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Zusammenfassung 
Aufgrund des demographischen Wandels und der daraus resultierenden erhöhten 
Lebenserwartung müssen wir uns zukünftig vermehrt auf die Behandlung von Patienten mit 
terminaler Herzinsuffizienz einstellen. Allerdings sind die aktuell vorhandenen 
Therapiemöglichkeiten mit Limitationen behaftet, die deren Verfügbarkeit 
(Organspendermangel bei der Herztransplantation) oder die Lebensqualität der Patienten 
(Komplikationen durch die langfristige mechanische Kreislaufunterstützung) einschränken. 
Der interdisziplinäre Forschungsbereich der regenerativen kardiovaskulären Medizin könnte 
hier durch neue, alternative Therapieverfahren, die beispielsweise auf dezellularisierten 
extrazellulären Matrices (dECM-Gerüsten) basieren, Abhilfe schaffen. In dieser 
experimentellen Doktorarbeit sollte deshalb ein dECM-Gerüst als Ausgangsmaterial für die 
Regeneration von infarziertem Myokard untersucht werden. Die zentrale Fragestellung war, 
ob eine ventrikuläre Stabilisierung des Myokards mittels eines dECM-Gerüstes die 
myokardiale Genexpression nach einem Myokardinfarkt verändert und so gegebenenfalls die 
Regeneration des Myokards fördert. Hierzu wurde in einem Ratten-LAD-Ligatur-Modell 
(Ligatur der „Left anterior descending“ Koronararterie, Versorgungsgebiet: Vorderwand 
linker Ventrikel) ein sogenanntes TEMS (engl. „Tissue engineered matrix scaffold“) – ein 
aus einem in toto dezellularisiertem Rattenherz gewonnenes extrazelluläres Matrix-Gerüst, 
welches das native Herz komplett umschließt - epikardial auf das native, in vivo schlagende 
Rattenherz implantiert. Es wurde die myokardiale Genexpression ausgesuchter, relevanter 
Zielgene (fünf Gengruppen: infarktspezifische-, immunmodulatorische-, angiogenetische-, 
pro-„Survival“- und „Remodeling“ Faktoren) nach vier (subakut)- und acht Wochen 
(chronisch) mittels einer „Real time PCR“ analysiert. Durch die TEMS-Intervention konnten 
infarktspezifische Gene (NPPB) und Entzündungsmarker (TGFBR2) signifikant (p<0,05) 
gesenkt werden. Circa 75% der pro-„Survival“-Faktoren (subakut) und der Angiogenese 
Faktoren (chronisch) wurden vermehrt exprimiert. Der Versuchsreihe ging die Etablierung 
des Ratten-Infarkt-Models auf Genexpressionsebene voraus, wobei die genannten Zielgene 
im Bereich der Vorderwand nach erfolgter LAD-Ligatur untersucht wurden. Hierbei zeigten 
sich insbesondere signifikante Anstiege der infarktspezifischen Genexpressionen. Darüber 
hinaus wurde die Genexpression der Hinterwände nach LAD-Ligatur als erfolgreiche 
Negativkontrolle analysiert. Zuletzt wurde das explantierte TEMS als solches 
molekularbiologisch untersucht. Das TEMS wies RNA auf, was indirekt für eine Migration 
von Zellen in das TEMS sprechen könnte. Zusammenfassend geben die Veränderungen der 
myokardialen Genexpressionen einen Hinweis auf das regenerative Potential des TEMS auf 
das Myokard, welches in dieser Arbeit durch die ventrikuläre Stabilisierung des Myokards 
demonstriert wurde. Darüber hinaus kann das TEMS als bioaktive Matrix im Sinne eines 
physiologischen, bioartifiziellen Gerüstes mit der Mikroumgebung in Interaktion treten oder 
einer Rezellularisierung mittels pluripotenter Stammzellen dienen. Dies zeigt das immense 
Potential für das kardiovaskuläre „Tissue engineering“ und die regenerative Medizin.  
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Summary 
Due to the demographic developments and the increasing life expectancy we have to prepare 
ourselves to treat a progressive number of patients with terminal heart failure in the future. 
Though the currently available therapy options are afflicted with an amount of limitations. 
Exemplary the availability of suitable treatments (lack of donor hearts) and the limited life 
quality (complications due to the longstanding mechanical support of the cardiovascular 
system) restrict the sufficient therapy of the patients. The interdisciplinary research unit of 
the regenerative cardiovascular medicine could produce relief. In particular should be 
mentioned the decellularized extracellular matrices (dECM). This experimental dissertation 
should analyze the dECM as a base material for the regeneration of  infarcted myocardium. 
The central aspect was the question whether the ventricular stabilization of the ischemic 
myocardium with a dECM-scaffold (whole-organ decellularized heart of a rat in the sense of 
a tissue engineered matrix scaffold, abbr. ‚TEMS‘) could influence the myocardial gene 
expression after a myocardial infarction or rather stimulate the regeneration of the 
myocardium. Therefore we established a LAD-ligation-model (left anterior descending 
coronary artery, blood supply of the anterior part of the left ventricle) in a rat. After that we 
reimplanted the TEMS like a sleeve at the epicardium of the in vivo beating rat heart. We 
explanted the rat hearts at two point of times (after four weeks for the subacute group, eight 
weeks for the chronic group) and utilized the samples molecular biologically. Afterwards we 
analyzed the myocardial gene expression of selected relevant target genes (five groups of 
genes: infarction specifically, immunomodulatory, pro-angiogenesis, pro-survival, 
remodeling) by use of a real time PCR. Due to the TEMS-intervention we could reduce 
infarction specifically- (NPPB) and immunomodulatory genes (TGFBR2) significantly 
(p<0,05). Approximately 75% of the pro-survival factors (subacute) and the pro-angiogenesis 
factors (chronic) showed an increased gene expression. Furthermore we investigated the gene 
expression of the anterior and posterior part of the left ventricle after anterior myocardial 
infarction. The gene expression of the anterior part demonstrated an increase of the infarction 
specifically genes for the purpose of a functioning LAD-ligation-model. However the 
investigation of the posterior part of the left ventricle functioned as the negative control. In a 
final step we analyzed the gene expression of the explanted TEMS itself where we could 
detect RNA. This could be indicative for the migration of cells into the TEMS and the 
interaction with the microenvironment. In summary the mentioned alterations of the 
myocardial gene expression provide an indication that the TEMS could generate a 
regenerative potential for the myocardium exemplary in the form of stabilize it and prevent 
further dilatation. In addition the TEMS could interact with the microenvironment as a three-
dimensional bioartificial scaffold with the uniqueness of a physiological preserved 
architecture und vasculature. Prospective it could be the base for the recellularization with 
autologous stem cells to create a functioning physiological tissue engineered organ system. 
This shows the immense potential for the cardiovascular regenerative medicine.  
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Abkürzungsverzeichnis 
AP  Apex  

bP  Basenpaare 

CT-Wert cycle threshold 

CXR  carboxy-X-rhodamine 

DCA  Desoxycholsäure 

DDT  DL-Dithiothreitol 

dNTP  Nukleosidtriphosphate 

ECM  extrazelluläre Matrix 

G   mittlere Erdbeschleunigung 

HW  Hinterwand linker Ventrikel 

HTX  Herztransplantation 

LAD  Left anterior descending coronary 

min   Minuten 

ml  Milliliter 

mM  millimolar 

MgCl2  Magnesiumchlorid  

Nm  Nanometer 

PBS  phosphatgepufferte Salzlösung 

Pen/Strep Penicillin/Streptomycin 

RV  rechter Ventrikel 

Sham  deutsch: Attrappe 

SDS  Sodiumdodecylsulfate 
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TEMS  Tissue engineered matrix scaffold 

VAD  Ventricular assist device 

VW  Vorderwand linker Ventrikel 

μl  Mikroliter 
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1. Einleitung 

1.1 Kardiovaskuläre Erkrankungen und Herzinsuffizienz 

Die Herzinsuffizienz beschreibt einen Zustand, in dem die Pumpleistung des Herzens nicht 
mehr ausreicht, den Blutkreislauf optimal aufrecht zu erhalten. Dies kann zum Beispiel durch 
strukturelle- oder funktionelle Schäden am Herzen bedingt sein. Hieraus folgt, dass das Herz 
weder den nachgeschalteten arteriellen Blutkreislauf ausreichend mit Sauerstoff versorgen 
kann, noch hinreichend das Blut aus dem venösen Blutsystem abpumpen kann. Durch die 
daraus resultierende Minderversorgung des Körpers mit sauerstoffreichem Blut und dem 
venösen Blutrückstau vor dem Herzen, kommt es zu diversen klinischen Symptomen der 
Herzinsuffizienz. Hierzu zählen z.B. Schwäche, Schwindel, Ödeme und Dyspnoe. [1], [2], 
[3] Aus epidemiologischer Sicht leiden weltweit ca. 26 Millionen Menschen an einer 
Herzinsuffizienz. [4] Jährlich sterben ca. 17,9 Millionen Menschen an den Folgen von 
kardiovaskulären Erkrankungen, was ca. 31% aller Todesursachen entspicht und somit die 
häufigste Todesursache weltweit darstellt. [5] In Deutschland waren es 2014 alleine 340000 
Menschen, die an Herz- und Kreislauferkrankungen starben. Dies machte 38,9% der 
Sterbefälle aus. [6] 2013 wurden zudem hierzulande über 200000 Menschen wegen eines 
akuten Myokardinfarktes vollstationär aufgenommen. Ungefähr doppelt so viele waren es 
aufgrund einer Herzinsuffizienz. [7] Zwischen den Jahren 2000-2013 stiegen die 
Krankenhaustage durch Patienten mit einer Herzinsuffizienz um 22%. [8] Die Zahlen 
spiegelten sich auch in der finanziellen Belastung des Gesundheitssystems wieder. 
Wenngleich die Aufklärungen über mögliche Präventions- und Risikofaktoren stetig 
zunehmen und das Interesse an besseren Therapiemöglichkeiten steigt, steht dem der 
demographische Wandel der Gesellschaft gegenüber. Bis zum Jahr 2050 wird voraussichtlich 
der Anteil der über 80-jährigen Menschen um 156% steigen, womit auch die Zahl der 
kardiovaskulären Ereignisse steigen wird. Liegt die Prävalenz der kardiovaskulären 
Erkrankungen eines 50-Jährigen noch bei ca. 1%, steigt diese bei einem 80-Jährigen auf über 
10% an. Ebenso steigt die Inzidenz für die Herzinsuffizienz. Bei 45-54-Jährigen liegt diese 
bei ca. 0,2% pro Jahr. So steigt sie bei Männern zwischen 85-94 Jahren auf 4% pro Jahr an. 
[9], [10] Hieraus resultieren neben der immensen klinischen Herausforderung auch eine 
enorme ökonomische Belastung. [11] Im Jahr 2008 entstanden alleine für Herz-
Kreislauferkrankungen Unkosten in Höhe von 37 Milliarden Euro. Dies entsprach 14,5 % 
der gesamten Krankheitskosten in Deutschland, womit keine andere Erkrankungsform teurer 
war. [6] Die Zahlen bestätigen die Relevanz dieses Themas schon in näherer Zukunft.  
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Es lassen sich drei fundamentale Ursachen für eine verminderte Pumpfunktion finden, wobei 
in ca. 50% der Fälle eine ischämische Genese besteht. [2] Neben Herzrhythmusstörungen 
spielen insbesondere die systolische- und diastolische Ventrikelfunktionsstörung eine 
wichtige Rolle, die wiederum durch weitere kardiovaskuläre Vorerkrankungen, wie z.B. 
arterielle Hypertonie, koronare Herzkrankheit, Klappenvitien oder akuter Myokardinfarkt, 
bedingt sein können. [12] Die relevanten kardiovaskulären Risikofaktoren sind hierbei 
vielfältig: Diabetes mellitus, Adipositas, Nikotinabusus, Hypercholesterinämie, 
Arteriosklerose etc. [13], [14] Pathogenetisch kommt es infolgedessen zu degenerativen 
Veränderungen des Herz- und Kreislaufsystems. Unterschiedliche Mechanismen spielen 
hierbei eine Rolle, wie z.B. die ischämiebedingte kardiale Dysfunktion, eine inadäquate 
Proliferation der extrazellulären Matrix, das kardiovaskuläre „Remodeling“, genetische 
Mutationen und eine gesteigerte neurohumorale Stimulation. [2], [12] Trotz der sich stetig 
verbessernden symptomatischen Therapieansätze sind die Prognosen der herzinsuffizienten 
Patienten oft schlechter, als die vieler Krebspatienten (z.B. der Prostata- oder 
Mammakarzinome). [4] Bei inadäquater Therapie beträgt die 1-Jahresletalität im Stadium 1 
der „New York Heart Association“ (NYHA) ca. 10%. Im Stadium 4 beträgt diese schon über 
50%. [15] 

1.2 Therapie der Herzinsuffizienz 

Die Therapie der Herzinsuffizienz basiert auf einem 3-Stufen-Schema. Zunächst wird durch 
allgemeine Maßnahmen versucht Risikofaktoren zu senken und den Lebensstil positiv zu 
beeinflussen. Die nächste Stufe ist die medikamentöse Therapie, worauf anschließend 
invasive Therapieformen folgen. [16] Da es sich bei der Herzinsuffizienz in den meisten 
Fällen um eine multifaktorielle Genese handelt, ist eine kausale Therapie meist nur in den 
Anfangsstadien oder bei isolierten und behandelbaren Vorerkrankungen möglich.  

Allgemeine Maßnahmen bei einer Herzinsuffizienz 

Zunächst wird versucht die bestehenden kardiovaskulären Risikofaktoren zu minimieren, 
welche z.B. für die Entstehung der Arteriosklerose mitverantwortlich sind. Darüber hinaus 
gibt es kausale Ansätze, indem man die kardialen Vorerkrankungen bzw. die vermutete 
Ursache der Herzinsuffizienz behandelt. Diese können sehr vielfältig sein. So könnte man 
eine etwaige Myokarditis, koronare Herzkrankheit, arterielle Hypertonie oder Klappenvitien 
kausal behandeln. [16] Ein weiterer wichtiger Ansatzpunkt ist die Anpassung des 
Lebensstils. Durch Diätmaßnahmen wird versucht das Körpergewicht zu reduzieren, sich 
kochsalzarm zu ernähren und z.B. bei Ödemen auf die Flüssigkeitszufuhr zu achten. Darüber 
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hinaus sollte eine strikte Nikotin- und Alkoholkarenz eingehalten werden. [17] Bei einer 
stabilen Herzinsuffizienz sollte in ärztlicher Rücksprache eine leichte und regelmäßige 
körperliche Belastung stattfinden, da es kardiale Symptome mindern kann und zu einer 
Steigerung der Lebensqualität führen kann. [18] 

Medikamentöse Therapie der Herzinsuffizienz 

Die medikamentöse Stufentherapie richtet sich nach den Stadien der NYHA. Je höher das 
Stadium ist, desto mehr Medikamente werden miteinander kombiniert. Als 
prognoseverbessernd, und somit schon in den Anfangsstadien angewandt, gelten die ACE-
Hemmer und Angiotensin-Typ 1-Inhibitoren [19], Betablocker [20] und 
Aldosteronantagonisten. [21] Diese werden mit symptomverbessernden Medikamenten 
kombiniert. Besonders bei Ödemen und einer arteriellen Hypertonie werden bevorzugt 
Thiazide und Schleifendiuretika eingesetzt. [22] Bei vorbestehendem Vorhofflimmern oder 
unzureichender Symptomkontrolle wirken Digitalisglykoside ebenfalls 
symptomverbessernd. [23] Etabliert sind auch die neueren Präparate der IF-Kanal-Hemmer, 
wie z.B. Ivabradin, und Neprisylin-Inhibitoren, welche besonders bei einer Ejektionsfraktion 
von <35% eingesetzt werden. [24] Wenngleich die Medikamente den Gesundheitszustand 
der Patienten verbessern können, muss man bedenken, dass diese eine Reihe von 
Nebenwirkungen verursachen und somit einen negativen Einfluss auf die Lebensqualität 
nehmen können. [25] Darüber hinaus stellen sie oftmals keinen kurativen Behandlungsansatz 
dar. Zudem sind insbesondere im Falle einer diastolischen Herzinsuffizienz viele der 
genannten Medikamente ohne größerer Wirkung. [16] Verschiedene Studien haben gezeigt, 
dass weder ACE-Hemmer [26], Betablocker [27], noch Mineralkortikoidantagonisten [28] 
die Morbidität- und Mortalitätsraten bei Patienten mit diastolischer Herzinsuffizienz senken 
können.  

Invasive Therapie der Herzinsuffizienz 

In Kombination mit den vorher genannten Therapiemöglichkeiten bieten invasive Verfahren 
eine Reihe von Möglichkeiten die Lebensqualität und die Überlebensdauer herzinsuffizienter 
Patienten zu verbessern. Wie bereits erwähnt, gibt es nur in wenigen Fällen die Möglichkeit 
eines kausalen Therapieansatzes, beispielsweise wenn bei klarer Ätiologie gezielt durch eine 
Intervention die Ursache behoben werden kann (z.B. bei einem sicher definierten und 
operablen Klappenvitium). In den überwiegenden Fällen dienen die diversen invasiven 
Therapiemöglichkeiten lediglich der Verbesserung der Überlebensdauer und der 
Lebensqualität. Gleichzeitig kann letztere jedoch ebenso beeinträchtigt werden, da z.B. das 
Tragen von mechanischen Herzersatzpumpen ein ständiges Mitführen von Geräten und 
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Kabeln bedingt. Weiterhin ist eine dauerhafte Antikoagulation notwendig und die Therapie 
mit vielen Komplikationen behaftet, was Patienten im Alltag erheblich einschränken kann. 
[29] Je nach Risikoprofil und kardialen Vorerkrankungen kommenden folgende Geräte zum 
Einsatz: 
Nach überlebtem Kammerflimmern oder plötzlichem Herztod ist ein implantierbarer 
Kardioverter-Defibrillator (ICD) indiziert. Er senkt das Mortalitätsrisiko um 28% gegenüber 
Patienten, welche ausschließlich medikamentös mit Amiodaron behandelt werden. [30] 
Alternativ wird er zur Primärprophylaxe bei einer Ejektionsfraktion von <35% und dem 
Zustand nach Myokardinfarkt eingesetzt. [31] Auch hier wird die Gesamtmortalität bei 
Patienten mit linksventrikulärer Dysfunktion um 7,9% gesenkt, gegenüber denjenigen, 
welche eine optimale medikamentöse Therapie erhalten. [32] Der ICD besitzt ein oder zwei 
Elektroden, wobei eine im rechten Ventrikel platziert wird. Der Diagnostik-Anteil des ICDs 
kann dauerhaft Elektrokardiogramme ableiten und leitet diese an einen Mikrocomputer 
innerhalb des ICDs weiter. Dieser erkennt somit Tachyarrythmien, wie z.B. das 
Kammerflimmern, und kann mit Schockabgaben reagieren und bestenfalls wieder 
normwertige Herzrhythmen generieren. Eine weitere Möglichkeit ist die kardiale 
Resynchronisationstherapie (CRT). Die Indikation besteht bei einer Ejektionsfraktion von 
<35%, Vorliegen eines kompletten Linksschenkelblocks bei einem Sinusrhythmus und 
optimaler medikamentöser Therapie. Die CRT besteht aus drei Elektroden, welche im 
rechten Vorhof, rechten Ventrikel und linken Ventrikel epikardial platziert werden. Bei 
einem kompletten Linksschenkelblock erfolgt die Erregung des linken Ventrikels mit über 
den rechten Ventrikel, wodurch es zu einer asynchronen Kontraktion der linken Herzkammer 
kommt. Dies kann nicht nur zu schwerwiegenden Herzrhythmusstörungen führen, sondern 
auch zu unvorteilhaften hämodynamischen Herzkontraktionen. Ziel der CRT ist es, beide 
Ventrikel synchron zu stimulieren und somit gleichzeitig die Initiierung der Systole zu 
triggern. Gerade in Kombination mit der Implantation eines ICDs reduziert die CRT 
signifikant die Mortalität. [33] Bei einer ischämischen Herzinsuffizienz aufgrund von 
Koronarstenosen profitieren die Patienten von Revaskularisationen mittels einer perkutanen 
transluminalen koronaren Angioplastie (PTCA), einer perkutanen Koronarintervention (PCI) 
oder einer Bypass-Operation. Wenn die Herzinsuffizienz ausschließlich auf einer 
Koronarstenose basiert, können diese Eingriffsformen auch einen kurativen 
Behandlungsansatz darstellen.  

Ist die Herzinsuffizienz soweit fortgeschritten, dass das Herz trotz der genannten Therapien 
die Blutzirkulation nicht mehr suffizient aufrechterhalten kann, stellt aktuell die allogene 
orthothope Herztransplantation (HTX) die Ultima Ratio dar. Aufgrund des Mangels an 
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Spenderorganen wurden in den Jahren 2015-2017 weniger als 300 Transplantationen in 
Deutschland durchgeführt, obwohl in etwa die doppelte Menge an Patienten auf der 
Warteliste für eine Transplantation standen. 2018 wurden 318 Herzen transplantiert, 295 
Herzen postmortal gespendet, jedoch 719 Herzen benötigt. [34], [35] Aufgrund des 
demographischen Wandels ist davon auszugehen, dass der Bedarf an Spenderorganen 
weiterhin steigen wird. Dahingegen bleibt unklar, ob die Bereitschaft zur Organspende und 
somit die verfügbaren Organe dieser Tendenz standhalten. So glichen sich im Jahr 2000 die 
benötigten Spenderorgane für die Warteliste noch mit den tatsächlich stattgehabten 
Herztransplantationen aus. Im Jahr 2008 standen 873 Patienten auf der Warteliste für eine 
HTX, wovon lediglich 382 Patienten auch tatsächlich eine Transplantation erhielten. [36] 
Die Vergabe der Spenderorgane und die Aufnahme auf die Warteliste sind in Europa durch 
die Stiftung Eurotransplant geregelt. Hierbei spielen z.B. medizinische Kriterien, die 
medizinische Dringlichkeit und die Wartezeit eine besondere Rolle. Dennoch ist zu beachten, 
dass die Auswahl der Patienten, die den Zugang zur Warteliste erlangen, sehr strikt reguliert 
ist und noch mehr Herzkranke Bedarf hätten. Um diese oft sehr langen Wartezeiten zu 
überbrücken, haben sich diverse mechanische Herzunterstützungssysteme („Ventricular 
assist devices“, kurz „VAD“) in der Therapie etabliert. Dieses Behandlungskonzept nennt 
sich „bridge to transplant“. Für einige Patienten stellen „VADs“ allerdings auch die 
letztmögliche Therapieoption dar, falls sie aus unterschiedlichen Gründen nicht für eine 
Listung bei Eurotransplant in Frage kommen. Oft ist dies bei Patienten der Fall, welche 
aufgrund einer Multimorbidität weniger Nutzen als potentielle Nebenwirkungen oder 
Komplikationen durch eine HTX hätten. Dieses Konzept wird auch „Destination therapy“ 
genannt. Wird davon ausgegangen, dass das Herz genug Potential besitzt, sich nach 
vorangegangenem Schaden selbst wieder zu regenerieren und zu erholen, kann ein „VAD“ 
auch kurzfristig eingesetzt werden, um das Herz vorübergehend zu entlasten. Hierbei spricht 
man vom „Bridge to recovery“ Konzept. Je nach betroffener Herzkammer unterscheidet man 
zwei Systeme, das „Left ventricular assist device“ („LVAD“) und das seltener eingesetzte 
„Right ventricular assist device“ („RVAD“). Falls beide Herzkammern ein 
Unterstützungssystem benötigen, werden das „LVAD“ und das „RVAD“ miteinander zum 
„Biventricular assist device“ („BVAD“) kombiniert. Bei den „VADs“ handelt es sich in der 
Regel um elektromagnetische Turbinensysteme, welche in den jeweils zu unterstützenden 
Ventrikel implantiert werden. Das Blut wird aus der zu unterstützenden Herzkammer 
angesogen und in den nachgeschalteten Gefäßabschnitt gepumpt. Bei einem „RVAD“ wird 
das Blut somit in die Lunge- und bei einem „LVAD“ in die Aorta befördert. Die „VADs“ sind 
mit einem Verbindungskabel („Driveline“) mit dem extrakorporal liegenden Kontrollgerät 
(„Controller“) verbunden. Der „Controller“ muss dauerhaft am Körper getragen werden und 
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wird über Akkus mit Energie versorgt, welche in regelmäßigen Abständen gewechselt 
werden müssen, da die dauerhafte Stromzufuhr unerlässlich ist. Die körperliche 
Leistungsfähigkeit ist vergleichbar gut bei „LVAD“- und HTX Patienten. [36] Die 1-Jahres 
Überlebensrate nach einer „LVAD“ Implantation bei Patienten mit einem guten präoperativen 
Gesundheitszustand ist mit ca. 77% fast so gut, wie die der HTX mit 79,5%. Allerdings zeigt 
sich im Langzeitverlauf ein deutlicher Vorteil der HTX. [37], [38] Auch bezüglich ihrer 
Nebenwirkungen und dem Einfluss auf die Lebensqualität ähneln sich diese beiden 
Verfahren. Wenngleich diverse Studien zeigen, dass das „LVAD“ die Lebensqualität der 
Patienten erhöht [39], [40], gibt es viele nennenswerte Komplikationen. Eines der häufigsten 
Probleme der „LVAD“ Implantation ist die mögliche „Driveline“ Infektion. Dadurch, dass 
diese die direkte Verbindung zwischen Herz und Umwelt darstellt, kommt es häufig zu einer 
pathogenen Besiedlung mit einer aufsteigenden Infektion. [41] Derzeitiges Ziel ist es, die 
Herzpumpe kabellos per Induktion zu versorgen. [36] Darüber hinaus ist die Anzahl an 
neurologischen Ereignissen erhöht. Die aktuelle 3. Generation der „LVADs“ hat 0,18 
Schlaganfälle pro Patientenjahr nach der Implantation zur Folge. [42] Durch die notwendige 
Antikoagulation entstehen vermehrt unerwartete Blutungen. Insbesondere beschäftigt die 
Patienten im Alltag, dass sie in dauerhafter Abhängigkeit vom Gerät und dessen Stromzufuhr 
sind und dass dieses permanent mitgeführt werden muss. Dies stellt häufig eine logistische 
Herausforderung und eine psychische Belastung dar. [36] Die direkte Verfügbarkeit der 
„VADs“ ist positiv hervorzuheben, was einen deutlichen Nachteil der HTX ausmacht. 
Darüber hinaus kann es im Folge einer HTX zu einer Transplantationsvaskulopathie mit 
Abstoßungsreaktionen kommen oder seltener zu einer Krankheitsübertragung durch das 
transplantierte Herz. Zehn Jahre nach erfolgter HTX haben ca. 50% der Patienten mit einer 
chronischen Abstoßungsreaktion durch eine Transplantationsvaskulopathie zu kämpfen. 
Vorrangig ist hier die lebenslang notwendige Immunsuppression hervorzuheben, die viele 
Nebenwirkungen bedingt. Hier wären primär die Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus, 
arterielle Hypertonie und gesteigerte Infektions- und Neoplasieraten zu nennen. [36] Es zeigt 
sich, dass beide endständigen Therapieverfahren eine Menge an Nebenwirkungen mit sich 
brigen und somit einen negativen Einfluss auf die Lebensqualität nehmen. Auch die Statistik 
offeriert, dass es einen enormen Bedarf an neuen und innovativen 
Behandlungsmöglichkeiten gibt. 2006 wurden 260 „LVAD“ Implantationen durchgeführt, 
2015 waren es bereits 915. Die Anzahl an HTX betrug im Jahr 2015 lediglich 283, was 
weniger als ein Drittel der durchgeführten „LVAD“ Implantationen entspricht. [38] Der starke 
Anstieg der „LVAD“ Implantationen und der eher konstante Anteil an HTX zeigt, dass ein 
wachsender Therapiebedarf bei der Herzinsuffizienz besteht, den die Organtransplantation 
auch in Zukunft nicht alleine bewältigen kann. Somit ist es unerlässlich alternative 
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Therapiemöglichkeiten für die Herzinsuffizienz zu erforschen.   
 

Experimentelle chirurgische Verfahren 

Ein chirurgisches Verfahren, welches dem Prinzip des TEMS ähnelt, ist das „CorCap 
Cardiac Support Device“. Hierbei wird das Herz von einer Art synthetischen Netzes 
ummantelt und somit ebenfalls ventrikulär stabilisiert. Dadurch werden Wandspannungen 
reduziert, welche einen positiven Einfluss auf das myokardiale „Remodeling“ nach 
kardiovaskulären Ereignissen nehmen. [43] Im Gegensatz dazu handelt es sich beim TEMS 
um eine bioaktive Matrix, welche mit der Mikroumgebung in Kommunikation treten kann. 
Beiden Prinzipien liegen zugrunde, dass sie das ventrikuläre Myokard stabilisieren, um eine 
Progression der Herzinsuffizienz zu reduzieren und das kardiale „Remodeling“ positiv zu 
beeinflussen.  

