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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 missen interventionelle oder sogar offen-
chirurgische therapeutische Eingriffe durchgefiihrt werden. Im Falle der Notwendigkeit
einer Bypass-Operation werden aus Grunden der Biokompatibilitat und
Materialeigenschaften idealerweise autologe Venen verwendet. Diese Gefal3e stehen
jedoch in mehr als 20 % der Falle nicht zur Verfigung und machen die Herstellung
personalisierter biologischer Gefal3transplantate als moglichen Ersatz erstrebenswert.
Die Rebesiedelung von dezellularisierten bovinen Karotiden konnte die Grundlage fur ein
implantierbares Gefaldtransplantat darstellen. Wesentlich fur den Erfolg eines solchen
Verfahrens und den Einsatz als Gefal3ersatz sind dabei jedoch eine physiologische

Luminalbedeckung des Gefalitransplantats und die ex vivo Thromboresistenz.

In dieser Studie wurden dezellularisierte bovine Karotiden mit humanen endothelialen
Vorlauferzellen und mit aus der Nabelschnurvene isolierten humanen mesenchymalen
Stammzellen rezellularisiert. Die luminale Endothelzellbedeckung (LECC) wurde anhand
der Glukose- und Laktatwerte im Zelluberstand kalkuliert. Anschlie3end wurden
rezellularisierte Gefal3transplantate mit einer LECC >50 % und dezellularisierte
Gefaldtransplantate ex vivo zwei Stunden mit humanem Vollblut perfundiert. Unter
anderem wurden die Hamolysewerte und die Thrombozytenzahl stiindlich ausgewertet,

gefolgt von der histologischen Auswertung.

Die Vollblutperfusion der dezellularisierten GefalRtransplantate verursachte einen
statistisch signifikanten Thrombozytenverbrauch. Der Thrombozytenverbrauch der mit
Vollblut perfundierten rebesiedelten Gefaldtransplate war statistisch insignifikant (p =
0,7284). Dieses Ergebnis wurde durch die makroskopische Auswertung und durch die
histologische Charakterisierung bestétigt, welche ergab, dass die rezellularisierten

Transplantate keine CD41-positiven Thrombozyten aufwiesen.

Diese Arbeit liefert somit den Nachweis fiur einen positiven Effekt der
Oberflachenmodifikation durch Rebesiedelung von Gefal3transplantaten auf deren

Thromboresistenz in einem ex vivo Vollblutperfusionssystem.



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 haufigsten Herz-Kreislauf-Erkrankungen und haufig
ursachlich fur die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) [2,3]. Die kritische
Ischamie der Extremitaten ist eine der schwerwiegensten Stadien dieser Erkrankung. Um
eine Amputation zu vermeiden, besteht neben der interventionellen endovaskularen
Therapie, die Moglichkeit einer operativen Therapie, wie z. B. Thrombendarteriektomie
peripherer GefalRe oder eine Uberbriickung der Stenose mittels Bypass-Operation [4]
durch ein anderswo gewonnen Gefal}, beispielsweise durch einen autologen Venen-
Bypass, z.B. aus der Vena saphena magna oder durch eine GefalRprothese. Diese
GefalRe sind jedoch bei mehr als 20 % der Patienten nicht verfugbar [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 koérperfremde,
kinstliche Materialien. Der Behandlungserfolg mit diesen Materialien wird durch
Komplikationen, wie thrombotischem Verschluss, hohe Infektionsraten, biomechanische
Fehlanpassung, Intimahyperplasie, oder Verkalkung beeintrachtigt [1, 8-10]. Als
Alternative kbnnen durch De- und Rezellularisierung von Geweben tierischen Ursprungs
biologische funktionelle personalisierte Gewebe gewonnen werden. Diese bestehen aus
einer durch Dezellularisierung gewonnen natirlichen, wenig immunogenen
Extrazellularmatrix (extracellular matrix, ECM) sowie aus lebenden,
patientenspezifischen reifen Zellen oder Vorlauferzellen (Zellisolierung und
Rezellularisierung der ECM), die im Falle einer Implantation von dem Empfanger nicht
als fremd erkannt werden [11].

Wesentliche Limitation beim Tissue Engineering von Gefaldtransplantaten ist bisher die
vollstandige Rekonstruktion einer funktionsfahigen 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 Vorlauferzellen
(endothelial progenitor cells, EPC) zunehmend an Bedeutung gewonnen [14]. Diese
Zellen kénnen durch eine routinemallige Venenpunktion aus dem peripheren Blut von

Patienten mit multiplen Vorerkrankungen isoliert werden [15, 16]. Diese Charakteristik ist
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fur eine spatere potenzielle Konstruktion von personalisierten Gefal3transplantaten von
Bedeutung, da die Mehrzahl der Patienten mit pAVK auch an anderen chronischen
systemischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Typ I, oder arterieller Hypertonie
leidet. Zudem zeigen EPC Qualitaten von reifen Endothelzellen, wenn sie
physiologischen Scherbelastungen ausgesetzt sind [15, 16].

Die Thrombogenitat der alloplastischen Bypassmaterialien ist auf die Auslésung von
entzundlichen und thrombotischen Reaktionen durch den Kontakt von Blut mit
kinstlichen Biomaterialien oder mit exponierter extrazellularer Matrix zurtckzufihren
[17]. Studien konnten belegen, dass die nach Rezellularisierung der GefalRtransplantate
wiederhergestellte Endothelschicht die Thrombogenitat erheblich vermindern kann
[18,19]. Basierend auf diesen Daten, scheint die ex vivo Uberprufung der
Thromboresistenz von mit Methoden des Tissue Engineering hergestellten
Gefalitransplantaten unverzichtbar, nicht nur um eine Thrombosierung des Transplantats
zu vermeiden, sondern auch um den Erfolg der Rezellularisierung zu Uberprifen. Trotz
der bekannten Relevanz ist die Uberpriifung der Thromboresistenz ein technisch
schwieriges und bis dato vernachlassigtes Gebiet [1, 19, 20, 21]. Dies ist insbesondere
durch die Notwendigkeit eines dynamischen Vollblutperfusionssystems zur Simulation
physiologischer Bedingungen begriindet: bisher konnten nur bei wenigen Studien Gefalie
unter solchen Bedingungen evaluiert werden [19, 21]. Es gibt drei Hauptanforderungen,
die ein optimaler Versuchsaufbau fir die Vollblutperfusion erfillen muss [1, 19]:

1. Die Stromung und die applizierte Scherstressbelastung missen die physiologischen
Bedingungen und die Transportdynamik, welche wahrend der Thrombusbildung im
Korper entsteht, nachahmen ohne eine Ablosung der Endothelzellen von der
thrombogenen luminalen Oberflache 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 beeintrachtigt wird, aber hoch genug, um eine vorzeitige
Thrombusbildung zu verhindern, da beide Ereignisse die Ergebnisse verfalschen
kénnen.

3. Besonders herausfordernd ist es, ein Gleichgewicht zwischen der Oberflache des
mit Endothelzellen besiedelten Gefalies und der thrombogenen Oberflache der fir
das Perfusionssystem unverzichtbaren Verbindungs- und Pumpenschlauche sowie

des Reservoirs herzustellen.
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Haufig wird auf dynamische Vollblutperfusionssysteme verzichtet und Gefal3prothesen
werden unter statischen Bedingungen diversen Blutbestandteilen, wie z.B. Thrombozyten

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

In der vorliegenden Studie wurde die Rezellularisierung von dezellularisierten bovinen
Karotiden mit humanen EPC und MSC durchgefuhrt. Dabei wurden zwei
Rezellularisierungsprotokolle miteinander verglichen. Des Weiteren wurden tagliche
Messungen bestimmter Zellkulturparameter als Indikatoren der Stabilitat der Zellkultur
und der luminalen Endothelzellbedeckung (luminal endothelial cell coverage, LECC),
durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte die Perfusion der dezellularisierten und
rezellularisierten Gefal3transplantate mit humanem Vollblut in einem ex vivo
dynamischen Perfusionssystem. Zu drei verschiedenen Zeitpunkten wurden die

Hamolyse- und Blutbildparameter miteinander verglichen.
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2 Methodik

2.1 Ethikvotum

Alle Methoden wurden in Ubereinstimmung mit den einschlagigen Richtlinien und
Vorschriften durchgefuhrt. Fir die Rebesiedelung der dezellularisierten Gefaldtrans-
plantate wurden humane EPC verwendet. Die Genehmigung zur Isolierung dieser Zellen
aus dem peripheren Blut von Patienten, die in der Chirurgischen Klinik der Charité -
Universitadtsmedizin Berlin behandelt wurden und sicher einer vendsen 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 fir die Vollblutperfusionsversuche verwendet. Das Blut wurde
sechs gesunden, freiwilligen Probanden im Alter zwischen 18 und 65 Jahren, bei denen
weder eine Immunschwache (primare und sekundare Immundefekte), noch eine
Erbkrankheit oder chronische Organfunktionsstorung bekannt war, entnommen. Sowohl
die Zustimmung der ortlichen Ethikkommission der Charité (EA1/073/20) als auch das

Einverstandnis der Spender lag vor [1].

2.2 Entnahme der bovinen Karotiden

Die in dieser Studie verwendeten Rinderkarotiden wurden im Rahmen der Schlachtung
von Kihen in einem drtlichen 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 zunachst durch
Blutentzug getotet und halbiert. Zum Zeitpunkt der Entnahme war der Hals der Tiere und
die Karotiden bereits auf beiden Seiten erdffnet. Innerhalb kurzer Zeit wurden die Arterien
zusammen mit dem umgebenden Gewebe sorgfaltig herausprapariert. AnschlielRend
wurden die Gefale in kalter PBS Losung (PBS, Biochrom, Berlin, Deutschland) gespiilt,
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
Uberschissige 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 Gefal3e hatten einen Durchmesser von 0,5 bis 0,7 cm [1].
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2.3 Dezellularisierungsprotokoll

Mehrere GefalRe wurden parallel dezellularisiert. Hierfir 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
Gefrierentwéasserung der bovinen Karotiden (freeze-thaw treatment). Nach einer
Mindestinkubationszeit von 24 Stunden bei -80°C wurden die Gefalie zum Auftauen bei
5°C aufbewahrt. In der zweiten Phase erfolgte die osmotische Behandlung der GefalRe
(osmotic treatment). Hierfir wurden die GefalRe in destilliertes Wasser (ddH20) gelegt
und Uber 48 Stunden auf einem elliptischen Rohrwalzenmischer (elliptical tube roller,
RMS5, Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim, Deutschland) inkubiert. Die anschlie3ende
dritte Phase des Protokolls bestand aus einer multizyklischen Behandlung mit
Detergenzien und darauffolgender enzymatischer Behandlung. Dabei wurden die Gefal3e
in drei Zyklen von jeweils 24 Stunden einer enzymatischen Verdauung unterzogen. Jeder
Zyklus bestand aus drei Schritten. Zunachst wurden die GefalRe tUber 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 Gefal3e zur Agitation Uber vier
Stundenin 0,1 % Triton X-100 (Roth, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert. Hiernach erfolgte
die Verdauung mit 8 mg/ml DNAse-I (Roche Diagnostics, Risch, Schweiz) Uber zwei
Stunden bei 37°C. Nach Abschluss des Verdauungsprozesses wurden die GefalRe tber
Nacht in ddH20 bei 4°C auf dem elliptischen Rohrwalzenmischer inkubiert. Die
dezellularisierten Gefaldtransplantate (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 % Peroxyessigsaure
(peracetic acid, PAA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) und 4 %igem Ethanol (EtOH)
fur 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 tber
Nacht inkubiert [1].
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2.4 Zellisolierung, Expansion und Kultur

Fur die Rezellularisierung der dBCA wurden humane endotheliale Vorlauferzellen
(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
bosartige 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 durchgefuhrt wurde.
Modifiziert aus Keshi et al. [1]

Merkmale der (n=8) Patient(inn)en
Alter (Mittelwert/Spannweite) 50/31-69
Geschlecht
Mannlich 4 (50 %)
Weiblich 4 (50 %)
Grunderkrankungen
Malignitat 4 (50 %)
Autoimmunerkrankung 2 (25 %)
Sonstige 2 (25 %)

Fur 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 fur jeden Patienten separat behandelt. Die Proben
wurden einer Biocoll (Biochrom) Dichtegradientenzentrifugation ausgesetzt. Der dadurch
gewonnene Uberstand wurde auf Zellkulturflaschen verteilt, die vorab mit einer
Fibronektin-Gelatine Mischung beschichtet wurden. Die Zellen wurden zunéchst 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), erganzt mit
20 % fotalem Rinderserum (FBS; Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland), SupplementMix
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(PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland), 500 U/ml Penicillin und 500 pg/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 Nahrmedium und Dimethyl sulfoxid (DMSO)
resuspendiert und in Kryorohrchen 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
zunéchst expandiert, indem sie in Dulbecco's Medium (DMEM, 1 g/L Glukose, Biochrom
GmbH, Berlin, Deutschland), erganzt mit 10 % fétalem Rinderserum (FBS, Biochrom
GmbH, Berlin, Deutschland), 500 U/ml Penicillin, 500 pg/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 Nahrmedium und Dimethyl sulfoxid (DMSO) resuspendiert und in
Kryorohrchen 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

Fur die Rebesiedelung und die dynamische Kultivierung der dBCA wurden eine
Bioreaktor-Kammer und ein Perfusionskreislauf entwickelt, welche die notwendigen

sterilen und physiologischen Bedingungen fir die Experimente bereitstellten [1].
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2.5.1 Entwicklung einer Bioreaktor-Kammer fur 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 Gefal3transplantat (c)
eingebracht und an den Perfusionskreislauf angeschlossen wurde (b), zwischen den
Haupteinlassen des Bioreaktors platziert wurde. Dieser Teil wurde Uber einen
Verbindungsschlauch mit zwei Dreiwegehdhnen verbunden (d). Das Protokoll fur die

Zellgabe wird nachfolgend detailliert beschrieben.

BGA Probe

. - o A = e -
45° 135° 225° 315° -~

Zellmedium . m) %
‘ELr Zellmedium | ‘ﬁ. i)
"

Zelleh oy .'P

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

Zellen

2.5.2 Entwicklung eines Perfusionskreislaufs fur die dynamische Kultivierung

Fur die dynamische Kultivierung der rezellularisierten Gefal3transplantate adaptierten wir
einen von unserer Arbeitsgruppe bereits etablierten Perfusionskreislauf, der fur 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
Verbindungsschlauche verbunden. Bevor die Bioreaktor-Kammer angeschlossen wurde,
wurde das Reservoir zunachst mit Medium befullt, um mithilfe der Pumpe den gesamten
Kreislauf zu entltften. Die roten Pfeile zeigen die Perfusionsrichtung an. Aus den vor der

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

Mediumwechsel durchgeflihrt

- AR

N T~ <« —

Oxygenator ]
Mediumswechsel

v BGA Probe (vends) A

A

Blasenfalle

BGA Probe (arteriell) R . ’
eservoir

GefaRtransplantat

Abbildung 2: Schemazeichnung (A) des Aufbaus des Perfusionskreislauf (B): Nach der Zellgabe wurde
die das Gefal} enthaltende Bioreaktorkammer (B,a) an den Perfusionskreislauf angeschlossen, welcher
aus dem mit Medium geflliten 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 Stromungsdynamik

Im Rahmen der dynamischen Kultivierung der statisch rebesiedelten dBCA ist die
Stromungsdynamik und die Berechnung der applizierten Scherspannung (wall shear
stress, WSS) relevant. Daher wurde die Scherspannung, welche auf die Wand der
Gefaldtransplantate wahrend der dynamischen Kultivierung wirkte, berechnet. Die
Untersuchungen des Stromungsfelds wurden mit der kommerziellen CFD-Software
STAR-CCM+ (CD-Adapco, Melville, New York), die einen Finite-Volumen-Ansatz
verwendet, durchgefihrt [1]. Es wurde ein Gefal3 mit einem Durchmesser von 6 mm und
einer Lange von 60 mm simuliert. Um sicherzustellen, dass die Stromung vollstandig
entwickelt war, wurde vor dem Gefald ein Anstrombereich hinzugefugt. Fir das Medium
wurde eine Viskositét von 0,6913 mPa*s nach Huber et al. angenommen [1, 23]. Fur die
scherabhangige Viskositat wurde das Carreau-Yasuda-Modell mit den von Abraham et
al. beschriebenen Parametern verwendet [1, 24]. Die Reynoldszahl, das Verhaltnis von
Tragheits- zu Zahigkeitskraften, wurde fir die Nahrlosung auf 61 und fiur Vollblut auf 3,5
geschatzt. Es wurde eine laminare, stetige Stromung 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 Gefal3sfragmenten mit den in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Zellen (hEPC und hMSC) etabliert wurde — sich die Rebesiedelung von
ganzen tubularen dBCA als herausfordernd zeigte. Die Etablierung des unten
aufgefuhrten Protokolls ist das Ergebnis mehrerer Versuche, in denen verschiedene

Rebesiedelungs- und Perfusionsmethoden sowie Kultivierungszeiten untersucht wurden.

