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Zusammenfassung

Die Regenerative Medizin stellt einen der groRten Hoffnungstrager dar, in Zukunft wesentliche
Erkrankungen der Menschheit verbessern und heilen zu kénnen. Besonders im Fachgebiet der
Kardiovaskularen Chirurgie betriff dies Herzerkrankungen wie die Herzinsuffizienz, deren
Inzidenz weltweit immer weiter steigt. Das Tissue Engineering ist ein weiterhin aufstrebendes
Gebiet, welches das Hauptziel verfolgt, Teile von menschlichen Organen und komplette
menschliche Organe ersetzen zu konnen durch bioartifiziell hergestellte Organe. Dabei spielen
drei wesentliche Bereiche eine wesentliche Rolle: Die Trager-Matrix, die Re-Besiedlung mit
Zellen, und wachstumsbegiinstigende Faktoren im Rahmen der Re-Kultivierung.

Das Ziel dieser Arbeit war, diese Bereiche weiter zu untersuchen, vor allem die Re-Besiedlung
und Re-Kultivierung von zuvor dezellularisierten Ratten-Herzen. Hierbei wurden
unterschiedliche Methoden der Re-Besiedlung verwendet, vaskuldr, interstitiell und
kombiniert. Bei der Re-Kultivierung wurden zwei unterschiedliche Methoden verwendet,
statisch und perfundiert. Dabei sollte die eine neue Methode der Re-Besiedlung etabliert und
werden, welche Re-Kultivierungsart erfolgreicher ist, statisch oder perfundiert.

Dazu wurden in den Hauptversuchen 12 ganze Ratten-Herzen mittels eines etablierten
standardisierten Protokolls mittels aortaler automatisierter Langzeit-Perfusion dezellularisiert
und anschlieend re-besiedelt auf zwei unterschiedliche Arten mit zwei unterschiedlichen
Zellarten einzeln und kombiniert: vaskular mit Endothelzellen (Human umbilical vein cells),
interstitiell mit neonatalen Kardiomyozyten und kombiniert. In einem weiteren Schritt wurden
diese re-besiedelten Herzen auf zwei unterschiedliche Arten re-kultiviert, statisch mittels
Mediumwechsel nach 2 Tagen und perfundiert mittels Mediumwechsel und retrograder
aortaler Perfusion nach 2 Tagen. Nach 4 Tagen Kultivierung wurden die Herzen qualitativ und
guantitativ histologisch, immunhistologisch und mit der Methode des Live-Dead-Assays im
Hinblick auf Besiedlungserfolg, Zellzahl, Zelldichte und Zellvitalitat analysiert.

Insgesamt konnte dabei festgestellt werden, dass die neue Methode der Co-Re-Besiedlung mit
zwei unterschiedlichen Zellarten, die fiir die Herzbesiedlung essenziell sind, und deren Re-
Kultivierung erfolgreich war. Zudem konnte gezeigt werden, dass die perfundierte Re-
Kultivierungsmethode der statischen deutlich (iberlegen ist hinsichtlich Zellzahl, Zelldichte
und Zellvitalitat. Dies zeigt, dass die angewandten Co-Re-Besiedlungs- und die perfundierte
Re-Kultivierungs-Methode ein gut geeignetes Modell und eine Basis flr weitere Versuche
darstellt.

In der Zukunft bleibt weiterhin ein grolRer Bedarf an Forschung in den Bereichen Tragermatrix
und Zell-Re-Besiedlung, aber vor allem in den Bereichen Zellkultivierung und Zellwachstum.
Auch wenn die Forschung rasante Fortschritte zu verzeichnen hat, wird es im Bereich des
kardialen Tissue Engineering aufgrund der komplexen dynamischen Biomechanik noch einige
Zeit dauern, bis das Ziel eines vollstandigen und vor allem funktionsfahigem kardialen
Organersatz erreicht werden kann. Allerdings scheint dies eher nur eine Frage der Zeit zu sein.
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Summary

The regenerative medicine is one of most promising fields, giving hope to be able to improve
or even heal major diseases of humankind. Especially in the field of cardiology and
cardiovascular surgery this concerns heart diseases like heart failure which incidence is
continuously increasing worldwide. Tissue engineering is a rising field, which aims to replace
parts or even whole organs by using bioartificially built organs. Hereby there are three major
aspects playing an important role: the matrix, re-cellularization and factors favoring cell
growth.

The aim of this work was to further examine those aspects, with special focus on re-
cellularization and re-cultivation of previously decellularized rat hearts. In this there were used
two different methods of re-cellularization, vascular, interstitial and vascular interstitial
simultaneous consecutive combined co-re-cellularization. In terms of re-cultivation there
were used two different methods, static and perfused. In this work this new method of re-
cellularization should be established and it should be shown which method of re-cultivation is
better suited for further trials.

For this purpose, in the main experiments, 12 rat hearts were decellularized via aortal
perfusion following an established standard protocol und after that re-cellularized using two
different methods with two different cell types: vascular re-cellularization with endothelial
cells (Human umbilical vein cells), interstitial neonatal cardiomyocytes and vascular interstitial
simultaneously consecutively combined. In further step these re-cellularized hearts were re-
cultivated by using two different methods, static via change of medium after two days, and
perfused via change of medium in combination with retrograde aortal perfusion after two
days. After 4 days of re-culturing, the hearts were examined qualitatively and quantitatively
histologically, immune-histologically and with the method of live-dead-assay in terms of
success of re-cellularization, cell count, cell density and cell vitality. After all it could be
recognized that the new method of co-re-cellularization with two different cell which are
essential for heart re-cellularization was successful. In addition, it could be shown that the
method of perfused re-cultivation was superior to static re-cultivation in terms of cell count,
cell density and cell vitality. This shows that the new applied method of re-cellularization and
perfused re-cultivation proved to be a suited concept and a base for further trials.

However, in the future, there will be a big need for science in the fields of carrier matrix and
re-cellularization and especially of re-culturing and cell growth. Even if science in tissue
engineering is rapidly proceeding, it will take more time in the field of cardiac tissue
engineering, because of the complex biomechanics, in order to reach the aim of a complete
and especially functional cardiac whole organ replacement. Nevertheless, it seems to be
rather a matter of time.
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1 Einleitung

1.1 Medizinische Relevanz

1.1.1 Herzinsuffizienz

Herzkreislauf-Erkrankungen belegen in der Rangliste der haufigsten Todesursachen die
Nummer 1 in den Industrie-Staaten. Im Jahre 2016 waren es weltweit 17,9 Millionen
Menschen und damit 31% aller globalen Todesfille (WHO, AHA). Uber 75% dieser Flle fanden
in Niedrig- und Mittel-Einkommen Landern statt. Auch wenn eine groRe Zahl dieser Falle durch
Vermeidung von definierten Risikofaktoren verhindert oder zumindest verzogert werden
konnte, bliebe immer noch eine sehr grofle Zahl an altersbedingten oder genetischen
Risikofaktoren, die sich durch eine Lebensstilanderung nicht erfassen lassen. Zu den
klassischen Risikofaktoren zdhlen in erster Linie Tabakkonsum, Alkohol, Ubergewicht,
Diabetes, Hypertonie, Erndhrung. Dabei spielt die chronische Herzinsuffizienz eine
wesentliche Rolle. Zu den Kardiovaskuldre Erkrankungen werden vor allem die Koronare
Herzkrankheit (KHK), Schlaganfall, Herzklappen-Erkrankungen, Herzinfarkt, Thrombosen,
Lungenembolie, periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK), rheumatische und
angeborene Herzerkrankungen gerechnet. Fast alle dieser Erkrankungen kénnen im Verlauf
zu akuter oder chronischer Herzinsuffizienz fihren. Die im Folgenden dargestellten Inhalte zur
chronischen Herzinsuffizienz und deren weitreichenden Folgen entsprechen der Nationalen
Versorgungsleitlinie entsprechen der Aktualitdit der Nationalen Versorgungsleitlinie
,Chronische Herzinsuffizienz“ der Arbeitsgruppe der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften aus dem Jahr 2019 mit Update im Jahre 2021 (AWMF, 2019).

1.1.2 Chronische Herzinsuffizienz

Die Nationale Versorgungsleitlinie ,,Chronische Herzinsuffizienz” definiert die Herzinsuffizienz
folgendermaRen: ,Das Herz ist dabei nicht mehr in der Lage, den Kérper mit ausreichend Blut
und Sauerstoff zu versorgen. Die urspriingliche Definition beinhaltete vor allem die
Hamodynamik der Herzinsuffizienz und wurde um die Kompensation des Kérpers z.B. durch
Sympathikus Gegenregulierung erganzt.” (AWMF, 2019). Die klinische Definition umfasst vor
allem Symptome wie Dyspnoe und Leistungsminderung, sowie Odem-Einlagerungen.
Grundsatzlich kann zwischen akuter und chronischer Herzinsuffizienz unterschieden werden.
Dabei stellt die akute Herzinsuffizienz einen klaren Notfall dar, der unverziiglich zu behandeln
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ist. Die chronische Herzinsuffizienz stellt eine Art fortschreitende Schadigung der kardialer
Pumpfunktion dar, die die unterschiedlichsten Ursachen haben kann. Grundsatzlich kann hier
eine Einteilung nach Ort des Auftretens, zum Beispiel Linksherzinsuffizienz, nach dem Faktor
Zeit oder auch nach der zugrundeliegenden Ursache unterschieden werden. Zuséatzlich wird
noch unterschieden, ob die Pumpfunktion, die Linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF)
betroffen ist. Danach wird zwischen reduzierter, leicht reduzierter und erhaltener
Linksventrikuldrer Ejektionsfraktion unterschieden: HFrEF (Heart failure with reduced Ejection
Fraction), mit einer reduzierten LVEF kleiner 40%, einer leicht reduzierten HFmMEF, mit einer
LVEF zwischen 40 und 49, und HFpEF, mit einer LVEF groRer 40% unterschieden. Bei der HFrEF
liegt eine reduzierte Auswurfleistung vor, bei der HFEF liegt stattdessen eine reduzierte
diastolische Fillungsleistung vor. Insgesamt sind die Ursachen unterschiedlich. Eine der
haufigsten Ursachen der chronischen Herzinsuffizienz stellt die chronische Koronare
Herzkrankheit dar. Hierbei spielen arterielle Hypertonie und Myokardinfarkt eine Rolle. Eher
seltenere Ursachen umfassen beispielsweise nicht-ischamische Kardiomyopathien,
Arrhythmien, wie Vorhofflimmern, Tachykardie, Bradykardie, aber auch
Herzklappenerkrankungen, dabei angeborene und erworbene, Perikarderkrankungen und
High Output Failure Erkrankungen.

Insgesamt konnen fast alle Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu einer akuten oder chronischen
Herzinsuffizienz fihren, und damit auch zum Herzversagen.

Pathophysiologisch spielen vor allem folgende Faktoren eine Rolle: die Schadigung des
Myokards durch Druckbelastung, Volumenbelastung oder Gewebeuntergang. Daraus folgt
eine reduzierte Funktion der Pumpleistung des linken Ventrikels. Dies wiederum fiihrt zu
Gegenregulationsmechanismen, die die Herzleistung zwar kurzfristig kompensieren kdonnen,
aber langfristig dem Herzen schaden konnen. Deshalb steht im Fokus der Therapie eine
Verringerung der Folgen einer reduzierten Pumpleistung des linken Ventrikels und damit der
Gegenregulationsmechanismen, insbesondere des RAAS (Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System).

1.1.3 Pravention von kardiovaskularen Erkrankungen

Die Pravention setzt in erster Linie auf eine Vermeidung der Risikofaktoren beziehungsweise
eine entsprechende Anpassung des Lebensstils. Eine wesentliche Rolle spielen hierbei das
Vermeiden von Rauchen, regelmiRigem Alkoholkonsum, Ubergewicht beziehungsweise
Adipositas, Erndahrung und korperliche Aktivitat.



Auch auf staatlicher Ebene finden weltweit Programme und Interventionen zur Pravention
von Kardiovaskularen Erkrankungen statt: Dazu zahlen vor allem Tabakkonsum-Kontroll-
Mechanismen (zum Beispiel das Tabak-Werbungsverbot beziehungsweise
Gesundheitswarnungen bei Tabakwerbung) (WHQ), erhohte Besteuerung von Tabak, Alkohol
und Nahrungsmitteln, die die Gefahr fiir Ubergewicht und Adipositas stark erhdhen (zum
Beispiel) Besteuerung von Zucker, Salz, und Fett), Bewegungsinitiativen zur Férderung der
korperlichen Aktivitdt (zum Beispiel Deutschland bewegt sich, eine Initiative der
Krankenkassen). Auf globaler Ebene geht die Weltgesundheitsorganisation mit einem
speziellen globalen Aktionsplan zur Vermeidung und Pravention von nicht-lbertragbaren
Krankheiten, der von 194 Landern der Welt unterzeichnet wurde (WHO). Dieser beinhaltet
eine Reduktion um 25% der vermeidbaren Todesfille durch nicht-libertragbare Krankheiten
bis 2025. Dabei werden 9 wesentliche Ziele genannt, von denen 2 unmittelbar die Reduktion
von kardiovaskuldren Erkrankungen betreffen. Dies sind Ziel 6, eine Reduktion der Pravalenz
von Bluthochdruck, und Ziel 8, eine Implementierung von Medizinischer Therapie bei
zumindest 50% der dafiir bediirftigen Menschen. Dies unterstreicht die immense Bedeutung
von kardiovaskularen Erkrankungen nicht nur medizinisch, sondern auch politisch weltweit.

Auf individueller Ebene wird zwischen Primar-, und Sekundarpravention unterschieden. Bei
der Primdrprdvention wird auf die oben genannten Verhaltensrisikofaktoren gesetzt. Bei der
Sekundarprdvention ist bereits eine medikamentdse Intervention notwendig. Dazu zahlen im
Allgemeinen zum Beispiel Aspirin, Beta-Blocker, ACE-Hemmer, Sartane et cetera. Im weiteren
Verlauf der Erkrankungen kdnnen auch operative Interventionen notwendig werden, wie zum
Beispiel Stent-Implantationen, Bypass-Operation, Klappenersatz-Operationen, bis hin zu
Herztransplantationen.

Trotz aller Bemiihungen und Anstrengungen auf nationaler und internationaler Ebene, in
Organisationen, Politik, Krankhausern, Praxen und im Arzt-Patienten Kontakt, kann damit
gerechnet werden, dass sich die Zahl der Kardiovaskuldaren Erkrankungen weltweit noch
weiter erhohen wird, auf Grund des immer noch zunehmenden Wachstums und des
Wohlstandes der Weltbevoélkerung.

Trotz der stetigen Entwicklung in Diagnostik und Therapie der Kardiovaskularen Erkrankungen
und einer immer besser werdenden gesundheitlichen Versorgung von immer mehr
Menschen, wird auch mit einer erhohten Zahl an Herzinsuffizienzen und damit auch an
chronischen Herzinsuffizienzen im Endstadium zu rechnen sein, zumindest in den Industrie-
Nationen.



Organersatz

Wahrend bei einer chronischen Herzinsuffizienz in den Anfangsstadien noch einige Therapien
zur Kontrolle oder zumindest Verzogerung zur Verfligung stehen, bleibt im Endstadium der
Herzinsuffizienz haufig nur noch die Herztransplantation als Ultima ratio bestehen. Dies
erhoht den Bedarf an menschlichem Organersatz immens. Da aber nur eine begrenzte,
geringe Anzahl an Spendern zur Verfligung steht, besteht ein groRes Missverhaltnis zwischen
Angebot und Nachfrage. Im Jahr 2021 wurden in Deutschland 329 Herztransplantationen
durchgefihrt und es kamen 522 Anmeldungen auf die Warteliste hierfiir (Organspende). Dies
weckt den Bedarf an alternativen Maoglichkeiten, zum Beispiel biologisch-kiinstlicher
Organersatz. Die Regenerative Medizin beziehungsweise das myokardiale Tissue Engineering
zielt genau auf einen solchen bioartifiziellen Organersatz, und die Hoffnung liegt darauf, eines
Tages ein vollkommen biologisch-kiinstlich erstelltes Herz zu erschaffen. Gelange es, dieses
Ziel zu erreichen, konnten Organe wie ganze Herzen nahezu in unbegrenzter Menge erstellt
werden, und somit das Missverhdltnis zwischen Angebot und Nachfrage komplett
ausgeglichen werden. Optimaler Weise kdnnten Organe sogar individuell speziell auf den
entsprechenden Empfanger angepasst werden.

In Deutschland leiden ca. 2 Mio. Menschen an chronischer Herzinsuffizienz. Mit Betrachtung
der altersspezifischen Subgruppen betrifft dies ca. 50% der lber 80 Jahrigen, und immerhin
ca. 30 % der Uber 70 Jahrigen.

1.1.4 Begleiterkrankungen bei Herzinsuffizienz

Vorhofflimmern stellt eine haufige Begleiterkrankung bei chronischer Herzinsuffizienz dar, die
die Prognose verschlechtert. Je hoher das NYHA-Stadium, desto wahrscheinlicher ein
Vorhofflimmern. Eine der gefiirchtetsten Begleiterkrankungen ist der pl6tzliche Herztod, der
mitunter durch einen implantierten Cardioverter-Defibrillator verhindert werden kann.

Ebenfalls haufig treten Atemwegserkrankungen wie COPD und Asthma in Begleitung einer
Herzinsuffizienz auf. Von einer Therapie der chronischen Herzinsuffizienz, ob symptomatisch
oder kurativ, kdnnen auch Begleiterkrankungen in der Regel positiv beeinflusst werden.

Ziel der Therapie der chronischen Herzinsuffizienz ist stets die Verbesserung der Symptomatik
und das Senken des Morbiditats- und Mortalitatsrisikos.



1.1.5 Medikamentose Therapie

Die medikamentdse Therapie der chronischen Herzinsuffizienz richtet sich im Wesentlichen
nach der pathophysiologischen Form der Herzinsuffizienz, also ob eine Reduzierung der
Pumpfunktion des linken Ventrikel vorliegt (HFrEF). Dabei stehen in erster Linie zwei Faktoren
der Therapie zur Verfligung. Zum einen die direkten Folgen der Herzinsuffizienz und die
Reduzierung der Folgen der Gegenregulationsmechanismen der Herzinsuffizienz. Dies
beinhaltet eine Hemmung des Renin-Angiotensin-Systems (RAAS) und eine Hemmung des
Sympathikus durch Betablocker. Zur Basistherapie konnen folgende Medikamente
angewendet werden: ACE-Hemmer (Angiotensin-Converting-Enzym), Betablocker und
Aldosteron-Antagonisten (Mineralokortikoid-Rezeptor-Blocker). Dabei wird stufenweise nach
NYHA-Klassen bei reduzierter LVEF vorgegangen. Ergdnzend empfiehlt sich bei
Flissigkeitsretention die Anwendung von Diuretika. Bestehen weiterhin Symptome kdénnen
Angiotensin-Typ-1-Inhibitoren (Sartane) statt ACE-Hemmern angewendet werden. Bei
Niereninsuffizienz sollten ebenfalls Sartane statt ACE-Hemmern angewendet werden (AWMF,
2019).

Zur erweiterten Therapie kdnnen Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitor (ARNI) bei HFrEF
oder Ivabradin bei Betablockerintoleranz oder einer Herzfrequenz >75 pro Minute eingesetzt
werden. Bei Symptompersistenz kdnnen Sacubitril, Valsartan als ACE-Hemmer-Ersatz oder
SGLT2-Inhibitoren eingesetzt werden (AWMF Update 2021).

Des Weiteren ist bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz auf einen vollstandigen
Impfschutz entsprechend der STIKO-Empfehlungen zu achten, vor allem auf einen Influenza-
und Pneumokokken Impfschutz.

1.1.6 Lebensstilanderung

Die klassische Lebensstilanderung oder Lebensstilverbesserung definiert sich analog den
zuvor genannten Risikofaktoren. Dies beinhaltet das Vermeiden von Tabak, Alkohol, die
Reduzierung von Ubergewicht beziehungsweise Adipositas, eine konsequente Therapie bei
Diabetes, Arterieller Hypertonie, oder Hyperlipiddmie, gesunde Erndhrung und regelmaRige
Bewegung. Es wird keine spezielle Erndhrung oder Didat empfohlen, sondern eher eine
ausgeglichene und Nahrstoff-ausbalancierte Erndhrung entsprechend der WHO-Empfehlung,
dahnlich der mediterranen Erndhrung, mit wenig Zucker und gesattigten Fettsduren, Obst,
Gemilise, Ballaststoffreich, wenig Fleisch und salz arm. Diese Ernahrungsweise dhnelt ebenfalls
der Erndhrungsempfehlung fir Dialyse Patienten beziehungsweise mit chronischer
Niereninsuffizienz. RegelmaRige Korperliche Aktivitat definiert sich liber ein dem Patienten-
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angepassten regelmalligem BewegungsausmalR. Zudem wird ein Monitoring des Gewichts und
des Flussigkeitshaushalts empfohlen. Bei zu schneller Gewichtszunahme besteht die Gefahr
einer Flussigkeitsretention und einer Verschlechterung der Herzinsuffizienz.

1.1.7 Herzschrittmacher, CRT und ICD

Bei Vorliegen einer chronischen Herzinsuffizienz mit dilatierten Kammern und einer
reduzierten LVEF gemaR NYHA-Stadium 3-4, kann es bei etwa einem Drittel zusatzlich zu
Dyssynchronien kommen, wie einem Linksschenkelblock, wobei eine gleichmaRige,
regelmallige Pumpleistung der Kammern nicht mehr gewahrleistet werden kann. Dabei ist
auch das Mortalitatsrisiko erhoht. Unter bestimmten Voraussetzungen ist eine Kardiale
Resynchronisationstherapie  (CRT) indiziert. Dies ist die Implantation eines
Herzschrittmachers, der die Ventrikel wieder synchron schlagen lassen soll. die
Voraussetzungen hierfir sind das Vorliegen eines Sinusrhythmus, eines verbreiteten QRS-
Komplexes und eines Linksschenkelblockes. Die CRT kann bei Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz mit reduzierter LVEF die Mortalitat, Hospitalisierungsrate, Symptomatik
generell senken und Lebensqualitit verbessern, verglichen mit einer alleinigen
medikamentésen Therapie. Das Verbesserungsausmall ist abhangig von bestimmten
Faktoren, wie etwa Geschlecht und Ursache, aber nicht vom Alter der Patienten. Die CRT ist
insgesamt nur bei ca. 5-10% der chronischen Herzinsuffizienz Patienten indiziert, was
allerdings absolut betrachtet eine immer noch sehr hohe Zahl darstellt, da die Pravalenz und
Inzidenz von Herzinsuffizienzen insgesamt sehr hoch sind. Bei Patienten bei denen die
Voraussetzung, und stattdessen ein Vorhofflimmern vorliegt, wird nur in Ausnahmefallen
empfohlen. Bei Patienten die nach konventioneller Schrittmacher Therapie oder
implantierbaren Kardioverter-Defibrillator-(ICD)-Implantation keine Verbesserung, sondern
eher eine weitere Verschlechterung der Symptomatik zeigen, kann eine CRT erwogen werden,
zumindest bei hoher rechtsventrikularer Stimulation.

Bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz und einer LVEF von unter 40% ist eine spezielle
Herzschrittmacher-Implantation indiziert, die Implantation eines implantierbaren
Kardioverter-Defibrillator (ICD). Dieser kann auch mit einer CRT kombiniert werden. Er dient
in erster Linie der Verhinderung eines plotzliches Herztodes, der in Folge einer ventriukuldren
Tachyarrhytmie auftreten kann. Er gilt als gefiirchtete Komplikation der Herzinsuffizienz und
zahlt zu den haufigsten Todesursachen bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz. Der ICD
soll diese Komplikation verhindern, verhindert allerdings nicht das Fortschreiten der
Herzinsuffizienz. Dabei ist zu beachten, dass er bei schwerer Symptomatik nicht unbedingt
indiziert ist, und bei einem Wechsel die Indikation neu geprift wird. ICDs werden als
Primarpravention und als Sekundarpravention eingesetzt. Bei der Primarpravention sind
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Voraussetzungen, NYHA-Stadium 2-3, eine LVEF <35% unter optimaler medikament&ser
Therapie liber 3 Monate, eine Lebenserwartung von tber einem Jahr, ein guter allgemeiner
Status. Bei der Sekundarpravention sind Voraussetzungen, ein lberlebter pl6tzlicher Herztod
oder hamodynamisch wirksame Kammertachykardien. ICDs gibt es als Einkammer-Systeme
und Zweikammer-Systeme, wobei in den meisten Féallen ein Einkammersystem eher
ausreichend ist. Bei Einkammer-Systemen wird eine Elektrode im rechten Ventrikel platziert,
bei Zweikammer-Systemen zusatzlich noch im rechten Vorhof. Bei entsprechender
Herzschrittmacher Indikation, kann auch ein Zweikammersystem eingesetzt werden, das auch
Herzschrittmacher Eigenschaften erfillt, jedoch auch eher mehr mogliche Komplikationen
aufweisen kann Einzelfédllen kann ein CRT-Herzschrittmacher auch mit einem ICD kombiniert
werden, wenn die Voraussetzungen und Indikationen fiir beide Systeme erfillt sind.

1.1.8 Bypass und Klappen Operationen

Auch bei Patienten mit einer LVEF < 35% und MehrgefalR-KHK kann eine Bypassoperation
indiziert sein. Entscheidend fiir die Indikationsstellung einer Myokardrevaskularisierung und
damit einer Bypass-Operation ist das Vorhandensein und die Auspragung einer
Myokardischamie und die daraus resultierenden Symptomatik, und nicht direkt der
Schweregrad der Herzinsuffizienz. Die Entscheidung fiir einen Eingriff wird immer individuell
abhangig vom Risiko-Nutzen-Verhaltnis zusammen mit dem Patienten getroffen. Fiir eine
perkutane Koronarintervention ist dieses Verhaltnis noch unklar.

Auch Herzklappenerkrankungen werden unabhdngig vom Schweregrad der Herzinsuffizienz
nach Leitlinie therapiert. Hierbei wird unterschieden, ob eine primare Klappenerkrankung
vorliegt, die ihrerseits zu einer Herzinsuffizienz fiihren kann, oder ob es sich um eine
sekundare Klappenerkrankung handelt, die die Herzinsuffizienz bedingt. Dabei steht vor allem
die interventionelle oder operative Therapie einer sekundaren Mitralklappeninsuffizienz im
Vordergrund.

1.1.9 Kunstherz und Herztransplantation

Ist die Herzinsuffizienz schon so weit fortgeschritten, dass trotz optimaler medikamentoser
Therapie weiterhin eine Symptomatik besteht, dann kann ein Herzunterstlizungssystem oder
als Ultima ratio eine Herztransplantation eine Option sein. Zu den
Herzunterstiizungssystemen zdahlen ventrikuldre Unterstitzungssysteme (VAD, ventrikular
assistant device), am haufigsten linksventrikuldre (LVAD), aber auch rechtsventrikuldre (RVAD)
oder beidseits ventrikulare (BVAD), sowie totale Kunstherzen (TAH, total artificial heart). Die
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Indikation flir Herzunterstitzungssysteme kann fiir Patienten mit Herzinsuffizienz im
terminalen Stadium gestellt werden, speziell fiir Patienten, die fir eine Herztransplantation
nicht in Frage kommen. Grundsatzlich koénnen Herzunterstiitzungssysteme fiir eine
Uberbriickung zur Herztransplantation (Bridge to Transplantation, eine Uberbriickung bis zur
Erholung (Bridge to Recovery) oder zur Uberbriickung bis zur Transplantationsfiahigkeit
(Bridge to Candidacy) oder auch in zunehmendem MaRe als Dauertherapie (Destination
Therapie) eingesetzt werden. Voraussetzungen sind eine schwere Symptomatik von langer als
zwei Monaten und mindestens zwei der folgenden Kriterien: eine LVEF <20% und VO2peak
<12ml/kg/min, oder mehr als zwei Hospitalisierungen pro Jahr, oder eine notwendige i.v.
inotrope Therapie, fortschreitende durchblutungsbedingte End-Organ-Dysfunktion von Niere,
Leber oder eine schwere Rechtsherzinsuffizienz mit schwerer Trikuspidalklappeninsuffizeinz.
Eine Indikation flir Herzunterstiitzungssysteme oder auch Kunstherzen sollte auch hier nur an
speziellen Herzzentren gestellt werden, mit grindlicher Abwagung des individuellen Risiko-
Nutzen-Profils und in enger gemeinsamer Entscheidungsfindung des Patienten.

Weitere operative Eingriffe stellen zum Beispiel die Ventrikelrekonstruktion und die
Aneurysmektomie dar. Die Wiederherstellung des Ventrikels beinhaltet die Entfernung von
vernarbten Arealen des Myokards, um das normale Ventrikelvolumen wiederherzustellen
oder sich diesem anzundhern. Eine der bisher gréRten Studien zur Ventrikelrekonstruktion ist
die Studie STICH-2, in der bei Patienten mit Herzinsuffizienz, die eine Bypassoperation
bekamen, zusatzlich eine Ventrikelrekonstruktion durchgefiihrt wurde (n=501). Die
Kontrollgruppe ohne Ventrikelrekonstruktion betrug n=499. Dazu wurde allerdings in
Subanalysen der STICH-2 Studie festgestellt, dass nur eine groRBere Reduktion des
Ventrikelvolumens (LVESVI < 60ml/m2) die Gesamt-Uberlebenszeit signifikant verlidngert.
Daher lautet das entsprechende Leitlinien-Statement zur Ventrikelrekonstruktion: schwache
Empfehlung.

Trotz umfassender Therapiemoglichkeiten der chronischen Herzinsuffizienz, bleiben die
meisten Therapien symptomatisch. Ausgenommen einiger operativer Eingriffe, wie Bypass-
Operationen, bleibt die einzige Option einer kurativen Therapie eine Herztransplantation.

Bei Patienten mit Herzinsuffizienz im terminalen Stadium, und NYHA-Stadium 3-4, bei denen
trotz optimaler medikamentoser Therapie und trotz in Frage kommender operativer Therapie
immer noch eine schwere Symptomatik vorliegt, kommt eine Herztransplantation in Frage.
Die klassische Indikationsstellung erfolgt auch hier an speziellen Herzzentren. Fiir Patienten
mit Indikation ist die Herztransplantation eine erhéhte Uberlebensrate und eine Verbesserung
der Lebensqualitat. Trotz modernster Medizin ist das Verhaltnis zwischen Angebot und
Nachfrage verfligbarer Spenderorgane das Nadelohr bei der Herztransplantation. 2016 betrug



die Zahl der Herztransplantationen in Deutschland 256, wahrend die Zahl der wartenden
Patienten 725 betrug.

Trotz immer neuer Entwicklungen in der Transplantationsmedizin bleiben die klassischen
limitierenden moglichen Nebenwirkungen von TransplantatabstofRungsreaktionen und
Effekte der Immunsuppression wie Infektionen, erhéhte Tumorbildung und
Niereninsuffizienzen. Auch die Grunderkrankung und weitere kardiovaskulare Risikofaktoren
kann durch die Immunsuppression verstiarkt werden und ihrerseits das Transplantat
gefahrden.

Ab einer gewissen Stufe der chronischen Herzinsuffizienz bei der alle Mdglichkeiten der
Lebensstilanderung und der Medikamentdsen Therapie ausgeschopft wurden und trotzdem
eine Symptomatik fort besteht, kommen als Ultima ratio nur noch Herzersatzverfahren in
Betracht. Diese beinhalten zum einen ein mogliches Kunstherz und die Herztransplantation.

Eine ganze Reihe an neuen Medikamenten befinden sich aktuell in Zulassungsstudien.
Ansatzpunkte sind hierbei die verminderte Bildung von NO, ein neuer Mineraolkoritkoid-
Rezeptor. Alternative Methoden, die eher auf Regeneration und erneutes Wachstum zielen,
sind zum Beispiel miRNA-Pflaster, Anti-Sense-RNA-Medikamente oder miRNA-Blocker, die
Verdanderungen von Kardiomyozyten entgegenwirken sollen oder Zell-Pflaster aus in vitro
induzierten Kardiomyozyten (Abplanalp et al., 2020). Wahrend der Herzinsuffizienz kommt es
zu einem relativen Energiedefizit bedingt durch dysfunktionale Mitochondrien. Eine weitere
Rolle konnte hierbei die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen spielen. Dies ist ein
Ansatzpunkt einer neuen medikamentdosen Therapie (Karaa et al., 2018) mittels eines
Wirkstoffs, der diese vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen vermindern soll und somit
das Fortschreiten einer Herzinsuffizienz verlangsamen soll.



1.2 Regenerative Medizin

1.2.1 Tissue engineering

Innerhalb der Medizin und ihren Fachgebieten gewinnt das Gebiet der Regenerativen Medizin
immer mehr an Bedeutung. Das Ziel der Regenerativen Medizin beziehungsweise des Tissue
Engineerings besteht in der Erschaffung von neuem Gewebeersatz entweder in Teilen von
Organen oder sogar ganzen Organen. Diese sollen dann zur Wiederherstellung von Organen
dienen. Der Untergang von Zellgewebe oder kompletten Organen und der Mangel an
passendem Gewebeersatz ist eine der herausforderndsten Aufgaben, die es in der modernen
Medizin zu bewaltigen gibt. Das Tissue Engineering ist bestrebt, funktionellen Gewebeersatz
zu erschaffen. Der als Grinder des Tissue Engineerings bezeichnete Prof. Robert Langer
definierte 1993 ein damals neues Gebiet als Tissue Engineering und als ,interdisziplinares Feld,
das die Prinzipien und des Engineering und Life Science anwendet bis hin zur Entwicklung von
biologischem Ersatz, der die Gewebefunktion wiederherstellt, erhalt oder verbessert” (Langer
and Vacanti, 1993). Dieser grundlegende Artikel wurde tGber 5200 mal zitiert und im Bereich
des Tissue Engineerings sind tiber 100 Firmen aktiv mit mehr als 14.000 Mitarbeitern, was die
Bedeutung dieses Gebietes unterstreicht (Jaklenec et al., 2012).

Die drei Bereiche des Tissue engineering

Dabei legt Langer den Fokus auf drei grundlegende Bereiche. Zum einen auf die Herstellung
und Verwendung einer 3D-Tragermatrix (extrazelluldiren Matrix = ECM), die sowohl
biologische als auch mechanische Eigenschaften des zu ersetzenden Organs besitzt. Zum
zweiten auf eine Zellpopulation, die nach Re-Besiedlung dem zu ersetzenden Organ moglichst
ahnlich ist. Und zum Dritten auf Faktoren, die das Wachstum eines solchen re-besiedelten
Konstrukts optimal fordern.

1.2.2 Historie und Entwicklung des Tissue engineering

Bereits 1987 veroffentliche Langer einen Artikel namens ,selektive Zelltransplantation, die
bioabsorbierende kiinstliche Matrices benutzt” (Vacanti et al., 1988). Darin beschreibt er
grundlegende Erkenntnisse und Hoffnungen des Tissue Engineering, mit anfanglichem Fokus
auf Organen wie Leber, Pankreas, und Darm. Dabei wurden ausdifferenzierte Ratten- und
Mause Zellen der Leber, des Pankreas und des Darms gewonnen, mittels Zellkultur vermehrt
und anschlieBend auf bioaktive Matrices ,besiedelt”. Dabei wurden insgesamt 115 Matrices
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in 70 Empfanger implantiert. Zelliberleben sogar geringes Zellwachstum konnte bei drei
Implantationen mit Leberzellen und bei drei Implantationen mit Darmzellen beobachtet
werden. Diese Ergebnisse bedeuteten nicht nur ein Erfolg dieser Arbeit, sondern bewiesen
vielmehr die Moglichkeit, ein bisher theoretisches Konzept in die Realitdit umsetzen zu
konnen. Diese Arbeit stellte gewissermalien die Grundlagen und die Anfidnge des heutigen
Tissue engineerings dar.

In den 1990er Jahren fanden aufbauend auf dem oben zitierten Paper viele weitere
Grundlagen untersuchende Experimente und Studien statt. Im Besonderen wurden die
Organe Leber (Uygun et al., 2010), Pankreas, Darm, BlutgefalRe, Blase, Niere (Allen et al., 2010,
Nakayama et al., 2010), glatte Muskulatur, Osophagus beriicksichtigt.

Im Bereich des Organs Leber untersuchte zum Beispiel eine gemeinsame Arbeitsgruppe um
Langer und Vacanti das Massenwachstum von implantierten Leberzellen. Dazu wurden
Hepatozyten auf Schichten aus Polyglykolsdure besiedelt die anschlieBend 26 Ratten
implantiert wurden. Dabei zeigte sich das Wachstum von Hepatozyten, die zum Teil Bilirubin
produzierten.

Des weiteren untersuchte die Arbeitsgruppe 4 Dalmatiner Hunde, denen zuvor Hepatozyten
mittels spezieller Schwamme auf das Mesenterium implantiert wurden. Da Dalmatiner Hunde
einen Harnstoff-Stoffwechsel-Abbau-Defekt haben, konnte hier anhand fallender Harnstoff-
Werte der Erfolg einer Hepatozyten-Besiedlung gezeigt werden.

Diese Ansatze beruhten allerdings auf dem Vorhandensein einer vaskularisierten Basis, die die
implantierten Zellen erndhrt. Um diese Abhangigkeit zu umgehen, wurde bei nachsten
Ansatzen versucht, eine Vaskularisierung direkt mit in die 3D-Tragermatrix einzubauen. Das
vaskuldre Netz wurde auf Silicon Vorlagen gebracht und anschlieBend mit Hepatozyten und
Endothelzellen besiedelt. Diese zeigten in-vitro Wachstum und Differenzierung und die
Hepatozyten eine weitere Produktion von Albumin. Diese Vorlagen wurden danach gefaltet
zu 3D-Vorlagen, und stellen so eine 3D-Tragermatrix dar. Quasi zeitgleich wurden erste 3D-
printign Methoden entwickelt, wie zum Beispiel ein Prototyp 3D-Drucker, mit dem vaskulare
Netze gedruckt werden konnten. In den 2000 er Jahren wurden diese Techniken
weiterentwickelt, bis hin zu 3D-Bioprinting Methoden, bei denen Zellen in Hydrogele gedruckt
werden kdnnen.

