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1 Einleitung 

Jährlich werden alleine in Deutschland über 10000 Patienten an der Aortenklappe 

operiert. In den allermeisten Fällen ist ein chirurgischer Ersatz der Klappe notwendig, 

um einen ordnungsgemäßen Blutfluss durch den Körper zu gewährleisten. 

Mechanische Herzklappenprothesen aus Karbon erfordern eine lebenslange 

Koagulationsprophylaxe. Hierdurch ist das Risiko für Thromboembolien stark erhöht. 

Außerdem sind sie eine gute Grundlage für Biofilme, was wiederum ein hohes 

Infektionsrisiko darstellt. Weitere Nachteile dieses Klappenersatzes sind seine 

suboptimalen hämodynamischen Eigenschaften und die fehlende 

Wachstumsfähigkeit. Dafür sind sie lebenslang haltbar und benötigen, sofern keine 

Komplikationen auftreten, keine Reoperationen. Die zweite Möglichkeit des 

Klappenersatzes sind biologische Klappen, die verschiedenen Ursprungs sein 

können. Humane Herzklappen werden aus Spenderorganen entnommen, welche für 

eine vollständige Transplantation untauglich wären. Da der Bedarf die Verfügbarkeit 

an humanen Herzklappen weit übersteigt, werden außerdem Herzklappenprothesen 

aus Schweineaortenklappen oder Rinderperikard implantiert. Das Gewebe wird 

durch die Fixierung mittels Kälte oder in Glutaraldehyd stabilisiert, außerdem werden 

hierdurch eventuelle Zoonoserisiken verringert. Die heutzutage übliche Fixierung in 

Glutaraldehyd führt jedoch zu einer verfrühten Verkalkung des Gewebes. 

Der große Nachteil bei biologischen Prothesen ist die chronische Abstoßung mit 

Verkalkung, die zu Retraktion der Segel und kompletter Degeneration des Gewebes 

führen kann. Infolgedessen sind risikoreiche und für die Patienten sehr belastende 

Reoperationen unumgänglich. 

Eine relativ neue Möglichkeit zur Herstellung biologischer Herzklappenprothesen 

sind Tissue engineerte Herzklappen. Tissue engineering ist eine Methode innerhalb 

der regenerativen Medizin, die auf der Vernetzung verschiedener Wissenschaften 

beruht und in verschiedenen Bereichen der Medizin angewandt wird, zum Beispiel in 

der Orthopädie und in der plastischen Chirurgie. Tissue engineerte Herzklappen 

können zum Beispiel aus dezellularisierten Matrizes bestehen, wie in der hier 
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vorliegenden Arbeit. Die Prothesen können auch künstlich hergestellt werden und zur 

Unterstützung in vitro oder in vivo mit Zellen besiedelt werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll eine bisher noch nicht in Aortenposition 

untersuchte Tissue engineerte dezellularisierte Aortenklappenmatrix verwendet und 

auf ihre Funktionsfähigkeit unter Belastung des Körperkreislaufes getestet werden. 

Die eingesetzte Matrix wurde aus ovinen Aortenklappen gewonnen und mit ionischen 

Detergenzien dezellularisiert. Im Rahmen des sogenannten Guided Tissue 

engineering diente die dezellularisierte Matrix als Grundlage für die in vivo 

Wiederbesiedlung mit Zellen, allen voran mit Endothelzellen, um eine 

antithrombogene Oberfläche zu schaffen. In Pulmonalklappenposition wurde diese 

Art des Tissue engineering bereits mehrfach erfolgreich am Schaf und sogar bereits 

am Menschen eingesetzt (DA COSTA et al. 2004; DE VISSCHER et al. 2008; 

DOHMEN et al. 2006; ELKINS et al. 2001; HOPKINS et al. 2009; LEYH et al. 2003; 

LICHTENBERG et al. 2006b; STEINHOFF et al. 2000; VAN NOOTEN et al. 2006; 

WU et al. 2007). 
 

Im Einzelnen sollen in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen beantwortet werden: 

·  Ist die Implantation von Aortenklappenprothesen im Schaf durchführbar? 

·  Ist die Dezellularisierung oviner Aortenklappen mit Detergenzien erfolgreich 

und wie verändern sich Aortenklappen durch diese? 

·  Findet auf dezellularisierten Matrices in Aortenklappenposition innerhalb eines 

Zeitraumes von drei beziehungsweise neun Monaten eine 

Reendothelialisierung statt? 

·  Sind dezellularisierte Aortenklappenprothesen in orthotoper Position 

ausreichend funktionsfähig? 

·  Lässt sich die Reendothelialisierung mit CCN1 verbessern oder 

beschleunigen? 

·  Finden Abstoßungsreaktionen in den implantierten Präparaten statt? 
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2.1 Anatomie, Histologie und Funktion der Aortenklappe
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Abbildung 1 : Bau des menschlichen Herzens mit Übersicht über d ie Herzklappen
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Anatomie, Histologie und Funktion der Aortenklappe

Valva aortae) ist eine der vier Herzklappen. Sie liegt im 

und trennt den linken Ventrikel von der Aorta. Die Aorta

zunächst kopfwärts an, wendet sich im Aortenbogen (Arcus aortae

Aorta descendens bis in den Bauchraum ab. Im Aortenbogen gehen 

artspezifische Gefäße ab, beim Menschen der Truncus brachiocephalicus

und die Arteria subclavia sinistra (PUTZ u. PABST 2007). Beim 

Schaf geht im Aortenbogen der Truncus brachiocephalicus ab, der sich im weiteren 

Aorta ist der Prototyp der elastischen Arterien, geht im weiteren 

Verlauf aber in den muskulösen Arterientyp über. 
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Tunica intima liegt die ausgeprägte muskuläre Tunica media an, die durch eine 

große Zahl an elastischen Fasern gekennzeichnet ist, um die Windkesselfunktion der 

Aorta mit ihrem elastisch-muskulärem System aufrecht zu erhalten. Sie zeigen eine 

spiralige, in aufeinander folgenden Schichten ihre Verlaufsrichtung wechselnde 

Anordnung. Abgegrenzt wird die Aorta durch eine schmale Tunica externa, auch 

Adventitia genannt, die mit den Vasa vasorum den äußeren Teil der Gefäßwand 

ernährt. Die Adventitia enthält vor allem kollagene Fasern, die in steilen 

Schraubenwindungen verlaufen. 

Die Aortenwand wird durch den stoßweisen Ausstoß des Blutes im Takt des 

Herzschlages entgegen dem elastischen Widerstand gedehnt. Die Dehnbarkeit der 

Aortenwand wird durch die scherengitterartige Anordnung der in sich selbst kaum 

dehnbaren Kollagenfasern ermöglicht (BUCHER u. WARTENBERG 1989). Die damit 

in der Gefäßwand gespeicherte Energie wird, bedingt durch den speziellen Wandbau 

der Aorta, leicht zeitverzögert in der Diastole freigesetzt und dient so dem 

kontinuierlichen Blutstrom (Windkesselprinzip). 

Die Aortenklappe hat Ventilfunktion und verhindert in der Diastole den Rückfluss des 

Blutes aus der Aorta in den linken Ventrikel, indem sich die drei halbmondförmigen 

Segel (Valvulae) passiv schließen, wenn das Blut zurückfließt. Die drei Segel werden 

bezeichnet als: Valvula semilunaris dextra (rechte halbmondförmige Tasche), Valvula 

semilunaris sinistra (linke halbmondförmige Tasche) und Valvula semilunaris septalis 

(zur Herzkammerscheidewand gelegene halbmondförmige Tasche). Distal der drei 

Valvulae wölbt sich die Aorta deutlich zu den drei Sinus aortae aus. Aus dem rechten 

und dem linken Sinus entspringt die rechte bzw. linke Koronararterie. Diese werden 

während der Diastole des Herzens passiv mit Blut gefüllt und sorgen so für die 

Durchblutung des Herzens (NICKEL 1996). 

Gebildet werden die Segel aus einer Endothelduplikatur, die von drei 

Bindegewebsschichten getrennt wird. Die äußere Schicht auf der aortalen Segelseite 

ist die Fibrosa, die vor allem aus einem dichten Kollagenfasernetz besteht. Die 

darunter liegende deutlich lockerer geschichtete Spongiosa besteht vorwiegend aus 

Proteoglykanen. An der ventrikulären Segelseite schließt sich die Ventrikularis an, 

die aus Kollagen und auch Elastin besteht (BALGUID et al. 2007; HINTON et al. 
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2006). Die Fibrosa besteht hauptsächlich aus Kollagen I, welches circumferential 

ausgerichtet ist. Die Ventrikularis besteht aus Elastin und Kollagen, die Spongiosa 

dagegen aus Glykosaminoglykanen und Wasser (LIAO et al. 2008). Der freie Rand 

der Segel ist leicht verdickt und trägt in der Mitte ein kleines derbes Knötchen, den 

Nodulus valvulae semilunaris. Dieser wird beidseits von einem halbmondförmigen, 

transparenten Klappenabschnitt, den Lunulae valvulae, flankiert (NICKEL 1996). 

Taschenklappen wie die Aortenklappe sind physiologischerweise muskelfrei sowie 

gefäßlos (BUCHER u. WARTENBERG 1989). 

Eine Besonderheit des Herzskelettes des Schafes sind die beiden Herzknochen, 

wobei das kleinere Os cordis sinistrum mit zwei Fortsätzen den Aortenursprung 

umfasst (NICKEL 1996). 

2.1.1 Das Endothel 

Das Endothel ist eine geschlossene, einschichtige Zellschicht, die den 

Intravasalraum vom Gewebe trennt. Endothelzellen liegen einer Basalmembran auf. 

Das Endothel dient als Trennschicht, ist andererseits aber auch selektiv durchlässig 

für Zellen (zum Beispiel Leukozyten) und Stoffe. Endothelzellen exprimieren 

Adhäsionsmoleküle und sezernieren Prostacycline, Stickstoffmonoxid und 

Endothelin, welche der Regulierung des Gefäßtonus dienen. Die wichtigste Funktion 

des Endothels ist jedoch seine antithrombogene Wirkung beziehungsweise der 

Einfluss auf die Gerinnselbildung im Gefäß. Bereits 1856 wurde die Wichtigkeit des 

Endothels in Bezug auf die Entstehung von Thrombosen von Rudolf Virchow 

beschrieben (Virchow`sche Trias: Stase, Endothelzellschädigung, erhöhte 

Viskosität). Wird das Endothel verletzt, liegen die darunterliegenden 

Bindegewebsstrukturen frei. Diese sorgen für die Anheftung von Thrombozyten und 

die Gerinnselbildung (LOPEZ-VILCHEZ et al. 2009; WATSON 2009). METHE et al. 

(2005, 2008) stellten fest, dass sogar xenogen implantierte Endothelzellen eine 

positive Wirkung besitzen. 

Endothelzellen exprimieren von Willebrand-Faktor, dass mit 225,7 Kilodalton größte 

aller bekannten Plasmaproteine. Nach Sezernierung ins Blut kann dieses Molekül an 

Kollagenstrukturen binden, welche durch Verletzung des Endothels freigelegt  
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wurden. Diese Bindung induziert eine Konformationsänderung des Proteins. Die 

anschließende Bindung an einen Rezeptorkomplex auf Thrombozyten initiiert die 

Signalkaskade, welche zum Einsetzen der Hämostase führt (DEMEYER et al. 2009; 

VAN DER MEIJDEN et al. 2009). Weitere Elemente der Blutgerinnungskaskade wie 

Thromboplastin (Bestandteil des extrinsischen Pfads) können von subendothelialen 

Zellen wie glatten Muskelzellen exprimiert werden (MACKMAN et al. 2007; 

SCHECTER et al. 2000). Das Endothel steht in enger gegenseitiger 

Wechselbeziehung zur extrazellulären Matrix und den angrenzenden Zellen (MARCH 

et al. 2009; NICOSIA u. MADRI 1987; PRATT et al. 1985). 

2.1.2 Die Basalmembran 

Die Basalmembran lässt sich in drei geschichtete Grenzmembranen unterteilen, 

nämlich in 

·  Lamina rara interna (Lamina lucida) 

·  Lamina densa 

·  Lamina rara externa (Lamina fibroreticularis) 

Die Lamina rara interna und die Lamina densa werden zusammen auch als 

Basallamina im engeren Sinne bezeichnet. Sie besteht aus einem feinfibrillären 

Netzwerk von Kollagen Typ IV und Laminin. Das Kollagennetz stellt die mechanisch 

stabile Komponente dar, das Laminin-Netz dient der Zelladhäsion. Gebildet werden 

sie von den ihr aufsitzenden Endothelzellen. 

Die Lamina fibroreticularis verankert die Basallamina und die damit zugehörenden 

Zellen am umgebenden Stroma. Sie enthält Kollagenfibrillen vor allem vom Typ III, 

aber auch weitere Kollagentypen wie XV und XVIII, Mikrofibrillen aus Fibrillin und 

Kollagen VI sowie Fibuline, Fibronektine und Proteoglykane. Die Lamina 

fibroreticularis wird hauptsächlich von Bindegewebszellen gebildet. 

Die Basalmembran hilft bei der mechanischen Anheftung oberflächlicher Zellen. 

Darüber hinaus dient sie als semipermeable Grenzschicht und beeinflusst wesentlich 

die Diffusionsgeschwindigkeit stoffwechselaktiver Metaboliten (LIEBICH 1999; 

LÜLLMANN-RAUCH 2006). 
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2.2 Historie der Aortenklappenchirurgie 

In Deutschland unterziehen sich jährlich etwa 17000 Patienten einem Eingriff an 

einer Herzklappe (BRUCKENBERGER 2002). Davon unterzogen sich 11180 

Patienten einem isolierten Eingriff an der Aortenklappe (BQS QUALITÄTSREPORT 

2008). Damit ist der Herzklappenersatz nach der koronaren Bypassoperation die am 

häufigsten durchgeführte Herzoperation. 

Als erste beschriebene Operation an der Aortenklappe gilt eine manuelle Dilatation 

einer Aortenklappenstenose von Theodore Tuffier und Alex Carrell am 13. Juli 1912. 

1951 entwickelte Charles Hufnagel eine Kugelklappe mit einem Ball aus Metall zum 

Einsetzen in die Aorta descendens. In den Jahren 1950 bis 1960 wurde der 

extrakorporale Kreislauf (Herz-Lungen-Maschine) entwickelt, der ganz neue 

Möglichkeiten in der Aortenchirurgie eröffnete. Das dafür notwendige Heparin wurde 

bereits seit 1936 in großen Mengen gewonnen (MISFELD u. SIEVERS 2006). 

Die erste erfolgreiche Implantation einer mechanischen Aortenklappenprothese in 

orthotoper Position wurde am 10. März 1960 in Boston durch Dwight E. Harken mit 

einer von ihm entwickelten künstlichen Prothese durchgeführt. Es handelte sich um 

einen Doppelkäfig mit einem Teflonnahtring mit daran befestigten Seidenfäden. 

Diese Klappe wurde nach 22 Jahren auf Grund einer Klappenendokarditis ersetzt. 

1962 wurde von Donald Ross erstmals ein Leichen-Homograft implantiert. Carlos 

Duran und Alfred Gunning konservierten Schweine-Xenografts und implantierten 

1964 die erste gestentete Schweineklappenprothese. Biologische Prothesen aus 

Schweine- und Kälbergewebe wurden 1964 mit Quecksilbersalz konserviert. Seit 

1968 wurde dann Formaldehyd verwendet, wodurch die Kollagenstruktur deutlich 

verbessert werden konnte. Ionescu führte 1973 eine neue Generation von 

Xenografts aus Rinderperikard ein, welche ebenfalls mit Glutaraldehyd fixiert und auf 

einem Gerüst montiert wurden (MISFELD u. SIEVERS 2006). 

Obwohl sich das Design, die Oberflächenbeschaffenheit und die Fixierung 

kontinuierlich weiterentwickelt haben, sind in den letzten 30 Jahren keine 

wegweisenden Veränderungen im Prinzip des Aortenklappenersatzes mehr 

eingetreten (MISFELD u. SIEVERS 2006). 
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Aktuelle Entwicklungen betreffen hauptsächlich die Verbesserung des perioperativen 

Verlaufs und der Operationstechnik, während die Entwicklung komplett neuer 

Prothesensysteme derzeit kaum vorangetrieben wird (MISFELD u. SIEVERS 2006). 

2.3 Erkrankungen der Aortenklappe 

Aortenklappen können sowohl insuffizient als auch stenotisch sein. Gründe dafür 

sind angeborener, altersassoziierter (degenerativer), immunologischer (Rheuma) und 

entzündlicher (Endokarditis) Natur. In den Industrieländern weitaus am häufigsten 

sind Veränderungen auf Grund altersbedingter Degeneration bei Patienten über 65 

Jahren. Auch angeborene Veränderungen an der Aortenklappe (bikuspide 

Aortenklappe) führen zu einer verstärkten Verkalkung der Segel. Angeborene 

Veränderungen an der Aortenklappe betreffen vor allem Männer (mit einer Häufigkeit 

von 1 bis 2% der Gesamtbevölkerung), was etwa 7% aller angeborenen Herzfehler 

entspricht. Häufig sind die Patienten lange hämodynamisch stabil. Nach dem ersten 

Auftreten von Symptomen ist ein schneller Aortenklappenersatz jedoch häufig 

unumgänglich (ENNKER et al. 2002; PARSI u. PARSI 2001). 
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2.4 Aortenklappenprothesen 

Häufig ist nach einer klinisch symptomatischen Aortenklappenerkrankung eine 

chirurgische Therapie durch Ersatz der erkrankten Klappe unumgänglich. Nur in 

ausgesuchten Fällen kann eine Reparatur der defekten Klappe durch Rekonstruktion 

versucht werden (LANGER et al. 2004). 

Bereits 1962 veröffentlichte D. E. HARKEN zehn Bedingungen, welche einen 

optimalen Aortenklappenersatz ausmachen (HARKEN et al. 1962): 

1. Keine Bildung von Emboli 

2. Chemisch inaktiv, keine Zerstörung von Elementen des Blutsystems 

3. Kein Widerstand gegenüber physiologischen Flüssen 

4. Unmittelbarer Verschluss in weniger als 0,5 Sekunden 

5. Angepasstes Verhalten in Bezug auf die Phase des Herzzyklus 

6. Belastbare physikalische und geometrische Eigenschaften 

7. Einfügbarkeit in physiologische Lokalisation 

8. Möglichkeit zur permanenten Fixation 

9. Darf den Patienten nicht stören, zum Beispiel durch Klickgeräusche 

10. Technisch praktikabel bei Implantation 

Dieser Katalog wurde 1999 von SCHOEN und LEVY modifiziert:  

·  Nicht beeinträchtigend 

·  Unmittelbarer und kompletter Verschluß 

·  Nicht thrombogen 

·  Infektionsresistent 

·  Chemisch inaktiv, keine Zerstörung von Elementen des Blutsystems 

·  Lange Haltbarkeit 

·  Einfügbarkeit in physiologische Lokalisation 

·  Guter Anschluss an Patientenoberfläche 

·  Darf den Patienten nicht stören, zum Beispiel durch Klickgeräusche 

Dennoch ist der optimale Ersatz für eine defekte Aortenklappe bis heute noch nicht 

gefunden worden. 
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Eingesetzt werden sowohl mechanische als auch biologische 

Aortenklappenprothesen. Das Verhältnis zwischen beiden liegt bei etwa 80 bis 85% 

biologischen Prothesen zu 15 bis 20% mechanischen Prothesen. 

2.4.1 Mechanische Aortenklappenprothesen 

Mechanische Herzklappenprothesen bestehen meist aus Karbon und sind ein 

„Zweiflügelsystem“ (HALKOS u. PUSKAS 2009). 

Mechanische Prothesen sind auf Grund ihrer unphysiologischen Oberfläche stark 

thrombogen, so dass eine lebenslange Koagulationsprophylaxe des Patienten mit all 

ihren Risiken notwendig ist und zum Beispiel für Frauen mit Kinderwunsch ein 

gravierendes Problem darstellt (LEE et al. 2007). 

Das tatsächliche Risiko für Antikoagulantien-bedingte Blutungen wird von 

verschiedenen Autoren sehr unterschiedlich angegeben und liegt zwischen 0,2 und 

9% pro Patientenjahr (KOERTKE et al. 2003; KVIDAL et al. 2000; MOK et al. 1985). 

Nach BROWN et al. (2008) müssen 15% der Patienten mit einer mechanischen 

Aortenklappenprothese innerhalb von zehn Jahren nach Implantation dieser Klappe 

wegen eines gravierenden Blutungsereignisses stationär behandelt werden. Neben 

den bisher erwähnten Nachteilen von mechanischen Prothesen gegenüber 

biologischen Prothesen wie der schlechteren Hämodynamik weisen sie ein höheres 

Infektionsrisiko auf und es liegt keine Wachstumsfähigkeit vor. Der große Vorteil bei 

dieser Art von Klappenersatz liegt in ihrer langen Haltbarkeit. 

2.4.2 Biologische Aortenklappenprothesen 

Bei biologischen Prothesen muss unterschieden werden zwischen Xenografts 

(Schweineaortenklappen oder Rinderperikardgewebe) und Homografts, also 

Herzklappenersatz aus menschlichen Leichen. 

Biologische Prothesen müssen vor der Implantation chemisch fixiert werden, um 

Autolyse zu verhindern, eine ausreichende mechanische Stabilität zu erhalten und 

um die Prothesen lagerungsfähig zu machen (SCHMIDT et al. 2007). Die chemische 

Fixierung führt zu einer Devitalisierung, wodurch die Immunantwort verringert werden 

soll. Gleichzeitig wird jedoch das Mitwachsen, die Reparatur und das Remodeling 
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der Prothesen verhindert (LIAO et al. 2008). Die Fixierung mit Glutaraldehyd 

verstärkt außerdem die Verkalkung des Gewebes (MIRSADRAEE et al. 2007). 

Xenografts lassen sich in nahezu unbegrenzter Menge herstellen. Allerdings besteht 

die Gefahr einer Immunreaktion mit Aktivierung von Makrophagen durch das 

vorhandene Schweinegewebe (RIEDER et al. 2005). Homografts kommen 

natürlichen Aortenklappen am nächsten, sind auf Grund ihrer Herkunft jedoch 

limitiert. Auch sind die Klemmzeiten während der Operation laut FEGURI et al. 

(2008) gegenüber der Implantation anderer Prothesenarten verlängert. 

Beide biologischen Systeme weisen aber auf Grund ihrer chronischen Abstoßung, 

die zu Verkalkungen mit Degenerationen und Funktionsverlust führt, eine deutlich 

niedrigere Haltbarkeit auf als mechanische Prothesen. Insbesondere bei jüngeren 

Menschen, bei denen die korrekte Funktion der Klappe über lange Zeit gewährleistet 

sein sollte, ist die Gefahr von Verkalkungen besonders groß (FEYRER et al. 1996). 

Obwohl in der Literatur verschiedene Angaben bezüglich des Reoperationsrisikos 

gemacht werden, kann man davon ausgehen, dass jede Operation für den Patienten 

eine große Belastung darstellt (ABOUD et al. 2009). 

Laut einer Studie überwiegt in der ersten Zeit nach der Herzklappenoperation das 

Risiko für Blutungen auf Grund der Koagulationsprophylaxe, während im Laufe der 

Zeit das Risiko für eine notwendige Reoperation bei biologischen Prothesen steigt 

(KHAN et al. 2001). Nach einer Studie mit 671 Patienten von JONES et al. (2001) lag 

das Mortalitätsrisiko bei Reoperation bei Patienten mit biologischer Prothese bei 

8,6% im Vergleich zu 26,1% bei Patienten mit mechanischer Klappe. POTTER et al. 

(2005) stellten fest, dass das Operationsrisiko bei Erst- und Reoperationen 

vergleichbar ist, die Endokarditisrate bei Zweitoperationen inklusive der Sterberate 

durch Endokarditis ist allerdings etwas höher als bei Erstoperationen. 

CHRISTIANSEN et al. (2009) zeigten ein höheres Operationsrisko bei 

Reoperationen im Vergleich zu Erstoperationen. Demgegenüber stellten JAUSSAUD 

et al. (2009) fest, dass das Reoperationsrisiko bei Aortenklappenersatz kleiner ist als 

bisher angenommen. VAN GELDORP et al. (2009) formulierten, das das Risiko, an 

einem Blutungszwischenfall zu sterben, deutlich über dem Risiko für eine 

Reoperation einer Bioprothese liegt. 
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Ein anderes Problem liegt in der etwas komplizierteren Operationsmethodik bei 

biologischen Aortenklappenprothesen, was für ältere und häufig moribunde Patienten 

ein Problem darstellen kann (BONOW et al. 2006; VAHANIAN et al. 2007). 

Gegenüber den mechanischen Prothesen stellt sich die Hämodynamik biologischer 

Prothesen wesentlich physiologischer dar, und eine Koagulationsprophylaxe ist meist 

nicht notwendig (BONOW et al. 2006; VAHANIAN et al. 2007). 

Verbesserungen der Bioprothesen bestanden in der Entwicklung von Herzklappen 

ohne Gerüst (sogenannte Stentless-Klappen) und in der Anwendung chemischer 

Verbindungen zum Neutralisieren des Glutaraldehyds. 

Eine weitere Möglichkeit des Aortenklappenersatzes ist die Ross-Operation, benannt 

nach ihrem Entwickler Donald Ross. In einer aufwändigen Operation kann die 

patienteneigene Pulmonalklappe entnommen und als Autotransplantat an der Stelle 

der zuvor explantierten Aortenklappe implantiert werden. Die fehlende 

Pulmonalklappe wird durch ein Homograft ersetzt. Da die Pulmonalklappe der 

Aortenklappe in Form, Größe und Struktur stark ähnelt, ist dieser Ersatz in einigen 

Fällen sinnvoll. Die eingesetzte Pulmonalklappe verkalkt nicht so stark wie 

biologische Prothesen und hält dadurch länger. Die neu eingesetzte Pulmonalklappe 

wird durch die geringere Druckbelastung im Lungenkreislauf nicht so stark belastet 

und die Verkalkungsreaktionen fallen geringer aus. Im letzten Jahrzehnt findet diese 

Methodik eine breitere Anwendung vor allem in der Aortenklappenchirurgie junger 

Menschen, auch wenn sie auf Grund ihrer Komplexität großen Herzzentren 

vorbehalten bleibt. 

2.5 Tissue engineering 

Tissue engineering vereint Prinzipien und Methoden aus Medizin, Natur- und 

Ingenieurswissenschaften und wird häufig mit Regenerativer Medizin in Verbindung 

gebracht (LANGER u. VACANTI 1993). 

VACANTI u. LANGER (1999) definieren das Ziel des Tissue engineering als die 

Entwicklung biologischer Implantate, die die Gewebefunktion geschädigter Organe 

erhalten, reparieren oder unterstützen. Die Eigenschaften, die ein Konstrukt im 

Idealfall besitzen sollte, werden von TEEBKEN et al. (2007) beschrieben: 
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·  Autologes Gewebe 

·  Infektionsresistenz 

·  Keine Übertragung von Krankheiten 

·  Keine Kanzerogenität 

·  Keine Koagulationsprophylaxe notwendig 

·  Lebenslange Haltbarkeit 

·  Wachstumspotenzial 

·  Reparatur/Remodeling 

·  Biokompatibilität 

·  Unbegrenzte Verfügbarkeit 

·  Geringe Kosten 

·  Keine Geräuschentwicklung 

·  Einfache Implantationstechnik 

Die drei Grundelemente des Tissue engineering sind Zellen, Matrizes und 

Kultivierungstechniken. Die Zellen können dabei autogener, allogener oder 

xenogener Herkunft sein. Die Matrizes sind biologischer oder synthetischer Natur 

und können zwei- oder dreidimensional aufgebaut sein. Zu den 

Kultivierungstechniken zählt zum Beispiel das Besiedeln im Bioreaktor, um eine 

physiologischere Zellumgebung zu schaffen und die Zellen gegebenenfalls 

mechanisch zu stimulieren. 

TEEBKEN et al. (2007) teilen die Methoden des Tissue engineering in drei Klassen 

ein:  

1. Tissue engineering im klassischen Sinne, bei dem Zellen expandiert und 

Matrizes in vitro besiedelt werden, um Gewebe oder sogar ganze Organe zu 

generieren. 

2. Guided Tissue engineering: Eine zellfreie Trägerstruktur wird implantiert und 

dient als Leitfaden für die in vivo Rebesiedlung. 

3. Selektiver Zelltransfer: Injektion von autologen, allogenen oder xenogenen 

Zellpräparationen. 
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Angestrebt wird die autologe Gewinnung von Zellen aus dem Patienten und die 

erfolgreiche Retransplantation nach Zellvermehrung im Labor. Durch dieses 

Verfahren können Abstoßungsreaktionen vermindert werden. 

Tissue engineering wird in den unterschiedlichsten medizinischen Disziplinen 

angewendet wie beispielsweise bei der Forschung an artifiziellen Tracheen (TAN et 

al. 2006), an Haut (MACRI u. CLARK 2009) und Knorpel (TORTELLI u. CANCEDDA 

2009). 

