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Abstrakt

Einleitung: Aufgrund der steigenden Prdvalenz von arteriellen GefaBBerkrankungen, nimmt der
Bedarf an GefaBBprothesen stetig zu. Da die Verfiigbarkeit von allogenen und autologen Trans-
plantaten stark limitiert ist und alloplastische Prothesen keine zufriedenstellenden Langzeiter-
gebnisse liefern, ist die Entwicklung neuartiger, biologischer Gefdl3prothesen erforderlich. Ziel
dieser Arbeit war die Entwicklung einer azelluldren, xenogenen Gefallprothese aus der bovinen

Arteria carotis (BAC), die biokompatibel und mechanisch belastbar ist.

Methodik: Zur Entfernung aller tierischen Zellen aus der BAC wurden verschiedene chemische
Dezellularisierungsverfahren systematisch untersucht und anhand des verbliebenen DNA-, RNA-
sowie Protein-Gehalts in behandelten BACs verglichen. Zellfreie BACs wurden zur Beurteilung
der Biokompatibilitit auf Toxizitdt sowie Immunkompatibilitdt untersucht. Letztere erfolgte an-
hand von Immunfirbungen auf bekannte Xenoantigene, wie das aGal-Epitop (Galal-3Galpl-
4GlcNAc-R) und das MHC-I (Haupthistokompatibilitdtskomplex-I), sowie mittels Humanserum
auf unbekannte Immunogene. Ferner wurde die mechanische Belastbarkeit in Zugbelastungstests
analysiert. Zur Senkung des thrombogenen Potenzials wurden GefaBBfragmente Heparin-

beschichtet und im subkutanen Rattenmodell auf Biokompatibilitéit gepriift.

Ergebnisse: Von den vier angewendeten Detergenzien konnten BACs nur mit 1 % 3-[(3-
Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate vollstindig dezellularisiert werden.
Der DNA-Gehalt wurde auf 0,2 £ 0,2 % (p<0,001) und der Protein-Gehalt auf 0,6 £ 0,3 %
(p<0,001) im Vergleich zu nativen BACs reduziert. RNA- sowie toxische Riickstinde konnten
nicht nachgewiesen werden. Das immunogene Potenzial dezellularisierter BAC konnte, bezogen
auf die native Kontrolle, um 99,9 % (p<0,01) gesenkt werden. Bekannte Immunogene wie aGal
und MHC-I waren nach der Dezellularisierung nicht mehr nachzuweisen. Eine Beeintrachtigung
der mechanischen Stabilitit dezellularisierter BACs konnte ebenfalls nicht festgestellt werden.
Durch die Heparin-Beschichtung wurde die Wiederbesiedlungsfahigkeit der Gefale signifikant

reduziert (p<0,05). Toxische Effekte konnten nicht nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung: Die mit dem neu entwickelten Protokoll hergestellte, azelluldre Gefaprothe-
se aus BAC ist biokompatibel (nicht-toxisch, nicht-immunogen) und mechanisch (zugfest) be-
lastbar. Jedoch sind weitere Untersuchungen zur Thrombogenitédt und zur mechanischen Belast-
barkeit sowie die Uberpriifung der Prothese im Tiermodell ausstehend. Die Ergebnisse dieser
Arbeit sind vielversprechend, sodass die dezellularisierte BAC mdglicherweise zukiinftig in der

GefdBersatztherapie Anwendung finden kann.



Abstract

Introduction: Due to the increasing prevalence of arterial vascular diseases, the need for vascu-
lar prostheses is constantly increasing. Since the availability of allogeneic and autologous grafts
is limited and alloplastic prostheses lack satisfactory long-term results, the development of novel
biological vascular prostheses is necessary. Aim of this project was the development of an acel-
lular, xenogeneic vascular prosthesis from the bovine carotid artery (BAC), which is biocompat-

ible and mechanically resistant.

Methods: To remove all xenogeneic cells from BAC, various chemical decellularization meth-
ods were systematically investigated and compared by remaining DNA, RNA and protein resi-
dues. Cell-free BACs were tested for toxicity and immunocompatibility to verify biocompatibil-
ity. Immunocompatibility was analyzed by immunohistochemical staining of known xenoanti-
gens such as the aGal epitope (Gala-3aGal-4GlcNAc-R) and the MHC-I (main histocompatibil-
ity complex I). Furthermore, human serum staining was established to additionally identify un-
known immunogens. Mechanical stability was investigated by measuring the ultimate tensile
strength. To reduce the thrombogenic potential, vascular fragments were coated with heparin and

tested for biocompatibility in a subcutaneous rat model.

Results: Four detergents were tested for decellularization of BACs, only 1 % 3-[(3-Chol-
amidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate removed all xenogeneic cells. DNA content
was reduced to 0.2 = 0.2% (p<0.001) and protein content to 0.6 = 0.3% (p<0.001) compared to
native BACs. RNA and toxic residues were not detectable. The immunogenic potential of decel-
lularized BACs was reduced by 99.9% (p<0.01) and known immunogens such as aGal and
MHC-I were not detectable after decellularization. The decellularization process did not affect
the mechanical stability of BACs. The heparin coating significantly reduced the recellularization

of the vessels (p<0.05), but toxic effects were not identified.

Conclusion: The acellular vascular prosthesis made of BAC is biocompatible (non-toxic, non-
immunogenic) and mechanically resistant (tensile strength). However, further investigations on
thrombogenicity and mechanical strength as well as testing in animal models are necessary.
Nevertheless, the results are promising and the decellularized BAC may be used in vascular re-

placement therapies in the near future.
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1 Einfithrung

Arterielle und venodse Gefalerkrankungen nehmen aufgrund der stetig alternden Gesellschaft
sowie durch ungesunde Lebensfiihrung kontinuierlich zu. Dabei erkranken in den Industrieldn-
dern ca. 5 % der 45- bis 49-jdhrigen und ca. 18 % der 85- bis 89-jdhrigen an der peripheren arte-
riellen Verschlusskrankheit (pAVK), Privalenz steigend.'

Die pAVK bezeichnet eine arteriosklerotische Verengung (Stenosierung) bzw. einen Verschluss
(Okkludierung) der Extremititen-versorgenden Arterien, deren klinischer Schweregrad in vier
Stadien nach Fontaine eingeteilt werden kann: Im ersten Stadium treten symptomfreie Durchblu-
tungsstorungen auf, welche sich bei zunehmender Stenosierung der Arterien im zweiten Stadium
charakteristisch als Gehbeschwerden duBlern. Therapeutisch sind diese Stadien durch die Gabe
von Thrombozytenaggregationshemmern, wie Acetylsalicylsdure (ASS) oder Clopidogrel, zu
behandeln. Im fortgeschrittenen Stadium drei treten bereits im Ruhezustand Schmerzen in den
betroffenen Extremitéten auf. Das akute vierte Stadium fiihrt zu trophischen Stérungen (Mangel-
versorgung der GliedmalBlen), was sich in Geschwiiren (Ulzeration) und Absterben von Gewebe
(Nekrosen) bis hin zur amputationsbedrohten Extremititenischdmie duBert.' Um die betroffenen
GliedmaBlen vor der Amputation zu bewahren, ist eine invasive Therapie notwendig. Bei kurz-
streckigen Verschliissen wird durch eine Ballonangioplastie und bei langstreckigen Stenosen
(> 8 cm) durch eine sogenannte Thrombendarteriektomie bzw. durch eine GefaBBersatztherapie

(Bypisse) die Durchblutung wiederhergestellt.”

