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ZUSAMMENFASSUNG

Tissue Engineering ist ein Forschungszweig der Regenerativen Medizin, dessen Ziel die
Herstellung von artifiziellem Gewebe und Organen fir die experimentelle Forschung oder fir
klinische Applikationen ist. Hierfur benotigte Scaffolds konnen durch die Dezellularisierung
von ganzen Organen unter dem Erhalt der physiologischen Extrazellularmatrix und des
anatomisches Gefalbaumes generiert werden. Neben gewebespezifischen Zelltypen ist die
Wiederherstellung funktionsféhiger Gefal3strukturen erforderlich, um eine suffiziente zellulére
Nahrstoffversorgung zu gewahrleisten. Die Intaktheit entsprechender vaskuldrer Strukturen
stellt eine besondere Herausforderung in der Entwicklung von artifiziellem Gewebe bereits seit
Beginn des Tissue Engineering dar.

In dieser Arbeit etablierten wir zundchst die laboreigene  automatisierte
Dezellularisierungseinheit DecellControl zur Herstellung azellularer Scaffolds der Rattenniere.
Hierbei wurde neben verschiedenen Spillésungen das Detergens SDS in einer Konzentration
von 3% oder 0,66% gemal einem laboreigenen Protokoll verwendet, um anschlielend die
Madglichkeit einer Reendothelialisierung des Geféalisystems unter Zuhilfenahme einer
permanenten Endothelzelllinie in Bezug auf die verwendete SDS-Konzentration zu evaluieren,
In den gewonnenen azelluléren Nierenscaffolds konnten nach Dezellularisierung zunéchst die
makroskopische und mikroskopische Unversehrtheit der renalen Extrazelluldrmatrix, die
Freiheit von zelluldren und nukledren Bestandteilen sowie der Erhalt von Laminin, Fibronektin
und Kollagen IV gezeigt werden. Die anschlielende Rezellularisierung der Gefastrukturen
des azellularen Nierenscaffolds erfolgte durch Einsaat von permanenten Endothelzellen des
Typs EA.hy926 (ber die Nierenarterie und einer dynamischen Kultivierung Gber 48 Stunden
oder fliinf Tage. Das Rezellularisierungsprotokoll wurde nach jedem Versuchsdurchlauf mit
histochemischen und immunhistochemischen Farbungen sowie der Z&hlung von im
Gefalisystem verbliebener Zellen evaluiert und in Bezug auf die Adhasionszeit und die
inserierte Zellzahl adaptiert.

Es konnte gezeigt werden, dass eine erfolgreiche Rezellularisierung mit der permanenten
Endothelzelllinie EA.hy926 nur nach Dezellularisierung mit SDS in einer Konzentration von
0,66% mdoglich war und eine Zelladhdrenz an der vaskuldren Basalmembran mit teils
perlschnurartiger Auskleidung erlaubte. Auch nach finf Tagen behielten die im Scaffold
verbliebenen Zellen ihren endothelialen Phanotyp bei und zeigten proliferatives Verhalten bei

gleichzeitig geringer apoptotischer Aktivitat.
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In der vorliegenden Arbeit konnte somit ein Rezellularisierungsprotokoll fiir die Herstellung
vaskuldrer Gewebestrukturen an der artifiziell hergestellten Rattenniere entwickelt werden.
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass eine Dezellularisierung mit SDS in einer
Konzentration von 3% fur eine anschlieBende Reendothelialisierung mit dem Endothelzelltyp
EA.hy926 nicht geeignet ist.
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SUMMARY

Tissue engineering is a research branch of regenerative medicine that is focusing on creating
artificial tissues or organs for experimental research and clinical applications. For this purpose,
scaffolds can be generated by whole organ decellularization while maintaining the side specific
extracellular matrix and the vascular tree. Apart from various and tissue-specific cell types,
working vascular structures must be implemented in almost all the cases to guarantee oxygen
supply and maintain the cellular metabolism. This so-called vascularization remains a major
hurdle of tissue engineering.

In this work we first established the automated decellularization system called DecellControl
that was designed and manufactured in our laboratory for creating acellular kidney scaffolds.
For this purpose, the detergent SDS was applied alongside several fluids at two different
concentrations of either 3% or 0.66% according to a protocol of our laboratory to subsequently
evaluate the reendothelialization of the vascular system with a permanent endothelial cellline
depending on the used SDS concentration. The efficacy of the decellularization process was
first shown by the macroscopic and microscopic integrity of the acellular kidney scaffold,
absence of cellular or nuclear components and presence of laminin, fibronectin, and collagen
IV. For the recellularization of the acellular kidney scaffolds, EA.hy926 immortalized
endothelial cells were injected through the renal artery followed by a dynamic culture over 48
hours or five days. Thereafter, cellular integrity was evaluated by histochemical and
immunohistochemical staining and by counting the number of cells remaining in the scaffold.
The following experiments were then adjusted in terms of the inserted cell count and adhesion
time.

The results show that the cell type EA.hy926 has the ability to adhere to the vascular basement
membrane and cover it similar to a natural monolayer only after decellularization performed at
0.66% SDS. Furthermore, this result could be improved by increasing the number of injected
cells. Even after five days of dynamic culture, the adherent cells maintained the expression of
CD-31 and with that their endothelial phenotype. Beyond that, the adherent endothelial cells
showed proliferative behavior with only little apoptotic activity.

With these results, a reproducible recellularization protocol could be established. At the same
time, the experiments demonstrated fewer adherent cells after prior decellularization at 3%
SDS. From that it can be deducted that the higher concentration of SDS damaged the
micromilieu of the extracellular matrix and disturbed the endothelial cell niche of the scaffold.
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1 EINLEITUNG

1.1 GESCHICHTE UND ZIELE DES TISSUE ENGINEERING

Gewebe und Organe des menschlichen Korpers konnen auf vielféltige Weise zu Schaden
kommen. Abhéngig davon, welcher Gewebstyp betroffen ist, konnen die daraus entstehenden
Defekte mehr oder minder durch korpereigene Reparaturprozesse riickgangig gemacht werden.
Waihrend labiles Gewebe (=Wechselgewebe) meist eine vollstandige Regeneration mit
funktionell gleichwertigem Gewebe erreicht (=Restitutio ad integrum), durchlduft permanentes
Gewebe entweder eine Defektheilung mit der Entstehung von minderwertigem Narbengewebe
(Riede et al. 2009) oder zeigt, wie etwa Gelenkknorpel, grundsatzlich nur ein geringes Mal an
Heilungstendenz (Desjardins & Hurtig 1990). In Situationen, in denen akute oder chronische
Prozesse das Regenerationsvermdgen des jeweiligen Gewebes Ubersteigen, droht langfristig
dessen Funktionsverlust, was gesundheitliche Risiken und EinbulRen der Lebensqualitat zur
Folge haben kann. Bei vollstandigem Funktionsverlust existiert mit der Transplantation und
dem damit verbundenen Austausch des funktionslosen durch gesundes Gewebe eine letzte
Therapieoption (Grinyd 2013). Die allogene Transplantation solider Organe ist in vielen
Landern mittlerweile medizinischer Standard. Trotzdem existieren weiterhin Probleme, die die
praktische Umsetzung dieses Verfahrens nachhaltig einschréanken. Eine der bedeutendsten
Limitationen ist dabei der weltweite Organmangel und die daraus resultierende Knappheit
passender Spenderorgane fur viele Betroffene (Cantarovich 2002, Abouna 2008). Ende 2018
standen allein bei Eurotransplant 14.129 Menschen auf der aktiven Wartelist fur die
Transplantation eines oder mehrerer Organe (Eurotransplant, Statistics Report Library,
01.10.2019; statistics.eurotransplant.org: 3023P_2018), in den USA waren es zu diesem
Zeitpunkt 11.3062 Patienten (United Network for Organ Sharing, Transplantet Trends,
21.10.2019; https://unos.org/data/transplant-trends). Trotz der vorhandenen technischen
Madglichkeiten warten viele Patienten demnach vergeblich. Ein weiterer Aspekt nach erfolgter
allogener Transplantation ist die Notwenigkeit einer lebenslangen Immunsuppression (Duncan
& Wilkes 2005, Lechler et al. 2005). Sie dient der Vermeidung von Abstoliungsreaktionen
durch den Organismus des Empfangers und ist somit unumgéanglich, bringt allerdings auch
viele Nachteile mit sich. Dazu gehoren insbesondere unmittelbare Gefahren wie schwere
opportunistische Infektionen (Fishman & Rubin 1998) aber auch langfristige
Medikamentennebenwirkungen, die fur die Patienten prognoselimitierend sein kdnnen (Boots
et al. 2004).
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Tissue Engineering ist ein experimentelles Forschungsgebiet der regenerativen Medizin, dessen
begriffliche Urspriinge in die 1980er Jahre zurlickgehen. Obwohl der Ausdruck schon zuvor in
der Literatur zu finden war, entstand die erste gangige Definition im Rahmen eines Workshops
der National Science Fundation im Jahre 1988 abgehalten am Lake Tahoe im US-
amerikanischen Bundesstaat Kalifornien (Heineken & Skalak 1991). Nach dieser Definition ist
Tissue Engineering ,,[...] the application of principles and methods of engineering and life
sciences toward fundamental understanding of structure-function relationships in normal and
pathological mammalian tissues and the development of biological substitutes to restore,
maintain, or improve tissue function* (Skalak & Fox 1988). Einige Autoren wandelten diese
Definition zwar ab (Bell 1993, Langer & Vacanti 1993), sie ist bis dato jedoch weit verbreitet,

anerkannt und anwendbar.

Erste Anwendungen des Tissue Engineering finden sich bereits in den 1970er Jahre und
beziehen sich auf die Kultivierung von humanen Keratinozyten und die Produktion eines der
Epidermis gleichkommenden geschichteten Plattenepithels in vitro (Rheinwatd & Green 1975,
Green et al. 1979). Nur kurze Zeit spater fand diese Entdeckung in der Versorgung von
Verbrennungswunden klinische Anwendung (Gallico et al. 1984) und wird bis heute fiir diesen
Zweck verwendet (Berthiaume et al. 2011). Hilfreich dirfte Tissue Engineering auch in
Zukunft bei Mangel von passendem Entnahmegewebe oder infektiosen und kosmetischen
Komplikationen an der Donor-Site im Rahmen von autologem Hauttransfer sein (Otene et al.
2011, Vig et al. 2017, Boyce and Lalley 2018, Goodarzi et al. 2018). Neben dem bereits
erwahnten therapeutischen Aspekt kann Tissue Engineering allerdings auch anderweitig
genutzt werden. Darunter fallen die Entwicklung von Medikamenten (Khetani et al. 2015,
Jensen et al. 2018) und der Erkenntnisgewinn zur Pathophysiologie verschiedener
Krankheitsbilder. Beispiele hierfiir sind neurodegenerative Erkrankungen (Seidi et al. 2011),
kardiale Pathologien (Turnbull et al. 2012) und insbesondere maligne Neoplasien (Fischbach
et al. 2007, Kimlin et al. 2013). Mit der Verwendung von dreidimensionalen Krebsmodellen
soll das herrschende Mikromilieu in vitro imitiert und das Verstandnis der Karzinogenese
verbessert werden. Mit diesem Ansatz ergibt sich zudem die Chance, pharmazeutische
Angriffspunkte zu identifizieren und onkologische Therapieansatze zu modernisieren und zu
individualisieren (Nyga et al. 2011, Carpenter et al. 2018, Matei et al. 2018).
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1.2 DIE TRIADE DES TISSUE ENGINEERING

Bei der praktischen Umsetzung des modernen Tissue Engineering werden drei Komponenten
als basale Bausteine verwendet, die auf verschiedene Art und Weise miteinander kombiniert
werden koénnen. Diese drei Komponenten sind 1. aus Gewebe gewonnene differenzierte Zellen
oder Stammzellen, 2. synthetische oder natirliche Scaffolds (siehe 1.3) und 3. exogene
chemische oder mechanische Stimuli in Bioreaktoren, die ein passendes Milieu gewahrleisten
(Martin et al. 2004, Murphy et al. 2013). Die gemeinsame Verwendung dieser drei
Komponenten wird auch als Triade des Tissue Engineering bezeichnet (O'Brien 2011, Mhanna
& Hasan 2017) (Abb. 1).

Biomaterialien
Scaffolds

Abbildung 1: Die Triade des Tissue Engineering adaptiert nach
O’'Brien (2011) bestehend aus Zellen (u.a. primére Zellen oder
Stammzellen), Stimuli (u.a. chemische durch Wachstumsfaktoren oder
mechanische durch Bioreaktoren) sowie Scaffolds (u.a. synthetisch
oder biologisch).

1.3 SCAFFOLDS DES TISSUE ENGINEERING

Scaffolds sind ein zentraler Bestandteil des Tissue Engineering und fungieren, der
Extrazellularmatrix (=ECM) in vivo entsprechend, als strukturelles Grundgerist. Sie
ermoglichen die Erweiterung von zweidimensionalen auf dreidimensionale sowie von
statischen auf dynamische Kulturbedingungen (Yuan et al. 2018). Damit kann eine sehr viel
bessere Annaherung an die tatsdchlichen Gegebenheiten in vivo als mit zweidimensionalen und
rein statischen Zellkulturen erreicht werden (Fischbach et al. 2007). Die Auswahl des richtigen

Scaffolds ist fiir die jeweilige Anwendung von elementarer Bedeutung und so ist es nicht
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verwunderlich, dass sich daraus in den letzten Jahrzehnten ein eigenes Forschungsfeld
entwickelt hat.

1.3.1 Allgemeine Anforderungen an ein Scaffold

Um erfolgreich in das Feld des Tissue Engineering implementiert zu werden, mussen die
verwendeten Materialien und die daraus entstehenden Scaffolds verschiedene Anforderungen
erfillen. Hierbei ist es entscheidend, den Eigenschaften der Extrazellularmatrix in vivo

mdglichst nahe zu kommen und sie weitestgehend zu imitieren (Chan & Leong 2008).

Zu den wichtigsten Anforderungen eines Scaffolds gehdren Biokompatibilitat und Aktivitat,
biologische Abbaubarkeit, mechanische und architektonische Eigenschaften sowie nicht zuletzt
auch 6konomische und praktische Umsetzbarkeit (Chan & Leong 2008, Berthiaume et al. 2011,
O'Brien 2011). Biokompatibilitat beschreibt dabei die Fahigkeit des Scaffolds, Zellen binden
zu konnen und proliferieren zu lassen (Naahidi et al. 2017). Bioaktivitat, also die Einflussnahme
auf die Differenzierung und Funktion der Zellen, kann unter anderem durch Inkorporation von
Wachstumsfaktoren in das Scaffold erreicht werden (Berthiaume et al. 2011). Fur die
Einbettung der Zellen werden hdufig varikose Hydrogele verwendet. Die Materialen miissen
biologisch abbaubar sein, um den verwendeten Zellen die Ausbildung ihrer eigenen, fir sie
physiologischen Extrazellularmatrix zu ermdglichen (Bitar & Zakhem 2014). Die Architektur
der Matrix sowie die Anzahl und Grol3e der Poren des Scaffolds missen Zellmobilitat zum
einen sowie ausreichend Angebot an Néhrstoffen zum anderen gewéhrleisten (O'Brien 2011).
Die mechanischen Eigenschaften und die Steifigkeit, die einen wichtigen Einfluss auf das
Verhalten und die Differenzierung der Zellen austben, sind auRerdem von enormer Wichtigkeit
(Discher et al. 2005).

1.3.2 Methoden der Scaffoldherstellung

Heutzutage existieren eine Vielzahl verschiedener Scaffolds, die sich in ihrer
Zusammensetzung aber auch in der Art der Herstellung und in ihrem Aufbau unterscheiden
lassen. Haufige Verwendung finden insbesondere pordse (im Sinne von viele Poren
enthaltende) Scaffolds. Sie kénnen durch verschiedene Techniken generiert werden und
bestehen meist aus Biokeramik, natirlichen oder synthetischen Polymeren bzw. deren
Kombination (Chan & Leong 2008). Kombinationen werden dabei immer populérer, da sie die
gleichzeitige Nutzung der jeweiligen Vorteile der Biomaterialien ermoglichen (Gloria et al.

2010). Diese sind unter anderem eine hohe Biokompatibilitat und ein gutes Zelladhasion- und
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Wachstumspotential fir natiirliche Biomaterialien (O'Brien 2011). Dazu gehdren zum Teil in
der Extrazellularmatrix vorkommende Polymere wie Kollagen (Glowacki and Mizuno 2008),
Hyaluronsdure (Collins & Birkinshaw 2013) und Gelatine (Afewerki et al. 2018). Gleichzeitig
zeigen synthetische Polymere wie Polyglycolsaure (PGA), Polylactide (PLA) und ihr
Copolymer Polylactide-co-glycolide (PLGA) bessere physikalische Eigenschaften im Sinne
einer hdheren mechanischen Stabilitat (Gunatillake & Adhikari 2003, Magnusson et al. 2011,
BaoLin & Ma 2014). Dasselbe gilt auch fiir Stoffe aus der Gruppe der Biokeramik wie
Hydroxylapatit oder Tri-Calcium-Phosphat (Baino et al. 2015).

Wéhrend die Verwendung von pordsen Scaffolds darauf basiert, die Zugabe von Zellen an die
Herstellung der Matrix anzuschlieRen, existieren weitere Methoden der Scaffoldherstellung mit
anderen VVorgehensweisen. Ein Beispiel hierfur ist die Methode des cell sheetings, wo Zellen
in einer zweidimensionalen Kultur zur Produktion ihrer eigenen Extrazelluldarmatrix angeregt
werden (Chan & Leong 2008). AnschlieBend wird eine Vielzahl dieser 2D-Blatter
aufeinandergelegt, sodass man eine von den verwendeten Zellen eigen gebildete
dreidimensionale Matrix erhélt (Okano et al. 1995, Chen et al. 2015). Daneben existiert auch
die Methode der Enkapsulierung. Hierbei werden die verwendeten Zellen mit den
Rohmaterialien des Scaffolds vermengt, sodass sich diese nach Ausbildung der finalen Matrix
in dieser befinden (Nicodemus & Bryant 2008). Insbesondere Hydrogele finden hierbei
Anwendung. Aus einem hohen Wasseranteil bestehend und daher von viskoelastischer
Konsistenz unterscheiden sie sich von den anderen, nach Herstellung ausgehérteten Materialien
(Lee & Kim 2018). Aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften scheinen sie dem
dreidimensionalen Milieu der Extrazellul&rmatrix besonders nahe zu kommen und werden
daher als Scaffold mit hohem Potential angesehen (Ratner & Bryant 2004, Naito et al. 2013).
Eine weitere Mdglichkeit zur Verwendung von Hydrogelen sind die neuartigen Prinzipien des
3D-Druckens bzw. des Bioprintings. Diese ermdglichen es, auch komplexe Strukturen aus
Biomaterialien, bioaktiven Molekilen wie Wachstumsfaktoren und sogar Zellen nach einem
vorab definierten Modell zu generieren (Rider et al. 2018, Eltom et al. 2019). Es ist denkbar,
dass unter anderem diese beiden Methoden zukinftig eine wichtige Stellung im

Forschungsgebiet des Scaffolding einnehmen werden.
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1.3.3 Die Dezellularisierung ganzer Organe

Eine weitere Methode zur Gewinnung von fiir das Tissue Engineering verwendbaren Matrices
ist die Dezellularisierung von Gewebe und Organen. Obwohl die erste Durchfiihrung an
zweidimensionalem Schnittpraparaten schon lange zurtickliegt (Lwebuga-Mukasa et al. 1986),
wurde die Methode der Dezellularisierung eines ganzen Organes erstmals im Jahr 2008 am
Beispiel eines Rattenherzes durchgefihrt (Ott et al. 2008). Anschlielfend wurde sie auf andere
Organe wie Leber (Shupe et al. 2010, Uygun et al. 2010), Lunge (Petersen et al. 2010, Price et
al. 2010) und Nieren (Liu et al. 2009, Ross et al. 2009) verschiedener Spezies libertragen. Das
Ziel der Dezellularisierung ist die effektive Entfernung aller zelluldaren und nukleéren
Bestandteile bei moglichst vollstdndigem Erhalten der Zusammensetzung und der Funktion der
zuruckbleibenden Extrazellularmatrix (Gilbert et al. 2006). Das Resultat ist der Verbleib eines
komplexen, dreidimensionalen Gerustes, das im Unterschied zu anderweitig hergestellten
Scaffolds ein naturliches Gefalinetzwerk enthélt und organspezifische biologische sowie

mechanische Eigenschaften wie in vivo besitzt (He & Callanan 2012).

Fur die Dezellularisierung stehen eine Vielzahl von Mdglichkeiten zur Verfligung, die von
physikalischen Ansédtzen wie etwa Schockgefrieren oder Sonikation bis zur Anwendung von
Séuren und Basen reichen (Gilbert et al. 2006). Als besonders erfolgsversprechend hat sich
jedoch die perfusionsbasierte Methode herauskristallisiert, da sie prinzipiell jedes Organ und
insbesondere auch zelldichtes Gewebe bewadltigen kann (Guyette et al. 2014, Taylor et al.
2018). Hierbei werden bestimmte Substanzen wie enzymatisch wirkendendes Trypsin-EDTA
oder Detergenzien wie Sodium-Dodecyl-Sulfat (=SDS) und Triton X-100 durch kontrollierte
Perfusion tiber den Gefallbaum in das Organ eingebracht (Badylak et al. 2011). Auf dem Weg
durch das Gewebe lésen die Agenzien die Zellen von der Extrazellularmatrix ab und
transportierten diese im selben Zug aus dem Organ heraus (Gilbert et al. 2006). Eine
Kombination der verschiedenen Methoden ist ebenfalls moglich, um die Aggressivitat der
jeweiligen Agenzien und die damit verbundenen Nebenwirkungen auf die zuriickbleibende
Extrazellularmatrix moglichst gering zu halten. Diese kdnnen unter anderem der Verlust von
Proteoglykanen oder ihrer Glykosaminoglykane (Mendoza-Novelo et al. 2011, Petersen et al.
2012) oder die Reduktion von in der Extrazelluldrmatrix enthaltenen Wachstumsfaktoren
(Caralt et al. 2015) sein. Auch die Veranderung der Ultrastruktur von wichtigen, unter anderem
adhésiv wirkenden Proteinen wie Laminin, Elastin oder Kollagen stellt einen moglichen

negativen Effekt auf die Extrazelluldrmatrix dar (Akhyari et al. 2011). Wéhrend die Auswabhl,
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die Konzentration und die Einwirkzeit der jeweiligen Agenzien unter anderem vom zu
dezellularisierenden Organ beeinflusst werden (Badylak et al. 2011, He & Callanan 2012),
miussen sich zwei Schritte unabhéngig davon immer anschlieen. Dazu gehdrt zum einen die
restlose Entfernung der zytotoxischen Substanzen, die im Rahmen der Dezellularisierung
verwendet wurden, um eine Schadigung der anschliel3end in das Gewebe gebrachten Zellen zu
vermeiden. Dies gelingt durch nachfolgendes Waschen des Scaffolds mit destilliertem Wasser
oder PBS (Cebotari et al. 2010). Zum anderen muss nach Abschluss der Dezellularisierung eine
Sterilisierung des Gewebes erfolgen, um eine absolute Keimfreiheit zu erreichen (Gilbert et al.
2006).

Die in der Literatur beschriebenen Dezellularisierungsprotokolle sind vielféltig, die
Eliminierung zelluldrer Bestandteile muss jedoch in jedem Fall gewahrleistet sein.
Minimalkriterien hierfir sind eine visuelle Freiheit von nukledren Bestandteilen in
histologischen Farbungen mit Himatoxylin & Eosin oder 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI),
< 50ng dsDNA/mg Gewebe (Trockengewicht) und eine DNA Fragmentlange < 200bp (Crapo
et al. 2011). Grundlage hierfiir sind insbesondere die Assoziation zwischen im Gewebe
verbliebener DNA und entziindlicher Host-Reaktionen (Zheng et al. 2005, Nagata et al. 2010),
die nach Reimplantation in den Empféanger entstehen konnen. Die beiden Variablen, die sich
im Rahmen des Dezellularisierung die Waage halten mussen, sind folglich die effektive
Zellentfernung zum einen und der Verbleib einer gesunden, physiologischen und méglichst

unbeschadigten Extrazellularmatrix zum anderen (Akhyari et al. 2011, Caralt et al. 2015).
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1.4 AUFBAU UND FUNKTIONEN DER EXTRAZELLULARMATRIX

Fir die Nachbildung der Extrazellularmatrix ist die Kenntnis ihres natiirlichen Aufbaus von
besonderer Bedeutung. Zusammengesetzt aus Basalmembran und interstitieller Matrix
entspricht sie dem nicht-zelluléren Bestandteil aller Gewebe und Organe und wird lokal von
Epithelien, Endothelien, Fibroblasten und Adipozyten produziert (Frantz et al. 2010). Ein
wesentlicher Bestandteil der ECM sind die Strukturproteine, zu denen neben Elastin auch
Kollagene gehdren. Sie tragen entscheidend zu den mechanischen Eigenschaften der ECM bei
und gewadhrleisten Stabilitadt, Zugfestigkeit sowie Elastizitat. AuBerdem kdnnen sie (ber
Beeinflussung der Steifheit des Gewebes die Differenzierung von Stammzellen in die fiir das
Gewebe notwendigen Zelllinien beeinflussen und besitzen somit auch biomechanische
Funktionen (Discher et al. 2005, Engler et al. 2006).

Kollagene sind die am h&ufigsten vorkommenden Proteine der Extrazellularmatrix (Tanzer
2006). Sie werden anhand struktureller Unterschiede in mehr als 20 Subtypen klassifiziert
(Gordon & Hahn 2010), die gewebeabhéngig jeweils in unterschiedlicher Quantitat und
Ausrichtung vorliegen. So zeigen Sehnen zum Beispiel einen hohen Anteil von fasrigem
Kollagen I (Bosman & Stamenkovic 2003). Die endotheliale Basalmembran enthélt dagegen
viel retikuldres Kollagen 1V, das auch als Ligand fir endotheliale Zellen dient (Badylak 2002).
Weiterhin besitzt die ECM adhasive Glykoproteine wie Fibronektin, Laminin, Tenascin und
Nidogen (Schwarzbauer 1999, Chiquet-Ehrismann & Tucker 2004). Sie kommen ebenfalls
vermehrt in der Basalmembran vor (Tanzer 2006) und ermdglichen wie Kollagen 1V
spezifische Adhasion und Migration von Zellen mit bestimmten Mustern von ECM-Rezeptoren
wie Syndecan und Integrinen (Fogerty et al. 1990, Miyamoto et al. 1998, Rozario and
DeSimone 2010). Insbesondere das B1-Integrin zeigt hierbei starke Affinitat (Yue 2014). Als
Transmembranproteine stehen sie im Kontakt mit dem Zytoskelett, regulieren Genexpression
und nehmen so wesentlichen Einfluss auf die Zellfunktionen (Bissell et al. 1982, Hynes 1992).
Neben diesen physiologischen Funktionen sind insbesondere die Laminine auch an
pathologischen Prozessen wie Invasion und Metastasierung von Karzinomen beteiligt
(Patarroyo et al. 2002).

