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Zusammenfassung

Trotz beachtlicher Fortschritte auf dem Gebiet des myokardialen Tissue
Engineerings stellt die funktionelle Vaskularisierung eines bioartifiziellen
Herzmuskelgewebes auch heute noch eine grolte Herausforderung dar. Ziel
dieser Arbeit war es daher, ein biologisches, kardiales in vitro Modellsystem zu
entwickeln, mit dessen Hilfe es mdglich ist, neue Strategien zur Vaskularisierung
tissue engineerten Myokards zu evaluieren.

Dafir wurden Rattenherzen mittels eines softwaregesteuerten Langzeit-
Perfusionssystems standardisiert dezellularisiert. Das Gefallsystem der azel-
lularen Herzen wurde anschlielend mithilfe verschiedener perfusionsbasierter
sowie histologischer Verfahren untersucht. Durch retrograde Perfusion der Aorta
ascendens konnten sowohl nicht-endotheliale Zellen als auch humane
Nabelschnurendothelzellen im Koronarsystem der dezellularisierten Rattenherzen
angesiedelt und kultiviert werden. Einem mikrochirurgischen Praparations-
verfahren folgend wurden die rebesiedelten Organe zu einem kardialen
Matrixmodell  weiterverarbeitet. Rebesiedlungs-Effektivitat,  Vitalitat und
metabolische Aktivitdt der intrakoronar kultivierten Zellen konnten mithilfe
verschiedener Vitalitats- und eines Stoffwechsel-Assays quantitativ und qualitativ
analysiert werden. Im Zuge der Etablierung einer kontrollierten Kokultur erfolgte
zudem die Besiedlung einer zuvor re-endothelialisieten EZM mit neonatalen
Rattenkardiomyozyten. Mittels selektiver Koronarostien-Kanulierung und Perfusion
mit humanem Vollblut konnte die Hamokompatibilitat azellularer und rebesiedelter
Gefalle analysiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine grof’e Anzahl Rattenherzen in toto

standardisiert dezellularisiert werden. Die Integritat des koronaren GefalRsystems
sowie wichtige makro- und mikroskopische Charakteristika der Organanatomie
konnten dabei erhalten werden. Daruber hinaus war es maoglich, den de-
endothelialisierten Gefallbaum der zellfreien Organgerlste einer umfassenden
und hochselektiven Rebesiedlung zu unterziehen. Durch mikrochirurgische
Praparation der re-endothelialisierten Organe sowie durch zusatzliche Besiedlung
extravasaler EZM-Kompartimente mit kardialen Zellen konnte schliellich ein
biologisches, vaskularisiertes, kardiales in vitro Modellsystem, das Coronary
Artery Tissue-Flap Model (CATFM), geschaffen werden. Auch nach erfolgreicher
Rebesiedlung blieben die Integritat der GefalR-EZM sowie deren Durchgangigkeit
fur Vollblutkomponenten bis hin zum Kapillarbett vollstandig erhalten.
Das hier entwickelte CATFM bietet die Mdoglichkeit, Re-Endothelialisierungs-
Kapazitat, Endothelfunktion sowie zellulare Interaktion in einem standardisierten,
biologischen, kardialen in vitro Modellsystem zu untersuchen. Zusatzlich zur
Evaluation von Strategien zur funktionellen Vaskularisierung bioartifizieller
Gewebe kénnte das CATFM kuinftig auch als Testsystem flr pharmakologische
Studien und Analysen zur Stammzelldifferenzierung weitere Anwendungsbereiche
erschliel3en.



Abstract

Despite remarkable progress in the field of tissue engineering and regenerative
medicine the vascularization of a three dimensional bioartificial myocardium still
remains a major challenge. Hence, it was the object of the present study to
establish a standardized biologically derived cardiac in vitro model that allows us
to develop new strategies to create a functional vascularized myocardium.
Therefore in this study rat hearts were decellularized in toto by standardized
coronary perfusion through automated software-controlled retrograde aortic
perfusion. Protein diffusivity analysis, blood perfusion of the coronary arteries as
well as different histological analyses were used to asses the coronary artery
vessel system after decellularization. Through selective coronary perfusion via
retrograde aortic perfusion the coronary vessel system of the in toto decellularized
rat hearts was seeded with different cell types (standard murine fibroblast cell line
and human umbilical vein ECs). A standardized coronary artery tissue-flap model
(CATFM) was created by microsurgical dissection of the decellularized and
subsequently reseeded whole hearts into two tissue flaps adherent to the
ascending aorta and encasing the left and right coronary artery, respectively.
Seeding efficacy, cell viability and metabolic activity were analyzed by assessing
the intracellular esterase activity and plasma/nuclear membrane integrity as well
as the cellular low density lipoprotein uptake. For controlled coculture with primary
cardiac cells the re-endothelialized extracellular matrix was surface seeded with
cardiac cells from neonatal rat hearts. For evaluation of vessel patency and
sealing for cellular blood components before and after recellularization, coronary
ostia of the above-mentioned tissue flaps were selectively catheterized and
perfused with citrated whole blood.

In this study a large number of rat hearts were successfully decellularized in toto
by means of a highly standardized dezellularization process, conserving the
patency and integrity of the de-endothelialized coronary artery vessel system
including crucial ECM characteristics. Retrograde aortic perfusion allowed for
selective seeding of the coronary artery system. Microsurgical dissection of the re-
cellularized whole hearts and subsequent surface seeding of the tissue flaps
enabled additional controlled coculture with cardiac cells. In all repopulated tissue
flaps, the catheterized part of the coronary artery system was still patent,
demonstrated by blood perfusion that revealed repopulated vessels to ensure
perfusibility of cellular blood components even down to capillary-like structures.
The coronary artery tissue-flap model offers a patent and perfusable coronary
vascular architecture with a preserved cardiac extracellular matrix, therefore
mimicking nature’s input to the highest possible degree. This offers the possibility
to study re-endothelialization and endothelial function of different donor cell types
and their inter- action with cardiac cells in a standardized biologically derived
cardiac in vitro model, while establishing a real-cardiac-like test system for in vitro
drug testing and stem cell differentiation studies.
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Einleitung
1 Einleitung
1.1 Klinische Situation

1.1.1 Epidemiologie kardiovaskularer Erkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen in der heutigen Zeit weltweit eine der
Haupttodesursachen dar. An allen Todesfallen, die auf nicht Ubertragbare
Erkrankungen (engl. noncommunicable diseases, NCDs) zurlckzufliihren waren,
hatten Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems im Jahr 2012 einen Anteil von
46,2% [1]. Die absolute Anzahl der weltweiten Todesfalle belief sich dabei auf 17,5
Millionen [1]. Damit reiht sich die Gruppe kardiovaskularer Erkrankungen deutlich
vor den Krebserkrankungen (21,7% der NCD-Todesfalle 2012), den Erkrankungen
der Atemwege (10,7%) und dem Diabetes mellitus (4%) ein [1]. Sowohl bei
Mannern als auch bei Frauen machen dabei die ischamischen Herzerkrankungen
mit 45% beziehungsweise 37% an allen kardiovaskularen Erkrankungen den bei
Weitem groldten Anteil aus [2]. Auch in Europa und Deutschland sind
Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems die fihrende Todesursache [3-5]. So
sind sie in Europa mit 47% fur nahezu die Halfte aller Todesfalle verantwortlich [3]
und auch in Deutschland kénnen in der Altersgruppe der Uber 65-Jahrigen 50%
aller Sterbefalle bei den Mannern und 41% bei den Frauen auf Erkrankungen des

Kreislaufsystems zurtickgeflihrt werden [5].

1.1.2 Myokardschadigung und terminale Herzinsuffizienz

Eine Schadigung des Herzmuskelgewebes unterliegt dem Einfluss verschiedener
Faktoren [6]. Dazu zahlen unter anderem die arterielle Hypertonie, die koronare
Herzerkrankung, der Diabetes mellitus, Erkrankungen der Herzklappen sowie die
linksventrikulare Hypertrophie [6]. Letztlich fuhren nahezu alle kardialen
Erkrankungen zu einer Einschrankung der Pumpfunktion des Herzens und somit
zu einer Herzinsuffizienz [7]. Die Herzinsuffizienz stellt dabei einen Zustand dar,
bei dem das Herz nicht in der Lage ist, die peripheren Organe — in Ruhe oder
unter Belastung - mit Blut und damit mit Sauerstoff zu versorgen [6]. Das
American College of Cardiology und die American Heart Association definieren die

Herzinsuffizienz als ein komplexes klinisches Syndrom, das grundsatzlich aus



Einleitung

jeder funktionellen oder strukturellen Herzerkrankung hervorgehen kann und die
Fahigkeit des Ventrikels, sich mit Blut zu flllen oder Blut auszuwerfen, einschrankt
[7].

Die Herzinsuffizienz ist der haufigste Grund der stationdren Krankenhaus-
aufnahme in Deutschland [8]. Damit kann sie heutzutage als eine der
kostenintensivsten chronischen Erkrankungen angesehen werden, wobei in den
westlichen Industrienationen die Kosten der stationaren Versorgung bei Patienten
mit Herzinsuffizienz 50 bis 70% der Krankheitskosten ausmachen [8, 9]. In Zukunft
wird sogar noch mit einer Steigerung der Gesundheitskosten zu rechen sein, da
von einer weiteren Zunahme der Pravalenz und Inzidenz der Herzinsuffizienz
ausgegangen werden kann [10]. Dies liegt in der aktuellen demographischen
Entwicklung sowie im medizinischen Fortschritt begrundet, der zu einer Reduktion
der Letalitat ischamischer Herzerkrankungen fuhrt [10]. Trotz eines deutlichen
Rickgangs der Sterblichkeit nach dem Auftreten einer Herzinsuffizienz ist die
Prognose einer unbehandelten Herzinsuffizienz immer noch schlecht. Obwohl sich
in den vergangenen Jahrzenten ein deutlicher Ruckgang der Mortalitat der
Herzinsuffizienz  eingestellt hat, liegt die 5-Jahres-Mortalitdtsrate nach
Diagnosestellung immer noch bei etwa 50% [11, 12]. Dabei zeigen sich
stadienabhangige 5-Jahres-Uberlebensraten, die entsprechend der Klassifikation
der Schweregrade der Herzinsuffizienz durch die American Heart Association
(AHA) fir die Stadien A bis D jeweils 97%, 96%, 75% und 20% betragen [13]. Das
Stadium D bezeichnet dabei einen Zustand, bei dem eine refraktare
Herzinsuffizienz vorliegt, die einer besonderen Intervention bedarf [14].

Auch wenn das Myokard des erwachsenen Herzen Uber ein gewisses Mal} an
Regenerationskapazitat verfugt [15, 16], reicht diese dennoch nicht aus, um den
Funktionsausfall durch eine ausgedehnte Myokardschadigung, zum Beispiel im
Rahmen eines akuten Myokardinfarktes, zu kompensieren. Der mit dem
Untergang vitalen Herzmuskelgewebes einhergehende Funktionsverlust kann
somit als irreversibel angesehen werden [17].

Nach Ausschopfung aller konservativen und teils auch operativen
Therapieoptionen gilt die Herztransplantation als ultima ratio zur Behandlung einer
terminalen Herzinsuffizienz [18]. Erhebliche Einschrankung erfahrt diese
Therapieoption allerdings durch den Mangel an verfigbaren Spenderorganen. Im

Jahr 2014 wurden in Deutschland insgesamt 294 Herztransplantationen
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durchgefuhrt [19]. Auf der Warteliste fur eine alleinige Herztransplantation waren
im selben Jahr jedoch 842 Patienten zu finden [19]. Eine vergleichbare Diskrepanz
zwischen Angebot und tatsachlichem Bedarf Iasst sich auch im Falle anderer
Spenderorgane beobachten. Gemaly neuerer Angaben durch die Organisation
Eurotransplant stellt sich die Situation auch fur Lungen oder Nieren ahnlich prekar
dar [19].

1.2 Tissue Engineering

Eine noch junge Forschungsdisziplin, die versucht, Lésungsansatze fir die
Problematik der Organknappheit zu entwickeln, ist das Tissue Engineering. Der
Begriff Tissue Engineering wurde erstmals 1987 durch Mitglieder der US National
Science Foundation (NSF) eingefuhrt [20]. Nur ein Jahr spater erfolgte die
offizielle Definition des Begriffs auf einer durch die NSF organisierten Konferenz in
Lake Tahoe in Kalifornien [20]. Tissue Engineering wurde hierbei beschrieben als
die Anwendung von Methoden und Prinzipien aus dem Bereich des
Ingenieurswesens und der Biowissenschaften, um ein fundamentales Verstandnis
von Struktur-Funktions-Beziehungen in normalen und pathologisch veranderten
nativen Geweben zu schaffen und einen biologischen Gewebeersatz zu
entwickeln, der es ermdglicht, verschiedene Gewebefunktionen wiederherzu-
stellen, aufrechtzuerhalten oder zu verbessern [20]. 1993 veroéffentlichten Robert
Langer und Joseph Vacanti in der Fachzeitschrift Science einen Artikel, der die
neue Forschungsdisziplin erstmals umfassend charakterisierte [21]. In diesem
Artikel beschrieben die beiden Autoren das Tissue Engineering als neues
Forschungsgebiet, welches danach strebt, einen funktionellen Ersatz flr
erkranktes Gewebe herzustellen [21]. Das Ziel des Tissue Engineerings ist
demnach die Herstellung funktioneller, dreidimensionaler Gewebe aulRerhalb des
Korpers, die in Gréflke, Form und Funktion den jeweiligen Bedirfnissen angepasst
werden kénnen, noch bevor sie schlie3lich in den Korper implantiert werden [20].
So soll ein fur den individuellen Patienten einzigartiges Ersatzgewebe generiert
werden, das sowohl Regenerations- als auch Umbauvorgange ermdglicht und
zudem Uuber ein gewisses Wachstumspotential verflgt [22]. Letztere Eigenschaft
ist vor allem in der Kinderherzchirurgie von grollem Interesse, da dadurch

repetitive Eingriffe vermieden werden kénnten [22].
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Die Herstellung solcher bioartifizieller Gewebe beruht meist auf der Besiedlung
dreidimensionaler biologischer oder synthetischer Tragersubstanzen und
Geruststrukturen mit verschiedenen Zellen [23]. Die Geruststrukturen dienen dabei
als formgebende Schablonen, die den Zellen idealerweise ein geeignetes Milieu
zur Verfligung stellen, welches Zelladhasion, -wachstum, -migration und -differen-
zierung unterstitzt und damit letztlich die Entstehung eines funktionellen Gewebes
fordert [23, 24]. Zur Optimierung zellularer Wachstums- und Differenzierungs-
vorgange werden im Tissue Engineering haufig auch biochemische und/oder
physikalische Stimuli eingesetzt [23]. Die chemische Stimulation erfolgt dabei nicht
selten in Form biologischer Signalmolekile wie zum Beispiel bestimmter
Wachstumsfaktoren, wahrend zur mechanischen Stimulation Bioreaktorsysteme
eingesetzt werden [23]. Geruststrukturen, Zellen und physikochemische Stimuli
stellen folglich die drei Basiskomponenten des Tissue Engineerings dar, deren
Kombination die Herstellung eines funktionellen bioartifiziellen Gewebes
ermoglichen soll [23, 24].

Seit der Begriffseinfihrung 1987 wurden im Bereich des Tissue Engineerings
bemerkenswerte Fortschritte gemacht, so dass in den vergangenen Jahren bereits
einige in vitro hergestellte Gewebe klinische Anwendung erfuhren. Als womdglich
bekanntestes Beispiel ist hier die Implantation einer tissue engineerten Trachea zu
nennen [25]. Dafur wurde die Trachea einer verstorbenen Spenderin mittels eines
detergenzien- und enzymbasierten Dezellularisierungsprotokolls von ihren
zellularen Bestandteilen befreit. Anschlielend erfolgte die Rebesiedlung des
dadurch entstandenen Organ-Gerlsts mit Epithel- und Knorpelzellen, die zuvor
mittels Biopsien aus dem Respirationstrakt und dem Knochenmark der spateren
Empfangerin gewonnen wurden. Das derart in vitro erzeugte Gewebe konnte
schliel3lich als Ersatz flir den aufgrund einer Tuberkulose hochgradig
geschadigten linken Hauptbronchus der Patientin implantiert werden [25]. Die
Ergebnisse der Arbeiten von Paolo Macchiarini, der als erster die Implantation
einer tissue engineerten Trachea durchgeflihrt und beschrieben hatte, sind
aufgrund der aktuellen Kritik an der Arbeit Macchiarinis allerdings nur
eingeschrankt beurteilbar [26]. Paolo Macchiarini sieht sich seit dem vergangenen
Jahr dem Vorwurf wissenschaftlichen Fehlverhaltens ausgesetzt, so dass das

Karolinska-Institut im Marz 2016 seine Zusammenarbeit mit dem Chirurgen
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beendete [26]. Zur abschlieBenden Beurteilung der Arbeit von Macchiarini sind
weiterfuhrende Untersuchungen angesetzt [26].

Als ein weiteres Beispiel fur den klinischen Einsatz bioartifizieller Gewebe sind
tissue engineerte Herzklappen zu nennen, die Kindern mit einem Klappenvitium
implantiert werden konnten [27]. Diese Herzklappen verfligen Uber den grof3en
Vorteil, als biologisch aktive Klappen mit den heranwachsenden Kindern
mitzuwachsen [27]. Auch die Implantation einer tissue engineerten
Pulmonalarterie bei einem vier Jahre alten Madchen mit Pulmonalatresie [28] und
die Implantation bioartifizieller Harnblasen bei jungen Patienten, die an einer
gestorten Blasenfunktion aufgrund einer Myelomeningozele litten [29], konnten
bereits erfolgreich durchgeflihrt werden. Dies sind alles Beispiele flr einen heute

schon stattgefundenen klinischen Einsatz tissue engineerter Gewebe.

1.2.1 Myokardiales Tissue Engineering

Das myokardiale Tissue Engineering ist ein junger, aufstrebender
Forschungsbereich, der es sich zum Ziel gesetzt hat, einen funktionellen,
bioartifiziellen Gewebeersatz fur erkranktes Myokard zu generieren, um dessen
reduzierte Funktion unterstutzen oder sogar ganzlich kompensieren zu kdnnen
[30]. Dartber hinaus konnten tissue engineerte kardiale Gewebe auch als in vitro
Testsysteme Verwendung finden, die es uns ermdglichen wirden, ein fundierteres
Verstandnis der Biologie des Herzen und der Pathogenese kardiovaskularer
Erkrankungen zu entwickeln [30].

Um ein solches bioartifizielles Herzmuskelgewebe herstellen zu kénnen, wurden
im Verlauf der vergangenen Jahre zahlreiche Strategien entwickelt. Vereinfacht
lassen sich hierbei rein zellbasierte Verfahren [31, 32] von denjenigen Strategien
unterscheiden, die zur Herstellung eines tissue engineerten Myokards auf die
Verwendung von Zellen in Kombination mit verschiedenartigen Tragersubstanzen
und Geruststrukturen zurtickgreifen [33-38].

Bereits in den spaten 1950er Jahren gelang es Moscona, spharoide Zellaggregate
aus Kardiomyozyten zu erzeugen, die aus embryonalen Huhnerherzen isoliert
worden waren [31]. Da diese Kardiomyozyten lediglich unter kontinuierlichen
Kreisbewegungen in einem Erlenmeyerkolben kultiviert worden waren,

verdeutlichte dieser Versuch, dass kardiale Zellen eine generelle Tendenz zeigen,
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zu aggregieren und dadurch eine dem Myokard ahnliche Verbindung einzugehen.
Eine weitere lediglich zellbasierte Methode besteht in der Herstellung kontraktiler
myokardialer Konstrukte auf der Basis zweidimensionaler Zell-Monolayer aus
neonatalen Rattenkardiomyozyten [32]. Um die konfluenten Zell-Monolayer vom
Boden der verwendeten Kulturgefalle abzulésen, ohne dabei den Zellverband
durch die Verwendung von Enzymen aufzuheben, werden bei diesem Verfahren
die speziellen Eigenschaften eines temperatursensitiven Polymers (poly(N-
isopropylacrylamide)) genutzt. Dieses dient der Beschichtung der KulturgefalRe
und ermdglicht es, durch Temperaturreduktion den konfluenten Monolayer
neonataler Kardiomyozyten im Verband von diesen zu losen. Die Kombination
mehrerer solcher Zell-Monolayer ermdoglicht schlieBlich die  Anfertigung
dreidimensionaler myokardialer Konstrukte. Morphologisch und funktionell
gekoppelt, verfugen diese Zellschichten Uber eine spontane kontraktile Aktivitat
[32].

Neben diesen rein zellbasierten Methoden existieren zahlreiche weitere
Strategien, die auf der Kombination von kardialen Zellen mit verschiedenen
biokompatiblen Tragersubstanzen und GerUststrukturen basieren. Als solche
Tragersubstanzen kommen in der Regel entweder Hydrogele [33-37] oder
dezellularisierte native Gewebe und sogar ganze Organe zum Einsatz [38].
Darlber hinaus existieren einige neuere Verfahren, die diese beiden
Tragersubstanzen und deren spezielle Eigenschaften kombinieren [39-41].

Unter den Hydrogelen werden naturliche von synthetischen Formen unterscheiden
[33]. Naturliche Hydrogele bestehen dabei in der Regel aus naturlich
vorkommenden Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM) [34]. So zum
Beispiel das der murinen Sarkom Zelllinie Engelbreth-Holm-Swarm entstammende
Matrigel® [34]. Dieses setzt sich (iberwiegend aus Laminin, Kollagen Typ IV und
Enactin zusammen [34]. Synthetische Hydrogele hingegen beinhalten Substanzen
wie Polyethylenglycol, Polylactide, Polylactid-co-Glycolid, Polycaprolacton,
Polyacrylamid oder Polyurethane [35]. Der Vorteil derjenigen Hydrogele, die sich
zu grollen Anteilen aus EZM-Komponenten zusammensetzen, liegt darin, Gber
ahnliche mechanische Eigenschaften wie ein natlrliches Gewebe zu verfugen und
zudem hochgradig biokompatibel und biologisch aktiv zu sein [33]. Nachteilig
gegenuber den synthetischen Gelen ist die eingeschrankte Kontrolle Uber deren

physikochemische Eigenschaften, die Schwierigkeit, deren Abbaurate zu
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modifizieren sowie eine ausreichende Sterilisierung und Aufreinigung dieser Stoffe
sicherzustellen [33]. Letztlich ist es durch die Einbettung von kardialen Zellen in
Hydrogele maoglich, ex vivo dreidimensionale Gewebekonstrukte herzustellen. Die
Beschaffenheit der Hydrogele erlaubt es dabei, die dreidimensionale Konfiguration
dieser Konstrukte zu modifizieren und gegebenenfalls bestehenden anatomischen
Verhaltnissen anzupassen. Als eines der dafir wohl bekanntesten Beispiele aus
dem Bereich des kardiovaskularen Tissue Engineerings sind hier die ringférmigen
kardialen Konstrukte zu nennen, die von Zimmerman et al. entwickelt wurden [37].
Mithilfe spezieller Gussformen konnte ein Gemisch aus Typ | Kollagen, Matrigel®
und neonatalen Rattenkardiomyozyten in eine Ringform gebracht werden. Diese
wiederum ermdglichte es schlielBlich, das gesamte tissue engineerte Konstrukt
einer gleichmaligen mechanischen Konditionierung in Form einer repetitiven
Dehnung zu unterziehen [37]. Als sackférmiges myokardiales Gebilde konnte eine
solche Hydrogel-Zell-Kkombination in einem in vivo Versuch uUber ein Rattenherz
gestulpt werden in der Hoffnung, so oder in &ahnlicher Form einmal als
biologisches ventrikulares Unterstitzungssystem eingesetzt werden zu kdnnen
[36]. Die hydrogel-basierten myokardialen Konstrukte weisen eine dem nativen,
differenzierten Myokard sehr ahnliche Morphologie auf und verfligen, wie auch die
oben beschriebenen Zell-Layer, Uber eine spontane kontraktile Aktivitat [37].
Durch die bereits genannte mechanische Stimulation der Zell-Hydrogel-Verbande
kann eine Optimierung dieser Eigenschaften erreicht werden [37].

Neben der Verwendung von Hydrogelen ist die Rebesiedlung dezellularisierter
nativer Gewebe und Organe ein weit verbreitetes Verfahren nicht nur im Bereich
des kardiovaskularen Tissue Engineerings [42]. Dezellularisierungsstrategien
zielen darauf ab, samtliche Zellen aus einem Gewebe auszuwaschen und dadurch
eine zellfreie EZM zu erhalten, die in ihrer natdrlichen Architektur und
Zusammensetzung sowie in ihren mechanischen Eigenschaften moglichst
unverandert bleibt [17]. 2008 gelang es der Arbeitsgruppe um Doris Taylor, ein
ganzes Rattenherz zu dezellularisieren und die dadurch erhaltene kardiale EZM
mit neonatalen Rattenkardiomyozyten und endothelialen Zellen zu besiedeln [38].
Die vollstandige Dezellularisierung der Organe konnte durch antegrade Perfusion
der KoronargefalRe der Rattenherzen mit einer SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) -
haltigen Losung erreicht werden. Wahrend sich die dezellularisierten Herzen in der

histologischen Untersuchung vollkommen frei von Zellkernen und kontraktilen
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Elementen darstellten, zeigte sich die kardiale EZM hochgradig konserviert.
Matrixkomponenten wie Kollagen Typ | und Ill; Laminin und Fibronectin, die
arteriellen und vendsen Basalmembranen der KoronargefalRe sowie die
Ausrichtung und Zusammensetzung der Faserbestandteile konnten erhalten
werden. Der Dezellularisierung der Herzen folgte die Rebesiedlung der kardialen
EZM mit neonatalen Rattenkardiomyozyten und die Kultivierung in einem
Bioreaktorsystem. Mit dessen Hilfe konnte eine kontinuierliche Perfusion der
Organe mit Nahrmedium gewahrleistet werden. Bereits 8 Tage nach erfolgter
Rebesiedlung zeigten die Herzen nach elektrischer Stimulation makroskopisch
sichtbare Kontraktionen. Die Pumpfunktion dieser Herzen entsprach dabei in etwa
2% der eines adulten Rattenherzens und zu 25% der eines 16-wdchigen fetalen
humanen Herzens [38]. Trotz dieser bei Weitem noch unzureichenden
Pumpfunktion verdeutlichte diese Arbeit auf eindrucksvolle Weise das Potential, in
vitro funktionelles Herzmuskelgewebe oder sogar ein ganzes Herz auf der Basis
einer durch Dezellularisierung gewonnenen kardialen EZM zu erzeugen.

Die natlrliche EZM bietet als Geruststruktur den gro3en Vorteil, nicht nur Uber
eine bereits vorbestehende dreidimensionale makroskopische Gewebearchitektur
zu verfugen, sondern den verwendeten Zellen auch eine natirliche
Mikroumgebung zur Verfligung zu stellen [42]. Es ist bekannt, dass die EZM einen
nicht unwesentlichen Einfluss auf das Zellverhalten nimmt und somit an
verschiedenen Vorgangen wie zum Beispiel der Zelladhasion, -proliferation, -
differenzierung und —migration teilhat [43-45]. Um von diesen bedeutenden
Eigenschaften einer intakten EZM profitieren zu kdnnen, werden hohe
Anforderungen an die verschiedenen Dezellularisierungs-Verfahren gestellt. Von
einem idealen Dezellularisierungsprotokoll wird erwartet, ein Gewebe selektiv von
allen zellularen Bestandteilen sowie potentiell immunogene Antigenen zu befreien
und dabei die Zusammensetzung, die physiologischen Eigenschaften und die
mechanische Integritat der EZM weitestgehend zu bewahren [46].

Neben denjenigen Tissue-Engineering-Verfahren, die sich entweder die
Verwendung von Hydrogelen oder von dezellularisierten extrazellularen Matrizes
zu Nutze machen, existieren verschiedene Arbeiten, welche die Kombination
beider Tragersubstanzen beschreiben [39-41]. Dieser Ansatz zielt darauf ab, die
jeweiligen Vorteile beider Materialien zu kombinieren. Als Beispiel flr ein solches

Verfahren kénnen myokardiale Matrix-Hydrogele angesehen werden, die durch
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Lyophilisierung und enzymatische Verdauung einer dezellularisierten kardialen
EZM gewonnen werden [39]. In Form einer intramyokardialen Injektion nach
Myokardinfarkt wurden diese Hydrogele bereits im Klein- und Grofdtiermodel
eingesetzt. Im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe konnte mithilfe dieser
MaRnahme die Pumpfunktion der infarzierten Herzen verbessert werden [41]. Ein
weiteres  Beispiel fir den kombinierten Einsatz  verschiedenartiger
Tragersubstanzen stellt die in einer 2014 veroffentlichten Arbeit beschriebene
Verbindung eines hydrogel-basierten kardialen Konstrukts mit der EZM eines
dezellularisierten Schweinedarmsegments dar [40]. Dieses Verfahren machte es
unter anderem maoglich, durch die spezielle Matrixarchitektur des dezellularisierten
Darmsegments eine geordnete Ausrichtung der Kardiomyozyten innerhalb des
Hydrogel-Konstruktes zu induzieren.

Um die Ausrichtung von Kardiomyozyten innerhalb tissue engineerter Gewebe
und damit auch deren Funktionalitat im Sinne eines einheitlichen, synchronen und
gerichteten Kontraktionsablaufs zu optimieren, wurden im Laufe der Zeit viele
unterschiedliche Methoden entwickelt [40, 47-49]. Neben der oben bereits
beschriebenen mechanischen Konditionierung konnte gezeigt werden, dass sich
auch durch elektrische Stimulation tissue engineerter myokardialer Konstrukte in
vitro nicht nur deren Funktionalitat, sondern auch deren ultrastrukturelle
Eigenschaften verbessern lieRen [47]. DarUber hinaus verdeutlichen verschiedene
Arbeiten die Bedeutung der zugrundeliegenden Matrixbeschaffenheit fur die
Ausrichtung und Differenzierung kardialer Zellen [40, 48, 49]. Durch die
Modifikation der verwendeten  Kulturoberflachen und der zellularen
Mikroumgebung kann erheblicher Einfluss auf das Wachstums- und
Differenzierungsverhalten der Zellen genommen werden. Solche Modifikationen
beinhalten zum Beispiel die parallele Anordnung von Kollagenfasern in
zweidimensionalen  Zellkulturversuchen [49] oder die Veranderung der
Mikroarchitektur dreidimensionaler Hydrogelstrukturen unter Verwendung von

Micropatterning-Techniken mittels UV-Fotolithografie [48].

1.2.2 Funktionelle Vaskularisierung tissue engineerter Konstrukte

Trotz der vielversprechenden Fortschritte im Bereich des myokardialen Tissue
Engineerings  existieren  gegenwartig immer noch einige zentrale

Herausforderungen, die es zu meistern gilt, um eines Tages ein klinisch
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anwendbares funktionelles Ersatzgewebe fur erkranktes Myokard herstellen zu
konnen [30]. Eine dieser Herausforderungen besteht in der funktionellen
Vaskularisierung tissue engineerter Gewebe, die von einigen Autoren sogar als
groRte Herausforderung im Tissue Engineering angesehen wird [50].

Die Versorgung nahezu aller nativer Gewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen
sowie der Abtransport metabolischer Abfallprodukte erfordern ein komplexes,
funktionierendes Gefallnetzwerk [51]. Aber auch fir eine uneingeschrankte
Funktion des Immunsystems sowie flir Entwicklungs-, Heilungs- und
Regenerationsprozesse ist ein intaktes Gefallsystem von entscheidender
Bedeutung [52].

In einem solchen GefalRsystem zweigen sich arterielle GefalRe immer weiter auf,
bis sie schlieldlich ein dicht verwobenes Netz aus Kapillargefallen formen. Hinter
dem Kapillarbett vereinen sich diese Kapillaren zu Venolen, die sich wiederum zu
Venen zusammenschliefen, welche letztlich tber die obere und untere Hohlvene
den Abstrom des vendsen Blutes zum rechten Herzen gewahrleisten. In den
meisten nativen Geweben befinden sich die Zellen in einem maximalen Abstand
von 200 pm zum nachstgelegenen Kapillargefald [53], was in etwa der
gréltmoglichen Diffusionsstrecke von Sauerstoff im Gewebe entspricht [54].

Das Gefallsystem des Herzens verflgt dabei Uber einen besonders komplexen
Aufbau, der an den speziellen Anforderungen des arbeitenden Herzmuskel-
gewebes ausgerichtet ist [55]. Die das Herz versorgenden Arterien entspringen in
Form einer linken und einer rechten Koronararterie der Aorta ascendens. Die
Koronarostien sind dabei im Aortensinus gelegen, welcher unmittelbar kranial der
Aortenklappe lokalisiert ist. Die grofderen epikardial gelegenen Koronararterien
zweigen sich schrittweise in immer kleiner werdende Arterien auf, die in das
Herzmuskelgewebe eindringen. Diese intramural gelegenen Gefalie teilen sich
weiter auf in Arteriolen und Kapillaren, die letztlich die Kardiomyozyten unmittelbar
umgeben. Die vendsen Gefalde des Herzens verlaufen Gberwiegend in Begleitung
der Arterien, bevor sie schlieBlich das vendse Blut Uber den Koronarvenensinus in
den rechten Vorhof drainieren [55].