1.3 Tissue engineering 

Die direkte Übersetzung von „Tissue engineering“ ins Deutsche würde  
„Gewebekonstruktion“ bedeuten und zielt schon auf den tatsächlichen Forschungsansatz ab. 
Schon 1988 definierte Richard Skalak es wie folgt: „Tissue Engineering ist die Anwendung 
von Prinzipien und Methoden der Ingenieur-, Werkstoff- und Lebenswissenschaften zur 
Gewinnung eines fundamentalen Verständnisses von Struktur-Funktions-Beziehungen in 
normalen und pathologischen Säuger-Geweben; und die Entwicklung von biologischem 
Ersatz zur Erneuerung, Bewahrung oder Verbesserung der Gewebefunktion“ [44]. Dieser 
Forschungsbereich ist noch vergleichsweise jung und verfügt aber über großes Potential im 
Bereich der regenerativen Medizin. Ziel aktueller Forschungsbestrebungen ist es, künstliches 
organspezifisches Gewebe zu konstruieren und es als funktionierenden Gewebe-/Organersatz 
zu reimplantieren. Vereinfacht gesagt benötigt es gewisse Komponenten für die 
Gewebekonstruktion: das Gewebsgerüst und autologe lebendige Zellen, in der Regel handelt 
es sich hierbei um pluripotente Stammzellen, welche dieses Gerüst besiedeln können. Es wird 
ein Nährmedium bzw. Organismus benötigt, der die Zellen ernährt und gewisse 
Wachstumsfaktoren, die die Zellen kontrolliert wachsen lassen. Je nach Anforderungen an 
das zu konstruierende Gewebe kann dieses noch auf ihre späteren Umweltbedingungen 
konditioniert werden. Dies kann z.B. durch Bioreaktoren erfolgen, welche die 
physiologischen Umweltbedingungen und Reize simulieren sollen. [45] Auf diese Art und 
Weise werden in vielen Fachbereichen schon zweidimensionale Gewebeflicken („Patches“) 
oder sogar schon ganze Organmodelle generiert. [46] Vielversprechend sind derzeit auch die 
innovativen dreidimensionalen Biodruckersysteme. Immer mehr Arbeitsgruppen versuchen 
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so ein präzises, maßgeschneidertes Gerüst herzustellen, um es anschließend zu 
rezellularisieren. Vor allem für hartes Gewebe (wie z.B. Knochen) findet es zunehmende 
Relevanz im Alltag. [47] Besonders herausfordernd ist nicht nur die Besiedlung eines 
Gerüstes mit spezifischen Zellen, sondern vor allem die Entwicklung eines differenzierten, 
funktionierenden und spezifischen Gewebes, welches nach Implantation die natürliche Form, 
Funktion und Haltbarkeit des physiologischen Gewebes besitzt. Noch einen Schritt weiter, 
und Ziel aktueller interdisziplinärer Bemühungen, ist die Konstruktion komplexer Organe, 
in welchen viele unterschiedliche Zelltypen rekonstruiert werden müssten. Dies stellt 
natürlich längerfristig das Ziel im Bereich des „Tissue engineerings“ dar und würde in den 
unterschiedlichen medizinisch regenerativen Fachbereichen einer Revolution 
gleichkommen.  
In unterschiedlichen Tiermodellen konnte bereits gezeigt werden, dass „Tissue engineerte 
scaffolds“ erfolgreich für die Reparation verschiedener Organe genutzt werden konnten. 
Beispiele hierfür wären die Trachea, Ösophagus und Skelettmuskeln in Tiermodellen. Hier 
wurden nicht-autologe drei-dimensionale Gerüste mit autologen Stammzellen rebesiedelt 
und konnten somit als funktioneller Gewebeersatz reimplantiert werden.[48]  
Mit einem ähnlichen Ansatz konnte auch eine ganze Leber in vitro rezellularisiert werden. 
Grundlage hierfür war zunächst die Herstellung eines dreidimensionalen Bio-Gerüstes durch 
die Dezellularisierung einer nativen Leber. Hierbei wurden mittels diverser Detergenzien alle 
Zellen aus der Leber „herausgewaschen“. Übrig blieb ein drei-dimensionales, biologisches, 
zellfreies Gerüst der Leber. Dieses bietet die optimalen Voraussetzungen zur 
Rezellularisierung, da das gesamte physiologische Zellgerüst und damit die ursprüngliche 
Architektur mit Gefäßbahnen bestehen bleibt. Anschließend wurde dieses Gerüst in vitro mit 
autologen Stammzellen rezellularisiert, sodass ein funktionales Leberkonstrukt entstand. 
[49] Eine weitere Forschungsgruppe machte sich dabei die bestehende biliäre 
Gefäßversorgung zunutze und de- und rezellularisierte die Leber erfolgreich über diese 
bestehende Gefäßverbindung. [46] An Schafen konnten bereits erfolgreich arterielle 
Gefäßprothesen reimplanitert werden, welche vorher ebenfalls mit autologen Stammzellen 
rezellularisiert worden. Bei der Prothese handelte es sich allerdings nicht um ein autologes 
biologisches Gerüst, sondern um einen künstlichen Ersatz. [50] Bereits in kommerzieller 
klinischer Anwendung sind „Tissue engineerte“ Gewebskonstrukte z.B. im Bereich der 
Knorpel [51] - und Hauttransplantationen. [52] Kuroyanagi et. al. [53] kultivierten 
Fibroblasten auf einem schwammartigen Kollagen-Gerüst und reimplantierten dies 
anschließend auf diverse Arten von Hautdefekten, wie z.B. nach einem hochgradigen 
Sonnenbrand, Ulkus oder Trauma. In 95% der 145 Fälle konnten gute- bis exzellente 
Ergebnisse erzielt werden. Es wird somit deutlich, dass das „Tissue engineering“ eine 
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zunehmende Bedeutung in den unterschiedlichen Fachbereichen der regenerativen Medizin 
einnimmt, auch im Bereich der kardiovaskulären Medizin. 

1.4 Myokardiales Tissue engineering 

Die unterschiedlichen Möglichkeiten biologischer Gerüste 

Ziel des myokardialen „Tissue engineerings“ ist es, funktionierendes Myokardgewebe 
herzustellen, welches eine regenerierende und reparierende Wirkung für das Myokard 
besitzt. In vielen Arbeitsgruppen bildet hierbei aktuell eine drei-dimensionale Trägermatrix 
als Gerüst die Grundlage, welche z.B. mit autologen Stammzellen rezellularisiert werden 
kann. Es gibt unterschiedliche Ansätze ein bioartifizielles Gerüst herzustellen. Es bestehen 
zwei große Gruppen, welche auch miteinander kombiniert werden können: Die Gruppe der 
synthetisch- und die der aus biologischen Materialien-hergestellten Gerüste. 
Vorteil der synthetischen Gruppe ist u.A. die Biomechanik, die Wirtschaftlichkeit, die 
Reproduzierbarkeit und die Haltbarkeit des Konstrukts. So kommen z.B. Polyurethan-
Verbindungen [54] oder spezielle Nanofaser-Netze aus Polylcaprolacton zum Einsatz. [55] 
Eine aktuell innovative Alternative stellt das drei-dimensionale (3D) „Bio printing“ dar. 
Hierbei werden mittels 3D-Drucker unter möglichst sterilen Bedingungen maßgeschneiderte 
Gerüste hergestellt, welche ebenfalls mit Hilfe von Stammzellen rezellularisiert werden 
können. [56] Dieser Forschungsbereich ist noch jung und lässt auf spannende Alternativen 
hoffen. 
Demgegenüber steht die große Gruppe der aus biologischen Materialien-hergestellten 
Gerüste. Hierbei bedient man sich z.B. an einem Gerüst aus Zellulose [57] oder Kollagen 
[58], welche anschließend ebenfalls mit Stammzellen rezelluarisiert werden. Dieser Ansatz 
ähnelt stark der erwähnten Arbeitsgruppe Kuroyanagi et.al. [53], welche Kollagengerüste zur 
Hauttransplantation nutzen. Ein vielversprechender Ansatz wurde unter auch von unserer 
Arbeitsgruppe in vorangegangenen Versuchen etabliert. Es wurde eine biologische drei-
dimensionale Trägermatrix durch perfusionsgesteuerte Dezellularisierung eines nativen 
Rattenherzens hergestellt. [59] Der große Vorteil dieses Ansatzes ist es, dass es sich hierbei 
um eine bioaktive Trägermatrix handelt. Ziel dieses Verfahrens ist es, die Zell-Matrix-
Interaktion nach einer in vitro Rezellularisierung zu fördern und somit die Regeneration des 
Herzgewebes zu verbessern. Darüber hinaus bleiben bei schonender Dezellularisierung die 
Eigenschaften der nativen extrazellulären Matrix (ECM) und derer Strukturproteine 
bestehen. Dies umfasst eine möglichst unbeschädigte Architektur und Funktionalität der 
dezellularisierten ECM („dECM“), insbesondere des intakten Gefäßsystems. Nur so ist eine 
spätere Nährstoff- und Sauerstoffversorgung des rezellularisierten Gerüstes gegeben, 
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welches unerlässlich für die Haltbarkeit und Funktion des neu entstehenden Herzgewebes ist. 
Ein möglicher klinischer Einsatz des dECMS kann nur bei vollständiger und absoluter 
Dezellularisierung gewährleistet werden, da alle verbleibenden Oberflächenproteine eine 
potentielle Gefahr der Immunreaktion und somit der Abstoßung darstellen würden.  

Dezellularisierung nativer Gewebe 

Dezellularisierung bedeutet das vollständige Entfernen aller zellulären Bestandsteile aus 
einem bestimmten Gewebe unter Beibehaltung der nativen ECM, ihrer Eigenschaften, 
Architektur und Strukturproteine. Dies kann auf unterschiedlichen Methoden basieren. So 
können die Zellen durch physikalische [60], enzymatische [61], chemische [62] oder 
Kombinationsverfahren „ausgewaschen“ werden. Darüber hinaus lassen sich zwei weitere 
Verfahren unterscheiden: die Dezellularisierung durch diffusions- oder perfusionsbasierte 
Verfahren.  
Die Dezellularisierung durch Diffusion wird z.B. erfolgreich bei „Tissue engineerten“ 
Herzklappen eingesetzt. 2006 konnten bereits „Tissue engineerte“ Pulmonalklappen 
erfolgreich bei zwei pädiatrischen Patienten mit angeborenen Herzklappenfehler 
reimplantiert werden. Hierbei wurden Pulmonalklappen dezellularisiert, anschließend mit 
autologen endothelialen Stammzellen rezellularisiert und im Bioreaktor unter möglichst 
physiologischen Bedingungen für bis zu 21 Tage kultiviert. [63] Akhyari et.al. [64] konnte 
ähnliche Ergebnisse für die allogene Reimplantation von Aortenklappen in jungen Schafen 
zeigen. Auch hier wurden die Aortenklappen zunächst dezellularisiert und anschließend 
reimplantiert. Trotz der hohen hämodynamischen Anforderungen zeigten die Klappen zum 
Zeitpunkt der Explantation (nach fünf Monaten) ein gutes funktionelles Ergebnis ohne 
Zeichen einer Kalzifikation oder Thrombose. Allerdings konnten verschiedene Studien 
zeigen, dass die Thrombogenität [65], Kalzifikation [66] und Immunreaktionen [67] die 
Funktion der reimplantierten Herzklappen einschränken. Weitere Verbesserungen des 
Dezellularisierungsprozesses und eine mögliche Beschichtung der Herzklappen, z.B. mit 
Fibronectin [68], sollen diese Nebenwirkungen in Zukunft reduzieren.  
Eine in toto Organdezellularisierung kann durch vollautomatisierte Perfusionsanlagen 
erreicht werden. Hierbei wird das zu dezellularisierende Herz mittels Detergenzien unter 
nahezu sterilen Bedingungen und mit konstanten physiologischen Drücken perfundiert. 
Somit kann ein azelluläres Herzgerüst generiert werden, welches eine gute Grundlage als 
bioaktive Trägermatrix und somit zur Rezellularisierung darstellt. [59] 

dECM als potentielles Gerüst für die Rezellularisierung nativer Gewebe 

Die dECM stellt ein hochpotentes Ausgangsmaterial im myokardialen „Tissue engineering“ 
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dar. Als natives, drei-dimensionales, bioaktives Gerüst ist es eine optimale Plattform für die 
Rezellularisierung durch Stammzellen. Ott et.al [69] ist es zu verdanken, dass der Traum 
eines durch „Tissue engineering“ konstruierten Herzens keine Utopie darstellen muss. 
Bereits 2008 dezellularisierte diese Arbeitsgruppe Rattenherzen, indem sie das Herz an der 
Aorta ascendens in eine Perfusionsanlage einspannten und somit eine in toto 
Organdezellularisierung erreichten. Es gelang ihnen dabei zudem die Dezellularisierung 
schonend durchzuführen, ohne die Basallamina und das Gefäßnetzwerk der entstandenen 
dECM zu zerstören. Das Herz wurde anschließend mit neonatalen Stammzellen 
rezellularisiert und in einem Bioreaktorsystem kultiviert. Ziel war es eine möglichst 
physiologische Perfusion der Koronararterien mit einem oxygenierten Nährmedium zu 
gewährleisten. Diese dauerhafte koronare Perfusion, die synchrone Stimulation des linken 
Ventrikels im Zusammenspiel mit der pulsatilen Befüllung der Ventrikel, führten nach vier 
Tagen zu makroskopisch sichtbaren Herzkontraktionen. Nach acht Tagen und zusätzlicher 
elektrischer Stimulation konnte sogar eine leichte Pumpfunktion registriert werden, welche 
ca. 2% der Pumpleistung eines adulten Rattenherzens entsprach. [69] 
Die selbe Arbeitsgruppe konnte weitere Beispiele erfolgreicher Rezellularisierungen 
generieren. So dezellularisierte Ott et.al. [70] eine Rattenlunge in toto und rezellularisierte 
sie mit humanen Nabelschnurvenenzellen. Auch hier wurden möglichst physiologische 
Bedingungen mittels eines Bioreaktors hergestellt. Nach der Pneumektomie einer Ratte, 
wurde diese Lunge reimplantiert und es konnte gezeigt werden, dass sich die Lunge über 
Stunden ventilieren ließ. Robertson et.al. [71] re-endotheliasierte vollständig dezellularisierte 
Rattenherzen mit endothelialen Aortazellen von Ratten („Rat aortic endothelial cells“) 
sowohl über das arterielle-, als auch über das venöse Gefäßsystem. Ihnen gelang es die 
Thrombogenität und Kontraktilität gegenüber ausschließlich dezellularisierter Gerüste zu 
verbessern.   
In weiteren Projekten konnte die dECM zur Regeneration und Reparation des beschädigten 
Myokards beitragen. Hierbei gab es unterschiedliche Möglichkeiten die i.d.R. 
dezellularisierten Gerüste zu verwerten. So wurden die dECMS z.B. mit glatten Muskelzellen 
und Endothelzellen beimpft, was zu einer erhöhten Dichte an Blutgefäßen im dECM führte. 
[72] Andere Arbeitsgruppen verwendeten dECMS als „Patch“ zur myokardialen 
Defektdeckung. [73] So konnte Badylak et.al. [74] zeigen, dass eine dECM einer Harnblase 
signifikant bessere systolische Kontraktionen als „Patch“ zeigte, als ein synthetisches 
„Patch“ aus Dacron. Gleichzeitig zeigten sie, dass das kardiale „Remodeling“ als Reaktion 
auf einen kardialen Defekt im Vergleich konstruktiver war. Zimmermann et.al. [75] 
konstruierten aus mehreren „Tissue engineerten patches“ eine Art Mantel („Sleeve“), 
welches sie um das infarzierte Herz „stülpten“. Sie konnten zeigen, dass es die Dilatation der 
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Ventrikel nach einem Myokardinfarkt reduzierte und die „Fractional area shortening“ 
(Verkürzung der Ventrikel während der Pumpaktion, als Maß für die Qualität des 
Pumpvorgangs) verbesserte. Ein weiterer Meilenstein wäre es, ein de novo synthetisiertes 
bioartifizielles Herz aus einem azellulären Gerüst herzustellen, welches durch eine 
Rezellularisierung mittels autologer Stammzellen der Funktionalität und Haltbarkeit des 
nativen Herzens entspräche, ohne zu Komplikationen, wie z.B. Thrombogenität und 
Immunreaktionen, zu führen. Eine weitere Möglichkeit wäre mehrere „Patches“ aus einem 
de- und rezellularisierten Herzen zu konstruieren, welche maßgeschneidert auf kleine 
Myokardareale der jeweiligen Patienten implantiert werden könnten, um so das erkrankte 
Herz zu unterstützen und die Regeneration zu fördern. Eine große Hürde wäre jedoch die 
einzelnen „Patches“ autolog zu rezellularisieren, was zur Zeit noch undenkbar erscheint.   
Die bisherigen Erfolge im myokardialen „Tissue engineering“ machen deutlich, was für ein 
immenses Potential in dECMS als Gerüst für de novo synthetisierte Herzen stecken kann. 
Darüber hinaus stellen sie eine potente Quelle für therapeutische Maßnahmen in der 
regenerativen Medizin dar, z.B. in Form von „Sleeves“ zur Stabilisierung des erkrankten 
Myokards. Es gilt dieses immense Potential auszuschöpfen und in den klinischen Alltag zu 
integrieren.   
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1.5 Ziele der Arbeit / Fragestellung 

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob eine ventrikuläre Stabilisierung des Myokards 
mittels eines dezellularisierten extrazellulären Matrix-Gerüstes („dECM“) die myokardiale 
Genexpression nach einem Myokardinfarkt verändert und so gegebenenfalls die 
Regeneration des Myokards fördert. Hierzu wurde in einem Ratten-LAD-Ligatur-Modell 
eine sogenanntes TEMS (engl. „Tissue engineered myocardial sleeve“) – ein aus einem in 
toto dezellularisiertem Rattenherz gewonnenes extrazelluläres Matrix-Gerüst, welches das 
native Herz komplett umschließt - epikardial auf das native Herz implantiert. Es wurde die 
myokardiale Genexpression ausgesuchter, relevanter Zielgene in unterschiedlichen 
Versuchsgruppen nach vier- und acht Wochen mittels einer „Real time PCR“ analysiert. 
Hiermit sollten konkret folgende Fragen beantwortet werden. 

1) Wie verändert sich im Rattenmodell die myokardiale Genexpression der Zielgene nach 
der LAD-Ligatur im Bereich der Vorderwände?  

2) Nimmt die LAD-Ligatur Einfluss auf die Genexpression der Hinterwände? 

3) Verändert die ventrikuläre Stabilisierung des nativen Myokards mittels eines TEMS die 
myokardiale Genexpression der Zielgene nach LAD-Ligatur? 

4) Exprimieren die in das TEMS eingewanderten Zellen die Zielgene? 

Fokus dieser Arbeit war die molekularbiologische Analyse der genannten Versuchsreihen, 
mit dem Ziel der Evaluierung des TEMS als mögliches Ausgangsmaterial für die 
Regeneration und Stabilisierung von geschädigtem Myokard. Im Weiteren wird ebenfalls auf 
die Vorversuche und die Generierung der Proben eingegangen, da diese Arbeitsschritte 
ebenfalls durch die Arbeitsgruppe durchgeführt wurden und die Grundlage für die 
Probenverwertung darstellte.  

  



14 

 

2. Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Herzentnahme und Präparation 

Original Perfusor Syringe 50 ml    Braun Art.-Nr. 8728852F, Melsungen 

Chirurgisches Nahtmaterial, 3-0 Prolene   Ethicon Art.-Nr.:Eh7694H, Norderstedt 

Chirurgisches Besteck    Aesculap by Braun, Melsungen   

Injektionskanüle, 17G    Braun, Art.-Nr.: 4268210B, Melsungen 

Titan Haemostatic Clips  Vitalitec, Art.-Nr.:J1180-1, Plymouth, 
USA 

Heparin-Natrium     Ratiopharm, Zul.-Nr.: 5394.02.00, Ulm 

Ketaminhydrochlorid Ketavet, Bayer, Zul.-Nr: 61879260000, 
Leverkusen 

Xylazinhydrochlorid 2%    Rompun, Bayer, Zul.-Nr: 62938410000 

       Leverkusen 

Carproven       Norbrook, Zul.-Nr: 4012610000 

Raucodrape Klebetuch 50x50 Lohmann & Rauscher, Art.-Nr. 33010, 
Rengsdorf 
 

2.1.2 Dezellularisierung 

1 Liter Vorratsflasche Schott Duran Art.-Nr.: 21 801 54 5, 
Mainz 

2 Liter Vorratsflasche  Schott Duran Art.-Nr.: 21 801 63 5, 
Mainz 

Natriumazid       Karl Roth Art.-Nr. K305.2, Karlsruhe 

DCA       Merck Art.-Nr.: 106504, Darmstadt 
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PBS       Biochrom, Art.-Nr. L182-05, Berlin 

SDS Pellets       Karl Roth. Art.-Nr.: CN-30.4, Karlsruhe 

Triton-X-100  Sigma Aldrich, Art.-Nr. T9284-500ML, 
München  

Penicillin/Streptomycin Gibco by Life Technologies Art.-Nr.: 
15140122, Darmstadt 

Venenverweilkanüle Vasofix Safety Gr.: 17G Braun, Art.-Nr.: 4268156S-01, 
Melsungen 

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium  Sigma Aldrich, D6546, München 
 

2.1.3 Molekularbiologie 

RNEasy Mini Kit     Qiagen, Art.-Nr.:74106, Hilden 

Proteinase K        Qiagen, Art.-Nr.: 19131, Hilden  

DNAse      Qiagen, Art.-Nr.: 79254, Hilden 

DDT Sigma Aldrich, Art.-Nr.: 43819-25G, 
München 

RDD-Puffer      Qiagen, Art.-Nr.: 1010397, Hilden 

RNase-Away VWR Chemicals, Art.-Nr.:7003, 
Braunschweig 

QuantiTect Reverse Transkriptase Kit  Qiagen, Art-Nr. 205313, Hilden 

GoTAQ qPCR Master Mix    Promega, Art-Nr. A6002, Mannheim 

Tris Base  Sigma Aldrich, Art.-Nr.: T1503, 
München 
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2.1.4 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

BP110S (Waage)     Sartorius, Göttingen 

Centrifuge 5804R      Eppendorf, Hamburg 

Thermomix 5436      Eppendorf, Hamburg 

Mini-Zentrifuge     Carl Roth, Karlsruhe               

Bio Photometer plus      Eppendorf, Hamburg 

Thermocycler T3000      Biometra, Göttingen 

Relax 2000 Vortex      Heidolph, Schwabach 

Step One Plus Real Time PCR Systems   Applied Biosystems, Darmstadt 

Heracell 240i CO2 Inkubator    Thermo Scientific, Braunschweig 

HD11XE (Echokardiografie)    Phillips, Amsterdam, NL 

Forene Vapor      Drägerwerk AG, Lübeck 

SLM1 (Lichtmikroskop)    Kaps, Wetzlar 

Epi Chemi II Darkroom, Imager   UVP Laboratory Products, Jena 

Brutschrank, HERA Cell 240i   Thermo Scientific, Braunschweig       

Autoklav VX-95     Systec, Wettenberg 

Pipettierhelfer accu jet pro    Brand, Wertheim                                    

Cool Rack M15      Biocision, Mill Valley, USA 

Handhomogenisierer  

Metall – Klopf Mörser      angefertigt Werkstatt HHU Düsseldorf 

Gummihammer 

Mikrohomogenisator     Roth, Art.-Nr. : K994.1, Karlsruhe  

Microtube 1,5ml  Clearline, Kisker Biotech, Art-
Nr.390690, Steinfurt 



17 

 

Quali-Mikrozentrifugengefäße 2ml Kisker Biotech, Art-Nr.G053-BP, 
Steinfurt 

Cryoröhrchen 2ml VWR International, Art-Nr.4791262, 
Braunschweig 

PCR Soft Tubes 0,2ml  Biozym Scientific GmbH,Art.-
Nr.711087, Hessisch Oldendorf 

96 Well Platte Applied Biosystems, Art.-Nr. 4346906, 
Darmstadt 

Adhesive Clear qPCR Sheets Biozym Scientific GmbH, Art.-Nr. 
600238 

Falcons 50ml      Sarstedt, Art-Nr.62559001, Nümbrecht 

Stripette 25ml      Corning, Massachusetts, Art.-Nr.: 4489        

UV-Küvette mikro     Brandt, Art-Nr.759210, Wertheim 

Vasofix Safety Braun, Art.-Nr. 4268113S01, 
Melsungen 

5 ml Spritze       Braun Art.-Nr.: 4606051V, Melsungen                

10 ml Spritze        Braun, Art.-Nr.: 4606108V, Melsungen  

20 ml Spritze        Braun, Art.-Nr.: 4606205V, Melsungen                 

Jonosteril Infusionslösung 500ml Fresenius, Zul.-Nr.: 61002850000, Bad 
Homburg  
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2.1.5 Langzeitperfusionssystem 

Vollautomatisiertes druckkontrolliertes Langzeitperfusionssystem:  

Für die in toto Dezellularisierung von Rattenherzen wurde ein vollautomatisiertes, 
druckkontrolliertes Langzeitperfusionssystem genutzt, welches im Vorfeld bereits von der 
Arbeitsgruppe um Akhyari et al. [59] und Aubin et.al. [76] etabliert wurde. Es standen zwei 
softwaregesteuerte Pumpensysteme zur Verfügung. Diese bestanden aus vier Rollerpumpen, 
wobei jede Pumpe über ein geschlossenes Schlauchsystem verfügte, welches die zur 
Dezellularisierung genutzten Detergenzien steril in ein Perfusionsgefäß förderte, in welches 
das Herz eingespannt wurde (Abb. 1, 2). 

 

Abb. 1: Aufbau der Dezellularisierungsanlage. Exemplarisch werden hier zwei Pumpen mit zwei 
geschlossenen Perfusionssystemen abgebildet. 
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Dezellularisierungsanlage. A, perfundiertes Organ; B, 
Perfusionskammer mit Perfusat; C, Luftfalle; D, Rollerpumpe; E, Schlauchsystem; F, Drucksensor; G, 
Notebook (Steuerungssoftware); H, Messwerterfassungs- und Steuerungsmodul 

Da jede Rollerpumpe autonom geregelt werden konnte, standen acht geschlossene 
Dezellularisierungssysteme zur Verfügung. Hierzu wurde in enger Zusammenarbeit mit der 
engineo GmbH (engineo GmbH, Ginsheimer Str. 1, D-65462 Gustavsburg, Deutschland, HR 
Groß-Gerau: HRB 4502, Geschäftsführer: Dipl.-Ing. Dr. Karlheinz Preuß, USt.-ID-Nr.: DE 
813 223 543) eine eigens kreierte, computergesteuerte Software entwickelt, welche von der 
Arbeitsgruppe bereits in vorherigen Versuchen etabliert und erfolgreich genutzt werden 
konnte. Benötigt wurde ein Notebook mit einem „Windows“ Betriebssystem, welches über 
einen USB-Anschluss mit einem Messwerterfassungssystem und einem 
Pumpensteuerungsmodul verbunden war. Über einen Drucksensor konnte der 
vorherrschende Perfusionsdruck im Schlauch- und Perfusionssystem ermittelt werden und 
über das Messwerterfassungssystem an die Software weitergeleitet und in die Einheit mmHg 
umgerechnet werden. Über die Steuerungssoftware konnte jede Pumpe autonom und 
automatisch reguliert werden (Abb. 3). Hierbei wurde ein Druck-Sollwert von 77,5 mmHg 
eingestellt, welches ca. dem physiologischen mittleren arteriellen Blutdruck der Ratten 
entspricht, und konstant mit dem Druck-Messwert aus dem Messwerterfassungsmodul 
abgeglichen. [77], [78] Hierbei errechnete die Software dynamisch über einen PID 
(Proportional-Integral-Differential)-Kontroll-Algorithmus die erforderliche Drehzahl der 
Rollerpumpe, welche über das Steuerungsmodul weitergeleitet wurde. Somit konnte 
gewährleistet werden, dass der Druck-Messwert dauerhaft mit dem Druck-Sollwert 
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übereinstimmte. Zusätzlich konnte retrospektiv über die Steuerungssoftware der 
Perfusionsdruck und die Pumpendrehzahl eingesehen werden und somit die 
Dezellularisierungsqualität verifiziert werden.  

