
Aus der Klinik für Chirurgie 

der Medizinischen Fakultät Charité-Universitätsmedizin Berlin 

 

 

DISSERTATION 

 

 

Konstruktion eines thromboresistenten Gefäßtransplantats mittels 

Dezellularisierung und Rezellularisierung für gefäßchirurgische Zwecke 

 

Construction of a thromboresistant tissue engineered vascular graft based 

on de- and recellularization  

 

 

 

zur Erlangung des akademischen Grades Doctor medicinae (Dr. med.) 

 

 

vorgelegt der Medizinischen Fakultät Charité – Universitätsmedizin Berlin 

 

 

von 

 

Eriselda Keshi 

 

aus Kruje, Albanien 

 

Datum der Promotion: 

 

Peter
Schreibmaschine
25.06.2023



 i 

Inhaltsverzeichnis 

Tabellenverzeichnis ......................................................................................................... ii 

Abbildungsverzeichnis .................................................................................................... iii 

Abkürzungsverzeichnis ................................................................................................... iv 

Zusammenfassung .......................................................................................................... 1 

1 Einleitung .................................................................................................................. 3 

2 Methodik ................................................................................................................... 6 

3. Ergebnisse ............................................................................................................. 20 

   3.1     Evaluation der Dezellularisierung......................................................................20 

   3.2    Evaluation der Rezellularisierung......................................................................20

   3.3    Evaluation der Thrombogenität der rezellularisierten Gefäßtransplantate.........25

   3.4.     Glucose und Laktat als Indikatoren für die luminale Endothelzellbedeckung....27 

4. Diskussion .............................................................................................................. 29

4.1  Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse ........................................................ 29 

4.2  Interpretation der Ergebnisse ........................................................................... 29 

4.3  Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand ....................... 32 

4.4  Stärken und Schwächen der Studien ............................................................... 34 

4.5  Implikationen für Praxis und/oder zukünftige Forschung .................................. 35

5. Schlussfolgerungen ................................................................................................ 36 

Literaturverzeichnis ....................................................................................................... 37 

Eidesstattliche Versicherung ......................................................................................... 43 

Anteilserklärung an den erfolgten Publikationen ............................................................ 44 

Auszug aus der Journal Summary List .......................................................................... 45 

Druckexemplare der Publikationen ................................................................................ 48 

Lebenslauf ..................................................................................................................... 68 

Komplette Publikationsliste    ........................................................................................69      

Danksagung ................................................................................................................. 71



 ii 

 

 



 iii 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1: Patientenmerkmale.........................................................................................8 

Tabelle 2: Antikörperübersicht........................................................................................17 

  



 iv 

Abbildungsverzeichnis 

Abbildung1: Bioreaktor Kammer...................................................................................10 

Abbildung 2: Perfusionskreislauf...................................................................................11 

Abbildung 3: Vollblutperfusionskreislauf........................................................................14 

Abbildung 4: Histologische Auswertung der dezellularisierten Gefäße..........................20 

Abbildung 5: Zellkulturparameter während der Rezellularisierung ................................22 

Abbildung 6: Scherspannung........................................................................................23 

Abbildung 7: Histologische Auswertung der rezellularisierten Gefäßtransplantate........24 

Abbildung 8: Vollblutperfusion.......................................................................................26 

Abbildung 9: Histologische Auswertung nach Vollblutperfusion....................................27 

Abbildung 10: Glukose als Indikator für die Luminalabdeckung...................................28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 v 

Abkürzungsverzeichnis 

BGA  Blutgasanalyseproben, blood gas analysis 

Dacron  Dacron® Faser aus dem Polyester Polyethylenterephthalat (PET)-Bypass  

PTFE   Polytetrafluorethylen-Bypass 

dBCA   Dezellularisierte Gefäßtransplantate, decellularized bovine carotid arteries 

dTEVG Dezellularisierte Gefäßtransplantate, decellularized tissue engineered 

vascular grafts 

rTEVG  Rebesiedelte Gefäßtransplantate, recellularized tissue engineered vascular 

grafts 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

EC   Reife Endothelzellen, mature endothelial cells 

ECM   Extrazellulärer Matrix, extracellular matrix 

EBM  Endothelial basal medium 

EGM-2  Endothelial Growth Medium 

EPC   Endotheliale Vorläuferzellen, endothelial progenitor cells 

hMSC  Humane mesenchymale Stammzellen, human mesenchmal stem cells 

HUVEC  Human umbilical vein endothelial cells 

LECC  Luminale Endothelzellbedeckung  

PAA  Peroxyessigsäure, peracetic acid  

pAVK   Periphere arterielle Verschlusskrankheit  

SDT  Standarddezellularisierungsbehandlung, Standard decellularization 

treatment 

SOB  Super Optimal Broth Medium  

VBP  Vollblutperfusion 

WSS   Scherspannung, wall shear stress 

PRP  Plättchenreiches Plasma, Platelet Rich Plasma 

PBS  Phosphate buffered saline 

ddH2O Destilliertes Wasser, destilled water 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 

SOC   Super Optimal Broth Medium with Catabolite Repression 

 

 



 vi 

 

 

 

 



 1 

Zusammenfassung 

Bei der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit handelt es sich um eine durch 

Atherosklerose bedingte Stenose oder einen kompletten Verschluss der peripheren 

Arterien. In den letzten Stadien der Krankheit müssen interventionelle oder sogar offen-

chirurgische therapeutische Eingriffe durchgeführt werden. Im Falle der Notwendigkeit 

einer Bypass-Operation werden aus Gründen der Biokompatibilität und 

Materialeigenschaften idealerweise autologe Venen verwendet. Diese Gefäße stehen 

jedoch in mehr als 20 % der Fälle nicht zur Verfügung und machen die Herstellung 

personalisierter biologischer Gefäßtransplantate als möglichen Ersatz erstrebenswert. 

Die Rebesiedelung von dezellularisierten bovinen Karotiden könnte die Grundlage für ein 

implantierbares Gefäßtransplantat darstellen. Wesentlich für den Erfolg eines solchen 

Verfahrens und den Einsatz als Gefäßersatz sind dabei jedoch eine physiologische 

Luminalbedeckung des Gefäßtransplantats und die ex vivo Thromboresistenz.  

 

In dieser Studie wurden dezellularisierte bovine Karotiden mit humanen endothelialen 

Vorläuferzellen und mit aus der Nabelschnurvene isolierten humanen mesenchymalen 

Stammzellen rezellularisiert. Die luminale Endothelzellbedeckung (LECC) wurde anhand 

der Glukose- und Laktatwerte im Zellüberstand kalkuliert. Anschließend wurden 

rezellularisierte Gefäßtransplantate mit einer LECC >50 % und dezellularisierte 

Gefäßtransplantate ex vivo zwei Stunden mit humanem Vollblut perfundiert. Unter 

anderem wurden die Hämolysewerte und die Thrombozytenzahl stündlich ausgewertet, 

gefolgt von der histologischen Auswertung. 

 

Die Vollblutperfusion der dezellularisierten Gefäßtransplantate verursachte einen 

statistisch signifikanten Thrombozytenverbrauch. Der Thrombozytenverbrauch der mit 

Vollblut perfundierten rebesiedelten Gefäßtransplate war statistisch insignifikant (p = 

0,7284). Dieses Ergebnis wurde durch die makroskopische Auswertung und durch die 

histologische Charakterisierung bestätigt, welche ergab, dass die rezellularisierten 

Transplantate keine CD41-positiven Thrombozyten aufwiesen. 

 

Diese Arbeit liefert somit den Nachweis für einen positiven Effekt der 

Oberflächenmodifikation durch Rebesiedelung von Gefäßtransplantaten auf deren 

Thromboresistenz in einem ex vivo Vollblutperfusionssystem.  
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Abstract  

Peripheral arterial disease is stenosis or complete occlusion of the peripheral arteries due 

to atherosclerosis. In case of the need for bypass surgery, autologous veins are ideally 

used for reasons of biocompatibility and material properties. However, these vessels are 

not available in more than 20 % of cases, making the production of personalized biological 

vascular grafts as a possible substitute desirable. The repopulation of decellularized 

bovine carotids could provide the basis for an implantable vascular graft. We present a 

method to precondition vascular grafts using biological scaffolds and test 

thromboresistance of seeded grafts in an ex vivo setup using human whole blood. 

Moreover, we evaluate a non-invasive method to indicate luminal coverage (LECC) of the 

grafts. 

 

A 48h-protocol was established for static seeding with vascular cells, which was followed 

by dynamic culture over 14 (n=5) and 10 (n=9) days. Glucose and lactate were 

implemented as non-invasive indicators of LECC. Thromboresistance was tested in an 

ex vivo long-term whole blood perfusion setup. Immediately after seeding, recellularized 

grafts with estimated LECC >50 % were perfused for 2 hours. Perfusion of acellular 

scaffolds was used as a comparison. Hourly hemolysis and complete blood count 

evaluation was performed. Histological and immunohistochemical analysis followed. 

 

Whole blood perfusion of the decellularized vascular grafts caused a statistically 

significant platelet consumption. Platelet consumption of the repopulated vascular grafts 

perfused with whole blood was statistically insignificant (p = 0.7284). This result was 

confirmed by macroscopic evaluation and by histologic characterization, which revealed 

that the recellularized grafts had no CD41-positive platelets on the luminal surface. 

 

This study confirmed ex vivo thromboresistance of vascular grafts preconditioned with 

human EPC and addressed multiple bottlenecks of ex vivo dynamic whole blood 

perfusion experimental setups by exposing engineered vascular grafts to human whole 

blood recirculating at high flow rates over two hours.  
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1 Einleitung 

Die Atherosklerose ist eine der häufigsten Herz-Kreislauf-Erkrankungen und häufig 

ursächlich für die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) [2,3]. Die kritische 

Ischämie der Extremitäten ist eine der schwerwiegensten Stadien dieser Erkrankung. Um 

eine Amputation zu vermeiden, besteht neben der interventionellen endovaskulären 

Therapie, die Möglichkeit einer operativen Therapie, wie z. B. Thrombendarteriektomie 

peripherer Gefäße oder eine Überbrückung der Stenose mittels Bypass-Operation [4] 

durch ein anderswo gewonnen Gefäß, beispielsweise durch einen autologen Venen-

Bypass, z.B. aus der Vena saphena magna oder durch eine Gefäßprothese. Diese 

Gefäße sind jedoch bei mehr als 20 % der Patienten nicht verfügbar [1, 5, 6]. Als 

Alternative dazu wird alloplastisches Bypassmaterial, bestehend aus Polyester 

Polyethylenterephthalat (PET, Dacron®-Bypass) oder Polytetrafluorethylen (PTFE) 

verwendet [7]. Diese alloplastischen Bypassmaterialien sind jedoch körperfremde, 

künstliche Materialien. Der Behandlungserfolg mit diesen Materialien wird durch 

Komplikationen, wie thrombotischem Verschluss, hohe Infektionsraten, biomechanische 

Fehlanpassung, Intimahyperplasie, oder Verkalkung beeinträchtigt [1, 8-10]. Als 

Alternative können durch De- und Rezellularisierung von Geweben tierischen Ursprungs 

biologische funktionelle personalisierte Gewebe gewonnen werden. Diese bestehen aus 

einer durch Dezellularisierung gewonnen natürlichen, wenig immunogenen 

Extrazellulärmatrix (extracellular matrix, ECM) sowie aus lebenden, 

patientenspezifischen reifen Zellen oder Vorläuferzellen (Zellisolierung und 

Rezellularisierung der ECM), die im Falle einer Implantation von dem Empfänger nicht 

als fremd erkannt werden [11].  