Ein wesentliches Problem bei der Allotransplantation, also Organspende, ist ein 

Missverhältnis zwischen Bedarf und Angebot. In Deutschland standen am 

31.12.2008 7703 Patienten auf der aktiven Warteliste von Eurotransplant für eine 

Nierentransplantation, im gesamten Jahr 2008 wurden aber nur 2039 Nieren von 

Leichen-Spendern transplantiert. Bei Herzen ist das Missverhältnis nicht ganz so 

auffällig, allerdings gibt es dort auch keine Möglichkeit der Lebendspende. 356 

Patienten erhielten 2008 ein neues Herz, 815 standen am 31.12.2008 noch auf der 

Warteliste (EUROTRANSPLANT STATISTIK 2008). 

Ein weiteres Problem bei der allogenen Transplantation von Spenderorganen ist die 

mögliche Abstoßungsreaktion des Körpers. Somit erhalten Patienten nach der 

Transplantation eines Organs eine lebenslange Immunsuppression, die wiederum 

das Risiko für die Erkrankung mit malignen Tumoren oder schwer zu kontrollierenden 

Infektionen erhöht. 

Eine weitere Möglichkeit liegt in der Implantation xenogener Organe. Intensive 

Forschungsbemühungen haben dazu geführt, dass einige Hürden der massiven 

Abstoßungsreaktionen überwunden werden konnten (KUES u. NIEMANN 2004). 

Dennoch ist nicht geklärt, ob die zellulären Oberflächenproteine xenogener Organe, 

die Immun- und Abwehrreaktionen des Patienten auslösen können, zu kontrollieren 

sind. Demgegenüber ist die mögliche Übertragung von Zoonosen durch das porcine 

endogene Retrovirus (PERV) durch die Züchtung PERV freier Mini-pigs scheinbar 

kein Problem mehr (KUES u. NIEMANN 2004). Auch KALLENBACH et al. (2004) 

geben das Risiko der Übertragung von PERV auf den Menschen als verschwindend 

gering an. 
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Bei der Verwendung synthetischer Materialien sind einige Nachteile zu nennen. 

Häufig sind die Implantateigenschaften durch eine eingeschränkte Funktionalität, 

eine schlechte Biomechanik, eine hohe Thrombogenität und eine schwierige 

Integration ins Empfängergewebe gekennzeichnet (HODDE 2002). 

2.5.1 Durch Tissue engineering  gewonnene Herzklappen 

Um die oben genannten Nachteile bei biologischen Herzklappenprothesen zu 

umgehen, bietet das Tissue engineering viele Möglichkeiten. Entscheidend für die 

Qualität von Herzklappen aus Tissue engineering ist sowohl eine ausreichende 

mechanische Stabilität als auch genügend Flexibilität. Diese werden durch die 

Zusammensetzung der extrazellulären Matrix bestimmt. Die der Natur am nächsten 

kommende Möglichkeit ist deshalb Matrix aus nativem Gewebe (AKHYARI et al. 

2008). 

Häufig werden dazu dezellularisierte Herzklappenmatrizes verwendet. Andere 

Ansätze sind zum Beispiel die Herstellung von Herzklappen aus Fibrin-Zell-

Gemischen (FLANAGAN et al. 2007). 

Die Dezellularisierung wurde bereits vielfach an verschiedenem Gewebe 

durchgeführt, beispielsweise an Blutgefäßen (LIU et al. 2008), Perikard 

(MIRSADRAEE et al. 2007), Haut (MACRI u. CLARK 2009), Small Intestinal 

Submucosa (SIS) (KROPP et al. 2000), Harnleiter (GILBERT et al. 2008a; ROSARIO 

et al. 2008), Trachea (JUNGEBLUTH et al. 2009), Leber (LIN et al. 2004) und eben 

Herzklappen (TUDORACHE et al. 2007). OTT et al. (2008) haben ein komplettes 

Rattenherz dezellularisiert. 

So viele Arbeitsgruppen an der Dezellularisierung von Geweben arbeiten, so viele 

verschiedene Protokolle gibt es auch für diese. Natriumdodecylsulftat (SDS) und 

Natriumdeoxycholat zählen zu den verbreitetesten Mitteln zur Dezellularisierung von 

Geweben. Es handelt sich dabei um ionische Detergenzien. Beide wirken sehr 

effektiv auf die Entfernung von Zellen (GILBERT et al. 2006). Allerdings bewirkt die 

Dezellularisierung von Geweben eine Auswaschung von Komponenten der 

extrazellulären Matrix wie zum Beispiel von Glykosaminoglykanen (GRAUSS et al. 

2005). 
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Häufig wird die Dezellularisierung mit EDTA/Trypsin durchgeführt (TAGAKI et al. 

2006; WU et al. 2009). Auch mit Triton-X100 wird porcines Aortenklappengewebe 

dezellularisiert (BADER et al. 1998, LEE et al. 2009). Nach TUDORACHE et al. 

(2007) ist die Dezellularisierung mit ionischen Detergenzien allerdings schonender 

für das Aortenklappengewebe als mit EDTA/Trypsin. 

OTA et al. (2007) dezellularisierten Aortenklappen in Polyethylenglycol (PEG)-

Lösung als Detergens und anschließendem DNAse-Verdau. Der Effekt wurde mittels 

Gamma-Bestrahlung verstärkt. 

VINCENTELLI et al. (2007) entwickelten eine weitere Methode zur Dezellularisation 

porciner Pulmonalklappen. Die Dezellularisierung porciner Pulmonalklappen fand in 

hypotonischem Puffer (Tris, 10mmol/L, EDTA, 0,1% und Aprotinin, 10KIU/ml; pH 8) 

für 14 Stunden und anschließend in ebendiesem Puffer mit Zusatz von 0,1% 

Natriumdodecylsulfat für 24 Stunden statt. Um die Klappenfunktion zu verbessern, 

wurden verschiedene Arten der Beschichtung oder Besiedlung von Herzklappen 

vorgenommen. Häufig sind diese Klappen allerdings nur in vitro untersucht worden. 

BADER et al. (1998) besiedelten zum Beispiel dezellularisierte porcine Herzklappen 

mit humanen Endothelzellen. FANG et al. (2007) dezellularisierten porcine 

Aortenklappen und besiedelten diese mit endothelialen Vorläuferzellen aus 

Nabelschnurblut. Auch Bioreaktorsysteme kommen dabei zum Einsatz (LEE et al. 

2009). DOHMEN et al. (2006) beschichteten dezellularisierte Klappen mit 

Fibronektin, besiedelten sie mit venösen Endothelzellen und implantierten diese 

Konstrukte in Pulmonalklappenposition in Schafe. 

In vivo Untersuchungen Tissue engineerter Herzklappen finden vorzugsweise nach 

Implantation in Pulmonalklappenposition im Schaf statt. 

DA COSTA et al. (2004) verglichen kryopräservierte Klappen mit dezellularisierten 

porcinen Xenografts im Schaf. DE VISSCHER et al. (2007, 2008) untersuchten 

Klappen aus photooxidiertem bovinen Perikard (POPs), die zum Teil vor der 

Implantation ins Schaf intraperitoneal vorbesiedelt wurden. Diese Maßnahme führte 

zu einer massiven Erhöhung der Zellzahl im Vergleich zu nativen Pulmonalklappen 

(bis zu 223% höhere Zellzahl gegenüber nativen Klappen). Auch konnte eine sich 

verstärkende Insuffizienz im Verlauf von fünf Monaten beobachtet werden. 
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DOHMEN et al. (2006) implantierten dezellularisierte, Fibronektin-beschichtete, mit 

Endothelzellen besiedelte Klappen in Pulmonalposition. Während nach drei Monaten 

die vorbesiedelten Klappen eine bessere Reendothelialisierung aufwiesen als nicht 

besiedelte Kontrollklappen, war nach sechs Monaten kein Unterschied mehr 

nachzuweisen. ELKINS et al. (2001) führten einen Vergleich durch zwischen 

dezellularisierten und kryopräservierten Klappen. Beide Klappen zeigten eine 

progressive Rebesiedlung mit Empfängerzellen. Auch HOPKINS et al. (2009) 

verglichen krypopräservierte und dezellularisierte kryopräservierte Klappen im Schaf 

in Pulmonalpositition. Der Unterschied zu anderen Untersuchungen liegt in der 

langen Beobachtungsdauer von einem Jahr. LEYH et al. (2003) implantierten 

dezellularisierte ovine und porcine Pulmonalklappen in Schafe. Nach 24 Wochen 

wurden die Klappen auf Kalzifizierungen untersucht. Dabei stellten sie fest, dass die 

xenogenen Matrizes weniger starke Kalzifikationen aufwiesen als die allogenen 

Matrizes. LICHTENBERG et al. (2006) implantierten dezellularisierte ovine 

Pulmonalklappen in Schafe und untersuchten diese nach einem und drei Monaten. 

Eine Gruppe von Tieren erhielt in vitro mit Endothelzellen besiedelte 

Pulmonalklappen. Diese zeigten nach drei Monaten eine bessere 

Reendothelialisierung als die dezellularisierten Kontrollklappen. Das Segelstroma 

war vergleichbar mit Zellen infiltriert. In keiner der beiden Gruppen konnten 

Verkalkungen nachgewiesen werden. 

Auch STEINHOFF et al. (2000) implantierten dezellularisierte Pulmonalklappen in 

Schafe. VAN NOOTEN et al. (2006) dezellularisierten Herzklappen von Schweinen 

und Kängurus und implantierten diese in Pulmonalposition beim Schaf. Im Rahmen 

einer Studie von VINCENTELLI et al. (2007) wurden porcine Pulmonalklappen 

dezellullarisiert und unmittelbar vor der Implantation in Pulmonalklappenposition in 

Schafe mit mononukleären Zellen aus dem Knochenmark bzw. mit mesenchymalen 

Stammzellen injiziert. Ziel war die Rebesiedlung dezellularisierter Klappen auch mit 

interstitiellen Zellen zu beschleunigen. Diese Klappen wurden nach vier Monaten 

untersucht. Dabei fehlen jegliche Kontrollgruppen. WU et al. (2007) entwickelten eine 

beschichtete Hybridklappe und implantierten diese in Pulmonalposition. Die 
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Hybridklappe soll nach vier Monaten ein konfluentes Endothel und geringere 

Kalzifikationen aufgewiesen haben als dezellularisierte Kontrollklappen. 

GULBINS et al. (2006) haben einen anderen Ansatz gewählt: Für ihre Untersuchung 

der Endothelialisierung Glutaraldehyd-fixierter, mit Myofibroblasten und 

Endothelzellen besiedelter Herzklappen wurden die Klappen heterotop in die Aorta 

descendens implantiert und ein Shunt zwischen Aortenbogen und linkem Vorhof 

angelegt, um systolische und diastolische Segelbewegungen zu erzeugen. 

Auch NEVES et al. (2002) implantierten nicht in Pulmonalposition, sondern 

untersuchten Aortenklappen nach verschiedener antimikrobieller Behandlung und 

Kryopräservation nach Implantation in die Aorta thoracica. 30 Tiere wurden operiert, 

24 überlebten die Versuchszeit von sechs Monaten. 

2.5.2 Beschichtung mit CCN1 

Die Beschichtung der Herzklappen soll die Rebesiedlung der dezellularisierten 

Matrizes verbessern und/oder beschleunigen. Je schneller und je vollständiger die 

Matrix mit Zellen besiedelt ist, desto geringer ist das Risiko für eine Fehlfunktion 

eben derselben. Dazu gibt es zwei Möglichkeiten, zum ersten die Beschichtung mit 

verschiedenen Chemikalien (wie hier mit CCN1) und zum zweiten die Besiedlung mit 

Zellen vor der Implantation der Matrix. 

Einen positiven Einfluss verschiedener gängiger Beschichtungen auf die in vitro 

Besiedlung von Polyglycerolsebacate (PGS-) Konstrukten mit ovinen endothelialen 

Vorläuferzellen haben SALES et al. (2007) festgestellt. Eine vorherige Beschichtung 

der Konstrukte mit Proteinen wie Laminin, Fibronectin, Fibrin, verschiedenen 

Kollagenen oder Elastin äußerte sich in einer Steigerung der Proliferationsrate sowie 

der Produktion von extrazellulärer Matrix. Gleichzeitig sank die Apoptoserate im 

Konstrukt. Außerdem verringerte sich die Steifigkeit des Gewebes im Gegensatz zu 

unbeschichtetem Gewebe (SALES et al. 2007). 

CCN1 oder auch Cyr 61 (Cystein rich protein 61) bezeichnet sowohl ein Gen als 

auch das dazugehörige Protein, welches ein Mitglied der CCN Protein Familie ist und 

ein multifunktionales extrazelluläres Signalprotein darstellt. Bei der CCN Familie 

handelt sich um eine Strukturfamilie, die Zuordnung erfolgte durch Homologien im 
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Aufbau der Proteine. In gesundem Gewebe wird CCN1 in Blutgefäßen, Muskeln, 

Knochen und Nervensystem exprimiert, muss aber auch in Zusammenhang mit 

Tumoren wie dem Mammakarzinom, dem Glioblastom oder dem kleinzelligen 

Lungenkarzinom gesehen werden (JAY et al. 1997). 

Die Proliferation, Zelladhäsion (CHEN et al. 2001), Migration (BABIC et al. 1998) und 

Genexpression menschlicher Endothelzellen werden direkt von CCN1 beeinflusst. 

YU et al. (2008) untersuchten die Effekte von CCN1 auf endotheliale Vorläuferzellen 

in vitro und stellten dabei fest, dass eine Überexpression von CCN1 unter anderem 

eine erhöhte Ausschüttung von VEGF und MCP-1 (beides wichtige Faktoren für 

Gefäßheilung und Angiogenese) nach sich zieht. Dieser wichtige Effekt soll neben 

der verstärkten Zelladhäsion dafür sorgen, dass sich auf den implantierten 

dezellularisierten Aortenklappen trotz des hohen Blutdruckes im Körperkreislauf 

endotheliale Vorläuferzellen und Endothelzellen aus dem Blut auf den Herzklappen 

ansiedeln können. Weiterhin soll die Migration von Endothelzellen von 

unbeschädigtem Aorten- bzw. Ventrikelgewebe auf die implantierte Klappe gefördert 

werden. Desweiteren bindet CCN1 stark an Heparin, welches wiederum an 

Endothelzellen gebunden vorkommen kann, so dass diese an die dezellularisierte 

und beschichtete Matrix „gebunden“ werden.  

2.6 Biomechanische Tests 

Um die Materialeigenschaften Tissue engineerten Gewebes zu bestimmen, werden 

biomechanische Tests durchgeführt. 

VORP et al. (2003) prüften die biomechanischen Eigenschaften humaner Aorten in 

longitudinaler und circumferentialer Richtung an relativ großen Segmenten (3x8 cm). 

OTA et al. (2007) prüften ihre dezellularisierten Schweineaortenklappen in einem 

uniaxialen Tester und erreichten eine Maximalkraft von 8,7±1,2 N bei 

dezellularisierten Konstrukten und 10,7±3,3 N bei nativen porcinen Aortenklappen, 

die als Kontrollen verwendet wurden. Auch KOROSSIS et al. (2005) 

dezellularisierten Schweineaorten mit SDS (0,1%) und führten biomechanische Tests 

durch. Das Gewebe wurde vor dem Test mit 50 Zyklen vorbelastet. Die Durchführung 

der Tests erfolgte ansonsten in nahezu identischer Vorgehensweise wie die im 
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Rahmen dieser Arbeit durchgeführten biomechanischen Tests (siehe Kapitel 3.6 

Biomechanische Tests). Auch hier wurde Gewebe aus der Aortenwand verwendet. 

Bei den Tests der dezellularisierten Schweine-Aortenklappen wurden Streifen aus 

den Segeln verwendet. Es zeigte sich bei den circumferential ausgestanzten Proben 

eine höhere Dehnbarkeit und Bruchdehnung. LI et al. (2008) führten biomechanische 

Tests mit Aorta ascendens und Truncus pulmonalis von Mensch und Schwein im 

Vergleich durch, wobei sie keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf das 

elastische Verhalten feststellten. SEEBACHER et al. (2007) testeten porcine 

Pulmonalklappenconduits, allerdings mit einer optischen Methode, welche ohne 

Anklemmen der Proben auskommt. 

WEGNER u. FEDER (1976) führten biomechanische Tests porciner Aorten an einer 

Zwick-Prüfmaschine durch. Die Proben dabei wurden knochenförmig ausgestanzt. 

Dabei stellten sie fest, dass Aortengewebe herznah höhere Kräfte aushält als 

herzfern. Circumferential ausgestanzte Proben erwiesen sich außerdem als stabiler 

als längs zum Gefäßverlauf ausgestanzte Proben. WU et al. (2007) testeten die 

Segel der dezellularisierten Klappen in circumferentialer Richtung. Das erreichte 

Elastizitätsmodul lag zwischen 8 und 12 MPa, was eine deutlich höhere Steifigkiet 

gegenüber den in dieser Arbeit getesteten Aortenklappen darstellt. NEVES et al. 

(2002) testeten ovine Aortenklappenconduits nach sechsmonatiger 

Implantationsdauer und erreichten ein Elastizitätsmodul von meistens 10 bis 12 MPa. 

Bei keiner dieser Studien wird allerdings angegeben, in welchem Bereich der 

Elastizitätsmodul bestimmt wird oder ob die Berechnung über die gesamte Messung 

erfolgt. AIDULIS et al. (2002) führten ebenfalls uniaxiale Tests an in vitro 

vorbehandelten ovinen Aortenklappen durch. 

CERQUEIRA et al. (2005) testeten Rattenaorten und erreichten eine Maximalkraft 

von 2,8 N. GOURNIER et al. (1993) testeten Segmente kryopräservierter humaner 

Aorten sowohl circumferential als auch longitudinal und stellten keine Unterschiede 

im Vergleich zu nativen Aorten fest. ISHII et al. (2007) führten biomechanische Tests 

an Aortengrafts, die in Kaninchen implantiert wurden, durch. Dazu präparierten sie 

jeweils zu untersuchende Ringe. Auch IWAI et al. (2007) testeten implantiertes 

Gewebe: Aortenklappen von Hunden wurden durch dezellularisierte porcine 
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Aortenklappen ersetzt und nach dreimonatiger Implantation in circumferentialer 

Richtung getestet. 

BALGUID et al. (2007) untersuchen den Zusammenhang zwischen Kollagen-Gehalt, 

Kollagen-Quervernetzung und biomechanischen Eigenschaften in humanen 

Aortenklappensegeln und Konstrukten aus Tissue engineering. Die Kollagen-

Quervernetzung und damit auch die biomechanischen Eigenschaften könnten durch 

die Dezellularisierung allerdings beeinflusst werden. 

Ein Problem der mechanischen Tests von biologischem Gewebe ist häufig die Wahl 

der Klemmen. RIEMERSA und SCHAMHARDT (1982) stellten eine sogenannte 

Kryoklemme vor, in der das Gewebe mit flüssigem Stickstoff zwischen den beiden 

Backen der Klemmen festgefroren wird. Allerdings erreicht das getestete Gewebe 

(Pferdesehnen) erst 6 cm von der Klemme entfernt wieder Raumtemperatur und 

damit normales Verhalten. So konnte diese Art der Klemme für Aortengewebe nicht 

verwendet werden, da sich in Vorversuchen dazu zeigte, dass das eingespannte 

Gewebe komplett durchfror und deshalb andere biomechanische Eigenschaften 

aufwies (zum Beispiel eine erhöhte Steifigkeit).  

Die biomechanischen Tests im Rahmen dieser Arbeit wurden durchgeführt nach 

einem Protokoll von LICHTENBERG et al. (2006). Dort wurden allerdings andere 

Klemmen verwendet, außerdem handelte es sich bei dem getesteten Gewebe um 

ovines Pulmonalarteriengewebe. Hier beträgt die Maximalkraft etwa zwischen 9 und 

11 N. TUDORACHE et al. (2007) testeten porcines Pulmonalarteriengewebe nach 

unterschiedlichen Dezellularisationsprotokollen und erreichten mit bis zu 30 N eine 

viel höhere Maximalkraft als diejenige, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

Tests erreicht wurde. 

2.7 Schafe als Versuchstiere in der Herzchirurgie 

Die Fragestellung des Versuches spielt eine ausschlaggebende Rolle bei der 

Auswahl des Tiermodelles. Nur bei bestimmten gesetzlich vorgeschriebenen 

Tierversuchen ist auch die Tierart vorgegeben. 

2007 wurden in Deutschland 3896 Schafe in Tierversuchen verwendet, davon sind 

330 für Untersuchungen an Herz-Kreislauf-Erkrankungen des Menschen eingesetzt 
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worden (Bundesministerium für Ernährung, Landwirtschaft und Viehhaltung, 

Tierversuchszahlen 2007). 

Die meisten Veröffentlichungen von in vivo Studien im Bereich des Tissue 

engineerings von Herzklappen beziehen sich auf Schafe als Versuchstiere. Wegen 

ihrer dem Menschen vergleichbaren hämodynamischen Eigenschaften, der 

problemlosen Beschaffung und Haltung und vor allem wegen der schnellen 

Mineralisation implantierten Gewebes werden Schafe verwendet (HERIJGERS et al. 

1999; SCHMIDT et al. 2007). 

Nur selten werden im Bereich Herzklappen-Tissue engineering andere Tierarten 

verwendet, meist Hunde. So benutzten IWAI et al. (2007) Hunde, um dezellularisierte 

Schweineaortenklappen zu implantieren. OTA et al. (2007) haben porcine 

Aortenklappen dezellularisiert und anschließend subkutan in Ratten implantiert, um 

Abstoßungsreaktionen und Kalzifizierung zu überprüfen. Im Großtiermodell wurden 

diese Klappen in die Aorta descendens von Hunden implantiert. Allerdings fand keine 

Funktionsüberprüfung der Konstrukte statt. TAKAGI et al. (2006) implantierten 

dezellularisierte Aortenklappen aus Kaninchen in Bauchaorten von Hunden. Es 

wurde nur eine geringe Kalzifizierung und wenige Entzündungszellen nachgewiesen. 

KIM et al. (2004) verwendeten Ziegen als Versuchstiere für die Implantation von 

dezellularisierten Xenografts in Pulmonalposition. LEHNER et al. (1997) 

implantierten verschiedene Bioprothesen in die thorakale Aorta descendens von 

Pavianen. 

SACHWEH u. DAEBRITZ (2006) implantierten Prothesen aus PCU in 

Aortenklappen- und Mitralposition in Kälber, um das Wachstum der Klappen 

beurteilen zu können. Die Koagulationsprophylaxe fand hier durch eine 

Vollheparinisierung der Tiere und 100 mg Acetylsalicylsäure pro Tag in den ersten 

zwei Wochen nach der Operation statt. VALENTE et al. (1992) implantierten 

verschiedenste Gewebe in Schafpulmonalarterien und injizierten den Tieren 

postoperativ alle 12 Stunden Heparin.  
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2.8 Koagulationsprophylaxe 

Beim Menschen ist nach der Implantation mechanischer Klappenprothesen eine 

lebenslange Antikoagulation angezeigt (BONOW et al. 2006, VAHANIAN et al. 

2007). Bei biologischen Implantaten ist eine Antikoagulation je nach Indikation meist 

nur innerhalb der ersten drei Monate nach der Operation notwendig (BONOW et al. 

2006; DUNNING et al. 2008; VAHANIAN et al. 2007). Innerhalb dieses Zeitraums ist 

das Risiko für eine Thrombusbildung auf Grund der noch fehlenden 

Endothelialisierung höher und soll durch die Gabe von Antikoagulantien verringert 

werden (COLLI et al. 2007). 
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3 Material & Methoden 

A Versuchstierteil 

3.1 Versuchstiere 

Die Tierversuche zur Implantation der Aortenklappen wurden nach § 8 Abs. 1 des 

Tierschutzgesetzes BGB 1. IS 01484 vom LAVES genehmigt (AZ 06/1186). Auf die 

Einhaltung der Empfehlungen des National Institute of Health (USA) zum Umgang 

mit Versuchstieren („guide for the care and use of laboratory animals“, 1996) wurde 

geachtet. 

Es wurden insgesamt 34 weibliche juvenile Tiere der Rasse Schwarzköpfiges 

Fleischschaf operiert. Die Tiere wurden beim Landesschafzuchtverband 

Niedersachsen e. V. (Johannssenstraße 10, 30159 Hannover) erworben. Bei der 

Operation lag das Gewicht der Schafe zwischen 33 und 49 kg, das Alter zwischen 

sechs und neun Monaten. 

3.1.1 Tierhaltung 

Die Tierhaltung und die Durchführung der Tierversuche fand im Zentralen Tierlabor 

der Medizinischen Hochschule Hannover, Carl-Neuberg-Straße 1, 30625 Hannover, 

statt. 

Nach der Anlieferung standen die Tiere in den Außenstallungen des Zentralen 

Tierlabors der Medizinischen Hochschule Hannover für zwei Wochen in Quarantäne. 

Die Aufstallung erfolgte auf Stroh, wobei Gruppen von bis zu zwölf Tieren in einem 

überdachten Gehege mit Außenklima untergebracht wurden. Bei guter Witterung 

hatten die Tiere noch einen asphaltierten Außenbereich zur Verfügung. Die 

Wasserversorgung erfolgte durch Selbsttränken. Gefüttert wurde Heu ad libitum und 

ein handelsübliches Schaffutter (Raiffeisen Schaffutter, Ergänzungsfuttermittel für 

Zuchtschafe). Zusätzlich standen den Tieren Minerallecksteine zur ständigen freien 

Verfügung. 

Zwei Tage vor der Operation wurden die Tiere in das Hauptgebäude des Zentralen 

Tierlabors verbracht. Dort standen sie in Gruppen von bis zu sechs Tieren auf Stroh 
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in einem temperierten Raum (konstant 22°C) mit 12 S td. Tag-/Nachtrhythmus. Die 

Fütterung erfolgte analog den Außenstallungen. Minerallecksteine und Wasser 

standen ebenfalls zur ständigen freien Verfügung.  

Etwa vier Wochen nach erfolgreicher Operation wurden die Tiere wieder in die 

Außenstallungen verbracht, wo sie bis zum Versuchsende standen. 

3.1.2 Gruppeneinteilung 

Insgesamt erhielten 34 Schwarzkopfschafe einen Aortenklappenersatz. Es wurden 

drei Gruppen gebildet: 

Gruppe 1: Native Aortenklappen (8 operierte Tiere) 

Gruppe 2: Dezellularisierte Aortenklappen (16 operierte Tiere) 

Gruppe 3: Dezellularisierte und in vitro mit CCN1 beschichtete Aortenklappen 

(10 operierte Tiere) 

Jede Gruppe wurde unterteilt in postoperative Standzeiten von drei (a) respektive 

neun (b) Monaten. Die Einteilung der Tiere in die Gruppen fand zufällig statt. 
 

Tabelle 1: Einteilung der operierten Tiere in Bezug  auf die Behandlung der Aortenklappe und 
die Versuchsdauer 

Gruppe 

AK-

Behandlung Standzeit Tiernummer 

Versuchsende 

erreicht 

1a 

 

Nativ 

 

3 Monate 

 

7189 Nein 

7720 Nein 

7199 Nein 

7746 Ja 

7172 Ja 

0000 Nein 

1b 

 

Nativ 

 

9 Monate 

 

7214 Ja 

5023 Ja 

2a 

 

 

Dezellularisiert 

 

 

3 Monate 

 

 

4527 Nein 

5493 Ja 

5421 Nein 
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683 Ja 

672 Ja 

2920 Nein 

5641 Ja 

5616 Nein 

2b 

 

Dezellularisiert 

 

9 Monate 

 

681 Ja 

675 Ja 

673 Ja 

679 Ja 

674 Ja 

2939 Ja 

5646 Ja 

5643 Nein 

3a 

 

Dezellularisiert 

+ CCN1 

 

3 Monate 

 

2960 Ja 

2975 Ja 

2950 Ja 

3b 

 

Dezellularisiert 

+ CCN1 

 

9 Monate 

 

2962 Nein 

2972 Ja 

8977 Ja 

8972 Ja 

8970 Ja 

8973 Nein 

5625 Ja 

AK=Aortenklappe 
0000=Ohrmarkennummer des Tieres unbekannt, Tier intraoperativ verstorben. 
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3.2 OP-Durchführung 

3.2.1 Anästhesie 

Sämtliche Eingriffe wurden unter Allgemeinnarkose durchgeführt. Zur Vermeidung 

einer Pansenaufgasung während der Operation wurden die Tiere unter Beibehaltung 

der Wasserversorgung präoperativ für 18 bis 24 Std. nüchtern gesetzt. 

Als erstes wurde ein venöser Zugang (BD Adsyte Pro™, 18GA, Becton Dickinson) in 

die Vena cephalica antebrachii gelegt. Zur Prämedikation wurde 0,2 mg/kg 

Midazolam i. v. (Midazolam 5 mg/ml, Delta Select) verabreicht. Außerdem bekamen 

die Tiere Carprofen (4 mg/kg initial, je die Hälfte i. v. und s. c.; Rimadyl®, Pfizer) im 

Sinne einer präemptiven Analgesie sowie Penicillin-Streptomycin (100.000I.E./50 kg 

s. c., AniMedica) als perioperative Antibiose. 

Anschließend erfolgte die Narkoseeinleitung mit Propofol (Propofol-Lipuro 1%, 

B. Braun) nach Bedarf bis zum Erreichen des Intubationsstadiums. Es folgte die 

Intubation mit Endotrachealtuben (Größe 7,5-8 mm, blockbar, Medos Medizintechnik) 

sowie das Legen einer Pansensonde zur Vermeidung einer Pansentympanie. 