 

Abb. 3: Screenshot der Software für das Pumpensteuerungsmodul. Die vier Druckregler konnten jeweils 
individuell eingestellt werden: PV, Druckmesswerterfassung in mmHG; SV, Sollwert in mmHG; MV, 
Mittelwert in mmHG 

Software- und Hardwarekomponenten:  

Betriebssystem           Windows XP, Microsoft    

Drucksensor     LogiCal-Drucksensor, MX960, Medex 

Notebook      Acer aspire one  

Peristaltikpumpe    engineo GmbH 

Messwerterfassungsmodul    engineo GmbH 

Steuerungsmodul     engineo GmbH 

Steuerungssoftware      engineo GmbH 
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Perfusionskammer und Schlauchsystem: 

Die Herzen wurden mittels einer eigens konzipierten Perfusionskammer und dazugehörigen 
Schlauchsystemen perfundiert, welche die Arbeitsgruppe bereits etabliert hatten. Hierzu 
wurde eine 250 ml Schott Duran Laborflasche moduliert (Abb. 3, A), indem ein Konnektor 
für das Schlauchsystem (Abb.3, H, K) und ein Ausgleichsventil mit Filter (Porengröße 25 
μm) in den Deckel eingelassen wurden. Das Schlauchsystem endete in einer Luer-Lock-
Verbindung (Abb. 3, L), an welche das Rattenherz angeschlossen werden konnte. Das 
Ausgleichsventil diente dem leichteren Austausch der Detergenzien und wurde zusätzlich 
mit einem Filter versehen, um das Perfusionssystem möglichst steril zu halten (Abb. 3, I, J). 
Die Perfusionskammer hatte zwei weitere Anschlüsse am Flaschenboden. Einen zum sterilen 
Befüllen- und Ablassen der Detergenzien (Abb. 3, C), sowie einen Anschluss zum 
Schlauchsystem, welches in die Rollerpumpe gespannt wurde (Abb. 3, B). Somit wurde das 
Perfusat aus der Flasche gesogen und über das Schlauchsystem (Abb. 3, D) wieder zurück in 
die Perfusionskammer geführt. Dadurch konnte ein steriler, abgeschlossener Kreislauf des 
Perfusats durch das Schlauchsystem gewährleistet werden, wobei das Herz stets perfundiert 
wurde und frei in der Flüssigkeit flotierte. Das Schlauchsystem wurde über einen 3-Wege-
Hahn (Abb. 3, E) mit dem Drucksensor und Druckabnehmer (Abb. 3, F) verbunden, welcher 
kurz vor das Herz geschaltet wurde, um die Druckverhältnisse im Organ möglichst genau 
erfassen zu können. Darüber hinaus wurde vor das Herz eine Blasenfalle (Abb. 3, G) 
installiert, um sicher zu stellen, dass die Dezellualrisierung nicht durch Luftembolien 
beeinträchtigt wurde.  
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Abb. 4: Perfusionssystem in der Detailaufnahme. A) zusammengefügtes Schlauch- und Kammersystem, 
B) Schlauch- und Kammersystem in Einzelteilen. A, Pefusionsflasche; B, Anschluss Schlauch (zur 
Rollerpumpe führend) ; C, Anschluss Schlauch zum Befüllen/Ablassen der Detergenzien; D, Schlauch von der 
Pumpe wegführend; E, Drei-Wege-Hahn; F, Druckabnehmer; G, Blasenfalle; H, Flaschendeckel mit Konnektor 
für das Schlauchsystem; I, Ausgleichsventil; J, Mikrofilter; K, Schlauch mit Adapter in die Perfusionskammer 
führend; L, Luer-Lock Verbindung vom Schlauchsystem zu dem zu dezellularisierendem Rattenherz             

Befüllt wurde das System mit Hilfe eines autoklavierten Befüllungssystems (Abb. 4). In den 
Deckel einer Schott Duran Laborflasche (1l – 2l, Abb. 4, A) wurde ein Konnektor für einen 
Schlauch (Abb. 4, C) und ein Ventil mit einem Filter (Porengröße 25 μm, Abb. 4, D) 
eingelassen. Dieser Schlauch (Abb. 4, B) wurde über einen 3-Wege-Hahn (Abb. 4, E) mit 
dem Anschluss der Perfusionskammer am Flaschenboden verbunden (Abb. 4, C). Somit 
konnte das Perfusionssystem steril befüllt werden.  
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Abb. 5: Befüllungssystem der Dezellularisierungsanlage. A, Laborflasche (2l) ; B, Schlauchsystem; C, 
Flaschendeckel mit Konnektor für den Schlauch; D, Ventil mit Mikrofilter; E, Drei-Wege-Hahn 

2.1.6 Spendertiere 

Bei den Spendertieren für die Dezelluarisierungen der Rattenherzen und die operativen 
Interventionen handelte es sich um männliche gesunde Wistar-Ratten mit einem 
Lebendgewicht zwischen 300 und 400g. Diese wurden über die Tierversuchsanlage der 
Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf bezogen. Die Organexplantationen wurden nach 
genehmigtem Organentnahmeantrag (Aktenzeichen A/224/2009, 
Tierversuchsgenehmigungsnummer 84-02.04.2012.A335) gemäß des Landesamtes für 
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (Leibnizstraße 10, 45659 
Recklinghausen) entnommen.  
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2.2 Methoden 

2.2.1 Herzentnahme und Präparation  

Alle Operationen fanden unter möglichst sterilen Bedingungen im Kleintier-Operationssaal 
des Labors für experimentelle Herzchirurgie des Universitätsklinikums Düsseldorf statt und 
waren bereits in der Forschungsgruppe erprobt. [59], [77] Die Versuchstiere wurden mit 
Isofluran narkotisiert und mit Hilfe einer 17-G Kanüle intubiert. Sie wurden mit einem 
Atemzugvolumen von 3ml bei einer Beatmungsfrequenz von ca. 80/min mit einem Luft-
Isofluran (2%) – Gemisch beatmet und in Narkose gehalten. Zur Analgesie und 
Muskelrelaxation wurden Ketanest 0,4 ml / Xylazin 0,2 ml intraperitoneal verabreicht. 
Anschließend wurden die Versuchstiere median laparotomiert und die Aorta abdominalis 
sowie die Vena cava inferior aufgesucht und freipräpariert. Nun wurden 200 μl Heparin-
Natrium (5000 iE) intracaval injiziert und ca. 5 min bis zur vollständigen Heparinisierung 
abgewartet. Durch die Tomie der V. cava inferior und der Aorta abdominalis wurden die 
Versuchstiere getötet. Durch eine mediane Sternotomie wurde sich Zugang zum Thorax 
verschafft, welcher durch einen Wundspreizer offengehalten wurde. Nachdem das Herz und 
die thorakale Aorta gründlich freipräpariert wurden, wurden die drei supraaortalen Abgänge 
des Aortenbogens mittels Titan-Gefäßclips möglichst weit proximal am Abgang 
verschlossen. Um eine gute Fixierung des Herzens an der Kanüle zu gewährleisten, war es 
elementar, die Aorta descendens bis ca. 5mm distal der Arteria subclavia sinistra zu erhalten 
und dann vorsichtig heraus zu präparieren. Eine gekürzte 17-G-Kanüle wurde durch die 
Aorta bis kurz vor die Aortenklappe vorgeschoben, um eine gute Perfusion der Koronarien 
zu erlangen. Per chirurgischer Knotentechnik zwischen den supraaortalen Abgängen wurde 
das Rattenherz an der Kanüle fixiert. Nun wurde das Herz gründlich mit 40 ml heparinisierter 
Ringerlösung (10 000 iE Heparin-Natrium / Liter Ringerlösung) gespült. Somit konnte die 
Blutkoagulation minimiert werden, das restliche Blut ausgewaschen werden und die 
Koronarien auf Funktion und Durchlässigkeit überprüft werden. Anschließend wurden die 
Herzen direkt in PBS zwischengelagert, um eine Austrocknung zu verhindern und 
schnellstmöglich zur Weiterverarbeitung in die Dezellularisierungsanlage eingespannt 
(innerhalb von maximal 30 min nach Explantation). 

2.2.2 Dezellularisierung der Herzen  

Das Ziel der Dezellularisierung war die Entfernung aller zellulären Bestandteile aus dem 
nativen Gewebe, um eine drei-dimensionale, azelluläre, kardiale ECM herzustellen, die die 
Molekularkomposition und Biokompatibilität des nativen Gewebes beibehielt. Besonders 
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wichtig war es hierbei die Detergenzien schonend einzusetzen, da sie bei zu hoher 
Konzentration die kardiale Matrix schädigen könnten. [79], [80] Somit war im Umgang mit 
den Perfusaten ein solides Mittelmaß zwischen möglichst maximaler- und dennoch 
schonender Auswaschung der Zellen notwending, [80] Unsere Arbeitsgruppe 
dezellularisierte auf chemischer Basis nach olgendem Grundprinzip: Zunächst mussten die 
Zellmembranen mittels einer ionischen Lösung (Sodium Dodecly Sulfat, SDS; 
Desoxycholsäure, DCA) lysiert werden, um Zugang zu den zellulären Bestandteilen zu 
erhalten. Danach konnten die zellulären Komponenten von der ECM separiert, sowie 
cytoplasmatische und nukleäre Strukturen solubilisiert werden. Anschließend wurden der 
zelluläre Debris und alle chemischen Stoffe ausgewaschen. [80] 

Perfusion des kardialen Gefäßssystems: 

Direkt im Anschluss an die Herzexplantation wurde mit der Dezellularisierung begonnen. Es 
wurden nur Herzen eingesetzt, deren strukturelles Gerüst und koronares Gefäßssystem nach 
der Explantation intakt blieben. Zunächst wurde das autoklavierte Perfusionssystem (Abb. 
4) mit Hilfe des ebenfalls autoklavierten Befüllungssystems (Abb. 5) mittels der Schwerkraft 
befüllt. Über einen Drei-Wege-Hahn konnte der Zufluss kontrolliert werden. Mittels der 
manuellen Steuerungssoftware konnte das gesamte Schlauchsystem und die 
Perfusionskammer mit ca. 200 ml Perfusat befüllt werden. Dann wurden bei laufender Pumpe 
die Drei-Wege-Hähne geschlossen, das Schlauchsystem unterhalb der Luftfalle zusätzlich 
durch eine Klemme abgeklemmt und dann sofort die Pumpen manuell gestoppt. Dies war 
elementar, um keine Luftblasen im System zu behalten und somit das strukturelle Herzgerüst 
schützen zu können. [81] Das Rattenherz, welches über die Aorta ascendens an einer Kanüle 
befestigt wurde, konnte nun per Luer-Lock-Verschluss an das in die Perfusionskammer 
ragende Schlauchende angeschlossen werden (Abb. 6). Nun wurde das System verschlossen 
und der automatische Modus der Steuerungssoftware gewählt (Abb.3). Die Perfusion konnte 
somit vollautomatisiert bei einem konstanten Perfusionsdruck von ca. 77,5 mmHg 
stattfinden, welcher circa dem physiologischen koronaren Perfusionsdruck der Ratte in vivo 
darstellte. [77], [78] Ein weiterer Vorteil des automatisierten Modus war es, dass es im Laufe 
des Dezellularisierungsprozesses mit Änderungen im Gefäßwiderstand einherging, wobei 
das Steuerungssystem sofort dynamisch reagieren konnte und somit einen konstanten 
Perfusionsdruck gewährleisten konnte. 



26 

 

          

Abb. 6: Rattenherz in der Perfusionskammer. A) Übersichtsaufnahme zu Beginn der Dezellularisierung: 
A, Schlauchendstück; B, Luer-Lock-Verbindung; C, Verbindung und Naht zwischen der Braunüle und des 
Herzens; D, natives Rattenherz; B) Detailaufnahme am Ende der Dezellularisierung Tag 4: A, Luer-Lock-
Verbindung, B, Befestigung per Naht an der Braunüle; C, dezellularisiertes Rattenherz 

Lösungswechsel: 

Auch bei den Lösungswechseln war es elementar, das Perfusionssystem möglichst steril zu 
halten, keine Luft ins Schlauchsystem eindringen zu lassen und die chemischen Rückstände 
der Detergenzien und des Debris möglichst gering zu halten. [79], [82] Jeder der insgesamt 
acht Lösungswechsel fand nach gleichem Schema statt und dauerte pro Perfusionssystem 
maximal 5 min. Die Detergenzien wurden stets frisch in autoklavierten Laborflaschen 
angesetzt und mittels des autoklavierten Befüllungssystems (Abb. 5) in die 
Dezellularisierungsanlage eingebracht. [81] Über die Steuerungssoftware wurden die 
Pumpen der Reihe nach angehalten und sofort die Drei-Wege-Hähne geschlossen. 
Anschließend wurde über die Glasolive am Flaschenboden der Perfusionskammer per Drei-
Wege-Hahn das Perfusat entleert. Als Überrest blieb lediglich ein sehr geringer Teil im 
Schlauchsystem, der durch die zusätzliche Verdünnung des nächsten Perfusates 
vernachlässigbar gering war. Nun wurde das Perfusionssystem neu befüllt (siehe erstmalige 

B A 
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Befüllung). Anschließend wurde der Drei-Wege-Hahn mit Alkohol desinfiziert und mit 
Kombistoppern verschlossen. Der Lösungswechsel fand der Reihe nach an den acht 
Perfusionssystemem statt, wobei besonders wichtig war, dass der Wechsel möglichst schnell 
stattfand, sodass das Herz nur möglichst kurzzeitig nicht perfundiert wurde. 

Dezellularisierungs-Detergenzien: 

SDS, aus dem englischen „Sodium Dodecyl Sulfat“ (auch SLS Sodium Lauryl Sulfat oder 
Natriumlaurylsulfat genannt): Formal ist SDS als Monoester der Schwefelsäure mit 
Laurylakohol definiert. Es handelt sich hierbei um ein ionisches Tensid, welches als 
Detergens verwendet werden kann. In hohen Konzentrationen ist SDS in der Lage Proteine 
zu denaturieren, indem es durch Unterbrechung nicht-kovalenter Bindungen die Tertiär- und 
Quartärstruktur der Proteine zerstört. Darüber hinaus führt es zur Solubilisation 
zytoplasmatischer- und nukleärer Membranen, wodurch SDS effektiv nukleäre und zelluläre 
Reste auswaschen kann. [81], [77], [79], [80], [83]–[89] 

DCA, Desoxycholsäure: Hierbei handelt es sich um eine sekundäre Gallensäure. In der 
Biotechnologie kann es in Form des Natriumsalzes der DCA auch als anionisches Tensid 
verwendet werden. In unserem Dezellularisierungsprotokoll fand es Anwendung als 
Detergens zur Zelllyse und Solubilisation von Membranproteinen. Im Gegensatz zu Triton-
X-100 können DCA und SDS auch Protein-Protein-Verbindungen zerstören. Hierbei führt 
DCA eher zu einer Zerstörung der Gewebsstruktur, weshalb in unserem Protokoll eine 
deutlich geringere Konzentration (0,25 %) als SDS (0,75 %) verwendet wurde. [59], [80], 
[90] 

Natriumazid: Natriumazid ist das Natriumsalz der Stickstoffwasserstoffsäure und wird 
häufig verwendet, um das Wachstum von Mikroorganismen zu verhindern. In unserem 
Protokoll wurde Natriumazid Lösungen zugesetzt (0,05 %), um diese keimfrei zu halten. 
Hierbei handelte es sich z.B. um den initialen Dezellularisierungsschritt mit SDS und DCA 
sowie der Zugabe zu PBS nach der finalen Auswaschung mit Triton-X-100. Biochemisch 
basiert die Wirkung auf einer Störung der Atmungskette durch Blockierung der Cytochrom-
c-Oxidase im aktiven Zentrum. [91]–[93] 

Triton X 100: Hierbei handelt es sich um ein anionisches Detergens, welches zur Gruppe der 
Octylphenol Ethoxylate gehört und Anwendung in der Dezellulariserung von tierischen 
Geweben findet. Es ist durch die Fähigkeit der Zelllyse, Proteinextraktion, Permeabilisierung 
von Membranen und Solubilisation von Membranproteinen charakterisiert. Es greift  Lipid-
Lipid-Verbindungen und Lipid-Protein-Verbindungen an, wohingegen Protein-Protein-



28 

 

Verbindungen intakt bleiben. Dies ist ein immenser Vorteil, da es nur milde Effekte auf die 
Ultrastruktur und die biomechanischen Eigenschaften des Gewebes hat. Wie auch von Ott 
et.al [94] beschrieben, benutzte es unsere Arbeitsgruppe ebenfalls als finalen 
Dezellularisierungsschritt. [59], [81], [77], [86], [87], [90], [95] 

PBS-Puffer, Phosphat-gepufferte Salzlösung: Es handelt sich hierbei um eine isotonische 
Pufferlösung, welche das Arbeiten bei einem konstanten pH-Wert um 7,4 ermöglicht. Sie 
besteht aus Natriumchlorid, Dinatriumhydrogenphosphat, Kaliumchlorid und 
Kaliumdihydrogenphosphat. Hier schafft die Pufferlösung eine physiologische, nicht 
schädigende Umgebung für die dezellularisierte kardiale Matrix. Zugleich kann das Herz mit 
konstanten Druck schonend gespült werden. Das Protokoll sieht es vor, das Perfusionssystem 
ca. 60 h mit PBS zu spülen. Um eine mikroorganische Kontamination zu vermeiden, wurde 
zum einen NaN3 (0,05 %)- und zum anderen Penicillin und Streptomycin zugefügt. Beide 
Antibiotika wirken bakterizid und verfügen über ein weites Wirkungsspektrum, wobei 
Penicillin vor allem im gram-positiven Bereich- und Streptomycin im gram-negativen 
Bereich wirkt. [81], [77], [86] 
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Dezellularisierungsprotokoll: 

Das Dezellularisierungsprotokoll (Tabelle 1) wurde bereits in vorherigen Arbeiten der 
Arbeitsgruppe etabliert und durch den alttäglichen Umgang, der daraus resultierenden 
Expertise und durch Literaturrecherche modifiziert. [59], [77], [79], [80], [82], [88] 

 

Schritt Zeit                                      Lösung 

1. 30min PBS + Heparin 

2. 12h SDS (0,75 %) + DCA (0,25 %) + NaN3 (0,05 %) 

3. 15min H2O destilliert 

4. 15min H2O destilliert 

5. 15min H2O destilliert 

6. 30min Triton X 100 (1:100) 

7. 12h  PBS + NaN3 (0,05 %) 

8. 12h PBS + Pen / Strep (0,55 % / 0,1 %)     

9. 12h PBS + Pen / Strep (0,55 % / 0,1 %) 

10. 24h PBS + Pen / Strep (0,55 % / 0,1 %) 

    Herzentnahme 

Tabelle 1: Zeitliche Abfolge des Dezellularisierungsprotokolls. PBS, phosphatgepufferte Salzlösung; SDS, 
„Sodium Dodecly Sulfat“; DCA, Desoxycholsäure; NaN3, Natriumazid; Pen, Penicillin; Strep, Streptomycin 

Die makroskopischen Veränderungen im Laufe der Dezellularisierung wurden in einem 
Zeitraffer in Abbildung 7 dargestellt.  
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Abb. 7: Dezellularisierung der Rattenherzen im zeitlichen Verlauf 

Nach erfolgter Dezellularisierung wurden die Perfusionsgefäße unter möglichst sterilen 
Bedingungen in einer Laminar-Flow-Werkbank eröffnet und die Herzen entnommen (Abb. 
8). Als Qualitätskontrolle wurden sie zunächst über 48 h in einem hochkonzentrierten 
Glukosemedium (4500 mg Glukose / l) mit Penicillin / Streptomycin bei 37°C inkubiert. 
Kam es innerhalb dieser Zeit zu einem Farbumschlag des Mediums, musste von 
kontaminierten dezellularisierten Herzen ausgegangen werden, sodass die Proben verworfen 
wurden.  Zur Lagerung wurden sie in „Falcon Tubes“ mit PBS + Penicillin / Streptomycin 
bei 4°C gelagert und innerhalb von wenigen Tagen weiterverarbeitet. 
Bereits makroskopisch konnte sich von der Dezellularisierungsqualität überzeugt werden. 
Beispielhaft ist dies in der Abbildung 9 dargestellt. Hierbei wurde das dezellularisierte 
Rattenherz exemplarisch in etwa fünf gleichgroße Scheiben geschnitten und auf die 
gleichmäßige Entfärbung geprüft. 
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Abb. 8: Detailaufnahme eines dezellularisierten Rattenherzes nach der Entnahme aus der 
Perfusionskammer. A, Verbindung des dezellularisierten Rattenherzens mittels Naht an der Braunüle; B, 
dezellularisiertes Rattenherz 

 

Abb. 9: Querschnitte durch das dezellularisierte Rattenherz. Ap, Apex; LV, linker Ventrikel; RV, rechter 
Ventrikel 

2.2.3 LAD-Ligatur und TEMS-Implantation im Rattenmodell 

Es gab zwei grundlegende operative Präparationen für diese experimentelle Doktorarbeit. 
Zunächst musste ein konstantes Ratten-Infarkt-Modell etabliert werden. Grundlage hierfür 
war die Ligatur der linken vorderen descendierenden Koronararterie („Left anterior 
descending“, kurz LAD). Um diesen Myokardinfarkt zu objektivieren, wurde eine 
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Echokardiografie des in vivo schlagenden Herzens durchgeführt.  
Des Weiteren musste aus dem dezellularisiertem Rattenherzen ein TEMS (engl. Abkürzung 
für „Tissue engineered myocardial matrix scaffold“) präpariert werden. Die Präparation fand 
jeweils nach der Thorakotomie und der Freipräparation des Rattenherzens statt, sodass das 
präparierte TEMS nur eine möglichst kurze Latenzzeit zwischen Nährmedium und 
Implantation überbrücken musste. Hierzu wurde ein dezellularisiertes Rattenherz unter 
möglichst aseptischen Kautelen präpariert. Es wurde ein Teil des Apex sowie des Septums 
exzidiert, um es anschließend als eine Art Mantel möglichst dicht anliegend um das in-vivo 
schlagende Rattenherz zu stülpen. Das TEMS wurde epikardial unter Zuhilfenahme des 
Operationsmikroskopes mit chirurgischen Nähten fixiert. Diese Intervention diente der 
Stabilisierung des Myokardgewebes. Zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgte dann 
die Tötung der Ratten mit folgender Explantation der Rattenherzen und der TEMS in toto. 
Daraufhin erfolgte die molekularbiologische Aufarbeitung der nativen Proben zur 
Genexpressionsanalyse. 

Operative Interventionen:  

Es wurden vier experimentelle Gruppen je nach Vorhandensein- bzw. Fehlen folgender 
operativer Intervention unterschieden: 
- Ligatur der LAD 
- Implantation eines TEMS 

Bei den Versuchstieren, die keine der genannten Interventionen erhielten, wurden sog. 
Attrappen (engl.:„Sham“)-Operationen durchgeführt. Dies bedeutet, dass die operativen 
Zugangswege und Schritte auf gleiche Art und Weise bis zur eigentlichen Intervention 
durchgeführt worden. Im weiteren Verlauf werden die Gruppen zur vereinfachten 
Darstellung wie in Tabelle 2 gekennzeichnet. 

Gruppe LAD-Ligatur TEMS 

1 - - 

2 + - 

3 - + 

4 + + 

Tabelle 2: Einteilung der Versuchsgruppen. Ein Minuszeichen (-) bedeutet das Fehlen- und ein Pluszeichen 
(+) das Vorhandensein der jeweiligen Intervention. LAD-Ligatur, „Left anterior descending“ Koronararterie; 
TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold”  
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Es gab drei Operationszeitpunkte für jedes Versuchstier: 

Tag 1: je nach Versuchsgruppe: Ligatur der LAD oder „Sham“ Operation 

Tag 14: je nach Versuchsgruppe: Implantation des TEMS oder „Sham“ Operation 

Tag 42 / 70: Standardisierte Explantation der Herzen, je nach Gruppenzugehörigkeit vier- 
oder acht Wochen nach der LAD-Ligatur. 

Die chronologische Reihenfolge der einzelnen Operationsschritte:  

Tag 1: +/- LAD-Ligatur: 

Zunächst wurden die Versuchstiere mit Isofluran narkotisiert und direkt mittels einer 
Braunüle intubiert. Somit konnte eine Beatmungsfrequenz von 80/min mit einem 
Schlagvolumen von 3 ml sichergestellt werden. Über einen Vaporisator wurden 2% Isofluran 
beigemischt, sodass die Versuchstiere in Narkose blieben. 
Nun konnten mit Hilfe der Echokardiografie klinische Parameter erhoben werden. 
Dokumentiert wurden die Ejektionsfraktionen, das „Fractional Shortening“ (M-Mode) und 
die „FAS“ (Diameter Systole / Diastole). Dies waren Parameter, die die Herzleistung der 
Versuchstiere objektivieren konnten und eine gute Vergleichsmöglichkeit bezüglich der 
Auswirkung der Interventionen boten. Anschließend wurden 0,5 ml Caproven (1:20 
Jonosteril) intraperitoneal als Analgesie verabreicht. Die Eröffnung des Thorax erfolgte 
rechts parasternal, der Zugang zum Herzen supracostal im vierten Intercostalraum links. 
Dabei wurde darauf geachtet, dass die einzelnen Muskeln möglichst schonend in Zugrichtung 
freipräpariert wurden. Unter Hinzunahme eines Wundspreizers wurde nun unter dem 
Lichtmikroskop die LAD aufgesucht und mit einer 7-0 Prolene-Naht intramural ligiert, 
worunter sich rasch eine Demarkierung des infarzierten Bereichs zeigte (alle LAD positiven 
Proben, Gruppe 2 und 4 in Tabelle 2). Der Unterschied zu den LAD negativen (-) 
Versuchstieren (Gruppe 1, 3 der Tabelle 2) lag darin, dass die Naht nicht ligiert wurde, 
sondern wieder extrahiert wurde (sog. „Sham“ Operation). Diese Interventionen fanden 
standardisiert statt. [75] Anschließend wurden die Muskeln sowie die Haut mit Hilfe einer 5-
0 Prolene Naht wieder adaptiert und die Versuchtstiere perioperativ betreut.  

Tag 14: +/- TEMS Anlage: 

In diesem Operationsschritt bekamen alle vorgesehenen Proben (Gruppe 3, 4) ein TEMS 
„übergezogen“. Gleichzeitig wurde bei allen Infarktproben durch die Echokardiografie 
kontrolliert, ob die „FAS“ unter 40% gesunken war. Dies stellte die Qualitätskontrolle des 
Infarktes dar. Somit wurden alle Proben, die eine „FAS“ von über 40% aufwiesen, nicht in 
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die Studie mit einbezogen. Darüber hinaus wurden die Ejektionsfraktion und das „Fractional 
Shortening“ als weitere klinische Parameter erhoben. Zunächst fand die Narkotisierung und 
Analgesie auf gleiche Weise wie im o.g. Operationsschritt statt. Es wurden dieselben 
klinischen Parameter bestimmt und der gleiche Zugang zum Herzen gewählt. Als das Herz 
freigelegt war, wurde das TEMS präpariert. Hierbei handelt es sich um ein dezellularisiertes 
Rattenherz (siehe 2.2.2 Dezellularisierung), wobei sowohl ein Teils des Apex als auch des 
Septums herausgetrennt wurden, sodass sich das TEMS leicht über das in vivo schlagende 
Herz „stülpen“ ließ. Unter Zuhilfenahme einer Saugpumpe (in Form einer abgeschnittenen 1 
ml Spritze) war die Hinterwand ebenfalls gut zugänglich, sodass das TEMS gleichmäßig über 
das komplette Herz gezogen werden konnte. Hierzu wurden zur zusätzlichen Fixation jeweils 
eine Haltenaht an der Vorderwand (oberhalb der LAD-Ligatur) und eine Naht an der 
Hinterwand des Herzens mittels einer 7-0 Prolene intramural angelegt. Anschließend wurde 
der Thorax wieder verschlossen und die Ratten perioperativ versorgt. Die 
Vergleichsgruppen, die kein TEMS erhielten, wurden auf gleiche Art und Weise operiert, 
allerdings wurden lediglich die Haltenähte angelegt und wieder extrahiert, ohne das TEMS 
zu implantieren („Sham“ Operation). 

Tag 42/70: Herzentnahme und Präparation: 

Die Herzexplantation fand auf dieselbe Art und Weise statt, wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben. 
Der Unterschied bestand in der Weiterverarbeitung. Alle Herzen wurden postoperativ in vier 
Anteile unterteilt und kryogefroren: in linke Ventrikel (LV), welche wiederum in 
Vorderwand (VW) und Hinterwand (HW) unterteilt wurden, in rechte Ventrikel (RV) und 
Apex (AP). Bei den Gruppen drei und vier, die ebenfalls mit einer TEMS versorgt worden 
waren, wurde das TEMS vom nativen Myokard separiert und ebenfalls unterteilt in VW, HW 
und RV (das Apex wurde bereits vor Explantation zur besseren Adaptation entfernt). Pro 
Herz wurden somit 4-7 Proben in Kryoröhrchen in einem -80°C Gefrierschrank 
zwischengelagert.  

2.2.4 Molekularbiologie 

RNA-Analyse:  

Die RNA Isolation erfolgte aus nativen Herz- und TEMS-Gewebe, wie in Kapitel 2.2.3 
beschrieben. Hierzu wurde das „RNEasy Mini Kit“ von Qiagen verwendet. Wichtig war für 
die Qualität und die Reinheit der später gewonnenen RNA, dass die Proben dauerhaft in 
gefrorenem Zustand gehalten wurden. Deshalb fanden die folgenden Arbeitsschritte bis zur 
Hinzugabe des RLT-Puffers in einem „Biocision Coolrack“ auf Trockeneis statt. Auch die 
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genutzten Arbeitswerkzeuge wie z.B. Spatel und Klopf-Mörser wurden vor der Benutzung 
auf Trockeneis gelegt, bzw. in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Nach jeder Probe wurde 
das benutzte Werkzeug mit „RNAse Away“ gereinigt. Die im Kryoröhrchen befindlichen 
Proben wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend mit Hilfe eines 
Metall-Klopf-Mörsers durch mehrfaches Hämmern pulverisiert (Abb. 10. A, B). Das Pulver 
wurde schnellstmöglich mit einem Spatel zurück in das Kryoröhrchen auf  Eis befördert. Nun 
wurden 30 mg des Organpulvers abgewogen und in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß gefüllt. 
Für die TEMS-Proben setzten wir die gesamte Menge des gewonnenen Organpulvers ein, 
welches durchschnittlich bei 15 mg lag. Wir haben uns bei der RNA Isolation exakt an die 
Herstellerrichtlinien gehalten. Im Folgenden wird nochmals genauer auf die einzelnen 
Arbeitsschritte eingegangen: Vor jeder RNA Isolation wurde der RLT-Puffer (mit 2 % DDT) 
frisch angesetzt und 300 μm zu den Proben gegeben. Ab diesem Arbeitsschritt mussten die 
Proben nicht mehr auf Trockeneis zwischengelagert werden. Die Reaktionsgefäße wurden 
mit einer Tischzentrifuge für ca. 30 Sekunden zentrifugiert und anschließend unter 
Zuhilfenahme eines Handhomogenisierers homogenisiert (Abb. 10, C). 