Dem enormen Sauerstoffbedarf der Kardiomyozyten geschuldet [56] befindet sich
immer mindestens ein Kapillargefaly in unmittelbarer Nachbarschaft einer
Herzmuskelzelle [57]. Der Abstand zwischen einer kapillaren Endothelzelle und

dem nachstgelegenen Kardiomyozyten misst dabei nur etwa 1 um [55], bei einem
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interkapillaren Abstand von ungefahr 20 um [58]. Diese eindrucksvolle
Gefalidichte und die dadurch maximal reduzierte Diffusionstrecke gewahrleisten
einen optimalen Sauerstoff- und Nahrstoffaustausch zwischen Blut und
Herzmuskelgewebe [55]. Daruber hinaus sind durch die nur minimale Distanz
zwischen Endothelzellen und Kardiomyozyten bestmdégliche Voraussetzungen flr
eine direkte Interaktion der beiden Zelltypen geschaffen. Es ist mittlerweile
bekannt, dass das Zusammenspiel zwischen Endothel und Myokard nicht nur
wahrend der embryonalen Kardiogenese, sondern auch flir grundlegende
physiologische Funktionen des Herzens von elementarer Bedeutung ist [57].

Als Endothel wird dabei die Gesamtheit aller Endothelzellen bezeichnet, die in
Form einer konfluenten Zellschicht die luminale Oberflache der Blutgefalle
bedecken [59]. Nicht nur fir die Entwicklung und Funktion des Herzens, sondern
auch im Rahmen vieler fir das Herz und den Gesamtorganismus bedeutsamer
physiologischer und pathophysiologischer Vorgange spielt das Endothel eine
entscheidende Rolle [59-63].

So kommt ihm eine herausragende Bedeutung in der Aufrechterhaltung eines
Gleichgewichtes zwischen pro- und antithrombotischen Prozessen zu [61]. Ein
funktionierendes Endothel namlich schafft die Voraussetzung fir einen
ungehinderten Blutfluss durch das Gefalisystem, indem es die unkontrollierte
Entstehung eines Thrombus verhindert. Dies wird durch die endotheliale
Expression verschiedener antithrombotisch wirkender Mediatoren erreicht, wozu
neben zahlreichen anderen das transmembranare Protein Thrombomodulin, der
gewebespezifische Plasminogenaktivator (tissue-type plasminogen activator, t-PA)
oder der endotheliale Protein-C-Rezeptor (EPCR) gezahlt werden [59].
Andererseits Ubernimmt das Endothel die essentielle Aufgabe, im Falle einer
Verletzung der GefalRwand die Entstehung eines lokalen Thrombus zu foérdern,
indem es auch prothrombotische Substanzen wie zum Beispiel den Von-
Willebrand-Faktor (vVWF) oder den Gerinnungsfaktor Gewebethromboplastin
(tissue factor) synthetisiert [59]. Neben seinem bedeutenden Einfluss auf die
Homodostase des Gerinnungssystems dient das Endothel auch als semipermeable
Barriere, die flr einen geordneten Austausch von Flussigkeiten und den darin
geldsten Substanzen zwischen Blut und Interstitium verantwortlich ist [63]. Der
Stoffaustausch zwischen den beiden Kompartimenten erfolgt dabei entweder Uber

trans- oder parazellulare Transportwege. Als dynamische Barriere greift das
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Endothel in diese Transportprozesse ein. Es ist in der Lage, die parazellulare
Permeabilitat durch die Expression oder den Abbau interzellularer
Adhasionsproteine zu modifizieren [63]. Dariber hinaus werden von
Endothelzellen auch Zelladhasionsproteine und verschiedene Signalmolekile
exprimiert, die eine exakt koordinierte Interaktion zwischen Leukozyten und
Endothelzellen und damit die Leukodiapedese im Rahmen inflammatorischer
Geschehen ermdglichen [62]. Auch an der Regulation des Gefaldtonus und damit
auch des Blutdruckes ist das Endothel maRgeblich beteiligt [61]. Durch die
Synthese und Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) durch die Endothelzellen
wird eine Relaxierung der glatten Gefalmuskelzellen erreicht [61]. Einen
ahnlichen Effekt erzielt auch das der Gruppe der Prostaglandine angehoérende
Prostacyclin  (Prostaglandin |, PGIl,), das ebenfalls von Endothelzellen
synthetisiert wird [61]. Als Gegenspieler dieser wichtigen vasodilatatorisch
wirkenden Substanzen agiert das Peptid Endothelin, welches die
GefalBmuskulatur zur Kontraktion anregt [61]. Neben zahlreichen weiteren, den
Gefaldtonus beeinflussenden Substanzen wird auch der Vasokonstriktor
Endothelin von Endothelzellen bereitgestellt [61]. AulRer den bereits genannten
Funktionen wirken Endothelzellen zudem als wichtige Initiatoren der Angiogenese,
die als Hauptmechanismus im Zuge der Entstehung neuer GefalRe bei
Erwachsenen angesehen wird [60].

Angesichts dieser zahlreichen Aufgaben und Funktionen wird deutlich, wie wichtig
ein gut endothelialisiertes und reich verzweigtes Gefalinetzwerk fur die Vitalitat
und Funktionalitat tissue engineerter Gewebe und Organe ist. Insbesondere im
Rahmen kunftiger in vivo Anwendungen wird die Blut-Perfusion dieser artifiziellen
Gewebe Uber ein funktionierendes Gefalsystem fiir deren langfristiges Uberleben
nach einer Implantation von entscheidender Bedeutung sein. Bisher beschrankt
sich das Spektrum erfolgreicher in vivo Anwendungen vor allem auf relativ dinne
oder avaskulare Gewebe wie zum Beispiel Haut oder Knorpelgewebe [51]. Die
geringeren metabolischen Anspriche dieser Gewebe erlauben den Verzicht auf
ein reich verzweigtes Gefaldsystem. Fur die Herstellung dickerer und metabolisch
anspruchsvollerer Gewebe wie des Myokards stellt die funktionelle
Vaskularisierung allerdings eine elementare Voraussetzung dar. Sie gilt nach wie
vor als eine der bedeutendsten Herausforderung bei der Herstellung vieler

Gewebe und Organe [50]. Deren Realisierung kénnte daher als ein bedeutender
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Fortschritt im Bereich des Tissue Engineerings und der regenerativen Medizin

angesehen werden [51].

1.2.3 Aktuelle Vaskularisierungsstrategien

Im Laufe der letzten Jahre wurden viele verschiedene Strategien entwickelt, um
der Herausforderung zu begegnen, bioartifizielle Gewebe mit einem funktionellen
Gefallsystem auszustatten [50]. Den weitaus meisten dieser Strategien liegen
prinzipiell zwei verschiedene Ansatze zugrunde, die entweder auf einer in vitro
oder einer in vivo induzierten Vaskularisierung tissue engineerter Gewebe
basieren [50]. Daruber hinaus spielen der Einsatz verschiedener Wachstums-
faktoren und Adhasionsproteine sowie die Auswahl einer fir die funktionelle
Vaskularisierung bioartifizieller Gewebe idealen Zelllinie eine bedeutende Rolle
[50].

In vitro Vaskularisierung tissue engineerter Gewebe

Um in vitro bioartifizielle Gewebe mit einem funktionellen GefalRsystem herstellen
zu koénnen, werden in der Regel verschiedene Geruststrukturen mit vaskularen
Zellen besiedelt [50].

Biologische Geruststrukturen, die durch die Dezellularisierung verschiedener
Gewebe oder ganzer Organe gewonnen wurden, bieten den groRRen Vortelil,
bereits Uber ein praformiertes, natlrliches Gefallnetzwerk und ein hohes Mal} an
Biokompatibilitat zu verfligen [50]. Als Beispiele fur derartige biologische
GeruUststrukturen  kdnnen  dezellularisierte ~ Schweinedarmsegmente  [64],
Rattennieren [65] oder auch dezellularisierte Rattenherzen [38] genannt werden.
Durch Rebesiedlung mit endothelialen Zellen konnen die zunachst avitalen
Gefalstrukturen dieser Organe mit einer funktionellen Zellschicht ausgekleidet
werden.

Als synthetische Geruststrukturen hingegen kommen haufig Hydrogele zum
Einsatz [50]. Um die Porositat der Hydrogele und damit auch deren
Vaskularisierungspotential zu vergroRern, ist es maoglich, die Vernetzung der
enthaltenen Polymere zu verandern [66]. Auch durch die Anwendung sogenannter
Electrospinning-Verfahren wird versucht, pordése Geruststrukturen aus Polymer-

I6sungen herzustellen [67]. Angelehnt an das natlrliche Kapillargefaldsystem
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befassen sich wiederum andere Ansatze damit, verschiedene Hydrogel-
Materialien mit einem System tubularer Hohlraume zu versehen [68]. Dieses Ziel
verfolgend wurden in den letzten Jahren zahlreiche Methoden etabliert, die von
verschiedenen Gussverfahren [69] Uber Photopatterning-Techniken [70] bis hin zu
sogenannten Bioprinting-Verfahren [71] reichen. All diese Methoden vereint die
Bestrebung, die Mikroarchitektur der verwendeten Tragersubstanzen kontrolliert
modifizieren zu kénnen. Dadurch soll es ermoglicht werden, Hydrogel-Konstrukte
mit einer pordsen Struktur oder gar einem komplexen, dem nativen
BlutgefalRsystem ahnlichen Netzwerk aus Mikrokanalen auszustatten. Der
Stoffaustausch soll auf diese Weise auch im Inneren gréfierer und damit kiinftig
klinisch anwendbarer Hydrogel-Konstrukte optimiert werden. [68]. Synthetische
Tragersubstanzen verfligen zwar nicht Uber ein natirliches, vorgeformtes
Gefallsystem, haben aber in der Regel den Vorteil einer gréReren Formvariabilitat
und einer einfacheren Produktion in groReren Stickzahlen mit einheitlichen
Eigenschaften [50].

In vivo Vaskularisierung tissue engineerter Gewebe

Neben denjenigen Verfahren, die darauf abzielen, tissue engineerte Gewebe in
vitro mit einem funktionellen GefalRsystem auszustatten, existieren weitere
Strategien, durch die primar avaskulare Gewebe nach deren Implantation eine
Vaskularisierung in vivo erfahren sollen [50]. Diese Vaskularisierung in vivo basiert
in erster Linie auf natlrlichen Angio- und Vaskulogenese-Prozessen [50]. Als
Angiogenese wird dabei die Aussprossung von Kapillaren aus bereits
bestehenden Blutgefallen bezeichnet [72]. Der Begriff Vaskulogenese beschreibt
hingegen einen Vorgang, bei dem es durch die Neuanordnung noch
undifferenzierter Endothelzellen in situ zur Entstehung neuer Gefalistrukturen
kommt [73].

Im Rahmen der in vivo Vaskularisierung werden zunachst avaskulare Gewebe
nach deren Implantation in einen Empfangerorganismus von Gefal3en infiltriert
[50]. Die auf diese Weise pravaskularisierten Konstrukte kdnnen dann, nach deren
Explantation, einem weiteren Organismus implantiert werden [74]. Dartber hinaus
konnte gezeigt werden, dass sich innerhalb kurzer Zeit Anastomosen zwischen
dem implantierten pravaskularisierten Gewebe und dem Gefallsystem des

Empfangers ausbilden kénnen [74]. Ein haufig angewandtes System zur in vivo
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Vaskularisierung  artifizieller =~ Gewebekonstrukte ist das  arteriovendse
Gefalischleifenmodell (AV-Loop-Model) [53]. Durch ein vendses Gefald oder eine
synthetische Gefaliprothese wird ein Shunt zwischen einem vendsen und einem
arteriellen GefaRabschnitt angelegt, wodurch eine arteriovenése Gefallschleife
erzeugt wird. Diese Gefalischleife wird in eine Kunststoffkammer eingebettet, die
entweder nur die arterioven0se GefalRverbindung an sich [75] oder zusatzlich
extrazellulare Matrixmaterialien zur Vaskularisierung enthalt [76]. Mithilfe dieses
Systems, das sich die natlrlichen Angio- und Vaskulogenese-Prozesse zu Nutze
macht, ist es moéglich, vaskularisierte Konstrukte unterschiedlicher Gewebearten in
vivo anzufertigen. So wurde das arteriovendse Gefalischleifenmodell bereits zur
Vaskularisierung von artifiziellem Knochen [77], Herz- [78] und auch Skelettmuskel
ahnlichem Gewebe [79] angewandt. Auch unter Verwendung der bereits
beschriebenen Zell-Monolayer wurde schon versucht, in vivo ein vaskularisiertes,
kardiales Gewebekonstrukt zu erzeugen [80]. Dabei gelang es, mehrere
Monolayer neonataler Kardiomyozyten im Zuge wiederholter Operationen im
Subcutangewebe von Ratten zu einem etwa 1 mm dicken myokardialen Gewebe
aufzuschichten. Die schrittweise Kombination der einzelnen Zellschichten in
zeitlichen Intervallen von bis zu drei Tagen ermdglichte die zwischenzeitliche

Einsprossung eines dichten Gefalinetzwerkes in die Zellschicht-Konstrukte [80].

Zur Vaskularisierung eingesetzte Wachstumsfaktoren und Adhasionsproteine

Wie eingangs bereits erwahnt, umfassen die Vaskularisierungsstrategien im
Tissue Engineering auch die Verwendung verschiedener Wachstumsfaktoren [81].
Dazu zahlen unter anderem bedeutende Angio- und Vaskulogenesefaktoren wie
zum Beispiel der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) oder auch der
basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) [81, 82]. Diese spielen eine
entscheidende Rolle bei der Bildung neuer BlutgefalRe. Insbesondere an
Prozessen wie der Differenzierung endothelialer Vorlauferzellen, der Zellmigration
und der Ausbildung tubuldrer Zellformationen sind diese beiden Faktoren
malfdgeblich beteiligt [82]. Durch die Integration derartiger Wachstumsfaktoren in
tissue engineerte Gewebekonstrukte lasst sich deren Vaskularisierungspotential
optimieren [83]. So konnte gezeigt werden, dass sich die Ausbildung von Gefalten
in einem pordsen Polymergerust durch die Einbindung von VEGF und dem

Wachstumsfaktor Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) deutlich verbessern
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lasst [83]. Zur Optimierung der Zelladhasion und zur kontrollierten raumlichen
Anordnung von Zellen innerhalb dreidimensionaler Geruststrukturen kénnen deren
zu Grunde liegende Tragersubstanzen zum Beispiel mit der RDG- (Arginin-Glycin-
Asparaginsaure) Peptidsequenz ausgestattet werden, die flr die Ausbildung von
Zellkontakten mit dem Matrixprotein Fibronectin von entscheidender Bedeutung ist
[84, 85]. Vor diesem Hintergrund wird auch die Beschichtung von Trager-

substanzen mit Fibronectin erfolgreich angewendet [86].

Zur Vaskularisierung verwendete Zellarten

Neben der Auswahl einer idealen Tragersubstanz und deren Modifikation durch
die Applikation verschiedener Wachstumsfaktoren und Adhasionsproteine spielt
auch die Frage nach der Verwendung einer geeigneten Zelllinie eine wichtige
Rolle [50]. Im Rahmen verschiedener in vitro Modelle zur Untersuchung von
Angio- und Vaskulogenese wurden bisher verschiedene endotheliale Zellen
verwendet [87]. Darunter sind unter anderem humane Nabelschnurendothelzellen
(HUVECSs), humane dermale mikrovaskulare Endothelzellen (HDMECs), bovine
aortale Endothelzellen (BAECs) oder auch bovine kapillare Endothelzellen (BCEs)
zu finden [87]. Als nachteilig bei der Verwendung solcher primarer Endothelzellen
kénnen deren limitierte Verfugbarkeit sowie eingeschrankte Proliferationskapazitat
angesehen werden [88]. In den vergangenen Jahren wurden daher vermehrt auch
endotheliale Progenitorzellen (EPCs) wie zum Beispiel sogenannte Endothel-
Kolonie-bildende-Zellen (ECFCs) eingesetzt [52]. In mehreren Arbeiten konnte
zudem gezeigt werden, dass sich durch die Kokultivierung von Endothelzellen mit
nicht-endothelialen Zellen die Vaskularisierung bioartifizieller Gewebe positiv
beeinflussen lasst [89-91]. Diese Beobachtung konnte unter anderem fir die
Kokultivierung mit Osteoblasten [91], Praadipozyten [89] und auch Fibroblasten
[90] gemacht werden. Fir den positiven Einfluss einer zweiten Zelllinie scheinen
insbesondere parakrine Effekte verantwortlich zu sein, welche die erwinschten

Angiogenese-Prozesse induzieren und aufrechterhalten [92].

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Auch wenn in den vergangenen Jahren bereits zahlreiche vielversprechende
Fortschritte im Bereich des kardiovaskularen Tissue Engineerings gemacht

wurden, stellt uns die Suche nach einem bioartifiziellen Gewebeersatz fur
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erkranktes Myokard auch gegenwartig noch vor grol3e Herausforderungen. Als
eine der grolten Hirden, die es dabei auf dem Weg zum tissue engineerten
myokardialen Gewebeersatz zu Uberwinden gilt, kann die funktionelle
Vaskularisierung tissue engineerter Gewebe angesehen werden [50]. Die
Bewaltigung dieser Herausforderung scheint fiur die Entwicklung eines vitalen,
ausreichend groRen und damit klinisch anwendbaren Herzmuskelgewebes
unumganglich zu sein. Daher bedarf es kardialer Modellsysteme, mit deren Hilfe
wir die komplexe Biologie der Koronargefalte und des Myokards replizieren und
damit besser verstehen konnen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, ein solches in vitro Modellsystem
durch die Rebesiedlung einer natlrlichen, kardialen EZM zu entwickeln. Daftr
sollten in einem ersten Schritt native Rattenherzen unter Verwendung eines
softwaregesteuerten  Langzeitperfusionssystems  mittels  druckkontrollierter
Koronarperfusion in toto standardisiert dezellularisiert werden. In einem weiteren
Schritt sollte die auf diese Weise gewonnene dezellularisierte kardiale EZM
funktionellen Untersuchungen unterzogen werden.

Um aus den in toto dezellularisierten Rattenherzen ein standardisiertes, kardiales
in vitro Modell herstellen zu kénnen, sollte im Rahmen dieser Arbeit auRerdem ein
standardisiertes Praparationsverfahren entwickelt werden. Dadurch sollte die
kardiale EZM einer einfachen und direkten makro- und mikroskopischen
Beurteilung zuganglich gemacht werden, ohne dabei auf die Mdglichkeiten einer
sterilen Kultivierung sowie einer selektiven koronararteriellen Perfusion verzichten
zu mussen.

Um die Rebesiedlungs- und insbesondere auch die Re-Endothelialisierungs-
kapazitat der dezellularisierten EZM zu untersuchen, zielte diese Arbeit auRerdem
darauf ab, das kardiale in vitro Modell mit verschiedenartigen Zelltypen zu
besiedeln. Nebst der Verwendung einer murinen Fibroblasten-Zelllinie sollten
dafir auch humane Endothelzellen und neonatale Rattenkardiomyozyten zum
Einsatz kommen. Darlber hinaus sollte durch die simultane Besiedlung des Intra-
und Extravasalraumes mit letztgenannten Zelltypen die Etablierung einer
kontrollierten, dreidimensionalen Kokultur innerhalb des kardialen Matrix-GerUstes
erreicht werden. Zur Evaluation der Rebesiedlungsverfahren sollten deren
Effektivitat, Selektivitat und Funktionalitdt quantitativ und qualitativ untersucht

werden.
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Angesichts potentieller in vivo Anwendungen tissue engineerter Gewebe in naher
Zukunft war es zudem vorgesehen, im Rahmen dieser Dissertation auch die
Hamokompatibilitdt des kardialen Modellsystems in vitro zu untersuchen. Daflr
wurden sowohl azellulare als auch rebesiedelte Koronargefalle des
beschriebenen Modellsystems einer Perfusion mit humanem Vollblut unterzogen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Explantation und Praparation der Herzen

Venenverweilkanile (17G)
Nahtmaterial (Polypropylen, 3-0)
Titan-Gefalclips

Jonosteril®

Heparin-Natrium

Isofluran

Xylazinhydrochlorid

Ketavet®

2.1.2 Dezellularisierungsprotokoll
SDS Pellets

Natriumdesoxycholat

Natriumazid

PBS

Penicillin/Streptomycin

B. Braun, Art.-Nr.: 4268156S-01
Ethicon, Art.-Nr.: EH7694H

Vitalitec, Art.-Nr.: J1108-1

Fresenius Kabi, PZN: 7815900
Rotexmedica GmbH, PZN: 3862340
Actavis, PZN: 07253744

Bayer AG, PZN: 1320422

Pfizer, PZN: 03151811

Carl Roth, Art.-Nr.: CN30.2
Amresco, Art.-Nr.: 0613

Carl Roth, Art.-Nr.: K 305.2
Gibco, Art.-Nr.: 14190-094

Gibco, Art.-Nr.: 15140

2.1.3 Epoxidharzperfusion und Mikro-Computertomographie

1ml Spritze

E 20 plus, rot (Epoxidharz)
E 20 plus Harter (Harter fur E 20 plus)

Roéntgenkontrastmittel

B. Braun, Art.-Nr.: 9161406V

Biodur®, Art.-Nr.: KEP04A1.0

Biodur®, Art.-Nr.: KEHO5AO0.6

GE Healthcare GmbH, PZN: 2708401
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2.1.4 Protein-Diffusions-Analyse

Prazisions-Spritzenpumpe B. Braun, Art.-Nr.: 8713820

50ml Spritze B. Braun, Art.-Nr.: 8728844F

28G Mikrokatheter Vygon, Art.-Nr.: 1261.206

BSA, Alexa Fluor® 555 conjugate Invitrogen Corp., Art.-Nr.: A34786
Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: A7906-100G
Bildschirm-Recorder-Software Bandisoft, Bandicam

2.1.5 Zellkulturstudien

DMEM + GlutaMAX™-| Gibco, Art.-Nr.: 21885

Fetales Kalberserum Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: F7524
Trypsin/EDTA Gibco, Art.-Nr.: 25200-056
Endothelzellmedium Promocell, Art.-Nr.: C22120
Collagenase |l Gibco, Art.-Nr.: 17101-015
Calcein/Ethidiumbromid Invitrogen Corp., Art.-Nr.: L3224

Propidium lodid
SYBR® Green
CMFDA
CMTPX
Dil-acLDL
Kollagen
L-Glutamin
6-Well-Platte

24-Well-Platte

PP-R&hrchen, steril (50ml)

Gewebekulturflasche (75cm?)

3ml Spritze

Invitrogen Corp., Art.-Nr.: P 3566
Invitrogen Corp., Art.-Nr.: S-7567
Invitrogen Corp., Art.-Nr.: C2925
Invitrogen Corp., Art.-Nr.: C34552
Invitrogen Corp., Art.-Nr.: L-3484
Corning, Art.-Nr.: 354236

Gibco, Art.-Nr.: 25030-024

Starlab GmbH, Art.-Nr.: CC7672-7506
Starlab GmbH, Art.-Nr.: CC7672-7524
Greiner Bio-One GmbH, Art.-Nr.: 227261
Greiner Bio-One GmbH, Art.-Nr.:658175
B. Braun, Art.-Nr.: 4617022V

20



Material und Methoden

20ml Spritze B. Braun, Art.-Nr.: 4617207V

100 uym Zellsieb Biologix, Art.-Nr.: 15-1100

2.1.6 Histologie

Roti®-Histokitt Il (Einschlussmittel) Carl Roth, Art.-Nr.: T160.1

Jung Einbettmedium Leica, Art.-Nr.: 020108926
Roti®-Histofix 4% Carl Roth, Art.-Nr.: P087.3

Shandon Gill 3 Hematoxylin Thermo Scientific, Art.-Nr.: 6765009
Eosin B Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: 861006-100G
Xylen VWR Int. GmbH, Art.-Nr.: 28973.328
Essigsaure (Eisessig),100% Merck KGaA, Art.-Nr.: 1.00066.1000
Pikrinsaure Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: 101158002
Formaldehyd-Lésung, 37% NeolLab, Art.-Nr.: 4025.1000
Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: S-1648
Alcianblau 8GX Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: A5268-10G
Hematoxylin Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: H3136-25G
Eisen(lll)-chlorid Hexahydrat Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: 236489-100G
Jod Carl Roth, Art.-Nr.: 7935.1
Kaliumjodid Carl Roth, Art.-Nr.: 8491.1
Brilliantcrocein R Chroma/Waldeck, Art.-Nr.: 1B-109
Saurefuchsin Chroma/Waldeck, Art.-Nr.:1B-525
Phosphorwolframsaure Hydrat Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: 79690-100G
Saffron du Gatinais Chroma/Waldeck, Art.-Nr.: 5A-394
Salzsaure, 37% Merck KGaA, Art.-Nr.: 1.00317.1000
Ammoniumhydroxid Carl Roth, Art.-Nr.: CP17.1
Vectashield® mit DAPI Vector Laboratories, Art.-Nr.: H-1200
Rhodamine phalloidin Invitrogen Corp., Art.-Nr.: R415
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Aceton Merck KGaA, Art.-Nr.: 1.00013.2500
PBS Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: 79382-50TAB
2.1.7 Geriate

Inversmikroskop DM IL LED Leica

Durchlichtmikroskop DM 2000 Leica

Lichtquelle EL 6000 Leica

Mikroskopkamera DFC425 C Leica

Leica Application Suite, Version 3.8.0 Leica

Stereo-Mikroskop SLM 1 Karl Kaps

Konfokalmikroskop LSM 700 Zeiss

Spiegelreflexkamera EOS 400d Canon

Kryostat CM 1950 Leica

Sicherheitswerkbank Herasafe KS 18 Thermo Scientific

Brutschrank Hera cell 240i Thermo Scientific

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus

2.1.8 Langzeitperfusionssystem

Fur die Dezellularisierung der Rattenherzen wurde ein automatisiertes
Organperfusionssystem (Abb. 1) verwendet, das in der Arbeitsgruppe von Prof.
[93]. Es

durch einen

Lichtenberg entwickelt worden war ermoglicht die in toto

Dezellularisierung ganzer Rattenherzen softwaregesteuerten
Regelkreis, der die druckkontrollierte Perfusion des Koronarsystems mit den
Der

das zu dezellularisierende Rattenherz,

entsprechenden Dezellularisierungslésungen vollautomatisiert steuert.

Perfusionskreislauf beinhaltet dabei
wahrend der softwaregesteuerte Regelkreis die Aufrechterhaltung eines

kontinuierlich konstanten Druckes innerhalb dieses Perfusionskreislaufs

ermdglicht.
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Perfusionskreislauf

Der geschlossene Perfusionskreislauf setzt sich dabei aus einem Silikonschlauch
und einer Perfusionskammer zusammen. Bei der Perfusionskammer handelt es
sich um eine 250 ml fassende, eigens hergestellte Laborglasflasche (Abb. 1 B).
Sie beinhaltet das zu dezellularisierende Herz und ist Uber einen Ein- und einen
Auslass mit je einem Ende des Silikonschlauches verbunden und somit in den
Perfusionskreislauf integriert. Der Einlass wird von einem der beiden freien Enden
des Silikonschlauches gebildet, das durch einen speziell daflir angelegten Zugang
Uber den Deckel der Glasflasche in diese hineinragt. Den Auslass stellt eine
Glasolive an der Seitenwand der Perfusionskammer dar, die mit dem anderen
Ende des Silikonschlauches verbunden ist. Die Férderung des Perfusats durch
das Schlauchsystem wird von einer Rollerpumpe (Abb. 1 A) bewerkstelligt, in die
der Silikonschlauch eingespannt ist. Insgesamt werden zwei Doppelpumpen mit je
zwei Rollerpumpen verwendet, so dass zeitgleich unabhangig voneinander vier
Perfusionskreislaufe betrieben werden kdénnen. Je einer dieser Kreislaufe kann
dabei zur Dezellularisierung eines Herzens herangezogen werden. Die Perfusion
der Rattenherzen erfolgt dabei retrograd dber die mit einer 17G-
Venenverweilkanule kanulierte Aorta ascendens. Diese Kanule steht wiederum
Uber einen Luer-Lock-Anschluss direkt mit dem in die Perfusionskammer
hineinragenden zuflihrenden Schenkel des Schlauchsystems in Verbindung. Die
Drainage des Perfusats vollzieht sich, nach Passage des Koronarsystems, Uber
den rechten Vorhof. Das Perfusat wird dabei von der Perfusionskammer
aufgefangen und Uber den Auslass der Kammer wieder in den Perfusionskreislauf
eingespeist. Das zu dezellularisierende Rattenherz (Abb. 1 B) ist dabei innerhalb
der Perfusionskammer zu jedem Zeitpunkt des Dezellularisierungsprozesses
vollstandig von Perfusat umsplilt. In Serie vor das Organ geschaltet befinden sich
aullerhalb der Perfusionskammer ein Spritzenvorsatzfilter (Polyethersulfon-
Membran, 0,45 um PorengrofRe) (Abb. 1 B), ein Drucksensor (Abb. 1 B) und eine
Blasenfalle (Abb. 1 B). Der Filter dient dazu, den im Zuge der Dezellularisierung
anfallenden Zelldebris aus der Dezellularisierungslésung zu entfernen. Durch die
Blasenfalle wird ein Einschwammen von Luftblasen in die Koronargefalle der
Herzen und damit deren Verlegung verhindert. Uber den Drucksensor erfolgt die

Erfassung der im Perfusionskreislauf herrschenden Druckverhaltnisse.
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- ca

Abb. 1: Softwaregesteuertes Langzeitperfusionssystem zur standardisierten Organ-
Dezellularisierung. (A), Ansicht zweier Perfusionskreislaufe. (B), Detailansicht von Perfusions-
kammer und Komponenten des Perfusionskreislaufs. a, Perfusionskammer; b, Doppelpumpe mit
zwei Rollerpumpen; c, Dezellularisiertes Rattenherz innerhalb der Perfusionskammer; d,
Spritzenvorsatzfilter; e, Drucksensor; f, Blasenfalle; g, Notebook mit Steuerungssoftware.
Abbildung veréffentlicht: Hug Aubin, Alexander Kranz, Jorn Hilsmann, Artur Lichtenberg, Payam
Akhyari, Decellularized whole heart for bioartificial heart. Methods in Molecular Biology, 2013.
1036: p. 163-78. Wiedergabe vom Verlag (Springer Science+Business Media New York)
genehmigt.

Softwaregesteuerter Regelkreis

Das zentrale Steuerelement des Regelkreises ist die eigenes geschriebene und
auf einem mit Windows betriebenen Notebook (Abb. 1 A) installierte
Steuerungssoftware. Das Messsignal des unmittelbar vor dem Rattenherz in
Reihe geschalteten Drucksensors wird nach Umwandlung in einem
Messwerterfassungsmodul an die Steuerungssoftware weitergeleitet. Diese
ermittelt dann Uber einen PID (Proportional-Integral-Differential)-Kontroll-
Algorithmus die erforderliche Drehzahl der Rollerpumpen, um einen zuvor vom

Benutzer festgelegten Druck-Sollwert aufrechtzuerhalten. Dabei wird der Druck flr
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jeden Perfusionskreislauf gesondert erfasst und entsprechend geregelt, so dass
simultan vier autonome Dezellularisierungsprozesse unterhalten werden konnen.
Das von der Software auf Grundlage des PID-Kontroll-Algorithmus generierte
Signal wird nach Umwandlung durch ein Steuerungsmodul letztlich an die
Rollerpumpen Ubermittelt. Auf diese Weise gelingt es, den gewahlten
Perfusionsdruck wahrend des gesamten Zeitraums der Dezellularisierung
automatisch konstant zu halten. Uber die Desktopansicht der Steuerungssoftware
kann zu jedem Zeitpunkt der laufenden Perfusion der vom Drucksensor erfasste
Druck-Istwert in entsprechender Angabe in mmHg abgelesen werden (Abb. 2 A).
AuRerdem wird Uber die Benutzeroberfliche der Software stets die aktuelle
Pumpendrehzahl sowie der gewahlte Druck-Sollwert angezeigt (Abb. 2 A). Der
Perfusionsdruck sowie die Pumpendrehzahl werden dariber hinaus wahrend des
gesamten Dezellularisierungsprozesses aufgezeichnet und als Kurvenverlauf

entlang einer Zeitachse dargestellt (Abb. 2 B).

LSl Druckregelung [Druckregelung 1 bis 4] - Bedienoberfléche

Atigy Ansicht Info
Laufzeit [h] 24 60 Messwenen‘aaaung\ oK A\arme\ 070

Anlageniibersicht T Messwe rrHistorie T

aktiofgrsicht Info

Laufzeit [h] 53,02 Messwerterfassung 0K Alarme 040

Anlageniibersicht T Messwert-Historie T Alame

D i Di

[Druckregler 1

[PV 75.47 [mmHg] PRM [PV 7486 [mmHg] PRM o
|5v[ 7750 B8] Rem |5v[ 7750 68| Rem G
MV 050 man | AT v 170 man| RO 50

Drehzahl_P1 0.0] [Urmin] DrshzahlP3 | 11.6] [Ujmin] .