Wesentliche Limitation beim Tissue Engineering von Gefäßtransplantaten ist bisher die 

vollständige Rekonstruktion einer funktionsfähigen Endothelschicht, welche nach Kontakt 

mit Vollblut die Thrombusbildung mit konsekutivem akutem Verschluss oder aber eine 

fortschreitende Intimahyperplasie zur Folge hat [1, 12, 13]. Als Alternative zur 

Verwendung von reifen Endothelzellen (endothelial cells, EC) humanen oder xenogenen 

Ursprungs oder Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC; human 

umbilical vein endothelial cells) haben in den letzten Jahren endotheliale Vorläuferzellen 

(endothelial progenitor cells, EPC) zunehmend an Bedeutung gewonnen [14]. Diese 

Zellen können durch eine routinemäßige Venenpunktion aus dem peripheren Blut von 

Patienten mit multiplen Vorerkrankungen isoliert werden [15, 16]. Diese Charakteristik ist 
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für eine spätere potenzielle Konstruktion von personalisierten Gefäßtransplantaten von 

Bedeutung, da die Mehrzahl der Patienten mit pAVK auch an anderen chronischen 

systemischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Typ II, oder arterieller Hypertonie 

leidet. Zudem zeigen EPC Qualitäten von reifen Endothelzellen, wenn sie 

physiologischen Scherbelastungen ausgesetzt sind [15, 16]. 

Die Thrombogenität der alloplastischen Bypassmaterialien ist auf die Auslösung von 

entzündlichen und thrombotischen Reaktionen durch den Kontakt von Blut mit 

künstlichen Biomaterialien oder mit exponierter extrazellulärer Matrix zurückzuführen 

[17]. Studien konnten belegen, dass die nach Rezellularisierung der Gefäßtransplantate 

wiederhergestellte Endothelschicht die Thrombogenität erheblich vermindern kann 

[18,19]. Basierend auf diesen Daten, scheint die ex vivo Überprüfung der 

Thromboresistenz von mit Methoden des Tissue Engineering hergestellten 

Gefäßtransplantaten unverzichtbar, nicht nur um eine Thrombosierung des Transplantats 

zu vermeiden, sondern auch um den Erfolg der Rezellularisierung zu überprüfen. Trotz 

der bekannten Relevanz ist die Überprüfung der Thromboresistenz ein technisch 

schwieriges und bis dato vernachlässigtes Gebiet [1, 19, 20, 21]. Dies ist insbesondere 

durch die Notwendigkeit eines dynamischen Vollblutperfusionssystems zur Simulation 

physiologischer Bedingungen begründet: bisher konnten nur bei wenigen Studien Gefäße 

unter solchen Bedingungen evaluiert werden [19, 21]. Es gibt drei Hauptanforderungen, 

die ein optimaler Versuchsaufbau für die Vollblutperfusion erfüllen muss [1, 19]:  

1. Die Strömung und die applizierte Scherstressbelastung müssen die physiologischen 

Bedingungen und die Transportdynamik, welche während der Thrombusbildung im 

Körper entsteht, nachahmen ohne eine Ablösung der Endothelzellen von der 

thrombogenen luminalen Oberfläche zu verursachen.  

2. Die Quelle des verwendeten Bluts und die optimale Menge des Antikoagulans muss 

festgelegt werden. Die Antikoagulation muss niedrig genug sein, damit die 

Thrombusbildung nicht beeinträchtigt wird, aber hoch genug, um eine vorzeitige 

Thrombusbildung zu verhindern, da beide Ereignisse die Ergebnisse verfälschen 

können.  

3. Besonders herausfordernd ist es, ein Gleichgewicht zwischen der Oberfläche des 

mit Endothelzellen besiedelten Gefäßes und der thrombogenen Oberfläche der für 

das Perfusionssystem unverzichtbaren Verbindungs- und Pumpenschläuche sowie 

des Reservoirs herzustellen.  
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Häufig wird auf dynamische Vollblutperfusionssysteme verzichtet und Gefäßprothesen 

werden unter statischen Bedingungen diversen Blutbestandteilen, wie z.B. Thrombozyten 

oder plättchenreichem Plasma (PRP, platelet rich plasma), ausgesetzt [1]. 

 

In der vorliegenden Studie wurde die Rezellularisierung von dezellularisierten bovinen 

Karotiden mit humanen EPC und MSC durchgeführt. Dabei wurden zwei 

Rezellularisierungsprotokolle miteinander verglichen. Des Weiteren wurden tägliche 

Messungen bestimmter Zellkulturparameter als Indikatoren der Stabilität der Zellkultur 

und der luminalen Endothelzellbedeckung (luminal endothelial cell coverage, LECC), 

durchgeführt. Anschließend erfolgte die Perfusion der dezellularisierten und 

rezellularisierten Gefäßtransplantate mit humanem Vollblut in einem ex vivo 

dynamischen Perfusionssystem. Zu drei verschiedenen Zeitpunkten wurden die 

Hämolyse- und Blutbildparameter miteinander verglichen. 
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2 Methodik 

2.1 Ethikvotum 

Alle Methoden wurden in Übereinstimmung mit den einschlägigen Richtlinien und 

Vorschriften durchgeführt. Für die Rebesiedelung der dezellularisierten Gefäßtrans-

plantate wurden humane EPC verwendet. Die Genehmigung zur Isolierung dieser Zellen 

aus dem peripheren Blut von Patienten, die in der Chirurgischen Klinik der Charité - 

Universitätsmedizin Berlin behandelt wurden und sicher einer venösen Blutentnahme zu 

diagnostischen Zwecken unterziehen mussten, wurde von der lokalen Ethikkommission 

der Charité erteilt (EA2/123/10). Die Zustimmung aller an dieser Studie teilnehmenden 

Patienten lag vor der Venenpunktion vor [1].  

Es wurde humanes Vollblut für die Vollblutperfusionsversuche verwendet. Das Blut wurde 

sechs gesunden, freiwilligen Probanden im Alter zwischen 18 und 65 Jahren, bei denen 

weder eine Immunschwäche (primäre und sekundäre Immundefekte), noch eine 

Erbkrankheit oder chronische Organfunktionsstörung bekannt war, entnommen. Sowohl 

die Zustimmung der örtlichen Ethikkommission der Charité (EA1/073/20) als auch das 

Einverständnis der Spender lag vor [1]. 

     

2.2 Entnahme der bovinen Karotiden  

Die in dieser Studie verwendeten Rinderkarotiden wurden im Rahmen der Schlachtung 

von Kühen in einem örtlichen Schlachthof entnommen. Um die frische Entnahme der 

Arterien sicherzustellen, wurde vorab ein Termin mit dem Schlachthof vereinbart. Am Tag 

der Entnahme wurden die Tiere durch die Mitarbeiter des Schlachthofs zunächst durch 

Blutentzug getötet und halbiert. Zum Zeitpunkt der Entnahme war der Hals der Tiere und 

die Karotiden bereits auf beiden Seiten eröffnet. Innerhalb kurzer Zeit wurden die Arterien 

zusammen mit dem umgebenden Gewebe sorgfältig herauspräpariert. Anschließend 

wurden die Gefäße in kalter PBS Lösung (PBS, Biochrom, Berlin, Deutschland) gespült, 

um etwaige Blutreste zu entfernen und auf Eis in die Labore der Experimentellen 

Chirurgie am Campus Virchow-Klinikum transportiert [1]. Im Labor wurde sofort das 

überschüssige Gewebe entfernt und die Arterien in 6-10 cm lange Segmente disseziert. 

Insgesamt wurden circa 100 Karotiden entnommen und bis zur weiteren Verwendung bei 

-80°C gelagert. Die Gefäße hatten einen Durchmesser von 0,5 bis 0,7 cm [1].  
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 2.3 Dezellularisierungsprotokoll 

Mehrere Gefäße wurden parallel dezellularisiert. Hierfür wurde das von Seiffert et al. in 

der eigenen Arbeitsgruppe etablierte und bereits publizierte Dezellularisierungsprotokoll 

verwendet (Standard-Dezellularisierungsbehandlung, standard decellularization 

treatment, SDT) [1, 16]. Das Protokoll besteht aus drei Hauptphasen, die jeweils in 

verschiedene Schritte unterteilt werden. Die erste Phase umfasst die 

Gefrierentwässerung der bovinen Karotiden (freeze-thaw treatment). Nach einer 

Mindestinkubationszeit von 24 Stunden bei -80°C wurden die Gefäße zum Auftauen bei 

5°C aufbewahrt. In der zweiten Phase erfolgte die osmotische Behandlung der Gefäße 

(osmotic treatment). Hierfür wurden die Gefäße in destilliertes Wasser (ddH2O) gelegt 

und über 48 Stunden auf einem elliptischen Rohrwalzenmischer (elliptical tube roller, 

RM5, Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim, Deutschland) inkubiert. Die anschließende 

dritte Phase des Protokolls bestand aus einer multizyklischen Behandlung mit 

Detergenzien und darauffolgender enzymatischer Behandlung. Dabei wurden die Gefäße 

in drei Zyklen von jeweils 24 Stunden einer enzymatischen Verdauung unterzogen. Jeder 

Zyklus bestand aus drei Schritten. Zunächst wurden die Gefäße über zwei Stunden mit 

0,05 % Trypsin in 0,02 % EDTA in PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) auf dem 

Rollator bei 4°C behandelt. Im Anschluss wurden die Gefäße zur Agitation über vier 

Stunden in 0,1 % Triton X-100 (Roth, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert. Hiernach erfolgte 

die Verdauung mit 8 mg/ml DNAse-I (Roche Diagnostics, Risch, Schweiz) über zwei 

Stunden bei 37°C. Nach Abschluss des Verdauungsprozesses wurden die Gefäße über 

Nacht in ddH2O bei 4°C auf dem elliptischen Rohrwalzenmischer inkubiert. Die 

dezellularisierten Gefäßtransplantate (decellularized bovine carotid arteries, dBCA) 

wurden bis zur weiteren Verwendung in sterilem PBS mit 1 % Penicillin/Streptomycin 

(Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) bei 4°C gelagert.  

Vor der Rezellularisierung erfolgte die Sterilisation der dBCA in 0,02 % Peroxyessigsäure 

(peracetic acid, PAA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) und 4 %igem Ethanol (EtOH) 

für sechs Stunden bei 4°C. Im Anschluss wurden die dBCA in PBS bis zum Erreichen 

eines physiologischen pH-Werts (7,3 - 7,4) gewaschen und in frischem Zellmedium über 

Nacht inkubiert [1]. 
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 2.4 Zellisolierung, Expansion und Kultur 

Für die Rezellularisierung der dBCA wurden humane endotheliale Vorläuferzellen 

(humane EPC, hEPC) sowie aus der Nabelschnur isolierte humane mesenchymale 

Stammzellen (hMSC) verwendet.  

hEPC: 

Die hEPC wurden von insgesamt acht Patienten (50 % weiblich), mit einem 

Durchschnittsalter von 50 ± 13,5 Jahre isoliert. Bei 50 % der Patienten wurde eine 

bösartige Erkrankung, bei 25 % eine Autoimmunerkrankung und bei weiteren 25 % eine 

sonstige Erkrankung diagnostiziert (Tab. 1) [1]. 

