neben diesen neuen Ansétzen, welche durch das Modell erst moglich werden, las-
sen sich auch klassische Anséitze aus der Zellkultur auf die IPA tbertragen. So
kann man das Modell nutzen, um den Einfluss von Substanzen auf die Kalzifi-
zierung zu untersuchen. Es stellt eine sinnvolle Ergédnzung zu etablierten in vivo-
und ex vivo-Modellen dar. Der Vorteil liegt darin, dass die IPA mit ihrem zusam-
menhdngenden Gewebeverband den physiologischen Zusténden im Korper starker
ahnelt, als es bei isolierten Zellen und Aortenringen der Fall ist. Urspriinglich
war eine Ubertragung des Modells auf Mausaorten geplant, um die groBe Anzahl
von genetisch veranderten Mausmodellen nutzen zu kénnen. Dies scheint mit den
bestehenden Erfahrungen beziiglich der Aortenpraparation aufgrund der deut-
lich geringeren Grofle der Mausaorten jedoch schwierig. Einer Verwendung von
Aorten spezieller Rattenstamme, beispielsweise von Cy/*-Ratten, welche eine po-

[152,153] oder von spontan hypertensiven

lycystische Nierenerkrankung entwickeln
Ratten, "®¥ steht nichts im Wege. Letztendlich wire auch eine Nutzung des Mo-
dells iber die Erforschung der medialen vaskuldren Kalzifizierung hinaus denk-
bar. Die ITPA koénnte zur Untersuchung anderer vaskuldrer Verdnderungen oder
Prozesse eingesetzt werden, beispielsweise der intimalen Kalzifizierung oder der

Geféfiregeneration.



7 Schlussfolgerungen

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Etablierung des ex vivo-Modells der
IPA. Es soll zur Untersuchung der medialen vaskuldren Kalzifizierung eingesetzt
werden und insbesondere zur Klarung der Frage beitragen, welche Rolle das Endo-
thel dabei spielt. Dieses Ziel wurde erreicht. Die Methoden wurden neu entwickelt,
bzw. angepasst und optimiert. Hierzu zédhlten unter anderem die Praparation der
Aorten, die Zusammensetzung der Medien, der Zusammenbau und die Handha-
bung der Perfusionskammer und der Versuchsablauf, inklusive Medienwechsel.
Insbesondere im Rahmen des Versuchsablaufs wurden verschiedene Fehlerquel-
len identifiziert und behoben. In einigen Punkten besteht noch Optimierungsbe-
darf oder -potential, unter anderem in der Konstruktion der Perfusionskammer.
In anderen Punkten wire eine Uberpriifung, inwiefern bestimmte Parameter die
Ergebnisse beeinflussen, sinnvoll. Hierzu zéhlen die Einstellung der peristaltischen
Pumpe und die Versuchsdauer. Das Modell ist dennoch in seinem jetzigen Ent-
wicklungsstand einsatzbereit.

Es konnte nachgewiesen werden, dass sich in der IPA mittels Perfusion mit Kal-
zifizierungsmedium eine mediale Kalzifizierung der Aortenwand induzieren lasst.
Die Ergebnisse der quantitativen Kalziummessung weisen eine signifikante Diffe-
renz im Kalziumgehalt zwischen mit Kalzifizierungsmedium und Kontrollmedium
perfundierten Aorten auf. Obwohl die Daten statistisch belastbar sind, ist eine
groflere Anzahl von Versuchen sinnvoll, um eine breitere, noch aussagekréftigere
Datenbasis zu schaffen. Die Ergebnisse der histologischen Kalziumnachweise sind
bislang nicht zufriedenstellend, da sie haufig nicht mit den quantitativen Ergeb-
nissen korrelieren. Dennoch haben sie bereits wertvolle Erkenntnisse geliefert: In
der TPA sind die Kalziumablagerungen ausschliefSlich in der Media lokalisiert, im
Gegensatz zu ex vivo kalzifizierten Aortenringen, in welchen sie sich diffus in al-
len Wandschichten verteilen. Somit spiegelt die IPA physiologische Verhéltnisse
besser wieder, als bislang bestehende Zellkulturmodelle der medialen vaskuléren

Kalzifizierung.