ELCE o AN

Eas) |-

Druckregler 2 Druckregler 4

regler
[P/ 78.83 fmraHg] (PR

[PV 234 fmrHa]_PRM | ::
|5v[ 7750 [0 Rem |5v[ 7750 |8l Rem 25

5
P00 o] BT EEET)

Drehzahl_P2 0.0} [Ufmin] Drehzahl_P4 18.7| [Ufmin]

0 5 10 135 0 25 30 35 40 45 0
Lautzst [h]

Abb. 2: Benutzeroberflache der Steuerungssoftware. (A), Anzeige der Druck Soll- und Istwerte
sowie der aktuellen Pumpendrehzahlen fiir jeden der vier Perfusionskreislaufe. (B), Aufzeichnung
und Darstellung des zeitlichen Verlaufs des Perfusionsdruckes sowie der Pumpendrehzahl
wahrend des Dezellularisierungsprozesses.

Bestandteile des Langzeitperfusionssystems
Laborglasflasche (Perfusionskammer) Schott-Duran, Art.-Nr.: 21 801 24 5

Silikonschlauch Roth, Art.-Nr.: 9580.1
Rollerpumpe Stockert, Art.-Nr.: 10-25-00
Spritzenfilter (hydrophil, 0,45 um) Sartorius GmbH, Art.-Nr.: 16555K
3-Wege-Hahn B. Braun, Art.-Nr.: 4095120
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Drucksensor Smiths Medical, Medex™ LogiCal®-
Drucksensor, MX 1960

Messewerterfassungsmodul Advantech, ADAM-4018 Remote-I/O-
Modul

Steuerungsmodul Advantech, ADAM-4024 Remote-I/O-
Modul

Steuerungssoftware engineo GmbH

Notebook Acer, Aspire one ZG5

Betriebssystem Microsoft, Windows XP Home Edition

2.1.9 Spendertiere

Als Spendertiere fir die in toto Dezellularisierung von Rattenherzen dienten
ausschlieRBlich gesunde mannliche Wistar-Ratten mit einem Lebendgewicht
zwischen 350 und 450 g. Alle Versuchstiere wurden Uber die Tierversuchsanlage
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf (Direktor: PD Dr. med. vet. Martin
Sager) bezogen. Samtliche Organentnahmen wurden gemal dem durch das
LANUV NRW (Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-
Westfalen, Leibnizstralle 10, 45659 Recklinghausen) genehmigten Organent-
nahmeantrag (Aktenzeichen A/224/2009) durchgeflhrt.

Als Spendertiere fur die Isolation neonataler Rattenkardiomyozyten kamen
neonatale Wistar-Ratten zum Einsatz. Die Entnahme aller fur die Zellisolation
herangezogenen Herzen fand entsprechend dem durch das LANUV NRW
genehmigten Organentnahmeantrag (Organentnahmeantrag ZETT HHU 093/13)
statt.

Vor Ausfuhrung der im Folgenden aufgezeigten tierexperimentellen Versuche
durch den Doktoranden hat dieser an der 40-stlindigen versuchstierkundlichen
EinfUhrung fur wissenschaftliche Mitarbeiter, Doktoranden und Studenten durch
die Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf erfolgreich
teilgenommen und damit den Fachkundenachweis gemall § 9 des geltenden

Tierschutzgesetzes erworben.
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2.2 Methoden

2.2.1 Explantation und Praparation der Herzen

Die Explantations- und Praparationsarbeiten wurden im Tier-OP des Instituts fur
Experimentelle Chirurgie der Klinik fir Kardiovaskulare Chirurgie des Universitats-
klinikums Dusseldorf (Universitatsklinikum Dusseldorf, Klinik flir Kardiovaskulare
Chirurgie, Moorenstr. 5, 40225 Dusseldorf) durchgefuhrt. Die Narkotisierung der
Tiere erfolgte zunachst in einer luftdicht verschlossenen Glasglocke. Dabei wurde
zu dem sich in der Glasglocke befindlichen Versuchstier ein mit Isofluran
getrankter Tupfer hinzugefliigt, wodurch nach wenigen Minuten eine Narkoti-
sierung des Tieres erreicht wurde. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde dem
Spendertier ein 3%-iges Isofluran-Sauerstoff-Gemisch Uber eine Gesichtsmaske
zugefihrt. Vor Beginn der Operation erfolgte eine einmalige subkutane Injektion
von Xylazin (8 mg/kg KG) und Ketamin (120 mg/kg KG). Nach Erldschen der
Schutzreflexe wurde mittels einer medianen Laparotomie der Bauchraum eréffnet.
Das Anheben und Verlagern des Darmkonvoluts nach extraabdominell
ermoglichte den Zugang zum Retroperitoneum. Mittels zweier Wattestabchen
wurde dann sowohl die Vena cava inferior als auch die Aorta abdominalis
vorsichtig vom umliegenden Gewebe befreit. In einem nachsten Schritt erfolgte die
Injektion von 1000 IE Heparin-Natrium in die Vena cava inferior. Fur die Punktion
des GefalRes diente eine 27G-Kanlle. Um eine ausreichende systemische
Zirkulation des Heparins zu erreichen, wurde nach der Injektion 5 min abgewartet,
bevor die Dosis der Gasnarkotika maximal erhéht wurde und die anschliefend
durchgefuihrte Durchtrennung der Aorta abdominalis zum Ausbluten des Tieres
fihrte. Unmittelbar danach wurde der Thorax durch eine mediane Sternotomie
erdffnet. Durch die Entfernung von Perikard und Thymus gelang die Freilegung
des Herzens, des Aortenbogens sowie der supraaortalen Aste, die in einem
nachsten Schritt in ihrem Verlauf moglichst distal abgesetzt wurden. Anschlie3end
wurde unmittelbar kranial ihrer Durchtrittsstelle durch das Zwerchfell auch die
thorakale Aorta durchtrennt und das Herz aus dem Thorax entnommen. Mittels
einer 17G-Veneverweilkanule erfolgte dann die Kanulierung der Aorta ascendens,
wobei die Spitze der Kanile stets distal der Aortenklappe zu liegen kam, so dass
wahrend des gesamten sich anschlielfenden Dezellularisierungsprozesses eine

suffiziente Perfusion der Koronararterien sichergestellt war. Zur Fixierung der
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Kanule wurde ein Polypropylenfaden der Starke 3-0 verwendet. Dabei wurden je
drei Knoten zwischen den zweiten und dritten supraaortalen Ast sowie Uber den
Truncus brachiocephalicus gelegt. Um schlieldlich das koronare Gefallsystem von
moglicherweise noch verbleibenden Blutkoageln zu befreien, wurden die
Koronararterien mit 50 ml einer heparinisierten Jonosteril®-Infusionslésung
(10.000 IE Heparin-Natrium/Liter Infusionsldsung) vorsichtig manuell perfundiert.
Die dafur verwendete 50 ml fassende Perfusorspritze wurde zu diesem Zweck auf
die Venenverweilkanile aufgesetzt und die Lésung so unter nur leichtem Druck
und optischer Kontrolle durch das koronare GefalRbett geleitet. Alle hier
dargestellten Operations- und Praparationsschritte wurden unter Verwendung
eines Stereo-Mikroskops durchgefiihrt. Die Dauer der gesamten Operation bis hin
zum Zeitpunkt der Herzentnahme umfasste 10 min Die Praparation der
explantierten Herzen beanspruchte weitere 2 min. Dabei wurde das enthnommene
Rattenherz wahrend der gesamten Praparationsarbeiten ex-situ regelmaflig mit
Jonosteril®-Infusionslésung befeuchtet, um ein Austrocknen des Organs zu

verhindern.

2.2.2 In toto Dezellularisierung der Rattenherzen

Unverzlglich nach der Organentnahme, der Kandllierung der Aorta ascendens
sowie der Perfusion der Koronargefalle mit heparinisierter Jonosteril®-
Infusionslésung wurden die Rattenherzen dem Dezellularisierungsprozess
zugeflhrt. Dieser erfolgte unter Verwendung des Organperfusionssystems, wofir
das Rattenherz Uber die Venenverweilkanlile mit dem Schlauchsystem des
Perfusionskreislaufs verbunden wurde. Zuvor waren das gesamte Schlauch-
system sowie die Perfusionskammer des Langzeitperfusionssystems mit der
Dezellularisierungslosung befullt worden. Im Zuge der Konnektion von
Verweilkanule und Schlauchsystem wurde stets darauf geachtet, Lufteinschllsse
in den Perfusionskreislauf zu vermeiden. Sobald das zu dezellularisierende
Rattenherz mit dem Perfusionssystem verbunden war, wurden die Rollerpumpen
des Systems gestartet. Dafur wurde der Steuerungssoftware ein Druck-Sollwert
von 77,5 mmHg vorgegeben. Dieser Wert liegt etwas unterhalb des bei der Ratte
physiologisch vorherrschenden mittleren arteriellen Druckes von etwa 85 mmHg

[94]. Er wurde gewahlt, um eine ausreichende Perfusion und somit vollstandige
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Dezellularisierung der Herzen bei zugleich grof3tmoglicher Schonung der EZM zu
erreichen [93]. AulRerdem wurde darauf geachtet, nur diejenigen Herzen fir die
Dezellularisierung zu verwenden, die Uber eine unversehrte Aorta ascendens
sowie eine intakte Aortenklappe verfugten, da nur unter diesen Voraussetzungen
ein ausreichender supravalvularer Druckaufbau erzielt werden kann. Dieser
wiederum garantiert eine suffiziente Koronarperfusion und damit die vollstandige
Dezellularisierung der Rattenherzen.

Mithilfe der Aufzeichnung der Perfusionsparameter konnte rickblickend eine
Bewertung des Perfusionsverlaufs vorgenommen werden. Dies erlaubte indirekt
eine orientierende Einschatzung der Dezellularisierungsqualitdt. So konnten
Herzen, bei denen zum Beispiel aufgrund einer groReren Gefallleckage der flr
eine suffiziente Dezellularisierung erforderliche Perfusionsdruck nicht aufrecht

erhalten werden konnte, von einer weiteren Verwendung ausgeschlossen werden.

2.2.3 Dezellularisierungsprotokoll

Bei dem fir die in toto Dezellularisierung der Rattenherzen verwendeten
Dezellularisierungsprotokoll handelt es sich um ein speziell fir diese Arbeit leicht
modifiziertes Protokoll [95], welches auf einem im Labor von Prof. Lichtenberg
etablierten Protokoll beruht [93].

Der Dezellularisierungsprozess dauert 6 Tage. Er beinhaltet die Perfusion der
Rattenherzen mit drei verschiedenen aufeinander folgenden Lésungen (Lésung |-

), die sich wie folgt zusammensetzen (Tabelle 1):

Dezellularisierungslésung Zusammensetzung

* 0,5% Natriumdesoxycholat (DCA)
Loésung | * 0,5% Natriumdodecylsulfat (SDS)
* 0,05% Natriumazid (NaN3) in Aqua bidest.

Lésung Il 0,05% Natriumazid (NaNs3) in Aqua bidest.

Lésung I 1% Penicillin/Streptomycin in PBS

Tabelle 1: Zur in toto Organdezellularisierung verwendete Dezellularisierungslésungen und
deren Zusammensetzung.
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Dezellularisierungsschritt [hII])auer [d] Losung Funktion
0-12 1 | Solubilisierung von
Adhasions- und
13-24 1 | Membranproteinen,
L 25-36 2 | Aufhebung der Zell-
Matrix-Kontakte,
37-48 | 2 | Zelllyse
Zellaufschluss durch
osmotischen Schock,
2 49-72 3 Il
Auswaschung von Zell-
debris
73-96 4 11 Auswaschung von
Zelldebris und des
3 97-120 5 [ .
zelltoxischen
121-144 6 1] Natriumazids

Tabelle 2: Dauer, jeweils verwendete Losungen und Funktion der einzelnen Dezellulari-
sierungsschritte der in toto Organdezellularisierung. [h], Stunde; [d], Tag.

Wahrend der ersten 48 Stunden wird Loésung | (Tabelle 1) fir die Dezel-
lularisierung der Rattenherzen verwendet (Tabelle 2). Die beiden Detergenzien
DCA und SDS bewirken dabei, durch Solubilisierung von Adhasions- und
Membranproteinen, ein Loslosen der Zellen von den Komponenten der EZM sowie
eine allgemeine Zelllyse. In dieser ersten Phase des Dezellularisierungsprozesses
wird die verwendete Ldsung, jeweils im Abstand von 12 Stunden, insgesamt
viermal erneuert (Tabelle 2).

Fur weitere 24 Stunden erfolgt dann die Perfusion der Herzen mit Losung Il
(Tabelle 1 und 2). Das wie bereits in Loésung | verwendete Aqua bidest tragt dabei
durch Erzeugung eines osmotischen Schocks erganzend zum Zellaufschluss bei.
Darlber hinaus bewirkt die Perfusion mit Aqua bidest. die Entfernung des im
Rahmen der Zelllyse anfallenden Zelldebris aus EZM und Koronargefalen. Das in
Lésung | und Il verwendete Natriumazid (Tabelle 1) dient der Verhinderung einer
bakteriellen oder mykotischen Kontamination der Herzen wahrend des
Dezellularisierungsvorgangs.

Abschliellend wird unter Verwendung von Lésung lll (Tabelle 1) die myokardiale
Matrix von noch potentiell vorhandenem Zelldebris befreit (Tabelle 2). Aulerdem

kann mithilfe dieser Lésung auch das zuvor gebrauchte zytotoxische Natriumazid
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aus Matrix und Koronarsystem ausgewaschen werden. Eine bakterielle
Kontamination der Organe wird von diesem Zeitpunkt an durch Penicillin/Strepto-
mycin, das dem verwendeten PBS hinzugeflgt ist, verhindert. Die Perfusion der
Herzen mit Losung Il erfolgt flr weitere 72 Stunden. Dabei wird auch wahrend
dieser letzte Phase der Dezellularisierung die verwendete LOsung zweimal im
Abstand von je 24 Stunden erneuert (Tabelle 2).

Fur das Erneuern oder den Wechsel der verschiedenen Dezellularisierungs-
I6sungen wird die Perfusion der Herzen kurzzeitig unterbrochen. Nachdem der
Deckel der Perfusionskammer geoéffnet worden ist, kann die gebrauchte Lésung
vorsichtig abgegossen und durch die jeweils neue Losung ersetzt werden. Die
Lagerung der dezellularisierten Herzen erfolgt bei 4 °C in 1% Penicillin/Strepto-

mycin in PBS.

2.2.4 KoronargefaBdarstellung durch Epoxidharz-Perfusion

Um zu zeigen, dass auch nach dem Dezellularisierungsprozess die Integritat und
Offenheit der Koronararterien noch erhalten war, wurde das Koronarsystem der
dezellularisierten Rattenherzen mittels Epoxidharz dargestellit.

Dazu wurden die dezellularisierten Herzen in toto mit einem Gemisch aus
Epoxidharz und dazugehoérigem Harter perfundiert. Das leicht viskdse Harz bot
dabei gegenuber fluideren Losungen den Vorteil einer langeren Verweildauer in
den Lumina der Koronargefale, ohne in das umliegende Gewebe zu diffundieren.
Trotz der leicht erhdhten Viskositat konnten auch kleinkalibrige GefalRe erfasst
werden, was letztlich die Durchfihrung des im Folgenden beschriebenen
quantitativen Auswertungsverfahren ermdglichte.

Unmittelbar vor der Perfusion wurde das Epoxidharz mit dem Harter in einem
Verhaltnis von 1:0,55 unter stdndigem Ruhren vermischt. Im Anschluss daran
wurde das Gemisch mit einer 1ml-Spritze aufgezogen. Hierbei wurde stets darauf
geachtet, keine Luftblasen im Harz-Harter-Gemisch zu erzeugen. Die zu
perfundierenden Rattenherzen konnten anschlieRend Uber die kanulierte Aorta
ascendens mithilfe der 1mI-Spritze manuell, unter leichtem Druck, mit dem Harz-
Harter-Gemisch retrograd perfundiert werden. Mit einer digitalen Spiegelreflex-
kamera wurden umgehend nach abgeschlossener Perfusion hochauflésende

makroskopische Aufnahmen der Herzen angefertigt. Pro Herz wurden vier Bilder
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aufgenommen, wobei die Herzen zwischen jeder der vier Aufnahmen 90° um ihre
Langsachse gedreht wurden. So konnte jedes Herz in seinem gesamten Umfang
erfasst und dabei sowohl das Stromgebiet der linken als auch das der rechten
Koronararterie vollstandig abgebildet werden. Vor dem Hintergrund der
translumineszenten dezellularisierten Matrix stellten sich die perfundierten Gefalte
dabei gut kontrastiert dar. Die hochauflésenden Aufnahmen wurden anschlielRend
dazu verwendet, die Anzahl der perfundierten Aste der rechten und linken

Koronararterie bis hin zu den Abgangen vierter Ordnung zu quantifizieren.

2.2.5 Mikro-Computertomographie

Um eine computertomographische Darstellung des Koronarsystems zu
ermoglichen, wurde dem Gemisch aus Epoxidharz und Harter ein in der Klinik
gangiges Rontgenkontrastmittel hinzugefligt. Auf diese Weise konnte mittels eines
Mikro-Computertomographen (Mikro-CT) eine Angiographie des dezellularisierten
Koronarsystems durchgefihrt werden. Dafir wurde der Epoxidharz-Harter-
Mischung jodhaltiges Rontgenkontrastmittel (5%vo, entsprechend 775 pl auf
15,5 ml Harz-Harter-Gemisch) beigemengt. Nach der oben beschriebenen
Perfusion der Herzen folgte das Ausharten des Gemisches aus Harz, Harter und
Kontrastmittel fir 24 Stunden. Sowohl wahrend dieser Zeit als auch wahrend der
Durchfihrung der Mikro-CT-Untersuchung befand sich das dezellularisierte
Rattenherz in einem 50 ml-Falcon, umspllt von PBS mit 1% Penicillin/Strepto-
mycin. Aus dem gewonnenen CT-Datensatz wurde anschliefend eine 3D-
Rekonstruktion der dezellularisierten Koronargefalde erstellt.

Die Mikro-CT-Untersuchungen erfolgten in Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Experimentelles Molekulares Imaging (ExMI) des Universitatsklinikums Aachen
(ExMI, Universitatsklinikum RWTH Aachen, Pauwelsstralde 30, 52074 Aachen).
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2.2.6 Coronary Artery Tissue-Flap Model

Um aus den dezellularisierten Rattenherzen ein standardisiertes in vitro
Modellsystem zur Vaskularisierung azellularer kardialer EZM zu generieren, wurde
im Rahmen dieser Arbeit das sogenannte Coronary Artery Tissue-Flap Model
(CATFM) entwickelt. Dabei handelt es sich um ein standardisiertes Konstrukt,
welches durch mikrochirurgische Praparation aus dezellularisierten Rattenherzen
generiert wird. Es besteht aus zwei jeweils dem rechten und linken Ventrikel
zugehdrigen Gewebestiicken (engl. tissue-flaps), die Uber die Aorta ascendens
miteinander verbunden sind. Beide tissue-flaps werden jeweils Uber die rechte
beziehungsweise linke Koronararterie (engl. coronary artery) sowie deren
Auslaufer perfundiert.

Ausgehend von einem in toto vorliegenden dezellularisierten Rattenherz vollzogen
sich die mikrochirurgischen Praparationsarbeiten stets in vier standardisierten
Arbeitsschritten (Abb. 3). In einem ersten Schritt erfolgte die Abtrennung der
Herzspitze vom Ubrigen Herzen, wodurch sowohl zum rechten als auch zum linken
Ventrikel ein Zugang von apikal geschaffen wurde (Abb. 3 A). Uber diesen Zugang
konnten dann in einem weiteren Arbeitsschritt der rechte und linke Ventrikel
zunachst ventralseitig vom Ventrikelseptum getrennt werden (Abb. 3 B). Dies gab
den Blick in beide nun eroffnete Ventrikel frei (Abb. 3 C). Der dritte und somit
vorletzte Praparationsschritt beinhaltet schliellich die dorsale Abtrennung der
Ventrikelwande vom Ventrikelseptum (Abb. 3 D), welches abschlieliend moglichst
nahe der Herzbasis abgesetzt wurde (Abb. 3 E).

Das auf diesem Wege erstellte CATFM-Konstrukt setzt sich folglich immer aus der
Wand des rechten und linken Ventrikels sowie der Aorta ascendens mitsamt der
Aortenklappe zusammen. Die Ventrikelwande liegen dabei in Form zweier
annahernd quadratischer Gewebelappen vor (Abb. 3 F). Beide Gewebelappen, die
im Folgenden auch als tissue-flaps bezeichnet werden, sind dabei mit der Aorta
ascendens verbunden (Abb. 3 F). Sie reprasentierten nahezu die gesamte rechts-
beziehungsweise linksventrikulare myokardiale EZM und beinhalten jeweils die
rechte, respektive linke Koronararterie mitsamt deren Asten.

Fir eine Reihe von Versuchen war die selektive Perfusion des rechts- bzw.
linksventrikularen tissue-flaps notwendig. Hierzu wurden die tissue-flaps unter

Erhalt des jeweiligen Koronarostiums von der Aorta ascendens abgesetzt. Auf
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diese Weise konnten die rechte und linke Koronararterie direkt Uber deren
jeweiliges Koronarostium mittels eines 28G-Katheters kantliert werden. Die
selektive Perfusion der tissue-flaps Uber diesen Katheter wurde dann entweder
manuell oder unter Gewahrleistung einer kontinuierlich gleichbleibenden Flussrate
mithilfe einer Spritzenpumpe durchgefuhrt. Auf diese Weise wurde sowohl
dezellularisiertes als auch rebesiedeltes myokardiales Gewebe einer

standardisierten Perfusion zugeftihrt.
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Abb. 3: Standardisierte Arbeitsschritte zur Erstellung des Coronary Artery Tissue-Flap
Model. (A), Abtrennung der Herzspitze. (B), Ventralseitige Abtrennung der rechten und linken
Ventrikelwand vom Ventrikelseptum (exemplarisch hier nur fir den rechten Ventrikel dargestellt).
(C), Blick in die beiden erdffneten Ventrikel nach ventralseitiger Abtrennung beider Ventrikelwande
vom Ventrikelseptum. (D), Dorsalseitige Abtrennung der rechten und linken Ventrikelwand vom
Ventrikelseptum (exemplarisch hier nur fir den rechten Ventrikel dargestellt). (E), Basisnahe
Abtrennung des Ventrikelseptums. (F), Fertiggestelltes CATFM. Ao, Aorta ascendens; RV, rechter
Ventrikel; LV, linker Ventrikel; S, Ventrikelseptum; Ap, Apex; rvtf, rechtsventrikularer tissue-flap; Ivtf,
linksventrikularer tissue-flap; a, Venenverweilkanile (17G) in der Aorta ascendens und
chirurgisches Nahtmaterial zur Fixierung des Herzens an der Kanile. (A,B,D,E), Arbeitsschritte.
(C,F), Ubersichtsaufnahmen.
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2.2.7 In vitro Rebesiedlung der tissue-flaps

Die in vitro Rebesiedlung der tissue-flaps umfasste die selektive Repopulation
sowohl der de-endothelialisierten Koronargefale als auch des umliegenden

oberflachlichen perivaskularen Gewebes.

Selektive Rebesiedlung des Koronarsystems

Fur die in-vitro Rebesiedlung der Koronargefalde der tissue-flaps wurde ein
Besiedlungsverfahren etabliert, das sich in zwei zeitlich voneinander getrennte
Arbeitsschritte gliederte. Der erste Schritt umfasste dabei die Ansiedlung von
Zellen in den Koronargefalten eines in toto vorliegenden dezellularisierten
Rattenherzens. In dem darauf folgenden zweiten Arbeitsschritt wurde aus diesem
rebesiedelten Herz dann das CATFM erstellt. Fur die Rebesiedlung des
Koronarsystems  wurden im Rahmen dieser Arbeit sowohl eine murine
Fibroblastenzelllinie (3T3-Zellen) als auch primare humane Endothelzellen aus der
Nabelschnurvene (HUVECSs) benutzt.

Vor dem ersten Arbeitsschritt, der eigentlichen Rebesiedlung, wurden die
Koronararterien der dezellularisierten Rattenherzen zunachst mit 20 ml eines auf
37 °C vorgewarmten Zellkulturmediums manuell perfundiert. Dies erfolgte tber die
Kandulierung und anschlieRende retrograde Perfusion der Aorta ascendens mittels
einer 17G-Veneverweilkanule und einer 20ml-Spritze. Dieser Schritt diente im
Wesentlichen dazu, die im Rahmen der Zwischenlagerung der Herzen kollabierten
KoronargefalRe wieder zu erdffnen und das Koronargefaldsystem mit
Zellkulturmedium zu prakonditionieren. Unmittelbar darauf folgte die eigentliche
Rebesiedlung der Koronargefalle. Dafir wurden die Koronararterien via Aorta
ascendens mit 5x10° Zellen/ml Zellsuspension, analog dem oben beschriebenen
Verfahren, perfundiert. Pro Herz wurden hierbei 1,5 ml Zellsuspension mittels
einer 3ml-Spritze appliziert (Abb. 4 B und C).
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Abb. 4: In vitro Rebesiedlung des Koronarsystems. (A), In tofo dezellularisiertes Rattenherz vor
der retrograden aortalen Perfusion mit einer Zellsuspension. (B) und (C), In toto dezellularisiertes
Rattenherz wahrend der retrograden aortalen Perfusion mit einer Zellsuspension. Ao, Aorta
ascendens; RV, rechter Ventrikel; LV, linker Ventrikel; a, Venenverweilkanile (17G) und
chirurgisches Nahtmaterial zur Fixierung des Herzens an der Kanlle; b, Spritze mit Zellsuspension
in Kulturmedium.

Anschlieflend wurde ein Titan-Gefalclip auf die Aorta ascendens gesetzt und die
Aorta mitsamt der Venenverweilkanlle distal des Clips durchtrennt. Das Herz
konnte daraufhin in eine 6-Well-Platte Uberfiihrt werden, in der es fir 24 Stunden
bei 37 °C, 5% CO; und 100% Luftfeuchtigkeit inkubiert wurde. Wahrend der
gesamten Inkubationszeit war das Herz vollstandig mit Kulturmedium bedeckt.

Nach 24 Stunden Inkubationszeit konnte dann im zweiten Arbeitsschritt aus dem
zuvor rebesiedelten Rattenherz durch mikrochirurgische Praparation das CATFM
erstellt werden. Dieses wurde dann fir weitere funf Tage unter den bereits
genannten Kulturbedingungen inkubiert. Dabei fand alle 12 Stunden sowohl in der
6-Well-Platte als auch im koronaren Gefallsystem eine Erneuerung des
Kulturmediums statt. Dies erfolgte im Falle der Koronargefal3e durch vorsichtige
manuelle Perfusion von 1 ml Kulturmedium Uber die Aorta ascendens mittels einer
1ml-Spritze. Auch die tissue-flaps waren im Verlauf der gesamten Inkubationszeit
vollstandig von Kulturmedium umspullt. Bei allen Arbeitsschritten, die eine
Perfusion der Koronargefal’e beinhalteten, war es von besonderer Bedeutung,
stets darauf zu achten, alle Perfusionslosungen vor deren Verwendung sorgfaltig
zu entltften. Dies war erforderlich, um Lufteinschlisse in den Gefallen und somit

deren Verlegung zu vermeiden.
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Besiedlung der epimyokardialen Oberflache der tissue-flaps

Fir eine kontrollierte Kokultur innerhalb der tissue-flaps wurde zusatzlich zur
selektiven Besiedlung des Koronarsystems die epimyokardiale Oberflache der
tissue-flaps mit neonatalen Rattenkardiomyozyten besiedelt. Hierzu wurden die
tissue-flaps 24 Stunden nach Besiedlung der Koronargefalte und unmittelbar nach
Uberfihrung in das CATFM von der Aorta ascendens abgesetzt. Die freien tissue-
flaps wurden dann in je ein Well einer 24-Well-Platte Uberflhrt. AnschlielRend
wurde sowohl auf den rechts- als auch den linksventrikularen tissue-flap 0,5 ml
einer Zellsuspension aus neonatalen Kardiomyozyten (2x10° Kardiomyozyten/ml
Kulturmedium) pipettiert. Auf diese Weise konnte die gesamte Oberflache der
tissue-flaps mit Zellsuspension bedeckt werden. Nach 6 Stunden erfolgte dann ein
Austausch des Zellkulturmediums. Die weitere Inkubationszeit nach erfolgter
Oberflachenbesiedlung betrug 24 Stunden. Unmittelbar vor der mikroskopischen
Analyse der Kokulturversuche wurden die rebesiedelten tissue-flaps mit PBS
gewaschen.

Alle hier aufgezeigten Arbeitsschritte wurden unter streng sterilen Bedingungen an
einer Laminar-Flow-Sicherheitswerkbank durchgefihrt. Abbildung 5 fasst die

Arbeitsschritte zur Erstellung des vollstandig rebesiedelten CATFM zusammen.

Herz-Dezellularisierung
in toto

O

Re-Endothelialisierung
durch Koronarperfusion

{

Mikrochirurgische
Praparation

1

Oberflachenbesiedlung
der tissue-flaps

L

Coronary Artery Tissue-
Flap Model

Abb. 5: Grafische Darstellung zur Abfolge der erforderlichen Arbeitsschritte ausgehend vom
in toto dezellularisierten Rattenherz bis hin zum funktionellen Coronary Artery Tissue-Flap
Model.
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Kontrolle des Besiedlungserfolges

Fur eine moglichst fruhzeitige, sowohl qualitative als auch quantitative
Einschatzung des Besiedlungserfolges wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei
verschiedene Methoden etabliert:

Zum einen wurde 24 Stunden nach erfolgter Rebesiedlung der Rattenherzen die
bei der Herstellung des CATFM uUberschissige Herzspitze auf das Vorhandensein
von Zellen in den KoronargefalRen untersucht. Dafir wurde die Herzspitze
lichtgeschutzt fur 5 min mit Vectashield® Eindeck-medium mit 4',6-Diamidin-2-
Phenylindol (DAPI) vollstandig bedeckt und anschlieRend mithilfe eines
Durchlichtmikroskops unter Verwendung des entsprechenden FluoreszenZfilters
untersucht. Die Zellkerne der in den Koronargefalten neu angesiedelten Zellen
stellten sich dabei blau fluoreszierend dar. Unter der Annahme einer Perfusion der
Koronargefal’e von basal nach apikal konnte beim Vorhandensein von Zellen in
der Herzspitze auch auf eine Besiedlung weiter basal gelegener Gefaltabschnitte
geschlossen werden.

Zum anderen wurde die Anzahl der Zellen bestimmt, die durch das
Rebesiedlungsverfahren in die Koronargefal’e eingebracht worden war. Hierflr
wurde das im Zuge der Rebesiedlung anfallende Perfusat der Zellsuspension,
nach Durchlauf durch das zu besiedelnde Herz, in einem 50ml-Falcontube
aufgefangen und anschlieliend bei Raumtemperatur fir 5 min mit 1300 U/min
zentrifugiert. Das dadurch entstandene Zellpellet wurde anschlielend mit 1 mi
PBS resuspendiert. Mithilfe einer Neubauer Zahlkammer und Trypanblau konnte
aus dieser Zellsuspension schliel3lich die Anzahl der Zellen bestimmt werden, die
durch das Rebesiedlungsverfahren das Gefalisystem entweder primar nicht
erreicht hatten oder nicht in diesem verblieben waren. Um nun auch diejenigen
Zellen zu erfassen, die, noch bevor eine ausreichende Adharenz zur umliegenden
vaskularen Matrix hergestellt worden war, wieder aus den Koronargefal’en
ausgeschwemmt wurden, erfolgte eine Bestimmung der Zellzahl auch aus der 6-
Well-Platte, in welcher die rebesiedelten Herzen inkubiert wurden. Diese Zahlung
fand 4 Stunden nach abgeschlossener Rebesiedlung statt und umfasste sowohl
die Zellen aus dem Kulturmedium als auch die am Boden der 6-Well-Platte
adharenten Zellen. Letztere wurden dafir mit 1 ml einer vorgewarmten Trypsin-
EDTA-Lésung (Trypsin 0.05% in 0.53 mM EDTA) unter mikroskopischer Kontrolle

vom Boden des Kulturgefalles abgeldst. Das Stoppen der Trypsinisierung erfolgte
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mit 2 ml eines zellspezifischen Kulturmediums. Nach Zentrifugation unter den
oben beschriebenen Bedingungen und Resuspension des Zellpellets in 1 ml PBS
erfolgte auch hier mittels Neubauer Zahlkammer und Trypanblau die Bestimmung
der in der 6-Well-Platte vorhandenen Zellzahl. Durch Summierung der ermittelten
Zellzahlen aus Perfusat und 6-Well-Platte und Bestimmung der Differenz zur initial
fr die Besiedlung verwendeten Anzahl von Zellen konnten schliel3lich indirekt die
absolute und die relative Zellzahl errechnet werden, die erfolgreich in den

Koronargefal’en verblieben war.

2.2.8 Protein-Diffusion

Zur genaueren fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der dezellularisierten
GefalRe wurde das azellulare Koronarsystem der tissue-flaps mit bovinem
Serumalbumin (BSA) perfundiert. Dieses BSA war an den Farbstoff Alexa Fluor®
555 gebunden. Auf diese Weise konnte die Diffusion des BSA Uber die
GefalBRwand der Koronarien hinweg in die umliegende EZM fluoreszenz-
mikroskopisch erfasst und so einer semi-quantitativen Analyse zugefihrt werden.