Fiir den Ersatz arterieller Gefal3e ist heutzutage die autologe Vena saphena magna, aufgrund von
ausgezeichneten Offenheitsraten, der Goldstandard. Durch das zusétzliche Trauma bei der Ent-
nahme der Vene sowie deren begrenzter Verfligbarkeit ist der Einsatz alternativer Materialien
haufig erforderlich.” Synthetische Prothesen aus Polyethylenterephthalat (PET) und Polytetraflu-
orethylen (PTFE) sind elastisch, einfach handhabbar und in jeglichen Grofen verfiigbar. Jedoch
liegen die Offenheitsraten synthetischer Prothesen lediglich bei 30 bis 40 % nach 5 Jahren.™

Aufgrund der Nachteile autologer und synthetischer GefaBBprothesen werden aktuell im Labor
hergestellte, biologische Gefdllprothesen (TEVG - Tissue engineered vascular grafts) erforscht.
Die Ansitze lassen sich im Wesentlichen in folgende Gruppen untergliedern: Prothesen aus syn-
thetischen Polymeren (Polycaprolakton, Polyhydroxyessigsdure, Tetrafluorethylen) und/ oder
biologischen Polymeren (Fibrin, Elastin, Hyaluron, Kollagen), TEVGs ohne ein zusétzliches
synthetisches Stiitzgeriist (1.d.R. Zellkulturen) und Prothesen aus behandelten, tierischen Gewe-

bestrukturen (Xenografts).’
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Werden unbehandelte, xenogene Gewebe fiir die Transplantation verwendet, so ist mit immuno-
logischen AbstoBungsreaktionen aufgrund der phylogenetischen Unterschiede zwischen Donor
und Rezipient zu rechnen.® Die Initiierung der angeborenen und erworbenen Immunantwort kann
entweder durch chemische Kreuzvernetzung des Gewebes mit Glutaraldehyd oder durch die
vollstindige Entfernung zelluldrer Bestandteile aus der extrazelluliren Matrix (EZM) mittels
Dezellularisierung verhindert werden. Bekannte Ausloser, der in den ersten 24 Stunden stattfin-
denden, hyperakuten AbstoBungsreaktion sind antigene Oberfldchenstrukturen, wie das aGal-
Epitop (Galal-3GalB1-4GlcNAc-R), welches, mit Ausnahme von Menschen und héheren Prima-
ten, von allen Sdugetieren auf der Zelloberflache als Glykoprotein oder Glykolipid exprimiert
wird 7 sowie der Haupthistokompatibilititskomplex-I (MHC-I), welcher auf allen kernhaltigen

Zellen prisentiert wird und fiir die Aktivierung des Komplementsystems verantwortlich ist.®

Bei der Dezellularisierung werden diese Zellkomponenten durch chemische, physikalische und/
oder enzymatische Prozesse aus dem Gewebe entfernt, wobei die EZM sowie deren mechani-
schen und strukturelle Eigenschaften vollstindig erhalten bleiben soll. Allerdings werden dabei
auch die gefdBauskleidenden Endothelzellen aus dem Gefdllumen entfernt. Bei Blutkontakt
konnte somit ein Thromboserisiko von der azelluliren GefaBoberfliche ausgehen. Durch Be-
schichtung mit dem Antikoagulans Heparin konnte einer eventuellen Thrombogenitit der dezel-

lularisierten GefiBe entgegengewirkt werden.’

1.1 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer biologischen GefaBprothese, die biokompatibel
(nicht-toxisch, nicht-immunogen, nicht-thrombogen, besiedlungsfihig) und mechanisch belast-
bar (Zug-, Dauer-, Druck-, Naht-belastbar) ist. Als Ausgangsmaterial sollte die bovine Arteria
carotis (BAC) dienen, die sowohl in Lange, Durchmesser und Verfiigbarkeit beste Vorausset-
zungen fiir einen peripheren Bypass bietet. Zur Entfernung aller xenogener Zellen aus der EZM
sollten Detergenzien-basierte Verfahren systematisch anhand des DNA-, RNA- sowie Protein-
Gehalts in behandelten BACs verglichen, bewertet und optimiert werden. Zellfreie BACs sollten
zum Nachweis der Biokompatibilitdt auf Toxizitdt, Immunkompatibilitdt sowie Thrombogenitét
untersucht werden. Mittels einer humanen Zelllinie wurde indirekt mittels Vitalitdtsbestimmung
die Zytotoxiziit zellfreier BACs bestimmt. Das immunogene Potenzial dezellularisierter BACs
wurde in Immunfirbungen auf Xenoantigene untersucht. Zur Reduktion der Thrombogenitét
wurden Heparin-beschichtete Gefaflfragmente im subkutanen Rattenmodell auf ihre Biokompa-
tibilitdt tiberpriift. Die mechanische Belastbarkeit dezellularisierter BACs wurde in Zugbelas-

tungstests analysiert.
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2 Methodik

2.1 Materialgewinnung und -aufbereitung
30-40 cm lange BACs wurden in einem lokalen Schlachtbetrieb entnommen und immer tages-
frisch aus dem perivaskuldren Gewebe pripariert. Die GefdBBverzweigungen wurden mit 2-0

Mersilene® (Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, D) ligiert.

Fiir die Etablierung eines geeigneten Dezellularisierungsverfahrens wurden verschiedene Deter-
genzien, Inkubationszeiten, Konzentrationen, Prozesstemperaturen, Puffersysteme und Wasch-
protokolle getestet und auf ihre Wirksamkeit iiberpriift. Die Dezellularisierung erfolgte in einer
Perfusionskammer, in der verschiedene Volumenstrome und Kammerschaltungen untersucht
wurden. Im optimierten, zweistufigen Verfahren wurden BACs fiir 16 und 22 h (16+22 h) bei
37 °C mit Detergenzien behandelt. Die Dezellularisierung erfolgte in 1 % (w/v) Desoxycholsidure
(DOA) in 0,1 M Tris-HCI Pufter (pH 8,3) oder in 1 % (w/v) 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyl-
ammonio]-1-propanesulfonate (Chaps) in PBS mit 1 M NaCl und 25 mM EDTA. Dezellulari-
sierte BACs wurden sterilisiert und tiber 7 d in 0,1 M Tris-HCI Puffer oder in 0,9 % NaCl gewa-
schen. AnschlieBend wurde jede BAC mit den folgenden Methoden analysiert.

2.2 Nachweis der Zellfreiheit mittels Nukleinsiure- und Proteinquantifizierung

BACs wurden bis zur DNA- und Protein-Analyse bei -20 °C gelagert. Dazu wurden 100 mg
Gewebe in TE-Puffer (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 7,2) mit Stahlkugeln bei 3000 rpm fiir
I min homogenisiert (Microtube Homogenizer, GeneOn, Ludwigshafen, D) und fiir 15 min mit
Ultraschall (35 kHz) behandelt. AnschlieBend wurde das Gewebe zentrifugiert und der Uber-
stand zur DNA- und Protein-Bestimmung verwendet. Zur Analyse des RNA-Gehalts wurden in
RNA-later (Qiagen GmbH, Hilden, D), bei -20 °C gelagerte BACs verwendet. 30 mg Gewebe
wurden nach dem GF-1 Total RNA Extraction Kit (GeneOn, Ludwigshafen, D) aufgereinigt. Der
DNA- und RNA-Gehalt der Proben wurde mit dem Qubit® dsDNA und Qubit® RNA Assay Kit
(Life Technologies, Darmstadt, D) quantifiziert. Die Detektion der DNA war auf 0,05 pg/g so-
wie die der RNA auf 0,7 pg/g limitiert und wird als nicht detektierbar (n.d.) gekennzeichnet. Der

Proteingehalt wurde mittels Bradford Nachweis (Biorad, Miinchen, D) bestimmt.