Weitere Strukturelemente bilden die Proteoglykane wie Heparansulfat und dem wiederum
insbesondere in der Basalmembran angereicherten Perlecan (Tanzer 2006). Mit ihren

angehangten Glykosaminoglykanen besitzen sie eine hohe Bindekapazitat fiir Wasser, die der
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Extrazellularmatrix eine Widerstandfahigkeit fir axialen Druck ermdéglicht (Yue 2014). Doch
auch Wachstumsfaktoren wie VEGF, FGF, TGF-3, EGF und PDGF sind an ihnen gebunden
(Hynes 2009), sodass die ECM zudem als Reservoir fir jene angesehen werden kann (Kim et
al. 2011). Sie koénnen zelluldres Verhalten verandern, initiieren Entwicklungsprozesse (Hynes
2009) und ermdglichen die Wundheilung (Eckes et al. 2010). Die ECM zeigt einen
gewebsspezifischen Aufbau (Jarveldainen et al. 2009) und unterliegt, abhéngig von dessen
physiologischen Anforderungen standigen Anpassungsprozessen (Badylak et al. 2011). Hierbei
sind von verschiedenen Zellen wie Endothelien, Epithelien und auch Leukozyten sezernierte
aber auch in der ECM liegende Matrix-Metallo-Proteinasen von Bedeutung (Bosman and
Stamenkovic 2003). Sie sind flir den Abbau der bestehenden Matrix und, mit dem damit
einhergehenden Freisetzung membrangebundener Wachstumsfaktoren, fir die Einleitung

dieser Remodellingprozesse verantwortlich (Kular et al. 2014).

Die Extrazellularmatrix ist somit nicht nur passiver Zuschauer, sondern an elementaren
Funktionen des Organismus beteiligt. Mit ihren adhésiven Glykoproteinen und
Wachstumsfaktoren ist sie bioaktiv, vermittelt zellulares Verhalten wie Adhdsion, Migration,
Proliferation und Differenzierung von bestimmten Zellen und trdgt so wesentlich zur
Morphogenese bei (Mecham 1998, Yue 2014).
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1.5 DAS GEFARSYSTEM

1.5.1 Aufbau und Funktionen der Gefalle

Das Gefalisystem ist ein elementarer Bestandteil des Organismus und erflllt zahlreiche
Funktionen. Dazu gehodren die Gewahrleistung und Aufrechterhaltung der zelluldren
Energiegewinnung durch den Transport von an Hamoglobin gebundenem Sauerstoff und
anderen Substraten wie Glukose als auch der Abtransport von Kohlenstoffdioxid und anderen
Abfallprodukten des Stoffwechsels. Konnen diese Aufgaben nicht mehr erfillt werden, droht
mit der Ischdmie ein Absterben des betroffenen Gewebes. Doch werden auch andere
Funktionen wie die zelluldare Kommunikation Uber den Transport von Hormonen und
Zytokinen oder die Thermoregulation Uber den konstanten Blutfluss im Gefalisystem
ermoglicht (Ehmke 2019).

Die GefaBwand ist bis auf wenige Ausnahmen in der kapillaren Endstrombahn dreischichtig
aufgebaut. Luminal liegt die Tunica intima, die sich aus stets einschichtigem Endothel, einer
angrenzenden Basalmembran und einer subendothelialen Schicht zusammensetzt. Daran
anschlieBend liegt die Tunica media, deren Zusammensetzung zwar abhéngig vom Typ des
GefaRes variiert, grundsatzlich aber glatte Muskelzellen und/oder elastische Fasern in einem
unterschiedlichen Verhaltnis besitzt. Darauf folgt die Tunica adventitia aus lockerem
Bindegewebe, die daneben auch die Vasa vasorum und postgangliondre sympathische
Nervenfasern enthélt (Ulfig 2019).

15.2 Der GefalRbaum

Unmittelbar nach dem linken Ventrikel des Herzens liegen die grof3en herznahen Arterien wie
die Aorta und deren Aste, die zur Aufrechterhaltung der sogenannten Windkesselfunktion viele
elastische Fasern in der Tunica media enthalten (Aust et al. 2017). Darauf folgen mittelgroRRe
Arterien und Arteriolen, in denen der Anteil der glatten Muskelzellen in der Tunica media
dominiert, um damit den peripheren Gefdllwiderstand und damit den Blutdruck sowie die
periphere Durchblutung regulieren zu konnen (Traore & George 2017). Nach weiterer
Aufzweigung in Mesarteriolen folgen die Kapillaren und anschlieBend die postkapillaren
Venolen, die lediglich aus Endothelzellen, einer Basalmembran und Perizyten bestehen (Long
1970). Als Teile der Mikrozirkulation findet hier der groRte Teil des Stoffaustausches statt, der
durch eine dinne Gefdlwand zum einen und durch die groRe Gesamtoberflache von etwa
1000m? zum anderen begiinstigt wird (Ehmke 2019). Ein elementarer Aspekt ist hierbei die
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Unterschreitung der maximalen Diffusionsstrecke fir Sauerstoff von 100-200um, um den
aeroben Zellstoffwechsel aufrechterhalten zu kdnnen (Jain et al. 2005, Lovett et al. 2009). Der
Rickfluss des Blutes zum rechten Herzen erfolgt tber dinnwandige Venolen und Venen, die
nur eine wenig ausgepragte Tunica media besitzen. Sie erfullen zudem eine Reservoirfunktion,

sodass sich hier etwa 80% des Blutvolumens befinden (Aust et al. 2017).

153 Typen von Kapillaren

Gase und andere lipidlosliche Stoffe konnen die Zellwand problemlos passieren und auf diesem
Weg in das Gewebe gelangen. Fir Wasser und wasserlosliche Molekdle existieren dartiber
hinaus drei organspezifische Typen von Kapillarendothel, um auch ihren Transport durch die
GefaBwand zu ermdglichen (Aird 2007). Kontinuierliches Endothel besitzt fir diesen Zweck
Interzellularfugen und ist unter anderem in der Muskulatur zu finden ist. Diskontinuierliche
Endothelien des Knochenmarkes oder der Leber zeigen groRe interzellulére Licken, die auch
die Basalmembran betreffen und auch fiir Zellen permeabel sind (Okada et al. 2017). In diesen
beiden Fallen erfolgt der Transport weitgehend parazellulér. Der dritte Subtyp der Kapillaren
besitzt ein fenestriertes Endothel mit kleinen intrazelluldren Fenstern, kommt zum Beispiel in
den Nierenglomeruli vor und ermdglicht einen transzellularen Transport (Lullmann-Rauch and
Asan 2019).

Perizyten sind ein weiterer Zelltyp, der ebenfalls in den kapillaren GefalRen anséssig ist. Sie
umgreifen die Endothelzellen mit zahlreichen FuBfortsidtzen von basal und erflllen neben
mechanischer und struktureller Unterstiitzung weitere wichtige Aufgaben. Dazu gehoéren die
Regulation des Blutflusses im Kapillarbett (Rucker et al. 2000, Kennedy-Lydon et al. 2013)
und die Steuerung der GefaRneubildung. (Lindblom et al. 2003, Bergers & Song 2005).

1.5.4 Funktionen des Endothels

Jedes GefaR des menschlichen Korpers wird luminal durch einen Monolayer aus
Endothelzellen ausgekleidet, die durch zahlreiche interzellulare Kontakte eine Barriere
zwischen dem GefaRlumen und dem Interstitium aufrechterhalten beziehungsweise durch die
oben genannten Mechanismen selektive permeabel sind. Die Folge einer zum Beispiel durch
Inflammation pathologisch erhéhten Permeabilitat ist eine Flissigkeitsanreicherung im
Interstitium. Des Weiteren regulieren sie sowohl die Thrombozytenfunktion als auch die
plasmatische Gerinnung und erméglichen somit das richtige MaR an Koagulation zur richtigen

Zeit. Zur Aufrechterhaltung des Blutflusses sezernieren sie aggregationshemmende Stoffe wie
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Stickstoffmonoxid oder Prostazyklin (Cines et al. 1998) und verhindern eine unangebrachte
Thrombozytenaktivierung durch hydrolytischen Abbau von hierfir erforderlichem ATP/ADP
(Pearson et al. 1980). Auch auf die plasmatische Gerinnung wirken sie durch die Aktivierung
des ProteinC/ProteinS Signalweges (Esmon & Owen 1981, Stern et al. 1986), durch die
Sekretion von Tissue-Factor-Pathway-Inhibitor (Bajaj et al. 1990, Ameri et al. 1992) und ihr
membrangebundenes Heparansulfat (Li et al. 2004) inhibitorisch. Auch regulieren die
Endothelzellen durch die Sekretion von t-PA und PAI-1 die Fibrinolyse (Michiels 2003).
Wahrend die oben genannten Faktoren eine inaddquate Thrombusbildung hemmen, sind die
Endothelzellen jedoch auch an der Blutgerinnung beteiligt. Bei Verletzung des GefaRendothels
aktivieren sie Thrombozyten durch die Sekretion von PAF (Whatley et al. 1987), ermdglichen
durch eine gleichzeitige Freisetzung des von-Willebrand-Faktors aus den Weibel-Palade-
Korperchen deren Adhésion an der GefaBwand (van Mourik et al. 2002) und stimulieren durch
Sekretion des Tissue Factors die plasmatische Gerinnungskaskade (Nawroth et al. 1986, Yau
et al. 2015).

Eine weitere wichtige Funktion des Endothels ist die Regulation des Gefaltonus durch die
parakrine Sekretion verschiedener vasoaktiver Substanzen. Sie entfalten ihre Wirkung
anschlieRend an den glatten Muskelzellen der Gefal3wand und/oder den kapillaren Perizyten als
Effektorzellen (Dodge et al. 1991, Haefliger et al. 1994). Vasodilatativ wirkende Stoffe sind
Stickstoffmonoxid (Vallance et al. 1989), Prostazyklin (Caughey et al. 2001) und der
Endothelium-derived-hyperpolarization-factor (Feletou & Vanhoutte 1988). Wéhrend der
Ausloser fiir die Freisetzung von intrazellular gespeichertem Stickstoffmonoxid insbesondere
Scherstress ist, wird die Synthese von Prostazyklin vor allem durch die Wirkung
inflammatorische Zytokine stimuliert (Sandoo et al. 2010). Einen vasokonstriktiven Effekt
besitzen Thromboxan A, (Thomas et al. 1998) und Endothelin-1 (Schiffrin Ernesto 1999),
dessen Freisetzung durch Stimuli wie Hypoxie oder freie Radikale initiiert wird (Motte et al.
2006).

Weiterhin besitzen Endothelzellen eine wichtige immunologische Funktion. Im Rahmen einer
Infektion vermitteln sie nach Aktivierung durch proinflammatorische Zytokine wie IL-1, TNF-
a (Pober & Cotran 1990) die Migration von neutrophilen Granulozyten zur Eradikation
etwaiger Erreger. Dieser Vorgang wird wesentlich durch die zytokinvermittelte Expression von
adhésiven Proteinen wie Selectinen, ICAM-1, VCAM-1 und PECAM-1 (=CD-31) durch die
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Endothelzellen ermoglicht, die es den Leukozyten folglich erlauben, in das Gewebe zu
migrieren (Michiels 2003, Aird 2007, Pober & Sessa 2007).

Endothelzellen sind an der Ausbildung der Gefalie, die sie spater auskleiden, von Beginn an
beteiligt. Die de-novo Synthese von primitiven Blutgefdlen durch endotheliale
Vorlauferzellen, den Angioblasten, wird hierbei als Vaskulogenese bezeichnet (Risau &
Flamme 1995). Angiogenese bezieht sich hingegen auf die Ausbildung von BlutgefaRen aus
einem bereits bestehenden GefaRsystem (Risau 1997). Im Rahmen beider Prozesse entstehen
initial Kapillaren, die sich entweder als primitives kapillares Netzwerk oder aber als
Aussprossung eines vorhandenen Gefalles darstellen. Durch Einfluss von PDGF wird die
Einwanderung von Perizyten und glatten Muskelzellen initiiert, sodass sie anschlielend zu
groReren GefaRen ausreifen konnen (Carmeliet 2000). Wahrend in der Embryonalphase beide
Prozesse zu finden sind, ist die Vaskulogenese in der weiteren Entwicklung nur bestimmten
Situationen vorbehalten (Balaji et al. 2013). Vielmehr dominiert die Angiogenese (Vailhé et al.
2001), die physiologisch zum Beispiel im Rahmen der Wundheilung (Klagsbrun and D'amore
1991) aber auch als pathologischen Neovaskularisation im Rahmen von Krebswachstum und
proliferativen Retinopathien stattfindet (Folkman 1995). Ein wichtiger Ausldser der
Angiogenese ist eine Gewebshypoxie bzw. die damit einhergehenden reduzierten
Sauerstoffpartialdriicke (Shweiki et al. 1992), die Gber den Hypoxie-induzierbaren Faktor 1a
(HIF-1a) registriert werden (Fraisl et al. 2009). HIF-1 fuhrt letztend Endes zu einer vermehrten
Expression und Synthese von VEGF, der neben FGF2 einer der wichtigsten stimulierenden
Wachstumsfaktoren der Neoangiognese ist (Ruhrberg 2003, Lieu et al. 2011).

15,5 Vaskularisierung von Gewebe im Tissue Engineering

Wie die Organe in vivo benotigt auch das im Rahmen des Tissue Engineering entstandene
Gewebe eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff und anderen N&hrstoffen, um den
notwendigen zelluldren Stoffwechsel aufrecht erhalten zu kénnen. Um dies zu erreichen ist es
notwendig, ein funktionierendes mikrovaskuldres System in das Gewebe zu implementieren,
das die Diffusionsgrenzen fur Sauerstoff unterschreitet, d.h. eine jede Zelle nicht weiter als 100-
200um von einem kapillaren Gefal? entfernt ist (Jain et al. 2005, Lovett et al. 2009). Durch die
Verwendung von dezellularisierten Scaffolds kann diese Anforderung unter Erhaltung des
natlrliches Geféalsbaumes und der anschlieBenden Reendothelialisierung elegant erfullt werden.
Stehen entsprechende Gefélstrukturen nicht zur Verfligung, muss durch andere Formen der

Prévaskularisierung eine Gewebsperfusion sichergestellt werden (Rouwkema et al. 2008).
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Die Strategien der Prévaskularisierung von Gewebe kdnnen grundsétzlich in (a) zellbasierte
und (b) scaffoldbasierte Methoden unterteilt werden (Novosel et al. 2011). Die zellbasierte
Methode nutzt dabei die Eigenschaft von Endothelzellen, in avaskuldrem Gewebe
Neoangiogenese zu betreiben und die GefalRlumina somit de novo auszubilden. Durch die
Verwendung von Cokulturen bestehend aus Endothelzellen auf der einen und Fibroblasten oder
mesenchymalen Zellen auf der anderen Seite kann dieser Prozess weiter optimiert werden (Min
et al. 2019). Zur Steigerung der hierbei ablaufenden Neoangiogenese werden fur gewdhnlich
angiogenetische Wachstumsfaktoren wie VEGF oder bFGF verwendet (Novosel et al. 2011).
Eine grolRe Limitation der zellbasierten Methode ist jedoch, dass das entstandene kapillére
Netzwerk héaufig zufallig und nicht funktionell organisiert ist, was eine vollstandige Versorgung
des Gewebes nicht maglich macht (Rouwkema et al. 2008). Um dies zu erreichen besteht in der
scaffoldbasierten Methode eine zuverldssigere Moglichkeit der Prévaskularisierung, da die
tubul&ren Strukturen, an denen sich die Endothelzellen orientieren, bereits als Scaffold
vorhanden sind und somit eine vorab definierte Ausrichtung der spateren Gefal3 erlauben (Min
et al. 2019). Neben der bereits erwéhnten Dezellularisierung kénnen diese Scaffolds auch auf
andere Arten aus verschiedenen Materialien gebildet werden. Das grundsatzliche Endprodukt
ist dabei ein ECM-Gerlist oder eine Matrix aus Hydrogel (siehe Abschnitt 1.3.2), die
weitverzweigte hohle Kanale aufweisen (Rouwkema et al. 2008). Diese gefaliahnlichen Tunnel
kdénnen anschlieRend mit Endothelzellen ausgekleidet werden, sodass ein definiertes

Kapillarbett entsteht.
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1.5.6 Der humane Endothelzelltyp EA.hy926

Das somatische Zellhybrid namens EA.hy926 ist ein Produkt der Fusion von priméren humanen
Endothelzellen aus der Umbilikalvene (HUVECS) mit dem Zelltyp A549/8 aus dem Gewebe
eines Adenokarzinoms der Lunge (Edgell et al. 1983) und besitzt eine endotheliale
Differenzierung (Mutine et al. 1997). So zeigen sich in der elektronenmikroskopischen
Darstellung zytoplasmatisch liegende Weibel-Palade-Korperchen (Edgell et al. 1990), die fur
endotheliale Zellen spezifisch sind (Rondaijs et al. 2006, Valentijn et al. 2011) und
insbesondere den von-Willebrand-Faktor enthalten. Der von-Willebrand-Faktor ist auch in der
Zellreihe EA.hy926 nachweisbar, zeigt eine den HUVECs gleichender Verteilung und bleibt
auch nach mehr als 100 Passagen erhalten (Edgell et al. 1983). Es handelt sich damit um eine
permanente Zelllinie. Die Verwandtschaft zu den HUVECS zeigt sich ebenfalls in ihrer
Ahnlichkeit in Bezug auf das Endothelin-converting-Enzym (Ahn et al. 1995). Weiterhin erhalt
der Zelltyp EA.hy926 auch andere fur Endothelzellen typische Eigenschaften wie die
Expression von CD-31 (PECAM-1) und ICAM-1 als endotheliale Adhasionsmolekiile
(Thornhill et al. 1993, Lidington et al. 1999), die Synthese von Endothelin-1 (Saijonmaa et al.
1991) und Prostazyklin (Suggs et al. 1986) sowie fibrinolytische Funktionen (Emeis & Edgell
1988).
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1.6 DIE NIEREN

1.6.1 Aspekte der makroskopischen und mikroskopischen Anatomie

Die Nieren sind paarige Organe, die sich retroperitoneal in der Abdominalhéhle befinden.
Unmittelbar umgeben von einer kollagenreichen Kapsel sind sie in lockeres Fettgewebe
eingebettet. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Niere der Ratte ist mit
Dimensionen von etwa 15x9x6mm ungefahr 10mal kleiner als die eines Menschen (Suckow et
al. 2006).

Makroskopisch lasst sich das Nierenparenchym in Mark und Rinde unterteilen. Ersteres besteht
aus Markpyramiden, deren Spitzen als Papillen bezeichnet werden und jeweils in einen
Nierenkelch hineinragen. An den Papillen enden grofle Gange, die sich aus mehreren
Sammelrohren zusammensetzen und den prozessierten Endharn fiihren. Wahrend menschliche
Nieren etwa 14 Papillen besitzen (Schulte 2017), hat die Niere der Ratte nur eine einzige Papille
und wird daher als unipapillar bezeichnet (Bachmann et al. 1986). Die Nierenkelche vereinigen
sich im Nierenbecken, das wiederum in den Ureter Gbergeht. Mikroskopisch befindet sich in
den Markpyramiden ein grofer Teil des Tubulussystems. Die Nierenrinde ist von
halbmondférmiger Gestalt und zieht mit Kolumnen zwischen den Markpyramiden bis an den
Hilus heran. Sie besteht mikroskopische aus den Nierenkorperchen, die sich aus einem

Glomerulum und der Bowman-Kapsel zusammensetzen.

Das Glomerulum ist ein Gefatknauel bestehend aus geschwungenen Kapillaren, in denen der
Primarharn filtriert wird. Selektivitét fir Wasser, Elektrolyte und niedermolekulare Stoffe wird
durch die glomerul&re Filtrationsbarriere erreicht, die fur groRere (r > 1,8nm, Molekilmasse >
ca. 10kDa) und insbesondere negativ geladene Molekiile wenig bis gar nicht durchlassig ist
(Silbernagl 2019). Sie besteht aus fenestriertem Endothel ohne Diaphragma, Glykokalyx, einer
glomeruldaren Basalmembran und den Ful¥fortsdtzen der Podozyten, zwischen denen eine
Schlitzmembran liegt (Ulfig 2019). Am Harnraum des Nierenkdrperchens beginnt das
Tubulussystem mit dem proximalen Tubulus, das Uber einen intermedidren-, distalen und
Verbindungstubulus in ein Sammelrohr mindet. Teile der ersten drei genannten bilden die
Henle-Schleife. Die histologische Darstellung einer unipapillaren Niere findet sich in
Abbildung 2.
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Abbildung 2: Unipapillare Niere im Transversalschnitt (A) und
Axialschnitt (B). C = Cortex, M = Medulla, Rp = Nierenbecken, P = Papille;
Die Niere einer Ratte besitzt im Unterschied zur humanen Niere nur eine
Papille und wird daher als unipapillar bezeichnet. Abbildung aus
Morawietz, Ruehl-Fehlert et al. (2004).

1.6.2 Wesentliche Funktionen der Nieren

Als exokrines Organ dienen die Nieren der Ausscheidung von harnpflichtigen Substanzen und
gleichzeitig der Regulation des Wasser-, Elektrolyt und Sdure-Basen-Haushaltes. Dies
geschieht durch die bedarfsgerechte Reabsorption der jeweiligen Bestandteile aus dem
Primarharn, die mittels unterschiedlichsten aktiven und passiven Transportsysteme in den
Nierentubuli stattfindet. Das Resultat ist der konzentrierte Endharn, der die Nieren tber den
Ureter verlasst. Gleichzeitig besitzen die Nieren allerdings auch endokrine Funktionen. Dazu
gehdren die Synthese von Erythropoetin als wichtigster Stimulator der Erythropoese und von
Vitamin D, das essenziell fur die Calcium- und Phosphat Homdostase ist. Renin ist ein weiteres
wichtiges Molekil, dessen Synthese in den Nieren stattfindet und durch Aktivierung des Renin-
Aldosteron-Angiotensin-Systems mafigeblich an der Wasser- und Blutdruckregulation beteiligt

ist.



23

1.6.3 Die renale Gefaldversorgung

Die Gefalversorgung beginnt in der Aorta abdominalis, die fir jede Seite eine grole
Nierenarterie abgibt. Im Bereich des Nierenhilus teilen sie sich in einen grof3en ventralen und
dorsalen Ast (Yoldas & Dayan 2014), aus denen nach den Aa. interlobares, den Aa. arcuatae
und den Aa. interlobulares die arteriellen Vasa afferentia abgehen (Schulte 2017). Diese speisen
jeweils ein Nierenkorperchen und verlassen diese als arterielle VVasa efferentia. Anschlielend
folgt ein zweites, peritubulére verlaufendes Kapillarnetz der weitere Verlauf als Aa. rectae bis
in die tiefen der Nierenpyramiden (Lullmann-Rauch & Asan 2019). Die Vasa recta verlaufen
parallel zu geraden Anteilen der Nierentubuli und der Henle Schleife und dienen durch ihr
Gegenstromaustausch gleichzeitig der Harnkonzentrierung (Silbernagl 2019). Der vendse

Abfluss erfolgt analog zu den arteriellen Gefal3en.
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIEL DER ARBEIT

Das Gefalisystem ist eine elementare VVoraussetzung fir den Funktionserhalt von Gewebe und
Organen. Auch fur das Feld des Tissue Engineering ist die Nachbildung von intakten
GefaBstrukturen daher essenziell. Dies gilt auch fur experimentelle Ansétze, bei denen das
Parenchym von Organen wie der Rattenniere fiir die Kultivierung organfremder Zellen fir
metabolische und onkologische Untersuchungen verwendet wird. Nach Etablierung einer
Methode, die eine dezellularisierte Rattenniere als Scaffold fiir osséres Tissue Engineering
verwendet (Burgkart et al. 2014) wurde diese Anwendung in laboreigenen Untersuchungen auf
andere Zelltypen wie Osteosarkomzellen erweitert. In beiden Féallen werden die Zellen tber den
Ureter in das Kelchsystem von azellularen Rattennieren gesdt und deren Verhalten nach
Durchfiihrung einer dynamischen 3D-Kultur ausgewertet. Dartiber hinaus beobachtete die
Arbeitsgruppe im Rahmen dieser Arbeiten, dass sich die Biokompatibilitat der Rattenniere fir
humane Osteoblasten nach einer denaturierenden Dezellularisierung mit einer SDS-
Konzentration von 3% gegenuber einer schonenderen Dezellularisierung mit einer
Konzentration von 0,66% verbesserte. Auf dieser Grundlage soll in der vorliegenden Arbeit die
Reendothelialisierung von azellularen Rattennieren evaluiert werden. Speziell soll Folgendes
gepruft werden:

- Evaluierung von adhésiven Eigenschaften und damit der Eignung des Endothelzelltyps
EA.hy926 fur die Reendothelialisierung von perfundierten 3D-Tissue Matrices unter

Verwendung eines in-vitro Angiogenese Assays

- Anwendung der automatisierten Dezellularisierungseinheit DecellControl bei der
Rattenniere unter Verwendung eines laboreigenen Dezellularisierungsprotokolles sowie

Uberpriifung seiner Funktionalitit und Etablierung in der Praxis

- Einfluss zweier SDS-Konzentrationen (i.e. 3% und 0,66%) im Rahmen der
Dezellularisierung auf die Fahigkeit des Endothelzelltyps EA.hy926 als Modellzelle,
nach Einsaat Uber die Nierenarterie an der vaskuldren Basalmembran azelluldrer

Rattennieren zu adhdrieren und zu proliferieren

- Einfluss der Adhé&sionszeit, der Zellzahl und der Dauer der dynamischen
Kulturbedingungen auf die Anzahl im GeféalRsystem der Rattenniere verbleibender

Endothelzellen und Etablierung eines reproduzierbaren Rezellularisierungsprotokolls
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIALIEN
3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller.