Zur Perfusion der KoronargefalRe wurden die Koronarostien mittels einer 28G-
Kanlle selektiv kanuliert. Zur Sicherstellung einer Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum von 60 min hinweg gleichbleibenden Flussrate von
0,1 ml/min wurde eine Prazisions-Spritzenpumpe verwendet. Die Perfusions-
I6sung setzte sich aus einem an Alexa Fluor® 555 gebundenen BSA und nativem
BSA (0,0025% beziehungsweise 0,1% in PBS geldst) zusammen. Um den
zeitlichen Verlauf der Diffusion des markierten BSA vom Gefal3lumen aus in das
umliegende Gewebe darstellen zu kdnnen, wurde eine Serie fluoreszenz-
mikroskopischer Bilder erstellt. Diese erfasste stets einen zuvor festgelegten
reprasentativen GefalRabschnitt des Koronarsystems sowie die daran
angrenzenden EZM. Die erste Aufnahme der Serie bildete dabei den Zustand
unmittelbar vor Perfusionsbeginn ab. Alle weiteren Bilder wurden nach dem Start
der Perfusion in jeweils 10-mindtigen Intervallen bis einschliel3lich zur 60. min
nach Perfusionsbeginn aufgenommen. Samtliche fluoreszenzmikroskopischen
Bilder wurden dabei mit einem Invers-Mikroskop unter Verwendung der immer
gleichen Aufnahmeparameter angefertigt. Bei der Auswahl eines geeigneten

reprasentativen GefalRabschnittes wurde darauf geachtet, dass dieser Uber eine
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Kaliberstarke von etwa 100 ym verfugte und in der umliegenden EZM keine
groleren KollateralgefalRe zu liegen kamen. Um nun die Fluoreszenzintensitat als
MaR fur die Menge an diffundiertem BSA zu quantifizieren, wurden die Bilder
mittels der Bildanalyse-Software ImageJ (NIH) ausgewertet (Abb. 6). Daflir wurde
zu jedem Messzeitpunkt sowohl im Lumen des Gefal3es als auch orthogonal zur
Gefalldlangsachse, in jeweils festgesetzten Abstanden zum Gefallumen, die
mittlere Fluoreszenzintensitat innerhalb einer standardisierten Flache von
0,03 mm? gemessen. Beginnend in einer Entfernung von 150 pm zur GefaRwand
erfolgte dies jeweils in einheitlichen Intervallen von 100 um an vier weiteren
Messpunkten bis hin zu einer Distanz von 550 ym sowohl ober- als auch unterhalb
des dargestellten Gefallabschnittes. Fur die Fluoreszenzintensitat wurde von einer
direkten Proportionalitat zur Konzentration an konjugiertem BSA ausgegangen.
Als Mal} fir die Fluoreszenzintensitat diente dabei der mittlere Grauwert aller
Bildpunkte in dem standardisierten Bildausschnitt. Dieser konnte mithilfe einer
integrierten Funktion von ImagedJ im Bereich der genannten Flache von 0,03 mm?
ermittelt werden. Dazu wurde jedes Bild (RGB-Farbbilder mit je 8 bit pro
Farbkanal) in seine drei Farbkanale (roter, gelber und blauer Farbkanal)
aufgespalten. Aufgrund des Emissionsmaximums von Alexa Fluor® 555 bei
580 nm wurde flur alle Messungen ausschliellich der rote Kanal verwendet. Vor
Beginn der Perfusion wurde fur jeden der finf oben genannten Messpunkte der
durch die Hintergrundfluoreszenz der EZM erzeugte Grauwert ermittelt. Dieser
wurde dann von den entsprechenden wahrend der laufenden Perfusion erhobenen
Werten subtrahiert. Auf diese Weise konnte der Einfluss der Eigenfluoreszenz der
EZM auf die ubrigen Messwerte eliminiert werden. Alle erhobenen Werte stellten
folglich ausschlieRlich die Fluoreszenzintensitat dar, die durch die Diffusion des
markierten BSA hervorgerufen wurde. AnschlieRend wurden alle erhobenen Werte

in Relation zur Fluoreszenzintensitat im perfundierten Gefallabschnitt gesetzt.
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Abb. 6: Bildschirmaufnahme der Benutzeroberfliche von ImageJ mit Kennzeichnung der
Flachen, die zur Quantifizierung der mittleren Fluoreszenzintensitat herangezogen wurden.
Gelbes Rechteck, Begrenzung der 0,03 mm? umfassenden Flache innerhalb derer, jeweils in
verschiedenen Entfernungen zum analysierten GeféRabschnitt, die mittlere Fluoreszenzintensitat
ermittelt wurde; Rote Rechtecke (begrenzt durch gestrichelte Linien), gesamte Messflache bis hin
zu = 500 pm Entfernung zum untersuchten GefaRabschnitt.

2.2.9 Evaluierung der Hamatokompatibilitat mittels Blut-Perfusion

Um zu evaluieren, ob sowohl nach Dezellularisierung als auch nach erfolgter
Rebesiedlung des Koronarsystems dessen Gefale auch noch fir zellulare
Blutbestandteile durchgangig blieben, wurden sowohl azellulare als auch mit 3T3-
Zellen rebesiedelte tissue-flaps mit Vollblut perfundiert. Bei dem verwendeten Blut
handelte es sich um humanes Blut, das unmittelbar vor dessen Verwendung einer
peripheren Vene entnommen wurde.

Die Analyse und Auswertung der Perfusions-Versuche fand sowohl an einem
Stereomikroskop als auch unter Verwendung eines Invers-Mikroskops statt. Uber
eine am Stereomikroskop angebrachte digitale Spiegelreflexkamera konnten
hochauflosende Fotos der mit Blut perfundierten Koronargefal’e angefertigt
werden. Mittels einer an der C-Mount-Schnittstelle des Invers-Mikroskops
montierten Mikroskopkamera und einer Bildschirm-Recorder-Software wurden
darUberhinaus digitale Videoaufnahmen der Koronargefalte wahrend deren

Perfusion mit Blut aufgenommen. Die Mikroskopkamera stand dabei mit einem
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Computer in Verbindung, Uber dessen Bildschirm die Aufnahmen der Kamera in
Echtzeit wiedergegeben wurden. Mithilfe der Bildschirm-Recorder-Software
konnten letztlich AVI-Videoaufnahmen eines zuvor festgelegten Bildschirm-

ausschnittes erstellt werden.

2.2.10 Zellkulturstudien

Alle Zellkulturversuche fanden unter sterilen Bedingungen an einer Laminar-Flow-
Sicherheitswerkbank statt. Die Kultivierung aller Zellen und zellbesiedelten
Konstrukte erfolgte in einem Zellkultur-Brutschrank bei 37 °C, 5% CO, und 100%
Luftfeuchtigkeit.

Murine embryonale Fibroblasten (3T3-Zellen)

Fur die Etablierung des Coronary Artery Tissue-Flap Model wurden NIH-3T3-
Zellen verwendet. Dabei handelt es sich um eine murine embryonale Fibroblasten-
Zelllinie, die freundlicherweise vom Institut fur Pharmakologie und Klinische
Pharmakologie des Universitatsklinikums Duisseldorf zur Verfligung gestellt wurde.
Die 3T3-Zellen wurden nach dem Auftauen in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium mit GlutaMAX™-|, 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin) Uberfuhrt.
Dieses Medium diente auch im Zuge der gesamten weiteren Verwendung der
3T3-Zellen als Kulturmedium. Die 3T3-Zellen wurden in T75 Zellkulturflaschen
kultiviert und zweimal pro Woche in einem Verhaltnis von 1:3 gesplittet. Dafur
wurde das in der Kulturflasche befindliche Medium abgesaugt und verworfen, der
auf dem Flaschenboden angewachsenen Zellrasen mit 10 ml PBS gewaschen und

unter mikroskopischer Kontrolle mittels 5 ml einer Trypsin-EDTA-L&sung (Trypsin
0.05% in 0.53 mM EDTA) gelost. Die Trypsinwirkung wurde mit 5 ml

Kulturmedium gestoppt und die auf diese Weise gewonnene Zellsuspension bei
Raumtemperatur fur 5 min mit 1300 U/min zentrifugiert. Anschlielend wurde die
Uberstehende Trypsinlésung abpipettiert und das verbleibende Zellpellet in
Zellkulturmedium resuspendiert. Mittels einer Neubauer Zahlkammer und
Trypanblau-Farbung wurde dann die Zelldichte bestimmt. Im Anschluss daran

wurden die Zellen entweder fur eine spatere Verwendung weiterkultiviert oder in
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die gewunschte Zelldichte Uberfuhrt und fur die beschriebenen Versuche

verwendet.

Humane Nabelschnurendothelzellen (HUVECSs)

Fur die funktionelle Rebesiedlung des Gefallsystems der tissue-flaps wurden die
KoronargefaRe der dezellularisierten Rattenherzen mit HUVECs re-
endothelialisiert. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten HUVECs wurden
freundlicherweise von Frau Prof. Kdgler vom Institut fir Transplantationsdiagnostik
und Zelltherapeutika (ITZ) des Universitatsklinikums Dusseldorf zur Verfigung
gestellt.

Unmittelbar nach dem Auftauen wurden die HUVECs in Endothelial Cell Growth
Medium MV Uberflhrt. Dieses Medium war mit 5% FCS, 1% Penicillin/Strepto-
mycin, 1% L-Glutamin, 0,001% human Epidermal Growth Factor 5 (hEGF-5), 0,4%
Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS), 0,1% Hydrokortison und 9% Heparin
supplementiert und diente im Rahmen aller Versuche, die mit den HUVECs
durchgefuhrt wurden, als Kulturmedium. Fur die Kultivierung der Zellen wurden
T75-Zellkulturflaschen verwendet, die zuvor mit Kollagen (5 pg/cm?) beschichtet
worden waren. Sobald die Zellen in den KulturgefalRen eine Konfluenz von 60-
70% erreicht hatten, wurden sie in einem Verhaltnis von 1:3, wie oben
beschrieben, gesplittet. Fur alle Versuche wurden ausschlieRlich HUVECs der 5.-

8. Passage eingesetzt.

Neonatale Rattenkardiomyozyten

Im Zuge der Etablierung einer kontrollierten, funktionellen Kokultur im Coronary
Artery Tissue-Flap Model wurde die epikardiale Oberflache von zuvor mit HUVECs
re-endothelialisierten tissue-flaps mit neonatalen Rattenkardiomyozyten besiedelt.
Die hier verwendeten Kardiomyozyten wurden eigens fur diese Arbeit aus den
Herzen neonataler Ratten (Alter: 1-5 Tage) isoliert. Der Isolierungsprozess folgte
dabei einer dreistufigen Vorgehensweise: Der Explantation der Herzen schloss
sich unverzuglich der enzymatische Verdau der kardialen EZM an, bevor im dritten
und letzten Schritt die Kardiomyozyten von den Nicht-Kardiomyozyten getrennt
wurden. Im einzelnen wurde nach Dekapitation der neonatalen Ratten deren
Thorax entlang des Sternums mit einer spitzen Schere eréffnet, wodurch das nun

freiliegende Herz mithilfe einer feinen Pinzette aus der Thoraxhdhle entnommen
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und in eine sterile Petrischale mit eiskaltem PBS uberfuhrt werden konnte.
Anschlielend wurden die so gewonnenen Herzen mit einer feinen Schere zu
einem Gewebebrei zerminzt und in ein 50 ml Falcon Uberfuhrt. Auf diese Weise
sollte eine VergrélRerung der Gewebeoberflache und damit eine Minimierung der
Diffusionswege fir die anschliellend eingesetzten Enzyme erreicht werden. Nun
wurde das Myokardgewebe in 5 ml einer zuvor angesetzten, vorgewarmten
Enzymldsung (400 U/ml Collagenase Il in PBS mit 0,05% Trypsin) far 5 min bei
37 °C in einem Wasserbad inkubiert. Die so erzeugte Suspension wurde daraufhin
mit einer 10 ml Pipette aufgenommen und durch ein Zellsieb mit einer PorengréfRe
von 100 pum filtriert. Das Filtrat wurde verworfen, das zurlickbleibende
Myokardgewebe hingegen zur Vorbereitung auf vier weitere 15 min(tige
Inkubationsschritte bei 37 °C im Wasserbad wieder in ein 50 ml Falcon uberflhrt.
Nach jeder Inkubation wurde die Suspension erneut filtriert und jeweils in frischen
Falcons, die je 10 ml kaltes Zellkulturmedium (DMEM mit GlutaMAX™-| und 10%
FCS und 1% Penicillin/Streptomycin) beinhalteten, aufgefangen und auf Eis
gelagert. Der im Zuge der Filtrationsvorgange anfallende Filterkuchen wurde dabei
jedes Mal in ein frisches Falcon gefillt und einem erneuten Verdau durch die oben
genannte Enzymlosung ausgesetzt. Nach Abschluss des letzten Inkubations-
schrittes wurden die vier zellhaltigen Falcons fur 6 min bei 300 g zentrifugiert. Die
auf diese Weise erzeugten Zellpellets wurden anschlie3end in oben genanntem
Zellkulturmedium resuspendiert. Zur Trennung der Kardiomyozyten von allen
anderen im Myokard vorhandenen Zellen wurde die unterschiedliche Adharenz-
Geschwindigkeit der verschiedenen Zellarten ausgenutzt (sogenanntes Pre-
Plating). Dafir wurden die Zellsuspensionen in eine T225 Zellkulturflasche
gegeben und fir 90 min inkubiert. Der die Kardiomyozyten beinhaltende
Uberstand aus dem KulturgefaR wurde dann in ein 50 ml Falcon pipettiert,
zentrifugiert und schlie3lich zur Kultivierung und weiteren Verwendung in neue
T225 Flaschen Uberfuhrt.

Kokultivierung von Endothelzellen und Kardiomyozyten

Das fur die Kokultivierung von HUVECs und Kardiomyozyten verwendete
Kulturmedium setzte sich im einem Verhaltnis von 1 : 1 aus den beiden jeweils

oben genannten zellspezifischen Kulturmedien zusammen.
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2.2.11 Live-Cell-Imaging

Aufgrund der Translumineszenz sowie der geringen Dicke der kardialen EZM
wurden die tissue-flaps fur ein Live-Cell-Imaging genutzt. Dies erfolgte im Rahmen
der Durchfuhrung zweier Live/Dead-Assays sowie der Anfarbung der fir die
Rebesiedlung verwendeten Zellen mittels verschiedenfarbiger Celltracker.

Bei allen im Folgenden genannten Arbeitsschritten wurde immer darauf geachtet,
das lichtempfindliche Farbereagenz beziehungsweise die damit angefarbten

Zellen vor einer zu starken Lichteinwirkung zu schuitzen.

Live/Dead-Assay mit Calcein-AM und Ethidium Homodimer

Die Vitalitat der in den tissue-flaps kultivierten Zellen wurde mithilfe eines
Live/Dead-Assays (Invitrogen Corp.) untersucht, das auf der Verwendung der
beiden Reagenzien Calcein-AM und Ethidium Homodimer beruht. Das nicht
fluoreszierende Calcein-AM diffundiert dabei GUber die Membran der Zellen hinweg
nach intrazellular, wo es von unspezifischen Esterasen zum deutlich grin
fluoreszierenden Calcein umgesetzt wird. Die intrazellulare Esteraseaktivitat und
die damit einhergehende grune Fluoreszenz der Zellkdrper wurden dabei als
Indikator fir die Vitalitdt der untersuchten Zellen gewertet. Ethidium Homodimer
hingegen vermag es nicht, Uber intakte Zellmembranen hinweg ins Innere der
Zellen zu diffundieren. Ist die Zellmembran allerdings beschadigt, kann Ethidium
Homodimer ins Zellinnere vordringen und an die DNA der Zellen binden, was zu
einer deutlich gesteigerten roten Fluoreszenz des Stoffes flhrt. Rot
fluoreszierende Zellen wurden somit als beschadigte oder gar tote Zellen
aufgefasst.

Fur das Live/Dead-Assay wurden die rebesiedelten tissue-flaps gemall den
Herstellerangaben zunachst mit PBS gewaschen. Dies erfolgte sowohl durch das
Pipettieren von 2 ml PBS in das Kulturgefal® als auch durch manuelle retrograde
Perfusion der Aorta ascendens mit zweimal je 500 yl PBS mit einer 1 mi-Spritze.
Im Anschluss daran wurden 3 ml der Farbelésung mit Calcein-AM (2 uM,
entsprechend 2 pl 4 mM Calcein-AM auf 4 ml PBS) und Ethidium Homodimer
(4 uM, entsprechend 4 pl 2 mM Ethidium Homodimer auf 4 ml PBS) in das
Kulturgefall gegeben, so dass die tissue-flaps vollstandig von der Farbeldsung

bedeckt waren. Mit einem weiteren Milliliter der angesetzten Farbelésung wurde
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zusatzlich Uber die Aorta ascendens das koronare Gefaldssystem perfundiert.
Anschlielend wurde das Coronary Artery Tissue-Flap Model fir 40 min im
Zellkulturbrutschrank inkubiert. Die qualitative Auswertung des Vitalitats-Tests
erfolgte unmittelbar nach abgeschlossener Inkubation und erneutem Waschen in
PBS an einem Invers-Mikroskop. Die tissue-flaps wurden dafir von der Aorta
ascendens abgesetzt und anschlieBend ohne weitere Verarbeitung zwischen

einem Objekttrager und einem Deckglas fixiert und direkt mikroskopiert.

Live/Dead-Assay mit SYBR® Green und Propidium Jodid

Neben dem oben beschriebenen Vitalitats-Assay mit Calcein-AM und Ethidium

Homodimer wurde erganzend ein weiteres Live/Dead-Assay (Invitrogen Corp.)
unter der Verwendung von SYBR® Green und Propidium Jodid durchgefiihrt.
SYBR®Green und Propidium Jodid interkalieren in die DNA der zu untersuchenden
Zellen. Wahrend SYBR®Green ungehindert Uber Zellmembranen hinweg ins
Zellinnere gelangt, kann Propidium Jodid nur bereits defekte Zellmembranen
Uberwinden. Dies fiuhrt letztlich dazu, dass SYBR®Green vitale Zellen griin
fluoreszieren lasst, wohingegen tote und somit durch Propidium Jodid gefarbte
Zellen rot fluoreszierend zur Darstellung kommen.

Zur Durchfihrung dieses Assays wurden rebesiedelte tissue-flaps zunachst mit
PBS gewaschen und anschlieBend mit 2 ml der SYBR®Green/Propidium Jodid-
Farbelésung (10 pyl SYBR®Green und 100 pl Propidium Jodid auf 2 ml PBS) in
einer 6-Well-Platte fur 30 min im Zellkulturbrutschrank inkubiert. 1 ml der
Farbelésung wurde dabei direkt auf die tissue-flaps pipettiert, wahrend der
verbleibende Rest der Losung Uber die Aorta ascendens direkt in das koronare
Gefalbett geleitet wurde. Nach Ablauf der Inkubationszeit und einem weiteren
Waschschritt konnten die gefarbten Proben schlieldlich an einem Konfokal-
mikroskop qualitativ ausgewertet werden. Daflir wurden die tissue-flaps von der

Aorta ascendens abgesetzt und direkt mikroskopiert.

CMFDA-Labeling der HUVECs

Um die Anordnung und Ausbreitung der HUVECs im koronaren Gefaldsystem im

Sinne eines Live-Cell-Tracking untersuchen zu kdnnen, wurden die Zellen vor
ihrer Verwendung mittels CMFDA markiert. CMFDA diffundiert frei Uber die

Membran der zu untersuchenden Zellen hinweg nach intrazellular. Dort wird es
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durch eine von Esterasen katalysierte Reaktion sowie durch Bindung an Thiole zu
einem grun fluoreszierenden und nun membranimpermeablen Farbstoff
umgesetzt.

Zur Markierung mit CMFDA wurden die in Suspension vorliegenden HUVECs fir
45 min in 5 ml der CMFDA-Farbelésung (12,5 pM, in serumfreiem Kulturmedium)
im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Anschliefend wurde die Zellsuspension fir
5min bei 1300 U/min zentrifugiert, der dadurch generierte Uberstand an
Farbelésung verworfen und das Zellpellet in 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert.
Die auf diese Weise entstandene Zellsuspension konnte daraufhin einer erneuten,
nun 30-mindtigen Inkubation im Brutschrank zugefiihrt werden. Dieser folgte
unmittelbar eine weitere 5-minltige Zentrifugation bei 1300 U/min. Das hierbei
erneut erzeugte Zellpellet wurde dann abschlie3end durch die fir die gewlinschte
Zelldichte erforderliche Menge an Kulturmedium wieder in Suspension gebracht.
Die qualitative Auswertung der mit CMFDA-markierten, grin-fluoreszierenden

HUVECSs re-endothelialisierten tissue-flaps erfolgte am Konfokalmikroskop.

CMTPX-Labeling der neonatalen Rattenkardiomyozyten

Um wahrend der kontrollierten Kokultur fluoreszenzmikroskopisch eine sichere
Differenzierung zwischen den epikardial angesiedelten Kardiomyozyten und den in
den Koronargefalen kultivierten HUVECs (mittels CMFDA markiert) vornehmen
zu kénnen, wurden die Kardiomyozyten mit CMTPX angefarbt. So war es mdglich
die beiden Zelltypen, die gezielt in verschiedenen Kompartimenten ein und
derselben kardialen EZM angesiedelt worden waren, sicher zu unterscheiden.
AuRerdem konnten durch die rote Fluoreszenz der mit CMTPX markierten
Kardiomyozyten deren Verteilung und Ausbreitung auf der Oberflache der tissue-
flaps besser beurteilt werden.

CMTPX diffundiert frei Uber die Zellmembran der Kardiomyozyten hinweg nach
intrazellular. Dort wird es zu einem membranimpermeablen Farbstoff umgesetzt.
Im Gegensatz zu dem bereits beschriecbenen CMFDA ist gemall der
Herstellerangaben im Falle von CMTPX keine enzymatisch katalysierte Reaktion
erforderlich, um durch die Anregung mit Licht einer Wellenlange von 577 nm eine
rote Fluoreszenz des Stoffes hervorzurufen.

Die Markierung der Kardiomyozyten mit CMTPX erfolgte analog der oben
beschriebenen Anfarbung der HUVECs mittels CMFDA. Demnach wurden auch

48



Material und Methoden

die Kardiomyozyten, in Suspension vorliegend, fur 45 min in 5 ml der CMTPX-
Farbelésung (12,5 uM, in serumfreiem Kulturmedium) inkubiert. Nach Abschluss
aller weiteren fur eine erfolgreiche Markierung der Zellen erforderlichen
Arbeitsschritte konnten die Kardiomyozyten dann auf der epikardialen Oberflache
der tissue-flaps angesiedelt werden.

Die qualitative Analyse der mit den Kardiomyozyten rebesiedelten EZM
beziehungsweise der Kokultur von HUVECs und Kardiomyozyten erfolgte

schliel3lich am Konfokalmikroskop.

2.2.12 Stoffwechsel-Assay mittels Dil-AcLDL-Uptake-Assay

Um deren Stoffwechselaktivitdt zu evaluieren, wurden die in den Koronargefalen
kultivierten HUVECs einem Dil-AcLDL-Uptake-Assay unterzogen. Mithilfe dieses
Assays konnte die Aufnahme von Low-Density-Lipoprotein (LDL) in die
Endothelzellen fluoreszenzmikroskopisch analysiert werden.

Zur Beurteilung einer vorhandenen funktionellen Stoffwechselaktivitat wurde das
Gefallsystem dezellularisierter Herzen zunachst re-endothelialisert. Nach 24-
stundiger Kultivierung wurde das rebesiedelte Koronarsystem dieser Herzen dann
mittels einer 1 ml-Spritze Uber die noch in der Aorta ascendens liegende
Venenverweilkantle mit 1 ml der Dil-AcLDL-Farbelésung (10 ug Dil-AcLDL/ml
Kulturmedium) vorsichtig manuell perfundiert. Nach weiteren 24 Stunden
Inkubation im Zellkulturbrutschrank wurde aus den Herzen das Coronary Artery
Tissue-Flap Model erstellt und flir weitere 24 Stunden kultiviert. Nach
abschlielRlendem Waschen der Proben in PBS erfolgte die qualitative Auswertung

des Stoffwechsel-Assays am Konfokalmikroskop.

2.2.13 Histologie

Sowohl die mikroskopische Untersuchung der rebesiedelten als auch der
azellularen tissue-flaps erfolgte nicht nur durch direkte Mikroskopie der
translumineszenten EZM mittels Licht- und Konfokalmikroskop, sondern auch
durch die Anfertigung histologischer Farbungen von Kryoschnitten. Dafur wurden
die tissue-flaps nativ oder unmittelbar nach abgeschlossener Kultivierung fur

15 min in saurefreier (pH 7) phosphatgepufferter Formaldehydldsung (4%) fixiert.
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AnschlielRend folgte das Einbetten des fixierten Gewebes in ein Medium fir
Gefrierschnitte. Mithilfe eines Kryostats wurden dann 6 pm dicke Schnitte der
tissue-flaps angefertigt. Dabei war die Schnittebene stets parallel zur Oberflache
der tissue-flaps ausgerichtet. Auf diese Weise konnten die Koronargefalie in
einem moglichst langstreckigen Verlauf im Langsschnitt erfasst werden. Die

Lagerung der fir die Histologie eingebetteten Proben erfolgte bei -80 °C.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Mittels der Hamatoxylin-Eosin-Féarbung konnte ein guter Uberblick Uber die
Verteilung und Anordnung der in den Koronargefallen neu angesiedelten Zellen
gewonnen werden. Das Hamatoxylin farbt dabei Zellkerne dunkelblau an, wahrend
der Farbstoff Eosin die Bestandteile der EZM magentafarben zur Darstellung
kommen lasst. Der auf diese Weise erzeugte farbliche Kontrast ermdglichte eine
rasche und sichere ldentifizierung der Zellen inmitten der kardialen EZM.

Im Zuge der Farbeprozedur wurden die Kryoschnitte zunachst fir 1 min in
Hamatoxylin getaucht. Darauf folgte ein jeweils 1 minltiges Bad in Aqua dest.,
5%-igem Eisessigwasser, erneut in Aqua dest., dann in Leitungswasser und
schlieBlich in 70%-igem Ethanol. Anschliefend wurden die Schnitte fir 15 min in
Eosin gefarbt, durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert und letztlich fir

zweimal je 1 min mittels Xylol entfettet und in Eindeckmedium eingebettet.

Movat’'s Pentachrom-Farbung

Erganzend zur Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurden die Kryoschnitte mit der
Movat's Pentachrom-Farbung gefarbt. Diese stellt Zellkerne dunkelblau oder
schwarz, Zytoplasma rot, Kollagen gelb bis orange, elastische Fasern braun und
Glykosaminoglykane grtin dar [96]. Durch diese feine farbliche Differenzierung der
verschiedenen Matrixkomponenten wurde das Identifizieren vor allem
kleinkalibriger Gefal3strukturen inmitten der umliegenden Matrix erheblich
erleichtert. So waren Koronargefal’e aufgrund des relativ hohen Gehalts der
GefaRwande an elastischen Fasern innerhalb der EZM als dunkel angefarbte
lumenhaltige Strukturen zu erkennen. Dadurch war es letztlich auch mdglich, die
Lage der neu in den dezellularisierten Rattenherzen angesiedelten Zellen sicher

als intra- oder extravasal zu charakterisieren.
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Vor Beginn der Farbung wurden die Kryoschnitte fur 10 min in s&urefreier (pH 7)
phosphatgepufferter Formaldehydlésung (4%) fixiert. Vor und nach dieser
Fixierung erfolgte je ein Waschschritt in Aqua dest. fur jeweils 5 min. Im Anschluss
daran wurden die Proben 10 min lang in Bouin’scher Lésung (300 ml Pikrinsaure,
100 ml 27-40%-ige Formaldehydlésung, 20 ml 100%-iger Eisessig) gefarbt, die
zuvor auf 50 °C vorgewarmt worden war. Bevor die Schnitte dann in einem
weiteren Farbeschritt fir 5 min in 5%-iges Natriumthiosulfat Gberfihrt werden
konnten, wurden sie 10 min lang unter flieRendem kaltem Leitungswasser gesplilt.
An das Bad in Natriumthiosulfat schlossen sich drei weitere Waschschritte, nun fir
dreimal je 2 min in Aqua dest., an. Fur die Dauer von 20 min erfolgte dann die
Farbung der Proben mittels Alcianblau (2 g Alcianblau in 200 ml Aqua dest.).
Sowohl vor als auch nach der darauffolgenden 10-minttigen Stabilisierung der
Proben in alkalischem Alkohol (360 ml 96%-iger Ethanol, 40 ml 40%-iges
Ammoniumhydroxid) wurden diese erneut fur je 3 min unter flieRendem kalten
Leitungswasser gespult. Vor seiner Verwendung wurde der alkalische Alkohol auf
60 °C erhitzt. Als nachstes Reagenz diente die Weigert's Farbeldésung (60 ml 2%-
iges Hamatoxylin, 40 ml Eisenchlorid, 20 ml Jodlésung). Nach 9-mindtigem Bad in
dieser Losung wurden die Kryoschnitte wie bereits beschrieben unter flieRendem
Wasser und anschlieBend dreimal in Aqua dest. gewaschen. Der nachste
Arbeitsschritt beinhaltete die Farbung der Proben fir 1 min in Crocein-
Saurefuchsin-Farbeldsung (80 ml Brilliant Crocein R, 20ml Saurefuchsin). Darauf
folgten erneut drei Waschschritte in Aqua dest., bevor die Schnitte fir 5 min in
5% ige Phosphorwolframsaure (25 g Phosphorwolframsaure in 500 ml Aqua dest.)
getaucht wurden. Anschlie3end wurden die Proben flr 5 min in 1%-igen Eisessig
Uberfuhrt, um daraufhin erneut dreimal in Aqua dest. gewaschen zu werden. Vor
dem letzten Farbeschritt in alkoholischem Safran (12 g Safran du Gatinais in
200ml 100%-igem Ethanol) erfolgte die Dehydratisierung der Proben fir 1 min in
96%-igem Ethanol und dann fir zweimal je 1 min in 100%-igem Ethanol. Die
Farbedauer in alkoholischem Safran betrug 8 min. AbschlieRend wurden die
histologischen Schnitte fir zweimal je 1 min in 100%-igem Ethanol erneut
dehydratisiert, flir weitere dreimal 5 min mittels Xylol entfettet und nach

darauffolgender Lufttrocknung in Eindeckmedium eingebettet.
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Phalloidin-Farbung

Um die Morphologie der Zellen innerhalb der tissue-flaps beurteilen zu kénnen,
wurde deren Zytoskelett mit Phalloidin Rhodamin angefarbt. Das Phallotoxin
Phalloidin bindet dabei hochselektiv an F-Actin, wodurch eine fluoreszenzmikros-
kopische Analyse des Zytoskeletts und somit indirekt auch der Zellmorphologie
ermoglicht wurde.

Vor der Farbung mit Phalloidin Rhodamin wurden die Kryoschnitte flr 10 min in
saurefreier (pH 7) phosphatgepufferter Formaldehydldsung (4%) fixiert. An-
schlielend folgte die Entwasserung der Schnitte fir 5 min in -20 °C kaltem
Aceton. Sowohl vor als auch nach jedem dieser beiden Arbeitsschritte wurden die
Proben je 2 mal in PBS gewaschen. Auf jeden Schnitt konnten daraufhin 40 ul der
Phalloidin-Farbelésung (5 pl der 6,6 yM Stocklésung in 200 ul PBS versetzt mit
1% BSA) pipettiert werden. Nach 20-mindtiger lichtgeschutzter Inkubation bei
Raumtemperatur, anschlieBendem Waschschritt in PBS und Lufttrocknung

erfolgte das Einbetten der Kryoschnitte in einem DAPI-haltigem Eindeckmedium.

2.2.14 Statistik

Fur alle repetitiven Versuche wurde stets eine Probenzahl von mindestens n=3
verwendet. Alle quantitativen Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabwei-

chung dargestellt.
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3 Ergebnisse

Zur besseren Ubersichtlichkeit sind in diesem Kapitel nur einige der im Rahmen
dieser Arbeit erhobenen Daten quantitativer und semi-quantitativer Analysen
reprasentativ dargestellt. Die Gesamtheit der erhobenen Rohdaten kann dem

tabellarischen Anhang dieser Arbeit (Tabellen 3-7) enthommen werden.

3.1 In toto Dezellularisierung der Rattenherzen

3.1.1 Beurteilung der dezellularisierten Herzen

Mittels des Langzeitperfusionssystems und des Dezellularisierungsprotokolls
wurden im Rahmen dieser Arbeit 160 Rattenherzen dezellularisiert. Durch das
hierbei angewandte softwaregesteuerte Dezellularisierungs-Verfahren, basierend
auf einer kontinuierlich druckkontrollierten Organperfusion, konnte ein hoher Grad
an Standardisierung gewahrleistet werden. Dabei konnten nicht nur die natlrliche
makroskopische Morphologie und Anatomie der Organe in ihrer urspriinglichen
Form vollstandig erhalten (Abb. 7), sondern auch die kardiale EZM nahezu restlos
von allen zellularen Bestandteilen befreit werden (Abb. 8-10).