2.3 Nachweis der Zellfreiheit und strukturellen Integritit mittels Histologie
Von Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden mit einem Rotati-

onsmikrotom 3 pum dicke histologische Schnitte angefertigt, die anschlieBend mittels Himatoxy-
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lin-Eosin- (HE) '° oder Movat’s Pentachrom-Farbung ' analysiert wurden. Das lichtmikroskopi-

sche Bild wurde fotodokumentiert (Axiovert 25, Carl Zeiss AG, Oberkochen, D).

2.4 Nachweis der mechanischen Stabilitit mittels Zugbelastungstests

Zum Nachweis der mechanischen Eigenschaften von nativen und dezellularisierten BACs wur-
den diese in radialer und axialer Ausrichtung in 5 mm breite Fragmente geschnitten. Die Frag-
mente wurden in der Dicke vermessen und anschliefend am Kraftmesser maximal belastet. Die
maximale Zugbelastung (UTS) wurde mithilfe der gemessenen Maximalkraft wie folgt berech-

net:

UTS [MPa] = Maximalkraft [N] / Spannungsquerschnitt [mm?]

2.5 Nachweis der Biokompatibilitit mittels Analyse der Zytotoxizit:t

5 mg Gewebe wurden zu 300 pl einer Zellsuspension, bestehend aus 10° HEK 293 Zellen/ ml
M199-Zellkulturmedium mit 0,1 % Kollagenase, gegeben und fiir 5 h bei 37 °C schiittelnd inku-
biert. Die Zellsuspension wurde anschlieBend mit Trypanblau gefdrbt und vitale Zellen in einer
Neubauer-Zahlkammer mikroskopisch ausgezédhlt. Kontrollen ohne Gewebe bzw. mit nativen

BACs wurden mitgefiihrt.
2.6 Nachweis der in vitro Imnmunogenitit

2.6.1 Dot Blot Analyse
5 pl Proteinextrakt (siehe 2.2) wurden auf eine Nitrozellulosemembran getropft und getrocknet.
Die Membran wurde in Blockpuffer inkubiert und anschlieBend primir sowie sekundir gefarbt

(siehe Tab. 1). Die gebundenen Antikdrper wurden mit DAB Substrat nachgewiesen.

2.6.2 SDS-Polyacrylamidgelelectrophoreses (PAGE) und Western Blot Analyse

Proteinextrakte (siehe 2.2) wurden mit 6x Lidmmli-Puffer versetzt und fiir 5 min auf 95 °C er-
hitzt. Die SDS-Gele (5 % Sammelgel, 10 % Trenngel) wurden mit 10 pul Probe sowie Protein
Ladder PS10 PLUS (GeneOn GmbH, Ludwigshafen, D) beladen. Die Elektrophorese wurde in
Laufpuffer (0,1 M Tris, 0,1 M HEPES, 3,5 mM SDS) bei 150 V fiir 45 min durchgefiihrt. Die
Gele wurden mit Coomassie Brilliant Blau gefarbt oder fiir den Western Blot in Transferpuffer
(25 mM Tris-Base, 200 mM g Glycin, 10 % Methanol) iiberfiihrt. Mittels Semi-dry Blotting
wurden die Proteinen bei 25 V fiir 20 min auf eine Nitrozellulosemembran {ibertragen. Die
Membran wurde in Blockpuffer inkubiert und anschlieend primér sowie sekundir gefarbt (siche

Tab. 1). Die gebundenen Antikérper wurden mit dem DAB Substrat nachgewiesen.
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2.6.3 Immunohistochemische (IHC) Analyse

Die Gewebeproben wurden fiir 16 h in Carnoy-Puffer (60 % Ethanol, 30 % Chloroform, 10 %
Essigsdure) fixiert, entwiassert und in Paraffin eingebettet. 5 um dicke Schnitte der Gewebepro-
ben wurden rehydriert und die endogenen Peroxidasen inaktiviert. Unspezifische Bindungsstel-
len wurden in Blockpuffer abgesittigt und anschliefend die Primédr- sowie Sekundirfarbung
durchgefiihrt (siehe Tab. 1). Die gebundenen Antikérper wurden mit dem UltraVision Quanto
HRP DAB Detection System (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) nachgewiesen. Die
Gegenfarbung erfolgte mit Hematoxylin fiir 3 min. Die Gewebeschnitte wurden mit Roti-Mount

Aqua (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D) eingedeckt und am Lichtmikroskop fotodokumentiert.

2.6.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) Analyse

96er-Wellplatten (Corning Inc., New York, USA) wurden mit 100 pl Proteinextrakt (siche 2.2)
fiir 2 h beschichtet. Proben nativer BACs wurden in Verdiinnungen von 1:5 bis 1:10.000 und
dezellularisierte Proben unverdiinnt aufgetragen. Unspezifische Bindungsstellen wurden in
Blockpuffer abgesittigt und anschlieBend die Primér- sowie Sekundérfarbung durchgefiihrt (sie-
he Tab. 1). Die gebundenen Antikorper wurden mit dem Ultra TMB Reagenz (Thermo Fisher

Scientific Inc., Waltham, USA) nachgewiesen. Die Extintion wurde bei 450/620 nm gemessen.

Tab. 1: Verwendete Blockpuffer, Antikdrper und deren Verdiinnungen sowie Inkubationszeiten.

Farbung Human Serum MHC-1 aGal
Blocken 0,5 % Fischgelatine 1 % BSA 0,5 % Fischgelatine
30-60 min bei 25 °C  in PBS-T in PBS-T in PBS-T
Primir Humaner Serumpool Maus-anti-bovin MHC-1 Maus-anti-aGal Epitope
16 h bei 4°C oder (PAN-Biotech GmbH, mAB, Klon B5C mAB, Klon M86
2 hbei25°C Aidenbach, D) (Kingfisher Biotech Inc., (Enzo Life Sciences, Lo-
unverdiinnt (alle Methoden) ~ Santa Clara, USA) rrach, D)
Dot Blot/ Western Blot/ Dot Blot/ ELISA = 1:50
ELISA - 1:5.000 IHC > 1:5
IHC - 1:100
Sekundiir Ziege-anti-human Ig(G, A, Ziege-anti-murin IgG- Ziege-anti-murin IgM-
1-2 h bei 25 °C M)-Peroxidase Peroxidase Peroxidase
(Sigma-Aldrich Chemie (Agilent Technologies Inc.,  (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, D) Santa Clara, USA) GmbH, Miinchen, D)
Dot Blot = 1:2.000 Dot Blot/ Western Blot/ Dot Blot/ ELISA - 1:2.000
Western Blot = 1:2.000 ELISA - 1:2,000 IHC - 1:100
THC = 1:100 Ziege-anti-murin IgG-
ELISA = 1:6.000 Biotin +Peroxidase-Avidin

(Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA)

THC - unverdiinnt
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2.7 Invivo Biokompatibilititspriifung einer Heparin-Beschichtung
Alle Experimente wurden nach dem Leitfaden der Labortierpflege und -verwendung durchge-
fiihrt, wie sie vom National Institute of Health herausgegeben wurde (NIH Publ. 85-23, Rev.

1985). Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Charité genehmigt.