 

Abb. 10: Instrumente zur RNA Homogenisierung. A, Metall-Klopf-Mörser; B, Gummihammer; C, 
Handhomogenisierer 

Hinzu kamen 590 μl RNAse freies Wasser und 10 μl „Proteinkinase K“, welches gut 
durchmischt werden musste. Nun wurde die Mischung mit einem Thermomixer bei 55°C 
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unter ständigem Schütteln für 15 min inkubiert. Danach wurden die Proben drei Minuten bei 
10000 G zentrifugiert und der Überstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß abpipettiert und 
das „Pallet“ verworfen. Dann wurden 450 μl Ethanol (100 %) hinzugegeben und mit der 
Pipette durchmischt, bis keine „Schlieren“ mehr zu sehen waren. 700 μl der Proben wurden 
in eine „RNA mini spin“ Säule („RNEasy Mini Kit“) überführt und eine Minute bei 10000 G 
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der verbliebende Rest der Probe in die 
selbe Säule gegeben und wiederum eine Minute zentrifugiert. Nun begann der DNAse 
Verdau, indem 350 μl RW-1-Puffer („RNEasy Mini Kit“) hinzugegeben wurden und eine 
Minute bei 10000 G zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde verworfen und pro Probe 70 
μl RDD-Puffer und 10 μl DNAse hinzugegeben. Nachdem die Mischung 15 min bei 
Raumtemperatur inkubiert wurde, wurden erneut 350 μl RW-1-Puffer hinzugegeben und 
nochmals eine Minute bei 10000 G zentrifugiert, womit der DNAse-Verdau abgeschlossen 
war. Anschließend wurden 500 μl RPE-Puffer („RNEasy Mini Kit“) hinzugegeben und eine 
Minute bei 10000 G zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Dieser Schritt wurde 
noch einmal wiederholt, allerdings wurde dann für zwei Minuten zentrifugiert. Die „RNA 
mini spin“ Säule wurde in ein 2 ml Auffang Reaktionsgefäß („RNEasy Mini Kit“) gesetzt 
und eine Minute bei 20000 G zentrifugiert. Nun wurde die Säule in ein neues 1,5 ml 
Reaktionsgefäß gesetzt, 40 μl RNAse freies Wasser hinzugegeben und eine Minute bei 9000 
G zentrifuigert. Die Proben wurden nun auf Eis gelegt und quantifiziert. 

Qualität und Quantität der RNA:  

Noch vor Beginn der Versuchsreihe wurde die RNA-Qualität überprüft. Hierbei bedienten 
wir uns an einer Reihe von standardisierten Methoden. Zunächst konnte die RNA mit Hilfe 
einer „NanoChip“-Messung validiert werden. Dazu wurde jeweils eine exemplarische RNA-
LAD-/ LAD+ und eine TEMS- Probe untersucht. Der „NanoChip“ Test wurde von dem 
Biologisch-Medizinischen-Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 
mit einem Agilent 2100 Bioanalyzer durchgeführt und hinsichtlich der Reinheit und 
Konzentration ausgewertet. Der sog. RIN-Wert („RNA Integrety Number“) gibt die RNA-
Qualität unter Berücksichtigung mehrerer RNA spezifischer Charakteristika an. Der 
Maximalwert von 10 würde einer maximalen Reinheit der RNA entsprechen. Unsere 
Versuchsreihe akzeptierte RIN-Werte ab neun. [96] Mit Hilfe eines Agarosegels (1,5% zu 
TAE-Puffer) konnte verifiziert werden, dass die vorhandenen Proben dem RNA typischen 
Doppel-Bandenmuster entsprachen, indem es mit DNA-Strängen bekannter Größe 
verglichen wurde. Es wurde sich genau an die Herstellerinformationen gehalten, weshalb hier 
nicht genauer auf die einzelnen Arbeitsschritte eingegangen wird. Die Proben wurden mit 
einem Probenpuffer versetzt (20 bp-DNA-Leiter) und aufgetragen. Nach dem Durchlauf 
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wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefärbt und via „Imager“ fotografisch dokumentiert. 
Ein weiteres Qualitätsmerkmal war die Betrachtung der Schmelzkurven der PCR. Die 
Schmelzkurven wurden bei jedem PCR Durchlauf für jedes Gen und jede Duplet-Probe 
miteinander verglichen und analysiert. In der Abbildung 16 konnte dies beispielhaft für das 
„Housekeeping“ Gen TOP2B für eine LAD - und eine LAD + Probe dargestellt werden. 
Anhand der Kurvenkonfiguration und dem für jedes Gen spezifischen Schmelzpunktes, 
konnte man Rückschlüsse auf die Qualität der RNA, der Primer und der vorherigen 
Arbeitsschritte ziehen. Quantifiziert wurde die RNA mit Hilfe einer photometrischen 
Extinktionsmessung (Eppendorf Bio Photometer plus) direkt im Anschluss an die RNA 
Isolation. Zunächst wurde durch die Messung von 100 μl Tris Base (10 mM, pH=7,5) ein 
Leerwert berechnet. Das Gerät wurde auf eine Dilution von Tris : RNA von 97 : 3 eingestellt, 
sodass man 97 μl Tris-Puffer mit 3 μl RNA in einer UV-Küvette mischte. Auch durch das 
Photometer selbst konnte jede Probe auf ihre Reinheit untersucht werden. Die Reinheit der 
RNA war durch das Verhältnis der Extinktionen auf den Wellenlängen 230nm, 260nm, 
280nm, 260nm/230nm, 260nm/280nm abbildbar. Die Proben wurden anschließend bei -80°C 
eingefroren. 

Umschreibung der RNA in cDNA:  

Durch die Extinktionsmessung lag die RNA-Konzentration in der Einheit ng / μl vor. Für 
unsere Versuchsreihe wurden 500 ng RNA eingesetzt [97], sodass sich für jede Probe das 
eingesetzte Probevolumen errechnen ließ und mit RNAse freien Wasser auf 12 μl aufgefüllt 
wurde. Für die Umschreibung der RNA in die cDNA wurde das „QuantiTect Reverse 
Transkriptase Kit“ von Qiagen verwendet. Darin waren gDNA „Wipeout“ Puffer, RT Puffer, 
RT Primer und reverse Transkriptase enthalten, welche auf Eis aufgetaut wurden. Diese 
Umschreibung war grundlegend für die später stattfindende „Real Time PCR“. Die 
Durchführung fand auf Eis statt und richtete sich genau nach dem Herstellerprotokoll. 
Zunächst wurden die 12 μl Probevolumen mit 2 μl gDNA „Wipeout“ Puffer gemischt und 
mit Hilfe eines Thermocyclers (Biometra T 3000) für 2 min bei 42°C inkubiert. Dieser Schritt 
diente der Elimination eventuell vorhandener DNA in den Proben. Während dessen wurde 
ein „Mastermix“ erstellt, bestehend aus 4 μl RT Puffer, 1 μl RT Primer und 1 μl reverser 
Transkriptase. Diese 6 μl wurden jeder Probe direkt nach der Inkubationszeit von 2 min 
hinzugefügt, sodass wir ein Endvolumen von 20 μl erhielten. Diese wurden direkt im 
Thermocycler weiterverarbeitet. Zunächst fand die reverse Transkription für 30 min bei 42°C 
statt. Dieser Vorgang wurde direkt im Anschluss durch eine Inkubation für 3 min bei 95°C 
abgestoppt. Jede entstandene cDNA-Probe wurde mit 80 μl RNAse freien Wasser auf 100 μl 
Endvolumen aufgefüllt. Diese wurden anschließend bei -20°C gelagert. 
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Quantitative Real Time PCR:  

Für die „Real Time PCR“ wurde der „GoTAQ qPCR Master Mix“ der Firma Promega 
verwendet, sowie die „Step One Plus Real Time PCR“ von Applied Biosystems. Hiermit 
konnte die Genexpression der Proben in Echtzeit quantifiziert und verglichen werden. Die 
Quantifizierung gelang durch einen Fluoreszenzfarbstoff (CXR), welcher in die DNA 
interkalierte. Hierbei war die gemessene Fluoreszenz proportional zur Menge an PCR-
Produkten, was eine Quantifizierung möglich machte. Der „GoTAQ qPCR Master Mix“ 
beinhaltete alle benötigten Komponenten (GoTAQ® Hot Start Polymerase, MgCl2, dNTPs, 
Reaktionspuffer), außer der DNA, Primer und Wasser (Tabelle 4). Darüber hinaus wurden 
10 μl CXR als DNA-bindender Fluoreszenzfarbstoff hinzugegeben. Die Emission fand bei 
einer Wellenlänge von 530 nm statt. Die GoTAQ® Hot Start Polymerase war bei 
Raumtemperatur an einen spezifischen Antikörper gebunden, der die Polymeraseaktivität 
hemmte. Diese wurde durch eine 2-minütige Inkubation bei 95°C aktiviert (Aktivierung). 
Durch die Denaturierung wurde der DNA-Doppelstrang in zwei Einzelstränge zerlegt. Somit 
waren die ebenfalls einzelsträngigen Primer in der Lage komplementär an ihre DNA-
Zielsequenz zu binden („Annealing“). Darauf folgend fand die Polymerase vermittelte 
Extension des DNA-Stranges in 5’  3’ – Richtung statt. Somit wurde über 40 Zyklen die 
DNA amplifiziert und durch den dazu proportionalen Fluoreszenzfarbstoff detektiert. Die 
Quantifizierung fand jeweils in der exponentiellen Phase der PCR statt, da hier die optimalen 
Reaktionsbedingungen herrschten. Um immer am Anfang der exponentiellen Phasen messen 
zu können, wurde der CT-Wert verwendet. Er gab den Zyklus an, wo die gemessene 
Fluoreszenz erstmals signifikant die Hintergrundsfluoreszenz überstieg. Die 
Fluoreszenzmessung und damit die Datenerhebung fand in jedem Zyklus während der 
Extensionsphase statt. Als letzter Schritt fand die Dissoziaton der DNA-Produkte statt. Der 
Ablauf jedes PCR-Durchgangs wird exemplarisch in Tabelle 3 dargestellt: 
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 Anzahl Zyklen Temperatur Dauer 

Aktivierung 1 95 °C 2 min 

Denaturierung  

40 

95 °C 15 sek 

„Annealing“/Extension 60 °C 1 min 

Dissoziation 1 95 °C 15 sek 

Tabelle 3: PCR-Ablauf. min, Minuten; sek, Sekunden; °C, Grad Celsius 

Die Arbeitsgruppe verwendete eine relative Quantifizierung, wobei auf jeder PCR-Platte 
Referenz Gene („Housekeeping-Gene“) mitgemessen wurden, auf welche die Messdaten 
normiert wurden. Die unterschiedliche Genexpression konnte mit Hilfe der ΔΔCT-Methode 
berechnet werden. Hierbei wurden die CT-Werte des Zielgens und des „Housekeeping-
Gens“ voneinander abgezogen (ΔCT). Nun wurde die Differenz der ΔCT der einzelnen 
Gruppen gebildet, z.B. gesunde Kontrollgruppe (hier: „Sham“) / kranke Gruppe (hier: LAD-
Ligatur) = ΔΔCT-Wert. Dieser ΔΔCT- Wert wird in die Expressionsgleichung (Gruppe 
„Sham“ zu Gruppe „LAD“) eingesetzt = 2 –ΔΔCT. Die Ergebnisse wurden anschließend mit 
Hilfe von Streudiagrammen graphisch dargestellt. Da die „Real Time PCR“ nicht zwischen 
den verschiedenen Produkten unterscheiden konnte und somit eine geringe Spezifität 
aufwies, wurde für jedes DNA-Produkt eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Grundlage 
hierfür war, dass die DNA von spezifischen DNA-Produkten einen höheren Schmelzpunkt 
hatte, als von unspezifischen Primer Paarungen. Wenn während der Denaturierungsphase die 
Temperatur von 60 °C kontinuierlich auf 95 °C angehoben wurde, denaturierte die 
Doppelstrang-DNA bei einer für jedes DNA-Fragment spezifischen Schmelztemperatur. 
Diese war abhängig von der Zusammensetzung und der Länge der DNA-Fragmente. Hierbei 
wurde die Doppelstrang-DNA in zwei DNA-Einzelstränge zerlegt, der Fluoreszenzfarbstoff 
freigesetzt und eine Abnahme im Fluoreszenzsignal detektiert. Darüber hinaus waren die 
Form und „Peaks“ der Schmelzkurven charakteristisch für das jeweilige spezifische DNA-
Produkt. Das PCR-Protokoll richtete sich streng nach Herstellerangaben und war wie folgt: 
Benötigt wurde der „GoTAQ qPCR Master Mix“, der Fluoreszenzfarbstoff CXR, die 
„Forward“- und „Reward Primer“, die cDNA und RNAse freies Wasser (alle Materialien 
wurden bei -20 °C gelagert). Zu Beginn wurden 10 μl CXR zu 1 ml „GoTAQ qPCR Master 
Mix“ gegeben und folgend darauf geachtet, dass dieser lichtgeschützt behandelt wurde. 
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Pipettiert wurde in eine 96 „Well“ Platte von Applied Biosystems. Alle Pipettierschritte 
fanden auf Eis statt. Sowohl die Primer als auch die cDNA wurden vorher „gevortext“. Pro 
„Well“ wurden je 0,3 μl „Forward“- und „Reward Primer“ (entspricht 0,6 μl „Primer“ pro 
„Well“) benötigt und daraus ein „Primer-Mastermix“ für alle Proben erstellt, welcher gut 
durchmischt wurde (Vortex). Nun wurde für jede cDNA-Probe ein eigener „Mastermix“ 
angesetzt. Pro „Well“ wurden 19,4 μl benötigt, bestehend aus 10 μl „GoTAQ qPCR Master 
Mix“, 7,4 μl RNAse freies Wasser und 2 μl cDNA (für Wasserproben dementsprechend 9,4 
μl RNAse freies Wasser). Zuerst wurden dann 19,4 μl des „Mastermixes“ pro „Well“ 
pipettiert. War dies für die komplette 96 „Well“ Platte geschehen, wurden 0,6 μl des „Primer-
Mastermixes“ pro „Well“ hinzugegeben. Zuletzt wurde die PCR-Platte mit einem PCR 
„Sheet“ und einem Schaber abgedichtet und 1 min bei 8000 G zentrifugiert. Die 96 „Well“ 
Platte wurde anschließend in das „Step One Plus Real Time PCR System“ von Applied 
Biosystems eingelegt und via die dazugehörige „Step One Plus Software 2.1“ programmiert 
und gestartet. Ein Durchlauf dauerte inklusive Aufheizungsphase ca. 2,5-3 h. Danach wurden 
zur Qualitätskontrolle für jedes DNA-Produkt die Schmelzkurven analysiert und die 
Genexpressionen mit Hilfe der ΔΔCT-Methode und „Excel“ ermittelt. Die Ergebnisse 
wurden mit „Excel“ und „Prism (GraphPad)“ graphisch aufbereitet. 

Inhalt Volumen [ μl ] 

„GoTAQ qPCR Master Mix“ 10 

RNAse freies H2O 7,4 

cDNA 2 

Tabelle 4: Inhalte des Mastermix der PCR. H2O, Wasser; μl, Mikroliter 

Zielgene: 

In dieser Arbeit wurde die Genexpression von 16 Genen analysiert, welche auf zwei 
„Housekeeping"-Gene (beta-2-Microglobulin, Topoisomerase-II-beta) normiert wurden. Die 
ausgewählten Referenzgene wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen erfolgreich für die 
Untersuchung der Genexpression genutzt. [97]–[101] Mittels Literaturrecherche wurden 
spezifisch Gene für die Immunmodulation (TNF α, IL 10 , TGFBR2,), pro-Angiogenese 
(VEGFA, FGF2, PGF, PDGFB), pro-„Survival“ (HGF, SDF1, IGF1, AKT1), „Remodeling“ 
(MMP2, MMP9, TIMP1) und Myokardinfarkt (NPPA, NPPB) ausgewählt und 
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dementsprechend in 5 Gruppen unterteilt (Tabelle 5).  

Diese Unterteilung basierte auf der Hauptfunktion der jeweiligen Gene. Eine grundlegende 
Arbeit für die Auswahl und Gruppierung der untersuchten Gene wurde 2014 von Sullivan et 
al. [97] publiziert. Im Folgenden wurde genauer auf jedes analysierte Gen eingegangen und 
die dazugehörigen Primersequenzen in 5’-3’-Richtung aufgeführt (F für „Forward“ Primer, 
R für „Reward“ Primer):  

  

Gen-Gruppe Zielgene 

 

Immunmodulation 

TNF α IL 10 

TGFBR2  

 

Pro-Angiogenese 

VEGFA FGF2 

PGF PDGFB 

 

Pro-„Survival“ 

HGF SDF1 

IGF1 AKT1 

 

„Remodeling“ 

MMP2 MMP9 

TIMP1  

Infarkt NPPA NPPB 

 Tabelle 5: Einteilung der Zielgene in übergeordnete Gengruppen. TNF α, Tumornekrosefaktur alpha; IL 10, 

Interleukin 10; TGFBR2, „Transforming growth factor, beta receptor II“; VEGFA, „Vascular endothelial 
growth factor A“; FGF2, „Fibroblast growth factor 2“; PGF, “Placental growth factor”; PDGFB, „Platelet-
derived growth factor beta polypeptide“; HGF, “Hepatocyte growth factor”; SDF1, „Stromal cell-derived factor 
1“; IGF1, „Insulin-like growth factor 1“; AKT1, „V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1”, MMP2, 

Matrix Metalloproteinase 2; MMP9, Matrix Metalloproteinase 9; TIMP1, „Tissue inhibitor of Metalloproteinases 
1“; NPPA, „Natriuretic peptide A“; NPPB, „Natriuretic peptide B“ 
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Immunmodulation:       

- Tumornekrosefaktor alpha (TNF α):  
F: GCT CCC TCT CAT CAG TTC CA, R: GCT TGG TGG TTT GCT ACG AC 
TNFα ist assoziiert mit der Signaltransduktion, Apoptose und Zytokinaktivität im 
Rahmen eines Myokardinfarktes. [97], [102] 
 

- Interleukin 10 (IL 10): 
F: GACGCTGTCATCGATTTCTCCC, R: GCCTTGTAGACACCTTTGTCTTG 
IL 10 dient der Immunregulation, der Inflammationsreaktion und der Inhibierung der 
Cytonkinsynthese (IFNγ, IL 2, IL 3, TNF, GM-CSF). [97], [102]–[104]  
 

- „Transforming growth factor, beta receptor II“ (TGFBR2 ): 
F: CCCAAGTCGGTTAACAGCGA, R: ACAGTGTCACGTCGCAAAAC 
TGFBR2 wird als Reaktion auf Hypoxie exprimiert und moduliert die Inflammation 
und die extrazelluläre Matrixproduktion. [95] [103] [107][108] 

Pro-Angiogenese:  

- „Vascular endothelial growth factor A“ (VEGFA) 
F: CTGGACCCTGGCTTTACTGC, R: ACTTCACCACTTCATGGGCTT 
VEGFA ist insbesondere in die koronare Angiogenese, Signaltransduktion sowie 
Zellmigration involviert und fungiert als endothelialer Wachstumsfaktor. [97], [109]–
[111] 
 

- „Fibroblast growth factor 2“ (FGF2): 
F: CGGCTCTACTGCAAGAACGG, R: TGTAGTTTGACGTGTGGGTCG  
FGF2 spielt eine wesentliche Rolle in der Angiogenese und der Differenzierung von 
Endothelzellen und Fibroblasten. [97], [112], [113], [114] 
 

- „Placental growth factor“ (PGF): 
F: CTTGGTCCTCTGTTCCACCC, R: ACAGTAGACTGGGTCCCCTC  
PGF hat eine homologe Funktion zu VEGFA und ist ebenfalls in die 
Organregeneration involviert. [97], [115], [114] 
 

- „Platelet-derived growth factor beta polypeptide“ (PDGFB): 

F: GAGAGTGTGGGCAGGGTTAT, R: CATCGAGACAGACGGACGAG 
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PDGFB rekrutiert Perizyten und nimmt somit Einfluss auf die vaskulären glatten 
Muskelzellen des Herzens, ist assoziiert mit der kardialen Hypertension und der 
Aktivierung von AKT1. [97], [116], [117] 

Pro-„Survival“:  

- „Hepatocyte growth factor“ (HGF): 
F: GAACACAGCTTTTTGCCTTCG, R: CCCCTCGAGGATTTCGACAG  
HGF ist involviert in die Chemotaxis, die Zellmotilität, Zellregeneration und in das 
Zellwachstum der Zellen. [97], [109], [118]–[120] 
 

- „Stromal cell-derived factor 1“ (SDF1 / CXCL12 ): 
F: ACAAGTGTGCATTGACCCGA, R: GCGTCTGACTCACACCTCTC  
SDF1 spielt eine wesentliche Rolle in der kardialen Wundheilung, Chemokinaktivität, 
Gewebehomöostase und Stammzellwanderung. [97], [111], [121]–[123] 
 

- „Insulin-like growth factor 1“ (IGF1): 
F: CCACACTGACATGCCCAAGA, R: GTACTTCCTTTCCTTCTCCTTTGC 
IGF1 ist Mediator für den kardioprotektiven Effekt von mesenchymalen Stammzellen 
und die kardiovaskuläre Signaltransduktion. [97], [110], [124]–[126] 
 

- „V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1“ / Proteinkinase B α (AKT1): 
F: CTACGGTGCGGAGATTGTGT , R: GTTCTCCAGCTTGAGGTCCC  
AKT1 wird in Folge von Hypoxie exprimiert und ist involviert in die 
Signaltransduktion und Inhibition der Apoptose. [97], [127], [128] 
 

„Remodeling“:  

- Matrix Metalloproteinase 2 (MMP2):  
F: AGAAGGCTGTGTTCTTCGCA, R:GGTCAGTGGCTTGGGGTATC 
MMP2 baut via Metalloendopeptidaseaktivität die extrazeluläre Matrix ab und spielt 
somit eine wichtige Rolle im Gewebsumbau nach Myokardinfarkt und der 
Degradation von Kollagen IV. [129], [130] 
 

- Matrix Metalloproteinase 9 (MMP9):  
F: GCATCTGTATGGTCGTGGCT, R: TGCAGTGGGACACATAGTGG 
MMP9 ist homolog zu MMP2 anzusehen und degradiert Kollagen V. [127]–[130] 
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- „Tissue inhibitor of Metalloproteinases 1“ (TIMP1): 
F: AGAGACACGCTAGAGCAGAT, R: AGCAACAAGAGGATGCCAGA  
TIMP1 inhibiert die MMP und ist in den vaskulären Gewebeumbau involviert. [127], 
[130] 

Infarkt:  

- „Natriuretic peptide A“ (NPPA/ANP) 
F: CTGCTTCGGGGGTAGGATTG, R: TTCGGTACCGGAAGCTGTTG 
 

- „Natriuretic peptide B“ (NPPB/BNP): 
F: AGCTGCTTTGGGCAGAAGAT, R: AAAACAACCTCAGCCCGTCA  
NPPA und NPPB sind Marker für den Myokardinfarkt bzw. die daraus resultierende 
Herzinsuffizienz und werden infolge der Volumenbelastung im rechten Atrium 
exprimiert. Die Peptide haben Einfluss auf die Natriurese, Vasodilatation und 
antagonisieren zum Renin-Aldosteron-System. [134]–[136] 
 

„Housekeeping-Gene“:  

- Beta-2-Microglobulin (B2M): 
F: ACTGAATTCACACCCACCGA, R: TACATGTCTCGGTCCCAGGT 
B2M fungiert als Zellkernenzym, welches für die Chromosomenkondensation, -
separation und die Antitorsion während der Transkription und Replikation 
verantwortlich ist. [99]–[101] 
 

- Topoisomerase-II-beta (TOP2B): 
F: ATTGGGACTGGATGGGCTTG, R: GCATCCGCCTGACATTGTTC  
TOP2B kontrolliert die DNA-Topoisomeraseaktivität und nimmt somit Einfluss auf 
die Topologie der DNA-Abschnitte und die Torsionsspannungen während der 
Transkription. [97]–[101] 

 
Plattenbelegung:  

Für die vier Wochen post-Interventions-Proben standen n=7 Proben zur Verfügung, für die 
acht Wochen post-Interventions-Proben n=5. Es wurden jeweils zwei Gruppen miteinander 
verglichen, wobei 16 Gene untersucht wurden. Pro PCR-Platte wurden vier Gene der zwei 
Gruppen analysiert für n=4 Proben. Jede Probe wurde als Duplett pipettiert und immer auf 
die zwei „Housekeeping“-Gene normiert. Zusammenfassend konnten somit pro Platte 
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jeweils vier Proben zweier Gruppen auf sechs Gene untersucht werden, wobei auf jeder Platte 
immer die zwei Referenzgene mitgezogen wurden und vier unterschiedliche Zielgene. Somit 
war jede 96-„Well“-Platte vollständig belegt. Da wir aber n=7 Proben bzw. n=5 Proben 
analysierten, wurde zur Qualitätssicherung eine zweite Platte angefertigt.  

Für n=7: Hier wurden die verbliebenden n=3 Proben zweier Gruppen nachgezogen, plus eine 
Probe von der ersten Platte, um den Vergleich der Proben zu gewährleisten. Diese wurden 
auf dieselben vier Gene untersucht, wie auf der 1. PCR-Platte für n=4 Proben. Folglich war 
auch diese 96-Well-Platte vollständig gefüllt. Somit benötigten wir zwei PCR-Platten um 
n=7 Proben auf vier Zielgene zu untersuchen, dementsprechend acht PCR-Platten, um zwei 
Gruppen auf 16 Gene zu untersuchen. 
 