Alternative Methoden zur Herstellung oder Gewinnung einer 3D-Tragermatrix beinhalten die
Methode der Dezellularisierung von Organen mit speziellen Wasch-Detergenzien-Lésungen.
Grundsatzlich gibt es drei Moglichkeiten der Dezellularisierung: physikalisch (zum Beispiel
durch Einfrier- und Aufbau Methoden), enzymatisch (zum Beispiel durch Enzyme wie Trypsin).
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Dabei wird sich der originale 3D-Aufbau eines biologischen Organs zu Nutze gemacht. Ein
tierisches Organ wird somit mit der Dezellularisierungslosung dezellularisiert und somit der
GroRteil der DNA-haltigen Zellen ausgewaschen. Ubrig bleibt eine drei-dimensionale
Tragermatrix, im Wesentlichen bestehend aus Proteinen, wie zum Beispiel Kollagen und
Elastin. Durch die Entfernung von DNA-haltigen Zellen wird eine mogliche AbstoRungsreaktion
stark reduziert. Diese 3D-Vorlage wird anschlieRend mit Zellen re-besiedelt. Zur
Dezellularisierung bestehen im Allgemeinen zwei weit verbreitete Methoden: die Methode
der vaskuldaren Dezellularisierung und die, der Immersions-Dezellularisierung bzw. der
Diffusions-Dezellularisierung. Die vaskuldre Dezellularisierung macht sich das bereits
vorhandene vaskuldare Netz der 3D-Tragermatrix zu Nutze. Dabei wird die Aorta retrograd
kanuliert und retrograd perfundiert. Bei der Immersions-Dezellularisierung werden die
Organe in eine LOsung eingelegt.

Dies ist prinzipiell fir alle Organe mdglich und hat den groRen Vorteil, dass die zu
dezellularisierenden Organe von tierischen Spendern unter Artgerechten Bedingungen
gewonnen werden kdnnen und damit in quasi unbegrenzter Zahl zur Verfligung stehen. Dies
wurde nahezu an fast allen Organen in Versuchen getestet und durchfiihrt. Beispiele fiir
markante Arbeiten und Erfolge im Verlauf der Entwicklung des Tissue Engineering im Bereich
der Ganz-Organ-Dezellularisierung stellen folgende Arbeiten dar: im Bereich der Harnblase:
dezellularisierte Harnblase gewonnen aus Schweine-Harnblasen, reimplantiert in Hasen (Chen
et al.,, 1999). Im Bereich der GefdRe: dezellularisierte Arterien gewonnen aus Schweine-
Karotiden (Dahl et al., 2003) bzw. aus Ratten-Aorta (Uchimura et al., 2003), im Bereich der
Herzklappen: mit dem chemischen Detergens Triton-X oder dem enzymatischen Stoff Trypsin
dezellularisierte Aorten-Klappen gewonnen aus Schweine-Aortenklappen. (Bader et al., 1998)
(Grauss et al., 2005). In der Arbeit von der Gruppe um Simon wurden chemische mit
enzymatischen Methoden der Dezellularisierung verglichen, und kamen zu dem Schluss, dass
die chemische Methode mit Triton-X am besten geeignet sei, um die Ziele einer guten
Dezellularisierung und einer azelluldaren Matrix zu erreichen, ndamlich konsequentes Entfernen
von DNA-haltigen Zellen und mdglichst guter Erhaltung der Extrazelluldren Matrix (Kasimir et
al., 2003). In der Arbeit von der Gruppe um Prof. Lichtenberg wurden ebenfalls chemische
Methoden mit enzymatischen Methoden verglichen (Cebotari et al., 2010). Dazu wurden
dezellularisierte Pulmonalklappen verwendet, gewonnen aus Schweine Pulmonalklappen.
Auch hier stellte sich eine Uberlegenheit der chemischen Methode heraus.
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1.2.3 Ganz-Organ-Tissue-Engineering

Eine ambitionierte Herausforderung in der regenerativen Medizin stellt die Erschaffung eines
geeigneten Gewebeersatzes von Teilorganen. Eine noch ambitionierte Herausforderung ist
allerdings der Gewebeersatz eines kompletten Organs.

Einer der wichtigsten Arbeiten im Bereich des modernen Whole-Organ-Tissue engineering
stellt unumstritten die Arbeit von Ott in der Gruppe um Taylor dar (Ott et al., 2008). Hierbei
wurde ein komplettes Ratten-Herz dezellularisiert und anschlieBend mit Zellen wieder
besiedelt.

Leber

Im Bereich der Leber zeigten Uygun et al. die Dezellularisierung mittels Perfusion anhand von
Ratten-Lebern die anschlieBend wieder re-zellularisiert und re-implantiert wurden (Uygun et
al., 2010). Dabei zeigte sich ein Erhalt der Matrix-Komponenten, sowie der kompletten
Gefallstruktur. Zusatzlich konnten die re-implantierten Lebern klassische organspezifische
Aufgaben ibernehmen, wie die Albumin- und Urin-Produktion.

Die Tatsache, dass das Prinzip der Ganz-Organ-Dezellularisierung mit anschlielender Re-
Besiedlung erfolgreich bereits an einigen Organsystemen durchgefiihnrt werden konnte,
erhartet die Annahme, dass dies ein fiihrendes Konzept im Ganz-Organ-Tissue-Engineering
darstellt. Unter Berlicksichtigung dieser Tatsache, fiel die Entscheidung bei der Wahl der
geeigneten Methode dieser Arbeit auf die Ganz-Organ-Dezellularisierung und die
anschliefende Re-Besiedlung mit Zellen und Re-Kultivierung.

Blutgefdfie

Im Bereich BlutgefalRe wurden ebenfalls im Laufe der Jahre umfassende Ansdtze erprobt.
Hierbei entwickelte eine Gruppe um Langer biologisch kiinstliche kleine Arterien, die in vitro
mit Hilfe eines Bioreaktorsystems erstellt werden. Dazu wurden Endothelzellen und glatte
Muskelzellen auf biologisch abbaubare Kunststoff Vorlagen aus Polymer gebracht. Die Zellen
wurden unter anderem von Rinder-Aorta und Schweine-Karotiden gewonnen, wie
beschrieben re-besiedelt und in-vitro in einem Bioreaktor kultiviert. Danach wurden sie
Miniaturschweinen in die Vena saphena magna implantiert und nach 24 Tagen re-beurteilt
mittels Doppler und Computer-Tomographie (CT). Die Ergebnisse waren vielversprechend, da
die Transplantate auch nach dieser Zeit durchgdngig waren und nach Re-Explantation
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weiterhin auf den GefadlRdilatator Prostaglandin 2Fa reagierten. Auf diesem Versuch
aufbauend lieferten Langer et al. Anséatze, die Endothelzellen aus embryonalen Stammzellen
entstehen lieRen. Dazu zdhlen auch Versuche, das Wachstum von embryonalen Stammzellen
zu kontrollieren.

Weitere Versuche wurden in den Bereichen der Organe Herz, Blase, Darm, Osophagus,
Knochen, Knorpel, Sehnen, Muskeln durchgefiihrt.

Optimales System

Bei allen Ansatzen stellt sich die entscheidende Frage in jedem der drei von Langer
beschriebenen Bereiche des Tissue engineerings: Welches System oder welcher Ansatz ist der
im entsprechenden Punkt vielversprechendste? Diese Frage ist bis zum heutigen Zeitpunkt
nicht abschlieBend zu beantworten. Ein moéglicher Losungsweg beginnt aber prinzipiell mit
dem immer gleichen Vorgehen: Dazu sollten die giangigsten bisher erprobten Ansatze
dargestellt werden, kategorisiert nach den drei Punkten: Herstellung und Benutzung einer 3D-
Tragermatrix, Eigenschaften einer Zell-Re-Besiedlung, und Wachstumsbedingungen- und
Faktoren.

Hinsichtlich einer 3D-Tragermatrix gibt es die Moglichkeiten einer biologisch-hergestellten
Matrix, einer synthetisch-hergestellten Matrix und einer natirlich-hergestellten Tragermatrix.
Biologisch hergestellte Matrices beinhalten Ansadtze die jeweils bestimmte Proteine als
wesentliche Bestandteile vorweisen. Dazu zahlen beispielsweise Kollagene, Fibrine, aber auch
Gelatine, Hyaluronsaure. Beispiele fiir Inhaltstoffe von synthetisch hergestellten Matrices sind
Polyurethane und Polyester. Die natirliche Matrix wird mittels Dezellularisierung hergestellt.
Grade seit Ende der 2000er Jahre, spatestens mit Beginn eines Ganz-Organ-
Dezellularisiererungs- und Re-Besiedlungs-Versuches, stellt sich die Methode der natiirlichen
3D-Tragermatrix-Gewinnung mittels Dezellularisierung als zunehmend fiihrend dar (Badylak,
2004, Gilbert et al., 2006, Badylak, 2007) (Crapo et al., 2011) (Tang-Quan et al., 2018).

Hinsichtlich der Zell-Re-Besiedlung eines Konstrukts gibt es eine Reihe an Mdéglichkeiten, die
wiederum von verschiedenen Variablen abhangen. Dazu zahlen im Wesentlichen die Art der
Zellpopulation, entsprechend der bendétigten Aufgabe innerhalb des Konstrukts, die Zellzahl,
die Art der Zellbesiedlung und die Zelllokalisation innerhalb der Tragermatrix (Morrissey et al.,
2022). Die Zellpopulation wird anhand des bendétigten Gewebes organentsprechend gewahlt.
Dies umfasst Parenchymzellen sowie Bindegewebszellen. Bezogen auf das Beispiel entsprache
dies der Verwendung von Hepatozyten und Endothelzellen. Die Zellzahl richtet sich ebenfalls
nach dem benotigten Gewebe und ist meistens zu niedrig, da sie durch die klassische Zellkultur
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Methoden limitiert ist. Daher gilt grundsatzlich, héher die Zellzahl desto besser. Beachtung
sollte jedoch ebenfalls das Verhaltnis von Zellarten untereinander finden. Die Art der Zell-Re-
Besiedlung ist ein kritischer Punkt. Die Methode ist abhangig von der verwendeten Zellart und
beeinflusst die Zelllokalisation. Zum Beispiel ist fir eine Re-besiedlung des vaskularen Netzes
eines Organs mit Endothelzellen eine entsprechend vaskuldare Re-Besiedlungsmethode
geeignet (Badylak et al., 2011).

Kardiales Tissue engineering

Im Bereich des kardialen Tissue-engineering stellt die Arbeit von Ott 2008 von der Gruppe um
Taylor stellt unumstritten einen Meilenstein, wenn nicht eine Revolution, des modernen
Ganz-Organ-Tissue-engineering. In diesem Projekt ist es das erste Mal gelungen, ein Ganz-
Herz vollstandig zu dezellularisieren und anschlieRend zu re-zellularisieren und re-kultivieren.
Dabei wurden Ratten-Herzen mittels Perfusions-Dezellularisierung dezellularisiert und danach
mit Endothelzellen mittels Perfusions-Re-Besiedlung re-besiedelt. Die rezellularisierten Ganz-
Herzen wiesen nicht nur ein Uberleben der Zellen nach 4 Tagen, sondern auch die kardiale
Grundfunktion von einer Ejektionsfraktion auf.

In aller erster Linie zeigt dies, dass es generell moglich ist, mit diesem Ansatz, ein gesamtes
biologisches Herz zu erschaffen. Trotz der im Tissue Engineering bekannten Limitation, vor
allem der limitierenden Zellzahl, bestatigt diese Arbeit die Annahme, dass auch das kardiale
Ganz-Organ-Tissue Engineering prinzipiell moglich ist. Diese Arbeit legte viel Hoffnung in die
angewandten Methoden, die geeignetste in einem Breiten Feld moglicher Methoden zu sein.
Nichtsdestotrotz zeigte diese Arbeit jedoch auch den immensen Bedarf an weiteren Arbeiten
und Experimenten, zur weiteren Erforschung der Methoden, mit dem Ziel diese zu optimieren,
und bekannte Limitationen liberwinden zu kdénnen.

Wie Badylak, Taylor und Uygun in ihrem Ubersichtsartikel beschreiben, scheint die Methode
der 3D-Tragermatrix-Gewinnung mittels Dezellularisierung ganzer Organe das
vielversprechendste Konzept im Bereich des Ganz-Organ-Tissue engineerings zu sein, da es
die wichtigsten Ziele einer 3D-Tragermatrix am ehesten erfillt (Badylak et al., 2011). Mdglichst
geringe DNA-haltige Zellen, moglichst guter Erhalt der Matrix, und einfach und quasi
unbegrenzt in der Herstellung. Allerdings kénnte dieses Konzept in naher oder mittlerer
Zukunft, durch ein Konzept mittels 3D-Bioprinting beziehungsweise 4D-Bioprinting erganzt
werden, oder irgendwann gegebenenfalls von diesem ersetzt werden. In jedem Fall scheint
folgende Hypothese zu gelten: Auch wenn weiterhin ein Mangel an Spenderorganen vorliegt,
so scheint zumindest kein Mangel an Ansatzen oder moglichen Innovationen fiir die Losung
eines solchen Problems vorzuliegen. Betrachtet man die rasante Entwicklung, den Fortschritt,
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die Innovationen, den gemeinsamen Ehrgeiz und das gemeinsame Bestreben aller beteiligten
Parteien dem Schritt eines Ganz-Organ Tissue Engineering Organs ndher zu kommen, so kann
dies nur berechtigt Anlass zur Hoffnung geben, dieses Ziel moglichst bald zu erreichen.

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Eines der Hauptziele des Tissue Engineering ist die Erschaffung eines teilweisen und vor allem
eines vollstandigen Organ-Ersatzes. Dabei postulierten Langer und Vacanti drei wesentliche
Bereiche des Tissue Engineering: das Zell-Matrix-Gerist, die Re-Besiedlung mit Zellen und das
Zellwachstum beeinflussende Faktoren (wie z.B. Wachstumsfaktoren). In dieser Arbeit wird
der Fokus besonders auf das Zell-Matrix-Gerlst, die Re-Zellularisierung und die Re-
Kultivierung gelegt.

Das Ziel dieser Arbeit war es, grundlegend die Re-Besiedlung und die Re-Kultivierung von zuvor
dezellularisierten Ratten-Herzen weiter zu erforschen.

Hierbei sollte eine neue Methode der Re-Besiedlung, die vaskuldre und interstitielle simultane
konsekutive Re-Besiedlung mit zwei unterschiedlichen Zellarten, mit Endothelzellen (Human
umbilical vein cells = HUVECs) und mit neonatalen Kardiomyozyten (CMCs), mit
anschlieRender Re-Kultivierung auf zwei unterschiedliche Arten, statisch und perfundiert.
Zudem soll gezeigt werden, welche dieser beiden Re-Kultivierungsarten tGberlegen ist.

Die Fragestellungen beinhalten die Etablierung der neuen Re-Besiedlungsmethode und den
Vergleich der beiden Re-Kultivierungs-Methoden.

Die Auswertung erfolgte nach Weiterverarbeitung der dezellularisierten, co-re-besiedelten
und re-kultivierten Herzen in vier verschiedene Bereiche (Linker Ventrikel, rechter Ventrikel,
Septum und Apex) histologisch, immunhistologisch und mittels Live-Dead-Assay. Dies geschah
sowohl qualitativ, als auch quantitativ anhand von Zellzahl und Zelldichte, die mittels
automatisierter Zellzahlung mit Fiji ImageJ bestimmt wurden.
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Die Zielsetzungen dieser Arbeit beruhen auf Fragestellungen, an denen sich der

Versuchsaufbau und die Methodik orientieren, und fiir deren Beantwortung die Ergebnisse

dienen. Im Kapitel ,Ubersicht“ der Diskussion werden diese Fragestellungen wieder

aufgegriffen. Im Folgenden sind die Fragestellungen in einer Ubersicht dargestellt.

Folgende Fragestellungen sollen bearbeitet werden:

1. Etablierung einer neuen Co-Re-Besiedlungsmethode

a)

b)

Funktioniert die neue Art der vaskuldaren und interstitiellen simultan
konsekutiven Co-Re-Besiedlung?

Beurteilung qualitativ anhand von Vorhandensein von beiden Zellarten,
HUVECs und CMCs innerhalb der Matrix nach 4 Tagen Re-Kultivierung

Ist die neue Art der Co-Re-Besiedlung geeignet fiir weitere Versuche?

Beurteilung anhand von qualitativer Einschatzung der Co-Re-Besiedlung
hinsichtlich Zellzahl und Zellverteilung innerhalb der re-besiedelten Matrix

2. Vergleich zweier unterschiedlicher Re-Kultivierungsmethoden perfundiert vs. statisch

a)

Funktionieren die beiden Re-Kultivierungsarten nach Co-Re-Beurteilung?

Beurteilung qualitativ anhand von Kriterium von 1la

b) Welche der beiden Re-Kultivierungsarten, perfundiert vs. statisch, ist besser fir

eine Re-Kultivierung geeignet?

Beurteilung qualitativ und quantitativanhand von automatisierter Bild-Analyse
und Vergleich der beiden Versuchsgruppen, perfundiert vs. statisch,
hinsichtlich Zellzahl und Zelldichte der einzelnen histologischen Schnitte der co-
re-besiedelten
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technisches Equipment

Sepatech

Braunschweig

Produkt Hersteller Referenznummer

Application Suite V.3.7 Leica, Wetzlar

Autoklav Systec, Wettenberg VX-95

Brutschrank, HERA Cell Thermo Fisher Scientific, | 240i
Braunschweig

Durchlicht Mikroskop Leica, Wetzlar DM2000

Fluoreszenzlampe DFC425C | Leica, Wetzlar

HeraSafeKS 18, Sterilbank Thermo Scientific, | 51022712
Braunschweig

Konfokalmikroskop Carl Zeiss, Jena Reichert- | LSM 700
Jung,

Mikroskop DMIL LED Leica, Wetzlar

Mikrotom / Kryostat Leica, Wetzlar CM1950

Mini-Zentrifuge Carl Roth, Karlsruhe

Pipettierhelfer Accu Jet Brand, Wertheim

Saugpumpe Laboport KNF Lab, New Jersey, USA

Waage BP Sartorius, Gottingen 110S

Warmebad GFL, Hannover 1092

Zentrifuge Eppendorf, Hamburg 5804 R

Zentrifuge Labofuge Thermo Scientific, | 300
Brauschweig

Zentrifuge, Heraeus | Thermo Scientific, | Megafuge 10

Zentrifugen

Hettich, Tuttlingen

Universal 16

Tabelle 1: Technisches Equipment
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller Referenznummer

0,45pl Minisart Filter Sartorius, Gottingen 16555

10 ml Spritze B. Braun SE, Melsungen 4606108V

1ml Spritze B. Braun SE, Melsungen

20 ml Spritze B. Braun SE, Melsungen 4606205V

2ml Spritze B. Braun SE, Melsungen

5 ml Spritze B. Braun SE, Melsungen 4606051V

50 ml Falcon CellStar Tubes, | Greiner Bio One, | 227261
Frickenhausen

50 ml FalconTubes, Sarstedt, Nimbrecht 62559001

50 ml Spritze B. Braun SE, Melsungen 8728852F

5ml Spritze B. Braun SE, Melsungen

6-Well Plate, CytoOne Starlab, Hamburg CC7672

Aqua dest., Ecotainer B. Braun SE, Melsungen 0082479E

Bevelled Filter Tip (Sterile), | Star Lab, Hamburg S$1120

100 pl

Bevelled Filter Tip, 20 pl Star Lab, Hamburg NS1120

Chirurgisches Besteck Aesculap

Chirurgisches Nahtmaterial, | Ethicon, Norderstedt Eh7694H

3-0 Prolene monofil

Chirurgisches Nahtmaterial, | Ethicon, Norderstedt Eh7411

4-0 Prolene monofil

Chirurgisches Nahtmaterial, | Ethicon, Norderstedt 7863

5-0 PDS Il monofil

Cryotubes, 2,0 ml Stripetten | VWR, Darmstadt 479

5 ml Stripetten 10 ml

DPBS 500 ml Gibco by Life Technologies, | 14190
Darmstadt

Falcon Tube 15ml Sarstedt, Nimbrecht 62559001

Falcon Tube 50ml Greiner Bio One, | 227261
Frickenhausen

Filter Tip (Sterile), 1000 ul Star Lab, Hamburg S1120

Graduated Filter Tip (Sterile), | Star Lab, Hamburg S1123

200 pl
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Graduated, Filter Tip, | Star Lab, Hamburg S1121

TipOne, 10 pl

Handschuhe Ansell Healthcare 92-600

Infusionslésung  Jonosteril | Fresenius Kabi, Bad | 61002850000

500 ml Homburg

Kanile 30 G B. Braun SE, Melsungen 4656300

Mikroskop Deckglaser Engelbrecht, Edermiinde k12450

Mikroskop Objekttrager Marienfeld, Lauda | 08 100 00
Kénigshofen

OP-Abdecktuch L&R, Rengsdorf 33010

OP-Abdecktuch L&R, Rengsdorf 33010

Petrischale, CytoOne, 100 x | Starlab, Hamburg CC7672

20 mm

Semper Med Nitra-Tex | Ansell, Minchen 700113

Handschuhe, Micro Touch

Sterile Latex Handschuhe Semperit, Wien 822751721

Steritopfilter Millipore  Corp., Merck, | SCGPTO5RE
Darmstadt Art.

Stripette 10 ml Corning, Massachusetts 4488

Stripette 25 ml Corning, Massachusetts 4489

Stripette 5 ml Corning, Massachusetts 4487

Zellkulturflasche (T- | Greiner Bio One, | 353139

225cm?2), Cellstar Frickenhausen

Zellkulturflasche (T-75cm?2), | Greiner Bio One, | 658175

Cellstar Frickenhausen

Zellkulturflaschen (groR) | Greiner Bio One, | 660160

(175cm?2) Frickenhausen

Zellkulturflaschen (klein) | Greiner Bio One, | 690160

(25cm2) Frickenhausen

Zellkulturflaschen  (mittel) | Greiner Bio One, | 658170

(75cm2) Frickenhausen

Zentrifugengefald 1,5 ml Kisker Biotech, Steinfurt GO52BP

Zentrifugengefal, 2,0 ml Kisker Biotech, Steinfurt GO53BP

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien

Produkt Hersteller Referenznummer

Gewinnung von Ratten-Herzen

Chirurgisches  Nahtmaterial | Ethicon, Norderstedt Eh7694H

Prolene monofil 3-0

Heparin Ratiopharm, Ulm 5394.02.00

Ketamin Bayer, Leverkusen 61879260000

Perfusor Spritze 50 ml Braun, Melsungen 8728852F

Xylazin2 % Bayer, Leverkusen 62938410000

Dezellularisierung

1 Liter Vorratsflasche, Schott | Schott, Mainz 801545

Duran

2 Liter Vorratsflasche, Schott | Schott, Mainz 801635

Duran

Betaisadona, Povidon-lod Mundipharma, Limburg

Desoxycholsdure, DCA Merck, Darmstadt, Art.-Nr.: | 106504

L-Glutamine 200 mM 100 ml | Gibco by Life Technologies, | 25030024
Darmstadt

Natriumazid Carl Roth, Karlsruhe K305.2

Penicillin/Streptomycin100ml | Gibco by Life Technologies, | 15140122

Darmstadt

pVK Vasofix 17G

Braun, Melsungen

42681565-01

Sodiumdodecylsulfate, SDS Carl Roth, Karlsruhe CN-30.4

Triton X Sigma Aldrich, Miinchen T9284-500ML

Trypsin-EDTA 100 ml (0,25%) | Gibco by Life Technologies, | 25200056
Darmstadt

Zellkultur

DMEM Sigma Aldrich, Miinchen D5030
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Braunschweig

ECGM (Endothel Cell Growth | Promo Cell, Heidelberg C-22010
Medium)
FCS (Kalbserum) Sigma Aldrich, Miinchen 12133C
Gelatine Sigma Aldrich, Miinchen G9391
Medium Supplement Mix Promo Cell, Heidelberg C-39215
PBS Gibco by Life Technologies, | 14190144
Darmstadt
Penicillin/ Streptomycin Thermo Fisher Scientific, | 11548876
Braunschweig
Histologie
CryoCompound Frozen Tissue | Klinipath, Duiven, | 1620C
Medium Niederlande
DAKO-Pen DAKO, Agilent, USA $2002
DAPI Vector Labs H1200-10
Deckglaser Engelbrecht, Edermiinde k12450
Einbettschalen Medite, Burgdorf 48-6302-00
Eindeckmedium Roti HistoKitt | Carl Roth, Karlsruhe 6638.1
Eosin G Carl Roth, Karlsruhe 7089.1
Essigsaure Carl Roth, Karlsruhe 3738.1
Essigsaure 100 % Merck, Darmstadt 100066
Essigsaure 96 % Merck, Darmstadt 100058
Ethanol 70% Carl Roth, Karlsruhe T913.3
Ethanol 99,9% Carl Roth, Karlsruhe K928.4
Formaldehyd 4% Carl Roth, Karlsruhe HT501128
Hamatoxylin Sigma Aldrich, Miinchen H3136- 25G
Objekttrager Marienfeld, Lauda | 08 100 00
Koénigshofen
Objekttrager Super Frost Plus | R. Langenbrink, | 03-0060
Emmendingen
Xylol VWR Chemicals, | 28975

Tabelle 3: Chemikalien, Reagenzien
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2.1.4 Antikorper

Viability/Cytotoxicity Kit

Technologies,

Darmstadt

Produkt Hersteller Konzentration

Alexa-Fluor-488 goat anti- | Invitrogen, Life Tech- | 1:200 pl

mouse nologies, Darmstadt

Alexa-Fluor-555 anti-rabbit | Invitrogen, Life Tech- | 1:200 pl
nologies, Darmstadt

Anti-alphaSMA anti-mouse | Invitrogen, Life | 1:300 pl

(Fibroblasten) Technologies, Darmstadt

Anti-Cradiac-Actinin- Invitrogen, Life | 1:300 pl

Antikorper (Kardiomyozten) | Technologies, Darmstadt

Anti-Human-von- Dako, Glostrup, Danemark 1:300

Willebrand-Faktor-

Antikorper (Endothelzellen)

Anti-Myosin-anti-rat- Invitrogen, Life | 1:300 pl

Antikorper (Kardiomyozten) | Technologies, Darmstadt

Anti-Troponin-anti-rat- Invitrogen, Life | 1:300 pl

Antikorper (Kardiomyozten) | Technologies, Darmstadt

Anti-Vimentin-anti-mouse- Invitrogen, Life | 1:300 pl

Antikorper (Fibroblasten) Technologies, Darmstadt

Anti-Connexin-anti-mouse- | Invitrogen, Life | 1:300 pl

Antikorper (Fibroblasten) Technologies, Darmstadt

Cell Tracker CMFDA Invitrogen, Life | C2925
Technologies, Darmstadt

Cell Tracker CMPTX Invitrogen, Life | C34552
Technologies, Darmstadt

Live/Dead-Assay Invitrogen, Life | L3224

Tabelle 4: Antikorper
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung von Ratten-Herzen

Fachkundenachweis und Tierversuchsgenehmigung

Fir alle Versuche dieser Arbeit mit Spendertieren liegt ein giiltiger Fachkundenachweis fiir die
Tierversuchskunde (§9 Tierschutzgesetz) vor, der mittels Teilnahme an einem Kurs fir
Versuchstierkunde (40 Stunden) an der Tierversuchanlage der HHU Diisseldorf erworben. Fiir
alle Entnahmen von Organen bzw. Herzen wurden durch das LANUV NRW (Landesamt fir
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen) genehmigt (Aktenzeichen-
Nummer: 089/12) und sind entsprechend den Vorgaben erfolgt.

Tiermodell

Fur die Gewinnung von Ratten-Herzen fiir die nachfolgende Ganz-Herz-Dezellularisierung
wurden als Spendertiere mannliche gesunde Wistar-Ratten mit einem Lebendgewicht von 350
g bis 450 g verwendet und wurden lber die Tierversuchsanlage der HHU Diisseldorf bezogen.
Ort der Entnahme

Die Entnahme der Ratten-Herzen erfolgten im Operationssaal fiir Kleintiere im Labor des
Instituts fir experimentelle Chirurgie der Klinik fir Kardiovaskulare Chirurgie des

Universitatsklinikum Disseldorf. Die Entnahmen erfolgten anhand eines standardisierten
Protokolls, welches im Folgenden aufgefiihrt ist (Tabelle 5).

Protokoll fiir die Entnahme von Rattenherzen

Nr. Schritt
1 Narkose mit Isofluran-Gas und Beatmung mit einer Mischung aus Sauerstoff und
Isofluran

Analgesie mittels intraperetonealer Gabe von 0,4ml Ketanest und 0,2ml Xylazin

Chirurgische Eroffnung des Abdomen mittels zentralem Vertikalschnitt und
Praparation der Aorta und Vena cava
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4 Antikoagulation mittels intra-cavaler Gabe von Heparin-Natrium 0,2ml 50001E/m|
= 1000IE

5 Euthanasie der Ratte mittels Inzision der Aorta und Vena cava nach Einwirkzeit der
Heparin-Natrium-Lésung von ca. 5 Minuten.

6 Mediale Sternotomie und Praparation des Ratten-Herzens

7 Explantation des Ratten-Herzens

8 Zwischenlagerung der Herzen in Falcons mit PBS

9 Narkose mit Isofluran-Gas und Beatmung mit einer Mischung aus Sauerstoff und
Isofluran

10 Analgesie mittels intraperetonealer Gabe von 0,4ml Ketanest und 0,2ml Xylazin

11 Chirurgische Eroffnung des Abdomen mittels zentralem Vertikalschnitt und
Praparation der Aorta und Vena cava

12 Antikoagulation mittels intra-cavaler Gabe von Heparin-Natrium 0,2ml| 50001E/ml
= 1000IE

13 Euthanasie der Ratte mittels Inzision der Aorta und Vena cava nach Einwirkzeit der
Heparin-Natrium-Lésung von ca. 5 Minuten.

14 Mediale Sternotomie und Prdparation des Ratten-Herzens

15 Explantation des Ratten-Herzens

16 Kantlierung des Herzens mittels Kanllierung der Aorta ascendens mit 17G-Kaniile
bis vor die Aortenklappe, jedoch distal davon, Fixierung der Kaniile am Ratten-Herz
auf Hohe der supraaortalen Abgange

17 Spilung des Herzens mit Heparin-Natrium-Losung (10.000 IE mit 40ml) zur
Vermeidung von Koagulation und Testung der erhaltenen Perfusion-Fahigkeit des
Ratten-Herzens

18 Zwischenlagerung der Herzen in Falcons mit PBS

Tabelle 5: Protokoll Explantation Ratten-Herzen

Der gesamte Prozess der Explantation wurde mdglichst zligig und kontinuierlich, ohne

Zeitverzogerung durchgefiihrt. Es wurde stets dem Tierschutzgesetz entsprechend verfahren.
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2.2.2 Dezellularisierung von Ganz-Herzen (Ratte)

Gewinnung einer 3-dimensionalen extrazelluldren Matrix

Die Dezellularisierung ist eine biologische Methode zur Gewinnung einer extrazellularen
Matrix eines Organs. Dabei werden jegliche DNA-haltige Zellstrukturen aus dem jeweiligen
Organ entfernt mittels einer speziell hierfiir entwickelten Dezellularisierungs-Lésung. Ubrig
bleibt die weiRliche, fast durchsichtige ECM (extrazellulare Matrix) des Organs, bestehend aus
einer groflen Anzahl von Proteinen wie Kollagen Typ 1, Fibrin, Elastin, Laminin und Zucker wie
Glycosaminoglykane. Diese ECM entsteht urspriinglich wahrend der Organentwicklung und
wird von den sie umgebenden spezifischen Zellen produziert und verandert sich im Laufe der
Zeit leicht. Sie stellt im Wesentlichen das Grundgerist eines jeden Organs dar und bestimmt
dessen Form und Struktur. Dabei ist die Zusammensetzung von kritischer Bedeutung, da sie
auch eine wichtige Rolle fiir das Zellwachstum spielt und mit Zellen interagiert. Der grofl3e
Vorteil der Dezellularisierung im Gegensatz zu alternativen Methoden besteht im Erhalt der
nativen ECM eines Organs. Im Bereich des kardialen Tissue engineerings ist dies besonders
wichtig, da sie so den Erhalt des komplexen Gefdllsystems und der komplexen
biomechanischen Struktur des Herzens ermdglicht. Gleichzeitig ist sie in der Lage die Zellen
des Spenders zu entfernen, um moglichen ImmunabstofBungsreaktionen des Empfangers
vorzubeugen. Es existieren verschiedenen Varianten der Dezellularisierung: chemisch,
enzymatisch und physikalisch. Zudem kann sie Perfusions-basiert oder Diffusions-basiert
erfolgen. In dieser Arbeit wurde die chemische Detergenzien-basierte Perfusions-basierte
Dezellularisierung angewandt.

In dieser Arbeit wurde diese Methode verwendet, um die Zellen aus dem zuvor explantierten
Ratten-Herz zu entfernen und ein ECM-Gerist zu erhalten, welches dann mit neuen Zellen re-
besiedelt werden kann. Hierzu wird das Ratten-Herz nach entsprechender Praparation in einer
sterilen speziell hierfiir entwickelten Dezellularisierungs-Anlage mit der Dezellularisierungs-
Losung Uber insgesamt eine Woche aortal re-perfundiert. Es wurde nach einem speziell hierfiir
entwickelten Protokoll vorgegangen, welches bis zu diesem Zeitpunkt entsprechend den
Anforderungen einer Ratten-Herz-Dezellularisierung stetig weiter entwickelt wurde (Aubin et
al., 2013a).

Dezellularisierungs-Lésung

Fur die Dezellularisierung im kardialen Tissue engineering ist der Erhalt der Matrix und der
Gefallstruktur besonders wichtig. Daher besteht bei der Auswahl der geeigneten
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Dezellularisierungs-Losung immer eine Abwagung zwischen effizientem Auswaschen der
DANN-haltigen Strukturen und dem Erhalt der Matrix.

Die Dezellularisierungs-Losung besteht aus folgenden Inhaltsstoffen: Triton-X-100 (TX100),
Natriumacid (NaN3), Penicillin-Streptomycin (PS), Phophat-buffered saline (PBS), Aqua-Dest.
(H20).

Das unter dem Handelsnamen bekannte Triton-X-100 (C33H60010) ist ein nicht-inonisches
Tensid aus der Gruppe der Octylphenolethoxydate. Der Wirkstoff ist Octoxinol-9. Es ist in der
Lage, das DNA-Schmelzverhalten zu verandern und relativ schonend DNA-haltige Strukturen
aus der extrazellularen Matrix zu I6sen, ohne dabei Proteine zu denaturieren.

Der Inhaltsstoff Natriumazid (NaN3) fungiert als Salz der Stickstoffwasserstoffsdaure als Biozid
und antimikrobieller Wirkstoff. In den Versuchen soll es so dem Wachstum von Mikroben
entgegenwirken.

Penicillin ist ein Beta-Lactam-Antibiotikum und eines der wichtigsten Antibiotika in der
Medizin. Streptomycin ist ein Aminoglykosid-Antibiotikum weist eine groflere Breite des
Bakteriellen Spektrums auf. Zusammen in dieser Kombination wurden diese beiden

Antibiotika verwendet, um eine anti-bakterielle Wirkung zu erzielen.

Phosphat-buffered-saline (PBS) dient als Puffer-Substanz, in der Penicillin-Streptomycin
gel6st werden.

Agua dest. Ist destilliertes Wasser (H20), welches zur Zwischenspiilung verwendet wurde.

27



J

Abb. 2: vollautomatisierte, standardisierte, druck-kontrollierte Dezellularisierungs-Anlage in Original-Aufbau

A: Ratte-Herz fiir Perfusion; B: Verbindung von Kantle und Konnektor; C: zirkulierende Perfusionsflissigkeit =
Dezellularisierungsldsung; D: eine untere Offnung der Perfusionsflasche fiir Lsungswechsel; E: Spezialdeckel
der Perfusionsflasche; F: Filter fuir Druckausgleich im Spezialdeckel; G: Luftglasflasche fiir Vermeidung von
Blasenbildung; H: Druckmessgerat innerhalb des Systems; I: Modul zur Erfassung der Messwerte und
Steuerung; J: Laptop mit Steuerungssoftware; L: Rollerpumpsystem; K: Schlauchsystem

'R

Abb. 1: speziell modulierte Perfusionsflasche mit Abb. 3: Messgerate fiir Druckerfassung und
Spezialdeckel und Ventil und Filter Steuerung
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Abb. 6: Ratten-Herz innerhalb der
Perfusionsflasche wahrend der Langzeit-
Perfusions-Dezellularisierung

mit aortaler Kaniile befestigt am Luer-Lock-
Konnektor innerhalb der speziell modulierten

Abb. 7: Exemplarische Darstellung einer

Perfusionsflasche
standardisierten modulierten

Perfusionsflasche
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Dezellularisierungs-Anlage (Schemazeichnung)

N

Abb. 8: Schemazeichnung der Dezellularisierungs-Anlage mit den essentiellen Komponenten

A: Ratte-Herz fiir Perfusion; B: Verbindung von Kantle und Konnektor; C: zirkulierende Perfusionsflissigkeit =
Dezellularisierungsldsung; D: eine untere Offnung der Perfusionsflasche fiir Ldsungswechsel; E: Spezialdeckel
der Perfusionsflasche; F: Filter fiir Druckausgleich im Spezialdeckel; G: Luftglasflasche fiir Vermeidung von
Blasenbildung; H: Druckmessgerat innerhalb des Systems; I: Modul zur Erfassung der Messwerte und
Steuerung; J: Laptop mit Steuerungssoftware; L: Rollerpumpsystem; K: Schlauchsystem

Dezellularisierungs-System

Fur die Dezellularisierung eines Ganz-Herzen nach dem verwendeten Protokoll ist es
notwendig, dass die retrograde aortale Perfusion dauerhaft Gber ca. 4 Tage statt findet.
Hierfir wurde eine von der Arbeitsgruppe um Prof. Lichtenberg, Prof. Akhyari und PD. Dr.
Aubin entwickelte automatisierte Perfusions-Dezellularisierungs-System, welches eine
standardisierte automatisierte Langzeitperfusion von bis zu 2x 4 Ratten-Herzen ermoglicht.
Diese speziell fiir den Zweck der kardialen Ganz-Organ Langzeit-Perfusions-Dezellularisierung
konzipierte Anlage inklusive der hier genannten Hard- und Software Komponenten wurde von

30



der Arbeitsgruppe zusammen mit der engineo GmbH (Gustavsburg) entwickelt und etabliert.
Der Aufbau dieser Perfusionsanlage ist im Folgenden beschrieben.