Porcine Aorta wurde nach einem bestehenden Verfahren dreimal fiir 16 h in 1 % DOA dezellula-
risiert und anschlieBend intensiv gewaschen sowie sterilisiert.'” Die Aorta wurde in 1 cm” groBe
Stiicken konfektioniert und die Struktur mittels N-(3-Dimethylaminopropyl)-N9-ethylcarbo-
diimid (EDC; Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D) und N-hydroxysuccinimid (NHS; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen, D) kreuzvernetzt. Uber die EDC-NHS-Kreuzvernetzung wurde Hepa-
rin (AppliChem GmbH, Darmstadt, D) kovalent an die EZM gekoppelt und die Wachstumsfak-
toren FGF (Fibroblast Growth Factor) und VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Bio-
chrom GmbH, Berlin, D) in einer Konzentration von 5 ng/ml iiber ihre Heparin-Bindedoméne
gebunden.” Mit FGF oder VEGF beschichtete Gewebestiicke wurden subkutan in 36 Lewis-
Ratten (Charles River Laboratories, Sulzfeld, D) implantiert."* Nach Einleitung der Anisthesie
mit Ursotamin und Rompun wurden die Riicken der Ratten rasiert und desinfiziert. Mit einer
Schere wurden subdermale Taschen hergestellt, in welche die Gewebestiicke implantiert wurden.
Nach 2, 4 und 6 Wochen erfolgten bei jeweils 12 Ratten die Entnahmen und die makroskopi-
schen Begutachtungen der Explantate. Die Gewebestiicke wurden molekularbiologisch auf ihren
RNA-Gehalt und histologisch mittels HE- (siehe 2.3) sowie CD68-Farbung (Acris Antibodies
GmbH, Herford, D) untersucht.

2.8 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte mit Graphpad Prism (Graphpad, La Jolla, USA). Ausreiller
wurden mit dem Grubb’s Test identifiziert und von der weiteren Auswertung ausgeschlossen.
Die Daten wurden anschlieBend mit dem D’ Agostino-Pearson-Test auf Normalverteilung unter-
sucht. Parametrische Datensétze wurden mittels der Varianzanalyse one-way ANOVA und nicht-
parametrische Daten mit dem Kruskal-Wallis-Test auf Signifikanz gepriift. Der Vergleich von
Gruppen erfolgte mittels two-way ANOVA (Zeilenmittel wurden verglichen). Die Daten sind
jeweils als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) dargestellt. Ein p-Wert <0,05 wurde als sig-
nifikant (*), <0,01 als hoch signifikant (**) und <0,001 als hochst signifikant (***) angenom-

men.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung eines geeigneten, chemischen Dezellularisierungsverfahrens

In Bezug auf Linge, Wandstirke und Innendurchmesser wurde die BAC als geeignetes Aus-
gangsmaterial fiir einen biologischen, peripheren Bypass identifiziert (siche Abb. 1). Zur Her-
stellung einer zellfreien Gefallprothese wurden verschiedene, chemische Dezellularisierungsver-
fahren angewendet und verglichen. Die Bewertung der Prozesse erfolgte anhand des DNA-,
RNA- sowie Protein-Gehalts (zelluldre Riickstdnde) in den dezellularisierten Proben. Der Gehalt

zelluldrer Riickstinde sollte in dezellularisierten BACs mdglichst gering sein.

Abb. 1: Bovine Arteria carotis nach der Entnahme (unten) und der Feinpridparation (oben)

Zur Dezellularisierung von BACs wurden die Detergenzien DOA, Chaps, SDS und TX100 ver-
wendet, wobei mit DOA (vs. TX100: p<0,01) und Chaps (vs. TX100: p<0,001; vs. SDS: p<0,01)
signifikant mehr zelluldre Riickstdnde aus der EZM entfernt werden konnten, als mit SDS oder
TX100. Entsprechend wurde die Dezellularisierung mit den Detergenzien DOA und Chaps wei-
ter optimiert (Daugs 2017, Abb. 1).

Fiir die Dezellularisierungs- und Waschschritte im DOA-Prozess wurde ein Tris-Puffer einge-
setzt. Im Vergleich zu einem nicht-gepufferten System konnten zelluldren Riickstinde signifi-
kant reduziert werden (p<0,01) (Daugs 2017, Abb. 2). Hingegen erfolgte die Dezellularisierung
mit Chaps in einem Phosphat-gepufferten System. Durch den Zusatz von Natriumchlorid und

EDTA zum Dezellularisierungspuffer konnten zelluldre Riickstinde effizienter entfernt werden.

Die Dezellularisierung mit DOA und Chaps wurde weiterhin bei Temperaturen zwischen 4 und
50 °C untersucht. Bei hoheren Temperaturen konnten signifikant mehr zelluldre Riickstinde ent-

fernt werden, als bei Temperaturen von 4 °C (p<0,001) (Daugs 2017, Abb. 3a+b).

Zusitzlich wurde die Dezellularisierung mit DOA und Chaps fiir 16 h, 40 h oder in einem zwei-
stufigen Prozess fiir 16 und 22 h (16+22 h) durchgefiihrt. Durch Verlingerung der Dezellulari-

sierung mit DOA konnten signifikant mehr zelluldre Riickstinde aus der EZM entfernt werden
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(p<0,001). Zwischen dem 40 h und 16+22 h Prozess konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden (Daugs 2017, Abb. 3c+d).

Um die Entfernung zelluldrer Riickstinde aus der EZM zu verbessern, wurden BACs nach der
Detergenzienbehandlung intensiv gewaschen, dabei konnten, durch Verldngerung der Wasch-
schritte von 1 auf 7 Tage, zelluldre Riickstdnde in dezellularisierten BACs signifikant reduziert

werden (p<0,001) (Daugs 2017, Abb. 5).

Weiterhin wurden zur Dezellularisierung von mehreren BACs drei Perfusionskammern in Reihe
geschaltet und jede BAC an drei Bereichen auf Positionseffekte untersucht. BACs, die sich wih-
rend der Dezellularisierung in Kammer eins befanden, enthielten signifikant weniger zelluldre
Riickstdnde, als BACs der zweiten (p<0,05) und dritten Kammer (p<0,01). Fiir die Dezellulari-
sierung mit DOA und Chaps wurde anschlieBend ein geschlossener Kreislauf etabliert, wobei die
Untersuchung der zelluldren Riickstinde der drei Positionen keine signifikanten Unterschiede
aufwiesen. Die Dezellularisierung bei verschiedenen Volumenstromen zeigte, dass bei hohen
Volumenstromen von 300 1/h signifikant mehr zelluldre Bestandteile aus der EZM entfernt wer-

den als bei 0 1/h (p<0,05) bzw. 4 1/h (p<0,01) (Daugs 2017, Abb. 7).

Anhand aller analysierten Prozessparameter wurden die zwei erfolgversprechendsten Dezellula-
risierungsprozesse zusammengestellt: BACs wurden in 1 % DOA in 0,1 M Tris-HCI Puffer oder
in 1 % Chaps in PBS mit 1 M NaCl und 25 mM EDTA fiir 16+22 h bei 37 °C dezellularisiert.
AnschlieBend wurden die BACs sterilisiert und fiir 7 Tage in 0,1 M Tris-HCI Puffer oder in
0,9 % NaCl gewaschen. Jede dezellularisierte BAC wurde anschlieBend auf Zellfreiheit, struktu-

relle Integritit, mechanische Belastbarkeit, Bio- und Immunkompatibilitét untersucht.

3.2 Untersuchung der Zellfreiheit

Der DNA-Gehalt konnte durch die Dezellularisierung mit DOA auf 0,5 + 0,1 % (p<0,001) und
mit Chaps auf 0,2 £ 0,2 % (p<0,001) im Vergleich zu nativen BACs reduziert werden. Der Ge-
halt an I6slichen Proteinen wurde im DOA-Prozess auf 0,6 = 0,2 % (p<0,001) und im Chaps-
Prozess auf 0,6 + 0,3 % (p<0,001) gesenkt. Die Behandlungen mit beiden Detergenzien fiihrte zu
einem nicht nachweisbaren RNA-Gehalt (p<0,001).