Dreiwegehahn Discofix® C

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Glasflaschen Duran; Kivetten

Schott AG, Deutschland

Injekt®-Solo Spritze 5ml/10ml

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Katheter Vasofix® Safety 20G

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Mikrotom Klingen S-35

FEATHER® Safety Razor Co. Ltd., Japan

Nahtmaterial Vincryl 3-0

Ethicon/Johnson-Johnson Medical GmbH,
USA

Omnifix®-Solo Spritze 5ml

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Original Perfusor®-Leitung

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Préparationsinstrumente

Karl Hammacher GmbH, Deutschland

Reaktionsgefal 1,5ml

Biozym Scientific GmbH, Deutschland

Rohrchen CELLSTAR® 25ml, 50ml

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

Rollenpumpenschlauch AR - 6420

Arthrex medizinische Instrumente GmbH,
Deutschland

Pipetten SafeSeal Tips Professional 2,5ul/
10pl/ 201/ 12001/ 200pl/ 1250ul

Biozym Scientific GmbH, Deutschland

Sterican® Kandle Gr.1, 0,9x40mm

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Verlangerungsleitung Heidelberger 30cm

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Zahlkammer Neubauer

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Deutschland

Kulturflasche CELLSTAR® 175¢cm?2

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

Zellsieb EASY strainer™ 40pum

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

Verlangerungsleitung Heidelberger 140cm,

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

75cm, 30cm
Kulturflasche CELLSTAR® 75cm? Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, USA
Pipette 5ml/ 10ml/ 25ml/ 50ml Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
Reaktionsgefal 0,5ml Biozym Scientific GmbH, Deutschland

Objekttréager Superfrost® Plus

Gerhard Menzel B. V. & Co. KG,
Deutschland

Perfusor® Spritze, 50ml

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Cryoware™, Kryoréhrchen 1mi

Nalgene®, USA

Deckglaser fiir Objekttrager

Gerhard Menzel B. V. & Co. KG,
Deutschland

CELLSTAR® 96-well-plates

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
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3.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Liste der verwendeten Chemikalien und deren Hersteller.

Kulturmedium DMEM 30-2002™

ATCC®, USA

Aceton > 99,5%

Carl Roth, Germany

Methanol > 99%

Carl Roth, Germany

Alkopharm 70, 70% Ethanol

L. Briiggemann GmbH & Co. KG,
Deutschland

Ethanol 70%

Fischar GmbH & Co. KG, Deutschland

Ethanol 96%

Fischar GmbH & Co. KG, Deutschland

Ethanol absolut, 100%

Fischar GmbH & Co. KG, Deutschland

Eukitt® Eindeckmittel

O. Kindler & ORSAtec GmbH, Deutschland

Fetales Kalberserum, FCS

Biochrome GmbH, Deutschland

Ecotainer® steriles destilliertes Wasser

B. Braun & Melsungen GmbH, Deutschland

Cell Freezing Medium - DMSO 1x

Sigma-Aldrich Inc., USA

Primocin™ 50mg/ml

InvivoGen, USA

Trypanblau

Sigma-Aldrich Inc., USA

Trypsin - EDTA

Sigma-Aldrich Inc., USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS), ohne Calcium oder Magnesium,
1X

Sigma-Aldrich Inc., USA

SDS-Pellets > 99,5%

Carl Roth, Deutschland

Mayer’s Hamatoxylin

Apotheke MRI TUM, Deutschland

PFA 8%

Apotheke MRI TUM, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Deutschland

Kaiser’s Glycerolgelatine

Merck, Deutschland

Roticlear®

Carl Roth, Deutschland

Antibody Diluent

Dako, Danemark

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich Inc., USA

Eosin G

Carl Roth, Deutschland

Salzsaure (HCI; 1M)

Merck, Deutschland

Natronlauge (NaOH; 1M)

Merck, Deutschland

Na:HPO42 H,O

Merck, Deutschland

K2HPO4

Merck Millipore, Deutschland

Tween® 20

Sigma-Aldrich Inc., USA

Proteinase K

Qiagen, Deutschland

Protein Block

Dako, Danemark

Trinatrium-Citrat-Dihydrat

Carl Roth, Deutschland

Penicillin-Streptomycin (10.000U/ml &
10mg/ml)

Sigma-Aldrich Inc., USA
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3.1.3 Laborgerate

Tabelle 3: Liste der verwendeten Laborgerate, deren Modelle und der Hersteller.

Arthroskopiepumpe

Continous Wave |l AR- 6450

Arthrex medizinische Instrumente
GmbH, Deutschland

Autoklav

Varioklav

HP-Labortechnik AG,
Deutschland

Brutschrank/Inkubator

HERAcell™ 150/
HERAcell™ 1501

Thermo Fischer Scientific Ltd.,
USA

Eismaschine Ziegra GmbH, Deutschland
. . IKA GmbH & Co. KG,
Magnetrihrer RCT Basic Deutschland
Mikroskop Axiovert 25CFL Carl Zeiss GmbH, Deutschland
Mikroskop AxioObserver.Z1 Carl Zeiss GmbH, Deutschland
Mikrotom Slide 4003-E PFM Medical GmbH,
Deutschland
Mikrowelle Multigrill Micromat DUO AEG GmbH, Frankfurt am Main,

Deutschland

Paraffinstreckbad

HI 1210

Leica Biosystems GmbH,
Deutschland

Pipettierhilfen

Easy-Pet®, Reference®

Eppendorf AG, Deutschland

Prézisions-pH-Meter

pH-Level-1

InoLab, Deutschland

Prézisionswaage

PEJ

Kern & Sohn GmbH, Deutschland

Spulmaschine

Mielabor G7763

Miele, Germany

Sterile
Sicherheitswerkbank HERAsafe HS 12 Heraeus/Kendro, Deutschland
Trockenofen ED56 Binder GmbH, Deutschland
Wasserbad SUB14 Grant Instruments Ltd, UK
Werkbank fiir .
. Model 4850 Labcaire Systems Ltd., UK
Féarbungen
Zentrifuge 5810R Eppendorf AG, Deutschland
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3.1.4 Antikdrper

Tabelle 4: Listen der verwendeten primaren und sekundaren Antikérper, deren Verdiinnung und

Einwirkzeit sowie der Antikdrper fiir die Isotypenkontrollen.

Kaninchen IgG

antikorpers

CD-31 (PECAM-1) 1:50 18 Stunden/4°C
VWF 1:50 18 Stunden/4°C
PCNA Dako 1:500 18 Stunden/4°C
Laminin 1:500 2 Stunden/RT
Fibronektin 1:500 2 Stunden/RT
Kollagen IV Quartett 1:50 30 Minuten/RT
Sekundarer Antikorper | Hersteller | Verdinnung | Inkubationszeit/Temperatur
Kaninchen biotinyliert Vector 1:200 30 Minuten/RT
Maus biotinyliert Laboratories 1:200 30 Minuten/RT
Maus 1gG1-Kappa ‘ Gemal des
Maus 1gG2a-Kappa Peprotech Erst- GemaR des Erstantikorpers
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3.2 METHODEN

3.2.1  Zellkultur

Isolierte Zellen vom Typ EA.hy926 der Firma ATCC® wurden mit freundlicher Unterstutzung
von PD Dr. med. Jaroslav Pelisek vom Institut fur Vaskuldre Biologie & Experimentelle
Chirurgie des Klinikums rechts der lIsar in gefrorenem Zustand bezogen und bis zur
Verwendung in flussigem Stickstoff bei -196° Celsius gelagert. Zum Auftauen wurde ihr
Behaltnis vorsichtig im Wasserbad bei 37° Celsius geschwenkt, bis sich das gefrorene Material
etwas verflussigte, einzelne Eisklumpen allerdings noch sichtbar waren. Um eine mdogliche
Schédigung der Zellen durch das Gefriermedium zu vermeiden, wurde das GefaR rasch mit 1ml
erwarmtem Medium aufgefillt und in ein mit 9ml Medium gefillten Falcon Uberfuhrt. Nach
Zahlung der Zellen (siehe Abschnitt 3.2.1.2) wurde die Suspension fir 10min mit 200g
zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig entfernt, das Zellpellet mit 2ml Medium resuspendiert
und in eine 175cm? Kulturflasche tiberfiihrt. Wie den Herstellerangaben zu entnehmen, sollte
die Zelldichte hierbei zwischen 2x10% und 3x10% pro cm? betragen. Nach Zugabe von 20ml
Kulturmedium wurde die Kulturflasche im Brutschrank bei 37° Celsius, 5% CO2 und >95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Das Kulturmedium wurde anschlieBend alle zwei bis drei Tage
gewechselt. Als Kulturmedium wurde, gemaR der Herstellerangaben, DMEM 30-2002™ der
Firma ATCC® verwendet und als Zusatz fetales bovines Serum (FBS) in einer
Endkonzentration von 10% sowie Primocin™ in einer Endkonzentration von 100ug/ml

beigefiigt.

3.2.1.1  Amplifikation und Subkultur

Die Zellen wurden alle drei bis fiinf Tage bei optischer Konfluenz gesplittet und subkultiviert,
um eine gleichmalige Proliferationstendenz zu erhalten. Das gebrauchte Medium wurde dafiir
aus der Kulturflasche entfernt und die Zellen anschlieend mit 10ml PBS gewaschen.
Anschliefend wurden 5ml 1x Trypsin EDTA hinzugefuigt und fir etwa fiinf Minuten belassen,
um ein vollstandiges Abldsen der Zellen zu erreichen. Das Trypsin EDTA wurde durch die
Zugabe von 5ml Kulturmedium inaktiviert und die daraus entstehende Zellsuspension durch
die Verwendung eines EASYstrainer™ Zellsiebes mit einer 40pum Maschenweite von
Konglomeraten befreit. Nach Zahlung der Zellen (siehe Abschnitt 3.2.1.2) wurde die
Zellsuspension fiir 10min mit 200g zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend verworfen.

Das Zellpellet wurde mit 5ml Kulturmedium resuspendiert, die Zellensuspension mit oben



Material und Methoden 30

genannter Zellzahl in die Kulturflaschen ausgesat und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO>
inkubiert.

3.2.1.2  Zellzéhlung und Trypanblau-Assay

Zur Zellzahlung wurde eine Zellkammer des Typs Neubauer (Abb. 3A) mit einer Kammertiefe
von 0,1mm verwendet. Die untersuchte Flache beschréankte sich auf die vier auRen liegenden
GroRquadrate, deren Kantenldngen 1mm und ihre Fléche somit jeweils Imm? betrug. Von den
aulleren vier Begrenzungslinien eines jeden Groliquadrates wurden nur zwei in die Z&hlung
inkludiert, namlich jene, die mit dem zentralen GroRquadrat in direktem Kontakt standen (Abb.
3B, griine Linien). Von der gewonnen Zellsuspension wurden 50l in ein Mikroreaktionsgefar
uberfuhrt und anschlieBend 50ul Trypanblau hinzugefugt. Nach vorsichtiger Resuspension
wurden daraufhin 10ul der entstandenen Flussigkeit auf die Zahlkammer gegeben, sodass sich
diese homogen unter dem Deckglas verteilte. Die Unterscheidung zwischen vitalen- und
avitalen Zellen ermdglichte das zugegebene Trypanblau. Diese konnte in tote Zellen aufgrund
der resultierenden Membrandefekten eindringen und farbte diese blau an, wéhrend sich vitale,

gesunde Zellen farblos darstellten.
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Abbildung 3: Neubauer Zahlkammer (A). Die beiden Zahlfelder sind blau umrandet.
Vergréflerung eines Zahlfeldes mit grin/roter Umrandung der vier Grol3quadrate
wobei nur die griinen Grenzlinien in der Zahlung beriicksichtigt werden (B).

Nur die vitalen Zellen wurden in der Z&hlung berticksichtigt und deren Anzahl anschlieRend

mit folgender Formel berechnet.
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Anzahl der vitalen Zellen  gezahlte Zellen
1ml B 4
Fur die Berechnung der Verdopplungszeit (=PDT = Population doubling time) in der jeweiligen

x 10* x Verdimnungsfaktor

Passage wurde die folgende Formel verwendet.

(t—1t0) x log2

PDT =
log(N) — log(NO0)

Hierbei entsprach N der Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt t und somit der endgultigen Zellzahl
wahrend No die Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt to und somit zu Beginn der Kultivierung

angab.

3.2.1.3  Anfertigung von Kammerobjekttragern

Endothelzellen von Typ EA.hy926 wurden nach Abtrypsinierung (siehe Abschnitt 4.2.1.1) und
Zahlung (siehe Abschnitt 4.2.1.2) aus der Zellkultur gewonnen und auf Kammerobjekttrager,
jeweils bestehend aus vier Kammern, ausgesat. Dabei wurde jede Kammer mit 20x102 Zellen
und 1ml Kulturmedium befullt. AnschlieBend wurden Kammerobjekttrager fur finf bis sieben
Tage bei 37°C, 5% CO2und >95% Luftfeuchtigkeit kultiviert, um eine ausreichende Zelldichte
auf den Objekttragern zu erreichen. Nach Ablauf der notwendigen Kultivierungszeit wurden
die Kammerobjekttrager in PBS gewaschen, luftgetrocknet, in Aluminiumfolie verpackt und

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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3.2.2  Angiogenese Assay

Zur Evaluierung der Adhé&sionsfahigkeit der oben genannten Zelllinie und ihrer endothelialen
Differenzierung wurde ein in-vitro Angiogenese Assay unter Verwendung eines Ready-to-use-
Kits der Firma Abcam® (Katalognummer ab204726) durchgefihrt (Abbildung 4).

= - +/- 100l Waschpuffer
+50ul EMS +100pul Fluoreszenzfarbstoff

’ +1-2x104Zellen in 1ml Medium ‘
Mikroskopische
Auswertung

| Vorgekiihite 96-Well Mikrotiterplatte |

|
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Angiogenese Assays. Nach Zugabe und Aushartung des EMS
(blau) werden 2x10* Zellen hinzugefiigt (rot). Nach anschlieRender variabler Inkubationszeit erfolgt ein
Waschvorgang (grau), die Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes (griin) und die mikroskopische Auswertung.

Die darin enthaltene Extrazellulére-Matrix-LAsung (EMS) wurde vorab tber Nacht bei 4°C auf
Eis getaut. Ebenfalls wurden eine Mikrotiterplatte mit 96 Wells und 200pl Pipetten Giber Nacht
bei -20°C vorgekihlt. Unter sterilen Bedingungen wurden jeweils 50ul EMS in die Wells
uberfuhrt und mit leichtem Klopfen eine homogene Verteilung in diesen erzielt. Wahrend aller
Arbeitsschritte  wurde die EMS auf Eis gelagert werden, um eine vorzeitige
Viskositatserhéhung und damit verbundene Schwierigkeiten im Pipettiervorgang zu
vermeiden. Anschlieend wurde die Mikrotiterplatte fiir eine Stunde in eine Warmekammer
mit 37°C gestellt, sodass die EMS zu einem festen Gel ausharten konnte. Danach wurden 2x10*
Zellen in 1ml Medium pro Well ausgesat und bei 37°C, 5% CO, und >95% Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Die individuellen Inkubationszeiten betrugen dabei vier, zehn oder 18 Stunden. Nach
Erreichen der jeweiligen Inkubationszeit wurde das Medium vorsichtig abpipettiert und das
Gefall mit 100ul Waschpuffer gereinigt. Nach vorsichtiger Entfernung des Waschpuffers
wurden 100l des im Ready-to-use-Kit enthaltenen Fluoreszenzfarbstoffes hinzugefligt und die
Mikrotiterplatten erneut fir eine halbe Stunde bei 37°C belassen. Die anschliefende
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mikroskopische Auswertung erfolgt mittels Licht- und Fluoreszenzmikroskopie (Alexa Fluor
488). Die Negativkontrolle erfolgt ohne vorherige Applikation der EMS.

3.2.3 Préaparation der Rattenniere

Die Praparation der Rattenniere ist in Abbildung 5 dargestellt.

Abbildung 5: (A) Prépariertes Organpaket mit Aorta (Ao), lliakalbifurkation
(Bif), Aa. renales (NA) und Ureteren (U). Die schwarzen Linien zeigen die
Schnittlokalisationen. (B) Rattenniere mit 20 Gauge Venenverweilkatheter in der
A. renalis, der mit drei chirurgischen Knoten fixiert wurde. Die Katheterspitze (rot
eingezeichnet) liegt vor der Aufteilung in zwei grofle Segmentéste (schwarz
verstarkt).

Das gefrorene Organpaket wurde samt Behaltnis im Wasserbad bei 37°C komplett enteist und
in eine Petrischale beférdert. Nach Entfernung des umliegenden Fett- und Muskelgewebes
sowie der beiden Nebennieren war eine klare anatomische Orientierung mdglich, sodass die
Aorta abdominalis nun zwischen den Abgéangen der beiden Nierenarterien schrag durchtrennt
werden konnte (Abb. 5A). Die beiden Organe wurden anschlieBend voneinander geldst. Fur die
folgenden Schritte wurde nur eine der beiden Nieren verwendet, wahrend die andere in einem
mit PBS gefullt Falcon bei -80°C konserviert wurde. Zur Sondierung der Aorta abdominalis
wurde eine 20 Gauge grol3e Venenverweilkanile ohne Stahl-Mandrin verwendet, die vorab mit
Aqua durchgespllt wurde, um eine absolute Luftfreiheit sicherzustellen. Der
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Kunststoffkatheter wurde in die A. renalis eingeflihrt und so weit vorgeschoben, bis die Spitze
des Katheters vor dem Abgang der grofien Segmentarterien zum Liegen kam, um die separate
Perfusion lediglich eines Segmentastes zu vermeiden (Abb. 5B, rot verstarkt; vgl. Abschnitt
1.6.3). Zuletzt wurde der Katheter unter Verwendung eines Prolene 5-0 Fadens mit drei

chirurgischen Knoten fixiert.

3.2.4 Dezellularisierung

3.2.4.1 DecellControl und Aufbau

Die Dezellularisierung der Rattenniere wurde mit Hilfe eines von Dipl. Ing. Peter Fohr und
seinen Mitarbeitern speziell fur diesen Zweck entwickelten Systems namens DecellControl
durchgefuhrt, das eine vollautomatisierte Dezellularisierung von bis zu vier Organen
gleichzeitig ermdglicht. Neben den unten beschriebenen Bestandteilen ist dessen Kern eine
Computersoftware, die drei elektromagnetische Ventile ansteuert und diese automatisch 6ffnet
und schlieBt. Im Folgenden wird ndher auf die Einzelteile und den Aufbau dieses Systems

eingegangen, der fertige Aufbau der Dezellularisierungseinheit ist in Abbildung 6 dargestellt.

Abbildung 6: Aufbau der Dezellularisierungseinheit mit folgenden Bestandteilen (von links nach
rechts): Spilflissigkeiten, Vorrichtung mit elektromagnetischen Ventilen, Arthroskopiepumpe und
Computer mit der Software DecellControl sowie Reaktor mit angehangten Rattennieren.

Im Zentrum befindet sich eine Arthroskopiepumpe der Firma Arthrex (Continous Wave 11 AR-
6450), die eine dauerhafte druck- und flowkontrollierte Flissigkeitsbewegung ermdglicht.
Hierbei konnen Perfusionsdriicke bis zu 200mmHg und ein Flow im Bereich zwischen 10%
und 100% verwendet werden. An die Arthroskopiepumpe wurde ein passender
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Rollenpumpenschlauch der Firma Arthrex (AR-6420) angeschlossen. Um den
Rollenpumpenschlauch spéter mit den aufRen liegenden Teilen des Systems adaptieren zu
kdnnen, wurden beide peripheren Enden vorab mit einer Schere abgetrennt. An den
zufiihrenden Schenkel des Rollenpumpenschlauches wurden zwei untereinander verbundene
Dreiwegehéhne adaptiert, sodass anschliefend drei freie Anschlisse zur Verfligung standen.
An jeden dieser drei Anschlisse wurde ein 140cm langer Verlangerungsschlauch des Typs
Heidelberger angeschlossen. Jeder dieser drei Verlangerungsschldauche wurde daraufhin in
einem separaten elektromagnetischen Ventil fixiert und endete in jeweils einem
unterschiedlichen Behéltnis. In einem der Behaltnisse befanden sich zehn Liter destilliertes
Wasser, im zweiten finf Liter Natriumdodecylsulfat (=SDS) in entsprechender Konzentration,
das vorab in destilliertem Wasser gelést wurde. Das dritte und letzte Behéltnis wurde mit 1,5
Litern einer einprozentigen Penicillin-Streptomycin-Lésung (=Pen/Strep) geflllt, entsprechend
100U/ml  Penicillin  und 0,Amg/ml Streptomycin. Der abfuhrende Schenkel des
Rollenpumpenschlauches wurde direkt an einen Reaktordeckel adaptiert. An dessen Oberseite
konnte das System uber eine manuell verschlielbare und blind endende Leitung entluftet
werden. Eine nebenan fixierte 5ml Spritze diente als sogenannte Bubbletrap, die wéahrend der
Dezellularisierung akzidentiell in das Schlauchsystem gelangte Luftblasen auffing. An der
Unterseite des Deckels konnte das Organ mitsamt Venenverweilkatheter Giber einen weiteren
Dreiwegehahn adaptiert werden (Abschnitt 3.2.4.2).

Die Computersoftware, das Ventilsystem und alle Einzelteile des Reaktors sind laboreigene
Entwicklungen. Die Schléuche und Leitungen sind Verbrauchsmaterialien und wurden nach
einmaligem Gebrauch entsorgt, wiederverwendete Teile wurden nach Gebrauch in einem

Ultraschallbad gereinigt und anschlielend autoklaviert.
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3.2.4.2  Dezellularisierungsprozess

Vor Beginn der Dezellularisierung des Organs musste das Protokoll in der Computersoftware

wie in Abbildung 7 gezeigt eingestellt werden.

ORTUM - Biemech Lab - DecellularizationControl - Version 1.3.2
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Abbildung 7: Der Computerbildschirm wahrend der Einstellung der Parameter fur

die Dezellularisierung in der Software DecellControl.

Eine tabellarische Darstellung des Dezellularisierungsprotokolles ist der Tabelle 5 zu

entnehmen.

Tabelle 5: Dezellularisierungsprotokoll; * = unterschiedliche Konzentrationen (i.e. 0,66% und 3%) in

destilliertem Wasser.

1 destilliertes Wasser 10
2 SDS* 30
3 destilliertes Wasser 10
4 SDS* 30
5 destilliertes Wasser 60
6 Pen/Strep 60
Gesamt 200

Das gesamte Schlauchsystem musste vorab tber die blind endende Leitung am Reaktordeckel

entliftet werden. Bei sicherer Luftfreiheit konnte die Niere Uiber den Venenverweilkatheter an

den Dreiwegehahn des Reaktors angeschlossen und das Dezellularisierungsprotokoll manuell
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uber die Computersoftware gestartet werden. Um Parenchymsch&den durch einen pl6étzlichen
Druckanstieg zu vermeiden, wurde der Perfusionsdruck anfangs von 40mmHg stetig erhéht und
anschlieBend Uber den gesamten Zeitraum bei 100mmHg belassen. Der Flow betrug
durchgehend 10%. Eine schematische Darstellung der Dezellularisierungseinheit und der

Flussverhaltnisse findet sich in Abbildung 8.

Bubble Trap
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Dezellularisierungseinheit und der
Flussverhaltnisse. Wahrend das destillierte Wasser und das SDS verworfen wird (blauer
durchgezogener Pfeil unten rechts), wird das Penicillin Streptomycin in einem geschlossenen
Kreislauf wiederverwendet (blauer gestrichelter Pfeil mittig unten). Der sonstige Aufbau kann
der Abb. 6 entnommen werden.

Aufgrund des standigen Sogs der Arthroskopiepumpe erfolgte die Steuerung des Zuflusses in
die am Bioreaktor angehangte Rattenniere allein durch die von der Computersoftware
regulierten Offenheit der elektromagnetischen Ventile (Abb. 8, EMV). Die aus dem GefaRbaum
austretende Flussigkeit tropfte anschlieRend in die Reaktorschale ab. Destilliertes Wasser und
das SDS wurden verworfen. Die Penicillin-Streptomycin-L6sung wurde wie in Abbildung 8
gezeigt in einem geschlossenen Kreislauf wiederverwendet. Des Weiteren wurde das
ReaktorgefaR soweit damit befullt, bis sowohl das ganze Organ als auch der
Venenverweilkatheter vollstdndig davon umschlossen wurden. Nach insgesamt 200 Minuten
war das Protokoll abgeschlossen. Das Organ wurde anschlie3end in einer sterilen Petrischale

in eine sterile Sicherheitswerkbank tberfiihrt und zur Rezellularisierung vorbereitet.
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3.25 Rezellularisierung

3.25.1 Zelleinsaat

Die sich in Kultur befindenden Zellen wurden

zwischen der funften und siebten Passage wie in ‘

Abschnitt 2.2.1.1 und 2.2.1.2 beschrieben e
pritze

abtrypsiniert, gezahlt, zentrifugiert und

—5

unabhéngig von der Zellzahl in zwei Milliliter

Kulturmedium resuspendiert. Die

Zellsuspension wurde anschlief3end in eine 5ml

Spritze mit Luer Lock aufgezogen, wobei auch

i ihai 16G Katheter
hier genauestens auf Luftfreiheit geachtet ANES

wurde. Um einen mdoglichen zytotoxischen
A. renalis & Aste

Effekt der im Rahmen der Dezellularisierung

Ureter

|

Abbildung 9: Schematische Darstellung der
vollstandig injiziert. Die durchschnittliche zejeinsaat. 2ml Zellsuspension wurden mit
Iml/min Uber den Venenverweilkatheter in die
Nierenarterie eingebracht. Die abgetropfte
um eine Adhasion der Zellen an den Suspension wurde anschlieBend zweimalig
aufgezogen und erneut appliziert.

verwendeten Spullésungen auf die

eingebrachten Zellen zu vermeiden, wurde das

Nierenparenchym zu Beginn vorsichtig mit 5mi

reinem Medium gewaschen. AnschlieRend

erfolgte die Zelleinsaat, die schematisch in
Abbildung 9 dargestellt ist. Hierzu wurde die

Spritze mit  der  Zellsuspension  am

Venenverweilkatheter befestigt und diese

vorsichtigr mit  gleichbleibendem  Druck

Flussgeschwindigkeit betrug hierbei 1ml/min,

Gefalwanden zu  gewadhrleisten,  jedoch
gleichzeitig auch die distalen GeféRabschnitte zu erreichen. Plétzliche Druckspitzen wurden
vermieden, um mogliche Schéadigungen des fragilen Parenchyms zu vermeiden. Die wéhrend
dieses Prozesses von der Nierenwand abtropfende Flussigkeit wurde in einer Petrischale
aufgefangen, erneut in die Spritze aufgezogen und daraufhin reinjiziert. Dieser Vorgang

zweimal wiederholt, sodass insgesamt drei Applikationen durchgefiihrt wurden.
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3.2.5.2 Aufbau des Miniinkubator und Beginn der Perfusion

Fur die nachfolgende dynamische Kulturen der in das azelluldre Nierengewebe eingebrachten
Endothelzellen wurde ein fiir diesen Zweck entworfener Miniinkubator verwendet. Dieser ist
ebenfalls eine hauseigene Anfertigung. Seine Einzelteile, die vorab autoklaviert wurden und
seine fertige Form nach Montage unter sterilen Bedingungen sind in Abbildung 10 dargestellt.