Die Perfusionsanlage besteht aus folgenden Bestandteilen: Flaschensystem bestehend aus
vier Perfusionsflaschen, Schlauchsystem (Abb. 8, K) bestehend aus sterilen Schlduchen,
Pumpsystem (Abb. 8, L) bestehend aus vier kreisformigen Pumpen, einem Modul zur
Messwerterfassung und Steuerung (Abb. 8, 1) und einer Computersteuerung (Abb. 8, J)
bestehend aus einem Laptop und einer speziellen Software. Hierbei wird ein steriler
standardisierter, automatisierter,  druck-kontrollierter und  computer-gesteuerter
Pumpkreislauf erzeugt, der die Ratten-Herzen dauerhaft perfundiert.

Das Flaschensystem besteht aus 4 speziell modulierten Perfusionsflaschen in der GréRe 250
ml von der Firma Schott. (Abb. 8, rechte untere Schemaartige Flasche) (Abb. 5) In diese
Perfusionsflasche kann das Ratten-Herz (Abb. 8, A) (Abb. 4) steril eingebracht und
anschlieBRend perfundiert werden. Die Perfusionsflasche weist drei Offnungen auf, eine an der
Oberseite (Abb. 8, E), zwei an der unteren Vorderseite. Uber die Offnung an der Oberseite
besteht durch einen speziellen Flaschendeckel (Abb. 8, E) (Abb. 3) hindurch eine Verbindung
zum Schlauchsystem (Abb. 8, K), welches wiederum durch das Pumpsystem (Abb. 8, L)
verldauft. Diese Verbindung durch den Flaschendeckel enthdlt an der Unterseite einen
Anschluss (Luer-Lock-Anschluss) (Abb. 8, B), an den der periphere Verweilkatheter des
explantierten Herzens befestigt werden kann. Die eine Offnung an der unteren Vorderseite
der Perfusionsflasche wird genutzt, um eine Wiedereinspeisung der perfundierten
Dezellularisierungs-Losung zu ermoéglichen. Uber die zweite Offnung an der unteren
Vorderseite (Abb. 8, D) kann L6sung im Rahmen eines Lésungswechsels abgelassen werden.
Bei Start der Perfusion sollte die Dezellularisierungs-Losung (ca. 120 ml) (Abb. 8, C) die Flasche
fast komplett ausfiillen, damit das Ratten-Herz vollstandig davon bedeckt ist. Um einen
Druckausgleich zu gewahrleisten, befindet sich am Flaschendeckel ein Druckausgleichs-Ventil
(Abb. 8, F). Dieses enthalt zudem einen Filter (25 um), um die zirkulierende Luft steril zu
halten. Oberhalb der Perfusionsflasche enthalt das Schlauchsystem eine kleine Aussackung
aus Glas (Abb. 8, G), welches der Bildung von Luftblasen entgegenwirken soll.

Die Dezellularisierungs-Losung wird in sterile zuvor autoklavierte 2L groRe Glasflaschen (Abb.
7) gefiillt und von dort aus tiber die Offnung an der unteren Vorderseite der Perfusionsflasche
in diese und damit in das gesamte Schlauchsystem gebracht. Auch diese Flaschen haben einen
speziellen Flaschendeckel, der ein Ventil mit Filter enthalt.

Das Schlauchsystem (Abb. 8, K) besteht aus einer Reihe von Silikon-Schlauchen, die durch die
Pumpen und die Perfusionsfalschen verlaufen, um einen Kreislauf der Dezellularisierungs-
Losung herzustellen. Dabei verlaufen die Schlauche halbkreisférmig jeweils um eine von den
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vier kreisformigen Pumpen, die so den notwendigen Perfusionsdruck fiir das System aufbauen
zu kénnen. Zur Uberwachung des Perfusionsdruckes ist ein Druckmessgerit (Abb. 8, H) (Abb.
2) innerhalb des Schlauchsystems vorhanden, welches mittels 3-Wege-Hahn mit diesem
verbunden ist.

Das Pumpsystem (Abb. 8, L) besteht aus vier kreisférmigen, flachen Rollpumpen, die in einem
gesicherten Kasten eingelassen sind. Um jede dieser vier Pumpen verlauft jeweils Schlauch
des Schlauchsystems halbkreisformig. Die Pumpe ist in der Lage, durch Drehung und
Zusammendriicken des Schlauches einen Fluss der Dezellularisierungs-Losung mit
entsprechendem Perfusions-Druck zu erzeugen.

Das Computersystem besteht aus einem Laptop (Acer) (Abb. 6) mit dem Betriebssystem
Windows XP von Microsoft und einer speziell entwickelten Perfusions-Software (engineo
GmbH). Es dient der Kontrolle und Steuerung des Pumpsystems. Die Software ermdoglicht
einen automatisierten und standardisierten Dezellularisierungs-Prozess, in dem es die
Parameter Flussgeschwindigkeit und Perfusionsdruck festlegt und tGberwacht. Dies geschieht
mit Hilfe des oben erwdhnten Drucksensors, der die notwendigen Daten an das
Computersystem liefert.

Prozess der kardialen Perfusions-Dezellularisierung

Nach Explantation und Spilung der Ratten-Herzen werden diese in die Perfusionsflaschen der
Dezellularisierungs-Anlage steril Gberfiihrt, in dem die Kantle des Herzens an den Anschluss
der Perfusionsflasche (Luer-Lock-Verbindung) befestigt wird. Nach Aufbau der vollstandig
sterilen und autoklavierten Dezellularisierungs-Anlage, der wie oben beschrieben
durchgefiihrt wird, wird die kardiale Dezellularisierung nach Dezellularisierungs-Protokoll
mittels des Computersystems gestartet.

Der Perfusionsdruck wurde zuvor festgelegt auf 77,5 mmHg und vom Computersystem (iber
die gesamte Dauer des Prozesses aufrechterhalten. Dies geschah mit Hilfe einer
automatisierten Anpassung der Flussgeschwindigkeit Gber Steuerung der Pumpen. Jegliche
Daten zur Dezellularisierung werden in der Software aufgezeichnet.

Der gesamte Prozess dauert ca. 4 Tage nach standardisiertem unten aufgefiihrten Protokoll.
Am ersten Tag wird die Anlage aufgebaut und die Dezellularisierungs-Losung angesetzt, nach
Protokoll in Tabelle 6. Danach wird die Anlage gestartet und lauft bis zum 5. Tag. Am 2. Tag
werden vier Losungswechsel durchgefiihrt: Aqua Dest. 3,5h; Aqua Dest. 30min; Triton-X
30min-1h; PBS+NaN3. Am 3. Und 4. Tag finden jeweils weitere Losungswechsel statt, mit
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PBS+PS. Am letzten Tag wird die Anlage gestoppt und die Herzen werden steril entnommen.
Nach Entnahme fand die Lagerung in PBS + PS in 50 ml Flacons im Kiihlschrank bei einer
Temperatur von 4° C gelagert (Tabelle 6) (Tabelle 7).

Protokoll Dezellularisierung Ganz-Herzen von Ratten

Nr. Schritt
Mo
1 Aufbau (3h)

Losungen ansetzen (0,5h)

Anlage starten

Di

Agua Dest (15min) (3,5h)
Aqua Dest (30min)

Triton-X (30min-1h)

PBS + NaN3 (liber Nacht, 12h)

N o n| b

Mi
8 PBS + PS (1h)
9 PBS + PS (Uber Nacht, 12h)

Do
10 PBS + PS (lber Nacht) (0,5h)

Fr
11 Herzen enthehmen
12 Abbau (2h)

Tabelle 6: Protokoll Dezellularisierung Ganz-Herzen von Ratten
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Protokoll Dezellularisierung Ganz-Herzen von Ratten + Aufbau Dezellularisierungs-Anlage

Nr. Schritt
Mo
1 Lésungen ansetzen
2 2x Aqua Dest (2| Aqua Dest)
3 Triton-X (1,91 Aqua Dest + 20ml Triton-X)
4 PBS + NaN3 (1,91 Aqua Dest + 1g NaN3)
5 3x PBS + PS (1,91 PBS + 20ml PS)
6 O Flaschen autoklavieren (Programm: Flissigkeiten 8)
Di
Aqua Dest (15min)
Aqua Dest (30min)
9 Triton-X (30min-1h)
10 PBS + NaN3 (lber Nacht) (NaN3 erst kurz vorher hinzufiigen)
Mi
11 PBS + PS (PS erst kurz vorher hinzufligen, 20ml = 2 Falcons pro Flasche)
12 PBS + PS (liber Nacht) (PS erst kurz vorher hinzufiigen, 20ml = 2 Falcons pro
Flasche)
Do
13 PBS + PS (liber Nacht) (PS erst kurz vorher hinzufligen, 20ml = 2 Falcons pro
Flasche)
Fr
14 Abbau (Schlauchsystem abbauen, Herzen umsiedeln, Anlage spilen)
15 Anlage spulen und autoklavierbereit machen
16 Mit Aqua Dest sptilen
17 Mit Ethanol spllen
18 Flaschen mit Autoklavierband bekleben
19 Flaschen in Autoklavierkorb stellen und ein Viertel aufdrehen
20 O Flaschen autoklavieren (Programm: Festkorper 3)

Tabelle 7: Protokoll Dezellularisierung Ganz-Herzen von Ratten + Aufbau der Dezellularisierungs-Anlage
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2.2.3  Zellkultur

Alle Zellkultur-Versuche wurden unter einer sterilen Zellkulturbank (Laminar Airflow) mit
sterilen Instrumenten durchgefiihrt. Die anschlieRende Inkubation erfolgte in einem
standardisierten Inkubator bei 37° Grad Celsius, einem CO2-Gehalt von 5% und einer
Luftfeuchtigkeit von 100%. Fiir die Zellkultur wurden standardisierte Zellkultur-Flaschen der
GrolRe 75 cm2 und 225 cm verwendet. Die verwendeten Nahrmedien fiir die jeweilige Zellart
umfassten Endothelzellmedium (ECM, Promo-Cell, Heidelberg), Kardiomyozyten-Medium und
Fibroblasten-Medium (DMEM, Sigma Aldrich, Miinchen) (Tabelle 8).

In den Versuchen wurden folgende drei Zellarten verwendet:

- Endothelzellen vom Menschen: Human umbilical vein cells (HUVECs)
- Herzmuskelzellen von der Ratte: neonatale Kardiomyozyten (CMCs)
- Bindegewebszellen von der Maus: Fibroblasten (3T3-Zellen)

Im Folgenden sind mit den Abkirzungen, HUVECs, CMCs und 3T3-Zellen die oben
beschriebenen Zellarten gemeint.

Zellherkunft

Die Endothelzellen (HUVECs) sind humaner Herkunft und wurden netterweise vom Institut fiir
Transplantationsmedizin (ITZ) bereit gestellt. Sie stammen aus der neonatalen humanen
kindlichen Nabelschnur (Umbilikalvene) und werden intrapartal gewonnen.

Die Kardiomyozyten (CMCs) stammen von neonatalen Ratten-Herzen aus der
Tierversuchsanlage der HHU Disseldorf. Sie wurden neonatal von 3-4 Tage alten mannlichen
gesunden Wistar-Ratten nach standardisiertem Protokoll gewonnen. Nach Euthanisierung der
Ratten und Explantation der Ratten-Herzen wurden diese zuerst gemadrsert und anschlieRend
die neonatalen Kardiomyozyten extrahiert. Danach wurden sie in Zellkulturflaschen T-225 cm?2
Uberfihrt und es fand eine kurze Begutachtung der Vitalitdt und Kontraktionsfahigkeit der
Zellen unter dem Durchlichtmikroskop statt. AnschlieRend wurden sie unter standardisierten
Bedingungen inkubiert und weiter kultiviert.
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Zellkultur drei unterschiedlicher Zelllinien
Zellkultur von Endothelzellen (HUVECs)

Die Zellkultur der HUVECs wurde fir ca. 2-3 Wochen angelegt. Dabei wurden die Zellen zuerst
aufgetaut (undifferenziert, niedrige Passage) und im Inkubator bei 37° Celsius in zuvor mit 1%
Gelatine beschichteten, grofen T-225 <c<m2 Zellkulturflaschen mit ca. 25ml
Endothelzellmedium, Endothelial-Cell-Growth-Medium (ECGM von PromocCell, Heidelberg),z
inkubiert. Das Nahrmedium wurde durchschnittlich alle 3 Tage gewechselt. Die Zellen wurden
im Verhaltnis 1:2 in neue Zellkulturflaschen gegeben bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 65-
70%. Das Uberfiihren der Zellen geschah nach standardisiertem Protokoll. Zuerst fand eine
Splilung der Zellen mit PBS statt und anschlieBend ein mikroskopisch-kontrolliertes Ablésen
der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche mittels 0,05% Trypsin und 0,53 mM EDTA. Bei
mittlerer einstelliger Zellpassage (7-8) wurden die Zellen weiterverwendet.

Zellkultur von Kardiomyozyten (CMCs)

Die Zellkultur der Kardiomyozyten wurde fiir ca. 1-2 Wochen angelegt. Dabei wurden die
Zellen im Inkubator bei 37° Celsius in groRen T-225 cm Zellkulturflaschen inkubiert. Es wurde
Zellmedium fir Kardiomyozyten, Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM von Sigma
Aldrich, Miinchen) verwendet. Der Wechsel des Nihrmediums, das Uberfiihren in neue
Zellkulturflaschen und die Weiterverwendung erfolgte wie bei den HUVECs- Das Ndhrmedium
wurden durchschnittlich alle 3 Tage gewechselt.

Zellkultur von Fibroblasten (3T3-Zellen)

Die Zellkultur von Bindegewebszellen bzw. Fibroblasten wurde fiir 2 Wochen angelegt. Dabei
wurden die Zellen im Inkubator bei 37° Celsius in groSen Zellkulturflaschen inkubiert. Es wurde
das Zellmedium fiir Fibroblasten, Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM von Sigma
Aldrich, Miinchen) verwendet. Das Nahrmedium wurden durchschnittlich alle 3 Tage
gewechselt. Das Uberfiihren in neue Zellkulturflaschen fand im Verhiltnis 1:3 statt. Es wurde
folgendes Zellmedium verwendet.
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Zellkultur

Zellarten Zellbezeichnung Medium
Endothelzellen HUVECs Endothelial-Cell-Growth-Medium (ECGM)
Fibroblasten 3T3 Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)

Kardiomyozyten cMmC

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)

Tabelle 8: Zellkultur und Zellmedien

Protokoll Zellkultur (Mediumwechsel, Zellen auftauen)

Nr. Schritt
Vorbereitung:
Frisches Medium in Falcon aus Kihlschrank in Warmebad stellen
Durchfiihrung:
1 Zellkulturflasche aus Inkubator nehmen und unter Bench stellen
2 Frisches Medium aus Warmebad nehmen und unter Bench stellen
3 Zellkulturflasche 6ffnen
4 Zellkulturflasche im senkrecht und leicht schrag halten, damit Medium sich in einer
der unteren Ecken der Flasche sammelt
5 Medium aus Flasche heraus pipettieren und verwerfen
6 Neues EC/3T3/CMC Medium mittels Pipette hinzugeben
7 Zellkulturflasche zu machen
8 Zellkulturflasche in Inkubator legen
Protokoll Zellen auftauen:
Vorbereitung:
Durchfiihrung:

37




1 Leere Zellkulturflasche mit Gelatine befiillen und durch Schwenken gleichmaRig in

Flasche verteilen

2 Zellkulturflasche danach in Inkubator stellen und anwarmen lassen

3 Zellflasche aus Stickstoff Tank (-70°C) nehmen und unter Bench stellen

4 Zellen langsam auftauen lassen und Zellmedium hinzugeben und langsam
vermischen

5 Zellsuspension langsam heraus pipettieren und in Zellkulturflasche mit Gelatine

geben, durch Schwenken gleichmalig in Flasche verteilen

Tabelle 9: Protokoll Zellkultur (Mediumwechsel, Zellen auftauen)
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2.2.4 Re-Besiedlung der dezellularisierten Ratten-Herzen

Das Re-Besiedeln der zuvor dezellularisierten kardialen ECM (dECM), also der Herzgeriiste, mit
Zellen erfolgte mit Hilfe von verschiedenen im folgenden aufgefiihrten Methoden. Hierzu
wurden drei verschiedene Zellarten verwendet und drei verschiedene Besiedlungsmethoden.

In den Versuchen wurden folgende drei Re-Besiedlungsmethoden verwendet:

- Vaskuldre Re-Besiedlung (Re-Endothelialisierung, Re-Vaskularisierung) mit HUVECs
mittels Perfusions-Re-Besiedlung

- Interstitielle Re-Besiedlung mit CMCs oder 3T3-Zellen
mittels intra-ventrikuldrer Injektions-Re-Besiedlung

- Kombinierte simultane konsekutive vaskulare und interstitielle Re-Besiedlung mit
HUVECs und CMCs, oder HUVECs und 3T3-Zellen
mittels Kombination aus vaskular und interstitiell

Vaskuldre Re-Besiedlung (Re-Besiedlung der dezellularisierten Herzen mit HUVECs)

Um das Gefadllsystem wieder zu besiedeln, wurden humane Endothelzellen von kindlichen
Nabelschnur (HUVECs) verwendet. Das Herz wurde unter sterilen Bedingungen mit einer
sterilen Pinzette (Abb. 7, C) aus dem Falcon genommen und Uber eine sterile normal grolle
Petri Schale (Abb. 7, B) gehalten. Die Wiederbesiedlung erfolgte nun durch manuelle
retrograde aortale Re-Perfusion mittels einer 2 ml Spritze. (Abb. 9, A) Die Spritze wurde hierzu
mit der aortalen Kanile des Ratten-Herzens verbunden. Dazu wurde das Herz zuerst mittels
einer 2 ml Spritze mit PBS Losung vorsichtig gespult. Anschlieend wurde das Herz mittels
einer 2 ml Spritze langsam, tropfchenweise mit Zellmedium perfundiert. Danach wurde das
Herz wieder mittels steriler Pinzette (Abb. 9, C) in den Falcon zuriickiiberfihrt (Tabelle 10).

Interstitielle Re-Besiedlung (Re-Besiedlung der dezellularisierten Herzen mit CMCs oder 3T3-
Zellen)

Um das Kammersystem des Herzens wieder zu besiedeln, wurden Fibroblasten (3T3), fur die
Vorversuche und Kardiomyozyten (CMCs) fiir die Hauptversuche verwendet. Das Herz wurde
unter sterilen Bedingungen mit einer sterilen Pinzette aus dem Falcon genommen und Ulber
eine sterile normal groBe Petri Schale gehalten. Die Wiederbesiedlung erfolgte durch
schrittweise manuelle intramuskulare Injektion mittels einer 1 ml Spritze. Dabei wurden
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immer 0,1ml je Injektionsstelle injiziert, mit insgesamt 10 Injektionsstellen pro Herz. Dabei
wurde die 1ml Spritze mit der Zellsuspension aufgezogen. AnschlieRend wurde eine feine,
sterile Nadel auf die Spritze aufgesetzt. Danach wurde die Herzwand punktiert, und die Losung
langsam appliziert. Die Wiederbesiedlung mit den zwei verschiedenen Zelllinien wurde
unabhangig von einander durchgefiihrt.

Kombinierte simultane konsekutive vaskulidre und interstitielle Re-Besiedlung (Re-Besiedlung
der dezellularisierten Herzen mit HUVECs und CMCs, oder HUVECs und 3T3-Zellen)

Die Co-Re-Besiedlung wird im nachsten Kapitel aufgefiihrt.

40



Protokoll vaskuldre Re-Besiedlung

Nr. Schritt
Vorbereitung:
Steriles Tuch
Petri Schale / Six-Well
Spritzen (5ml + 2ml)
Kanilen (x2)
Sterile Handschuhe
Combi-Stopper
Steriles Besteck (vorzugsweise zwei stumpfe Pinzetten) (Muss vorher autoklaviert
sein!)
Medium
PBS
Herzen und Zellen (2,5 Mio pro Herz = 500.000/ml x 5ml pro Herz)
Durchfiihrung:
1 Bench in sterilen und semi-sterilen Bereich unterteilen (z.B. mit Falcon-Stander)
2 Steriles Tuch hinlegen, Besteck und steriles Material hinlegen
3 Herzen aus Inkubator holen und Falcon 6ffnen
4 Medium und PBS aus Warmebad nehmen und PBS ins Six-Well pipettieren
5 Sterile Handschuhe anziehen und Besteck und Material auf sterilem Tuch ordnen
6 Herzen mit Pinzetten entnehmen (an Viggo festhalten) und in Six-Well mit PBS
legen, generell Herzen immer so schonend wie moglich behandeln
7 Spritzen (2ml) mit Medium aufziehen, absolut blasenfrei, es darf keine Luft ins Herz
gelangen
8 Spritzen (5ml) mit 5ml Zellsuspension aufziehen und Kanile abnehmen
9 Herzen mit Pinzette aus Six-Well nehmen (dabei Pinzette mit linker Hand halten
und Herz an Viggo festhalten) und (ber Falcon halten
10 Herzen mit etwas Medium vorfiillen aus 2ml Spritze, so dass keine Luft mehr in
Viggo ist, Medium in Falcon auffangen
11 Herzen mit 5ml Zellsuspension (aus 5ml Spritze) perfundieren, langsam und
tropfchenweise, dabei auf Widerstand des Gefallsystems achten (Lasst sich das
Herz leicht, normal oder schwer perfundieren?)
12 Nach Perfusion Spritze abdrehen und mit kleiner Spritze (2ml) wieder etwas

Medium in Viggo geben, so dass keine Luft mehr in Viggo ist
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13 Combi-Stopper auf Viggo drehen (am besten mit Pinzette, falls nicht moglich, auch
mit sterilen Handschuhen), Butterfly von Viggo gerade richten, so dass das Herz gut
im Falcon gehalten wird und nicht den Boden berihrt

14 Herz in Falcon ablegen

15 10ml Medium in Falcon geben (auf insgesamt 15ml)

Tabelle 10: Protokoll vaskuldre Re-Besiedlung

Abb. 9: Setting und Vorbereitung der Materialien und dezellularisierten Ratten-Herzen fiir die
vaskuldre Re-Besiedlung

A: dezellularisierte Ratten-Herzen, mit aortaler Kanile befestigt an den 2ml Perfusion-Spritzen, in
Endothelial Cell Growth Medium in Six-Well, vor vaskularer Re-Besiedlung
B: Petri-Schale zum Auffangen von Perfusions-Suspension

C: Pinzette zum Fihren der Kanile

D: Weitere Instrumente

E: Falcon-Stander mit 50ml Falcons fiir die Lagerung der Ratten-Herzen nach vaskularer Re-Besiedlung
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2.2.5 Co-Re-Besiedlung der dezellularisierten Ratten-Herzen (simultan konsekutiv vaskular
und interstitiell)

Die Re-Besiedlung der zuvor dezellularisierten Ratten-Herzen mit fir das Herzwachstum
essenziellen Zelltypen stellt einen der zentralen Punkte dieser Arbeit dar. Die Co-Re-
Besiedlung umfasst zwei Besiedlungsmethoden gleichzeitig: Die vaskuldare Re-Besiedlung
(GefaR-Re-Besiedlung) und die interstitielle Besiedlung (Interstitium-Re-Besiedlung).

Re-Besiedlung einzeln und Co-Re-Besiedlung

Bei der GefaR-Besiedlung wurden menschliche Endothelzellen (gewonnen aus der
Nabelschnur von Neugeborenen: Human umbilical vein cells = HUVECs) per Perfundierung in
das GefdlRsystem Herzens gebracht. Dabei wird die HUVEC-Zellsuspension mittels einer Spritze
Uber die aortaler Re-Perfusion in das Herz gespritzt. Diese Perfundierung findet langsam und
tropfchenweise statt (Abb. 9, A).

Bei der interstitiellen Besiedlung wurden 3T3-Zellen (Fibroblasten) von Mausen (fiir die
Vorversuche) bzw. neonatale Kardiomyozyten von Ratten (fur die Hauptversuche) verwendet.
Diese werden per Injektion in die muskuldaren Strukturen (Ventrikel, Septum, Apex) des
Herzens gespritzt. Dazu wird eine 1ml, Gauge Spritze verwendet. Es werden insgesamt 1 ml
von 3T3-Zellsuspension bzw. CMC-Zellsuspension Schritt fir Schritt an insgesamt 10 Stellen,
0,1 ml pro Injektionsstelle, in Linker Ventrikel, Rechter Ventrikel, Septum und Apex LV, RV, S,
A in die interstitielle Matrix injiziert.

Die Co-Besiedlung ist eine Kombination aus diesen Besiedlungsmethoden. Die interstitielle
Besiedlung wird dabei zuerst durchgefiihrt und danach die Gefdl3-Besiedlung. Dazu gibt es die
Moglichkeiten der simultanen und der konsekutiven Co-Besiedlung. Die Co-Re-Besiedlungen
waren in dieser Form bisher noch nicht etabliert. (Abb. 10, Abb. 11).

Entwicklung eines optimalen Protokolls fiir die Co-Re-Besiedlung

Die gesamte Co-Re-Besiedlung wurde nach einem standardisierten Protokoll durchgefiihrt,
welches nach zahlreichen Konzepten, Planungen und Vorversuchen neu entwickelt wurde.
Dieses Protokoll hatte zum Ziel eine mdglichst groBe Zellvitalitdt und Zelliiberleben nach Re-
Besiedlung und anschlieRender Re-Kultivierung zu ermdglich.
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Bei dieser neuen Methode soll deren Benennung, simultane konsekutive Co-Re-Besiedlung,
folgende Tatsachen beschrieben. Simultan steht fiir gleichzeitig in einem Schritt stattfindend.
Konsekutiv steht fiir direkt hintereinander statt findend. Die Kombination aus simultan
konsekutiv bedeutet, dass zuerst die interstitielle Re-Besiedlung durchgefiihrt wird und im
gleichen Schritt direkt danach die vaskuldare Re-Besiedlung.

Verschiedene Varianten der simultanen konsekutiven Co-Re-Besiedlung

In Vorversuchen wurde als Alternative folgende Variante getestet. Zuerst wurde die vaskulare

Re-Besiedlung bis zur Halfte, also mit 50% der Dosis der Zellsuspension, durchgefiihrt, dann
die interstitielle Re-Besiedlung, und danach die zweite Halfte der vaskuldaren Re-Besiedlung.
Fur die Hauptversuche wurde jedoch die erst genannte Variante verwendet. Hierflir wurde
zuerst die interstitielle Re-Besiedlung durchgefiihrt, und im gleichen Schritt direkt danach die
vaskuldre Re-Besiedlung (Tabelle 13) (Tabelle 14).

Parameter der simultanen konsekutiven Co-Re-Besiedlung

Fur die Hauptversuche wurden folgende Parameter fir die simultane konsekutive Co-Re-
Besiedlung verwendet (Tabelle 11) (Tabelle 12).

- Zuerst interstitielle Re-Besiedlung mit CMCs
mittels intra-muskularer Injektion in Linker Ventrikel, rechter Ventrikel, Septum, Apex
mit insgesamt 5 Mio. Zellen pro Herz
(Dosis: 1 ml, Konzentration: 5 Mio. pro 1 ml)
(Hinweise: insgesamt 10 Injektionsstellen, pro Stelle immer 0,1 ml, mit 1 ml Spritze

- Dann vaskulare Re-besiedlung mit HUVECs
mittels Perfusion-Re-Besiedlung in vaskulares System mittels retrograder aortaler Re-
Perfusion
mit insgesamt 2,5 Mio. Zellen pro Herz
(insgesamte Dosis: 5 ml, Konzentration: 500.000 Zellen pro 1 ml)
(Hinweise: insgesamt ein Perfusions-Prozess, immer tropfchenweise und langsam)
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Co-Re-Besiedlung Parameter Technik

Art der | Zielgewebe Technik Hinweise
Besiedlung
Vaskular GefaRsystem retrograde immer  tropfchenweise und

aortale Perfusion | langsam

Interstitiell Interstitium intramuskulare immer 0,1ml pro Injektionsstelle,
(LV, RV, S, A) Injektion insgesamt 10 Injektionsstellen

Tabelle 11: Ubersicht Co-Re-Besiedlung Parameter Technik

Co-Re-Besiedlung Parameter Zellen

Art der | Zellen Zellzahl pro | Menge Konzentration
Besiedlung Herz

Vaskular HUVECs 2,5 Mio. 5ml 500.000/ml
Interstitiell CMCs 5 Mio. 1 ml 1 Mio./ml

Tabelle 12: Ubersicht Co-Re-Besiedlung Parameter Zellen
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Protokoll

vaskuldre und interstitielle simultane konsekutive kombinerte Co-Re-Besiedlung:

Vorbereitung:
Nr. Schritt
1 Steriles Tuch, Sterile Handschuhe
2 Petri-Schaale / Six-Well / Falcon
3 Spritzen (4x 5ml, 2x 2ml, 2x 1ml)
4 Kantlen (6x gelbe Kantlen, 2x 1ml Kantlen)
5 Combi-Stopper (2x)
6 Steriles Besteck (vorzugsweise zwei stumpfe Pinzetten) (vorher autoklaviert)
7 Zellkultur-Material: PBS, CMC-Medium = DMEM, EC-Medium
8 Zellen: HUVECs (2x (2,5 Mio./pro Herz in 5ml)) und CMCs (2x (5 Mio./pro Herz in
1ml))
9 (HUVEC Konzentration: 500.000/ml x 5ml, pro Herz) (CMC Konzentration: 5
Mio./ml x 1ml, pro Herz)
10 Herzen: 2 dezellularisierte Rattenherzen
Tabelle 13: Protokoll vaskuldre und interstitielle simultan konsekutive Co-Re-Besiedlung (Vorbereitung)
Durchfiihrung:
Nr. Schritt
1 Bench in sterilen und semi-sterilen Bereich unterteilen (z.B. mit Falcon-Stander)
2 Steriles Tuch hinlegen, steriles Material und Besteck hinlegen
3 Herzen aus Inkubator holen und Falcons 6ffnen
4 HUVECs und CMC-Zellen aus Warmebad/Inkubator nehmen
5 EC-Medium, CMC-Medium und PBS aus Warmebad nehmen: PBS ins Six-Well
pipettieren und Falcons mit EC-Medium und CMC-Medium 6ffnen
Ab hier steriles Arbeiten:
6 Sterile Handschuhe anziehen und Besteck und Material auf sterilem Tuch ordnen
7 Herzen mit Pinzetten entnehmen (an Viggo greifen) und in Six-Well mit PBS legen,
generell Herzen immer so schonend wie méglich behandeln
8 2 Spritzen (je ca. 5ml) mit DMEM aufziehen und Kaniile abnehmen (zum Vorspiilen)
9 2 Spritzen (je 2ml) mit EC-Medium aufziehen, absolut blasenfrei, es darf keine Luft
ins Herz gelangen
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10 2 Spritzen (je 5ml) mit 5ml HUVECs-Zellsuspension aufziehen und Kaniile
abnehmen

11 2 Spritzen (je 1ml) mit 1ml CMC-Zellsuspension aufziehen und Kaniile dran lassen

12 Herzen mit Pinzette aus PBS Six-Well nehmen (dabei Pinzette mit linker Hand
halten und Herz an Viggo festhalten) und tber Six-Well halten

13 Herzen mit DMEM (ca. 5ml) vorspllen (aus 5ml Spritze)

14 Herzen Uber Falcon halten

Q Ab hier entweder Co-Besiedlung (simultan alternativ) oder Co-Besiedlung (konsekutiv):

Co-Besiedlung (simultan alternativ):

15a Herzen mit etwas EC-Medium vorfiillen (aus 2ml Spritze), so dass keine Luft mehr
in Viggo ist, EC-Medium in Falcon auffangen
1. Teil GefaR-Besiedlung:

16a 0 Herzen mit 2,5m|l HUVECs-Zellsuspension (=2,5Mio Zellen pro Herz) (aus 5ml
Spritze), also zur Halfte, perfundieren

17a (Langsam und tropfchenweise, dabei auf Widerstand des GefalRsystems achten
(Lasst sich das Herz leicht, normal oder schwer perfundieren?))
Interstitielle Besiedlung:

18a 0 Herzen mit 1ml CMC-Zellsuspension (=5Mio Zellen pro Herz) (aus 1ml Spritze)
,spritzen”, also simultan zur GefdlR-Besiedlung, dabei ins Interstitium
(=intraventrikuldr)  spritzen, an mehrere Stellen: LV, RV, S, A
(Darauf achten, dass man nicht durch die Ventrikel Wand hindurch sticht!)
2. Teil GefaR-Besiedlung:

19a ¢ Herzen mit den restlichen 2,5m| HUVECs-Zellsuspension (aus 5ml Spritze)
perfundieren

20a Nach Perfundierung Spritze abdrehen und mit kleiner Spritze (2ml) wieder etwas

EC-Medium in Viggo geben, so dass keine Luft mehr in Viggo ist

Co-Besiedlung (simultan konsekutiv):
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15b

Zusatzschritt: Herzen mit PBS perfundieren bzw. ballonieren, um Herzen komplett
farblos zu bekommen (nur hier moglich, da vorher keine GefaR-Besiedlung)

Interstitielle Besiedlung:

16b

O Herzen mit 1ml CMC-Zellsuspension (=5Mio/ml x 1ml, pro Herz) (aus 1ml Spritze)
»Spritzen”, also vor der Gefa3-Besiedlung, dabei ins Interstitium (=intraventrikular)
spritzen,  Schritt  fur  Schritt immer 0,Iml pro Injektionsstelle
(Darauf achten, dass man nicht durch die Ventrikelwand hindurch sticht!)

(Diese Besiedlung tber Six-Well)

17b

Herzen mit etwas EC-Medium vorfillen (aus 2ml Spritze), so dass keine Luft mehr
in Viggo ist, EC-Medium in Falcon auffangen

GefaR-Besiedlung:

18b

0 Herzen mit 5ml HUVECs-Zellsuspension (2,5 Mio. Zellen pro Herz, 500.000/ml x
5ml, pro Herz) (aus 5ml Spritze), perfundieren

19b

(Langsam und tropfchenweise, dabei auf Widerstand des GefdlRsystems achten
(Lasst sich das Herz leicht, normal oder schwer perfundieren?))

20b

Nach Perfundierung Spritze abdrehen und mit kleiner Spritze (2ml) wieder etwas
EC-Medium in Viggo geben, so dass keine Luft mehr in Viggo ist

O Ab hier wieder gemeinsames Protokoll:

Evtl.: Mit PBS waschen

Combi-Stopper auf Viggo drehen (am besten mit Pinzette), Butterfly von Viggo
gerade richten, so dass das Herz gut im Falcon gehalten wird und nicht den Boden
beriihrt

Herz in Falcon ablegen

10ml EC-Medium in Falcon geben (auf insgesamt 15ml auffillen)

Herzen in Inkubator stellen

Herzen auswerten am LSM

Tabelle 14: Protokoll vaskuldre und interstitielle simultan konsekutive Co-Re-Besiedlung (Durchfiihrung)
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Abb. 10: Setting und Vorbereitung der Materialien fiir die Co-Re-Besiedlung unter der Lamina Air Flow Bench

A: 5ml Spritzen
B: 2ml Spritzen fiir vaskulare Re-Besiedlung mittels retrograder aortaler Perfusion
C: 1ml Spritzen fur interstitielle Re-Besiedlung mittels intraventrikularer Injektion
D: Pinzetten

E: Six-Wells zum Auffangen der Re-Besiedlungs-Suspension
F: 50ml Falcons mit dezellularisierten Ratten-Herzen

Abb. 11: dezellularisierte Ratten-Herzen in
Lagerung in 50ml Falcons in DMEM vor Co-Re-
Besiedlung
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2.2.6 Re-Kultivierung der dezellularisierten und re-besiedelten Herzen

Die Re-Kultivierung der dezellularisierten und re-besiedelten Herzen stellt den zweiten
zentralen Punkt dieser Arbeit dar. Zur Re-Kultivierung der wiederbesiedelten Herzen wurden
diese in einem 50 ml Falcon mit entsprechendem Nahrmedium fiir 4 Tage im Inkubator bei
37°Celsius gelagert (Abb. 12). Dabei wurden zwei unterschiedliche Methoden angewendet,
die wiederbesiedelten Herzen zu kultivieren: Statisch und Perfundiert. Diese werden im
Folgenden erldutert. Es wurde das Ndhrmedium Endothelial Cell Growth Medium von
PromoCell (Heidelberg) verwendet.

Statische Kultivierung (=statisch)

Dies bedeutet: klassischer Mediumwechsel (siehe Protokoll: Statische Kultivierung =
Mediumwechsel (Herz))

Bei der statischen Kultivierung wurde das Nahrmedium im Falcon nach 2 Tagen gewechselt.
Das Herz wurde dabei unberiihrt gelassen. Der Mediumwechsel fand nach Protokoll unter
sterilen Bedingungen statt. Das Herz wurde dabei mit einer sterilen Pinzette in ein neues 50ml
Falcon mit frischem Ndhrmedium Gberfihrt (Tabelle 15).

Perfundierte Kultivierung (=perfundiert)

Dies bedeutet: klassischer Mediumwechsel + manuelle retrograde aortale Perfusion (siehe
Protokoll: Perfusions-Kultivierung = Mediumwechsel + Perfusion (Herz) )

Bei der perfundierten Kultivierung wurde das Nahrmedium im Falcon nach 2 Tagen
gewechselt und das Herz wurde erneut mittels vaskuldrer Perfusion mit Nahrmedium
tropfchenweise perfundiert. AnschlielRend wurde das Herz in ein neues 50ml Falcon mit
frischem Nahrmedium Gberfiihrt (Tabelle 16).