Neben dem quantitativen Nachweis zellulirer Bestandteile wurden auch histologische Uber-
sichtsfarbungen durchgefiihrt. BACs die mit Chaps dezellularisiert wurden, wiesen in der HE-
Farbung keine nuklearen DNA-Riickstiande auf. In DOA-behandelte Proben konnten jedoch noch

geringfiigig nukleare DNA-Reste nachgewiesen werden.
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3.3 Untersuchung der strukturellen Integrit:t

Die Untersuchung der strukturellen Integritdt dezellularisierter BACs erfolgte mittels Movat’s
Pentachrom-Férbung. Nach der Dezellularisierung konnten keine Verdanderungen der Faserstruk-
tur nachgewiesen werden, die Proteoglykane (griin-blau) und Kollagenfasern (gelb) blieben er-
halten. Durch die Dezellularisierung wurden jedoch die glattmuskuldren Zellen (rot) und die En-

dothelzellen (violett) aus der EZM entfernt (Daugs 2017, Abb. 8).

3.4 Untersuchung der mechanischen Stabilit:it

Die mechanische Stabilitdt dezellularisierter BACs wurde durch die Messung der maximalen
Zugbelastung bestimmt. Sowohl in axialer als auch radialer Ausrichtung der Gewebe konnten
keine signifikanten Anderungen der maximalen Zugbelastung im Vergleich zu nativen BACs
nachgewiesen werden. Ebenso konnte keine Verdnderung der Wandstiarke durch die Dezellulari-

sierung gemessen werden (Daugs 2017, Abb. 9).

3.5 Untersuchung der Biokompatibilitit

Um verbleibende Prozesssubstanzen sowie die Biokompatibilitdt dezellularisierter BACs nach-
zuweisen, wurde die Zytotoxizitit dieser bestimmt. Nach Optimierung der Dezellularisierungs-
und Waschprozesse wurde die Zytotoxizitit von DOA-behandelten BACs auf <4 % gesenkt. Bei
Chaps-behandelten BACs konnten keine zytotoxischen Effekte detektiert werden (Daugs 2017,
Abb. 6).

3.6 Untersuchung der in vitro Immunogenitiit

Bekannte Ausloser der hyperakuten AbstoBungsreaktion sind antigene Oberfldchenstrukturen,
wie aGal und MHC-I. Die dezellularisierten BACs wurden im Dot Blot und der IHC auf Riick-
stinde der bekannten Immunogene untersucht, dabei konnte weder aGal noch MHC-I nachge-
wiesen werden. In nativen BACs waren jedoch beide Immunogene zu detektieren (Daugs 2018,

Abb. 1 und 4).

Zur Bewertung des gesamten immunogenen Potenzials dezellularisierter BACs wurde ein neues
Nachweissystem basierend auf humanem Serum als Primérantikorper entwickelt, welches sich
bei Dot Blot- (Daugs 2018, Abb. 1), Western Blot- (Abb. 2), ELISA- (Abb. 6) und IHC-
Analysen (Abb. 4) anwenden ldsst. Bei allen Analysen wurde das immunogene Potential nativer
und dezellularisierter BACs verglichen. Native Proben zeigten in allen Testsystemen das stirkste
Signal. BACs, die nach dem optimierten Chaps-Protokoll dezellularisiert wurden, zeigten kein
immunogenes Potenzial. Im ELISA wurde gezeigt, dass 99,9 % (p<0,01) der potenziellen Im-

munogene durch die Dezellularisierung mit Chaps entfernt wurden.
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3.7 Untersuchung der Biokompatibilitit einer Heparin-Beschichtung in vivo

Bei der Dezellularisierung werden alle Zellen, auch die gefdauskleidenden Endothelzellen, ent-
fernt. Bei Blutkontakt konnte von der azelluldren Oberfldche des GefdBlumens ein Thromboseri-
siko ausgehen. Durch Beschichtung mit dem blutgerinnungshemmenden Heparin konnte einer
eventuellen Thrombogenitdt der dezellularisierten GefdaBe entgegengewirkt werden. Gleichzeitig
sollte durch die Beschichtung mit den Wachstumsfaktoren VEGF und FGF2 die Besiedlung mit

Endothelzellen des Transplantatempfangers gefordert werden.

In einem subkutanen Rattenmodell wurden dezellularisierte, Heparin-Wachstumsfaktor-
beschichtete Arterienfragmente nach einem Implantationszeitraum von 2, 4 und 6 Wochen auf
thre Biokompatibilidt und Wiederbesiedlungsfahigkeit untersucht. Als Kontrolle wurden dezellu-
larisierte, unbeschichtete Geféalstiicke mitgefiihrt. Alle Ratten iiberlebten die Studienzeitrdume
ohne Komplikationen. Nach der Explantation der GeféaBstiicke konnte makroskopisch bei keinem

Implantat inflammatorische Reaktionen detektiert werden.

Zur Quantifizierung der Wiederbesiedlung wurde der RNA-Gehalt in allen Proben bestimmt.
Dieser stieg in allen Gewebeproben im Verlauf von 2 auf 4 Wochen, reduzierte sich aber bei
6 Wochen Implantation. In den beschichteten Proben konnte ein signifikant geringerer RNA-

Gehalt als in den unbeschichteten Gewebestlicken gemessen werden (Lehmann 2017, Abb. 2).

Bei der semi-quantitativen Bewertung HE-gefarbter Gewebeschnitte konnten in beschichteten
Proben signifikant weniger Zellen detektiert werden, als in unbeschichteten Geweben. Die Be-
siedelung beschichteter Gewebe war vorrangig an den Randregionen nachzuweisen, wohingegen
bei unbeschichteten Proben auch eine Zellinfiltration in die Gewebematrix gezeigt werden konn-

te (Lehmann 2017, Abb. 3 und 4).

Die Wiederbesiedlung der Gefal3stiicke wurde iiber IHC-Farbungen differenzierter betrachtet.
Durch Féarbung des Oberflachenprotein CD68 konnten immunologisch aktive Zellen, wie Mak-
rophagen identifiziert werden. In allen Gruppen nahm iiber einen Zeitraum von 2 auf 6 Wochen
die Anzahl an CD68-positiven Zellen signifikant ab. In unbeschichteten Proben wurden nach
2 Wochen Implantation signifikant mehr CD68-positive Zellen nachgewiesen, als in beschichte-
ten Proben (vs. FGF: p<0,05; vs. VEGF: p<0,001). Nach 4 und 6 Wochen konnten in allen Ex-
plantaten etwa gleichviele CD68-positive Zellen nachgewiesen werden (Lehmann 2017, Abb. 5
und 6).
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4 Diskussion

Die pAVK ist mit einer Gesamtprivalenz, die im Alter auf ca. 18 % steigt, bereits heute eine der
héufigsten Erkrankungen unserer Zeit. Bei einer fortgeschrittenen Stenosierung bzw. Okkludie-
rung der Extremititen-versorgenden Arterien wird das betroffene Gefdll bevorzugt mit allogenen
oder autologen Transplantaten rekonstruiert, welche jedoch in der Verfiigbarkeit stark limitiert
sind. Alternativ werden daher vielfach alloplastische Gefdprothesen aus PET oder PTFE im-
plantiert, die allerdings aufgrund von Aneurysmen, intimaler Hyperplasie, Thrombosen, Infekti-

onen und fehlender Endothelialisierung keine zufriedenstellenden Langzeitergebnisse liefern.*'?

Entsprechend sollte eine neuartige, biologische GefaBprothese entwickelt werden, die zukiinftig
als peripherer Bypass in der GefdBchirurgie Anwendung finden kann. Als Ausgangsmaterial
sollen BACs verwendet werden, da diese sich in Linge, Durchmesser und Verfiigbarkeit eignen.
Mittels chemischer Dezellularisierung sollten alle zelluldren Bestandteilen und potentielle Im-
munogene aus der EZM entfernt werden, gleichzeitig darf die strukturelle Integritit sowie die

mechanische Belastbarkeit des Gewebes nicht beeintrachtigt werden.