Die Narkose wurde mit Isofluran (1,5-5%, Isofluran, Baxter), Sauerstoff (50%) und 

reiner Luft aufrechterhalten. Um die Eröffnung des Thorax mittels Elektrokauter zu 

ermöglichen, wurden einleitend 2,5 ml Atracrium (Tracrium� , GlaxoSmithKline) 

verabreicht. 

Zur analgetischen Abdeckung erhielten alle Tiere Fentanyl (5-10 µg/kg alle  

20-40 Minuten i. v., Fentanyl� -Janssen, Janssen-Cilag). Zusätzlich wurde 

intraoperativ nach Eröffnung des Thorax eine intercostale Nervenblockade mit 

Bupivacain (Carbostesin 0,5%, AstraZeneca) an mindestens fünf Nervensegmenten 

durchgeführt. 

Während der Operation wurden die Tiere zur Verminderung der Auskühlung auf 

Wärmematten gelagert (AquaTherm 650, Hico). 

3.2.2 Explantation von Spenderklappen und Gewinnung  von Blutbeuteln 

Für die Implantation wurden allogene Aortenklappen verwendet. Diese wurden 

alters- und gewichtsmäßig den Empfängertieren entsprechenden weiblichen 
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Schwarzkopfschafen entnommen. Außerdem wurden die Spendertiere für Klappen 

als Blutspender für notwendige Bluttransfusionen verwendet. Die entsprechende 

Vorbereitung der Tiere erfolgte in der gleichen Weise wie bei den Schafen für die 

Implantation (siehe Kapitel 3.2.1 Anästhesie). 

Die rasierte linke Brustwand wurde mit Braunoderm�  (nachgefärbt, B. Braun) 

chirurgisch desinfiziert. Der Brustkorb wurde in Höhe des 4. Interkostalraumes 

eröffnet und das Herz freigelegt. Die Aorta descendens wurde freipräpariert und 

mittels eines Schlauchsystems ein handelsüblicher Blutbeutel (Compoflex®, 500 ml, 

Fresenius Kabi) angeschlossen. Jedem Tier wurden mindestens drei Beutel Vollblut 

entnommen. Sofern das Tier noch lebte, wurde es während einer starken 

Allgemeinanästhesie durch eine Überdosis Pentobarbital (Release� , WDT) getötet. 

Das Herz wurde entnommen. Unter Beibehaltung eines etwa 3 cm langen 

Aortensegmentes und einem schmalen Rand subvalvulären Herzmuskelgewebes 

wurde jeweils die Aortenklappe freipräpariert und entnommen. Sofort wurde die 

Klappe in Ringerlösung gespült, um Blutreste zu entfernen. 

Native Implantationen erfolgten längstens 48 Stunden nach der Explantation der 

Spenderklappen. Diese Klappen wurden bis zur Operation in Endothelzellmedium 

(EGM-2, Lonza) bei 4°C gelagert. Klappen, die dezel lularisiert werden sollten, 

wurden umgehend in 4°C kaltem PBS unter Zusatz von je 1% Penicillin-Streptomycin 

und Patricin in das Labor verbracht und dort nach Protokoll dezellularisiert. 

3.2.3 Operationsmethodik: Orthotope Implantation ov iner Aortenklappen 

Die orthotope Implantation der Aortenklappen wurde von drei Herzchirurgen der 

Medizinischen Hochschule Hannover, Frau Dr. med. Hassina Baraki, Herrn Dr. med. 

Serghei Cebotari und Herrn Dr. med. Igor Tudorache, durchgeführt. Die 

Herzlungenmaschine wurde von dem Kardiotechniker Herrn Klaus Höffler bedient. 

Die Tiere wurden in rechter Seitenlage gelagert. Die Beatmung erfolgte über eine 

volumenkontrollierte, positive intermittierende Druckbeatmung (Respirationsvolumen: 

8 Liter pro Minute, Beatmungsfrequenz: 16 Züge pro Minute) im geschlossenen 

System. 



A Versuchstierteil 

35 -    - 

Die linke Hals- und die linke Thoraxseite wurden chirurgisch desinfiziert. Der übrige 

Tierkörper wurde mit sterilen Tüchern abgedeckt. Zur Überwachung wurden EKG-

Elektroden angelegt. Die EKG-Elektroden wurden subkutan angelegt, die rote 

Elektrode an die Innenseite des rechten Vorderbeines, die gelbe Elektrode an die 

Innenseite des linken Vorderbeines und die grüne Elektrode an die Innenseite der 

Oberschenkelmuskulatur der linken Hintergliedmaße. Standardmäßig wurden die 

Ableitungen nach Einthoven verwendet. 

Es erfolgte die Inzision des linken Halses in der Drosselrinne und die Präparation der 

Arteria carotis und der Vena jugularis. Sowohl in die Vene als auch in die Arterie 

wurden Messkatheter gelegt. Zum Narkosemonitoring gehörte außer dem EKG die 

invasive Blutdruckmessung über den arteriellen Katheter sowie regelmäßige 

Blutgasanalysen. Eine Kontrolle des Gerinnungssystems erfolgte durch ACT-Tests. 

Eine kontinuierliche adäquate Flüssigkeitszufuhr erfolgte über den zentralen 

Venenkatheter. 

Die linke Thoraxseite wurde im Bereich des 4. Interkostalraumes eröffnet und mittels 

Rippenspreizer zugänglich gemacht. Ein Interkostalblock mit Bupivacain 

(Carbostesin 0,5%, AstraZeneca) wurde an mindestens fünf Nervensegmenten 

gesetzt. 

Nach Eröffnen des Perikards wurde das Herz freigelegt. Der intravenösen 

Heparingabe zur systemischen Antikoagulation (400 IE/kg KGW, Heparin-Natrium-

2500-ratiopharm� , Ratiopharm GmbH) folgte der Anschluss an die Herz-Lungen-

Maschine (Stöckert S3, München) über die Aorta descendens und den rechten 

Vorhof. Um den Blutfluss durch das Herz zu umgehen, wurde die Aorta proximal des 

Anschlusses an die Herz-Lungen-Maschine abgeklemmt. Anschließend wurde das 

auf diese Weise separierte Herz mit einer handelsüblichen Kardioplegielösung 

(Blutkardioplegie nach Buckberg) in die Aortenwurzel stillgelegt. Die Aorta 

ascendens wurde inzidiert und die Aortenklappe dargestellt. Die vorhandenen 

Klappentaschen und die proximale Aorta ascendens wurden reseziert. Die 

Koronarostien wurden präpariert und jeweils als Buttons herausgeschnitten. Die zu 

implantierende Aortenklappe wurde zunächst mit der proximalen Nahtreihe mittels  

5-0 Prolene� -Fäden (Ethicon) mit 18 bis 21 Stichen in Einzelknopftechnik fixiert. Als 
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nächstes wurden die Koronarostien des Allografts durch Buttons mit 6-0 Prolene� -

Fäden mit den Empfängerkoronararterien anastomisiert. Es folgte die 

Anastomisierung der distalen Nahtreihe mit 4-0 Prolene� -Fäden in fortlaufender 

Technik. Anschließend wurde das Herz sorgfältig entlüftet, um eine artifizielle 

Luftembolie zu vermeiden. Die Aortenklemme wurde entfernt und das Herz für 

mindestens 1/3 der benötigten Klemmzeit reperfundiert. Bei Bluttrockenheit und 

stabilem Herzrhythmus erfolgte der Abgang von der Herz-Lungen-Maschine, die 

Antagonisierung des gegebenen Heparins mit Protamin (Protamin Valeant  

5000 IE/ml, Valeant Pharmaceuticals), die Gabe von 125 mg Methylprednisolon 

(Urbason�  solubile forte, Sanofi Aventis), das Blähen der Lunge und anschließend 

der sorgfältige schichtweise Wundverschluss. 

Vor dem endgültigen Wundverschluss wurde eine Thoraxdrainage in die Brusthöhle 

gelegt, die vor dem Aufwachen des Tieres wieder entfernt wurde. Außerdem wurden 

vor der Extubation des Tieres wiederum 125 mg Methylprednisolon appliziert. 

Als ergänzende perioperative Antibiose erhielten die Tiere je 4 g Piperacillin und  

0,5 g Tazobactam (Tazobac�  EF, Wyeth Pharmaceuticals AG) i. v. Bei Bedarf 

wurden entsprechend dem metabolischen Zustand des Tieres Calcium und 

Magnesium i. v. sowie Norepinephrin (Arterenol� , Sanofi Aventis) und Epinephrin 

(Suprarenin� , Aventis) gegeben. In schweren Fällen von Arrhytmien wurde 

Amiodaron (Cordarex®, Sanofi Aventis) verabreicht. Kurz vor der Extubation wurden 

die zentralen Katheter ebenfalls entfernt und die Halswunde schichtweise 

verschlossen. 

3.2.4 Postoperative Betreuung der Tiere 

Nach Ausleiten der Narkose und dem Wiedererlangen des Schluckreflexes mit 

darauffolgender Extubation wurden die Tiere in den Stall verbracht. Die Lagerung 

erfolgte in Brustlage auf einem Strohkissen unter einer Wärmelampe. Zur Analgesie 

wurde Burprenorphin (10 µg/kg s. c., Temgesic� , Essex Pharma GmbH) gegeben. 

Der venöse Zugang wurde entfernt und das Tier engmaschig überwacht. In 

regelmäßigen Abständen wurden Kreislaufparameter und Temperatur bestimmt. Zur 
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Vermeidung einer Schlundverstopfung erhielten die frisch operierten Tiere erst am 

nächsten Morgen Heu. Die Kraftfuttergabe wurde über zwei bis drei Tage auf die 

volle Menge gesteigert. Die erste Woche postoperativ wurden die Tiere mindestens 

zweimal täglich visitiert. Jeden Tag wurde mindestens einmal Fieber gemessen, die 

Kreislaufparameter überprüft und die Wundheilung begutachtet. In den ersten drei 

Tagen postoperativ erhielten die Tiere einmal täglich Burprenorphin (10 µg/kg s. c.) 

und Carprofen (2 mg/kg s. c.). Weitere Analgesie erfolgte je nach Allgemeinbefinden 

des Tieres, war in den meisten Fällen jedoch nicht nötig. Am Tag der Operation 

sowie am zweiten postoperativen Tag wurde prophylaktisch Penicillin-Streptomycin 

verabreicht (100.000 I.E. Penicillin/50kg s. c.). 

Bei ungestörter Wundheilung wurden nach 10 bis 14 Tagen die Fäden am Hals und 

am Thorax gezogen. In regelmäßigen Abständen erfolgte eine komplette 

Allgemeinuntersuchung mit Überprüfung der Herz-Kreislaufparameter. 

Zur Vermeidung einer Gerinnselbildung (Thrombose) auf den implantierten 

Herzklappen wurden die Tiere vom 3. bis zum 30. Tag postoperativ mit 50 mg 

Enoxaparin s. c. (ClexaneÒ multidose, 100 mg/ml, Aventis Pharma) behandelt. 

3.2.5 Versuchsende 

Nach einer postoperativen Standzeit von drei bzw. neun Monaten wurden die Tiere 

euthanasiert und die implantierten Prothesen für die weitere Untersuchung 

entnommen. Die Vorbereitung der Tiere erfolgte wie für die Gewinnung von Spender-

herzklappen (siehe auch Kapitel 3.2.1 Anästhesie).  

Vor der Explantation wurde in Allgemeinanästhesie ein transösophagealer Ultraschall 

(Hewlett Packard Sonos 2000) durchgeführt, um die Klappenfunktion zu beurteilen. 

Zu diesem Zweck wurde eine Ultraschallsonde (Hewlett Packard, 21367A 6.2/5.0 

MHz Omni-plane II) durch den Ösophagus bis auf Höhe des linken Atriums 

geschoben und das Implantat mit den Segelbewegungen dargestellt. Die 

Untersuchung wurde auf Video aufgenommen und die wichtigsten Parameter 

(Klappendurchmesser, Grad von Aortenstenose bzw. –insuffizienz, maximaler und 

mittlerer Druckgradient über der Klappe, Klappenöffnungsfläche, Ejektionsfraktion 

und Segelmorphologie) von einem auf dem Gebiet der tierexperimentellen 
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Forschung erfahrenen Kardiologen der Medizinischen Hochschule Hannover,  

Herrn Dr. med. Christopher Bara, Klinik für Herz-, Thorax-, Transplantations- und 

Gefäßchirurgie, Medizinische Hochschule Hannover, beurteilt und dokumentiert. 

Nach der Eröffnung des Thorax wurden die Lungen makroskopisch auf 

Veränderungen untersucht, die sich auf einen Rückstau des Blutes in den kleinen 

Kreislauf zurückführen lassen. 

Um Blutkoagel auf den Segeln zu vermeiden, wurde das Tier unmittelbar vor der 

Entnahme des Herzens heparinisiert (100 IE/kg) und anschließend mit Pentobarbital 

(Release� , WDT) getötet.  

Das Herz wurde als Ganzes entnommen, makroskopisch beurteilt und das Explantat 

freigelegt. Die weitere Bearbeitung erfolgte wie in Kapitel 3.5 Aufbereitung der 

explantierten Präparate beschrieben. 
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B Laborteil 

3.3 Benötigte Materialien, Geräte und Chemikalien i m Labor 
Tabelle 2: Benötigte Laborgeräte 
Bakterienschüttler 3031 GFL Burgwedel, BRD 

Critical Point Dryer CPD 030 Bal-Tec Balzers, Liechtenstein

Durchlichtmikroskop CK 2 Olympus Hamburg, BRD 

Entwässerungsautomat TP 1020 Leica New York, USA 

FastPrep-24 MP Biomedicals Illkirch, Frankreich 

Fluoreszenzmikroskop Observer A1 Zeiss Jena, BRD 

Glasflaschen 100, 200, 400ml Schott St. Gallen, Schweiz 

Gefriermikrotom HM 500 OM Microm Walldorf, BRD 

Histocenter Shandon Frankfurt, BRD 

Inkubator HeraCell 240 Heraeus Hanau, BRD 

Kamera Canon Tokio, Japan 

Kühlschrank Liebherr Biberach, BRD 

Laser Micro Diameter Takikawa Engineering Japan 

Materialprüfmaschine MTS1445 Zwick Ulm, BRD 

Mikroskopkamera Zeiß Jena, BRD 

Mikrotom Reichert-Jung New York, USA 

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer Peqlab Biotechnologie Erlangen, BRD 

Orbitalschüttler Unimax 1010 Heidolph Schwabach, BRD 

Pipettboy Hirschmann Eberstadt 

Rasterelektronenmikroskop SEM 505 Philips Hamburg, BRD 

Schüttler VX8 IKA Staufen, BRD 

Sterilbank KR-200 BW  Kojair Tech Oy Vilppula, Finnland 

SEM coating system Polaron Watford, GB 

Streckwasserbad Leica New York, USA 

Wärmeplatte Medax Rendsburg, BRD 

Wasserbad 1083 GFL Burgwedel, BRD 

Zentrifuge Multifuge 3-R Heraeus Hanau, BRD 

-80°C Schrank GFL Burgwedel, BRD 
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Tabelle 3: Benötigte Verbrauchsmaterialien 
Aluminiumfolie Carl Roth Karlsruhe, BRD 

Baktolin basic wash Bode Chemie Hamburg, BRD 

Blasenkatheter Silikonballonkatheter 

für Kinder, 31cm, steril 

Rüsch Kernen, BRD 

Dako-Pen Dako Hamburg, BRD 

Deckgläser 24x60mm Menzel-Gläser Braunschweig, BRD 

Einmalhandschuhe Paul Hartmann Heidenheim, BRD 

Einwegskalpell Gr. 24 Feather Osaka, Japan 

Einmalspritzen 2,5,10,20ml B. Braun Melsungen, BRD 

Falcon Tubes 15ml, 50ml Sarstedt Nürnbrecht, BRD 

Faltenfilter Sartorius Göttingen, BRD 

Handschuhe, steril, Gr. 7 Mölnlycke Health 

Care 

Göteborg, 

Schweden 

Immu-Mount Thermo Pittsburgh, USA 

Kanülen (gelb) BD Microlance Fraga, Spanien 

Kanülen (grün) B. Braun Melsungen, BRD 

Labortücher 21x20cm Kimberley-Clark Dallas, Texas, USA 

Latexhandschuhe Gr. M Kimberley-Clark Dallas, Texas, USA 

Mikrotomklingen Feather Osaka, Japan 

Objektträger 76x26mm Menzel-Gläser Braunschweig, BRD 

OP-Abdecktücher Mölnlycke Health 

Care 

Göteborg, 

Schweden 

Petrischalen (Durchmesser 60mm) Greiner bio-one Frickenhausen, BRD 

Pipettenspitzen (blau, gelb, weiß) Sarstedt Nürnbrecht, BRD 

Pipettenspitzen (Glas, 10ml) Sarstedt Nürnbrecht, BRD 

Prolene 4-0 Fäden Ethicon Hamburg, BRD 

Sterilfilter Apogent Technologies Rochester, NY, USA 
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Tabelle 4: Benötigte Chemikalien 
Aceton J. T. Baker Griesheim, BRD 

Alcianblau 8GX Sigma-Aldrich Steinheim, BRD 

Aqua ad injectionem B. Braun Melsungen, BRD 

3-Aminopropyl-triethoxyl-silan Sigma-Aldrich Steinheim, BRD 

Aluminiumsulfat-18-Hydrat Merck Darmstadt, BRD 

Ammoniak (25%) Merck Darmstadt, BRD 

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Steinheim, BRD 

Braunol B. Braun Melsungen, BRD 

Brilliant-Crocein Chroma Münster, BRD 

CCN1 (CYR61 Protein, 0,005 µg/µl) Abnova Taipei, Taiwan 

Conductive carbon cement Plano Wetzlar, BRD 

Corbitt-Balsam (Eukitt) Hecht Kiel-Hassee, BRD 

Dako-Pen Dako Hamburg, BRD 

DAPI (4´-6´-Diamidino-2-phenylindol, 

dihydrochlorid) 

Invitrogen Eugene, Oregon, USA 

Desoxyribonuclease I a. d. 

Rinderpankreas (40000U/ml) 

Sigma-Aldrich Steinheim, BRD 

DL-Dithiothreitol Sigma-Aldrich Steinheim, BRD 

Dimethylarsinsäure Merck Darmstadt, BRD 

ELGA-Wasser Elga Celle, BRD 

Eosin Merck Darmstadt, BRD 

Essigsäure (99-100%) J. T. Baker Griesheim, BRD 

Ethanol, ca. 100%, vergällt J. T. Baker Griesheim, BRD 

FastDNA® Spin Kit Q Biogene Heidelberg, BRD 

Formaldehyd 3,5-3,7%, neutral 

gepuffert 

Otto Fischar Saarbrücken, BRD 

Formaldehyd 37% Carl Roth Karlsruhe, BRD 

Glutaraldehyd 25% Polyscience Eppelheim, BRD 

Glycerin Carl Roth Karlsruhe, BRD 

Kernechtrot Chroma Münster, BRD 
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Magnesiumchlorid Merck Darmstadt, BRD 

Mayers Hämalaunlösung Merck Darmstadt, BRD 

Natriumchlorid Merck Darmstadt, BRD 

Natriumdeoxycholat Sigma-Aldrich Steinheim, BRD 

Natriumdodecylsulfat / SDS >99% Carl Roth Karlsruhe, BRD 

Natriumkarbonat, wasserfrei Merck Darmstadt, BRD 

Natriumthiosulfat, wasserfrei Merck Darmstadt, BRD 

Natronlauge 1N Merck Darmstadt, BRD 

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich Steinheim, BRD 

PBS Sigma-Aldrich Steinheim, BRD 

Säurefuchsin Chroma Münster, BRD 

Saffron du Gatinais Chroma Münster, BRD 

Salzsäure 25% J. T. Baker Griesheim, BRD 

Salzsäure 37% Merck Darmstadt, BRD 

Silbernitrat Carl Roth Karlsruhe, BRD 

Tissue-Tek O. C. T. Compound Sakura Niederlande 

Tris(hydroxylmethyl-)aminomethan Merck Darmstadt, BRD 

Weigerts Eisenhämatoxylin A + B Chroma Münster, BRD 

Wolframathophosphorsäure-Hydrat Merck Darmstadt, BRD 

Xylol J. T. Baker Griesheim, BRD 
 

Tabelle 5: Zellkulturmedien und Zusätze 
Medium 199 PAA Pasching, BRD 

EGM-2 Lonza Walkersville, USA 

FCS Invitrogen Eugene, Oregon, USA 

Gentamycin (10 mg/ml) Invitrogen Eugene, Oregon, USA 

Patricin (50 µg/ml) Biochrom Berlin, BRD 

Penicillin-Streptomycin (10000 U/10000 µg/ml) Biochrom  Berlin, BRD 
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Tabelle 6: Antikörper und Seren 
Bovines Serum Albumin (BSA) >96% Sigma-Aldrich Steinheim, BRD 

   

Primärantikörper    

� -smooth muscle actin (Clone 1A4) Dako Hamburg, BRD 

CD 31 Santa Cruz Heidelberg, BRD 

CD 45 (Clone 1.11.32 ) AbD Serotec Düsseldorf, BRD 

Cyr61 Santa Cruz Heidelberg, BRD 

eNOS Type III BD Biosciences Heidelberg, BRD 

Kollagen IV (Clone V 22(2)) Dako Hamburg, BRD 

Vimentin (Clone V9) Dako Hamburg, BRD 

von Willebrand Faktor Dako Hamburg, BRD 

     

Sekundärantikörper    

Alexa Fluor goat anti-mouse 596 Invitrogen Eugene, Oregon, USA 

Alexa Fluor goat anti-rabbit 488 Invitrogen Eugene, Oregon, USA 

     

Seren    

Schafserum c-c-pro Oberdorla, BRD 

Ziegenserum Invitrogen Eugene, Oregon, USA 

3.4 Dezellularisation der Aortenklappen 

Tabelle 7: Lösungen zur Dezellularisierung von Aort enklappen 
PBS �  1 Tablette PBS auf 200 ml Aquadest  

 

PBS+ �  PBS 

 �  1% Patricin 

 �  1% Penicillin-Streptomycin 

 �  1% Gentamycin 

   

0,5% Detergenslösung �  5 g Natriumdeoxycholat 
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 �  5 g Natriumlaurylsulfat/SDS 99% 

 �  in 1 Liter Aquadest lösen 

 �  Sterilfiltrieren 

 �  Lagerung bei 4°C für maximal 24 Std. 

   

EGM-2 Medium �  EGM-2 Medium Kit mit folgenden Substanzen: 

  Hydrocortison, Ascorbinsäure, VEGF, Heparin, 

rekombinantes humanes EGF, rekombinantes 

humanes FGF-B, R³-IGF-1 

 �  10% FBS 

 �  1% Penicillin-Streptomycin 

 �  1% Patricin 
 

Die Aortenklappen für die Implantationen ins Schaf stammten von weiblichen 

Spendertieren der Rasse Schwarzköpfiges Fleischschaf mit einem Gewicht von 35 

bis 45kg. Sie wurden unter sterilen Bedingungen entnommen (siehe Kapitel 3.22 

Explantation von Spenderklappen und Gewinnung von Blutbeuteln). Nach der 

Explantation wurden die Aortenklappen in sterilem PBS+ auf Eis ins Labor 

transportiert und schnellstmöglich weiterbearbeitet. 

Kontrollklappen, welche nicht ins Tiermodell implantiert, sondern beispielsweise für 

Färbungen eingesetzt wurden, wurden unter möglichst sterilen Bedingungen am 

örtlichen Schlachthof (Schlachthof Hannover GmbH, Röpckestraße 12, 30173 

Hannover) gewonnen und ebenfalls in sterilem PBS+ auf Eis ins Labor transportiert. 

Die ovinen Aortenklappen wurden in einer 0,5% igen Lösung aus ionischen 

Detergenzien dezellularisiert. Alle Schritte zur Gewinnung einer dezellularisierten 

Aortenklappenmatrix wurden unter der Sterilbank durchgeführt. 

Dazu wurden die Aortenklappen zunächst von überflüssigem Fett und so gut wie 

möglich von der Serosa befreit. Die Klappen wurden zurechtgeschnitten, sodass 

noch ein schmaler Streifen subvalvulären Herzmuskelgewebes und die Aorta bis 

zum Abgang des Truncus brachiocephalicus übrigblieben. Anschließend wurde das 

Klappengewebe in sterile 200 ml Schottflaschen überführt und für 5 Min. in Braunol 

inkubiert. Eingeschmolzene Vertiefungen in den Flaschenwänden sorgten für eine 
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bessere Durchmischung. Die Klappen wurden für 20 Min. mit PBS+ gewaschen, um 

das Braunol wieder zu entfernen. Dann folgte die eigentliche Dezellularisierung mit 

0,5% iger Detergenslösung für 48 Std., wobei die Lösungen alle 12 Std. gewechselt 

wurden. Es folgte ein Spülschritt in Aquadest für 24 Std., um eventuell noch 

vorhandene Zellen durch den osmotischen Gradienten zu zerstören. Als letztes 

wurden die Klappen in zehn Waschschritten à 12 Std. mit PBS+ gespült, um 

überschüssiges SDS aus dem Gewebe zu entfernen. Die komplette Inkubation fand 

auf einem Bakterienschüttler bei 20°C statt, damit sich die Flüssigkeiten gut verteilen 

konnten. Die jeweils verwendete Flüssigkeitsmenge betrug 150 ml pro Klappe. 

Anschließend wurden die Klappen steril in ein 50 ml Tube überführt und mit EGM-2 

Medium überschichtet. Nach 24-stündiger Inkubation bei 37°C wurden 2 ml des 

nativen Mediums mikroskopisch auf bakterielle und fungizide Kontaminationen 

untersucht. Waren keine Erreger nachzuweisen, wurden die dezellularisierten 

Klappen bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelager t.  

3.4.1 Überprüfung der Dezellularisierung mittels DN A-Nachweis 

3.4.1.1 DNAse-Verdau 

Tabelle 8: Reagenzien und Lösung für den DNAse Verd au 
100mM DTT-Stocklösung �  0,03856 g DTT  

(DL-Dithiothreitol-Stocklösung) �  ad 2,5 ml Aquadest 

 �  Sterilfiltrieren 

 �  Aliquotieren 

 �  Lagerung bei -20°C 

   

5x Salzstock �  1,514 g Tris(hydroxylmethyl-)aminomethan 

 �  3,653 g Natriumchlorid 

 �  1,190 g Magnesiumchlorid 

 �  ad 250 ml Aquadest 

 �  Autoklavieren 

   

DNAse I Lagerungspuffer �  10 µl mM DTT-Stocklösung 
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 �  200 µl 5x Salzstocklösung 

 �  500 µl 100% Glycerin 

 �  290 µl Aquadest 

 �  Sterilfiltrieren 

 �  Lyophilisierte DNAse I steril aufnehmen 

 �  Aliquotieren 

 �  Lagerung bei -20°C 

   

DNAse I Reaktionspuffer �  3,0285 g Tris (hydroxylmethyl-) aminomethan 

 �  mit 1 N HCl auf pH 7,5 einstellen 

 �  0,4761g Magnesiumchlorid 

 �  ad 500 ml Aquadest 
 

Um den Erfolg der Dezellularisation zu überprüfen, wurden ovine Aortenklappen 

(n=3) vom örtlichen Schlachthof (Schlachthof Hannover GmbH, Röpckestraße 12, 

30173 Hannover) gewonnen und nach Protokoll dezellularisiert. Nach erfolgreicher 

Sterilkontrolle wurden die Klappen geteilt, sodass zwei Segel mit DNAse I verdaut 

wurden. Das dritte Segel diente als Kontrolle und wurde parallel zum DNAse Verdau 

in PBS mitgeführt. 

Der DNAse Verdau erfolgte mit 40 Units/ml für 4 Std. bei 37°C in einem schüttelnden 

Wasserbad. Nach 4 Std. wurde die DNAse Lösung verworfen und das Gewebe über 

Nacht in PBS+ gespült, wobei die Waschlösung mehrmals gewechselt wurde. Das 

Gewebe wurde in etwa 0,3x0,5 cm große Stücke geschnitten, in flüssigem Stickstoff 

tiefgefroren und bis zur DNA-Isolation in Cryoröhrchen bei -196°C gelagert.  

3.4.1.2 DNA-Isolation 

Die DNA-Isolation wurde mit dem Q Biogene Fast DNA® Spin Kit durchgeführt. Dazu 

wurden zunächst je 100 bis 200 mg Gewebe abgewogen und mit einem 

Einmalskalpell in kleinere Stückchen zerteilt. Alle anschließenden Schritte erfolgten 

strikt nach Herstellerangaben. 