 

Tabelle 1: Detaillierte Merkmale der Patienten, von denen eine hEPC-Isolierung durchgeführt wurde. 
Modifiziert aus Keshi et al. [1] 
 

Merkmale der (n=8) Patient(inn)en  

Alter (Mittelwert/Spannweite) 50/31-69 

Geschlecht  

Männlich 4 (50 %) 

Weiblich 4 (50 %) 

Grunderkrankungen  

Malignität 4 (50 %) 

Autoimmunerkrankung 2 (25 %) 

Sonstige 2 (25 %) 

 

Für die Isolierung der hEPC wurde ebenfalls ein in der Arbeit von Seiffert et al. 

publiziertes Protokoll verwendet [1, 16]. Zusammengefasst wurden 20 ml peripheres Blut 

von Patienten der Chirurgischen Klinik entnommen und ins Labor transportiert. Die 

Blutproben wurden heparinisiert und für jeden Patienten separat behandelt. Die Proben 

wurden einer Biocoll (Biochrom) Dichtegradientenzentrifugation ausgesetzt. Der dadurch 

gewonnene Überstand wurde auf Zellkulturflaschen verteilt, die vorab mit einer 

Fibronektin-Gelatine Mischung beschichtet wurden. Die Zellen wurden zunächst bei 37°C 

und mit 5 % CO2 mit EGM-2 (Endothelial Growth Medium) auf Zellkulturplatten mit einer 

0,02 % Gelatinebeschichtung (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kultiviert. Das EGM-2 

Medium bestand aus EBM-2 (PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland), ergänzt mit 

20 % fötalem Rinderserum (FBS; Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland), SupplementMix 
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(PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland), 500 U/ml Penicillin und 500 µg/ml 

Streptomycin (beide Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland). Nach vier Tagen wurden die 

Zellkulturen zum ersten Mal mit PBS gewaschen. Zudem wurde neues Medium 

hinzugegeben, welches jeden zweiten Tag gewechselt wurde. Nachdem die Zellen eine 

Konfluenz von 80-90 % erreicht hatten, wurden sie von den Zellkulturflaschen trypsiniert, 

in einer Mischung bestehend aus Nährmedium und Dimethyl sulfoxid (DMSO) 

resuspendiert und in Kryoröhrchen bei -167°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. 

Zwei Wochen vor einem Rezellularisierungsversuch wurden die Zellen aufgetaut, in 

EGM-2 resuspendiert, in Zellkulturflaschen verteilt und in bis zu acht Zellkulturflaschen 

mit einer Konfluenz von 80-90 % expandiert und kultiviert. Die Zellen wurden in den 

Passagen 3 bis 6 verwendet.  

 

hMSC: 

hMSC wurden von ATCC (human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells, PCS-

400-030, ATCC / LGC Standards; Wesel, Deutschland) erworben. Die Zellen wurden 

zunächst expandiert, indem sie in Dulbecco's Medium (DMEM, 1 g/L Glukose, Biochrom 

GmbH, Berlin, Deutschland), ergänzt mit 10 % fötalem Rinderserum (FBS, Biochrom 

GmbH, Berlin, Deutschland), 500 U/ml Penicillin, 500 µg/ml Streptomycin (beide 

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) und 1 % Glutamin (Biochrom GmbH, Berlin, 

Deutschland) resuspendiert und in Zellkulturflaschen verteilt wurden. Nachdem die Zellen 

eine Konfluenz von 80-90 % erreichten, wurden sie trypsiniert, in einer Mischung 

bestehend aus Nährmedium und Dimethyl sulfoxid (DMSO) resuspendiert und in 

Kryoröhrchen bei -167°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Zwei Wochen vor 

einem Rezellularisierungsversuch wurden die Zellen aufgetaut, in DMEM Medium 

resuspendiert, in Zellkulturflaschen verteilt und in bis zu vier Zellkulturflaschen mit einer 

Konfluenz von 80-90 % expandiert und kultiviert. Die Zellen wurden in den Passagen 3 

bis 7 verwendet [1].  

 

2.5 Entwicklung einer geeigneten Bioreaktor-Kammer und eines 

Perfusionskreislaufs  

Für die Rebesiedelung und die dynamische Kultivierung der dBCA wurden eine 

Bioreaktor-Kammer und ein Perfusionskreislauf entwickelt, welche die notwendigen 

sterilen und physiologischen Bedingungen für die Experimente bereitstellten [1].  
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2.5.1 Entwicklung einer Bioreaktor-Kammer für die Rebesiedelung der dBCA 

Die Bioreaktor-Kammer (Abb. 1 A,B) bestand aus einem speziell angefertigten 

zylindrischen Bioreaktor (a), in dem der Teil, in welchem das Gefäßtransplantat (c) 

eingebracht und an den Perfusionskreislauf angeschlossen wurde (b), zwischen den 

Haupteinlässen des Bioreaktors platziert wurde. Dieser Teil wurde über einen 

Verbindungsschlauch mit zwei Dreiwegehähnen verbunden (d). Das Protokoll für die 

Zellgabe wird nachfolgend detailliert beschrieben. 

 

 

Abbildung 1: Bioreaktor Kammer. Schemazeichnung (A) des Aufbaus (B): Für die Zellgabe und die 
Rebesiedelung wurde das dBCA (B,c) in den gefäßhaltigen Teil (B,b) im Inneren des Bioreaktors (a) 
senkrecht positioniert, der zur Entfernung von Luftblasen vertikal gedreht wurde. Modifiziert aus Keshi et 
al. [1].  
 

2.5.2 Entwicklung eines Perfusionskreislaufs für die dynamische Kultivierung 

Für die dynamische Kultivierung der rezellularisierten Gefäßtransplantate adaptierten wir 

einen von unserer Arbeitsgruppe bereits etablierten Perfusionskreislauf, der für die 

Rezellularisierung von dezellularisierten Rattenlebern verwendet wurde [1, 22]. Hierbei 

wurde die Bioreaktor-Kammer an einen Perfusionskreislauf angeschlossen. Der Kreislauf 

bestand aus einem Reservoir (e), einer peristaltischen Pumpe (f), einem Oxygenator (g) 

und einer Blasenfalle (h). Alle Bestandteile des Kreislaufs wurden miteinander durch 

Verbindungsschläuche verbunden. Bevor die Bioreaktor-Kammer angeschlossen wurde, 

wurde das Reservoir zunächst mit Medium befüllt, um mithilfe der Pumpe den gesamten 

Kreislauf zu entlüften. Die roten Pfeile zeigen die Perfusionsrichtung an. Aus den vor der 

Bioreaktor-Kammer und nach dem Reservoir stehenden Dreiwegehähne wurde täglich 
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die Entnahme der Blutgasanalyseproben (blood gas analysis, BGA) und der 

Mediumwechsel durchgeführt 

Abbildung 2: Schemazeichnung (A) des Aufbaus des Perfusionskreislauf (B): Nach der Zellgabe wurde 
die das Gefäß enthaltende Bioreaktorkammer (B,a) an den Perfusionskreislauf angeschlossen, welcher 
aus dem mit Medium gefüllten Reservoir (B,e), der Peristaltikpumpe (B,f), dem Oxygenator (g) und der 
Blasenfalle (B,h) bestand. Die roten Pfeile zeigen die Perfusionsrichtung. Modifiziert aus Keshi et al. [1]. 

 

2.5.3 Strömungsdynamik  

Im Rahmen der dynamischen Kultivierung der statisch rebesiedelten dBCA ist die 

Strömungsdynamik und die Berechnung der applizierten Scherspannung (wall shear 

stress, WSS) relevant. Daher wurde die Scherspannung, welche auf die Wand der 

Gefäßtransplantate während der dynamischen Kultivierung wirkte, berechnet. Die 

Untersuchungen des Strömungsfelds wurden mit der kommerziellen CFD-Software 

STAR-CCM+ (CD-Adapco, Melville, New York), die einen Finite-Volumen-Ansatz 

verwendet, durchgeführt [1]. Es wurde ein Gefäß mit einem Durchmesser von 6 mm und 

einer Länge von 60 mm simuliert. Um sicherzustellen, dass die Strömung vollständig 

entwickelt war, wurde vor dem Gefäß ein Anströmbereich hinzugefügt. Für das Medium 

wurde eine Viskosität von 0,6913 mPa*s nach Huber et al. angenommen [1, 23]. Für die 

scherabhängige Viskosität wurde das Carreau-Yasuda-Modell mit den von Abraham et 

al. beschriebenen Parametern verwendet [1, 24]. Die Reynoldszahl, das Verhältnis von 

Trägheits- zu Zähigkeitskräften, wurde für die Nährlösung auf 61 und für Vollblut auf 3,5 

geschätzt. Es wurde eine laminare, stetige Strömung mit konstanter Dichte 

angenommen.  

 

2.6 Rebesiedelung und Evaluation der luminalen Endothelzellbedeckung 

Im Kontext der statischen Rebesiedelung der dBCA und die dynamische Kultivierung ist 

hervorzuheben, dass – auch wenn in der von Seiffert et al. publizierten Studie die 
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Besiedlung von dezellularisierten Gefäßfragmenten mit den in der vorliegenden Arbeit 

verwendeten Zellen (hEPC und hMSC) etabliert wurde – sich die Rebesiedelung von 

ganzen tubulären dBCA als herausfordernd zeigte. Die Etablierung des unten 

aufgeführten Protokolls ist das Ergebnis mehrerer Versuche, in denen verschiedene 

Rebesiedelungs- und Perfusionsmethoden sowie Kultivierungszeiten untersucht wurden.  

 

2.6.1 Zellgabe und Rebesiedelung der dBCA  

Für die Zellgabe und Rebesiedelung der dBCA wurde ein Protokoll für eine 48-stündige 

Kulturphase etabliert [1]. Es besteht aus acht Zyklen von jeweils drei Stunden und einer 

statischen Übernachtinkubation: Zunächst wurde der in Abb.1 B aufgeführte Aufbau unter 

der sterilen Zellkulturbank zusammengesetzt. Das dBCA wurde an den gefäßhaltigen Teil 

des Bioreaktors angeschlossen und mit Nährmedium (EGM-2 : DMEM Mischung in einem 

1:1 Verhältnis) befüllt. Das ganze System wurde an einen Ständer angeschlossen und in 

einem 37°C Inkubator (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland) platziert. An den obersten 

Dreiwegehahn wurde ein Luftfilter und anschließend die Sauerstoffzufuhr (95 % O2, 5 % 

CO2) angeschlossen, um die Kammer und das Zellmedium vor der Zellgabe zu 

oxygenieren.  

Während der ersten vier Zyklen wurden hEPC und hMSC in einer Lösung appliziert. 

Zunächst wurden die Zellen wie folgt vorbereitet: sie wurden mit PBS gewaschen, fünf 

Minuten bei 37°C in Trypsin/EDTA Lösung inkubiert, danach fünf Minuten bei 300 x g 

zentrifugiert und in den jeweiligen Medien in 1 ml resuspendiert. Insgesamt wurden (22,51 

± 19,75) x 10*6 EPC und (12,07 ± 9,86) x 10*6 MSC gegeben. Die hEPC und die hMSC 

wurden in einer 20 ml Spritze im Verhältnis von 2:1 aufgenommen. Separat wurde eine 

Spritze mit EGM-2 und DMEM im Verhältnis 1:1 vorbereitet. Abschließend erfolgte die 

Zellgabe zur Rebesiedelung der dBCA unter der Zellkulturbank mithilfe einer 

Spritzenpumpe mit einer niedrigen Flussrate von 40 ml/h, um eine Ablösung der vorher 

gegebenen Zellen zu vermeiden. Die Bioreaktor-Kammer wurde anschließend horizontal 

in einen 37°C warmen Inkubator (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland) gestellt, sodass 

sich die Zellen 3 Stunden lang ansiedeln konnten. Die Kammer wurde an die 

Sauerstoffzufuhr (95 % Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid; DASGIP MX4/4, Eppendorf 

Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf, Deutschland) angeschlossen [1].  