Für n=5: Hier verblieb n=1 Probe für die 2. PCR-Platte. Um die PCR ökonomisch zu 
gestalten und auch hier alle 96-„Wells“ zu belegen, wurden acht Gene untersucht und eine 
Probe aus der ersten Platte mitgezogen, um den Vergleich zwischen den Platten 
sicherzustellen. Darüber hinaus wurden Duplett-Wasserproben für jeden Primer mitgezogen, 
um eine mögliche Kontamination auszuschließen. Somit wurden für n=5 zwei Proben auf 
acht Zielgene untersucht und auf zwei Referenzgene normiert. Damit benötigten wir sechs 
PCR-Platten, um zwei Gruppen auf 16 Gene zu untersuchen.  
Veranschaulicht wurde die unterschiedliche Plattenbelegung für n=7 und n=5 Proben in den 
Abbildungen 11 und 12. Hier im Beispiel wurden die Gruppen VW LAD- / TEMS- („Sham“) 
mit VW LAD+ / TEMS- (Infarkt) auf die vier Zielgene SDF1, TNFα, NPPB, FGF2 
untersucht.  
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Platte 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 

001 VW 
Sham 

001 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

048 VW 
Infarkt 

048 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

B SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa 
050 VW 
Infarkt 

050 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

001 VW 
Sham 

001 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

C TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa Nppb Nppb Nppb Nppb 
048 VW 
Infarkt 

048 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

050 VW 
Infarkt 

050 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

001 VW 
Sham 

001 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

D Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb 
003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

048 VW 
Infarkt 

048 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

050 VW 
Infarkt 

050 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

E FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 
001 VW 
Sham 

001 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

048 VW 
Infarkt 

048 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

F FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b 
050 VW 
Infarkt 

050 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

001 VW 
Sham 

001 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

G top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b ß2M ß2M ß2M ß2M 
048 VW 
Infarkt 

048 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

050 VW 
Infarkt 

050 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

001 VW 
Sham 

001 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

002 VW 
Sham 

H ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M 
003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

006 VW 
Sham 

048 VW 
Infarkt 

048 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

050 VW 
Infarkt 

050 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

056 VW 
Infarkt 

              

Platte 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 
007 VW 
Sham 

007 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

032 VW 
Sham 

032 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

150 VW 
Infarkt 

150 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

B SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa 
152 VW 
Infarkt 

152 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

007 VW 
Sham 

007 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

032 VW 
Sham 

032 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

C TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa Nppb Nppb Nppb Nppb 
150 VW 
Infarkt 

150 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

152 VW 
Infarkt 

152 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

007 VW 
Sham 

007 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

D Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb 
032 VW 
Sham 

032 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

150 VW 
Infarkt 

150 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

152 VW 
Infarkt 

152 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

E FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 
007 VW 
Sham 

007 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

032 VW 
Sham 

032 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

150 VW 
Infarkt 

150 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

F FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b 
152 VW 
Infarkt 

152 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

007 VW 
Sham 

007 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

032 VW 
Sham 

032 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

G top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b ß2M ß2M ß2M ß2M 
150 VW 
Infarkt 

150 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

152 VW 
Infarkt 

152 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

007 VW 
Sham 

007 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

031 VW 
Sham 

H ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M 
032 VW 
Sham 

032 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

003 VW 
Sham 

150 VW 
Infarkt 

150 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

151 VW 
Infarkt 

152 VW 
Infarkt 

152 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

049 VW 
Infarkt 

 
Abb. 11: Exemplarische PCR Plattenbelegung für n=7, Versuchsreihe 4 Wochen post-Intervention. Platte 1: 
Hier wurden vier VW LAD-Proben (Sham 001, 002 ,003, 006) mit vier LAD+ Proben (Infarkt 048, 049, 050, 056) 
auf vier Gene (SDF1, TNF α, NPPB, FGF2) untersucht. Für jede Duplettprobe liefen zwei Referenzgene (TOP2b, 
B2M) mit. Platte 2: Die 3 ausstehenden LAD- Proben (hier: Sham 007, 031, 032) und LAD+ Proben (Infarkt 150, 
151, 152) wurden verglichen. Hierzu wurde die Probe 003 VW Sham und 049 VW Infarkt von der 1. Platte auf die 
2. Platte mitgezogen, um den Vergleich der Platten zu gewährleisten. Hier konnten die selben vier Gene wie auf 
Platte 1 untersucht werden. 
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Platte 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 
068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

069 VW 
Sham 

069 VW 
Sham 

070 VW 
Sham 

070 VW 
Sham 

194 VW 
Sham 

194 VW 
Sham 

130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

131 Vw 
Inf 

131 Vw 
Inf 

B SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa 
133 Vw 
Inf 

133 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf 

068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

069 VW 
Sham 

069 VW 
Sham 

070 VW 
Sham 

070 VW 
Sham 

194 VW 
Sham 

194VW 
Sham 

C TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa Nppb Nppb Nppb Nppb 
130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

131 Vw 
Inf 

131 Vw 
Inf 

133 Vw 
Inf 

133 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf 

068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

069 VW 
Sham 

069VW 
Sham 

D Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb 
070 VW 
Sham 

070 VW 
Sham 

194 VW 
Sham 

194 VW 
Sham 

130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

131 Vw 
Inf 

131 Vw 
Inf 

133 Vw 
Inf 

133 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf 

E FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 
068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

069 VW 
Sham 

069 VW 
Sham 

070 VW 
Sham 

070 VW 
Sham 

194 VW 
Sham 

194 VW 
Sham 

130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

131 Vw 
Inf 

131 Vw 
Inf 

F FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b 
133 Vw 
Inf 

133 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf 

068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

069 VW 
Sham 

069 VW 
Sham 

070 VW 
Sham 

070 VW 
Sham 

194 VW 
Sham 

194VW 
Sham 

G top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b ß2M ß2M ß2M ß2M 
130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

131 Vw 
Inf 

131 Vw 
Inf 

133 Vw 
Inf 

133 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf 

068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

069 VW 
Sham 

069VW 
Sham 

H ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M 
070 VW 
Sham 

070 VW 
Sham 

194 VW 
Sham 

194 VW 
Sham 

130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

131 Vw 
Inf 

131 Vw 
Inf 

133 Vw 
Inf 

133 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf 

136 Vw 
Inf  

 
 
 

           

Platte 
1.2/2.2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Timp1 Timp1 Timp1 Timp1 Timp1 Timp1 Timp1 Timp1 IL10 IL10 IL10 IL10 
198VW 
Sham 

198VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

206 VW 
Inf 

206 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

198VW 
Sham 

198VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

068VW 
Sham 

B IL10 IL10 IL10 IL10 Nppa Nppa Nppa Nppa Nppa Nppa Nppa Nppa 
206 VW 
Inf 

206 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

198VW 
Sham 

198VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

206 VW 
Inf 

206 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

130 
VW Inf 

C MMP9 MMP9 MMP9 MMP9 MMP9 MMP9 MMP9 MMP9 SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 

198VW 
Sham 

198VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

206 VW 
Inf 

206 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

198VW 
Sham 

198VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

068VW 
Sham 

D SDF1 SDF1 SDF1 SDF1 TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa 
206 VW 
Inf 

206 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

198VW 
Sham 

198VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

206 VW 
Inf 

206 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

130 
VW Inf 

E Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb Nppb FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 
198VW 
Sham 

198VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

206 VW 
Inf 

206 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

198VW 
Sham 

198VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

068VW 
Sham 

F FGF2 FGF2 FGF2 FGF2 top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b top2b 
206 VW 
Inf 

206 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

198VW 
Sham 

198VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

206 VW 
Inf 

206 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

130 
VW Inf 

G ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M ß2M Timp1 Timp1 IL10 IL10 
198VW 
Sham 

198VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

068 VW 
Sham 

206 VW 
Inf 

206 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

130 VW 
Inf 

H2O H2O H2O H2O 

H Nppa Nppa MMP9 MMP9 SDF1 SDF1 TNFa TNFa Nppb Nppb FGF2 FGF2 
H2O H2O H2O H2O H2O H2O H2O H2O H2O H2O H2O H2O 

Abb. 12: PCR Plattenbelegung für n=5, Versuchsreihe 8 Wochen post-Intervention. Platte 1: Hier wurden vier VW 
LAD- Proben (Sham 068, 069 ,070, 194) mit vier LAD+ Proben (Inf 130, 131, 133, 136) auf vier Gene (SDF1, TNF α, 
NPPB, FGF2) untersucht. Für jede Duplettprobe liefen zwei Referenzgene (TOP2b, B2M) mit. 
Platte 1.2/2.2: Die überbliebende 5. LAD- Probe (Sham 198) und die 5. LAD+ Probe (Inf 206) wurden hier verglichen. 
Dazu wurde die Probe 068 VW „Sham“ und 130 VW Infarkt von der 1. Platte mitgezogen, um den Vergleich der Platten 
sicherzustellen. Hier konnten 8 Gene untersucht werden und für jedes Gen eine Duplett-Wasserprobe (G9-H12) zur 
Qualitätskontrolle.  
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2.2.5 Statistische Auswertung 

Die Rohdaten der PCR-Analyse wurden mit „Excel 2010“ für „Windows“ aufgearbeitet. Hier 
wurden mit Hilfe der ΔΔCt-Methode die Mittelwerte und die Standabweichungen der 
Versuchsreihen gebildet. Die Tabellen wurden mit Hilfe von „Word 2010“ für „Mac“ 
erstellt. Die statistische Auswertung und die Herstellung der Diagramme erfolgte durch 
„Prism 6“ für „Mac“. Die Signifikanzen wurden mit Hilfe des ungepaarten, nicht-direktiven 
„Mann-Whitney-Tests“ berechnet. Ab einem p-Wert von p<0,05 wurden die Ergebnisse als 
signifikant (*) gewertet. Ein p<0,01 wurde mit ** gekennzeichnet und p<0,001 mit ***. Für 
die Aussagekraft der errechneten Signifikanzen sind die geringen Probenanzahlen (n=7 für 
die Versuchsreihen 1-4 / n=5 für die Versuchsreihen 5-8) zu beachten. Diese zeigen deutliche 
Tendenzen für die Genexpression an, jedoch ohne Anspruch auf eine statistische 
Aussagekraft. 
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3. Ergebnisse  
In dieser experimentellen Doktorarbeit lag der Schwerpunkt auf der molekularbiologischen 
Auswertung der dargestellten Versuchsreihen. Nach der RNA Extraktion erfolgten zunächst 
Qualitätskontrollen der RNA und Primerprodukte. Hierzu kamen verschiedene Methoden zur 
Anwendung, wie z.B. der RNA „NanoChip“, Agarosegel-Elektrophoresen sowie 
Probedurchläufe der PCR mit folgender Analyse der Schmelzkurven, welchen in den 
Kapiteln 3.1 und 3.2 veranschaulicht werden. Im Anschluss wurden die 
Genexpressionsanalysen der genannten Versuchsreihen mittels einer „Real time“ PCR 
durchgeführt (Kapitel 3.3). Im Fokus der Genanalysen standen folgende Fragestellungen: 

1) Veränderung der myokardialen Genexpression der Zielgene nach der LAD-Ligatur im 
Bereich des LAD-Versorgungsgebietes (Vorderwand linker Ventrikel) 

2) Einfluss der LAD-Ligatur auf die Genexpression der ventrikulären Hinterwand 

3) Bedeutung der ventrikulären Stabilisierung des nativen Myokards mittels eines TEMS für 
die myokardiale Genexpression nach der LAD-Ligatur 

4) Genexpression der in das TEMS eingewanderten Zellen 

3.1 Qualitätskontrolle RNA-Produkte und Primer 

Für die Qualität der Ergebnisse war eine ausgiebige Testung der Qualität der RNA, der 
Primerprodukte und der Versuchsabläufe elementar. Hierzu bedienten wir uns an 
unterschiedlichen Qualitätskontrollen: Die Qualität der RNA-Isolation wurde zu Beginn der 
Versuchsreihe mit Hilfe einer „NanoChip“-Messung und eines Agarose Gels validiert. Durch 
die Kombination der beiden Verfahren wurde sichergestellt, dass eine qualitativ hochwertige 
RNA Isolation stattfand und die Protokolle standardmäßig genutzt werden konnten. Dazu 
wurde jeweils eine RNA-Probe der „Sham“-Proben (VW, HW, RV, AP), der Infarktproben 
(VW, HW, RV, AP) und der TEMS-Proben (VW, HW, RV) untersucht. Die Proben hatten 
in der hier exemplarisch dargestellten „NanoChip“ Messung einen durchschnittlichen RIN-
Wert von 9,23, was einer hohen Qualität entsprach (Abb.13). [96] Eine Ausnahme bildete in 
diesem Beispiel die Probe TH62 (Tems HW 62). Vermutlich handelte es sich hierbei um 
einen präanalytischen Fehler, weshalb die Probe nochmals zur Verifikation auf ein 1,5% 
Agarose-Gel aufgetragen wurde. Dort wiesen alle aufgetragenen Proben ein RNA-typisches 
Doppelbandenmuster auf (Abb. 14). Darüber hinaus wurden für die spätere Analyse lediglich 
die VW, HW und TEMS VW analysiert, welche alle hohe RIN-Werte und ein 
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Doppelbandenmuster aufwiesen. Nach jeder RNA-Isolation wurde jede Probe einzeln mit 
Hilfe des „Eppendorf Bio Photometer plus“ kontrolliert (siehe Kapitel 2.2.4).  
 

 

Abb. 13: Nano-Chip Messung der RNA. Hier wurde exemplarisch die RNA Qualität eines nicht-infarzierten-
Herzens (1), eines infarzierten Herzens (48) und eines TEMS-Herzens (62) untersucht. H, Hinterwand; V, 
Vorderwand; R, rechter Ventrikel; A, Apex; T, TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“ 
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Abb. 14: Agarosegel von RNA-Proben. Hier wurde die RNA von zwei unterschiedlichen Rattenherzen 
aufgetragen. Die Probe 62 wurde dabei aufgeteilt in ihren TEMS-Anteil (Tems 62) und den nativen Herzanteil 
(Herz 62). Bei der Probe „Herz 48“ handelte es sich um ein infarziertes Herz. H, Hinterwand; V, Vorderwand; 
R, rechter Ventrikel, A, Apex; TEMS “Tissue engineered matrix scaffold” 

Zu Beginn der PCR-Versuchsreihen wurden ebenfalls alle genutzten Primer mittels eines 
1,5% Agarose-Gels getestet. In Abbildung 15 wird exemplarisch die Untersuchung von vier 
Genen dargestellt: HGF (73 Basenpaare), PGF (100 Basenpaare), PDGFB (76 Basenpaare) 
und VEGFA für jeweils eine LAD- Probe und eine LAD+ Probe. Hierbei zeigte sich bei allen 
Proben, dass es zu keinen Streusignalen und Nebenprodukten kam. Für alle Produkte gab es 
eine einzige Bande bei ca. 100 bP (je nach Primerlänge).  

 

Abb. 15: Agarose-Gel von Primerprodukten. Exemplarisch eine Gel-Elektrophorese der Gene HGF (73 
Basenpaare), PGF (100 Basenpaare), PDGFB (76 Basenpaare) und VEGFA, anhand einer nicht infarzierten-
Probe (LAD-) und einer infarzierten Probe (LAD+). X, Probepuffer mit 100 Basenpaaren (bp). 
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Bevor mit den Versuchsreihen gestartet wurde, führten wir noch Probedurchläufe für die 
PCR durch, um den Arbeitsvorgang, die Primerprodukte und die Versuchsproben zu testen. 
Hierbei wurde jeder Primer anhand einer Apex Probe getestet und die Schmelzkurven 
analysiert (Abb. 16). In diesem Beispiel wurde das Apex einer LAD- und einer LAD+ Probe 
für das Gen TOP2B verglichen. Anhand der spezifischen Kurvenkonfiguration und des 
nahezu identischen Temperaturpeaks (LAD-: Peak bei 76,16°C; LAD+: Peak bei 76,6°C) 
konnte man von einer hohen Qualität ausgehen.  

          

Abb. 16: Schmelzkurven der PCR. Schmelzkurven für das Gen TOP2b; A: nicht-infarzierte Probe; B: 
infarzierte Probe; x-Achse, Temperatur in °C; y-Achse „Derivative reporter“ in -Rn 

3.2 RNA-Analyse 

Für die spätere Analyse der Genexpression wurde der linke Ventrikel (unterteilt in VW, HW) 
und die TEMS-VW molekularbiologisch aufgearbeitet. Hierbei war der RNA-Gehalt der 
Proben elementar. Dieser wurde mittels einer photometrischen Extinktionsmessung 
gemessen. Dies erfolgte direkt nach der RNA Isolation. Auch durch die Photometrie selbst 
konnte jede Probe auf ihre Reinheit untersucht werden (Verhältnis der Extinktionen auf den 
Wellenlängen 230nm, 260nm, 280nm, 260nm/230nm, 260nm/280nm). Zur Begrenzung der 
Wellenlängen und somit zur Vorbeugung von Messfehlern wurden Prismen verwendet. Ein 
hoher Wert, in Verbindung mit der in Kapitel 3.1 genannten Qualitätskontrollen, ließ auf eine 
hohe RNA-Qualität schließen. Darüber hinaus wurde das eingesetzte RNA Volumen für die 

A B 
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PCR berechnet (es wurden jeweils 500 ng cDNA eingesetzt). Die durchschnittlich erreichte 
RNA-Konzentration wird in der Abbildung 17 veranschaulicht. 

 
Abb. 17 : Durchschnittliche Konzentration der RNA-Proben. Durchschnittliche RNA-Konzentrationen in 
ng/μl für alle genutzten Proben: VW, Vorderwand linker Ventrikel; HW, Hinterwand linker Ventrikel; TEMS 
VW, TEMS Vorderwände der TEMS-Matrix; 4W, vier Wochen post-Interventions-Proben; 8W, acht Wochen 
post-Interventions-Proben; SD, Standardabweichung; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“ 

3.3. Analyse der Genexpression 

Insgesamt wurden acht Genexpressionsanalysen durch PCRs durchgeführt, jeweils vier 
Analysen für die vier Wochen post-Interventions-Gruppen (Versuchsreihen 1-4) und vier für 
die acht Wochen post-Interventions-Gruppen (Versuchsreihen 5-8), wobei die selben 
Versuchsgruppen auf die in Kapitel 2.2.4 genannten Zielgene (Tabelle 5) untersucht wurden. 
Für die Genexpressionsanalysen 1-4 standen n=7 – und für die Analysen 5-8 standen n=5 
Proben zur Verfügung. Wenn die CT-Werte der PCR den Wert von >36 überstiegen (interner 
Qualitäts-„Cut off“ der Arbeitsgruppe), wurden diese Proben nicht für die Ergebnisse 
berücksichtigt. Insgesamt bestand nach der PCR-Auswertung bei 82% die volle n-Zahl. Bei 
den übrigen 18% der PCR-Durchläufe, die einen ct-Wert >36 aufwiesen, waren allerdings in 
über 70% der Fälle die n-Werte lediglich um n= -1 gegenüber des Ausgangswertes gesenkt. 
Aufgrund der großen Datenmengen werden die Daten in diesem Kapitel in Form von 
Diagrammen dargestellt. Die Rohdaten sind im Anhang beigefügt. 
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Zugunsten der Übersichtlichkeit werden in den folgenden Diagrammen jeweils nur ein 
„Housekeeping“ Gen (TOP2B) und ein Gen aus jeder Gen-Gruppe dargestellt: TGFBR2 für 
die Gruppe der Immunmodulation, AKT1 für die pro-„Survival“ Gruppe, VEGFA für die 
pro-Angiogenese Gruppe, MMP2 für die „Remodeling“ Gruppe und NPPB für die 
infarktspezifsche Gruppe. Lediglich für die Versuchsreihen 1, 3 und 7 (Tabelle 6) werden 
alle 16 Gene graphisch dargestellt, da diese den Fokus dieser experimentellen Arbeit 
darstellen. Am Ende jedes Ergebniskapitels geben zusammenfassende Tabellen Aufschluss 
über die Tendenzen der Genexpressionen und die dazugehörigen Signifikanzen.  

Vereinfacht werden die Versuchsreihen in Tabelle 6 dargestellt.  

Gruppen nach 
Zeitpunkt 

Versuchsreihe Vergleich der Versuchsgruppen 

Referenzgruppe Versuchsgruppe 

 

 

4 Wochen post-
Intervention 

1 VW LAD-/TEMS- VW LAD+/TEMS- 

2 HW LAD-/TEMS- HW LAD+/TEMS- 

3 VW LAD+/TEMS- VW LAD+/TEMS+ 

4 TEMS VW LAD-/TEMS+ TEMS VW LAD+/TEMS+ 

 

 

8 Wochen post-
Intervention 

5 VW LAD-/TEMS- VW LAD+/TEMS- 

6 HW LAD-/TEMS- HW LAD+/TEMS- 

7 VW LAD+/TEMS- VW LAD+/TEMS+ 

8 TEMS VW LAD-/TEMS+ TEMS VW LAD+/TEMS+ 

Tabelle 6: Einteilung der Versuchsreihen in Gruppen. VW, Vorderwand linker Ventrikel; HW, Hinterwand 
linker Ventrikel; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“, TEMS VW, Vorderwand des TEMS; LAD, 
LAD-Ligatur; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der Intervention 
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3.3.1 Veränderung der myokardialen Genexpression der Zielgene nach der 
LAD-Ligatur im Bereich des LAD Versorgungsgebietes (Vorderwand linker 
Ventrikel) 

Versuchsreihe 1 und 5: VW LAD-/TEMS- versus VW LAD+/TEMS-: 

Es wurde untersucht, ob sich eine Veränderung der myokardialen Genexpression der 
Zielgene nach der LAD-Ligatur (Vorderwände der linken Ventrikel) zeigt. Die 
Versuchsreihe 1 stellt die Ergebnisse für die Gruppe vier Wochen nach Induktion des 
Myokardinfarktes dar, und die Versuchsreihe 5 für die Gruppe acht Wochen nach 
Myokardinfarkt. 

Versuchsreihe 1: Vier Wochen post-Intervention 

 

Abb. 18: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse zur Immunmodulation: Vergleich der 
Vorderwand LAD-/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS- nach vier Wochen. LAD, „Left anterior 
descending“ Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; 
-, Fehlen der Intervention; 4W, vier Wochen post-Intervention; TNFa, Tumornekrosefaktor alpha; IL10, 
Interleukin 10; TGFBR2, „Transforming growth factor, beta receptor“ II; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, 
Standardabweichung; ***, Signifikanz p<0,001 
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Abb. 19: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse pro-Angiogenese: Vergleich der Vorderwand 
LAD-/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS- nach vier Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 4W, vier Wochen post-Intervention; VEGFA, „Vascular endothelial growth factor A“; FGF2, 
„Fibroblast growth factor 2“; PGF, „Placental growth factor“; PDGFB, „Platelet-derived growth factor beta 
polypeptide”; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung; **, Signifikanz p<0,01; ***, 
Signifikanz p<0,001 

 

Abb. 20: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse pro-„Survival“: Vergleich der Vorderwand LAD-
/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS- nach vier Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 4W, vier Wochen post-Intervention; HGF, „Hepatocyte growth factor” ; SDF1, „Stromal cell-
derived factor 1“; IGF1, „Insulin-like growth factor 1“; AKT1, „V-akt murine thymoma oncogene homolog 
factor 1”; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung; *, Signifikanz p<0,05; **, Signifikanz 
p<0,01; ***, Signifikanz p<0,001 
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Abb. 21: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse „Remodeling“: Vergleich der Vorderwand LAD-
/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS- nach vier Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 4W, vier Wochen post-Intervention; MMP2, Matrixmetalloproteinase 2 ; MMP9, 
Matrixmetalloproteinase 9; TIMP1, „Tissue inhibitor of matrixmetalloproteinase 1“; top2b, Topoisomerase-II-
beta; SD, Standardabweichung; **, Signifikanz p<0,01; ***, Signifikanz p<0,001 

 

Abb. 22: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse „Infarkt“: Vergleich der Vorderwand LAD-
/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS- nach vier Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 4W, vier Wochen post-Intervention; NPPA, „Natriuretic peptide A” ; NPPB, „Natriuretic peptide 
B“; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung; ***, Signifikanz p<0,001 

In der Versuchsreihe 1 konnte gezeigt werden, dass durch die LAD-Ligatur die 
immunmodulatorischen Gene TNFa und TGFBR2 vermehrt exprimiert wurden (Abb. 18). 
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Besonders signifikant war dies für TGFBR2 (p<0,001) darstellbar. IL10 wiederum zeigte 
keine wesentliche Änderung der Genexpression. Weiterhin stieg im Rahmen der LAD-
Ligatur die Genexpressionen der pro-Angiogenese Faktoren signifikant an (Abb. 19). 
Eindrücklich konnte dies an den Genen FGF2 (p<0,001) und PGF (p<0,001) demonstriert 
werden. VEGFA sank mit einer Signifikanz von p<0,01. Die Normierung auf das weitere 
„Housekeeping“ Gen B2M ergab dieselben Tendenzen mit ebenfalls signifikanten 
Ergebnissen (VEGFA; p<0,05, FGF2; p<0,05). In der pro-„Survival“ Gruppe waren alle 
Ergebnisse signifikant (Abb. 20). HGF (p<0,001), IGF1 (p<0,01) und SDF1 (p<0,01) stiegen 
signifikant an, wohingegen AKT1 (p<0,05) signifikant abnahm. Die Normierung auf B2M 
ergab die gleichen Tendenzen mit ebenfalls vorhandener Signifikanz für HGF (p<0,001, 
Tabelle 7). Auch die gesamten Genexpressionen der „Remodeling“-Gruppe nahmen durch 
die LAD-Ligatur signifikant zu (Abb.21). MMP9 und TIMP1 erreichten Signifikanzen von 
p<0,01 und MMP2 von p<0,001. Die Normierung auf B2M ergab dieselben Tendenzen in 
der Genexpression mit ebenfalls ausschließlich signifikanten Ergebnissen von p<0,01 für 
MMP9 und TIMP1 und p<0,05 für MMP2 (Tabelle 7). Die infarktspezifischen Marker 
wurden ebenfalls nach o.g. Intervention vermehrt exprimiert (Abb. 22). NPPA zeigte eine 
signifikante Steigerung von p<0,001, sowohl für die Normierung auf TOP2B als auch auf 
B2M.  

Versuchsreihe 5: Acht Wochen post-Intervention 

Zur vereinfachten Übersicht wurde in Abbildung 23 für jeweils eine Gengruppe 
exemplarisch ein Gen ausgewählt: TGFBR2 für die Gruppe der Immunmodulation, MMP2 
für das „Remodeling“, VEGFA für die pro-Angiogenese, AKT1 für das pro-„Survival“ und 
NPPB für die infarktspezifsche Gruppe.  



59 

 

 

Abb. 23: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse: Vergleich der Vorderwand LAD-/TEMS- versus 
Vorderwand LAD+/TEMS- nach acht Wochen. Exemplarisch wurde ein Gen aus jeder Gengruppe gewählt: 
TGFBR2 für die Gruppe der Immunmodulation, MMP2  für „Remodeling“, VEGFA für pro-Angiogenese, AKT1 
für pro-„Survival“, NPPB für die infarktspezifsche Gruppe; VW, Vorderwand linker Ventrikel; LAD, „Left 
anterior descending“ Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der 
Intervention; -, Fehlen der Intervention; vs., versus; 8W, acht Wochen post-Intervention; top2b, 
Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung; *, Signifikanz p<0,05  
 

Acht Wochen nach der LAD-Ligatur konnten ähnliche Ergebnisse zur Versuchsreihe 1 
erzielt werden (Abb. 23). Insgesamt zeigten sich im Vergleich in allen untersuchten 
Gengruppen dieselben Tendenzen, jedoch mit insgesamt etwas geringerer Signifikanz 
(Tabelle 7, Versuchsreihe 5). Die Immunmodulatoren IL10 und TGFBR2 wurden ebenfalls 
vermehrt exprimiert, lediglich TNFa war erniedrigt. Die pro-Angiogenese Faktoren FGF2 
(p<0,01) und PGF (p<0,05) wurden ebenso signifikant vermehrt exprimiert und VEGFA 
vermindert (p<0,05). Signifikante Ergebnisse ergaben sich auch in der pro-„Survival“ 
Gruppe. HGF (p<0,05) und IGF1 (p<0,05) stiegen an, wohingegen AKT1, wie bereits in der 
Versuchsreihe 1, signifikant abnahm (für TOP2B mit p<0,05 und für B2M p<0,01). 
Außerdem waren steigende und signifikante Tendenzen in der „Remodeling“- (TIMP1; 
p<0,01) und infarktspezifischen Gruppe (NPPA; p<0,01) zu eruieren. Kurz zusammengefasst 
konnte gezeigt werden, dass die LAD-Ligatur zu Veränderungen der myokardialen 
Genexpression der Zielgene führt und somit das Kleintier-Infarktmodell funktioniert. 
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Tabelle 7: Tendenzen der Genexpression für die Versuchsreihen 1 und 5: Dargestellt sind Tendenzen der 
Genexpressionen von Versuchsreihe 1, vier Wochen post-Intervention; und Versuchsreihe 5, acht Wochen post-
Intervention; Vergleich Vorderwand linker Ventrikel LAD-/TEMS- versus Vorderwand linker Ventrikel 
LAD+/TEMS-; Unterteilung in fünf Gen-Gruppen: Immunmodulation: TNFa, Tumornekrosefaktor alpha; 
IL10, Interleukin 10; TGFBR2, „Transforming growth factor, beta receptor“; pro-Angiogenese: VEGFA, 
„Vascular endothelial growth factor A“; FGF2, „Fibroblast growth factor 2“; PGF, „Placental growth factor“; 
PDGFB, „Platelet-derived growth factor beta polypeptide”; pro-„Survival“: HGF, „Hepatocyte growth factor” 
; SDF1, „Stromal cell-derived factor 1“; IGF1, „Insulin-like growth factor 1“; AKT1, „V-akt murine thymoma 
oncogene homolog factor 1”; Remodeling: MMP2, Matrixmetalloproteinase 2 ; MMP9, Matrixmetalloproteinase 
9; TIMP1, „Tissue inhibitor of matrixmetalloproteinase 1“; Infarktspezifische Gruppe: NPPA, „Natriuretic 
peptide A” ; NPPB, „Natriuretic peptide B“; Housekeeping Gene: top2b, Topoisomerase-II-beta; b2m, beta-2-
Microglobulin; p.I., post-Intervention; LAD, „Left anterior descending“ Koronaraterie Ligatur; TEMS, „Tissue 
engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der Intervention; , >20% steigende 
Veränderung; , >20% reduzierte Veränderung; , 10-20% steigende Veränderung; , 10-20% reduzierte 
Veränderung; , <10% Veränderung der Genexpression; Trends ohne Signifikanz schwarz dargestellt, 
Signifikanzen rot dargestellt; *, Signifikanz p<0,05; **, Signifikanz p<0,01; *** Signifikanz von p<0,001 
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3.3.2 Einfluss der LAD-Ligatur auf die Genexpression der ventrikulären 
Hinterwand  

Versuchsreihe 2 und 6: HW LAD-/TEMS- versus HW LAD+/TEMS-: 
 
In den Versuchsreihen 2 (vier Wochen nach LAD-Ligatur) und 6 (acht Wochen nach lad-
Ligatur) wurden der Einfluss der LAD-Ligatur auf die ventrikulären Hinterwände untersucht. 
Dies diente ebenfalls der Qualitätskontrolle der LAD-Ligatur, da die LAD lediglich die 
Vorderwände der linken Ventrikel versorgte. Auch hier wurde zur vereinfachten Übersicht 
für jeweils eine Gengruppe exemplarisch ein Gen ausgewählt: TGFBR2 für die Gruppe der 
Immunmodulation, MMP2 für „Remodeling“, VEGFA für pro-Angiogenese, AKT1 für pro-
„Survival“ und NPPB für die infarktspezifsche Gruppe.  