Abbildung 10: (A) Einzelteile des Miniinkubator. Beim Zusammenbau war insbesondere darauf zu
achten, dass zwischen allen adaptierten Teilen eine Gummidichtung verbaut wurde und diese die
richtige Spannung besal3. (B) Miniinkubator nach Montage. Dreiwegehahn mit Entliftungsleitung
(Sternchen) und freiem Anschluss, an den nachtraglich der zufuhrende Schenkel des
Rollenpumpenschlauches angeschlossen wurde (schwarzer Pfeil). Der abfiihrende Schenkel des
Rollenpumpenschlauchs wurde an den metallischen Schlauchadapter angehangt (roter Pfeil).

Nach Montage des Miniinkubators konnte die Rezellularisierungseinheit aufgebaut werden.
Auch hier wurden die Arthroskopiepumpe (Continous Wave Il AR-6450) und der passende
Rollenpumpenschlauch (AR-6420), dessen Enden wiederum vorab mit einer Schere abgetrennt
wurden, verwendet. An dessen zufiihrenden Schenkel wurde ein Luer-Adapter angebracht und
tber den Dreiwegehahn an den Deckel des Miniinkubators adaptiert (Abb. 10B, schwarzer
Pfeil). Des Weiteren wurde eine 30cm lange Verlangerungsleitung vom Typ Heidelberger als
Spul- und Entliftungsschlauch an den nach oben abgehenden Anschluss des Dreiwegehahnes
angebracht (Abb. 10B, Stern). Thm gegenuber, an der Unterseite des Reaktordeckels, wurde
spater der Venenverweilkatheter inklusive deszellularisiertes Organ befestigt. Das abfiihrende
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Ende des Rollenpumpenschlauches wurde anschlie3end tber einen Schlauchadapter ebenfalls
mit der Oberseite des Reaktordeckels verbunden (Abb. 10B, roter Pfeil). Ihm gegentiber wurde

ein kurzes Schlauchstiick befestigt, das in die Reaktorschale ragte.

Nach fertigem Aufbau konnte die Glasschale des Miniinkubators mit 300ml Kulturmedium
sowie 10% FBS gefullt und das Schlauchsystem entluftet werden. Wéhrend der Zirkulation des
Mediums war dabei vor allem auf Undichtigkeiten und Flissigkeitsaustritt an den
Verschraubungen zu achten. Bei sicherer Luftfreiheit des Schlauchsystems konnte die
rezellularisierte Niere am Reaktordeckel befestigt werden. Anschlieend wurde der
Miniinkubator in einen Kulturschrank mit 37°C und 5% CO2 und >95% Luftfeuchtigkeit

transferiert. Eine schematische Darstellung der Rezellularisierungseinheit ist in Abbildung 11

dargestellt.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Rezellularisierungseinheit. Der
Miniinkubator befindet sich im Brutschrank, der Hauptfluss verlauft der blau
durchgezogenen Linie entsprechend. Das Medium gelangte nach Passage des arteriellen
Systems Uber die Vena renalis und Nierenkelchsystem zurtick in die Glasschale. Hier wurde
es durch den standigen Sog der Arthroskopiepumpe erneut abgezogen und wiederum in
Richtung Miniinkubator transportiert, sodass ein in sich geschlossener Kreislauf vorliegt.
Entliftung und Medienwechsel wurde durch Drehung des Dreiwegehahns ermdglicht (blau
gestrichelte Linie).

Mit der Perfusion wurde jedoch erst nach der jeweiligen Adhdsionszeit begonnen (siehe
Abschnitt 4.4.3 und 4.4.4), die den inserierten Zellen die Mdéglichkeit geben sollte, eine feste

Bindung an die Extrazellularmatrix aufzubauen. Ahnlich wie zuvor wurde eine Zerreiung des
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Parenchyms durch einen plétzlichen Druckanstieg vermieden, indem der Perfusionsdruck,
beginnend bei 30mmHg, kontinuierlich auf 60mmHg gesteigert und so Uber etwa 24 Stunden
belassen wurde. Anschlielend erfolgte eine weitere Erhohung des Perfusionsdruckes auf
100mmg, der bis zum Ende des Versuchsdurchlaufes beibehalten wurde. Der Flow betrug

durchgehend 10%, das Medium wurde nach drei Tagen gewechselt.

Abhangig vom Arbeitsschritt wurde der Dreiwegehahn am Deckel des Miniinkubators in die

dafiir notwendige Position gebracht (Abbildung 12).

Medienwechsel
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Flussrichtung abhangig von der Stellung des
Dreiwegehahnes. (1) Entliftung, (2) Perfusion, (3) Medienwechsel. Der rote Pfeil gibt jeweils die
effektive Flussrichtung an.

Nach Fixierung der Niere samt eingesaten Zellen am Miniinkubator musste dieser vor Beginn
der Perfusion erneut entliiftet werden. Daflir wurde der Dreiwegehahn so gestellt, dass der Fluss
uber den Entluftungsschlauch verlief (Position 1). AnschlieBend konnte mit der Perfusion
begonnen, bei der das Medium ausschlief3lich durch das Nierenparenchym floss (Position 2).
Im Rahmen des Medienwechseln wurde der Fluss tber die Arthroskopiepumpe unterbrochen
(Position 3).

Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurde der Dreiwegehahn um 45° gedreht und die
Arthroskopiepumpe abgeschaltet, um eine sichere Beendigung der Perfusion gewéhrleistet.
Nach Entnahme der Rattenniere aus dem Miniinkubator wurden Venenverweilkatheter sowie
chirurgische Faden inklusiver jeglicher Fadenreste vorsichtig entfernt, um eine Behinderung
des spéateren Schneideprozesses zu vermeiden. AnschlieBend wurde das Organ in ein mit 4%
PFA beflullten 50ml Falcon Uberfiihrt und so fiir 24-48 Stunden belassen, ehe mit der

histologischen Aufbereitung begonnen wurde
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3.2.6  Histologische Aufarbeitung

3.2.6.1 Fixierung und Einbettung

Nach einer 24-48-stundiger Fixierung in vierprozentigem FPA erfolgten die Dehydrierung und
die Einbettung in Paraffin. Dies geschah mit freundlicher Unterstiitzung im Institut far
vergleichende experimentelle Pathologie (Klinikum rechts der Isar Miinchen, Leitung Dr. med.
vet. Katja Steiger). Vorab wurde das rezellularisierte Organ entsprechend der anatomischen
Frontalebene halbiert und die Prédparate einzeln in Einbettkassetten platziert. AnschlieRend
wurden diese automatisiert mit einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, in Xylol getrankt
und in geschmolzenem Paraffin eingebettet. Nach Aushértung des Paraffins erfolgte die
Herstellung histologischer Schnitte

3.2.6.2 Herstellung histologischer Schnitte

Die histologischen Schnitte wurden an einem Paraffinmikrotom angefertigt. Dazu wurden die
Paraffinblocke vorab fur etwa finf Stunden bei -20°C gelagert, da dies ein Aufrollen der
angefertigten Schnitte und deren Festkleben am Mikrotom verhinderte und den
Schneideprozess somit erleichterte. Zu Beginn wurde (berschissiges Paraffin mit dem
Mikrotom entfernt, bis die Peripherie des Nierenparenchyms erreicht wurde. AnschlieRend
wurde Schnitte von 5um Dicke gemaR der anatomischen Frontalebene angefertigt (vgl.
Abbildung 2A). Nach Uberfiihrung in ein mit 40°C warmen Wasser gefiilltes Streckbad wurden
die Schnitte schliel3lich mit einem adhé&siven Objekttrager aufgefangen und fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur luftgetrocknet. Daraufhin wurden sie horizontal in einer Glaskiivette platziert
und Uberschissiges Paraffin im Trockenofen bei 62°C fur acht Stunden geschmolzen, ehe sie

bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur gelagert wurden.
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3.2.6.3  Deparaffinierung und Rehydrierung

Fur alle Farbemethoden wurde eine Deparaffinierung und Rehydrierung der in Paraffin
eingebetteten Schnitte nach dem in Tabelle 6 dargestellten Protokoll durchgefiihrt. Zum
Entwachsen der histologischen Schnitte wurde hierbei Roticlear® verwendet. Nach der
anschlieBenden absteigenden Alkoholreihe wurden die histologischen Schnitte in destilliertem

Wasser gewaschen und abhéngig von der jeweiligen Farbemethode weiterverwendet.

Tabelle 6: Deparaffinierung und Rehydrierung.

Roticlear® 1 10 Minuten
Roticlear® 2 10 Minuten
Ethanol 100% 3 Minuten
Ethanol 100% 3 Minuten
Ethanol 96% 3 Minuten
Ethanol 96% 3 Minuten
Ethanol 70% 3 Minuten
Ethanol 70% 3 Minuten

dH.O 1 5 Minuten

dH,0 2 5 Minuten

3.2.7  Histologische Farbemethoden

3271 H.&E.-Farbung

Nach der Deparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte wurde eine H&E-Férbung als
Ubersichtsfarbung aus verschiedenen Schnittebenen der Praparate zur qualitativen und
semiquantitativen Evaluation durchgefiihrt. Das Farbeprotokoll, wird in Tabelle 7 dargestellt.

Als Eindeckmedium wurde Eukitt® verwendet.

Tabelle 7: Arbeitsschritte im Rahmen der H&E Férbung.

Hamalaun 5 Minuten
Leitungswasser 10 Minuten
Eosin 2 Minuten
dH.0 1 Minuten
Ethanol 70% einige Sekunden
Ethanol 96% 10 Sekunden
Ethanol 100% 2 Minuten
Ethanol 100% 2 Minuten
Roticlear® 5 Minuten
Roticlear® 5 Minuten
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3.2.7.2 Immunochemie

Immunochemische Farbemethoden dienen der selektiven Darstellung von bestimmen
Antigenen, indem sie durch flr sie spezifische Antikorper detektiert werden. Diese Antikorper
kdnnen sowohl mono-als auch polyklonal sein und werden aus verschiedenen Tierspezies wie
z.B. Méusen oder Kaninchen gewonnen. Neben der direkten Methode existiert auch die im
Rahmen dieser Arbeit angewandte indirekte Methode, die in ihrer Durchfiihrung zwar
aufwendiger, im Ergebnis jedoch sensitiver ist (Chen et al. 2010). Ein antigenspezifischer
primdarer Antikorper bindet hierbei zu Beginn an das Epitop des gesuchten Proteins.
AnschlieBend bindet ein an Biotin konjugierter (=biolytinierter), sekundarer Antikorper aus
derselben Spezies unspezifisch an den Erstantikérpers. Danach erfolgt die Zugabe des Avidin-
Biotin-Komplexes (=ABC), in dem ein biotylinierte Horseradish Peroxidase (HRP) enthalten
ist. Als Chromogen wird anschlieBend 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) verwendet, das in
Anwesenheit der HRP in eine rote Farbe umschlégt und die Anwesenheit des gesuchten
Proteins nachweist. Als Voraussetzung dieser sogenannten ABC-Methode ist eine sehr hohe
Affinitat zwischen den beiden Proteinen Avidin und Biotin, damit es nach Zugabe des ABC-
Komplex auf den Zweiantikbrper zu einer engen Bindung zwischen dem Biotin des

Zweitantikorpers zum Avidin des ABC-Komplexes kommt.

3.2.7.2.1 Fixierung der Kammerobjekttréger

Zu immunzytochemischen Farbungen wurden die vorab angefertigten Kammerobjekttrager
verwendet (Abschnitt 4.2.1.4). Nach Lagerung bei -20°C, wurden diese flr 15 Minuten bei
Raumtemperatur luftgetrocknet und anschlieBend fir 15 Minuten mit Methanol/Aceton in
einem 1:1 Verhéltnis oder vierprozentigem PFA fixiert. Nach erneutem Lufttrocknen erfolgte
die Rehydrierung in 1xPBS fir zehn Minuten.

3.2.7.2.2 Antigendemaskierung der FFPE-Schnitte

Nach Deparaffinierung und Rehydrierung (Abschnitt 4.2.6.3) erfolgte eine hitzeinduzierte
Epitopendemaskierung der FFPE-Schnitte. Hierfir wurden die Objekttrdger in einer
Plastikkivette platziert, diese mit 10mM Natrium-Citrat-Puffer (pH 6,0) gefullt und mit einem
Deckel verschlossen. Die Kuvette wurde daraufhin in ein mit Wasser gefilltes Glasbehaltnis
gestellt und so in einer hauslichen Mikrowelle platziert. Dort werden die Schnitte anschlieRend
bei 850W, 600W und 450W fur jeweils funf Minuten erhitzt. Es wurde darauf geachtet, dass
die Schnitte jederzeit vollstandig mit Citrat-Puffer bedeckt waren, um eine Beschadigung der

Schnitte durch Austrocknen zu verhindern. Falls erforderlich wurde der Vorgang pausiert und
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Citrat-Puffer in die Kiivette nachgefillt. Nach einer Abkihlphase bei Raumtemperatur wurden

die Objekttragen in 1xPBS transferiert.

3.2.7.2.3 Immunochemisches Farbeprotokoll

Nach Fixierung der Kammerobjekttréager beziehungsweise Antigendemaskierung der FFPE-
Schnitte erfolgte die eigentliche immunochemische Farbung. Alle nachfolgenden
Arbeitsschritte wurden in einer befeuchteten Kammer durchgefihrt. Zu Beginn wurden die
einzelnen Areale der Kammerobjekttrdger oder die Schnittpréparate mit einem Fettstift
umrandet, mit serumfreien Protein-Block bedeckt und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die primédren Antikdrper in einem Antikorper-
Verdinnungsmedium auf die gewtiinschte Endkonzentration verdinnt. AnschlieRend wurde der
Protein-Block vorsichtig abgekippt und der primére Antikorper appliziert. Eine Liste der
verwendeten primdren Antikorper findet sich in Tabelle 8.

Tabelle 8: Primédre Antikdrper der Immunochemie mit Verdinnung und Inkubationszeit sowie
Herstellerangaben.

CD-31 (PECAM-1) 1:50 18 Stunden/4°C
VWF 1:50 18 Stunden/4°C
PCNA Dako 1:500 18 Stunden/4°C
Laminin 1:500 2 Stunden/Raumtemperatur
Fibronektin 1:500 2 Stunden/Raumtemperatur
Kollagen IV 1:25 30 Minuten/Raumtemperatur
B1-Integrin Millipore 1:200 18 Stunden/4°C
a4-Integrin Sigma 1:75 18 Stunden/4°C

Nach der fur den jeweiligen Antikdrper notwendigen Inkubationszeit wurden die Objekttréager
dreimal flr jeweils funf Minuten in 1XPBS gewaschen und daraufhin ein Zweitantikorper aus

derselben Spezies in einer Endkonzentration von 1:200 in 10xPBS aufgetragen (Tabelle 9).

Tabelle 9: Sekundédre Antikdrper der Immunochemie mit Verdlnnung, Inkubationszeit sowie
Herstellerangaben.

Kaninchen biotinyliert Vector 1:200 30 Minuten/Raumtemperatur
Maus biotinyliert Laboratories 1:200 30 Minuten/Raumtemperatur

Nach einer 30-min(tigen Inkubationszeit bei RT wurden die Objekttrager erneut dreimal in
1xPBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Applikation von VECTASTAIN® Elite® ABC
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HRP Kit (Peroxidase, Standard) und, nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei RT, ein
erneutes dreimaliges Waschen in 1xPBS fir je finf Minuten. Es erfolgte nun die Zugabe von
kaltem AEC, das unter mikroskopischer Kontrolle fir maximal 30 Minuten belassen wurde.
Nach anschlieBendem dreimaligem Waschen in 1xPBS wurden die Zellkerne mit Hdmalaun
gegengefarbt (funf Minuten Hamalaun, zehn Minuten flieRendes Leitungswasser), die
Objekttrager mit Kaisers Glyceringelatine bedeckt und mit Deckgldschen versiegelt. Die

Negativkontrolle erfolgte Gber die Verwendung der entsprechenden Isotypen.

3.2.7.3 Nick-In-Situ-Translation

Die Methode der Nick-In-Situ-Translation dient der Darstellung von DNA-
Doppelstrangbriichen und wurde verwendet, um apoptotische Zellen sichtbar zu machen.
Grundsétzlich werden hierbei Strangbrtiche durch die Zugabe einer Polymerase mit markierten
Nukleotiden aufgefllt, die anschlieBend visualisiert werden. Nach erstmaliger Entdeckung der
Methode im Jahre 1977 (Rigby et al. 1977) wurde im Folgenden ein adaptiertes Protokoll nach
Gold et al. (1993) verwendet. Die FFPE-Schnitte wurden wie unter Abschnitt 3.2.6.3
deparaffiniert, rehydriert und in eine mit destilliertem Wasser gefullten Kivette gestellt.
AnschlieRend erfolgte die Applikation und Inkubation von Proteinase K in einer Verdiinnung
von 1:1000 in destilliertem Wasser fur exakt 20 Minuten bei Raumtemperatur. Nach 5 Minuten
in destilliertem Wasser erfolgte die Zugabe von dreiprozentigem H2O2 mit einer
Inkubationszeit von 18-20 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurden die Schnitte in
destilliertem Wasser gewaschen und 1xNick-Puffer (100pl/Schnitt) hinzugegeben. Nach zehn
Minuten bei Raumtemperatur wurde dieser abgekippt, die Schnitte mit einem Glasplattchen
bedeckt und anschlieRend in einem Warmeschrank bei 37°C platziert. Nach einer
Inkubationszeit von 75 Minuten wurde die Reaktion durch die Applikation des
Terminationspuffer fir 15 Minuten bei Raumtemperatur gestoppt. Daraufhin wurden die
Objekttrager in 1xPBS gewaschen, 10 Minuten mit FCS (1% in PBS) inkubiert und erneut in
1xPBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation in ExtrAvidin®-Peroxidase (1:50
Konzentration im Verdunnungspuffer) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach Waschen in
1xPBS erfolgte die Applikation von AEC (max. flnf Minuten) und nach erneutem Waschen
die Gegenfarbung mit Ha&malaun (finf Minuten Hamalaun, zehn Minuten flieRendes
Leitungswasser) und anschlieRendes Versiegeln mit Kaisers Glyceringelatine. Eine Darstellung

der verschiedenen Substrate und der Herstellung der Puffer findet sich in Tabelle 10.
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Tabelle 10: Agenzien und Rezeptur der einzelnen Losungen fir die Nick-In-Situ-Translation.
Die Mengenangaben sind absolut oder bei den mit *-markierten Angaben als Menge/Schnitt bezeichnet.

10xNick-Puffer TRIS 1M 1000ul
MgCI 1M 100pl
-Mercaptoethanol 13M 15ul
BSA 20mg/ml 10pl
destilliertes Wasser 875ul
1xNick-Puffer 10xNick-Puffer Iml
destilliertes Wasser 9ml
Nick-Translations-Mastermix 10xNick-Puffer 4ul*
40ul/Schnitt destilliertes Wasser 29,6pul*
Biotin-7-dATP 2ul*
dGTP 0,8ul*
dCTP 0,8ul*
dTTP 0,8ul*
Klenow-Fragment 2U/ul 2ul*
Klenow-Fragment 2U/pl Klenow-Fragment 10U/ul 10pl
Klenow-Puffer 40ul
Terminationspuffer NaCl 8,89
NaCitrat 4,49
destilliertes Wasser 500ml
Verdlunnungspuffer flr Bovines Serumalbumin 500mg
ExtrAvidin®-Peroxidase Tween20 250ul
PBS 0,05M 50ml
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3.2.8 Semiquantitative Evaluierung

Eine semiquantitative Analyse erfolgte Uber eine Z&hlung der im Gewebe verbliebenen
Endothelzellen. Daflr wurden histologische H.&E.-Schnitte von jedem rezellularisierten Organ
verwendet und die darin verbliebenen Zellen unter dem Mikroskop ausgezahlt. Insgesamt
wurden dabei wie in Abbildung 13 dargestellt aus drei verschiedenen Schnittebenen 20 zufallig

ausgewahlte Bereiche in einer 200-fachen VergroRerung betrachtet.

Objekttrager
Histologischer Schnitt Mikroskop 200x

685um

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Z&hlung von im Parenchym verbliebenen
Endothelzellen. Von mindestens drei histologischen Schnitten auf Objekttragern wurden 20
Bereiche (x20) in 200facher VergrofRerung (200x) betrachtet. Vom Bild werden die obere und die
linke Grenzlinie mit in die Zahlung einbezogen (grine Linien), die recht und untere Grenzlinie
dagegen nicht (rote Linie). Nur an der GefalRwand adhérente Zellen werden gezahlt (griner Kreis),
sich frei im Lumen befindende Zellen jedoch nicht (roter Kreis).

Um eine vergleichbare Auswertung zu erhalten, wurden dabei nur Zellen mit in die Z&hlung
einbezogen, die adhdrent zur extrazellularen Matrix waren (Abb. 13, griner Kreis).
Ausgenommen von der Z&hlung waren Zellen, die sich entweder frei im Gefaltlumen befanden
oder lediglich an eine andere verbliebene Zelle gebunden waren (Abb. 13, rote Kreise). Ahnlich
wie bei einem Hamozytometer wurden die dulReren Grenzen der Aufnahme definiert. Dabei
wurden Zellen, die auf dem oberen oder linken Bildrand lagen, in die Z&hlung inkludiert, jene,
die auf dem unteren oder rechten Bildrand lagen, wurden von der Z&hlung ausgeschlossen. Zum
Vergleich der Rezellularisierungsprotokoll wurden die gezéhlten Zellen (=absolute Zellzahl) in

Relation zu einer Million infundierter Zellen gesetzt und so die relative Zellzahl berechnet.



Ergebnisse 49

4 ERGEBNISSE
41 ZELLKULTUR

4.1.1 Morphologie

Isolierte Endothelzellen vom Typ EA.h926 der Firma ATCC® wurden in gefrorenem Zustand
bezogen, aufgetaut und die Zellkultur Gbertragen. Lichtmikroskopisch zeigten sich nach 24-
stindiger Kultivierung wie in Abbildung 14 dargestellt vitale und polygonale Zellen mit
langlichen zytoplasmatischen Auslaufen und einem prominenten Zellkern. Als Kulturmedium
wurde fiir den Zelltyp EA.hy926 empfohlenes DMEM 30-2002™ der Firma ATCC® mit FBS
in einer Endkonzentration von 10% sowie antimikrobiellem Primocin™ in einer
Endkonzentration von 100ug/ml verwendet. Uber den gesamten Zeitraum der Zellkultur kam

es zu keinen mikrobiellen Komplikationen.

Abbildung 14: Lichtmikroskopisches Bild des
Endothelzelltypes EA.hy926 nach 24-stiindiger Kultivierung.
Es zeigten sich polygonale Zellen mit langlichen
Zytoplasmaauslaufern; 200fache Vergroéfierung,
MalfBstabsbalken = 100 pm.

412 Zellwachstum

Das proliferative Verhalten des Zelltyps EA.hy926 in der Zellkultur wurde ermittelt, indem die
Population doubling time kontinuierlich anhand der in Abschnitt 3.2.1.2 dargestellten
mathematischen Formel berechnet wurde. Eine graphische Darstellung der PDT in
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Abhéangigkeit von der Passage ist in Abbildung 15 dargestellt. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Zellen zeigten nach Auftauen und Uberfiihrung in die Zellkultur eine langsame
Anpassung an die Kulturbedingung mit einer Verdopplungszeit von 45,2 Stunden in der ersten
Passage. Anschlielend wurde eine rasche Adaption mit einer PDT von 31,5 Stunden in der
dritten Passage beobachtet. In der der sechsten Passage betrug sie 25,7 Stunden und veranderte
sich in der siebten Passage mit 24,5 Stunden nur gering, sodass sich die PDT in diesem

Zeitraum auf ungeféhr einen Tag einpendelte.

Population doubling time
des endothelialen Zelltyps EAhy926
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Abbildung 15: Population doubling time des endothelialen Zelltyps EA.hy 926.
Nach einer langsamen Adaption und einem unregelmé&Rigen Zellzyklus zu Beginn
der Zellkultur (p1, p2, p3) zeigte sich in der flnften, sechsten und siebten Passage
ein gleichmafiges Bild mit einer Verdopplungszeit von ungeféhr einem Tag.
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4.1.3 Immunozytochemie

Immunozytochemische Farbungen des Zelltyps EA.hy926 wurden nach funftagiger
Kultivierung der Zellen auf Kammerobjekttrdgern durchgefiihrt und sind in Abbildung 16

dargestellt.
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Abbildung 16: Immunozytochemische Farbung des Endothelzelltypes EA.hy926 auf
Kammerobjekttragern. Es zeigt sich eine deutliche Positivitat fir CD-31 (A), fir den vWF (B) und
PCNA (C), p1-Integrin (D) und a4-Integrin (E). 100fache Vergroflerung, Maflstabsbalken =100 pm.