Um im Rahmen dieser Arbeit einen konstanten Dezellularisierungs-Standard und
somit Vergleichbarkeit gewahrleisten zu kdnnen, wurden die dezellularisierten
Organe in regelmaligen Abstanden sowohl makro- als auch mikroskopisch
untersucht. Nur diejenigen dezellularisierten Rattenherzen, die Uber eine
vollstandig erhaltene Organmorphologie sowie zugleich Uber eine suffizient de-
zellularisierte kardiale EZM verfugten, wurden flr die im Folgenden beschriebenen

Experimente verwendet.
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Abb. 7: In toto dezellularisiertes Rattenherz. Reprasentative makroskopische Ansicht eines in
toto dezellularisierten Rattenherzens. Ao, Aorta ascendens; RV, rechter Ventrikel; LV, linker
Ventrikel; S, Ventrikelseptum; KG, Koronargefal}; a, Venenverweilkanile; b, Polypropylenfaden
(zur Fixierung des Herzens an der Venenverweilkaniile).

3.1.2 Histologie der EZM und der dezellularisierten Koronargefalle

Zur mikroskopischen Beurteilung der dezellularisierten Koronargefalle wurden
histologische Gefrierschnitte der dezellularisierten Rattenherzen erstellt. Diese
zeigten ein intaktes, zellfreies Koronarsystem, umgeben von einer vollstandig
azellularen kardialen EZM (Abb. 8-10). Die Dezellularisierung der Rattenherzen
mithilfe des perfusionsbasierten Dezellularisierungs-Verfahrens flhrte folglich
nicht nur zu einer Elimination aller extravasal gelegenen Zellen (Abb. 8), sondern
auch zu einer vollstandigen Entfernung der Endothelzellen aus den nativen
KoronargefalRen (Abb. 9 und 10). Die Lumina der Koronargefal’e stellten sich
dabei auch in der mikroskopischen Untersuchung offen und frei von im Zuge der

Dezellularisierung anfallendem Zelldetritus dar (Abb. 8-10).
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Abb. 8: De-endothelialisierte KoronargefiBe und kardiale EZM 1. Reprasentative
mikroskopische Ansichten eines groRkalibrigen de-endothelialisierten KoronargefaRes und der
umliegenden kardialen EZM. (A), Hamatoxylin-Eosin- und (B), Movat's Pentachrom-Farbung. (A)

und (B) 50x (MaRstab 500 pm). *, Lumen eines dezellularisierten KoronargefaRes; +,
perivaskulare EZM.
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Abb. 9: De-endothelialisierte KoronargefiaBe und kardiale EZM Il. Reprasentative
mikroskopische Ansicht de-endothelialisierter KoronargefaRe und der umliegenden kardialen EZM.
(A), Hadmatoxylin-Eosin- und (B), Movat's Pentachrom-Farbung. (A) und (B) 100x (MaRstab 200

pum). *Lumina dezellularisierter Koronargefalle; +, perivaskulare EZM.

Abb. 10: De-endothelialisierte KoronargefiaBe und kardiale EZM Illl. Reprasentative
mikroskopische Ansichten de-endothelialisierter Koronargefafle und der umliegenden kardialen
EZM. (A), Hamatoxylin-Eosin- und (B), Movat's Pentachrom-Farbung. (A) und (B) 200x (Malstab

100 pm). *, Lumina der dezellularisierten KoronargefaRe; +, perivaskulare EZM.
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Die Movat's Pentachrom-Farbung lie3 dartuber hinaus auf den Erhalt wichtiger
EZM-Komponenten schlieRen. So waren in den mikroskopischen Untersuchungen
der kardialen EZM deutlich sowohl grinblau als auch gelblich angefarbte
Matrixbestandteile zu erkennen, was fur den Erhalt von Glykosaminoglykanen und
Kollagen sprach (Abb. 8-10, jeweils B). Auch die Basalmembran der
KoronargefalRe war mithilfe dieser Farbung gut erkennbar. Sie kam als dunkel
angefarbte Linie zur Darstellung, welche die GefaBRwande lumenseitig begrenzte
(Abb. 9 und 10, jeweils B). Nukleare oder zytoplasmatische Rlckstande in Form
dunkel beziehungsweise roétlich angefarbter Strukturen konnten hingegen nicht
beobachtet werden (Abb. 8-10, jeweils B).

Mittels des perfusionsbasierten Dezellularisierungs-Verfahrens war es demnach
madglich, ein dezellularisiertes Koronarsystem sowie eine zellfreie perivaskulare
EZM zu erzeugen und dabei die Integritdt und den Aufbau sowohl der

Gefalistrukturen als auch der umliegenden EZM nahezu vollstandig zu erhalten.

3.1.3 KoronargefaBdarstellung durch Epoxidharz-Perfusion

Zur makroskopischen Darstellung des azellularen Koronarsystems wurden die in
toto dezellularisierten Rattenherzen mit einem roten Epoxidharz-Harter-Gemisch
perfundiert (Abb. 11).

Die retrograde Perfusion der Aorta ascendens mit dem farbigen Epoxidharz flhrte
dabei zu einer gleichmaligen Verteilung des Perfusats im gesamten rechts- und
linkskoronararteriellen GefalRsystem. Auch kleinkalibrige, kapillarahnliche Gefale
konnten im Zuge der Perfusion mit Epoxidharz gefillt werden, ohne dass dabei
der Ubertritt von groBeren Mengen des Harzes aus den GefaRlumina in die
umliegende EZM zu beobachten war (Abb. 11 B). Dies liel3 sowohl auf die
vollstandig erhaltene Integritat als auch die Durchgangigkeit des Koronarsystems

nach dem Dezellularisierungsprozess schlielden.
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Abb. 11. KoronargefaBdarstellung mittels Epoxidharz-Perfusion |. Reprasentative makros-
kopische Aufnahmen eines in toto dezellularisierten Rattenherzens vor und nach Perfusion der
KoronargefaBe mit einem roten Epoxidharz-Harter-Gemisch. (A), In toto dezellularisiertes
Rattenherz. (B), In toto dezellularisiertes Rattenherz nach Perfusion der Koronargefafie mit einem
roten Epoxidharz-Harter-Gemisch. Ao, Aorta ascendens; RV, rechter Ventrikel; LV, linker Ventrikel;
S, Ventrikelseptum; KG, Koronargefal3; a, Venenverweilkanile (17G); b, Polypropylenfaden (zur
Fixierung des Herzens an der Venenverweilkanile).

Eine semi-quantitative Analyse der makroskopisch sichtbar perfundierten
Koronaraste anhand jeweils vier hochauflésender makroskopischer Aufnahmen
pro Rattenherz (n=4) (Abb. 12) ergab 21+11 perfundierte Koronargefal3e vierter
Ordnung, ausgehend von der rechten Koronararterie, und 47+19 perfundierte
Koronargefalle vierter Ordnung, ausgehend von der linken Koronararterie (Abb.
13). Die Rattenherzen verfligten demnach auch nach erfolgter koronar-
perfusionsbasierter Dezellularisierung weiterhin Uber vollstandig durchgangige und
in ihrer Integritdt unbeeintrachtigte KoronargefalRe. Dies galt sowohl fir groRRe
aortennahe als auch fir kleine kapillarahnliche GefaRabschnitte, da trotz Perfusion
mit dem Epoxidharz-Gemisch keine Leckagen in das umliegende Gewebe

beobachtet werden konnten.
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Abb. 12: KoronargefaBdarstellung mittels Epoxidharz-Perfusion Il. Vier reprasentative
makroskopische Ansichten eines in toto dezellularisierten Rattenherzens nach Perfusion der
KoronargefalRe mit einem roten Epoxidharz-Harter-Gemisch. (A), Dezellularisiertes Rattenherz
nach Perfusion mit rotem Epoxidharz. (B)-(D), Drei weitere Ansichten desselben Rattenherzens,
wobei vor jeder der drei Aufnahmen das Herz jeweils 90° um seine vertikale Achse entgegen dem
Uhrzeigersinn gedreht wurde. RV, rechter Ventrikel; LV, linker Ventrikel.
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Abb. 13: Anzahl der mit Epoxidharz perfundierten GefaRe des links- und rechts-koronararte-
riellen GefaRsystems.

3.1.4 Mikro-Computertomographie

Durch Beimischung eines rontgendichten Kontrastmittels zur Epoxidharz-
Mischung konnte das Koronarsystem der dezellularisierten Rattenherzen (n=2) im
Mikro-CT visualisiert werden (Abb. 14). Die 3D-Rekonstruktion des im Rahmen
dieser Untersuchung gewonnenen Datensatzes lasst deutlich erkennen, dass die
Rattenherzen auch nach perfusionsbasierter Dezellularisierung noch Uber eine
suffizient schlieRende Aortenklappe verfuigten, die den Ubertritt von Harz in den
linken Ventrikel verhinderte und dabei eine ausreichende Fullung der
Koronararterien gewahrleistete (Abb. 14). Die groReren Koronargefalie stellten
sich auch in dieser Untersuchung offen und ihrem natirlichen Verlauf gegentber
weitestgehend unverandert dar. Ein Austritt des Perfusats aus dem Gefal3system
in die angrenzende EZM konnte auch hier nicht beobachtet werden, was auf die
Unversehrtheit der hier abgebildeten dezellularisierten Koronargefalle schliel3en
lie® (Abb. 14).
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Abb. 14: Mikro-CT-Angiographie. 3D-Rekonstruktion einer Mikro-CT-Angiographie der de-
endothelialisierten Koronargefal3e. Ao, Aorta ascendens; *, Aorten-klappe; IKG, Koronargefall aus
dem Stromgebiet der linken Koronararterie; rKG, Koronargefal® aus dem Stromgebiet der rechten
Koronararterie.

3.2 Etablierung eines standardisierten in vitro Modellsystems

3.2.1 Coronary Artery Tissue-Flap Model

Ausgehend von den in tofo dezellularisierten Rattenherzen und deren durch das
angewandte Dezellularisierungs-Verfahren hochgradig praservierter EZM sowie
dem intaktem Koronarsystem wurde im Rahmen dieser Arbeit ein standardisiertes
in vitro Modellsystem zur Vaskularisierung azellularer kardialer EZM etabliert.
Dieses Modellsystem wurde Coronary Artery Tissue-Flap Model (CATFM) genannt
(Abb. 15).

Zur Anfertigung des CATFM wurden durch ein standardisiertes mikrochirurgisches
Praparationsverfahren aus einem dezellularisierten Rattenherz zwei annahernd
quadratische Gewebelappen (tissue-flaps) gewonnen, die Uber eine Flache von je
etwa 0,5 bis 1 cm? verfiigten und dem rechten beziehungsweise dem linken
Ventrikel entstammten. Beide tissue-flaps waren mit der Aorta ascendens
verbunden und wurden jeweils von der rechten beziehungsweise linken
Koronararterie und deren Asten vollstéandig durchzogen und perfundiert (Abb. 16).

Durch das standardisierte Praparationsverfahren entstanden folglich zwei
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azellulare und vollstandig vaskularisierte Bereiche kardialer EZM, die stets uber
eine definierte GroRe sowie einheitliche Matrixeigenschaften verfiigten und zudem
in hohem Male die natirlichen Eigenschaften des nativen Myokards
wiedergaben. Unter diesen Eigenschaften sind insbesondere die spezielle
GefaRarchitektur des Herzmuskelgewebes sowie der besondere ultrastrukturelle
Aufbau der myokardialen EZM zu verstehen.

Die Translumineszenz des dezellularisierten Myokards und die geometrischen
Proportionen der Rattenherzen ermoglichten zudem die direkte Visualisierung der
in den tissue-flaps enthaltenen Koronargefal’e im Sinne eines Live Imaging (Abb.
17). Darlber hinaus wurde die Darstellung des Koronarsystems durch die
dreidimensionale Konfiguration des CATFM erheblich erleichtert. Gegenuber der
ursprunglichen Anatomie der Rattenherzen konnte die ventrikulare Matrix, nun in
Form der tissue-flaps, in einer Ebene, zum Beispiel auf einem Objekttrager
liegend, ausgerichtet werden. Dadurch wurde eine nahezu Uberlagerungsfreie
Darstellung des koronaren Gefal3baumes erreicht. Dies wiederum ermdoglichte es,
nicht nur grolRe epikardiale, sondern auch kleinere, subendokardial gelegene
Gefalke direkt zu analysieren (Abb. 17).
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Abb. 15: Coronary Artery Tissue-Flap Model 1. Schematische Darstellung des Coronary Artery
Tissue-Flap Model. Ao, Aorta ascendens; AoK, Aortenklappe; RKA, rechte Koronararterie; LKA,
linke Koronararterie; rvtf, rechtsventrikularer tissue-flap; Ivtf, linksventrikularer tissue-flap.
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Abb. 16: Coronary Artery Tissue-Flap Model Il. (A), Coronary Artery Tissue-Flap Model. (B),
Coronary Artery Tissue-Flap Model nach Perfusion der KoronargefaRe mit einem roten
Epoxidharz-Harter-Gemisch. Ao, Aorta ascendens; RKA, rechte Koronararterie; LKA, Aste der
linken Koronararterie; rvtf, rechtsventrikularer tissue-flap; Ivtf, linksventrikularer tissue-flap; a,
Venenverweilkaniile (17G); b, Polypropylenfaden (zur Fixierung des Coronary Artery Tissue-Flap
Model an der Venenverweilkaniile).

Abb. 17: Coronary Artery Tissue-Flap Model lll. Collage durchlichtmikroskopischer Aufnahmen
des Coronary Artery Tissue-Flap Model. 4x (Malstab 2,5 mm).

3.2.2 Protein-Diffusions-Analyse

Um die funktionelle Integritat des dezellularisierten Koronarsystems innerhalb des
CATFM auch auf molekularer Ebene zu untersuchen, wurde eine Protein-

Diffusions-Analyse durchgeflhrt. Hierbei wurde das Gefallsystem der tissue-flaps
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mittels einer fluoreszenzmarkierten Albumin-Lésung perfundiert und die Diffusion
dieser Losung in die umliegende EZM semi-quantitativ analysiert.

Wahrend der gesamten Perfusionsdauer konnten dabei im Bereich der
untersuchten GefalRwande keine relevanten Leckagen in Form punktueller
Extravasationen des fluoreszierenden Albumins beobachtet werden (Abb. 18 B
und C). Die Gefalle innerhalb der tissue-flaps verflugten folglich auch nach
abgeschlossener Dezellularisierung Uber eine weitgehend unversehrte, zellfreie

Gefallwand samt intakter Basalmembran, die auch weiterhin Uber eine suffiziente

Barrierefunktion zur Trennung von Intra- und Extravasalraum verfligte (Abb. 18
und Abb. 19).

SSlUILE Abb. 18: Protein-Diffusion-Analyse . Repra-
sentative mikroskopische Ansichten eines koro-
nararteriellen GefalRabschnittes unmittelbar vor
der Perfusion (A) und 1 min (B) bzw. 45 min (C)
nach Beginn der Perfusion der Koronargefale
mit fluoreszierendem BSA. DL, Durchlicht-
mikroskopische Aufnahme. (A)-(C) 50x (Mafstab
500 um).
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Zeitverlauf

Abb. 19: Protein-Diffusions-Analyse Il. Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Abbildung der
Diffusion des konjugierten BSA aus dem Lumen des untersuchten Gefales in die umliegende
EZM, abgebildet im zeitlichen Verlauf von 0 bis 45 min. Die fluoreszenzmikroskopischen
Einzelbilder stellen die Flache dar, innerhalb der die Fluoreszenzintensitat des markierten BSA
bestimmt wurde. DL, Durchlichtmikroskopische Aufnahme des untersuchten Koronargefales
unmittelbar vor Perfusionsbeginn. 50x (MaRstab 100 ym).

Abbildung verdffentlicht: Hug Aubin, Alexander Kranz, Jorn Hilsmann, Antonio Pinto, Mareike
Barth, Andrey Fomin, Artur Lichtenberg, Payam Akhyari, A novel native derived coronary artery
tissue-flap model. Tissue Engineering Part C Methods, 2013. 19(12): p. 970-80. Wiedergabe vom
Verlag (Mary Ann Liebert, Inc.) genehmigt.

In der semi-quantitativen Analyse der mittleren Fluoreszenzintensitat zeigte sich
eine kontinuierliche Diffusion des fluoreszenzmarkierten Albumins aus den
untersuchten Gefallumina in die angrenzende EZM, wo sich das BSA im
zeitlichen Verlauf zunehmend anreicherte. Dieser zeitliche Verlauf der Diffusion
lieR sich fur jeden der erfassten Messpunkte, also in jeweils unterschiedlichen
Entfernungen zum analysierten Koronargefald, beobachten. Reprasentativ ist dies
fur drei Messpunkte, die in 150 ym, 350 ym und 550 uym Entfernung gesetzt
wurden, grafisch dargestellt (Abb. 20). Dabei ist zu erkennen, dass die normierten
Fluoreszenzintensitaten (normiert in Relation zur Fluoreszenzintensitat im
Gefallumen), nach anfanglich jeweils kontinuierlichem Anstieg, letztlich einen
Sattigungswert erreichten. In 150 pm Entfernung zum perfundierten Gefal3-
abschnitt lag der Sattigungswert der norm. Fluoreszenzintensitat nach 30 min bei
0,82+0,04. Im Abstand von 550 um hingegen stellte er sich nach 50 min ein und
betrug dann 0,81+0,29 (n=4). Dartber hinaus konnte mit zunehmender Entfernung
zum GefalRlumen eine Abnahme der norm. Fluoreszenzintensitat beobachtet
werden (Abb. 21). So betrug die norm. Fluoreszenzintensitdt 10 min nach

Perfusionsbeginn im Abstand von 150 pm 0,43%0,26, wahrend sie in einer
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Entfernung von 550 um zum selben Untersuchungszeitpunkt nur noch bei
0,27+0,34 (n=4) lag (Abb. 21).

Die azelluldren GefaBwande als Geruststrukturen der zuvor nativen
KoronargefaRe gewahrleisteten folglich eine gerichtete Diffusion des
fluoreszenzmarkierten Albumins aus dem Gefalllumen in die umliegenden EZM.
Ohne einen vorschnellen Austritt des Perfusats durch eine potentiell beschadigte
GefaBwand beobachten zu koénnen, zeigte sich im zeitlichen Verlauf der
Untersuchung eine kontinuierliche Diffusion des Albumins in das angrenzende
Gewebe. Diese Beobachtungen lielien auf die molekulare Integritat der vaskularen
GeruUststrukturen schlieBen, die trotz des 6-tagigen perfusionsbasierten

Dezellularisierungs-Verfahrens weitestgehend erhalten werden konnte.
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Abb. 20: Graphische Darstellung der normierten Fluoreszenzintensititen I. (A), (B) und (C),
Zeitlicher Verlauf der mittleren Fluoreszenzintensitat (n=4, Mittelwert + Standardabweichung) in 150
pm, 350 uym beziehungsweise 550 ym Entfernung zum perfundierten Gefaf3abschnitt. Abbildung
modifiziert nach: Hug Aubin, Alexander Kranz, Jérn Hilsmann, Antonio Pinto, Mareike Barth,
Andrey Fomin, Artur Lichtenberg, Payam Akhyari, A novel native derived coronary artery tissue-flap
model. Tissue Engineering Part C Methods, 2013. 19(12): p. 970-80. Wiedergabe vom Verlag (Mary
Ann Liebert, Inc.) genehmigt.
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Abb. 21: Graphische Darstellung der normierten Fluoreszenzintensitaten Il. (A), (B) und (C),
Verlauf der mittleren Fluoreszenzintensitat (n=4, Mittelwert + Standardabweichung) mit zuneh-
mender Entfernung zum perfundierten GefaRabschnitt 10 min, 20 min beziehungsweise 50 min
nach Beginn der Perfusion des Gefallsystems mit konjugiertem BSA. Abbildung modifiziert nach:
Hug Aubin, Alexander Kranz, J6érn Hilsmann, Antonio Pinto, Mareike Barth, Andrey Fomin, Artur
Lichtenberg, Payam Akhyari, A novel native derived coronary artery tissue-flap model. Tissue

Engineering Part C Methods, 2013. 19(12): p. 970-80. Wiedergabe vom Verlag (Mary Ann Liebert,
Inc.) genehmigt.
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3.2.3 Blut-Perfusion azellularer Koronargefale

Zur Analyse der Hamokompatibilitdt der dezellularisierten Koronargefalte wurde
das Gefalksystem des CATFM mit Citratblut perfundiert. Die dezellularisierten
Koronarien erwiesen sich dabei fUr alle zelluldaren Bestandteile des Vollblutes
vollstandig passierbar. Dies galt sowohl fir groRe epikardiale als auch fur kleine
kapillare Gefalkabschnitte (Abb. 22 und 23 B). Grolere Extravasationen von
Erythrozyten in die umliegenden EZM konnten nicht beobachtet werden. Lediglich
punktuell kam es im Bereich kleinkalibriger Gefalle zu einem geringflgigen
Ubertritt von Blut in das angrenzende Gewebe (Abb. 22). Im Randbereich der
tissue-flaps erfolgte die Drainage des Citratblutes primar aus den groRlumigen
Koronargefalien, die hier in Form offener Gefal3stimpfe endeten (Abb. 22). Die
wahrend der Perfusion der tissue-flaps angefertigen Videoaufnahmen veran-
schaulichten den Blutfluss durch das koronare Gefallsystem (Abb. 24). Aulzerdem
lieRen die Aufnahmen beobachten, wie wahrend der Perfusion, unter steigendem
Perfusionsdruck, zunehmend auch kleinste Koronargefalte von Blut durchstrémt
wurden (Abb. 24 D).

Abb. 22: Blut-Perfusion dezellularisierter tissue-flaps |. Reprasentative stereomikroskopische
Aufnahme eines mit Blut perfundierten tissue-flaps. a, 28G-Katheter in KoronargefaR; *, mit Blut
perfundierte kleinkalibrige Geféalle; +, Extravasation von Blut im Bereich kleiner Koronargefalie; #,
Drainage des Blutes im Randbereich des tissue-flaps; schwarzes Rechteck, Bildausschnitt, der in
Abb. 23 vergroRert dargestellt ist.

68



Ergebnisse

Die Blut-Perfusion des dezellularisierten Gefalsystems verdeutlichte folglich, dass
die koronaren Gefalgeruste, einschliellich kleinster Gefale, fur zellulare
Vollblutbestandteile vollstandig passierbar waren. AuRerdem konnte gezeigt
werden, dass die GefaBwand der dezellularisierten Koronarien Uber eine
ausreichende Barrierefunktion verfigte, um den Austritt von Blut in das

perivaskulare Gewebe zu verhindern.

Abb. 23: Blut-Perfusion dezellularisierter tissue-flaps Il. Reprasentative mikroskopische
Aufnahmen der dezellularisierten Gefalle eines tissue-flaps unmittelbar vor (A) und wahrend (B)
der koronararteriellen Citratblut-Perfusion. DL, Durchlicht; *, mit Blut perfundierte kleinkalibrige
Gefale. (A) und (B) 50x (Mafstab 500 um).
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Abb. 24: Blut-Perfusion dezellularisierter tissue-flaps lll. Den Videoaufnahmen entnommene

Bilderreihe zur Abbildung des zeitlichen Verlaufs der Blut-Perfusion dezellularisierter

Koronargefaf3e. (A), KoronargefalRe vor Perfusionsbeginn. (B) — (D), Koronargefale 7, 14 und 21

Sekunden nach Perfusionsbeginn und kontinuierlicher Erhéhung des Perfusionsdruckes. *, mit

Blut perfundierte kleinkalibrige Gefale. (A)-(D) 50x (Maflistab 500um).

3.3 Invitro Rebesiedlung der tissue-flaps

Die in vitro Rebesiedlung der tissue-flaps umfasste die selektive Rebesiedlung des
Koronarsystems durch retrograde Koronarperfusion sowie die Besiedlung der

oberflachlichen, perivaskularen EZM mit kardialen Zellen.

3.3.1 Selektive Rebesiedlung des Koronarsystems der tissue-flaps

Effektivitat der Besiedlungstechnik

Fur die Etablierung der selektiven Rebesiedlungstechnik des Koronarsystems der
tissue-flaps wurden die Koronargefalde mit einer Zell-Suspension perfundiert (3T3-
Zellen, 5x10° Zellen/ml Zellsuspension). Um die Effektivitat der Besiedlungs-

technik untersuchen zu kénnen, wurde die Anzahl derjenigen Zellen bestimmt, die
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nach retrograder aortaler Perfusion in den Koronargefal’en verblieben waren.
Hierbei zeigte sich, dass letztlich 92,7%+10% der fir die Rebesiedlung
eingesetzten Zellen erfolgreich in das koronare Gefallsystem der tissue-flaps
(n=3) eingebracht werden konnten (Abb. 25).

Anzahl intrakoronar verbliebener Zellen

8.0x10°; — zur Rebesiedlung
verwendete Zellzahl
6.0x105-
=
m -
N 4.0x10°+
0 -
N
2.0x 1054
0 1

n=3

Abb. 25: Effektivitat der selektiven Rebesiedlung des Koronarsystems.

3.3.2 Histologische Analyse der rebesiedelten KoronargefaRe

Bereits mittels der DAPI-Kernfarbung konnte durch die zirkular beziehungsweise
in einer Reihe angeordneten Zellkerne auf eine intraluminale Ansiedlung sowie auf
eine ausgepragte GefalBwandadharenz der Zellen geschlossen werden (Abb. 26).
Auch in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung war eine derartige Anordnung der
Zellkerne zu erkennen. Daruberhinaus konnte ein direkter Kontakt der Zellen zur
umliegenden EZM beobachtet werden (Abb. 27). Mithilfe der Movat’s Pentachrom-
Farbung war es schliel3lich mdglich, einzelne EZM-Komponenten differenzierter
zur Darstellung zu bringen, wodurch Gefal3strukturen inmitten der kardialen EZM
sicher als solche identifiziert werden konnten (Abb. 28). So zeigten sich in dieser
Farbung deutlich intraluminal angesiedelte Zellen, die in direktem Kontakt zur
Gefallwand standen, wahrend sich die perivaskulare EZM vollkommen zellfrei

darstellte (Abb. 28). Auch vereinzelte, kleinere Ansammlungen von Zellen
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innerhalb der EZM konnten nach genauerer Analyse benachbarter histologischer

Schnittebenen mittels dieser Farbung als intravasal gelegen identifiziert werden.

Abb. 26: In vitro rebesiedeltes Koronarsystem |. Reprasentative histologische Bilder der
KoronargefalRe nach Dezellularisierung und anschlieRender Rebesiedlung mit 3T3-Zellen. (A) und
(B), DAPI. (A) 400x (MafRstab 50 um); (B) 100x (MaRstab 200 pym).

i~V W Yo o pemm| T, TN i T
Abb. 27: In vitro rebesiedeltes Koronarsystem Il. Reprasentative histologische Bilder der
Koronargefafle nach Dezellularisierung und anschlieBender Rebesiedlung mit 3T3-Zellen. (A) und

(B), Hamatoxylin-Eosin-Farbung. (A) 400x (Mafstab 50 um); (B) 100x (MaRstab 200 um).
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Abb. 28: In vitro rebesiedeltes Koronarsystem Ill. Reprasentative histologische Bilder der
Koronargefal’e nach Dezellularisierung und anschlielender Rebesiedlung mit 3T3 Zellen. (A) und
(B), Movat’'s Pentachrom-Farbung. (A) 400x (MaRstab 50 um); (B) 100x (MafRstab 200 um).
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Daruber hinaus lieBen die histologischen Analysen der rebesiedelten
Koronargefal’e erkennen, dass deren Lumina auch nach erfolgter Rebesiedlung
noch offen waren (Abb. 28). Eine Verlegung der GefalRe durch die darin
angesiedelten und kultivierten Zellen konnte demnach nicht beobachtet werden.

Die Darstellung der Zellleiber durch Anfarbung des Zytoskeletts mittels Phalloidin
lie® deutlich elongierte und konfluierende Zellkdrper erkennen, deren Anordnung
dem Verlauf von Gefal3strukturen zu folgen schien. Darauf lie3 sowohl die
zirkulare als auch die longitudinale Ausrichtung der rot fluoreszierenden Zellkoérper
schlielen (Abb. 29 A und B). Die ausgestreckten Zellleiber, die in entsprechender

Vergroflerung deutlich erkennbar waren, lieferten zudem einen indirekten Hinweis

fur eine ausgepragte GefalBwandadharenz der Zellen (Abb. 29 C).

Abb. 29: In vitro rebesiedeltes Koronar-
system IV. Histologische Bilder der rebe-
siedelten KoronargefaBe nach Farbung des
F-Actins der 3T3-Zellen mit Phalloidin. (A)
200x (Mafdstab 100 uym). (B) 400x (Maf3stab
50 ym); (C) 1000x (MaBstab 20 um).

In der histologischen Analyse der rebesiedelten tissue-flaps zeigte sich folglich
eine hochselektive, ausschliel3lich auf das Koronarsystem begrenzte Rebesied-
lung der EZM. Weder eine direkte Besiedlung der perivaskularen Matrix noch eine
Migration der Zellen aus den Gefalllumina in das angrenzende Gewebe konnten
beobachten werden. Die intravasal angesiedelten Zellen prasentierten sich

hingegen in Form einer gefaBwandadharenten und konfluierenden Zellschicht,
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welche die Gefalde der tissue-flaps auskleidete, ohne dabei deren Lumina zu ver-

legen.

3.3.3 Vitalitat der Zellen in den rebesiedelten tissue-flaps

Nach 5-tagiger Kultivierung der 3T3-Zellen innerhalb des Koronarsystems der
tissue-flaps wurde deren Vitalitat anhand zweier Live-Dead-Assays untersucht.

In den Vitalitats-Analysen mittels Calcein-AM und Ethidium Homodimer zeigte sich
ein dichtes Netzwerk grin fluoreszierender und damit vitaler Zellen, das sich im
gesamten Koronarsystem der rechts- und auch linksventrikularen tissue-flaps
(n=3) ausbreitete (Abb. 30). Die 3T3-Zellen folgten dabei in ihrer Anordnung dem
natlrlichen Verlauf der Gefalistrukturen und wiesen als gefalRwand-adharente
Zellen deutlich elongierte Zellleiber auf (Abb 31). Selbst in gréleren aortennahen
GefalRen zeigte sich eine dichte Rebesiedlung in Form einer konfluierenden
Zellschicht (Abb. 31). Solch groRRkalibrige Gefalstrukturen verfigten zum Teil Gber
Durchmesser von bis zu 250 um (Abb. 31 A). Auch noch im Randbereich der

tissue-flaps konnten zahlreiche mit vitalen Zellen rebesiedelte Gefalte beobachtet

werden (Abb. 32). Nur sehr vereinzelt waren auch tote Zellen zu finden (Abb. 32).

Abb. 30: Zell-Vitalitits-Analyse mittels Calcein-AM und Ethidium Homodimer (EHD) I.
Reprasentative  fluoreszenzmikroskopische Ubersichtsaufnahmen der im Koronarsystem
kultivierten 3T3-Zellen, die zur Vitalitats-Analyse mittels Calcein-AM und Ethidium Homodimer
(EHD) angefarbt wurden. (A) 50x (MaRstab 500 um); (B) 100x (MafRstab 200 um).
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Abb. 31: Zell-Vitalitats-Analyse mittels Calcein-AM und Ethidium Homodimer (EHD) II.
Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Detailaufnahmen der im Koronarsystem kultivierten
3T3-Zellen, die =zur Vitalitdts-Analyse mittels Calcein-AM und Ethidium Homodimer (EHD)
angefarbt wurden. (A) 100x (MaRstab 200 um); (B) 200x (MaRstab 100 um).

Abb. 32: Zell-Vitalitits-Analyse mittels Calcein-AM und Ethidium Homodimer (EHD) Il
Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der im Randbereich der tissue-flaps
intrakoronar kultivierten 3T3-Zellen, die zur Analyse der Zellvitalitdt mittels Calcein-AM und
Ethidium Homodimer (EHD) angefarbt wurden. 50x (MaRstab 500 um).

Auch im Live-Dead-Assay mit SYBR® Green und Propidium lodid zeigten sich fast
ausschlieflich vitale Zellen innerhalb des Koronarsystems. Die hohe Dichte der
intrakoronar angesiedelten und kultivierten Zellen ermdglichte es, den
dreidimensionalen Verlauf der Koronargefalle genau nachzuvollziehen und mittels
der Konfokalmikroskopie in Form sogenannter Z-Stacks abzubilden (Abb. 33 und
34). Die grin fluoreszierenden Zellkerne vitaler Zellen waren dabei in Gefalten
unterschiedlicher Kaliberstarke sowohl in oberflachlichen als auch in tiefer
gelegenen Gewebeschichten zu finden. Auch in diesem Vitalitats-Assay verflugten

grolRere rebesiedelte Gefalke Uber Durchmesser von bis zu 250 ym (Abb. 33 A).
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Im Bereich tiefer gelegenerer kleiner kapillarahnlicher Koronargefale waren die

Zellen strangférmig einzeln hintereinander aufgereiht angesiedelt (Abb. 34 B).

Abb. 33: Zell-Vitalitits-Analyse mittels SYBR® Green und Propidium lodid I. Reprasentative
konfokalmikroskopische Aufnahmen der im Koronarsystem kultivierten 3T3-Zellen, die zur
Vitalitats-Analyse mittels SYBR® Green und Propidium lodid angefarbt wurden. (A) und (B) Z-
Stacks (z=60-120 um), 100x (MaRstab 100 pm).