Dieses Prozedere wurde insgesamt 8-mal durchgeführt, allerdings wurden in den letzten 

vier Zyklen ausschließlich hEPC verwendet (Abb. 1 A). Die Bioreaktor-Kammer wurde in 

jedem Zyklus um 45° (Längsachse) gedreht, um eine Zellbesiedlung des gesamten dBCA 
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mithilfe der Schwerkraft zu erreichen. Nach jedem Zyklus wurden 0,5 ml Zellkulturmedium 

aus dem Bioreaktor für die BGA entnommen, um die Lebensfähigkeit/Vermehrung der 

Zellen zu überwachen. Die Parameter wurden mit dem Standard-Analysegerät ABL 800 

(Radiometer, Kopenhagen, Dänemark) ausgewertet. Ein repräsentativer Versuch wurde 

nach der 24-stündigen Rebesiedelung abgebrochen (n=1), um entsprechende 

histologische und immunhistologische Analysen durchzuführen [1].  

 

2.6.2 Dynamische Kultivierung der rebesiedelten Gefäßtransplantate (rTEVG) 

Das Reservoir wurde mit 50 ml Zellkulturmedium befüllt (EGM-2 und DMEM im Verhältnis 

1:1) und das Perfusionssystem entlüftet. Nach dem achten Rebesiedelungszyklus wurde 

die Bioreaktor-Kammer an das Perfusionssystem angeschlossen (Abb. 2 A, B). Die 

Zellen wurden dann 24 Stunden mit einer langsamen Flussrate von 0,3 ml/min 

konditioniert, um es den Zellen zu ermöglichen sich an der luminalen Oberfläche der 

dBCA anzusiedeln, bevor sie einer höheren Flussrate ausgesetzt wurden.  

Am Folgetag wurde die Perfusion mit einer Flussrate von 0,6 ml/min gestartet, die über 

10 (n=8) bzw. 14 (n=5) Tage schrittweise auf 6 ml/min, respektive 8 ml/min erhöht wurde. 

Die hEPC wurden innerhalb dieser Zeit einer zunehmenden subphysiologischen 

Scherbelastung ausgesetzt, wodurch sie eine optimale Versorgung mit Nährstoffen 

erhielten. Das Zellmedium wurde täglich ausgetauscht, die Parameter der Zellviabilität 

und -proliferation überprüft und das Transplantat um 45° (Längsachse) gedreht. 

Insgesamt wurden 13 Experimente zur Rezellularisierung durchgeführt. Davon wurden 

fünf über 14 Tage dynamisch kultiviert. Da die ersten Untersuchungen der 

Zellkulturparameter (Glucose und Laktat) und der luminalen Endothelzellbedeckung eine 

Überlegenheit der 10-tägigen Perfusion gegenüber der 14-tägigen Perfusion ergaben, 

wurden alle weiteren rTEVG (n=8) über 10 Tage dynamisch kultiviert. 

 

2.6.3 Evaluation der luminalen Endothelzellbedeckung der rTEVG  

Am Ende der dynamischen Kultivierungsphase wurde die luminale 

Endothelzellbedeckung (luminal endothelial cell coverage, LECC) aller rTEVG berechnet. 

Mit Hämatoxylin und Eosin (H&E) gefärbte Paraffinschnitte aus dem linken, mittleren und 

rechten Teil des Transplantats wurden dafür ausgewertet. Die LECC wurde prozentual 

angegeben. Der Mittelwert der prozentualen LECC aller drei Abschnitte, sowie der 

Mittelwert der berechneten Prozentsätze aus der von zwei Personen unabhängig 

durchgeführten histologischen Befundung, wurde als endgültiger LECC-Wert verwendet. 
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Insgesamt wurden 13 Versuche ausgewertet: 7 rTEVG und 6 mit Vollblut perfundierte 

rTEVG. Zusätzlich wurde die Korrelation zwischen dem Glukose- und Laktatwert am Tag 

vor Finalisierung des Versuchs (Tag 9) und der berechneten LECC untersucht (n=13).  

 

2.7 Ex vivo-Vollblutperfusion der Gefäßtransplantate 

Nachfolgend wird der Aufbau des Vollblutperfusionskreislaufs und der Versuchsaufbau 

der Experimente beschrieben.  

 

2.7.1 Entwicklung eines geeigneten Kreislaufs für die Vollblutperfusion 

Für die Durchführung der Vollblutperfusion wurde der für die dynamische Kultivierung der 

rezellularisierten Gefäßtransplantate verwendete Perfusionsaufbau adaptiert: Der 

wichtigste Aspekt dabei war die Reduktion der Anzahl der Verbindungsschläuche, sodass 

eine kleinere bzw. ähnliche Gesamtoberfläche der nicht-endothelialisierten Strukturen im 

Vergleich zum rezellularisierten Gefäßtransplantat erreicht werden konnte [1]. Der 

Kreislauf (Abb. 3) bestand aus einem Reservoir (a), einer Peristaltikpumpe (c) und einem 

Pumpenschlauch (b), einem 

Behälter mit dem Gefäßtransplantat 

(d), einem Verbindungsschlauch (e) 

und einem Schüttler (f).  

 

Abbildung 3: Vollblutperfusionskreislauf. 
Nach Entnahme wurde das Blut in das 
Reservoir gegeben (a) und durch den 
Pumpenschlauch (b), durch die Peristaltik-
pumpe (c), durch das Gefäßtransplantat (d) 
und den Verbindungsschlauch (e) zurück in 
das Reservoir gepumpt. Das Reservoir 
wurde kontinuierlich geschüttelt (f). 
Modifiziert aus Keshi et al. [1]. 

 

2.7.2 Vorbereitung für die Vollblutperfusion 

Vor der Durchführung eines Experiments wurde zunächst das gesamte Perfusionssystem 

nach einem bereits etablierten Protokoll mit Heparin beschichtet [1, 25]. Das 

Perfusionssystem wurde zunächst 15 Minuten lang statisch mit dem polymeren Amin 

Polyallylamin (0,25 mg/ml, Corline Systems AB, Uppsala, Schweden) gelöst in 

Natriumboratpuffer (250 mM, pH 9) inkubiert. Anschließend wurde ein 

oberflächengebundener elektrostatischer Komplex durch Inkubation mit einer Lösung 

eines makromolekularen Heparin-Konjugats (Corline Heparin Conjugate, 0,1 mg/ml; 



Methodik 15 

Corline Biomedical, Uppsala, Schweden) in Natriumacetatpuffer (0,1 M, 0,5 M NaCl, pH 

4) für 60 Minuten gebildet. Nach jedem Schritt wurde das Perfusionssystem dreimal mit 

Milli-Q-Wasser gespült. Das gleiche Verfahren wurde ein weiteres Mal durchgeführt. Das 

System wurde im Anschluss 15 Minuten lang in Natriumboratpuffer (250 mM, pH 9) 

inkubiert, um überschüssiges Konjugat zu entfernen. Schließlich folgte eine zehnminütige 

Inkubation in Essigsäureanhydridlösung (0,1 % in 250 mM Natriumboratpuffer, pH 10,5), 

um restliche Aminogruppen zu blockieren. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur 

durchgeführt.  

Gleichzeitig wurde eine 20 ml Spritze, mit der später das Blut entnommen werden sollte, 

mit 20 µl Heparin (100 U) gefüllt und eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Schließlich 

wurde das oben genannte Perfusionssystem aufgebaut. Es wurden drei verschiedene 

Versuchsgruppen mit Vollblut perfundiert [1]:  

1. Die Vollblutperfusion des Perfusionssystems, um zu nachzuweisen, dass die 

Heparinisierung ausreichend und das System nicht thrombogen ist (Perfusionskreislauf, 

n=6);  

2. Die Vollblutperfusion der dezellularisierten Gefäßtransplantate (dTEVG, n=6);  

3. Die Vollblutperfusion der rezellularisierten Gefäßtransplantate (rTEVG, n=6).  

Für die Vollblutperfusion des Perfusionskreislaufs wurden bei fehlendem 

Gefäßtransplantat nach Aufbau des Kreislaufs die Verbindungsschläuche beider Seiten 

miteinander verbunden. Für die Perfusion des dTEVG wurde das dezellularisierte Gefäß 

in das Perfusionssystem eingebettet. Abschließend wurde für die Vollblutperfusion des 

rTEVG das Gefäßtransplantat zusammen mit dem TEVG-haltigen-Kunststoffteil 

unmittelbar nach Beendigung der dynamischen Kultivierung am zehnten Tag in das 

Perfusionssystem eingebettet.  

 

2.7.3 Ex vivo Vollblutperfusion  

Die Blutentnahme erfolgte unmittelbar vor dem Versuchsbeginn. Den Spendern wurde 

hierzu 20 ml Vollblut entnommen, welches in die heparinisierte Plastikspritze und in ein 

mit Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) präpariertes Probenröhrchen gegeben wurde. 

Dieses Röhrchen wurde für Prä-Perfusionsuntersuchungen verwendet (t0, 

Kontrollgruppe). Nach Mischung des Bluts mit dem in der Spritze befindlichen Heparin 

durch leichtes Schütteln, wurde Blut in das Reservoir gegeben. Das bluthaltige Reservoir 

wurde auf einen Schüttler gestellt und kontinuierlich mit 90 rpm geschüttelt. Anschließend 

wurde die Peristaltikpumpe gestartet und das Gefäßtransplantat sowie der Pumpen- und 
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Verbindungsschlauch mit einer Rate von 6 ml/min mit Blut befüllt. Hier wurde die gleiche 

Flussrate appliziert, die während der zehntägigen dynamischen Kultivierung angewandt 

wurde. Der TEVG-haltige Kunststoffteil wurde in einen, mit zuvor erwärmtem PBS 

befüllten Behälter gestellt, um das Austrocknen des Gefäßtransplantats und den direkten 

Luftkontakt zu verhindern. Die Perfusionszeit wurde auf zwei Stunden festgelegt.  

Die Auswertung der Hämolyseparameter mittels BGA zur Überwachung der 

Zellviabilität/Zellproliferation und die Entnahme von EDTA-Proben wurde für jeden 

Spender separat zu drei Zeitpunkten durchgeführt: vor der Perfusion (t 0), eine Stunde (t 

1) nach Beginn der Perfusion und zwei Stunden (t 2) nach Beginn der Perfusion. Die 

gesammelten Proben wurden unmittelbar nach Entnahme an das Labor (Labor Berlin, 

Charité-Vivantes GmbH, Berlin, Deutschland) versandt. Um den Unterschied bezüglich 

der Thrombogenität zwischen dTEVG und rTEVG zu demonstrieren, wurde von jedem 

Spender insgesamt drei Mal Blut abgenommen (Perfusionskreislauf, dTEVG, rTEVG). 

Die Parameter des kleinen Blutbilds wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten 

verglichen [1]. 