Es zeigte sich eine deutliche Positivitét fir CD-31 (PECAM-1) als klassischer und etablierter
endothelialer Marker (Abb. 16A). Des Weiteren wurde ebenfalls eine fiir Endothelzellen
typische Positivitét fir den von-Willebrand-Faktor beobachtet (Abb. 16B). Das Féarbeverhalten
variierte im Falle des VvWF allerdings in Abhéngigkeit vom vorangegangenen
Fixierungsprozess. So wurde eine positive Farbung nur nach vorangegangener Fixierung mit
Methanol/Aceton, nicht aber mit PFA dargestellt. Dazu zeigten die Zellen auf den
Kammerobjekttragern als Ausdruck fur die passenden Kulturbedingungen eine deutliche
Positivitat fur das Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (Abb. 16C) und fiir die Darstellung
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wichtiger zellularer Adhé&sionsproteine wie das B1-Integrin (Abb. 16D) und a4-Integrin (Abb.
16E). Die jeweiligen Isotypenkontrollen stellten sich negativ dar.

4.2 ADHASIVES VERHALTEN IM ANGIOGENESE ASSAY

Zur Evaluierung der adhésiven Eigenschaften des Zelltyps EA.hy926 wurden ein Angiogenese
Assay durchgefiihrt. Dafiir wurden 2x10* Endothelzellen auf eine Hydrogel gesét, das sich aus
Proteinen der Extrazellularmatrix zusammensetzte und ihr Verhalten nach vier, zehn oder 18
Stunden beobachtet. Um die Handhabung mit der Extrazelluldr-Matrix-LOsung sicher
anzuwenden, wurden zwei Vorversuche durchgefiihrt, deren Ergebnisse nicht dargestellt sind.
Alle verwendeten Materialien wurden zu Beginn auf Eis gelagert, um ein verfriihtes Aushérten
des Hydrogeles und damit verbundene Probleme beim Pipettiervorgang zu verhindern.
Reprasentative mikroskopische Bilder sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Mikroskopische Darstellung des in-vitro Angiogenese Assays in 100facher
VergroBerung. A-D: nativ, E-H: Fluoreszenzfarbstoff mit Alexa Fluor 488. Unmittelbar nach
Pipettieren von 2x10* Endothelzellen auf die Extrazellular-Matrix-Lésung (t=0min) zeigten sich diese
rundlich konfiguriert (A+B). Nach vier Stunden zeigte sich eine beginnende Konfluenz der Zelle mit
der Ausbildung langlicher Zytoplasmata (B+F). Nach 10 Stunden waren bereits tubulére Strukturen
(Sterne) zu erkennen (C+G), die nach 18 Stunden geschlossen und dicht erschienen (D+H).
MabfBstabsbalken = 100 pm.

Wahrend sich die Zellen unmittelbar nach Aussaat auf die Extrazellul&r-Matrix-Losung
unveréndert darstellten (Abb. 17A+E), konnte Bereits nach vier Stunden beobachtet werden,

dass die Zellen adhasionsbedingt auf die Extrazellulér-Matrix-Ldsung reagierten. Es zeigte sich
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eine deutliche Konfluenz der Zellen mit Ausbildung interzellularen Kontakten, die durch
langliche Verformung des Zytoplasmas erméglicht wurden (Abb. 17B+F). Nach zehn Stunden
liel? sich eine deutliche Zunahme dieser Verédnderungen erkennen, die sich in ihrer Summe als
tubulare Strukturen darstellten, allerdings noch blind endende Auslaufer besaRen (Abb.
17C+G). Nach 18 Stunden zeigte sich schliel3lich ein dichtes Netzwerk von gefaRartigen
Strukturen, die von einer dicken Zellschicht umgeben wurden und in sich geschlossen waren
(Abb. 17D+H). Die Negativkontrolle ohne Extra-Zellularmatrix-Losung erbrachte weder
Veranderungen in der Zellmorphologie noch zeigten sich die Ausbildung von tubuléren

Strukturen (nicht dargestellt).

4.3 DEZELLULARISIERUNG

4.3.1 Vorbereitende MalRnahmen

Zu den notwenigen vorbereitenden MaRnahmen gehorten unter anderem die Praparation der
Rattenniere sowie das Anbringen und Fixieren des Venenverweilkatheters. Aus technischer
Sicht war dies insgesamt gut zu bewaltigen, sodass das Auftreten von Parenchymverletzungen
oder anderer etwaigen Schadigungen des Préparates bis auf wenige Ausnahmen reduziert
werden konnte.

Des Weiteren musste die Dezellularisierungseinheit montiert, das gewinschte Protokoll
ausgewahlt und das gesamte Schlauchsystem entliiftet werden. Auch dieser Arbeitsschritt
konnte aus technischer Perspektive problemlos absolviert werden. Hervorzuheben ist, dass das
Schlauchsystem nach manueller Entliftung dank suffizienter Abdichtungen durchgehend

luftfrei blieb und etwaige dadurch entstehende Parenchymschaden vermieden werden konnten.

4.3.2 Dezellularisierungsprozess

Mit dem Ziel, ein azelluldres Scaffold zu generieren, wurde eine perfusionsbasierte
Dezellularisierung der préaparierten Rattenniere durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 2.3.3). Hierbei
gelangten verschiedenen Spullésung unter der Verwendung einer Arthroskopiepumpe
druckkontrolliert in das GefaRbett des Nierenparenchym. Neben destilliertem Wasser wurden
unter anderem SDS-Losungen (verdinnt in destilliertem Wasser) in zwei verschiedenen
Konzentrationen, 3% oder 0,66% verwendet. Zu Beginn wurde die préparierte Rattenniere an
die automatisierte Dezellularisierungseinheit DecellControl angeschlossen und das Protokoll

manuell gestartet. Anschlielend regulierte die Computersoftware die Offenheit der
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elektromagnetischen Ventile und steuerte somit, welche der verschiedenen Spullésungen in das
Organ gelang. Ein zeitlicher Verlauf der Dezellularisierung ist in Abbildung 18 dargestellt.

A Omin B 10min C 15min/
(Start) EF ¥ 5min SDS
|

200mﬁ{ (Ende)

D /\E 30min

Abbildung 18: Darstellung der Dezellularisierung und Einwirkung der Spulfltssigkeiten auf das
Nierenparenchym im zeitlichen Verlauf. Zu Beginn dunkelrotes Parenchym (A), Abblassen durch
destilliertes Wasser (B) und SDS (C=15min gesamt, davon 5min SDS & D =30min gesamt, davon
20min SDS). Zur Verbesserung des optischen Kontrastes wurde zum Ende ein schwarzer
Hintergrund gewdahit. Nach 60 Minuten durchsichtiges Parenchym mit radidaren GefaRen (E).
Nach Abschluss des Protokolls erschien das Parenchym fast milchig (F).

Wéhrend das Parenchym zu Beginn dunkelrot war (Abb. 18A), lieR sich schon wenige Minuten
nach Beginn des Dezellularisierungsprotokolles allein durch das durchlaufende destillierte
Wasser ein Abblassen des Parenchyms erkennen (Abb. 18B). Von der Computersoftware
gesteuert 6ffnete sich nach zehn Minuten automatisch das Ventil fur SDS, wahrend sich das
Ventil fur destilliertes Wasser schloss. Auch hier dauerte es nur wenige Minuten, bis die
Wirkung des SDS erkennbar wurde und sich eine periphere Abblassung verdeutlichte (Abb.
18C). Diese sichelférmige Aufhellung des Parenchyms schritt anschlieBend ziigig in Richtung
des Hilus vor und hinterlie nach 30 Minuten lediglich einen kleinen, hellroten Saum im
Zentrum des Organs (Abb. 18D). Auch dieser wurde im nadchsten Zyklus komplett

ausgewaschen, sodass die Niere anschlieBend farblos und nahezu durchsichtig erschien, sich
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radiare verlaufende GeféaBe erkennen lieen und makroskopisch keine Verletzung bzw.
Undichtigkeiten zu sehen waren (Abb. 18E). Die Entfernung des Zellmaterials war Beginn der
Perfusion von Penicillin/Streptomycin bereits abgeschlossen. Dieser Schritt diente zum Ende
des Protokolls lediglich dafiir, ein keimfreies Organ zu hinterlassen. Das Parenchym triibte
durch die Einwirkung der Penicillin-Streptomycin-Ldsung zunédchst etwas ein und erschien am
Ende fast milchig (Abb. 18F).

4.3.3 Histologische Darstellung einer azelluldren Rattenniere

Zur Evaluierung der Dezellularisierung wurden anschlieBend histologische Farbungen von
Schnittpraparaten einer azelluldaren Rattenniere angefertigt. Diese sind in Abbildung 19

dargestellt.

Abbildung 19: Histologische Darstellung der Rattenniere nach Durchfiihrung der Dezellularisierung
und Schnitt einer nicht-dezellularisierte Niere (B) zum Vergleich. In der H.&E.-Féarbung (A) zeigt
sich ein physiologisch organisiertes Parenchym ohne sichtbare Verletzungen. In der
immunhistochemischen Darstellen sieht man einen Erhalt von Fibronektin (C), Laminin (D) sowie
Kollagen IV (E). 100fache Vergrofierung, Malistabsbalken = 100pm.
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Auch mikroskopisch wurde das Parenchym durch die einwirkenden Druckverhaltnisse nicht
zerstort oder beschadigt. Es prasentierte sich weiterhin eine physiologisch organisierte Matrix
mit gut abgrenzbaren Nierenkorperchen und einem weiten Gerist aus Basalmembranen und
Extrazellularmatrix. In der H.&E.-Férbung lieRen sich keine zurlickgebliebenen zelluldren
Bestandteile nachweisen (Abb. 19A). Dies wird insbesondere im Vergleich zu einem H.&E.-
Schnitt einer nativen Rattenniere deutlich (Abb. 19B). Gleichzeitig konnte der Erhalt wichtiger
Proteine der Extrazellularmatrix wie Fibronektin (Abb. 19C), Laminin (Abb. 19D) und

Kollagen IV (Abb. 19E) durch positive immunhistochemische Farbungen gezeigt werden.

44 REZELLULARISIERUNG

44,1 Aufbau des Miniinkubator

Fur die Rezellularisierung der azellul&ren Rattenniere war es notwendig den dafir verwendeten
Miniinkubator vorab aus den autoklavierten Einzelteilen zu montieren. Anschliel3end erfolgte
eine probatorische Perfusion mit reinem Kulturmedium und ohne angehéngtes Organ, um
Flussigkeitsaustritt an den artikulieren Teilen zu erkennen. Im Falle von Undichtigkeiten
wurden die Verschraubungen so lange entsprechend nachjustiert, bis der Flussigkeitsaustritt

sistierte.

4.4.2 Zelleinsaat und dynamische Kultur

Nach Zusammenbau des Miniinkubators konnte die Zelleinsaat erfolgen. Diese wurde unter der
Verwendung zweier 5ml-Spritzen mit Luer-Lock durchgefiihrt, die ({ber den
Venenverweilkatheter an das dezellularisierte Organe adaptiert werden konnten. Der erste
Schritt im Rahmen der Zelleinsaat war, Residuen von Spullésungen der Dezellularisierung aus
dem Gefal3bett zu entfernen. Dafur wurden 5ml reines Kulturmedium mit einer der beiden
Spritzen aufgezogen und anschlie3end vorsichtig in den Venenverweilkatheter injiziert. Sofort
kam es zu einer, durch das Kulturmedium bedingten, rétlichen Verfarbung des Parenchyms,
die sich wiederum von zentral nach peripher ausbreitete. Gleichzeitig war zu beobachten, dass
ein Grol3teil der applizierten Flussigkeit die Niere gemaR der nattrlich Flussrichtung wieder
verlie und von dieser abtropfte. Die Menge der aus dem Organ austretenden Flissigkeit hing
dabei vor allem von der Injektionsgeschwindigkeit ab. Anschlielend daran erfolgte die
Injektion der Zellsuspension, die sich aus 2ml Kulturmedium und einer vom
Rezellularisierungsprotokoll abhéngigen Zellzahl von Endothelzellen des Typs EA.hy926

zwischen der funften und siebten Passage zusammensetze. Die Flussgeschwindigkeit im
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Rahmen der Zelleinsaat betrug 1ml/min. Auch ein GroRteil der triiben Zellsuspension verlief3
das Organ nach dessen Passage und tropfte von diesem ab, wurde hierbei jedoch in einer sterilen
Petrischale aufgefangen, erneut in die Spritze aspiriert und reappliziert. Dieser Vorgang wurde
zweimalig wiederholt. Nach der insgesamt dritten und letzten Injektion konnte beobachtet
werden, dass die Triubung der Zellsuspension im Vergleich zum Beginn des Prozesses
abgenommen hatte. Dies wurde als Anzeichen daflir gewertet, dass ein wesentlicher Teil der
injizierten Zellen im Nierenparenchym verblieb und war insbesondere nach einer
Dezellularisierung mit 0,66% SDS zu beobachten. AnschlieRend erfolgte der Anschluss an den
Biorektor und die Adhdasionszeit, die einer rein statischen Kultur entsprach. Nach der jeweiligen
Adhasionszeit (siehe Abschnitt 4.4.3 und 4.4.4) folgte der Beginn der Perfusion, die bis zum
ersten Medienwechsel so belassen wurde. Nach Ablauf der jeweiligen Perfusionszeit waren die
Organe weiterhin von weicher Konsistenz und rétlicher Farbe ohne makroskopisch sichtbaren
Parenchymverletzungen. Eine Darstellung wahrend der dynamischen Rezellularisierung zeigt
Abbildung 20.

Abbildung 20: Fotographische ~ Aufnahme  wéhrend der
Rezellularisierung. Der Miniinkubator befindet sich im Brutschrank, zu-
und abfuhrende Schlduche verlassen diesen durch ein kleines Loch (links
oben). Uber dem Deckel des Miniinkubators ist zusatzlich die
Entluftungsleitung (Schleife) zu sehen. Der Dreiwegehahn leitet das
ankommende Medium in die angehdngt Rattenniere, die sich vollstandig
in Kulturmedium befindet (VergrolRerung rechts) und dber den
Venenverweilkatheter am Reaktordeckel befestigt ist.
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4.4.3 Evaluierung der Rezellularisierung nach Dezellularisierung mit 3% SDS

4.43.1 Qualitative Betrachtung

Chronologisch wurden zuerst diejenigen Nieren betrachtet, bei denen im Rahmen der
Dezellularisierung eine dreiprozentige SDS-L6sung verwendet wurde. Sie sind nachfolgend in
H.&E.-Farbungen in Abbildung 21 dargestellt.

Abbildung 21: Histologische Schnitte (H.&E.) der Rezellularisierung nach vorangegangener
Dezellularisierung mit 3% SDS. Es zeigte sich im Rahmen aller Versuche ein weitgehend leeres
Parenchym mit nur wenig abgrenzbaren Zellen. Teilweise befinden sich trotz finftagiger dynamischer
Kulturbedingung lose, nicht adhdrente Zellen in den GefaRlumina (Pfeile). (A) 10 Millionen Zellen, 3
Stunden Adhasionszeit. Auch durch Verlangerung der Zellzahl auf 20 Millionen und Verléangerung der
Adhésionszeit auf acht Stunden (B) und eine Anpassung auf funf Stunden (C) veranderte das Bild nur
unwesentlich. S0fache Vergroflerung, Mafistabsbalken = 100 pm.
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Nach Injektion von acht Millionen Zellen, einer darauffolgenden Adh&sionszeit von drei
Stunden und einer dynamischen Kultur von 5 Tagen im ersten Versuchsdurchlauf stellte sich
das Parenchym in der H.&E.-Féarbung weitgehend leer dar. Nur sehr sporadisch konnten an der
GefaBwand adharente Zellen, dann insbesondere die grof3en Gefalie der Nierenrinde betreffend,
dargestellt werden. Diese zeigten sich morphologisch wechselnd konfiguriert mit einem
dezenten Zellkern. Des Weiteren waren teilweise intraluminal liegend Zellen beziehungsweise
spitz bis eckig anmutende Zellfragmente zu sehen (Abb. 21A&C, Pfeile). Um eine mdgliche
Akkumulation von Zellen in der ventralen und dorsalen Peripherie des Organes
auszuschliel3end, erfolgte eine Erweiterung der histologischen Schnittebene in Richtung Facies
anterior bzw. posterior, wo sich jedoch dasselbe Bild zeigte. Zur Bestatigung dieses
Ergebnisses erfolgte ein weiterer Versuchsdurchlauf, fir den lediglich eine unwesentliche
Erhohung der Zellzahl auf zehn Millionen erfolgte, wéhrend alle anderen Parameter vom
Vorversuch tibernommen wurden. Hierbei zeigten sich verglichen mit dem Erstversuch keine
wesentlichen Unterschiede (Abb. 21A). Anschlieend sollte evaluiert werden, inwieweit die
Adhasionszeit vor Beginn der dynamischen Kaultivierung einen Einfluss auf den
Rezellularisierungserfolg hatte. Dafiir wurde diese zunachst auf acht Stunden erhéht, wahrend
gleichzeitig eine Erhdhung der infundierten Zellzahl auf 20 Millionen erfolgte (Abb. 21B).
AnschlieRend erfolge eine Anpassung der Adhésionszeit auf fiinf Stunden (Abb. 21C). Auch
diese MaBnahmen erbrachten qualitativ keine wesentliche Verbesserung des
Rezellularisierungsergebnisses. Weiterhin waren nur wenige, an der Gefdllwand adhéarente
Zellen erkennbar und weiterhin befanden sich diese unregelmalig, teilweise alleinstehend an
der GefaBwand des Rindenparenchyms. Aufgrund der geringen Menge im Parenchym

verbliebener Zellen wurde auf eine immunhistochemische Auswertung verzichtet.

4.43.2 Semiquantitative Analyse

Die verwendeten Rezellularisierungsprotokolle sind zur Ubersicht in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Rezellularisierungsprotokolle nach vorangegangener Dezellularisierung mit 3% SDS.

1 8 3 5 Tage
2 10 3 5 Tage
3 20 8 5 Tage
4 20 8 5 Tage
5 20 5 5 Tage
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Die semiquantitative Analyse erfolgte durch zweimalige Auszahlung adhérenter Zellen in 20
zufallig ausgewahlten Bereichen aus verschiedenen Schnittebenen in 200facher VergroRerung.
AnschlieBend wurden die Mittelwerte und die Standardabweichungen der 20 untersuchten
Flachen (hier als Flacheneinheit = FE bezeichnet) sowie die relative Zellzahl (siehe Abschnitt

3.2.8) eines Organes berechnet. Diese sind graphisch werden in Abbildung 22 erfasst.

Rezellularisierung nach 3% SDS
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Abbildung 22: Semiquantitative Analyse der Rezellularisierung von 20 zuféllig
ausgewahlten Bereichen nach Dezellularisierung mit 3% SDS. Angegeben sind jeweils
die Mittelwerte fUr die Zellzahl pro Flacheneinheit. Die linke y-Achse bezieht sich auf
die gezéhlte, absolute Zellzahl (schwarze Balken). Die rechte y-Achse bezieht sich auf
die relative Zellzahl und damit der gezéhlten Zellzahl im Verhdltnis zu einer Million
applizierten Zellen (grauer Balken). Im Rahmen aller Versuchsnummer zeigte sich ein
insuffizienter Rezellularisierungserfolg mit einer maximalen Zellzahl von 13,8 (+9,7)
Zellen/FE (absolut) und 0,8 (x0,7) Zellen/FE (relativ).

Es ergaben sich ein Mittelwert von 6,3 (x5,1) Zellen/FE fir den ersten und 4,7 (x3,2) Zellen/FE
fir den zweiten Versuchsdurchlauf. Nach Anpassung der Adhé&sionszeit zeigten sich 13,8
(£9,7) Zellen/FE und 12,4 (£8,4) Zellen/FE nach Erhéhung dieser auf acht Stunden sowie 11,2
(£9,6) Zellen/FE nach Anpassung auf 5 Stunden. Nachdem die absolute Zellzahl in Relation zu
einer Million inserierter Zellen gesetzt wurde, ergab sich fir den ersten Versuchsdurchlauf nach
dreistindiger Adhdsionszeit ein Mittelwert von 0,8 (x0,7) Zellen/FE, fir den zweiten ein
Mittelwert 0,5 (£0,3) Zellen/FE. Fur jene nach achtstiindiger Adhd&sionszeit zeigte sich ein
vergleichbarer Mittelwert von 0,7 (x0,5) Zellen/FE und 0,6 (£0,4) Zellen/FE, nach
funfstiindiger Adhdsionszeit 0,6 (£0,5) Zellen/FE. Nach Dezellularisierung mit dreiprozentiger
SDS-Losung hatte die Verdnderung der Adhé&sionszeit zwischen drei und acht Stunden somit
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nur einen unwesentlichen Einfluss auf das Ergebnis der Rezellularisierung. In allen

Versuchsdurchlaufen konnte keine relevante Anzahl verbliebener Zellen beobachtet werden.

4.4.4 Evaluierung der Rezellularisierung nach Dezellularisierung mit 0,66% SDS

4.4.4.1 Qualitative Betrachtung

Nach den oben genannten Ergebnissen erfolgte die Adaption des Rezellularisierungsprotokolls
im Sinne einer Erniedrigung der SDS-Konzentration im Rahmen der Dezellularisierung auf
0,66%, die anschliefend mittels H.&E.-Farbung evaluiert wurde (Abbildung 23).

Abbildung 23: Histologische Ubersichtsschnitte (H.&E.) der Rezellularisierung mit 40 Millionen
Zellen und funf Stunden Adhésionszeit nach vorangegangener Dezellularisierung mit 0,66% SDS
sowie funf Tagen (A) und (B), 48 Stunden (C) und ohne (D) dynamische Kulturbedingungen in
50facher Vergroflerung, 200fache VergréRerung in den kleinen Rechtecken. Es zeigte sich ein
wesentlich zelldichteres Parenchym mit deutlich mehr an den GefaRwénden (exemplarisch Sternchen)
und in den Glomeruli (exemplarisch Pfeile) adharenten Zellen. Ohne Perfusion (D) zeigten sich
intraluminale Zellkonglomerate. MafBistabsbalken = 100 pm.
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Fur die erste anschlieRende Rezellularisierung nach Dezellularisierung mit 0,66% SDS und den
insgesamt sechsten Versuchsdurchlauf wurden gemé&lR dem vorangegangenen Versuch eine
Zellzahl von 20 Millionen, eine Adhésionszeit von 5 Stunden und eine dynamische
Kultivierung von 5 Tagen gewahlt. Hierbei zeigten sich qualitativ erstmals eine Verbesserung
des Rezellularisierungserfolges im Sinne einer hoheren Zahl von an den Gefalwanden
adhdrenten Zellen. Allerdings waren diese weiterhin sporadisch und ungleichmalig verteilt,
sodass die Zellzahl im nachsten Versuchsdurchlauf auf 40 Millionen erhéht wurde, wéhrend
die Ubrigen Parameter unverandert blieben. Diese Anpassung erbrachte das Ergebnis eines
wesentlich zelldichteren Parenchyms, das zwar weiterhin vornehmlich den Rindenbereich, nun
jedoch auch in geringem Mal3e die Gefalie des Nierenmarks betraf (Abb. 23A). Die adhérenten
Zellen kleideten in ihrer Gesamtheit einzelne Gefalwande, einem endothelialen Monolayer
ahnelnd, perlschnurartig aus. Morphologisch waren diese Zellen oval konfiguriert und zeigten
einen deutlichen Zellkern. Wie dem natirlichen Blutfluss entsprechend fanden sich ebenfalls
eine Ansiedlung von Endothelzellen innerhalb der Glomeruli, die von diesen teilweise
vollstandig ausgefiillt wurden. Trotz der im Vergleich besseren Ergebnisse waren die Zellen
jedoch weiterhin inhomogen und ungleichméafig verteilt. Wahrend sich einige Abschnitte gut
mit adh&renten Zellen ausgefullt darstellten, waren anderen Bereiche wiederum weitgehend
leer. Durch einen weiteren, exakt gleich durchgefiihrten Versuchsdurchlauf konnte dieses
Ergebnis bestatigt werde (Abb. 23B). Daraufhin sollte evaluiert werden, inwieweit die Dauer
der dynamischen Kulturbedingungen das Ergebnis der Rezellularisierung beeinflusste. Dafiir
wurde sie unter Erhaltung der anderen Parameter zundchst auf 48 Stunden reduziert, was in
qualitativer Hinsicht den Ergebnissen der flinftagigen Kultur entsprach (Abb. 23C). In einem
weiteren Versuchsdurchlauf wurde die dynamische Kultur weggelassen, sodass dieser den
Verhaltnissen nach alleiniger funfstiindiger Adhéasionszeit und somit rein statischen
Kulturbedingungen entsprach. Gleichzeitig spiegelte dies die Verteilung der Zellen wider, die
durch die Zelleinsaat erreicht werden konnte. Bereits hier konnten an der Gefalwand adhérente
Zellen deutlich abgegrenzt werden, wéhrend gleichzeitig aufgrund fehlender Perfusion eine
Fille von Zellen intraluminal erkennbar waren (D). Auffallend war, dass die Glomeruli nach
alleiniger statischer Inkubation Uber funf Stunden im Vergleich zu finf Tagen dynamischer
Kulturbedingungen kaum bis keine Zellen enthielten. Ein invasives Wachstum wurde in keinem

der genannten Versuchsdurchldufe beobachtet.

Nach Verkirzung der dynamischen Kulturbedingungen sollte daraufhin eine Verlangerung

dieser auf 14 Tage erfolgen. Dabei kam es unerwartet zu mykotischen Komplikationen, die die
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Durchfiihrung dieser Versuchsdurchlaufe unméglich machte. Bereits nach dem ersten Versuch,
der daher nach sechs Tagen abgebrochen werden musste, begann eine allumfassende
Fehlersuche. Des Weiteren wurde der Sterilisierungsprozess nach der Dezellularisierung durch
Amphotericin B in einer Endkonzentration von 2,5mg/L erweitert. Alle unternommenen
Verdnderungen erbrachten keine Losung des Problems, sodass zwei weitere angefangene
Versuchsdurchlgufe ebenfalls nach fiinf bzw. vier Tagen abgebrochen werden mussten. Die
drei betroffenen Versuchsdurchldufe konnten somit nicht in die Evaluierung mit einbezogen

werden.
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4.4.4.2 Immunhistochemische Farbung mit CD-31

Zur Evaluierung, ob der Zelltyp EA.hy926 im Mikromilieu des Nierenparenchyms seinen
endothelialen Phénotyp behielt, wurde eine immunhistochemische Farbung auf CD-31
(PECAM-1) durchgefiihrt (Abbildung 24).