Herzen préparieren

Nach 4 Tagen wurden die perfundierten bzw. statisch kultivierten Herzen aus dem Inkubator
genommen. Zur weiteren Auswertung wurden die Herzen unter sterilen Bedingungen in
folgende Bereiche prapariert: Linker Ventrikel (Abb. 13), rechter Ventrikel, Septum und Apex.
(Tabelle 17).
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Protokoll

Statische Kultivierung (= Mediumwechsel (Herz) )

Nr.

Schritt

Vorbereitung:

Petri-Schale / Six-Well / Falcon

OP-Besteck (Pinzette)

Zellkultur-Material: PBS, EC-Medium

Durchfiihrung:

Herzen aus Inkubator holen und Falcons 6ffnen

EC-Medium und PBS aus Warmebad nehmen: PBS ins Six-Well pipettieren und
Falcons mit EC-Medium 6ffnen

Herzen mit Pinzetten entnehmen (an Viggo greifen) und in Six-Well mit PBS legen,
generell Herzen immer so schonend wie moglich behandeln

Neues Falcon 6ffnen und mit EC-Medium (15ml) befillen

Herzen mit Pinzette aus PBS Six-Well nehmen (dabei Pinzette mit linker Hand
halten und Herz an Viggo festhalten)

Herzen in neues Falcon legen

Herzen in Inkubator stellen

Tabelle 15:

Protokoll Statische Kultivierung

Protokoll Perfusions-Kultivierung (= Mediumwechsel + Perfusion (Herz)

Nr.

Schritt

Vorbereitung:

Petri-Schale / Six-Well / Falcon

Spritzen (2x 5ml, 2x 2ml)

Kantilen (4x gelbe Kaniilen)

Combi-Stopper (2x)

OP-Besteck (Pinzette)

Zellkultur-Material: PBS, EC-Medium

Durchfiihrung:

Herzen aus Inkubator holen und Falcons 6ffnen

EC-Medium und PBS aus Warmebad nehmen: PBS ins Six-Well pipettieren und
Falcons mit EC-Medium 6ffnen

Herzen mit Pinzetten entnehmen (an Viggo greifen) und in Six-Well mit PBS legen,
generell Herzen immer so schonend wie méglich behandeln
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4 2 Spritzen (je 2ml) mit EC-Medium aufziehen, absolut blasenfrei, es darf keine Luft
ins Herz gelangen

5 Herzen mit Pinzette aus PBS Six-Well nehmen (dabei Pinzette mit linker Hand
halten und Herz an Viggo festhalten)

6 Herzen Uber Falcon halten

7 Herzen mit etwas EC-Medium vorfillen (aus 2ml Spritze), so dass keine Luft mehr
in Viggo ist, EC-Medium in Falcon auffangen

8 Herzen mit EC-Medium perfundieren (ca. 5ml) (aus 5ml Spritze)

9 Nach Perfundierung Spritze abdrehen und mit kleiner Spritze (2ml) wieder etwas
EC-Medium in Viggo geben, so dass keine Luft mehr in Viggo ist
Wichtig: Nach Perfundierung (mit 5ml) Herzen 2x in PBS waschen (um Zellen, die
wahrend der Perfundierung von auRen ans Myokard gekommen sind,
abzuwaschen)

10 Combi-Stopper auf Viggo drehen (am besten mit Pinzette), Butterfly von Viggo
gerade richten, so dass das Herz gut im Falcon gehalten wird und nicht den Boden
berihrt

11 Herz in Falcon ablegen

12 10ml EC-Medium in Falcon geben (auf insgesamt 15ml auffillen)

13 Herzen in Inkubator stellen

Tabelle 16: Protokoll Perfundierte Kultivierung

Protokoll Herzen schneiden

Nr.

Schritt

Vorbereitung:

Steriles Tuch

GroRe Petri-Schale (steril)

Six-Well (x2)

Sterile Handschuhe

Steriles Besteck (vorzugsweise zwei lange Pinzetten (golden) und eine feine Schere)
(Muss vorher autoklaviert sein!)

Medium
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PBS

Durchfiihrung:

Sterilen Bereich auf der Bench einrichten und steriles Tuch hinlegen

Steriles Besteck und steriles Material auf Tuch legen

Ein Six-Well neben das Tuch (semi-steril) legen, 6ffnen und etwas PBS hinein
pipettieren

Herzen aus Inkubator holen und Falcon 6ffnen

Sterile Handschuhe anziehen

Besteck und Material ordnen

Herzen mit Pinzette entnehmen und in Six-Well mit PBS legen

Herzen mit Pinzette nehmen und in grol3e Petri-Schale legen

LV suchen und mit einer Pinzette 6ffnen

RV suchen und mit der zweiten Pinzette 6ffnen

LV mit Schere abtrennen und in Six-Well legen

RV mit Schere abtrennen und in anderes Well vom Six-Well legen

Septum einbetten (Einbett-Plastik-Form holen und Septum hinein legen, danach
Tissue Tag darauf fullen und in -80er Kiihlschrank einfrieren)

Medium in Six-Well (je 3ml pro Well) pipettieren (damit Zellen des besiedelten
Herzen noch Medium bekommen)

Six-Well schlieBen und in Inkubator stellen

Tabelle 17: Protokoll Herzen préparieren

Abb. 13: Exemplarische Darstellung von statischer Abb. 12: Darstellung eines exemplarischen
und perfundierter Re-Kultiveierung von zuvor dezellularisierten linken Ventrikel-Flaps hier
dezellularisierten und anschlieBend vaskular liegend auf einem Six-Well

und interstitiell kombniert simultan konsekutiv

co-re-besiedelten Ratten-Herzen
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2.2.7 Histologie

Fir die Auswertung mittels Histologie und Immunhistologie wurden die re-zellularisieren und
rekultivierten Herzen verwendet. Die Analyse erfolgte bezogen auf die einzelnen Bereiche der
Herzen: linker Ventrikel, rechter Ventrikel, Septum, Apex. Die Gewebe wurden
kryohistologisch aufbereitet. Fiir die Darstellung wurde das Durchlichtmikroskop DM 2000 von
Leica verwendet (DM 2000, Leica Microsystems, Wetzlar).

Aufbereitung der Gewebe

Zur Aufbereitung wurden diese am Ende der Rekultivierung direkt weiterverarbeitet nach
folgendem Protokoll: Zuerst wurden sie geschnitten in die zuvor genannten Bereiche und in
PBS-Losung gewaschen. Anschlieend wurden sie eingebettet in folgendes Medium, Frozen
Tissue Medium, CryoCompound. Das Einfrieren und die Lagerung erfolgten in fliissigem
Stickstoff.

Schneiden der histologischen Préparate

Vor Verwendung wurden die Blocke mit Hilfe eines Mikrotoms, von Leica, geschnitten mit
einer Dicke von 5 um und auf Objekttrager tiberfiihrt. Die anschlieBende Lagerung erfolgte bei
Temperatur von -20° Celsius. Vor dem Farben wurden die Schnitte auf den Objekttragern
aufgetaut.

Hédmatoxylin-Eosin-Fédrbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist eine Standardfarbung der Histologie. Dabei wird der saure
Farbstoff Himatoxylin/Hamalaun verwendet, der basophile Bestandtiele der Zelle farbt, wie
etwa DNA und Ribosomen blau farbt. Eine roten Gegenfarbung mit dem Farbstoff Eosin farbt
alle, acidophilen Bestandteile, wie die Matrix bestehend aus Proteinen.

Die Durchfiihrung der Farbung existiert in vielen Varianten, hier wurde folgende Methode
verwendet. Zuerst wurde die Hamatoxylin-Farbung angewendet fiir 1 min. Dabei farben sich
die Strukturen braun. Danach wurden die Schnitte mit Aqua Dest. fiir 1 min. gespult und
hydriert. Danach wurden sie 1 min. mit Eisessigwasser 5% behandelt und nochmals gespiilt
mit Aqua dest. flir 1 min. Im nachsten Schritt fand die Blauung mit flieBendem Wasser fir 2x
1 min. statt. Daraufhin wurde Alkohol 70% fiir 1 min. und die Eosin-Farbung angewendet fur
5 min. Anschlieend wurden sie mit Hilfe einer Alkoholreihe (70%, 96%, 100%) fiir je 1 min.
Danach fand eine Behandlung mit Xylol fiir 1 min. statt. Nach Farben fand ein Trocknen und
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anschlieBendes Eindecken der Schnitte statt, mit folgendem Medium: Roti HistoKitt von Carl
Roth.

Mikroskopie und digitale Fotoaufnahmen

Fur die Aufnahmen der Histologischen Schnitte wurde ein Durchlichtmikroskop Leica
verwendet (DM 2000, Leica Microsystems, Wetzlar). Die Aufnahmen wurden iberwiegend mit
5x (Ubersichtsaufnahme), 10x und 20x (Detailaufnahme) VergroRerung angefertigt.

Zur Begutachtung wurden Bereiche in den Prdaparaten gesucht, bei denen Zellverbande
ansadssig waren. Dazu wurden die Praparate in einem ersten Screening-Schritt chronologisch
von einer Seite zur anderen durchgeschaut. Praparate, dessen Bereiche eine ibermaRige
Anzahl von Zellverbanden aufgewiesen, wurden vorgemerkt. Anschliefend wurden diese
Bereiche dargestellt und digitale Fotoaufnahmen angefertigt. Dies ist fiir alle vier Bereiche,
Linker Ventrikel, rechter Ventrikel, Septum, Apex erfolgt.

Die HE-Farbung wurde nach einem HE-Farbungs-Standard-Protokoll angefertigt, welches im
Folgenden aufgefiihrt.

Protokoll HE-Férbung

Schritt

2
o

Hamatoxylin 1min

Aqua dest 1min

Eisessigwasser 5% 1min

Aqua dest. 1 min

Essigsaure 5% 1min

Blauung mit Leitungswasser 1min

Essigsaure 5% 1min

Blauung mit Leitungswasser 1min
Alkohol 70% 1 min

Eosin 5 min

Alkohol 70% 1 min

Alkohol 96% 1 min

Alkohol 100% 1 min

14 Xylol 1min

O 0N Ol AW N R

[y
o

[y
[N

=
N

=
w

Tabelle 18: Protokoll HE-Farbung
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2.2.8 Immunhistologie

Die Immunhistologie wird angewendet, um spezifische Zellarten zu detektieren und
darzustellen. Dies geschieht mittels Anti-Kérper, die spezifisch ihr zu bindendes Antigen
binden. Dies geschieht mittels eines standardisierten Protokolls. Es wird auf den
histologischen Schnitt ein 1. Anti-Korper angewendet, der spezifisch sein Antigen, das
nachgewiesen werden soll bindet. Anschliefend wird ein 2. Anti-Kérper verwendet, der
wiederum an den 1. Anti-Korper bindet, und bei Bindung reagiert. Bei der Immunfluoreszenz
geschieht dies mittels eines spezifischen Farb-Signals, z.B. griin oder rot. Dieses Farb-Signal
kann dann unter einem Fluoreszenz-Mikroskop erkannt werden

In dieser Arbeit wurde die Immunfluoreszenz angewendet, um folgende Zellarten spezifisch
darzustellen: Endothelzellen (HUVECs), neonatale Kardiomyozyten von der Ratte (CMCs), und
Fibroblasten von der Maus (3T3-Zellen)

Mikroskopische Darstellung und Fotoaufnahme

Fir die Darstellung der immun-gefarbten Schnitte wurde ein Durchlichtmikroskop, DM 2000
von Leica mit Fluoreszenz Lampe verwendet, DFC425C von Leica. Fiir digitale Fotoaufnahmen
wurde eine integrierte Mikroskop-Kamera von Leica verwendet und mittels dem Programm
Leica Application Suite gespeichert.

Antigene

Um diese unterschiedlichen Zellarten darstellen zu kénnen, wurden folgende Antigene
ausgewahlt:

- Von-Willebrand-Faktor (HUVECs),
- Troponin (CMC),

- Myosin (CMC),

- Cardiac-Actinin (CMC),

- alphaSMA (FB),

- Vimentin (FB),

- Connexin (FB)
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Fiir die Darstellung dieser Antigene wurden folgende Antikdrper verwendet: Anti-Von-
Willebrand-Faktor (HUVECs), Anti-Troponin (CMC), Anti-Myosin (CMC), Anti-Cardiac-Actinin
(CMC), Anti-alphaSMA (FB), Anti-Vimentin (FB). Zudem wurde die Zellkernfarbung mit DAPI
angewendet.

DAPI Férbung

Die DAPI Farbung wurde genutzt und jegliche Art von Zellen mittels Farbung der Zellkerne und
deren DANN darzustellen. Dabei wurden ca. 2 Tropfen von der Farbelésung DAPI Vectashield
(Vector Laboratories, USA) auf den histologischen Schnitt gegeben, mit einem Deckglas
abgedeckt und anschlielRend mittels Aluminium Folie UV-sicher bedeckt. Nach einer
Einwirkzeit von ca. 15 min wurde der Schnitt unter dem Mikroskop begutachtet.

Von-Willebrand-Faktor Immunférbung

Um Endothelzellen (HUVECs) spezifisch darzustellen, wurde als Antigen der von-Willebrand-
Faktor genutzt, der von Endothelzellen exprimiert wird und als ein typischen
Endothelzellmarker fungiert. Als Antikdrper wurde der Anti-Von-Willebrand-Faktor-
Antikorper verwendet. Der 1. Antikérper war Anti-Human-Von-Willebrand-Faktor-Antikérper
(DAKO, Agilent, USA), in Konzentration 1:300 yl. Der 2. Antikorper, der zur Darstellung des 1.
Antikorper dient, war Alexa Fluor 488 goat anti-mouse (Invitrogen), in Konzentration 1:200 pl.

Troponin Immunférbung, Myosin Immunfdrbung, Cardiac Actinin Immunférbung

Fiir die selektive Darstellung von Kardiomyozyten (CMCs) wurden die Antikdrper Anti-
Troponin rabbit anti-rat (Invitrogen), Anti-Myosin rabbit anti-rat (Invitrogen), anti-Cardiac-
actinin rabbit anti-rat (Invitrogen) verwendet. Der 1. Antikdrper wurde je in Konzentration
1:300 yl verwendet. Der 2. Antikorper war Alexa Fluor 555 Anti-Rabbit Antikorper, in
Konzentration 1:200 yl.

Alpha-SMA Immunférbung, Connexin Immunfdrbung, Vimentin Immunfdrbung

Fir die spezifische Darstellung von Fibroblasten (3T3) wurden die Antikorper Anti-alpha-sma
rabbit anti-rat, Anti-Connexin rabbit anti-rat, und Anti-Vimentin rabbit anti-rat verwendet. Die
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Konzentration der 1. Antikdrper war jeweils 1:300 ul. Der 2. Antikérper war Alexa Fluor 555
Anti-Rabbit Antikorper, in Konzentration 1:200 pl.

Aufbereitung der Gewebe

Die fiir die Immunhistologie verwendeten Gewebe wurden gleichermaRen aufbereitet, wie
die fiir die Histologie verwendeten Gewebe. Auch hierfir wurden Gewebe von
rezellularisierten und rekultivierten Herzen verwendet, die nach folgenden Bereichen
analysiert wurden: linker Ventrikel, rechter Ventrikel, Septum, Apex.

Immunfluoreszenz Férbung

Nach dem Auftauen der Schnitte auf den Objekttragern wurden die Schnitte folgendermaRen
weiterverarbeitet (Tabelle 19).

Fur die spatere Farbung und das gezielte Anwendung des Antikérpers wurden die Schnitte mit
einem Markierstift, DAKO Pen von DAKO Agilent, umrandet, damit die Antikorper-
Farbeflissigkeit auf dem Gewebe auf dem Objekttrager konzentriert verbleibt.

Daraufhin wurden die Schnitte Formaldehyd 4% fixiert und anschlieRend fand dreimal eine
Spllung mit PBS statt. IM Folgenden wurde Triton-X-100 1 min angewendet und anschlieBend
wieder dreimal eine Splilung mit PBS.

Im Anschluss wurden die Schnitte mit einer Blockierlésung, BSA (Bovines-Serum-Albumin) 5%
und Tween in PBS 0,5% behandelt und kamen in eine Feuchtkammer fiir 3 min in den
Inkubator bei 37°.

Danach erfolgte die Behandlung mit dem 1. Antikérper in der Losung BSA 1% und Tween-20
0,1% mit insgesamt 100 pl und daraufhin eine Inkubation bei 37° fir 1h. Danach erfolgte eine
dreimalige Spilung tber je 5 min mit Tween-20 0,1% in PBS.

Im Anschluss wurde der 2. Antikper angewendet, in Lésung BSA 1% und Tween-20 0,1% mit
insgesamt 100 pl und daraufhin eine Inkubation bei 37° fiir 45 min. Daraufhin fand eine
erneute dreimalige Spulung mit Tween-20 0,1% in PBS fir je 5 min statt.

Als letztes erfolgte bei Bedarf eine Zellkernfarbung mittels DAPI Vectashield, Vector
Laboratories, USA, und das Eindecken.

Danach erfolgten die Darstellung, Begutachtung und Fotoaufnahmen am Mikroskop.
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Protokoll Inmunhistologie

Nr. Schritt

1 Fettstift DAKO Pen Umrandung der Schnitte auf Objekttragern

2 Formaldehyd 4% + dreimal Spilung mit PBS

3 Triton-X-100 1 min + dreimal Spilung mit PBS

4 Blockieren mit BSA (Bovines-Serum-Albumin) 5% 200 mikrol 3 min Inkubat

5 Losung mit 1. Antikorper in BSA 1% und Tween 0,1% 100 pl 1h in Feuchtkammer in
Inkubator (nur Positiv Schnitt) (Negativ Kontrolle in PBS)

6 Spilung mit Tween-20 0,1% in PBS, 3x fiir je 5 Minuten

7 Losung mit 2. Antikorper in BSA 1% und Tween 0,1% 100 ul 45 min in
Feuchtkammer in Inkubator (nur Positiv Schnitt) (Negativ Kontrolle in PBS)

8 Spulung mit Tween-20 0,1% in PBS, 3x fiir je 5 Minuten

9 Zellkernfarbung mittels DAPI Vectashield, ca. 2 Tropfen auf Schnitt geben,
Objekttrager in Aluminium-Folie eingewickelt und einwickeln und fiir ca. 15
Minuten einwirken lassen

12 Darstellung unter dem Fluoreszenz-Miskroskop

Tabelle 19: Protokoll Immunhistologie
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2.2.9 Live-Dead-Assay — Cell Tracking

Der Live-Dead-Assay bzw. Das Cell-Tracking der Darstllung von lebenden Zellen und damit dem
Nachweis der Zellvitalitat. Hierbei werden unterschiedliche Cell-Tracker-Farbstoffe eingesetzt,
um die Zellen anschlieBend innerhalb der extrazellularen Matrix an einem Laser-Mikroskop
darzustellen. Die verwendeten Farbstoffe weisen eine geringe Zelltoxitat auf.

In dieser Arbeit wurden hierfiir die fiir die vaskuldr und interstitiell kombiniert simultan
konsekutiv Co-Re-Besiedlung und statisch und perfundiert re-Kultivierung verwendeten
Endothelzellen (HUVECs) und Kardiomyozyten (CMCs) kurz vor der Co-Re-Besiedlung mit den
Cell-Tracker-Farbstoffen = CMFDA  (5-Chlormethylfluoresceindiacetat) und  CMPTX
(Chloromethyl-phenyl-carbonyl-amino-octamethyl-dihydro-pyrano-diquinolin-iumyl-
benzoate) (LifeTechnologies) gefarbt. Nach der Re-Kultivierung und Weiterverarbeitung der
Herzen in die vier Herzbereiche (Linker Ventrikel, rechter Ventrikel, Septum und Apex) wurden
diese mittels eines Konfokal-Laser-Mikroskops (LSM 700 von Carl Zeiss, Jena) analysiert und
die lebenden HUVECs und CMCs dargestellt.

Ziel hierbei war es, die vaskuladre und interstitielle einzeln und auch kombiniert darzustellen.
Bei der vaskuldren Re-Besiedlung mit HUVECs steht die Darstellung der Re-Endothelisierung
und Re-Vaskularisierung im Vordergrund. Dabei sollten moglichst zahlreiche GefaRe und
Gefallbaume mit ihren Verzweigungen und GefaRasten dargestellt werden. Beziiglich der
interstitiellen Re-Besiedlung sollten einzelne und auch Haufenweise-angeordnete
Kardiomyozyten innerhalb der Matrix dargestellt werden. Bei der Co-Re-Besiedlung sollten
beide Re-Besiedlungs-Arten gleichzeitig dargestellt werden, mit Herzbereichen der kardialen
ECM, die sowohl HUVECs als auch CMCs in unmittelbarer Nahe zu einander zeigen.

Im Folgenden ist das Protokoll aufgefiihrt, welches fiir das Cell-Tracking und die Live-Farbung
mit CMFDA und CMPTX, verwendet wurde (Tabelle 20).

Protokoll Live-Dead-Assay - Cell Tracking

Nr. Schritt

Vorbereitung:
Farbstoffe: CMFDA und CMPTX

Zellen: HUVECs und CMCs
Zellkultur-Material: Serumfreies Medium, EC-Medium, CMC-Medium
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Durchfiihrung:

1 Berechnen des bendétigten Volumen an Farbstoff anhand der gewiinschten
Konzentration (z.B. 2,5yM) (sowohl von CMFDA, als auch von CMPTX)

2 Herstellen der Arbeitslésung: Pipettieren des Farbstoffes in bestimmte Menge
serumfreies Medium (Falcons mit Arbeitslésung und Zellsuspensionen stets in
Alufolie einwickeln)

Férben der Zellen

3 Falcons mit Zellen (HUVECs und 3T3-Zellen) aus Warmebad/Inkubator holen

4 Zentrifugieren, Absaugen, Resuspendieren mit errechnetem Volumen an
Arbeitslosung

5 Inkubator: 30min (da Zellen mittleren bis hohen Stoffwechsel haben)

Ersetzen der Arbeitslésung mit Growth-Medium

6 Zentrifugieren, Absaugen, Resuspendieren mit berechnetem Volumen (diesmal mit
zell-spezifischem Growth Medium ¢ HUVECs: EC-Medium, CMC-Zellen: CMC-
Medium)

7 Inkubator: 30min
Ziel:
Bei Co-Besiedlung:
bisher: Ansicht von oben und GefdRzellen (Endothelzellen) und Herzzellen (Primare
Kardiale Zellen) in unterschiedlicher Ebene (da oberflachlich besiedelt)
demnadchst: Ansicht von der Seite: GefaRzellen und Herzzellen in einer Ebene
(durch interstitielle Besiedlung)

8 Dann weiter mit Protokoll Co-Re-Besiedlung und Re-Kultivierung

9 Auswerten am Laser-Mikroskop

Tabelle 20: Prokoll Live-Dead-Assay Cell-Tracking
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2.2.10 Automatisierte code-basierte quantitative Bildanalyse mittels Fiji Image)

Zur quantitativen histologischen Auswertung der vaskularen und interstitiellen kombinierten
simultanen konsekutiven Co-Re-Besiedlung und Re-Kultivierung und zur Bestimmung der
Zellzahl und Zelldichte pro histologischem Schnitt wurde das Open Source Programm Fiji
ImageJ) in Version 2.9.0 / 1.53t verwendet. Zur Automatisierung und standardisierten
Ausfilhrung dieses Prozesses wurde ein eigener entwickelter und programmierter Code
(Quelltext) verwendet. Dieser ist nachfolgend aufgefihrt und wird mittels MacroEditor in Fji
Image J angewendet.

Neu entwickelter Code fiir vollautomatisierte standardisierte code-basierte quantitative
Zellzahlanalyse

Die hier verwendete Methode der quantitativen Bildanalyse mit der Open Source Software
Fiji Image) wurde speziell fir die Analyse von HE-Farbungen von ECM re-zellularisierten
histologischen Schnitten maligeschnitten, speziell hierfiir neu entwickelt und etabliert. Es ist
eine vollautomatisierte standardisierte code-basierte Methode zur quantitativen
Zellzahlanalyse von histologischen Schnitten. Der Code wurde mit Hilfe des im Kurs 224.20
,wissenschaftliche Bildbearbeitung und Analyse” mit Fiji Image) der MedicalResearchSchool
der Heinrich-Heine-Universitat erworbenen Knowhows entworfen.

Konzept des Codes zur Bildanalyse

Diese Methode basiert auf folgendem Konzept. Zuerst wird das Bild vorbereitet, in RGB, 8-Bit
in Graustufen umgewandelt. Dann finden folgende Schritte statt, die alle dazu dienen
insgesamt den Kontrast zwischen Zellen und UmgehungsstraRe zu erhéhen. Dabei wird zuerst
ein Filter angewendet, also der Farb-Kontrast erhéht, und anschlieRend in den zahlreichen
Schritten der Schwarz-WeiR-Kontrast erhoht. Danach findet der eigentliche Schritt zur
Unterscheidung der Zellen von ECM statt. Daraufhin folgt eine leichte Feinjustierung und der
Schritt zur Zellzahlung.

Dieses Prinzip kann prinzipiell bei jeglicher Art von histologischen Schnitten und Farbungen
angewendet werden. Von entscheidender Bedeutung ist jedoch die individuelle Anpassung
fiir den jeweiligen Use Case, also in diesem Fall die HE-Farbung. Da die HE-Farbung Zellkerne
blaulich locker farbt und Matrix eher rotlich wurde hier ein Filter gewahlt, der in der Lage ist,
blau Téne hervorzuheben. Dies ist z.B. der hier verwendete CMYK-Filter (Cyan Magenta Gelb
Schwarz). Die Schwarz-Weil} Kontrastierung ist weitestgehend ahnlich. Zusatzlich von
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Bedeutung ist die eigentliche Unterscheidung von Zellen und Matrix mit Hilfe der
AutoThreshhold Funktion. Hierfur wird ein spezieller Schwellenwert festgelegt, der bestimmt
wie stark die Zellen von der Matrix kontrastiert werden. Um diesen Schwellenwert moglichst
gut wahlen zu konnen, wurde anhand von reprdsentativen HE-Schnitten mit Zell-Re-
Besiedlung justiert und kalibriert. In der Folge kann diese Funktion fir alle He Schnitte
gleichermallen angewendet werden. Dies ist wichtig, um standardisierte und vergleichbare
Ergebnisse zu erhalten.

Standardisierung der Zellzahlanalyse

Die gleiche Anwendung des gleichen Codes ermdglicht eine individuelle Anpassung fir jeden
Schnitt und zugleich eine absolute Standardisierung, da immer dieser Prozess durchgefihrt
wird.

Automatisierung

Die Automatisierung dieses Prozesses ermdoglicht die sichere und schnelle Bildanalyse von
einer hohen Anzahl von Bildern und histologischen Schnitten. Die Ergebnisse sind vergleichbar
und unterliegen keinem individuell humanen Prozessfehler. Ein weiterer Vorteil der
Automatisierung besteht in der Moglichkeit nicht nur ein Bild einzeln, sondern zahlreiche
Bilder hintereinander und gleichzeitig analysieren zu lassen, was eine enorme Zeitersparnis
darstellt.

Analyse der absoluten Zellzahl eines Schnittes:
Dabei werden folgende Schritte in Image J ausgefiihrt:

1. Offnen des Bildes in Fiji ImageJ (Abb. 14, oben links)

2. Umwandeln der Datei in RGB (Abb. 14, oben rechts)

3. Anwenden des CMYK-Filters, um Farbtone in besserem Kontrast darzustellen (Abb. 14,
mitte links)

4, Umwandeln der Datei in 8-bit und Graustufen (Abb. 14, mitte rechts)

5. Anwenden der Funktion Convoluted Background Substraction, (Abb. 14, unten links),
um Hintergrund Strukturen, in diesem Fall Hintergrund Matrix auszublenden.

6. Enhance Contrast, um Kontrast weiter zu erhdhen (Abb. 14, unten rechts)
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7. Anwenden der Funktion AutoThreshold mit der Methode MaxEnthropy white, dem
Schwellenwert, der die Unterscheidung zwischen Schwarz und WeiR festlegt, und
damit die Unterscheidung zwischen Zelle und Matrix. (Abb. 15, oben links)

8. Anwenden der Funktion Watershed um Bild in Schwarz-WeiRR darzustellen (Abb. 15,
oben rechts)

9. Anwenden der Funktion Analize Particles (Abb. 15 unten links)

10. Deaktivieren der Funktion Label im ROI-Manager (Abb. 15, unten rechts), um Zellen
nicht als Zahlen darzustellen

11. Darstellen des Ergebnisses im Tabellen-Fenster und ROI-Manager

12. Speichern der Ergebnisse in festgelegtem Ordner

AnschlieBend wurden die Ergebnisse zur Weiterverarbeitung in Excel Gberfiihrt.

Diese Ergebnisse und QOriginal-Daten der automatisierten Bildanalyse sind im Excel-Format in
einer Tabelle am Ende des Kapitels Ergebnisse dargestellt.

Im Folgenden ist der Bildanalyse Prozess mit Fiji Image) exemplarisch anhand eines HE-
Schnittes einer perfundierten Co-Re-Besiedlung dargestellt (Abb. 14, Abb. 15).
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Abb. 14: vollautomatisierte standardisierte Code-basierte quantitative Bildanalyse mit der Software Fiji

Imagel

oben links: Offnen des Bildes mit Fiji Image)

oben rechts: Umwandeln des Bildes in RGB

Mitte links: Anwenden des CMYK-Filters (Cyan Magenta Gelb Schwarz)

Mitte rechts: Umwandeln des Bildes in 8-bit und Graustufen

unten links: Anwenden der Funktion Convoluted Background Substraction, mit Median radius = 25
unten rechts: Anwenden der Funktion Enhance Contrast, mit Sattigung 0,01 normalisiert
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Abb. 15: vollautomatisierte standardisierte Code-basierte quantitative Bildanalyse mit der Software Fiji
Imagel) - Teil 2

oben links: Anwenden der Funktion AutoThreshhold mit der Methode MaxEntropy white
oben rechts: Anwenden der Funktion Watershed

unten links: Anwenden der Funktion Analize Particles, mit der GrofRe 10-500

unten rechts: Anzeigen der analvsierten Partikel als Punkte in der Farbe gelb
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Code (Quelltext) der automatisierten Bildanalyse mit Flji ImageJ

Dieser an einem Bild exemplarisch dargestellte Bildanalyse Prozess wird mittels eines Codes

automatisiert durchgefiihrt. Nachfolgend ist der entsprechende Code hierfir aufgefiihrt.

Folgender Code fiihrt die automatisierte Bildanalyse mit Fiji ImageJ durch. Dazu wird der Code

im Makro Editor ge6ffnet und auf den Button ,Play” gedriickt. Zuvor wird noch das zu

analysierende Bild oder die Bilder in Fiji Imagel geoffnet.

x=getTitle();

for(i=0;i<10;){
run("RGB Color");
y=getTitle();

if (indexOf(y, ".thb") == true) {
close(y);

close()

i=0;}

else {

i=15}

run("Set Scale...", "distance=0 known=0 unit=pixel");
saveAs("/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/RGB/" + y);

run("RGB to CMYK");
z=getTitle();

run("Duplicate...", " ");

rename(x + " CMYK.tif");
a=getTitle();
setOption("ScaleConversions", true);
run("8-bit");

run("Grays");

"non

run("Convoluted Background Subtraction", "convolution=Median radius=25");
run("Enhance Contrast...", "saturated=0.01 normalize");

run("Auto Threshold", "method=MaxEntropy white");

run("Watershed");

run("Analyze Particles...", "size=10-500 display clear summarize add");

roiManager("Show All without labels");

roiManager("Save", "/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/Analysed/" + a + " RoiSet.zip");

selectWindow("Results");
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saveAs("Results", "/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/Analysed/" + a + " Results.tsv");
run("Close");

selectWindow(a);
saveAs("/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/Analysed/" + a);
close();

selectWindow(y);

roiManager("Show None");

roiManager("Show All");
saveAs("/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/Analysed/" + y);

selectWindow(z);
close();

selectWindow(x);
close();

selectWindow(y);
close();

runMacro("/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/Neuer = Ordner  3/Macrol11 Kopiel.ijm.ijm.ijm
Kopiel.ijm");

Analyse der Fliche eines Schnittes:

Zudem wurde mit einem zweiten Code die Schnittflache eines Bildes analysiert, die von Matrix
und Zellen bedeckt ist. Daraus konnte anschlieBend die Zelldichte berechnet werden mit
folgender Formel: Zellzahl (absolut) / Schnittflache (in Pixel) * 1000.

Analyse der Schnittfléiche eines Schnittes (= Anteil der Matrix am Gesamt-Schnitt):

x=getTitle

run("RGB Color");

y=getTitle

run("Set Scale...", "distance=0 known=0 unit=pixel");
saveAs("/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/RGB1/" +y)
yl=getTitle();

run("Duplicate...”, " ");

z=getTitle

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.04");
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run("8-bit");

run("Grays");

run("Auto Threshold", "method=Intermodes");

run("Create Selection");

run("ROI Manager...");

roiManager("Add");

roiManager("Select", 0);

run("Set Measurements...", "area mean standard modal min centroid center perimeter bounding fit shape feret's
integrated median skewness kurtosis area_fraction stack redirect=None decimal=3");
roiManager("Measure");

roiManager("Show All");

roiManager("Save", "/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/Analysed F/" + z + "RoiSet.zip");
roiManager("Delete");

selectWindow("Results");
saveAs("Results", "/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/Analysed F/" + z + "Results.tsv");

selectWindow(z);
saveAs("/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/Analysed F/" + z)
close();

selectWindow(y1);

roiManager("Show None");

roiManager("Show All");
saveAs("/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/Analysed F/" + y1)
close();

runMacro("/Users/alexanderwehrmann/Downloads/Fiji/Analysed F/Macro F.ijm");
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2.2.11 Statistik

Die Daten wurden mit dem Statistik-Programm SPSS Version 27 von IBM ausgewertet.

Zur Aufbereitung und Sortierung der Daten wurden sie vorher in Microsoft Excel Version 2023
bearbeitetet. Zur Erstellung der Diagramme wurde ein eigener Code verwendet, der
nachfolgend aufgefiihrt ist. Der Code beinhaltet folgende Schritte: Gruppierungsvariablen
anlegen, passende Selektion auswahlen, Diagramm erstellen.

Im Folgenden ist der exemplarisch dargestellte Code:
* Encoding: UTF-8.
*Herz 1+3

GGRAPH
/GRAPHDATASET NAME="graphdataset" VARIABLES=DateiFoto Zellzahl gh MISSING=LISTWISE
REPORTMISSING=NO DATAFILTER=gh(VALUES=1 UNLABELED=EXCLUDE)
/GRAPHSPEC SOURCE=INLINE.
BEGIN GPL
GUIDE: axis(dim(1), label("Herz"))
GUIDE: axis(dim(2), label("Zellzahl"))
GUIDE: text.title(label("Vergleich Zellzahl: Herz 1 (perfundiert) und Herz 3 (statisch)"))
SCALE: linear(dim(2), include(0))
ELEMENT: interval(position(DateiFoto*Zellzahl), shape.interior(shape.square))
END GPL.

GGRAPH
/GRAPHDATASET NAME="graphdataset" VARIABLES=DateiFoto Zelldichte gh MISSING=LISTWISE
REPORTMISSING=NO DATAFILTER=gh(VALUES=1 UNLABELED=EXCLUDE)
/GRAPHSPEC SOURCE=INLINE.
BEGIN GPL
GUIDE: axis(dim(1), label("Herz"))
GUIDE: axis(dim(2), label("Zelldichte (Zellzahl / Schnittfldche * 1000)"))
GUIDE: text.title(label("Vergleich Zelldichte: Herz 1 (perfundiert) und Herz 3 (statisch)"))
SCALE: linear(dim(2), include(0))
ELEMENT: interval(position(DateiFoto*Zelldichte), shape.interior(shape.square))
END GPL.

GGRAPH
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/GRAPHDATASET NAME="graphdataset" VARIABLES=DateiFoto Zellzahl gh MISSING=LISTWISE
REPORTMISSING=NO DATAFILTER=gh(VALUES=7 UNLABELED=EXCLUDE)
/GRAPHSPEC SOURCE=INLINE.
BEGIN GPL
GUIDE: axis(dim(1), label("Herz"))
GUIDE: axis(dim(2), label("Zellzahl"))
GUIDE: text.title(label("Vergleich Zellzahl: Herz 1 (perfundiert) nach Bereichen"))
SCALE: linear(dim(2), include(0))
ELEMENT: interval(position(DateiFoto*Zellzahl), shape.interior(shape.square))
END GPL.

GGRAPH
/GRAPHDATASET NAME="graphdataset" VARIABLES=DateiFoto Zelldichte gh MISSING=LISTWISE
REPORTMISSING=NO DATAFILTER=gh(VALUES=7 UNLABELED=EXCLUDE)
/GRAPHSPEC SOURCE=INLINE.
BEGIN GPL
GUIDE: axis(dim(1), label("Herz"))
GUIDE: axis(dim(2), label("Zelldichte (Zellzahl / Schnittfldche * 1000)"))
GUIDE: text.title(label("Vergleich Zelldichte: Herz 1 (perfundiert) nach Bereichen"))
SCALE: linear(dim(2), include(0))
ELEMENT: interval(position(DateiFoto*Zelldichte), shape.interior(shape.square))
END GPL.

GGRAPH
/GRAPHDATASET NAME="graphdataset" VARIABLES=DateiFoto Zellzahl gh MISSING=LISTWISE
REPORTMISSING=NO DATAFILTER=gh(VALUES=8 UNLABELED=EXCLUDE)
/GRAPHSPEC SOURCE=INLINE.
BEGIN GPL
GUIDE: axis(dim(1), label("Herz"))
GUIDE: axis(dim(2), label("Zellzahl"))
GUIDE: text.title(label("Vergleich Zellzahl: Herz 3 (statisch) nach Bereichen"))
SCALE: linear(dim(2), include(0))
ELEMENT: interval(position(DateiFoto*Zellzahl), shape.interior(shape.square))
END GPL.

