3. Implantation von endothelzellbeschichteten Herzklappen im
Schafmodell

Nachdem Tierversuche im Modell ,juveniles Schaf*, etabliert und standardisiert
waren, wurden die mit Methoden des Tissue Engineering hergestellten Herzklappen in
praklinischen in-vivo Studien untersucht. Venensegmente neugeborener Schafe wurden
entnommen, um wie im vorherigen Kapitel beschieben (Veroffentlichung 2.2) daraus
Zellen zu isolieren, charakterisieren und zu expandieren. In diesen Tierstudien war
nachzuweisen, dass die Endothelzellen nach der in vitro Beschichtung ausreichend auf den
Klappen haften und nicht durch dem Blutfluss weggeschwemmt werden. Weiterhin war zu
zeigen, dass das Gerist der Herzklappe unter Dauerbelastung ausreichende Stabilitat
aufweist. Dabei ist die Regeneration des Klappengeristes durch autologe interstitielle
Zellen wichtig und muss in ihren Teilschritten sequentiell erforscht werden.

In einer ersten Studie wurde diese neuartigen Herzklappen implantiert, um
h&modynamische Daten nach drei und sechs Monaten zu erhalten. Nachdem die
hamodynamischen Daten gesichert waren, wurden die Tiere getttet, um so die Implantate
histologisch aufzuarbeiten. Es konnte gezeigt werden, dass die neue Herzklappe einer
Dauerbeanspruchung standhélt. In vitro wére dieser Nachweis nicht mdglich gewesen, da
das Implantat nicht aus fixiertem Gewebe besteht. Aufllerdem wurde durch diese
Untersuchung die Persistenz  eines  konfluierenden  Endothels  nachgewiesen.
Klappendegeneration im Sinne von Verkalkungen konnte nicht festgestellt werden. Es
zeigte sich, dass neben erhaltener mechanischer Festigkeit unter physiologischer
h&modynamischer Belastung auch die zelluldren Komponenten der Herzklappe erhalten
und in Sinne einer physiologischen Rezellularisierung vervollstdndigt werden
(Veroffentlichung 3.1.).

AnschlieBend wurde untersucht, ob durch Anwendung von Techniken des Tissue
Engineering, die Herzklappendegeneration, insbesondere der Herzklappensegel, verringert
oder sogar ausgeschlossen werden kann. Um dieses nachzuweisen wurden drei und sechs
Monate nach Implantation, Untersuchungsmethoden, wie Ro&ntgenuntersuchung,
Histologie und Atomabsorptionsspektrometrie eingesetzt. Im juvenilen Schaf sind drei und
sechs Monate standardisierte Zeiten fur die Untersuchung von Herzklappen, die eine hohe
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Aussagekraft in Hinblick auf langfristige Verédnderungen im Patienten besitzen
(Veroffentlichung 3.2).
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Diese Arbeit gibt eine Ubersicht tiber die Wirkweise dieser neuartigen, in vitro mit
autologen Endothelzellen besiedelten Herzklappe. Acht Schafen wurden Venensegmente
entnommen. Im Zellzuchtlabor wurde die Endothelzellen isoliert und vermehrt. Nachdem
eine ausreichende Anzahl von Zellen verfiigbar war, wurden zuvor dezellularisierte
Herzklappen vom Schwein damit beschichtet. Diese autolog besiedelten Herzklappen
wurden beim Schaf implantiert und nach sieben Tagen, drei und sechs Monaten funktionell
evaluiert. AnschlieBend wurden die Herzklappen explantiert und makroskopisch
begutachtet, um sie dann zu fixieren, zu farben und histologisch zu untersuchen. Weiterhin
wurden Herzklappensegmente elektronenmikroskopisch aufgearbeitet um ultrastrukturelle

Veranderungen exakt darstellen zu kdnnen.

Die Ergebnisse zeigten, dass die in vitro aufgebrachten Endothelzellen dauerhaft
festsitzen und durch den Blutfluss nicht weggeschwemmt werden. Mit der Zeit findet
zudem ein Einwachsen von autologen Fibroblasten in das zellfreie Klappengerust statt. Da
die Fibroblasten fiir den Wiederaufbau der Klappenmatrix zustandig sind, konnte damit ein
Regenerationspotential dieser Herzklappe nachgewiesen werden. Die hdmodynamische
Evaluation zeigte, dass die Herzklappe im Gegensatz zu andern Implantaten keine erhéhten

Druckgradienten entwickelte und auch nicht insuffizient wurde.
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In dieser Arbeit wurden bei acht Schafen eventuelle Verénderungen der
Herzklappensegel detailliert untersucht und tberprift, ob in einem Zeitraum von drei bis
sechs Monaten die Flexibilitdt der Herzklappensegel erhalten bleibt. Histologisch und
atomabsorptionsspektrometrisch wurde die Anwesenheit von Kalzium im Klappensegel
untersucht. Um Ausgangswerte (ber den Kalziumgehalt zu erhalten, wurden auch nicht

implantierte, dezellularisierte Herzklappen untersucht.
Im Bereich der Herzklappensegel lieRen sich keine Verkalkungen darstellen. Die

Atomabsorptionsspektrometrie zeigte Uber die gesamte Versuchsdauer keine signifikanten

Verénderungen der Kalziumkonzentration im Gewebe.
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