4.1 Bewertung der chemischen Dezellularisierung

Fiir die chemische Dezellularisierung werden vorranging Detergenzien verwendet, da diese am-
phipathische Eigenschaften (hydrophiler Kopf- und hydrophober Schwanzteil) aufweisen. Bei
einer Detergens-spezifischen Konzentration konnen die Detergensmolekiile zu Mizellen aggre-
gieren und sich gleichzeitig in die Phospholipidmembran der Zelle einlagern, um diese zu zersto-
ren. Zur Etablierung eines geeigneten Dezellularisierungsverfahrens fiir BACs wurden Deterge-
nzien mit Phenyl- (TX100) und Alkyl-Resten (SDS) sowie Detegenzien mit Steroid-Gertist

(DOA und Chaps) auf ihre Dezellularisierungseigenschaften verglichen.

TX100 ist ein weit verbreitetes nichtionisches Tensid und wurde bereits allein und in Kombina-
tion zur Dezellularisierung von Geweben und Organen eingesetzt. Fitzpatrick et al. dezellulari-
sierten mit 1 % TX100 und 0,02 % EDTA die porcine Aorta descendens und berichteten iiber
eine unvollstindige Entfernung glattmuskulirer Zellen aus der EZM.'® In dieser Studie wurden
BACs mit 1 % TX100 dezellularisiert, was ebenfalls in einer unvollstindigen Dezellularisierung
resultierte. TX100 bildet als nichtionisches Detergens mit verzweigten hydrophoben Alkylgrup-
pen grof3e, sphirische Mizellen mit einer Grofle von 48 bis 106 kDa. Im Gegensatz dazu bilden
DOA und Chaps Mizellen unter 10 kDa.'”'® Aufgrund der groBen Mizellen von TX100 kénnte
das Eindringen der Detergens in die Gewebematrix verhindert werden, was zu einer unvollstén-

digen Dezellularisierung der BACs gefiihrt haben konnte.
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SDS ist das am héufigsten verwendete Detergens fiir die Zelllyse. Das Detergens ist aber auch
dafiir bekannt, die meisten Proteine zu denaturieren und kann somit die native Gewebestruktur
schidigen.''**” Rieder et al. dezellularisierten pulmonale und aortale Gefdfen nur mit 0,1 %
SDS und wiesen eine effektive Zellentfernung nach.”' In dieser Arbeit wurden BACs ebenfalls
mit 0,1 % SDS behandelt, jedoch wurden bei der Dezellularisierung weniger als 50 % der zellu-
laren RNA entfernt. Die Detergenskonzentration von 0,1 % SDS war fiir die Dezellularisierung

von BACSs nicht ausreichend.

DOA ist ein Oxidationsprodukt des Cholesterins und wird natiirlich in der Gallenblase sekre-
tiert.'” Es wurde erfolgreich zur Dezellularisierung von leporinen und porcinen BlutgefiBen ein-
gesetzt.”>* Chaps ist ein chemisch synthetisiertes Derivat des DOA. Bei der Synthese wird an
die Carbonsiure des DOA ein zwitterioninscher Amidosulfonsiureteil amidiert.** Bisher wurde
es ausschlieBlich zur Dezellularisierung von Lungengeweben von Menschen, Schweinen und
Nagetieren verwendet.”>?® Mit DOA und Chaps konnten mehr zellulidre Riickstinde aus der
EZM entfernt werden, als mit SDS und TX100. Entsprechend wurden SDS und TX100 von den
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen und die Dezellularisierung mit DOA und Chaps opti-

miert.

Die Dezellularisierung hingt von vielen Faktoren ab. Untersucht wurde die Detergenzkonzentra-
tion, die Pufferzusammensetzung, die Temperatur und Inkubationszeit. Bei der Dezellularisie-
rung von BACs wurden Konzentrationen von 1 % DOA bzw. Chaps eingesetzt, da hohere Kon-
zentrationen von >2 % zur Degeneration der Proteinstrukturen fithren kénnen.** Weiterhin bildet
DOA bei einem pH <7,8 Riesen-Mizellen und aggregiert bei pH <6,9."® Um dies zu verhindern
und die Loslichkeit von DOA zu verbessern, wurde das System mit 0,1 M Tris-HCI bei pH 8,3
gepuffert, wodurch die Dezellularisierung im Vergleich zu einem ungepufferten System signifi-
kant verbessert werden konnte. Die Dezellularisierung mit Chaps wurde in einer phosphatgepuf-
ferten Losung bei pH 7,4 mit bis zu 1 M NaCl allein und in Kombination mit EDTA bis 50 mM
getestet, wobei die Kombination von 1 M NaCl und 25 mM EDTA die besten Dezellularisie-
rungsergebnisse erbrachte. Andere Arbeitsgruppen zeigten bei der Dezellularisierung von Lun-
gengewebe, dass durch Erhohung der Ionenstdrke mit NaCl die Loslichkeit verbessert werden

konnte.'*?® Zusitzlich wurde EDTA als Stabilisator und Protease-Inhibitor hinzugefiigt."®

Weiterhin konnte durch Temperaturerhéhung auf 37 °C und 50 °C die Dezellularisierung mit
DOA und Chaps signifikant verbessert werden. Da die Grofe und Form der Mizellen tempera-
turabhéngig ist, wurden mehr Mizellen bei gleicher Konzentration gebildet, was die Zelllyse

verbessert.'® Jedoch kénnen Temperaturen iiber 50 °C zur Denaturierung, Dehydrierung und
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Schrumpfung der Kollagenfasern fithren.?” Bereits die Erwdrmung des bovinen Kollagen I auf
iiber 65 °C beeintrichtigte dessen mechanische Festigkeit stark,”® weshalb alle weiteren Dezellu-

larisierungsschritte bei 37 °C durchgefiihrt wurden.

Dartiber hinaus war die 16-stiindige Dezellularisierung mit DOA und Chaps fiir BACs nicht aus-
reichend, um alle zelluldren Riickstinde aus der EZM zu entfernen. Mit einem ldngeren, mehr-
stufigen Verfahren (16+22 h) konnten zelluldre Riickstinde in der Gewebematrix deutlich redu-
ziert werden. Allerdings konnen die Detergenzien deshalb tiefer in die Matrix eindringen, sodass
eine Verldngerung des Waschprozesses notwendig wurde. Ein siebentdgiger Waschprozess
konnte sowohl die Zytotoxizitidt behandelter Gewebe, als auch zelluldre Riickstinde signifikant

reduzieren.

Da die Dezellularisierung 30 bis 40 cm langer BACs unter Stromung in einer Perfusionskammer
erfolgte, wurden zusitzlich der Einfluss der Kammerschaltung und des Volumenstroms auf die
Dezellularisierung untersucht. Bei drei in Reihe geschalteten Kammern wurde aufgrund von Po-
sitionseffekten in BACs ein geschlossener Perfusionskreislauf mit einer Kammer gewdhlt, um
die gleichméBige Dezellularisierung einer BAC gewihrleisten zu konnen. Weiterhin verbesserte
die Erhohung des Volumenstroms auf bis zu 300 I/h die Entfernung zelluldrer Riickstdnde. Dabei
korreliert der Volumenstrom von 300 1/h mit dem physiologischen Blutfluss in den menschlichen
Halsschlagadern.” Eine erhohte Flussrate beeinflusst den Strémungswiderstand, den Druck und

den Stofftransport vom Lumen in das Gefi$ *° und konnte die Dezellularisierung verbessern.