Die Probe wurde in ein Lysing Matrix A tube gegeben, mit 1 ml CLS-TC überdeckt 

und für 40 Sek. bei einer Geschwindigkeitseinstellung von 6,0 im FastPrep 



B Laborteil 

47 -    - 

Instrument lysiert. Die gewonnene Mischung wurde für 7 Minuten bei 14000 g 

zentrifugiert und der Überstand in ein 2 ml Eppendorf-Gefäß überführt. Das gleiche 

Volumen an Binding Matrix wurde hinzugefügt und das Eppendorfgefäß mit niedriger 

Geschwindigkeit für 5 Min. bei 20°C auf einem Rotat or inkubiert. Um die Binding 

Matrix mit der ausgefällten DNA abzusetzen, erfolgte eine Zentrifugation bei 14000 g 

für 10 Sekunden. Der Überstand wurde verworfen. Um die DNA aufzureinigen, wurde 

die Binding Matrix mit 500 µl SEWS-M resuspendiert und die Lösung in ein SPIN 

Modul überführt. Dieses wurde für 1 Min. bei 14000 g zentrifugiert und das Eluat 

verworfen. Es erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 14000 g für 1 Min. und 

das Auffanggefäß wurde durch ein neues ersetzt. Die DNA wurde durch 100 µl 

vorsichtig in den SPIN Filter gegebenes DES eluiert, welches für 5 Min. bei 55°C 

inkubieren durfte. Es folgte ein letzter Zentrifugationsschritt für 1 Min. bei 14000 g, 

um die eluierte DNA in das Auffanggefäß zu überführen.  

3.4.1.3 Bestimmung der DNA-Konzentration 

Die Konzentration der DNA wurde durch die Messung mit dem NanoDrop 

Spetrophotometer ermittelt. Dazu wurde 1µl der DNA-Lösung auf die entsprechende 

Apparatur des Geräts aufgebracht und die DNA-Konzentration über die zu dem 

Gerät gehörende Software abgelesen. Als Leerwert für die Messung diente Aqua ad 

injectionem. 

3.5 Beschichten der Herzklappen mit CCN1 

Zur Verbesserung der Rebesiedelung der Klappen wurden diese in einer der 

untersuchten Gruppen zunächst dezellularisiert und anschließend mit 500 ng CCN1 

pro Klappe beschichtet. Ein von den Glaswerkstätten der Medizinischen Hochschule 

Hannover entwickelter Bioreaktor diente dazu, eine gleichmäßige Beschichtung der 

Klappen mit CCN1 zu gewährleisten. 

Die gesamte Prozedur des Einnähens und Beschichtens der Aortenklappe fand unter 

der Laminar-Flow-Werkbank unter sterilen Bedingungen statt. 

Zuerst wurden die Koronarostien der zu beschichtenden Aortenklappe zugenäht. 

Dann wurde die Herzklappe mit Prolene 4-0 Fäden auf den Silikonschlauch genäht. 
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Dazu wurde zuerst die ventrikuläre Seite der Herzklappe angenäht, dann die Aorta 

auf die richtige Länge zurückgekürzt und anschließend der Gefäßteil der Herzklappe 

festgenäht, wobei darauf geachtet wurde, das Gewebe nicht gegen die beiden 

festgenähten Enden zu verdrehen. 

 
Abbildung 2: Aufbau eines Bioreaktors zum Beschicht en der Aortenklappen 
Auf die beiden inneren Glasstutzen (1) wurde jeweils ein Stück Silikonschlauch geschoben, auf 
welchen die Aortenklappe festgenäht wurde. Die äußeren Einfüllstutzen (2) wurden verschlossen. Nur 
über zwei Öffnungen für Blasenkatheter (3) kann Flüssigkeit in das System gegeben bzw. entnommen 
werden. 
 

Nachdem die Herzklappe im Bioreaktor festgenäht worden ist, wurde das System 

vorsichtig mit EGM-2 Medium befüllt. Pro Klappe wurden 500 ng CCN1 in je 1 ml 

EGM-2 Medium aufgenommen und sterilfiltriert. Dieses Gemisch wurde etwa 12 Std. 

vor der Operation auf die Innenflächen des Herzklappengewebes gegeben, wobei 

zum Druckausgleich die gleiche Menge Medium aus dem Reaktor entfernt wurde. 

Um eine gute Verteilung des CCN1 auf den Herzklappen zu gewährleisten, wurde 

der Bioreaktor nach Injektion des CCN1 im Brutschrank rollend gelagert  

(0,1 Umdrehung pro Minute). 

Die Aortenklappen wurden etwa 12 Std. im Bioreaktor bei 37°C inkubiert. Für die 

Überführung in das Zentrale Tierlabor wurde jede Aortenklappe steril in einem Falcon 

Tube mit 50 ml aus dem Reaktor entnommenem Medium gelagert. 
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3.6 Biomechanische Tests 

Um die biomechanischen Eigenschaften dezellularisierter Aortenklappen zu 

überprüfen, wurden biomechanische Tests im Labor für Biomechanik und 

Biomaterialien in der Orthopädischen Klinik der Medizinischen Hochschule Hannover 

durchgeführt. Verwendet wurde das Aortengewebe direkt oberhalb der 

Segelkommissuren. Zu diesem Zweck wurde dezellularisiertes mit nativem (je n=10) 

Aortengewebe verglichen. 

Die Aortenstücke wurden mit einer Schere an der Kommissur zwischen den Valvulae 

semilunares dextra und sinistra aufgetrennt, so dass die Aorta wie ein geöffnetes 

Rohr dalag. Mit einer rechteckigen Stanze der Größe 10x20mm wurde das 

Aortengewebe direkt oberhalb der Kommissuren ausgestanzt. Dabei wurde von 

jedem Gewebestück jeweils eine Probe longitudinal und eine Probe circumferential 

gewonnen. Die so ausgestanzten Proben wurden in metallene Klemmen mit 

pinzettenförmigen Zähnchen eingespannt. 

Die zu untersuchende Probe wurde mit der Schmalseite mittig auf das untere Stück 

der ersten Klemme gelegt, das Oberteil der Klemme darüber und mit zwei 

Schräubchen gleichmäßig fixiert. Die zweite Klemme wurde auf identische Weise am 

unteren Probenende befestigt. Um den Abstand zwischen den Klemmen identisch zu 

halten, wurde beim Einspannen ein Abstandsklötzchen (10mm) zwischen die beiden 

Klemmen gelegt (Abbildung 3A). 

Bevor die untere Klemme befestigt wurde, wurde der Probenquerschnitt mittels 

Lasermessung ermittelt. Dazu wurde die Probe mittig in den Laserstrahl gehängt und 

mittels einer motorbetriebenen Apparatur um sich selbst gedreht. In drei Grad 

getakteter Abtastung wurde der Querschnitt der Probe gemessen und anschließend 

über die Lasereigene Software der Probenquerschnitt ermittelt. Um ein möglichst 

genaues Ergebnis zu erhalten, wurde die Messung an insgesamt drei Stellen der 

Probe durchgeführt und für die Berechnung der Spannung der Mittelwert der drei 

Messungen verwendet (Abbildung 3B). 

Die eigentlichen biomechanischen Tests fanden in einer Materialprüfmaschine Zwick 

1445 statt. Dazu wurde die Probe in der Maschine eingehängt. Die Vorlast wurde auf 

0,01N eingestellt. Die Zerreißgeschwindigkeit betrug 0,1mm/Sekunde  
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(Abbildung 3C). War die Probe makroskopisch defekt, wurde der Versuch manuell 

beendet (Abbildung 3D). Durch die Materialprüfmaschine wurden die Kraft und der 

Weg für die weiteren Berechnungen aufgenommen. Für jeden erhaltenen Messpunkt 

wurden die Dehnung und die Spannung bestimmt. Die Dehnung ist die relative 

Längenänderung eines Körpers unter Belastung und errechnet sich über folgende 

Formel: 

 

 

 

Die Spannung ist allgemein ausgedrückt der Betrag der Kraft pro Flächeneinheit und 

errechnet sich hier nach folgender Formel: 

 

 

 

Der Elastizitätsmodul ist ein Materialkennwert, der das Verhältnis von Spannung zu 

Dehnung bei der Verformung eines Körpers bei linear elastischem Verhalten 

beschreibt und ergibt sich damit aus der Steigung der Spannungs-Dehnungskurve. 

Für die Berechnung wurde der Bereich zwischen einer Dehnung von 10 bis 50% 

ausgewählt. Die Steifigkeit wurde aus der Steigung der entsprechenden Kraft-Weg-

Kurve ermittelt. 

Von jedem getesteten Stück Aortengewebe wurde jeweils das akoronare Segel und 

ein Stück Aortengewebe aus der Höhe der ausgestanzten Probe in Formalin fixiert 

und für die Histologie aufbereitet.  
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Abbildung 3: Versuchsaufbau der biomechanischen Tes ts 
(A): Ovines Aortengewebe links in Klemme eingespannt, auf der rechten Seite Klemmenunterseite, 
mittig das Abstandsklötzchen (10mm). (B): Probe im Laser eingehängt, rotierend gelagert. (C): 
Materialprüfung in der Zwick. (D): Probe während des Versuchs kurz vor dem manuellen Ende, 
Gewebe mittig gerissen. 

3.6.1 Aufbereitung der histologischen Präparate 

Das Gewebe für die Histologie wurde 24 Std. in 3,5%igem Formaldehyd fixiert und 

anschließend je zweimal 30 Min. in Aquadest, 25% igem, 50% igem und 75% igem 

Ethanol entwässert. Die weitere Entwässerung erfolgte maschinell. Anschließend 

wurde das Gewebe in flüssigem Paraffin eingebettet, bei 4 µm geschnitten und auf 

silanisierte Objektträger aufgezogen. Die Schnitte wurden wieder entparaffiniert und 

anschließend nach Protokoll mit HE- und Pentachrom gefärbt (siehe Kapitel 3.7.1 

Herstellung von Paraffinschnitten und 3.7.3 Lichtmikroskopische Färbungen). 

C D 

A B 
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3.7 Aufbereitung der explantierten Präparate 

Die explantierten Gewebestücke mitsamt dem die Klappen umgebendem Gewebe 

wurden sofort nach der Explantation an einer der drei Kommissuren aufgeschnitten, 

sodass die drei Segel offenlagen. Das Explantat wurde makroskopisch begutachtet, 

fotografiert und in kaltem EGM-2 Medium auf Eis ins Labor überführt. Bei der 

makroskopischen Untersuchung wurde besonders auf unphysiologische 

Auflagerungen und degenerative Prozesse wie Schrumpfung und 

Formveränderungen der Segel, Sklerosierung und sichtbare Verkalkungen geachtet. 

Im Labor erfolgte die vollständige Dreiteilung der Segel an den Kommissuren und die 

Entfernung der Fäden an den Anastomosen, wobei jeweils etwas Empfängergewebe 

um das Implantat erhalten blieb. Die aortale Anastomose wurde abgetrennt und 

separat behandelt. Das septale Segel wurde in 3,5-3,7% igem gepufferten 

Formaldehyd für mindestens 24 Std. fixiert. Das rechtskoronare Segel wurde für die 

Rasterelektronenmikroskopie fixiert. Das linkskoronare Segel wurde über flüssigem 

Stickstoff in Tissue Tek eingebettet und bis zur weiteren Bearbeitung bei -80°C 

gelagert.  

3.7.1 Herstellung von Paraffinschnitten 

3.7.1.1 Einbettung 

Aus dem Formaldehyd-fixierten Segel wurde ein etwa 2 mm breites Stück transversal 

aus der Segelmitte ausgeschnitten. Dieses Stück wurde zum Einbetten in Paraffin in 

das Institut für Pathologie der Medizinischen Hochschule Hannover gegeben, wo die 

Entwässerung und Einbettung maschinell durchgeführt wurde. 

3.7.1.2 Schneiden 

Die eingebetteten Blöcke wurden freundlicherweise im Institut für Pathologie der 

Medizinischen Hochschule Hannover bei 4 µm geschnitten, auf unbeschichtete 

Objektträger aufgezogen und jeweils eine HE-, Alcianblau, Elastica van Gieson- und 

die PAS-Reaktion sowie eine Versilberung nach Gomori nach Standardprotokollen 

durchgeführt. Die aortale Anastomose wurde ebenfalls in ein etwa 2 mm breites 
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Stück geschnitten, so dass in jedem Präparat ein Teil Spender- und ein Stück 

Empfängergewebe vorhanden waren. 

Im Institut für Pathologie der Tierärztlichen Hochschule Hannover wurde 

dankenswerterweise die Turnbull-Blau-Färbung durchgeführt. 

3.7.1.3 Entparaffinieren 

Um das Gewebe der Färbeprozedur zugänglich zu machen, musste das 

überschüssige Paraffin entfernt werden. Dazu wurden die Schnitte für mindestens 30 

Min. bei 60°C gelagert, zweimal für 15 Min. in Xylo l inkubiert und mit Hilfe einer 

absteigenden Ethanolreihe (100%, 96%, 80%, 70%) für je 5 Min. gewässert. Zum 

Schluss erfolgte ein kurzer Spülschritt in Aquadest. Die histologischen Färbungen 

erfolgten direkt im Anschluss an das Entparaffinieren. 

 

3.7.1.4 Silanisieren der Objektträger 

Damit die Gewebeschnitte bei der Durchführung der Immunfluoreszenz besser auf 

den Glasobjektträgern haften, wurden diese zuvor silanisiert. Dies geschieht durch 

eine chemische Reaktion zwischen dem Aminopropylsilan und den Hydroxylgruppen 

des Glasobjektträgers. 
 

Tabelle 9: Lösung für die Silanisierung von Objektt rägern 
1%ige Silanlösung �  2 ml 3-Aminopropyltriethoxy-Silane 

  �  ad 200 ml Aceton 

 

Zuerst wurden die Objektträger für 5 Min. in 100%iges Aceton getaucht. 

Anschließend wurden sie für 5 Min. in 1%iger Silanlösung inkubiert, um dann für  

15 Min. in fließendem Leitungswasser und danach kurz in Aquadest gespült zu 

werden. Die Schnitte wurden über Nacht bei 60°C get rocknet und waren nach dem 

Abkühlen gebrauchsfertig. 

3.7.2 Gefrierschnitte 

Die Immunfluoreszenzreaktion wurde an Gefrierschnitten durchgeführt. Die Segel 

wurden als Ganzes in Tissue Tek eingefroren. Damit die verwendeten 
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Gewebeproben aus der Mitte der Segel und damit den Paraffinproben vergleichbar 

waren, wurde jede Probe mittig geteilt, so dass man zwei Gewebestücke erhielt. Für 

die Gefrierschnitte wurde das Präparat von der Segelmitte ausgehend verwendet. Zu 

diesem Zweck wurden die Proben an einem Gefriermikrotom bei einer Temperatur 

von -20°C mit einer Dicke von 7 µm geschnitten und auf silanisierte Objektträger 

aufgezogen. Anschließend wurden die Schnitte eine Stunde lang bei 20°C 

luftgetrocknet. Danach wurden sie bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 

Vor lichtmikroskopischen Färbungen wurden die Schnitte für 8 Min. in -20°C kaltem 

Aceton fixiert und anschließend luftgetrocknet. 

3.7.3 Lichtmikroskopische Färbungen 

3.7.3.1 HE-Färbung 

Die HE-Färbung dient als Übersichtsfärbung zur histologischen Beurteilung der 

Präparate. 
 
Tabelle 10: Lösungen für die HE-Färbung 
Eosin �  0,2 g Eosin 

  �  200 ml Aquadest 

  �  2 Tropfen Eisessig 

 

Im Anschluß an das Entparaffinieren wurden die Proben 8 Min. in Hämalaun nach 

Meyer inkubiert und für 10 Min. unter fließendem Leitungwasser gebläut. Es folgte 

der zweite Färbeschritt für 5 Min. in Eosin, ein kurzer Spülschritt in Aquadest und die 

Differenzierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 2 Min. 80%, 90% und  

100% iger Ethanol). Vor dem Eindecken mit Eukitt wurden die Proben noch je 

zweimal für 5 Min. in Xylol inkubiert. 

3.7.3.2 Alcianblau-Färbung 

Mit der Alcianblau-Färbung werden saure Glykosaminoglykane, ein wesentlicher 

Bestandteil der extrazellulären Matrix, nachgewiesen. 

Nach dem Entparaffinieren wurden die Proben für 3 Min. in 3% ige Essigsäure 

getaucht, 30 Min. in Alcianblaulösung inkubiert, mit Aquadest gut abgespült und 

wiederum für 30 Min. in 0,3% iger Kaliumkarbonatlösung inkubiert. Die Proben 
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wurden nochmals in Aquadest abgespült und mit Hämalaun und Eosin gegengefärbt. 

Es folgte die Entwässerung und die Schnitte wurden eingedeckt. 

3.7.3.3 Elastica van Gieson-Färbung 

Die Elastica van Gieson-Färbung ist eine Färbung zum Nachweis elastischer Fasern. 

Nach der absteigenden Alkoholreihe folgte die 10 minütige Inkubation in Resorcin-

Lösung, zweimaliges Spülen in 100% igem Alkohol für je 30 Sek. und wiederum eine 

Inkubation für 10 Min., diesmal in Weigerts-Eisenhämatoxylin. Anschließend wurden 

die Schnitte für 5 Min. im Wasserbad gespült, für 15 Sek. in Pikrofuchsin inkubiert 

und mit der aufsteigenden Alkoholreihe wurde die Färbung beendet. 

3.7.3.4 PAS-Reaktion 

Die PAS-Reaktion wurde durchgeführt, um neutrale Glykosaminoglykane und andere 

Bestandteile der extrazellulären Matrix nachzuweisen. 

Für die PAS-Reaktion folgte auf die absteigende Alkoholreihe eine 10 minütige 

Inkubation in Perjodsäure, ein kurzer Spülschritt im Wasserbad und eine  

10 minütige Inkubation in Schiffschem Reagenz. Die Schnitte wurden für 5 Min. in 

Schwefeldioxid-Wasser getaucht, 7 Min. im Wasserbad gespült und mit Hämalaun 

gegengefärbt. Nach der aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte eingedeckt. 

3.7.3.5 Pentachromfärbung nach Movat 

Die Pentachromfärbung ist eine aufwändige Mehrfachfärbung zur Darstellung 

unterschiedlicher Bindegewebsarten. Die Farbverteilung für die verschiedenen 

Gewebekomponenten ist der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen: 
 

Tabelle 11: Farbdarstellung der Pentachrom-Färbung in Bezug auf unterschiedliches Gewebe 
Gewebe Farbstoff Farbe 

Elastische Fasern Fuchsin rot 

Glykosaminoglykane Alcianblau leuchtend hellblau 

Knochengewebe, mineralisiert Safran leuchtend gelb 

Knorpelgewebe, mineralisiert Safran/Alcianblau blau-grün 

Knorpelgewebe, nicht mineralisiert Safran rötlich-gelb 

Kollagenfasern Safran leuchtend gelb 
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Osteoid Fuchsin dunkelrot 

Zellkern Eisenhämatoxylin blauschwarz 

Zytoplasma Fuchsin rötlich 

 

Tabelle 12: Lösungen für die Pentachrom-Färbung 
Alcianblau �  1 g Alcianblau 

 �  in 1 ml Eisessig lösen 

 �  100 ml Aquadest 

   

Brilliant Crocein-Säurefuchsin   

Lösung A �  0,1 g Brilliant Crocein 

 �  0,5 ml Eisessig 

 �  99,5 ml Aquadest 

   

Lösung B �  0,1 g Säurefuchsin 

 �  0,5 ml Eisessig 

 �  99,5 ml Aquadest  

   

Gebrauchslösung �  8 Teile Lösung A 

 �  2 Teile Lösung B 

   

Saffron du Gatinais �  6 g Saffron du Gatinais 

 �  100 ml 100% iger Ethanol 

 �  Inkubieren (48Std., 50°C), regelmäßig schütteln 

   

Weigerts Eisenhämatoxylin �  Lösung A und Lösung B 1:1 mischen 

 �  Lösung B zuerst 

   

Alkalischer Ethanol �  10 ml 25% iger Ammoniak 

 �  90 ml 96% Ethanol 

   

0,5% Essigsäure �  0,5 ml Eisessig 
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 �  100 ml Aquadest 

   

5% Phosphorwolframsäure �  5 g Wolframatophosphorsäure-Hydrat 

 �  100 ml Aquadest 

 

Zunächst wurden die Schnitte wie oben beschrieben entparaffiniert und für 10 Min. 

mit Alcianblau gefärbt. Anschließend wurden sie in einer Küvette für 5 Min. unter 

einem tropfenden Wasserhahn gespült und für 60 Min. in alkalischem Äthylalkohol 

stabilisiert. Es folgten wiederum ein Spülschritt in fließendem Leitungswasser für  

10 Min., ein kurzes Eintauchen in Aquadest und ein Färbeschritt in Weigerts 

Eisenhämatoxylin für 10 Min. Die Schnitte wurden für 15 Min. in Leitungswasser 

gespült, in Brilliant-Crocein-Säurefuchsin für 15 Min. gefärbt und in 0,5% iger 

Essigsäure gespült. Anschließend wurden die Schnitte für maximal 20 Min. in  

5% iger Phosphorwolframsäure differenziert und zunächst für 2 Min. in 0,5% iger 

Essigsäure, danach dreimal 5 Min. in 100% igem Ethanol gespült. Es folgte ein 

Färbeschritt in Saffron du Gatinais für 60 Min., und dann wurden die Schnitte 

wiederum dreimal kurz in 100% igem Äthylalkohol gespült und entwässert, um 

anschließend in Xylol überführt und mit Eukitt eingedeckt zu werden. 

3.7.3.6 Turnbull-Blau-Färbung 

Zur Differenzierung zwischen Melanin und Hämosiderin im Bereich der 

dezellularisierten Matrizes wurde die Turnbull-Blau-Färbung durchgeführt. 

Die Schnitte für den Eisennachweis mit der Turnbull-Blau-Färbung wurden 

entparaffiniert, eine Stunde in 10% iger Ammoniumsulfidlösung inkubiert, in Aquadest 

gespült und für 20 Min. in einer frisch angesetzten Lösung aus 

Kaliumhexacyanoferrat III und 1% iger Salzsäure inkubiert. Es folgte ein weiterer 

Spülschritt in Aquadest und die zehnminütige Kernfärbung mit 0,1% igem Kernechtrot. 

Die Schnitte wurden noch einmal kurz gespült, in der aufsteigenden Alkoholreihe 

entwässert und eingedeckt. 

3.7.3.7 Versilberung nach Gomori 

Um retikuläre Fasern darzustellen, wird die Versilberung nach Gomori durchgeführt. 
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Für diese Färbung erfolgte nach dem Entparaffinieren der Schnitte eine 10 minütige 

Inkubation in 1% igem Kaliumpermangant, 5 minütiges Spülen unter fließendem 

Wasser und eine einminütige Inkubation in 3% igem Kaliumdisulfit. Es wurde wieder 

5 Min. unter fließendem Wasser gespült, bevor die Schnitte für 5 Min. in 2% iges 

Eisenammoniumsulfat getaucht wurden. Anschließend folgte die  

3 minütige Inkubation in Silberlösung und zweimaliges Tauchen in Formollösung. Vor 

und nach jedem Schritt wurde in Wasser gespült. Es folgte eine zweite Inkubation in 

3% iger Kaliumdisulfitlösung (1 Min.) sowie eine 1 minütige Inkubation in 1% igem 

Natriumthiosulfat. Wieder wurde unter fließendem Leitungswasser gespült (5 Min.) 

und für 10 Min. in 0,5% igem Goldchlorid inkubiert. Als nächstes wurden die Schnitte 

unter fließendem Wasser gespült (5 Min.), für je 1 Min. in 3% igem Kaliumdisulfit und 

1% igem Natriumthiosulfat inkubiert und wieder für 5 Min. unter fließendem Wasser 

gespült. Die Kernfärbung erfolgte mit einer 15 minütigen Inkubation in Kernechtrot, 

bevor die Schnitte wieder entwässert und eingedeckt wurden. 

3.7.3.8 Versilberung nach von Kossa 

Um kalkhaltige Areale in den implantierten Herzklappen nachzuweisen, wurde die 

Versilberung nach von Kossa durchgeführt. 
 

Tabelle 13: Farbdarstellung der von Kossa-Färbung 
Gewebe  Farbe 

Kalkhaltige Areale �  schwarz 

Zellkerne �  rot 

 
Tabelle 14: Lösungen für die von Kossa-Färbung 
5% Silbernitrat �  12,5 g Silbernitrat 

  �  250 ml Aquadest 

     

Natriumkarbonat-

Formaldehydlösung 

�  10 g Natriumkarbonat 

�  50 ml 37% iges Formaldehyd 

�  150 ml Aquadest 

     

5% Natriumthiosulfatlösung �  12,5 g Natriumthiosulfat 
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  �  250 ml Aquadest 

Kernechtrot-Aluminiumsulfat    

5% Aluminiumsulfatlösung �  10 g Aluminiumsulfat 

  �  200 ml Aquadest 

     

Gebrauchslösung �  0,2 g Kernechtrot 

  �  in 200 ml kochende 5% ige 

Aluminiumsulfatlösung einrühren    

  �  5-10 Min. kochen 

  �  Erkalten lassen, filtrieren 
 

Um die Färbeergebnisse vergleichbar zu halten, wurde die komplette Färbung unter 

dem Abzug mit einer leuchtenden Neonröhre durchgeführt. Zum Vergleich wurden 

Schnitte von neonatalen Rattenbeinen mit verschiedenen Verknöcherungsstadien 

mitgeführt. Durchgeführt wurde die von Kossa-Färbung an Gefrierschnitten. Sie 

wurden zunächst 8 Min. bei -20°C in Aceton fixiert und anschließend luftgetrocknet. 

Es folgte ein kurzes Eintauchen in destilliertes Wasser. Die Schnitte wurden für  

15 Min. in einer 5% igen Silbernitratlösung inkubiert und dreimal für je 3 Min. in 

Aquadest gespült. Es folgte eine Reduzierung in Natriumkarbonat-Formaldehydlösung 

für 2 Min., wonach die Schnitte für 10 Min. in fließendem Leitungswasser gespült 

wurden. Als nächstes folgte eine Fixierung in 5% iger Natriumthiosulfatlösung für  

5 Min. Wiederum wurden die Schnitte zuerst für 15 Min. in fließendem 

Leitungswasser, dann für 3 Min. in Aquadest. gespült. Es folgte eine Gegenfärbung mit 

Kernechtrot-Aluminiumsulfatlösung für 10 Minuten und wiederum ein 3 minütiger 

Spülschritt in Aquadest. Dann wurden die Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe 

(je 2 Min. in 50, 70, 90 und 100% igem Ethanol) entwässert und nach zwei Xylol-

Schritten mit Eukitt eingedeckt. 
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3.7.4 Immunfluoreszenz 

3.7.4.1 Durchführung 

Tabelle 15: Lösungen für die Immunfluoreszenz 
PBS �  1 Tablette PBS auf 200 ml Aquadest 

     

Ziegenserum �  1:10 mit PBS verdünnen 

     

Schafserum �  1:10 mit PBS verdünnen 

     

Färbepuffer �  PBS 

  �  ad 1% BSA und lösen 

     

DAPI �  1 µl DAPI (5 mg/ml) 

  �  15 ml Aquadest  

 

Für die Immunfluoreszenz wurden die Objektträger direkt aus dem  

-80°C-Gefrierschrank in -20°C kaltes Aceton überfüh rt und für 4 Min. fixiert. 

Anschließend wurden sie luftgetrocknet und die Schnitte mit einem Fettstift (Dako-

Pen) umrandet. Die komplette Färbung wurde in einer feuchten Kammer 

durchgeführt. Die Schnitte wurden kurz in 4°C kalte m PBS gewaschen. 

Unspezifische Bindungen wurden durch je 20 minütiges Blocken mit Ziegen- und 

Schafserum vermieden. Beide Seren wurden ohne zu spülen vorsichtig manuell 

entfernt. Es folgte die Inkubation mit dem Primärantikörper für 1 Std. bei 20°C. Die 

Sekundärantikörper wurden im Verhältnis 1:100 mit Färbepuffer angesetzt. Die 

verwendeten Verdünnungen für die verschiedenen Primärantikörper sind in Tabelle 

16 dargestellt. 

Die Schnitte wurden wieder kurz in kaltem PBS gewaschen und mit dem 

entsprechenden Sekundärantikörper für 30 Min. inkubiert. Anschließend folgte eine 

Kernfärbung mit DAPI für 15 Min., was wiederum kurz mit kaltem PBS abgewaschen 

wurde. Zuletzt wurden die Schnitte mit Mounting Medium eingedeckelt. Mitgeführt 

wurde immer eine Positivkontrolle nativer oviner Aortenklappen bzw. bei CD45 ein 
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Stück oviner Lymphknoten und eine dem Ig-Subtyp des primären Antikörpers 

entsprechende IgG Negativkontrolle. 

Da Immunfluoreszenzfärbungen nicht stabil sind, wurde die Auswertung innerhalb 

von 12 bis 24 Std. nach dem Färben durchgeführt. 

3.7.4.2 Verwendete Antikörper 

Zum Nachweis der Endothelzellen wurden drei verschiedene kommerziell erhältliche 

Antikörper verwendet. Für den von Willebrand Faktor wurde ein polyklonaler rabbit 

anti-human Antikörper von Dako verwendet. Zum Überprüfen von eNOS wurde ein 

mouse anti-human Antikörper von BD Biosciences verwendet. Als dritter 

Endothelzellmarker diente CD31 (rabbit anti-human) von Santa Cruz. 

Um glatte Muskelzellen nachzuweisen, wurde ein mouse anti-human � -smooth 

muscle actin-Antikörper von Dako verwendet. 

Kollagen IV ist ein Kollagen, welches vor allem in der Lamina densa der 

Basalmembran auftritt. Sein weiteres Vorkommen liegt in der Augenlinse und den 

Nierenglomeruli. Hier wurde zur Darstellung der Basalmembran ein mouse anti-

human Antikörper von Dako verwendet. 