GGRAPH
/GRAPHDATASET NAME="graphdataset" VARIABLES=DateiFoto Zelldichte gh MISSING=LISTWISE
REPORTMISSING=NO DATAFILTER=gh(VALUES=8 UNLABELED=EXCLUDE)
/GRAPHSPEC SOURCE=INLINE.
BEGIN GPL
GUIDE: axis(dim(1), label("Herz"))
GUIDE: axis(dim(2), label("Zelldichte (Zellzahl / Schnittfldche * 1000)"))
GUIDE: text.title(label("Vergleich Zelldichte: Herz 3 (statisch) nach Bereichen"))
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SCALE: linear(dim(2), include(0))
ELEMENT: interval(position(DateiFoto*Zelldichte), shape.interior(shape.square))
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2.2.12 Versuchsaufbau

Uberblick

In Vor- und Hauptversuchen wurden insgesamt mehr als 20 Ratten-Herzen mittels
automatisierter Langzeit-Perfusion dezellularisiert, anschlieBend vaskular, interstitiell oder
vaskular interstitiell simultan konsekutiv kombiniert co-Re-Besiedelt mit HUVECs und CMCs
oder 3T3-Zellen, und schlieBlich statisch und perfundiert re-kultiviert. Zur Auswertung wurden
die Histologie, Immunhistologie und der Live-Dead-Assay genutzt. Hierbei wurden
verschiedene histologische und immunhistochemische Methoden getestet, und schlief3lich
insgesamt ca. 6000 HE-Schnitte angefertigt. Bei der Immunbhistologie wurden 9 verschiedene
Immunfluoreszenz Antikorper verwendet, die DAPI-Farbung und fiir Doppel-Immunfarbung
Kombinationen aus diesen. Fiir den Live-Dead-Assay und das Cell Tracking wurden 2
Farbstoffe, CMFDA und CMPTX, und DAPI verwendet. Die automatisierte Bildanalyse fand mit
Fiji Imagel statt.

Vorversuche

Es wurden eine Reihe Vorversuche zur Etablierung der Methoden durchgefiihrt. Dabei wurde
die vaskulare, interstitielle und Co-Re-Besiedlung angewendet, jeweils mit HUVECs und 3T3-
Zellen (Fibroblasten) und jeweils mit HUVECs und CMCs.

Neben kleineren Einzel Re-Besiedlungen wurden insgesamt 10 Vorversuche bzw.
Besiedlungen durchgefiihrt, die in der Anlage dargestellt sind.

Hauptversuche

Die Hauptversuche umfassen insgesamt 3 Besiedlungsreihen, die wiederum je 4 Re-
Besiedlungen beinhalten. Insgesamt fanden 12 Co-Re-Besiedlungen (n=12) statt, davon 6 mit
statischer Re-Kultivierung und 6 mit perfundierter Re-Kultivierung. Die Nomenklatur der 3

Besiedlungsreihen lautet: B1 (Besiedlung 1), H1 (Herz 1), LV (Linker Ventrikel), 1 (Schnitt 1)

Die finale Gesamt-Nomenklatur ist der Gesamt-Anzahl von Herzen, also 12 angepasst, und
lautet dementsprechend: H1-H12
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Die Re-Besiedlung fand vaskular und interstitiell simultan konsekutiv statt, entsprechend dem
angegebenen Protokoll. Dies bedeutet, es fand zuerst die interstitielle Re-Besiedlung mit
Kardiomyozyten (CMCs) mittels intra-ventrikularer Injektion statt, und anschlieRend im
gleichen Schritt direkt darauffolgend die vaskuldre Re-Besiedlung mit Endothelzellen
(HUVECs) mittels retrograder aortaler Re-Perfusion.

Nach der Co-Re-Besiedlung fand die Re-Kultivierung der Herzen auf zwei unterschiedliche Re-
Kultivierungsarten statt, perfundiert und statisch, jeweils Gber 4 Tage. Bei der statischen Re-
Kultivierung fand ein Mediumwechsel nach oben beschriebenem Protokoll am 2. Tag nach der
Re-Besiedlung statt. Bei der perfundierten Re-Kultivierung fand ein Mediumwechsel und eine
erneute retrograde aortale Re-Perfusion mit dem entsprechenden Ndahrmedium satt, nach
standardisiertem Protokoll. Nach der Re-Kultivierung wurden die Herzen weiterverarbeitet
und prapariert in vier Bereiche: Linker Ventrikel, rechter Ventrikel, Septum und Apex.

Auswertung

Die Auswertung dieser Herzbereiche erfolgte histologisch, immunologisch und mittels
weiterer Methoden (Live-Dead-Assay und molekularbiologisch mittels PCR). Die Histologie
erfolgte weitestgehend mittels HE-Farbung zum Screening der Schnitte auf in der Matrix
vorhandene Zellen und zur Darstellung der Co-Re-Besiedlung. Die Immunhistologie beinhaltet
die Anwendung spezifischer Anti-Kérper zur spezifischen Darstellung der HUVECs und CMCs,
jeweils einzeln sowie kombiniert. Der Live-Dead-Assay diente zur Darstellung von lebenden
Zellen beider Zellarten.

Die Auswertung erfolgte hierbei sowohl qualitativ bezogen auf Erfolg der Co-Re-Besiedlung
und Re-Kultivierung hinsichtlich Vorhandenseins und Uberleben der beiden Zellarten

innerhalb der extrazelluldren Matrix, und quantitativ hinsichtlich absoluter Zellzahl und
relativer Zelldichte mit Fiji Imagel.

Die Ergebnisse und die Diskussion folgen in den nachsten beiden Abschnitten dieser Arbeit.
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3 Ergebnisse

3.1 Ubersicht der Ergebnisse

Insgesamt wurden in den Hauptversuchen 12 Ratten-Herzen dezellularisiert nach dem im
Methoden-Teil beschrieben Protokoll. AnschlieBend wurden sie vaskuldar und interstitiell
simultan konsekutiv Co-Re-Besiedelt mit HUVECs und CMCs nach dem beschriebenen
Protokoll. Im Anschluss wurden sie re-kultiviert auf zwei Arten: perfundiert und statisch.

Die Ergebnisse sollten folgende Fragestellungen beantworten:

a) Ist eine simultane konsekutive vaskuldare und interstitielle Co-Re-Besiedlung mit
HUVECs und CMCs grundsatzlich erfolgreich mit einem Zelliiberleben tiber mindestens
4 Tage. Dies sollte anhand reprasentativer Histologie und Immunhistologie gezeigt
werden.

b) Welche Re-Kultivierungsart, perfundiert vs. Statisch ist besser geeignet, um nach einer
erfolgreichen Co-Re-Besiedlung eine erfolgreiche Re-Kultivierung durchzufiihren
hinsichtlich Zellwachstum gemessen an Zellzahl und Zelldichte.

Fiur die Auswertung wurden die histologischen Praparate zum einen qualitativ reprasentativ
dargestellt, sowie quantitativ ausgewertet und miteinander verglichen. Hierfiir wurde eine
automatisierte Zellzahlung mit Fiji Image) verwendet, nach oben beschriebenem Protokoll.
Die Ergebnis-Daten sind in einer Excel-Tabelle dargestellt und bilden die Grundlage fiir die in
SPSS erstellten Diagramme.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass
a) eine Co-Re-Besiedlung nach diesem neuen Protokoll méglich und gut geeignet ist mit
einem Zelliberleben von mindestens 4 Tag und dass

p eine perfundierte Re-Kultivierung besser geeignet ist, als die statische Re-Kultivierung,
gualitativ und auch quantitativ, gemessen an Zellzahl und Zelldichte.
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Uberblick

Die Ergebnisse sind nach den hierfiir verwendeten Methoden sortiert. Dabei werden zuerst
die qualitativen Ergebnisse mittels Histologie und Immunhistologie dargestellt, und
anschlieRend die quantitativen Ergebnisse. Im Folgenden ist ein kurzer Uberblick aufgefiihrt.

1. Qualitative Ergebnisse
a) Histologie — HE-Farbung
i. Perfundiert
ii.  Statisch
b) Immunbhistologie — Immunfluoreszenz
c) DAPI Farbung
d) Von-Willeband-Faktor Immunfarbung
e) Troponin Immunfiarbung
f)  Myosin Immunfarbung
g) Doppel-Immunfirbung von-Willebrand-Faktor und Cardiac Actinin
h) Doppel-Immunfarbung von-Willebrand-Faktor und Myosin

2. Qualitative Ergebnisse
a) Automatisierte Bildanalyse mit Fiji Image) ermittelt und weiterverarbeitet mit
Excel und SPSS zur Diagrammerstellung, Perfundiert vs. statisch

3. Weitere Ergebnisse — Live-Dead-Assay
a) Doppelfarbung CMFDA und CMPTX
b) Re-Endothelialisierung — Nahaufnahme
c) Re-Endothelialisierung — Ubersichtsaufnahme
d) Doppelfarbung CMFDA und CMPTX
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Untersuchungsgruppen: Perfundierte vs. Statische Re-Kultivierung

Perfundierte Herzen:

Herz 1 (perfundiert) je LV, RV, S, A
Herz 2 (perfundiert) je LV, RV, S, A
Herz 5 (perfundiert) je LV, RV, S, A
Herz 6 (perfundiert) je LV, RV, S, A
Herz 9 (perfundiert) je LV, RV, S, A
Herz 10 (perfundiert) je LV, RV, S, A

Statische Herzen:

Herz 3 (statisch) je LV, RV, S, A
Herz 4 (statisch) je LV, RV, S, A
Herz 7 (statisch) je LV, RV, S, A
Herz 8 (statisch) je LV, RV, S, A
Herz 11 (statisch) je LV, RV, S, A
Herz 12 (statisch) je LV, RV, S, A

Konzept der Vergleiche

Es wurden Vergleichspaare gebildet, in denen die jeweiligen Bereiche der Herzen miteinander

verglichen wurden. Also z.B. Herz 1 (perfundiert) LV wird verglichen mit Herz 3 (statisch) LV.

Es gibt insgesamt 24 Vergleichspaare: 6 Herzen perfundiert je LV, RV, S

Vergleichspaare 1-24:

Vergleichspaar 1: Herz 1 LV mit Herz 3 LV
Vergleichspaar 2: Herz 1 RV mit Herz 3RV
Vergleichspaar 3: Herz 1 S mit Herz 3 S
Vergleichspaar 4: Herz 1 A mit Herz 3 A
Vergleichspaar 5: Herz 2 LV mit Herz 4 LV
Vergleichspaar 6: Herz 2 RV mit Herz 4 RV
Vergleichspaar 7: Herz 2 S mit Herz 4 S
Vergleichspaar 8: Herz 2 Amit Herz 4 A
Vergleichspaar 9: Herz 5 LV mit Herz 7 LV
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Vergleichspaar 10:
Vergleichspaar 11:
Vergleichspaar 12:
Vergleichspaar 13:
Vergleichspaar 14:
Vergleichspaar 15:
Vergleichspaar 16:

Herz 5 RV mit Herz 7 RV
Herz5S mitHerz7S
Herz 5 A mit Herz 7 A
Herz 6 LV mit Herz 8 LV
Herz 6 RV mit Herz 8 RV
Herz 6 Smit Herz8 S
Herz 6 A mit Herz 8 A

Vergleichspaar 17 Herz 9 LV mit Herz 11 LV

Vergleichspaar 18:
Vergleichspaar 19:
Vergleichspaar 20:
Vergleichspaar 21:
Vergleichspaar 22:
Vergleichspaar 23:
Vergleichspaar 24:

Herz 9 RV mit Herz 11 RV
Herz9 S mit Herz 11 S
Herz9 AmitHerz11 A
Herz 10 LV mit Herz 12 LV
Herz 10 RV mit Herz 12 RV
Herz 10 S mit Herz 12 S
Herz 10 A mit Herz 12 A

In den quantitativen Ergebnissen dargestellt sind die Auswertungen der einzelnen Herzen und

der Gruppenvergleich aller Herzen perfundiert vs. statisch.
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3.2 Qualitative Ergebnisse

3.2.1 Histologie — HE-Farbung

Ubersicht

Fir die histologische Auswertung wurden insgesamt ca. 6000 Schnitte angefertigt und mittels
HE-Farbung gefarbt. Nach Praparation der zuvor dezellularisierten und anschlieBend re-
besiedelten und re-kultivierten Herzen in vier Bereiche (bestehend aus linkem Ventrikel,
rechter Ventrikel, Septum und Apex) wurden diese im Abstand von 200um am Kryostat
geschnitten und danach HE-gefarbt. Die hohe Anzahl der Schnitte diente als erster Screening-
Schritt mit dem Ziel, Schnitte mit re-besiedelten Zellen zu finden und darzustellen. Im
nachsten Schritt wurden alle Schnitte mit re-besiedelten Zellen bestimmt und anschlieRend
die Schnitte mit der jeweils hochsten Zellzahl pro Bereich (LV, RV, S, A) bestimmt. Hierfiir
wurden zwei Gruppen nach Art der verwendeten Re-Kultivierungsmethode gebildet:
perfundiert und statisch.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der HE-Farbungen dargestellt, sortiert nach den Re-
Kultivierungsarten perfundiert und statisch.
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Perfundiert

Abb. 16: HE-Farbung eines rechten Ventrikels einer perfundierten Co-Re-Besiedlung

Reprasentativer HE-Schnitt einer Co-Re-Besiedlung mit Endothelzellen (HUVECs) und
Kardiomyozyten (CMCs), Malistab 200um, VergroRerung 10x. BIH1RV1a 1.1 10x

In Abb. 16 ist ein reprdsentativer HE-Schnitt einer Co-Re-Besiedlung eines rechten Ventrikels
mit Endothelzellen und Kardiomyozyten (CMCs) dargestellt. Die HE-Farbung lasst die Zellkerne
lila erscheinen. Zu erkennen ist ein groBer Zellverbund von Kardiomyozyten (CMCs) und einige
kleinere Zellen in direkter Umgebung. Die Zellen haften haufenweise zusammen und zeigen
zudem Wachstum in benachbarte kleiner und groRRere Matrix-Strange. Dabei befinden sie sich
sowohl im Verbund als auch in kleinen Grippchen und auch einzeln. Etwas oberhalb leicht
links des Zentrums des Schnittes sind in groReren Matrixbereichen auch Endothelzellen zu
erkennen, die sich eher langlich darstellen und die GefaRe des Herzens von innen auskleiden.
Die HE-Farbung dient allerdings primar dem Screening von re-besiedelten Bereichen und der
Darstellung von erfolgreich re-besiedelten Herzbereichen. Zur spezifischen Unterscheidung
der beiden Zelltypen HUVECs und CMCs wurden im Verlauf Antikdrper im Rahmen der
Immunhistologie verwendet.
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Abb. 17: HE-Férbungen eines rechten Ventrikels eines perfundierten Co-Re-Besiedlungen

Reprasentative HE-Schnitte einer perfundierten Co-Re-Besiedlung mit humanen Endothelzellen (HUVECs)
und neonatalen Kardiomyozyten (CMCs)

oben links: BIH1RV1a 2.10x, Malistab 200um, VergroRerung 10x.

unten rechts: BIH1RV3a 1.1 5x, MaRstab 500um, VergroRerung 5x.

In diesem HE-Schnitt co-re-besiedelten rechten Ventrikels (Abb. 17, oben links) sind zwei
voneinander unabhdngige Konglomerate von CMCs dargestellt, die haufenweise angeordnet
sind und weiter lokal in die benachbarte Matrix wachsen. Die Zellen Haften sowohl im Haufen
als auch an einzelnen kleinen sowie groBen Matrixstrangen. Auffdllig ist auch die weite
Verteilung einzelner Zellen innerhalb des gesamten Schnittes.

Auf diesem Bild (Abb. 17, oben rechts) sind sowohl ein Konglomerat als auch eine rundliche
Anordnung von re-besiedelten CMCs zu erkennen, die an unterschiedlichen Bereichen der
Matrix haften. Hier ist ein relativ guter Matrixerhalt gewahrleistet. Das Wachstum der CMCs
erfolgt zudem entlang der Matrixstrange. Auffillig ist auf die weite Verbreitung von CMCs
innerhalb dieses Schnittes, wobei das Re-Besiedlungszentrum den unteren rechten Bereich
des Schnittes betrifft.
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Abb. 18: HE-Farbungen eines rechten Ventrikels einer perfundierten Co-Re-Besiedlung

Reprdsentative HE-Schnitte eines rechten Ventrikels einer perfundierten Co-Re-Besiedlung mit humanen
Endothelzellen (HUVECs) und neonatalen Kardiomyozyten (CMCs), MaRstab 100pm und 200um,
VergréRerung 20x und 10x.

oben links: BIH1RV2a 1.6 20x, MalRstab 100um, VergréRerung 10x

oben rechts: BLH1RV3a 1.2 10x, MaRstab 200um, VergrofRerung 20x

unten links: BIH1RV3a 1.3 10x, Malstab 200um, VergroRerung 20x

unten rechts: BIH1RV2a 1.2 10x, Malstab 200um, VergroBerung 20x

In Abb. 18 ist eine Co-Re-Besiedlung eines rechten Ventrikels in HE-Farbung dargestellt,
welches perfundiert kultiviert wurde. Auch hier sind die Zellkerne livide lila und die Matrix
rotlich. Oben links ist eine Nahaufnahme (VergréBerung 20x, MalRRstab 100 um) abgebildet,
die sehr gut den engen Zellverbund von interstitiell re-besiedelten CMCs zeigt. Die Zellen
bendtigen sowohl die extrazellulare Matrix als auch ihre eigene Nachbarschaft. Die Anordnung
innerhalb des Zellverbundes ist relativ gleichmaRig mit gleichen Abstanden zueinander, analog
zu einer biologisch nativen Zellentwicklung eines Herzens. Oben rechts, unten links und unten
rechts sind weitere Konglomerate von Kardiomyozyten dargestellt, jeweils in
unterschiedlichen Ausbreitungsformen. Auch hier wird der enge Verbund untereinander
deutlich sowie die Verteilung innerhalb der Matrix. Dabei scheint sich das Zellwachstum
insgesamt an groRen Matrixstrangen zu orientieren.
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Abb. 19: HE-Farbungen eines rechten Ventrikels und eines Apex von perfundierten Co-Re-Besiedlungen

Reprasentative HE-Schnitte eines rechten Ventrikels und eines Apex von perfundierten Co-Re-Besiedlungen
mit humanen Endothelzellen (HUVECs) und neonatalen Kardiomyozyten (CMCs), MaRstab 100 um und 200
pm und 500 um, VergrofRerung 20x und 10x und 5x

oben links: BIH1RV1a 1.3 5x, MafRstab 500 um, VergrofRerung 5x

oben rechts: BIH1RV1a 1.4 20x, MaRstab 100 um, VergréRerung 20x

unten links: B3H2A3a 1 10x, MaRstab 200 um, VergréRerung 10x

unten rechts: B3H2A3a 1 5x 6, MalRstab 500 um, VergrofRerung 5x

Abb. 19 zeigt reprasentative Aufnahmen von HE-gefarbten Schnitten eines rechten Ventrikels
und eines Apex von perfundierten Co-Re-Besiedlungen. Das obere linke Bild stellt eine
Ubersichtsaufnahme des rechten Ventrikels mit guter qualitativer und quantitativer
interstitieller Re-Besiedlung mit Kardiomyozyten. Sie fiillen fast die gesamte Schnittflache der
Matrix aus. Das obere rechte Bild ist eine Nahaufnahme in 20x VergrofRerung dieses Ventrikels
und zeigt die dichte Konfiguration der Kardiomyozyten innerhalb der Matrix.

Auf den unteren beiden Schnitten (Abb. 19) sind vor allem die re-besiedelten Endothelzellen
(HUVECs) innerhalb rundlichen Matrixbereichen dargestellt, die GefaBen entsprechen. Sie
haften von innen an den GefaBwanden und kleiden diese fast vollstdandig aus, dhnlich wie bei
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nativen GefalRentwicklung. Unten links ist eine Normalaufnahme (VergroRerung 10x, Mal3stab
200 um) mit zahlreichen GefiRen abgebildet, unten rechts eine Ubersichtsaufnahme
(VergroRerung 5x, MaRstab 500 um), die zeigt, dass die gesamte Matrix von Endothelzellen
durchzogen ist.

Statisch

Abb. 20: HE-Farbung eines rechten Ventrikels einer statischen Co-Re-Besiedlung

Reprdsentativer HE-Schnitt eines rechten Ventrikels einer statischen Co-Re-Besiedlung mit humanen
Endothelzellen (HUVECs) und neonatalen Kardiomyozyten (CMCs), B1H1 LV1a 1 10x 1. Malstab 200um,
VergroRerung 10x.

Dargestellt in Abb. 20 ist reprdsentatives HE-Bild eines linken Ventrikels einer Co-Re-
Besiedlung mit HUVECs und CMCs. In diesem Schnitt sind vor allem die Endothelzellen in den
Gefallen der Matrix. Vereinzelt sind auch Kardiomyozyten in den Matrixstrangen in dichter
Umgebung zu erkennen. Die HUVECs, hier mit der Hamatoxylin-Eosin-Farbung blaulich livide
gefarbt, sind weit verteilt und kleiden kleinere sowie groRere GefaRwande aus.

84



Abb. 21: HE-Farbungen eines linken Ventrikels und eines Septums von statischen Co-Re-Besiedlungen

Reprasentative HE-Schnitte eines linken Ventrikels und eines Septums von statischen Co-Re-Besiedlungen
mit humanen Endothelzellen (HUVECs) und neonatalen Kardiomyozyten (CMCs), MaRstab 200um,
VergroRerung 10x.

oben links: B3H4S2a 2 10x 2, Malistab 200um, VergroRerung 10x.

oben rechts: B3H4LV5a 2 10x 3, Malistab 200um, VergréRerung 10x.

unten links: B2H4LV5a 1 10x 6, Malistab 200pum, VergréfRerung 10x.

In Abb. 21 sind HE-Farbungen eines linken Ventrikels und eines Septums von statischen Co-
Re-Besiedlungen mit HUVECs und CMCs dargestellt. Es sind HUVECs und CMCs zu erkennen,
allerdings in Verteilung, Zellzahl und Zelldichte begrenzt. Auf dem oberen linken Bild sind
HUVECs innerhalb von GefaRstrukturen der dichten Matrix zu erkennen. Auf dem oberen
linken Bild sind vereinzelte und kleinen Haufen vorkommende Kardiomyozyten zu erkennen.
Im unteren Bild sind nur sehr vereinzelt HUVECs am unteren linken Bildrand dargestellt. Das
untere rechte Bild eines Septums zeigt weitere HUVECs weit verteilt, aber tGberschaubar in
Quantitat. Insgesamt sind verglichen mit der relativ dichten extrazellularen Matrix
verhaltnismaRig wenige Zellen zu finden.
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3.2.2 Immunhistologie

Ubersicht

Fir die Immunhistologie wurden ebenfalls die im Kapitel Methoden beschriebenen
histologischen Schnitte verwendet. Fir die Farbungen wurden insgesamt 8 Anti-Kérper
verwendet: Anti-vWF (Endothelzellen, HUVECs), Anti-Troponin, Anti-Cardiac-Actinin, Anti-
Myosin (jeweils flir Kardiomyozyten, CMCs), und Connexin, Vimentin (jeweils fiir Fibroblasten,
3T3-Zellen fiur die Vorversuche).

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz Farbungen sind im Folgenden dargestellt, sortiert nach
Farbung, und je Farbung nach Re-Kultvierungsart perfundiert und statisch.

Immunfluoreszenz Farbungen (Anti-Gene)

¢ DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol)

¢ von-Willebrand-Faktor (VWF)

e Troponin

e Myosin

¢ Doppelfarbung von-Willebrand-Faktor + Cardiac Actinin
e Doppelfarbung von-Willebrand-Faktor + Myosin
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3.2.3 DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) Farbung

perfundiert

Abb. 22: DAPI Immunfluoreszenz-Farbung eines linken Ventrikels einer perfundierten Co-Re-Besiedlung

Reprasentative Schnitte eines linken Ventrikels einer perfundierten Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und
CMCs mit Immunfluoreszenz Farbung mit DAPI, links: B3H4LVa 1 10x 1, Malstab 200 um, VergroRerung
10x, rechts: B3H4LV5a 1 10x 3, MaRstab 200 um, VergrofRerung 10x

In Abb. 22 sind reprasentative Schnitte einer perfundierten Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und
CMCs zu erkennen. Die DAPI-Farbung (4',6-Diamidino-2-phenylindol) stellt die Zellkerne dar,
jedoch nicht den spezifischen Zelltyp. Hier ging es in erster Linie darum, die Anwesenheit von
Zellen darzustellen, um den prinzipiellen Erfolg der Re-Besiedlung zu zeigen. Auf dem linken
Bild ist ein Konglomerat von Kardiomyozyten dargestellt, welches man an der haufenweise
Anordnung erkennt. Im rechten Bild ist die Verteilung von Zellen etwas breit gestreuter,
jedoch auch haufenweise, was ebenfalls auf CMCs hindeutet.

statisch

Abb. 23: DAPI Immunfluoreszenz-Farbung eines linken Ventrikels einer perfundierten Co-Re-Besiedlung

Repradsentative Schnitte eines linken Ventrikels einer perfundierten Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und
CMCs mit Immunfluoreszenz Farbung mit DAPI, links: B3H4LVa 1 10x 1, MaRstab 200 um, VergrofRerung
10x, rechts: B3H4LV5a 1 10x 3, MalRstab 200 um, VergrofRerung 10x

87



3.2.4 Von-Willebrand-Faktor Immunfarbung

perfundiert

Abb. 24: von-Willebrand-Faktor Inmunfluoreszenz-Farbung eines rechten Ventrikels einer perfundierten Co-
Re-Besiedlung

Reprasentativer Schnitt eines mit HUVECs vaskular re-besiedelten rechten Ventrikels mit Immunfluoreszenz-
Antikorper Anti-von-Willebrand-Faktor, B3H2RV3cb 10, Malistab 200 um, VergréBerung 10x.

Abb. 24 zeigt eine erfolgreiche vaskuldare Re-Besiedlung mit Endothelzellen. Zu erkennen sind
die Endothelzellen HUVECs, die mittels Immunfluoreszenz mit dem Antikérper Anti-von-
Willebrand-Faktor spezifisch in griin dargestellt werden. Die Endothelzellen haben sich an die
GefalBwande geheftet und kleiden diese von innen aus. Durch die vaskuldare Re-Besiedlung
sind die HUVECs im gesamten Herzen zu finden, da dieses von komplett von Gefidllen
durchzogen ist, in Form von Arterien, Arteriolen, Kapillaren, Venolen und Venen. Leicht
unterhalb des Zentrums dieses Schnittes ist ein Wiinschelruten-artiger y-formiger GefaRbaum
zu erkennen. Die weite Verteilung der HUVECs im gesamten vaskuldren System des re-
besiedelten Herzens ist essentiell fir eine spatere Funktionsfahigkeit des Herzens.
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perfundiert

200 m

Abb. 25: von-Willebrand-Faktor Inmunfluoreszenz-Farbung eines rechten Ventrikels einer perfundierten
Co-Re-Besiedlung

Reprasentative Schnitte einer Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs mit Immunfluoreszenz Farbung mit
dem Anti-Korper Anti-von-Willebrand-Faktor, links: B31H1RV3b 1 10x 7, Mal3stab 200 um, VergrofRerung
10x, rechts: B31H1RV3b 1 10x 16, MaRstab 200 um, VergroRerung 10x.

In Abb. 25 und Abb. 26 ist eine perfundierte Co-Re-Besiedlung mit unterschiedlichen
Bereichen eines rechten Ventrikels dargestellt, bei denen ebenfalls die Endothelzellen mit
Anti-vWF gefarbt wurden. Sie zeigen unterschiedliche Verteilungsmuster innerhalb der
Bereiche, jedoch dass die gezeigten Bereiche alle von HUVECs erreicht wurden und damit
insgesamt einen Erfolg der Besiedlung mit anschlieRender Perfusion und eine erhebliche
Zellzahl.

Abb. 26: von-Willebrand-Faktor Inmunfluoreszenz-Farbung eines rechten und linken Ventrikels von
perfundierten Co-Re-Besiedlungen

Reprasentative Schnitte einer Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs mit Immunfluoreszenz Farbung mit
dem Antikorper Anti-von-Willebrand

links: B31H1RV3b 1 10x 4, MaRstab 200 um, VergroRerung 10x.

rechts: B31H1LV3b 1 10x 41, Mal3stab 200 um, VergroRerung 10x.
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3.2.5 Troponin Immunfarbung

perfundiert

Abb. 27: Troponin Immunfluoreszenz-Farbung eines rechten und linken Ventrikels von perfundierten Co-
Re-Besiedlungen

Reprasentative Schnitte einer Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs mit Immunfluoreszenz Farbung mit
dem Antikorper Troponin, links: BIH1A4 1 10x 1, Malstab 200 um, VergroRerung 10x, rechts: B3H4LVa 1
10x 3, , MaRstab 200 um, VergroRerung 10x

Abb. 27 und Abb. 28 zeigen Co-Re-Besiedlungen mit HUCEVs und CMCs, bei denen mittels des
Antikorpers Anti-Troponin und DAPI die CMCs dargestellt wurden. In Abb. 27 ist ein Apex und
ein linker Ventrikel dargestellt, mit jeweils einer weiten Ausbreitung der CMCs. In Abb. 28 ist
ein statischer linker Ventrikel gezeigt, der ebenfalls CMCs aufweist. Hier sind diese jedoch eher
in groBeren Haufen angesiedelt. Insgesamt zeigt sich eine erfolgreiche interstitielle Re-
Besiedlung mit Kardiomyozyten.

statisch

Abb. 28: Troponin Immunfluoreszenz-Farbung eines rechten und linken Ventrikels von perfundierten Co-
Re-Besiedlungen

Reprasentative Schnitte einer Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs mit Immunfluoreszenz Farbung mit
dem Antikdrper Troponin, links: B3H4LVa 1 10x 1, Mal3stab 200 um, VergroBerung 10x, rechts: B3H4LV5a 1
10x 3, , Malistab 200 um, VergréRerung 10x
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3.2.6 Myosin Immunfarbung

statisch

Abb. 29: Myosin Immunfluoreszenz-Farbung eines rechten und linken Ventrikels von perfundierten Co-
Re-Besiedlungen

Reprasentative Schnitte einer Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs mit Immunfluoreszenz Farbung mit
dem Antikodrper Myosin, links: B3H4A3a 2 40x 1, Malistab 50 um, VergréRerung 40x, rechts: B3H4LV5a 1
20x 1, Mal3stab 100 um, VergroRerung 20x

Die Myosin-Farbung mit dem Anti-Korper Anti-Myosin scheint ebenfalls sehr gut geeignet zu
sein, fir die Darstellung von re-besiedelten Kardiomyozyten innerhalb einer Co-Re-
Besiedlung. Deshalb sie auch im Verlauf als Doppelfarbung mit Anti-vWF gewahlt. In Abb. 29
und Abb. 30 sind jeweils ein Schnitt eines Apex und eines linken Ventrikels dargestellt, in
unterschiedlichen VergroRerungen, 40x und 20x. Sie zeigen eine Konglomerat von CMCs,
welches durch seine hohe Dichte auffallt. Dies bildet ein wichtiges Kriterium fir ein weiteres
erfolgreiches Wachstum innerhalb der Matrix.

Abb. 30: Myosin Immunfluoreszenz-Farbung eines rechten und linken Ventrikels von perfundierten Co-

Re-Besiedlungen

Reprasentative Schnitte einer Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs mit Immunfluoreszenz Farbung mit
dem Antikdrper Myosin, links: B3H4A3a 2 40x 1, MaRstab 50 um, VergrofRerung 40x, rechts: B3H4LV5a 1
20x 1, Malstab 100 um, VergréRerung 20x
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3.2.7 Doppel-Immunfarbung Von-Willebrand-Faktor + Cardiac Actinin

perfundiert

Abb. 31: Doppelfdarbung von-Willebrand-Faktor und Cardiac Actinin Imnmunfluoreszenz-Farbung eines

rechten und linken Ventrikels von perfundierten Co-Re-Besiedlungen

Reprasentative Schnitte eines rechten und linken Ventrikels von Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs
mit Immunfluoreszenz Doppel-Farbung mit den Antikérpern Anti-von-Willebrand-Faktor + Anti-Cardiac-
Actinin,

links: BIH1RV2a 2 40x 1, Mal3stab 50 um, VergréRerung 40x,

rechts: B3H4LV5a 1 20x 1, MaRstab 100 pm, VergrofSerung 20x

Abb. 31 zeigt reprdsentativ eine Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs eines rechten
Ventrikels (links) und eines linken Ventrikels (rechts). Es wurde eine Doppelfarbung
verwendet, mit den Anti-Koérpern Anti-vWF fir die spezifische Darstellung der HUVECs und
Anti-Cardiac-Actinin fir die spezifische Darstellung von CMCs. Das Vorhandensein von beiden
Zelltypen, spezifisch markiert mit den jeweiligen Anti-Kérpern bestatigt den Erfolg dieser
Besiedlungsmethode und der perfundierten Re-Kultivierungsmethode.

In Abb. 32 sind ebenfalls Schnitte einer erfolgreichen Co-Re-Besiedlung mit beiden Zelltypen
in gleicher Farbung zu erkennen, was auch hier den Erfolg der statischen Re-
Kultivierungsmethode bestatigt. Auf dem linken Schnitt ist in 10x VergréRerung die parallele
Anwesenheit von HUVECs und CMCs in unmittelbarer Nahe zu beobachten.
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statisch

Abb. 32: Doppel-Immunfirbung von-Willebrand-Faktor und Cardiac Actinin Immunfluoreszenz-Farbung
eines linken Ventrikels einer perfundierten Co-Re-Besiedlung

Reprasentative Schnitte einer Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs mit Immunfluoreszenz Farbung mit
den Antikorpern Anti-von-Willebrand-Faktor + Anti-Cardiac-Actinin

links: B3H4LV5a 1 10x 1, MaRstab 200 um, VergrofRerung 10x

rechts: B3H4LV5a 1 40x 1, MalSstab 50 um, VergroRerung 40x

3.2.8 Doppel-Immunfarbung Von-Willebrand-Faktor + Myosin

statisch

5

Abb. 33: Doppel-Immunfarbung von-Willebrand-Faktor und Myosin Immunfluoreszenz-Farbung eines
linken Ventrikels einer perfundierten Co-Re-Besiedlungen

Reprasentative Schnitte einer Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs mit Immunfluoreszenz Farbung mit
den Antikérpern Anti-von-Willebrand-Faktor + Anti-Myosin

links: B3H4LVa 1 10x 2, MaRstab 200 pm, VergrofRerung 10x

rechts: B3H4LV5a 1 10x 1, Malstab 200 um, VergréRerung 10x

93



In Abb. 33 und Abb. 34 ist eine weitere Doppelfarbung mit Anti-vWF (HUVECs) und mit Anti-
Myosin (CMCs), begleitet von DAPI, von Bereichen eines linken Ventrikels eines co-re-
besiedelten Ratten-Herzen dargestellt. Der Erfolg der Co-Re-Besiedlung ladsst sich auch hier
durch die Anwesenheit beider Zelltypen, spezifisch dargestellt mit den jeweiligen Anti-
Kérpern, bemessen. In Abb. 33 links ist ein Ubersichtsschnitt gezeigt, der eine gute Verteilung
von HUVECs und CMCs (iber eine groRe Strecke entlang der Herz-Matrix aufweist. Auf dem
rechten Schnitt ist ein weiterer Bereich dargestellt sind, auf dem sowohl Gefal3e ausgekleidet
von HUVECs (griin), als auch Interstitium, re-besiedelt mit CMCs (rot) zu erkennen sind. In Abb.
34 wird die unmittelbare Nachbarschaft von HUVECs und CMCs in einer 3D-Matrix deutlich.

Abb. 34: Doppel-Immunfarbung von-Willebrand-Faktor und Myosin Immunfluoreszenz-Farbung eines

linken Ventrikels einer perfundierten Co-Re-Besiedlung

Reprasentative Schnitte einer Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs mit Immunfluoreszenz Farbung mit
den Antikérpern Anti-von-Willebrand-Faktor + Anti-Myosin

links: B3H4LVa 1 10x 1, MaRstab 200 pum, VergrofRerung 10x

rechts: B3H4LV5a 1 10x 3, Malistab 200 um. VergréfRerung 10x
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3.3 Quantitative Ergebnisse

3.3.1 Ubersicht der quantitativen Ergebnisse

Die quantitativen Ergebnisse beinhalten die absolute Zellzahl eines Schnittes und die relative
Zelldichte standardisiert an der Flache eines Schnittes. Diese Werte wurden mittels Zellzahl-
Analyse und Schnittflaichen-Analyse mit Hilfe des Programms Fiji Imagel mit einem
standardisierten Protokoll bestimmt. Die histologischen HE-gefarbten Schnitte dienten hierbei
als Basis. Es wurden 48 HE-Schnitte analysiert und jeweils paarweise perfundiert vs. Statisch
miteinander verglichen. Es wurden jeweils die einzelnen Herzbereiche miteinander
verglichen: LV, RV, S, A. AnschlieBend wurde die Gesamt-Zellzahl und Gesamt Zelldichte eines
Herzens bestimmt (bestehend aus LV, RV, S, A) und jeweils ein Herz aus der perfundierten
Gruppe mit einem Herzen aus der statischen Gruppe verglichen. Zudem wurde die Gesamt-
Zellzahl und die Gesamt-Zelldichte aller perfundierten Herzen und aller statischen Herzen
miteinander verglichen. Die in Fiji Imagel ermittelten Werte wurden in einer Excel-Tabelle
zusammengefasst und es wurden Diagramme mit dem Programm SPSS erstellt. Diese
Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.