 

2.9 Histologische Aufarbeitung und Überprüfung der Sterilität der Versuche 

Zunächst wurden Übersichtsfärbungen von Paraffinschnitten der Proben aus den 

unterschiedlichen Versuchsgruppen mit Hämatoxylin und Eosin (H&E, Applichem, 

Darmstadt, Deutschland) durchgeführt. Für die anschließenden immunhistochemischen 

Färbungen wurde 0,01 M Citratpuffer für die Antigenrückgewinnung (Agilent 

Technologies, Waldbronn, Deutschland) und 3 % Ziegenserum zur Blockierung 

unspezifischer Bindungen (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) verwendet. 

Die Schnitte wurden mit Permount-Medium (Aquatex, Merck, Darmstadt, Deutschland) 

fixiert. Fotos der gefärbten Schnitte wurden mit einem Zeiss Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss 

AG, Oberkochen, Deutschland) aufgenommen (Tab. 2) [1]. 
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Tabelle 2: Übersicht der für die immunhistologischen Färbungen verwendeten Primärantikörper 

Ziel Wirt Verdünnung Cat.-No. Hersteller 

Primäre Antikörper 

Laminin Kaninchen 1:50 ab11575 Abcam, Berlin, Deutschland 

Collagen I Kaninchen 1:400 ab6308 Abcam, Berlin, Deutschland 

Collagen IV Kaninchen 1:400 ab6586 Abcam, Berlin, Deutschland 

CD34 Kaninchen 1:100 ab110643 Abcam, Berlin, Deutschland 

CD31 Kaninchen 1:100 bs-0195R Bioss Antibodies Inc, Woburn, USA 

eNOS Kaninchen 1:100 ab5589 Abcam, Berlin, Deutschland 

vWF Kaninchen 1:50 ab6994 Abcam, Berlin, Deutschland 

CD90 Kaninchen 1:100 ab52625 Abcam, Berlin, Deutschland 

CD41 Kaninchen 1:400 ab63983 Abcam, Berlin, Deutschland 

CD45 Maus 1:100  Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland 

Sekundäre Antikörper 

Kaninchen Ziegen 1:400 ab150080 Abcam, Berlin, Deutschland 

 

2.9.1 Histologische Aufarbeitung der dBCA und der rebesiedelten TEVG  

Zum Vergleich erfolgte zunächst eine histologische und immunhistochemische 

Charakterisierung der dBCA: die dezellularisierten Gefäße wurden für 24 h in 

Paraformaldehyd (Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland) fixiert, einer aufsteigenden 

Alkoholreihe ausgesetzt und schließlich in Paraffin (Sigma-Aldrich / Merck, Darmstadt, 

Deutschland) eingebettet. Von den Paraffinblöcken wurden 5 μm dicke Schnitte 

angefertigt und mit Hämatoxylin und Eosin (H&E, Applichem, Darmstadt, Deutschland) 

gefärbt. Zur Bestätigung der erhaltenen Mikroanatomie der dBCA wurden Laminin, 

Collagen I und Collagen IV angefärbt [1].  

Das gleiche Protokoll wurde für die Verarbeitung und H&E Färbung der rezellularisierten 

Gefäßtransplantate (rTEVG) verwendet [1]. Zusätzlich erfolgten immunhistochemische 

Analysen: hEPC wurden mit anti-CD34, anti-CD31, anti-eNOS und anti-von-Willebrand-

Faktor Antikörper angefärbt; hMSC wurden mit anti-CD90-Antikörper angefärbt. 

 

2.9.2 Histologische Aufarbeitung der rTEVG nach VBP 

Nach Beendigung der Vollblutperfusion wurde das Gefäßsegment kurz in zuvor erwärmte 

Ringerlösung (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland) getaucht, um Restblut zu 

entfernen und anschließend 24 Stunden in Paraformaldehyd (Herbeta Arzneimittel, 

Berlin, Deutschland) fixiert, mit einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und 

schließlich in Paraffin (Sigma-Aldrich) eingebettet. Die Paraffinblöcke wurden in 5 μm 
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dicke Schnitte geschnitten, mit H&E (Applichem, Darmstadt, Deutschland) gefärbt und 

die LECC berechnet. Die immunhistochemische Charakterisierung von hEPC und hMSC 

wurde wie unter 2.9.1 beschrieben durchgeführt. 

Zur histologischen Beurteilung der Thromboseresistenz von rTEVG und der 

Thrombogenität von dTEVG wurden dezellularisierte und rezellularisierte 

vollblutperfundierte Gefäßtransplantate mit einem Anti-CD41-Antikörper gefärbt. 

Die CD41-Färbung zeigte als Nebenbefund mehrere Zellkerne an der luminalen 

Oberfläche der dezellularisierten Gefäßtransplantate, die jedoch nicht CD41 positiv 

waren. Um diesen Befund weiter zu untersuchen, wurde eine histologische Färbung mit 

H&E durchgeführt. Um zu bestätigen, dass es sich bei diesen Zellen nicht um hEPC oder 

native Endothelzellen als Folge einer unzureichenden Dezellularisierung handelte, wurde 

eine zusätzliche CD31 Färbung durchgeführt. Um weiterhin auszuschließen, dass diese 

Zellen Leukozyten waren, wurde eine Färbung mit einem anti-CD45-Antikörper (verdünnt 

mit ProTaqs Antibody Diluent; BioCyc GmbH, Potsdam, Deutschland) durchgeführt [1].  

 

2.9.3 Bioburden Analyse zur Überprüfung der Sterilität der Versuche 

Im Anschluss an jeden Versuch wurde eine Bioburden-Analyse durchgeführt, um eine 

Kontamination auszuschließen [1]. Dazu wurden 5 ml Kulturmedium mit 7 ml SOC-

Medium (Super Optimal Broth with Catabolite Repression) gemischt und 24, 48, 72 und 

96 Stunden lang bei 37 °C und 150 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Eine 

SOC/Sputum-Mischung wurde als Positivkontrolle verwendet. Die Absorption wurde bei 

425 und 600 nm mit dem NanoDrop 2000 C Uv-Vis-Spektrophotometer (Thermo Fisher 

Scientific) gemessen. Eine SOC/PBS-Probe wurde als Blank verwendet. 

 

2.10 Statistik 

Alle Daten wurden mit GraphPad Prism Version 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, 

Kalifornien, USA) analysiert und visualisiert [1]. Die Normalverteilung der Daten wurde 

mit dem Shapiro-Wilk- und D’Agostino & Pearson Omnibus Normalitätstest überprüft. Die 

Daten wurden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Im Falle 

normalverteilter Daten wurde zum Vergleich der Zellkulturparameter eine einfaktorielle 

ANOVA (One-Way Analysis of Variance) bzw. der nicht parametrische Kruskal-Wallis-

Test (für Daten ohne Gauß-Verteilung) angewandt. Für sich anschließende paarweise 

multiple Vergleiche wurden adäquate Post-hoc-Tests eingesetzt (Tukey- bzw. Dunn-

Vergleichstest). Um die Sensitivität und Spezifität der Glukose als Indikator für die LECC 
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zu ermitteln, wurde eine ROC (Receiver operating characteristic)-Analyse durchgeführt. 

Der Cut-off-Wert wurde anhand des Youden-Index bestimmt. Für den Vergleich zwischen 

arterieller und venöser BGA wurde ein paired Student's t-Test durchgeführt. Der 

Korrelationskoeffizient nach Pearson (r) oder der nichtparametrische Korrelations-

koeffizient nach Spearman wurden verwendet, um den Zusammenhang zwischen den 

BGA-Parametern und der histologischen Beurteilung zu untersuchen. Die Daten werden 

als 95 % Konfidenzintervall (CI) dargestellt. Ein p-Wert von weniger als 0,05 wurde als 

signifikant bewertet. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Evaluation der Dezellularisierung 

Im Rahmen dieses Projekts wurde darauf verzichtet, eine umfangreiche 

Charakterisierung der dBCA durchzuführen, da diese in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 

(publiziert von Seiffert et al. [16]) bereits erfolgt war [1]. Seiffert et al. konnten zeigen, 

dass die makroskopische Integrität der Gefäßtransplantate während des gesamten 

Dezellularisierungsprozesses intakt blieb. Die H&E-Färbung der dBCA zeigte, dass keine 

zellulären Reststrukturen vorhanden waren, wodurch eine effiziente Dezellularisierung 

bestätigt werden konnte (Abb. 4 A). Darüber hinaus wies die immunhistochemische 

Färbung mit Laminin- und Kollagen-IV-Antikörpern eine intakte Mikroanatomie der dBCA 

auf (Abb. 4 B, C). 

  

 

Abbildung 4: Histologische Charakterisierung der dezellularisierten Gefäße. Maßstabsbalken entspricht 
50 µm. Modifiziert aus Keshi et al. [1]. 

 

3.2 Evaluation der Rezellularisierung  

 

3.2.1 Blutgas-Analysen während der Rezellularisierung und der dynamischen 

Kultivierung 

Zur Überwachung der Zellviabilität und der Stabilität der Zellkultur wurde eine 

regelmäßige Messung der BGA-Parameter durchgeführt. Während pH, pO2, pCO2, Na+ 

und K+ als Indikatoren für die Stabilität der Zellkultur verwendet wurden, dienten Glukose 

und Laktat als Indikatoren für die Zellproliferation und -lebensfähigkeit [1].  

Während der 24-stündigen Rezellularisierung wurden die BGA-Parameter alle drei 

Stunden gemessen (t3, t6, t9, t12, t15, t18, t21, t24). Hierbei erwies sich der pO2 Wert als 

stabil, während sich der pH-Wert und pCO2 Wert zusammen mit den Glukose- und 
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Laktatwerten änderten (Abb. 5 A,B,C). Der pH-Wert nahm kontinuierlich ab und zeigte 

zu allen Zeitpunkten eine statistisch signifikante Veränderung. Entsprechend dazu stieg 

der pCO2 Wert im Verlauf signifikant. Die Glukosekonzentration fiel ab dem dritten 

Messzeitpunkt nach jeder Zellzugabe kontinuierlich ab und zeigte einen statistisch 

signifikanten Unterschied zwischen der ersten und der letzten Gabe sowie zwischen allen 

Zeitpunkten nach t9 (Abb. 5 D). Im Gegensatz dazu stieg das Laktat allmählich an und 

zeigte nur während der ersten 3 Stunden der statischen Kultivierung eine unbedeutende 

Veränderung (Abb. 5 E). Diese Ergebnisse deuten auf eine kontinuierliche zelluläre 

Aktivität innerhalb des Gefäßtransplantats hin. 