2.6.1 Zellgabe und Rebesiedelung der dBCA

Fur die Zellgabe und Rebesiedelung der dBCA wurde ein Protokoll fir eine 48-stindige
Kulturphase etabliert [1]. Es besteht aus acht Zyklen von jeweils drei Stunden und einer
statischen Ubernachtinkubation: Zunachst wurde der in Abb.1 B aufgefiihrte Aufbau unter
der sterilen Zellkulturbank zusammengesetzt. Das dBCA wurde an den gefal3haltigen Teil
des Bioreaktors angeschlossen und mit Nahrmedium (EGM-2 : DMEM Mischung in einem
1:1 Verhaltnis) befillt. Das ganze System wurde an einen Stander angeschlossen und in
einem 37°C Inkubator (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland) platziert. An den obersten
Dreiwegehahn wurde ein Luftfilter und anschlieend die Sauerstoffzufuhr (95 % O2, 5 %
CO2) angeschlossen, um die Kammer und das Zellmedium vor der Zellgabe zu
oxygenieren.

Wahrend der ersten vier Zyklen wurden hEPC und hMSC in einer Lésung appliziert.
Zunachst wurden die Zellen wie folgt vorbereitet: sie wurden mit PBS gewaschen, flnf
Minuten bei 37°C in Trypsin/EDTA LOsung inkubiert, danach funf 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 Verhéltnis von 2:1 aufgenommen. Separat wurde eine
Spritze mit EGM-2 und DMEM im Verhéltnis 1:1 vorbereitet. Abschlieend erfolgte die
Zellgabe zur Rebesiedelung der dBCA unter der Zellkulturbank mithilfe einer
Spritzenpumpe mit einer niedrigen Flussrate von 40 ml/h, um eine Ablésung der vorher
gegebenen Zellen zu vermeiden. Die Bioreaktor-Kammer wurde anschliel3end 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 durchgefihrt, allerdings wurden in den letzten
vier Zyklen ausschlie3lich hEPC verwendet (Abb. 1 A). Die Bioreaktor-Kammer wurde in

jedem Zyklus um 45° (LAngsachse) 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 fur die BGA entnommen, um die Lebensfahigkeit/Vermehrung der
Zellen zu Uberwachen. Die Parameter wurden mit dem Standard-Analysegerat ABL 800
(Radiometer, Kopenhagen, Danemark) ausgewertet. Ein reprasentativer Versuch wurde
nach der 24-stiindigen Rebesiedelung abgebrochen (n=1), um entsprechende

histologische und immunhistologische Analysen durchzufiihren [1].

2.6.2 Dynamische Kultivierung der rebesiedelten Gefalitransplantate (rTEVG)

Das Reservoir wurde mit 50 ml Zellkulturmedium befillt (EGM-2 und DMEM im Verhéltnis
1:1) und das Perfusionssystem entluftet. 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 ermdglichen sich an der luminalen Oberflache der
dBCA anzusiedeln, bevor sie einer hoheren Flussrate ausgesetzt wurden.

Am Folgetag wurde die Perfusion mit einer Flussrate von 0,6 ml/min gestartet, die Uber
10 (n=8) bzw. 14 (n=5) Tage schrittweise auf 6 ml/min, respektive 8 ml/min erh6ht wurde.
Die hEPC wurden innerhalb dieser Zeit einer zunehmenden subphysiologischen
Scherbelastung ausgesetzt, wodurch sie eine optimale Versorgung mit Nahrstoffen
erhielten. Das Zellmedium wurde taglich ausgetauscht, die Parameter der Zellviabilitat
und -proliferation Uberprift und das Transplantat um 45° (Langsachse) gedreht.
Insgesamt wurden 13 Experimente zur Rezellularisierung durchgefuhrt. Davon wurden
funf Uber 14 Tage dynamisch kultiviert. Da die ersten Untersuchungen der
Zellkulturparameter (Glucose und Laktat) und der luminalen Endothelzellbedeckung eine
Uberlegenheit der 10-tagigen Perfusion gegeniiber der 14-tagigen Perfusion ergaben,
wurden alle weiteren rTEVG (n=8) uber 10 Tage dynamisch kultiviert.

2.6.3 Evaluation der luminalen Endothelzellbedeckung der rTEVG

Am Ende der dynamischen  Kultivierungsphase wurde die Iluminale
Endothelzellbedeckung (luminal endothelial cell coverage, LECC) aller rTEVG berechnet.
Mit Hamatoxylin und Eosin (H&E) gefarbte Paraffinschnitte aus dem linken, mittleren und
rechten Teil des Transplantats wurden dafiir ausgewertet. Die LECC wurde prozentual
angegeben. Der Mittelwert der prozentualen LECC aller drei Abschnitte, sowie der
Mittelwert der berechneten Prozentsdtze aus der von zwei Personen unabhangig

durchgefuhrten histologischen Befundung, wurde als endgultiger LECC-Wert verwendet.
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Insgesamt wurden 13 Versuche ausgewertet: 7 rTEVG und 6 mit Vollblut perfundierte
rTEVG. Zusatzlich 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 Gefal3transplantate
Nachfolgend wird der Aufbau des Vollblutperfusionskreislaufs und der Versuchsaufbau

der Experimente beschrieben.

2.7.1 Entwicklung eines geeigneten Kreislaufs fur die Vollblutperfusion

Fur die Durchfihrung der Vollblutperfusion wurde der fur die dynamische Kultivierung der
rezellularisierten Gefal3transplantate verwendete Perfusionsaufbau adaptiert: Der
wichtigste Aspekt dabei war die Reduktion der Anzahl der Verbindungsschlauche, sodass
eine kleinere bzw. ahnliche Gesamtoberflache der nicht-endothelialisierten Strukturen im
Vergleich zum rezellularisierten Gefaldtransplantat erreicht werden konnte [1]. Der
Kreislauf (Abb. 3) bestand aus einem Reservoir (a), einer Peristaltikpumpe (c) und einem
Pumpenschlauch (b), einem
Behalter mit dem Gefal3transplantat
(d), einem Verbindungsschlauch (e)

und einem Schittler (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 GefaRRtransplantat (d)
und den Verbindungsschlauch (e) zurlick in
das Reservoir gepumpt. Das Reservoir
wurde kontinuierlich geschttelt (f).
Moadifiziert aus Keshi et al. [1].

2.7.2 Vorbereitung fur die Vollblutperfusion

Vor der Durchfiihrung eines Experiments wurde zunéchst das gesamte Perfusionssystem
nach einem bereits etablierten Protokoll mit Heparin beschichtet [1, 25]. Das
Perfusionssystem wurde zunachst 15 Minuten lang statisch mit dem polymeren Amin
Polyallylamin (0,25 mg/ml, Corline Systems AB, Uppsala, Schweden) geldst in
Natriumboratpuffer (250 mM, pH 9) inkubiert. AnschlieBend wurde ein
oberflachengebundener elektrostatischer Komplex durch Inkubation mit einer Lésung

eines makromolekularen Heparin-Konjugats (Corline Heparin Conjugate, 0,1 mg/ml;
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Corline Biomedical, Uppsala, Schweden) in Natriumacetatpuffer (0,1 M, 0,5 M NacCl, pH
4) fur 60 Minuten gebildet. Nach jedem Schritt wurde das Perfusionssystem dreimal mit
Milli-Q-Wasser gesplilt. Das gleiche Verfahren wurde ein weiteres Mal durchgefihrt. Das
System wurde im Anschluss 15 Minuten lang in Natriumboratpuffer (250 mM, pH 9)
inkubiert, um Uberschissiges Konjugat zu entfernen. Schlief3lich folgte eine zehnminttige
Inkubation in Essigsaureanhydridiésung (0,1 % in 250 mM Natriumboratpuffer, pH 10,5),
um restliche Aminogruppen zu blockieren. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

Gleichzeitig wurde eine 20 ml Spritze, mit der spater das Blut entnommen werden sollte,
mit 20 pl Heparin (100 U) geflllt und eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Schlielich
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 Gefalitransplantate (ATEVG, n=6);

3. Die Vollblutperfusion der rezellularisierten Gefal3transplantate (rTEVG, n=6).

Fur die Vollblutperfusion des Perfusionskreislaufs wurden bei fehlendem
Gefaltransplantat nach Aufbau des Kreislaufs die Verbindungsschlauche beider Seiten
miteinander verbunden. Fir die Perfusion des dTEVG wurde das dezellularisierte Gefafd
in das Perfusionssystem eingebettet. AbschlieRend wurde fir die Vollblutperfusion des
ITEVG das GefalRtransplantat zusammen mit dem TEVG-haltigen-Kunststofftell
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 Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) prapariertes Probenréhrchen gegeben wurde.
Dieses Rohrchen wurde fur Pra-Perfusionsuntersuchungen verwendet (tO,
Kontrollgruppe). Nach Mischung des Bluts mit dem in der Spritze befindlichen Heparin
durch leichtes Schiitteln, wurde Blut in das Reservoir gegeben. Das bluthaltige Reservoir
wurde auf einen Schuttler gestellt und kontinuierlich mit 90 rpm geschittelt. Anschliel3end

wurde die Peristaltikpumpe gestartet und das Gefal3transplantat sowie der Pumpen- und
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Verbindungsschlauch mit einer Rate von 6 ml/min mit Blut befillt. Hier wurde die gleiche
Flussrate appliziert, die wahrend der zehntdgigen dynamischen Kultivierung angewandt
wurde. Der TEVG-haltige Kunststoffteil wurde in einen, mit zuvor erwarmtem PBS
befullten Behalter gestellt, um das Austrocknen des Gefaldtransplantats und den direkten
Luftkontakt zu verhindern. Die Perfusionszeit wurde auf zwei Stunden festgelegt.

Die Auswertung der Hamolyseparameter mittels BGA zur Uberwachung der
Zellviabilitat/Zellproliferation und die Entnahme von EDTA-Proben wurde fir jeden
Spender separat zu drei Zeitpunkten durchgefuhrt: 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 beztiglich
der Thrombogenitat 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 Uberprifung der Sterilitat der Versuche
Zunachst wurden Ubersichtsfarbungen von Paraffinschnitten der Proben aus den
unterschiedlichen Versuchsgruppen mit Hamatoxylin und Eosin (H&E, Applichem,
Darmstadt, Deutschland) durchgefihrt. Fir die anschlielRenden immunhistochemischen
Farbungen wurde 0,01 M Citratpuffer fur die Antigenrickgewinnung (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 gefarbten Schnitte wurden mit einem Zeiss Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss
AG, Oberkochen, Deutschland) aufgenommen (Tab. 2) [1].
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Tabelle 2: Ubersicht der fiir die immunhistologischen Farbungen verwendeten Primarantikérper

Ziel Wirt Verdinnung Cat.-No. Hersteller

Priméare Antikdrper

Laminin Kaninchen | 1:50 ab11575 Abcam, Berlin, Deutschland
Collagen | Kaninchen @ 1:400 ab6308 Abcam, Berlin, Deutschland
Collagen IV | Kaninchen @ 1:400 ab6586 Abcam, Berlin, Deutschland

CD34 Kaninchen @ 1:100 ab110643 Abcam, Berlin, Deutschland

CDh31 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

CDh41 Kaninchen @ 1:400 ab63983 Abcam, Berlin, Deutschland

CD45 Maus 1:100 Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland

Sekundare Antikorper
Kaninchen Ziegen 1:400 ab150080 Abcam, Berlin, Deutschland

2.9.1 Histologische Aufarbeitung der dBCA und der rebesiedelten TEVG

Zum Vergleich erfolgte zunachst eine histologische und immunhistochemische
Charakterisierung der dBCA: die dezellularisierten GefaRe wurden far 24 h in
Paraformaldehyd (Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland) fixiert, einer aufsteigenden
Alkoholreihe ausgesetzt und schlief3lich in Paraffin (Sigma-Aldrich / Merck, Darmstadt,
Deutschland) eingebettet. Von den Paraffinblocken wurden 5 pm dicke Schnitte
angefertigt und mit Hamatoxylin und Eosin (H&E, Applichem, Darmstadt, Deutschland)
gefarbt. Zur Bestatigung der erhaltenen Mikroanatomie der dBCA wurden Laminin,
Collagen | und Collagen IV angefarbt [1].

Das gleiche Protokoll wurde fiir die Verarbeitung und H&E Féarbung der rezellularisierten
Gefalitransplantate (rTEVG) verwendet [1]. Zusatzlich erfolgten immunhistochemische
Analysen: hEPC wurden mit anti-CD34, anti-CD31, anti-eNOS und anti-von-Willebrand-
Faktor Antikorper angefarbt; hMSC wurden mit anti-CD90-Antikdrper angefarbt.

2.9.2 Histologische Aufarbeitung der rTEVG nach VBP

Nach Beendigung der Vollblutperfusion wurde das Gefal3segment kurz in zuvor erwéarmte
Ringerldésung (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland) getaucht, um Restblut zu
entfernen und anschlieBend 24 Stunden in Paraformaldehyd (Herbeta Arzneimittel,
Berlin, Deutschland) fixiert, mit einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und

schlieBlich in Paraffin (Sigma-Aldrich) eingebettet. Die Paraffinblécke wurden in 5 pm
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dicke Schnitte geschnitten, mit H&E (Applichem, Darmstadt, Deutschland) gefarbt und
die LECC berechnet. Die immunhistochemische Charakterisierung von hEPC und hMSC
wurde wie unter 2.9.1 beschrieben durchgefihrt.

Zur histologischen Beurteilung der Thromboseresistenz von rTEVG und der
Thrombogenitat von dTEVG wurden dezellularisierte und rezellularisierte
vollblutperfundierte Gefal3transplantate mit einem Anti-CD41-Antikérper gefarbt.

Die CD41-Farbung zeigte als Nebenbefund mehrere Zellkerne an der luminalen
Oberflache der dezellularisierten Gefal3transplantate, die jedoch nicht CD41 positiv
waren. Um diesen Befund weiter zu untersuchen, wurde eine histologische Farbung mit
H&E durchgefihrt. Um zu bestétigen, dass es sich bei diesen Zellen nicht um hEPC oder
native Endothelzellen als Folge einer unzureichenden Dezellularisierung handelte, wurde
eine zusatzliche CD31 Farbung durchgefihrt. Um weiterhin auszuschlie3en, dass diese
Zellen Leukozyten waren, wurde eine Farbung mit einem anti-CD45-Antikorper (verdinnt
mit ProTags Antibody Diluent; BioCyc GmbH, Potsdam, Deutschland) durchgefuhrt [1].