8 Zusammenfassung

Die isoliert perfundierte Rattenaorta: Etablierung eines ex vivo-

Modells zur Untersuchung der medialen vaskulidren Kalzifizierung

Die mediale vaskuldre Kalzifizierung, auch Arteriosklerose genannt, spielt eine
wichtige Rolle bei der Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Sie tritt
gehéuft bei Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen auf, wo sie mit ei-
ner deutlich erhohten Morbiditat und Mortalitat assoziiert ist. Entgegen fritheren
Ansichten handelt es sich um einen aktiv regulierten Prozess, welcher durch ver-
schiedene Faktoren beeinflusst wird. Ein bislang wenig untersuchter Faktor ist
die Rolle des Endothels. Zur Erforschung der Gefidfiverkalkung stehen mehrere in
vitro-, ex vivo- und in vivo-Modelle zur Verfiigung, in welchen mit unterschied-
lichen Methoden eine vaskulare Kalzifizierung induziert wird. Jedoch weist jedes
der bestehenden Modelle gewissen Nachteile auf.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Etablierung eines neuartigen physio-
logischen ez vivo-Modells: Der Isoliert perfundierten Aorta (IPA). Rattenaorten
wurden in eine Perfusionskammer eingespannt, in einen Kreislauf eingebunden und
fir 14 Tage mit Zellkulturmedium perfundiert. Die Kalzifizierung wurde durch
Zusétze im Medium induziert. Es zeigte sich, dass die IPA die physiologischen Be-
dingungen besser widerspiegelt als bestehende in vitro- und ex vivo-Modelle und
zugleich tierschonender ist als in vivo-Modelle. Zudem ermoglicht es aufgrund der
guten Zugénglichkeit die Untersuchung der Rolle des Endothels bei der medialen
Gefafiverkalkung.

Der erste Schritt war die Entwicklung und Optimierung der Methoden. Es wur-
de eine Technik zur schonenden Aortengewinnung und -priaparation entwickelt,
die Medien wurden in ihrer Zusammensetzung optimiert und der Versuchsaufbau
wurde entwickelt und optimiert, ebenso der Versuchsablauf. Nach erfolgreicher
Entwicklung des Modells wurde untersucht, ob sich in der IPA mittels Kalzifizie-
rungsmedium eine mediale Kalzifizierung induzieren lieS. Hierfiir wurden Versu-
che mit Kontrollmedium und Kalzifizierungsmedium durchgefiihrt. Ausgewertet
wurden 12 Aorten aus 4 Kalzifizierungsversuchen und 9 Aorten aus 3 Kontroll-
versuchen. Der Kalziumgehalt der Aorten wurde photometrisch quantifiziert und
histologisch mit Farbungen zum Kalziumnachweis untersucht. Der mittlere Kal-

ziumgehalt der Aorten aus Kontrollversuchen lag bei 1,68 pg/mg. In Kalzifizie-
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rungsversuchen stieg er auf 4,42 ug/mg an. Die Differenz war signifikant. Es ist
also moglich im Modell der IPA eine mediale Kalzifizierung der Aortenwand zu
induzieren. Die Histologie unterstiitzte dieses Ergebnis. Sie zeigte zudem, dass die
Kalziumeinlagerungen in den IPAs medial lokalisiert waren. Dies entsprach den
Vorgéngen in vivo, im Gegensatz zu ez vivo kalzifizierten Kontrollen, in welchen
die Kalziumeinlagerungen unselektiv in allen Wandschichten lokalisiert waren.

Mit der TPA wurde ein Modell zur Erforschung der medialen vaskuldren Kalzi-
fizierung entwickelt und etabliert. Es ermoglicht eine gezielte Manipulation und
Untersuchung des Endothels und simuliert physiologische Bedingungen besser als

bestehende in vitro- und ex vivo-Modelle.



9 Summary

The isolated perfused rat aorta: Establishment of an ex vivo-model for

the study of medial vascular calcification

Medial vascular calcification, also known as arteriosclerosis, plays a vital role in the
development of cardiovascular diseases. It frequently occurs in patients with chro-
nic renal disease, where it is associated with increased morbidity and mortality.
Contrary to former opinions, medial vascular calcification is an actively regulated
process, influenced by various factors. A so far poorly studied factor is the role
of the endothelium. For studying vascular calcification, there are several in vitro-,
ex vivo- and in vivo-models available in which vascular calcification is induced by
different methods. However, each of these models shows certain disadvantages.
The goal of this thesis was the development and establishment of a novel physio-
logical ex vivo-model: The Isolated Perfused Aorta (IPA). Rat aortas were placed
in a perfusion chamber, integrated into a circular flow and perfused with cell cul-
ture medium for 14 days. Calcification was induced by substances added to the
medium. It was found that the IPA imitates physiological conditions better than
existing in vitro- and ex vivo-models and it burdens the animals less than in vi-
vo-models. Due to its good accessibility it also allows to study the role of the
endothelium in medial vascular calcification.