Während der dynamischen Perfusion wurden die BGA-Parameter täglich gemessen. Die  

Werte der venösen BGA für die weiteren Analysen verwendet. Um die optimale Dauer für 

die dynamische Kultivierung zu ermitteln, wurden die 14-tägige (n=5) und 10-tägige (n=8) 

dynamische Kultivierung miteinander verglichen. Obwohl die meisten Parameter bei 

beiden Protokollen vergleichbar waren, stieg der Glukose-Wert gegen Ende der 

Perfusion im 14-tägigen Protokoll allmählich auf den Ausgangswert an, was auf eine 

Ablösung der Zellen hindeutete. Eine detaillierte Analyse der Daten ergab einen 

minimalen, nicht statistisch signifikanten Anstieg des Glukosespiegels von Tag 10 bis 

Tag 14. Das Ergebnis von Tag 10 markierte somit den Wendepunkt für die Zellviabilität 

im Gefäßsegment [1]. Auf Grundlage dieser Daten erfolgte für weitere Experimente eine 

10-tägige dynamische Kultivierung (n=8). Während der dynamischen Kultivierung zeigten 

sich die BGA-Parameter stabil. Der pH-Wert blieb im Wesentlichen physiologisch (p > 

0,999, Abb. 5 H), die pO2 und pCO2 Werte blieben ebenfalls stabil (Abb. 5 I,J). Weiterhin 

zeigten sowohl Glukose als auch Laktat ein stabiles Niveau während der gesamten 

Perfusion, was darauf hindeutete, dass die Zellen im Transplantat nicht übermäßig 

wuchsen oder sich ablösten. Wie zu erwarten, verhielten sich Natrium- und Kaliumionen 

entsprechend (Abb. 5 K,L,M,N).  
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Abbildung 5: Zellkulturparameter während der Rezellularisierung und der dynamischen Kultivierung. pH 
(A), Sauerstoff (B), Kohlendioxid (C), Glucose (D), Laktat (E), Kalium (F) und Natrium (G) während der 
statischen Kultivierung des Gefäßes. pH (H), Sauerstoff (I), Kohlendioxid (J), Glucose (K), Laktat (L), 
Kalium (M) und Natrium (N) während der dynamischen Kultivierung. Die Punkte stellen verschiedene 
Experimente dar. Modifiziert aus Keshi et al. [1]. 

 

3.2.2 Evaluation der Sterilität der Experimente (Bioburden Analyse) 

Es wurde die Absorption des Überstandes des Zellkulturmediums (Kulturmedium + SOC 

(Super Optimal Growth Medium), n=13) mit der Absorption der Positivkontrolle 

(Kulturmedium + SOC + Sputum, n=3) nach 24, 48, 72 und 96 Stunden verglichen. Die 

Positivkontrolle zeigte zu allen Zeitpunkten und sowohl bei 425 als auch bei 600 nm eine 

konstante Kontamination, während im Versuchsaufbau keine Kontamination festgestellt 

werden konnte (Abb. 10 F,G, p < 0,0001 zu allen Zeitpunkten) [1]. 

 

 

3.2.3 Histologische Aufarbeitung 
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Um alle Zellen kontinuierlich mit Nährstoffen zu versorgen und um eine Zellablösung 

durch abrupt ansteigende Flussraten zu vermeiden, wurde während der dynamischen 

Kultivierung eine sub-physiologische Scherspannung appliziert. Die anfängliche 

Scherspannung von 0,0033 dyn/cm2, wurde während der zehntägigen Kultivierung 

schrittweise auf 0,0330 dyn/cm2 und während der 14-tägigen Kultivierung auf 0,0440 

dyn/cm2 erhöht. Die maximale Fließgeschwindigkeit im simulierten Gefäßtransplantat 

wurde im zentralen Teil des Gefäßlumens mit einem Wert von 0,0007 m/s registriert 

(Abb. 6).  

 

Abbildung 6: Die applizierte Scherspannung während der dynamischen Kultivierung und der 
Vollblutperfusion. Modifiziert aus Keshi et al. [1]. 

 

Die oben aufgeführten Ergebnisse der BGA-Parameter wurden zudem durch 

histologische Analysen bestätigt. Die 24-Stunden-, 10-Tage- und 14-Tage-kultivierten 
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Gefäßtransplantate wurden miteinander verglichen (Abb. 7). Die histologische Färbung 

des nach 24-stündiger Rezellularisierung beendeten Kontrollversuchs zeigte intakte, 

morphologisch runde Zellen, die fest an der luminalen Oberfläche der Basalmembran 

lokalisiert waren (Abb. 7 A). Immunhistochemische Färbungen für CD31, CD34, eNOS 

und vWF bestätigten den endothelialen Ursprung der meisten dieser Zellen (Abb. 7 B - 

E). Außerdem zeigte die Färbung wenige CD90-positive hMSC, die unregelmäßig 

innerhalb der hEPC angeordnet waren (Abb. 7 F).  

In der H&E-Färbung der 10-tägig dynamisch kultivierten Gefäßtransplantate konnte eine 

Intima besiedelt mit einer morphologisch flachen kontinuierlichen, fest anhaftenden 

zellulären Schicht nachgewiesen werden (Abb. 7 G). Wie die Färbungen für CD31, CD34, 

eNOS und vWF bestätigten, war die Mehrheit dieser Zellen vom endothelialen Phänotyp 

(Abb. 7 H - K). Die verringerte Anzahl CD90-positiver Zellen ließ darauf schließen, dass 

ein physiologischer Scherstress die Reifung der hMSC zu Endothelzellen beeinflusst 

(Abb. 7 L).  

Die histologische Färbung der 14-tägigen dynamisch kultivierten Gefäßtransplantate 

zeigte hingegen eine diskontinuierlich flache zelluläre Schicht, wie bereits anhand der 

BGA Parameter vermutet werden konnte.  (Abb. 7 M - R). 

 

 

Abbildung 7: Histologische und immunhistochemische Auswertung der rezellularisierten 
Gefäßtransplantate. Maßstabsbalken entsprechen 50 µm. Modifiziert aus Keshi et al. [1]. 
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3.3 Evaluation der Thrombogenität der rezellularisierten Gefäßtransplantate   

 

3.3.1 Endpunktanalysen bestätigten die Thromboresistenz der rezellularisierten 

Gefäßtransplantate 

Um die Thromboresistenz der rezellularisierten Gefäßtransplantate beurteilen zu können, 

wurden dynamische Vollblutperfusionsexperimente durchgeführt. Während der 

zweistündigen Vollblutperfusion wurde eine physiologische venöse Schubspannung von 

0,6 dyn/cm2 appliziert (Abb. 6). Obwohl eine arterielle Scherspannung physiologischer 

wäre, würde dies zu einer schnellen Erhöhung der Flussrate innerhalb kürzester Zeit und 

anschließend zu sehr hohen Hämolyseraten führen. Um das Ausmaß des mechanischen 

Traumas und der Hämolyse während der Vollblutperfusion beurteilen zu können, wurden 

Kalium- und Sauerstoffwerte zu drei verschiedenen Zeitpunkten (t0, t1, t2) während der 

zweistündigen Perfusion gemessen. Beide Werte zeigten einen statistisch signifikanten 

Anstieg in allen drei Versuchsgruppen (Abb. 8 A,B) [1]. 

Als wesentlicher Endpunkt für die Testung der Thrombogenität wurde das Verbrauch / 

das Abfangen der Thrombozyten eine Stunde und zwei Stunden nach Start der 

Vollblutperfusion gewählt. Zunächst wurde die Thromboresistenz des 

Perfusionskreislaufs untersucht. Es wurde kein signifikanter Unterschied in der 

Thrombozytenzahl in der ersten und zweiten Stunde der Perfusion festgestellt, was nicht 

nur die erfolgreiche Heparinbeschichtung, sondern auch die Verwendbarkeit des 

Perfusionssystems für unsere weiteren Vollblutperfusionsexperimente bestätigte (Abb. 8 

C). Wie erwartet, zeigte die Perfusion des dTEVG mit Vollblut sowohl in der ersten als 

auch in der zweiten Stunde eine signifikant reduzierte Thrombozytenzahl (Abb. 8 C). Im 

Gegensatz dazu war die während der Vollblutperfusion des rezellularisierten 

Gefäßransplantats verursachte Thrombozytendepletion statistisch nicht signifikant 

(rTEVG; t0 vs. t2: 245,00 ± 52,85 vs. 205,33 ± 128,38, p = 0,7284, Abb. 8 C).  

Die Thromboseresistenz der rezellularisierten Gefäßtransplantate konnte auch anhand 

repräsentativer Bilder der luminalen Oberfläche von de- und rezellularisierten 

Transplantaten im Vergleich nachgewiesen werden [1]. Diese Aufnahmen zeigen eine 

makroskopische Thrombusbildung im Lumen der dezellularisierten Gefäße, jedoch nicht 

im Lumen der rezellularisierten Gefäßtransplantate (Abb. 8 D,E). Die an der luminalen 

Oberfläche der dezellularisierten Gefäße nachgewiesenen Zellen konnten in der 

immunhistochemischen Färbung als CD41-positive Thrombozyten identifiziert werden. 

Hingegen konnten in den rezellularisierten Gefäßtransplantaten keine CD41-positiven 
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Zellen nachgewiesen werden und somit die Thromboseresistenz dieser Transplantate 

bestätigt werden (Abb. 8 F,G). Bei der CD41-Färbung der dezellularisierten Gefäße 

wurden einige CD41-negative Zellen identifiziert (Abb. 8 F). Zur weiteren Untersuchung 

wurde eine H&E-Färbung durchgeführt. Diese zeigte azelluläre (Abb. 8 I) und zelluläre 

(Abb. 8 H) Bereiche des Lumens – ein Befund, der mit den CD41-negativen Zellen (Abb. 

8 F) übereinstimmt. Darüber hinaus wurde eine Färbung mit einem Anti-CD31-Antikörper 

durchgeführt. Da die Zellen negativ für CD31 waren, wurde bestätigt, dass es sich bei 

diesen Zellen nicht um Endothelzellen und somit nicht um Reste einer nicht erfolgreichen 

Dezellularisierung handeln konnte (Abb. 8 K). Um die Herkunft dieser Zellen weiter zu 

untersuchen, wurden sie mit dem leukocyte common antigen (LCA, CD45) angefärbt. 

Diese Färbung ergab mehrere CD45-positive Zellen (Abb. 8 J) und deutete darauf hin, 

dass der Thrombus auch nach leichter Perfusion mit Ringerlösung, an der luminalen 

Oberfläche der dezellularisierten Gefäße anhaftete. Zusammenfassend wiesen die 

rezellularisierten Gefäßtransplantate keine makroskopische oder mikroskopische 

Thrombusbildung auf, während im Lumen der dezellularisierten Gefäße eine Vielzahl von 

Blutzellen festgestellt wurde, die sich mittels CD41- bzw. CD45-Färbung als 

Thrombozyten und Leukozyten identifizierten.  

 

 

Abbildung 8: Vollblutperfusion von dezellularisierten und rezellularisierten Gefäßtransplantaten zur 
Prüfung der Thrombogenität. Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. Modifiziert aus Keshi et al.  [1]. 
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3.3.2 Histologische Aufarbeitung 

Um die Integrität der endothelialen Monoschicht und die endotheliale Abdeckung der 

luminalen Oberfläche der Gefäßtransplantate nach der Vollblutperfusion zu bewerten, 

wurden histologische und immunhistochemische Analysen durchgeführt [1]. Bei der 

Beurteilung der gefärbten Gewebeschnitte konnten verschiedene Grade der Ablösung 

der Monoschicht von der Intima festgestellt werden (Abb. 9). Dies war jedoch auch bei 

den rezellularisierten Transplantaten ohne Vollblutperfusion der Fall, die für die 

Berechnung des LECC verwendet wurden. Es wurde daher angenommen, dass es sich 

um ein Artefakt handeln könnte, welcher durch das Schneiden der Paraffinblöcke 

verursacht wurde. Obwohl die Zellen in einigen Schnitten von der luminalen Oberfläche 

abgelöst waren, zeigte die histologische Färbung mit H&E eine intakte zelluläre 

Bedeckung der Intima (Abb. 9 A). Die Morphologie der CD31-, CD34-, vWF- und eNOS-

positiven hEPC und CD90-positiven hMSC war ähnlich wie in den nicht durchbluteten 

rezellularisierten TEVG (Abb. 9 B - F). Hervorzuheben ist, dass der hohe LECC auch 

nach der Vollblutperfusion erhalten blieb. Der Mittelwert der LECC der 

vollblutperfundierten Gefäßtransplantate (n=6) wurde auf 61 ± 5 % geschätzt [1]. 