2.9.3 Bioburden Analyse zur Uberpriifung der Sterilitat der Versuche

Im Anschluss an jeden Versuch wurde eine Bioburden-Analyse durchgefiihrt, um eine
Kontamination auszuschlieen [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 Normalitatstest Uberprift. 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 (fur Daten ohne Gaul3-Verteilung) angewandt. Fir sich anschlieRende paarweise
multiple Vergleiche wurden adaquate Post-hoc-Tests eingesetzt (Tukey- bzw. Dunn-
Vergleichstest). Um die Sensitivitat und Spezifitat der Glukose als Indikator ftr die LECC
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zu ermitteln, wurde eine ROC (Receiver operating characteristic)-Analyse durchgefihrt.
Der Cut-off-Wert wurde anhand des Youden-Index bestimmt. Fur den Vergleich zwischen
arterieller und venodser BGA wurde ein paired Student's t-Test durchgefiihrt. 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 (Cl) 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 durchzufiihren, da diese in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
(publiziert von Seiffert et al. [16]) bereits erfolgt war [1]. Seiffert et al. konnten zeigen,
dass die makroskopische Integritdt der Gefal3transplantate wahrend des gesamten
Dezellularisierungsprozesses intakt blieb. Die H&E-Farbung der dBCA zeigte, dass keine
zellularen Reststrukturen vorhanden waren, wodurch eine effiziente Dezellularisierung
bestétigt werden konnte (Abb. 4 A). Dartber hinaus wies die immunhistochemische
Farbung mit Laminin- und Kollagen-IV-Antikdrpern eine intakte Mikroanatomie der dBCA
auf (Abb. 4 B, C).

5 GRS e < B Z
H&E Laminin Collagen IV

Abbildung 4: Histologische Charakterisierung der dezellularisierten GeféaRe. Maf3stabsbalken entspricht
50 um. Modifiziert aus Keshi et al. [1].

3.2 Evaluation der Rezellularisierung

3.2.1 Blutgas-Analysen wahrend der Rezellularisierung und der dynamischen
Kultivierung

Zur Uberwachung der Zellviabilitait und der Stabilitat der Zellkultur wurde eine
regelmanRige Messung der BGA-Parameter durchgefihrt. Wahrend pH, pO2, pCO2, Na+
und K+ als Indikatoren fur die Stabilitat der Zellkultur verwendet wurden, dienten Glukose
und Laktat als Indikatoren fur die Zellproliferation und -lebensféahigkeit [1].

Wahrend der 24-stiindigen Rezellularisierung wurden die BGA-Parameter alle drei
Stunden gemessen (13, t6, t9, t12, t15, t18, t21, t24). Hierbei erwies sich der pO2 Wert als
stabil, wahrend sich der pH-Wert und pCO2 Wert zusammen mit den Glukose- und
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Laktatwerten anderten (Abb. 5 A,B,C). Der pH-Wert nahm kontinuierlich ab und zeigte
zu allen Zeitpunkten eine statistisch signifikante Veranderung. 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 allmahlich an und
zeigte nur wahrend der ersten 3 Stunden der statischen Kultivierung eine unbedeutende
Veranderung (Abb. 5 E). Diese Ergebnisse deuten auf eine kontinuierliche zellulare
Aktivitat innerhalb des Gefal3transplantats hin.

Wahrend der dynamischen Perfusion wurden die BGA-Parameter taglich gemessen. Die
Werte der vendsen BGA fiir die weiteren Analysen verwendet. Um die optimale Dauer fur
die dynamische Kultivierung zu ermitteln, wurden die 14-tagige (n=5) und 10-tagige (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-tagigen Protokoll allmahlich auf den Ausgangswert an, was auf eine
Ablosung 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 fur die Zellviabilitat
im GefalRsegment [1]. Auf Grundlage dieser Daten erfolgte fir weitere Experimente eine
10-tagige dynamische Kultivierung (n=8). Wahrend 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. 51,J). Weiterhin
zeigten sowohl Glukose als auch Laktat ein stabiles Niveau wéhrend der gesamten
Perfusion, was darauf hindeutete, dass die Zellen im Transplantat nicht Gbermé&Rig
wuchsen oder sich ablésten. Wie zu erwarten, verhielten sich Natrium- und Kaliumionen
entsprechend (Abb. 5 K,L,M,N).



Ergebnisse 22

pH Sauerstoff Kohlendioxid Glucose
A By n Cw P 150
20 A 5
wy, . K ey e . LA 60 M) .
HI . . R R A O - .
s, . IEFEELRLEEET R PE
R a3k i DN & IR S b - N
w vTEEZm et |l aEeL v TR 4] SEFa s
oo et e Wp e oo O oo
5, 20 % . = C ‘es {.T 'E' P ; }
,'- LR T
T 3§ ¢ 8§ § 7 T3 3 4 % % £ 7 T T % ¢ = & & R B R
Zeit) Zeit[h] Zeit[h] Zeit [h]
E Laktat F Kalium G Natrium
150- [} 170-
. " S e .
- S A BT
§ - 2 y $ E“ . . .' A E . -‘"&F!f“f“ g B
: T E R IFTT T IS R NS S A
(1 . 25 O Rt P .
el w0 2o
% (] n: * o 12
-,
.
5 & 8 4 & & 4 o 5 8 8 4 & % g T e 8 0 8 & 3 o
et Zeit [ Zeit ]
H o pH (P Sa.:erstoff Jo Kohlen?’lomd K G[l:soose
401 ¢ .
=] : * s 4 * % = o
5 a0 _.5 o * . ® 0 o, B8, .
lFeeld¥EsTE e 0
gzn- . L_?) 40- * -} %
10{ P N:::ii‘--i‘_i..-..'
e e o
“\»\,w-ee'\eq.s AN 4% 3 ®» 6 & A & o 8 N % % R 6 & A 8 3 8 A% % R 5 & A % & 9
Tag Tag Tag Tag
Laktat Kalium Natrium
L M, N
ns. ns ns

Twddryrterdn ™

= o e & '-o'\o:..
Plesx¥erify;l W Tl
g . S ., L £ . e e, e 5 e
1 FONEE FESLIEL L E Y
2 mr'__'-' LR R )
T 4 % % 5 s 1% s s N3 2 % 5 s A4 s 8 8 X 4 % r 8 e A1 s 8§

Tog Tag Ty

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

3.2.2 Evaluation der Sterilitdt der Experimente (Bioburden Analyse)

Es wurde die Absorption des Uberstandes 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, wéhrend 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 Nahrstoffen zu versorgen und um eine Zellablésung

durch abrupt ansteigende Flussraten zu vermeiden, wurde wahrend der dynamischen

Kultivierung eine sub-physiologische Scherspannung appliziert.

Die anfangliche

Scherspannung von 0,0033 dyn/cm?, wurde wahrend der zehntagigen Kultivierung

schrittweise auf 0,0330 dyn/cm? und wéahrend der 14-tagigen Kultivierung auf 0,0440

dyn/cm2 erhodht. Die maximale FlieRgeschwindigkeit im simulierten Gefal3transplantat

wurde im zentralen Teil des Gefal3lumens mit einem Wert von 0,0007 m/s registriert

(Abb. 6).
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Abbildung 6: Die applizierte Scherspannung wahrend der dynamischen Kultivierung und der

Vollblutperfusion. Modifiziert aus Keshi et al. [1].

Die oben aufgefuhrten Ergebnisse der

BGA-Parameter wurden zudem durch

histologische Analysen bestatigt. Die 24-Stunden-, 10-Tage- und 14-Tage-kultivierten
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Gefalitransplantate wurden miteinander verglichen (Abb. 7). Die histologische Farbung
des nach 24-stindiger Rezellularisierung beendeten Kontrollversuchs zeigte intakte,
morphologisch runde Zellen, die fest an der luminalen Oberflache der Basalmembran
lokalisiert waren (Abb. 7 A). Immunhistochemische Farbungen fir CD31, CD34, eNOS
und VWF bestatigten den endothelialen Ursprung der meisten dieser Zellen (Abb. 7 B -
E). AuRerdem zeigte die Farbung wenige CD90-positive hMSC, die unregelmalig
innerhalb der hEPC angeordnet waren (Abb. 7 F).

In der H&E-Farbung der 10-tagig dynamisch kultivierten Gefal3transplantate konnte eine
Intima besiedelt mit einer morphologisch flachen kontinuierlichen, fest anhaftenden
zellularen Schicht nachgewiesen werden (Abb. 7 G). Wie die Farbungen fir CD31, CD34,
eNOS und VWF bestatigten, war die Mehrheit dieser Zellen vom endothelialen Phanotyp
(Abb. 7 H - K). Die verringerte Anzahl CD90-positiver Zellen liel3 darauf schlie3en, dass
ein physiologischer Scherstress die Reifung der hMSC zu Endothelzellen beeinflusst
(Abb. 7 L).

Die histologische Farbung der 14-tdgigen dynamisch kultivierten Gefalitransplantate
zeigte hingegen eine diskontinuierlich flache zellulare Schicht, wie bereits anhand der
BGA Parameter vermutet werden konnte. (Abb. 7 M - R).

7. Histologische und immunhistochemische Auswertung der rezellularisierten
Gefaltransplantate. Mal3stabsbalken entsprechen 50 um. Modifiziert aus Keshi et al. [1].
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3.3 Evaluation der Thrombogenitat der rezellularisierten Gefaldtransplantate

3.3.1 Endpunktanalysen bestatigten die Thromboresistenz der rezellularisierten
Gefalitransplantate

Um die Thromboresistenz der rezellularisierten Gefaldtransplantate beurteilen zu kénnen,
wurden dynamische Vollblutperfusionsexperimente durchgefuhrt. Wéahrend der
zweistindigen Vollblutperfusion wurde eine physiologische vendse Schubspannung von
0,6 dyn/cm? appliziert (Abb. 6). Obwohl eine arterielle Scherspannung physiologischer
ware, wirde dies zu einer schnellen Erhéhung der Flussrate innerhalb kiirzester Zeit und
anschlieBend zu sehr hohen Hamolyseraten fiihren. Um das Ausmal} des mechanischen
Traumas und der Hamolyse wéhrend der Vollblutperfusion beurteilen zu kénnen, wurden
Kalium- und Sauerstoffwerte zu drei verschiedenen Zeitpunkten (t0, t1, t2) wahrend der
zweistindigen Perfusion gemessen. Beide Werte zeigten einen statistisch signifikanten
Anstieg in allen drei Versuchsgruppen (Abb. 8 A,B) [1].

Als wesentlicher Endpunkt fur die Testung der Thrombogenitat wurde das Verbrauch /
das Abfangen der Thrombozyten eine Stunde und zwei Stunden nach Start der
Vollblutperfusion  gewahlt.  Zundchst 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 fiir unsere weiteren Vollblutperfusionsexperimente bestatigte (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 wahrend der Vollblutperfusion des rezellularisierten
Gefaliransplantats 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 Geféal3transplantate konnte auch anhand
reprasentativer Bilder der Iluminalen Oberflaiche von de- und rezellularisierten
Transplantaten im Vergleich nachgewiesen werden [1]. Diese Aufnahmen zeigen eine
makroskopische Thrombusbildung im Lumen der dezellularisierten Gefal3e, jedoch nicht
im Lumen der rezellularisierten Gefal3transplantate (Abb. 8 D,E). Die an der luminalen
Oberflache der dezellularisierten GefaRe nachgewiesenen Zellen konnten in der
immunhistochemischen Farbung als CD41-positive Thrombozyten identifiziert werden.

Hingegen konnten in den rezellularisierten Gefal3transplantaten keine CD41-positiven
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Zellen nachgewiesen werden und somit die Thromboseresistenz dieser Transplantate
bestétigt werden (Abb. 8 F,G). Bei der CD41-Farbung der dezellularisierten Gefal3e
wurden einige CD41-negative Zellen identifiziert (Abb. 8 F). Zur weiteren Untersuchung
wurde eine H&E-Farbung durchgefihrt. Diese zeigte azellulare (Abb. 8 I) und zellulare
(Abb. 8 H) Bereiche des Lumens — ein Befund, der mit den CD41-negativen Zellen (Abb.
8 F) Ubereinstimmt. Dartber hinaus wurde eine Farbung mit einem Anti-CD31-Antikdrper
durchgefuhrt. Da die Zellen negativ fur CD31 waren, wurde bestatigt, 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) angefarbt.
Diese Farbung ergab mehrere CD45-positive Zellen (Abb. 8 J) und deutete darauf hin,
dass der Thrombus auch nach leichter Perfusion mit Ringerldsung, an der luminalen
Oberflache der dezellularisierten Gefale anhaftete. Zusammenfassend wiesen die
rezellularisierten Gefaldtransplantate keine makroskopische oder mikroskopische
Thrombusbildung auf, wahrend im Lumen der dezellularisierten Gefalie eine Vielzahl von
Blutzellen festgestellt wurde, die sich mittels CD41- bzw. CDA45-Farbung als

Thrombozyten und Leukozyten identifizierten.
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Abbildung 8: Vollblutperfusion von dezellularisierten und rezellularisierten Gefalitransplantaten zur
Prifung der Thrombogenitat. Der Maf3stabsbalken entspricht 50 um. Modifiziert aus Keshi et al. [1].
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3.3.2 Histologische Aufarbeitung

Um die Integritat der endothelialen Monoschicht und die endotheliale Abdeckung der
luminalen Oberflache der Gefaldtransplantate nach der Vollblutperfusion zu bewerten,
wurden histologische und immunhistochemische Analysen durchgefihrt [1]. Bei der
Beurteilung der gefarbten Gewebeschnitte konnten verschiedene Grade der Ablésung
der Monoschicht von der Intima festgestellt werden (Abb. 9). Dies war jedoch auch bei
den rezellularisierten Transplantaten ohne Vollblutperfusion der Fall, die fur die
Berechnung des LECC verwendet wurden. Es wurde daher angenommen, dass es sich
um ein Artefakt handeln konnte, welcher durch das Schneiden der Paraffinblocke
verursacht wurde. Obwohl die Zellen in einigen Schnitten von der luminalen Oberflache
abgelost waren, zeigte die histologische Farbung mit H&E eine intakte zellulare
Bedeckung der Intima (Abb. 9 A). Die Morphologie der CD31-, CD34-, vVWF- und eNOS-
positiven hEPC und CD90-positiven hMSC war ahnlich 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 GefalRtransplantate (n=6) wurde auf 61 £ 5 % geschatzt [1].

H&E CD31 CD34 ’ eNOS CD90

Abbildung 9: Histologische und immunhistochemische Auswertung der rezellularisierten GefaR-
transplantate nach Perfusion mit Vollblut. MaR3stabsbalken: 50 um. Modifiziert aus Keshi et al. [1].