Aufbau der Diagramme:

Die Diagramme sind nach folgendem Schema aufgebaut bzw. angeordnet: Auf der X-Achse
sind die Schnitte (x.tif) und die Herzen (Hx) dargestellt. Die Bezeichnung entspricht der im
Material und Methoden beschriebenen Nomenklatur: z.B. B1H1LV1a, B1 (Besiedlung 1), H1
(Herz 1), LV (Linker Ventrikel), 1a (1. Schnitt des LV), .tif (Endung der Datei)

Auf der y-Achse ist die Zellzahl (absolut) bzw. die Zelldichte (Zellzahl / Schnittflache * 1000)
der einzelnen HE-Schnitte oder der gesamten Herzen oder der gesamten Gruppe dargestellt.

Die Zellzahl ist absolut als Dezimalzahl angegeben. Die Zelldichte ist als Quotient der Zellzahl
/ Schnittfliche * 1000 angegeben. Der Faktor 1000 wurde hier gewdhlt und einen
vergleichbaren Quotienten ohne zahlreiche Dezimalstellen nach dem Komma zu erhalten. Die
Schnittflache ist definiert als die Flache die insgesamt im gesamten histologischen Bild von
Matrix und Zellen bedeckt ist.

Das Prinzip der Diagramme wird anhand der nachfolgenden Abbildung (Abb. 35) exemplarisch
erklart. Sie entspricht dem ersten Herzvergleich des Herzens Nr. 1, welches perfundiert re-
kultiviert wurde, und des Herzens Nr. 3, welches statisch re-kultiviert wurde.
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Folgende Herzvergleiche wurden durchgefiihrt:
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3.3.2 Vergleich Herz 1 (perfundiert) und Herz 3 (statisch)

Vergleich Zellzahl: Herz 1 (perfundiert) und Herz 3 (statisch) gl Herz 1 (p und Herz 3

2500

2000

Zellzahl
£
Zelldichte (Zellzahl { Schniutfliche * 1000)

alTHerz1 b2 CHerz 3 alTHerz 1 b2 CHerz 3

Vergleich Zellzahl: Herz 1 (perfundiert) nach Bereichen Vergleich Zelldichte: Herz 1 (perfundiert) nach Bereichen

Zelldichte (Zellzahl / Schnittfliche * 1000)

o0
1TBIHILV3all 3TBIHIRVIall 5TBIHISlall5 7TBIHlASal2s5. 1TBIHILV3all 3TBI1HIRVIall 5TBIHISlall5 7TBIHIASal.25.
10.1if 10.4if Luf uf 10.uif 10.tif Luf tif

Herz. Herz

Vergleich Zellzahl: Herz 3 (statisch) nach Bereichen Herz 3 nach

Zelldichte (Zellzahl / Schnittfliche * 1000)

2CBIH3LV4a151. 4CBIH3RVIal51. 6CBlH353a252. BCBIH3AZ2al53. 2CBIH3LV4a151. 4CBlH3RV1al51. 6CBIH3S3a252. BCBlH3A2al53.
tif if tif tif tif tif tif tif

Herz Herz

Abb. 35: Vergleich Herz 1 (perfundiert) und Herz 3 (statisch)

links oben: Vergleich Zellzahl H1 (p) und H3 (s)

rechts oben: Vergleich Zelldichte H1 (p) und H3 (s)

links Mitte: Vergleich Zellzahl H1 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts Mitte: Vergleich Zelldichte H1 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
links unten: Vergleich Zellzahl H3 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts unten: Vergleich Zelldichte H3 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
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Exemplarische Auswertung Herzvergleich Nr. 1 (Herz 1 (perfundiert) und Herz 3 (statisch) )
anhand Abbildung 35 (Abb. 35):

Abb. 35 zeigt die quantitative Auswertung der histologischen Schnitte der mit HUVECs und
CMCs co-re-besiedelten und re-kultivierten Herzen hinsichtlich Zellzahl und Zelldichte im
Vergleich bezogen auf die beiden Versuchsgruppen der Re-Kultivierungsart statisch vs.
Perfundiert.

In der oberen Reihe sind die Gesamt-Zellzahl (oben links) und Gesamt-Zelldichte (oben rechts)
der beiden Herzen H1 (perfundiert) und H3 (statisch) dargestellt. In mittlere Reihe zeigt
Zellzahl und Zelldichte des Herzen 1 (perfundiert) bezogen auf die Bereiche LV, RV, S, A. In der
unteren Reihe sind Zellzahl und Zelldichte des Herzen 3 (statisch) nach Bereichen LV, RV, S, A
dargestellt.

Hierbei kdnnen folgende Aspekte beurteilt werden: Zellzahl pro Herz und Herzbereich,
Zelldichte pro Herz und Herzbereich, Zellverteilung auf die Herzbereiche innerhalb eines
Herzens und im Herzvergleich untereinander bezogen auf Zellzahl und Zelldichte pro
Herzbereich (Linker Ventrikel, rechter Ventrikel, Septum, Apex).

Die Nomenklatur wurde wie bereits in der Ubersicht beschrieben folgendermaRen gewahlt:
Vor dem Wort ,Herz” steht jeweils ein T oder ein C, flir Test-group und Control-group. Der
Buchstabe und die Ziffer davor, ,al”, wurde aus SPSS-technischen Darstellungsgriinden
gewadhlt und hat keine weitere Bedeutung.

In diesem Vergleich zwischen H1 (perfundiert) und H3 (statisch) (Abb. 35, oben links) ist die
Zellzahl von H1 ungefahr doppelt so hoch wie bei H3. Die Zelldichte ist ebenfalls hoher mit ca.
25% (Abb. 35, oben rechts) Bei Betrachtung der Verteilung der re-besiedelten Zellen von H1
fallt auf, dass hier vor allem der rechte Ventrikel und der Apex zur Gesamt-Zahl der Zellen in
diesem Herzen beitragen. (Abb. 35, Mitte links) Dies spiegelt sich auch bei Betrachtung der
Verteilung der Zelldichte wieder. (Abb. 35, Mitte rechts)

Bei H3 fallt auf, dass vor allem der linke Ventrikel, das Septum und der Apex gut re-besiedelt
sind hinsichtlich Zellzahl und Zelldichte (Abb. 35, unten links) (Abb. 35, untern rechts).

Insgesamt kann gezeigt werden, dass das Herz 1, welches perfundiert re-kultiviert wurde, eine
deutlich hohere Zellzahl und Zelldichte aufweist als das Herz 3, welches statisch kultiviert
wurde (Abb. 35, oben links).

Im Folgenden werden die Auswertungen mit den wichtigsten Aussagen pro Herzvergleich kurz
zusammengefasst.
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Herzvergleich Herz 1 (perfundiert) und Herz 3 (statisch):

In diesem Vergleich (Abb. 35) zwischen H2 (perfundiert) und H4 (statisch) kénnen folgende
Aussagen getroffen werden:

Zellzahl: H1 > H3 (Abb. 35, oben links)

Zelldichte: H1 > H3 (Abb. 35, oben rechts)

Zellverteilung Zellzahl H1: RV > S > LV > A (Abb. 35, Mitte links)
Zellverteilung Zelldichte H1: S > RV > LV > A (Abb. 35, Mitte rechts)
Zellverteilung Zellzahl H3: A>S > LV > RV (Abb. 35, unten links)
Zellverteilung Zelldichte H3: A>S > LV > RV (Abb. 35, unten links)

Hinsichtlich Zellzahl ist 1 deutlich H3 Uberlegen, hinsichtlich Zelldichte auch. Insgesamt
wurden bei H1 die Herzbereiche RV und S mit der hochsten Zellzahl und Zelldichte re-

besiedelt, bei H3 waren es die Bereiche A und S.

Herzvergleich Herz 2 (perfundiert) und Herz 4 (statisch):

In diesem Vergleich (Abb. 36) zwischen H2 (perfundiert) und H4 (statisch) kénnen folgende
Aussagen getroffen werden:

Zellzahl: H4 > H2 (Abb. 36, oben links)

Zelldichte: H4 > H2 (Abb. 36, oben rechts)

Zellverteilung Zellzahl H2: S > LV > RV > A (Abb. 36, Mitte links)
Zellverteilung Zelldichte H2: LV > S > RV > A (Abb. 36, Mitte rechts)
Zellverteilung Zellzahl H4: A > RV > LV > S (Abb. 36, unten links)
Zellverteilung Zelldichte H4: S > RV > LV > S (Abb. 36, unten links)

Hinsichtlich Zellzahl ist H4 knapp H2 Uberlegen, hinsichtlich Zelldichte deutlich. Insgesamt

wurden bei H2 die Herzbereiche LV und S mit der hochsten Zellzahl und Zelldichte re-besiedelt,
bei H4 waren es die Bereiche RV, A und S.
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3.3.3  Vergleich Herz 2 (perfundiert) und Herz 4 (statisch)

Vergleich Zellzahl: Herz 2 (perfundiert) und Herz 4 (statisch) Vergleich Zelldichte: Herz 2 (perfundiert) und Herz 4 (statisch)
1500
60.00
5000

1000

Zellzahl

3000

2000

1000

Zelldichte (Zellzahl / Schnittfliche * 1000)

€3 T Herz 2 d4 CHerz 4

€3 T Herz 2 d4 CHerz 4

g Zellzahl: Herz 2 (pes 1) nach ich gl i Herz 2 nach

Zellzah!

a0

Zelldichte (Zellzahl / Schnittfliche * 1000)

09 TBIH2LV1a1l10 11TEB1H2RV3al1l0 13TB1H251al10 15TBlH2A4a151. 09 TBIH2LV1a110 11TBIH2RV3a1l10 13 TBI1H251a1l10 15TBlH2A4a151.
5.tif Lxif Laif tif S.tif Ltif Ltif tif

Herz Herz

Vergleich Zellzahl: Herz 4 (statisch) nach Bereichen gl Herz 4 d nach

€0.00

50.00

40.00

30.00

20,00

10.00

Zelldichte (Zellzahl / Schnittfliche * 1000)

10CBlHALVAa1l5 12CBIH4RVIal5 14CBIH4S1al5 16CBIH4AZal51. 10CBlH4LV4a15 12CBIH4RVIal5 14CBlH451al5 16 CBlH4A2a15
Laif Ltif Ltif tif Ltif Ltif Ltif Ltif

Herz Herz

Abb. 36: Vergleich Herz 2 (perfundiert) und Herz 4 (statisch)

links oben: Vergleich Zellzahl H2 (p) und H4 (s)

rechts oben: Vergleich Zelldichte H2 (p) und H4 (s)

links Mitte: Vergleich Zellzahl H2 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts Mitte: Vergleich Zelldichte H2 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
links unten: Vergleich Zellzahl H4 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts unten: Vergleich Zelldichte H4 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
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3.3.4 Vergleich Herz 5 (perfundiert) und Herz 7 (statisch)

Vergleich Zellzahl: Herz 5 (perfundiert) und Herz 7 (statisch) Vergleich Zelldichte: Herz 5 (perfundiert) und Herz 7 (statisch)
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Abb. 37: Vergleich Herz 5 (perfundiert) und Herz 7 (statisch)

links oben: Vergleich Zellzahl H5 (p) und H7 (s)

rechts oben: Vergleich Zelldichte H5 (p) und H7 (s)

links Mitte: Vergleich Zellzahl H5 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts Mitte: Vergleich Zelldichte H5 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
links unten: Vergleich Zellzahl H7 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts unten: Vergleich Zelldichte H7 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)

102



Herzvergleich Herz 5 (perfundiert) und Herz 7 (statisch):

In diesem Vergleich (Abb. 37) zwischen H5 (perfundiert) und H7 (statisch) konnen folgende
Aussagen getroffen werden:

Zellzahl: H5 > H7 (Abb. 37, oben links)

Zelldichte: H5 > H7 (Abb. 37, oben rechts)

Zellverteilung Zellzahl H5: A >S > LV > RV (Abb. 37, Mitte links)
Zellverteilung Zelldichte H5: A>S >RV > L (Abb. 37, Mitte rechts)
Zellverteilung Zellzahl H7: RV > A > LV > S (Abb. 37, unten links)
Zellverteilung Zelldichte H7: RV >S > A > LV (Abb. 37, unten links)

Hinsichtlich Zellzahl ist H5 deutlich H7 Gberlegen, hinsichtlich Zelldichte ebenfalls deutlich.
Insgesamt wurden bei H5 die Herzbereiche A und S mit der héchsten Zellzahl und Zelldichte
re-besiedelt, bei H7 waren es die Bereiche RV, A und S.

Herzvergleich Herz 6 (perfundiert) und Herz 8 (statisch):

Bei diesem Vergleich (Abb. 38) zwischen H6 (perfundiert) und H8 (statisch) kdnnen folgende
Aussagen getroffen werden:

Zellzahl: H6 > H8 (Abb. 38, oben links)

Zelldichte: H6 > H8 (Abb. 38, oben rechts)

Zellverteilung Zellzahl H6: RV > S > LV > A (Abb. 38, Mitte links)
Zellverteilung Zelldichte H6: A > RV > LV > S (Abb. 38, Mitte rechts)
Zellverteilung Zellzahl H8: A >S > LV > RV (Abb. 38, unten links)
Zellverteilung Zelldichte H8: A>S > LV > RV (Abb. 38, unten links)

Hinsichtlich Zellzahl ist H6 deutlich H8 iberlegen, hinsichtlich Zelldichte ebenfalls. Insgesamt
wurden bei H6 die Herzbereiche RV, S und A mit der hochsten Zellzahl und Zelldichte re-
besiedelt, bei H8 waren es die Bereiche A und S.

103



3.3.5 Vergleich Herz 6 (perfundiert) und Herz 8 (statisch)

Vergleich Zellzahl: Herz & (perfundiert) und Herz 8 (statisch) Vergleich Zelldichte: Herz 6 (perfundiert) und Herz 8 (statisch)
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Abb. 38: Vergleich Herz 6 (perfundiert) und Herz 8 (statisch)

links oben: Vergleich Zellzahl H6 (p) und H8 (s)

rechts oben: Vergleich Zelldichte H6 (p) und H8 (s)

links Mitte: Vergleich Zellzahl H6 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts Mitte: Vergleich Zelldichte H6 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
links unten: Vergleich Zellzahl H8 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts unten: Vergleich Zelldichte H8 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)

104



3.3.6 Vergleich Herz 9 (perfundiert) und Herz 11 (statisch)

Vergleich Zellzahl: Herz 9 und Herz 11 Vergleich Zelldichte: Herz 9 (perfundiert) und Herz 11 (statisch)
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Abb. 39: Vergleich Herz 9 (perfundiert) und Herz 11 (statisch)

links oben: Vergleich Zellzahl H9 (p) und H11 (s)

rechts oben: Vergleich Zelldichte H9 (p) und H11 (s)

links Mitte: Vergleich Zellzahl H9 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts Mitte: Vergleich Zelldichte H9 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
links unten: Vergleich Zellzahl H11 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts unten: Vergleich Zelldichte H11 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
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Herzvergleich Herz 9 (perfundiert) und Herz 11 (statisch):

Bei diesem Vergleich (Abb. 39) zwischen H9 (perfundiert) und H11 (statisch) kénnen folgende
Aussagen getroffen werden:

Zellzahl: H9 > H11 (Abb. 39, oben links)

Zelldichte: H9 > H11 (Abb. 39, oben rechts)

Zellverteilung Zellzahl H9: RV > LV > A > S (Abb. 39, Mitte links)
Zellverteilung Zelldichte H9: RV > LV > S > A (Abb. 39, Mitte rechts)
Zellverteilung Zellzahl H11: LV > S > A > RV (Abb. 39, unten links)
Zellverteilung Zelldichte H11: RV > LV > A > S (Abb. 39, unten links)

Hinsichtlich Zellzahl ist H9 sehr deutlich H11 Uberlegen, hinsichtlich Zelldichte ebenfalls.
Insgesamt wurden bei H9 die Herzbereiche RV und LV mit der hochsten Zellzahl und Zelldichte
re-besiedelt, bei H11 waren es die Bereiche LV, S und RV.

Herzvergleich Herz 10 (perfundiert) und Herz 12 (statisch):

Bei diesem Vergleich (Abb. 40) zwischen H10 (perfundiert) und H12 (statisch) kdnnen folgende
Aussagen getroffen werden:

Zellzahl: H10 > H12 (Abb. 40, oben links)

Zelldichte: H10 > H12 (Abb. 40, oben rechts)

Zellverteilung Zellzahl H10: S > A > RV > LV (Abb. 40, Mitte links)
Zellverteilung Zelldichte H10: S > LV > RV > A (Abb. 40, Mitte rechts)
Zellverteilung Zellzahl H12: LV > S > A > RV (Abb. 40, unten links)
Zellverteilung Zelldichte H12: S > RV > A > LV (Abb. 40, unten links)

Hinsichtlich Zellzahl ist H10 knapp H12 Uberlegen, hinsichtlich Zelldichte deutlich. Insgesamt
wurden bei H10 die Herzbereiche S, A und LV mit der hochsten Zellzahl und Zelldichte re-
besiedelt, bei H12 waren es die Bereiche S, LV und RV.
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3.3.7 Vergleich Herz 10 (perfundiert) und Herz 12 (statisch)

Vergleich Zellzahl: Herz 10 (perfundiert) und Herz 12 (statisch) Vergleich Zelldichte: Herz 10 (perfundiert) und Herz 12 (statisch)
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Abb. 40: Vergleich Herz 10 (perfundiert) und Herz 12 (statisch)

links oben: Vergleich Zellzahl H10 (p) und H12 (s)

rechts oben: Vergleich Zelldichte H10 (p) und H12 (s)

links Mitte: Vergleich Zellzahl H10 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts Mitte: Vergleich Zelldichte H10 (p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
links unten: Vergleich Zellzahl H12 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
rechts unten: Vergleich Zelldichte H12 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
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3.3.8 Gesamt-Vergleich Herzen (perfundiert) und Herzen (statisch)

Vergleich Zellzahl: Herzen (perfundiert) (n=6) und Herzen (statisch) (n=6) gl Herzen (p iert) (n=6) und Herzen (statisch) (n=6)
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Abb. 41: Gesamt-Vergleich aller Herzen perfundiert vs. alle Herzen statisch

links oben: Vergleich Zellzahl Herzen (p) und Herzen (s)

rechts oben: Vergleich Zelldichte Herzen (p) und Herzen (s)

links Mitte: Vergleich Zellzahl Herzen (p) nach Herzen (H1, H2, H5, H6, H9, H10)
rechts Mitte: Vergleich Zelldichte H(p) nach Bereichen (LV, RV, S, A)

links unten: Vergleich Zellzahl H3 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)

rechts unten: Vergleich Zelldichte H3 (s) nach Bereichen (LV, RV, S, A)
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Gesamt-Vergleich perfundierte Herzen (n=6) vs. statische Herzen (n=6)

Abb. 41 zeigt den Gesamt-Vergleich aller Herzen der beiden Versuchsgruppen perfundiert (T
= Test group, n=6) vs. statisch (C = Control group, n=6) hinsichtlich Zellzahl und Zelldichte aller
ausgewerteten Schnitte. Hierbei zeigt die obere Reihe links die absolute Zellzahl und die obere
Reihe rechts die relative Zelldichte bezogen auf die Schnittflache, die mit Matrix ausgefullt ist.

Die mittlere Reihe zeigt alle Herzen der beiden Gruppen hinsichtlich Zellzahl und Zelldichte
bezogen auf jedes einzelne Herz. Mitte links sind die einzelnen perfundierten Herzen
abgebildet, Mitte rechts die einzelnen statischen Herzen. Zu beachten ist der unterschiedliche
Malstab der y-Achse bezliglich der absoluten Zellzahl und der relativen Zelldichte, so dass die
Saulendiagramme der perfundierten Herzen nicht direkt mit den statischen Herzen verglichen
werden konnen beziiglich dieser beiden Parameter. Diese Darstellung dient eher der
Verteilung der Zellzahl pro Herz innerhalb der jeweiligen Gruppe.

Die untere Reihe zeigt die Verteilung der Zellen innerhalb des jeweiligen Herzens hinsichtlich
der vier Herzbereiche Linker Ventrikel, rechter Ventrikel, Septum, Apex. Links sind die
perfundierten Herzen abgebildet (absolute Zellzahl , rechts die statischen.

Auswertung des Gesamt-Vergleichs perfundierte vs. statische Herzen:

Insgesamt im Gesamt-Vergleich aller co-re-besiedelten und re-kultivierten Herzen, kann
gezeigt werden, dass die Herzen der perfundierten Re-Kultivierung den Herzen der statischen
Re-Kultivierung deutlich mit Gber 50% Uberlegen sind, hinsichtlich absoluter Zellzahl und
relativer Zelldichte.

Bezogen auf die einzelnen Herzen innerhalb der beiden Gruppen, weisen bei der
perfundierten Herzen die Herzen 1, 5, 9 und bei den statischen Herzen die Herzen 3, 4 und 7
die hochste Zellzahl auf.

Bezlglich Zelldichte weisen die perfundierten Herzen 9 und 10 die hdchste Zelldichte auf, und
die statischen Herzen 4 und 12.

Zusammenfassung der quantitativen Ergebnisse:

Zusammengefasst weisen die perfundierten Herzen mit 8330 Zellen mehr als doppelt so viele
Zellen auf, als die statischen Herzen mit 3278 Zellen. Die relative Zelldichte ist bei den
perfundierten Herzen mit dem Wert 192,9 ebenfalls doppelt so hoch wie bei den statischen
Herzen mit dem Wert 71,6 (Tabelle 21).
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3.3.9 Original-Daten der automatisierten Bildanalyse ermittelt mit Fiji ImageJ und verarbeitet
mit Excel und SPSS

In diesem Unterkapitel sind die mit der Software Fiji Imagel mittels der beschriebenen
Bildanalyse von Zellzahl und Zelldichte ermittelten Original-Daten dargestellt. Fir jeden der
48 Schnitte der vaskularen und interstitiellen kombinierten simultanen und konsekutiven Co-
Re-Besiedlungen und Re-Kultivierung sind die absolute Zellzahl und relative Zelldichte (=
Zellzahl pro Schnittflache * 1000, g fir die Vergleichspaare der Herzbereiche) und die hierfir
erforderlichen Parameter (Schnittfliche in Pixel, Schnittflaiche Gesamt in Pixel, prozentualer
Anteil der Schnittfliche am Gesamtbild) analysiert worden. Bei der Bezeichnung der Schnitte
(= Datei Foto) wurde die gleiche Nomenklatur verwendet, wie im Uberblick beschrieben. Auch
hier steht ,T“ fir ,Test group” (= perfundierte Herzen), und ,C“ fir , Control group” (=
statische Herzen). Im unteren Bereich der Tabelle sind die Werte fiir die ganzen Herzen (LV,
RV, S, A) dargestellt. Aus diesen Werten wurden die Diagramme erstellt.

Flache Fliche Zelldichte (= Zelldichte (=

Datei (Foto) = Schnitt Gesamt Zellzahl / Fliche | Zellzahl / Fliche

Fallnummer Schnitt Zellzahl (Pixel) (Pixel) Flache % Schnitt) Schnitt) x 1000 g
1T B1H1LV3a 1.1

1 10.tif 250 354889 5.038.848 0,070430583 0,000704446 0,704445615 1
2CB1H3LV4a 15

2 1.tif 168 363926 5.038.848 0,072224048 0,000461632 0,46163231 1
3 T B1H1RV1a 1.1

3 10.tif 1035 854293 5.038.848 0,169541332 0,001211528 1,211528129 2
4 CB1H3RV1al5

4 1.tif 46 329220 5.038.848 0,065336363 0,000139724 0,139724197 2
5TB1H1S1a1.15

5 1.tif 226 385338 5.038.848 0,076473432 0,000586498 0,586498087 3
6 CB1H3S3a 2 5

6 2.tif 286 417454 5.038.848 0,082847111 0,000685105 0,685105425 3
7 T B1H1A5a 1.2

7 5.tif 781 601822 5.038.848 0,119436427 0,001297726 1,297725906 4
8 CB1H3A2a 15

8 3.tif 385 322738 5.038.848 0,064049957 0,001192918 1,192918095 4
9TB1H2LV1a110

9 5.tif 339 380513 5.038.848 0,075515872 0,000890903 0,890902545 5
10 C B1H4LV4a 1

10 5 1.tif 84 187184 5.038.848 0,037148174 0,000448756 0,448756304 5
11 T B1H2RV3a 1

11 10 1.tif 127 304410 5.038.848 0,060412618 0,0004172 0,417200486 6
12 C B1H4RV1a 1

12 5 1.tif 547 286467 5.038.848 0,056851685 0,00190947 1,909469503 6
13TB1H2S1a110

13 1.tif 440 642580 5.038.848 0,12752518 0,00068474 0,684739643 7
14CB1H4S1a15

14 1.tif 63 139473 5.038.848 0,027679541 0,0004517 0,451700329 7
15 TB1H2A4a 15

15 1.tif 129 545008 5.038.848 0,108161231 0,000236694 0,236693773 8
16 CB1H4A2a 15

16 1.tif 572 10637 5.038.848 0,002110998 0,05377456 53,7745605 8
17 T B2H1LV1a 1

17 10 1.tif 289 925236 5.038.848 0,183620542 0,000312353 0,31235274 9
18 C B2H3LV1a 1

18 10 1.tif 45 707654 5.038.848 0,14043964 6,35904E-05 0,063590399 9
19 T B2H1RV1a 1

19 5 1.tif 143 326280 5.038.848 0,064752896 0,000438274 0,438273875 10
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20 C B2H3RVla 1

20 5 1.tif 466 684203 5.038.848 0,1357856 0,000681084 0,681084415 10
21 TB2H1Sla 15

21 1.tif 560 439907 5.038.848 0,08730309 0,001272996 1,272996338 11
22 CB2H3S1a 15

22 1.tif 24 173685 5.038.848 0,034469188 0,000138181 0,13818119 11
23 T B2H1A3a 2

23. 20 5.tif 1560 639160 5.038.848 0,126846454 0,002440703 2,440703423 12
24 CB2H3A3a 15

24 1.tif 57 638080 5.038.848 0,126632119 8,93305E-05 0,089330491 12
25 T B2H2LvVi1a 1

25 10 1.tif 167 398058 5.038.848 0,078997819 0,000419537 0,419536851 13
26 C B2H4LV1a 1

26 5 1.tif 26 41869 5.038.848 0,008309241 0,000620984 0,620984499 13
27 T B2H2RV1a 1

27 S5.tif 24 2722 5.038.848 0,000540203 0,008817046 8,817046289 14
28 C B2H4RV1a 1

28 10 2.tif 86 47442 5.038.848 0,009415247 0,00181274 1,812739766 14
29 TB2H2Sla 15

29 1.tif 14 40166 5.038.848 0,007971266 0,000348554 0,348553503 15
30 CB2H4S3a 15

30 2.tif 33 734942 5.038.848 0,145855164 4,49015E-05 0,044901502 15
31 TB2H2Ala 15

31 1.tif 30 15983 5.038.848 0,003171955 0,001876994 1,876994306 16
32CB2H4Ala 15

32 1.tif 18 24248 5.038.848 0,004812211 0,000742329 0,742329264 16
33 TB3HILV 15

33 1.tif 448 7816 5.038.848 0,001551148 0,057318321 57,31832139 17
34 C B3H3LV1a 1

34 5 1.tif 83 1022846 5.038.848 0,202992033 8,11461E-05 0,081146135 17
35 T B3H1RV1a 1

35 5 1.tif 1264 14898 5.038.848 0,002956628 0,084843603 84,84360317 18
36 C B3H3RVl1a 1

36 5 1.tif 20 38267 5.038.848 0,007594395 0,000522644 0,522643531 18
37 TB3H1S1la 15

37 2.tif 22 15501 5.038.848 0,003076298 0,001419263 1,419263273 19
38 CB3H3Slal5

38 1.tif 27 729770 5.038.848 0,144828739 3,6998E-05 0,036997958 19
39 T B3H1A2a 1

39 10 1.tif 211 726528 5.038.848 0,144185338 0,000290422 0,290422393 20
40 CB3H3Ala 15

40 1.tif 25 334687 5.038.848 0,066421333 7,46967E-05 0,074696657 20
41TB3H2LV1al5

41 1.tif 39 4076 5.038.848 0,000808915 0,009568204 9,568204122 21
42 C B3H4LVi1a 1

42 5 1.tif 98 850731 5.038.848 0,168834424 0,000115195 0,11519505 21
43 T B3H2RV1a 1

43 5 2.tif 47 18494 5.038.848 0,003670283 0,002541365 2,541364767 22
44 C B3H4RV1a 1

44 5 1.tif 30 9048 5.038.848 0,001795649 0,00331565 3,315649867 22
45 TB3H2S1a 15

45 1.tif 99 496669 5.038.848 0,098567966 0,000199328 0,199327923 23
46 CB3H4S1a 15

46 1.tif 47 13452 5.038.848 0,002669658 0,003493904 3,493904252 23
47 TB3H2Ala 15

47 1.tif 86 5813 5.038.848 0,001153637 0,014794426 14,79442629 24
48 CB3H4Ala 15

48 1.tif 42 54815 5.038.848 0,010878479 0,000766214 0,766213628 24
Statistik
Herz-Statistik

B1 TH1 2292 2196342 0,001043553 0,003800198 3,800197738
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B1 CH3 885 1433338 0,00061744 0,00247938 2,479380026
B1 TH2 1035 1872511 0,000552734 0,002229536 2,229536448
B1 CH4 1266 623761 0,002029624 0,056584487 56,58448663
B2 THS 2552 2330583 0,001095005 0,004464326 4,464326377
B2 CH7 592 2203622 0,000268649 0,000972186 0,972186495
B2 TH6 235 456929 0,000514303 0,011462131 11,46213095
B2 CH8 163 848501 0,000192103 0,003220955 3,220955032
B3 TH9 1945 764743 0,002543338 0,14387161 143,8716102
B3 CH11 155 2125570 7,29216E-05 0,000715484 0,715484282
B3 TH10 271 525052 0,000516139 0,027103323 27,1033231
B3 CH12 217 928046 0,000233825 0,007690963 7,690962797

Gesamt-Statistik

T H1, H3, H5, H7,

H9, H11 8330 8146160 0,001022568 0,192931125 192,9311248

C H2, H4, H6, H8,

H10, H12 3278 8162838 0,000401576 0,071663455 71,66345526

T = test group =
perfundiert

C = control group
= statisch

Tabelle 21: Original-Daten der automatisierten Bildanalyse ermittelt mit Fiji ImageJ) und verarbeitet mit Excel

und SPSS
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3.4 Weitere Ergebnisse — Live-Dead-Assay

3.4.1 Uberblick der Live-Dead-Assay Ergebnisse

In diesem Kapitel sind weitere Ergebnisse, die mit Hilfe des Live-Dead-Assays erzielt wurden,
aufgefiihrt. Die dargestellten Bilder zeigen Laser-mikroskopische Aufnahmen von zuvor
dezellularisierten und mit HUVECs und CMCs vaskuldr und interstitiell co-re-besiedelten und
perfundiert re-kultivierten Ratten-Herzen. Die Aufnahmen sind reprasentativ fiir die
jeweiligen Herzen und Herzbereiche und sollen den Erfolg der Co-Re-Besiedlung hinsichtlich
von Vorhandensein der Zellen und Zelliiberleben innerhalb der dECM nach 4 Tagen Re-
Kultivierung darstellen. IM Folgenden sind eine Auswahl von Bildern aufgefiihrt, die sowohl
vaskulare und interstitielle Re-Besiedlung im Einzelnen, als auch die simultan konsekutive Co-
Re-Besiedlung abbilden.

Folgende Aspekte wurden dargestellt:
- Doppelfarbung CMFDA und CMPTX
- Re-Endothelialisierung — Nahaufnahme

- Re-Endothelialisierung — Ubersichtsaufnahme
- Doppelfarbung CMFDA und CMPTX + DAPI
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3.4.2 Doppelfarbung mit CMFDA und CMPTX

Abb. 42: Live-Dead-Assay Cell Tracker Doppelfiarbung mit CMFDA und CMPTX einer perfundierten
Co-Re-Besiedlung, Co-Zellvitalitat HUVECs und CMCs

vaskuldre und interstitielle kombinierte simultan konsekutive perfundierte Co-Re-Besiedlung mit
HUVECs und CMCs mit Cell Tracker-Farbstoffen CMFDA und CMPTX. Griines Signal: HUVECs, und rotes
Signal: CMCs.

oben links: B2H1RV16, MaRstab: 100 um, VergréRerung 200x,

oben rechts: B2H1RV17, Mal3stab: 100 um, VergréRerung 200x,

unten links: B2H1RV29, MaRstab: 50 um, VergroRerung 400x,

In Abb. 42 sind die im Live-Dead-Assay erzielten 3D-Bilder eines rechten Ventrikels eines
zuerst dezellularisierten, daraufhin mit HUVECs und CMCs simultan konsekutiv co-re-
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besiedelten und anschliefend perfundierten re-kultivierten Herzens dargestellt. Die lebenden
Zellen wurden nach Ernte unmittelbar vor der Co-Re-Besiedlung mit den fiir die jeweiligen
Zellarten spezifischen Lebendfarbstoffe CMFDA und CMPTX gefarbt. Die HUVECs wurden mit
CMFDA gefarbt, die CMCs mit CMPTX. Die Aufnahmen zeigen eine erfolgreiche Co-Re-
Besiedlung mit einem funktionellen Zelliberleben beider Zellarten HUVECs und CMCs in
unmittelbarer Nahe zueinander. Hierbei kleiden die HUVECs die Gefille des vaskularen
Systems des Herzens aus, wahrend sich die Kardiomyozyten im interstitiellen Raum der
extrazelluldren Matrix dazwischen, in unmittelbarer Ndhe der GeféRe, befinden.

3.4.3 Re-Endothelialisierung - Nahaufnahmen

In Abb. 43 sind vier Bilder von co-re-besiedelten und perfundiert re-kultivierten Ratten-Herzen
dargestellt, die laser-mikroskopisch aufgenommen wurden.

Im oberen linken Bild ist ein GefaRbaum mit seinen grofRen und immer kleiner werdenden
GefaRasten zu erkennen. Hier zeigt sich die dichte Re-Endothelialisierung der Innenseite der
GefaRwande lebenden Human umbilical vein cells (HUVECs). Die Endothelzellen wurden hier
mit dem Live-Tracking-Farbstoff CMFDA kurz vor der Re-Besiedlung in die dezellularisierte
Extrazelluldare Matrix gefarbt und erscheinen hier grin.

Auf dem unteren linken Bild ist ein noch verzweigterer GefaBbaum abgebildet, der die
Ausbreitung der HUVECs sowohl in grofRe GefdlRabschnitte, als auch kleinere Kapillaren zeigt.
Des weiteren sind ubiquitar im Hintergrund zwischen den HUVECs zahlreich und weit verteilte
Kardiomyozyten (CMCs) zu erkennen, die hier mit dem Live-Tracker-Farbstoff CMPTX gefarbt
sind.
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Abb. 43: Live-Dead-Assay Cell Tracker Doppelfarbung mit CMTFDA und CMPTX einer perfundierten Co-Re-
Besiedlung mit Re-Endothelialisierung in Nahaufnahme, 3D-Gefd3system

vaskuldre und interstitielle kombinierte simultan konsekutive perfundierte Co-Re-Besiedlung mit HUVECs
und CMCs mit Cell Tracker-Farbstoffen CMFDA und CMPTX. Griines Signal: HUVECs, und rotes Signal: CMCs.
oben links: B2H2LV8, Mal3stab: 50 um, VergréRerung 400x,

oben rechts: B2H2LV5, MaRstab: 50 um, VergroRerung 400x,

unten links: B2H2LV1, MaRstab: 100 um, VergroRerung 200x,

unten rechts: B2H1RV24, MaRstab: 50 um, VergroRerung 400x.
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3.4.4 Re-Endothelialisierung — Ubersichtsaufnahmen

1000 pm

Abb. 44: Live-Dead-Assay mit CMFDA und CMPTX einer Co-Re-Besiedlung mit Re-Endothelialisierung in
Ubersichtsaufnahme, 3D-GefiRsystem

vaskuldre und interstitielle kombinierte simultan konsekutive perfundierte Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und
CMCs mit Cell Tracker-Farbstoffen CMFDA und CMPTX. Griines Signal: HUVECs, und rotes Signal: CMCs.

oben links: H2LV7, MaRstab: 500 um, VergroRRerung 40x,

oben rechts: H2RV1, Mal3stab: 500 um, VergroRerung 40x,

unten links: H1LV1, Malstab: 1000 um, VergrofRerung 20x,

unten rechts: H1IRV1, Malstab: 500 um, VergréRerung 40x.

In Abb. 44 sind Ubersichtsaufnahmen von re-endothelialisierten Herzen dargestellt. Hier ist
sind die GefaBsysteme der Herzen gut zu erkennen, mit fihrenden groRen Gefdllen mit ihren
zahlreichen immer kleiner werdenden Verzweigungen von GefdaRasten. Im oberen linken Bild
(Abb. 40, oben links) wird vor allem die Lange der Gefdlle und die dichte Re-Besiedlung mit
HUVECs deutlich. Im oberen rechten Bild (Abb. 40, oben rechts) ist ein einzelner GefaRl Ast
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dargestellt, bei dem die dichte Re-Endothelialisierung liber die gesamte Lange und bis in die
kleinsten Verastelungen deutlich wird. Die untere linke Aufnahme (Abb. 40, unten links) zeigt
die weite Verteilung und Tiefe der Endothelzellen innerhalb des kardialen vaskuldren Systems.
Das untere rechte Bild (Abb. 40, unten rechts) zeigt interstitiell re-besiedelte Kardiomyozyten
mit dem Farbstoff CMPTX in rot gefarbt, die cluster-artig angeordnet sind.
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3.4.5 Doppelfarbung CMFDA und CMPTX + DAPI

Abb. 45: Live-Dead-Assay Cell Tracker Doppelfiarbung mit CMFDA und CMPTX und DAPI-Farbung einer
perfundierten Co-Re-Besiedlung, Darstellung des kardialen 3D-GefdRsystems

vaskuldre und interstitielle kombinierte simultan konsekutive Co-Re-Besiedlung mit HUVECs und CMCs mit
Cell Tracker-Farbstoffen CMFDA und CMPTX- Griines Signal: HUVECs, und rotes Signal: CMCs. Blaues Signal:
DAPI: Zellkerne

oben links: H1LV1, MaRstab: 200 um, VergréRerung 100x,
oben rechts: H1LV2, Mafstab: 200 um, VergroRerung 100x,
unten links: HIRV1 MalRstab: 200 um, VergrolRerung 100x,
unten rechts: H1IRV2, MalSstab: 200 um, VergrofRerung 100x.