 

 

Abbildung 9: Histologische und immunhistochemische Auswertung der rezellularisierten Gefäß-
transplantate nach Perfusion mit Vollblut. Maßstabsbalken: 50 µm. Modifiziert aus Keshi et al.  [1]. 

 

3.4 Glucose und Laktat als Indikatoren für die luminale Endothelzellbedeckung 

(LECC) 

Für die Evaluierung der Glucose- und Laktatwerte als Indikatoren für die LECC wurden 

nicht nur die Versuche der dynamischen Kultivierung verwendet, sondern auch die 

Vollblutperfusionsversuche. Daher werden die Ergebnisse an dieser Stelle zusammen 

aufgeführt [1]. Die LECC von 13 rezellularisierten Gefäßtransplantaten, die über 10 und 

14 Tage dynamisch kultiviert wurden, wurden entsprechend bewertet. Die geschätzte 

LECC der 14-tägig perfundierten Gefäßtransplantate war 33 ± 34,2 %. Die geschätzte 



Ergebnisse 28 

LECC der zehntägig perfundierten Gefäßtransplantate ergab 61,25 ± 9,10 %, wobei der 

höchste Wert 74 % und der niedrigste 47 % betrug. Es wurde die Hypothese aufgestellt, 

dass der Glukosewert des letzten Zeitpunkts der statischen Rebesiedelung (t24) kein 

optimaler Indikator für die LECC sein kann, da eine langfristig hohe Schubspannung 

letztlich zu einer Ablösung der zuvor angehafteten Zellen führen könnte. Wie 

angenommen, konnte keine signifikante Korrelation zwischen Glucose und Laktat am t24 

und LECC am Tag der Beendigung des Versuchs festgestellt werden (Abb. 10 A).  

Der Glukosewert am Vortag vor Beendigung der dynamischen Kultivierung (d9) erwies 

sich jedoch als geeigneterer Indikator. Die Analysen ergaben eine statistisch signifikante 

negative Korrelation, die zeigte, dass ein niedriger Glukosewert am neunten Tag mit einer 

hohen LECC korreliert und somit als zuverlässiger nicht-invasiver Indikator für die LECC 

des Gefäßtransplantats verwendet werden kann (R2= 0,4877, r= -0,6983, 95 % CI: -

0,9022 bis -0,2395, p= 0,0079, Abb. 10 B). Die gleiche Analyse wurde für die 

Laktatproduktion durchgeführt. Glukosewerte unter 62 mg/dl konnten mit einer 

Sensitivität von 100 % und einer Spezifität von 87,5 % eine LECC > 60 % vorhersagen 

(Youden's Index: 0,8571). Die anhand der ROC-Analyse berechnete Fläche unter der 

Kurve betrug 0,9643 (CI: 0,8716 - 1,057, p = 0,0053, Abb. 10 E). 

 

 

 
Abbildung 10: Glukose (A) und Laktat (B) als nichtinvasiver Indikator für die Luminalabdeckung von in 
vitro vorkonditioniertem TEVG nach der 24-stündigen statischen Rebesiedelung. Glukose (C) und Laktat 
(D) als nichtinvasiver Indikator für die Luminalabdeckung von in vitro vorkonditioniertem TEVG am Tag vor 
Beendigung der dynamischen Kultivierung. Die Analyse der ROC-Kurve ergab, dass ein Glukosegehalt 
von mehr als 62 mg/dL eine LC von mehr als 60 % vorhersagt (E). Die Bioburden-Analyse des 
Zellüberstands am letzten Tag der Kultivierung ergab, dass keine Kontamination vorliegt (F, G). Modifiziert 
aus Keshi et al. [1]. 
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4. Diskussion 

4.1  Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Schaffung eines implantierbaren Gefäßersatzes 

Rinderkarotiden zunächst dezellularisiert und anschliessend mit hMSC und hEPC 

rezellularisiert und deren Thromboresistenz in einem ex vivo Vollblutperfusionskreislauf 

getestet. Für die Rezellularisierung wurden hEPC verwendet, welche aus Patientenblut 

isoliert wurden. Während der statischen Rebesiedelung und dynamischen Kultivierung 

wurden die Zellkulturparameter engmaschig überwacht, wodurch das Vorhandensein 

stabiler Zellkulturbedingungen während des gesamten Rebesiedelungsprozesses 

bestätigt werden konnte. Außerdem zeigte die Überwachung der Glukose- und 

Laktatwerte eine signifikante indirekte Korrelation zwischen dem Glukosewert am Tag 

vor Beendigung der dynamischen Kultivierung und dem Prozentsatz der luminalen 

Endothelzellbedeckung, wobei eine durchschnittliche Endothelzellbedeckung von 61 % 

erreicht werden konnte [1]. Dies bestätigte den Glukosespiegel als Referenzmarker zur 

Vorhersage der endothelialen Endothelzellbedeckung von Gefäßtransplantaten. Einer 

der wichtigsten Bestandteile dieser Studie war die ex vivo Testung der Thrombogenität 

der Gefäßtransplantate. Hierfür wurden rezellularisierte Gefäßtransplantate über zwei 

Stunden mit geringfügig heparinisiertem menschlichen Vollblut, welches in einem 

geschlossenen Perfusionssystem unter venöser Scherbelastung zirkulierte, perfundiert. 

Die Thrombozytendepletion wurde als Hauptendpunkt gewählt. Die Analysen zeigten, 

dass die Vollblutperfusion von rezellularisierten Gefäßtransplantaten eine nicht 

signifikante Thrombozytendepletion verursachte [1]. Wie vermutet, verursachte die 

Vollblutperfusion von dezellularisierten Gefäßtransplantaten jedoch eine signifikante 

Thrombozytendepletion. Dieser Befund bestätigte die Thromboresistenz der mit 

humanen vaskulären Zellen rezellularisierten dBCA.  

4.2  Interpretation der Ergebnisse 

Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse sind vor dem Hintergrund der 

eingeschränkten Verfügbarkeit von autologen Venentransplantaten für die Herstellung 

personalisierter biologischer Gefäßtransplantate von großer Relevanz für die 

Gefäßchirurgie [1, 7,8]. Im Rahmen dieser Studie konnten zwei wichtige Aspekte für eine 

optimale Rezellularisierung und Präkonditionierung von biologischen 
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Gefäßtransplantaten bearbeitet werden: I) die Exposition von endothelialen 

Vorläuferzellen gegenüber einer physiologischen Fluss- und Scherspannung im Rahmen 

der Rebesiedlung und II) die kontinuierliche Überwachung der Zellkulturbedingungen [1, 

26].      

In dem hier dargestellten Ansatz wurden die Gefäßtransplantate während der 

dynamischen Kultivierung gezielt einer subphysiologischen WSS von 0,033 dyn/cm2 

ausgesetzt und während der späteren Vollblutperfusion auf eine physiologisch venöse 

WSS von 0,6 dyn/cm2 eingestellt. Die schrittweise Erhöhung der Scherbelastung führte 

zu einer histologisch sichtbaren Veränderung der Zellmorphologie und bereitete die 

Zellen auf die physiologische Scherbelastung vor, der sie während der 

Vollblutperfusionsexperimente ex vivo ausgesetzt waren [1]. Allerdings ist es äußerst 

schwierig, unter ex vivo Perfusionsbedingungen physiologische arterielle Flussraten und 

Scherspannungen zu erreichen, so dass Implantationsexperimente unerlässlich sind [27]. 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten hEPC waren nach Applizierung der zunächst 

subphysiologischen, danach venösen Scherbelastung nicht nur für EPC-Marker wie 

CD34, sondern auch für reife EC-Marker wie CD31, vWF und eNOS positiv gefärbt (Abb. 

7 A - L) [1]. Zusätzlich zeigte die Färbung mit dem Anti-CD90 Antikörper eine Abnahme 

der CD90-positiven hMSC nach der dynamischen Kultivierung, was auf eine Reifung 

dieser Zellen zu Endothelzellen als Folge des applizierten physiologischen Scherstresses 

hindeutet (Abb. 7 L). Während hEPC eine gute Option für personalisierte 

Gefäßtransplantate darstellen, können die aus der Nabelschnur isolierten, humanen 

mesenchymalen Stammzellen nicht ausschließlich als Alternative dafür eingesetzt 

werden. Studien haben jedoch gezeigt, dass die Möglichkeit besteht, hMSC aus dem 

Fettgewebe zu isolieren und diese Form der Zellgewinnung nur einen minimal invasiven 

Eingriff ohne größere Morbiditätsraten und lange Krankenhausaufenthalte erfordert [1, 

28, 29]. 

Die kontinuierliche Überwachung der Zellkulturparameter wie pH, pO2, pCO2, Natrium 

und Kalium in der vorliegenden Studie zeigte das Vorhandensein von stabilen 

Zellkulturbedingungen. Außerdem ergab die Überwachung der Glukose- und Laktatwerte 

eine signifikante indirekte Korrelation zwischen dem Glukosewert am Tag vor 

Beendigung der dynamischen Kultivierung und dem Prozentsatz der luminalen 

Endothelzellbedeckung [1]. Dies bestätigte die Eignung des Glukosespiegels als 

Referenzmarker zur Vorhersage der Endothelzellbedeckung von Gefäßtransplantaten. 

Die in der Studie erzielte durchschnittliche Endothelzellbedeckung von 61 % unterstreicht 
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die Gültigkeit des angewandten Modells [1]. Die eigenen Resultate unterstützen 

Ergebnisse einer früheren Studie, in der die Glukoseverbrauchsrate (GCR) als Indikator 

für das Wachstum von Endothelzellen und als Vorhersage für die Leistung in vivo 

verwendet wurde [30]. 

Neben der Rezellularisierung stellte die Überprüfung der Thromboresistenz der 

konstruierten Gefäßtransplantate durch deren ex vivo Perfusion mit menschlichem 

Vollblut den zweiten wichtigen Teil dieser Studie dar.  Hierfür mussten zwei 

Hauptparameter definiert werden: die Dauer der Perfusion und die Auswahl des 

Endpunkts. Die Perfusionsdauer wurde auf zwei Stunden begrenzt. Hierdurch sollte eine 

Hämolyse durch ein mechanisches Trauma vermieden werden, welches durch 

Perfusionssysteme mit hoher Scherbelastung und peristaltischen Pumpen entstehen 

kann. Die K+ Werte, die zur Bewertung des Ausmaßes dieses Phänomens gemessen 

wurden, zeigten, dass die Hämolyse mit der Zeit allmählich zunahm und wie 

angenommen in der Gruppe ohne TEVG insgesamt deutlich stärker ausgeprägt war [1]. 

Der zu drei Zeitpunkten ermittelte pO2 Wert zeigte jedoch, dass keine Hypoxie vorlag, die 

bekanntermaßen ebenfalls eine umfangreiche Hämolyse verursachen kann [1, 31]. Diese 

Ergebnisse verstärkten das Vertrauen in die Vorteile einer in vitro Rezellularisierung. 