Abbildung 24: Immunhistochemische Farbung auf CD-31 (PECAM-1) zeigte eine deutliche
Positivitat nach 5 Tagen (A + B) und 48 Stunden (C) dynamischer Kulturbedingungen sowie eine
negative Isotypenkontrolle (D). 100fache Vergrofierung, Mafstabsbalken = 100 pm.

Diese ergab, dass sich die eingebrachten Zellen sowohl nach 48 Stunden (Abb. 24C) als auch
nach finf Tagen (Abb. 24A+B) dynamischer Kulturbedingungen weiterhin hochpositiv fir
diesen zeigten. Damit behielten sie auch nach etwaiger dynamischer Kultur ihren endothelialen
Phénotyp. Vergleichend ergab die Isotypenkontrolle einen negativen Befund (Abb. 24D).
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4.4.4.3 Immunhistochemische Farbung auf PCNA

Um zu erkennen, ob und inwieweit die eingebrachten Zellen nach der jeweiligen
Inkubationszeit proliferatives Verhalten zeigten, wurde eine immunhistochemische Féarbung
auf Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (=PCNA) durchgefiihrt (Abb. 25).
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Abbildung 25: Immunhistochemische Farbung auf PCNA zeigte eine deutliche Positivitat nach 5
Tagen (A), nach 48 Stunden (B) und ohne (C) dynamische Kulturbedingungen sowie eine negative
Isotypenkontrolle (D). 100fache Vergroflerung, Mafistabsbalken = 100 pm.

Dabei zeigte sich weiterhin zwar eine unterschiedlich starke, jedoch nahezu durchgehende
Positivitat. Dies betraf sowohl den Versuchsdurchlauf ohne dynamische Kultur (Abb. 25C)
sowie diejenige nach 48-stundiger (Abb. 25B) und finftagiger (Abb. 25A) dynamischer
Kulturbedingungen. Die eingebrachten Endothelzellen zeigte somit eine deutliche
Proliferationstendenz. Vergleichend ergab die Isotypenkontrolle einen negativen Befund (Abb.
25D).
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4.4.4.4  Apoptotisches Verhalten in der Nick-In-Situ-Translation

Zur Darstellung von apoptotischem und avitalen Zellen wurde eine Nick-In-Situ-Translation
durchgefuhrt (Abbildung 26).

Abbildung 26: Ergebnisse der Nick-In-Situ-Translation. Wéhrend nach funf Tagen dynamischer
Kulturbedingungen (A+B) einzelne Zellen eine leichte rétliche Verfarbung zeigten (Pfeile), war
nach 48 Stunden dynamischer Kulturbedingungen (C) keine apoptotische Aktivitat erkennbar.
100fache VergroBlerung, Mafistabsbalken = 100 pm.

Nach 48 Stunden dynamischer Kulturbedingungen zeigten sich die an den Gefalwénden
verbliebenen Endothelzellen darauf negativ und waren somit vollstandig vital (Abb. 26 C).
Nach funftagiger Kultur zeigten lediglich einzelne eine leichte rétliche Verfarbung als Zeichen
einer beginnenden Apoptose, wahrend der GroRteil der abgrenzbaren Endothelzellen weiterhin
negativ reagierte. Auch nach funf Tagen dynamischer Kultur zeigte sich somit die meisten
Zellen vital und gesund (Abb. 25A+B).
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4445 Semiquantitative Evaluierung

Auch nach der Dezellularisierung mit 0,66-prozentigem SDS erfolgte eine zweimalige Z&hlung
von im Parenchym verbliebenen Zellen. Die hierfiir verwendeten Rezellularisierungsprotokolle

sind in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Rezellularisierungsprotokolle nach vorangegangener Dezellularisierung mit 0,66% SDS.
*Wegen mikrobieller Komplikationen nicht in die Auswertung miteinbezogen.

6 20 5 5 Tage

7 40 5 5 Tage

8 40 5 5 Tage

9 40 5 48 Stunden

10 40 5 keine
11* 40 5 Abbruch nach 6 Tagen
12* 40 5 Abbruch nach 5 Tagen
13* 40 5 Abbruch nach 4 Tagen

Eine graphische Darstellung der Ergebnisse findet sich in Abbildung 27.

Rezellularisierung nach 0,66% SDS
150 = -4
Absolut [
Ze:l(;:hf 1004 Relative
Zellzahl
=2
50
-1
0= -0
6 g/ 8 9 10
Versuchsnummer
Hl Absolute Zellzahl
3 Relative Zellzahl

Abbildung 27: Semiquantitative Analyse der Rezellularisierung von 20 zufallig
ausgewahlten Bereichen nach Dezellularisierung mit 0,66% SDS. Angegeben sind
jeweils die Mittelwerte fiir die Zellzahl pro Flacheneinheit. Die linke y-Achse bezieht
sich auf die gezahlte, absolute Zellzahl (schwarze Balken). Die rechte y-Achse bezieht
sich auf die relative Zellzahl und damit auf die gezéhlte Zellzahl im Verhaltnis zu
einer Million applizierten Zellen (grauer Balken). Beobachtet wurde eine deutliche
Verbesserung des Rezellularisierung mit max. 67,3 (£42) Zellen/FE (absolut) und 1,7
(x1) Zellen /FE (relativ) nach dynamischen Kulturbedingungen.
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Die Ergebnisse sind als Mittelwerte und Standardabweichung von 20 zufallig ausgewahlten
Bereichen angegeben, diese werden hier als Flacheneinheit (=FE) bezeichnet. Fir den ersten
Versuchsdurchlauf (i.e. 20 Millionen Zellen, finfstiindige Adhasionszeit und finf Tage
dynamische Kultur) ergab sich ein Mittelwert von 23,5 (£13) Zellen/FE beziehungsweise 1,2
(x0,6) Zellen/FE in Relation zu einer Million inserierter Zellen. Dies entsprach mehr als einer
Verdopplung der nachweisebaren Zellen im Vergleich zum vorangegangen Versuchsdurchlauf,
der sich lediglich in der verwendeten SDS-Konzentration unterschied. Nach Erhéhung der
verwendeten Zellzahl auf 40 Millionen zeigten sich flr beide Versuchsdurchldufe, die gleich
durchgefuhrt worden waren, Mittelwerte von 67,3 (£42) und 53 (£33) Zellen/FE. Gleichzeitig
konnte beobachtet werden, dass auch der relative Wert mit 1,7 (1) und 1,3 (+0,8) pro eine
Million Zellen/FE angestiegen war. AnschlieBend erfolgte zunachst die Verkirzung der
dynamischen Kulturbedingung auf 48 Stunden mit einem Mittelwert von 94 (+40) Zellen und
die Betrachtung nach alleiniger flnfstindiger Adhé&sionszeit ohne Perfusion mit 79 (x31)
Zellen. Im Verhéltnis zu einer Million inserierten Zellen waren es demnach 2,3 (£1) Zellen
nach einer 48-stiindigen dynamischen Kultur und 1,9 (x 0,8) Zellen ohne dynamische Kultur.
Der héchste Wert war somit nach einer 48-stlindigen dynamischen Kultur zu beobachten, was

mit den Beobachtungen der qualitativen Auswertung (Abschnitt 4.4.4.1) Gbereinstimmte.
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4.45 Vergleich der Rezellularisierungsprotokolle

Eine Gegenuberstellung des Rezellularisierungserfolges in Abhangigkeit der im Rahmen der
Dezellularisierung verwendeten SDS-Konzentration erfolgte durch den Vergleich der relativen
Zellzahl von drei représentativen Versuchen beider Gruppen, diese sind in Tabelle 13

dargestellt.

Tabelle 13: Ausgewahlte Versuche fiir die vergleichende Gegeniberstellung der SDS-Konzentration; Die
Kulturdauer betrug jeweils finf Tage.
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Eine graphische Darstellung findet sich in Abbildung 28.
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Abbildung 28: Vergleich von jeweils drei Versuchsdurchlaufen jeder
Kohorte (schwarzer Balken: 3% SDS, grauer Balken: 0,66% SDS. Es
konnte mehr als eine Verdoppelung der relativen Zellzahl durch
Erniedrigung der SDS Konzentration auf 0,66% im Rahmen der
Dezellularisierung beobachtet werden.



Ergebnisse 70

Bei jedem dieser Versuche betrug die Dauer der dynamischen Kulturbedingungen fiinf Tage.
Fur die Kohorte der mit 3% SDS dezellularisierten Nieren (Versuchsnummern drei bis finf)
ergab sich ein Mittelwert der relativen Zellzahl von 0,62 (+ 0,07) Zellen/FE. Nach einer
Dezellularisierung mit 0,66% SDS die Versuchsnummer sechs bis acht war es ein Mittelwert
der relativen Zellzahl von 1,39 (x 0,26) Zellen/FE.

Wie in Abbildung 28 dargestellt, konnte mehr als eine Verdoppelung der relativen Zellzahl
durch Erniedrigung der SDS Konzentration im Rahmen des Dezellularisierung beobachtet

werden.

4.4.6  Anmerkung zu den aufgetretenen mikrobiellen Komplikationen

Drei Versuchsdurchldufe, deren Ziel die Evaluierung einer Langzeitkultur Gber 14 Tage war,
mussten aufgrund von mikrobiellen Komplikationen vorzeitig beendet werden. In allen drei
Versuchsansdtzen konnte das Wachstum eines Pilzes sowohl makroskopisch als auch
mikroskopisch gesehen werden. Wahrend makroskopisch eine deutlich gelbliche Verfarbung
und Inhomogenitat imponierte, konnten mikroskopisch Pilzhyphen dargestellt werden, die das
gesamte Parenchym durchzogen (Abb. 29A). Dies fihrte u.a. zu einer durch die Pilzhyphen
bedingten Verlegung der arteriellen GefalRe (Abb. 29B) und damit zu einem Anstieg des
notwenigen Perfusionsdruckes. Sobald dieser den vorab eingestellten Perfusionsdruck der
Arthroskopiepumpe von 100mmHg uberschritt, resultierte ein Perfusionsstopp und damit das
Versiegen des Mediumtransportes. Die entsprechenden Versuchsdurchldufe wurden in keine

Auswertung mit einbezogen.

Abbildung 29: Histologische Darstellung des Nierenparenchyms bei Abbruch der dynamischen
Kulturbedingung nach funf Tagen aufgrund mikrobieller Komplikationen. (B) zeigt dichte
Pilzhyphen im Nierenparenchym. (A) zeigt eine weitgehende Verlegung des Lumens der A.
renalis. S0fache Vergrofierung, Mafstabsbalken = 100 pm.
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5 DISKUSSION

In etwas mehr als drei Dekaden hat sich das Tissue Engineering von seinen Anfangen bis heute
zu einem erfolgsversprechenden Forschungsfeld entwickelt und zu verschiedenen klinischen
Applikationen gefuhrt. Allen voran ist dabei artifizielles Gewebe der Haut zu nennen, das wohl
die am meisten ausgereifte Anwendung darstellt und von verschiedenen Herstellern in
unterschiedliche Ausfuhrungen erhaltlich ist (Berthiaum et al. 2011). Gelenkknorpel ist ein
weiteres flaches Gewebe, das wie die Chondrozyten den Weg in die klinische Anwendung
gefunden hat (Macmull et al. 2011). Des Weiteren existiert, wenn auch in Einzelfallen, die
operative Verwendung von artifiziellen tubulé&ren Strukturen. Dazu gehéren die Transplantation
einer dezellularisierten und anschlieBend mit Zellen des Empféangers rezellularsierten Trachea
(Macchiarini et al. 2008), autologer Harnblasen (Atala et al. 2006) oder Harnréhren (Raya-
Rivera et al. 2011). Die klinischen Erfolge sind faszinierend und geben guten Grund, grole

Hoffnungen in das Feld des Tissue Engineering zu legen.

Neben den Erfolgen bestehen jedoch weiterhin auch ungeléste Probleme, die die Umsetzung
des Tissue Engineering nachhaltig einschréanken. Eine der grofiten Hirden stellt dabei die
Vaskularisierung des artifiziellen Gewebes und damit die Implementation eines den in vivo
Verhaltnissen gleichenden vaskuldren Netzwerkes dar (Rouwkema et al. 2008, Lovett et al.
2009, Traore & George 2017, Pellegata et al. 2018). Trotz verschiedener Ansatze konnte diese
Aufgabe bislang noch nicht befriedigend geldst werden (Min et al. 2019). Dies ist aufgrund der
Komplexitat und der weitreichenden Funktionen des Gefa3systems nicht verwunderlich. Die
erfolgreiche Herstellung von Haut und Gelenkknorpel liegt nicht zuletzt an deren Geometrie
und an der Tatsache, dass dieses Gewebe nicht vaskularisiert werden muss oder, im Fall von
Gelenkknorpel, nicht vaskularisiert werden soll (Auger et al. 2013, Costa-Almeida et al. 2014).
Ein Aspekt, der im Rahmen der Vaskularisierung von besonderer Bedeutung ist, ist ein
gleichméaBiges und vollstandiges Auskleiden der vaskuldren Basalmembran mit
Endothelzellen. Das Fehlen eines homogenen Monolayers von Endothelzellen wirde
schliellich jederzeit das Risiko einer Thrombosierung und der damit verbundenen Zerstérung
des Konstruktes bergen (Pellegata et al. 2018).
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51 ZELLKULTUR UND MORPHOLOGIE

5.1.1 Proliferatives Verhalten

Der Endothelzelltyp EA.hy926 zeigte in der Zellkultur mit einer PDT von 24,5 Stunden in der
siebten Passage ein gutes Proliferationsverhalten. Dabei war zu beobachten, dass sich dieses
bereits ab der vierten Passage mit einer PDT von 26,7 Stunden einstellte und in der sechsten
Passage mit 25,7 Stunden fast gleichbleibend war. Die hohe Proliferationsrate kam der

Anforderung, fur die Rezellularisierung hohe Zellzahlen zur Verfugung zu haben, entgegen.

In der Erstpublikation Uber die Zelllinie EA.hy926 wurde die PDT mit zwolf Stunden
angegeben, allerdings entsprach diese der PDT in der 52. Passage (Edgell et al. 1983). Eine
PDT zu friiheren Passagen oder der Einfluss der jeweiligen Passage auf die PDT wurde hierbei
nicht erlautert. Demnach ist es aufgrund der unterschiedlichen Zahl der Passage nicht moglich
zu sagen, dass die Verdopplungszeit im Vergleich zur Erstbeschreibung wesentlich langer war.
Andere Autoren gaben eine PDT von ungefahr 19 Stunden (Mahieu et al. 1995) und 25,32
Stunden (Lu et al. 2009) an. Insbesondere letztere entspricht den Gegebenheiten dieser Arbeit,
da sie einer Auswertung Uber die ersten elf Tage nach Beginn der Zellkultur entstammten und
somit als Vergleichswert dienen kénnen. Demnach ist davon auszugehen, dass passende
Kulturbedingungen gewahrleistet und die Proliferationstendenz adaquat war, was des Weiteren
durch eine positive immunozytochemische Farbung fur PCNA bewiesen werden konnte.
Gleichzeit wird diese Aussage dadurch bekraftigt, dass Uber den gesamten Zeitraum der
Zellkultur keine apoptotischen Komplikationen beobachtet werden konnten und auch

mikrobielle Kontaminationen ausblieben.

5.1.2 Endotheliale Marker in der Immunozytochemie

Weitere immunozytochemische Farbungen wurden fiir CD-31 (PECAM-1) und den VWF
durchgefuhrt. Eine deutliche Positivitdt fir CD-31 konnte bei gleichzeitig negativer
Isotypenkontrolle problemlos dargestellt werden, was im Konsens mit der Literatur steht
(Thornhill et al. 1993, Mutin et al. 1997). Obwohl CD-31 nicht ausschlieBlich auf
Endothelzellen vorkommt und unter anderem auch auf Thrombozyten und Monozyten zu
finden ist (Newman 1997), ist er dennoch ein weitverbreiteter und klassischer endothelialer
Marker (llan et al. 2000). Die immunhistochemische Farbung fiir den von-Willebrand-Faktor
stellte sich nach Veranderung des Fixierungsprotokolles auf Methanol/Aceton in einem
Verhéltnis 1:1 ebenfalls positiv dar. Die variable Intensitat bei immunhistochemischer Farbung
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fir den vVWF war bei der Zelllinie EA.hy926 bereits bekannt (Unger et al. 2002), sodass im
Rahmen der Immunhistochemie der FFPE-Schnitte auf die Darstellung des VWF verzichtet

wurde.

5.2 ANGIOGENESE ASSAY

Werden primare Endothelzellen auf ein Gel bestehend aus Proteinen der extrazelluldren Matrix
(Kleinman et al. 1982) gegeben, so zeigen sie innerhalb weniger Stunden eine Ausbildung von
tubularen Strukturen, die kapillaren Gefallen &dhneln (Lawley & Kubota 1989). Dieses
angiogenetische Potential unterliegt dabei der Regulation von vielen pro- und
antiangiogenetischen Faktoren, die sowohl bei physiologischen als auch bei pathologischen
Prozessen wie Krebserkrankungen eine wesentliche Rolle spielen (Tahergorabi & Khazaei
2012). Angiogenese Assays werden demnach insbesondere zur Identifizierung dieser
Regulatoren, ihrer Einflusse auf die Pathogenese verschiedener Krankheiten und mdglicher
pharmazeutischer Angriffspunkte verwendet (Goodwin 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
ein in-vitro Angiogenese Assay durchgefiihrt, um insbhesondere das adhésive Verhalten des

Endothelzelltyps EA.hy926 zu evaluieren.

5.2.1 Implikation auf das adhésive Verhalten des Endothelzelltyps EA.hy926

Ein Angiogenese Assay impliziert wichtige Fahigkeiten der verwendeten endothelialen
Zellreihe wie Adhéasion, Degradierung der bestehenden Matrix, Migration und Differenzierung
(Staton et al. 2009). Hierbei hat insbesondere der erste Schritt in der Kette, die Adhdsion, eine
grundlegende Bedeutung fir die weitere Morphogenese und spielt damit eine wichtige Rolle in
ihrer Regulation Im Rahmen dieser Arbeit wurde beobachtet, dass auch der verwendete
endotheliale Zelltyp EA.hy926 die Fahigkeit besitzt, solch kapillaren Strukturen nach
Pipettieren auf eine Extrazellular-Matrix-LOsung auszubilden. Hierbei zeigten sich deutliche
Veranderungen in der Zellmorphologie- und Ausrichtung bereits nach vier Stunden. Dies
impliziert zum einen, dass der verwendete Endothelzelltyp dazu beféhig ist, an adhé&sive
Proteine der Extrazellul&rmatrix zu binden und zum anderen, dass bereits zu diesem Zeitpunkt
eine Adhasion stattfand und diese relevant war. Mit dem Adhasionsverhalten war damit eine

wesentliche Voraussetzung flr die Rezellularisierung erfillt.
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5.2.2 Implikation auf die Differenzierung des Endothelzelltyps EA.hy926

Die Eigenschaft der Tubulogenese ist zwar typisch, gleichzeitig jedoch nicht spezifisch fir
endothelial differenzierte Zellreihen. So zeigen auch anderen Zelltypen wie primére humane
Fibroblasten und diverse Karzinomzellen diese Féahigkeit, wenn sie auf Matrigel gesét werden
(Donovan et al. 2001). Beim Zelltyp A549/8 aus einem Adenokarzinom der Lunge, der wie
oben beschrieben den nicht endothelialen Bestandteil des Zellhydrids EA.hy926 darstellt,
wurde dies allerdings nicht beobachtet (Bauer et al. 1992). Damit beruht dessen Fahigkeit, auf
die Extrazellular-Matrix-Losung zu reagieren, und dessen angiogenetisches Potential auf den
phéanotypischen Einflussen der zur Entwicklung der Zelllinie EA.hy926 verwendeten
HUVECs.
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5.3 DEZELLULARISIERUNGSPROTOKOLL UND DECELLCONTROL

Die Dezellularisierung der Rattenniere wurde durchgefuhrt, um ein azellulares Scaffold bei
gleichzeitigem Erhalt des Gefalbaumes und der organspezifischen Extrazellularmatrix zu
gewinnen. Im Rahmen der hierfiir verwendeten perfusionsbasierten Methode wurde das
Nierenparenchym uber einen sich in der Nierenarterie befindenden Katheter mit verschiedenen
Substanzen perfundiert, von denen eine das ionische Detergens Sodium-Dodecyl Sulfate
enthielt. Basierend auf einem hauseigenen Protokoll wurde zu einem SDS in einer 0,66
prozentigen Konzentration Uber insgesamt 60 Minuten verwendet, wodurch eine effektive,
sichere und schnelle Zellentfernung unter Erhalt wichtiger ECM-Proteinen gezeigt werden
konnte (Burgkart et al. 2014, Schmitt et al. 2017). Daneben wurde in anderen
Versuchsdurchlufen eine zweite SDS-Konzentration von 3% ebenfalls ber 60 Minuten
gewadhlt. Die Auswahl von 3% SDS basierte auf der Tatsache, dass durch dieses denaturierende
Dezellularisierungsprotokoll ~ in  laboreigenen  Untersuchungen  eine  verbesserte
Biokompatibilitdt fur eine Rezellularisierung mit humanen Osteoblasten erreicht werden
konnte. Als Perfusionsdruck wurde bei allen Dezellularisierungen 100mmHg gewéhlt, um die
physiologisch in der Nierenarterie von Ratten herrschende Druckverhaltnisse von (ber
100mmHg (Arendshorst et al. 1975) zu imitieren.

Eine sinnvolle Erweiterung des Protokolls war die erstmalige Implementierung von
DecellControl zu dem Zweck, die Dezellularisierung automatisiert und ohne manuellen
Handlungsbedarf wéhrend des Protokolls ablaufen zu lassen. Als Grundlage daftr diente ein
Computerprogramm, das die Steuerung elektromagnetischer Ventile und damit die Perfusion
mit verschiedenen Spulflussigkeiten regulierte. Automatisierte Dezellularisierungssysteme
sind moderne Innovationen, die in der Literatur bisher nur wenig beschrieben sind. So
verwendeten Pellegata et al. (2014) und Pellegata et al. (2012) ein solches System im Rahmen
der Dezellularisierung von ganzen Geféalen und Price et al. (2014) fir die Dezellularisierung
von Schweinelungen. Insbesondere letzteres ist dem System DecellControl bezuglich der
Funktionsweise sehr dhnlich. In Bezug auf die Dezellularisierung von Nieren der Ratte ist
DecellControl nach unserem Kenntnisstand das erste vergleichbare Modell. Aus technischer
Perspektive war die praktische Umsetzung einfach und zeitsparend mdglich. Schon binnen
weniger Minuten war das System komplett montiert, entluftet und bereit mit der

Dezellularisierung zu beginnen. Auch funktionell hatte es verglichen mit der bisher
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verwendeten manuellen Methode keine Nachteile. Die Dezellularisierung erfolgt schonend und
effektiv.

Dem natdrlichen arteriellen Blutfluss entsprechend begann die Abblassung des Parenchyms im
Rindenbereich und schritt anschlieBend in Richtung Hilus vor. Dabei zeigten sich weder
makroskopische Verletzungen des Parenchyms, die sich zum Beispiel durch Inhomogenitaten
im Nierengewebe oder an dessen Kapsel sowie Flussigkeitsaustritt an der Organoberfléache
aullern kénnen. Am Ende war das gesamte Parenchym durchsichtig bis milchig, was auf eine
effektive Zellentfernung hindeutete. Auch mikroskopisch konnte eine physiologisch organisiert
Matrix dargestellt werden, die frei von zelluldren Bestandteilen war. Die positive
immunhistochemische Féarbung auf Kollagen IV, Laminin und Fibronektin deutete des
Weiteren auf den Erhalt dieser wichtigen Proteine der ECM hin. Die Etablierung des
automatischen Dezellularisierungssystems DecellControl war auf in Hinblick auf diese
Kriterien erfolgreich und bietet die Moglichkeit, den Prozess der Dezellularisierung in Zukunft
noch einfacher und praktischer zu gestalten. Zudem kdnnen anwenderbedingte Fehler mit
DecellControll reduziert und die Effizienz durch die gleichzeitige Dezellularisierung mehrerer

Organe noch weiter gesteigert werden.

Die Verwendung von SDS hat im Rahmen der Dezellularisierung ihre Berechtigung
insbesondere aufgrund seiner Fahigkeit, zellulare Bestandteile effektiv aus dem Gewebe zu
entfernen (Gilpin & Yang 2017). Insbesondere in zelldichtem Gewebe ist es in entsprechender
Konzentration anderen Detergenzien wie Triton X-100 Uberlegen, um einer vollstandigen
Zellentfernung nahezukommen (Sullivan et al. 2012, Nakayama et al. 2013, Caralt et al. 2015).
Dementsprechend ist der Gebrauch von SDS weit verbreitet und wird, abhangig von der GréRe
und Zelldichte des Organes, typischerweise in Konzentrationen zwischen 0,1-1% verwendet
(Destefani et al. 2017). Gleichzeitig ist bekannt, dass SDS auch spezielle negative Effekte auf
die zurtickbleibende Extrazellul&rmatrix besitzt, die das anschlielende Reseeding nachhaltig
beeintrachtigen konnen. Zu diesen gehdren zum einen eine Reduktion von in der ECM
enthaltenen Wachstumsfaktoren wie bFGF (Reing et al. 2010). Dazu entdeckten He et al.
(2017) einen direkten Zusammenhang zwischen SDS-Konzentration und dessen Einwirkzeit
auf die Menge von bFGF, VEGF und auch der sulfatierten Glykosaminoglykane. Des Weiteren
kann SDS nachteilige Effekte auf die Ultrastruktur und die Zusammensetzung der ECM
bedeuten (Gilbert et al. 2006), was zum Beispiel anhand einer einprozentigen Losung gezeigt
wurde (Faulk et al. 2014, Choi et al. 2015). Im Rahmen dieser Arbeit konnte der
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immunhistochemische Verbleib von Kollagen IV, Laminin und Fibronektin nach erfolgter

Dezellularisierung allerdings gezeigt werden.