Versuchsreihe 2: Vier Wochen post-Intervention 

 

Abb. 24: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse: Vergleich der Hinterwand LAD-/TEMS- versus 
Vorderwand LAD+/TEMS- nach vier Wochen. Exemplarisch wurde ein Gen aus jeder Gengruppe gewählt: 
TGFBR2 für die Gruppe der Immunmodulation, MMP2 für „Remodeling“, VEGFA für pro-Angiogenese, AKT1 
für pro-„Survival“, NPPB für die infarktspezifsche Gruppe; HW, Hinterwand linker Ventrikel; LAD, „Left 
anterior descending“ Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der 
Intervention; -, Fehlen der Intervention; vs., versus; 4W, vier Wochen post-Intervention; top2b, Topoisomerase-
II-beta; SD, Standardabweichung; ***, Signifikanz p<0,001 
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Die immunmodulatorischen Faktoren TNFa und TGFBR2 waren minimal erhöht. Das IL10 
wurde mit n<3 nicht berücksichtigt. Die pro-Angiogenese Faktoren VEGFA, FGF2 und PGF 
zeigten nahezu keine Veränderungen der Genexpressionen (<10% Veränderung der 
Genexpression). PDGFB hingegen war leicht erhöht. Die pro-„Survival“ Faktoren SDF1 und 
AKT1 wiesen ebenfalls keine wesentlichen Veränderungen der Genexpression auf, 
wohingegen HGF und IGF1 vermehrt exprimiert wurden. Die „Remodeling“ Faktoren 
MMP2, MMP9 und TIMP1 sowie die infarktspezifischen Gene NPPA und NPPB zeigten 
vermehrte Expressionen (NPPA und NPPB; p<0,001). Zusammenfassend zeigten die 
immunmodulatorischen- , die pro-Angiogenese- und die pro-„Survival“ Faktoren nahezu 
keine ausschlagenden Tendenzen in der Genexpression (Abb.24). Die „Remodeling“- und 
infarktspezifischen Faktoren wiesen erhöhte Genexpressionen mit p<0,001 für NPPA auf. 

Versuchsreihe 6: Acht Wochen post-Intervention 

 

Abb. 25: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse: Vergleich der Hinterwand LAD-/TEMS- versus 
Vorderwand LAD+/TEMS- nach acht Wochen. Exemplarisch wurde ein Gen aus jeder Gengruppe gewählt: 
TGFBR2 für die Gruppe der Immunmodulation, MMP2 für „Remodeling“, VEGFA für pro-Angiogenese, AKT1 
für pro-„Survival“, NPPB für die infarktspezifsche Gruppe; HW, Hinterwand linker Ventrikel; LAD, „Left 
anterior descending“ Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der 
Intervention; -, Fehlen der Intervention; vs., versus; 8W, acht Wochen post-Intervention; top2b, 
Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung 

Wie bereits in der Versuchsreihe 2 dargestellt, zeigten sich auch hier für die 
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immunmodulatorischen-, die pro-Angiogenese- und die pro-„Survival“ Faktoren nahezu 
keine Tendenzen auf Genexpressionsebene (Abb. 25). TNFa wurde etwas weniger 
exprimiert, wohingegen IL10 dezent vermehrt exprimiert wurde (Immunmodulation). 
VEGFA, PDF und PDGFB aus der Gruppe der pro-Angiogenese Faktoren zeigten keine 
wesentlichen Änderungen, wohingegen FGF2 etwas vermehrt exprimiert wurde. Wie bereits 
in der Versuchsreihe 2 veranschaulicht, wurden HGF und IGF1 aus der Gruppe der pro- 
„Survival“ Faktoren vermehrt exprimiert. Die Gene MMP2, MMP9 und TIMP1 aus der 
Gruppe des „Remodelings“ waren leicht erhöht. Signifikant erhöht war lediglich das 
infarktspezifische Gen NPPA auf TOP2B normiert (p<0,05).  

Insgesamt waren jedoch im Vergleich zur Versuchsreihe 1 und 5 deutlich geringere 
Ausschläge in der Genexpression zu erkennen. Dies spiegelte sich auch in der Anzahl und 
dem Ausmaß der signifikanten Ergebnisse wieder (Tabelle 8), wobei ein Großteil der 
Tendenzen der Genexpressionen kleiner als 10% waren (siehe „ “ in der Tabelle 8). Es 
konnte somit gezeigt werden, dass sich die LAD-Ligatur fast ausschließlich auf die 
Genexpression der Vorderwände auswirkte und dementsprechend auf das physiologische 
Versorgungsgebiet der LAD.  



64 

 

 

Tabelle 8: Tendenzen der Genexpression für die Versuchsreihen 2 und 6: Dargestellt sind Tendenzen der 
Genexpressionen von Versuchsreihe 2, vier Wochen post-Intervention; und Versuchsreihe 6, acht Wochen post-
Intervention; Vergleich Hinterwand linker Ventrikel LAD-/TEMS- versus Hinterwand linker Ventrikel 
LAD+/TEMS-; Unterteilung in fünf Gen-Gruppen: Immunmodulation: TNFa, Tumornekrosefaktor alpha; 
IL10, Interleukin 10; TGFBR2, „Transforming growth factor, beta receptor“; pro-Angiogenese: VEGFA, 
„Vascular endothelial growth factor A“; FGF2, „Fibroblast growth factor 2“; PGF, „Placental growth factor“; 
PDGFB, „Platelet-derived growth factor beta polypeptide”; pro-„Survival“: HGF, „Hepatocyte growth factor” 
; SDF1, „Stromal cell-derived factor 1“; IGF1, „Insulin-like growth factor 1“; AKT1, „V-akt murine thymoma 
oncogene homolog factor 1”; Remodeling: MMP2, Matrixmetalloproteinase 2 ; MMP9, Matrixmetalloproteinase 
9; TIMP1, „Tissue inhibitor of matrixmetalloproteinase 1“; Infarktspezifische Gruppe: NPPA, „Natriuretic 
peptide A” ; NPPB, „Natriuretic peptide B“; Housekeeping Gene: top2b, Topoisomerase-II-beta; b2m, beta-2-
Microglobulin; p.I., post-Intervention; LAD, „Left anterior descending“ Koronaraterie Ligatur; TEMS, „Tissue 
engineered matrix scaffold“; +, Vorhandenseinder Intervention; -, Fehlen der Intervention; , >20% steigende 
Veränderung; , >20% reduzierte Veränderung; , 10-20% steigende Veränderung; , 10-20% reduzierte 
Veränderung; , <10% Veränderung der Genexpression; X. n<3; Trends ohne Signifikanz schwarz dargestellt, 
Signifikanzen rot dargestellt; *, Signifikanz p<0,05; **, Signifikanz p<0,01; *** Signifikanz von p<0,001 
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3.3.3 Bedeutung der ventrikulären Stabilisierung des nativen Myokards mittels 
eines TEMS für die myokardiale Genexpression nach der LAD-Ligatur  

Versuchsreihe 3 und 7: VW LAD+/TEMS- versus VW LAD+/TEMS+ 

Diese Versuchsreihen bildeten den Schwerpunkt dieser experimentellen Arbeit, sodass 
nachfolgend die Genexpressionsanalysen aller 16 untersuchter Gene graphisch dargestellt 
werden. Hierbei wurde die Bedeutung des TEMS als ventrikuläre Stabilisierung des 
infarzierten Myokards auf Genexpressionsebene herausgearbeitet. Es wurde anhand der 
untersuchten Gengruppen analysiert, in welcher Art und Weise die Intervention TEMS 
Einfluss auf die myokardiale Genexpression nach der Induktion eines Myokardinfarkts 
nehmen kann. Wie bereits in den Kapiteln 3.3.1 und 3.3.2 gab es eine Versuchsreihe, welche 
Proben vier Wochen nach der Intervention analysierte (Versuchsreihe 3) und eine 
Versuchsreihe acht Wochen nach Intervention (Versuchsreihe 7). Zur übersichtlicheren 
Darstellung werden die Ergebnisse in den Graphen lediglich auf ein „Housekeeping“ Gen 
(TOP2B) normiert.  

Versuchsreihe 3: Vier Wochen post-Intervention: 

 

Abb. 26: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse zur Immunmodulation: Vergleich der 
Vorderwand LAD+/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS+ nach vier Wochen. LAD, „Left anterior 
descending“ Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; 
-, Fehlen der Intervention; 4W, vier Wochen post-Intervention; TNFa, Tumornekrosefaktor alpha; IL10, 
Interleukin 10; TGFBR2, „Transforming growth factor, beta receptor“ II; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, 
Standardabweichung; *, Signifikanz p<0,05 
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Die Intervention TEMS konnte die Immunmodulatoren TNFa und TGFBR2 senken (Abb. 
26). Dies konnte für die Normierung beider „Housekeeping“ Gene gezeigt werden. 
Wohingegen TNFa nur eine geringe Abnahme zeigte, wurde TGFBR2 mit p<0,05 signifikant 
vermindert exprimiert. Zwei von sechs Proben der IL10 Gruppe zeigten stark positive 
Ausbrüche, sodass IL10 insgesamt erhöht war. Insgesamt hatte die Intervention TEMS eine 
eher reduzierende Wirkung auf die dargestellten Immunmodulatoren.  

 

 

Abb. 27: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse pro-Angiogenese: Vergleich der Vorderwand 
LAD+/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS+ nach vier Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 4W, vier Wochen post-Intervention; VEGFA, „Vascular endothelial growth factor A“; FGF2, 
„Fibroblast growth factor 2“; PGF, „Placental growth factor“; PDGFB, „Platelet-derived growth factor beta 
polypeptide”; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung; *, Signifikanz p<0,05 

 
Die Intervention TEMS hatte auf die Genexpressionen von VEGFA und PDGFB eine 
reduzierende Wirkung, wobei sich Letzteres mit p<0,05 signifikant zeigte (Abb. 27). FGF2 
zeigte normiert auf TOP2B keine relevante Veränderung der Genexpression, wohingegen es 
bei der Normierung auf B2M ebenfalls eine Reduktion zeigte. PGF hingegen wies für beide 
„Housekeeping“ Gene eine steigende Tendenz auf. 
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Abb. 28: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse pro-„Survival“: Vergleich der Vorderwand 
LAD+/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS+ nach vier Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 4W, vier Wochen post-Intervention; HGF, „Hepatocyte growth factor” ; SDF1, „Stromal cell-
derived factor 1“; IGF1, „Insulin-like growth factor 1“; AKT1, „V-akt murine thymoma oncogene homolog 
factor 1”; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung 

Das TEMS hatte für beide „Housekeeping“ Gene einen positiven Einfluss auf die pro-
„Survival“ Faktoren HGF, und IGF1. Letzteres war für die Normierung auf B2M mit p<0,05 
signifikant erhöht. SDF1 zeigte normiert auf TOP2B ebenfalls eine steigende Tendenz, 
wohingegen AKT1 leicht vermindert war (Abb. 28). Zusammenfassend wurden drei von vier 
pro-„Survival“ Genen nach der Intervention TEMS vermehrt exprimiert.  
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Abb. 29: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse „Remodeling“: Vergleich der Vorderwand 
LAD+/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS+ nach vier Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 4W, vier Wochen post-Intervention; MMP2, Matrixmetalloproteinase 2 ; MMP9, 
Matrixmetalloproteinase 9; TIMP1, „Tissue inhibitor of matrixmetalloproteinase 1“; top2b, Topoisomerase-II-
beta; SD, Standardabweichung 

 
Aus der Gengruppe des „Remodelings“ war MMP9 für beide „Housekeeping“ Gene durch 
die TEMS Intervention deutlich erhöht, wobei eine Probe außerhalb der Standardabweichung 
lag (Abb. 29). TIMP1 war leicht erhöht, wohingegen MMP2 keine relevanten Ausschläge 
zeigte.  
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Abb. 30: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse „Infarkt“: Vergleich der Vorderwand 
LAD+/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS+ nach vier Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 4W, vier Wochen post-Intervention; NPPA, „Natriuretic peptide A” ; NPPB, „Natriuretic peptide 
B“; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung 

Die Intervention TEMS konnte beide infarktspezifischen Faktoren NPPA und NPPB senken 
(Abb. 30). Dies zeigte sich bei der Normierung auf beide „Housekeeping“ Gene. Normiert 
auf B2M konnte NPPB signifikant gesenkt werden (p<0,05). 
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Versuchsreihe 7: Acht Wochen post-Intervention 

 

Abb. 31: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse zur Immunmodulation: Vergleich der 
Vorderwand LAD+/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS+ nach acht Wochen. LAD, „Left anterior 
descending“ Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; 
-, Fehlen der Intervention; 8W, acht Wochen post-Intervention; TNFa, Tumornekrosefaktor alpha; IL10, 
Interleukin 10; TGFBR2, „Transforming growth factor, beta receptor“ II; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, 
Standardabweichung; *, Signifikanz p<0,05 

Im Vergleich zur Versuchsreihe 3 (vier Wochen nach Intervention wurden TNFa und 
TGFBR2 herunterreguliert) hatte die Intervention TEMS eher eine leicht hochregulierende 
Wirkung auf die genannten Immunmodulatoren (Abb.31). TGFBR2 blieb zwar bei der 
Normierung auf TOP2B konstant, jedoch zeigte sich normiert auf B2M eine Hochregulation. 
IL10 wurde ebenfalls vermehrt exprimiert. Hierbei handelte es sich lediglich um Tendenzen. 
Signifikante Ergebnisse ergaben sich hierbei nicht.  
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Abb. 32: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse pro-Angiogenese: Vergleich der Vorderwand 
LAD+/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS+ nach acht Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 8W, acht Wochen post-Intervention; VEGFA, „Vascular endothelial growth factor A“; FGF2, 
„Fibroblast growth factor 2“; PGF, „Placental growth factor“; PDGFB, „Platelet-derived growth factor beta 
polypeptide”; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung; *, Signifikanz p<0,05 

Im Gegensatz zur Versuchsreihe 3 wurden acht Wochen nach Intervention VEGFA und 
PDGFB vermehrt exprimiert (Abb. 32). Für PDGFB bestand eine Signifikanz von p<0,05. 
Die Ergebnisse für FGF2 und PGF wiederum stimmten im Vergleich überein. FGF2 wurde 
ebenso herunter- und PGF hochreguliert, wie vier Wochen nach der TEMS Intervention. 
Insgesamt wurden drei von vier pro-Angiogenese Faktoren durch die TEMS-Stabilisierung 
vermehrt exprimiert. 
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Abb. 33: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse pro-„Survival“: Vergleich der Vorderwand 
LAD+/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS+ nach acht Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 8W, acht Wochen post-Intervention; HGF, „Hepatocyte growth factor” ; SDF1, „Stromal cell-
derived factor 1“; IGF1, „Insulin-like growth factor 1“; AKT1, „V-akt murine thymoma oncogene homolog 
factor 1”; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung 

In der Gengruppe der pro-„Survival“ Faktoren zeigte sich eine Dynamik gegenüber der 
Versuchsreihe 3 (vier Wochen nach Intervention). IGF1 wurde herunterreguliert, 
wohingegen es nach vier Wochen signifikant vermehrt exprimiert wurde. Für AKT1 zeigt es 
sich umgekehrt. Hier wurde es hochreguliert, obwohl es in der Versuchsreihe 3 vermindert 
exprimiert wurde (Abb. 33). Für SDF1 und HGF ließen sich keine klaren Tendenzen 
nachweisen. Die Genexpressionen waren nahezu unverändert.  
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Abb. 34: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse „Remodeling“: Vergleich der Vorderwand 
LAD+/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS+ nach acht Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 8W, acht Wochen post-Intervention; MMP2, Matrixmetalloproteinase 2 ; MMP9, 
Matrixmetalloproteinase 9; TIMP1, „Tissue inhibitor of matrixmetalloproteinase 1“; top2b, Topoisomerase-II-
beta; SD, Standardabweichung 

MMP2 zeigte sich wie bereits 4 Wochen nach der Intervention (3. Versuchsreihe) nahezu 
unbeeinflusst.  TIMP1 wurde nach acht Wochen geringfügig weniger exprimiert. MMP9 
wurde ebenso wie in der 3. Versuchsreihe durch das TEMS hochreguliert (Abb. 34). In dieser 
Gengruppe ergaben sich lediglich Tendenzen und keine signifikanten Ergebnisse.  
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Abb. 35: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse „Infarkt“: Vergleich der Vorderwand 
LAD+/TEMS- versus Vorderwand LAD+/TEMS+ nach acht Wochen. LAD, „Left anterior descending“ 
Koronararterie; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der 
Intervention; 8W, acht Wochen post-Intervention; NPPA, „Natriuretic peptide A” ; NPPB, „Natriuretic peptide 
B“; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung 

Wie bereits vier Wochen nach der TEMS-Intervention zeigte sich NPPA auch nach acht 
Wochen herunterreguliert. NPPB hingegen wurde nach acht Wochen dezent vermehrt 
exprimiert (Abb. 35).  

Insgesamt wurden durch die Intervention TEMS nach vier Wochen zwei von drei 
Immunmodulatoren herunterreguliert (TGFBR2, p<0,05). Nach acht Wochen zeigten die 
selben Gene eine milde Hochregulation und somit eine Dynamik. PDGFB war als pro-
Angiogenese Faktor nach vier Wochen signifikant vermindert (p<0,05), wohingegen es nach 
acht Wochen signifikant erhöht war (p<0,05). Die gleiche Tendenz zeigte sich für das Gen 
VEGFA aus selbiger Gengruppe. Drei von vier pro-„Survival“ Faktoren wurden nach vier 
Wochen durch das TEMS hochreguliert, IGF1 mit einer Signifikanz von p<0,05 (normiert 
auf B2M). Nach acht Wochen bestand für IGF1 eine dezent verminderte Genexpression. 
MMP9 war als „Remodeling“ Faktor sowohl nach vier- als auch nach acht Wochen erhöht. 
TIMP1 wurde zunächst hochreguliert und im Verlauf zeigte sich ein abnehmender Trend. 
Die infarktspezifischen Faktoren konnten nach vier Wochen durch die Intervention TEMS 
deutlich gesenkt werden. Für NPPB bestand eine Signifikanz von p<0,05. Nach acht Wochen 
wurde NPPB dezent vermehrt exprimiert. Im zeitlichen Verlauf besteht somit eine Dynamik 
in den Genexpressionen (Tabelle 9), wobei insbesondere vier Wochen nach der TEMS-
Intervention die Entzündungsmarker/Immunmodulatoren sowie die infarktspezifischen Gene 
deutlich reduziert wurden. Weiterhin wurden 3/4 der pro-„Survival“ Gene hochreguliert.  
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Tabelle 9: Tendenzen der Genexpression für die Versuchsreihen 3 und 7: Dargestellt sind Tendenzen der 
Genexpressionen von Versuchsreihe 3, vier Wochen post-Intervention; und Versuchsreihe 7, acht Wochen post-
Intervention; Vergleich Vorderwand linker Ventrikel LAD+/TEMS- versus Vorwand linker Ventrikel 
LAD+/TEMS+; Unterteilung in fünf Gen-Gruppen: Immunmodulation: TNFa, Tumornekrosefaktor alpha; 
IL10, Interleukin 10; TGFBR2, „Transforming growth factor, beta receptor“; pro-Angiogenese: VEGFA, 
„Vascular endothelial growth factor A“; FGF2, „Fibroblast growth factor 2“; PGF, „Placental growth factor“; 
PDGFB, „Platelet-derived growth factor beta polypeptide”; pro-„Survival“: HGF, „Hepatocyte growth factor” 
; SDF1, „Stromal cell-derived factor 1“; IGF1, „Insulin-like growth factor 1“; AKT1, „V-akt murine thymoma 
oncogene homolog factor 1”; Remodeling: MMP2, Matrixmetalloproteinase 2 ; MMP9, Matrixmetalloproteinase 
9; TIMP1, „Tissue inhibitor of matrixmetalloproteinase 1“; Infarktspezifische Gruppe: NPPA, „Natriuretic 
peptide A” ; NPPB, „Natriuretic peptide B“; Housekeeping Gene: top2b, Topoisomerase-II-beta; b2m, beta-2-
Microglobulin; p.I., post-Intervention; LAD, „Left anterior descending“ Koronaraterie Ligatur; TEMS, „Tissue 
engineered matrix scaffold“; +, Vorhandenseinder Intervention; -, Fehlen der Intervention; , >20% steigende 
Veränderung; , >20% reduzierte Veränderung; , 10-20% steigende Veränderung; , 10-20% reduzierte 
Veränderung; , <10% Veränderung der Genexpression; Trends ohne Signifikanz schwarz dargestellt, 
Signifikanzen rot dargestellt; *, Signifikanz p<0,05 
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3.3.4 Genexpression, der in das TEMS migrierten Zellen  

Versuchsreihe 4 und 8: TEMS VW LAD-/TEMS+ versus TEMS VW LAD+/TEMS+: 

Dies waren die einzigen Versuchsreihen, wo nicht das Myokard untersucht wurde, sondern 
das TEMS an sich. In der histologischen Untersuchung des TEMS, die nicht Teil dieser 
Dissertationsarbeit war, hatte sich eine Zellmigration in das TEMS-Gewebe gezeigt. Hier 
wurde deshalb die RNA, der in das TEMS migrierten Zellen, auf Genexpressionsebene 
untersucht. Darüber hinaus wurde verglichen, ob es einen Unterschied in der TEMS-
Myokard-Interaktion gab, wenn ein Myokardinfarkt induziert wurde. Auch hier wurden die 
Gene nach vier Wochen (Versuchsreihe 4) und nach acht Wochen (Versuchsreihe 8) 
analysiert und für eine bessere Übersicht jeweils ein Gen aus jeder Gengruppe ausgewählt. 
Wie bereits in 3.3.1 und 3.3.2 wurden TGFBR2 für die Gruppe der Immunmodulation, 
MMP2 für „Remodeling“, VEGFA für pro-Angiogenese, AKT1 für pro-„Survival“ und 
NPPB für die infarktspezifsche Gruppe ausgewählt. Normiert wurde ebenso auf das 
„Housekeeping“ Gen TOP2B. Zu beachten ist, dass die RNA Konzentrationen aufgrund der 
geringeren Masse gegenüber den Myokardproben geringer ausfiel (Abb. 17).  

Versuchsreihe 4: Vier Wochen post-Intervention 

  

Abb.36: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse: Vergleich der TEMS Vorderwand LAD-/TEMS+ versus 
TEMS Vorderwand LAD+/TEMS+ nach vier Wochen. Aufgrund unterschiedlicher Maßstäbe, Darstellung in 
zwei Graphen. Exemplarisch wurde ein Gen aus jeder Gengruppe gewählt: TGFBR2 für die Immunmodulation, 
MMP2 für „Remodeling“, VEGFA für pro-Angiogenese, AKT1 für pro-„Survival“, NPPB für die infarktspezifsche 
Gruppe; TEMS, „Tissue engineered matrix scaffold“; VW, Vorderwand des TEMS; LAD, „Left anterior 
descending“ Koronararterie; +, Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der Intervention; vs., versus; 4W, 
vier Wochen post-Intervention; top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung  
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Versuchsreihe 8: Acht Wochen post-Intervention 

 

Abb. 37: Graphische Darstellung der PCR Ergebnisse: Vergleich der TEMS Vorderwand LAD-/TEMS+ 
versus TEMS Vorderwand LAD+/TEMS+ nach acht Wochen. Exemplarisch wurde ein Gen aus jeder 
Gengruppe gewählt: TGFBR2 für die Gruppe der Immunmodulation, MMP2 für „Remodeling“, VEGFA für 
pro-Angiogenese, AKT1 für pro-„Survival“, NPPB für die infarktspezifsche Gruppe; TEMS, „Tissue 
engineered matrix scaffold“; VW, Vorderwand des TEMS; LAD, „Left anterior descending“ Koronararterie; +, 
Vorhandensein der Intervention; -, Fehlen der Intervention; vs., versus; 4W, vier Wochen post-Intervention; 
top2b, Topoisomerase-II-beta; SD, Standardabweichung; *, Signifikanz p<0,05 

Zunächst ließ sich für beide Versuchsreihen zeigen, dass RNA in den TEMS nachzuweisen 
war, was die histologisch festgestellte Migration von Zellen in das TEMS bestätigte.  
In den TEMS, welche mit einem infarzierten Myokard interagierten, zeigten sich nach vier 
Wochen diskret verminderte Genexpressionen für die Immunmodulatoren (TNFa, IL10, 
TGFBR2) im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche mit nativem Myokard interagierte 
(bezogen auf das B2M „Housekeeping“ Gen). Normiert auf TOP2B konnten keine 
Ausschläge festgestellt werden. Nach acht Wochen hingegen bestand eher eine gesteigerte 
Genexpression für IL10 und TGFBR2 (Tabelle 10). Die pro-Angiogenese Faktoren FGF2 
und PGF waren sowohl vier- als auch acht Wochen nach der Intervention leicht erhöht, 
wohingegen PDGFB (p<0,05) nach vier Wochen und VEGFA (p<0,05) nach acht Wochen 
signifikant erniedrigt waren (Abb. 36 und 37). Die pro-„Survival“ Faktoren (HGF, SDF1, 
IGF1, AKT1) zeigten in beiden Versuchsreihen nahezu keine ausschlaggebenden Tendenzen 
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in der Genexpression. Die Gene des „Remodelings“ waren sowohl nach vier- als auch nach 
acht Wochen für MMP2 und TIMP1 leicht erhöht. MMP9 war nach vier Wochen erniedrigt 
und nach acht Wochen marginal erhöht. Die infarktspezifischen Faktoren waren in den 
TEMS zu beiden Zeitangaben erniedrigt. Die Graphen für die infarktspezifischen Gene der 
Versuchsreihe 4 wurden aufgrund unterschiedlicher Maßstäbe in Abbildung 36 separat 
dargestellt. Signifikant war die Reduzierung der infarktspezifischen Genexpression nach acht 
Wochen für beide „Housekeeping“ Gene.  

Insgesamt zeigten sich in diesen Versuchsreihen wenig ausschlaggebende Tendenzen 
zwischen den Versuchsgruppen (Tabelle 10), jedoch konnte indirekt gezeigt werden, dass 
Zellen in das TEMS migrierten, da RNA in den TEMS messbar war mit Ausschlägen in der 
Genexpression.  