Abb. 34: Zell-Vitalitits-Analyse mittels SYBR® Green und Propidium lodid Il. Reprasentative
konfokalmikroskopische Aufnahmen der im Koronarsystem kultivierten 3T3-Zellen, die zur
Vitalitats-Analyse mittels SYBR® Green und Propidium lodid angefarbt wurden. (A) und (B) Z-
Stacks (z=60-120 pm), 100x (MaRstab 100 um).

Anhand der Vitalitats-Analysen konnte folglich gezeigt werden, dass es durch das
im Rahmen dieser Arbeit etablierte Rebesiedlungsverfahren mdglich war, eine
umfassende Repopulation nahezu des gesamten Koronarsystems zu erreichen.
Darlberhinaus verdeutlichten beide Live-Dead-Assays, dass dieses Besiedlungs-

verfahren sowie die angewandte Kultivierungs-Methode es ermdglichten, die
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Vitalitat der weitaus meisten intrakoronar kultivierten Zellen zu erhalten. Dies
bestatigte sich nicht nur fir eine 24-stiindige, sondern auch fir eine 5 Tage
andauernde Kultivierung der Zellen im GefalRsystem der tissue-flaps.

3.3.4 Selektive Re-Endothelialisierung

Nachdem die Methode zur selektiven Rebesiedlung des Koronarsystems unter
Einsatz der 3T3-Zellen etabliert worden war, konnten die dezellularisierten
Koronargefalle der tissue-flaps, im Sinne einer funktionellen Re-
Endothelialisierung, mit humanen Endothelzellen (HUVECSs) rebesiedelt werden.
Die CMFDA-markierten HUVECs wurden dafiir durch koronare Perfusion (5x10°
Zellen/ml Zellsuspension) in den GefalRgerlsten der tissue-flaps (n=4) angesiedelt
und dort fir 24 Stunden kultiviert. Durch den grin fluoreszierenden Farbstoff
CMFDA war es moglich, die Ausbreitung und Anordnung der HUVECs innerhalb
des koronaren Gefallsystems in Form eines Live-Cell-Tracking genau zu
analysieren. Sowohl links- als auch rechtsventrikulare tissue-flaps wurden dafur
unmittelbar nach abgeschlossener Kultivierung sowohl fluoreszenz- als auch
konfokalmikroskopisch untersucht.

In der Fluoreszenzmikroskopie zeigte sich bereits bei geringer VergroRerung ein
koronares Gefallsystem, das zu groRen Teilen mit HUVECs re-endothelialisiert
war. Ein dichtes Netzwerk rebesiedelter Gefalle erstreckte sich dabei tUber grol3e
Teile der tissue-flaps (Abb. 35). Die Detailansicht dieser Gefalle brachte nahezu
lickenlose, konfluente endotheliale Zellverbande in Gefallen unterschiedlicher
Kaliberstarke zur Darstellung (Abb. 35 B). Dies galt sowonhl fur rechts- als auch fur

linksventrikulare tissue-flaps.

77



Ergebnisse

P
500 pm 200 pm

Abb. 35: Selektive Re-Endothelialisierung des Koronarsystems |. Reprasentative
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der im Koronarsystem kultivierten HUVECs, die zur

Realisierung eines Live-Cell-Tracking mittels CMFDA angefarbt wurden. (A) 50x (Maf3stab 500
pm); (B) 100x (MafRstab 200 pm).

Die raumliche Anordnung und Verteilung der Endothelzellen in den Lumina der
Koronargefal’e sowie der Verlauf der re-endothelialisierten Gefalde innerhalb der
tissue-flaps konnten mithilfe der Konfokalmikroskopie detailliert analysiert und in
Form sogenannter Z-Stacks abgebildet werden (Abb. 36 und 37).

Abb. 36: Selektive Re-Endothelialisierung des Koronarsystems Il. Reprasentative konfokal-
mikroskopische Aufnahmen der im Koronarsystem kultivierten HUVECs, die zur Realisierung eines

Live-Cell-Tracking mittels CMFDA angefarbt wurden. (A) und (B) Z-Stacks (z=60-100 pm),100x
(Maf3stab 100 pm).
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Abb. 37: Selektive Re-Endothelialisierung des Koronarsystems Ill. Reprasentative konfokal-
mikroskopische Aufnahme der im Koronarsystem kultivierten HUVECSs, die zur Realisierung eines
Live-Cell-Tracking mittels CMFDA angefarbt wurden. Z-Stack (z=60-100 um), 200x (MafRstab 50

um).

Dabei war zu erkennen, dass die dreidimensionale Anordnung der Endothelzellen
sowohl der Form als auch dem Verlauf der GefalRe Uber mehrere Ebenen des
Gewebes hinweg folgte (Abb. 36). Darlber hinaus konnten einzelne Zellleiber zur
Darstellung gebracht werden, die in direktem Kontakt zu benachbarten Zellen
standen und dadurch in ihrer Gesamtheit einen dichten Endothelzellverband in

den Lumina der Koronargefalie ausbildeten (Abb. 37).

3.3.5 Metabolische Aktivitat der Endothelzellen

Um die Funktionalitat der im Koronarsystem angesiedelten Endothelzellen zu
evaluieren, wurde mittels eines Dil-AcLDL-Uptake-Assays die metabolische
Aktivitat der Zellen untersucht. Dieses Assay ermoglichte es, die Aufnahme von
acetyliertem LDL in die humanen Endothelzellen mikroskopisch darzustellen.
Hierbei zeigte sich zunachst sowohl innerhalb der rechts- als auch der
linksventrikularen tissue-flaps ein dicht rebesiedeltes Koronarsystem (Abb. 38 und
39). Die intravasal kultivierten Endothelzellen wiesen eine deutliche
zytoplasmatische Anreicherung des acetylierten LDL auf, das intrazellular in Form
rot fluoreszierender, vesikularer Strukturen deutlich zu erkennen war (Abb. 38 und
39). Derart metabolisch aktive Zellen konnten sowohl in den grol3en
Koronargefallen (Abb. 38) als auch in den kleinen Kkapillarahnlichen
Gefalstrukturen beobachtet werden (Abb. 39).
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Abb. 38: Metabolische Aktivitat intrakoronar kultivierter Endothelzellen I. Reprasentative
konfokalmikroskopische Aufnahmen grof3kalibriger, mit HUVECs rebesiedelter Koronargefale
nach Durchfiihrung eines Dil-LDL-Uptake-Assay. (A) und (B) Z-Stacks (z=70-110 um), 100x
(MaB3stab 100 pm).

B
100 pm

Abb. 39: Metabolische Aktivitiat intrakoronar kultivierter Endothelzellen Il. Reprasentative
konfokalmikroskopische Aufnahmen kleinkalibriger, mit HUVECs rebesiedelter Koronargefalle
nach Durchfiihrung eines Dil-LDL-Uptake-Assay. (A) und (B) Z-Stacks (z=60-90 pm), 100x
(Maf3stab 100 pm).

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierten Rebesiedlungs- und Kultivierungstech-
niken ermoglichten es folglich, im Gefalsystem der tissue-flaps ein um-
fassendes Netzwerk nicht nur vitaler, sondern auch metabolisch aktiver

Endothelzellen auszubilden und zu Kkultivieren.

3.3.6 Blut-Perfusion der rebesiedelten KoronargefaRe

Um nicht nur die Hamokompatibilitat azellularer, sondern auch rebesiedelter

Koronargefalie beurteilen zu kénnen, wurde auch ein mit 3T3-Zellen rebesiedeltes
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Koronarsystem mit humanem Citratblut perfundiert. Die 3T3-Zellen waren zuvor
mit SYBR® Green und Propidium Jodid angefarbt worden. Wahrend der laufenden
Perfusion wurden die tissue-flaps sowohl licht- als auch fluoreszenzmikroskopisch
analysiert. Eine Ubersichtsaufnahme eines gesamten perfundierten tissue-flaps
wurde unter Verwendung eines Stereomikroskops und einer digitalen
Spiegelreflexkamera angefertigt (Abb. 40).

Trotz der intraluminalen Rebesiedlung konnte das Gefallsystem der tissue-flaps
bis hinein in kleine, kapillarahnliche Gefalabschnitte mit Citratblut geflllt werden
(Abb. 40). Die intravasal kultivierten Zellen flhrten folglich nicht zu einer
Verlegung der Gefallumina. An der Ilumenseitigen GefalBwand adharent
ermoglichten sie einen freien Blutfluss durch das rebesiedelte GefalRsystem der
tissue-flaps (Abb. 41). Intraluminal gelegene Zellaggregate, die zu einem
Verschluss einzelner GefalRabschnitte hatten flihren koénnen, waren nicht zu
beobachten. Wie schon bei der Perfusion azellularer Koronargefalde beobachtet,
zeigten sich auch hier keine grélkeren Extravasationen zellularer Vollblut-
bestandteile. Durch die Fluoreszenz der 3T3-Zellen konnte jederzeit sichergestellt
werden, dass es sich bei den untersuchten Gefalen tatsachlich auch um
rebesiedelte Abschnitte des Gefallsystems handelte (Abb. 41). Anhand der
Videoaufnahmen konnte zudem der zeitliche Verlauf der Perfusion Uber einem
definierten GefalRabschnitt festgehalten und genauer analysiert werden (Abb. 42).
Auch hierbei zeigte sich ein ungehinderter Blutfluss durch das rebesiedelte
GefalRsystem. Aullerdem konnte beobachtet werden, wie unter anhaltender
Perfusion und manueller Steigerung des Perfusionsdruckes schlieRlich auch
kleinste rebesiedelte GefalRabschnitte von Blut durchstromt wurden (Abb. 42 C
und D).

Die Hamokompatibilitatsanalysen an den rebesiedelten tissue-flaps verdeutlichten
folglich, dass das Koronarsystem auch nach erfolgter Rebesiedlung weitest-
gehend unversehrt war und bis hinein in kleinste Gefallabschnitte mit Blut
perfundiert werden konnte. Eine Einschrankung des Blutflusses durch die
intravasal kultivierten Zellen oder gar durch intraluminal gelegene Zellaggregate

war bei keinem der untersuchten Gefallabschnitte auszumachen.
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Abb. 40: Blut-Perfusion rebesiedelter tissue-flaps 1. Stereomikroskopische Ubersichtsauf-
nahme eines rebesiedelten und mit Citratblut perfundierten tissue-flaps. a, 28G-Katheter zur
selektiven Kanulierung des Koronarostiums; Schwarzes Rechteck, Markierung des Bildaus-
schnittes, der in den Abbildungen 41 und 42 vergrofRert und um 90° gedreht dargestellt ist.

Abb. 41: Blut-Perfusion rebesiedelter tissue-flaps Il. Mikroskopische Aufnahmen eines re-
besiedelten Gefalkabschnittes vor (A) und wahrend (B) der Perfusion mit Citratblut. (C), Fluores-
zenzmikroskopische Aufnahme desselben Gefaltabschnittes. (D), Overlay aus (B) und (C). (A)-(D)
50x (MaRstab 500 pum).
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Abb. 42: Blut-Perfusion rebesiedelter tissue-flaps lll. Den Videoaufnahmen entnommene
Bilderreihe zur Abbildung des zeitlichen Verlaufs der Blut-Perfusion rebesiedelter Koronargefale.
(A), Koronargefalle vor Perfusionsbeginn. (B)-(D), KoronargefalRe 5, 9 und 14 Sekunden nach

Perfusionsbeginn und kontinuierlicher Erhdhung des Perfusionsdruckes. *, mit Blut perfundierte
kleinkalibrige Gefale. (A)-(D) 50x (MaRstab 500 um).

3.3.7 Erweiterung des Modellsystems mit kardialen Zellen

Um schliel3lich die prinzipielle Machbarkeit aufzuzeigen, durch gezielte in vitro
Rebesiedlung einer natirlichen, vollstandig dezellularisierten, kardialen EZM ein
funktionelles CATFM herzustellen, wurde innerhalb der tissue-flaps eine
kontrollierte Kokultur aus Endothelzellen und Kardiomyozyten etabliert. Hierzu
erfolgte die selektive Rebesiedlung des Koronarsystems mit Endothelzellen
(HUVECs, 5x10° Zellen/ml Zellsuspension), wahrend das perivaskuldre Gewebe
Uber  eine Oberflachenbesiedlung mit Kardiomyozyten (neonatale
Rattenkardiomyozyten, 2x10° Zellen/ml Kulturmedium) rebesiedelt wurde. Vor

deren Verwendung wurden beide Zelltypen mittels verschiedenfarbiger Cell-
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Tracker markiert. Im Zuge der konfokalmikroskopischen Analyse der Kokultur
kamen die HUVECs demnach grin, die Kardiomyozyten hingegen rot fluores-
zierend zur Darstellung. Dies ermdglichte die genaue Analyse der Anordnung und
Verteilung der Zellen innerhalb der EZM. AulRerdem erlaubte das Cell-Tracking
eine sichere Unterscheidung der beiden Zelltypen.

In der konfokalmikroskopischen Analyse der kontrollierten Kokultur zeigten sich
schliel3lich tissue-flaps, die simultan von zwei unterschiedlichen Zelltypen
besiedelt wurden. Die Endothelzellen waren dabei fast ausschliellich in den
Lumina der KoronargefalRe, die Kardiomyozyten hingegen auf der epikardialen
Oberflache der tissue-flaps zu finden (Abb. 43 und 44). Stellenweise waren die
Kardiomyozyten in direkter Nachbarschaft zu den re-endothelialisierten Gefaf3-
strukturen gelegen (Abb. 43). Hierbei stellten die Wande der Koronargefalle eine
Barriere dar, die Intra- und Extravasalraum und somit Endothelzellen und Kardio-
myozyten streng voneinander trennte.

Durch die im Rahmen dieser Arbeit etablierte Methode zur Rebesiedlung der
tissue-flaps war es folglich moglich, zwei verschiedene Kompartimente der
kardialen EZM gezielt mit zwei unterschiedlichen Zelltypen zu besiedeln und diese

fir mindestens 24 Stunden in Kultur zu halten.

Abb. 43: Kokultivierung von Endothelzellen und Kardiomyozyten l. Reprasentative konfokal-
mikroskopische Aufnahmen der kontrollierten Kokultur aus intravasal kultivierten HUVECs und
epikardial angesiedelten Kardiomyozyten. Vor Rebesiedlung der kardialen EZM wurden die
HUVECs mit CMFDA (griine Fluoreszenz), die Kardiomyozyten mit CMTPX (rote Fluoreszenz)
markiert. (A) und (B) Z-Stacks (z=60-100 um), 100x (Mafistab 100 pm).
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Abb. 44: Kokultivierung von Endothelzellen und Kardiomyozyten Il. Reprasentative konfokal-
mikroskopische Aufnahmen der kontrollierten Kokultur aus intravasal kultivierten HUVECs und
epikardial angesiedelten Kardiomyozyten. (A)-(D) Z-Stacks (z=60-80 um) in tangentialer Projektion,
100x (Mafistab 100 pym).
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4 Diskussion

Trotz der enormen Fortschritte, die in den letzten Jahren im Bereich der
regenerativen Medizin und des Tissue Engineerings gemacht wurden, steht in den
meisten Fallen eine breite klinische und kommerzielle Anwendung bioartifizieller
Gewebekonstrukte noch aus. Wahrend einzelne tissue engineerte Organe und
Gewebe, wie zum Beispiel Harnblase [29], Herzklappen [28] oder auch Trachea
[25], bereits erfolgreich klinisch erprobt werden konnten, befindet sich eine
Vielzahl anderer vielversprechender Ansatze noch in der praklinischen
Entwicklungsphase. Ein regelmaliiger und standardisierter Einsatz tissue
engineerter Gewebe fur die klinische Anwendung in vivo oder als in vitro Test-
oder Modellsysteme lasst derzeit noch auf sich warten.

Als eine der Hauptursachen flr den bisher nur begrenzten Einsatz bioartifizieller
Gewebe kann deren fehlende funktionelle Vaskularisierung angesehen werden
[50]. Die Herstellung eines vom Ausmall her human-kompatiblen, komplexen
sowie metabolisch aktiven Gewebes erfordert die Ausstattung mit einem
funktionellen GefalRnetzwerk. Angesichts der limitierten Diffusionsstrecke von
Sauerstoff im Gewebe [54] ist eine ausreichende Vaskularisierung fur die Vitalitat
gerade derjenigen Zellen, die sich im Inneren solcher Gewebe befinden, von
elementarer Bedeutung. Allein ein funktionelles GefalRnetzwerk kann eine
ausreichende Versorgung dieser Zellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen sowie den
Abtransport metabolischer Abfallprodukte gewahrleisten und die Vitalitat des
gesamten Gewebes somit nachhaltig sichern [51, 53, 97].

Angesichts dieser Situation bedarf es neuer Modellsysteme, die es ermdglichen,
das native Gefaldsystem moglichst naturgetreu zu replizieren, um damit ein
besseres Verstandnis der Gefalibiologie zu erlangen. Derartige Modellsysteme
konnten einen entscheidenden Beitrag zur Evaluation und Optimierung
gegenwartiger Strategien flur die Herstellung funktionell vaskularisierter Gewebe
leisten.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein solches in vitro Modellsystem auf der
Basis einer extrazellularen Matrix kardialer Herkunft zu entwickeln. Im Folgenden
sollen nun die daflr verwendeten Methoden, die erzielten Ergebnisse sowie die
Perspektive des in dieser Arbeit etablierten kardialen in vitro Modells, des

sogenannten Coronary Artery Tissue-Flap Model (CATFM) diskutiert werden.
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4.1 Eignung und Limitationen der angewandten Methoden

4.1.1 Perfusionsbasierte Rattenherz-Dezellularisierung

Bei der perfusionsbasierten Dezellularisierung nativer Gewebe handelt es sich um
ein mittlerweile gangiges Verfahren, das bereits fur eine Vielzahl von Organen und
Geweben Anwendung fand. So konnte es bereits flr die erfolgreiche
Dezellularisierung von Herzen [38], Lungen [98], Lebern [99] oder auch Nieren
[100] eingesetzt werden. Im Gegensatz zur rein diffusionsbasierten
Dezellularisierung kénnen mittels perfusionsbasierter Verfahren auch dickere
Gewebe oder ganze Organe umfassend von allen zellularen Bestanteilen befreit
werden. Durch die Perfusion des naturlichen Gefallsystems ist es Uber das
Netzwerk kleiner Kapillaren madglich, die jeweiligen Dezellularisierungsagenzien
allen, und somit auch den tiefer liegenden Gewebeschichten, zuzufihren. Dort
sorgen die meist detergenzienhaltigen und/oder enzymbasierten Lésungen fir das
Loslésen, die Lyse und den Verdau der zellularen Elemente des Gewebes [42,
101]. Der Abtransport der dabei anfallenden Zelldebris erfolgt schlieRlich durch die
kontinuierliche Perfusion Uber das vendse Gefallsystem. Zurick bleibt die EZM
unter Erhalt klassischer Matrixkomponenten [42]. Hierzu gehoren beispielsweise
Kollagen, Laminin und Glykosaminoglykane [42]. Erhalten bleibt auch die
mikrostrukturelle Architektur der EZM zum Beispiel in Form der Basalmembranen
[42].

Langzeitperfusionssystem

Zur standardisierten Herstellung einer extrazellularen Matrix kardialer Herkunft
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein automatisches softwaregesteuertes
Langzeitperfusionssystem verwendet, welches von der Arbeitsgruppe um Prof.
Lichtenberg zur in toto Dezellularisierung ganzer Rattenherzen entwickelt wurde
und bereits seit mehreren Jahren erfolgreich eingesetzt wird [93]. Mithilfe dieses
Perfusionssystems wird durch retrograde Perfusion der Aorta ascendens eine
umfassende Dezellularisierung des gesamten Organs erreicht. Das voll-
automatische softwaregesteuerte System vermag dabei die chemisch und
mechanisch verursachten Druckschwankungen, die durch den Dezellulari-

sierungsprozess hervorgerufen werden, auszugleichen und somit wahrend des
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gesamten Zeitraumes der Dezellularisierung einen konstanten Perfusionsdruck
aufrecht zu erhalten. Somit gewahrleistet die Nutzung dieses Langzeitperfusions-
systems einen gleichbleibenden Dezellularisierungsstandard. Denn die konstante
Aufrechterhaltung eines ausreichend hohen Perfusionsdruckes ist fir eine
suffiziente Organ-Dezellularisierung von entscheidender Bedeutung.

Hierbei gilt es zu beachten, dass bei einem zu hohen Perfusionsdruck die
umfassende Integritdt der EZM nicht mehr ausreichend gewahrleistet werden
kann. Deshalb wurde fir die in toto Herz-Dezellularisierung im Rahmen dieser
Arbeit ein Perfusionsdruck von 77,5 mmHg gewahlt, der sich bereits in Vorarbeiten
bewahrt hatte [93]. Dieser leicht infraphysiologische Druck [94] ermdglicht nicht
nur eine suffiziente Organ-Dezellularisierung bei zugleich bestmdglicher Schonung
der kardialen EZM, sondern sichert zudem die Reproduzierbarkeit und garantiert
damit eine hohes Mal} an Vergleichbarkeit fur repetitive Versuche.

Um groRere Ausfalle im Dezellularisierungsprozess durch eine Verlegung des
Koronarsystems der Rattenherzen zu vermeiden, wurde das Koronarsystem
unmittelbar nach erfolgter Organexplantation mit einer heparinisierten Lésung
perfundiert und ein Spritzenvorsatzfilter sowie eine Blasenfalle in das
Perfusionssystem zur Vermeidung von Embolisationen durch Zelldebris oder
Luftblasen integriert. Da sich dadurch allerdings eine lokale Verlegung des
Koronarsystems nicht immer vermeiden liel3, wurden Proben, die bereits
makroskopisch erkennbare Gewebeareale unvollstandiger Dezellularisierung
aufwiesen, von einer weiteren Verwendung ausgeschlossen. Aullerdem wurden
auch Organe aus denjenigen Perfusionskreislaufen, die wahrend des
Dezellularisierungsprozesses  unverhaltnismallig hohe Pumpendrehzahlen
aufwiesen, nicht weiter verwendet. Sehr hohe Pumpendrehzahlen namlich lielken
auf eine im Verlauf aufgetretene Insuffizienz der Aortenklappe oder eine groliere
Gefalperforation schlieen.

Die Summe dieser MalRnahmen erlaubte die weitestgehende Standardisierung
des Dezellularisierungs-Verfahrens, welches die Grundlage fur alle weiteren

Versuche darstellte.

Dezellularisierungsprotokoll

Bei dem im Rahmen dieser Arbeit angewandten Dezellularisierungsprotokoll

handelt es sich um ein detergenzienbasiertes Protokoll, das in der Vergangenheit
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bereits ausfuhrlich charakterisiert und erfolgreich fur die standardisierte in toto
Dezellularisierung von Rattenherzen eingesetzt worden war [93].

Als nachteilig kdbnnen jedoch die gro3en natriumazidhaltigen Perfusatvolumina, die
bei der Verwendung dieses Protokolls anfielen, angesehen werden. Das toxische
Natriumazid, das auch bereits in anderen Dezellularisierungsprotokollen Ver-
wendung gefunden hatte [102, 103], bedurfte einer aufwandigen fachgerechten
Entsorgung. Aullerdem waren zur restlosen Auswaschung dieser zytotoxischen
Substanz aus dem dezellularisierten Gewebe ausgedehnte Waschschritte mit PBS
notig. Durch die Anwendung von Natriumazid konnte allerdings eine
Kontamination der Organe wahrend des Dezellularisierungsprozesses effektiv
verhindert werden. Die anschlieRende Spllung mit Penicillin/Streptomycin
versetztem PBS ermoglichte die Konservierung und spatere Verwendung der EZM

fur nachfolgende Zellkulturversuche.

Wahl der Spenderspezies

Aufgrund der relativ einfachen Verfligbarkeit sowie der relativ niedrigen
Anschaffungs- und Haltungskosten kamen bei der vorliegenden Arbeit
ausschlieBlich Rattenherzen zum Einsatz. Darlber hinaus erwiesen sich die
verhaltnismaRig einfache Organentnahme sowie die handliche Organgrofle als
vorteilhaft. Zur Standardisierung und Reproduzierbarkeit der Experimente wurden
stets Ratten des gleichen Stammes und Geschlechtes sowie einer einheitlichen
Gewichtsklasse verwendet.

Obwohl das eingesetzte Langzeitperfusionssystem speziell fir die Dezellu-
larisierung von Rattenherzen entwickelt worden war, ware es durchaus denkbar,
dieses Perfusionssystem ohne einen bedeutenden Mehraufwand auch fir die
Dezellularisierung groRerer Organe umzurlsten. Die generelle Machbarkeit einer
vollstandigen Dezellularisierung zum Beispiel porciner Herzen wurde bereits von
verschiedenen Arbeitsgruppen aufgezeigt [104-106]. Damit besteht schon jetzt die
Méglichkeit, Organgeriiste in humankompatibler GréRe herzustellen. Uber die in
der vorliegenden Arbeit beschrieben Verfahren kénnten somit in Zukunft auch
Modellsysteme in humankompatibler Grélze generiert werden, die als Vorlaufer fur
die Herstellung eines tissue engineerten Spenderherzens auf Basis einer

xenogenen EZM dienen kdnnten.
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Epoxidharz-Perfusion und Mikro-Computertomographie

Zur Analyse der Integritdt und Offenheit der dezellularisierten Koronargefalie
wurde das Gefallsystem der dezellularisierten Rattenherzen mit einem roten
Epoxidharz-Harter-Gemisch perfundiert. Ahnliche Verfahren zur Visualisierung von
Gefallen nativer und dezellularisierter Gewebe wurden in der Literatur bereits
mehrfach beschrieben. Hier wurden ebenso Epoxidharze [107, 108] oder auch
Farbstoffe [101] verwendet.

Die lange intravaskulare Verweildauer des Harzes ermoglichte die vollstandige
fotografische Abbildung und quantitative Auswertung des perfundierten
Koronarsystems. Aufgrund der relativ hohen unphysiologischen Viskositat des
Harzes konnte allerdings jeweils nur ein geringer Perfusionsdruck angewandt
werden, um einen Ubertritt der Ldsung in den linken Ventrikel zu verhindern.
Dieser eingeschrankte Perfusionsdruck wiederum durfte, insbesondere in
Kombination mit der hohen Viskositat des Epoxidharzes, wohl dazu gefuhrt haben,
dass sich kleinste Gefalte der Perfusion und damit auch der quantitativen
Erfassung entzogen.

Die Beimengung eines jodhaltigen Rontgenkontrastmittels zum Epoxidharz-
Gemisch erlaubte schlieBlich die mikro-computertomographische Darstellung
grolRerer Koronargefaldaste. Auch eine Uberlagerungsfreie Abbildung der
Aortenklappe sowie der Koronarostien wurde mithilfe dieses Verfahrens
ermoglicht. Einschrankungen ergaben sich durch das ungenugende raumliche
Auflésungsvermdgen sowie durch Streuartefakte. Folglich war die Darstellung
kleinerer Gefalde nur eingeschrankt mdglich. Ungeachtet dieser Limitation leistete
die Mikro-CT-Angiographie einen wichtigen Beitrag zur dreidimensionalen
Abbildung der vaskularen sowie valvularen Anatomie der in toto dezellularisierten
Rattenherzen.

Die Verwendung von nativem und mit Kontrastmittel versetztem Epoxidharz
leistete demnach einen wertvollen Beitrag zur Untersuchung der Aorta ascendens,

der Aortenklappe sowie der Koronargefale in toto dezellularisierter Rattenherzen.
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4.1.2 Coronary Artery Tissue-Flap Model

Praparationsverfahren zur Anfertigung des Coronary Artery Tissue-Flap Model

Mittels des mikrochirurgischen Praparationsverfahrens wurde aus in toto
dezellularisierten Rattenherzen das CATFM erstellt. Durch die Etablierung
standardisierter Praparationsschritte konnte ein hohes Mal} an Reproduzierbarkeit
erreicht werden. Da sich jegliche Praparationsschritte an makroskopisch gut
erkennbaren anatomischen Landmarken orientierten, war es moglich, wahrend der
Praparation auf optische Hilfsmittel zu verzichten. Dies wiederum vereinfachte die
Anfertigung des CATFM unter streng sterilen Bedingungen an einer Laminar-Flow-
Sicherheitswerkbank, was wiederum eine wichtige Voraussetzung fur die spatere
sterile Verwendung der kardialen EZM im Rahmen nachfolgender Zellkulturstudien
darstellte.

Durch die softwaregesteuerte Dezellularisierung sowie die Entwicklung und
konsequente Anwendung eines stets reproduzierbaren Praparationsverfahrens
war es somit moglich, hochstandardisiert, technisch einfach und relativ

kostengunstig eine groRe Anzahl an CATFMs herzustellen.

Selektive Koronarostienkanulierung

Uber das jeweilige Koronarostium konnten die tissue-flaps mittels eines 28G-
Katheters kanuliert werden. Dies ermdglichte die selektive Perfusion des rechts-
beziehungsweise links-koronararteriellen Stromgebietes. Neben den in dieser
Arbeit beschriebenen Perfusionsversuchen koénnte die kontrollierte selektive
Perfusion des re-endothelialisierten KoronargefaRsystems in Zukunft auch zur
Analyse des spezifischen Verhaltens verschiedener endothelialer Zelltypen unter
Perfusionsbedingungen herangezogen werden. In einigen vorangegangenen
Arbeiten konnte bereits der Einfluss stromungsbedingter Scherkrafte unter
anderem auf die Genexpression von Endothelzellen gezeigt werden [109, 110].
Das re-endothelialisierte Coronary Artery Tissue-Flap Model kénnte mittels der
beschriebenen Technik ebenfalls fur derartige dynamische Kultivierungsbedin-
gungen Verwendung finden. Damit ware es mdglich, den Einfluss variierender
Stromungsverhaltnisse auf das Verhalten verschiedener Endothel- oder
endothelialer Vorlauferzellen in einer hochgradig naturgetreuen, kardialen

Mikroumgebung in vitro zu analysieren.
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Protein-Diffusions-Analyse

Zur genaueren Analyse der Gefalle des CATFM wurde die in Kapitel 2.2.8
beschriebene Protein-Diffusions-Analyse durchgefuhrt. Ein ahnliches Verfahren
war bereits im Jahr 2007 von Ling et al. beschrieben worden [111]. Auch diese
Arbeitsgruppe analysierte das Fluss- und Diffusionsverhalten von fluoreszenz-
markiertem Albumin in einem System praformierter Mikrokanale. Allerdings
berichtete sie in ihrer Veroéffentlichung von einem aus Agarose bestehenden
System, das mithilfe lithographischer Techniken und Gussverfahren hergestellt
worden war [111]. Bei den Mikrokanalen des CATFM hingegen handelt es sich um
ein natives, reich verzweigtes GefalRsystem mit KoronargefaRen unterschiedlicher
Kaliberstarke, welches von einer naturlichen EZM umgeben ist. Die semi-
quantitative Analyse des Diffusionsverhaltens der fluoreszierenden Albuminlésung
beschrankte sich deshalb jeweils auf einen reprasentativen Gefallabschnitt
mittleren Kalibers. Mithilfe der Diffusionsanalysen war es maoglich, reprasentative
dezellularisierte Koronargefale auf ihre Integritdt und Offenheit hin zu
untersuchen. Aullerdem konnte das Diffusionsverhalten einer proteinhaltigen
Lésung Uber die GefaBwand de-endothelialisierter Koronargefalle analysiert
werden. Die Protein-Diffusionsanalysen leisteten damit einen wichtigen Beitrag zur
genaueren Charakterisierung der dezellularisierten KoronargefalRe der tissue-

flaps.

4.1.3 In vitro Rebesiedlung des Coronary Artery Tissue-Flap Model

Verfahren zur Rebesiedlung des Koronarsystems

Die Rebesiedlung dezellularisierter Gewebe und Organe in vitro ist ein mittlerweile
sehr haufig angewandtes Verfahren. Es findet seinen Einsatz unter anderem im
Tissue Engineering von Herzmuskel- [38], Lungen- [112], Leber- [113], Nieren-
[65] und auch Pankreasgewebe [114]. Nicht selten wird dabei versucht, durch die
Nutzung des praformierten Gefaldsystems eine moglichst umfassende Rebe-
siedlung der dezellularisierten Organe zu erreichen. Die Perfusion dieses
GefalRsystems mit einer Zellsuspension wird dabei nicht nur zur alleinigen
Rebesiedlung der Gefalstrukturen verwendet, sondern dient auch der
Einbringung von Zellen in tiefer gelegene Organanteile [43]. Die perfusions-

basierte Rebesiedlung der perivaskularen EZM erfordert dabei die passive
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Extravasation von Zellen in das umliegende Gewebe. Dieser Prozess, der
moglicherweise hohe Perfusionsdricke erfordert, wird allerdings als potentiell
zellschadigend angesehen [43]. Zudem wird dadurch die Integritat des
Gefallsystems aufgehoben, was einer funktionellen Revaskularisierung im Wege
stehen konnte. Im Falle dezellularisierter Lungen und Nieren stehen mit dem
Bronchialsystem beziehungsweise den ableitenden Harnwegen neben dem
Gefallsystem dieser Organe weitere anatomische Strukturen zur Verfigung, die
fir eine Rebesiedlung mittels Perfusion herangezogen werden kénnen [65, 112].
Die Re-Endothelialisierung der Koronargefalle erfolgte auch im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durch ein perfusionsbasiertes Rebesiedlungsverfahren. Die
optimale Effektivitat der Re-Endothelialisierung der tissue-flaps wurde dabei durch
die beschriebene zweistufige Vorgehensweise erreicht. Voraussetzung hierfur war
die erhaltene anatomische Integritat der dezellularisierten Herzen, da die
retrograde Aortenperfusion zur Besiedlung des Koronarsystems eine funktionell
intakte Aortenklappe voraussetzt. Zusatzlich erwies sich der temporare Verschluss
der Aorta ascendens mittels eines Titan-Clips nach erfolgter retrograder Perfusion
als hilfreich, um ein ausreichende Adharenz und Retention der Zellen im
Gefallsystem sicherzustellen. Durch diese Mallnahmen konnte eine sehr hohe
Rebesiedlungs-Effektivitat erzielt werden, wie sie beispielweise auch in einer
Arbeit zur Rebesiedlung dezellularisierten Lebergewebes beschrieben worden war
[108].