Es ist nicht verwunderlich, dass eine Fulle verschiedener Dezellularisierungsprotokolle
existieren, die sich bei der Rattenniere hinsichtlich der verwendeten Chemikalien sowie deren
Konzentration und Einwirkzeit unterscheiden, ohne, dass sich bislang ein tiberlegenes Protokoll
herauskristallisiert hat (Destefani et al. 2017). Dies wird allein aus der Diskrepanz der
perfusionsbasierten Dezellularisierungsprotokolle verschiedener Arbeitsgruppen erkennbar,
die sich mit dem Ziel der Rezellularisierung von azelluldren Nieren der Ratte beschaftigten.
Noch gréRer wird dementsprechend die Vielfalt der Protokolle, wenn man sie flr ganz
verschiedene Organe unterschiedlicher Spezies betrachtet. Auffallend ist dabei insbesondere,
dass sowohl die Gesamtdauer als auch die Wirkdauer der Detergenzien haufig vergleichsweise
lange waren und sich die gesamte Dezellularisierung als sehr zeitintensiv darstellte. So
verwendeten Ross et al. (2009) und Ross et al. (2012) unter anderem 3% Triton X-100 und 4%
SDS bei einem Perfusionsdruck von 100mmHg Uber insgesamt 5 Tage und damit das
verglichen aggressivste Protokoll. Dagegen benutzten Song et al. (2013) 1 %SDS und 1
%Triton X-100 bei einem Perfusionsdruck von lediglich 30mmHg tber insgesamt 4 Tage und
Bonandrini et al. (2014) 1%SDS uber 17 Stunden. Letztes Protokoll findet weiterhin
Anwendung (Ciampi et al. 2019). Damit verglichen erfordert das von uns verwendete
Dezellularisierungsprotokoll nach Burgkart et al. (2014) nicht nur geringeren zeitlichen
Aufwand, sondern bedeutet in Bezug auf verwendete Chemikalien und deren Expositionszeit
eine Schonung fir die zuriickbleibende Matrix.
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54 REZELLULARISIERUNG
5.4.1 Endotheliale Zellen des Whole Organ Engineerings

Die Anwendung der immortalisierten humanen Endothelzelllinie EA.hy926 beschrankte sich
bislang auf die in vitro Forschung, insbesondere auf Adhdsionsassays unter gleichzeitiger
Verwendung von Leukozyten (Bours et al. 2001). Im Rahmen des Tissue Engineering ganzer
Organe spielt sie dagegen eine untergeordnete Rolle. Nach unserem Kenntnisstand wurde sie
diesbezuglich lediglich von Hussein et al. (2016) und Devalliere et al. (2018) zur Optimierung
ihrer Adhédsion und Stabilitat in azellularem Lebergewebe, nicht aber in azellularem

Nierengewebe verwendet.

Der Goldstandard fir das Tissue Engineering waren bisher HUVECs, die als primdre humane
Endothelzellen aus der Umbilikalvene gewonnen werden (Pellegata et al. 2018) und in
verschiedenen Organen wie Herz (Weymann et al. 2014), Lunge (Zhou et al. 2018), Leber
(Baptista et al. 2011) und Niere (Song et al. 2013) der Ratte Verwendung fanden. Sie zeichnen
sich als primare humane Endothelzellen durch eine hohe Verfligbarkeit und vergleichsweise
einfache Isolierung aus (Ganguly et al. 2012). Auf der anderen Seite besitzen sie auch
zahlreiche Limitationen, von denen eine wichtige ihre begrenzte Lebensdauer ist (Jaffe et al.
1973). HUVECSs sind gleichzeitig eine von zwei Mutterzellen des Zelltyps EA.hy926 und haben
viele ihrer Eigenschaften an sie weitergegeben, sodass sich die zwei Zelltypen in ihrem
Phénotyp sehr nahekommen (Unger et al. 2002). Trotzdem existieren Unterschiede im Hinblick
auf ihr adhasives Verhalten, die insbesondere fur die Rezellularisierung relevant sein kénnen.
So beschrieben Baranska et al. (2005) eine signifikante Reduktion der Expression von Integrin
B1,- a2 und a5-Untereinheiten und eine gleichzeitig signifikant verminderte Bindekapazitat des
Zelltyps EA.hy926 zu Fibronektin, Kollagen I im Vergleich mit HUVECs. Insbesondere die
B1-Untereinheit der Integrine spielt dabei eine wichtige Rolle in der Fixierung der
Endothelzellen an der vaskuldren Basalmembran (Hallmann et al. 2005). Die Darstellung von
B1- und a4-Untereinheit der Integrine erfolgte in der Immunozytochemie mit einem positiven
Ergebnis. Aullerdem wurde im Rahmen des Angiogenese Assays die Fahigkeit des Zelltyps
EA.hy926 nachgewiesen, an Proteine der Extrazelluldrmatrix zu adhérieren. Inwieweit sich die
unterschiedliche Expression der erwéhnten Integrine zwischen HUVECs und dem
Endothelzelltyp EA.hy926 auf die Rezellularisierung von perfundierten Tissue Matrices

wiederspiegelt, wurde nach unserem Wissen hingegen bis dato nicht untersucht.
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Eine weitere Quelle fur Endothelzellen stellen verschiedene Stammzellen dar. So zeigten
embryonale Stammzellen nach Einsaat in azelluldres Nierengewebe Eigenschaften einer
endothelialen Differenzierung (Ross et al. 2012, Bonandrini et al. 2014). Ihre Anwendung wird
jedoch insbesondere durch ethische Probleme und das Potential, Teratome zu generieren
(Hentze et al. 2009), limitiert (Figliuzzi et al. 2017). Neben den embryonalen Stammzellen
werden insbesondere induzierte pluripotente Stammzellen als erfolgversprechende Zellguelle
angesehen. Diese kdnnen sich aufgrund ihrer Pluripotenz sowohl in diverse parenchymale und
supportive Zelltypen differenzieren (Badylak et al. 2011). Obwohl auch sie das Risiko einer
Teratomentwicklung bergen, kdénnen sie um einiges einfacher gewonnen werden. Von ihnen
abgeleitete endotheliale Zellen konnten von Caralt et al. (2015) und Du et al. (2016) erfolgreich

in dezellularisiertes Nierengewebe eingebracht werden.

5.4.2 Rezellularisierungsprotokolle- und Ergebnisse

Die Rezellularisierung der azellularen Rattenniere erfolgte durch die Einsaat einer
Zellsuspension bestehend aus humanen Endothelzellen vom Typ EA.hy926 unterschiedlicher
Anzahl und 2ml Kulturmedium. Die Injektion erfolgte dabei manuell unter konstantem Druck
mit einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von 1ml/min Uber die Nierenarterie in den
GefaBbaum des Organes. Nach Passage des Nierenparenchyms wurde die abgetropfte
Flussigkeit und die darin enthaltenen Zellen erneut zweimal aspiriert und reappliziert. Um zu
evaluieren, ob und inwieweit das verwendete Dezellularisierungsprotokoll die Bindung der
Endothelzellen an der Extrazellularmatrix beeinflusste, wurden dabei zwei SDS-
Konzentrationen verwendet: 0,66% und 3%. Des Weiteren wurde untersucht, wie sich die
Verénderung verschiedener Parameter, nd&mlich die verwendete Zellzahl, die Adhé&sionszeit und
die Dauer der dynamischen Kultur auf die Rezellularisierung auswirkte. Es soll hierbei erwéhnt
werden, dass zu dem Vorhaben, endotheliale Zellen in azelluléres Nierengewebe einzubringen,
nur wenige Bezugspunkte in der Literatur zu finden sind. Es ist zwar kein neuartiges VVorhaben,

trotzdem ist die Methodik keinesfalls ausgreift.

Insgesamt wurden finf Rezellularisierungsversuche nach vorangegangener Dezellularisierung
mit dreiprozentigem SDS durchgefuhrt, die alle mit einer dynamischen Kultur von fiinf Tagen
verbunden waren. Alle funf Versuchsdurchldufe erbrachten das Resultat eines weitgehend
leeren Parenchyms mit nur wenig abgrenzbaren Zellen. Auch eine Verlédngerung der
Adhésionszeit, also die Zeit, in der den inserierten Zellen erlaubt wurde, eine Bindung zur

Extrazellularmatrix aufzubauen, erbrachte keine wesentlichen Veranderungen des Ergebnisses.
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Zwar wurde bei den Versuchen drei bis flinf, nach Anhebung der Adhéasionszeit auf acht oder
flinf Stunden, eine Erhohung der absoluten Zahl verbliebener Zellen beobachtet. Dieser Effekt
war jedoch sehr wahrscheinlich auf die gleichzeitige Erhéhung der verwendeten Zellzahl
zurlickzufuhren, da sich die relative Zellzahl in Bezug zur verwendeten Zellzahl nicht
wesentlich &nderte. Eine alleinige Verlangerung der Adhasionszeit von drei Stunden auf acht
Stunden erbrachte in Bezug auf das Rezellularisierungsergebnis in den durchgefiihrten

Versuchen keinen nennenswerten Unterschied.

In Abschnitt 5.3. wurden diverse Nebenwirkungen von SDS auf die Extrazellularmatrix
genannt. Die wahrscheinlichste Ursache flr die geringe Zellausbeute der Rezellularisierung ist
somit, dass das SDS in einer Konzentration von 3% die Ultrastruktur und die Funktionalitat der
vaskularen Basalmembran nachhaltig veranderte. Daraus resultierte, dass die applizierten
Endothelzellen entweder nicht an der vaskularen Basalmembran adhé&rieren konnten oder deren
Bindung derart schwach war, dass sie sich durch den perfusionsbedingten Scherstress nach
Anbringen der dynamischen Kulturbedingen wieder von dieser losten. Ebenfalls
wahrscheinlich ist eine Kombination aus beiden Annahmen. Das Phdnomen, dass zu starke
Flussverhéltnisse zu einen Verschlechterung der Reendothelialisierung fuhren kdnnen
beziehungswiese diese flussabhéngig ist, wurde bereits beschrieben (Lichtenberg et al. 2006).
Ein weiterer Hinweis, dass sich die eingebrachten Zellen mitunter nach Beginn der
dynamischen Kulturbedingungen von der ECM ldsten, ist die weiterhin intraluminale
Anreicherung auch nach flnftagiger Perfusion. Ware allein der Aufbau einer Bindung an die
vaskulare Basalmembran gestort, wéren die Zellen sofort nach Beginn der dynamischen Kultur

aus dem Parenchym entfern worden und somit in keiner Weise mehr darstellbar gewesen.

Die Verwendung einer dreiprozentigen SDS-Ldsung im Rahmen der Dezellularisierung ist
weder fir Rattennieren noch andere Organe verschiedener Spezies ublich. Lediglich Ross et al.
(2009) und Ross et al. (2012) verwendeten zur Dezellularisierung einer Rattenniere unter
anderem eine vierprozentige SDS-L6sung in einem sehr aggressiven Protokoll. Trotzdem
konnten Ross et al. (2009) nach Einsaat von zwei Millionen muriner embryonaler Stammzellen
uber die Nierenarterie und einer eintégigen statischen Kultur einen histologischen Verbleib
dieser Zellen mit insbesondere kortikaler Verteilung darstellen. Eine anschlieBende
Kultivierung Gber einen langeren Zeitraum wurde groRtenteils statisch und auf’erdem nicht als
ganzes Organ, sondern in Form von breiten Schnittpraparaten durchgefuhrt. Auch der Grofteil

der histologischen Auswertung, die einen Verbleib der eingebrachten Zellen darstellte, wurde
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auf der Grundlage dieser Methode angegeben. Zwar wurden ebenfalls dynamische Kultur mit
Perfusion als ganzheitliches Organ durchgefiihrt und dabei auch &hnliche Ergebnisse
beschrieben, vergleichende histologische Korrelate fehlten jedoch in der Originalpublikation.
In einer weiteren Arbeit von Ross et al. (2012) wurde dasselbe Dezellularisierungs- und
Rezellularisierungsprotokoll ~ verwendet. Auch hier wurden groftenteils statische
Kulturbedingungen verwendet und ebenfalls histologisch dargestellt. Fasst man diese zwei
Arbeiten zusammen, so war eine Adhdsion von Zellen wie den hier verwendeten murinen
embryonalen Stammzellen an der vaskuldaren Basalmembran trotz der hohen SDS-
Konzentration grundsétzlich moglich. Inwieweit die dynamischen Kulturbedingungen und der
damit verbundene Scherstress ihre Bindung an die Extrazelluldarmatrix beeintrachtigte, wurde
jedoch nicht erortert. Die unterschiedliche Art der Kultivierung ist in jedem Fall ein
fundamentaler Unterschied verglichen zu der in der vorliegenden Arbeit verwendeten

dynamischen Kulturbedingungen.

Als eine weitere Erklarung fir die geringe Zellularitat wére denkbar, dass eine achtstiindige
Adhasionszeit zu lange war. In dieser Zeit gelangte kein frisches Medium an die Zellen heran,
sodass eine durch Minderversorgung bedingte Nekrose der Zellen die Folge gewesen sein
konnte. Zwar verwendeten Song et al. (2013) in einem &hnlichen Versuchsaufbau HUVECs
und keine Endothelzellen vom Typ EA.hy926, jedoch gaben sie in ihrer Arbeit eine
Adhasionszeit von ,,uber Nacht* an. Trotz dieser ungenauen Zeitangabe ist davon auszugehen,
dass sie mindestens acht Stunden betrug und das Resultat erbrachte, dass die eingebrachten
HUVECSs weiterhin vital waren. Dieser Erklarungsversuch erscheint somit unwahrscheinlich
und wird gleichzeitig dadurch unwahrscheinlicher, dass auch nach Reduktion der
Adhasionszeit auf finf Stunden keine relevanten Unterschiede der Zahl im Parenchym

verbliebener Zellen erreicht werden konnte.

Laboreigene Arbeiten zeigten, dass die retrograde Einsaat von humanen Osteoblasten in den
Ureter nach Dezellularisierung mit 0,66% und 3% SDS zum einen mdglich ist und das
Adhésions- und Wachstumsverhalten der humanen Osteoblasten nach einem starker
denaturierenden Protokoll mit der dreiprozentigen SDS-Ldsung aufgrund einer Erhéhung der
Biokompatibilitat vergleichsweise besser war. Diese Tatsache und die Beobachtung, dass dies
fur den Endothelzelltyp EA.hy926 nach anterograder Rezellularisierung in die Nierenarterie
nicht zutraf, war am ehesten den herrschenden Fluss- und Druckverhéltnissen geschuldet.

Wéhrend der physiologische Perfusionsdruck in der Nierenarterie der Ratte tber 100mmHg ist
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(Arendshorst et al. 1975) auch in den glomeruldaren Kapillaren noch knapp 60mmHg betrégt
(Aukland et al. 1977), fallt er in der Bowman-Kapsel schlagartig auf 11,3cm H20 (=8,3mmHg)
ab und ist auch im Ureter vergleichbar niedrig (Brenner et al. 1971). Der mit dem
Perfusionsdruck entstehende Scherstress ist im arteriellen Stromgebiet somit wesentlich héher
als in der Bowman-Kapsel und dem Tubulussystem und affektiert die eingebrachten Zellen und
ihr Bindungsverhalten in den beiden Kompartimenten folglich unterschiedlich stark. Die
wahrscheinlichste Folge ist, dass der Scherstress die adhasive Kapazitét der in das Geféal3system
eingebrachten Endothelzellen tberstieg und sie ihren Kontakt verloren, wahrend die Bindung
der in den Ureter eingebrachten Osteoblasten ausreichte, um dem Scherstress standzuhalten und

im Gewebe zu verbleiben.

Der beste Beweis, dass der Erfolg der Rezellularisierung mit dem Endothelzelltyp EA.hy926
wesentlich von der im Rahmen der Dezellularisierung verwendeten SDS-Konzentration
abhéngt, zeigen die Ergebnisse, die nach Verwendung einer 0,66-prozentigen SDS-
Konzentration erbracht wurden. Hierbei konnte man schon nach alleiniger Zelleinsaat und einer
Adhasionszeit von finf Stunden deutlich erkennen, dass die eingebrachten Endothelzellen eine
Bindung an die vaskuldre Basalmembran aufgebaut hatten. Diese zeigten aulerdem eine
deutliche immunhistochemische Positivitat fir PCNA und damit ein starkes proliferatives
Verhalten. Die oben genannte Hypothese, dass eine Adhésionszeit von funf Stunden zu lange
gewesen sein konnte, wird durch diese Erkenntnis praktisch widerlegt. Gleichzeitig erkannte
man intraluminale Zellkonglomerate, die dort aufgrund der in diesem Fall rein statischen
Kulturbedingungen verblieben. Die Lokalisation der eingebrachten Zellen reduzierte sich dabei
insbesondere auf die arteriellen Gefalle, wahrend in den Kapillaren der Glomeruli nur wenig
Zellen erkennbar waren. Ebenso wenig Zellen waren folglich im zweiten, peritubuléren
Kapillarbett des Nierenmarkes abzugrenzen. Auf dieses Phanomen wird im Folgenden naher

eingegangen.

Der gesamte Arbeitsschritt der Zelleinsaat beeinflusst maRgeblich die Verteilung der Zellen im
Parenchym und stellt einen fundamentalen Baustein der Rezellularisierung dar (Remuzzi et al.
2017). Bei der allgemein ublichen alleinigen Injektion in die Nierenarterie (Pellegata et al.
2018) gelangen die Zellen Uber die arteriellen GeféaRe bis an die kortikalen Glomeruli und
konnen diese beiden Strukturen auskleiden. Gleichzeitig wird das zweite, peritubuldre
Kapillarnetz oftmals nicht oder nur in geringem Ausmal} erreicht. Entsprechende Befunde

wurden auch von Ross et al. (2009) und Bonandrini et al. (2014) erhoben, die beide eine
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Infusionsgeschwindigkeit von 0,2ml/min verwendeten. Remuzzi et al. (2017) beschéftigten
sich sehr kritisch mit diesem Phdnomen und erkannten, dass eine solche mangelnde Verteilung
auch bei einer Infusionsgeschwindkeit von 1ml/min zu erkennen war. Die von uns beobachtete
vornehmlich kortikale Verteilung der Zellen ist somit Gbereinstimmend mit den Beobachtungen

anderer Arbeitsgruppen.

Um eine bessere und gleichmaBigere Verteilung der Zellen zu erreichen existieren verschiedene
Ansatze. Naheliegend ware es, den Infusionsdruck wahrend der Zelleinsaat zu erhdhen, damit
die Zellen bis an die Nierenkdrperchen und die Tiefen des Gewebes transportiert werden.
Gleichzeitig besteht jedoch die Gefahr, dass ein zu hoher Druck das Nierenparenchym
beziehungsweise die Extrazellularmatrix beschédigen kann, diese rupturiert und eine
ungewollte Extravasation von Zellen stattfindet. Ein Beispiel hierfur ist die Arbeit von Caralt
et al. (2015), die unmittelbar nach der Zelleinsaat von iPSCs-abgeleiteten endothelialen Zellen
uber die Nierenarterie eine Hochdruckperfusion mit 232mmHg begannen, um eine optimierte
Verteilung der Zellen zu erreichen. In der Auswertung waren die Zellen aus den arteriellen
GefaRen ausgetreten und in Form von peritubuldren Konglomeraten zu finden. Wéhrend Caralt
et al. (2015) eine physiologische Migration der Zellen postulierten ist es wahrscheinlicher, dass
die Zellen aufgrund einer druckbedingten Ruptur der vaskularen Basalmembran transloziert
wurden (Remuzzi et al. 2017). Ein weiteres Problem durch zu hohe Druck- und
Flussverhaltnisse wahrend der Zelleinsaat ist die Beeintrachtigung der Zelladhésion an der
vaskularen Basalmembran. Die Zellen verbleiben dann nicht im Organ, sondern wirden der
physiologischen Flussrichtung entsprechend durch die Vena renalis wieder nach drauf3en, mit

der Folge einer verminderten Zellularitat, transportiert werden.

Die Methode der Zelleinsaat kann mit dem Ziel, eine homogenere Verteilung der eingebrachten
Zellen zu erreichen, jedoch auch durch andere Zusétze erweitert werden. Song et al. (2013)
inserierten eine Zellsuspension von 50,67+12,84 Millionen HUVECs in 2ml Kulturmedium mit
einer Geschwindigkeit von 1ml/min in die Nierenarterie, wahrend das Organ einem Unterdruck
von -40cmH»0 ausgesetzt war. Nach einer Adhé&sionszeit tber Nacht und einer dynamischen
Kultur von drei bis funf Tagen wurde eine gleichméRige Verteilung der HUVECs im renalen
Gefalisystem beobachtet. Bis auf den Zusatz des Unterdruckes von -40mmHg war diese
Technik der Zelleinsaat dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Protokoll sehr &hnlich. Es
ist somit denkbar, dass der verwendete Unterdruck eine wesentlich homogenere Verteilung der

eingebrachten Zellen ermdglichte. Ein weiterer Unterschied betraf den verwendeten Zelltyp.



Diskussion 84

Wie oben bereits beschrieben existieren wesentliche Unterschiede in der phanotypischen
Expression von adhasiven Proteinen und dem Bindungsverhalten an Proteine der
Extrazellularmatrix wie Fibronektin und Kollagen | zwischen HUVECs und dem Zelltyp
EA.hy926 (Baranska et al. 2005). Inwieweit diese Unterschiede das Adhéasionsverhalten der
beiden Zelltypen im Geféal3bett der azelluldren Rattenniere tatsachlich beeinflussen ist jedoch
nicht bekannt. Neben der Einsaat unter Unterdruckbedingungen wurden auch anderen
MaRnahmen zur Optimierung der Zellverteilung wie zum Beispiel eine sukzessive
(zweizeitige) Applikation Uber die arterielle und vendse Strombahn (i.e. A. und V. renales)
erprobt. Ciampi et al. (2019) zeigten hierbei, dass eine sukzessive Einsaat von humanen iPSCs-
abgeleiteten Endothelzellen anterograd in die Nierenarterie und retrograd in die Nierenvene zu
einer gleichmaRigeren Verteilung fihrte, die auch die peritubuldren Kapillaren des Marks
betrafen. Auch sie verwendeten eine Infusionsgeschwindkeit von 1ml/min und erlaubten den
Zellen fir zwei Stunden, an die Extrazellularmatrix zu binden. AnschlieRend begannen sie mit
der dynamischen Kultur, deren Flussintensitdt langsam und graduell erhoht wurde. Eine
ahnliche Erkenntnis erbrachte die Arbeit von Leuning et al. (2019), die ebenfalls eine
sukzessive Infusion von hgMVECs in Vena und Arteria renales wéhlten, wobei hier
gleichzeitig ein Unterdruck von -30mmHg verwendet wurde. Wie gro3 der Effekt der
Zelleinsaat tber die zwei Achsen also tatséchlich war, kann allein durch diese Arbeit nicht
gesagt werden. Eine ganzlich andere Methode etablierten Ko et al. (2014). Sie konjugierten die
renale vaskulare Matrix vor Injektion von Endothelzellen mit Antikérpern gegen CD-31
(=PECAM-1) und konnten dadurch eine Verbesserung der Verteilung und des Verbleibs dieser
im renalen Gefal3bett beobachten.

Die von uns durchgefiihrte Verlangerung der dynamischen Kulturbedingungen auf 48 Stunden
und funf Tage nach vorangegangener Dezellularisierung mit 0,66-prozentigem SDS zeigte
weiterhin eine gute Adhédrenz von Endothelzellen an den arteriellen GefaRen und auch in den
glomeruldren Kapillaren, die sie teilweise perlschnurartig auskleideten. Ein weiterer wichtiger
Aspekt dieser Beobachtung war, dass die adharenten Zellen die vaskuldre Basalmembran nicht
durchbrachen und somit nicht in das Parenchym einwuchsen. Diese fehlende Invasivitat war
insbesondere in der Hinsicht wichtig, dass eine der beiden Mutterzellen des Zelltyps EA.hy926

aus einem Adenokarzinom der Lunge abstammite.

Verglichen mit den Ergebnissen nach Dezellularisierung mit 3% SDS konnte auch nach

dynamischen Kulturbedingungen Uber finf Tage mehr als eine Verdoppelung der relativen
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Zellzahl beobachtet werden. Auch nach dieser Zeit hielten sie die Expression von CD-31
(PECAM-1) und somit ihren endothelialen Phanotyp bei und es fand, auch im Hinblick der
fehlenden Invasivitat, keine Entdifferenzierung des Zelltyps EA.hy926 statt. Die abgrenzbaren
Zellen zeigten eine immunhistochemische Positivitat auf PCNA bei gleichzeitig weitgehender
Negativitat in der Nick-in-Situ-Translation. Daraus ist abzuleiten, dass das Mikromilieu und
die verwendeten Kulturbedingungen es ermdglichten, die eingebrachten Zellen adharieren und
proliferieren zu lassen. Die an der vaskuldren Basalmembran verbliebenen Zellen waren dabei
groRtenteils vital und behielten ihre endotheliale Differenzierung. Obwohl dies eine qualitative
und semiquantitative Verbesserung des Rezellularisierungserfolges darstellt, war die
Verteilung bei kritischer Betrachtung auch hier weiterhin eher sporadisch und wenig homogen.
Wahrend einige arterielle Gefall und Glomeruli eine groRe Zahl von Zellen enthielten, waren
andere Bereiche wiederum komplett leer. Dies spiegeln nicht zuletzt die
Standardabweichungen der semiquantitativen Analyse wider. Die Verteilung der Zellen
beschrénkte sich auBerdem weiterhin vornehmlich auf die Nierenrinde und entsprach in groRRen
Teilen derjenigen, die allein durch die Zelleinsaat erreicht werden konnte. Ein Unterschied war
jedoch, dass mit der dynamischen Kulturbedingung auch eine gréRere Zellzahl in den
glomeruléren Kapillaren abgrenzbar war. Dies deutet eindriicklich darauf hin, dass die im
vaskuléren Gefalibett adhdrenten Zellen nicht nur proliferierten, sondern auch eine Migration

dieser in die weiter distal gelegenen Gefallabschnitte stattfand.

Eine Erhohung der Zellzahl von 20 Millionen auf 40 Millionen und eine anschliefende
dynamische Kultur von funf Tagen konnte sowohl einen Anstieg der absoluten als auch der
relativen Zellzahl erreichen. Dass das Verhaltnis von applizierten und verbliebenen Zellen
miteinander korreliert ist nachvollziehbar. Dass sich jedoch auch die relative Zellzahl erhéhte,
deutet insgesamt auf eine Verbesserung der Rezellularisierung hin. Wie schon von Bonandrini
et al. (2014) bei der Verwendung von murinen embryonalen Stammzellen beschrieben, fiihrte
die Verwendung einer hoheren Zellzahl zu einer Verbesserung des Ergebnisses der
Rezellularisierung. Ebenso flihrte bei Remuzzi et al. (2017) eine Verringerung der Zellzahl zu
einer Verschlechterung der Ergebnisse. Dass die verwendete Zellzahl somit einen wichtigen
Einfluss auf das Ergebnis der Rezellularisierung nimmt, ist somit im Konsens mit anderen

Autoren.