The first step was the development and optimization of methods. A technique for
the gentle isolation and preparation of aortas was developed, the composition of
perfusion media was optimized and the experimental design was developed and
optimized, as well as the experimental process. After the successful development
of the model it was examined, whether calcification could be induced by perfu-
sion with a calcifying medium. Therefore, experiments with calcifying medium
and control medium were performed. 12 aortas from 4 calcifying experiments and
9 aortas from 3 control experiments were analyzed. The amount of calcium in
the aortas was quantified by photometric measurement and examined histologi-
cally by stainings for calcium detection. The average amount of calcium in aortas
from control experiments was 1.68 ug/mg. In calcifying experiments it reached
4.42 pg/mg. The difference was significant. Thus, it is possible to induce a me-
dial calcification of the aortic wall in the model of the IPA. Histology supported

this result. Moreover, it showed that the incorporated calcium was located in the
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media of the aortic wall. This corresponded with the processes in vivo, opposed
to the ex vivo calcified controls, in which the calcium incorporations were located
unselectively in all wall layers.

With the IPA, a model for studying the medial vascular calcification was develo-
ped and established. It allows the specific manipulation and investigation of the
endothelium and it simulates physiological conditions better than established in

vitro- and ez vivo-models.
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Anhang

Tabelle 10.1: Anzahl an gestarteten Perfusionskammern.

Kammern Aorten
abgebrochen 5 11
fehlerhaft 5 15
beendet fehlerfrei 7 21
gesamt 17 47

Tabelle 10.2: Abgebrochene Perfusionskammern: [PAy1 —1PA,s.

Kammer Aorta Laufdauer Ursache fiir Abbruch

IPA A, 1 1 Tag Technisches Problem mit dem Brutschrank
1

IPA 55 9 6 Tage bakterielle Kontamination des Perfusionsmediums
1 . o . .

IPA A3 9 5 Tage bakterielle Kontamination des Perfusionsmediums
1 . .

IPA A4 9 1 Tag Verlust von Perfusionsmedium
1
2 . .

IPA 55 3 1 Tag Verlust von Perfusionsmedium
4

5 St. 11 St.




Anhang

Tabelle 10.3: Anzahl an Kontrollstiicken in verschiedenen Medien.

KO KT I<Kont I<Kalz
Kprox 16 12 9 11
Kaist 16 12 9 11
gesamt 32 St. 24 St. 18 St. 22 St.

Tabelle 10.4: Beendete Kontrollkammern: IPAkont1 — IPAkonts. Skala: + bis +++.

Allgemeines Probleme Auswertung

Kammer Aorta Rost Aorta verdndert Perfusion moglich
1 +++ +++ ? -

IPAkon

fonet 2 4+ -+ ? -

1 ++ ++ v -

IPAkon

Hone2 2 — - - -

1 + - - -

IPAKont3 2 + - \/
3 + - - -
1 - - v v
2) _ _ _ _

IPAAKont4 3 B B \/ \/
4 - - v v
| - - v v
2 _ _ _ _

IPAKont5 3 B - - B
! - - v v
1 - - v v
2 - : N N

IPAKont6 3 - - \/ \/
1 - - v v

6 St. 19 St. 9 St.




Tabelle 10.5: Beendete Kalzifizierungskammern: IPAka1,1 — IPAka1,7. Skala: + bis +++.

Allgemeines Probleme Auswertung
Kammer Aorta Rost Aorta veridndert? Perfusion moglich
IPAKalZl 1 + - \/ —
TPAxar, 1 + - v .

1 - - v v

2 - - v v
IPAK.1,

Kalz3 3 o - \/ \/

4 _ _ _ _

1 - - v v
IPAKalz4 2 - o \/ \/

3 - - v Vv

1 - - - _

2 - - v v
IPAk.1,

Kalzb 3 B - \/ \/

1 . - v v

1 - - v Vv
IPAKalZﬁ 3 : : \—/ \*/

! - - v v

6 St. 17 St. 12 St.
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