Abb. 45 zeigt vor allem die gute und weit verbreitete Re-Endothelialisierung aller GefaRbaume
und GefdlRkaliber mit lebenden Endothelzellen (HUVECs und mit einzelnen lebenden
Kardiomyozyten (CMCs) im Interstitium. Die HUVECs sind hier in grin mit Cell Tracker
Lebendfarbstoff CMFDA, die Kardiomyozyten in rot mit Cell Tracker Lebendfarbstoff CMPTX
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dargestellt. Zudem sind beide Zellarten mit der Zellkernfarbung DAPI gefarbt. Im oberen linken
und rechten Bild sind beide Zelltypen in direkter Ndhe zueinander zu erkennen. Sowohl das
Interstitium als auch die GefaRe konnten re-besiedelt werden. Im unteren linken Bild ist die
hohe Zellzahl und Zelldichte innerhalb der Re-Endothelialisierung innerhalb der Gefalte und
GefaRverldufe. Das rechte untere Bild zeigt die weite Verteilung innerhalb der kardialen
extrazellularen Matrix und ein gut re-besiedeltes drei-dimensionales vaskuldres System.

120



4  Diskussion

4.1 Ubersicht der Diskussion

In diesem Abschnitt sollen die verwendeten Methoden hinsichtlich Vor- und Nachteilen und
die erzielten Ergebnisse und deren Bedeutung diskutiert werden und abschlieRend ein Blick in
die Zukunft gegeben werden. Dabei werden die verwendeten Methoden und deren
Alternativen dargestellt und diskutiert und die Ergebnisse mit Blick auf zukiinftige Versuche
eingeordnet.

Es folgt eine erneute kurze Einflihrung in das Thema des Tissue engineering mit medizinischer
Relevanz, Entwicklung und aktuellem Stand.

Im Anschluss folgt ein Kurz-Uberblick iiber die bearbeiteten Fragestellungen, die an die
Ausfihrungen im Kapitel ,,Ziel dieser Arbeit” der Einleitung ankntpfen sollen.

Tissue Engineering

Herzerkrankungen sind die haufigste Todesursache weltweit. Dabei spielt die Herzinsuffizienz
eine entscheidende Rolle. Die Therapie der terminalen Herzinsuffizienz ist weiterhin eine
Herztransplantation. Dies erfordert weiterhin Spenderorgane. Dabei Gbersteigt die Nachfrage
an Spende-Organen bei weitem das Angebot. Eine Alternative zu Spenderorganen waren
kiinstlich bzw. bio-klinstlich erstellte Organe, dies ist eines der Hauptziele des kardialen Tissue
engineering.

Seit den 90er Jahren entwickelte sich das Tissue Engineering in allen Bereichen immer
schneller weiter. Vor allem in den Bereichen Leber, Niere, Lunge, Herz, Haut. Erhebliche
Fortschritte sind bereits im Bereich und des Reparierens von Teilen des Herzens gemacht
worden. Allen voran sicherlich die grolle Bedeutung der biologischen Herzklappen. Dies gilt es
nun auf das ganze Herz anzuwenden.

Ein Meilenstein im Bereich des kardialen Tissue Engineering war die erstmalige
Dezellularisierung eines ganzen Ratten-Herzens von der Gruppe Ott, Taylor 2008 (Ott et al.,
2008). Dabei wurden Ratten-Herzen dezellularisiert und anschlieBend mit Kardiomyozyten
(CMCs) von Ratten re-besiedelt. Dieses re-besiedelte Konstrukt wurde in einem Bioreaktor
kultiviert. Es konnte eine kardiale Pumpfunktion von 2% der adulten Pumpfunktion erzielt
werden. Dies war eine Zasur und beschleunigte das kardiale Tissue Engineering erneut. Es
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folgten weitere Studien, vor allem im Hinblick auf ein optimales ECM-Herzgerst (Akhyari et
al., 2011). Die Arbeit von Aubin stellte einen weiteren groBen Fortschritt dar, auf der Suche
nach einem bestmoglich geeigneten Herzmodell. Hierbei wurde ein Protokoll gefunden,
welches sehr viel versprechend ist. Dabei wurden die zuvor gewonnen Ratten-Herzen
dezellularisiert, die DNA zum grofSten Teil entfernt, bei Erhalt der wichtigen, notwendigen
ECM-Struktur.

Daraufhin folgten weitere Studien liber der Re-Besiedlung. In einer Nachfolge Studie wurde
speziell die vaskuldre Re-Besiedlung bei zuvor dezellularisierten Ratten Herzen untersucht
(Aubin et al., 2013b).

Die Regenerative Medizin bzw. das Tissue Engineering haben es sich zum Ziel gesetzt, Teile
von Organen und sogar komplette Organe durch biokinstliche Erschaffung
wiederherzustellen. Dabei wird, wie vom Griinder des Tissue Engineering Prof. Robert Langer
beschrieben, vor allem der Fokus auf drei Bereiche gelegt (Langer and Vacanti, 1993). Zum
einen auf die Herstellung und Verwendung einer 3D-Tragermatrix (ECM), die sowohl
biologische als auch mechanische Eigenschaften des zu ersetzenden Organs besitzen. Zum
zweiten eine Zellpopulation, die nach Re-Besiedlung dem zu ersetzenden Organ moglichst
dhnlich ist. Und zum Dritten Faktoren, die das Wachstum eines solchen re-besiedelten
Konstrukts optimal fordern.

Diese Arbeit

In dieser Arbeit wurden in den Hauptversuchen 12 ganze Ratten-Herzen zuerst dezellularisiert,
im Anschluss mit zwei unterschiedlichen Zellarten, Endothelzellen (HUVECs) und
Kardiomyozyten (CMCs), vaskular und interstitiell simultan konsekutiv co-re-besiedelt und
schlieBlich auf zwei unterschiedliche Arten re-kultiviert, perfundiert und statisch. Danach
wurden die Herzen nach Bereichen (linker Ventrikel, rechter Ventrikel, Septum, Apex)
histologisch, immunhistologisch und molekularbiologisch ausgewertet und analysiert
hinsichtlich Zellzahl und Zelldichte der re-besiedelten Zellen innerhalb der Matrix. Dies
geschah qualitativ reprdsentativ und quantitativ mittels automatisierter standardisierter
Zellzahlung mittels mit Fiji ImageJ und weiterer Darstellung mit SPSS.

Hierbei wurden folgende Fragestellungen bearbeitet: 1 a) Funktioniert die neue Art der Co-
Re-Besiedlung? b) Ist diese Methode fiir weitere Versuche geeignet? 2 a) Funktionieren die
beiden Re-Kultivierungsarten, perfundiert und statisch? B) Welche der beiden Re-
Kultivierungsarten ist besser geeignet flr zukiinftige Versuche hinsichtlich Zellzahl und
zelldichte.
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Die ausfuhrlichen Fragestellungen und die zu ihrer Beantwortung notwendigen Kriterien sind

im Folgenden aufgefiihrt und sollen an die im Kapitel ,Zielsetzung dieser Abschnitt” im

Abschnitt Einleitung dargestellten Aspekte ankniipfen.

Fragestellungen dieser Arbeit

Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet:

1. Etablierung einer neuen Co-Re-Besiedlungsmethode

a)

b)

Funktioniert die neue Art der vaskuldaren und interstitiellen simultan
konsekutiven Co-Re-Besiedlung?

Beurteilung qualitativ anhand von Vorhandensein von beiden Zellarten,
HUVECs und CMCs innerhalb der Matrix nach 4 Tagen Re-Kultivierung

Ist die neue Art der Co-Re-Besiedlung geeignet fiir weitere Versuche?

Beurteilung anhand von qualitativer Einschatzung der Co-Re-Besiedlung
hinsichtlich Zellzahl und Zellverteilung innerhalb der re-besiedelten Matrix

2. Vergleich zweier unterschiedlicher Re-Kultivierungsmethoden perfundiert vs. Statisch

a)

Funktionieren die beiden Re-Kultivierungsarten nach Co-Re-Beurteilung?

Beurteilung qualitativ anhand von Kriterium von 1la

b) Welche der beiden Re-Kultivierungsarten, perfundiert vs. Statisch, ist besser fur

eine Re-Kultivierung geeignet?

Beurteilung qualitativ und quantitativanhand von automatisierter Bild-Analyse
und Vergleich der beiden Versuchsgruppen, perfundiert vs. statisch,
hinsichtlich Zellzahl und Zelldichte der einzelnen histologischen Schnitte der co-
re-besiedelten
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4.2 Vorteile und Limitationen der angewendeten Methoden

In diesem Abschnitt dieser Arbeit soll eine Diskussion (iber mogliche Methoden und
verwendete Methoden stattfinden. Orientiert wird sich dabei an den von Langer et al (Langer
and Vacanti, 1993) definierten grofRen Bereichen des Tissue engineerings, die zu gleich einer
inhaltlichen Logik, wie auch einer chronologischen Reihenfolge folgen. Die Bereiche sind
definiert als: erstens Gewinnung einer geeigneten 3D-Tragermatrix, die als Gerdst fir eine Re-
Besiedlung dient. Zweitens die Re-Zellularisierung dieser 3D-Trdagermatrix mit geeigneten
organ-spezifischen Zellen des gewtlinschten Organs. Und die Re-Kultivierung eines solchen re-
zellularisierten Konstrukts. Bei jedem dieser Punkte gibt es im Verlauf der Entwicklung des
Tissue engineerings unterschiedliche Methoden, die jeweils Vor- und Nachteile mit sich
bringen.

4.2.1 Methoden dieser Arbeit
ECM-Gertist

Fir diese Arbeit wurde als Methode zur Gewinnung einer 3D-Matrix eines Ganz—Herzens die
Dezellularisierung gewahlt. Als Tiermodell wurde die Ratte ausgewahlt, da das Ratten-Herz als
Kleinherz die Moglichkeit bietet, der Herausforderung der enorm hohen benétigten Zellzahl
zur Re-Besiedlung und Re-Kultivierung entgegenzuwirken. Die Dezellularisierung stellt eine
geeignete Methode dar, ein Grundgerist eines Herzens zu erhalten. Im Vergleich zu anderen
Methoden zur Gewinnung einer Tragermatrix hat sie den Vorteil des kompletten Erhalts der
3D-Struktur des Herzens und gleichzeitiger Entfernung aller DANN-haltigen Bestandteile und
Zellen. Dies ist flir den spateren klinischen Einsatz unabdingbar, um Immunreaktionen des
Empfangers gegen Zellstrukturen zu vermeiden. Um ein optimales Ergebnis hinsichtlich der
Dezellularisierung zu erhalten, wurde das etablierte Protokoll von Aubin et al. angewendet.

Re-Besiedlung des dezellularisierten Herzen mit Zellen

Fir die Re-Besiedlung wurden zwei unterschiedliche Methoden verwendet mit jeweils
unterschiedlichen Zellarten: die vaskuldre Re-Besiedlung mit Endothelzellen (HUVECs) und die
interstitielle Re-Besiedlung mit neonatalen Kardiomyozyten (CMCs). Diese Re-
Besiedlungsarten wurden einzeln und anschlieBend in den Hauptversuchen kombiniert
angewendet. Die Art der vaskuldren Re-Besiedlung war bereits etabliert, die Art der
interstitiellen Re-Besiedlung in dieser Form noch nicht. Die Kombination dieser beiden Re-
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Besiedlungsarten in dieser Form gleichzeitig und konsekutiv war so bereits noch nicht
etabliert.

Die vaskuldren Re-Besiedlung fand mittels aortaler Re-Perfusion statt. Diese birgt die Vorteile
alle fiir die Besiedlung mit Endothelzellen relevanten GefdRe zu erreichen und gleichzeitig die
Zellen so in eine komplexen GefaRsystem positionieren zu kénnen, wie es die Natur
vorgegeben hat. Dabei sind Scherkrafte und Diskussion vorteilhaft. Die Komplexitat des
GefaRsystems stellt auch in der Re-Besiedlung eine der grofRten Herausforderungen dar, um
alle relevanten Bereiche des Herzens proportional einheitlich zu erreichen.

Fir die interstitielle Re-Besiedlung wurde eine Methode mittels intra-ventrikuldrer Injektion
gewahlt. Diese stellt eine geeignete Moglichkeit dar, die Wandschichten der Ventrikel und
anderen Herzbereiche zu erreichen. Im Gegensatz zur vaskuldaren Re-Besiedlung steht hier
nicht die Verbreitung im GefdaRsystem im Vordergrund, sondern eine moglichst prazise und
kontrollierte Re-Besiedlung des Interstitiums.

Fir die kombinierte Co-Re-Besiedlung wurde eine Kombination aus beschriebener vaskularer
und interstitieller Re-Besiedlung verwendet und neu etabliert. Hierbei wurde eine
gleichzeitige konsekutive Art verwendet, bei der das Herz zuerst interstitiell und im gleichen
Schritt vaskuldr re-besiedelten verwendet. Eine alternative Methode hierzu ware die
umgekehrte Reihenfolge, also zuerst eine vaskuldre und dann eine interstitielle Re-
Besiedlung. Eine weitere Alternative ware eine unmittelbar gelichzeitige Re-Besiedlung, bei
zuerst zur Halfte vaskuldr, dann interstitiell und dann wieder vaskular re-besiedeltet wird.
Diese Methode wurde in Etablierungsversuchen durchgefiihrt, jedoch schien die Methode der
gleichzeitig konsekutiven, also zuerst vaskuldren und dann interstitiellen Re-Besiedlung
vielversprechender. Die Argumente hierfiir werden im Folgenden erlautert.

Hierbei ist der Vorteil, dass die Ventrikel Wande und anderen Herzstrukturen durchsichtig
sichtbar bleiben, was einen wichtigen Punkt fir die interstitielle Re-Besiedlung mittels
Injektion darstellt. Dies ist erforderlich, um die Lokalisation der Injektion zu kontrollieren
mittels makroskopischer Priifung der Verteilung des CMC-Mediums. Wirde das Herz zuerst
mit HUVECs in EC-Medium re-besiedelt, ware es entsprechend dem EC-Medium roétlich
gefarbt. So kdénnte die interstitielle Re-Besiedlung nicht anhand der Ausbreitung des CMC-
Medium kontrolliert werden, was die Qualitat der Besiedlung einschranken kénnte.

Ein mogliches Gegenargument stellt die Tatsache dar, dass durch die anschlieRende vaskulare
Re-Besiedlung die re-besiedelten Kardiomyozyten wieder ausgewaschen werden kdnnten.
Dies konnte anhand der Ergebnisse widerlegt werden, da sowohl Endothelzellen, als auch
Kardiomyozyten nach 4 Tagen Re-Kultivierung an lhrer jeweiligen Position lokalisiert waren
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und Uberlebten. Dies kénnte durch die Tatsache erklart werden, dass eine Adhéasion und
Haftung der Zellen unmittelbar bei Re-Besiedlung sattfindet und dass der Druck der Diffusion
der vaskuldaren Re-Besiedlung mit zunehmendem Abstand von den GefaRen abnimmt und
somit auch ein mogliches Auswaschen unwahrscheinlicher wird.

Re-Kultivierung des re-besiedelten Herzens

Fir die Re-Kultivierung wurden zwei unterschiedliche Re-Kultivierungsarten verwendet, eine
statische Re-Kultivierung mittels einmaligem Mediumwechsel nach 2 Tagen, und eine
perfundierte Re-Kultivierung mittels dulerem Mediumwechsel und erneuter aortalen Re-
Perfusion mit Nahrmedium nach 2 Tagen. Die Vor- und Nachteile der jeweiligen Re-
Kultivierungsart werden im Folgenden diskutiert.

Die statische Re-Kultivierung zwar insgesamt auch erfolgreich mit Zelliberleben nach 4 Tagen,
jedoch in Zellzahl und Zelldichte der perfundierten Re-Kultivierung unterlegen. Der
wahrscheinlichste Faktor hierfiir scheint die Versorgung des Herzens mit Néhrmedium zu sein,
der bei der perfundierten Re-Kultivierung deutlich besser zu sein scheint. Hierbei gelangt das
Ndahrmedium nicht nur duBerlich, sondern vor allem durch das vorhandene GefalRsystem an
die re-besiedelten Zellen. Diese Methode imitiert zudem die Biomechanik und
Nahrstoffversorgung der Natur bestmoglich, da bei der embryonalen Entwicklung und auch
spateren Versorgung des Herzens mit Nahrstoffen dies immer vaskular im Korper erfolgt. Bei
der statischen Re-Kultivierung findet zwar ebenfalls eine Nahrstoffversorgung mittels
Diffusion statt. Es scheint jedoch, als reiche diese nicht aus, um mit der vaskularen Verbreitung
und Versorgung mit halten zu kénnen.

Ein mogliches Gegenargument stellt hier die Tatsache dar, dass bereits re-besiedelte Zellen
durch die perfundierte Re-Kultivierung, also eine erneute aortale Re-Perfusion, ausgewaschen
werden koénnten. Dies konnte anhand der Ergebnisse nicht bestatigt werden. Im Gegenteil
besteht sogar Grund zu der Annahme, dass die erreichten Scherkrafte wahrend der Re-
Perfusion dazu fiihren, dass das Zellwachstum der re-besiedelten Zellen beschleunigt und
insgesamt verbessert werden kann.

Hinsichtlich der angewendeten Auswertungsmethoden qualitativ anhand der gefarbten
Histologie und Immunhistologie Schnitte und quantitativ mittels Bild- und Zellzahlanalyse mit
Fiji Imagel bestehen ebenfalls Vor- bzw. Nachteile der angewendeten Methoden, die am Ende
dieses Unterkapitels aufgefiihrt sind.

Im Folgenden sind alle angewendeten Methoden ausfiihrlich dargestellt und dessen Vor- und
Nachteile, sowie mogliche Alternativmethoden beschrieben und diskutiert.
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4.2.2 Dezellularisierung (ECM-Gerdst)

In den von Langer et al. (Vacanti et al.,, 1988) definierten groflen Bereichen des Tissue
engineering spielt der erste Bereich, die Gewinnung einer 3D-Tragermatrix, eine kritische
Rolle. Die Antwort auf diese Frage legt den Grundstein einer erfolgreichen Re-Besiedlung und
Re-Kultivierung und bestimmt den weiteren Verlauf des Re-Besiedlungs-Projekts maRgeblich.
Daher ist die Wahl einer geeigneten Methode zur Gewinnung der Tragermatrix von enormer
Bedeutung. Dazu ist es wichtig, einen groben Uberblick tber die unterschiedlichen
Moglichkeiten zu gewinnen.

Die extrazelluldre Matrix dient als Grundgerist fiir ein Gewebe oder Organ und fiir dessen
organ-spezifische Zellen. Dabei stellt sie den grundsatzlichen Aufbau des Organs und dessen
Struktur dar. Badylak et al. (Badylak et al., 2009) beschreiben diese Matrix als ,,eine Mischung
aus funktionellen und strukturellen Molekile, die eine Breite an Zellaktivitaten beeinflussen
und in einer individuellen, gewebe-spezifischen, dreidimensionalen Ultrastruktur. Die
natirliche ECM wird unter anderem durch die organ-spezifischen Zellen hergestellt. Des
Weiteren beschreibt er, dass diese ECM sich fortwdhrend leicht anpasst entsprechend dem
Stoffwechsel des jeweiligen Organs, und mit den entsprechenden organ-spezifischen Zellen
interagiert. Dies stellt einen wesentlichen Vorteil gegeniber synthetischen Stoffen dar.
Obwohl die Spezifitdat von Organen hinsichtlich der ECM und der Zellen, eine groRe Rolle spielt,
so bestehen doch die meisten ECMs unterschiedlichen Organen aus dhnlichen Inhaltstoffen.
Dazu zdhlen im Wesentlichen Proteine wie Kollagen Typ 1, Fibrin, Elastin, Laminin und Zucker
wie Glycosaminoglykane (GAG). Zusatzlich zur Ultrastruktur der ECM spielt auch die
makroskopische Struktur, die Architektur eine grof3e Rolle. Zudem beeinflusst die Matrix die
Zellmigration und Zelldifferenzierung entscheidend

Grundsatzlich werden die folgenden Mdoglichkeiten unterschieden: biologische Gewinnung,
synthetische Gewinnung, und die natiirliche Gewinnung mittels Dezellularisierung.

Synthetische Gewinnung

Bei der synthetischen Gewinnung werden vor allem Kunststoffe als Materialien verwendet.
Hierzu zahlen vor allem Polyurethane, Polyester, etc. Diese bieten den Vorteil, dass sie
keinerlei DNA-haltige Bestandteile, die zu einer AbstoBungsreaktion flihren kdnnten. Dadurch
besitzen sie eine verhaltnismaRig geringe Immunogenitdt. Zudem kdnnen sie sehr gut exakt
und in unbegrenzter Menge reproduziert werden, da sie keiner Limitation hinsichtlich von
begrenzter Verfiigbarkeit von Spender-Organen unterliegen.
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Zugleich sind die rein kiinstlichen Bestandteile auch ein Nachteil, da sie als ECM nicht die
klassischen Vorteile einer biologischen ECM mit sich bringen, vor allem die Zellinteraktion, die
Zellen positiv beeinflussen.

Die synthetische Gewinnung oder Produktion von ECM spielt eher im Gewebe-Tissue-
engineering eine Rolle als im Ganz-Organ-Tissue-engineering. Dabei ist es schon schwierig
einigermalien 2D- 3D-Struktur zu erstellen. Diese dann so komplex zu formen, dass aus einer
kleinen 3D-Struktur eine noch komplexere 3D-Organ-Struktur wird, inklusive einem
anatomisch korrekten GefaR-Netz, ist schwierig. Eine weitere elementare Hirde, ist die
Schwierigkeit, ein solches Konstrukt hoch zu skalieren auf die Grof3e eines humanen Organs.

Im Bereich des Gewebe-Tissue-engineering gibt es allerdings gute Ansdtze und zum Teil
Anwendungsmoglichkeiten fur synthetische ECM-Materialien.

Natiirliche biologische Gewinnung

Fur die natlirliche Gewinnung sind Spender-Organe notwendig. Diese kdonnen jedoch auch
vom Tier stammen. Um einer AbstoRungsreaktion vorzubeugen, sollten alle DNA-haltigen
Bestandteile aus dem Spender-Organ entfernt werden. Ubrig bleibt ein Geriist, welches aus
natirlich biologischer ECM, und damit vor allem aus Proteinen und Wachstumsfaktoren
besteht. Um wie beschrieben, moglichst alle DNA-haltigen Zellbestandteile aus diesem Gerist
zu entfernen, werden bestimmte Dezellularisierungs-Methode angewendet.

Dezellularisierung

Die Methode der Dezellularisierung ist mittlerweile Jahrzehnte bekannt und etabliert. Es wird
zwischen Gewebe- und Ganz-Organ-Dezellularisierung unterschieden. Bei der Ganz-Organ-
Dezellularisierung gibt es die Immersions- und Diffusions-Dezellularisierung mittels Perfusion.
Bei der Immersions-Dezellularisierung werden Gewebe oder Organe in eine
dezellularisierende Losung eingelegt, die die Matrix durchdringt. Bei der Diffusions-
Dezellularisierung wird das Organ mit der dezellularisierenden Losung perfundiert. Im Bereich
der Ganz-Organ-Dezellularisierung hat sich diese Perfusion-Dezellularisierung durchgesetzt. In
den letzten Dekaden wurde diese Methode immer weiter verbessert und feinjustiert. Die
Perfusions-Dezellularisierung werden folgende Methoden unterschieden: chemisch,
enzymatisch, physikalisch (Gilbert et al., 2006). Bei der chemischen Dezellularisierung wird vor
allem Detergenzien verwendet, um DNA-haltiges Material aus dem Gerist zu entfernen, z.B.
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mit Triton-X oder SDS. Dabei gilt es, die bestmdgliche Balance zu finden, zwischen maximalem
Entfernen von Zellkomponenten und maximalem Erhalt der ECM. Bei der physikalischen
Dezellularisierung wird das Gefrieren verwendet. Bei enzymatischen Dezellularisierung
werden Enzyme verwendet, um Zellbestandteile zu entfernen. Das lbergeordnete Ziel der
Dezellularisierung als Methode der Matrix-Gewinnung, ist es, eine 3D-Trdgermatrix zu
gewinnen, die moglichst wenig Zellbestandteile enthilt, bei gleichzeitig optimalem Erhalt von
Aufbau und Struktur der ECM.

Beispiele fiir durch Dezellularisierung gewonnene ECMs von Geweben oder Organen sind Herz
(Ott et al., 2008), Lunge (Petersen et al., 2010) (Ott et al., 2010), Leber (Uygun et al., 2010) (Lin
et al., 2004) (Sabetkish et al., 2015), Niere (Song et al., 2013) (Allen et al., 2010) (Nakayama et
al.,, 2010) , Darm (Badylak et al., 1989) (Badylak et al., 1995) (Kropp et al., 1995), Harnblase
(Atala et al., 2006) (Chen et al., 1999), Pankreas (Goh et al., 2013), Trachea, Osophagus, Haut
(Chen et al., 2004), Knochen, Knorpel und Sehnen (Cartmell and Dunn, 2000), Bander (Woods
and Gratzer, 2005), Nerven, GefaRe (Conklin et al., 2002) (Schmidt and Baier, 2000, Uchimura
et al., 2003)(Conklin 2002) Muskel (Borschel et al., 2004), Herzklappen (Cebotari et al., 2010)
(Bader et al., 1998) (Booth et al., 2002) (Grauss et al., 2005) (Kasimir et al., 2003) (Korossis et
al., 2002) (Rieder et al., 2004) .

Im Bereich des kardialen Tissue engineering wurden die Perfusions-Dezellularisierung
ebenfalls immer weiterentwickelt. Dazu wurden die Dezellularisierungs-Protokolle,
hinsichtlich der Zusammensetzung der Losungsbestandteile, die Perfusions-Dauer und die
Perfusions-Eigenschaften, wie Druck und Fluss, verbessert und angepasst, in Richtung
folgenden Ziels: Best mogliche Entfernung von DNA-haltigem Zellbestandteilen, bei best-
moglichem Erhalt des Aufbaus, der Ultrastruktur und Zusammensetzen der ECM. Dazu gibt
eine Reihe an Arbeiten, die verschiedene Dezellularisierungs-Protokolle miteinander
vergleichen, auf der Suche nach einem optimal justierten Protokoll.

Ein weiterer Aspekt der Verbesserung der Perfusions-Dezellularisierung ist die Entwicklung
einer Standardisierung. Dazu ist es wichtig, die entsprechenden mechanischen
Dezellularisierungs-Parameter zu kontrollieren, von denen der Dezellularisierungs-Prozess am
starksten beeinflusst wird. Dies sind der Perfusions-Druck und der Perfusions-Fluss. Um diese
Eigenschaften zu beeinflussen bzw. zu kontrollieren und standardisieren, wurde von der
Gruppe ein spezielles Verfahren entwickelt, eine vollautomatisierte, Computer-gesteuerte
druck- und fluss-kontrollierte Dezellularisierungs-Anlage. Dies ermoglicht eine optimal
standardisierte und reproduzierbare Dezellularisierung von Ganz-Herzen.

Wahrend Triton-X eher geeignet ist, die ECM zu erhalten, sind SDS und Trypsin starker im
Entfernen von Bestandteilen. Dies birgt allerdings den Nachteil, dass auch die Ultrastruktur
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und Zusammensetzung der ECM weniger erhalten bleiben kann. Ein leichte Vorsprung im
Entfernen von Zellmaterial kann zumindest teilweise durch eine erhohte Perfusion-Dauer
ausgeglichen werden.

Der Vorteil der Methode der Dezellularisierung im Vergleich zu anderen Methoden der Matrix-
Gewinnung, besteht in einem effektiven Entfernen von Zellmaterial bei gleichzeitigem Erhalt
der Matrix.

Durch Dezellularisierung gewonnen Matrix, erhalt die natirlichen biologischen Ultrastruktur
und Architektur eines Organs. Dies ist sehr vorteilhaft fir die Zellmigration, das Zellwachstum
und die Zelldifferenzierung. Ein weiterer Vorteil besteht in der verhaltnismaRig leichten
standardisierten Reproduzierbarkeit.

Der Vorteil der Perfusion-Dezellularisierung besteht in einer optimalen Entfernung aller DNA-
haltigen Strukturen aus der ECM, bei gelichzeitigem Erhalt des Aufbaus und der Ultrastruktur
der ECM und des Gefdl3-Netztes der ECM. Dies ermdoglicht das Erschaffen eines biologisch
aktiven Gerusts. Dies stellt optimale Re-Besiedlung-Bedingungen dar. Deshalb kdnnte man die
Perfusions-Dezellularisierung als ,State of the Art” Methode zur Gewinnung einer biologisch
aktiven 3D-Tragermatrix bezeichnen. Daher wurde sich in dieser Arbeit fir die Methode der
Perfusions-Dezellularisierung entscheiden.

Auf Grund der zuvor genannten Vorteilen, wurde in diesem Projekt die Perfusion-
Dezellularisierung als Methode der 3D-Tragermatrix-Gewinnung verwendet. Um eine
Standardisierung und Sicherheit in der Produktion zu gewahrleisten, wurde ein spezielles
Verfahren der Perfusion-Dezellularisierung von der Arbeitsgruppe um Prof. Lichtenberg, Prof.
Akhyari und PD. Dr. Aubin (Akhyari et al., 2011) verwendet.

Reproduzierbarkeit in unbegrenzter Menge
Ein zusatzlicher Genereller Vorteil von kiinstlichen Organen gegeniiber Spender Organen ist

die Vermeidung von méglichen TransplantationsabstofRungen.

Vergleich biologische und synthetische Matrix

Ein entscheidender Vorteil einer biologisch gewonnenen ECM im Gegensatz zu einer
synthetisch erstellten birgt die Tatsache, dass die ECM in der Lage ist, nicht nur eine statische
Struktur fiir die Zellen zu bilden, sondern mit diesen zu interagieren. (Bowers et al., 2010)
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(Lundgren et al., 1985). Des Weiteren agiert sie dynamisch und verandert ihre Struktur im
Laufe der Zeit (Martin and Kleinman, 1985). Diese Interaktion von ECM und Zellen wird im
Detail von Badylak und Taylor beschrieben (Taylor et al., 2018, Badylak et al., 2011).

Ein weiterer Vorteil ist der Erhalt des sehr komplexen Aufbaus des Herzens, insbesondere der
Erhalt folgender Herzbestandteile: GefaRsystem, Aufbau der muskuldren Wande,
Pumpfunktion, Elektrische Funktion.

Zudem ist der Fein-Struktureller Aufbau des Herzens entscheidend, hierbei insbesondere
folgende Faktoren: Faser-Orientierung, Mikro- und Makroarchitektur, biologische Molekiile
die Wachstumsférdern und unterstitzend auf Zellen wirken, Zelleinwanderung, Wachstum
und Differenzierung, Einfluss der ECM auf Zellen (Taylor, 2019).
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4.2.3 Zell-Re-Besiedlung eines dezellularisierten Herzen

Dieses Kapitel , Zell-Re-Besiedlung des dezellularisierten Herzen“ soll einen Uberblick tiber die
verwendeten und alternative Re-Besiedlungs-methoden geben, jeweils Beispiele fir
angewandte Methoden in Form von exemplarischen Arbeiten zur Re-Besiedlung liefern, und
deren Vor- und Nachteile diskutieren.

Konkret sollen hier folgende Themen beziiglich der Zell-Re-Besiedlung behandelt werden: Art
der Zellen (HUVECs, CMCs), Art der Re-Besiedlung (vaskular, interstitiell, kombiniert),
Reihenfolge der Zell-Re-Besiedlungs-Art  (vaskuldr-interstitiell, interstitiell-vaskular),
verwendete Zellpopulation (autologe und allogene Zellen, differenzierte Zellen, Stamm- und
Vorlauferzellen).

Re-Besiedlung

Die Re-Besiedlung oder Re-Zellularisierung entspricht dem nachsten Schritt des Ganz-Organ-
Tissue-engineerings, wie von Langer (Langer and Vacanti, 1993) beschrieben. Dazu wird das
zuvor im ersten Schritt gewonnen Gerlst aus ECM mit Zellen re-besiedelt. Um die aus
Proteinen, Zucker und Wachstumsfaktoren bestehende, zellfreie ECM zu re-zellularisieren,
mussen die Zellen in Form einer Zellsuspension innerhalb der ECM re-platziert werden. Dazu
gibt es verschiedene Ansétze, die bisweilen unterschiedlich gut erforscht sind (Scarritt et al.,
2015). Eine Reihe von Variablen spielen hierbei eine wichtige Rolle. Die folgenden
Darlegungen beziehen sich in erster Linie auf das kardiale Tissue engineering.

Art der Zellen (HUVECs, Kardiomyozyten, Fibroblasten)

Fir die Re-Besiedlung einer Tragermatrix scheinen vor allem zwei Faktoren von zentraler
Bedeutung zu sein: Die Art der Re-Besiedlung, das heildt z.B. vaskular oder interstitiell, und die
verwendete Zellpopulation, z.B. Endothelzellen, Kardiomyozyten etc.

Die Art der Re-Besiedlung bestimmt vor allem das Lokalisieren der Zellen innerhalb der
Tragermatrix. Dabei gibt es die vaskuldre Besiedlung, bei der umliegendes Gewebe durch
GefaRe ernahrt wird, und die intramurale Besiedlung.
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4.2.4 Art der Zell-Re-Besiedlung (vaskular, interstitiell)

Grundsatzlich gibt es viele mogliche Re-Besiedlungstechniken, die alle das Ziel verfolgen, die
jeweiligen Zellarten, an den entsprechende Lokalisation innerhalb der Tragermatrix zu
befordern. Die mitunter am haufigsten angewendeten Methoden bestehen sicherlich in der
vaskularen und interstitiellen Re-Besiedlungstechnik.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Re-Besiedlungstechniken miteinander
kombiniert und simultan angewendet. Dazu wurden 12 Ratten-Herzen jeweils gleichzeitig mit
neonatalen Kardiomyozyten und Humanen Endothelzellen mit unterschiedlichen Techniken
besiedelt.

Vaskuldre Re-Besiedlung

Zum einen wurde die Technik der vaskuldren Re-Besiedlung via Perfusion der Aorta
angewendet. Dazu wird das bereits bei der ECM vorhandene, gut erhaltene Gefdallsystem
benutzt, so dhnlich wie schon beim Dezellularisierungs-Vorgang. Dazu wurde eine gewisse
Menge Zellsuspension mit den enthaltenen menschlichen, aus der Nabelschnur gewonnen,
Endothelzellen verwendet und mittels Spritze Uber den bestehen peripheren
Venenverweilkatheter in die Aorta bzw. das gesamte GefdalBsystem der ECM appliziert. Hierbei
sind folgende Faktoren wichtig: Der Druck, der mit der Spritze wahrend der Besiedlung
aufgebaut wird, und die Geschwindigkeit, mit der die Zellsuspension gespritzt wird. Um einen
standardisierten vaskuldren Re-Besiedlungsvorgang zu ermdglichen, wurden beide Parameter
wahren der Besiedlung stets konstant gehalten. Diese tropfchenweise Perfusion konnte somit
gut anhand der am Apex des Ratten-Herzens austretenden Tropfchen kontrolliert werden.
Aufgrund der Zusammensetzung einer jeden dezellularisierten ECM, und der konstanten Re-
Besiedlungstechnik, stellt die vaskuldre Re-Besiedlung eine standardisierte Methode dar.

Ein kritischer Punkt bei der vaskularen Re-Besiedlung ist der Moment der Zelladhasion. Dabei
sollten die Zellen genligend Zeit haben, sich intravasal an die ECM anzuheften. Bei einer zu
friihen oder starken Re-perfusion konnte die Gefahr bestehen, dass die Zellen ausgewaschen
werden kénnen. Dann waren per se deutlich mehr Zellen erforderlich, um dieses Problem
ansatzweise zu equalisieren. Ein grolBer Vorteil der vaskuldaren Re-Besiedlung besteht im
Nutzen des bereits vorhandenen, komplexen, biologischen Gefallnetzes, ahnlich wie bei der
Perfusions-Dezellularisierung.

Mogliche, nicht abschliefend geklarte Punkte sind Folgende: Splilen der ECM vor der Re-
Besiedlung mit wachstumsférderndem Medium. Geschwindigkeit der Perfusions-Besiedlung.
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Druck und Fluss der Perfusions-Besiedlung. Hierbei scheint ein eher langsames Vorgehen
Uberlegen.

Interstitielle Re-Besiedlung

Zum anderen wurde in diesem Projekt die Technik der interstitiellen Re-Besiedlung via
intramurale Injektion angewendet. Dabei wird die Zellsuspension, der zuvor gewonnenen und
kultivierten neonatalen Kardiomyozyten mittels einer 1ml-Spritze in das Myokard injiziert. Auf
hier wird sehr langsam vorgegangen. Anhand der aufgrund des Zellmediums rot gefarbten
Zellsuspension kann die Ausbreitung der Zellen sehr gut makroskopisch verfolgt werden. Wie
bei der vaskuldaren Re-Besiedlung spielen auch hier die beiden Faktoren Druck und
Geschwindigkeit eine Rolle. Der Druck bzw. die Geschwindigkeit, die innerhalb der Spritze
wahrend der Re-Besiedlung erreicht wird. Eine zusatzliche wesentliche Rolle spielt die
Lokalisation innerhalb der Tragermatrix. Um ein einigermafien standardisiertes Vorgehen zu
ermoglichen, wurden 4 Bereiche innerhalb des Herzens gewahlt: Linker Ventrikel, Rechter
Ventrikel, Septum und Apex. Diese wurden spater unabhdngig voneinander ausgewertet.
Trotz dieser Einteilung besteht eine Herausforderung in der exakten Platzierung der
Injektionen.