  



79 

 

 

Tabelle 10: Tendenzen der Genexpression für die Versuchsreihen 4 und 8: Dargestellt sind Tendenzen der 
Genexpressionen von Versuchsreihe 4, vier Wochen post-Intervention; und Versuchsreihe 8, acht Wochen post-
Intervention; Vergleich TEMS Vorderwand LAD-/TEMS+ versus TEMS Vorderwand LAD+/TEMS+; 
Unterteilung in fünf Gen-Gruppen: Immunmodulation: TNFa, Tumornekrosefaktor alpha; IL10, Interleukin 10; 
TGFBR2, „Transforming growth factor, beta receptor“; pro-Angiogenese: VEGFA, „Vascular endothelial 
growth factor A“; FGF2, „Fibroblast growth factor 2“; PGF, „Placental growth factor“; PDGFB, „Platelet-
derived growth factor beta polypeptide”; pro-„Survival“: HGF, „Hepatocyte growth factor” ; SDF1, „Stromal 
cell-derived factor 1“; IGF1, „Insulin-like growth factor 1“; AKT1, „V-akt murine thymoma oncogene homolog 
factor 1”; Remodeling: MMP2, Matrixmetalloproteinase 2 ; MMP9, Matrixmetalloproteinase 9; TIMP1, „Tissue 
inhibitor of matrixmetalloproteinase 1“; Infarktspezifische Gruppe: NPPA, „Natriuretic peptide A” ; NPPB, 
„Natriuretic peptide B“; Housekeeping Gene: top2b, Topoisomerase-II-beta; b2m, beta-2-Microglobulin; p.I., 
post-Intervention; LAD, „Left anterior descending“ Koronaraterie Ligatur; TEMS, „Tissue engineered matrix 
scaffold“; +, Vorhandenseinder Intervention; -, Fehlen der Intervention; , >20% steigende Veränderung; , 
>20% reduzierte Veränderung; , 10-20% steigende Veränderung; , 10-20% reduzierte Veränderung; , 
<10% Veränderung der Genexpression; Trends ohne Signifikanz schwarz dargestellt, Signifikanzen rot 
dargestellt; *, Signifikanz p<0,05 
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4. Diskussion 
Aufgrund des stetig zunehmenden Durchschnittsalters in der Bevölkerung, dem daraus 
resultierendem Anstieg an Herzinsuffizienzen und dem aktuellen Defizit an kurativen 
Therapiemöglichkeiten, werden alternative Therapieansätze in der kardiovaskulären Medizin 
dringend benötigt. Multidisziplinäre Lösungsansätze könnte hier in Zukunft die regenerative 
Medizin liefern. In dieser experimentellen Doktorarbeit wurden die Veränderungen der 
myokardialen Genexpression nach der ventrikulären Stabilisierung des Myokards mittels 
eines TEMS untersucht. In einem ersten Schritt wurde das angewandte LAD-Ligatur-Model 
verifiziert, indem gezeigt werden konnte, dass nach der LAD-Ligatur infarktspezifische-, 
immunmodulatorische- und „Remodeling“ Faktoren auf Genexpressionsebene signifikant 
anstiegen. In dem Hauptteil dieser Arbeit konnte evaluiert werden, dass sich die 
Genexpression verändert, wenn man das native, infarzierte Myokard mit einer TEMS 
stabilisiert. Sowohl Entzündungsmarker (TGFBR2), als auch infarktspezifische Gene 
(NPPB) konnten teilweise signifikant (p<0,05) durch die Intervention TEMS gesenkt 
werden. Weiterhin wurden 75% der pro-„Survival“ Gene vermehrt exprimiert, z.B. IGF1 mit 
einer Signifikanz von p<0,05. Nach acht Wochen waren ¾ der pro-Angiogenese Gene 
hochreguliert. Im letzten Teil dieser wissenschaftlichen Arbeit konnte gezeigt werden, dass 
RNA mit einer veränderten Genexpression in den TEMS nachzuweisen war, was indirekt für 
eine Migration und Rekrutierung von Zellen aus dem nativen Myokard in das TEMS spricht. 
Dies weist auf eine bioaktive Interaktion des TEMS mit dem Myokard hin. Darüber hinaus 
gibt die Veränderung der Genexpression des Myokards nach Stabilisierung mittels eines 
TEMS den Hinweis darauf, dass das TEMS die Regeneration des Myokards fördern könnte. 
Zusammenfassend ergibt sich hieraus ein großes klinisches Potential des TEMS als 
bioaktives Ausgansmaterial für die Regeneration des Myokards und somit für die 
regenerative Medizin.  
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4.1 Einordnung der erzielten Ergebnisse in den 
wissenschaftlichen Stand der Forschung 

4.1.1 Evaluierung des Kleintierinfarktmodels auf Genexpressionsebene 

In den Versuchensreihen 1 und 5 wurden zunächst das Kleintierinfarktmodell evaluiert. Hier 
wurden vier- und acht Wochen nach der LAD-Ligatur die infarzierten Herzen explantiert, 
molekularbiologisch aufgearbeitet und die Genexpression ausgewählter Gene untersucht. 
Dies geschah im Vergleich zu einer sog. „Sham“ Gruppe (ohne LAD-Ligatur). Etabliert 
wurde dieses Modell bereits durch Jain et.al. [137]. Grundsätzlich wurden zwei 
unterschiedliche Zeitpunkte gewählt, um eine Aussage über subakute- und chronische 
Veränderungen nach den jeweiligen Interventionen tätigen zu können. Normiert wurden die 
Untersuchungen auf zwei unterschiedliche „Housekeeping“ Gene, um auch hier die 
Aussagekraft zu erhöhen. Die Auswahl geschah auf Grundlage einer ausführlichen 
Literaturrecherche. [100], [99], [98], [97] Höchste Relevanz hatten die „Housekeeping“ 
Gene, welche konstitutiv und somit unreguliert und unabhängig vom Zelltyp gebildet 
worden. Auf Genexpressionsebene konnte gezeigt werden, dass der induzierte 
Vorderwandinfarkt signifikante Auswirkungen auf die fünf Gengruppen hatte. Prägnante 
Hinweise darauf, dass das Infarktmodell funktionierte, lieferte die Hochregulierung der 
immunmodulatorischen Gene. Einen signifikanten Anstieg zeigte das TGFBR2 (p<0,001). 
Verglichen mit Sullivan et.al. [97] konnten wir ebenfalls einen Anstieg von IL10 und TNFa 
nach vier Wochen zeigen. Im Vergleich zwischen den subakuten- und chronischen 
Versuchsgruppen gab es keinen signifikanten Unterschied. Es zeigte sich jedoch, dass das 
TNFa nach acht Wochen nicht mehr vermehrt exprimiert wurde. Ein weiterer Hinweis auf 
die suffiziente LAD-Ligatur boten die Anstiege des NPPA (p<0,001) und NPPB als 
infarktspezifische Faktoren. Diese zeigten sich sowohl vier- als auch acht Wochen nach der 
Intervention erhöht. Dies konnte in ähnlicher Art und Weise auch durch Gidh-Jain et.al. [138] 
gezeigt werden. Dort wurden die Gene drei Tage- und drei Wochen nach der Induktion des 
Myokardinfarktes untersucht. Es kam ebenfalls zu einem NPPA und NPPB Anstieg. 
Weiterhin zeigten sich die „Remodeling“ Faktoren allesamt erhöht. Im Vergleich bestand 
eine signifikantere Erhöhung der Genexpression vier Wochen nach der Intervention (vier 
Wochen nach der Intervention bestand für die untersuchen Gene MMP2, MMP9 und TIMP1 
jeweils eine Signifikanz zwischen p<0,05 und p<0,001). Acht Wochen nach der Intervention 
waren die Genexpressionen weiterhin erhöht, jedoch nur noch für TIMP1 signifikant. Dass 
ein vermehrtes „Remodeling“ nach der Induktion eines Myokardinfarktes gefördert wird, 
zeigten bereits diverse vorherige wissenschaftliche Arbeiten. [138], [82], [97] Bei den pro-
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Angiogenese Faktoren und den pro-„Survival“ Faktoren bestand ein gemischtes Bild, wobei 
die Tendenzen sowohl vier- als auch acht Wochen nach der Intervention übereinstimmten. 
Eine gewisse Diskrepanz zeigte sich bei den Angiogenese Faktoren. FGF2 und PGF waren 
signifikant erhöht, wohingegen VEGFA vermindert exprimiert wurde. Hieran lässt sich die 
Schwierigkeit einer genauen Einordnung der untersuchten Gene in Gengruppen 
demonstrieren, da viele Gene mehrere Funktionen besitzen, sodass eine exakte Zuteilung oft 
schwierig erscheint. Eine Grundlage für die Einordnung der Gene in übergeordnete Gruppen 
boten hierbei Sullivan et.al. [97], welche ebenfalls eine Einteilung in Gengruppen 
durchführten. Die Arbeitsgruppe konnte ebenfalls eine verminderte Genexpression von 
VEGFA zeigen sowie eine eher milde Steigerung der Genexpression von FGF2 und PGF 
nach vier Wochen. Sie untersuchten jedoch zwei unterschiedliche Zeitpunkte (einen Tag- 
und einen Monat nach Intervention). Im Bereich der pro-„Survival“ Faktoren zeigte sich 
ebenfalls eine prägnante Übereinstimmung mit der genannten Arbeitsgruppe. Sowohl HGF 
als auch SDF1 wurden nach der Indutkion des Myokardinfarkts signifikant vermehrt 
exprimiert. Insgesamt bestand im direkten Vergleich überwiegend ein Konsens mit den hier 
genannten Ergebnissen von Sullivan et.al [97].  

Zur weiteren Evaluation und Qualitätskontrolle des Vorderwandinfarktmodells führten wir 
dieselben Untersuchungen an den Hinterwänden der betroffenen Herzen durch, um zu 
zeigen, dass sich die LAD-Ligatur überwiegend auf die Vorderwand projiziert. Insgesamt 
bestand hier ein gemischtes Bild aus vermehrter-, verminderter- und konstanter 
Genexpression. Die infarktspezifischen Faktoren NPPA und NPPB zeigten vier Wochen 
nach der Intervention einen signifikanten Anstieg, welcher nach acht Wochen nur noch 
marginal vorlag, wobei NPPB sogar vermindert exprimiert wurde. Ähnliches zeigte sich bei 
der „Remodeling“ Gruppe, wobei der Anstieg nicht signifikant war. Große Anteile der pro-
„Survival“-, der pro-Angiogenese- und der immunmodulatorischen Faktoren blieben 
vergleichsweise konstant und ohne jegliche Signifikanz. Eine Ausnahme bildete hier das 
HGF, welches vier Wochen nach der Intervention einen signifikanten Anstieg von p<0,05 
demonstrierte. Insgesamt waren jegliche Tendenzen jedoch deutlich milder ausgeprägt und 
die Anzahl an signifikanten Ergebnissen waren gegenüber der Gruppe der Vorderwände 
deutlich geringer. Hierbei sind zwei Dinge zu beachten. Zunächst ist es aus 
mikrochirurgischer Sicht schwierig, die Hinterwand eines Rattenherzens exakt von der 
Vorderwand zu trennen bzw. genauestens zwischen diesen Beiden zu differenzieren. Somit 
könnten womöglich geringe myokardiale Anteile, welche ebenfalls durch die LAD versorgt 
werden, in die Proben der Hinterwände gelangen. Ebenfalls kann ein fulminanter 
Vorderwandinfarkt mit folgender Narbenbildung und konsekutiver Verdickung des 
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gesamten Myokards potentiell Einfluss auf die gesamte Herzaktion [138] sowie auf humorale 
Faktoren nehmen, sodass auch Veränderungen in der Genexpressionen der Hinterwände 
detektiert werden konnten.  

4.1.2 Einfluss der TEMS-Intervention auf das infarzierte Myokard auf 
Genexpressionsebene 

Der Hauptteil dieser Arbeit beschäftigte sich mit der Frage, ob die Intervention TEMS einen 
Einfluss auf das geschädigte, infarzierte Myokard nimmt (Versuchsreihe 3 und 7). Es konnte 
hierbei gezeigt werden, dass die Intervention TEMS eine veränderte Genexpression im 
infarzierten Myokard bewirkte. Durch die Implantation eines TEMS auf ein in vivo 
schlagendes, infarziertes Rattenherz konnten die infarktspezifischen Parameter NPPA und 
NPPB gesenkt werden (NPPB mit einer Signifikanz von p<0,05, vier Wochen nach 
Intervention). NPPB ist ein wichtiger Herzinsuffizienzmarker und eine Vorhersagevariable 
für weitere potentielle myokardiale Schädigungen. NPPB wird z.B. durch die Dilatation des 
rechten Vorhofs in Folge einer Herzinsuffizienz ausgeschüttet. [136] Eine wichtige Rolle 
kann hierbei die zusätzliche Stabilisierung des infarzierten Myokards und somit die 
Prävention der Dilatation mittels eines TEMS spielen. Hieraus lässt sich womöglich folgern, 
dass die TEMS-Stabilisierung einer Dilatation des Herzens entgegenwirken kann, was auch 
außerhalb dieser Arbeit echkoardiographisch bestätigt werden konnte. 
Dafür spricht auch die signifikant verminderte Expression des immunmodulatorischen 
TGFBR2 (vier Wochen nach der Intervention, p<0,05). TGFBR2 wird vermehrt nach einem 
Myokardinfarkt exprimiert, um die Inflammation zu modulieren und spielt ebenfalls eine 
wichtige Rolle bei der Hypertrophie und Dilatation des infarzierten Myokards. Insbesondere 
dieses Gen lässt sich nur schwer einer Gruppe zuteilen, aufgrund der multiplen Funktionen. 
[107], [108], [139], [140] IL 10 zeigte hingegen durch die TEMS Intervention eine steigende, 
wenngleich nicht signifikante, Tendenz in der Genexpression. Innerhalb der Gruppe der pro-
Angiogenese Faktoren war PGF in beiden Versuchsgruppen erhöht, wohingegen FGF2 eher 
vermindert exprimiert wurde. Weiterhin gab es bei zwei von vier Genen einen dynamischen 
Verlauf der Genexpression. VEGFA und PDGFB (sowohl vier Wochen- als auch acht 
Wochen nach der Intervention mit p<0,05) zeigten nach vier Wochen eine verminderte- und 
nach acht Wochen eine vermehrte Genexpression. Diese beiden Gene führen zu einer 
Induktion des pro-„Survival“ Faktor AKT1, was sich ebenfalls acht Wochen nach der 
Intervention zeigt. [109] Weitere erhöhte pro-„Survival“ Gene waren HGF (zu beiden 
Zeitpunkten) und IGF1 nach vier Wochen (p<0,05). Insgesamt konnte demonstriert werden, 
dass drei von vier pro-„Survival“ Faktoren nach vier Wochen eleviert waren und das vierte 
Gen (AKT1) acht Wochen nach der Intervention ebenfalls vermehrt exprimiert wurde. Dies 
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lässt darauf schließen, dass die Intervention TEMS insgesamt einen eher positiven Einfluss 
auf die pro-„Survival“ Faktoren mit unterschiedlichen zeitlichen „Peaks“ nimmt.  
Relevant war insbesondere die Untersuchung eines möglichen „Remodelings“ nach der 
TEMS Implantation. MMP2 zeigte hierbei weder vier- noch acht Wochen nach der 
Intervention eine relevante Tendenz in der Genexpression und war somit eher konstant. 
MMP9 hingegen wurde zu beiden Untersuchungszeitpunkten vermehrt exprimiert, was für 
ein vermehrtes „Remodeling“ spricht. TIMP1 und somit Regulator der MMPs war zunächst 
dezent erhöht und im Verlauf nach acht Wochen vermindert exprimiert. Signifikante 
Ergebnisse konnten hier nicht erhoben werden. Weiterhin kann auf Grundlage dieser 
Ergebnisse keine genaue Aussage getätigt werden, ob das induzierte „Remodeling“ 
konstruktive- oder eher destruktive Auswirkungen auf das infarzierte Myokard hat. 
Zimmermann et.al. [75] reimplantierten bereits „Tissue engineerte sleeves“ mit einer Dicke 
von 1-4 mm und einem Durchmesser von 15 mm. Diese Art von „Sleeve“, welches um das 
infarzierte Herz „gestülpt“ wurde, ähnelt somit unserer TEMS Implantation, wenngleich die 
TEMS nicht mit neonatalen Stammzellen rebesiedelt wurden. Die Arbeitsgruppe konnte 
zeigen, dass die Umstülpung eine weitere Dilatation des Herzens nach dem Myokardinfarkt 
reduzierte, dass es zu einer Verdickung der Herzwände in der Systole kam und dass die 
„Fractional area shortening“ (FAS), als Maß für die Qualität des Pumpvorgangs, verbessert 
wurde. Badylak et.al. [74], [141] konnten bereits in mehreren Studien zeigen, dass eine Art 
TEMS zu einem konstruktiven „Remodeling“ nach einer Myokardschädigung führen kann. 
Sie verglichen unter anderem ECMs aus der Harnblase mit synthetischem Dacron, welche 
sie im Sinne eines „Patches“ auf lädierte Myokardareale bei Hunden reimplantierten. Die 
Arbeitsgruppe zeigte, dass es zu einem konstruktiven „Remodeling“ im Bereich der 
infarzierten Myokardarelae kam, wenn man die ECM der Harnblase reimplantierte. 
Weiterhin konnte eine Rekrutierung von Progenitorzellen demonstriert werden, eine 
verbesserte Angiogenese, systolische Ventrikelkontraktionen sowie ein Austausch bioaktiver 
Moleküle im Bereich der eingebrachten ECM. In diversen Vorarbeiten zeigte sich bereits die 
Tendenz, dass eine gezielte Therapie mit pluripotenten Stammzellten die Differenzierung zu 
kontraktilen Kardiomyozyten fördern kann. [142], [143] Doch um genauere Angriffspunkte 
in der Therapie der Herzinsuffizienzen liefern zu können, ist es unerlässlich, das 
Mikroumfeld sowie die parakrinen lokalen Einflüsse bei kardiovaskulären Erkrankungen zu 
verstehen. [144] Direkt nach einem Myokardinfarkt oder einem ischämischen Ereignis laufen 
viele komplexe Prozesse und Signalkaskaden innerhalb des Herzgewebes ab. Exakt dieser 
zeitliche Korridor bis zur Entstehung von irreversiblen Schäden und Myokardnarben muss 
dafür noch genauer analysiert werden. Dieser zeitliche Ablauf innerhalb der myokardialen 
Schädigung samt des Mikroumfelds ist in all der Komplexität bis heute nicht gänzlich 
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erforscht. Eine grundlegende Arbeit wurde hierbei durch Sullivan.et.al. [97] erstellt. Sie 
dezellularisierten infarzierte Rattenherzen, um sie auf die Matrixkomposition und auf ihre 
mechanischen Eigenschaften (Steifheit) zu untersuchen. Hierfür verwendeten sie ebenfalls 
ein Ratteninfarktmodell durch eine LAD-Ligatur. Die Dezellularisierung fand für circa 48-
72 Stunden mittels SDS statt. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass es nach einem 
Myokardinfarkt zu mechanischen und kompositionellen Veränderungen der extrazellulären 
Matrix kam. Die Untersuchung fand an dezellularisierten, infarzierten Rattenherzen statt. 
Somit kann keine exakte Übertragung auf das native Myokard gewährleistet werden. 
Dennoch bestand im zeitlichen Verlauf über vier Wochen der Hinweis, dass die Steife der 
myokardialen Narbe gegenüber dem gesunden Myokardgewebe dreifach erhöht war, um das 
geschädigte Myokard zu stabilisieren. Im Vergleich zeigte sich, dass die Zusammenstellung 
der Matrixproteine eine Woche nach Myokardinfarkt nur wenig vom nativen und gesunden 
Ausgangsgewebe abwichen. Explizit wäre hier zu erwähnen, dass es nach vier Wochen zu 
einem signifikanten Anstieg an Kollagenfasern kam (überwiegend Kollagen I), wohingegen 
ein Mangel an Elastin und Kollagen V herrschte. Sie zeigten weiterhin, dass sich im Verlauf 
die Komposition der Matrixproteine veränderte. Diese Dynamik wiederum kann ein 
entscheidender Faktor in der Planung etwaiger Interventionen werden, um direkt nach 
Myokardinfarkten das weitere „Remodeling“ positiv zu beeinflussen. Ein weiteres Ziel wäre 
die beteiligten Matrixproteine genauer zu erforschen, welche die zelluläre Differenzierung 
positiv beeinflussen und somit die kardiale Regeneration nach myokardialen Schäden 
verbesseren. Weiterhin konnte die Arbeitsgruppe in selbiger Arbeit zeigen, dass es vier 
Wochen nach dem Myokardinfarkt zu einem Anstieg der immunmodulatorischen-, der pro-
„Survival“- und Angiogenese Faktoren kam. Hierbei bestand überwiegend Einigkeit mit den 
in dieser Arbeit erhobenen Ergebnissen. Dies wurde unter 4.1.1 bereits ausführlich diskutiert 
und mit den eigenen Ergebnissen verglichen. Dass ein entscheidender Faktor für die weitere 
Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen die Steifigkeit und die Komposition der 
extrazellulären Matrix ist, zeigten auch weitere Arbeitsgruppen. [145], [146], [147], [148] 
Dort wird unter anderem davon ausgegangen, dass weichere Gewebe zu einer verbesserten 
Differenzierung der Stammzellen führen. Weiterhin bleibt zu untersuchen, wie der genaue 
Mechanismus der Änderung der Matrixkomposition und dessen weitere Einflüsse auf das 
„Remodeling“ zustande kommen und wie man die myokardiale Regeneration somit am 
konstruktivsten fördern kann.  

4.1.3 Das TEMS als bioaktive Matrix in Interaktion mit dem Myokard 

In den Versuchsreihen 4 und 8 wurde nicht das Myokard untersucht, sondern die 
implantierten TEMS an sich. Hierbei handelte es sich ursprünglich um das ehemals 
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dezellularisierte Rattenherz, welches auf das in vivo schlagende Rattenherz als TEMS 
gestülpt wurde. Es wurde nach der Explantation lediglich das TEMS als solches 
molekularbiologisch untersucht und die Genexpression analyisert. Hierbei konnte sowohl 
vier- als auch acht Wochen nach der Intervention gezeigt werden, dass sich RNA in den 
TEMS nachweisen ließ und sogar Veränderungen in der Genexpression aller 16 untersuchter 
Gene zur Folge hatte. Dies kann indirekt auf eine Zellmigration vom nativen Myokard in das 
TEMS hinweisen, die außerhalb dieser Arbeit auch histologisch festgestellt werden konnte. 
Das TEMS stellt somit ein bioaktives Gerüst dar, welches mit der Mikroumgebung und dem 
Myokard in Interaktion tritt. Weiterhin wurde auf Genexpressionsebene untersucht, ob es 
einen Unterschied in der TEMS-Myokard-Interaktion gab, wenn vorher ein Herzinfarkt 
induziert wurde. Dass die extrazellulären Matrices einen entscheidenden Einfluss auf die 
Funktion und Entwicklung von Gewebe nehmen können, konnte bereits durch andere 
Arbeitsgruppen eruiert werden. [149], [150] Sie zeigten, dass die ECM im Austausch 
zwischen dem intra- und extrazellulären Milieu involviert ist. Bei den TEMS, die mit einem 
infarzierten Myokard interagierten, zeigte sich im Vergleich eine milde Erhöhung des pro-
„Survival“ Faktors SDF1 und der Angiogenese Faktoren FGF2 und PGF (sowohl nach vier-
, als auch nach acht Wochen). Des Weiteren bestand eine erhöhte immunmodulatorische 
Aktivität des IL10 und TGFBR2 nach acht Wochen. Die Angiogenese Faktoren VEGFA 
(nach acht Wochen) und PDGFB (nach vier Wochen) waren hingegen im direkten Vergleich 
signifikant (p<0,05) erniedrigt. Auch im Bereich der „Remodeling“ Faktoren zeigte sich ein 
Unterschied. MMP2 wurde nach vier- und nach acht Wochen milde vermehrt exprimiert, 
wohingegen MMP9 nach vier Wochen vermindert- und nach acht Wochen vermehrt 
exprimiert wurde. Insgesamt lässt sich hier kein klares Muster in der TEMS-Myokard-
Interaktion erkennen, unabhängig ob das TEMS mit infarziertem- oder nativem Myokard in 
Interaktion stand. Hier bedarf es weiterer Studien, um die genauen Prozesse und 
Signaltransduktionen in der TEMS-Myokard-Interaktion zu messen. In diesen Versuchen 
wurden dezellularisierte TEMS eingebracht. Ein weiterer Ansatz besteht darin, Versuche mit 
rebesiedelten ECMs zur möglichen Erhöhung der regenerativen Fähigkeiten durchzuführen. 
Dass die ECMs die Proliferation der Kardiomyozyten- und die Differenzierung von 
Progenitorzellen in die kardiale Zelllinie fördern können, konnte bereits in vitro beschrieben 
werden. [151], [152] Insgesamt bleibt durch diese erhobenen Ergebnisse festzuhalten, dass 
es sich bei der zusätzlich eingebrachten, dezellularisierten, extrazellulären Matrix/TEMS 
nicht um ein avitales Gewebekonstrukt handelt, sondern um ein bioaktives Gewebe, welches 
im Austausch mit dem nativen Myokard steht. Somit besteht ein großes regeneratives 
Potential, das noch nicht ausgeschöpft erscheint. 
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4.2 Eignung und Limitationen der erhobenen Ergebnisse  

Es wurde bei den verwendeten Methoden darauf geachtet, dass jeder Schritt möglichst 
standardisiert durchgeführt wurde. So liefen die Dezellularisierungen nach einem festen 5-
Tage-Plan ab, wobei täglich zu circa der selben Uhrzeit die selben Arbeitsschritte erfolgten. 
Gleiches galt für die Operationen an den Rattenherzen und dem zeitlichem Korridor der 
Interventionen und Explantationen. Die Operationen wurden standardisiert durch den selben 
Operateur durchgeführt. Ebenso erfolgten die gesamten Vorbereitungen, die 
Dezellularisierungen, alle molekularbiologischen Arbeitsschritte, die Pipettierschritte, die 
statistischen Berechnungen sowie die Konvertierung der Berechnungen zu den oben 
dargestellten Graphen durch die selbe Person, um eine möglichst hohe Qualität und 
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu generieren. Dennoch bestanden im Alltag gewisse 
methodische und wissenschaftliche Variabilitäten, die gegebenenfalls Einfluss auf die 
erhobenen Ergebnisse nehmen konnten. Darüber hinaus wurden die Versuche an Ratten 
durchgeführt, sodass kein Anspruch auf die Übertragbarkeit für die Humanmedizin besteht.  

4.2.1 Wahl der Spendertiere 

In unseren Versuchen wurden ausschließlich männliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht 
von 300g-400g ausgewählt. Durch die Auswahl einer Spezies mit ähnlichem Körpergewicht 
und eines Geschlechtes sollte die Reproduzierbarkeit und Datenqualität erhöht werden. 
Darüber hinaus bestand in der Arbeitsgruppe eine langjährige Erfahrung mit dieser Spezies. 
Somit konnte eine hohe grundlegende Wertigkeit für die Dezellularisierungen geschaffen 
werden. Unsere Arbeitsgruppen um Akhyari et.al. [59] und Aubin et.al [76] konnten bereits 
in vorherigen wissenschaftlichen Arbeiten hohe Standards für eine optimale 
Dezellularisierung von Rattenherzen entwickeln. Auf dieser Expertise baute die Wahl der 
Spenderspezies sowie der Dezellularisierungsprotokolle auf. Des Weiteren bestand an 
unserem Institut eine gute und ökonomische Verfügbarkeit der besagten Spezies. Durch die 
einheitliche Größe der Ratten waren die jeweiligen Organgrößen gut miteinander 
vergleichbar und die Methoden äquivalent anwendbar. Da es sich ebenfalls um Säugetiere 
handelt, ist die Reproduzierbarkeit auf die Humanmedizin mit erhöhter Wahrscheinlichkeit 
anzunehmen, jedoch schlussendlich nicht zu sichern. 

4.2.2 Herzentnahme und Präparation 

Auch die Herzentnahme und die anschließende Präparation bis hin zum 
Dezellularisierungsschritt liefen hochstandardisiert ab. Wie bereits unter 4.2.1 dargestellt, 
wurde die Variabilität der Spenderorgane möglichst gering gehalten. Somit fanden wir bei 
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jeder Herzexplantation einen weitestgehend äquivalenten Operationssitus vor. Die 
Operationen fanden unter möglichst sterilen Kautelen im Kleintier-Operationssaal des Labor 
der experimentellen Chirurgie des Universitätsklinikums Düsseldorf statt. Auch hier ist auf 
die explizite und vorbestehende Expertise der Forschungsgruppe hinzuweisen. [59] Die 
Spendertiere wurden einmal wöchentlich aus der TVA der Universität Düsseldorf bezogen. 
Direkt im Anschluss fand die Herzentnahme statt und die Präparation an eine Luer-Lock 
Verbindung einer Braunüle, welche direkt im Anschluss an der perfusionsbasierten 
Dezellularisierungsanlage angeschlossen wurde. Zwischen Explantation und Anschluss an 
das Dezellularisierungssystem durften maximal 30 min vergehen, wobei die Spenderherzen 
vorübergehend in PTBS-Lösung aufbewahrt worden. Somit wurden die Störfaktoren 
möglichst geringgehalten.  

4.2.3 Dezellularisierung der Spenderherzen 

In dieser Arbeit wurde standardmäßig die perfusionsbasierte und chemische in toto 
Dezellularisierung der Rattenherzen angewandt. Diese wurde bereits durch die 
Arbeitsgruppe in langjähriger Erfahrung etabliert. Computergesteuert konnte kontinuierlich 
mit selben Drücken eine gleichmäßige Perfusion der Rattenherzen gewährleistet werden. 
Hierbei richteten wir uns nach dem physiologischen Blutdruck der Rattenherzen. [69], [78] 
Es wurden eigens durch die Arbeitsgruppe initiierte Softwareprogramme sowie 
Pumpvorrichtungen verwendet. Es bestand ein festes Schema, wann die jeweiligen 
Lösungswechsel und Präparationen stattfanden. [59] Somit konnten bis zu acht Rattenherzen 
gleichzeitig und separat voneinander dezellularisiert werden. Dies führte zu einer hohen 
Reproduzierbarkeit und Qualität der Dezellularisierungsergebnisse. Ein wichtiger 
Bestandteil war der adäquate Einsatz der Detergenzien. Hier war die Hürde eine Balance zu 
finden, dass alle zellulären Bestandteile aus der dezellularisierten Matrix herausgelöst 
wurden, ohne dabei die Mikrostrukturen der Matrix zu schädigen. [81], [82], [79], [80] 
Weiterhin sollte die Qualität auch nach der Dezellularisierung gesichert werden. Hierzu 
wurden die Herzen unter möglichst sterilen Bedingungen unter einer „Laminar flow Bank“ 
aus der Perfusionsanlage genommen und für 48 h bei 37 °C inkubiert. Hierzu lagen sie in 
einem hochkonzentrierten Glukosemedium, welches mit Penicillin und Streptomycin 
versetzt wurde. War nach 48 h keine Kontamination zu erkennen, wurden die Herzen bei 4 
°C in PTBS zur schnellstmöglichen Weiterverarbeitung gelagert. Dies geschah innerhalb 
weniger Tage.  
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4.2.4 Operative Interventionen 

Die operativen Interventionen fanden unter möglichst aseptischen Bedingungen im Kleintier-
Operationssaal unseres Labor statt. Der Zugangsweg über eine offene Thorakotomie und 
Laparotomie war bereits durch die zahlreihen Herzexplantationen standardisiert. Es gab 
diverse Arbeitsgruppen, welche ebenfalls einen Myokardinfarkt in Ratten induzierten. [75], 
[97] Unsere Methode war es, die LAD-Koronararterie zu ligieren und somit einen 
Vorderwandinfarkt zu induzieren. Direkt im Anschluss an die Ligatur wurde die Herzleistung 
durch objektivierbare Untersuchungsmethoden verifiziert. Mittels der Echokardiografie 
wurden die Ejektionsfraktion und die „FAS“ („Fractional area shortening“) bestimmt. Zu 
einem festgelegten zweiten Zeitpunkt (14. Tag postoperativ) erfolgte die Implantation des 
TEMS. Auch hier wurden oben genannte Messdaten kardiografisch erhoben. Eine 
Qualitätskontrolle war hierbei, dass alle Versuchstiere mit einer „FAS“ >40% aus der Studie 
ausgeschlossen worden. Unterhalb der 40%-Grenze wurde nicht weiter differenziert, sodass 
es gegebenfalls trotzdem zu einem unterschiedlichen Ausmaß an Infarktarealen gekommen 
sein konnte. Eine grundlegende wissenschaftliche Arbeit stellte hierbei Zimmermann et.al. 
[75] vor, welche bereits eine dezellularisierte Matrix als eine Art „Sleeve“ um geschädigtes 
Myokard „wickelte“. Somit wurde unser TEMS in ähnlicher Art und Weise um das in vivo 
schlagende Rattenherz „gestülpt“. Um dies einfacher zu gestalten wurde ein Teil des Apex 
reseziert. Das TEMS wurde in unseren Versuchen zusätzlich mit zwei adaptierenden 
chirurgischen Nähten an den Vorder- und Hinterwänden befestigt. Wir entschlossen uns die 
Genexpressionen zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten zu analysieren. Hierfür bildeten wir 
eine subakute- (Explantation am 42. postoperativen Tag) und eine chronische Gruppe 
(Explantation am 70. postoperativen Tag). Hierdurch konnten wir in der später 
durchgeführten Analyse der Genexpression partiell eine Dynamik erkennen. Diese 
Operationen führte immer derselbe Operateur durch, um eine möglichst hohe Validität zu 
gewährleisten. Dennoch kann es hier aufgrund der mikrochirurgischen Gegebenheiten 
naturgemäß zu minimalen Unterschieden in der TEMS-Implantation gekommen sein. 
Dennoch konnte man die anatomischen Gegebenheiten gut mit denen der Menschen 
vergleichen, was das Vorgehen intraoperativ vereinfachte. 