Alle optimierten Parameter zur Dezellularisierung mit DOA und Chaps wurden kombiniert,
wodurch mehr als 99 % der zelluldren Riickstinde entfernt werden konnten. Jedoch wurden bei
der HE-Fiarbung DOA-dezellularisierter BACs geringfligig DNA-Riickstdinde nachgewiesen.
Hohe DOA-Konzentrationen konnten die Nukleosomen destabilisiert und die gepackte DNA
geschadigt haben.”' Hingegen wirkt Chaps stabilisierend auf die Nukleosomen ** und die hoch-
kompakte DNA wurde leichter aus der EZM gewaschen. Alternativ kann zur Entfernung von
DNA-Riickstidnden auch ein enzymatischer Verdau mit Endonukleasen als Prozessschritt einge-
fiihrt werden. Boer et al. behandelten eine equine A4. carotis fir 4 h mit 75 U/ml Endonuklease

und wiesen mit 0,9 % bis 2,2 % mehr Rest-DNA nach,® als in dezellularisierten BACs.

Ferner wurde die mechanische Stabilitdt und die strukturelle Integritit dezellularisierter BACs
analysiert. Nach der Dezellularisierung mit DOA und Chaps konnte keine Verdnderung der
Wandstiarke und somit weder ein Schwellen noch ein Schrumpfen des Gewebes im Vergleich zu
nativen BACs festgestellt werden. Ebenfalls konnte keine Reduktion der maximalen Zugbelas-

tung in axialer und radialer Ausrichtung im Vergleich zu nativen BACs nachgewiesen werden.



Diskussion 15

Hingegen zeigten Boer et al., dass die Wanddicke nach der Dezellularisierung mit SDS und
DOA um mehr als 10 % reduziert wurde. Gleichzeitig rissen dezellularisierte Gewebe bereits bei
einer ca. 50 % geringeren Zugbelastung als native Gewebe.® Eine zu intensive Dezellularisierung
kann das extrazellulire Fasernetzwerk irreversibel schiddigen und somit die biomechanischen
Eigenschaften des Gewebes verindern.” Mittels Pentachrom-Firbung konnte der Erhalt der
Matrix-Proteine Kollagen (gelb) und Elastin (rot) gezeigt werden. Weiterhin befinden sich in der
Gefifmedia viele spindelférmige, glattmuskuldre Zellen. Diese sind reich an filamentosem F-
Actin, welches ebenfalls rot gefarbt wird und auch nach der Dezellularisierung aufgrund seiner
netzartigen Struktur in der EZM verbleibt. Das Strukturprotein Actin ist evolutionir hochkonser-

viert,* entsprechend kann von einem geringen immunogenen Potenzial ausgegangen werden.

Ebenso unerldsslich ist die Entfernung von zytotoxischen Prozesssubstanzen nach der Dezellula-
risierung, um die Biokompatiblitdt dezellularisierter BACs sicherzustellen. Durch Verldngerung
der Waschschritte nach der Dezellularisierung mit DOA und Chaps konnten alle zytotoxischen
Prozessriickstdnde aus der Gewebematrix erfolgreich entfernt werden. Dies ist grundlegend fiir

die zukiinftige Wiederbesiedlung in vitro und in vivo.

Insgesamt erzielten die beiden, optimierten Dezellularisierungsverfahren hinsichtlich der Zell-
freiheit, der strukturellen Integritdt sowie der Biokompatibilitit vergleichbare Ergebnisse. Aller-
dings wurden bei DOA-dezellularisierten BACs geringfiigig mehr zelluldre Riickstdnde und eine
etwas hoherer Zytotoxizitét als bei Chaps-behandelten BACs detektiert. Aufgrund dessen wurde
sich bei der Analyse der Immunogenitdt dezellularisierter BACs auf den Chaps-Prozess kon-

zentriert.

4.2 Bewertung der Immunogenitiit dezellularisierter BACs

Die Haupteinschrinkung fiir die Verwendung von Xenografts ist die immunologische Absto-
Bungsreaktion des Empfingers auf das Spendermaterial.® Durch die vollstindige Entfernung aller
zelluldren Komponenten aus der xenogenen Matrix soll die Aktivierung der Immunantwort ver-
hindert werden. Entsprechend wurde tberpriift, ob die zellfreien, Chaps-behandelten BACs ein

immunogenes Potenzial aufweisen.

Der Nachweis der Immunogenitidt von Xenografts erfolgt standardméaBig iiber ein aGal- oder
MHC-I-Detektionsverfahren, denn diese bekannten Immunogene sollen hauptsédchlich fiir die
Serumantikdrper-vermittelte, hyperakute TransplantatabstoBung verantwortlich sein.**>*° In Dot
Blot- und IHC-Analysen wurden in nativen BACs aGal und MHC-I identifiziert, hingegen wa-

ren diese in dezellularisierten BACs nicht mehr nachweisbar. Jedoch wurden bei in vivo Studien
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Organe von aGal-Knockout-Schweinen in Affen transplantiert, trotz der Entfernung des aGal-
Epitops wurden akute und chronische AbstoBungsreaktionen nachgewiesen, was auf das Vor-
handensein von unbekannten nicht-aGal-Xenoantigenen hinweist.>’ Entsprechend sollten nicht
einzelne Molekiile zur Begutachtung des immunogenen Potenzials xenogener Gewebe bertick-

sichtigt werden, sondern moglichst die Gesamtheit aller Xenoantigene.

Entsprechend wurde ein neuartiges, Humanserum-basierendes Detektionssystem etabliert, wel-
ches die Bewertung des immunogenen Potenzials von xenogenen Geweben erlaubt. Die im Hu-
manserum zirkulierenden, polyklonalen anti-aGal IgM- und IgA-Antikorper, anti-MHC-1 1gG-
Antikorper sowie Antikorper gegen unbekannte Immunogene vermitteln die hyperakuten Trans-
plantatabstoBung.”*>** Diese Antikorper des Humanserums dienen in diesem Detektionssystem
als Primérantikorper, deren Nachweis anschlieBen mittels Peroxidase-markierter, polyvalenter

Ig(A, M, G)-Antikorper erfolgt.

Mit dieser Methode wurde das immunogene Potenzial nativer und dezellularisierter BACs im
Dot Blot, Western Blot, ELISA und in der IHC verglichen. In allen Analysen konnte in nativen
Proben, welche die meisten Immunogene enthalten, das stirkste Signal detektiert werden. Chaps-
dezellularisierte BACs (16+22 h) wiesen hingegen kein immunogenes Potenzial auf. Im semi-
quantitativen ELISA wurde gezeigt, dass 99,9 % der potenziellen Immunogene durch die Dezel-
lularisierung eliminiert wurden, was auf eine vollstindige Entfernung aller zelluldren Riickstinde

hindeutet.

Diese Methode ermoglicht den Vergleich und die Bewertung verschiedener xenogener Proteine
und Gewebe unterschiedlicher Herkunft hinsichtlich ihrer Immunvertraglichkeit. Allerdings l4sst
dieser Nachweis nur Riickschliisse auf die hyperakute AbstoBungsreaktion zu. Die akute und
chronische AbstoBung kann nicht betrachtet werden, denn diese treten erst Wochen nach der
Transplantation auf, wenn Antidonor-Antikorper produziert werden *° und kann nur in Tiermo-
dellen untersucht werden. Entsprechend analysierten Helder et al. die akute Immunantwort auf
nicht-aGal-Antigene durch Messung der Antidonor-Antikérpern im Empfinger.” Bder et al.
immunisierten Mausen mit 16slichen Matrix-Komponenten und untersuchten die Bildung spezifi-

scher Serum-Antikorper."”