Zur Darstellung der mesenchymalen Zellen wurde der mouse anti-human Vimentin 

Antikörper von Dako verwendet. Um die Beschichtung mit CCN1 nachzuweisen, 

wurde ein polyklonaler Antikörper gegen dieses Protein von Santa Cruz benutzt. 

Als Panleukozytenmarker wurde ein monoklonaler mouse anti-sheep CD45 

Antikörper von AbD Serotec verwendet. 

Als Negativkontrolle diente jeweils eine dem Primärantikörper entsprechende 

Isotypen-Negativkontrolle von Dako, wobei die benötigten Verdünnungen anhand der 

Proteinkonzentrationen der Primärantikörper berechnet wurden. Die Negativkontrolle 

für den CCN1-Antikörper bestand in einem „Blocking Peptid“, ebenfalls von Santa 

Cruz. 

Der verwendete Sekundärantikörper war Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit bzw. Alexa 

Fluor 596 goat anti-mouse.  
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Tabelle 16: Verwendete Antikörper und ihre Verdünnu ng 
Antikörper  IgG-Art Clone Spezies Verwendete 

Verdünnung 

a-SMA M IgG2a 1A4 Mouse anti-human 1:50 

CD31 (Pecam-1) P IgG  Rabbit anti-mouse 1:50 

CD45 M IgG1 1.11.32 Mouse anti-sheep 1:100 

CCN1 (CYR 61) P IgG  Goat anti-human 1:50 

eNOS/NOS  

Typ III 

M IgG1 3/eNOS/NOS 

Type III 

Mouse anti-human 1:100 

Kollagen IV M IgG1 Cl IV 22 Mouse anti-human 1:25 

Vimentin M IgG1 V9 Mouse anti-human 1:50 

vWF P IgG  Rabbit anti-human 1:10.000 

M=Monoklonaler Antikörper, P=Polyklonaler Antikörper 

3.7.5 Auswertung der histologischen Färbungen 

3.7.5.1 Auswertung der Reendothelialisierung 

Die Auswertung der histologischen Färbungen wurde neben der eigenen Auswertung 

verblindet von einer histologisch erfahrenen Ärztin der Medizinischen Hochschule 

Hannover, Frau Dr. med. Hassina Baraki, durchgeführt.  

Für die Graduierung der Reendothelisation des sichtbaren Schnittes wurde eine 

Einteilung verwendet, die bereits 2006 für dezellularisiertes Gewebe verwendet 

wurde (TAKAGI et al. 2006). Die Graduierung wurde folgendermaßen festgelegt: 
 

Tabelle 17: Einteilung nach TAKAGI et al. (2006) 
Grad Einteilung 

0 Kein Endothel vorhanden 

1 < 50% Endothel vorhanden 

2 > 50% Endothel vorhanden 

3 Endothel konfluent 

 

HE-Färbungen aus der Segelmitte von Paraffinschnitten galten als „Standard“. Zur 

Ergänzung wurden verschiedene Endothelzellmarker mittels Immunfluoreszenz 
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angefärbt und diese Färbungen nach 12 bis 24 Std. ausgewertet. Dabei wurde das 

Herzklappengewebe anatomisch folgendermaßen unterteilt und jeweils einzeln 

bewertet: 

Von distal ausgehend: 

1. Aorta proximal der Anastomose 

2. Sinus aortae 

3. Segel aortal 

4. Segelspitze 

5. Segel ventrikulär 

Die Beurteilung der Kollagen-IV Färbung als Indikator für die Basalmembran wurde 

ebenfalls nach dieser Einteilung durchgeführt. 

Die Beurteilung der a-smooth muscle actin-Färbung und des Vimentin-Nachweises 

wurde ebenfalls von 0 (=keine positiven Zellen) bis 3 (=100% positive Zellen) 

graduiert. Dabei wurde der Anteil der positiv gefärbten Zellen von den insgesamt 

vorhandenen Zellen bezogen auf die in nativen unbehandelten Aortenklappen 

vorkommenden Zellen als Maß verwendet.  

Die Auswertung der Alcianblau-, Elastica van Gieson-, PAS-, Pentachrom-, Turnbull 

Blau-Färbung, der Versilberung nach Gomori und der Versilberung nach von Kossa 

erfolgte rein deskriptiv. 

3.7.6 Rasterelektronenmikroskopie 

Um das Vorhandensein von Endothelzellen, die Geschlossenheit der Basalmembran 

und eventuell aufgelagerter Zellen zu überprüfen, wurden die Explantate einer 

rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung unterzogen. 

Zunächst wurde das Segel vorsichtig mit einem Skalpell komplett von der 

Aortenwand abgetrennt. Das nun freie Segel wurde ausgehend vom basalen Ende 

Richtung Segelspitze mit einer scharfen Schere halbiert. Je eine Hälfte wurde nun 

vorsichtig mit der aortalen bzw. die andere Hälfte mit der ventrikulären Segelseite 

nach oben mit Nadeln auf einem Stückchen Kork befestigt. 
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Tabelle 18: Lösungen für die Rasterelektronenmikros kopie 
Natrium-Cacodylatpuffer    

Stammlösung 0,2 M, pH 7,3 �  10,7 g Dimethylarsinsäure 

  �  Einstellen des pH-Wertes mit HCl auf 7,3 

  �  ad 250 ml Aquadest 

     

Gebrauchslösung 0,1 M �  Stammlösung 0,2 M 

  �  1:1 mit Aquadest verdünnen 

     

2,5%iges Glutaraldehyd �  10 ml 25% iges Glutaraldehyd 

  �  50 ml Natriumcacodylatpuffer 0,2 M 

  �  40 ml Aquadest 

 

Zusätzlich wurde ein Stück Aortenwand ebenso wie ein Stück der aortalen 

Anastomose möglichst ohne sich aufzurollen mit Nadeln befestigt und die Proben 

anschließend für mindestens 24 Std. in etwa 5 ml 2,5% igem Glutaraldehyd fixiert. Es 

folgte ein Waschschritt in 0,1 M Natrium-Cacodylat für weitere 24 Std., bevor die 

Proben mittels einer aufsteigenden Acetonreihe (30%, 50%, 70%, 90%, jeweils  

10 Min.) entwässert wurden. Der letzte Schritt war eine 10 minütige Inkubation in 

100% igem Aceton in einem Critical Point Dryer, in dem die Proben anschließend mit 

Kohlendioxid getrocknet wurden.  

Die Proben wurden mit der zu untersuchenden Seite nach oben mit conductive 

carbon cement auf einem Probenteller fixiert und in einem scanning electron 

microscopy coating system mit Gold-Palladium-Partikeln besputtert. Bei der 

anschließenden rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme wurden die Proben 

20fach, 100fach, 300fach, 600fach und 1000fach vergrößert. 
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3.8 Statistische Auswertung 

Bei den Ultraschallergebnissen wurden die Gruppen 1b, 2b und 3b mit Hilfe der 

einfaktoriellen Varianzanalyse verglichen, die Gruppen 2a, 2b, 3a und 3b mit Hilfe 

der zweifaktoriellen Varianzanalyse.  

Die biomechanischen Tests wurden mit der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) 

verglichen. Wurde die Nullhypothese widerlegt, folgte ein Newman-Keuls-Test. Die 

Auswertung erfolgte mit der GraphPadPrism 5 Software. 



4 Ergebnisse 

A Versuchstierteil 

4.1 Operationsdurchführung

Insgesamt erhielten 34 Tiere einen operative

siehe Abbildung 3). Davon haben 23 Schafe das reguläre Versuchsende erreicht

(68%). Die übrigen elf Tiere sind intraoperativ verstorben oder wurden aus 

verschiedenen Gründen postoperativ euthanasiert: Fünf Tiere sind 

verstorben, davon zwei auf Grund von Narkosezwischenfällen, zwei Tiere auf Grund 

von Blutungskomplikationen und ein Tier wies einen massiven Vorderwandinfarkt 

auf. Drei Tiere verstarben am 1. bzw. 2. postoperativen Tag auf Grund massiver 

Blutungen aus der Aortenwurzel. Die übrigen drei Tiere wurden am 18. (Perikarditis), 

63. (Pansentympanie) und 170. (Endokarditis) Tag postoperativ euthanasiert (

Tabelle 20 im Anhang). 

Abbildung 4: Operationssitus  
Schaf in rechter Seitenlage, Blick auf rechten Ventrikel (1), der Truncus pulmonalis wird durch eine 
Schlinge zur Seite gehalten (2). Zu
rechten Herzohr bzw. im linken Ventrikel (3). Die Aortenklappe ist 
Herz eingebunden (Pfeile). 
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Operationsdurchführung  

Insgesamt erhielten 34 Tiere einen operativen Aortenklappenersatz (O

). Davon haben 23 Schafe das reguläre Versuchsende erreicht

. Die übrigen elf Tiere sind intraoperativ verstorben oder wurden aus 

verschiedenen Gründen postoperativ euthanasiert: Fünf Tiere sind 

verstorben, davon zwei auf Grund von Narkosezwischenfällen, zwei Tiere auf Grund 

von Blutungskomplikationen und ein Tier wies einen massiven Vorderwandinfarkt 

auf. Drei Tiere verstarben am 1. bzw. 2. postoperativen Tag auf Grund massiver 

ungen aus der Aortenwurzel. Die übrigen drei Tiere wurden am 18. (Perikarditis), 

63. (Pansentympanie) und 170. (Endokarditis) Tag postoperativ euthanasiert (

 
 

rechter Seitenlage, Blick auf rechten Ventrikel (1), der Truncus pulmonalis wird durch eine 
Schlinge zur Seite gehalten (2). Zu- und Ableitungen für die Herzlungenmaschine befinden sich im 
rechten Herzohr bzw. im linken Ventrikel (3). Die Aortenklappe ist bereits mit beiden Anastomosen ins 

n Aortenklappenersatz (Operationssitus 

). Davon haben 23 Schafe das reguläre Versuchsende erreicht 

. Die übrigen elf Tiere sind intraoperativ verstorben oder wurden aus 

verschiedenen Gründen postoperativ euthanasiert: Fünf Tiere sind intraoperativ 

verstorben, davon zwei auf Grund von Narkosezwischenfällen, zwei Tiere auf Grund 

von Blutungskomplikationen und ein Tier wies einen massiven Vorderwandinfarkt 

auf. Drei Tiere verstarben am 1. bzw. 2. postoperativen Tag auf Grund massiver 

ungen aus der Aortenwurzel. Die übrigen drei Tiere wurden am 18. (Perikarditis), 

63. (Pansentympanie) und 170. (Endokarditis) Tag postoperativ euthanasiert (siehe 

rechter Seitenlage, Blick auf rechten Ventrikel (1), der Truncus pulmonalis wird durch eine 
und Ableitungen für die Herzlungenmaschine befinden sich im 

bereits mit beiden Anastomosen ins 
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Tabelle 19: Anzahl der überlebenden Tiere in Bezug auf die Gruppeneinteilung 
 3 Monate (a) 9 Monate (b) 

Nativ (Gruppe 1) 2 2 

Dezellularisiert (Gruppe 2) 4 7 

Dezellularisiert + CCN1 (Gruppe 3) 3 5 

 

Die Standzeit betrug für die Tiere mit einer Beobachtungsdauer von drei Monaten 85 

bis 108 Tage, für eine Beobachtungsdauer von neun Monaten 260 bis 275 Tage. 

4.2 Ultraschalluntersuchung 

Um die Funktionsfähigkeit der Aortenklappe zu beurteilen, wurde unmittelbar vor der 

Explantation ein transösophagealer Ultraschall (TEE) des Herzens durchgeführt. 

Dabei wurden folgende Parameter gewonnen: 

Aortenklappeninsuffizienz und –stenose (Grad 0-4), Aortenklappendurchmesser, 

maximaler und mittlerer Gradient, Aortenklappenöffnungsfläche, Ejektionsfraktion 

und Segelmorphologie (Grad 0-4). 

Aortenklappeninsuffizienzen wurden eingeteilt in vier Schweregrade: 
 

Grad 1: Regurgitationsfraktion <20% (leicht) 

Grad 2: Regurgitationsfraktion 20–40% (mäßig) 

Grad 3: Regurgitationsfraktion 40–60% (stark) 

Grad 4: Regurgitationsfraktion >60% (sehr stark) 

 

Aortenklappenstenosen wurden ebenfalls in vier Schweregrade eingeteilt. Die 

Einteilung erfolgte anhand des maximalen Gradienten: 
 

Grad 1 (leicht): 0-15 mmHg 

Grad 2 (mittel): 15–25 mmHg 

Grad 3 (schwer): >25 mmHG 

Grad 4 (dekompensiert): variabler Gradient, KÖF variabel 

 

Die Klappenöffnungsfläche bezeichnet die Fläche der Öffnung, die das Blut bei 

vollständig geöffneter Herzklappe durchströmen kann. 
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Die Segelmorphologie wurde ebenfalls mit einem System von 0 bis 4 beurteilt: 
 

Graduierung der Segelmorphologie: 

0=normal 

1=milde Verdickung ohne funktionellen Verlust 

2=milde strukturelle Abnormität ohne funktionellen Verlust 

3=strukturelle Deformation mit Funktionsverlust 

4=komplette Klappendeformation mit vollständigem Funktionsverlust 

 

Eine Tabelle mit der genauen Aufstellung der Ultraschallergebnisse ist im Anhang zu 

finden (Tabelle 21). 

Eine leichte bis mäßige Aortenklappeninsuffizienz war bei 17 von 23 untersuchten 

Tieren nachweisbar. Drei dieser Tiere (je eines aus den Gruppen 2a, 2b und 3b) 

wiesen nur minimalste Zeichen einer Insuffizienz auf (Grad 0 bis 1). Drei Tiere 

zeigten keine Insuffizienz (ein Tier aus Gruppe 1a, zwei Tiere aus Gruppe 2b). Eine 

stärkere Aortenklappeninsuffizienz (zwischen Grad 2 und 3) zeigten drei Tiere (zwei 

Tiere aus Gruppe 1b, ein Tier aus Gruppe 2a).  

Tendenziell wiesen die Tiere der Gruppe 2b die geringsten Klappenundichtigkeiten 

auf: sämtliche vorhandenen Insuffizienzen waren einzustufen in Grad 1 oder besser. 

Bei zwei Tieren aus dieser Gruppe war keine Insuffizienz festzustellen. Die 

Insuffizienzen von Tieren der Gruppe 3a waren bei 2 von 3 Tieren in Grad 2, bei dem 

dritten Tier in Grad 1 bis 2 einzuteilen. Tiere der Gruppe 3b wiesen bei einem Tier 

nur eine minimalste Insuffizienz auf, bei zwei Tieren eine Einstufung in Grad 1, bei 

einem Tier eine etwas stärkere Insuffizienz in Grad 1 bis 2 und bei einem weiteren 

Tier eine Insuffizienz Grad 2. 

Somit waren dezellularisierte und dezellularisierte und mit CCN1 beschichtete 

Klappen nach drei Monaten miteinander vergleichbar, die Klappen waren geringfügig 

undichter als nach neun Monaten. Nach drei Monaten wurden bei 3 von 7 Tieren 

(Gruppen 2a und 3a) eine Insuffizienz Grad 2, bei einem Tier eine schlechtere (Grad 

2 bis 3) und bei drei Tieren eine etwas bessere Funktion dargestellt. Besonders die 

nativen Aortenklappen nach neun Monaten Implantationsdauer fielen durch eine 

deutliche Insuffizienz auf (Grad 2 bis 3). Nach drei Monaten waren die Ergebnisse 
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mit einer Insuffizienz von Grad 2 und einer nicht vorhanden Insuffizienz (Grad 0) sehr 

heterogen.  

Eine Aortenstenose war nur bei einem Tier aus Gruppe 2b in minimalen Umfang 

feststellbar, nur dieses Tier wies einen maximalen Gradienten von >15 mmHg auf. 

Alle anderen Tiere wiesen einen maximalen Gradienten von höchstens 13 mmHg 

auf. Auch der mittlere Gradient lag bei allen Tieren im physiologischen Bereich. Der 

Aortenklappendurchmesser lag bei allen Tieren, wo er gemessen werden konnte, im 

physiologischen Größenbereich von 18–23 mm. Statistisch gab es eine leichte 

Tendenz dahin, dass der Durchmesser bei den Tieren der Gruppe 2b kleiner war als 

der Durchmesser der Tiere aus den Gruppe 1b und 3b. Mit einem Wert von p=0,07 

war das Ergebnis aber nicht signifikant. 

Bei dem Tier mit der leichten Aortenklappenstenose konnte eine niedrige 

Ejektionsfraktion von 42% nachgewiesen werden, wobei es klinisch unauffällig war. 

Die Klappenöffnungsfläche war mit 1,3 cm² ebenfalls leicht reduziert. Vier weitere 

Tiere aus den Gruppen 2b, 3a und zweimal aus 3b wiesen ebenfalls eine niedrige 

Ejektionsfraktion von <50% auf, wobei sich die Klappen ansonsten vollkommen 

unauffällig zeigten und auch die Klappenöffnungsflächen in einem physiologischem 

Bereich lagen (zwischen 1,6 und 2,1 cm²). Einzig bei den Klappenöffnungsflächen 

gab es einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen 2 und 3. 

Die Klappenöffnungsfläche war bei Gruppe 2 kleiner als bei Gruppe 3 (p<0,05). Auf 

eine statistische Auswertung der Insuffizienzen und der Daten aus Gruppe 1a 

musste verzichtet werden. 

Ebenfalls sonographisch beurteilt wurde die Segelmorphologie, diese war bei 21 

Tieren beurteilbar. Neun dieser Tiere wiesen leichte strukturelle Abnormitäten auf, in 

den meisten Fällen leichte Segelverdickungen. Keine dieser Veränderungen führte 

jedoch zu einem Funktionsverlust der Klappe. 
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Abbildung 5: Transösophagealer Ultraschall. Überbli ck. 
Tier #673 (Gruppe 2b), Blick auf linken Ventrikel (LV), Aortenklappe (Pfeil), Aortenwurzel und Abgang 
des Truncus brachiocephalicus (Blockpfeil) im Ansatz erkennbar. 
 

 
Abbildung 6: Transösophagealer Ultraschall. Vermess ung des Ventrikels. 
Tier #2975 (Gruppe 3a): Vermessung des linken Ventrikels. 

 
Abbildung 7: Transösophagealer Ultraschall. Native Klappe nach 3 Monaten. 
Tier #7172 (Gruppe 1a). Unauffällige Aortenklappe ohne Insuffizienz oder Stenose. 

LV 
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Abbildung 8: Transösophagealer Ultraschall. Dezellu larisierte Klappe nach drei Monaten. 
Tier #5641 (Gruppe 2a), minimale Aortenklappeninsuffizienz bei ansonsten unauffälliger Klappe. 

 
Abbildung 9: Transösphagealer Ultraschall. Dezellul arisierte Klappe nach neun Monaten. 
Tier #2939 (Gruppe 2b), leichte Insuffizienz (Grad 1) der Aortenklappen, Segel morphologisch minimal 
verdickt ohne Funktionsverlust. 

 
Abbildung 10: Transösophagealer Ultraschall. Dezell ularisierte und CCN1 beschichtete 
Aortenklappe nach drei Monaten. 
Tier #2975 (Gruppe 3a). Aortenklappeninsuffizienz Grad 2 vorhanden. 
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B Laborteil 

4.3 Überprüfung der Dezellularisierung 

Nach Protokoll dezellularisierte Aortenklappen wurden histologisch mittels HE-

Färbung und zur Darstellung von Zellkernen mit DAPI gefärbt. 

In der HE-Färbung stellt sich das dezellularisierte Gewebe im Vergleich zum nativen 

Gewebe leicht aufgelockert dar, wobei keine Zellkerne gefunden werden konnten. 

Mittels DAPI-Färbung konnten ebenfalls keine Zellkerne nachgewiesen werden 

(Abbildung 11). 

 
Abbildung 11:Überprüfung der Zellfreiheit mittels h istologischer Färbungen. 
(A): Native Aortenklappe, HE-Färbung. Segelmitte; links ventrikuläre, rechts aortale Segelseite. 
Fibrosa und Ventrikularis gut von Spongiosa abgesetzt, die Zellkerne sind deutlich zu erkennen. 
(B): Aortenwand, HE-Färbung. Keine Zellkerne erkennbar. (C): Segelmitte, HE-Färbung. Es sind keine 
Zellkerne erkennbar. Die Gewebemorphologie erscheint in der Segelmitte geringgradig aufgelockert, 
ansonsten unverändert im Vergleich zu nativen Aortenklappen. (D): DAPI-Färbung, keine Zellkerne 
erkennbar. Links Segel, rechts Aorta. 
 

B 

D C 

A 
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4.3.1 Bestimmung der DNA-Konzentration 

In einem Vorversuch wurden zunächst die DNA-Konzentration im Gewebe nativer 

und mit Detergentien behandelter oviner Aorten verglichen (jeweils n=3). In den 

dezellularisierten Proben wurden 6,4% der DNA-Konzentration nativer Aorten 

nachgewiesen. Es wurden weitere (n=3) Aortenklappen dezellularisiert und vor der 

DNA-Extraktion mit DNAse I verdaut. Diese enthielten noch eine messbare DNA-

Konzentration von 3,4% der Konzentration nativer Aorten (absolute Konzentrationen 

siehe Anhang, Tabelle 22). 
 

 

Diagramm 1: DNA-Gehalte nativer, dezellularisierter  und dezellularisierter Klappen nach DNAse 
Verdau in ng/µl 

�

��

���

���

���

���

���

���

���

���

���

���
���

��	

��


��
�	�

������

�	
��


�������	��������



���������	�



B Laborteil 

74 -    - 

4.4 CCN1-Beschichtung 

Es sollte überprüft werden, ob die Beschichtung der Aortenklappen mit CCN1 vor der 

Implantation eine Verbesserung der Reendothelialisierung zur Folge hatte. Eine 

dezellularisierte Aortenklappe wurde nach Protokoll mit 500 ng CCN1 beschichtet 

und anschließend mit einem gegen CCN1 gerichteten polyklonalen Antikörper 

gefärbt. Dabei wurde eine geschlossene CCN1-Schicht auf der Klappe 

nachgewiesen (Abbildung 12). 
 

 
Abbildung 12: Immunfluoreszenzmikroskopische Darste llung der Reaktion von CCN1 an einem 
CCN1-beschichteten Segel einer ovinen Aortenklappe 
Konfluente CCN1-Schicht auf der Segeloberfläche darstellbar. 

4.5 Biomechanische Tests 

Um das biomechanische Verhalten dezellularisierter Aorten im Vergleich zu nativen 

Aorten zu untersuchen, wurden biomechanische Tests durchgeführt. Insgesamt 

wurden zehn native und zehn nach Protokoll dezellularisierte Aortenklappen getestet. 

Auf Grund der nicht immer möglichen Lasermessung zur Querschnittsbestimmung 

kamen von den nativ longitudinal ausgestanzten Proben nur n=8 in die Auswertung. 

Sowohl bei den nativen als auch bei den dezellularisierten longitudinalen Proben 

wurde jeweils eine Probe aus den Auswertungen genommen, da es sich um 

irreguläres Verhalten handelte. 
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Tendenziell war die Querschnittsfläche dezellularisierter Aorten geringer als die 

Querschnittsfläche der in gleicher Richtung ausgestanzten nativen Aorten 

(longitudinal: 92% der Fläche der nativen Proben, circumferential: 88%; 

dezellularisiert circulär vs. dezellularisiert longitudinal und dezellularisiert circulär vs. 

nativ longitudinal p<0,05, sonst statistisch nicht signifikant). Die maximale 

Zerreißkraft des dezellularisierten Gewebes erreichte bei den longitudinal 

ausgestanzten Proben 86% der Kraft bis zum Versagen, bei den circumferential 

ausgestanzten Proben 106% (statistisch nicht signifikant) (Diagramm 2). Die 

maximale Spannung lag bei den longitudinal ausgestanzten dezellularisierten Proben 

bei 97% der maximalen Spannung von nativen Aorten. Bei den circumferential 

ausgestanzten dezellularisierten Proben lag sie bei 117% der maximalen Spannung 

nativer Proben (dezellularisiert circulär signifikant höher als dezellularisiert 

longitudinal oder nativ longitudinal, p<0,05). Die Steifigkeit im Bereich zwischen 10 

und 50% Dehnung sank auf 85% bei den dezellularisierten longitudinal 

ausgestanzten Geweben und stieg bei circumferential ausgestanzten Proben auf 

195% (signifikant höher bei den dezellularisierten circumferential ausgestanzten 

Proben gegenüber den anderen drei Gruppen, p<0,05) (Diagramm 3). Das 

Elastizitätsmodul wurde ebenfalls berechnet zwischen einer Dehnung von 10% bis 

50%. Dabei erreichte es bei den longitudinal ausgestanzten Aorten 138%, bei den 

circumferential ausgestanzten 199% im Vergleich zu nativen Proben (dezellularisiert 

circulär signifikant höher gegenüber den anderen drei Gruppen, p<0,05) 

(Diagramm 4). Eine Tabelle mit den genauen Ergebnissen zu den biomechanischen 

Tests befindet sich im Anhang (Tabelle 23 und 24). 
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Diagramm 2: Vergleich der maximalen Zerreißkraft in  Newton in Bezug auf die Behandlung der 
Aortenklappe und Stanzrichtung  
Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen vorhanden (p>0,005). 
 

 

Diagramm 3: Vergleich der Steifigkeiten [N/mm] in B ezug auf die Behandlung der Aortenklappe 
und die Stanzrichtung 
Die Steifigkeit ist bei den dezellularisierten circumferential ausgestanzten Proben signifikant erhöht im 
Vergleich zu den anderen drei Gruppen (p<0,05). 
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Diagramm 4: Elastizitätsmodul in Bezug auf die Beha ndlung der Aortenklappe und die 
Stanzrichtung 
E-Modul: Elastizitätsmodul 
* Das Elastizitätsmodul ist bei dezellularisierten circumferential ausgestanzten Proben signifikant 
erhöht gegenüber den anderen drei Gruppen (p<0,05). 
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4.5.1 Histologische Untersuchung der Proben für die  biomechanischen 

Tests 

Von allen Aorten, die biomechanischen Tests unterzogen wurden, wurde ein Stück 

Gewebe für Paraffinschnitte aufbereitet und mittels HE- und Pentachromfärbung 

histologisch untersucht. In keinem der untersuchten Schnitte fielen Besonderheiten in 

Bezug auf die Morphologie des Gewebes und der Zusammensetzung der 

extrazellulären Matrix auf. 

4.6 Makroskopie 

Zur Verhinderung einer unerwünschten Thrombenbildung auf den Segeln erhielten 

die Schafe vom 3. bis zum 30. Tag postoperativ täglich niedermolekulares Heparin 

injiziert (50 mg Enoxaparin/Tier s. c.). 

Bei 1 von 4 nativ implantierten Klappen waren keine Thromben auf den Segeln 

vorhanden. Alle Segel nativer Klappen waren jedoch verdickt. Bei den 

dezellularisierten Aortenklappen wiesen nach drei Monaten 1 von 4 und nach neun 

Monaten 2 von 7 Tieren keine nachweisbaren Thromben auf den Segeln auf. Auf 

allen anderen Aortenklappen waren zumindest kleine Thromben sichtbar, so auch 

bei allen Tieren aus den Gruppen 3a und 3b (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Makroskopische Betrachtung oviner Aor tenklappen 
(A): Native ovine Aortenklappe. (B): Filigranes, unauffälliges Segel ohne Veränderungen bei einer 
nativen Aortenklappe. (C): Dezellularisierte Aortenklappe drei Monate nach Implantation mit 
Thromben auf der ventrikulären Segelseite (Pfeile). (D): Dezellularisierte Aortenklappe nach 
neunmonatiger Implantation. Keine Thromben auf den Segeln vorhanden. (E): Dezellularisierte 
Aortenklappe neun Monate nach Implantation. Segel fein und durchsichtig. (F): Native Aortenklappe 
nach neunmonatiger Implantation. Massive Verkalkungen in der Aortenwand (Pfeile), Segel deutlich 
verdickt. 
 

Bei mehreren Tieren fiel makroskopisch sowohl vor der Implantation als auch nach 

der Explantation eine schwarze Verfärbung gegenüber dem umliegenden Gewebe 

lumenseitig in der Aorta auf. Auch beim Menschen treten hin und wieder solche 

E F 

D C 

A B 
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Pigmentierungen in den Wänden großer Arterien und der Herzkranzgefäße auf, 

diese können sowohl intra- wie auch extrazellulär vorhanden sein (HORT 1999). Eine 

Pigmentierung des Endokards und der Gefäßauskleidung der Aorta wird auch bei 

Kälbern und Schafen beschrieben (NIEBERLE u. COHRS 1970). 

4.7 Histologische Untersuchungen der Explantate 

Eine statistische Auswertung der histologischen Untersuchungen konnte nicht 

durchgeführt werden. Die Auswertung erfolgte rein deskriptiv. 

4.7.1 Ergebnisse der HE-Färbungen 

Die Hämatoxylin-Eosin Färbung (HE-Färbung) ist eine klassische Übersichtsfärbung, 

bei der Zellkerne und Zytoplasma angefärbt werden. Der basische Farbstoff 

Hämalaun färbt saure Zellbestandteile wie Aminogruppen und €-Bestandteile, die 

sich vor allem im Zellkern und in Bereichen mit großen Mengen rauem 

Endoplasmatischen Retikulum befinden, dunkelblau-violett an. 