3.4 Glucose und Laktat als Indikatoren fur die luminale Endothelzellbedeckung
(LECC)

Fur die Evaluierung der Glucose- und Laktatwerte als Indikatoren fir die LECC wurden
nicht nur die Versuche der dynamischen Kultivierung verwendet, sondern auch die
Vollblutperfusionsversuche. Daher werden die Ergebnisse an dieser Stelle zusammen
aufgefihrt [1]. Die LECC von 13 rezellularisierten Gefal3transplantaten, die tber 10 und
14 Tage dynamisch kultiviert wurden, wurden entsprechend bewertet. Die geschéatzte
LECC der 14-tagig perfundierten Gefal3transplantate war 33 + 34,2 %. Die geschatzte
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LECC der zehntagig perfundierten Gefaldtransplantate ergab 61,25 + 9,10 %, wobei der
hdchste 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 fur die LECC sein kann, da eine langfristig hohe Schubspannung
letztlich zu einer Ablésung der zuvor angehafteten Zellen fuhren kdnnte. 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 zuverlassiger nicht-invasiver Indikator fir die LECC
des GefaRtransplantats verwendet werden kann (R?= 0,4877, r= -0,6983, 95 % CI: -
0,9022 bis -0,2395, p= 0,0079, Abb. 10 B). Die gleiche Analyse wurde fir die
Laktatproduktion durchgefiihrt. Glukosewerte unter 62 mg/dl konnten mit einer
Sensitivitat von 100 % und einer Spezifitat von 87,5 % eine LECC > 60 % vorhersagen
(Youden's Index: 0,8571). Die anhand der ROC-Analyse berechnete Flache unter der
Kurve betrug 0,9643 (CI: 0,8716 - 1,057, p = 0,0053, Abb. 10 E).
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Abbildung 10: Glukose (A) und Laktat (B) als nichtinvasiver Indikator fir die Luminalabdeckung von in
vitro vorkonditioniertem TEVG nach der 24-stiindigen statischen Rebesiedelung. Glukose (C) und Laktat
(D) als nichtinvasiver Indikator fur 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
Zelluberstands 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 Gefal3ersatzes
Rinderkarotiden zun&chst dezellularisiert und anschliessend mit hMSC und hEPC
rezellularisiert und deren Thromboresistenz in einem ex vivo Vollblutperfusionskreislauf
getestet. Fur die Rezellularisierung wurden hEPC verwendet, welche aus Patientenblut
isoliert wurden. Wahrend der statischen Rebesiedelung und dynamischen Kultivierung
wurden die Zellkulturparameter engmaschig Uberwacht, wodurch das Vorhandensein
stabiler Zellkulturbedingungen wahrend des gesamten Rebesiedelungsprozesses
bestatigt werden konnte. AuRerdem zeigte die Uberwachung 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 bestatigte den Glukosespiegel als Referenzmarker zur
Vorhersage der endothelialen Endothelzellbedeckung von Gefalitransplantaten. Einer
der wichtigsten Bestandteile dieser Studie war die ex vivo Testung der Thrombogenitat
der Gefal3transplantate. Hierflr wurden rezellularisierte Gefal3transplantate Uber zwei
Stunden mit geringflgig heparinisiertem menschlichen Vollblut, welches in einem
geschlossenen Perfusionssystem unter vengser Scherbelastung zirkulierte, perfundiert.
Die Thrombozytendepletion wurde als Hauptendpunkt gewahlt. Die Analysen zeigten,
dass die Vollblutperfusion von rezellularisierten GefalRtransplantaten eine nicht
signifikante Thrombozytendepletion verursachte [1]. Wie vermutet, verursachte die
Vollblutperfusion von dezellularisierten Gefaf3transplantaten jedoch eine signifikante
Thrombozytendepletion. Dieser Befund bestatigte die Thromboresistenz der mit

humanen vaskularen Zellen rezellularisierten dBCA.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse sind vor dem Hintergrund der
eingeschrankten Verfligbarkeit von autologen Venentransplantaten fur die Herstellung
personalisierter biologischer Gefal3transplantate von grof3er Relevanz fir die
Gefalichirurgie [1, 7,8]. Im Rahmen dieser Studie konnten zwei wichtige Aspekte fur eine

optimale Rezellularisierung und Prakonditionierung von biologischen
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Gefaldtransplantaten bearbeitet werden: 1) die Exposition von endothelialen
Vorlauferzellen gegentber einer physiologischen Fluss- und Scherspannung im Rahmen
der Rebesiedlung und II) die kontinuierliche Uberwachung der Zellkulturbedingungen [1,
26].

In dem hier dargestellten Ansatz wurden die Gefaldtransplantate wahrend der
dynamischen Kultivierung gezielt einer subphysiologischen WSS von 0,033 dyn/cm?
ausgesetzt und wahrend der spateren Vollblutperfusion auf eine physiologisch vendse
WSS von 0,6 dyn/cm? eingestellt. Die schrittweise Erhohung der Scherbelastung fiihrte
zu einer histologisch sichtbaren Veranderung der Zellmorphologie und bereitete die
Zellen auf die physiologische Scherbelastung vor, der sie wahrend der
Vollblutperfusionsexperimente ex vivo ausgesetzt waren [1]. Allerdings ist es aul3erst
schwierig, unter ex vivo Perfusionsbedingungen physiologische arterielle Flussraten und
Scherspannungen zu erreichen, so dass Implantationsexperimente unerlasslich sind [27].
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten hEPC waren nach Applizierung der zunachst
subphysiologischen, danach vendsen Scherbelastung nicht nur fir EPC-Marker wie
CD34, sondern auch fur reife EC-Marker wie CD31, vVWF und eNOS positiv gefarbt (Abb.
7 A - L) [1]. Zusatzlich zeigte die Farbung mit dem Anti-CD90 Antikorper 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). Wahrend hEPC eine gute Option fir personalisierte
Gefalitransplantate darstellen, kénnen die aus der Nabelschnur isolierten, humanen
mesenchymalen Stammzellen nicht ausschlieBlich als Alternative daflr eingesetzt
werden. Studien haben jedoch gezeigt, dass die Mdglichkeit besteht, hMSC aus dem
Fettgewebe zu isolieren und diese Form der Zellgewinnung nur einen minimal invasiven
Eingriff ohne grolRere Morbiditatsraten und lange Krankenhausaufenthalte erfordert [1,
28, 29].

Die kontinuierliche Uberwachung der Zellkulturparameter wie pH, pO2, pCO2, Natrium
und Kalium in der vorliegenden Studie zeigte das Vorhandensein von stabilen
Zellkulturbedingungen. AuRerdem ergab die Uberwachung der Glukose- und Laktatwerte
eine signifikante indirekte Korrelation zwischen dem Glukosewert am Tag vor
Beendigung der dynamischen Kultivierung und dem Prozentsatz der Iuminalen
Endothelzellbedeckung [1]. Dies bestatigte die Eignung des Glukosespiegels als
Referenzmarker zur Vorhersage der Endothelzellbedeckung von Gefal3transplantaten.

Die in der Studie erzielte durchschnittliche Endothelzellbedeckung von 61 % unterstreicht
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die Gultigkeit des angewandten Modells [1]. Die eigenen Resultate unterstitzen
Ergebnisse einer friiheren Studie, in der die Glukoseverbrauchsrate (GCR) als Indikator
fur das Wachstum von Endothelzellen und als Vorhersage fur die Leistung in vivo
verwendet wurde [30].

Neben der Rezellularisierung stellte die Uberprifung der Thromboresistenz der
konstruierten Gefal3transplantate durch deren ex vivo Perfusion mit menschlichem
Vollblut den zweiten wichtigen Teil dieser Studie dar. Hierfur mussten zwei
Hauptparameter definiert werden: die Dauer der Perfusion und die Auswahl des
Endpunkts. Die Perfusionsdauer wurde auf zwei Stunden begrenzt. Hierdurch sollte eine
Hamolyse durch ein mechanisches Trauma vermieden werden, welches durch
Perfusionssysteme mit hoher Scherbelastung und peristaltischen Pumpen entstehen
kann. Die K+ Werte, die zur Bewertung des Ausmal3es dieses Phdnomens gemessen
wurden, zeigten, dass die Hamolyse mit der Zeit allmahlich zunahm und wie
angenommen in der Gruppe ohne TEVG insgesamt deutlich starker ausgepragt war [1].
Der zu drei Zeitpunkten ermittelte pO2 Wert zeigte jedoch, dass keine Hypoxie vorlag, die
bekanntermalen ebenfalls eine umfangreiche Hamolyse verursachen kann [1, 31]. Diese
Ergebnisse verstarkten das Vertrauen in die Vorteile einer in vitro Rezellularisierung.
Als wichtigster Endpunkt fir die Testung der Thrombogenitat der rezellularisierten
Gefaldtransplante wurde die Thrombozytenzahl bzw. der Thrombozytenverbrauch
ausgewahlt. Zu Beginn war beabsichtigt worden, den aufgrund von Thrombusbildung
verursachten intravaskularen 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 Hamolyse
assoziiert war. Daher wurde die Thrombozytenzahl als Hauptendpunkt fir die Bewertung
der Thromboresistenz verwendet [1]. Nach mehreren Versuchen stimmte dieser
Endpunkt mit dem implementierten Flussprofil Gberein, war logistisch effektiv und
ermoglichte eine korrekte Bewertung der Relevanz der initialen Hypothese. Die
Vollblutperfusion der rezellularisierten Gefal3transplantate verursachte keine signifikante
Thrombozyten-depletion, wodurch deren Thromboresistenz bestatigt werden konnte. Wie
vermutet, lieferte die signifikante Thrombozytendepletion sowohl in der ersten als auch
in der zweiten Stunde wahrend der Vollblutperfusion von dezellularisierten, nicht
rebesiedelten GefalRen einen weiteren Beweis fur die weithin anerkannte sofortige

Thrombogenitat 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
Gefaldtransplantaten mit Endothelzellen, indem sie die Wirksamkeit, Vorteile und
Grenzen dieses Ansatzes erlautern [1, 32-35]. Die Rezellularisierung der luminalen
Oberflache mit vaskularen Zellen ist entscheidend fur die langfristige Durchgangigkeit der
Gefalitransplantate in vivo [36-39]. In einer kirzlich publizierten Metaanalyse stellten die
Autoren zum ersten Mal fest, dass azellulare tissue engineered vascular grafts (TEVG,
Gefaldtransplantate) eine geringere Durchgangigkeit aufwiesen (62,4 %) als
rezellularisierte Gefal3transplantate (85,1 %) [13]. Meinhart et al. berichteten, dass in vitro
rezellularisierte PTFE-Gefal3transplantate eine deutlich bessere Durchgéangigkeit,
vergleichbar mit der Durchgangigkeit autologer Venentransplantate, aufweisen, als nicht
besiedelte synthetische Gefaldtransplantate [40-42]. Fir eine Rezellularisierung erwiesen
sich endotheliale Vorlauferzellen als hervorragende Alternative zu reifen Endothelzellen,
da sie aus peripherem Blut durch routineméaRige Venenpunktion ohne einen zuséatzlichen
invasiven Eingriff isoliert werden konnen [43-46]. Tatsachlich haben weitere relevante
Studien, u.a. von Hinds et al. [47, 48], Tranquillo et al. [49] und Truskey et al. [50],
endotheliale Vorlauferzellen fur die Konstruktion von Gefal3transplantaten eingesetzt.
Ahnlich zu der hier aufgefiihrten Studie, zeigt der bisherige Forschungsstand, dass
endotheliale Vorlauferzellen Marker von reifen Endothelzellen exprimieren, wenn sie
physiologischem Scherstress und einer Langzeitkultur ausgesetzt werden [51]. Dartber
hinaus berichten viele Autoren, dass MSC die Lebensfahigkeit von EC durch die
Freisetzung parakriner Faktoren erhthen, ein Effekt, der unter physiologischem
Scherstress noch verstarkt 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
Schitteln [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 Abhéngigkeit des jeweiligen Durchflussregimes und den zu vergleichenden
Oberflachen  gewahlt werden. Die vorhandene Literatur  zeigt, dass
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Thrombogenitatsstudien mit hohen Flussraten die signifikantesten Unterschiede
zwischen besiedelten und nicht besiedelten Oberflachen aufweisen [19,65]. Basierend
auf diesen Erkenntnissen wurde der Endpunkt in der eigenen gewahlt.

Die in der aktuellen Studie erreichten Ergebnisse der Vollblutperfusionsversuche
stimmen weitgehend mit den Ergebnissen einer Studie von Kaplan et al. Uberein, in der
von einem signifikanten Verbrauch der Thrombozytenanzahl nach Vollblutperfusion von
unbeschichteten PVC-Folien berichtet wurde, wahrend die Perfusion von Fibrinogen-/
Heparin-beschichteten Folien keine signifikante Veranderung 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 weil3en
Blutkérperchen, Hamoglobin, Hamatokrit und roten Blutkdrperchen keine signifikanten
Veranderungen festgestellt [1, 61]. Die Hauptursache fir diese Diskrepanzen konnte 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 gewahrleistet wurde, was eine minimale mechanische Belastung der Zellen
zur Folge hat [61].

4.4 Starken und Schwéchen der Studie

Die vorliegende Studie zeigt diverse experimentelle Einschrankungen [1]. Zum einen ist
die in vitro Rezellularisierung dezellularisierter Gefaf3transplantate sehr arbeitsintensiv.
Zum anderen ist es herausfordernd, trotz Verwendung sehr hohen Zellzahlen, eine
LECC von 100 % zu erreichen. Dartber hinaus ist es nicht gelungen, die
rezellularisierten TEVG einer physiologischen arteriellen Scherbelastung auszusetzen,
die von weniger als 1 dyn/cm? bis 600 dyn/cm? variierte [66, 67]. Hingegen wurden die
TEVG lediglich einer subphysiologischen  Scherbelastung wéahrend der
Rezellularisierung und Kultivierung sowie einer vendsen Scherbelastung wahrend 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 wirden diese Flussraten entweder einen abrupten Anstieg der
Flussraten oder einen langsamen Anstieg tber einen sehr langen Kultivierungszeitraum
bedeuten. Beides wiirde jedoch zur Ablésung der Zellen fihren [1]. Daher bleibt eine

abschlieRende Evaluierung dieser Gefal3transplantate nach Implantation unerlasslich.
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Die hier durchgefiihrten ex vivo Vollblutperfusionsexperimente zeigen ebenso einige
Limitationen auf [1]. Die Verbindungschlauche des Perfusionssystems provozieren
unvermeidlich Veranderungen der Parameter des kleinen Blutbilds, die nicht auf die
Eigenschaften des Gefaldtransplantats zurickzufihren sind. Die Vergrof3erung der
Oberflache des getesteten Gefal3transplantats im Verhaltnis zu der der
Verbindungsschlauche, oder die Beschichtung der Verbindungsschlauche mit Heparin,
sind mogliche Alternativen, um die transplantatspezifische Thrombogenitat isoliert
darzustellen. Leider Uberstieg in der aktuellen Studie die fir den
Vollblutperfusionsaufbau erforderliche Oberflache der Verbindungsschlauche die
Oberflache des Gefaltransplantats. Daher wurde der Perfusionskreislauf mit Heparin
beschichtet und separat die Thrombogenitéat des Kreislaufs ohne Transplantat bestimmt
[1]. Eine weitere Schwache der aktuellen Studie ist, dass nicht untersucht wurde, ob die
Heparinisierung der Verbindungsschlauche auch das Vollblut weiter heparinisiert.

Des weiteren wird vermutet, dass die Variabilitat der Vollblutspender eine Auswirkung
auf die Vollblutperfusionsversuche haben kénnte. Schliel3lich kdnnten auch die bovinen
Karotiden mit ihrer unterschiedlichen Makroarchitektur zu den Unstimmigkeiten bei der
makroskopischen Thrombusbildung auf der luminalen Oberflache des TEVG beigetragen

haben.

4.5 Implikationen fir Praxis und/oder zuktinftige Forschung

In vitro rezellularisierte Gefal3transplantate finden bisher keine klinische Anwendung. In
der aktuellen Studie konnten wir eine Methode zur Herstellung eines Gefaldtransplantats
etablieren, die auf der Technik des Tissue Engineering basiert. Das Konstrukt besteht
aus einem dezellularisierten biologischen Gefal3transplantat und humanen vaskularen
Zellen zur Rezellularisierung. In der Zukunft kénnten Gefal3transplantate personalisiert,
d.h. patientenspezifisch unter Verwendung autologer Zellen zur Rebesiedelung
hergestellt werden. Diese biologischen Gefaldtransplantate sind weniger thrombogen und
mit niedrigeren Infektionsraten nach Transplantation im Vergleich zu synthetischen
Transplantaten verbunden.