Zudem ist unklar, ob allein die zelluliren Komponenten des Gewebes fiir die Immunreaktion im
Empfanger verantwortlich sind. Bisher wurde die EZM nicht vollstdndig charakterisiert, aber
Biomolekiile wie z.B. das evolutiondr hoch konservierte Kollagen, Elastin und Laminin wurden
erfolgreich isoliert und identifiziert. Bisher konnte die Immunogenitdt dieser Matrixproteine

36,40

nicht nachgewiesen werden,™ ™" was auch in dieser Studie mittels IHC bestitigt werden konnte.
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4.3 Bewertung der Biokompatibilitit einer Heparin-Beschichtung

Durch die Entfernung der gefdBauskleidenden Endothelzellen bei der Dezellularisierung kann
bei Blutkontakt von dem azelluliren GefiBlumen ein erhohtes Thromboserisiko ausgehen.” Da
die Besiedlung mit patienteneigenen Endothelzellen sehr aufwendig ist, wurden alternative Me-
thoden etabliert, welche die Thrombozytenaktivierung sowie -aggregation verhindern sollen. Die
Gewihrleistung des Blutflusses kann u.a. medikamentds durch die perioperative Applizierung
von ASS oder Clopidogrel erfolgen, aber auch durch Beschichtung der intimalen Oberfldche mit

Prostaglandinen (vor allem Prostazyklin), mit Stickstoffmonoxid-Molekiilen oder mit Heparin.”*!

Conklin et al. beschreiben, dass iiber eine EDC-NHS-Kreuzvernetzung Heparin kovalent an eine
dezellularisierte GefiBmatrix gebunden und die Thrombogenitit dieser reduziert werden kann.*
Zusitzlich konnen zur Verbesserung der Endothelzellproliferation in vivo die Wachstumsfakto-
ren VEGF und FGF2 iiber ihre Heparin-Bindedoméne an die Gewebematrix koppelt werden.****
In dieser Arbeit wurden dezellularisierte, arteriellen Gefaf3fragmenten mit Heparin-VEGF und
Heparin-FGF2 beschichtet und in einem subkutanen Rattenmodell fiir 2, 4 und 6 Wochen auf
thre Biokompatibilitdt und Wiederbesiedlungsfahigkeit untersucht. Als Kontrollgruppe wurden

unbeschichtete Gewebefragmente mitgefiihrt.

Mittels RNA-Analytik und HE-Féarbung konnten in beschichteten Gewebeproben signifikant
weniger Zellen detektiert werden, als in Unbeschichteten. Die Besiedelung Heparin-VEGF- und
-FGF2-beschichteter Gewebe war vorrangig an den Randregionen der Explantate nachzuweisen,
wohingegen bei unbeschichteten Proben eine bessere Zellinfiltration in die Gewebematrix ge-
zeigt werden konnte. Die Immobilisierung des Heparins an die EZM erfolgt liber die Kreuzver-
netzung mit EDC und NHS. Dabei werden die Carboxylgruppen des Heparins aktiviert, welche
kovalent an die Aminogruppen der Kollagen- und Elastinstruktur gebunden werden. Durch
Kreuzvernetzung der EZM kann die Zellinfiltration durch die strukturelle Verdnderung des Ge-
webes negativ beeinflusst worden sein. Sionkowska et al. analysierten atomkraftmikroskopisch
kreuzvernetzte und unvernetzte Kollagenstrukturen und zeigten, dass die Rauheit der Kollagen-
struktur durch eine EDC-NHS-Fixierung reduziert wurde.* Gleichzeitig wird aber, wie Evera-
erts et al. beschreiben, die Kollagenstruktur stabilisiert, was zu einer erhohten Steifigkeit des
Gewebes fiihrt.*® Trotz einer verminderten Wiederbesiedlung konnten die nicht-zytotoxischen
Eigenschaften der EDC-NHS-Beschichtung im subkutanen Rattenmodell bestitigt werden.**
Insgesamt ergeben sich daraus aber keine Vorteile der Beschichtung im Vergleich zu unbe-

schichteten GefaB3fragmenten.



Diskussion 18

Mittels der IHC-Farbung auf das Oberflichenprotein CD68 zur Farbung von Monozyten und
Makrophagen wurde in allen Gruppen iiber den Zeitverlauf von 2 auf 6 Wochen eine signifikante
Reduktion dieser Zellen nachgewiesen. Nach 2 Wochen Implantation wurden in unbeschichteten
Proben signifikant mehr CD68-positive Zellen detektiert, als in beschichteten Proben. Nach 4
und 6 Wochen glichen sich die Werte aller Gruppen an. Die erhohte Makrophagen-Infiltration in
unbeschichteten Geweben nach 2 Wochen kann gleichzeitig auf entziindungsfordernde- sowie
entziindungshemmende Prozesse hindeuten, da Makrophagen in den Phidnotypen M1 und M2
vorkommen und unterschiedliche Prozesse auslosen: M1-Makrophagen vermitteln die inflamma-
torischen Reaktionen, die auch zur Transplantatabstoung fiihren konnen. Hingegen fordern die
M2-Makrophagen die Immunregulation, die Gewebereparatur und den konstruktiven Gewe-
beumbau.*’” Allerdings konnten zu keinem Untersuchungszeitpunkt makroskopische Anzeichen
fiir Entziindungsreaktionen nachgewiesen werden. Um die Zellen eindeutig charakterisieren zu
konnen, sollte in weiterfilhrenden Untersuchungen zusétzlich zur Identifizierung von MI-
Makrophagen eine CD80- und von M2-Makrophagen eine CD163-Fiarbung durchgefiihrt wer-
den.”’” Weiterhin konnte die verminderte Makrophageninfiltration bei beschichteten Explantaten
auch auf die Kreuzvernetzung der Gewebe zurilickzufiihren sein. Damit konnte die Beschichtung
eventuelle Immunreaktionen senken, aber auch die Wiederbesiedlung und den strukturellen Um-
bau des Gewebes verzogern oder sogar verhindern. Makrophagen konnten auch noch nach 4 und

6 Wochen in allen Gruppen nachgewiesen werden.

Insgesamt blieb die Biokompatibilitdt durch Beschichtung der GefaBlprothesen erhalten. Die
Wiederbesiedlungsfahigkeit wurde allerdings durch die Beschichtung reduziert. Jedoch muss
beriicksichtigt werden, dass die GefdBfragmente nicht unter den mechanischen und physiologi-
schen Bedingungen des Blutkreislaufs getestet wurden. Im subkutanen Rattenmodell kann somit
nicht der Einfluss der Beschichtung auf die Thrombogenitéit sowie der Einfluss der Wachstums-
faktoren VEGF und FGF2 auf die Endothelzellproliferation untersucht werden. Um diese zu rea-
lisieren, sollten beschichtete und unbeschichtete, dezellularisierte GefaBBprothesen unter physio-

logischen Bedingungen getestet werden.
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4.4 Ausblick

Aufgrund der steigenden Pridvalenz von arteriellen Gefderkrankungen, wie der pAVK, nimmt
der Bedarf an GefdBprothesen stetig zu. Dies macht die Entwicklung neuartiger, biologischer
GefdBprothesen erforderlich, da die Verfiigbarkeit von allogenen und autologen Transplantaten
stark limitiert ist und alloplastische Prothesen aus PET oder PTFE keine zufriedenstellenden

. . . 4.1
Langzeitergebnisse liefern.*"

In dieser Arbeit wurde eine dezellularisierte Gefalprothese aus BAC entwickelt, die biokompa-
tibel (nicht-toxisch, nicht-immunogen) und mechanisch (zugfest) belastbar ist. In weiterfithren-
den Untersuchungen sollte die Prothese auf ihre Dauer-, Druck-, Knick-, und Nahtbelastungsta-
higkeit in Vergleich zu nativen Gefdflen iiberpriift werden. Zur Analyse der Thrombogenitét be-
schichteter und unbeschichteter GefaBprothesen sollte ein akutes Tiermodell durchgefiihrt wer-
den, bei dem die dezellularisierten BACs im Blutstrom implantiert werden. Nachdem sicherge-
stellt ist, dass die Prothese alle genannten Anforderungen erfiillt, sollte die dezellularisierte BAC
im chronischen Tiermodell getestet werden, damit zukiinftig eine sichere und wirksame Gefaf3-

prothese im Menschen Anwendung finden kann.
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