Als wichtigster Endpunkt für die Testung der Thrombogenität der rezellularisierten 

Gefäßtransplante wurde die Thrombozytenzahl bzw. der Thrombozytenverbrauch 

ausgewählt. Zu Beginn war beabsichtigt worden, den aufgrund von Thrombusbildung 

verursachten intravaskulären Druckanstieg als Hauptendpunkt zu verwenden. Dieses 

Vorgehen erwies sich jedoch als nicht praktikabel, da eine relevante Thrombusbildung 

sehr lange Perfusionszeiten von bis zu 20 Stunden erforderte und mit extremer Hämolyse 

assoziiert war. Daher wurde die Thrombozytenzahl als Hauptendpunkt für die Bewertung 

der Thromboresistenz verwendet [1]. Nach mehreren Versuchen stimmte dieser 

Endpunkt mit dem implementierten Flussprofil überein, war logistisch effektiv und 

ermöglichte eine korrekte Bewertung der Relevanz der initialen Hypothese. Die 

Vollblutperfusion der rezellularisierten Gefäßtransplantate verursachte keine signifikante 

Thrombozyten-depletion, wodurch deren Thromboresistenz bestätigt werden konnte. Wie 

vermutet, lieferte die signifikante Thrombozytendepletion sowohl in der ersten als auch 

in der zweiten Stunde während der Vollblutperfusion von dezellularisierten, nicht 

rebesiedelten Gefäßen einen weiteren Beweis für die weithin anerkannte sofortige 

Thrombogenität der exponierten ECM [1, 19].  
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4.3  Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand 

Zahlreiche Studien geben Einblicke in das Thema der in vitro Rezellularisierung von 

Gefäßtransplantaten mit Endothelzellen, indem sie die Wirksamkeit, Vorteile und 

Grenzen dieses Ansatzes erläutern [1, 32-35]. Die Rezellularisierung der luminalen 

Oberfläche mit vaskulären Zellen ist entscheidend für die langfristige Durchgängigkeit der 

Gefäßtransplantate in vivo [36-39]. In einer kürzlich publizierten Metaanalyse stellten die 

Autoren zum ersten Mal fest, dass azelluläre tissue engineered vascular grafts (TEVG, 

Gefäßtransplantate) eine geringere Durchgängigkeit aufwiesen (62,4 %) als 

rezellularisierte Gefäßtransplantate (85,1 %) [13]. Meinhart et al. berichteten, dass in vitro 

rezellularisierte PTFE-Gefäßtransplantate eine deutlich bessere Durchgängigkeit, 

vergleichbar mit der Durchgängigkeit autologer Venentransplantate, aufweisen, als nicht 

besiedelte synthetische Gefäßtransplantate [40-42]. Für eine Rezellularisierung erwiesen 

sich endotheliale Vorläuferzellen als hervorragende Alternative zu reifen Endothelzellen, 

da sie aus peripherem Blut durch routinemäßige Venenpunktion ohne einen zusätzlichen 

invasiven Eingriff isoliert werden können [43-46]. Tatsächlich haben weitere relevante 

Studien, u.a. von Hinds et al. [47, 48], Tranquillo et al. [49] und Truskey et al. [50], 

endotheliale Vorläuferzellen für die Konstruktion von Gefäßtransplantaten eingesetzt. 

Ähnlich zu der hier aufgeführten Studie, zeigt der bisherige Forschungsstand, dass 

endotheliale Vorläuferzellen Marker von reifen Endothelzellen exprimieren, wenn sie 

physiologischem Scherstress und einer Langzeitkultur ausgesetzt werden [51]. Darüber 

hinaus berichten viele Autoren, dass MSC die Lebensfähigkeit von EC durch die 

Freisetzung parakriner Faktoren erhöhen, ein Effekt, der unter physiologischem 

Scherstress noch verstärkt wird [52-55].  

Die ex vivo Untersuchung der Thromboresistenz im Falle einer Vollblutperfusion zeigt 

sich auch in der bisherigen Literatur als herausfordernd [1]. Aufgrund der damit 

verbundenen logistischen Schwierigkeiten haben sich viele Gruppen auf alternative 

Untersuchungsmethoden konzentriert [43, 56-58]. Andere Arbeitsgruppen haben 

versucht, die physiologischen Blutflussbedingungen nachzuahmen, entweder durch 

Schütteln [59] oder durch Aussetzen eines dynamischen Blutflusses unter Verwendung 

verschiedener Methoden, wie z. B. des Baumgartner-Tests [60-64]. Des weiteren scheint 

in Vollblutperfusionsstudien die Auswahl des Endpunkts entscheidend zu sein und sollte 

in Abhängigkeit des jeweiligen Durchflussregimes und den zu vergleichenden 

Oberflächen gewählt werden. Die vorhandene Literatur zeigt, dass 
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Thrombogenitätsstudien mit hohen Flussraten die signifikantesten Unterschiede 

zwischen besiedelten und nicht besiedelten Oberflächen aufweisen [19,65]. Basierend 

auf diesen Erkenntnissen wurde der Endpunkt in der eigenen gewählt.  

Die in der aktuellen Studie erreichten Ergebnisse der Vollblutperfusionsversuche 

stimmen weitgehend mit den Ergebnissen einer Studie von Kaplan et al. überein, in der 

von einem signifikanten Verbrauch der Thrombozytenanzahl nach Vollblutperfusion von 

unbeschichteten PVC-Folien berichtet wurde, während die Perfusion von Fibrinogen-/ 

Heparin-beschichteten Folien keine signifikante Veränderung ergab [1, 61]. Im 

Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen wurden in der Studie von Kaplan et al. auch 

bei anderen Parametern des kleinen Blutbilds (complete blood count, CBC) wie weißen 

Blutkörperchen, Hämoglobin, Hämatokrit und roten Blutkörperchen keine signifikanten 

Veränderungen festgestellt [1, 61]. Die Hauptursache für diese Diskrepanzen könnte das 

erhebliche mechanische Trauma sein, das mit der hohen Scherbeanspruchung und der 

Verwendung einer Peristaltikpumpe verbunden ist [1]. Diese Faktoren fehlen in der 

Studie von Kaplan et al., in welcher der Blutfluss im Chandler's Loop durch eine Rotation 

mit 30 rpm gewährleistet wurde, was eine minimale mechanische Belastung der Zellen 

zur Folge hat [61]. 

4.4  Stärken und Schwächen der Studie 

        Die vorliegende Studie zeigt diverse experimentelle Einschränkungen [1]. Zum einen ist 

die in vitro Rezellularisierung dezellularisierter Gefäßtransplantate sehr arbeitsintensiv. 

Zum anderen ist es herausfordernd, trotz Verwendung sehr hohen Zellzahlen, eine 

LECC von 100 % zu erreichen. Darüber hinaus ist es nicht gelungen, die 

rezellularisierten TEVG einer physiologischen arteriellen Scherbelastung auszusetzen, 

die von weniger als 1 dyn/cm2 bis 600 dyn/cm2 variierte [66, 67]. Hingegen wurden die 

TEVG lediglich einer subphysiologischen Scherbelastung während der 

Rezellularisierung und Kultivierung sowie einer venösen Scherbelastung während der 

Perfusion mit Vollblut ausgesetzt. Um eine arterielle Scherbelastung zu erreichen, sind 

Perfusionsraten von 860 ml/min bis 1460 ml/min notwendig [1]. Unter den Bedingungen 

der aktuellen Studie würden diese Flussraten entweder einen abrupten Anstieg der 

Flussraten oder einen langsamen Anstieg über einen sehr langen Kultivierungszeitraum 

bedeuten. Beides würde jedoch zur Ablösung der Zellen führen [1]. Daher bleibt eine 

abschließende Evaluierung dieser Gefäßtransplantate nach Implantation unerlässlich. 
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        Die hier durchgeführten ex vivo Vollblutperfusionsexperimente zeigen ebenso einige 

Limitationen auf [1]. Die Verbindungschläuche des Perfusionssystems provozieren 

unvermeidlich Veränderungen der Parameter des kleinen Blutbilds, die nicht auf die 

Eigenschaften des Gefäßtransplantats zurückzuführen sind. Die Vergrößerung der 

Oberfläche des getesteten Gefäßtransplantats im Verhältnis zu der der 

Verbindungsschläuche, oder die Beschichtung der Verbindungsschläuche mit Heparin, 

sind mögliche Alternativen, um die transplantatspezifische Thrombogenität isoliert 

darzustellen. Leider überstieg in der aktuellen Studie die für den 

Vollblutperfusionsaufbau erforderliche Oberfläche der Verbindungsschläuche die 

Oberfläche des Gefäßtransplantats. Daher wurde der Perfusionskreislauf mit Heparin 

beschichtet und separat die Thrombogenität des Kreislaufs ohne Transplantat bestimmt 

[1]. Eine weitere Schwäche der aktuellen Studie ist, dass nicht untersucht wurde, ob die 

Heparinisierung der Verbindungsschläuche auch das Vollblut weiter heparinisiert. 

 Des weiteren wird vermutet, dass die Variabilität der Vollblutspender eine Auswirkung   

auf die Vollblutperfusionsversuche haben könnte. Schließlich könnten auch die bovinen 

Karotiden mit ihrer unterschiedlichen Makroarchitektur zu den Unstimmigkeiten bei der 

makroskopischen Thrombusbildung auf der luminalen Oberfläche des TEVG beigetragen 

haben. 

4.5  Implikationen für Praxis und/oder zukünftige Forschung 

In vitro rezellularisierte Gefäßtransplantate finden bisher keine klinische Anwendung. In 

der aktuellen Studie konnten wir eine Methode zur Herstellung eines Gefäßtransplantats 

etablieren, die auf der Technik des Tissue Engineering basiert. Das Konstrukt besteht 

aus einem dezellularisierten biologischen Gefäßtransplantat und humanen vaskulären 

Zellen zur Rezellularisierung. In der Zukunft könnten Gefäßtransplantate personalisiert, 

d.h. patientenspezifisch unter Verwendung autologer Zellen zur Rebesiedelung 

hergestellt werden. Diese biologischen Gefäßtransplantate sind weniger thrombogen und 

mit niedrigeren Infektionsraten nach Transplantation im Vergleich zu synthetischen 

Transplantaten verbunden.  

        Präklinisch könnte durch die Testung der Thrombogenität dieser Gefäßtransplantate in 

einem ex vivo Vollblut-Perfusionssystem mit menschlichem Blut ein wichtiger Meilenstein 

in diesem logistisch anspruchsvollen Thema erreicht werden. Die in dieser Studie 

angewandte Methodik zur Rezellularisierung der dezellularisierten Transplantate, 
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Überwachung der Zellkulturbedingungen, Vorhersage der LECC und abschließenden ex 

vivo Überprüfung der Thrombogenität der Gefäßransplantate, könnten in der Forschung 

genutzt werden, um nicht nur das Tissue Engineering von Gefäßtransplantaten, sondern 

auch das Tissue Engineering ganzer Organe voranzubringen. 
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5. Schlussfolgerungen  

Zusammenfassend bestätigt diese Studie die ex vivo Thromboseresistenz von 

biologischen, mit vaskulären Zellen rezellularisierten Gefäßtransplantaten. Die 

Ergebnisse der ex vivo Vollblutperfusion zeigten, dass der Thrombozytenverbrauch 

während der Perfusion von dezellularisierten Gefäßen deutlich höher war als der nicht 

signifkante Verbrauch während der Vollblutperfusion von rezellularisierten 

Gefäßtransplantaten. Zusätzlich konnte die kontinuierliche Messung der 

Glukosekonzentration als geeigneter nicht-invasiver Prädiktor der luminalen 

Endothelzellbedeckung des rezellularisierten Gefäßtransplantats nachgewiesen werden.  
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