Durch die in der vorliegenden Arbeit verwendete Zelldichte von 5x10° Zellen/ml
konnte die Formation gréRerer Zellaggregate verhindert werden, die
maoglicherweise zu einer Verlegung von Koronargefallen hatte fihren kdnnen. Im
Falle der oben genannten Rebesiedlung dezellularisierten Lebergewebes wurden
derartige Gefallverschllisse bei der Verwendung grofRer Zellzahlen beobachtet,
die zur einer Abnahme der Rebesiedlungs-Effektivitat fGhrten [108]. Um allerdings
maoglichst rasch die Ausbildung einer vollkommen konfluenten Endothelzellschicht
innerhalb des Koronarsystems zu erzielen, bedarf es womdoglich groRerer
Zellzahlen, wie sie vereinzelt bereits in anderen Arbeiten zur Anwendung kamen
[38, 115]. Zur Auslotung der fir die Re-Endothelialisierung des CATFM optimalen
Anzahl an Zellen sind folglich weiterfihrende Untersuchungen erforderlich.

Durch das Anfarben der Zellen mit dem Farbstoff CMFDA war es mdglich, deren

Verteilung im Gefaldsystem unmittelbar nach erfolgter Rebesiedlung zu
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analysieren. Da das CMFDA erst in Form einer von intrazellularen Esterasen
katalysierten Reaktion umgesetzt werden muss, bevor es die angefarbten
Zellkérper  fluoreszieren lasst, kann die CMFDA-Farbung auch als
Vitalitdtsnachweis aufgefasst werden. Durch das Cell-Tracking mittels CMFDA
konnte folglich auch die Vitalitdt der HUVECs beurteilt werden. Im Gegensatz zu
den eigentlichen Live/Dead-Assays konnten hierbei allerdings nur die vitalen
Zellen beurteilt werden, ohne dass zudem eine Aussage uber die nicht-vitalen
Zellen getroffen werden konnte.

Um Retention, Verteilung und Kultivierung der Zellen in einem zunachst
azellularen Gefallsystem zu optimieren, wurde in der Vergangenheit eine Vielzahl
unterschiedlicher Methoden angewandt. So berichtete die Arbeitsgruppe um Doris
Taylor von der Maoglichkeit, endotheliale Zellen nicht nur Uber das arterielle,
sondern auch Uber das vendse Gefallsystem in die Koronarien von Rattenherzen
einzubringen [115]. Durch die Kombination beider Verfahren konnte eine
umfassendere Re-Endothelialisierung als bei alleiniger Anwendung eines
unidirektionalen Applikationsweges erzielt werden [115]. Auch scheint die
repetitive Zellinfusion einer einmaligen Uberlegen zu sein, wenn es darum geht,
einen moglichst ausgepragten Rezellularisierungsgrad zu erreichen, wie es von
Uygun et al. in einer Arbeit zur Rebesiedlung dezellularisierten Lebergewebes
beschrieben wurde [108]. Zur Optimierung der Repopulation dezellularisierter
Rattennieren verwendeten Song et al. spezielle Vakuumkammern [65]. Mithilfe
dieser Vakuumkammern wurde zum Zeitpunkt der Rebesiedlung ein
Druckgradient Uber der Nierenmatrix angelegt. Auf diese Weise lieRen sich
Zellretention und -verteilung innerhalb der EZM weiter optimieren [65].

All diese Arbeiten stellen bedeutende Fortschritte auf dem Gebiet des Tissue
Engineerings dar. Wie auch die hier vorliegende Arbeit bedienen sie sich eines
perfusionsbasierten Besiedlungsverfahrens zur Rezellularisierung azellularer
Organgeruste. Daruber hinaus beschreiben sie verschiedenartige Methoden, mit
deren Anwendung sich eine Optimierung der Rezellularisierung von Geweben
erreichen lasst. Die hier aufgezeigten Methoden zur Rebesiedlung des CATFM
dienen allerdings der Rebesiedlung des nativen GefalRnetzes und nicht des
angrenzenden parenchymatdésen Gewebes, weshalb die in der Literatur
beschriebenen Verfahren hier nur begrenzt hatten angewendet werden kdnnen.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Zellzahl, die Besiedlungs- und
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Kultivierungsmethode fuhrten dennoch zu einer bemerkenswerten Zellverteilung
und -retention im gesamten Koronarsystem. Auch wenn sich dies durch weitere
Modifikationen der dargestellten Methoden womaoglich optimieren liel3e, wurde, um
den Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht zu sprengen, in dieser ersten
Pilotstudie bewusst hiervon abgesehen.

Zur KoronargefaRbesiedlung verwendete Zellarten

Zur initialen Evaluierung der Strategie zur Repopulation des azellularen
Koronarsystems wurden eine murine Fibroblasten-Zelllinie verwendet. Diese
sogenannten 3T3-Zellen wurden erstmals 1963 von Todaro und Green
beschrieben und werden seither in zahlreichen Studien eingesetzt [116, 117].
Aufgrund der relativ einfachen Handhabung, Stabilitit und der hohen
Proliferationsrate eignete sich diese Zelllinie sehr gut zur ersten Etablierung der
Koronarrepopulation. Eine funktionelle Re-Endothelialisierung im eigentlichen
Sinne konnte mit dieser Zelllinie allerdings nicht erzielt werden. Deshalb blieb der
Fokus beim Einsatz der 3T3-Zellen auf die Rebesiedlungs- und Kultivierungs-
Methode mit dem Ziel der selektiven Koronarrebesiedlung beschrankt.

Um schlieBlich einen wirklichen Endothelzellverband innerhalb des dezellulari-
sierten Koronarsystems zu erzielen, wurden nach Abschluss der Etablierungs-
phase HUVECs eingesetzt. Als humane Nabelschnurendothelzellen verfligen sie
Uber viele wichtige endothelzelltypische Eigenschaften. So exprimieren sie
endotheliale Marker und Rezeptoren wie zum Beispiel den Von-Willebrand-Faktor
(VWF) [118] oder den VEGF-Rezeptor [119]. Wichtige Erkenntnisse flr ein
besseres Verstandnis der Arteriosklerose oder auch angiogenetischer Prozesse
im Rahmen neoplastischer Erkrankungen kénnen auf Versuche mit HUVECs
zuruckgefuhrt werden [120]. Auch in zahlreichen bedeutenden Arbeiten im Bereich
des Tissue Engineerings lasst sich der Einsatz humaner Nabelschnur-
endothelzellen beobachten [65, 112, 121, 122]. Die Verwendung dieser Zellen
schien daher auch zur Re-Endothelialisierung des CATFM gut geeignet zu sein.
Anhand der HUVECs war es sogar mdglich, nicht nur die Re-Endothelialisierungs-
Kapazitdit des CATFM zu analysieren, sondern auch erste Versuche zur

Funktionalitat des neu angesiedelten Endothels durchzufihren.
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Vitalitats- und Stoffwechsel-Analysen

Die Untersuchung der Vitalitat der im Koronarsystem angesiedelten Zellen erfolgte
mithilfe zweier Live/Dead-Assays. Dabei handelt es sich um gangige, in der
Literatur ausfihrlich beschriebene Methoden [93, 107]. Sie ermdglichten es, die
kardiale EZM auf ihre Zytokompatibilitdt hin zu untersuchen. Diese Eigenschaft
namlich stellt eine elementare Voraussetzung fir eine Verwendung der kardialen
Matrix im Rahmen von Zellkultur- und mdglicherweise auch kinftigen in vivo
Versuchen dar. Insbesondere sollte durch die Vitalitatsanalysen ein negativer
Einfluss von potentiell zelltoxischen Restbestandteilen der Dezellularisierungs-
[6sung innerhalb der EZM ausgeschlossen werden. Zusatzlich konnte mithilfe
dieser Untersuchungen festgestellt werden, dass durch die beschriebenen
Kultivierungsbedingungen ein Uberleben der intrakoronar angesiedelten Zellen
auch Uber einen langeren Zeitraum sichergestellt werden konnte. Daruber hinaus
ermoglichten es die Live/Dead-Assays, das angewandte Rebesiedlungsverfahren
selbst im Hinblick auf eine moglicherweise zellschadigende Wirkung zu
analysieren, da in der Vergangenheit im Zusammenhang mit perfusionsbasierten
Rebesiedlungsverfahren ein negativer Einfluss vorherrschender Scherkrafte auf
die Vitalitat der verwendeten Zellen beschrieben worden war [43]. Aulierdem
eignete sich die durch die Vitalitats-Assays hervorgerufene Fluoreszenz der
Zellkorper zur Beurteilung der Verteilung sowie der Morphologie der Zellen im
Gefallsystem der tissue-flaps.

Um zusatzlich zur Vitalitat auch die Funktionalitat der im Koronarsystem
angesiedelten Zellen zu analysieren, wurde ein LDL-Uptake-Assay durchgefihrt.
Dabei handelt es sich um ein klassisches Verfahren zur Charakterisierung der
biologischen Stoffwechselaktivitat von Endothelzellen [123-125]. Auch im Rahmen
der vorliegenden Arbeit konnte dieses Assay erfolgreich zum Nachweis der
endothelzelltypischen metabolischen Aktivitat der intrakoronar angesiedelten
HUVECs eingesetzt werden. Ein grof3er Vorteil dieses Verfahrens lag in seiner
relativ einfachen Durchfuhrbarkeit. Die Translumineszenz des dezellularisierten
Gewebes erlaubte dabei die direkte qualitative mikroskopische Auswertung des

Assays.
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Erweiterung des Modellsystems mit kardialen Zellen

Um das CATFM als funktionelles kardiales in vitro Modellsystem zu etablieren,
wurden im Rahmen dieser Arbeit HUVECs und neonatale Rattenkardiomyozyten
zusammen innerhalb der tissue-flaps kultiviert. In der Vergangenheit konnten
bereits zahlreiche Arbeiten den positiven wechselseitigen Einfluss zweier Zelllinien
auf ihr gegenseitiges Wachstums- und Differenzierungsverhalten nachweisen [89-
92]. Die Verwendung neonataler Rattenkardiomyozyten als kardiales in vitro
Zellkulturmodell ist zudem ein weit verbreitetes Verfahren zur Untersuchung
myokardialer Physio- und Pathophysiologie. In zahlreichen Studien, unter
anderem zur Morphologie [126], zum Metabolismus [127], zum lonenhaushalt
[128] und zur Kontraktilitat [129] von Herzmuskelzellen wurde diese Zellart bereits
erfolgreich eingesetzt. AulRerdem diente sie der Untersuchung potentiell
kardiotoxischer Effekte verschiedener Medikamente [130] und Toxine [131].
Aufgrund dieses umfassenden Spektrums und der damit einhergehenden guten
Charakterisierung, der relativ einfachen Verfugbarkeit sowie nicht zuletzt auch
aufgrund deren Bedeutung im kardiovaskularen Tissue Engineering [32, 38, 132]
wurden neonatalen Rattenkardiomyozyten hier als kardiale Modellzellen
verwendet.

Mithilfe des angewandten Besiedlungsverfahrens war es moglich, die
Kardiomyozyten auf der epikardialen Oberflache der tissue-flaps anzusiedeln.
Durch die Anfarbung mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff CMTPX konnte die
Anordnung und Verteilung der epikardial angesiedelten Kardiomyozyten
konfokalmikroskopisch analysiert werden. Die Verwendung von CMTPX erlaubte
es zudem, eine sichere Differenzierung zwischen intravasal kultivierten Endothel-
und epikardial angesiedelten Herzmuskelzellen vornehmen zu konnen. Wahrend
die intrakoronar befindlichen HUVECs durch die Anfarbung mit CMFDA grin
fluoreszierten, kamen die Rattenkardiomyozyten rot zur Darstellung. Auf diese
Weise konnte die Kultivierung der beiden Zellarten in verschiedenen Kompar-
timenten der tissue-flaps nachgewiesen werden.

Da es sich bei den Kokulturversuchen der vorliegenden Arbeit allerdings lediglich
um eine erste Machbarkeitsstudie handelte, gilt es in Folgeversuchen die
Besiedlungsstrategie fur Kardiomyozyten sowie die Kokulturbedingungen im
Allgemeinen weiter zu optimieren. Denkbar ware hier zunachst die Verwendung

einer groReren Anzahl an Kardiomyozyten, um die Dichte des Zellverbandes auf
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der epikardialen Oberflache der tissue-flaps zu vergrofiern. Um eine Ausbreitung
der Herzmuskelzellen nicht nur oberflachlich, sondern auch in tieferen Schichten
der kardialen EZM zu ermoéglichen, ware es aullerdem vorstellbar, die
Rebesiedlungsstrategie um ein injektionsbasiertes Besiedlungsverfahren zu
erweitern [133]. Ein solches Verfahren beruht auf der direkten Injektion einer
Zellsuspension in das dezellularisierte Gewebe. Neben den perfusionsbasierten
Strategien gilt diese Methode als ein weiteres haufig angewandtes Verfahren zur
Rebesiedlung dezellularisierter Gewebe [43]. Als intramurale Injektion wurde diese
Methode auch zur Ansiedlung von Zellen inmitten einer kardialen EZM bereits
mehrfach erfolgreich eingesetzt [38, 133]. In der Regel sind dabei wiederholte
Injektionen an unterschiedlichen Stellen erforderlich, um die Matrix mit einer
ausreichend Menge an Zellen zu versehen. AulRerdem ist zu beachten, dass eine
hohe lokale Zellkonzentration im Bereich der Injektionsstellen zur Bildung von
Zellaggregaten und zentralen Nekrosearealen fuhren kann [43]. Wie bereits
erlautert, kdnnen sich dynamische Kultivierungsbedingungen positiv auf die
Morphologie und Funktion myokardialer Gewebekonstrukte auswirken [37, 134].
Derartige Ansatze beschranken sich dabei nicht nur auf Hydrogel-Konstrukte,
sondern auch auf rebesiedelte extrazellulare Matrices. So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass sich durch biomechanische Stimulation tissue engineerter
Gewebe eine funktionale Zellorganisation auch fur eine rebesiedelte kardiale EZM
erreichen lasst [133]. Von einem derartigen dynamischen Kultivierungsverfahren
kénnte demnach kinftig auch das CATFM profitieren.

Trotz des noch verbleibenden Optimierungsbedarfs konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass durch die dargestellten Besiedlungsverfahren mit dem CATFM eine
Plattform fur Kokulturversuche in einem hochgradig naturgetreuen, dreidimen-

sionalen kardialen Milieu geschaffen werden konnte.

4.1.4 Hamokompatibilitatsanalysen

Das vorrangige Ziel aller Bestrebungen im Bereich des Tissue Engineerings liegt
in einer breiten klinischen Anwendung artifiziell erzeugter biologischer Konstrukte,
die in Zukunft als funktionelle Ersatzstrukturen flr erkranktes Gewebe eingesetzt
werden konnen. Eine derartige Anwendung tissue engineerter Gewebe in vivo

bedingt deren unverzugliche Perfusion Uber ein idealerweise praformiertes,
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funktionelles GefalRnetzwerk. Um das CATFM als kardiales in vitro Testsystem zu
etablieren und dessen Eignung als potenziell in vivo anwendbares kardiales
Gewebekonstrukt zu testen, wurde die Hamokompatibilitdt der kardialen EZM
evaluiert. Mithilfe der daflir angewandten koronaren Perfusion mittels Citratblut
konnte die Hamokompatibilitat sowohl de-endothelialisierter als auch rebesiedelter
KoronargefaRe analysiert werden. Die Blut-Perfusion erwies sich dabei als
geeignete Methode, die Offenheit und Durchgangigkeit der Koronargefalie,
insbesondere flr zellulare Vollblutbestandteile zu untersuchen.

In ihrer Pionierarbeit zur Dezellularisierung und Rebesiedlung von Rattenherzen
gelang es bereits Ott et al. eine dezellularisierte Myokardmatrix einer kontrollierten
Perfusion mit Blut zu unterziehen [38]. Diese Versuche beschrankten sich
allerdings auf eine rein makroskopische Visualisierung der Blut-Perfusion
heterotop in Ratten implantierter dezellularisierter Herzen. Robertson et al.
berichteten 2014 von einer ebensolchen Implantation, allerdings eines zuvor in
vitro re-endothelialisierten Rattenherzens [115]. In histologischen Untersuchungen
konnte diese Arbeitsgruppe die reduzierte Thrombogenitat rebesiedelter
gegenuber azellularer Koronargefalte aufzeigen. Mithilfe eines ebenfalls
durchgefiihrten in vitro Thrombomodulin-Assays konnte diese Annahme weiter
gestutzt werden [115].

Die Verwendung einer Fibroblasten-Zelllinie sowie die kurzzeitige und zudem
lediglich manuelle Perfusion des Gefallsystems beschranken die Auswertung der
Blut-Perfusions-Versuche auf die in dieser Arbeit angewandten Methoden.
Dennoch legen die hier durchgefuhrten Hamokompatibilitdtsanalysen nahe, dass
das CATFM kulnftig ebenfalls fir derartige in vitro Analysen zur Thrombogenitat
eines re-endothelialisierten Koronarsystems eingesetzt werden konnte. Dabei
ware es moglich, zusatzlich histologische und molekularbiologische Analyse-
Methoden anzuwenden. Daruber hinaus ware es denkbar, die besonderen
Eigenschaften des CATFM fur die direkte Visualisierung im Sinne eines Live-Cell-
Tracking zu nutzen. Die in einer Ebene ausgerichteten translumineszenten tissue-
flaps konnten beispielsweise flr die Echtzeitanalysen der Thrombozyten-
aggregation und Thrombusformation herangezogen werden. Verschiedene
Arbeiten beschreiben derartige Echtzeituntersuchungen mit fluoreszenzmarkierten
Thrombozyten unter der Verwendung spezieller Flusskammern [135-137]. Im

Gegensatz zu solchen Flusskammern konnte mit dem CATFM eine standardisierte
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und dennoch hochgradig naturgetreue, kardiale Mikroumgebung fur derartige Live
Imaging Untersuchungen zur Verfigung gestellt werden.

Eine geregelte KoronargefalR-Perfusion ware beispielsweise unter Verwendung
einer automatischen Spritzenpumpe realisierbar. Die generelle Eignung einer
solchen Pumpe zur Perfusion der tissue-flaps mit einer definierten Flussrate
konnte im Zusammenhang mit den beschriebenen Protein-Diffusions-Versuchen
bereits aufgezeigt werden. Das CATFM koénnte somit klnftig zur Evaluation
verschiedener Vaskularisierungsstrategien eingesetzt werden. Mithilfe der Blut-
Perfusion kdnnte insbesondere auch die Eignung dieser Strategien als Mallnahme
zur Pravention thrombembolischer Ereignisse im Gefallsystem eines tissue

engineerten Gewebes beurteilt werden.

4.1.5 Histologie

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurde zur primaren Analyse sowohl der nativen
als auch der rebesiedelten EZM eingesetzt. Sie erlaubte es, relativ rasch einen
ersten Uberblick Gber die Matrixbeschaffenheit und das AusmaR der Rebesiedlung
zu gewinnen. Genauere Aussagen zur Zusammensetzung der EZM konnten
mithilfe dieser Farbemethode allerdings nicht gemacht werden. Als Standard-
verfahren eignete sich die Hamatoxylin-Eosin-Farbung hingegen gut, die EZM auf
potentielle zellulare, insbesondere nukleare Restbestandteile hin zu untersuchen.
Aulerdem konnte mithilfe dieser Farbemethode eine erste Einschatzung
bezuglich der Anordnung und Verteilung der neu angesiedelten Zellen
vorgenommen werden.

Ein histologisches Verfahren, das eine genauere Beurteilung der EZM erlaubte,
war die Movat's Pentachrom-Farbung. Mit deren Hilfe konnte eine feinere
histologische Differenzierung einzelner Elemente der EZM vorgenommen werden
[96], woflr diese Farbung bereits in der Vergangenheit mehrfach herangezogen
worden war [93, 103, 105, 138]. Auch sie kann daher als ein histologisches
Standardverfahren zur Analyse extrazellularer Matrices angesehen werden. Im
Rahmen dieser Arbeit diente sie vor allem der lIdentifizierung kleinkalibriger
Gefalstrukturen inmitten der kardialen EZM. Aufgrund der speziellen
Zusammensetzung der Gefalgerlste und ihrer Basalmembran konnten diese

mithilfe der Movat's Pentachrom-Farbung als dunkle, ringférmige Strukturen
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innerhalb der Matrix dargestellt werden. So machte es diese Farbemethode
moglich, die Lage der angesiedelten Zellen relativ einfach als intra- oder
extravasal zu qualifizieren.

Um nicht nur die Lage und Verteilung der Zellen im Gefaldsystem der
dezellularisierten Herzen, sondern auch deren Morphologie beurteilen zu kénnen,
wurden die histologischen Schnitte der rebesiedelten EZM mit Phalloidin-
Rhodamin gefarbt. Die hierdurch hervorgerufene Anfarbung von F-Actin erlaubt
es, das Zytoskelett zu visualisieren. Auch in anderen Arbeiten wurde diese
Farbung bereits eingesetzt, um die raumliche Ausrichtung sowie die Morphologie
verschiedener Zellarten beurteilen zu konnen [48, 133, 139]. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erwies sich die Phalloidin-Farbung ebenfalls als eine
geeignete Methode, die Morphologie und Anordnung der intravasal angesiedelten
3T3-Zellen mikroskopisch zu analysieren. Das fluoreszierende Farbereagenz liel3
das Zytoskelett der Fibroblasten deutlich erkennen. So war es mdglich,
Ruckschlusse auf die zellulare Morphologie der intrakoronar kultivierten Zellen zu
ziehen. Dabei wurde davon ausgegangen, dass mit der Beobachtung
gefaBwandadharenter, elongierter Zellleiber die Ausbildung einer hinreichenden
Zell-Matrix-Adharenz angenommen werden kann. Die definitive Verifizierung
dieser Annahme wiurde allerdings weiterflihrende Untersuchungen zur Ausbildung
von Zell-Matrix-Verbindungen erfordern. So ware es denkbar, die Expression
verschiedener Zell-Matrix- aber auch interzellularer Adhasionsproteine weiter zu
untersuchen. Eine besondere Rolle spielen in diesem Zusammenhang unter
anderem Proteine aus den Familien der Integrine, Cadherine und Immunglobuline
[140-142]. Unter den beiden letztgenannten sind im Speziellen das sogenannte
VE-Cadherin (Vascular Endothelial Cadherin) sowie das PECAM-1 (Platelet
endothelial cell adhesion molecule-1) hervorzuheben. PECAM-1 ist auch unter der
Bezeichnung CD31 (cluster of differentiation 31) bekannt [140]. Beide Proteine
haben eine grofle Bedeutung als endotheliale Adhasionsproteine und wurden
deshalb bereits mehrfach zur genaueren Untersuchung von Endothelzellen
eingesetzt [143-145]. Derartige Proteine sind flr ein funktionelles und stabiles
Endothel, das als dynamische Barriere zwischen Intra- und Extravasalraum wirkt,
von elementarer Bedeutung [63]. Die Analyse der Expression und Verteilung

derartiger Adhasionsproteine kdnnte erganzend dazu beitragen, den intrakoronar
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angesiedelten Endothelzellverband morphologisch sowie funktionell weiter zu

charakterisieren.

4.2 Bewertung der erzielten Ergebnisse

4.2.1 Vaskularisierte EZM als biologische Geruststruktur

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung und Etablierung eines
neuartigen, biologischen, kardialen Matrixmodells (CATFM) basierend auf einer
vaskularisierten kardialen EZM, die durch ein standardisiertes Dezellularisierungs-
Verfahren unmittelbar aus nativem Herzmuskelgewebe gewonnen wurde. Das
CATFM verfugt daher Uber ein natives Koronarsystem, das von einer hochgradig
erhaltenen EZM umgeben ist. Somit kann mit dem CATFM eine kardiale EZM
genutzt werden, die nahezu allen Anforderungen an eine makro- und auch
mikroskopisch erhaltene Organarchitektur gentigt. Die Mdglichkeit, wichtige EZM-
Charakteristika durch die Anwendung eines standardisierten, perfusionsbasierten
Dezellularisierungs-Verfahrens erhalten zu kénnen, wie von Akhyari et al. bereits
beschrieben [93], war die Voraussetzung flir die Etablierung eines solchen
Matrixmodells. Im Gegensatz zu vielen der rein zellbasierten Verfahren oder zu
denjenigen, die auf die Verwendung von Hydrogelen oder synthetischen
Materialien zurlckgreifen, liegt der Vorteil des CATFM in seinem bereits
vorhandenen nativen Gefaldsystem. Mit der komplexen raumlichen Anordnung
sowie der vielfachen Aufzweigung der Gefaldstrukturen von grof3en epikardialen
bis hin zu kleinen kapillaren Gefallen sind die Voraussetzungen fir ein
vaskularisiertes Gewebe bereits erflllt. Diese komplexe Architektur des
Gefallsystems spielt nicht nur eine bedeutende Rolle fir einen geregelten
Stoffaustausch zwischen intra- und extravasalem Raum, sondern auch fur den
geordneten Ablauf vieler weiterer wichtiger physiologischer Funktionen [51-54].

Der Einsatz einer softwaregesteuerten Dezellularisierung durch Koronararterien-
perfusion ermdglichte es, hochstandardisiert eine groRe Anzahl dezellularisierter
Rattenherzen mit einheitlicher Matrixbeschaffenheit herzustellen. Das im Rahmen
der vorliegenden Arbeit etablierte mikrochirurgische Praparationsverfahren
erlaubte es, aus diesen Rattenherzen ein standardisiertes in vitro Modellsystem,
das CATFM, zu erstellen. Auf diese Weise konnte ein vaskularisiertes

Matrixmodell geschaffen werden, das trotz seines biologischen Ursprungs und
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seiner naturlichen Eigenschaften ein hohes MalR an Standardisierung und
Reproduzierbarkeit gewahrleisten konnte.

Die zahlreichen vielversprechenden Arbeiten der vergangenen Jahre zeigen die
enormen Fortschritte auf dem Gebiet des kardiovaskularen Tissue Engineerings
auf. Die grolke Mehrheit dieser Arbeiten zielte dabei auf die Nachbildung von
kardialem Gewebe in moglichst naturgetreuer Form. Durch unterschiedliche
Methoden ist es bereits gelungen, tissue engineerte myokardiale Gewebe-
konstrukte zu erzeugen, die Uber ein gewisses Mall an kontraktiler Aktivitat
verfligen [32, 37, 38]. Der alleinige Fokus auf der Ausstattung artifizieller Gewebe
mit der Fahigkeit zur Kontraktion erfullt allerdings nur eine, wenn auch sehr
bedeutende Anforderung an ein funktionelles Herzmuskelgewebe. Der Arbeits-
gruppe um Doris Taylor war es bereits 2008 gelungen, ein dezellularisiertes
Rattenherz nicht nur mit kontraktionsfahigen Kardiomyozyten, sondern auch mit
endothelialen Zellen zu besiedeln [38]. Ein erster Schritt in Richtung eines
funktionell vaskularisierten Herzmuskelgewebes war damit bereits getan. Die
vollstandige Ausstattung tissue engineerter Gewebe mit einem funktionierenden,
gut ausgebildeten und stabilen Gefallsystem stellt allerdings auch heute noch eine
der zentralen Herausforderungen im Tissue Engineering dar [50, 81]. Die Re-
Endothelialisierung des Koronarsystem ist nicht nur aufgrund der bedeutungs-
vollen Interaktion zwischen Endothelzellen und Kardiomyozyten eine wichtige
Voraussetzung flur die Herstellung eines funktionellen Myokards [57]. Auch ein
kinftiger in vivo Einsatz myokardialer Gewebekonstrukte verlangt deren
Ausstattung mit einem gut ausgebildeten Gefallsystem, um eine unverzigliche
Blutversorgung des implantierten Gewebes gewahrleisten und somit dessen
Vitalitat nachhaltig sicherstellen zu kdnnen.

Neben der potentiellen in vivo Anwendung von tissue engineertem Myokard gibt
es zunehmend Bestrebungen, artifizielles Herzmuskelgewebe auch fur
pharmazeutische in vitro Studien und Untersuchungen zur Stammzelldifferen-
zierung nutzbar zu machen [146]. Fur beide Anwendungen spielt die funktionelle
Vaskularisierung des verwendeten Gewebes eine bedeutende Rolle. So stellt sie
einerseits, wie bereits erwahnt, eine unabdingbare Voraussetzung fir eine
unmittelbare Blut-Perfusion des Gewebes nach dessen Implantation dar, wahrend
sie andererseits auch entscheidend dazu beitragt, reell vorherrschende in vivo

Bedingungen bestmaglich imitieren zu kdnnen.
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Das CATFM erlaubt es, bestehende Strategien fur eine derartige funktionelle
Vaskularisierung myokardialer Gewebekonstrukte zu optimieren oder gar neue
Ansatze zu entwickeln. Im Gegensatz zu bisher existierenden Modellen verfigt
das CATFM Uber eine kardiale extrazellulare Mikroumgebung, welche in dieser
Form bisher von keinem synthetischen Material oder nicht-kardialen biologischen
Modellen erreicht werden konnte [17].

Mit dem speziellen Aufbau des CATFM kann das Gefalisystem nativer Herzen zu
grolRen Teilen erhalten werden. Sowohl das links- als auch das rechts-
koronararterielle Stromgebiet wird von je einem tissue-flap reprasentiert. In
Verbindung mit der ebenfalls in dieser Arbeit aufgezeigten Zytokompatibilitat der
dezellularisierten kardialen EZM bietet das CATFM die Moglichkeit, die kardiale
vaskulare Biologie zu replizieren und in einer hochgradig naturgetreuen

Umgebung zu analysieren.

4.2.2 Rebesiedlungskapazitat des Coronary Artery Tissue-Flap Model

Mithilfe histologischer Untersuchungen, Epoxidharzperfusion und Mikro-CT-
Angiographie war es moglich, die Integritdt und Offenheit des dezellularisierten
Koronarsystems aufzuzeigen. Das angewandte perfusionsbasierte Dezellula-
risierungs-Verfahren erwies sich folglich als geeignete Methode, eine vollstandige
in toto Organdezellularisierung unter Erhalt eines nahezu unversehrten
Koronarsystems zu erreichen. Die Ergebnisse dieser initialen Evaluierung der de-
endothelialisierten KoronargefalRe stellten die Grundlage fir deren gezielte
Rebesiedlung dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode etabliert, die es
erlaubte, die Rebesiedlung dezellularisierter koronarer GefalRgeruste auf einfache
Art und Weise durchfiihren zu kénnen. Mithilfe dieser Methode war es maoglich,
das Koronarsystem dezellularisierter Rattenherzen einer standardisierten und
hochselektiven Rebesiedlung zu unterziehen. Sowohl der Einsatz von
Fibroblasten als auch von humanen Nabelschnurendothelzellen fuhrte zu einer
fast vollstandigen Rebesiedlung des gesamten koronaren Gefal3systems. Dichte
zellulare Netzwerke erstreckten sich von grof3en epikardialen bis hinein in kleine
kapillare Gefalde.

Durch zusatzliche Besiedlung der kardialen EZM mit neonatalen Ratten-

kardiomyozyten gelang es, potentiell kontraktionsfahige Herzmuskelzellen in der
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unmittelbaren Nachbarschaft re-endothelialisierter Koronargefalde anzusiedeln.
Damit war es gelungen, eine gezielte simultane Rebesiedlung unterschiedlicher
Matrixkompartimente zu erreichen. Die Besiedlungsmethoden dieser ersten
Pilotstudie gilt es allerdings  kunftig weiter zu optimieren und auch den
neugebildeten Endothelzellverband strukturell und funktionell naher zu
charakterisieren. Dennoch verdeutlichen die Ergebnisse der Zellkulturstudien das
biologische Potenzial des CATFM.