Préaklinisch kénnte durch die Testung der Thrombogenitat dieser Gefaldtransplantate 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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Uberwachung der Zellkulturbedingungen, Vorhersage der LECC und abschlieBenden ex
vivo Uberprifung der Thrombogenitat der GefaRransplantate, konnten in der Forschung
genutzt werden, um nicht nur das Tissue Engineering von Gefal3transplantaten, sondern

auch das Tissue Engineering ganzer Organe voranzubringen.
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5. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend bestatigt diese Studie die ex vivo Thromboseresistenz von
biologischen, mit vaskularen Zellen rezellularisierten GefalRtransplantaten. Die
Ergebnisse der ex vivo Vollblutperfusion zeigten, dass der Thrombozytenverbrauch
wahrend der Perfusion von dezellularisierten Gefal3en deutlich héher war als der nicht
signifkante  Verbrauch wahrend der Vollblutperfusion von rezellularisierten
Gefalltransplantaten.  Zuséatzlich  konnte die  kontinuierliche  Messung der
Glukosekonzentration als geeigneter nicht-invasiver Pradiktor der luminalen

Endothelzellbedeckung des rezellularisierten Gefal3transplantats nachgewiesen werden.
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Abstract

Background: Since autologous veins are unavailable when needed in more than 20% of cases in vascular surgery,
the production of personalized biological vascular grafts for implantation has become crucial Surface modification
of decellularized xenogeneic grafts with vascular cells to achieve physiological luminal coverage and eventually
thromboresistance is an important prerequisite for implantation. However, ex vivo thrombogenicity testing remains
a neglected area in the field of tissue engineering of vascular grafts due to a multifold of reasons.

Methods: After seeding decellularized bovine carotid arteries with human endothelial progenitor cells and
umbilical cord-derived mesenchymal stem cells, luminal endothelial cell coverage (LECC) was comelated with
glucose and lactate levels on the cell supernatant. Then a closed loop whole blood perfusion system was designed.
Recellularized grafts with a LECC > 50% and decellularized vascular grafts were perfused with human whole blood
far 2 h Hemolysis and complete blood count evaluation was performed on an houry basis, followed by
histological and immunohistochemical analysis.
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thrombores istance.

seeding.

Results: While whale blood perfusion of decellularized grafts significantly reduced platelet counts, platelet
depletion from blood resulting from binding to re-endothelialized grafts was insignificant (p =07 284). Moreover,
macroscopic evaluation revealed thrombus formation anly in the lumen of unseeded grafts and histological
chamacterization revealed lack of CD41 positive platelets in recellularized grafts, thus confimming their

Conclusion: In the present study we were able to demonstrate the effect of surface modification of vascular grafts
in their thrombaoresistance in an ex vivo whale blood perfusion system. To our knowledge, this is the first study to
expose engineered vascular grafis to human whole blood, recirculating at high flow rates, immediately after

Keywords: Decellularization, Recellularization, Bypass, Vascular graft

Introduction

Cardiovascular disease (CVD) affects the majority of the
adult population over the age of 60, with an estimated
annual mortality of 173 million deaths worldwide [1, 2].
It i the leading cause of peripheral vascular disease and
requires percutaneous transluminal angiophsty (FTA) or
bypass surgery to avoid complications such as critical
limb ischemia and amputation [3]. Bypass surgery de-
mands a biocompatible, strong, and non-thrombogenic
vascular graft (ViG), but autologous vascular grafts, the
current gold standard, are not feasible in more than 20%
of the patients [4 5]. Prosthetic grafts have been widely
implemented after Defakey established the clinical use-
fulness of grafts made of Dacron (a fiber made of polyes-
ter polyethylene terephthalate) in 1950 and eFTFE
(expanded polytetrafluorethylene) grafts two decades
later [6]. However, complications such as intimal hyper-
plasia, calcification, thrombotic ooclusion, high infection
rates and biomechanical mismatch have hampered their
sucoess, especially when substituting  small-d ameter
blood vessels [7-9].

In recent years there has been growing interest in tis-
sue engineering (TE) for repurposing organs and tissues,
among them wvascular grafts [10]. Studies have demon-
strated the crucial role of a functional luminal endothe-
lium: it not only prevents thrombus formation within
tissue engineered vascular grafts (TEVG), but also pre-
vents intimal hyperplasia through nitric oxide released
by these cells [11]. A recent meta-analysis, in which the
authors found that acellular TEVG showed a lower pa-
tency rate than recellularized grafts draws attention to
the importance of recellularization, surface modification,
and preconditioning in achieving and maintaining super-
ior graft patency rates [12]. Mature endothelial cells
(EC) of human or xenogenous origin have been used for
reconstruction of the luminal endothelial monolayer
[13]. However, isolation of EC involves an invasive pro-
cedure and therefore cannot be used by default for
TEVG construction [13]. Endothelial progenitor cells
(ECPC) show qualities of EC upon exposure to

physiological shear stress and can be isolated from the
peripheral blood through routine venipuncture [14].
Moreover, ECPC isolated from peripheral bleod of pa-
tients with multiple comorbidities can be used to engin-
eer  autologous VG with  decreased need for
immunosuppression and show a more optimal seeding
efficiency when co-cultivated with human umbilical
cord-derived mesenchymal stern cells (hMSC) [15). Con-
tact of blood with artificial biomaterials or with — in a
pathophysiological context — exposed ECM  activates
thrombotic and inflammatory reactions [16]. Suoccessful
restoration of the endothelial lining significantly lowers
thrombogenicity, a severe complication that can lead to
graft failure and need for re-intervention [17, 18] EC
play an important role in mediating and impeding
thrombosis through interaction via various mechanisms
with platelets and leukocytes [17]. Despite widely ac-
knowledged importance, ex vivo thrombogenicity testing
is a challenging, and neglected area in the field of tissue
engineering of vascular grafis [18-20]. Dynamic whole
blood perfusion experimental setups are indispensable,
since they correctly recapitulate the dynamics of throm-
bosis, but are associated with a high degree of complex-
ity amd experimental sophistication [18]. The optimal
experimental setup must fulfill three main requirements:
1) Provision of flow to mimic physiological conditions
that occur during thrombus formation, which might
cause detachment of endothelial cells from the thrombo-
genic luminal surface and consequently modify the re-
sults. The implemented flow also affects the endpoint
selection. 2) Whole blood as perfusion fluid and the op-
timal amount of anticoagulant substances. 3) It requires
a balance between the surface area of the tissue engi-
neered construct seeded with endothelial cells and the
thrombogenic surface area of the connecting tubes,
which is especially difficult to achieve in an ex vive
whole blood perfusion setup [18].

In the present study we mainly investigated the
thrombogenic benefits of surface modification of decel-
lnkrized bovine carotid arteries in an ex vivo closed loop
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whaole blood perfusion system. We first humanized the
luminal surface of the grafts by co-seeding them with
hECPC derived from surgical patients and with human
umbilical cord-derived MSC (hMSC). We compared two
recellularization protocols and implemented daily mea-
surements of glucose and lactate levels as R2.3 indica-
tors of cell proliferation, cell death, and luminal
endothelial cell coverage (LECC). Based on previous re-
sults by Ot et al. showing a 54% LECC of the pulmon-
ary vasculature of a rat lng allowing successful
orthotopic transplantation, we aimed for a LECC of
greater than 50% [17]. Lastly, we perfused decellularized
and recellularized vascular grafts with human whole
blood in an ex vivo perfusion system and compared
hemolysis values and complete blood count parameters
at three different time points. To the best of our know-
ledge, this is the first study to evaluate the antithrombo-
genic  impact of humanization of decellularized
xenogeneic vascular grafts in an ex vivo dynamic whole
blood perfusion (WEF) experimental setup.

Methods

Decellularization of bovine carotid arteries [dBCA)

The bovine carotid arteries were harvested from cows
from a local abattoir. The animak were termnated and
halved. At the ime of harvesting, the carotid arteries on
both sides of the neck were already exposed. Within a
short time, the arteries were carefully and sharply dis-
sected together with the surrounding tissue. Finally the
vessels were rinsed in ice cold phosphate buffered saline
(PBS, Biochrom, Berlin, Germany) to remove any blood
remnants and transported back to the laboratory on ice.
There, surplus tissue was removed and the arteries were
further dissected inte segments of 6—10cm and stored in
- 80°C until further use. We approximately harvested a
total of 100 carotid arteries, which had an internal diam-
eter between 0.5 and (.7 crm and a length of 6o The
decellularimtion protocol has been previously described
[15]. Briefly, arteries were washed in double-distilled water
at 4°C in two cycles of 24h each and later subjected to
three cycles of 24h each of enzymatic digestion (2h of
treatment with 0.05% Trypsin in 0.02% EDTA in PBS,
Sigma-Aldrich, 5t Lowis, MO, USA), agitation in a deter-
gent solution (4h of treatment with Triton X-100 0.1%,
Roth, Karlsruhe, Germany) and DMNAse digestion (2h of
treatment with DNAse-1, 8mg/mlL, Roche Diagnostics,
Risch, Switzerknd) at 37 °C. In betwem cycles, samples
were washed in PBS. Lastly, grafts were kept in sterile PES
supplemented with 1% penicillin /streptonycin (Biochrom
GmbH, Berlin, Germany) at 4*C until use.

Cell isolation, expansion and culture
Approval for isolation of hECPC from peripheral blood
of patients being treated in the Department of Surgery,
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Charité — Universititsmedizin Berlin, Germany was
given by the local ethical board (Ethitkomission der
Charité, EA2/123/10). Informed consent from all pa-
tients enroled in this study was present prior to
venipuncture, hECPC and hMSC were used for recellu-
larization. Isolation of hECPC was performed from a
total of 8 patients (50% female), according to the proto-
cal established in our previous study [15], briefly periph-
eral blood was obtained and blood samples were
heparinized. Mononuclear cells were isolated using Bio-
call (Biochrom) density gradient centrifugation and the
suspension was plated on fibronectin-gelatin-coating and
incubated at 37 °C and 5% CD2 for 4 days with EBM-2
medium. Afterwards, all non-adherent cells were washed
off with PES, a new EGM-2 medium was added, changed
daily for 1 week and then every other day. The mean age
of the patients was 50 + 13.5 years. 50% of these were di-
agnosed with a malignant disease, 25% with an auto-
immune disorder, and 25% with other diseases
[Supplementary Table 1). The cells were expanded and
cultured in Endothelial Growth Medium, composed of
EBM-2 (PromoCell GmbH, Heidelberg, Germany) sup-
plemented with 20% fetal bovine serum (FBS Biochrom
GmbH, Berlin, Germany), SupplementMix (PromoCell
GmbH, Heidelberg, Germany), 500 UimL penicillin and
500 pg/mL streptomycin (both Biochrom GmbH, Berlin,
Germany) on (0.02% gelatin-coated plates (0.2 mg/ml
Gelatin; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and used
within passages 3 to 6. hMS5C were purchased from
ATCC (Human Umbilical Cord-Derived Mesenchymal
Stem  Cells, PCS-400-030, ATCC ( LGC Standards;
Wesel, Germany) and cultured in Dulbecco’s Medium
(DMEM, 1g/lL glucose; Biochrom GmbH, Berlin,
Germany) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS, Biochrom GmbH, Berlin, Germany), 500 U/ml
penicillin, 500pg/ml streptomycin  (both  Biochrom
GmbH, Berlin, Germany) and 1% glutamine (Biochrom
GmbH, Berlin, Germany) and used within passages 3 to
7. All cells were cultured at 37 °C in a humidified 5%
C0Oy incubator (Binder GmbH, Tuttlingen, Germany).

Dynamic seeding and static culture of hECPC and hMSC

Prior to seeding, we sterilized decellularized bovine ca-
rotdd arteries (dBCA) in 002% peracetic acid (PAA,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 4% ethanol
(EtOH) for 6h at 4°C, washed them in PBS until pH
value was physiological (73-7.4) and soaked them in
fresh EGM-2 overnight. A perfusion chamber that per-
mits dynamic seeding static culture, and dynamic cul-
ture was developed (Fig. 1A, B). The chamber consists of
a custom-made bioreactor (a), in which the graft-
containing portion (b) was plced between the two main
inlets and connected to two three-way stopcocks (d) via
one connecting tube. To seed dBCA, a 48-h protoco
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consisting of 8 x3-h cell-seeding rounds and overnight
static incubation was established. First, the components
of the graft-containing chamber were assembled in a ster-
ile culture hood. The graft (c) was embedded in the graft-
containing portion of the chamber, filled with culture
medium, and put in a 37°C incubator (Binder GmbH,
Tuttlingen, Germany). In the first four rounds, hECPC
and hMSC were pooled and injected simultaneously using
a syringe pump at a flow rate of 40ml/h. Thereafter, cells
were washed in PBS, trypsinized for 5 min, centrifuged at
300 x g for 5min, and resuspended in the respective
media. In total a density of (2251 £19.75) x 10° ECPC
and (1207 +986) x 10° MSC was supplied. Finally the
cells were pooled and collected in a 2:1 ratio in a 20 ml
syringe. EGM-2 and DMEM 1:1 mixture was used for
flushing the connecting loops after cdl seeding. Cell

seeding was carefully performed in a laminar air flow hood
using a syringe pump at a rate of 40 ml/h to avoid detach-
ment of the previously seeded cells. The graft-containing
chamber was transferred to the 37 °C incubator (Binder
GmbH, Tuttlingen, Germany), and cells were allowed to
attach horizontally for 3 h. The chamber was conneded to
the oxygenation tubing (95% oxygen, 5% carbon-dioxide;
DASGIP MX4/4, Eppendorf Vertrieb Deutschland Gmbi,
Wesseling-Berzdorf, Germany) and was rotated by 45
(longitudinal axis) each round. In the kst four rounds,
only hECPC were used, and the seeding was performed
similarly. After each round, 0.5ml culture medium was
collected from the bioreactor for blood gas analysis (BGA)
and parameters were evaluated with the standard ABL
800 analyzer (Radiometer, Copenhagen, Denmark) to
monitor cell viability/proliferation.
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Flow dynamics and shear stress measurement

We calculated the shear stress the graft wall was sub-
jected to at different flow rates during the dynamic cualti-
vation of 10days and during the whole bood perfosion.
The investigations of the flow field were performed
using the commercial CFD software STAR-CCM+ (CD-
Adapeo, Melville, Mew York), which uses a finite volume
approach. The computational domain was discretized
using polyhedrons in the main flow section with a base
size of (02 mm and prismatic elements forming 12 inflat-
able layers on the walls for a high resolution of the wall
gradients. The power quality criteria were kept within
the range recommended by the STAR-CCM+ guidelines.
A vessel with a diameter of 6 mm and a length of 60 mm
was simulated. To ensure that the flow was fully devel-
oped, an inflow area was added in front of the vessel
The resulting mesh consists of 691 482 cells. The gradi-
ents in the flow field were discretized using the Hybrid
Gauss L50) method. A viscosity of 0.6913 mPa®s was as-
sumed for the nutrient solution according to MHuber
et al. [21]. The density of blood was assumed to be
1058g/em® and for the shear dependent viscosity the
Carreau-Yasuda model with the parameters described by
Abraham et al. [22] was used. The Reynolds number
was estimated at 61 for the nutrient solution and 3.5 for
whaole blood. Due to the low Reynolds numbers, a lam-
inar, steady flow with constant density was assumed.
Mesh independence was achieved by refining the mesh
until the change in the target value of the wall shear
stress was below 1%.

Dynamic culture of Recellularized grafts

After the first 24h of static colture, the graft-containing
chamber was connected to the perfusion system. The
reservoir bottle was filled with 50ml culture medum
(EGM-2: DMEM in a 1:1 ratio) and the system was
flushed to eliminate air before the graft-containing
chamber was embedded and the bioreactor was trans-
ferred to the incubator (Fig 1C, D). Cells were then
allowed to rest quasi-statically on the luminal surface of
the dBCA for 24 h before encountering pertinent flow.
During this period, the culture medium was pumped at
a slow flow rate of 0.3 ml/min. The next day, perfusion
started at an initial flow rate of 0.6 ml/min, which was
gradually elevated to 6 ml/min and 8 ml/min over 10
(m =8) and 14 (n =5) days. We aimed to subject hRECPC
to gradually increasing shear stress, while simultaneously
maintaining optimal medium flow to supply all cells with
nutrients. Daily rephcement of half of the cuolture
medium, control of cell viability/proliferation parame-
ters, and graft rotation of 45° ensued. In total, 13 recellu-
larization experiments were performed. Of those, five
were dynamically cultivated over 14 days. However, the
first set of analysis of cell culture parameters and
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endothelial coverage revealed superiocity of 10-day per-
fusion over I4-day perfusion. Hence, 10days dynamic
culture was applied in the rest of the experiments (n =

8). One representative experiment was terminated after
the 24 h dynamic seeding (n = 1).