Im Gegensatz dazu färbt der saure Farbstoff Eosin basische Zellkomponenten wie 

Karboxyl- und Nitrogruppen, die sich vor allem im Zytoplasma befinden, rot an. 

Anhand der HE-gefärbten Paraffinschnitte aus dem Bereich der Segelmitte wurde die 

Reendothelialisierung nach einer semiquantitaven Einteilung von 0 bis 3 beurteilt 

(TAKAGI et al. 2006). Eine genaue Aufstellung über die Ergebnisse dieser 

Auswertung ist im Anhang zu finden (Tabelle 25). 

Beide nativ implantierte Aortenklappen wiesen nach drei Monaten auf der 

Aortenwand ein relativ zusammenhängendes Endothel mit >50% Konfluenz auf. Die 

Segel stellten sich uneinheitlich dar: Tier #7746 hatte auf der aortalen Segelseite 

wenige Endothelzellen (Konfluenz <50%), auf der ventrikulären Segelseite waren 

keine Endothelzellen zu finden. Tier #7172 wiederum zeigte aortal eine konfluente 

Endothelschicht, die ventrikuläre Segelseite war mit einer Konfluenz von <50% 

deutlich schlechter besiedelt. Bei den Tieren mit nativ implantierter Aortenklappe 

waren nach neun Monaten auf beiden Aorten <50% konfluente Endothelzellen zu 

finden. Tier #5023 zeigte auf dem Segel keine Endothelzellen. #7214 wies im Sinus 

aortae eine komplett geschlossene Endothelschicht auf, die Segel waren wiederum 
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unkonfluent (aortale Segelseite <50% Endothelzellen, auf der ventrikulären 

Segelseite keine Endothelzellen).  

Die vier Tiere aus Gruppe 2a wiesen alle auf der Aortenwand eine geringe Konfluenz 

von <50% auf. Die Sinus waren teilweise deutlicher reendothelialisiert mit einer 

komplett geschlossenen Endothelschicht bei Tier #683 (Abbildung 14A). Auch beide 

Segelseiten wiesen ein unkonfluentes Endothel mit einem 

Reendothelialisierungsgrad von 1 bis 2 auf (Abbildung 14B und C), Tier #5641 zeigte 

auf der ventrikulären Segelseite überhaupt keine Endothelzellen. Nur bei 3 von 7 

Präparaten aus Gruppe 3b wurden Endothelzellen auf der Aortenwand 

nachgewiesen, wobei Tier #675 eine Konfluenz von >50% zeigte. In keinem der 

Sinus konnten Endothelzellen nachgewiesen werden. Die Segel zeigten auf der 

aortalen Seite eine unvollständige Konfluenz. Tier #5646 hatte auf beiden 

Segelseiten eine Endothelschicht mit >50% Konfluenz. Bei Tier #674 konnten auf der 

aortalen Segelseite keine Endothelzellen ausfindig gemacht werden. Die ventrikuläre 

Segelseite wurde undeutlich reendothelialisiert. Bei 3 von 7 Tieren war kein Endothel 

auf dieser Segelseite nachweisbar. Drei andere Tiere wiesen eine Konfluenz von 

<50% auf, einzig Tier #5646 zeigte eine höhere Reendothelialisierungsrate von 

>50%. 

Bei allen drei Tieren aus Gruppe 3a wurde die Aortenwand und die aortale 

Segelseite mit dem Reendothelialisierungsgrad 1 beurteilt. Der Sinus wies bei Tier 

#2960 eine geschlossen konfluente Endothelschicht auf, die anderen beiden Tiere 

zeigten dort keine Endothelzellen. Die ventrikuläre Segelseite war bei Tier #2950 zu 

>50% konfluent, die anderen beiden Tiere wiesen auf der ventrikulären Segelseite 

nur eine Konfluenz von <50% auf (Abbildung 14D). 

Bei den Tieren aus Gruppe 3b wurde das Ergebnis sehr uneinheitlich. Bei Tier #8972 

waren weder auf der Aortenwand noch im Segel Zellen zu sehen, bei #2972 und 

#8970 war die Konfluenz der Endothelzellen auf der Aortenwand <50%, bei den 

Tieren #8977 und #5625 >50%. Tier #5625 zeigte im Sinus eine konfluente 

Endothelschicht, beide Segelseiten waren >50% mit Endothelzellen besiedelt. Auch 

Tier #8972 zeigte auf beiden Segelseiten eine Endothelkonfluenz von >50%. 
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Anhand der HE-Schnitte wurden pathohistologisch Entzündungsreaktionen in dem 

implantierten Gewebe beurteilt. Beide Tiere aus Gruppe 1a fielen durch hochgradige 

Degenerationen im Segel mit mukoiden Nekrosen und Schaumzellenbildung auf. Es 

stellte sich eine deutliche Intimahyperplasie bzw. bei Tier #7746 eine Intimafibrose 

dar. Der freie Segelrand war deutlich vaskularisiert (Abbildung 14E, 17F). Eine 

hochgradige plasmazelluläre Entzündung war festzustellen. Auf beiden Segeln fiel 

auf der ventrikulären Seite ein prominenter Abscheidungsthrombus in beginnender 

Organisation auf. Bei der Untersuchung der Explantate aus Gruppe 1b war ein 

deutlicher Unterschied zwischen den beiden ausgewerteten Tieren vorhanden: Das 

Tier mit der Nummer #5023 wies ebenso wie die beiden Dreimonatstiere eine 

ausgeprägte plasmazelluläre Infiltration auf, das Tier mit der Nummer #7214 

dagegen zeigte im implantierten Gewebe fast ausschließlich Lymphozyten. Tier 

#5023 wies ebenfalls eine deutliche Neovaskularisierung im Segel auf  

(Abbildung 14E). Auffallend bei allen nativ implantierten Klappen waren 

Ansammlungen von Leukozyten in der aortalen Intima am Übergang zur Media 

(Abbildung 14F). Demgegenüber stellten sich dezellularisierte und dezellularisierte 

und mit CCN1 beschichtete Klappen deutlich geringer entzündlich verändert dar als 

native Implantate, wobei die zelluläre Dichte deutlich geringer war Bei zellulären 

Infiltraten herrschten Makrophagen und Lymphozyten vor; Plasmazellen konnten nur 

bei den Tieren #2960 und 2975 nachgewiesen werden. Diese Zellen waren nur im 

Bereich der Fibrosa, dort sowohl aortal als auch ventrikulär, festzustellen. Das 

Segelstroma zeigte sich bei allen Klappen zellfrei. Im Bereich der fädigen 

Anastomosen konnten häufiger granulomatöse Fremdkörperreaktionen festgestellt 

werden. Außerdem konnten bei Tier #5023 Fremdkörperriesenzellen nachgewiesen 

werden. 

Bei Tier #2950 wurden Angioblasten im Spendergewebe gefunden, die auf eine 

beginnende Regeneration der Aortenwand hindeuten. In diesem Gewebe wurde 

keinerlei Abstoßungsreakion festgestellt. 

Alle Explantate wiesen eine leichte bis deutliche Intimahyperplasie auf der 

ventrikulären Segelseite auf (Abbildung 14B, D und F). 
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Abbildung 14: Ergebnisse der HE-Färbung 
(A): Tier #683 (Gruppe 2a), HE, Sinus aortae mit konfluentem Endothel. (B): Tier #683 (Gruppe 2a), 
HE, Segelmitte, links aortal, rechts ventrikuläre Segelseite mit Intimahyperplasie (Markierung) und 
Thrombus (Pfeile). (C): Tier #5646 (Gruppe 2b), Aortenwand. Geringe Zellinfiltration, kein Endothel 
nachweisbar. (D): Tier #2950 (Gruppe 3a), Sinus aortae. Kein Endothel nachweisbar. (E): Tier #5023 
(Gruppe 1b), HE, Segelmitte mit Neovaskularisierung. (F): Tier #7172 (Gruppe 1a), HE, Aortenwand 
mit hochgradiger Zellinfiltration in Intima (Pfeile).  

F E 

D C 

B A 



B Laborteil 

84 -    - 

4.7.2 Ergebnisse anderer histologischer Färbungen 

4.7.2.1 Ergebnisse der Alcianblau-Färbung 

Mit der Alcianblau-Färbung werden unterschiedliche Anionen blau angefärbt, 

beispielsweise saure Glykosaminoglykane und Hyaluronsäure. 

Native Kontrollklappen stellten sich positiv dar. Dabei war die Aorta stets deutlicher 

angefärbt als das Segelstroma. Dezellularisierte Kontrollaortenklappen waren sowohl 

in der Aorta als auch im Segel leicht angefärbt. Demnach werden bei der 

Dezellularisierung nach dem vorgestellten Protokoll Glykosaminoglykane nur 

teilweise ausgewaschen. 

Nach der Implantation stellte sich vor allem die Intimahyperplasie der Aorta und der 

ventrikulären Segelseite deutlich positiv dar. Der Glykosaminoglykangehalt des 

restlichen Gewebes war geringer als der der Intimahyperplasie. 

4.7.2.2 Ergebnisse der Elastica van Gieson-Färbung 

Mit der Elastica van Gieson-Färbung werden insbesondere elastische Fasern 

dargestellt. Diese stellen sich blau-schwarz dar, ebenso wie die Zellkerne. Das 

Zytoplasma färbt sich hellbraun an. Kollagenfasern werden rot und Muskulatur gelb 

dargestellt.  

Dezellularisierte Klappen wiesen den gleichen Gehalt an elastischen Fasern auf wie 

native Aortenklappen. Alle implantierten Klappen zeigten einen mit nicht 

implantierten Klappen vergleichbaren Gehalt und auch eine vergleichbare Verteilung 

elastischer Fasern.  

4.7.2.3 Ergebnisse der PAS-Reaktion 

Die PAS-Reaktion (Abkürzung für englisch periodic acid-Schiff stain) oder 

Periodsäure-Leukofuchsin-Färbung ist eine histochemische Methode zur Darstellung 

von Glykogen, Cellulose, neutralen Mukopolysacchariden, Muko- und 

Glykoproteinen, welche in Bindegewebsfasern (Kollagen), Basalmembranen, der 

Glykokalix von Zellwänden und neutralen Schleimen gefunden werden können. Das 

Wirkprinzip beruht auf der Oxidation von Hydroxylgruppen zu Aldehydgruppen durch 

die Perjodsäure, die reduzierend wirkt. Anschließend bindet die (noch farblose) 
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fuchsinschweflige Säure als Schiff`sches Reagenz an die so entstandenen 

Aldehydgruppen. Dabei kommt es zu einem molekularen Umbau, wodurch die 

chromogene Eigenschaft entsteht: das Sichtbarwerden in Magenta-Rot. Als 

Kernfärbung wird Hämalaun (blau-violett) eingesetzt. 

In allen gefärbten Schnitten konnte eine leichte positive Färbung des Segelstromas 

dargestellt werden. Die Basalmembran stellte sich nur unvollständig dar. 

4.7.2.4 Ergebnisse der Pentachrom-Färbung 

Durch die Pentachrom-Färbung können verschiedene Bestandteile der 

extrazellulären Matrix des Gewebes dargestellt werden. Diese ist eine 

Mehrfachfärbung zur Darstellung unterschiedlicher Bindegewebsarten. 

In den Segeln der Aortenklappe konnten hauptsächlich Glykosaminoglykane 

dargestellt werden. In der Aortenwand dominierten Kollagene und in geringerem 

Umfang elastische Fasern, im Segel selber traten diese nicht auf. Die 

Zusammensetzung des Gewebes nach der Dezellularisierung wurde geringfügig 

beeinflusst. So traten nach der Dezellularisierung die elastischen Fasern in der Aorta 

deutlicher hervor, während sich die Kollagene schwächer darstellten. Die Segel 

stellten sich nahezu identisch wie native Segel dar (Abbildung 15). Nach der 

Implantation der Präparate konnte (neben den Glykosaminoglykanen) in allen Segeln 

Kollagen nachgewiesen werden. Es waren keine Unterschiede in Abhängigkeit von 

der Implantationsdauer festzustellen. 

  



Abbildung 15 : Ergebnisse der Pentachrom
(A): Aortenklappe nativ, Aorta. (B): Aortenklappe dezellularisiert, Aorta.
9-monatiger Implantation, Tier #674 (Gruppe 2b).
dezellularisierte Aorta. (D): Tier #549
Segelseite. Kaum Veränderung der Grundsubstanz im Vergleich zu einer nativen Aortenklappe. (E): 
Tier #2975 (Gruppe 3a). Segelmitte, 
Endothelzellen, Spongiasa stellenweise verbreitert, lokales Hämatom 
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: Ergebnisse der Pentachrom -Färbung 
(A): Aortenklappe nativ, Aorta. (B): Aortenklappe dezellularisiert, Aorta. (C): Aortale Anastomose nach 

monatiger Implantation, Tier #674 (Gruppe 2b). Oben links native Aorta, unten rechts 
(D): Tier #5494 (Gruppe 2a). Segelmitte, links aortale, 

Kaum Veränderung der Grundsubstanz im Vergleich zu einer nativen Aortenklappe. (E): 
Tier #2975 (Gruppe 3a). Segelmitte, links aortale, rechts ventrikuläre Segelseite. Kaum 
Endothelzellen, Spongiasa stellenweise verbreitert, lokales Hämatom intravalvulär
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D 

 

 

(C): Aortale Anastomose nach 
Oben links native Aorta, unten rechts 

aortale, rechts ventrikuläre 
Kaum Veränderung der Grundsubstanz im Vergleich zu einer nativen Aortenklappe. (E): 

ventrikuläre Segelseite. Kaum 
intravalvulär. 
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4.7.2.5 Ergebnisse der Turnbull-Blau-Färbung 

Mittels der Turnbull-Blau-Färbung lassen sich zwei- und dreiwertige Eisenionen 

nachweisen. Während Melanin und Hämosiderin in der HE-Färbung als nicht 

eindeutig unterscheidbare Ablagerungen dargestellt werden, können sie mit Hilfe der 

Turnbull-Blau-Färbung identifiziert werden. 

Mit Hilfe dieser Färbung konnte in der Aortenwand kein Eisen nachgewiesen werden. 

In den im Segelstroma erkennbaren Einblutungen war in geringem Umfang 

eisenhaltiges Blutabbaupigment feststellbar. 

4.7.2.6 Ergebnisse der Versilberung nach Gomori 

Diese Färbung markiert retikuläre Fasern. Diese färben sich unter 

Silberimprägnierung schwarz und werden daher auch argyrophil genannt. Kollagene 

Fasern werden braunschwarz dargestellt. 

In nativen Aortenklappen war eine gleichmäßige Verteilung der Kollagenfasern zu 

erkennen. In dezellularisierten Klappen war die Verteilung der Kollagenfasern 

vergleichbar zu der in nativen Klappen. Auch nach der Implantation war eine 

vergleichbare Verteilung der Kollagenfasern nachzuweisen. 

4.7.2.7 Ergebnisse der von Kossa-Färbung 

Durch die Versilberung nach von Kossa können Verkalkungen im Gewebe 

nachgewiesen werden. Dabei werden Calciumsalze angefärbt, unter anderem 

Calciumphosphate, die sich im Rahmen der dystrophischen Verkalkung in 

degeneriertem Gewebe ablagern. Bei der von Kossa-Färbung werden die 

Calciumionen gegen Silberionen ausgetauscht, welche durch Lichteinstrahlung zu 

metallischem Silber reduziert werden. 

In Gruppe 1a wiesen beide Tiere leichte Verkalkungen der Segel und der 

implantierten Aorten auf. Beide Tiere aus Gruppe 1b zeigten auf der aortalen 

Segelseite mittelgradige Verkalkungen (Abbildung 16A). In keinem der 

dezellularisierten Segel wurden jedoch mehr als sehr geringe Verkalkungen 

gefunden (Abbildung 16B). 

Verstärkte Verkalkungen traten dagegen bei allen Implantaten in unmittelbarer Nähe 

zu den Fäden im Bereich der Anastomosen auf. 
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Als Färbekontrollen wurden Beine von neonatalen Ratten mitgeführt, die 

Verknöcherungen in allen Stadien aufweisen. Native Aortenklappen von 

Kontrolltieren aus dem Schlachthof – auch von Tieren mit vergleichbarem Alter - 

wiesen ebenfalls nur geringe Verkalkungen auf. 
 

  
Abbildung 16: Ergebnisse der von Kossa-Färbung 
(A): Tier Nr. #5023 (Gruppe 1b), Segelmitte, deutliche Verkalkungen (Markierungen). (B): Tier Nr. 
#2939 (Gruppe 2b), Segelmitte, keine Verkalkungen. 

4.7.3 Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Färbungen 

4.7.3.1 Ergebnisse der von Willebrand-Färbung 

Mit Hilfe der von Willebrand-Färbung erfolgte der Nachweis des von Willebrand 

Faktors, eines Glykoproteins, welches im Plasma, in Endothelzellen, in 

Megakaryozyten, in Thrombozyten sowie der subendothelialen Matrix vorkommt. 

Die Auswertung erfolgte wieder nach der semiquantitaven Auswertung nach TAKAGI 

et al. (2006). Eine Tabelle mit der genauen Auswertung findet sich im Anhang 

(Tabelle 26). Insgesamt konnte auf der aortalen Segelseite ein stärkeres Signal für 

von Willebrand Faktor gegenüber der ventrikulären Segelseite festgestellt werden. 

Letztere zeigte bei fast allen Tieren eine Reendothelialisierung von weniger als 50%. 

Während die Reendothelialisierung bei einem Tier der Gruppe 2b bei über 50% lag, 

war bei je einem Tier aus Gruppe 2b und 3b gar kein Endothel nachweisbar. 

Auf der aortalen Segelseite war bei einem Tier aus Gruppe 2b kein Endothel und bei 

einem Tier aus Gruppe 3a weniger als 50% Endothel nachzuweisen. Die aortale 

B A 
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Segelseite aller anderen Tiere zeigte mindestens 50% Endothel auf der 

Gesamtlänge der aortalen Segelseite. 

4.7.3.2 Ergebnisse der eNOS-Färbung 

Die endotheliale Nitritoxidase (eNOS) ist ein typischer Marker für Endothelzellen. Mit 

Hilfe der endothelialen Nitritoxidase konnte bestätigt werden, dass die 

Reendothelialisierung auf der aortalen Segelseite besser ausfällt als auf der 

ventrikulären Segelseite. Auch hier erfolgte die Einteilung nach TAKAGI et al. (2006). 

Eine genaue Aufstellung der Ergebnisse ist im Anhang zu finden (Tabelle 27). 

Nach dreimonatiger Implantationsdauer war bei den nativen Aortenklappen eine 

nahezu kontinuierliche Endothelschicht detektierbar, einzig die ventrikuläre 

Segelseite bei Tier #7746 und die Segelspitze bei Tier #7172 zeigten keine 

Endothelzellen. Nach neun Monaten Implantationsdauer konnten dagegen nur noch 

bei Tier #5023 Endothelzellen auf beiden Segelseiten nachgewiesen werden. 

Bei den dezellularisierten Implantaten nach drei Monaten konnte bei Tier #5493 eine 

Endothelschicht mit einer Konfluenz von <50% im Sinus und auf der aortalen 

Segelseite gesehen werden. Das Tier mit der Nummer #672 zeigte positive Signale 

auf dem kompletten Gewebestück. Die aortale Segelseite war >50% 

reendothelialisiert. Tier #683 hatte keine für eNOS positiven Zellen auf dem Segel, 

während Tier #5641 auf der Aorta eine deutliche und auf der aortalen Segelseite eine 

geringere Reendothelisation aufwies. 

Von 7 Tieren aus Gruppe 2b wiesen 6 keine Reendothelialisation oder <50% 

Endothel in allen Bereichen auf. Die Tiere mit CCN1 beschichteten Klappen wiesen 

nach drei Monaten eine relativ gute Reendothelisierung auf mit bis zu >50% 

rebesiedelter Fläche auf der Aorta (#2950, #2975), im Sinus (#2975) und der 

aortalen Segelseite (ebenfalls #2975). Die ventrikuläre Segelseite war in allen drei 

Fällen <50% rebesiedelt. Bei CCN1 beschichteten Klappen nach neun Monaten war 

auf allen Klappen eine Reendothelisation von <50% oder gar kein Endothel zu 

beobachten. 
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4.7.3.3 Ergebnisse der CD31-Färbung 

  

  

  
Abbildung 17: Ergebnisse der CD31 Immunfluoreszenz- Färbungen 
(A): Tier #7172 (Gruppe 1a). Aorta, deutliches Endothel zu erkennen. Rot: CD31, Blau: DAPI. (B): Tier 
#672 (Gruppe 2a). Segel, links aortal, rechts ventrikulär. Auf der aortalen Segelseite nahezu 
konfluentes Endothel, ventrikulär ebenfalls Endothel nachweisbar. Intimahyperplasie. Rot: CD31, 
Blau: DAPI. (C): Tier #2939 (Gruppe 2b). Segel, links aortal, rechts ventrikulär. Wenig Endothel 
nachweisbar. Rot: CD31, Blau: DAPI. (D): Tier #2950 (Gruppe 3a), aortales Gewebe mit deutlicher 
Zellinfiltration (blaue DAPI-Kerne) und guter endothelialer Besiedlung (Grün: CD31). (E): Tier #8972 
(Gruppe 3b), links aortale, rechts ventrikuläre Segelseite. Aortal wenig Zellen, davon anteilig viele 
Endothelzellen, rechts stärkere Zellinvasion mit insgesamt aber schlechterer Reendothelialisierung. 
Grün: CD31, Blau: DAPI. (F): Doppelfärbung CD31/eNOS . Tier #7746 (Gruppe 1a). Segel aortal. 
Deutliche Zellansammlungen im Segel, zwei Gefäße im Segelgewebe zu erkennen. Rot: eNOS, Grün: 
CD31, Blau: DAPI. 
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CD31 wird auch PECAM 1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) genannt. 

Es ist ein Mitglied der Immunoglobulin Gen Superfamilie und kommt vor allem an 

endothelialen Zell-Zell-Kontakten vor (RAO et al. 2007). Die Auswertung erfolgte 

wieder nach TAKAGI et al. (2006), eine Tabelle mit den genauen Ergebnissen ist im 

Anhang zu finden (Tabelle 28). 

Die Ergebnisse fielen vergleichbar zur eNOS-Färbung aus: nach drei Monaten waren 

beide nativ implantierte Aortenklappen größtenteils mit Endothel überzogen, während 

sich nach neun Monaten nahezu keine Endothelzellen auf der Oberfläche befanden. 

Bei dezellularisierten Klappen war die Reendothelialisierung unvollständig, 

besonders auf der aortalen Segelseite waren jedoch >50% der Oberfläche besiedelt. 

Nach neunmonatiger Implantationsdauer konnte nur eine Reendothelialisierung von 

< 50% nachgewiesen werden (Abbildung 17). 

CCN1 beschichtete Klappen wiesen nach drei Monaten eine deutliche 

Reendothelialisation auf, nach neun Monaten war eine Reendothelialisation von 

maximal <50% erkennbar. 

4.7.3.4 Ergebnisse der CD45-Färbung 

CD45 ist ein Panleukozytenmarker, verwendet wurde Clone 1.11.32. Laut MACKAY 

et al. (1987) reagiert dieser Clone im Schaf mit allen Leukozyten, inklusive 

Thymozyten, Lymphozyten, Makrophagen und Granulozyten. 

Es konnte gezeigt werden, dass native Aortenklappen nach Implantation ins Schaf 

deutliche Leukozytenansammlungen zur Folge hatten, vor allem in der implantierten 

Aorta. Die Segel wiesen einen mittelgradigen bis massiven Gehalt an Leukozyten auf 

(Abbildung 18A). Demgegenüber zeigten dezellularisierte Klappen einen deutlich 

geringeren Grad an Leukozyten (Abbildung 18B). Minimale Ansammlungen von 

Entzündungszellen konnten in den Aorten der Tiere aus Gruppe 3b nachgewiesen 

werden, alle anderen dezellularisierten Klappen wiesen nur einzelne Leukozyten auf. 
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Abbildung 18: Ergebnisse der CD45 Immunfluoreszenz 
(A): Tier #5023 (Gruppe 1b), Aorta mit massiven Leukozytenansammlungen. (B): Tier #5646 (Gruppe 
2b), kaum Leukozyten in der Aorta nachzuweisen. Rot: CD45, Blau: DAPI 

4.7.3.5 Ergebnisse der Kollagen IV-Färbung 

Kollagen IV ist charakteristisch für die Lamina basalis der Basalmembran. Mit Hilfe 

der Kollagen IV-Färbung konnte gezeigt werden, dass die Basalmembran auch nach 

der Dezellularisierung weitgehend intakt war. Eine vollständige Regeneration der 

Kollagen IV-Schicht konnte jedoch weder nach drei- noch nach neunmonatiger 

Implantation festgestellt werden (Abbildung 19). 
 

 
Abbildung 19: Nachweis von Kollagen IV auf dezellul arisierter Aortenklappe 
Dezellularisierte Aortenklappe nach dreimonatiger Implantation (Tier #672). Links Segel aortal, rechts 
ventrikulär. Rot: Kollagen IV, Blau: DAPI 
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4.7.3.6 Ergebnisse der Vimentin-Färbung 

Vimentin kommt im Zytoplasma aller Zellen mesenchymaler Herkunft vor. Auf diese 

Weise können Fibrozyten, Fibroblasten und in Verbindung mit a-smooth muscle actin 

auch Myofibroblasten dargestellt werden. 

Bei nativen, nicht implantierten Aortenklappen waren Aorta und Segel gleichmäßig 

dicht positiv gefärbt. In dezellularisierten Aortenklappen waren keine Vimentin-

positiven Zellen nachweisbar. Bei allen Implantaten mit Ausnahme von Tier #7214 

war die Aorta zu mindestens 50% positiv und immer stärker angefärbt als das Segel. 

Die Aortenwand war überall dort, wo Zellen vorhanden waren, auch positiv, also in 

der Intima und in der Media mit Ausnahme eines schmalen Streifens direkt unterhalb 

der Intima. Die Segel waren höchstens zu 50% positiv gefärbt. Dort war in den 

meisten Fällen ausschließlich die Intimahyperplasie angefärbt. Nur bei Tier #7214 

waren in der Aorta deutlich weniger Vimentin positive Zellen vorhanden als im Segel. 

4.7.3.7 Ergebnisse der aaaa-smooth-muscle-actin-Färbung 

a-smooth muscle actin ist ein Actin, welches in glatten Muskelzellen vorhanden ist. In 

normalem Segelgewebe der Aortenklappe kommt es im Gegensatz zur Aorta jedoch 

so gut wie gar nicht vor. Distal des Segels wurde ein Übergang im Faserverlauf der 

Aorta gezeigt. Ab diesem Übergang konnte in der Tunica media der Aorta eine 

durchgängige � -smooth mucle actin Schicht nachgewiesen werden. Desweiteren 

konnte gezeigt werden, dass sich in implantiertem Aortenklappengewebe auch im 

Bereich der Segel in unterschiedlich starkem Ausmaß glatte Muskelzellen bzw. 

Myofibroblasten befanden. Diese Zellen lagen alle in der Fibrosa der Segel, sowohl 

aortal als auch ventrikulär. Im Segelstroma waren keine Zellen zu erkennen. In der 

Aorta lagen die positiven Zellen sowohl in der Intima als auch in der Media, wieder 

war nur der schmale zellfreie Streifen direkt unterhalb der Intima nicht angefärbt. 

Insgesamt konnten weniger a-smooth-muscle-actin-positive Zellen nachgewiesen 

werden als Vimentin-positive Zellen. 
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4.8 Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopie 

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie kann die Oberfläche von Geweben 

sichtbar gemacht werden. Auf einigen der implantierten Aortenklappen konnte ein 

typisches Endothel mit dem charakteristischen Kopfsteinpflastermuster 

nachgewiesen werden. In den meisten Präparaten mit Zellen konnte jedoch nur eine 

unvollständige Endothelschicht festgestellt werden. Bei beiden nativen Klappen mit 

einer Implantationsdauer von drei Monaten wurden Endothelzellen gefunden, nach 

neun Monaten waren nur bei Tier #5023 Endothelzellen auf der Aortenwand zu 

erkennen. Bei 3 von 4 Tieren aus Gruppe 2a waren Endothelzellen nachweisbar 

(Tiere #5641, #672 und #683). Nach neun Monaten war bei 4 von 7 Tieren ein 

ausgeprägtes Endothel nachweisbar (Tiernummern #2939, #674, #679 und #5646). 

Auf allen acht CCN1 beschichteten Klappen konnte unabhängig von der 

Implantationsdauer Endothel gefunden werden. Die faserige, unebene, 

kollagenhaltige Oberfläche, welche auf den übrigen Klappen gefunden wurde, weist 

auf eine zumindest stellenweise Zerstörung der Basalmembran hin. Bei einigen 

Präparaten war eine Fibrinschicht vorhanden, auf der sich Thrombozyten aufgelagert 

hatten (Abbildung 20). 