Auch andere Arbeiten berichteten bereits von einer erfolgreichen Re-Endo-
thelialisierung dezellularisierter Gefallsysteme. Das Spektrum verschiedenartiger
Gewebe mit rebesiedelten Gefalistrukturen reicht dabei von dezellularisiertem
Myokard [115] Uber Lungen- [112], Leber- [108] bis hin zu Nierengewebe [65] und
Dunndarmsegmenten [147]. Uber die generelle Machbarkeit einer gezielten Re-
Endothelialisierung azellularer Gefallsysteme hinausgehend ist es mittlerweile
einigen Arbeitsgruppen gelungen, bestehende Vaskularisierungsansatze noch
weiter zu verbessern. So berichteten Bar et al. von der Moglichkeit die Re-
Endothelialisierung  dezellularisierter ~ Schweinedarmsegmente  durch  die
Beschichtung des Gefaldssystems mit humanem rekombinanten CCN1 optimieren
zu kénnen [148]. CCN1 ist ein matrixassoziiertes Protein der CNN- (connective
tissue growth factor, CYR61, nephroblastoma overexpressed) Familie [149]. Es
spielt eine wichtige Rolle im Rahmen verschiedener komplexer Prozesse wie zum
Beispiel der Angiogenese. CCN1 unterstltzt dabei wichtige Vorgange wie die
Zelladhasion, -proliferation, -differenzierung und -migration [150]. Auch im CATFM
kénnte durch die Einbindung von Adhasionsproteinen und Wachstumsfaktoren
das Endothelialisierungspotential gesteigert werden.

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte CATFM bietet die Mdglichkeit, Re-
Endothelialisierungs-Kapazitat, Vitalitat und Funktionalitat verschiedener Spender-
zellen in einem standardisierten, biologischen, kardialen in vitro Modell zu analy-
sieren. Als Besonderheiten kénnen hierbei die spezielle Architektur des CATFM
sowie die ausgepragte Translumineszenz der tissue-flaps angesehen werden.
Diese speziellen Eigenschaften namlich ermdglichen es, mit dem hier entwickelten
Matrixmodell Zellkulturstudien in Form eines Live-Cell-Tracking durchzuflhren. Im

Gegensatz zu anderen Modellen, die Uber eine dichtere EZM verfligen, schaffen
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die translumineszenten tissue-flaps optimale Voraussetzungen fiur eine einfache
und direkte mikroskopische Visualisierung der intrakoronar angesiedelten Zellen
[151].

4.2.3 Perfusionsanalysen am Coronary Artery Tissue-Flap Model

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Versuche durchgefiihrt, die eine
Perfusion des koronaren Gefal3systems beinhalteten. Auf diese Weise war es
madglich, die dezellularisierten Koronargefalle auf ihre Integritat und Offenheit hin
zu untersuchen. AulRerdem konnte speziell mithilfe der Blut-Perfusions-Versuche
gezeigt werden, dass auch nach erfolgreicher Rebesiedlung die Unversehrtheit
und Durchgangigkeit der GefalR-EZM vollstandig erhalten werden konnten.
Hierbei stellt vor allem die Hamokompatibilitat eine elementare Voraussetzung fur
eine potentielle in vivo Anwendung groéRerer tissue engineerter Gewebekonstrukte
dar. Aber auch fir einen klnftigen Einsatz bioartifizieller Gewebe als ex vivo
Testsysteme konnte eine derartige Blut-Perfusion von grof3er Bedeutung sein.
Durch die Verwendung von Vollblut oder einzelnen Blutkomponenten konnten
derartige Testsysteme realen in vivo Bedingungen naher gebracht werden. In vitro
gewonnene Erkenntnisse kdnnten somit besser interpretiert und sicherer auf reale,
in vivo vorherrschende Bedingungen ubertragen werden.

In den Protein-Diffusions-Analysen konnte eine gerichtete Diffusion der
fluoreszierenden Albuminldésung aus dem dezellularisierten Gefal3system in die
angrenzende EZM beobachtet werden. Gefaldleckagen, die im Falle einer lokal
Uberschielenden Extravasation des Perfusats hatten angenommen werden
muassen, waren nicht auszumachen. Die quantitative Auswertung der Diffusions-
Analysen ermoglichte es, die Fluoreszenzintensitat im Gewebe in Abhangigkeit
von Zeit beziehungsweise GefalRabstand darzustellen. Dabei fielen groRere
Standardabweichungen als in einer vergleichbaren Studie auf, die das
Diffusionsverhalten proteinhaltiger Lésungen in einem mit Mikrokanalen ausge-
statteten Hydrogel-Modell untersucht hatte [111]. Im Gegensatz zu einer homogen
strukturierten Hydrogel-Umgebung kann in einer natlrlichen EZM, wie der des
CATFM, allerdings von einer gewissen Unregelmaligkeit und Variabilitat der
Matrix- und Gefalarchitektur ausgegangen werden.

Alle Perfusions-Versuche der tissue-flaps profitierten von der in dieser Arbeit

dargestellten Moglichkeit zur selektiven Kanulierung der Koronarostien. Ohne
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grolRe Perfusatverluste war es auf diese Weise moglich, sowohl das links- als
auch rechtsventrikulare Gefalisystem einer gezielten Perfusion zu unterziehen.

Im Gegensatz zu anderen vaskularisierten Matrixmodellen nattrlichen Ursprungs,
wie zum Beispiel dem einer dezellularisierten, intestinalen Submucosa, verfugt
das Coronary Artery Tissue-Flap Model nicht Uber einen GefalRabschnitt, der eine
vendse Drainage gewahrleisten koénnte [152]. Im CATFM erfolgt die
Perfusatdrainage aus den offenen Gefal3stimpfen an den Randern der tissue-
flaps. Das Fehlen eines vendsen Abstromgebietes stellt insbesondere einen
potentiellen in vivo Einsatz der tissue-flaps vor ein bisher ungeléstes Problem. Die
umgehende funktionelle Anastomosierung eines tissue engineerten Gewebes mit
dem Gefallsystem des Empfangerorganismus stellt eine Grundvoraussetzung fur
deren Uberleben in vivo dar [147]. Am denkbar einfachsten wére es, eine derartige
Gefalverbindung Uber chirurgisch zugangliche arterielle und venése Gefalipedikel
des Implantates herzustellen. Das oben genannte Modell der dezellularisierten
Submucosa eines porcinen Dinndarmsegments weist solch anastomosierbare
GefalRabschnitte auf [147]. Mertsching et al. nutzten diese mesenterialen Gefal3-
stimpfe, um einen dezellularisierten und anschiel3end rebesiedelten Dinndarm-
abschnitt durch End-zu-Seit-Anastomosierung mit der Arteria beziehungsweise
Vena brachialis eines Probanden zu verbinden [153].

Auch wenn dem CATFM ein Gefal3pedikel zur vendsen Drainage und
Anastomosierung mit einem geschlossenen Gefaldsystem fehlt, ist es, wie in den
hier durchgeflhrten Perfusionsversuchen gezeigt, mdglich, dessen Gefalisystem
physiologischen Flussbedingungen auszusetzen. So kdnnte in Folgestudien der
Einfluss verschiedener Stromungsprofile auf Struktur und Funktion des

intrakoronar angesiedelten Endothelzellverbandes untersucht werden.

4.3 Perspektive des Coronary Artery Tissue-Flap Model

4.3.1 Modellsystem fiir Vaskularisierungsstudien

Das CATFM stellt ein biologisches und dennoch hochstandardisiertes kardiales
Matrixmodell dar. Es verflugt Uber ein naturliches Gefaldsystem, das in seiner
komplexen Architektur dem des nativen Herzmuskelgewebes gleicht und selektiv

rebesiedelt werden kann. Damit bietet das CATFM die Mdglichkeit zur Evaluation
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und Optimierung bestehender und zur Entwicklung neuartiger Strategien fir die
Vaskularisierung tissue engineerter Gewebe. Auf diese Weise kdnnte es einen
wichtigen Beitrag dazu leisten, eine der derzeit zentralen Herausforderungen im
Bereich des Tissue Engineerings, die in der Ausstattung artifizieller Gewebe mit
einem funktionellen Gefallsystem liegt, zu meistern [50]. Mithilfe von in vitro
Modellsystemen wie dem CATFM kann die Anatomie und Biologie der
Koronargefal’e und des Herzmuskelgewebes repliziert werden. Daraus kénnten
neue Erkenntnisse und ein fundierteres Verstandnis der myokardialen und
vaskularen Biologie erwachsen, die erheblich dazu beitragen wurden, die

aktuellen Hurden im Bereich des Tissue Engineerings zu Uberwinden.

4.3.2 Kardiales in vitro Testsystem

Die im Rahmen dieser Arbeit aufgezeigte Eigenschaft des CATFM, auch als
kardiales Kokultur-Modell eingesetzt werden zu konnen, bietet die Moglichkeit,
verschiedene Spender-Endothelzellen und deren Interaktion mit kardialen Zellen
zu untersuchen. Besiedelt mit endothelialen und kardialen Zellen kann das
CATFM kunftig als ein dreidimensionales in vitro Testsystem fur Untersuchungen
zur Stammezelldifferenzierung sowie flr pharmakologische und toxikologische
Studien eingesetzt werden. AulRerdem konnte es als kardiovaskulares in vitro
Krankheitsmodell dienen. Mit dessen Hilfe ware es denkbar, durch Simulation
pathophysiologischer Prozesse neue Einsichten in die Pathogenese
verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen zu erlangen.

Ahnliche Ziele werden mit der Idee hinter den sogenannten Organs-on-Chips
verfolgt [154, 155]. Bei diesen Organen im Mikrochip-Format handelt es sich um
spezielle Vorrichtungen zur Kultivierung jeweils organspezifischer Zellen. Mittels
uberwiegend lithographischer Arbeitstechniken, wie sie in der Fabrikation von
Mikrochips fir die Computertechnik zum Einsatz kommen, kann der Aufbau dieser
Kultivierungseinheiten der jeweiligen mikroskopischen Organanatomie annahernd
nachempfunden werden. So ist es mdglich, deren Oberflachenbeschaffenheit
auch noch im Nanometerbereich gezielt zu modifizieren. Zusatzlich kdénnen
mithilfe dieser Arbeitstechniken die Kultivierungsvorrichtungen mit mikroskopisch
kleinen Kanalen ausgestattet werden, die eine kontinuierliche Perfusion der

,Organstrukturen erlauben. Auf diese Weise kann zum Beispiel der Einfluss
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verschiedener Stromungsprofile auf das Verhalten unterschiedlicher Zellarten
untersucht werden. Aber auch anderen physikalischen oder chemischen Stimuli
konnen diese Kulturvorrichtungen gezielt ausgesetzt werden. Dadurch ist es
moglich, einerseits physiologische Organfunktionen zu imitieren, andererseits aber
auch organ- oder gewebespezifische Reaktionen auf den Einfluss bestimmter
Medikamente und Toxine in vitro zu analysieren. Die damit einhergehende hohe
organspezifische Funktionalitdt kann bis dato allerdings mit zwei- oder
dreidimensionalen Zellkulturmodellen noch nicht erreicht werden [155]. Die ldee
der Organs-on-Chips als zellbasierte in vitro Modellsysteme stellt daher eine
madgliche Alternative flr gangige Studien am Zellkultur- oder auch Tiermodell dar
[154]. Unter anderem als Replikate von Leber- [156], Nieren- [157], Lungen- [158]
oder Herzmuskelgewebe [146] wurden derartige Organmodelle bereits entwickelt.

Gegentber diesen Modellsystemen verflugt das CATFM Uber eine naturliche EZM,
die den kultivierten Zellen als Geruststruktur dient. Um eine moglichst
naturgetreue Mikroumgebung bereitstellen zu konnen, werden die Mikrochip-
Organe mittels der oben genannten Techniken bearbeitet. Das CATFM hingegen
verfigt von sich aus bereits Uber ein natlrliches Mikromilieu mit weitgehend
erhaltenen EZM-Charakteristika [93]. Es ist bekannt, dass die ultrastrukturellen
Eigenschaften der EZM einen nicht unerheblichen Einfluss auf wichtige
zellphysiologische Prozesse haben [43-45]. Diese Tatsache gilt es auch bei der
Entwicklung eines in vitro Testsystems zu berucksichtigen. Nur so konnen letztlich
bestmoégliche Voraussetzungen geschaffen werden, um in vitro generierte
Testergebnisse auf in vivo vorherrschende Verhaltnisse mdoglichst sicher zu
ubertragen.

Neben der Perfusion des re-endothelialisierten Gefallsystems ware auch die
Anwendung verschiedener physikochemischer Stimuli am CATFM denkbar. In
erster Linie ist dabei an eine zyklische Dehnung des Gewebes oder die elektrische
Stimulation der Kardiomyozyten zu denken. Das hochstandardisierte Herstellungs-
verfahren wirde eine einfache und kostenglinstige Produktion des CATFM in
grol3er Stlckzahl ermdglichen. Die Verwendung einer Tragersubstanz natirlichen
Ursprungs ginge allerdings weiterhin mit der Organspende durch eine bestimmte
Tierspezies einher. Durch die Moglichkeit jedoch, potentiell fur mehrere Versuche
genutzt werden zu koénnen, kénnte auch das CATFM zur Reduktion der

Versuchstierzahlen unter anderem flr pharmakologische Studien beitragen.
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4.3.3 Myokardiales Ersatzgewebe

Als tissue engineertes, vaskularisiertes Herzmuskelgewebe konnten die tissue-
flaps des CATFM klnftig auch in Form eines myokardialen Patches klinisch
angewendet werden. Ein solcher Myokard-Patch, der morphologisch und
funktionell einem nativen Herzmuskelgewebe gleicht, kdnnte zur Behandlung
erkrankten Myokards eingesetzt werden. Die Entwicklung eines derartigen
Gewebes als therapeutischer Ersatz fir zum Beispiel infarktgeschadigtes Myokard
stellt immer noch eines der groRen Ziele des kardiovaskularen Tissue
Engineerings dar [159]. Anstelle der bisher Ublichen synthetischen Patches kdnnte
ein solch bioartifizieller Myokard-Patch nicht nur als passiver Herzmuskelersatz
dienen [160, 161]. Idealerweise biomechanisch voll funktionell integriert, kdnnte
ein derartiger Myokardersatz am kardialen Kontraktionszyklus teilnehmen. Damit
ware es theoretisch mdglich, den Funktionsausfall begrenzter Myokardareale
vollstandig zu kompensieren. Die groRten Herausforderungen bestehen dabei in
der Herstellung eines solchen Ersatzgewebes, das neben einer funktionellen
Vaskularisierung auch utber das notwendige Potential verfugt, Zellvitalitat und —
differenzierung zu fordern, die Fortleitung elektrischer Erregung zu gewahrleisten,
mechanische Unterstitzung zu garantieren und zudem eine suffiziente
Kontraktionskraft aufzubringen [30, 159]. Wendel et al. gelang es, myokardiale
Patches aus einem Kardiomyozyten-Fibrin-Gemisch herzustellen und damit die
Funktion infarktgeschadigter Rattenherzen deutlich zu verbessern [162]. Allerdings
bildete sich weder eine morphologische Verbindung noch eine elektrische
Kopplung zwischen den Patches und dem Empfangermyokard aus. Die Autoren
vermuteten daher in erster Linie parakrine Effekte hinter dem positiven Einfluss
der tissue engineerten Myokard-Patches.

Auch die rebesiedelten tissue-flaps konnten als pravaskularisierte, myokardiale
Patches kardialer Herkunft in ahnlicher Form eingesetzt werden. Das ausgepragte
Potential des CATFM zur selektiven Rebesiedlung mit endothelialen und kardialen
Zellen konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit bereits aufgezeigt werden.
Damit gelang es schon jetzt, mindestens zweien der oben genannten
Herausforderungen erfolgreich zu begegnen.

In Kapitel 4.1.1 wurde bereits von der Moglichkeit berichtet, das Langzeitper-

fusionssystem ohne groReren Aufwand auch fir die Dezellularisierung grofRerer
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Organe umristen zu kénnen. Damit ware es mdglich, kiinftig auch funktionelle
tissue-flaps aus Organen humankompatibler Grof3e herzustellen, die damit auch
fir den klinischen Einsatz geeignet waren. Darlber hinaus ware es denkbar,
vaskularisierte und potentiell kontraktile tissue-flaps auch zur Behandlung von
Kardiomyopathien, kongenitalen Fehlbildungen des Herzens und vielen weiteren
Erkrankungen heranzuziehen, die zu einer eingeschrankten Pumpfunktion des
Herzens flhren. Insbesondere Kinder kdnnten von einem bioartifiziellen
Herzmuskelgewebe zur Rekonstruktion angeborener Herzfehler erheblich
profitieren. Ein mitwachsendes Myokard wirde hierbei die derzeit noch

unvermeidbaren Reoperationen Uberflliissig machen [163].

4.3.4 Vollstandig bioartifizielles Herz

Im Jahre 2008 berichtete die Arbeitsgruppe um Doris Tylor erstmalig von der
Dezellularisierung und anschlieBenden Rebesiedlung eines ganzen Ratten-
herzens [38]. Mit dieser bahnbrechenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es
madglich ist, dem avitalen Organgertst eines zellfreien Rattenherzens durch die
Besiedlung mit kardialen und endothelialen Zellen wieder die Fahigkeit zur
Kontraktion zu verleihen. Auch wenn das rebesiedelte Rattenherz nur Uber eine
sehr gering ausgepragte Kontraktionskraft verfugte, kann diese Arbeit als
Meilenstein in der Entwicklung eines bioartifiziellen Herzens angesehen werden.
Auch das CATFM wurde aus einer dezellularisierten Myokardmatrix erstellt. Als
kardiales in vitro Modellsystem ermdoglicht es die Entwicklung, Evaluation und
Optimierung nicht nur von Vaskularisierungsstrategien, sondern auch von
verschiedenartigen Ansatzen zur Rebesiedlung anderer EZM-Kompartimente. Die
in diesem Zusammenhang gewonnenen Erkenntnisse kdnnten dabei helfen, nicht
nur myokardiale Gewebekonstrukte, sondern eines Tages auch ein komplettes
bioartifizielles Herz auf der Basis einer kardialen EZM zu erzeugen. Gleichwohl
erscheint es aufgrund der hochst komplexen Anatomie des Herzens trotz aller
Forschungserfolge durchaus fraglich, ob es jemals moglich sein wird, ein
komplettes, voll funktionsfahiges, bioartifizielles Herz herzustellen.

Die volle Funktionalitat erfordert das enge Zusammenspiel verschiedener Zellarten
und Funktionseinheiten des Herzens. Die Entwicklung eines effizient arbeitenden
Herzmuskels setzt eine organisierte raumliche Ausrichtung und elektrische

Kopplung auf zellularer Ebene sowie nicht zuletzt auch eine ausgepragte
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Vaskularisierung des Gewebes voraus. Aullerdem muss auch ein bioartifizielles
Herz in der Lage sein, auf jegliche Art neurohumoraler und mechanischer Stimuli
adaquat reagieren zu koénnen, um letztlich den Bedlrfnissen eines lebenden
Organismus gerecht zu werden.

Trotz dieser hohen Anforderungen lassen die aktuell rasanten und Vviel-
versprechenden Entwicklungen auf dem Gebiet des kardiovaskularen Tissue
Engineerings weiterhin hoffen. Sollte es eines Tages tatsachlich gelingen, ein
bioartifizielles Herz in humankompatibler GroRe herzustellen, ware dies ein

epochaler Fortschritt auf dem Gebiet der regenerativen Medizin.
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Anhang

Anhang

Anzahl perfundierter Koronargefalie

Gefallordnung Herz 1 Herz 2 Herz 3 Herz 4
LV RV LV RV LV RV LV RV
1 2 1 2 1 2 1 2 1
2 17 16 7 12 10 8 16 9
3 42 22 27 20 54 15 34 16
4 72 8 27 14 61 23 31 37

Tabelle 3: Anzahl der mit Epoxidharz perfundierten GefaBRe des links- und rechts-
koronararteriellen GefaBsystems. LV, Linksventrikulares Stromgebiet. RV, Rechtsventrikulares

Stromgebiet.
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Anhang

Messung 1

Fluoreszenzintensitat absolut (Rohdaten)

Distanz {0 t1 . t2 . t3 . t4 . t5 . t6 .
(10 min) (20 min) (30 min) (40 min) (50 min) (60 min)
550 um 2.519 4.196 4.803 12.995 23.070 25.249 30.379
450 pm 2.306 4.058 5.105 11.226 21.646 24.420 29.708
350 uym 2.552 4.805 6.263 10.764 21.437 24.755 30.687
250 ym 2.900 6.383 8.409 11.555 23.143 26.957 33.534
150 ym 3.022 9.478 12.170 13.900 28.648 32.879 41.066
0 um 2772 23.129 27.063 19.393 39.405 44.416 52.568
-150 ym 2.502 11.225 16.687 18.810 24.547 30.320 36.523
-250 ym 2.064 5.916 9.721 12.028 16.065 20.095 24.503
-350 uym 1.947 4.500 7.375 9.596 13.020 16.339 20.082
-450 ym 1.897 3.773 5.904 7.989 10.730 13.430 16.627
-550 ym 1.910 3.397 4.714 6.559 8.610 10.748 13.004

Fluoreszenzintensitat absolut (abzlglich Fluoreszenzwert t0)

Distanz {0 t1 . t2 . t3 . t4 . t5 . t6 .
(10 min) (20 min) (30 min) (40 min) (50 min) (60 min)
550 ym 0 1.677 2.284 10.476 20.551 22.730 27.860
450 pm 0 1.752 2.799 8.920 19.340 22.114 27.402
350 ym 0 2.253 3.711 8.212 18.885 22.203 28.135
250 pm 0 3.483 5.509 8.655 20.243 24.057 30.634
150 ym 0 6.456 9.148 10.878 25.626 29.857 38.044
0 um 0 20.357 24.291 16.621 36.633 41.644 49.796
-150 ym 0 8.723 14.185 16.308 22.045 27.818 34.021
-250 ym 0 3.852 7.657 9.964 14.001 18.031 22.439
-350 ym 0 2.553 5.428 7.649 11.073 14.392 18.135
-450 ym 0 1.876 4.007 6.092 8.833 11.533 14.730
-550 ym 0 1.487 2.804 4.649 6.700 8.838 11.094

Fluoreszenzintensitat relativ (bezogen auf Werte bei 0 um)

Distanz t0 t . 2 . t3 . t4 . t5 . 6 .
(10 min) (20 min) (30 min) (40 min) (50 min) (60 min)
550 ym - 0,08 0,09 0,63 0,56 0,55 0,56
450 pm - 0,09 0,12 0,54 0,53 0,53 0,55
350 ym - 0,11 0,15 0,49 0,52 0,53 0,57
250 pm - 0,17 0,23 0,52 0,55 0,58 0,62
150 pm - 0,32 0,38 0,65 0,70 0,72 0,76
0 um - 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
-150um - 0,43 0,58 0,98 0,60 0,67 0,68
-250um - 0,19 0,32 0,60 0,38 0,43 0,45
-350um - 0,13 0,22 0,46 0,30 0,35 0,36
-450um - 0,09 0,16 0,37 0,24 0,28 0,30
-550um - 0,07 0,12 0,28 0,18 0,21 0,22

Tabelle 4: In Messung 1 (n=4) ermittelte absolute und relative Fluoreszenzintensititen. t0
entspricht Messzeitpunkt vor Beginn der Fluoreszenz-Perfusion. 0 um entspricht dem Gefallumen.
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Anhang

Messung 2

Fluoreszenzintensitat absolut (Rohdaten)

Distanz 10 t1 . t2 . t3 . t4 . t5 . t6 .
(10 min) (20 min) (30 min) (40 min) | (50 min) (60 min)
550 um 0,640 20,546 50,620 65,586 86,618 113,144 123,413
450 pm 0,693 20,193 48,974 64,207 86,936 113,082 123,637
350 um 0,691 19,240 45,418 59,839 82,916 106,950 117,302
250 ym 0,635 18,736 42,203 55,037 76,508 98,071 107,827
150 ym 0,636 17,829 39,460 50,797 70,034 90,089 99,082
0 um 0,666 27,349 48,309 55,751 71,035 89,201 95,510
-150 ym 0,614 15,884 34,378 42,701 58,426 73,826 80,597
-250 ym 0,560 15,275 32,512 40,064 55,395 69,924 76,118
-350 uym 0,551 14,772 30,322 36,965 50,709 64,143 69,726
-450 ym 0,528 13,870 28,148 34,268 46,284 59,494 64,853
-550 ym 0,569 11,738 25,095 31,244 42,054 54,510 59,738

Fluoreszenzintensitat absolut (abzlglich Fluoreszenzwert t0)
t1 t2 t3 t4 t5 t6

Distanz t0 (10min) | (20min) | (30min) | (40 min) | (50 min) | (60 min)
550 ym 0 19,906 49,980 64,946 85,978 | 112,504 | 122,773
450 ym 0 19,500 48,281 63,514 86,243 | 112,389 | 122,944
350 ym 0 18,549 44,727 59,148 82,225 | 106,259 | 116,611
250 ym 0 18,101 41,568 54,402 75,873 97,436 | 107,192
150 um 0 17,193 38,824 50,161 69,398 89,453 98,446

0 um 0 26,683 47,643 55,085 70,369 88,535 94,844

-150 ym 0 15,270 33,764 42,087 57,812 73,212 79,983

-250 ym 0 14,715 31,952 39,504 54,835 69,364 75,558

-350 ym 0 14,221 29,771 36,414 50,158 63,592 69,175

-450 ym 0 13,342 27,620 33,740 45,756 58,966 64,325

-550 ym 0 11,169 24,526 30,675 41,485 53,941 59,169

Fluoreszenzintensitat relativ (bezogen auf Werte bei 0 um)
Distanz 0 t 2 3 4 t5 6

(10 min) (20 min) (30 min) (40 min) (50 min) (60 min)

550 ym - 0,75 1,05 1,18 1,22 1,27 1,29
450 ym - 0,73 1,01 1,15 1,23 1,27 1,30
350 ym - 0,70 0,94 1,07 1,17 1,20 1,23
250 ym - 0,68 0,87 0,99 1,08 1,10 1,13
150 um - 0,64 0,81 0,91 0,99 1,01 1,04
0 um - 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

-150 ym - 0,57 0,71 0,76 0,82 0,83 0,84

-250 ym - 0,55 0,67 0,72 0,78 0,78 0,80

-350 ym - 0,53 0,62 0,66 0,71 0,72 0,73

-450 ym - 0,50 0,58 0,61 0,65 0,67 0,68

-550 ym - 0,42 0,51 0,56 0,59 0,61 0,62

Tabelle 5: In Messung 2 (n=4) ermittelte absolute und relative Fluoreszenzintensitaten. t0
entspricht Messzeitpunkt vor Beginn der Fluoreszenz-Perfusion. 0 um entspricht dem GefalRlumen.
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Anhang

Messung 3

Fluoreszenzintensitat absolut (Rohdaten)

Distanz {0 t1 . t2 . t3 . t4 . t5 . t6 .
(10 min) (20 min) (30 min) (40 min) (50 min) (60 min)
550 uym 0,509 0,609 70.889 47.471 67.900 78.993 77.451
450 ym 0,531 0,637 66.898 48.325 66.960 75.675 74.325
350 uym 0,546 0,690 64.352 48.395 64.789 70.857 63.624
250 ym 0,547 0,775 61.753 47.097 61.548 65.572 59.142
150 ym 0,730 1.164 66.917 47.460 62.738 67.435 63.710
0 um 1.081 7.619 72.478 56.345 70.338 76.026 73.883
-150 ym 0,551 1.101 43.634 38.677 54.956 58.424 55.840
-250 ym 0,424 0,669 38.458 38.016 53.668 56.947 52.588
-350 um 0,404 0,566 42.284 42.703 57.562 60.971 54.623
-450 ym 0,356 0,509 45.562 46.031 60.213 63.918 56.443
-550 ym 0,361 0,47 45778 46.160 59.967 64.301 56.590

Fluoreszenzintensitat absolut (abzlglich Fluoreszenzwert t0)

Distanz t0 t . 2 . t3 . t4 . 5 . 6 .
(10 min) | (20 min) (30 min) (40 min) (50 min) (60 min)
550 uym 0 0,1 70,38 46,962 67,391 78,484 76,942
450 ym 0 0,106 66,367 47,794 66,429 75,144 73,794
350 uym 0 0,144 63,806 47,849 64,243 70,311 63,078
250 ym 0 0,228 61,206 46,55 61,001 65,025 58,595
150 ym 0 0,434 66,187 46,730 62,008 66,705 62,980
0 um 0 6,538 71,397 55,264 69,257 74,945 72,802
-150 ym 0 0,55 43,083 38,126 54,405 57,873 55,289
-250 ym 0 0,245 38,034 37,592 53,244 56,523 52,164
-350 ym 0 0,162 41,88 42,299 57,158 60,567 54,219
-450 ym 0 0,153 45,206 45,675 59,857 63,562 56,087
-550 ym 0 0,109 45,417 45,799 59,606 63,94 56,229

Fluoreszenzintensitat relativ (bezogen auf Werte bei 0 um)
Distanz t0 t1. t2. t3. t4. t5. t6.
(10 min) (20 min) (30 min) (40 min) (50 min) (60 min)

550 uym - 0,02 0,99 0,85 0,97 1,05 1,06
450 ym - 0,02 0,93 0,86 0,96 1,00 1,01
350 uym - 0,02 0,89 0,87 0,93 0,94 0,87
250 ym - 0,03 0,86 0,84 0,88 0,87 0,80
150 ym - 0,07 0,93 0,85 0,90 0,89 0,87
0 um - 1 1 1 1 1 1
-150 ym - 0,08 0,60 0,69 0,79 0,77 0,76
-250 ym - 0,04 0,53 0,68 0,77 0,75 0,72
-350 um - 0,02 0,59 0,77 0,83 0,81 0,74
-450 ym - 0,02 0,63 0,83 0,86 0,85 0,77
-550 ym - 0,02 0,64 0,83 0,86 0,85 0,77

Tabelle 6: In Messung 3 (n=4) ermittelte absolute und relative Fluoreszenzintensititen. t0
entspricht Messzeitpunkt vor Beginn der Fluoreszenz-Perfusion. 0 um entspricht dem Gefalumen.
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Anhang

Messung 4

Fluoreszenzintensitat absolut (Rohdaten)

Distanz {0 t1 . t2 . t3 . t4 . t5 . t6 .
(10 min) (20 min) (30 min) (40 min) (50 min) (60 min)
550 um 0.965 3.280 3.830 6.390 9.220 12.468 15.798
450 ym 1.052 3.891 4.340 7.094 10.112 13.389 17.038
350 um 1.342 4.863 5.268 8.301 11.547 15.106 19.109
250 ym 1.470 5.506 6.086 9.107 12.218 16.286 20.449
150 uym 1.681 7.597 7.973 10.964 14.691 19.387 24.152
0um 1.940 11.349 10.769 13.988 17.130 21.691 26.915
-150 ym 2.267 9.080 9.312 13.494 18.141 24.363 31.683
-250 ym 2.220 7.015 7.704 11.833 17.148 23.597 31.164
-350 ym 2.343 6.344 7.318 11.730 17.627 25.178 33.582
-450 ym 2.296 5.342 6.454 11.278 17.687 26.067 35.343
-550 ym 2.494 5.291 6.582 11.689 19.368 29.111 39.601

Fluoreszenzintensitat absolut (abzlglich Fluoreszenzwert t0)

Distanz {0 t1 . t2 . t3 . t4 . t5 . t6 .
(10 min) (20 min) (30 min) (40 min) (50 min) (60 min)
550 ym 0 2,315 2,865 5,425 8,255 11,503 14,833
450 uym 0 2,839 3,288 6,042 9,060 12,337 15,986
350 um 0 3,521 3,926 6,959 10,205 13,764 17,767
250 ym 0 4,036 4,616 7,637 10,748 14,816 18,979
150 uym 0 5,916 6,292 9,283 13,010 17,706 22,471
0um 0 9,409 8,829 12,048 15,190 19,751 24,975
-150 ym 0 6,813 7,045 11,227 15,874 22,096 29,416
-250 ym 0 4,795 5,484 9,613 14,928 21,377 28,944
-350 ym 0 4,001 4,975 9,387 15,284 22,835 31,239
-450 ym 0 3,046 4,158 8,982 15,391 23,771 33,047
-550 ym 0 2,797 4,088 9,195 16,874 26,617 37,107

Fluoreszenzintensitat relativ (bezogen auf Werte bei 0 um)

Distanz 10 t1 . t2 _ t3 . t4 . t5 _ t6 .
(10 min) (20 min) (30 min) (40 min) (50 min) | (60 min)
550 ym - 0,25 0,32 0,45 0,54 0,58 0,59
450 uym - 0,30 0,37 0,50 0,60 0,62 0,64
350 ym - 0,37 0,44 0,58 0,67 0,70 0,71
250 ym - 0,43 0,52 0,63 0,71 0,75 0,76
150 uym - 0,63 0,71 0,77 0,86 0,90 0,90
0um - 1 1 1 1 1 1
-150 ym - 0,72 0,80 0,93 1,05 1,12 1,18
-250 ym - 0,51 0,62 0,80 0,98 1,08 1,16
-350 ym - 0,43 0,56 0,78 1,01 1,16 1,25
-450 ym - 0,32 0,47 0,75 1,01 1,20 1,32
-550 ym - 0,30 0,46 0,76 1,11 1,35 1,49

Tabelle 7: In Messung 4 (n=4) ermittelte absolute und relative Fluoreszenzintensitaten. t0
entspricht Messzeitpunkt vor Beginn der Fluoreszenz-Perfusion. 0 um entspricht dem GefalRlumen.
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