Histolegial and Immunchistochemical analbysis

First, histological and immunohistochemical
characterization of the dBCA was performed: The decel-
lularized grafts were fived in paraformaldehyde (Herbeta
Arzneimittel, Berlin, Germany) for 24 h, dehydrated with
an upooming series of alcohol, and finally embedded in
paraffim (Sigma-Aldrich / Merck, Darmstadt, Germany).
The paraffin blocks were then sectioned at 5 pm thick-
ness and stained with hematoxylin and eosin (H&E,
Applichem, Darmstadt, Germany). Moreover, to confirm
the preserved microanatomy of the dBCA, staining was
performed with Rabbit polyclonal Anti-Laminin anti-
body diluted 1:50 [Abcam, Berlin, Germany, catno.
abl1575), Rabbit polyclonal Anti-Collagen 1 antibody
(Abcam, catno. ab6308) diluted 1:400 and Rabhit poly-
clonal Anti-Collagen IV antibody (Abcam, catno.
abs586) in 1400 dilution. For immunohistochemical
staining, 0.01 M citrate buffer was used for antigen re-
trieval (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
and 3% goat serum for blocking (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany).

The recellularized grafts were processed as mentioned
above and the paraffin blocks were then sectoned at
5 pm thickness and stained with hematoxylin and eosin
(H&E, Applichem, Darmstadt, Germany). ECPC were
stained with Rabbit monoclonal Anti-CD34 (Abcam,
catno. abl10643) diluted 1:300, Rabbit Anti-CD¥31 anti-
body (Bioss Antibodies Inc, Wobumn, USA, cat. no. bs-
0195R) diluted 1:100, Rabbit Anti-eMNOS (Abcam, catno.
abG589) diuted 1:100 and Rabbit anti-von Willebrand
Factor antibody (Abcam, cat no. ab6994) diluted 1:50.
hMSCs were stained with Rabbit monoclonal CDV anti-
body (Abcam, cat. no. ab52625) diluted 1:100. Secondary
goat anti-rabbit IgG H&L (Alexa Fluor 594, ab150080)
was diluted 1:400. Dako LSAB2 System-HRP (Agilent
Technologies, Cat #K0675) and 3.3'-diaminobenzidine
[Agilent Technologies) were used for visualimtion. Sec-
tions were mounted with Permount Medium (Aquatex,
Merck, Darmstadt, Germany). Images were taken with a
Zeiss Axio Observer.Zl (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Germany).

Evaluation of accuracy of glucose and lactate as

indicators of luminal coverage

At the end of the dynamic culture, estimated luminal
endothelial cell coverage (LECC) based on the H&E
staining of all vascular grafts was calculated. Paraffin sec-
tions from the left, middle and right portion of the graft
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were evaluated independently and the results were given
in percentage (%). The mean coverage in percent of all
three sections and the mean of the calculated percentage
of the two separate evaluators was taken as the final
LECC. In total, 13 experiments were evaluated. Seven of
these were sole recellularization experiments, and six
were the recellularized TEVG perfused with whole
blood. Furthermore, we investigated the correlation be-
tween glucose and lactate on the day before finalization
of the experiment with the calculated hminal coverage
(r = 13). Fmnally, the sensitivity, specificty and Youden's
index were calculited to investigate performance of gh-
cose as an indicator of LECC = 60%, the receiver operat-
ing characteristic (ROC) curve was plotted, and its area
was determined.

Designing and heparin coating of the whole blood
perfusion system

The perfusion setup used during recellularization was
adapted for use in our ex vivo whole blood perfusion ex-
periments. In addition to lowering the tubing of the flow
circuit to a minimum, heparin coating to further de-
crease thrombogenicity was performed according to a
previously established protocol [23]. Briefly, the perfu-
sion system was first statically incubated with the poly-
meric amine polyallylamine (025 mg/mL, Corline
Systerns AB, Uppsala, Sweden) dissolved in sodium bor-
ate buffer (250 mM, pH ) for 15 min. Afterwards, a sur-
face bound electrostatic complex was formed by
incubation with a solution of a macromolecular conju-
gate of heparin (Corline Heparin Conjugate, (.1 mg/mL;
Corline Biomedical, Uppsala, Sweden) in sodium acetate
buffer (0.1 M, 0.5 M NaCl, pH4) for 60 min. After each
step, the perfusion system was rinsed three times using
Milli () water. The same procedure was repeated one
maore time. The system was then incubated in sodum
borate buffer (250 mM, pH %) for 15 min to remove ex-
cess conjugate. Lastly, incubation in acetic anhydride so-
lution (0.1% n 250 mM Na borate buffer, pH 10.5) for
10min to bock residual amino groups followed. All
steps were performed at room temperature. If not imme-
diately perfused, the whole blood perfusion system was
filled with PBS and stored at 4 °C.

Ex vivo whole blood perfusion of vascular grafts
Blood was drawn from six healthy volinteers aged be-
tween 18 and 65 years old with no known immunodefi-
ciency, hereditary disease, or chronic organ dysfunction.
Approval was given by the local ethical board (Ethikko-
mission der Charité, EA1/73/20), and informed consent
was obtained from the donors.

First, the whole blood perfusion of the unseeded and
seeded grafts was prepared: While the perfusion system
was cogted with heparin using the protocol mentioned
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above, a 20mL syringe that would later be used to draw
the blood was simulaneously filled with 20 pl heparin
(100 U) and incubated at 37 *C for 1 h. Finally, the perfu-
sion system was constructed. When the system and the
unseeded TEVG were perfused, either the connecting
tubes of both sides of the perfusion system were at-
tached to each other or the decellularized bovine carotid
artery was embedded into the perfusion system. If whole
blood perfusion of the seeded graft immediately after
seeding was performed, the recellularized TEVG was
embedded into the system together with the TEVG-
containing portion of the perfusion system. Fresh 20 mL
whole blood was drawn from the donors into the previ-
ously heparinized plastic syringe and into one ethylene-
diaminetetraacetic acid (EDTA) prepared sample tube.
The latter served as the pre-perfusion control (t0). After
gentle shaking in the syringe, blood was dispensed to the
systerm, and loops were flushed at a rate of & ml/min, the
same flow rate applied during the 10-day conditioning
period. The blood-containing reservoir was placed on a
shaker and continuously shaken at 90 rpm. The VG-
containing portion of the system was plced in a dish
filled with previously warmed PES to prevent drying out
of the graft. The perfusion time was set at 2 h
Hemolysis evaluation via BGA (ABL 800 analyzer, Radi-
ometer, Copenhagen, Denmark) to monitor cell viabil-
ity/proliferation and collection of EDTA probes was
performed for each donor separately at three time-
points: before perfusion (t 0), 1 hour (t 1), and 2 hours (t
2) after perfusion. The collected probes were immedi-
ately sent to the laboratory (Labor Berling Charité-
Vivantes GmbH, Berlin, Germany). To demonstrate the
difference between seeded and unseeded VG, blood was
drawn at three separate times from each donor and
complete blood count parameters at three different time
points were compared: a) WEP of connecting loops (w/io
TEVG, n =6) b) WEBP of decellularized grafts (dTEVG,
n =i); c) WEP of recellularized grafts (rfTEVG, 1 = 6).

Histolegical and Immunochistochemical analysis of
wascular grafts after WBP
After WEP the graft was shortly immersed in previously
warmed Ringer solution (Fresenius Kabi AG, Bad Hom-
burg, Germany) to remove residual blood and subse-
quenthy fixed in  paraformaldehyde  (Herbet
Arzneimittel, Berlin, Germany) for 24 h, dehydrated with
an upcoming series of alcohol and finally embedded in
paraffin (Sigma-Aldrich). The paraffin blocks were then
sectioned at 5pm thickness, stained with H&E (Appli-
chem, Darmstadt, Germany) and LECC was calculated.
Furthermore, we performed the same immunohisto-
chemical stainings for hRECPC and hMSC.

To histologically evaluate thromboresistance of seeded
grafts and thrombogenicity of unseeded ones
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decellularized and recellularized whole blood perfused
grafts were stained with Rabbit polyclonal ami-CO4T
antibody (Abcam Cat ab63983) in a 1:400 dilution. Be-
fore mcubating with the primary antibody, tissue slices
were blocked with Serum-Free Protein Block (Agilent
Technologies, Dako X0909) and Avidin/Biotin (Thermo-
fischer Scientific). Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa
Fluor 594, Abcam Cat: ab150080) diluted 1:400 was used
as a secondary antibody. The CDM1 smining revealed
multiple cell nuclei attached to the luminal surface of the
decellularized vascular grafts. To further investigate this
finding, histological staming with H&E and immunohisto-
logical staining with Rabbit amti-CD3I antibody (Bioss
Antibodies Inc, Woburn, USA, cat. no. bs-0195R) diluted
1100 and Mouse amti-CD45 antibody (Clone X16/499,
Leica Biosystems, Wetzlar, Germany)] diluted 1:100 was
performed. For staning with amti-CO45 antibody, Pro
Tags Antibody diluent (BioCyc GmbH, Potsdam,
Germany) was used. Finally, sections were mounted with
Permount  Medmm  (Aquatex, Meck Darmstadt,
Germany). Images were taken with a Zeiss Axo Obser-
ver£] (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany).

Bioburden analysis

We performed bioburden analysis following each experi-
ment to confirm absence of contamination. To achieve
that, 5ml culture medium was mixed with 7ml SOC
[Super Optimal Broth with Catabolite Repression)
medium and incubated for 24, 48, 72, and 9% h at 37 °C
and 150 RPM. S0OC/Sputum micture was used as the
positive control. Absorbance was measured at 425 and
600 nm using NanoDrop 3000 C Uv-Vis Spectropho-
tometer (Thermo Fisher Scientific). SOC/PBS mixture
was used as a blank.

Statistical analysis

All data were analyzed and visualized using GraphPad
Prism version 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, Califor-
nia USA) Gaussian Distribution was calculated using
the Shapiro-Wilk normality test. Data are expressed as
the mean + standard error of the mean (SEM). Ordinary
Omne-Way ANOVA (data with Gaussian Distribution)
followed by Tukeys Multiple Comparison Test or
Eruskal-Wallis Test (data without Gaussian Distribu-
tion) followed by Dunn’s Multiple Comparison Test was
performed to compare cell culture parameters. ROC
analysis was performed to determine the sensitivity and
specificity of glucose as an indicator of LECC and the
cut-off value was determined using the Youden Index.
Student’s paired t-test was performed to compare be-
tween arterial and venous BGAs Pearson's correlation
coefficient (r) or nonparametric Spearman'’s correlation
coefficient were used to investigate the association be-
tween BGA parameters and histological evaluation. Data
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iz presented as 95% confidence interval (C1). A p-value
of less than (L5 was considered significant.

Results

L1 Wall Shear Stress in the Simulated Dymamic
Cudtivation and WBP Mode

We measured the wall shear stress (W55) exerted on
the vascular graft during the dynamic cultivation using a
simulation setup. Aiming to supply cells with nutrients
in a contnuous manner, without skipping any regions
and to avoid cell detachment due to abruptly increasing
flow rates we chose to supply the vascular grafts with a
sub-physiological shear stress during the dynamic cult-
vation with cell medium. The maximal flow velocity in
our simulated vascular graft was registered in the central
part of the vascular lumen at a value of 0.0007m/s
(Fig. 2). We applied an initial shear stress of (L0033
dynes/cm®, which we gradually elevated to 0.0330 dynes/
cm® during the 10-day cultivation and to 00440 dynes/
cm” during the 14-day cultivation (Fig. 2). Nonetheless,
we aimed at physiological venous shear stress when per-
fusing with whole blood for 2 h and adjusted the wall
shear stress during this time to 0.6 d}"l‘E:‘IEmJ (Fig. 2).
Importanty, aiming for an arterial W55 during whole
blood perfusion would lead to very high hemolysis rates
within a very short amount of time, as it can be seen oc-

curred within 2 h during WEP under venous W55

Confirmation of Decellularization

We decellularized tubular bovine carotid arteries with an
internal diameter of (.5-0.7cm and an approximate
length of 6em In the experimental work precedng the
current one we performed an extensive comparison for
different stainings between native and decellularized bo-
vine carotid arteries, and thus did not repeat here [15].
Moreover, in the same work we performed an extensive
biochemical and mechanical characterization of the
dBCA [15]. In the current study we could show that the
vascular grafts preserved their macroscopic integrity
throughout the decellularization process. The HE&E
staining of the grafts revealed lack of residual cellular
structures, thus confirming efficient decellularization
(Fig. 3A). Moreover, immunohistochemical staining with
Laminin and Collagen IV antibodies revealed preserved
graft microanatomy (Fig. 3 B, C).

Cell viability and proliferation during seeding and static
culture

To monitor cell viability and cell culture stability BGA
parameters were measured every 3 h during the 24-h
seeding period (£3, th t9, t12, t15, t18, t21, t24). While
pH, pOy pC0, Na* and K* were used as indicators of
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cell culture stability, glucose and lactate served as indica-
tors of cell proliferation and viabdity.

The pH gradualy decreased between t3 and t24 of cul-
tivation and showed a sttistically significant change at
all ime points (£3 vs. t24: 750 £ 022 vs. 692 +0.14, p <
00001, Fig. 4A). pO; remained stable throughout all
time points (3 vs. t24 23485+ 4470 vs. 230153 +
45.42mmHg, p =0.8280, Fig. 4B). However, pC(), be-
haved differently, showing significantly increasing levels
(3 we t24: 1846 +587 vs. 365193l mmHg p <
0.0001, Fig. 40).
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Although glucose concentration remained constant
during the first three time-pomnts (£3 vs, 9 86.54 + 1704
vi 5862 £ 19.28mg/dL, p =0.6565), it continuously de-
creased after each cellular injection showing a statisti-
cally significant difference between the first and last
injection, and all ime-points after t9 (t3 vs. t24: 86.54 +

704 vs 3146 + 1678 mg/dL, p <0.0001, Fig. 4D). In
contrast lactate gradually increased, showing an insignifi-
cant change only during the first 3 h of static cultvation
(t3 wvs. i 2238+ 857 vs 3623+ 1184mg/dl, p =
0.304% 3 vs, t24 2238 + 857 vs 85+ 17.59 mg/dL, p <
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00001, Fig. 4E). Moreover, no significant correlation
could be detected between glucose and lactate, and be-
tween lactate and carbon dioxide (data not shown).
These results indicate ongoing cellular activity inside the
VG and were also monitored during dynamic cultivation
to indicate luminal endothelial coverage. These results
indicate ongoing cellular activity inside the ¥G and were
also monitored during dynamic cuoltivation to indicate
luminal endothelial coverage. Furthermaore, both sodmm
(Ma') and potassium (K') ion concentrations remained
stable during the whole reseeding process (Na', 3 vs
t24: 13909+ 799 vs 14350 + 832 mmol/L, p =0.5005,
Fig. 4F; K*, t3 vs. t24: 5.27 £ 042 vs. 570 + 0.4% mmol/L,
P =00611, Fig. 4G).

Cell viability and proliferation during dynamic culture
During dynamic perfusion, both arterial (afferent of the
graft) and venous (efferent of the graft) BGA parameters
were evaluated. However, since no significant differences
were found between the two, we chose the values of the
venous BGA for the rest of the analysis.