 

  A B 
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Abbildung 20: Ergebnisse der Rasterelektronenmikros kopie 
(A): Tier #7172 (Gruppe 1a). Segel ventrikulär mit deutlichen Endothelzellen. (B): Tier #683 (Gruppe 
2a), Segel ventrikulär mit deutlichen Auflagerungen. (C): Tier #2939 (Gruppe 2b). Aortale Segelseite, 
enthält wenig Zellen. (D): Tier #674 (Gruppe 2b). Segel ventrikulär ohne Zellen. Faseriges Gewebe 
liegt frei. (E): Tier #674 (Gruppe 2b, selbes Tier wie in (D)). Segel ventrikulär mit einschichtiger 
Zellschicht über Fasergewebe. (F): Segel aortal, Tier #8970 (Gruppe 3b), kopfsteinpflasterartig 
angeordnete Endothelzellen. (G): Segel aortal, Tier #8977 (Gruppe 3b), Endothelzellen. (H): Tier 
#5625 (Gruppe 3b), Segel ventrikulär mit Endothelzellen. 

C D 
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5 Diskussion 

5.1 Versuchstierteil 

5.1.1 Schafe als Versuchstiere 

Die Wahl des verwendeten Tiermodells für einen Versuch ist abhängig von der 

genauen Fragestellung des Versuches. Der größte Nachteil beim biologischen 

Herzklappenersatz ist die zunehmende Verkalkung der Prothesen, die letztendlich zu 

einem vollständigen Funktionsverlust führt und einen erneuten Ersatz notwendig 

macht. Auf Grund experimenteller Erfahrung fand man heraus, dass Schafe das am 

schnellsten verkalkende Gefäßsystem haben (HERIJGERS et al. 1999; LEYH et al. 

2003; SCHMIDT et al. 2007) und damit besonders gut für die Entwicklung 

biologischer Herzklappen geeignet sind. 

Schafe sind pflegeleichte und kostengünstige Versuchstiere. Allerdings ist es schwer, 

gesunde Tiere zu bekommen. Landwirte stellen in vielen Fällen geringere Ansprüche 

an die Gesundheit ihrer Tiere. Für die Durchführung von Tierversuchen ist ein gutes 

Allgemeinbefinden jedoch unabdingbar (MAAS 2007). In dieser Arbeit wurden 

unmittelbar nach der Ankunft der Tiere eine Allgemeinuntersuchung der Einzeltiere 

und parasitologische Kotuntersuchungen durchgeführt. Kranke Tiere wurden vom 

Versuch ausgeschlossen und wieder an den Züchter zurückgeschickt. Der bei vielen 

Schafrassen auftretende saisonale Zyklus bedingt eine teilweise nur eingeschränkte 

Verfügbarkeit von bestimmten Alters- beziehungsweise Gewichtsklassen. 

5.1.2 Operationsdurchführung 

Von 34 operierten Tieren überlebten 23 Schafe (68%) den geplanten 

Versuchszeitraum von drei beziehungsweise neun Monaten. Ein Tier verstarb an 

einer vermutlich nicht mit der Operation in Zusammenhang stehenden 

Pansentympanie zwei Monate nach der Implantation. Vier Tiere sind auf Grund 

massiver Blutungen aus der Aortenwurzel verstorben oder wurden deshalb 

euthanasiert. Drei davon stammten aus den allerersten Versuchen, als die 
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Operationstechnik noch nicht ausgereift war. Zwei Tiere wurden nach 

Narkosezwischenfällen, die zu hypoxischen Hirnschäden führten, eingeschläfert. Ein 

Tier erlitt einen massiven Vorderwandinfarkt, der durch eine nicht optimal platzierte 

Kanüle bei der Kardioplegie verursacht worden sein könnte. Ein weiteres Tier wurde 

18 Tage nach der Operation wegen sich akut verschlechterndem Allgemeinbefinden 

eingeschläfert. In der Sektion zeigte sich hier eine sterile Perikarditis, die als 

Reaktion auf die Operation entstanden sein kann. Ein Tier wurde am 170. Tag 

postoperativ auf Grund des Verdachtes auf eine Endokarditis eingeschläfert, welcher 

sich in der Sektion bestätigte. 

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, sind Aortenklappenoperationen beim 

Schaf mit guten Erfolgen durchführbar. Das Risiko hierbei ist jedoch nicht 

unbeträchtlich. Aus anatomischen Gründen ist die Durchführung der Operation 

schwieriger als beim Menschen, da der Brustkorb des Schafes linkslateral geöffnet 

wird und die Aortenklappe medial der Pulmonalklappe liegt, während der Mensch in 

Rückenlage durch eine mediale Sternotomie operiert wird und die Aortenklappe 

direkt zugänglich ist. 

In den meisten Veröffentlichungen zum Thema Herzklappenimplantationen im Schaf 

wird die Pulmonalklappenposition zur Implantation des gewünschten Gewebes 

gewählt; die Operation ist leichter und ohne Kardioplegie mit anschließend 

notwendiger Defibrillation durchführbar. Die Überlebensrate ist deutlich höher als 

nach Implantation einer Aortenklappe (DA COSTA et al. 2004; DE VISSCHER et al. 

2008; DOHMEN et al. 2006; ELKINS et al. 2001; HOPKINS et al. 2009; LEYH et al. 

2003; LICHTENBERG et al. 2006b; STEINHOFF et al. 2000; VAN NOOTEN et al. 

2006; WU et al. 2007). Auch nach Implantation von Pulmonalklappen kommt es 

jedoch immer wieder zur vorzeitigen Beendigung des Versuches auf Grund von 

Endokarditiden (DE VISSCHER et al. 2008; DOHMEN et al. 2006; HOPKINS et al. 

2009; LICHTENBERG et al. 2006b; STEINHOFF et al. 2000; WU et al. 2007). 

Ein wesentlicher Aspekt bei der Implantation in Pulmonalposition ist der niedrige 

Druck im Lungenkreislauf. Funktionsfähigkeit und Rebesiedlung im Lungenkreislauf 

bedingen nicht zwangsläufig Funktionsfähigkeit und Rebesiedlung einer 
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dezellularisierten Matrix unter stärkerer Belastung, wie sie im linken Herzen und im 

Körperkreislauf herrscht. 

Es gibt nur wenige Publikationen zur Verwendung von Schafen für Operationen am 

linken Herzen beziehungsweise an der Aorta. JERZEWSKI et al. (1999) verwendeten 

Schafe, um die linke Koronararterie zu embolisieren (mittels Polyvinylalkohol-

Partikeln). Zwei von acht Tieren verstarben unmittelbar intraoperativ an Arrhythmien. 

NEVES et al. (2002) implantierten Aortenklappen in die Aorta thoracica. 30 Tiere 

wurden operiert, 24 überlebten die Versuchszeit von sechs Monaten. GULBINS et al. 

(2006) implantierten kommerziell erhältliche biologische Aortenklappenprothesen, die 

in vitro mit Zellen besiedelt wurden, in die Aorta descendens. Ein aorta-kardialer 

Shunt sollte den Druck auf die Klappe senken. In dieser Untersuchung verstarben 

zwei von zehn operierten Tieren. Die Beobachtungszeit betrug drei Monate. In keiner 

dieser Untersuchungen wurde jedoch eine Herzlungenmaschine beziehungsweise 

eine Kardioplegie des Herzens benötigt. 

Bei den ersten im Rahmen dieser Arbeit operierten Tieren wurden Blutkonserven von 

Spenderschafen eingesetzt. Auf die Blutgruppen von Schafen ist nicht eingegangen 

worden, obwohl das Vorhandensein von über 30 Blutgruppenfaktoren aus 7 

Blutgruppensystemen beschrieben worden ist (SCHMIDT u. BUSCHMANN 1985). 

Anaphylaktische Reaktionen wurden nicht festgestellt. Da die Mehrzahl der 

Blutgruppenfaktoren des Schafes nicht rezessiv vererbt werden können (SCHMIDT 

u. BUSCHMANN 1985), kann jedoch ein verwandtschaftlicher Aspekt bei der 

Verwendung der Bluttransfusionen nicht ausgeschlossen werden. In späteren 

Operationen war die Durchführung routinierter und der Einsatz von Blutkonserven in 

den meisten Fällen nicht nötig. 

5.1.3 Transösophagealer Ultraschall 

Die Echokardiographie ist das Mittel der Wahl bei der Funktionsprüfung von 

Herzklappen. Dabei können auf nicht-invasive Weise verschiedene Parameter 

bestimmt werden, die eine Beurteilung der Klappenfunktion zuzulassen. Um die 

Aortenklappe darzustellen, ist der transösophageale Ultraschall geeigneter als eine 
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transkutane Untersuchung, da die Aortenklappe medial der Pulmonalklappe liegt und 

in der transkutanen Untersuchung nur sehr schwer oder gar nicht darzustellen wäre. 

Als Methoden für die Bestimmung der Klappenöffnungsfläche ist sowohl die 

planimetrische Messung als auch die Ermittlung der Kontinuitätsgleichung 

beschrieben (FLACHSKAMPF 2007). Bei letzterer wird anhand des Querschnittes 

des linksventrikulären Ausflusstraktes und der Flussgeschwindigkeit im Ausflusstrakt 

sowie im Klappenbereich die Öffnungsfläche bestimmt. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde die Kontinuitätsgleichungs-Methode verwendet. 

Aortenklappenstenosen können sowohl über die Klappenöffnungsfläche als auch 

über die maximale transvalvuläre Flussgeschwindigkeit kategorisiert werden 

(FLACHSKAMPF 2007). Da die Aortenklappenöffnungsfläche beim Schaf 

physiologischerweise deutlich kleiner ist als beim Menschen (MAAS 2007), ist die 

Beurteilung einer Stenose anhand der Klappenöffnungsfläche nicht praktikabel. 

Deshalb wurde hierfür die maximale transvalvuläre Flussgeschwindigkeit verwendet, 

die sich bei einer Stenose erhöht. 

Die Klappenöffnungsfläche ist in Gruppe 2 statistisch kleiner als in Gruppe 3. 

Außerdem ist der Durchmesser in Gruppe 2b tendenziell auch kleiner als in Gruppe 

3b, weiterhin ist ein Zusammenhang zwischen Durchmesser und Öffnungsfläche 

gegeben. Das Ergebnis könnte in der Reihenfolge der Operationen bedingt liegen. 

Im zeitlichen Ablauf wurden als erstes native, dann dezellularisierte und 

anschließend CCN1-beschichtete Klappen implantiert. Die Tiere waren zum 

Operationszeitpunkt also bereits älter und schwerer. 

Im Gegensatz zu mechanischen Prothesen können Gewebe aus Tissue engineering 

prinzipiell mit dem Patienten mitwachsen. Vor der Implantation wurde in einigen 

Fällen der Durchmesser des Implantats mit Hilfe eines Klappensizers gemessen, und 

im Ultraschall wurde unmittelbar vor der Explantation der Durchmesser des 

Aortenklappenringes bestimmt. Da die Schafe in der hier vorliegenden Arbeit zum 

Zeitpunkt der Implantation jedoch zum Teil bereits ein halbes Jahr alt waren und ein 

Gewicht von etwa 50kg aufwiesen, konnte in dieser Arbeit keine Wachstumsfähigkeit 

untersucht werden. Für den Nachweis derselben müssten die Klappenprothesen in 

möglichst junge Lämmer implantiert werden und nach Erreichen der vollen 
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Körpergröße die Zunahme des Durchmessers der Aortenklappe bestimmt werden. 

Aufgrund von methodenabhängigen Abweichungen in den Ergebnissen sollte die 

Bestimmung der Zunahme des Aortenklappendurchmessers in diesem Fall immer 

mit derselben Methode ermittelt werden. 

Durch eine Ultraschalluntersuchung unmittelbar nach der Operation könnte die 

Funktionsfähigkeit der Klappe zu einem weiteren sinnvollen Zeitpunkt bestimmt 

werden. Allerdings besteht hier eventuell eine Beeinflussung der Herzkontraktion 

durch während der Operation gegebene Katecholamine. 

5.1.4 Explantation 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei der Tötung der Tiere die Herzen als Ganzes 

entnommen und begutachtet, bevor die Aortenklappe freipräpariert wurde. Des 

Weiteren wurde die Lunge auf Zeichen eines Linksherzversagens untersucht. 

Ergänzend könnte zur objektiven Beurteilung von Herzfehlern das Herzgewicht der 

einzelnen Tiere bestimmt werden. Auch die Untersuchung der Nieren hätte 

durchgeführt werden können. Laut MAAS (2007) ist die Niere das aussagefähigste 

Organ in Bezug auf thrombembolische Komplikationen. QIAN zeigte dies ebenfalls in 

einer Studie am Kalb (1996). 

5.1.5 Koagulationsprophylaxe 

Beim Mensch gibt es, im Gegensatz zum Schaf, standardisierte 

Antikoagulationsstrategien. Auch sind die Gerinnungs- und Fibrinolysesysteme 

verschiedener Spezies unterschiedlich. Nach HÖHLE (2000) ist das 

Gerinnungssystem des Schafes im Vergleich zum Menschen deutlicher ausgeprägt, 

aber auch die Fibrinolyse ist etwas stärker als beim Menschen. 

VINCENTELLI et al. (2007) gaben nach der Implantation dezellularisierter 

Pulmonalklappen in Schafen die erste Woche nach der Operation täglich 500 mg 

Acetylsalicylsäure oral. Die meisten anderen Gruppen verwendeten nach der 

Implantation dezellularisierter Pulmonalklappen keine Antikoagulantien (LEYH et al. 

2003; WU et al. 2007). Auch bei JERZEWSKI et al. (1999), NEVES et al. (2002) und 

GULBINS et al. (2006) wird keine Antikoagulation nach der Operation angegeben. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde erst ab dem dritten Tag postoperativ 

antikoagulatorisch behandelt, da die ersten operierten Tiere an den ersten beiden 

postoperativen Tagen verblutet sind. Aus Gründen der Vergleichbarkeit wurde dieses 

System beibehalten. Diese Art der Koagulationsprophylaxe mit Enoxaparin stellte 

sich in dieser Form beim Schaf jedoch als nicht ausreichend heraus, da bei der 

Explantation auf einigen Segeln eine Thrombenbildung erkennbar war. 

Als weitere Möglichkeiten der Antikoagulation wären an erster Stelle zu nennen die 

Koagulationsprophylaxe mit Enoxaparin vom ersten postoperativen Tag an. So 

könnte eine Gerinnselbildung in den ersten Tagen postoperativ direkt unterbunden 

werden. Eine andere Möglichkeit besteht in der Verwendung von Acetylsalicylsäure, 

wie sie VINCENTELLI et al. (2007) verwendet haben, wobei die Wirksamkeit bei 

oraler Gabe für Wiederkäuer nicht bestätigt ist. Eventuell könnte Acetylsalicylsäure 

mit Statinen, zum Beispiel Simvastatin, gekoppelt werden. Statine hemmen die 

HMG-Co-Reduktase und senken den Cholesterin- und LDL-Spiegel. Weitere 

Wirkungen sind die Steigerung der Stickstoffmonoxidbildung, die Steigerung der 

Fibrinolyse und die Hemmung der Thrombozytenaggregation. Auf Grund dieser 

Wirkungen setzt man Statine heutzutage unter anderem zur Senkung der 

kardiovaskulären Mortalität und Morbidität bei Patienten mit manifester 

arterosklerotischer Herzerkrankung oder nach Angioplastie (zum Beispiel nach Stent-

Implantationen) ein (PRICE et al. 2007; KULIK et al. 2009). Außerdem wurde 

nachgewiesen, dass Simvastatin, eines von fünf Statinen, zumindest in vitro einen 

gewissen Einfluss auf die Kalzifizierung von interstitiellen Klappenzellen hat 

(MONZACK et al. 2009). 

5.2 Laborteil 

5.2.1 Dezellularisierung von Geweben 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine allogene Transplantation von Aortenklappen 

durchgeführt. Auf den Menschen übertragen hieße dies immer noch die Implantation 

von (Leichen-) Homografts, die nur begrenzt verfügbar sind. Eine spätere 

Verwendung von dezellularisierten xenogenen Herzklappen ist jedoch denkbar, da 
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auch nicht dezellularisierte Aortenklappen vom Schwein eingesetzt werden; diese 

zählen sogar zu den am häufigsten verwendeten Prothesensystemen 

(BRUCKENBERGER 2002). Ein Problem bei Verwendung von Schweinegeweben 

sind die darin enthaltenen � -(1,3)-gal Epitope, welche von Endothelzellen exprimiert 

werden und eine starke Immunreaktion auslösen können (AUCHINCLOSS u. 

SACHS 1998). Auch der Einfluss von verschiedenen Elementen der extrazellulären 

Matrix auf die Immunantwort des Empfängers ist noch nicht bekannt, genauso wenig 

wie der Einfluss der Dezellularisierung auf ebendiese (GILBERT et al. 2006). Trotz 

dieser Risikofaktoren werden xenogene Klappenprothesen aus Schweinegewebe 

implantiert, gestentete Glutaraldehyd-fixierte Schweineklappen sind heutzutage 

sogar die am meisten verwendeten Prothesensysteme (BRUCKENBERGER 2002). 

Die meisten Methoden zur Dezellularisierung bestehen aus einer chemischen und 

einer physikalischen Komponente (GILBERT et al. 2006). Die physikalische 

Komponente kann über Schütteln, Schwenken, über die mechanische Belastung mit 

Druck, Auftauen und Einfrieren bis zur Ultraschallbehandlung gehen (GILBERT et al. 

2006). In der hier vorliegenden Arbeit wurden die in Detergenslösung 

schwimmenden Gewebeteile unter ständigem Schwenken inkubiert, um eine 

möglichst gleichmäßige Verteilung der Detergenzien in und um das Gewebe zu 

erreichen. Damit kein gleichmäßiger Strudel um die Herzklappen herum entsteht, 

sondern sich die Flüssigkeit irregulär bewegt und auch das Lumen der Gewebe 

durchspült wird, wurden von den Glaswerkstätten der Forschungswerkstätten der 

Medizinischen Hochschule Hannover hergestellte Flaschen verwendet. 

Natriumdodecylsulfat wird als Calcium-bindendes Agens bereits bei den kommerziell 

erhältlichen Hancock II Bioprothesen verwendet (BORTOLOTTI et al. 1994). 

Die Überprüfung auf Zellfreiheit sollte über eine HE-Färbung, ergänzt durch 

Farbstoffe, die mit der DNA interkalieren, und biomechanische Tests erfolgen 

(GILBERT et al. 2006). Ergänzend kann ein quantitaver DNA-Nachweis erfolgen. 

Mittels HE- und DAPI-Färbung sowie durch die Messung der DNA-Konzentration 

konnte bestätigt werden, dass die ovinen Aortenklappen mit der hier verwendeten 

Methode der Dezellularisierung (0,5% Natriumdeoxycholat/Natriumdodecylsulfat für 

48 Std.) ausreichend von DNA befreit wurden. Ein geringer Anteil an Rest-DNA ist 
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auch in kommerziell erhältlichem dezellularisierten Gewebe enthalten (GILBERT et 

al. 2008b). 

In Vorversuchen stellte sich heraus, dass die Dezellularisierung mit geringeren 

Konzentrationen als der verwendeten an Detergens oder ein enzymatischer Verdau 

bei dem relativ dichten Aortengewebe nur unvollständig war. Nach TUDORACHE et 

al. (2007) ist die Dezellularisierung mit Natriumdodecylsulfat schonender für das 

Herzklappengewebe als die Dezellularisierung mit Trypsin oder EDTA. BRODY et al. 

(2006) de-endothelialisierten porcine Aortenklappen mit EDTA im Ultraschallbad. 

Hier zeigten sich jedoch nach der Behandlung eine geschlossene Basalmembran 

und keine Zerstörung der extrazellulären Matrix. Allerdings dauerte die Behandlung 

nicht länger als 17 Minuten und das Aortenklappengewebe war nicht dezellularisiert, 

sondern nur de-endothelialisiert. 

LIAO et al. (2008) bestätigten die Ergebnisse von TUDORACHE et al. (2007) mittels 

rasterelektronenmikroskopischer Untersuchung von Fibularis und Ventrikularis. Hier 

zeigte sich, dass nach der Dezellularisierung mit 0,1% SDS das kollagene Netzwerk 

sehr gut konserviert wurde, im Gegensatz zu Dezellularisierungen mit Trypsin und 

Triton-X100, bei denen sich hinterher Löcher im Gewebe und ein Verlust des 

Zusammenhanges des Kollagennetzwerkes zeigten. 

Auf Grund des Arzneimittelgesetzes verwendeten CEBOTARI et al. (2006) EDTA 

und Trypsin, um Pulmonalklappen zu dezellularisieren und diese mit gutem Erfolg in 

zwei pediatrische Patienten zu implantieren. 

Detergenslösungen, vor allem Natriumdodecylsulfat, können toxisch auf umgebende 

Zellen wirken, da sie Proteine denaturieren können. Ein direkter Nachweis im 

Gewebe ist bisher jedoch nicht möglich. Indirekte Tests zur Bestimmung des 

Detergens-Gehaltes in der Waschlösung sind sowohl qualitativ (BEJO 2001) als 

auch quantitativ möglich. So wurden in einer Studie von CEBOTARI et al. (2010) 

porcine Pulmonalklappen mit verschiedenen Detergenskonzentrationen und 

Detergenszusammensetzungen behandelt. Eine untersuchte Gruppe wurde mit 

Natriumdodecylsulfat und Natriumlaurylsulfat (beides 0,5%) für 24 Std. behandelt. 

Der Detergens-Gehalt der Waschlösung lag nach vier Zyklen unter 50 mg/Liter. Die 

Messung des Detergens-Gehaltes in der Waschlösung erfolgte mittels solid phase 
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extraction und HPLC. Damit konnte gezeigt werden, dass sich Detergenzien aus 

dem dezellularisierten Gewebe herauswaschen lassen. Zur Sicherheit wurden in 

dieser Arbeit jeweils mindestens zehn Spülschritte für jede Aortenklappe 

durchgeführt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde auf die indirekten Tests verzichtet, da der Nachweis 

des Auswaschens von Detergenzien in das Waschmittel bereits erbracht wurde. Die 

direkte Messung im Gewebe, dessen tatsächlicher Detergens-Gehalt wesentlich 

aussagekräftiger wäre, lässt sich vermutlich jedoch bis heute noch nicht durchführen. 

5.2.2 DNA-Isolierung 

Um die Konzentration der restlichen DNA im Gewebe nach der Dezellularisierung zu 

quantifizieren, wurde eine DNA-Isolierung durchgeführt. Auch OTA et al. (2007) 

haben eine Quantifizierung der DNA-Konzentration durchgeführt, wobei native 

Schweineaorten 31,7±3,5 µg/g und dezellullarisierte Aortenwände 1,16±0,23 µg/g 

Trockengewicht enthielten, was noch 3,7% der nativen DNA-Konzentration 

entspricht. Mit einem restlichen DNA-Gehalt von 6,4% beziehungsweise 3,4% in 

dieser Arbeit liegen die Ergebnisse in der gleichen Größenordnung. Zum 

Dezellularisierungsprozess gehört ein 48 stündiger DNAse-Verdau zur Entfernung 

von DNA-Resten von toten Zellen aus dem Gewebe. 

DNAse I spaltet enzymatisch die DNA-Nukleotide zwischen der 5’-Phosphatgruppe 

und der 3’-Hydroxylgruppe. Sie kann keine intakte Kernmembran durchdringen, so 

dass der Dezellularisisierungsgrad durch die DNAse nicht beeinflusst wird. Auch in 

dieser Arbeit zeigte sich nach der Behandlung mit DNAse ein geringerer DNA-Gehalt 

des Gewebes als nach der reinen Dezellularisierung mit Detergens. 

Auch kommerziell erhältliche dezellularisierte Gewebe weisen meist noch einen 

gewissen Rest-DNA-Gehalt auf (GILBERT et al. 2008b). 

5.2.3 Beschichtung/Besiedlung der Klappen vor der I mplantation 

Die Beschichtung von Herzklappen kann eine Möglichkeit sein, das Verhalten und 

die Reendothelialisierung positiv zu beeinflussen (SALES et al. 2007). Die 
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Beschichtung der dezellularisierten Matrix kann unter anderem mit Proteinen wie 

Fibronektin oder CCN1 erfolgen. 

In der hier vorliegenden Arbeit stellte sich die Beschichtung der Aortenklappen mit 

CCN1 als nicht zufriedenstellend heraus, wobei nicht abschließend geklärt ist, ob es 

sich um ein technisches Problem der Besiedlungstechnik, eine unzureichende 

Konzentration von CCN1 oder tatsächlich um ein „nicht-funktionieren“ im 

Körperkreislauf handelt. 

Die Rebesiedlung der Klappen ließe sich eventuell durch die vorherige in vitro 

Besiedlung mit Zellen verbessern, wobei auch hier noch deutlicher Forschungsbedarf 

herrscht. Eine Besiedlung durch Zellen kann zusätzlich oder alternativ zur 

Proteinbeschichtung durchgeführt werden. Um homologe Endothelzellen zu 

gewinnen, müssen Gefäße entnommen werden, was vor allem bei Kindern nur 

ungern durchgeführt wird. 

Eine weitere, aber noch nicht vollständig erforschte Möglichkeit ist die Gewinnung 

von endothelialen Vorläuferzellen aus peripherem Blut. Durch den 

Anzüchtungszeitraum von einigen Wochen bis zur ausreichenden Vermehrung von 

Endothelzellen kommt diese Art der Zellgewinnung jedoch für kurzfristig geplante 

Implantationen nicht in Frage. Außerdem besteht ein Problem bei der 

Charakterisierung der Zellen, die noch nicht abschließend erfolgt ist. Des Weiteren 

lassen sie sich zwar zum heutigen Zeitpunkt aus jungen, gesunden Individuen 

isolieren, dieses funktioniert jedoch nur unzureichend bei älteren und/oder kranken 

Patienten. 

5.2.4 Biomechanische Tests 

Wesentlich für die Funktionsfähigkeit der Herzklappenprothesen ist die Stabilität und 

Flexibilität der extrazellulären Matrix (AKHYARI et al. 2008). Um die mechanische 

Belastbarkeit der Matrizes zu überprüfen, wurden in dieser Arbeit biomechanische 

Tests durchgeführt. Damit können gewisse Materialeigenschaften zumindest in vitro 

bestimmt werden. 

Ein großes Problem bei der Auswertung und Interpretation biomechanischer Tests ist 

die Wahl der Klemmvorrichtung, in der die Proben in die Materialprüfmaschine 
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eingehängt werden. Im Verlaufe dieser Arbeit zeigte sich, dass die maximale 

Zerreißkraft bei dem Versagen des Gewebes von der Wahl der Klemmen abhängt. In 

der vorhandenen Maschine müssen die Proben in irgendeiner Art und Weise 

„festgeklemmt“ werden, was meistens ein Abreißen der Probe an der 

Klemmenvorderkante zur Folge hatte. Die Bestimmung der maximalen Zerreißkraft 

ist in dieser Art also nur unter Vorbehalt möglich. Da das Gewebe wahrscheinlich im 

Laufe des Zugversuches immer stärker durch die Klemmen beeinflusst wird, wurde 

die Auswertung hier auf einen definierten Bereich des Versuches beschränkt (immer 

zwischen einer Dehnung von 10 bis 50%). So wurde ein deutlicher Unterschied 

zwischen den nativen und den dezellularisierten Proben, zumindest in 

circumferentialer Richtung, festgestellt. Es sind allerdings keine Werte bekannt, wie 

stark die Belastbarkeit des Gewebes in vitro sein muss, um in vivo ausreichend 

funktionsfähig zu sein. Diese Tests können also nur ergänzend zu den Versuchen im 

Tier sein. 

MERRYMEN et al. (2006) verglichen die Steifheit von interstitiellen Zellen porciner 

Aortenklappen mit der von Pulmonalklappen in vitro und stellten deutliche 

Unterschiede in Bezug auf die biomechanischen Eigenschaften fest. Ein großes 

Manko der Studie ist die geringe n-Zahl von n=1. 

5.2.5 Histologische Auswertung 

5.2.5.1 Reendothelialisierung 

Ein konfluentes Endothel ist ein wichtiges Kriterium für eine funktionsfähige 

Herzklappe. Das Endothel sorgt unter anderem für die antithrombogene Wirkung, 

eine der wichtigsten Voraussetzungen für eine voll funktionsfähige Herzklappe. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine nur unvollständige Reendothelialisierung der 

Aortenklappenmatrix sowohl nach drei als auch nach neun Monaten beobachtet 

werden. Insgesamt lässt sich festhalten, dass die Besiedlung mit Endothelzellen 

nach drei Monaten besser ausfällt als nach neun Monaten. Dieses Phänomen ist 

bislang nicht eindeutig erklärbar und bedarf weiterer Untersuchungen, z. B. mit dem 

Versuch der Markierung von endothelialen Vorläuferzellen im Blut, um diese dann 

auf den besiedelten Klappen sichtbar machen zu können. 
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Weder nativ implantierte noch dezellularisierte Aortenklappenmatrizes wiesen ein 

konfluentes Endothel auf. Dies weist darauf hin, dass die Endothelzellen der nativen 

Aortenklappen nach der Explantation nicht mehr so fest mit der Unterlage verhaftet 

sind, dass sie im Zuge des Blutflusses mit abgeschwemmt werden. Eventuell spielen 

dabei auch immunologische Prozesse eine Rolle. Auch mit der vorherigen 

Beschichtung mit CCN1 konnte keine Konfluenz des Endothels erreicht werden.  