In der semiquantitativen Evaluierung war ferner zu beobachten, dass sich die Zellzahl mit der

Dauer der Perfusion veranderte. Wahrend sie innerhalb der ersten 48 Stunden nach der
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Zelleinsaat von 79 (= 31) Zellen/FE auf 94 (x 40) Zellen/FE anstieg, war anschlieBend, also
nach finf Tagen mit 67,3 (x42) und 53 (x33) Zellen/FE tendenziell eine Abnahme der Zellzahl
zu erkennen. Dieses Phanomen wurde von Remuzzi et al. (2017), die die Zelldichte des
Nierenparenchyms nach 24 Stunden und 72 Stunden untersuchten, ebenfalls beobachtet. Eine
maogliche Erkl&rung flr die zeitabhéngige Abnahme der Zellzahl zwischen 48 Stunden und finf
Tagen kann ein Verlust der stabilen Bindung der Endothelzellen an die vaskulére
Basalmembran sein. Urséchlich hierfir kdnnen die Kombination aus den bereits erwéhnten
Druck- und Flussverhaltnissen (Lichtenberg et al. 2006) beziehungsweise dem damit
verbundenen Scherstress und dem gleichzeitigen Fehlen von akzessorischen Zellen wie den
Perizyten und vSMC sein, die unter anderem durch die Sekretion von Angiopoetin-1 einen
wesentlichen Beitrag zur Stabilitat und Reifung der GefaRe und zum Uberleben der
Endothelzellen leisten (Bergers & Song 2005, Brindle et al. 2006, von Tell et al. 2006). Auch
wenn Wachstumsfaktoren bisher nur gelegentlich angewendet wurden, konnte ihr positiver
Einfluss im Rahmen der Reendothelialisierung von Leuning et al. (2019) doch gezeigt werden.
Hierbei wurde demonstriert, dass hgMVECs auf vorab mit VEGF oder Angiopoetin-1
inkubierten Schnittpraparaten einer azelluldren Rattenniere verbesserte Adhédsion und
Uberleben zeigten. Dies bezog sich allerdings nur auf die Auswertung nach einer 24-stiindigen
und gleichzeitig statischen Kultur. VEGF ist daflr bekannt, die Stabilitdt von Endothelzellen
zu reduzieren, vaskuldare Undichtigkeiten und GefaBinstabilitdt auszulésen, um damit die
Neoangiogenese zu gewabhrleisten (Bates 2010). Im Rahmen von langeren Kulturbedingungen
wére die Verwendung von VEGF somit eher kontraproduktiv, da es die gebundenen
Endothelzellen und ihre vaskuldre Basalmembran destabilisieren und zu deren Verlust fiihren

kodnnte.

Die Verteilung und die Zellularitat nach Durchfiihrungen einer dynamischen Langzeitkultur
ware weiterhin von grofRem Interesse gewesen. Ungliicklicherweise mussten alle Versuche, die
mit dieser Absicht begonnen wurden, nach maximal sieben Tagen aufgrund mikrobieller
Komplikationen abgebrochen werden. Aus diesem Grund konnen Uber das Verhalten des
Endothelzelltyps EA.hy926 im Rahmen einer Langzeitkultur keine Aussagen getroffen werden.
Es muss im Zuge dessen klargestellt werden, dass das Auftreten dieser limitierenden
Geschehnisse weder durch den Anwender noch durch die Methode an sich bedingt war. Dies
wird insbesondere dadurch erkenntlich, dass auch andere Mitarbeiten und Arbeitsgruppen des
Labors davon betroffen waren und bis zum elften VVersuchsdurchlauf keine derartigen Probleme

auftraten.
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5.5 SCHLUSSFOLGERUNG

Die neu entwickelte automatisierte Dezellularisierungseinheit DecellControl ist eine sinnvolle
und praktische Erweiterung zur bisher praktizierten manuellen Methode. Die Etablierung dieses
anwenderfreundlichen Systems war problemlos umsetzbar und erleichterte den gesamten
Prozess dahingehend, dass nach Beginn der Dezellularisierung kein individueller
Handlungsbedarf bestand. Dies ermdglichte es, alle vorbereitenden Arbeitsschritte fir die
nachfolgende Rezellularisierung simultan zu absolvieren, reduzierte den totalen Zeitaufwand
und optimierte somit den gesamten Ablauf des Projektes. Die nach perfusionsbasierter
Dezellularisierung zuriickbleibende Extrazelluldarmatrix zeigte keine makroskopischen oder
mikroskopischen Parenchymschéden bei gleichzeitigem Erhalt wichtiger adhdasiver Proteine
wie Laminin, Fibronektin und Kollagen 1V, sodass die renale Matrix weiterhin als passendes

Scaffold angesehen werden kann.

Die Biokompatibilitat der azelluldren Rattenniere fur die nachfolgende Rezellularisierung mit
Endothelzellen vom Typ EA.hy926 durch die Arteria renalis unterschied sich in Abhangigkeit
von der im Rahmen der Dezellularisierung verwendeten Konzentration der SDS-Ldsungen.
Dies zeigte sich in einem unterschiedlichen Adhé&sionsverhalten der Endothelzellen nach der
dynamischen Kultur. Wahrend nach Verwendung einer dreiprozentigen SDS-Konzentration
qualitativ und semiquantitativ nur wenig Zellen im GefalRbett der Rattenniere verblieben,
konnte dieses Ergebnis nach Durchfiihrung der Dezellularisierung mit einer 0,66-prozentigen
SDS-Konzentration deutlich verbessert werden. Die Annahme, dass ein stark denaturierendes
Dezellularisierungsprotokoll die Biokompatibilitét fur die verwendeten Endothelzellen, wie bei
der Verwendung von humanen Osteoblasten beobachtet, erhéht, traf somit nicht zu. Vielmehr
flhrte eine schonendere Dezellularisierung zu einem besseren Mikromilieu mit Erhalt einer
héheren Zellzahl in der vaskuldren Matrix. Diese hielten auch nach funf Tagen ihre
phéanotypische Expression von CD-31 (PECAM-1) bei, zeigten ein proliferatives Verhalten, nur
geringe apoptotische Aktivitét. Ein invasives Wachstum wurde nicht beobachtet. Die azellulare
Rattenniere bot nach schonender Dezellularisierung mit 0,66% SDS somit passende
Nischenverhéltnisse fiir den endothelialen Zelltyp EA.hy926, wéhrend das denaturierende

Protokoll mit 3% SDS kein passendes Mikromilieu schuf.

Die Veranderung der Adhéasionszeit in einem Bereich zwischen drei und acht Stunden nach

vorangegangener Dezellularisierung mit 3-prozentigem SDS hatte keinen Einfluss auf das
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Ergebnis der Rezellularisierung. Eine Erhohung der Zellzahl von 20 Millionen auf 40 Millionen
nach Dezellularisierung mit 0,66-prozentigem SDS verbesserte dagegen die Effektivitat der
Rezellularisierung, sodass eine hohe Zellzahl favorisiert werden sollte. Es wurde eine Abnahme
der Zellzahl zwischen dem dritten und dem flinften Tag der dynamischen Kulturbedingungen
beobachtet. Eine Ldsung dafiir kann unter Beruicksichtigung der Literatur eine Korrektur der
Druck- und Flussverhaltnisse nach unten sein. Ebenso ist es denkbar, dass eine Langzeitkultur
uber 14 Tage durch Verldngerung der Proliferationsspanne zu einer Erhéhung der Zellularitét

fuhrt. Dies konnte aufgrund der mikrobiellen Komplikationen nicht gepriift werden.
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56 LIMITATIONEN

Eine wesentliche Limitation im Rahmen dieser Arbeit war, dass jeder VVersuchsdurchlauf einen
hohen zeitlichen Aufwand mit sich brachte. Die Anzahl der Versuche, die in einem definierten
Zeitrahmen durchgefiihrte werden konnten, wurde dadurch wesentlich eingeschrénkt. Die
mikrobiellen Komplikationen zum Ende der Versuchsreihe fiihrten aulerdem dazu, dass die
Rezellularisierung mit dynamischen Langzeitkulturen nicht durchfiihrbar waren und die totale
Versuchszahl weiter reduzierte. Wie bereits angesprochen waren diese mikrobiellen
Geschehnisse jedoch keine Limitation der Methode an sich, sondern stellten ein grundsétzliches
Problem dar.

Die Kernidee des gesamten Projektes und die praktische Umsetzung sind kompliziert und
technisch anspruchsvoll. Es erforderte daher eine gewisse Einarbeitungszeit, bis die
verschiedenen Techniken der einzelnen Arbeitsschritte sicher beherrscht und umgesetzt werden
konnten. Trotzdem besalen einige dieser Arbeitsschritte diverse individuelle Fehlerquellen bei
einer gleichzeitig niedrigen Fehlertoleranz, die im schlimmsten Fall zu einer Unbrauchbarkeit
des Organes flihren konnten. VVon besonderer Wichtigkeit war die Luftfreiheit von jeder
Flussigkeit, die im Rahmen jeglicher Arbeitsschritte in das Organ gelangte. Auch Kleinste
Luftblasen hatten zu einer Zerreil3ung und folglich zu einer Zerstérung des Parenchyms gefuhrt.
Kritische Momente waren daneben insbesondere die Praparation der Rattenniere und die
Fixierung des Katheters in der Nierenarterie, Prozedur der Zelleinsaat, das Anbringen des
rezellularisierten Organes an den Miniinkubator und der Beginn der dynamischen
Kulturbedingungen. Die Umsetzung dieser Arbeitsschritte hing in erster Linie vom
Durchfiihrenden ab. Diese Tatsache fuhrte zu einer individuellen Fehleranfalligkeit und dazu,
dass die Arbeitsschritte nie vollkommen identisch reproduzierbar waren, sondern sich, wenn

auch nur um Nuancen, unterschieden.
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5.7 AUSBLICK

Die Endothelzelllinie EA.hy926 diente in den dargestellten grundlegenden Voruntersuchungen
als Modellzelle. Eine sinnvolle Erweiterung ist eine vergleichende Versuchsreihe mit der
Verwendung von der Endothelzelllinie EA.hy926 und priméren Endothelzellen wie HUVECs
oder HMVECs. Weiterhin kann die Anwendung auch mit anderen Zelltypen im Sinne einer
Cokultur evaluiert werden. Es ist denkbar, dass die gleichzeitige bzw. sukzessive Einsaat von
Osteoblasten oder gar Osteosarkomzellen in den Ureter und von Endothelzellen in die
Nierenarterie sogar eine Verbesserung des Rezellularisierungserfolges zur Folge haben kann.
Madglicherweise konnen Osteoblasten als akzessorische Zellen die Stabilitat der endothelialen
Zellen in der Extrazelluldrmatrix verbessern. Bevor weitere Rezellularisierungsversuche
durchgefuhrt werden kénnen, muss allerdings die Ursache der oben genannten mikrobiellen

Kontamination identifiziert und beseitigt werden.

Mit der automatisierten Dezellularisierungseinheit DecellControl ist es moglich, bis zu vier
Rattennieren gleichzeitig dezellularisieren zu lassen. Vor der Etablierung der simultanen
Dezellularisierung muss jedoch gepruft werden, ob sie bei allen angehéngten Organen
vergleichbar erfolgreich ist oder ob sich zwischen den simultan dezellularisierten Organen
wesentliche Unterschiede beziglich dessen Erfolg feststellen lassen. Die Anzahl der
gleichzeitig durchfuhrbaren Rezellularisierungsversuche liel3e sich dadurch langfristig steigern,

was einen erheblichen zeitlichen Benefit fiir weitere VVersuchsreihen hétte.
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7 ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1: Die Triade des Tissue Engineering adaptiert nach O"Brien (2011) bestehend aus
Zellen (u.a. primdre Zellen oder Stammzellen), Stimuli (u.a. chemische durch
Wachstumsfaktoren oder mechanische durch Bioreaktoren) sowie Scaffolds (u.a. synthetisch
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Abbildung 2: Unipapillare Niere im Transversalschnitt (A) und Axialschnitt (B). C = Cortex,
M = Medulla, Rp = Nierenbecken, P = Papille; Die Niere einer Ratte besitzt im Unterschied zur
humanen Niere nur eine Papille und wird daher als unipapillar bezeichnet. Abbildung aus
(Morawietz, Ruehl-Fehlert et al. 2004). ........ccooviiiieieeiei s 22

Abbildung 3: Neubauer Zahlkammer (A). Die beiden Zahlfelder sind blau umrandet.
VergroRerung eines Zéhlfeldes mit griin/roter Umrandung der vier GrofRquadrate wobei nur die

griinen Grenzlinien in der Z&hlung bertcksichtigt werden (B).........ccoceveieieninininiieee, 30

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Angiogenese Assays. Nach Zugabe und
Aushartung des EMS (blau) werden 2x10* Zellen hinzugefiigt (rot). Nach anschlieRender
variabler Inkubationszeit erfolgt ein Waschvorgang (grau), die Zugabe des

Fluoreszenzfarbstoffes (griin) und die mikroskopische AUSWErtUNg.........cccoevereerieneeieeeene 32

Abbildung 5: (A) Prapariertes Organpaket mit Aorta (Ao), lliakalbifurkation (Bif), Aa. renales
(NA) und Ureteren (U). Die schwarzen Linien zeigen die Schnittlokalisationen. (B) Rattenniere
mit 20 Gauge Venenverweilkatheter in der A. renalis, der mit drei chirurgischen Knoten fixiert
wurde. Die Katheterspitze (rot eingezeichnet) liegt vor der Aufteilung in zwei groRe
Segmentéste (SChWArz VEISTAIKL). ........oooiiiiiiiiiieeee e 33

Abbildung 6: Aufbau der Dezellularisierungseinheit mit folgenden Bestandteilen (von links
nach rechts): Spulflissigkeiten, Vorrichtung mit elektromagnetischen  Ventilen,
Arthroskopiepumpe und Computer mit der Software DecellControl sowie Reaktor mit

angehangten RATENNIEIEN. .......oiiiiii et 34

Abbildung 7: Der Computerbildschirm wéhrend der Einstellung der Parameter fur die

Dezellularisierung in der Software DecellCoNntrol. ...........cccoevveiiiiiici e 36

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Dezellularisierungseinheit und der
Flussverhéltnisse. Wéahrend das destillierte Wasser und das SDS verworfen wird (blauer

durchgezogener Pfeil unten rechts), wird das Penicillin Streptomycin in einem geschlossenen
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Kreislauf wiederverwendet (blauer gestrichelter Pfeil mittig unten). Der sonstige Aufbau kann
der Abb. 6 eNtNOMMEN WEIAEN. .......ccviiiieiie ettt e e aaesnne s 37

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Zelleinsaat. 2ml Zellsuspension wurden mit
Iml/min Uber den Venenverweilkatheter in die Nierenarterie eingebracht. Die abgetropfte

Suspension wurde anschlieBend zweimalig aufgezogen und erneut appliziert..............c......... 38

Abbildung 10: (A) Einzelteile des Miniinkubator. Beim Zusammenbau war insbesondere
darauf zu achten, dass zwischen allen adaptierten Teilen eine Gummidichtung verbaut wurde
und diese die richtige Spannung besal3. (B) Miniinkubator nach Montage. Dreiwegehahn mit
Entliftungsleitung (Sternchen) und freiem Anschluss, an den nachtraglich der zufiihrende
Schenkel des Rollenpumpenschlauches angeschlossen wurde (schwarzer Pfeil). Der
abflihrende Schenkel des Rollenpumpenschlauchs wurde an den metallischen Schlauchadapter

angehangt (FOtEr PRI .....eceiieee et nre e 39

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Rezellularisierungseinheit. Der Miniinkubator
befindet sich im Brutschrank, der Hauptfluss verlauft der blau durchgezogenen Linie
entsprechend. Das Medium gelangte nach Passage des arteriellen Systems (iber die Vena renalis
und Nierenkelchsystem zurlck in die Glasschale. Hier wurde es durch den standigen Sog der
Arthroskopiepumpe erneut abgezogen und wiederum in Richtung Miniinkubator transportiert,
sodass ein in sich geschlossener Kreislauf vorliegt. Entliiftung und Medienwechsel wurde durch

Drehung des Dreiwegehahns ermdglicht (blau gestrichelte Linie). .......cccoocovvevviiciecieciiennn, 40

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Flussrichtung abhéngig von der Stellung des
Dreiwegehahnes. (1) Entliiftung, (2) Perfusion, (3) Medienwechsel. Der rote Pfeil gibt jeweils
die effektive FIUSSIICNTUNG @N. ...oouiiiiiiii e 41

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Zahlung von im Parenchym verbliebenen
Endothelzellen. Von mindestens drei histologischen Schnitten auf Objekttragern wurden 20
Bereiche (x20) in 200facher VergrofRerung (200x) betrachtet. Vom Bild werden die obere und
die linke Grenzlinie mit in die Zahlung einbezogen (griine Linien), die recht und untere
Grenzlinie dagegen nicht (rote Linie). Nur an der Gefalwand adharente Zellen werden gezéhlt

(gruner Kreis), sich frei im Lumen befindende Zellen jedoch nicht (roter Kreis). .................. 48

Abbildung 14: Lichtmikroskopisches Bild des Endothelzelltypes EA.hy926 nach 24-stiindiger
Kultivierung. Es zeigten sich polygonale Zellen mit langlichen Zytoplasmaausléufern;
200fache Vergroerung, Mafstabsbalken = 100 [M. ......ccevviiiiiiiiiiniiiiecee e 49
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Abbildung 15: Population doubling time des endothelialen Zelltyps EA.hy 926. Nach einer
langsamen Adaption und einem unregelmaRigen Zellzyklus zu Beginn der Zellkultur (p1, p2,
p3) zeigte sich in der funften, sechsten und siebten Passage ein gleichméRiges Bild mit einer

Verdopplungszeit von ungefahr €INEM Tag. ......cvccveiieieiiesie e 50

Abbildung 16: Immunozytochemische Farbung des Endothelzelltypes EA.hy926 auf
Kammerobjekttragern. Es zeigt sich eine deutliche Positivitat fir CD-31 (A), fir den vVWF (B)
und PCNA (C), B1-Integrin (D) und a4-Integrin (E). 100fache VergréRerung, Malstabsbalken
el L0 OV s O PP UPRRUPRTRRPI 51

Abbildung 17: Mikroskopische Darstellung des in-vitro Angiogenese Assays in 100facher
Vergrolierung. A-D: nativ, E-H: Fluoreszenzfarbstoff mit Alexa Fluor 488. Unmittelbar nach
Pipettieren von 2x10* Endothelzellen auf die Extrazellular-Matrix-Lésung (t=Omin) zeigten
sich diese rundlich konfiguriert (A+B). Nach vier Stunden zeigte sich eine beginnende
Konfluenz der Zelle mit der Ausbildung langlicher Zytoplasmata (B+F). Nach 10 Stunden
waren bereits tubulére Strukturen (Sterne) zu erkennen (C+G), die nach 18 Stunden geschlossen
und dicht erschienen (D+H). MaB3stabsbalken = 100 LM.........cccoviiiiiiiiiiiinniiie e 52

Abbildung 18: Darstellung der Dezellularisierung und Einwirkung der Spulflissigkeiten auf
das Nierenparenchym im zeitlichen Verlauf. Zu Beginn dunkelrotes Parenchym (A), Abblassen
durch destilliertes Wasser (B) und SDS (C=15min gesamt, davon 5min SDS & D =30min
gesamt, davon 20min SDS). Zur Verbesserung des optischen Kontrastes wurde zum Ende ein
schwarzer Hintergrund gewéhlt. Nach 60 Minuten durchsichtiges Parenchym mit radiéren

Gefélien (E). Nach Abschluss des Protokolls erschien das Parenchym fast milchig (F). ........ 54

Abbildung 19: Histologische Darstellung der Rattenniere nach Durchfiihrung der
Dezellularisierung und Schnitt einer nicht-dezellularisierte Niere (B) zum Vergleich. In der
H.&E.-Féarbung (A) zeigt sich ein physiologisch organisiertes Parenchym ohne sichtbare
Verletzungen. In der immunhistochemischen Darstellen sieht man einen Erhalt von Fibronektin
(C), Laminin (D) sowie Kollagen IV (E). 100fache VergroBerung, Malistabsbalken = 100pum.

Abbildung 20: Fotographische Aufnahme wahrend der Rezellularisierung. Der Miniinkubator
befindet sich im Brutschrank, zu- und abftihrende Schlduche verlassen diesen durch ein kleines
Loch (links oben). Uber dem Deckel des Miniinkubators ist zusatzlich die Entliftungsleitung
(Schleife) zu sehen. Der Dreiwegehahn leitet das ankommende Medium in die angehdngt
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Rattenniere, die sich vollstandig in Kulturmedium befindet (Vergrél3erung rechts) und tber den
Venenverweilkatheter am Reaktordeckel befestigt ist. ........ccoocvevviiiiieiiie e, 57

Abbildung 21: Histologische Schnitte (H.&E.) der Rezellularisierung nach vorangegangener
Dezellularisierung mit 3% SDS. Es zeigte sich im Rahmen aller Versuche ein weitgehend leeres
Parenchym mit nur wenig abgrenzbaren Zellen. Teilweise befinden sich trotz funftagiger
dynamischer Kulturbedingung lose, nicht adhdrente Zellen in den Gefalilumina (Pfeile). (A) 10
Millionen Zellen, 3 Stunden Adhdsionszeit. Auch durch Verlangerung der Zellzahl auf 20
Millionen und Verlangerung der Adhéasionszeit auf acht Stunden (B) und eine Anpassung auf
finf Stunden (C) veranderte das Bild nur unwesentlich. 50fache VergréRerung,
MaBstabsbalken = 100 LML ......eoiiiiiiieiiiiei e 58

Abbildung 22: Semiquantitative Analyse der Rezellularisierung von 20 zuféllig ausgewéhlten
Bereichen nach Dezellularisierung mit 3% SDS. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte flr
die Zellzahl pro Flacheneinheit. Die linke y-Achse bezieht sich auf die gezéahlte, absolute
Zellzahl (schwarze Balken). Die rechte y-Achse bezieht sich auf die relative Zellzahl und damit
der gezéhlten Zellzahl im Verhaltnis zu einer Million applizierten Zellen (grauer Balken). Im
Rahmen aller Versuchsnummer zeigte sich ein insuffizienter Rezellularisierungserfolg mit
einer maximalen Zellzahl von 13,8 (x9,7) Zellen/FE (absolut) und 0,8 (x0,7) Zellen/FE
(FEIALIV). .ttt bbbt b ettt bbbt 60

Abbildung 23: Histologische Ubersichtsschnitte (H.&E.) der Rezellularisierung mit 40
Millionen Zellen und funf Stunden Adhasionszeit nach vorangegangener Dezellularisierung
mit 0,66% SDS sowie funf Tagen (A) und (B), 48 Stunden (C) und ohne (D) dynamische
Kulturbedingungen in 50facher VergroRerung, 200fache VergrofRerung in den kleinen
Rechtecken. Es zeigte sich ein wesentlich zelldichteres Parenchym mit deutlich mehr an den
GefaBwanden (exemplarisch Sternchen) und in den Glomeruli (exemplarisch Pfeile)
adharenten Zellen. Ohne Perfusion (D) zeigten sich intraluminale Zellkonglomerate.
MaBstabsbalken = 100 [UM. .....cccoiiiiiiiiiie e 61

Abbildung 24: Immunhistochemische Farbung auf CD-31 (PECAM-1) zeigte eine deutliche
Positivitat nach 5 Tagen (A + B) und 48 Stunden (C) dynamischer Kulturbedingungen sowie
eine negative Isotypenkontrolle (D). 100fache Vergrof3erung, Maf3stabsbalken = 100 pum. ... 64

Abbildung 25: Immunhistochemische Farbung auf PCNA zeigte eine deutliche Positivitat nach
5 Tagen (A), nach 48 Stunden (B) und ohne (C) dynamische Kulturbedingungen sowie eine
negative Isotypenkontrolle (D). 100fache VergroBerung, Mafistabsbalken = 100 pm. ........... 65
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Abbildung 26: Ergebnisse der Nick-In-Situ-Translation. Wahrend nach flinf Tagen
dynamischer Kulturbedingungen (A+B) einzelne Zellen eine leichte rotliche Verfarbung
zeigten (Pfeile), war nach 48 Stunden dynamischer Kulturbedingungen (C) keine apoptotische
Aktivitdt erkennbar. 100fache VergroBerung, Mal3stabsbalken = 100 pum. ..........ccceevivieiinnnnns 66

Abbildung 27: Semiquantitative Analyse der Rezellularisierung von 20 zuféllig ausgewéhlten
Bereichen nach Dezellularisierung mit 0,66% SDS. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte fiir
die Zellzahl pro Flacheneinheit. Die linke y-Achse bezieht sich auf die gezéhlte, absolute
Zellzahl (schwarze Balken). Die rechte y-Achse bezieht sich auf die relative Zellzahl und damit
auf die gezéhlte Zellzahl im Verhaltnis zu einer Million applizierten Zellen (grauer Balken).
Beobachtet wurde eine deutliche Verbesserung des Rezellularisierung mit max. 67,3 (+42)
Zellen/FE (absolut) und 1,7 (x1) Zellen /FE (relativ) nach dynamischen Kulturbedingungen.

Abbildung 28: Vergleich von jeweils drei Versuchsdurchldufen jeder Kohorte (schwarzer
Balken: 3% SDS, grauer Balken: 0,66% SDS. Es konnte mehr als eine Verdoppelung der
relativen Zellzahl durch Erniedrigung der SDS Konzentration auf 0,66% im Rahmen der

Dezellularisierung beobachtet WErdeN. ............ccveiiiieiieie e 69

Abbildung 29: Histologische Darstellung des Nierenparenchyms bei Abbruch der dynamischen
Kulturbedingung nach funf Tagen aufgrund mikrobieller Komplikationen. (B) zeigt dichte
Pilzhyphen im Nierenparenchym. (A) zeigt eine weitgehende Verlegung des Lumens der A.

renalis. 50fache VergroBerung, Mafistabsbalken = 100 tm........cccocviiiiiiiiiiniiiiiccn 70
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