To find the optimal duration for dynamic cultivation
14-day (m =5) and 10-day (n =8) perfusion protocols
were compared. Although most parameters were com-
parable with both protocols (Supplementary Fig. 1A,
ghicose and lac@ate gradually shifted to baseline levels
towards the end of the perfusion in the 14-day protocol,
strongly suggesting cell detachment (Supplementary
Fig. 1B). This implication is in agreement with the infer-
ior average LECC of these grafts, which was estimated as
33% +342% from the evaluation of stained tissue slices.
Detailed analysis of the data revealed a R25 minimal,
statistically not significant rise of glucose levels from day
10 to day 14, a finding that marks day 10 as the turning
point in cell viability inside the graft (d10 s di4:
7000+ 26,01 vs BO80 + 1481 mg/dl, p > 09999, Sup-
plementary Fig. 1B). Based on these data, we mple-
mented a 10-day ex vive dynamic cultivation protocol
for our further experiments (1 = 8). Of note, the appar-
ent lack of correlation between glucose and lactate on
day 14 and the estimated LECC can be attributed to the
low sample size [(glucose: r =-05, CI: -09635 to
06523, p = 0344 lactate: r = 07550, CI: - 382 to 098,
p =014, Supplementary Fig. 1C). pH mainly remained
physiological and stable during the whole 10-day perfu-
sion period (p > 0.999, Fig 4H). Despite a statistically
significant increase in pOy when comparing levels on
day 1 with all other ime points, which can be explained
by the ncrease in flow rate, p(); and pCU0, preserved
their stability Fig. 4, [). Importantly, both glucose and
lactate remained stable throughout perfusion, implying
that cells did not ove or detach inside the graft
(glucose, dl ws difk 28.13 + 1282 mg/dL vs. 4588 +
26.52mg/dL, p > 09999, Fig. 4K: lactate, d1 vs. d1(:
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7713+ 1167 mg/dL vs. 7200 + 2062 mg/dL, p >09999,
Fig. 4L). As expected, sodium and potassium ion con-
centrations behaved similarly (Fig. 4M, N).

dBCA supports growth of hECPC and hMSC

We performed histological and immunchistochemical
staming of the statically cultvated (rTEVG) and 10-day
(dTEVG-10d) and 14-day (dTEVG-14d) dynamically cul-
tivated TEVG .

One representative experiment was finalized after 24-h
seeding and static cultivation. Histological staining of
this graft revealed intact, morphologically round cells
mostly tightly attached to the luminal surface of the
basal membrane (Fig. 5A). Immunohistochemical stain-
ing for CD31, CD34, eNOS and vWF confirmed the
endothelial orgin of the majority of these cells (Fig. 58,
C, D, E). Moreover, the stining revealed few CD90-
positive hMSC irregularly arranged within the hECPC
(Fig. 5F). As expected, lack of flow and shear stress
accounted for both the round cellular morphology and
for the numerous cell clumps located within the umen
of the TEVG (data not shown). On the other hand, H&E
staming of the 10-day dynamically cultivated VG re-
vealed an intima repopulated with a morphologically flat,
continuous, tightly attached cellular monolbyer (Fig.
5G). As smining for CD31, CD34, eNOS and v'WF con-
firmed, the majority of the cells were of endothelial
phenotype (Fig. 5H, L, ], K). Moreover, it appears the
physiological shear stress accounted for a maturation of
hMSC into endothelial cells, as suggested by the decline
in CD90 positve cells (Fig. 5L). Finally, histological
staming of the 14-day dynamically cultivated VG, re-
vealed flatter cell morphology than the 10-day perfused
VG, As predicted, this cellular monolayer appeared to be
rather discontinnous, confirming the cell detachment
earlier implied by the BGA parameters (Fg. 5M, N, O,
P, Q). Importantly, significantly fewer cells stained posi-
tive for CD90 in this group (Fig. 5R).

Endothelial seeding reduces ex vivo thrombogenicity of
vascular grafts

Dynamic venous flow rate whole blood perfusion experi-
ments were performed to test thromboresistance of
recellularized VG as opposed to unseeded VG in a
maodified dynamic perfusion system (Fig. 6A). As already
stated, a low dose heparinization of the whole blood (5
Uiml) was performed prior to perfusion. Platelet count
evaluation was selected as the endpoint. To assess the
extent of mechanical trauma and hemolysis, potassium
and oxygen levels were evaluated at three different time
points during the two-hour perfusion, both of which
rose in a statistically significant manner in all three
groups, as demonstrated in Fig. 6B, C. Although high
pottasium  levels in  accordance with considerable
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Fig. 5 Hsplogical and immunohistochemical evaluation of recelulazed vascdar grafts Hswlogica evaluation of te seadead, smacally culthated
and immediately examined vascuar graft (fTEVIGS) with HEE staining revealed muitiple, morphologically ound celis discontinuosly atached 1o
the basal memba@ne of the vascular oraft (A). Furdher immunohistoc hemical Staining with imporant endothelial call makers such as CD31 8L
(D34 (€), eNOS (D) and WF (E) revealad the majonity of the celis wes of endothalidl prenotype. A faw celis 5o stained postive for (D30,
indicating a much lower number of PMSC dispersed within the hEPC F) Hisological evaluation of he dynamically cdtivated vasoular grafis
YTEVG-10d) displayed morphologic ally elongaed cells due 1o intraduction of gadually Inceasing medium Sow and shear stess (G). Further
charactenizaton wath (D31 (H), CO34 (0, eNOS () and WWF K) mvedled that while the cells stained strongly for eNOS, (D31 and WVF, staining
with (D34, a marker of Immature BYC was much weaker, a Snding which was interpreted 10 point 1 cefl Maturation. Moreover, STaining with
CD30 antinady reveded scame hMSC dspasedart!anadvsdmmebasd membrane (L) Lastly, histological chamcretzanion of 3
far celis (M), which staired sighty posiive for CO31 (N) and
not stain for CD34 (P), eNOS (Q) and %0 R), M\gshwemhﬁeoelajntepmmaﬁ that pointed 10 excessve cell demchment and

vasoular grafts
{0} and did

hemolysis were expected in graft absence, (w/o TEVG;
t0 vs. £2: 4.66+0.60 mmol/L vs. 1440 + 441 mmol/L,
p =00007), the other two groups also showed a signifi-
cant increase of pottasium leveks, as displayed in Fig. 6C
(dTEVG; t0 vs. £2: 4124023 vs. 9.78 + 2.96, p = 0.0020
mmol/L, rTEVG; t0 vs. £2: 43104 vs. 1085+2.072,
p < 0.0001).

Most importantly, we evaluated platelet levels and ex-
tent of depletion prior to, 1 h, and 2 h after perfusion
with whole recirculating blood. Circuit blockage did not
occur in any of the experiments. No significant differ-
ence in platelet counts was identified after the first and
second hour in absence of the graft, confirming the suc-
cessful heparin coating and the feasibility of the perfu-
sion system for further thrombogenicity studies (w/o
TEVG; t0 vs. £2: 238.16 + 5291 n/nL vs. 207.33 + 12520
n/nl, p =08363, Fig. 6D). As expected, perfusion of the
dTEVG with whole blood revealed significantly reduced
platelet counts at both the first and the second hour
(dTEVG; t0 vs. t1: 25066 + 55.21 vs. 16244293, p =
00333; t0 vs. t2 25066 +5521 vs. 15246379, p =

0.0179, Fig. 6D), while platelet depletion caused by the
perfusion of the reendothelialized graft was insignificant
(rTEVG; t0 vs. £2: 24500 + 52.85 vs. 20533 + 12838, p =
0.7284, Fig. 6D).

Thromboresistance of recellularized grafts could also
be demonstrated via representative images of the lu-
minal surface of de- and recellularized grafts after WBP.
These images reveal macroscopic thrombus formation in
the lumen of unseeded grafts, but not in the lumen of
seeded grafts (Fig. 6E, F). Of note, while macroscopic
thrombus formation was not consistently present, micro-
scopic thrombus was seen in all decellularized, whole
blood perfused grafts. The cells attached at the luminal
surface of these grafts stained positive for CD41, con-
firming their platelet identity. Importantly, the staining
revealed lack of CD41 positive cells in recellularized
TEVG, thus demonstrating their thromboresistance (Fig.
6G, H). Importantly, while staining for CD41 we noticed
some CD41-negative cells that stained blue, but not
brown (Fig. 6G). The H&E staining of decellularized
whole blood perfused grafts also revealed acellular (Fig.
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Fig. 6 Whole blood parfugion of seeded and unseedead gafs for Twombogenicty Testing. The dynamic cultvaton setp was adapted for te
whde biood perfsion experments inTo a setup consisting of the vasculr gralt (@) Immesad in Ringer Soluton 10 prevent drying ou, of the
pump tubing (b), the peaswinic pump ), the shaker (d), the bioodfiled =senvoir (€] and the plastic Tubing ) connecting the resenvoir 1o the
araft. The whole system was coated with hapasn pior 10 STrting the expaiment and the shaker was st at 90 rpm throughout the pefision (Al
Evaluation of ooy genation prior 10 {0, holiow syminol), at the fist (11, $led symbol) and second hour (@, crossed symbd) affer staring the
parfision revealed increasing oxygen levels which were sgnificant at the second haur {B). Moreover, evaluation of hemolysis revealed exensvely
incraxsing K7 vaues more enhanced In e Siow drouit in absence of TEVIG bux also significant in te other two growps (O Bvaluation of
platedes as main endpoint for thram bogenicity Bsting indicated the seeded arafts ae fvomboressiant since they induced a nonsignficant
reduction in plateler while the deceliularied non-seeded grafts induced a significant seduction (D). Macroscopic evahation of the whole bilood
parfused decelidanized gaf mveded thrombus frmaton on the lumingl surfce (E) a finding that was not prsent in recaliulatzed grafts (F).
Staining of unseedad g@fts with (D41 revesled platsiets atachad © the hasal membane, poinTng 10 Ther thiombogenicity (G). Seeded, whobe
blood perfused grafts stained negative for (D41, thus hstoogically confinming their thromboressince H). Since the (D41 staining of
decelluanzed grafts reveded numenus (D41 negative calls, we repaated the HEE staining for these grafts, which revealad several acallular areas
1) and severa cellular areas J), which corres ponded with the ones seen in the (D41 staining. Staining with the leukocyte common antigen (D45
reveded a large number of these celis were leukocy®s, a finding that confiened our inital hypothess of Swombus foamation (K). Lastly, the
(D31 staning we pafomed 1o make sure these cells were not cell remnants of inadequate decelidanzanion was, as expeced, negative (L.
Qrdinary One-Way ANOVA oliowed by Tukeys Muriple Compatson Test was parformed {4, p <005, *%, p <007, ***, p <Q001; ***, p < Q0001)

61) and cellular (Fig. 6]) regions in the basal membrane,
a finding in line with the CD41-negative cells seen in
Fig. 6G. To further investigate their origin, the cells were
stained with the leukocyte common antigen, which re-
vealed multiple CD45 positive cells (Fig. 6K). These find-
ings suggest the thrombus remained attached to the
luminal surface of the decellularized grafts even after
slight perfusion with Ringer solution. Moreover, staining
with anti-CD31 antibody was negative, confirming these
cells were not EC, and thus not remnants of an ineffect-
ive decellularization (Fig. 6L). The difference in color be-
tween the figures is related to the brightness settings in
the microscope. In conclusion, while seeded grafts did
not show macroscopic or microscopic thrombus forma-
tion, the unseeded decellularized grafts revealed multiple
blood cells attached to the luminal surface in a

discontinuous manner, some of which were identified to
be thrombocytes and leukocytes via CD41 and CD45

staining respectively.

Whole blood perfusion did not affect integrity of
reconstructed endothelial monolayer

Cell dislodgement is an important concern regarding
ex vivo whole blood perfusion setups. Therefore, we per-
formed histological and immunohistochemical analysis
to evaluate the integrity of the endothelial monolayer
and endothelial coverage of the grafts after perfusion.
When assessing the stained tissue slices, we detected
various grades of detachment of the monolayer from the
intima, as it can be seen in Fig. 7. However, this was also
the case in the recellularized grafts considered for calcu-
lation of the LECC. We hypothesized it was an artifact
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caused by sectioning of the paraffin blocks. Although de-
tached from the luminal surface in some slices, histo-
logical staining with H&E revealed an intact cellular
coverage of the intima (Fig. 7A). The morphology of
CD31, CD34, vWF and eNOS positive hECPC and CD90
positive hMSC was similar to the non-perfused recellu-
larized VG (Fig. 7B - F). Importantly, the mean luminal
coverage of the whole blood perfused TEVG (1 = 6) was
estimated to be 61+ 5%. Lastly, when assessing the
stained tissue slices, we detected various grades of de-
tachment of the monolayer from the intima, which was
especially visible in 10 out of 43 sections. We hypothe-
sized it was an artifact caused by sectioning of the paraf-
fin blocks.

Glumse mnsumption and lactate production as

indicators of luminal coverage

We evaluated the LECC of 13 recellularized grafts dy-
namically cultivated over 10 and 14 days. As mentioned
above, the estimated LECC of the 14 day perfused grafts
was 33 + 34.2%, while the mean LECC of the 10 day per-
fused grafts was 61.25 + 9.10%, whereby the highest was
74% and the lowest 47%. We first investigated the poten-
tial of final glucose levels of the static culture to be used
as non-invasive indicators of luminal coverage. We hy-
pothesized they would not be an effective indicator,
since subjection to long term high shear stress would ul-
timately cause detachment of formerly attached cells. As
expected, no significant correlation was found between
ghicose levels of the 24 h sample (before dynamic perfu-
sion) and luminal coverage (B =02111, %% O -
08063 to 0.1226, p = (L1142 Fig 8A). However, ghicose
levels on the day prior to finalization of the dynamic cul-
tivation proved to be a more suited indicator. The cor-
relation analysis revealed a statistically significant
indirect correlation (R? = 0.4877, r = - (.6983, 95% CI: -
09022 to -02395, p =0.0079, Fig 8B), showing that
low glucose levels on the day before finalzation of the
experiment correlate with an improved LECC and can
be used as a reliable non-invasive indicator of luminal
coverage of the graft. The same analysis was performed
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for lactate production for both, static and dynamic col-
ture. While the first correlation was statistically insignifi-
cant (R = 0152, r = 03898, 95% C1: - 0.2053 to 0.7745,
p =01879, Fig. 8C), the latter revealed a statistically sig-
nificant direct correlaton to luminal coverage (B =
0.5328, r =073, 95% CI: 02994 to 09135, p = 0.0046,
Fig. 8D). Glucose levels lower than 62 mg/dL. demon-
strated the best efficacy for indicating LT » 60%, with a
100% sensitivity and 87 5% specificity (Youden's Index =
0.8571). The area under the curve, as calculated from
the ROC analysis, was 0.9643 (Cl: 0.8716-1057, p =
0.0053, Fig. 8E).

Bioburden analysis

We compared the absorbance of the dynamic culture
supernatant (culture medium + 50C, n =13) to the ab-
sorbance of the positive control (culture medium +
SOC + sputum, n =3) after 24, 48, 72 and % h of dy-
namic incubation. The positive control showed constant
contamination at all time points and at both 425 and
600 nm, while no contamination was detected in our ex-
perimental setup (Fig. 8F and G, p <0.0001 at all time

points).