4.2.5 Molekularbiologische Methodik 

Um auch hier die Störfaktoren möglichst gering zu halten wurden standardisierte „Kits“ zur 
molekularbiologischen Aufarbeitung genutzt. Nach der Explantation der Rattenherzen und 
der vorübergehenden Aufbewahrung in einer Gefriertruhe (-80 °C) erfolgte die 
molekularbiologische Weiterverarbeitung der Proben. Bis zu dem Zeitpunkt der Zugabe des 
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RLT-Puffers wurden die Proben dauerhaft auf Trockeneis in sog. „Coolracks“ gelagert, um 
ein Auftauen und somit eine unkontrollierte Denaturierung der Proben zu vermeiden. Die 
Proben wurden auf zwei unterschiedliche Arten gemörsert und pulverisiert. Zunächst wurden 
die Proben mittels eines in flüssigen Stickstoff getränkten Klopfmörsers zerkleinert. In einem 
späteren Schritt, nach Zugabe des RLT Puffers, erfolgte ein zweites Mörsern mittels eines 
Handhomogenisierers. Somit konnte eine gleichmäßige, reproduzierbare und hochwertige 
Methode der Gewebshomogenisierung etabliert werden. Je homogener das Gewebepulver 
war, desto hochwertiger und gleichmäßiger war das Ausgangsmaterial für die 
molekularbiologsiche Aufarbeitung. Trotz der genauen Durchführung dieser Methoden kann 
es im Rahmen der Einwaage der Proben (30mg +/- 5%) gegebenenfalls kurzzeitig zu einem 
Auftauprozess gekommen sein, wenngleich dieser makroskopisch nicht zu erkennen war. 
Darüber hinaus wurde auch hier beachtet, dass die Einwaage schnellstmöglich verlief und 
ein ebenfalls in flüssigen Stickstoff getränkter Metallspatel benutzt wurde. Die TEMS-
Proben ergaben eine maximale Einwaage von 15 mg, sodass der RNA Gehalt in diesen 
Proben vereinzelt geringer ausfiel, wobei sie dennoch vergleichbar blieben, da sie nur 
untereinander verglichen worden und die selben Mengen an RNA zur Umschreibung in die 
cDNA genutzt worden. Die weiteren Aufarbeitungsschritte erfolgten streng nach den 
Herstellervorgaben. Alle Pipettierschritte erfolgten durch dieselbe Person, um auch hier 
potentielle Störvariablen zu minimieren. Nach der RNA-Herstellung erfolgte eine 
„NanoChip“ Messung, um die Qualität der Primer, Proben und der Arbeitsschritte zu prüfen. 
[96] Dies erfolgte vor der Durchführung aller experimenteller Schritte. Ebenso wurden alle 
Primer und Stichproben mittels einer Agarose-Gelelektrophorese getestet, wobei die 
Bandenmuster mit den Herstellerangaben der Basenpaaren übereinstimmen mussten. Hierfür 
wurden Proben des Apex verwendet, um die maximale Ausbeute der Proben der Hinter- und 
Vorderwände gewährleisten zu können. Weiterhin wurde nach jeder Aufarbeitung der RNA-
Gehalt mittels einer photometrischen Extinktionsmessung gemessen. Anschließend konnte 
so der Einsatz der RNA für die cDNA-Umschreibung berechnet werden. Diese sollte immer 
500 ng betragen, was durch die o.g. Extinktionsmessung gewährleistet werden konnte. [97] 
Die PCR wurde stets auf Eis durchgeführt, um ein Auftauen und somit eine potentielle Läsion 
der Proteinstrukturen zu verhindern. Es wurden jeweils Duplett Proben verwendet. Auf jeder 
Platte wurde das zugehörige „Housekeeping“ Gen mit untersucht und es wurden 
Wasserproben für jedes zu untersuchende Gen angefertigt, um etwaige Verunreinigungen 
identifizieren zu können. Nach jeder PCR wurden die Schmelzkurven auf ihre Konfiguration 
und ihre Schmelztemperaturen untersucht, um potentielle Störfaktoren zu detektieren und 
darauf reagieren zu können. Mit Hilfe der unter 2.2.4 genannten Plattenbelegung konnte eine 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit einer hohen Zuverlässigkeit erreicht werden. [153] 
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4.2.6 Auswahl an Primern für die Analyse der Genexpression 

Die Auswahl der Primer erfolgte auf Grundlage einer ausführlichen Literaturrecherche zu 
Beginn der experimentellen Arbeit durch die wissenschaftliche Arbeitsgruppe. Grundlage 
boten hierbei insbesondere die Arbeiten von Sullivan et.al. [97], Gidh-Jain et.al. [138], 
Langnaese et.al. [99] und Martino et.al. [100]. Diese Arbeitsgruppen verglichen bereits 
Zielegene, „Housekeeping“ Gene sowie mögliche Einflüsse von myokardialen Ischämien auf 
die Genexpression bestimmter Gene. Die ausführliche Beschreibung der gewählten Gene, 
die Sortierung in die fünf o.g. Gruppen sowie die etwaigen Funktionen wurden bereits 
ausführlich unter 2.2.4 dargestellt. Da Gene in aller Regel nach der Transkription nicht 
lediglich eine Funktion in den Zellen bewirken und womöglich einige Funktionen noch nicht 
erforscht sind, ist eine starre Einteilung in o.g. Gengruppen differenziert zu betrachten. Die 
Einteilung in die Gengruppen erfolgte nach ausführlicher Literaturrecherche und zur 
besseren Veranschaulichung der Ergebnisse. Hierbei wurden die recherchierten 
Hauptfunktionen der jeweiligen Gene betrachtet. Es ist somit nicht auszuschließen, dass die 
Gene der jeweiligen Gengruppen weitere Funktionen besitzen können. Dennoch war es das 
Ziel dieser Arbeit, die Auswirkung der Intervention TEMS auf das infarzierte Myokard auf 
Genexpressionsebene zu untersuchen. Das Hauptaugenmerk sollte hierbei auf der 
Entwicklung der Entzündungszeichen, der infarktspezifischen Parameter, der „Remodeling“ 
Faktoren, der Gefäßneubildung sowie der sog. pro-“Survival“ Faktoren liegen.  

4.2.7 Statistische Auswertung und n-Zahl 

Auf Grundlage der ΔΔCt-Methode wurden die Mittelwerte und die Standardabweichungen 
mittels „Excel“ 2010 für „Windows“ berechnet. Für die Versuchsreihen 1-4 standen eine 
Probenzahl von n=7- und für die Versuchsreihen 5-8 eine Probenanzahl von n=5 zur 
Verfügung. Aufgrund der geringen n-Zahl erfolgte die Auswertung und die Berechnung der 
Signifikanzen durch den ungepaarten, nicht-direktiven „Mann-Whitney-Test“. Die 
unterschiedliche n-Zahl war unter anderem dadurch bedingt, dass Proben, welche in der PCR 
einen CT-Wert von > 36 überstiegen, nicht für die Versuchsreihe verwendet worden. Somit 
konnte ein weiteres Qualitätskriterium zur erhöhten Aussagekraft der PCR-Daten etabliert 
werden, wenngleich die n-Zahl dadurch teilweise reduziert wurde. Der CT-Wert von 36 
wurde als interner „Cut-off“ durch die Arbeitsgruppe festgelegt. Hieraus ergibt sich 
gegebenfalls ein Störfaktor, da der CT-Wert auf Grundlage der langjährigen Erfahrung der 
Arbeitsgruppe etabliert wurde. Aufgrund der hier genannten potentiellen Störfaktoren und 
der n-Zahl wird jedoch kein Anspruch auf eine signifikante Aussagekraft der Ergebnisse im 
Bezug auf die Humanmedizin erhoben. 



92 

 

4.3 Perspektive des TEMS für das kardiovaskuläre Tissue 
engineering und die regenerative Medizin 

Die routinemäßige klinische Anwendung von extrazellulären Matrices, wie z.B. dem TEMS, 
im myokardialen „Tissue engineering“, als suffiziente- und konstant reproduzierbare 
Therapie von Herzinsuffizienzen, ist aktuell in der regenerativen Humanmedizin noch in 
weiter Ferne. Die Bedeutung des TEMS als dezellularisierte extrazelluläre Matrix (dECM) 
für das kardiovaskuläre „Tissue engineering“ und somit für die regenerative Medizin ist in 
den letzten Jahren jedoch deutlich gestiegen. Aktuell ist es aufgrund diverser bestehender 
Limitierungen noch nicht möglich, humane Organe in toto zu dezellularisieren und suffizient 
in all ihrer Komplexität wieder zu „refunktionalisieren“. Jedoch wurden in den vergangenen 
Jahren bereits mehrere Meilensteine genommen. Zunehmend mehr Arbeitsgruppen haben 
sich darauf fokussiert ein physiologisches und natürliches Zellgerüst, wie die des TEMS, zur 
Rezellularisierung mit pluripotenten Stammzellen zu verwenden. Die dECM stellt hierbei 
die Grundlage im Sinne eines dreidimensionalen Gerüstes mit einer natürlichen und 
bioaktiven Architektur dar. Dies hat den großen Vorteil, dass die Eigenschaften der nativen 
extrazellulären Matrix bestehen bleiben. Beispielhaft wäre hier das bereits intakte 
Gefäßnetzwerk zu nennen, welches biokompatibel ist und die vermeintlich optimale 
Materialkomposition besitzt. Dies wiederum bildet die Basis für einen späteren Austausch 
an Sauerstoff und Nährstoffen sowie für die Zellkommunikation, Proliferation und 
Haltbarkeit der Zellen. [154] Durch die angewandte perfusionsbasierte Dezellularisierung 
der Rattenherzen konnte diese Trägermatrix auf möglichst schonende Art und Weise 
natürlich generiert werden. Somit bildet es das optimale Mikroumfeld für die Zell-Matrix-
Interaktion und das Zellwachstum. Die Grundlage hierfür schaffte Ott et.al. [69]. Erstmalig 
wurde die perfusionsgesteuerte „Whole-organ-decellularization“ erfolgsversprechend 
angewandt. Das Rattenherz konnte hierbei über die Aorta ascendens in toto schonend 
dezellularisiert werden. Im Anschluss hieran wurde die dECM mittels frischer, neonataler 
Myokardzellen rebesiedelt. Dann wurden in einem Bioreaktor möglichst physiologische 
Verhältnisse geschaffen, wie z.B. einer dauerhaften koronaren Perfusion, einer pulsatilen 
Befüllung der Ventrikel und einer synchronen Stimulierung der linken Herzkammer. Nach 
acht Tagen konnte eine Kontraktion des Herzgewebes demonstriert werden. Dies konnte 
auch auf weitere Organe und Fachdisziplinen erweitert werden, wie z.B. der Lunge und der 
Leber [155], [46]. So dezellularisierten Ott et.al. [70] eine Rattenlunge und rezellularisierten 
sie mittels humanen Nabelschnurvenenzellen. Auch hier wurden möglichst physiologische 
Umweltfaktoren mittels eines Bioreaktors hergestellt. Diese „Tissue engineerte“ Lunge 
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wurde einer Ratte nach einer Lungenentfernung reimplantiert und es konnte über mehrere 
Stunden eine Ventilation beobachtet werden. Auch klinisch werden die „Tissue engineerten“ 
Matrices bereits vielfältig eingesetzt. Beispielhaft wären hier die Rekonstruktionen vom 
Beckenboden und weiterer muskulotendinöser Gewebe, Dura mater Ersätze, Behandlungen 
von Hautulzera, die vordere Hernientherapie und rekonstruktive Brustplastiken zu nennen. 
[141] Zwar wurden noch keine humanen Herzen rezellularisiert und reimplantiert, jedoch 
wurde dies bereits an Schweinen und Schafen demonstriert, welche eine ähnliche Herzgröße 
gegenüber den humanen Herzen besitzen. [156] In Zukunft wäre hier zu diskutieren, ob 
xenogene Transplantate eine alltagskompatible Alternative darstellen können. Dies hätte 
ökonomische und logistische Vorteile, da man den humanen Spendermangel umgehen 
könnte. Hierbei wäre jedoch die ethische Akzeptanz der Menschheit fraglich, ein xenogenes 
Herz in sich zu tragen. Dennoch wird bereits seit vielen Jahren xenogenes Gewebe 
erfolgreich implantiert, wie z.B. in Form von bovinen Herzklappen. Mehr als 200000 
Menschen wurden bereits eine Art xenogenes ECM-Gerüst implantiert. [157] Angewandt 
wird dies aktuell insbesondere kardiovaskulär, urogenital und muskuloskelettal. In der Regel 
werden die ECMs aus dezellularisiertem Dünndarmgewebe oder der Harnblase von 
Schweinen hergestellt. Bei Schweineherzen als Ausgangsmaterial sollte strikt auf eine 
restlose Dezellularisierung geachtet werden, um Abstoßungs- und Immunreaktionen zu 
umgehen. Dies ist bedingt durch spezielle Epitope auf der Zelloberfläche der Tierherzen, die 
sog. „ -gal-Epitope“. Da Menschen Antikörper gegen diese Epitope bilden, kam es bislang 
häufiger zu Abstoßungsreaktionen der xenogenen Transplantate. [158] Ansaloni et.al [159] 
konnten jedoch bereits zeigen, dass die xenogene Reimplantation eines kleinen intestinalen 
dECMS eines Schweines nur zu einer marginalen Immunreaktion beim Empfänger führte. 
Erfolgreich zeigte dies eine Arbeitsgruppe, welche perfusionsbasiert das Schweineherz in 
toto dezellularisierte und anschließend mit murinen neonatalen Herzzellen und humanen 
endothelialen Nabelschnurzellen (HUVEC) rezellularisierte. Ebenfalls wurden durch einen 
Bioreaktor physiologische Gegebenheiten simuliert. Nach 10 Tagen konnte eine elektrische 
Aktivität im Myokard festgestellt werden. [160] Kitahara et.al. [161], [162] konnten ähnliche 
Ergebnisse nach der Rezellularisierung verifizieren, wobei sie angiografisch eine Perfusion 
in den Koronarien zeigen konnten. Eine weiterhin bestehende Hürde war jedoch, dass nach 
der Explantation (drei Tage nach Implantation) thrombogenes Material sowie 
Immunreaktionen in den Herzkranzgefäßen diagnostiziert wurden, welche womöglich 
weiterhin prägnante Meilensteine im kardiovaskulären „Tissue engineering“ darstellen. Es 
bleibt weiterhin diffizil die vielfältigen myokardialen Zelltypen in all ihrer Komplexität und 
ihrer Funktion zu reproduzieren. Die Grundlage hierfür wird weiterhin die Erforschung der 
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richtigen chemischen, physikalischen und elektrophysiologischen Umgebungsfaktoren für 
die rezellularisierten Gewebsgerüste sein. Es erscheint aktuell durchaus möglich diese 
Problematik Schritt für Schritt zu beheben. Tiburcy et.al [163] bietet bereits eine 
anschauliche Arbeit, wo systematisch versucht wurde die kulturellen Konditionen bzw. 
Umgebungsfaktoren in einem Bioreaktor zu optimieren. Ein Hauptaugenmerk liegt hierbei 
auf der optimalen mechanischen- und elektrischen Stimulation der Zellen sowie der 
Abstimmung von Co-Kulturen wie z.B. Fibroblasten. Ein optimal konfigurierter Bioreaktor 
kann durchaus die Brücke zwischen dem noch unfunktionellem und mit pluripotenten 
Stammzellen rebesiedelten Gewebe und einem funktionellen Organsystem bilden.  
Ein weiterer vielversprechender Ansatz ist die Herstellung von sog. Gewebeflicken 
(„Patches“). Hierbei werden keine in toto Rezellularisierungen und Reimplantationen 
durchgeführt, sondern es könnten aus einem TEMS mehrere „Patches“ auf infarzierte- oder 
ischämische Myokardareale im Sinne eines „bioartifiziellen Pflasters“ reimplantiert werden. 
Wang et.al. [73] nutzten myokardiale Abschnitte von 2 mm Dicke, um diese mit 
mononuklearen Knochenmarkzellen zu rezellularisieren. Nach der Implantation zeigten sie 
bereits das Potential einer vermehrten Angiogenese mit einer Reendothealisierung und der 
vermehrten Differenzierung der injizierten Stammzellen im „Patch“. Eine weitere 
Arbeitsgruppe hatte größere „Patches“ hergestellt in Form von „Sleeves“ bzw. 
Ummantelungen mit einer Dicke von 1-4mm und einem Durchmesser von bis zu 15 mm. 
Diese Art der Ummantelung kommt der TEMS-Versorgung dieser experimentellen Arbeit 
nahe. Die „Patches“ wurden mit neonatalen Herzzellen von Ratten beimpft und auf ein 
infarziertes Herz in Form eines Mantels implantiert. Zunächst verdickten sich die systolisch 
aktiven Muskelschichten im Bereich des Myokardinfarkts, sodass sich die „FAS“ 
(„Fractional area shortening“), als Maß der Kontraktilität, im Vergleich zur „Sham“-Gruppe 
verbesserte. Gleichzeitig stabilisierte das „Sleeve“ das infarzierte Herz und bewahrte es vor 
einer vermehrten Dilatation. Nach 28 Tagen konnten elektrische Kopplungen zum nativen 
Myokard detektiert werden, welche ohne Verzögerung oder Initiierung einer Arrhythmie 
dargestellt werden konnten.[75] Besonders interessant wäre hierbei die individuelle und 
variable Anpassung des „Patches“ an den Patienten. Hierbei gilt es jedoch weitere 
Meilensteine zu überwinden. Weiterhin ist es problematisch das Myokardgewebe in all der 
Vielfalt zu reproduzieren und das komplexe Ineinandergreifen diverser Zellvorgänge zu 
koordinieren. Beispielhaft wäre hier die suffiziente Durchblutung zu nennen, ohne eine 
erhöhte Thrombogenität oder etwaige Abstoßungsreaktionen zu fördern. Ein weiteres 
Hindernis wäre die physiologische Reizweiterleitung innerhalb des „Patches“ herzustellen, 
welche die Erregung, Kontraktion und Entspannung koordiniert.[73], [74], [75] Der 
Gewebeflicken müsste das ischämische Myokardareal bzw. die Myokardnarbe so suffizient 



95 

 

ersetzen, dass es im besten Fall zu einer physiologischen Reizweiterleitung käme, jedoch 
zumindest keine Reizweiterleitungsstörung initiiere. Der große Vorteil gegenüber der in toto 
Reimplantation wäre, dass man vermeintlich mehrere angepasste „Patches“ aus einem 
bioartifiziell hergestellten Herzen generieren- und somit mehrere Patienten versorgen könnte. 
Robertson et.al. [71] zeigten bereits, dass die venöse- und arterielle Re-Endotheliarisierung 
mittels „RAECs“ („Rat aortic endothelial cells“) zu einer verminderten Thrombogenität und 
einer verbesserten linksventrikulären Kontraktilität führen. Insgesamt konnte die 
Durchblutung und somit die Funktion von in toto rezellularisierten Rattenherzen verbessert 
werden. Ein weiterer interessanter Ansatz wäre das TEMS direkt mit einer funktionellen 
Matrix zu beimpfen. Ein minimalinvasives Konzept lieferte die Arbeitsgruppe um Singelyn 
et.al. [88]. Sie versuchten eine natürliche myokardiale Matrix als Injektion herzustellen. 
Hierzu dezellularisierten sie Myokardgewebe von Schweinen und arbeiteten diese zu einem 
Gel um, welches anschließend ins Rattenmyokard injiziert wurde. Im Verlauf konnten sie 
zeigen, dass sich glatte Muskelzellen und Endothelzellen in der dezellularisierten Matrix 
anhafteten. Eine suffiziente Herzfunktion konnte jedoch bis dato nicht erreicht werden. 
Weitere Arbeitsgruppen zeigten eine verbesserte myokardiale Funktion nach einer Injektion 
mit mesenchymalen Stammzellen nach induziertem Myokardinfarkt.[164] Der Vorteil des 
TEMS ist, dass es als bioaktive Matrix und einem physiologischen dreidimensonalen 
Netzwerk in Interaktion mit dem nativen Gewebe tritt. Dem gegenüber stehen die synthetisch 
hergestellten Gewebsgerüste. Einen attraktiven Ansatz bietet hierbei Zhang et.al. [56], 
welche ein dreidimensionales Gewebsgerüst mittels eines dreidimensionalen (3D) Druckers 
in der sog. Hybridstrategie herstellten. Dieser Prozess bietet einen hohen Grad an 
Individualität und Variabilität, birgt jedoch auch noch vielfältige Probleme. Zum Beispiel 
wäre hier die Integration eines physiologischen Gefäßsystems zu nennen. Mit Hilfe sog. 
„Bioinks“ (Materialien aus lebenden Zellen, um per 3D-Druck ein komplexes Gewebsgerüst 
zu erstellen) wurden endotheliale Zellen direkt in ein Mikrofaser-Gerüst aus Hydrogel 
gedruckt. Über das Mikrofasersystem konnten die Endothelzellen in die Peripherie 
migrieren, um eine Grundlage für das spätere Einbringen von Kardiomyozyten zu generieren. 
Diese wurden in einem zweiten Schritt eingebracht, sodass Muskelkontraktionen detektiert 
werden konnten. Auch hier spielte der Bioreaktor eine entscheidende Rolle, welcher 
möglichst physiologische Umgebungsfaktoren simulieren sollte. Diese Methode birgt mit 
Sicherheit viel individuelles Entwicklungspotential, wenn die pluripotenten Stammzellen in 
einer optimalen kulturellen Umgebung in einem komplexen 3D-Gerüst proliferieren. 
Vorteile wären z.B. die individuelle und ökonomische Reproduzierbarkeit. Weiterhin wäre 
man nicht auf Organspenden und auf Dezellularisierungen angewiesen, was weiterhin ein 
Nadelöhr darstellen könnte. Fraglich bleibt jedoch bisweilen die Haltbarkeit, die 
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Thrombogenität, die Härte bzw. Steifigkeit und die möglichen Abstoßungsreaktionen des 
3D-Drucks in vivo. Badylak et.al. [74] verglichen synthetische- und natürliche bioartifizielle 
Gewebeersätze aus einer Harnblase miteinander. Hierbei wurden 16 Hunde in zwei Gruppen 
unterteilt, wobei die Hälfte einen kardialen Defekt im Bereich des rechten Ventrikels mit 
synthetischen Dacron versorgt bekamen und die andere Hälfte mit einer nativen ECM aus 
einer Harnblase. Nach acht Wochen zeigten sich signifikant bessere systolische 
Kontraktionen im Bereich des defekten Myokards im Vergleich zur Versorgung mittels 
Dacron (p<0,05). Dacron zeigte keine regenerativen Eigenschaften, wobei die ECM ein 
konstruktives „Remodeling“ initiierte, z.B. in Form einer Rekrutierung von myokardialen 
Zellen. Dem gegenüber stehen weitere Formen synthetischer Gewebsgerüste. Neben Gittern 
aus Nanofasern [55], Polyurethanen [54] oder Zellulose [57] wurden teilweise auch 
bestehende Gefäßprothesen aus Dacron mit pluripotenten Stammzellen rebesiedelt. [50] Alle 
Versuche konnten zeigen, dass die Rebesiedlung in vitro und teilweise auch in vivo 
funktioniert haben. Ein weiterer synthetischer Ansatz, welcher das Ziel der ventrikulären 
Stabilisierung und somit von der Funktionsweise dem Prinzip der TEMS-Implantation 
entspricht, bietet das sog. „CorCap cardiac support device“ (kurz „CorCap“). Hierbei 
handelt es sich um ein Netz aus Polyester, welches bereits in der Humanmedizin um den 
Ventrikel gestülpt wird. Die Arbeitsgruppe um Mann et.al [43] untersuchte den Benefit des 
„CorCaps“ in einer 5-jährigen „Follow-up“ Studie. Es wurden 108 Patienten zwischen 18-
80 Jahren in die Studie eingeschlossen, wovon nach 5 Jahren noch 50 Patienten an der Studie 
teilnahmen. 98% der Patienten hatten eine Herzinsuffizienz des Stadiums NYHA III mit 
einer durchschnittlichen linksventrikulären Ejektionsfraktion von 27%. Die Kontrollgruppe 
erhielt die bestmögliche medikamentöse Therapie und die Interventionsgruppe zusätzlich 
noch das „CorCap“. Sie zeigten, dass das „CorCap“ zu einen reduzierten ventrikulären 
Wandstress und somit zu einem reversen „Remodeling“ führte, welches wiederum die Folgen 
der Herzinsuffizienz, wie z.B. Hypertrophie, Dilatation oder die vermehrte Fibrose des 
Ventrikels, vermehrt einschränkte. Dadurch verbesserte sich die NYHA Klasse signifikant 
um eine Stufe und sowohl das enddiastolische- als auch das endsystolische linksventrikuläre 
Volumen konnten verringert werden. Darüber hinaus zeigte sich gegenüber der 
Kontrollgruppe keine erhöhte Mortalität oder kardiale Ereignisse durch die operative 
Intervention. Im Rahmen der ventrikulären Stabilisierung wird häufig die perikardiale 
Einschnürung als mögliches Risiko genannt. Dies konnte echokardiografisch in der Studie 
widerlegt werden. Darüber hinaus gibt es noch keine suffiziente medikamentöse Therapie, 
welche das negative „Remodeling“ des Myokards, im Sinne einer vermehrten Hypertrophie 
und Dilatation des Ventrikels, positiv beeinflussen kann, sodass man aktuell weiterhin auf 
innovative operative Interventionen angewiesen ist.  
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Zusammenfassend ist die ventrikuläre Stabilisierung ein vielversprechender Ansatz im 
„reversen Remodeling“ mit Reduktion des Stresses auf die myokardiale Wand. Hierbei 
ähneln sich die TEMS- und die „CorCap“-Implantation in ihrer biomechanischen Wirkung 
auf das Myokard. In Zukunft kann es jedoch ein entscheidender Vorteil des TEMS sein, dass 
es als bioaktive Matrix mit der Mikroumgebung des erkrankten Gewebes in Interaktion tritt, 
wie die in dieser Arbeit durchgeführte Genanalyse hat zeigen können und somit die 
Regeneration positiv beeinflussen kann. Darüber hinaus ist es vorstellbar, dass es durch die 
gezielte Besiedlung mit pluripotenten Stammzellen ein funktionelles Gewebe ersetzen oder 
individuell ergänzen kann. Hierbei gilt es jedoch noch Meilensteine zu überwinden, wie z.B. 
die Entwicklung eines suffizienten und reproduzierbaren Algorithmus für die 
Umgebungsfaktoren innerhalb eines Bioreaktors. Die Optimierung aus koronarer Perfusion, 
elektrophysiologischer- sowie mechanischer Stimulation des Gewebes mit möglichst 
physiologischen Co-Faktoren könnte hier ein erfolgsversprechender Ansatz sein. Denn 
sollten die mit neonatalen Stammzellen rezellularisierten TEMS die adäquaten Reize zur 
Proliferation erhalten, wird womöglich die Differenz zwischen dem rezellularisiertem und 
somit zunächst noch unentwickeltem Gewebe zu einem funktionellenem Gewebsgerüst mit 
regenerativer Wirkung überbrückt werden können.  
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6. Anhang 
RNA-Isolation der Proben mit Extinktionswerten, RNA-Konzentration und cDNA-Werten 
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PCR-Ergebnisse in tabellarischer Form: 
Versuchsreihe 1: VW LAD-/TEMS- vs. VW LAD+/TEMS- (4 Wochen)(( ))
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Versuchsreihe 2: HW LAD-/TEMS- vs. HW LAD+/TEMS- (4 Wochen) 
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Versuchsreihe 3: VW LAD+/TEMS- vs. VW LAD+/TEMS+ (4 Wochen) 

 

(( )))
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Versuchsreihe 4: TEMS VW LAD-/TEMS+vs. TEMS VW LAD+/TEMS+ (4 Wochen) 

 

((( )))
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Versuchsreihe 5: VW LAD-/TEMS- vs. VW LAD+/TEMS- (8Wochen) 
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Versuchsreihe 6: HW LAD-/TEMS- vs. HW LAD+/TEMS- (8Wochen) 

 

((( )))
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Versuchsreihe 7: VW LAD+/TEMS- vs. VW LAD+/TEMS+ (8Wochen) 
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Versuchsreihe 8: TEMS VW LAD-/TEMS+vs. TEMS VW LAD+/TEMS+ (8 Wochen) 
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