Der Hauptgrund hierfür liegt wahrscheinlich im hohen arteriellen Blutdruck begründet, 

der beim Schaf ähnliche Bereiche wie der Mensch erreicht  (LIN et al. 1994; 

RAEKALLIO et al. 1998). Demgegenüber steht der zentrale Venendruck, der um ein 

vielfaches niedriger ist. In der Systole steigt der Druck, der direkt auf die ventrikuläre 

Segelseite schlägt, bis auf 150mmHg an (RAEKALLIO et al. 1998). Die 

Endothelzellen, die nicht optimal auf dem Gewebe haften, werden quasi 

„abgewaschen“ und fortgespült. Die Zellen auf der aortalen Segelseite wiederum 

liegen „im Windschatten“ und werden nicht direkt vom ausströmenden Blut getroffen. 

Im Gegensatz dazu entwickelt sich auf den dezellularisierten Matrizes in 

Pulmonalklappenposition beim Schaf im Zeitrahmen von wenigen Monaten ein 

konfluentes Endothel (DA COSTA et al. 2004; DE VISSCHER et al. 2008; DOHMEN 

et al. 2006; ELKINS et al. 2001; HOPKINS et al. 2009; LEYH et al. 2003; 

LICHTENBERG et al. 2006b; STEINHOFF et al. 2000; VAN NOOTEN et al. 2006; 

WU et al. 2007). Dabei ist die mechanische Belastung der Pulmonalklappensegel 

und damit auch der Endothelzellen wesentlich geringer als an der Aortenklappe. 

Ebenfalls noch nicht geklärt ist die Frage, woher die Zellen stammen. Möglicherweise 

könnten Zellen von der Empfänger-Aorta auf das Spendergewebe übergehen. Eine 

andere mögliche Quelle sind endotheliale Vorläuferzellen, welche sich direkt aus 

dem Blut dem dezellularisierten Gewebe anlagern (KAUSHAL et al. 2001). 

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen sind relativ unspezifisch; sie stellen 

zwar die Oberfläche dar, sind aber noch kein Beweis für das Vorhandensein 

verschiedener Zellen. Das Vorhandensein bestimmter Zelltypen lässt sich nur auf 

Grund der Morphologie vermuten. Außerdem ist der Bildausschnitt je nach gewählter 

Vergrößerung sehr klein, was eine quantitative Auswertung erschwert. 
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5.2.5.2 Verkalkungen der Bioprothesen 

Biologische Herzklappenprothesen sind auf Grund von eintretenden Verkalkungen 

der Segel und der Kommissuren nur eingeschränkt funktionsfähig (BORTOLOTTI et 

al. 1994; EL-HAMAMSY et al. 2009). Bisher ist noch nicht komplett geklärt, wodurch 

diese Verkalkungen ausgelöst werden. ZEHR et al. (2005) stellen einen möglichen 

Zusammenhang zwischen Immunreaktionen und Verkalkungen her. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch nach einer Implantationsdauer von neun 

Monaten im Schaf keine Verkalkungen bei dezellularisierten Aortenklappen 

festgestellt, ebenso wiesen diese keinerlei Entzündungszeichen auf. Im Gegensatz 

hierzu wiesen die nativen Klappen Verkalkungen auf. Die in der HE-Färbung sowie 

mithilfe der CD45 Immunfluoreszenz bestätigten Entzündungszeichen bei nativen 

Klappen weisen auf Immunreaktionen als mögliche Auslöser für die Verkalkungen 

hin. Ein weiterer möglicher Grund für die Verkalkungen nativer Aortenklappen 

können apoptotische Zellen im Klappengewebe sein, die die Ausfällung von 

Kalziumphosphat induzieren. Dies kann auch die Ursache für die häufigen 

Verkalkungen im Bereich der Anastomosen sein, in denen durch die Nähte 

Mikrotraumen gesetzt werden, die zu dystrophischer Verkalkung führen. 

5.2.5.3 Entzündungsreaktionen 

In der HE-Färbung konnten bei nativ implantierten Aortenklappen deutliche 

Leukozytenansammlungen festgestellt werden. Demgegenüber stellten sich 

dezellularisierte Klappen nahezu frei von Leukozyten dar. Diese Ergebnisse konnten 

durch die CD45 Immunfluoreszenz bestätigt werden. 

RIEDER et al. (2005) stellten fest, dass dezellularisiertes porcines 

Pulmonalklappengewebe zu einer deutlichen Verminderung der Anziehungskraft 

gegenüber Monozyten im Vergleich zu nativem Gewebe in vitro besitzt. BASTIAN et 

al. (2008) untersuchten in vitro, ob durch dezellularisierte porcine Pulmonalklappen 

eine Aktivierung des Immunsystems stattfindet. Dazu wurden die Klappen in 

humanem Plasma inkubiert. Eine IgG Adsorption und Aktivierung des klassischen 

Komplementwegs wurden festgestellt. Allerdings wird vermutet, dass die 

Zusammensetzung der extrazellulären Matrix einen Einfluss haben könnte. Diese 
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wiederum wird durch das Dezellularisierungsprotokoll beeinflusst, so dass die 

Klappen nicht mit denen aus dieser Arbeit vergleichbar sind, da die 

Dezellularisierung über Triton-X100, Natriumdeoxycholat und IGEPAL stattfand.  

DA COSTA et al. (2004) implantierten Pulmonalklappen und stellten bei implantierten 

Xenografts fest, dass der initialen lymphozytären Entzündungsreaktion eine 

Rebesiedlung des Xenografts folgte. Diese Ergebnisse konnten in der hier 

vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden, da sich hier bei den nativen Klappen auch 

nach neun Monaten noch hauptsächlich Entzündungszellen im Segelstroma 

befanden. Da die dezellularisierten Klappen das erste Mal nach drei Monaten 

untersucht wurden, kann eine lymphozytäre Reaktion zu Beginn nicht 

ausgeschlossen werden. Bei den 11 Tieren, die vor Erreichen des Versuchsendes 

verstarben oder getötet wurden, wurden allerdings keine derartigen Reaktionen 

festgestellt. Tier #7720 (verstorben am 63. Tag post OP) zeigte eine mittelgradige 

Entzündungsreaktion im Segelstroma, wie sie auch bei den anderen nativ 

implantierten Klappen festzustellen war. Tier #8973 (Euthanasie am 18. Tag post 

OP) wies ein zellfreies Segelstroma auf. Bei Tier #5643 war eine hochgradige 

Endokarditis mit Befall der Aortenklappe, Pulmonalklappe und Mitralklappe 

festzustellen. Hier war die hochgradige Infiltration mit Leukozyten durch die Infektion 

zu erklären und hatte vermutlich nichts mit der „normalen“ Rebesiedlung der Segel 

zu tun. Die anderen Tiere, die das Versuchsende nicht erreichten, verstarben an den 

ersten Tagen postoperativ, bei ihnen stellten sich die Segel bei der histologischen 

Untersuchung komplett zellfrei dar. 

5.2.5.4 Vimentin-Färbung 

Vimentin ist ein Bestandteil des mesenchymalen Zytoskeletts. In dieser Arbeit 

konnten in dezellularisierten Aortenklappen bereits drei Monate nach der 

Implantation Vimentin-positive Zellen nachgewiesen werden. Sie befanden sich vor 

allem in der Aortenwand, wo sie vom Nachbargewebe aus eingewandert sein 

könnten. In den Segeln war nur in der (stark mit Zellen durchsetzen) 

Intimahyperplasie Vimentin festzustellen. Nach neun Monaten waren die Segel noch 

nicht ausreichend mit interstitiellen Zellen durchsetzt. Auf eine Darstellung von 

Myofibroblasten durch die Doppelfärbung mit Vimentin und � -smooth muscle actin 
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(AKAT et al. 2009) wurde im Rahmen dieser Arbeit verzichtet, da nur wenige 

Antikörper ovine Epitope erkennen. 
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6 Zusammenfassung 
 
Maike Braun: Histologische Untersuchung dezellulari sierter Aortenklappen-

matrices nach orthotoper Implantation ins Schafmode ll 

Der Ersatz von Aortenklappen ist in der modernen Medizin eine gängige Methode zur 

chirurgischen Therapie von manifesten Aortenklappenerkrankungen. Die Entwicklung 

von Tissue engineerten Herzklappen bietet die Möglichkeit, die bisherigen 

Prothesensysteme grundlegend zu verbessern. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob sich dezellularisierte 

Aortenklappenmatrizes als Grundlage für Tissue engineerte Aortenklappenprothesen 

eignen. 

Dazu wurden ovine Aortenklappen für die Kontrollfärbungen im örtlichen Schlachthof 

gewonnen und für 48 Std. in einer Lösung aus 0,5% igem Natriumdeoxycholat und 

0,5% igem Natriumdodecylsulfat dezellularisiert. Aortenklappen für die 

Implantationen in Schwarzkopfschafe wurden aus gewichts- und altersmäßig 

entsprechenden Schafen unter sterilen Bedingungen aus Spendertieren explantiert 

und nach dem obigen Protokoll dezellularisiert. 

34 Schafe erhielten entweder eine dezellularisierte (3 Monate: n 8, 9 Monate: n=8), 

eine dezellularisierte und mit CCN1 (einem adhäsionsförderndem Protein) 

beschichtete (3 Monate: n=3, 9 Monate: n=7) oder als Kontrolle eine native 

Aortenklappe (3 Monate: n=6, 9 Monate: n=2) implantiert. Von 34 operierten Schafen 

erreichten 23 (68%) das Versuchsende. Damit liegt die Mortalität bei 

Aortenklappenoperationen beim Schaf über dem von Pulmonalklappenoperationen, 

was auf Grund der Funktion und der Anatomie der Herzklappen nicht verwundert. 

Die operierten Schafe erhielten vom 3. bis 30. Tag postoperativ ein 

niedermolekulares Heparin subkutan injiziert. Makroskopisch stellte es sich jedoch 

heraus, dass trotz dieser Prophylaxemaßnahme bei 19 der 23 Aortenklappen 

thrombotische Auflagerungen zu finden waren. Möglicherweise würde das Ergebnis 

anders aussehen, wenn die Tiere bereits vom ersten postoperativen Tag an Heparin 

(oder alternativ Acetylsalicylsäure oral) erhalten hätten. 
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Unmittelbar vor der Tötung der Tiere wurde zur Funktionsüberprüfung der Implantate 

eine transösophageale Ultraschall-Untersuchung durchgeführt, wobei bei 17 der 23 

ausgewerteten Tiere eine leichte bis mäßige Insuffizienz der Klappen nachgewiesen 

werden konnte. Klinische Erscheinungen hatten diese jedoch nicht zur Folge. Eine 

Stenose trat dagegen nur bei einem der 23 Tiere auf. 

In der Histologie zeigten sich nach drei und nach neun Monaten sowohl auf 

dezellularisierten als auch auf dezellularisierten und mit CCN1 beschichteten 

Aortenklappen ein unvollständiges Endothel. Durch die immunhistologische 

Untersuchung mit CD31, eNOS und von Willebrand-Faktor spezifischen Antikörpern 

konnten diese Ergebnisse bestätigt werden. Es ließ sich in dieser Arbeit jedoch 

zeigen, dass die Reendothelalisierung im Bereich der Aortenklappe noch nicht 

zufriedenstellend ist. Das Problem liegt hierbei wahrscheinlich im hohen arteriellen 

Blutdruck bedingt, der sich beim Schaf in ähnlichen Bereichen wie beim Menschen 

befindet. 

Abstoßungs- beziehungsweise Entzündungsreaktionen fanden hauptsächlich in den 

nativ implantierten Klappen statt, während dezellularisierte Aortenklappen nur wenige 

mononukleäre Entzündungszellen enthielten, was deutlich dafür spricht, dass im 

Zuge des Dezellularisierungsprozeßes auch wichtige immunreaktionsauslösende 

Faktoren mit entfernt werden. 

Die Zusammensetzung der Grundsubstanz der Segel wurde durch die 

Dezellularisierung leicht beeinflusst, veränderte sich jedoch während des 

Implantationszeitraumes nicht. In der Pentachromfärbung stellten sich nach 

Dezellularisierung die elastischen Fasern deutlicher und Kollagene schwächer dar. 

Verkalkungen in den Segeln, die zu Degenerationen und Funktionsverlust der Klappe 

führen, wurden ausschließlich bei nativ implantierten Segeln festgestellt; in 

dezellularisierten Klappen konnten auch nach einer Langzeitimplantation von neun 

Monaten mit Hilfe der von Kossa Färbung keine Kalkherde nachgewiesen werden. 

Ein Grund dafür könnte das Vorhandensein beziehungsweise Nicht-Vorhandensein 

von apoptotischen Zellen in nativen beziehungsweise dezellularisierten Klappen sein, 

was ein wichtiger Auslösefaktor für die dystrophische Verkalkung darstellt. 
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Insgesamt zeigten sich dezellularisierte Aortenklappenmatrizes in dieser Arbeit auch 

über einen längeren Zeitraum als funktionsfähig im Körperkreislauf. Damit sich aber 

keine Spätfolgen einstellen, ist eine weitere Verbesserung der Reendothelialisierung 

der Aortenklappen unabdingbar, was im Rahmen dieser Arbeit mit der Beschichtung 

der Klappen vor der Implantation mit CCN1 nicht gezeigt werden konnte. Eine 

weitere erfolgversprechende Möglichkeit liegt in der präoperativen Besiedlung der 

Aortenklappen mit Endothelzellen oder endothelialen Vorläuferzellen. 
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7 Summary 
 
Maike Braun: Histological evaluation of decellulari zed aortic valve matrices 

after orthotopic implantation in the sheep model 

Heart valve replacement, and more specifically replacement of the aortic valve, is the 

most common surgical procedure for treatment of valve diseases. Despite success, 

clinically available aortic valves have major limitations. Recently, the development of 

tissue engineered heart valves, using decellularization techniques, offers the 

possibility to improve the existing prosthetic systems. Thus, the aim of this study was 

to determine whether decellularized aortic valves could be suitable matrices for 

tissue engineered aortic valve prosthesis. 

Ovine aortic valves for control stainings were obtained from the local slaugtherhouse, 

decellullarized for 48 hours using a solution of 0.5% sodium deoxycholate and 0.5% 

sodium-dodecylsulfate. Aortic valves for implantation in sheep were obtained from 

adequate blackfaced sheep under sterile conditions and decellularized at the same 

way.  

Thirty-four sheep were implanted with one of the following valves for either 3 or 9 

months: decellularized only (3 mo: n=8; 9 mo: n=8), decellularized and coated with 

CCN1(an adhesion supporting protein) (3 mo: n=3; 9 mo: n=7), or native valve  

(3 mo: n=6; 9 mo: n=2). Of these 34 sheep, 23 (68%) survived the course of the 

experiment, 3 or 9 months respectively. The mortality of aortic valve operations is 

higher than this one of pulmonary valve implantations, what does not surprise 

because of the function and the anatomy of these heart valves. 

After valve implantation, sheep were treated with a low-dose Heparin from post-

operative day 3 until day 30. It was exposed, that despite this prophylaxis in 19 of the 

23 sheep little till moderate thrombosis was found. May be the result would be better 

if the animals got low-dose Heparin from the first day after operation (or alternatively 

acetylsalicylic acid orale). 

Prior to explantation of the valves, a transoesophageal ultrasound was performed to 

assess valve function and a moderate insufficiency of the valves was detected in 17 

of the 23 surviving sheep, regardless of valve implanted. However, there were now 
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clinical signs of insufficiency. Valve stenosis was detected in only one of the 23 

animals.  

Histological analysis indicated an incomplete endothelium on both decellularized and 

decellularized-CCN1 treated valves after 3 and 9 months. Analysis of CD31, eNOS 

and von Willebrand factor via immunohistochemistry, confirmed these results. But it 

was also showed, that reendothelialisation of the aortic valve could be more 

advanced. The problem may be the arterial pressure which is as high as in humans. 

Rejection or inflammatory reactions were predominately detected in the native 

valves, whereas only a few mononuclear inflammatory cells could be detected on the 

decellularized valves. That may be caused by the decellularisation process, in which 

important factors for the triggering of immunreactions were removed.  

The composition of the extracellular matrix of the leaflet was influenced slightly by the 

decellularization, but not changed during the implantation period. The Pentachrome 

staining shows that after the decellularization process the elastic fibers and collagens 

are clearly weaker. 

Calcification of the leaflets, which may have led to the degeneration and loss of 

function of the valve, were found exclusively on native leaflets. Interestingly, von 

Kossa staining of the decellularized leaflets showed no calcification at either 3 or 9 

months. Probably the presence respectively the non-presence of apoptotic cells in 

native aortic valves is an important factor for dystrophic calcification. 

In conclusion, decellularized aortic valve matrices in the orthotopic position were 

functional during the time they were implanted, even for a long time, showing little 

signs of calcification while maintaining an intact extracellular matrix and did not initate 

immunological responses. Thus, steps towards positively enhancing the 

reendothelialization of the valves are currently under investigation. CCN1 as an 

adhesion-supporting protein did not function in aortic valve position. Another chance 

lies in the preoperative covering of decellularized aortic valves with endothelial cells 

or endothelial progenitor cells. 
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8 Anhang 

8.1 Operationsdurchführung 

Tabelle 20: Übersicht über Todeszeitpunkt und -ursa che 

Schaf Nr. Todeszeitpunkt Diagnose AK-Behandlung 

7189 2. POD Perikardtamponade nativ 

7720 63. POD Pansentympanie nativ 

7199 1. POD Perikardtamponade nativ 

0000 1. POD Perikardtamponade nativ 

4527 Intra OP Hypoxischer Hirnschaden dezellularisiert 

5421 Intra OP Herzinfarkt dezellularisiert 

2920 Intra OP Hypoxischer Hirnschaden dezellularisiert 

5616 Intra OP Perikardtamponade dezellularisiert 

5643 170. POD Endokarditis dezellularisiert 

2962 Intra OP Aortendissection CCN1 

8973 18. POD Perikarditis CCN1 

0000=Ohrmarkennummer unbekannt 

 



8.2 Transösophagealer Ultraschall 

Tabelle 21: Ergebnisse der transösophagealen Ultras challuntersuchung unmittelbar vor der Explantation 

Schaf-

Nr. 
Gruppe  

A. 

I. 

A. 

S. 

ÆÆÆÆ 

[mm] 

Max. Grad. 

[mmHg] 

Mittl. Grad. 

[mmHg] 

KÖF 

[cm²] 

EF 

[%] 
Morphologie  

7746 1a 2 0 nb nb nb nb nb nb 

7172 1a 0 0 nb nb nb nb nb nb 

5023 1b 2-3 0 20 4,2 2,5 1,8 51 0 

7214 1b 2-3 0 23 12 6 2,3 56 0 

5493 2a 1 0 nb 13 6 nb nb 1 

672 2a 2-3 0 22 10,6 5,5 1,4 nb 1 

683 2a 2 0 23 7,2 2,7 1,5 nb 1 

5641 2a 0-1 0 20 3,6 2,1 1,4 71 0 

673 2b 1 0-1 18 16 5 1,3 47 0 

675 2b 0 0 18 3 nb 1,1 50 0 



 

 

681 2b 1 0 20 2 1 2,3 54 0 

2939 2b 1 0 18 5 3 1,4 50 1 

679 2b 0 0 20 6 3,5 1,6 42 0 

674 2b 0-1 0 19 5 2,5 1,6 57 1 

5646 2b 1 0 20 11 6 1,2 56 2 

2960 3a 2 0 17 7 3,4 1,5 71 0 

2975 3a 2 0 18 8 4,8 1,6 54 0 

2950 3a 1-2 0 19 3 1,5 2,1 49 0 

2972 3b 2 0 19 7,3 4 1,7 42 0 

8972 3b 1 0 21 11 4 3,0 57 2 

8977 3b 1-2 0 20 7 4 1,9 63 1 

8970 3b 0-1 0 20 11 6,5 2,5 49 2 

5625 3b 1 0 18 9 4,5 1,6 64 0 

nb=nicht beurteilbar
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8.3 Ergebnisse des DNA-Nachweises 

Tabelle 22: Ergebnisse der Bestimmung der DNA-Konze ntration 

DNA-Konzentration [ng/µl] 

 
Nativ Dezellularisiert 

Dezellularisiert + 
4h DNAse 

Versuch 1 355,8 25,4 7,7 

Versuch 2 417,4 38,3 17,3 

Versuch 3 489,3 16,8 17,7 

Mittelwert 420,8 ± 66,8 26,8 ± 10,8 14,2 ± 5,7 

8.4 Ergebnisse der biomechanischen Tests 

Tabelle 23: Ergebnisse biomechanischer Tests longit udinal ausgestanzter Aorten zwischen 
einer Dehnung von 10 bis 50% 

Longitudinal 

Fläche 

Messreihe Fläche [mm²] 

Nativ 33,943 ±5,104  

dezellularisiert 31,331 ± 5,446 
 

Zerreisskraft  

Messreihe Zerreisskraft [N] 

Nativ 11,719 ± 2,915 

dezellularisiert  10,121 ± 2,424 
 

Maximale Spannung  

Messreihe max. Spannung [N/mm²] 

Nativ 0,349 ± 0,092 

dezellularisiert  0,338 ± 0,109 
 

Steifigkeit bis Dehnung 50%  

Messreihe Steifigkeit 

Nativ 0,399 ± 0,351 

dezellularisiert 0,339 ± 0,070 
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E-Modul bis Dehnung 50% 

Messreihe E-Modul bis 50% 

Nativ 0,104 ± 0,040 

dezellularisiert  0,143 ± 0,040 
 

 
Tabelle 24: Ergebnisse der biomechanischen Tests ci rcumferential ausgestanzter Aorten 
zwischen einer Dehnung von 10 bis 60% 

Circumferential 

Fläche  

Messreihe Fläche [mm²] 

Nativ 28,150 ± 6,908 

dezellularisiert 24,843 ± 3,124 
 

Zerreisskraft  

Messreihe Zerreisskraft [N] 

Nativ 11,891 ± 2,170 

dezellularisiert 12,603 ± 2,661 
 

Maximale Spannung  

Messreihe max. Spannung [N/mm²] 

Nativ 0,443 ± 0,132 

dezellularisiert 0,516 ± 0,133 
 

Steifigkeit bis Dehnung 50%  

Messreihe Steifigkeit bis Dehnung 50% 

Nativ 0,283 ± 0,051 

dezellularisiert 0,553 ± 0,228 
 

E-Modul bis Dehnung 50%  

Messreihe E-Modul bis 50% 

Nativ 0,134 ± 0,037 

dezellularisiert 0,266 ± 0,105 
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8.5 Histologische Untersuchung 

8.5.1 Ergebnisse der HE-Färbung 

Tabelle 25: Ergebnisse der HE-Färbung, Graduierung der Schnitte nach TAGAKI et al (2006) 
0=kein Endothel 
1=<50% der Gesamtfläche Endothel 
2=>50% der Gesamtfläche Endothel 
3=konfluentes Endothel 
Gruppe 1a Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

HE 7172 2 0 3 1 

 7746 2 2 1 0 

Durchschnitt  2 1 2 0,5 

Gruppe 1b Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

HE 5023 1 1 0 0 

 7214 1 3 1 0 

Durchschnitt  1 2 0,5 0 

Gruppe 2a Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

HE 5493 1 1 2 2 

 5641 1 2 1 0 

 672 1 2 1 - 2 1 

 683 1 3 2 2 

Durchschnitt  1 2 1,6 1,3 

Gruppe 2b Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

HE 2939 1 0 1 1 

 5646 0 0 2 2 

 673 0 0 1 1 

 674 0 0 0 1 

 675 2 0 1 0 

 679 1 0 1 0 

 681 0 0 1 0 

Durchschnitt  0,6 0 1 0,7 

Gruppe 3a Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

HE 2950 1 0 1 2 
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 2960 1 3 1 1 

 2975 1 0 1 1 

Durchschnitt  1 1 1 1,3 

Gruppe 3b Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

HE 2972 1 1 1 1 

 5625 2 3 2 2 

 8970 1 2 1 1 

 8972 0 0 2 2 

 8977 2 2 1 2 

Durchschnitt  1,2 1,6 1,4 1,6 

8.5.2 Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Färbungen 

Tabelle 26: Ergebnisse der von Willebrand- Färbung,  Einteilung nach TAGAKI et al. (2006) 

vWF Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 1a 7172 2 2 2 1 

 7746 1 2 2 1 

Durchschnitt  1,5 2 2 1 

vWF Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 1b 5023 2 1 2 1 

 7214 2 3 2 1 

Durchschnitt  2 2 2 1 

vWF Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 2a 5493 1 1 2 1 

 5641 2 3 2 1 

 672 1 1 3 1 

 683 2 2 2 1 

Durchschnitt  1,3 1,3 2,3 1 

vWF Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 2b 2939 2 3 3 1 

 5646 2 2 3 2 

 673 2 2 2 1 

 674 2 2 3 1 
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 675 1 2 2 1 

 679 2 3 2 1 

 681 0 0 0 0 

Durchschnitt  1,5 2 2 0,8 

vWF Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 3a 2950 2 0 1 1 

 2960 2 2 2 1 

 2975 2 2 2 1 

Durchschnitt  2 1,3 1,7 1 

vWF Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 3b 2972 2 2 2 1 

 5625 2 3 3 0 

 8970 2 3 2 1 

 8972 2 3 3 1 

 8977 2 2 2 1 

Durchschnitt  2 2,6 2,4 0,8 
 

Tabelle 27: Ergebnisse der eNOS-Färbung, Einteilung  nach TAGAKI et al. (2006) 

eNOS Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 1a 7172 2 2 1 1 

 7746 2 2 1 0 

Durchschnitt  2 2 1 0,5 

eNOS Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 1b 5023 0 0 1 1 

 7214 0 0 0 0 

Durchschnitt  0 0 0,5 0,5 

eNOS Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 2a 5493 0 1 1 0 

 5641 2 0 1 0 

 672 1 1 2 1 

 683 0 0 0 0 

Durchschnitt  0,3 0,7 1 0,3 
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eNOS Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 2b 2939 0 1 0 0 

 5646 1 0 1 0 

 673 1 1 1 1 

 674 0 0 0 1 

 675 1 2 1 1 

 679 0 1 1 0 

 681 1 0 1 0 

Durchschnitt  0,5 0,8 0,7 0,5 

eNOS Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 3a 2950 2 0 1 1 

 2960 1 1 1 1 

 2975 2 2 2 1 

Durchschnitt  1,7 1 1,3 1 

eNOS Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 3b 2972 1 1 1 0 

 5625 1 0 1 0 

 8970 1 0 1 1 

 8972 1 1 1 1 

 8977 0 0 1 1 

Durchschnitt  0,8 0,5 1 0,8 
 

Tabelle 28: Ergebnisse der CD 31-Färbung, Einteilun g nach TAGAKI et al. (2006) 

CD31 Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 1a 7172 2 0 1 1 

 7746 2 2 1 1 

Durchschnitt  2 1 1 1 

CD31 Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 1b 5023 0 0 1 1 

 7214 0 0 0 0 

Durchschnitt  0 0 0,5 0,5 

CD31 Schafnr. Aorta Sinus SA SV 
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Gruppe 2a 5493 1 0 2 1 

 5641 1 0 1 0 

 672 1 1 2 1 

 683 1 0 0 0 

Durchschnitt  1 0,3 1,3 0,7 

CD31 Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 2b 2939 1 0 1 1 

 5646 1 0 0 1 

 673 1 0 0 0 

 674 1 1 1 1 

 675 0 0 1  

 679 1 0 1 1 

 681 0 1 1 0 

Durchschnitt  0,7 0,3 0,8 0,6 

CD31 Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 3a 2950 2 0 1 1 

 2960 1 1 1 1 

 2975 2 1 2 1 

Durchschnitt  1,7 0,7 1,3 1 

CD31 Schafnr. Aorta Sinus SA SV 

Gruppe 3b 2972 1 1 1 1 

 5625 1 0 1 1 

 8970 1 0 1 1 

 8972 0 1 1 1 

 8977 0 0 1 1 

Durchschnitt  0,6 0,4 1 1 
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9 Abkürzungsverzeichnis 
 
Abs.     Absatz 

ACT-Test    Activated Clotting Time-Test 

a. d.     aus dem 

AK     Aortenklappe 

Aquadest    destilliertes Wasser 

BGB     Bürgerliches Gesetzbuch 

BSA     Bovines Serum Albumin 

DAPI     4`-6-Diamidino-2-phenylindol, dihydrochlorid 

dd     doppelt destilliert 

DNA Desoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsäure 

DNAse    Desoxyribonuklease 

EDTA     Ethylendiamintetraacetat 

EKG     Elektrokardiogramm 

eNOS     endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase 

e. V.     eingetragener Verein 

FCS     Foetal calf Serum 

HPLC     High pressure liquid chromatography 

IE     Internationale Einheit 

IgG     Immunglobulin Gamma 

i. V.      Intravenös 

KGW     Körpergewicht 

KÖF     Klappenöffnungsfläche 

LAVES Niedersächsisches Landesamt für 

Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit 

mo months 

N     Normal 

PBS Phosphate Buffer Saline Tablets ohne Ca2+ und 

Mg2+  

PCU Polycarbonaturethan 
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SA Segel aortal 

SV Segel ventrikulär 

s. c.     subcutan 

SDS     Sodium Dodecylsulfat (Natriumlaurylsulfat) 

TEE     Transösophageales Echokardiogramm 

vs.     versus 
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