Discussion

Decisive progress regarding the availability of vascular
grafts in vascular surgery in case of unavailable autolo-
gous grafts is urgently needed [6, 7]. Here we test and
demonstrate the ex vive thromboresistance of biological
tissue engineered vascular grafts [TEVG) based on de-
and recellularization by perfusing them with human
whole blood over 2 h. R2.2 Based on a retrospective
clinical study, out of all revascularization procedures
performed due to peripheral artery disease, a graft was
urgently needed only in 5% of the cases [24]. Recellular-
izing a TEVG with autologous cells that previously need
to be expanded and then dynamically conditioned in the
graft for long periods of time is not appropriate for this
clinical scenario. However, in most of the cases the dis-
ease develops gradually, and there are many screening
methods that can be employed in low-risk and high-risk

Fig. T Hemdogical and imenumohistochemical evaluation of sesded vasoular omfs after perfision with wihole Diood  Histological evabuation of
e wihole biood perfsed seeded grafts revealed Sndings smilar 1o the seeded, non-biood perfsed grafts, whesby cells were amadhed © the
sl membEne (A Staining with antiCD31 (8], ant-0034 §0), anti-e405 D) and anti-wW antibody (B reveated the majority of the calls wes
enviothalial calls, whils staining with antC D90 antibody §F) muesled e location of e A5 Scale bar represents 50 pm
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patients [25]. Thus, in many primary cases with chronic
disease or cases with failure of the acutely implanted
graft, there is some time available to develop the con-
struct We hypothesize that in these cases the isolation
of the autologous cells would immediately follow at the
time of diagnosis, and the surgery would be scheduled to
fit the time span required for the construction of the
TEVG. Finally, the implantation could be performed.
Reconstruction of the endothelial lining is decisive for
long-term patency of TEVG in vive [26-29]. However, a
consensus on the most optimal way to perform cell
seeding is absent [4]. Meimitart et al. reported that
in vitro seeded ePTFE grafts perform significantly better
than non-seeded synthetic grafts and show comparable
patency to autologous venous grafts (644% vs. 68%)
[30-32]. Our present study provides further nsight into
the topic of in vitro seeding of VG by discussing the effi-
cacity, advantages and limitations associated with this
approach. Endothelial cells are the main players in in-
tima reconstruction [33-36]. An imporant 20-year-long
clinical study by Herrmann et al. implemented autolo-
gous EC isolated from patient-specific vein segments to
reendothelialize decellularzed VG, an invasive proced-
ure that subjected patients to additional hospitalization-
associated risks such as multidrug resistant infections
[37]. ECPCs have emerged as a more advantageous alter-
native to mature EC since they can be isolated from per-
ipheral blood v routine wvemipuncture [38, 39].
Maoreover, it is possible to construct an autolgous VG
using ECPC isolated from patients with multiple cardic-
vascular or other morbidities [15]. Indeed, several other

important studies such as those performed R24 by
Hinds et al. [40, 41], Tranguillo et al. [42], and Truskey
et al. [43] have implemented late-outgrowth endothelial
progenitor cells in TEVG construction and subsequent
biccompatibility evaluation. Herein we successfully used
hECPC isolated from eight patients with various comor-
bidities to reconstruct the endothelial monolayer of
dBCA grafts. Our immunchistochemical analysis re-
vealed the seeded cells stained positive not only for
ECPC markers, such as CD34, but also for mature EC
markers, such as CD31, vWFE, and eNOS (Fig 5 A-L),
corroborating with studies reporting that ECPC express
mature EC markers when subjected to physiological
shear stress and long-term culture [44]. Moreover, mamy
authors report that MSC increases EC viabdity through
the release of paracrine factors, an effect that is further
enhanced under physiological shear stress [45-48].
Based on the data gathered in these studies and the data
published by our group [15], we co-cultivated hEPC with
hMSC derived from the umbilical cord. However, these
celk are not an option when personalized TEVG are
aimed. Although traditionally the bone marrow has been
the most important source of MSC in humans [49], over
time alternative sources such as the adipose tssue [50,
51), the salivary gland [52], and dental tissue [53] among
others have also been identified [54, 55]. Especially the
adipose tissue has become a very promising tissue source
for allogeneic hMSC and tissue engineering, because the
isolation invobves only a minimally invasive procedure
without major morbidities and long hospitalization.
Thus, the viability of the results presented here needs to
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be explored with further studies where both cells are iso-
lated from the same patient.

The in vivo performance of tissue engineered vascular
grafts upon implantation depends mostly on the optimal
ex vivo conditioning preceding the implantation. One of
the most important aspects of optimal preconditioning
is the supplementation of physiological flow and shear
stress to avoid cell demchment upon encounter with
blood flow and shear stress in vivo [56]. Physiological
wall shear stress (WS55) values range from 10 t©o 16
dynesfcm? for large diameter arteries (0.3 cm) and 18-
26 dynesicm® for small diameter arteries (0.1-0.06 cm)
[56, 57]. On the other side, the great saphenous vein reg-
isters physiological shear stress of 0.2 dynes/cm® and a
non-pulsatile flow [58]. In the present study we pur-
posely subjected the vascular grafts to a subphysiological
WSS of 0033 d}'nes.fcm'! during the dynamic culture,
and then adjusted to physiological venous W55 of 06
dynes/cm” during WEFP (Fig. 2B). The gradually increas-
ing shear stress achieved in the current study accounted
for a histologically visible change in cell morphology and
prepared the cells for the physiological shear stress they
were subjected to during ex vive WEP experiments, as
demaonstrated by the preserved luminal coverage. An im-
plantation of these TEVG would subject the ECPC to
abruptly changing arterial shear stress varying from less
than 1 dynes/em® to 600 dynes/cm® [59, 60], hypothetic-
ally leading to cell detachment. Unfortunately, it is ex-
tremely challenging to  achieve more physiological
arterial flow rates and shear stress in ex vivo perfusion
conditions, rendering implantation experiments indis-
pensable [61]. Indeed, our calculations show that to
achieve physiological arterial W55 values while cultivat-
ing cells with cell medium, approdmate flow rates ran-
ging from 860ml/min to 1460 ml/min are required,
which translates into either abruptly increasing high flow
rates with the risk of cell detachment [56] or slowly in-
creasing flow rates over exceedingly long-term culture
periods, which also leads to cell detachment (Fig. 5 M-
B). Moreover, the composition of the perfusion system
may also have an effect on conditioning, matiration,
proliferation and functonality of the seeded cells. In-
deed, the presence of a medinm-containing reservoir,
connecting tubes and three-way stopeocks in the perfu-
sion system accounts for disrupted and turbulent fow.
On the other side, although the peristalic pump exerts
pulsatile flow that imitates blood flow in the body, it also
accounts for high mechanical trauma and extensive
hemolysis. All in all, although we were able to achieve
some physiological conditions for the dynamic cultiva-
tion of our TEVG, the ex vivo environment is not ideal,
and the preliminary short-term conditioning that is pos-
sible within these conditions must be followed-up by an
implanta tion.
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Successful in vitro engineering of vascular grafts re-
quires a dependable method that enables continuous
noninvasive supervision of cell culture conditions and
extent of cell viability, demchment or overgrowth [62,
63]. Despite some variations, our method is in line with
that used by Carrier et al. in a study published in 1999
[64]. We implemented glucose uptake and lactate pro-
duction as non-invasive indicators of cell proliferation
and viahility, and pH, pO0,, pOy, Na*, and K* as indica-
tors of cell culture stability. Regular measurement during
the static seeding revealed gradually decreasing glucose
levels associated with a significant increase in lactate and
pC0; and a significant decrease in pH (Fig. 4). While
the gradual increase in pCOy during static cultivation of
our grafts could be explained by the Krebs cycle involved
in aercbic glycolysis, the anaerobic glycolysis that occurs
at msufficient oxygen levels could be the reason behind
the increase in lactic acid, both generating low pH [65]).
We interpreted the absence of these changes during the
dynamic culture to indicate cell culture stability, lack of
cell overgrowth and lack of cell detachment. The most
striking result emerging from this data is the significant
indirect correlation between final glocose levels of dy-
namic culture and the estimated percentage in luminal
coverage, confirming glucose levels can be implemented
as reference markers to indicate endothelial coverage of
VG (Fig. 8 C, D). This lends support to previous findings
in the literature, where glucose consumption rate (GCR)
was used as an indicator of growth of endothelial cells
and as predictor of in vivo performance [66]. In our
view, the average 61% coverage estimated after select-
ively perfusing grafts with a predicted LECC »60% with
whole blood confirms and emphasizes the validity of our
model. Importantly, the lack of correlation between
static cultivation parameters and estimated LECC can be
attributed to the fact that long-term dynamic culture
and gradually increasing flow rates wash out a consider-
able amount of cells, even under low venous shear stress
(Fig. 8A, B). As expected, similar findings applied to final
average lactate levels, which directly correlated to per-
centage of LECC. Importantly, we tested the correlation
between glucose and lactate levels and the LECC of the
grafts on day 14; this correlaton resulted insignificant
(Supplementary Fig. 1C).

Graft thrombogenicity due to incomplete luminal re-
endothelmlization is an important concern in vascular
tissue engineering. Therefore it is mperative to investi-
gate the anti-thrombogenic properties of seeded grafts
ex vive. Unfortunately, several bottlenecks stand in the
way of designing an accurate experimental setup for this
purpose [18]. Due to the previously mentioned logistical
difficulties, many researchers have shied away from
long-term high shear stress whole blood perfusion
setups and focused on alternative investigation methods
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[36, 67-70]). However, others have tried to recapitulate
whole blood flow conditions, either through shaking [71]
or through exposure to dynamic blood flow using a var-
iety of methods, such as the Baumgartner assay [72-76].
Despite the mentioned difficulties, we tried to optimally
recapitulate the physiological conditions the VG would
be subjected to upon implantation by perfusing precon-
ditioned VG over 2 h with slightly heparinized human
whole blood recirculating at venous shear stress in a
closed-loop perfusion system. During the duration of
this study two main aspects of whole blood perfusion
needed to be established and were especially challenging:
the duration of the perfusion and the endpoint selection.
We limited the perfusion time at 2 h due to hemolysis,
an inevitable event that points to mechanical trauma
arising from high shear stress perfusion systems involv-
ing peristaltic pumps. K' levels measured to evaluate the
extent of this phenomenon in our setup revealed the
hemolysis gradually increased over time, and as ex-
pected, was overall significantly more enhanced in the
group without TEVG (Fig. 6C). However, pOy; evaluated
at three time-points revealed a lack of hypoxia, which is
also known to cause extensive hemolysis [77] (Fig. 6B).
Prior to this, we aimed to use intravascular pressure in-
crease due to thrombus formation as the main endpoint,
bt this was not possible since relevant thrombus forma-
tion required very long perfusion times up to 20h,
which was associated with extreme hemobysis.

In whole blood thrombogenicity measurements end-
point selection is crucial and should be based on the
flow regime and the surfaces being compared. Refer-
ences from the literature suggest that high flow rate
thrombogenicity studies generate the most significant
differences between seeded and unseeded surfaces [18,
78). Based on this principle, we implemented thrombo-
cyte counts as the main endpoint to assess thrombore-
sistance in our stdy. After multiple attempts, this
endpoint was in agreement with the flow profile we m-
plemented, was logistically effective and allowed us to
correctly evaluate the relevance of our hypothesis. As
mentioned above, we also modified the perfusion time
accordingly, so that the duration did not lead to exten-
sive cell death and hemolysis. The most conspicuous ob-
servation to emerge from the data comparison is the
insignificant platelet depletion nduced by the seeded
vascular grafts compared to the significant depletion in
unseeded TEVG, a result that has further strengthened
our confidence in the vast advantages of in vitro recellu-
larization. However, the expected significant platelet de-
pletion both at the first and the second hour of whole
blood perfusion of dTEVG is also noteworthy, since it
provides further evidence for the widely acknowledged
immediate thrombogenicity of exposed ECM [18]. To
our bknowledge, this is  the fist tme the
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thromboresistance of a newly reendothelialized, bio-
logical and potentially autologous TEVG is tested in an
ex vivo, long term, high flow perfusion system with hu-
man whole blood. Our values are consistent with a study
by Kaplan et al, where a significant decrease in platelets
after whole blood perfusion of uncoated PVC foils was
reported, whereas perfusion of fibrinogen/heparin-
coated foils did not cause a significant change [73].
Mevertheless, in contradiction with our findings, they re-
ported insignificant changes also in other CBC parame-
ters, such as white blood cells, hemoglobin, hematocrit,
and red blood cells [73] Although hematocrit,
hemoglobin, and erythrocyte depletion were insignificant
during perfusion of our seeded grafts, perfusion of un-
seeded grafts as well as the flow circuit itself in absence
of a graft induced a significant decrease in all three pa-
rameters (Suppl. Fig 2 A-C). Also different from the
mentioned study, our results show an extensive signifi-
cant depleton of white blood cells in all three groups
[Suppl. Fig. 2D). The foremost cause of these discrepan-
cies may be the considerable mechanical trauma associ-
ated with the high shear stress and use of a peristaltic
pump in cur study. Indeed, these factors are absent in
the mentioned study, where blood flow inside the Chan-
dler’s Loop is provided via rotation at 30 RPM, account-
ing for minimal mechanical stress to the cells [73].

In conclusion, this study confirms ex vivoe thrombore-
sistance of biological tissue-engineered vascular grafts
preconditioned with human vascular cells. To the best of
our kmowledge, this is the first study to expose engi-
neered vascular grafts to human whole blood recirculat-
ing at high flow rates. The findings indicate platelet
depletion during perfusion of unseeded grafts was sig-
nificantly higher when compared to the minor decrease
caused by perfusion of seeded grafts. Besides confirming
the stability of the reconstructed endothelial monolayer
by reporting a preserved luminal coverage of more than
50 even after perfusion with whole bood, we could
ako demonstrate glucose as a non-invasive indicator of

the graft endothelial coverage.

Experimental limitations

The present study entails several experimental con-
straints, which can be classified into limitations related
to in vitro preconditioning and limitatons related to
thrombogenicity assessment using whole blood in an
ex vivo setup. Despite studies acknowledging its advan-
tages, in vitro preconditioning remains labor-intensive,
which is why this approach has lost popularity. More-
over, achieving 100% luminal coverage is a challenge and
requires very high cell counts. Since studies have shown
considerable  recellularization  alse oocurs  post-
implantation in situ and also taking as a reference a
study performed by Ott et al. [17] we aimed at a
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coverage greater than 50% and achieved an average
coverage of 6{F. However, a long-term evaluation of re-
sponse to various iminal coverage grades after implant-
ation is required for an objective assessment. Moreover,
we were unable to expose the recellularized TEVG to a
physiological arterial shear stress that varies from less
than 1 dynes/cm® to 600 dynes/cm® [59, 60, but only
exposed them to sub-physiological shear stress during
seeding and cultivation and venous shear stress during
perfusion with whole blood. Indeed, flow rates ranging
from 860 ml/min to 1460 ml/min translate into either
abruptly increasing flow or slowly increasing flow over
exceedingly long-term culture periods, which both lead
to cell detachment. Lastly, when assessing the stained
tissue slices, we detected various grades of detachment
of the monolyer from the intima, which was especially
visible in 10 out of 43 secions. We hypothesized it was
an artifact caused by sectioning of the paraffin blocks.
The results of ex vivo whole blood perfusion experi-
ments can be influenced by various experimental con-
straints [749]. The tubes constiting the flow system
unavoidably provoke CBC changes unrelated to the vas-
cular graft. Increasing the surface area of the tested graft
in relation to that of connectors or coating the connect-
ing tubes with heparin are feasible alternatives to isolate
graft-specific thrombogenicity,. Unfortunately, the sur-
face area of the connectors required for our dynamic
WEP setup exceeds that of our TEVG. Thus, we coated
the flow circut with heparin and evaluated thrombogen-
icity in absence of the graft Importantly, we did not
evaluate if the coating of the tubing further heparinized
the blood. Although the impact could be irrelevant con-
sidering we implemented thrombocytes as our endpoint,
this could be done by comparing clotting times before
and after injection into the circuit via thromboelastogra-
phy or aPTT. Secondly, inter-donor vanability also im-
pacts thrombogenicity experiments. Although platelet
depletion patterns were mostly similar, the standard de-
viation reveals few inconsistencies, which could theoret-
ically be resolved by repeating the experiments using
blood from only one donor or pooled whole blood with
matching blood group. Lastly, the bovine carotid arteries
and their varying macro-architecture may have contrib-
uted to the inconsistencies in macroscopic thrombus
formation on the luminal surface of the TEVG.
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