Ein moglicher Nachteil dieser Re-Besiedlungsmethode kdnnte die Verletzung der Integritat der
ECM durch die Nadel wahrend der Injektion darstellen. Entlang des Stichkanals wird die ECM
zumindest in kleinerem Ausmal$ beschadig. Angesichts der Diinne der Injektionsnadel und der
guten Regenerationsfahigkeit der kardialen ECM, speziell eines muskuldren Gewebes, und
damit auch einer muskular gepragten ECM, erscheint dieser Effekt eher minimal.

Ein Vorteil der interstitiellen Re-Besiedlung mittels Injektion ist die exakte manuelle
Platzierungsmoglichkeit. Dies stellt jedoch gleichzeitig einen Nachteil dar, da durch die
manuelle Platzierung trotz Bemiihungen die Standardisierung deutlich erschwert ist. Auch
wenn bestimmte Bereiche fir Injektionen definiert werden, so ist die Zellverteilung dennoch
individuell pro Injektion. Aber auch wenn es scheint, als sei dies eher eine mehr oder weniger
rein zufallige Flickenteppich Verteilung, so kann dieses Problem mit Erhéhung der
Injektionszahl reduziert werden. Dafiir wird allerdings eine erh6hte Zellzahl benétigt, was eine
grundsatzliche Hirde im Tissue engineering darstellt.
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Kombinierte vaskuldre und interstitielle Co-Re-Besiedlung

Die Kombination aus sowohl vaskuldrer und interstitieller Re-Besiedlung ein weiterer Schritt
in Richtung einer vollstindigen Re-Zellularisierung. Dabei werden beide Einzel-Besiedlungs-
Arten, vaskulare Re-Besiedlung mittels Perfusion durch das bestehende natiirliche GefaBnetz,
und interstitielle Re-Besiedlung mittels Injektion in das Parenchym, kombiniert.
Entscheidende Parameter hierbei scheint vor allem die Reihenfolge der Einzel-Besiedlungen
zu sein.

Dabei werden die Vorteile der Einzel-Besiedlungs-Arten genutzt, sowie Vorteile der
Wechselwirkungen der Einzel-Besiedlungen untereinander. Dazu zdhlen vor allem, die
positive Beeinflussung von Endothelzellen gegeniiber Parenchym-Zellen, wie z.B.
Kardiomyozyten. Dabei spielen folgende Annahmen eine Rolle:

In diesem Projekt wurden in Testldaufen sowohl die Einzel-Besiedlungen, vaskuldr und
interstitielle, als auch in den Hauptreihen die kombinierte vaskuldre und interstitielle Re-
Besiedlung genutzt. Dabei wurde die kombinierte Re-Besiedlung simultan durchgefiihrt. Dazu
wurde das Herz in einer Kombi-Besiedlung zuerst interstitiell und direkt danach vaskular
besiedelt.

Reihenfolge der Re-Besiedlung wdhrend der Co-Re-Besiedlung

Vor der Re-Besiedlung wird das Herz mit PBS gespiilt und bleibt ECM-farben, das heildt
weillgelblich. Wenn nun die interstitielle Re-Besiedlung angewendet wird, kann die
Ausbreitung der roten Zellsuspension nachvollzogen werden. Wenn die vaskuldaren Re-
Besiedlung mittels Perfusion zuerst angewendet wird, farbt sich das Herz bereits in der
Zellsuspensionsfarbe der Endothelzellen, das heift pink. Danach ist die Ausbreitung der
Zellsuspension der interstitiellen Re-Besiedlung nicht mehr so gut nachvollziehbar. Der Grund
fir diese Reihenfolge lag in der Annahme, dass die Injektions-Besiedlung deutlich einfacher
und standardisierter besser durchzufiihren und zu kontrollieren ist, wenn die Ausbreitung des
roten Zellmediums wahrend der Injektion nachvollziehbar ist. Diese Annahme hat sich
wahrend der Versuche bestatigt. Ob die umgekehrte Reihenfolge wahrend einer Simultan-
Besiedlung andere Vorteile mit sich bringt, ist nicht geklart. Allerdings sind weder Vor- noch
Nachteile durch eine veranderte Reihenfolge, wahrend der Simultan-Besiedlung zu erwarten,
da sie unmittelbar im gleichen Zeitfenster stattfindet. Hingegen von groBer Bedeutung scheint
die Reihenfolge zu sein, bei einer Nicht-simultanen Re-Besiedlung, also einer konsekutiven Re-
Besiedlung zu sein. Dies ist mit den zuvor genannten Vorteilen der positiven Beeinflussung
von Endothelzellen gegenliber Parenchymzellen zu begriinden.
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4.2.5 Art der verwendeten Zellpopulation

Fur die komplette Re-Besiedlung eines Herzens werden die unterschiedlichsten Zellarten
bendtigt. Zellen und ECM interagieren miteinander und haben eine enge Beziehung. Daher ist
die Auswahl der Zellpopulation kritisch. Die verwendeten Zellen sollten eine Reihe von
Anforderungen erflillen. Zum einen sollten sie in der Lage sein, die funktionellen
Anforderungen des Organs zu erfillen, also alle bendtigten Gewebestrukturen abbilden. Zum
anderen sollten sie gut verfligbar und reproduzierbar sein.

Um diesen Ansprichen zu begegnen, kommt die grundsatzliche Fragestellung der
Entwicklungsstufe der verwendeten Zellen auf. Dabei kommen grundsatzlich
ausdifferenzierte Zellen oder Stamm- und Vorlduferzellen in Frage. Die Antwort darauf scheint
in Abhangigkeit bestimmter Faktoren zu stehen. Ein wesentlicher Faktor ist der Typ des Organs
und die bendétigte Zellzahl (Morrissey et al., 2022).

Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, eignen sich am ehesten Stamm oder
Vorlauferzellen. Fir einzelne spezielle Indikationen kdnnen auch ausdifferenzierte Zellen
sinnvoll sein. Diese werden dann gewonnen und in vitro vermehrt.

Autologe und allogene Zellen

Eine weitere grundsatzliche Frage besteht darin, ob autologe oder allogene Zellen verwendet
werden.

Autologe Zellen kommen vom gleichen Organismus, dem sie zugefiihrt werden. Der Vorteil
von autologen Zellen liegt in der geringeren Immunogenitat darin, dass sie weniger
wahrscheinlich eine immunologische AbstoBungsreaktion des empfangenen Organismus
verursachen. Zudem reduziert sich das Risiko fiir toxische Reaktionen und Entartung.
AuBerdem wird die Gefahr fiir ibertragbare Infektionskrankheiten quasi beseitigt. Deshalb
liegen die regulatorischen Anforderungen verhaltnismaRig gering.

Der Nachteil von autologen Zellen liegt in der schwierigen Gewinnung und Vermehrung.
Gerade Organe wie Herz, Lunge, Leber, Pankreas liefern zu wenig gewinnbare Zellen.

Allogene Zellen kommen von einem anderen Organismus und sind dadurch weitaus groRer
verfligbar. Zellgewinnung und Zellvermehrung sind deutlich leichter. Dadurch sind sie in
deutlich groRRerer Zahl verfiigbar und leichter aufzubewahren. Zudem kénnen sie geslinderen
und jingeren Spendern entstammen
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All die oben aufgezdhlten Faktoren spielen eine wichtige Rolle bei der Auswahl der
Zellpopulation. Sie ist jedoch sehr stark abhdngig von

Sowohl autologe als auch allogene Zellen unterliegen einer starken Kontrolle durch
Aufsichtsbehoérden, was die Gewinnung, Verwendung und Forschung von und mit den Zellen
hinsichtlich birokratischer Hiirden anspruchsvoller macht.

Differenzierte Zellen

Die ausdifferenzierten Zellen sind die Zellen, die bei vollstandiger Funktionsfahigkeit des
Organs bestehenden Zellen. Hierzu zdhlen im kardialen Tissue engineering eine grofe
Bandbreite an Zellen, vor allem Endothelzellen, Kardiomyozyten, Fibroblasten, im Detail,
Endokardzellen, Epikardzellen, Herzklappenzellen, Herzschrittmacherzellen, Lymphatische
Zellen, etc. All diese Zellarten in ihrer unterschiedlichen Differenziertheit zu gewinnen und zu
re-besiedeln ist sehr schwierig. Eine zusatzliche Hiirde, ist die hohe bendtigte Zellzahl, die
durch rein-enddifferenzierte Zellen quasi kaum erreicht. Der Grund hierfir liegt vor allem in
der anspruchsvollen Gewinnung von ausdifferenzierten Zellen, grade hinsichtlich des Organs
Herz.

Stammzellen und Vorlduferzellen

Das Gebiet der Stammzellforschung ist auch im Bereich der regenerativen Medizin ein grol3er
Hoffnungstrager. In den letzten 15 Jahren gab es in der Stammzellforschung rasante
Entwicklung. Insbesondere die Entdeckung der iPSC und die Entwicklungsmoglichkeit dieser
Stammzellen zu allen moglichen Gewebetypen stellt einen Meilenstein dar (Guyette et al.,
2016).

Grundsatzlich gibt es verschiedene Arten von Stammzellen, embryonale Stammzellen, adulte
Stammzellen und Vorlauferzellen. Die embryonalen Stammzellen sind alle gleich und in der
Lage sich zu jedem beliebigen Gewebe zu differenzieren, z.B. in alle drei Keimblatter,
Endoderm, Mesoderm, Ektoderm. Danach konnen sie in jedem Organsystem die
entsprechende Zell Art darstellen, zum Beispiel Herz, oder Lungengewebe. Sie haben eine sehr
hohe Teilungsrate, allerdings auch ein eher hohes Entartungsrisiko.
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Adulte Stammzellen und Vorlduferzellen

Adulte Stammzellen und Vorlduferzellen haben ebenfalls die Eigenschaft, eines schnellen
Wachstums, sind jedoch bereits auf ihr Zielorgansystem festgelegt. Sie kénnen allerdings
immer noch zurlick differenzieren. Zudem weisen sie ein deutlich geringeres Entartungsrisiko
auf.

Grade bei einer moglichen Transplantation zum Empfanger, spielt das Entartungsrisiko eine
wesentliche Rolle. Aufgrund dieser vorteilhaften Eigenschaft werden zur Transplantation
bevorzugt Vorlauferzellen verwendet.

Embryonale Stammzellen

Wie bereits beschrieben, stellen die embryonalen den Ursprung des zelluldren Gewebes dar,
und haben die besondere Eigenschaft, sich in jede beliebige Zelllinie und damit in jedes
beliebige Gewebe und schlussendlich in jedes beliebige Organ differenzieren zu kénnen. Dabei
weisen sie eine extreme Zellteilungsrate auf und werden dabei stark von ihrer Umwelt bzw.
ihrem umgebenden Gewebe, insbesondere der ECM beeinflusst. Sie bergen allerdings auch
ein hohes Entartungsrisiko und ihre Differenzierung ist nicht leicht zu kontrollieren.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Verfligbarkeit und Gewinnung von embryonalen
Stammazellen, die gesetzlich sehr stark reguliert ist.

Die Gewinnung von embryonalen Stammzellen ist ein ethisch, politisch, kulturelles, religioses,
gesetzlich und gesellschaftlich sehr umstrittenes Thema. Kern der Diskussion ist nicht nur die
Weiterverwendung von Stammzellen, sondern vor allem deren Gewinnung. Dabei spielt die
Definition von Leben die entscheidende Rolle. Der deutsche Gesetzgeber, sowie die deutsche
Bischofskonferenz, definieren Leben ab der befruchteten Eizelle. Damit gilt auch der Artikel 1
des deutschen Grundgesetztes, die Wiirde des Menschen ist unantastbar. Eine manipulierte
Weiterverwendung, ein Klonen oder Zerstdren ab diesem Zeitpunkt sind somit verboten,
zumindest fir in Deutschland gewonnene Zellen. Fur importierte Zellen gibt es bis 2007 eine
Ausnahmeregelung International gibt es durchaus Lander wie die USA und England, in denen
die Forschung an embryonalen Stammzellen nicht nur erlaubt ist, sondern sogar geférdert
wird. Nichtsdestotrotz gibt es zum Beispiel auch in den USA aktive Diskussionen tGiber mogliche
Einschrankungen. Unter Prasident Bush waren diese zunachst noch aktiv, wurden von
Prasident Obama jedoch wieder aufgehoben.
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4.2.6 Zell-Re-Besiedlung einer zuvor dezellularisierten Ganz-Organ-ECM

Re-Besiedlungen einer Ganz-Organ-ECM

Beispiele fiir Arbeiten, in denen eine zuvor dezellularisierten ECM mit Zellen re-besiedelt und
re-kultiviert wurde, gibt es eine Reihe. Diese umfassen folgende Organe: Herz, (Ott et al.,
2008), Lunge (Petersen et al., 2010) (Gilpin et al., 2014), (Ohata and Ott, 2020), Leber (Uygun
et al., 2011), Niere (Song et al., 2013), (Nakayama et al., 2010) (Ross et al., 2009), Nebenniere
(Allen et al., 2010), Darm (Badylak 1989) (Badylak 1995) (Badylak 1995), Harnblase (Atala
2006) (Atala 1999), Trachea, Osophagus, Haut, Muskel, Knochen, Knorpel, Bidnder (Woods
2005), Sehnen (Cartmell 2000). Einige der wichtigen Arbeiten sind im Folgenden nach Organ
aufgefihrt.

In der Arbeit von Ott von der Gruppe um Vacanti wurden Ratten-Lungen mittels Perfusions-
Dezellularisierung mittels dem Detergens SDS dezellularisiert und anschlieBend mit
Endothelzellen HUVECs und fetalen Ratten-zellen re-besiedelt. (Song et al., 2011)(Ott 2011).
Nach 9 Tagen zeigten die re-besiedelten Ratten-Lungen Gasaustausch, der mit der nativer
Ratten-Lungen in vivo vergleichbar war. Nach orthotopischer Re-Implantation in Ratten
wurden die bioartifiziellen Lungen regelrecht vom Blutkreislauf der Ratten versorgt und
zeigten zumindest fir 6 Stunden Gasaustausch.

Zu Dezellularisierungs-Experimenten wurden auch vergleichende Studien durchgefiihrt, die
die Methode der Perfusions-Dezellularisierung als sehr geeignet bestatigten.

Um auch im Bereich der Lunge von Ratten-GréRRe auf Menschen-GroRe der Organe hoch zu
skalieren wurden Experimente mit dezellularisierten Schweine-Lungen durchgefiihrt. Auch
hier besteht eine wesentliche Limitation in der hohen Anzahl benétigter Zellen, der man mit
Verwendung von Stammzellen begegnen kdnnte.

Re-Besiedlungen einer kardialer Ganz-Organ ECM

Im kardialen Tissue engineering nimmt hier die schon beschriebene Arbeit von Ott von der
Gruppe um Taylor 2008 eine herausragende Stellung und Bedeutung ein. (Ott et al., 2008). Sie
stellt eine Prazedens dar, fiir ein erstmalig komplett perfusions-dezellularisiertes Herz, mit
anschliefender Re-Besiedlung und Re-Kultivierung, die nach mehreren Tagen zu einer
kardialen Teil-Funktionalitdt in Form von gemessener Ejektionsfraktion fihrte.

Dabei wurden dezellularisierte Ratten-Herzen mit Endothelzellen (HUVECs) via Perfusion und
spater neonatale Ratten-Kardiomyozyten via Injektion, und Fibroblasten glatte Muskelzellen
zur Re-Besiedlung verwendet. Die Perfusion fand retrograd lber die Aorta statt, die Injektion
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mittels 27 Gauge Nadel, an 5 Stellen in der Wand des linken Ventrikels. Die Gesamt-Anzahl
der Zellen betrug bis zu 75 Millionen. Wahrend die Perfusion-Re-Besiedlung mit HUVECs
zuerst stattfand, folgte wahrend der Re-Perfusion die Re-Besiedlung mittels

Des weiteren wurden Ratten-Aorta-Endothelzellen mittels Perfusion in die Aorta re-besiedelt.
Die Anzahl hierbei betrug insgesamt 20 Millionen. Im Anschluss wurde das Herz fiir 45 min
nicht perfundiert und danach wieder fiir 7 Tage perfundiert. Nach Tag 7 wurde eine relativ
gute Zelldichte fiir die Oberflaiche des Endokards festgestellt mit zunehmendem Abfall in
Richtung vaskulares Netz.

Hochskalieren

In der Arbeit von Weymann et al. wurden Schweine-Herzen mittels Perfusions-
Dezellularisierung dezellularisiert und mit Endothelzellen (HUVECs) und neonatalen Ratten-
Kardiomyozyten re-besiedelt und re-kultiviert (Weymann et al., 2014). Die Re-Besiedlung mit
Endothelzellen erfolgte mittels retrograder Perfusion der Aorta und mit Ratten-
Kardiomyozyten mittels 5 Injektionsstellen in die Wand des linken Ventrikels- Die Anzahl der
HUVECs betrug bis zu 6 Millionen, die der Ratten-Kardiomyozyten bis zu 9 Millionen.
Insgesamt wurden die Konstrukte bis zu 3 Wochen perfundiert. Nach 10 Tagen waren die
Regionen um die Injektionsstellen mit bis zu tGber 50 % immer noch besiedelt. Diese Arbeit
zeigte, dass ein Hochskalieren auf anndahernd humane Grof3e des Organs prinzipiell méglich
ist, mit den bisher als Standard betrachteten Methoden.

Verschiedene Zellarten zur Re-Besiedlung einer kardialen ECM

Die Arbeit von Lu von der Gruppe um Yang verwendete dezellularisierte Mause Herzen, um
sie mit Stammzellen zu re-besiedeln und zu re-kultivieren (Lu et al., 2013). Die Re-Besiedlung
erfolgte mittels retrograder Perfusions-Re-Besiedlung der Aorta mit ca. 10 Millionen
Stammzelle bzw. kardiale Vorlduferzellen. Diese entwickelten sich dann in vitro zu
Endothelzellen, differenzierten Kardiomyozyten und glatten Muskelzellen. Zudem wurden
dezellularisierte Mause Herzen auch mit humanen ES Zellen re-besiedelt. Nach 20 Tagen
konnte leichte Kontraktionen sowie leichte Muskelkraft und ein Ansprechen auf
Medikamentengabe festgestellt werden.

Zusatzlich konnte diese Arbeit zeigen, wie die Differenzierung von iPCs in vitro durch exogene
Wachstumsfaktoren erfolgt bzw. teilweise gesteuert werden kann. Dabei entstanden
embryonischen Koérpern zu einem gewissen Anteil Endothelzellen, differenzierte
Kardiomyozyten und glatte Muskelzellen, in Abhangigkeit von der Menge bestimmter
exogenen Wachstumsfaktoren, wie z.B. VEGF, DKK1 oder bFGF. Uberwiegt der Anteil von
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VEGF entstanden mehr Endothelzellen, iberwiegte der Anteil von Kardiomyozyten. Diese
Steuerbarkeit des Wachstums- und Differenzierungsprozesses bietet groRe Moglichkeiten
hinsichtlich des Ziels des Erreichens einer hohen Zellzahl und des Ziels des Erreichens einer
ausgeglichenen und Original getreuen Zusammensetzung der Zellarten.

Eine weitere Arbeit ist die Arbeit von Ng et al. bei der dezellularisierte Mduse Herzen mit
Stamm- und Progenitorzellen re-besiedelt wurden (Ng et al., 2011). Dabei wurden ca. 3
Millionen humane Stammzellen (hESCs) und (hMECs) verwendet. Diese wurden ausschliefSlich
mit der Injektions-Besiedlungstechnik mittels Kanile besiedelt. Im Fokus stand hierbei die
Zelldifferenzierungs-Fahigkeit von Stamm- und Vorlduferzellen innerhalb einer ECM. Dabei
war es moglich, die Differenzierung in eine kardiale Zelllinie zu erreichen, sowie die spezifische
Produktion kardialer Marker, allerdings nur in begrenztem Umfang und ohne Kontraktilitat.
Da dies aber auch nicht der primare Endpunkt des Versuchs war, zeigte diese Arbeit durchaus
die Differenzierungsfahigkeit von friihen Stammzellen innerhalb eines ECM-Konstrukts unter
statischen Kulturbedingungen. Aufgrund der limitierten Ergebnisse in statischer Kultur,
wurden zudem einige der Konstrukte in Mause re-implantiert, die anschlieRend verbesserte
Ergebnisse zeigten.

In der Arbeit von Robertson et al. von der Gruppe um Taylor Wurden dezellularisierte Ratten-
Herzen mit Endothelzellen aus der Ratten-Aorta re-besiedelt. (Robertson et al., 2014). Die
Gesamt-Zellzahl betrug dabei ca. 120 Millionen. Die Re-Besiedlung erfolgte mittels Perfusions-
Besiedlung, wobei fiir die Infusion die Vena cava inferior (IVC) und die Arteria brachiocephalica
(BA) Infusion genutzt wurden, jeweils einzeln und in Kombination. Die Kulturmethode war
eine dauerhafte Perfusion lUber 7 Tage mit steigender Flussrate. Beide Zugangswege zeigten
einzeln und in Kombination eine erfolgreiche Re-Besiedlung Alle Bereiche des Herzens wurden
gut mit Endothelzellen erreicht. Zudem wurden die Herzen anschlieRend zusatzlich mit
neonatalen Kardiomyozyten re-besiedelt, um die Perfusions-Gruppen hinsichtlich des
Kardiomyozyten Wachstums zu vergleichen. Damit wurden die besten Ergebnisse durch die
Kombinations-Perfusion von IVC und BA erzielt, wahrend die beiden Einzel-Gruppen auch gut
abschnitten. Dies war die erste Studie, bei der eine kombinierte Arterio-Venose Perfusions-
Methode zur Re-Besiedlung angewendet wurde. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine
vorherige Pre-Endothelialisierung das Ergebnis einer Kardiomyozyten Re-Besiedlung
verbessert hinsichtlich der Kontraktilitat.

Um den Anforderungen eines Whole-Heart Tissue Ansatzes gerecht zu werden, werden alle

Zellen eines Herzens bendtigt. Dies sind vor allem Endothelzellen, Herzmuskelzellen und
Herzklappenzellen.
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Da die Gewinnung der zuvor genannten Herzzellen extrem schwierig ist, ist es nahezu
unmoglich all diese Zellen in differenzierter Form zu verwenden. Eine sehr gute Alternative
stellen Stamm- und Vorladuferzellen dar, die dann entweder in-vitro oder in vivo zu den
gewlinschten ausdifferenzierten Zellen heranwachsen. Bei der Auswahl von Stamm- und
Progenitorzellen gibt es grundsatzlich einige Aspekte zu beachten.

Bei diesem Projekt wurden Vorlduferzellen verwendet. Fir die endotheliale Re-Besiedlung
wurden Human Endothelial Vein Cells verwendet, also menschliche Endothelzellen aus der
Nabelschnur Vene, die frisch wahrend der Geburt gewonnen werden. Fiir die interstitielle Re-
Besiedlung wurden neonatale Kardiomyozyten von Ratten verwendet. Diese beiden
Vorlauferzellarten bringen die klassischen oben genannten Vorteile einer Vorlauferzelle mit.
Sie sind zwar bereits auf ein Zielgewebe festgelegt, zu dem sie sich differenzieren, zeigen
jedoch ein  immer noch verhdltnismadRig hohes Wachstum. Zudem st die
Entartungswahrscheinlichkeit sehr gering. Herausforderungen bestehen in der Gewinnung
und Vermehrung vor allem der neonatalen Kardiomyozyten. Hinsichtlich Aufbaus und
Funktion kommen die verwendeten Zelltypen denen einer physiologischen Herzentwicklung
sehr nahe.

Hohe Anzahl an benétigten Zellen

Ein weiterer wichtiger Faktor flr eine erfolgreiche Re-Besiedlung einer dECM ist die Zellzahl
beziehungsweise die entsprechende Zellkonzentration innerhalb der Zellsuspension, die fir
eine Re-Besiedlung verwendet wird. Diese hangt natiirlicherweise in erster Linie sehr stark
vom zu re-besiedelnden Organtyp ab. Im Bereich des kardialen Tissue engineering: Die rein
medizinisch kausale Annahme orientiert sich wie aus den (brigen Tissue engineering
Bereichen auch, an der Zellzahl und Zellkonzentration eines natiirlichen Herzens in der zu re-
besiedelnden GroRe der verwendeten Spezies. Im Falle der Ratte entsprache dies der Zellzahl
eines ausgewachsenen Ratten-Herzens. In den meisten Re-Besiedlungs-Experimenten im
kardialen Tissue engineering liegen die Zellzahlen maximal im Millionenbereich, wahrend
Zellzahlen im Billionenbereich benotigt werden. Obwohl bei allen bekannten Versuchen und
Experimenten im Bereich des kardialen Ganz-Organ-Tissue engineering angestrebt wird, eine
moglichst hohe Zellzahl zu erreichen, reicht diese trotz der Bemiihungen nicht aus. Daher
scheint die groRte Hirde in erster Linie einfach die fehlende Quantitat bzw. Masse von Zellen
zu sein. Griinde hierfir liegen vor allem in der Verfligbarkeit der benétigten Zellen und dem
hohen Aufwand der Vermehrung beziehungsweise Produktion solch hoher Zellzahlen.
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Zellverlust wéihrend der Re-Besiedlung

Auch wdhrend des Re-Besiedlungs-Prozesses konnen Zellen verloren gehen bzw. zerstort
werden, und erst gar nicht an den entsprechenden Platz der dECM beférdert werden. Dieser
Re-Besiedlungs-Technik abhangige Effekt ist nicht zu unterschétzen, jedoch allenfalls ein
zusatzlicher Effekt. Bei optimierten Re-Besiedlungs-Techniken lieRen sich somit natiirlich
Zellen einsparen bzw. die zu Beginn erforderliche Hohe der Zellzahl senken. Dies wiirde
allerdings weiterhin keine Losung fir das grundsatzliche Problem der hohen benétigten
Zellzahl im Organ-Tissue-engineering darstellen. Erst bei Erreichen der organ-spezifisch
benétigten Zellzahl und nach Uberwinden dieser Hiirde, kénnten andere Faktoren, wie die
exakte Zusammensetzung bzw. das exakte Zellverhadltnis der verschiedenen Zelltypen
untereinander eine wichtigere Rolle spielen.

Zelldichte und Verteilung innerhalb der ECM

Ein weiterer Faktor ist die Zelldichte. Abhdngig von der Re-Besiedlungs-Technik ist sie
unterschiedlich stark. Bei der vaskularen Besiedlung ist sie innerhalb der Gefdale am hochsten,
aber auch nicht gleich verteilt. Da die Zellen die GefdaBwande auch durchdringen, finden sie
sich auch im Parenchym. Allerdings nimmt auch hier die Zelldichte mit zunehmender
Entfernung vom Gefdllnetz ab. Bei der interstitiellen Re-Besiedlung ist dieser Effekt ebenfalls
erkennbar, sogar noch starker. Hier ist die Zelldichte an der punktierten Stelle am hdchsten
und nimmt sehr stark mit steigender Entfernung ab. Dies schrankt die mogliche
Ausbreitungsfahigkeit der Zellen innerhalb der ECM nach der Re-Besiedlung stark ein. Deshalb
ist das Erreichen einer gleichmalig guten und gleich verteilten Zelldichte eine weitere groRe
Hiirde. Diese hangt allerdings nur mittelbar mit der reinen Zellzahl zusammen, als viel mehr
mit der Transport-Technik der Zellen in die dECM, ergo Re-Besiedlungstechnik.
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4.2.7 Zell-Re-Kultivierung und Zellwachstum eines re-besiedelten Herzen

Das Zellwachstum, insbesondere die Zellmigration, Zelldifferenzierung, Zellwachstum und die
Zellreifung entsprechen dem dritten Schritt von Langers beschriebenen Bereichen des Tissue
Engineering (Langer and Vacanti, 1993). Das Hauptziel hierbei ist es, das re-zellularisierte
Konstrukt so zu entwickeln, dass es einem nativen humanen Organ moglichst dhnlich ist. Dabei
wird besonderer Fokus auf die Entwicklung der verwendeten Zellen gelegt. Im Bereich des
kardialen Tissue engineering stehen vor allem der Aufbau und die Struktur der ECM, inklusive
eines intakten vaskuldren Systems, die Zellmigration, Zelldifferenzierung und Zellreifung, und
die funktionellen Eigenschaften, wie elektrische Aktivitdt und Biomechanik im Vordergrund.
Um diese Ziele zu erreichen, spielen eine groRe Anzahl von Faktoren im Rahmen der
Herzentwicklung eine Rolle. Diese Faktoren hangen natiirlich auch von den ersten beiden
Bereichen des Tissue engineerings ab, einer geeigneten ECM und einer geeigneten Re-
Zellularisierung, aber auch von der Zellentwicklung und Zellreifung und entsprechenden
Umgebungsbedingen und Wachstumsfaktoren.

Um diese Ziele der Zellentwicklung und des Zellwachstums erreichen zu kénnen, ist ein
Kultivierungs-System notwendig, welches die biomechanischen, thermischen Umgebungs-
und Wachstumsbedingungen eines Embryos bzw. Fetus optimal mimt. Wichtige Umgebungs-
und Wachstumsbedingungen sind physikalische, chemische und biologische Bedingungen, wie
etwa biomechanische, thermische, enzymatische, Zell-spezifische Faktoren. Hierflir wurden
spezielle Kultivierungs-Systeme, wie etwa entwickelt. Diese sind in der Lage fiir das re-
besiedelte Organ moglichst vorteilhafte und nativ-dhnliche Bedingungen zu schaffen.
Hinsichtlich des Aufbaus haben alle diese Systeme grundsatzlich gemeinsam, dass sie sich in
einem Inkubator oder Inkubator-dhnlichem Gerat befinden, um so optimale thermische und
sterile Bedingungen garantieren zu konnen. Meistens wird die Nahr- und
Sauerstoffversorgung ebenfalls mittels Perfusion umgesetzt.

Ndhrmedium via Perfusion
Die Wahl des Nahrmediums hangt im Wesentlichen von der verwendeten Zellpopulation ab.

Dabei ist ein Nahrmedium zu wahlen, welches den Anforderungen moglichst vieler oder
idealerweise aller verwendeten Zelltypen entspricht.
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Ndhrstoff- und Sauerstoffversorgung via Perfusion nicht nur Diffusion

Ahnlich wie bei der Art der Re-Besiedlungstechnik spielt bei den Wachstumsbedingungen
auch die Perfusion eine entscheidende Rolle. Wahrend ein einfacher Mediumwechsel von
aullen oder per Injektion nur das Prinzip der Diffusion zur Versorgung nutzt, erlaubt die
Methode der Perfusion, intermittierend oder dauerhaft, eine vaskuldre Versorgung. Bei
Nutzung der biologisch gewonnen ECM bleibt das vaskulare Netz im Wesentlichen erhalten
und stellt so die ideale Versorgungsstruktur dar.

Bei der Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung des re-besiedelten ECM-Konstrukts spielen eine
Reihe von Variablen eine wichtige Rolle, vor allem mechanisch technische Faktoren, wie
Perfusionsdruck und Perfusionsfluss, ahnlich wie bei der

Kultivierungsarten

Statische Kultivierung

Die statische Kultivierung ist definiert als Kultivierung mit Nahr- und Sauerstoffversorgung
mittels Mediumwechsel der Umgebungssuspension. Bei der klassischen statischen
Kultivierung findet zur Nahr- und Sauerstoffversorgung nur ein regelmaRiger Mediumwechsel
der Umgebungssuspension statt, ohne Beeinflussung des re-besiedelten Konstrukts. Mogliche
Vorteile dieser Kultivierungsart kénnte darin liegen, dass der Prozess der Zelladhasion
innerhalb der ECM, vor allem in den ersten Stunden nach Re-besiedlung, aber auch
langerfristig, moglichst unbeeinflusst bleibt. Gleichzeitig birgt es den moglichen Nachteil dass
das versorgende Medium von auBen via Diffusion nicht optimal in tiefere Bereiche des ECM-
Konstrukts vordringen kann.

Perfusions-Kultivierung

Bei der Perfusions-Kultivierung wird das Konstrukt mittels Perfusion iber ein zufiihrendes
HauptgefaR perfundiert. Dies kann grundsatzlich regelmaRig intermittierend oder permanent
erfolgen. Im Gegensatz zur statischen Kultivierung besteht ein wesentlicher Vorteil der
Perfusions-Kultivierung in der besseren raumlichen Erreichbarkeit der Zellen innerhalb des
3D-ECM-Gerists mittels Perfusion und Diffusion. Des Weiteren konnten Vorteile der
Perfusions-Kultivierung in der positiven Beeinflussung der Zelladhadsion durch mechanische
Dehnungskrafte liegen. Dies kdnnte zugleich jedoch auch einen gewissen Nachteil in Form
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eines Zellverlustes darstellen, da durch diese Dehnungskrafte die Zelladhasion behindert oder
aufgehoben werden konnte, und damit Zellen herausgesplilt werden kdnnten. Insgesamt, in
Zusammenschau dieser genannten Vor- und Nachteile, scheinen jedoch die positiven
Beeinflussungen hinsichtlich der Zellentwicklung zu Gberwiegen.

In dieser Arbeit wurden sowohl die statische Kultivierung als auch die Perfusions-Kultivierung
zur Nahr- und Sauerstoffversorgung der re-zellularisierten ECM-Konstrukte verwendet, unter
Berlicksichtigung der zuvor genannten Vor- und Nachteile dieser Kultivierungsarten. Dabei
stand im Vordergrund, welche der beiden Kultivierungsarten grundsatzlich besser geeignet
sein kdnnte, um eine gute Zellentwicklung und Zellwachstum zu férdern.

Intermittierende Perfusions-Kultivierung

Bei der intermittierenden Perfusions-Kultivierung wird die statische mit einer zeitweisen
Perfusion kombiniert. Dabei wird das Herz zu bestimmten Zeitpunkten intermittierend
manuell mittels Kantile perfundiert. Hier besteht ein moglicher Vorteil in der Kombination der
positiven Effekte von statischer und zeitweiser Perfusion, vor allem hinsichtlich der
Zelladhasion. Dabei soll vermieden werden, dass die Zellen durch eine dauerhafte Perfusion
ausgewaschen werden, und trotzdem die Vorteile der mechanischen Dehnung der Perfusion
in Bezug auf die Zelladhdsion genutzt werden.

Abwechselnde statische und dauerhafte Perfusion

Eine weitere Subkategorie der Perfusions-Kultivierung ist die Perfusions-Kultivierung. Hierbei
wird in regelmdfligen Intervallen dauerhaft perfundiert, so dass sich Zeitbereiche der
statischen Kultivierung und Zeitbereiche der dauerhaften Kultivierung abwechseln. Ein
moglicher Vorteil bei dieser Kultivierungsart konnte die Kombination der positiven Effekte der
statischen Kultivierung und der permanenten Kultivierung sein. Die moglichen Vorteile
besseren Zelladhasion durch Nicht-Perfusion wahrend der statischen Kultivierung, kdnnten so
um die moglichen Vorteile der dauerhaften Perfusion, wie etwa eine positive mechanische
Beeinflussung durch Dehnungskrafte erganzt werden. Dies gilt jedoch nur zeitbegrenzt und
ebenso vice-versa fir die moglichen Nachteile. Ein weiterer Vorteil liegen in der Ersparnis von
Perfusionsmedium im Gegensatz zur dauerhaften Perfusion, sowie ein geringeres
Kontaminationsrisiko.
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Biomechanische Beeinflussung

Bei einer Imitation der echten in vivo biomechanischen Beeinflussung spielen vor allem das
Perfusionsvolumen und der Perfusionsdruck eine entscheidende Rolle. Diese Parameter
sollten in etwa den eines realen Herzens entsprechen. Zusatzliche Imitationen stellen auch
physikalisch mechanische Beeinflussungsfaktoren, wie etwa eine Dehnung, dar (Akhyari et al.,
2002).

Biomechanik

Die kardiale Biomechanik ist extrem komplex und das Erreichen einer biomechanischen
Herzfunktion eine der groRten Herausforderungen des kardialen Ganz-Organ-Tissue-
engineering. Flr eine gute Biomechanik ist der Aufbau und die Ultrastruktur der ECM
entscheidend. Die Zusammensetzung der ECM beeinflussen wichtige biomechanische
Eigenschaften, wie etwa Festigkeit und Dehnbarkeit des Konstrukts. AuBer der
Zusammensetzung der ECM spielt der drei-dimensionale Aufbau eine entscheidende Rolle.
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4.2.8 Auswertung

Statistik

Die groBte Limitation einer experimentellen Arbeit mit Tierversuchen und aufwendiger
Vorbereitungs- und Durchfihrungsmethodik liegt hdufig in der geringen Stichprobenzahl bzw.
n-Zahl. Dies ist durch den hohen methodischen Aufwand, inklusive Supply Chain (Spender-
Tiere, Zellgewinnung), Vorbereitungsmethoden, Dezellularisierungs-Prozess ca. 1 Woche,
Zellkultur ca. 2-4 Wochen, Re-Besiedlung und Re-Kultivierung ca. 1 Woche, hohe
Anforderungen an Sterilitdt, und hohen Aufwand an Auswertungsmethoden, vor allem
guantitativ, aber auch qualitativ begriindet. Hinsichtlich dieser Argumente ist eine n-Zahl von
<30 bei solchen experimentellen Arbeiten Ublich.

Bei einer n-Zahl von <30 ist die Arbeit aus statistischer Perspektive eher als reprasentativ
anzusehen, und ebenfalls die statistische Signifikanz. Nichtsdestotrotz bleiben die Ergebnisse
bei entsprechender Effektstarke inhaltlich wie statisch aussagekraftig. Daher sollten weitere
Experimentelle Arbeiten zu diesem Thema mit erhéhten n-Zahlen durchgefiihrt werden.
Daher konnen sie durchaus wichtige Hinweise, Indizien und Erkenntnisse fir weitere
Experimente oder Studien liefern.

Hédmatoxylin-Eosin-Fédrbung

Die HE-Farbung eignet sich sehr gut fir einen Screening-Prozess, um lberhaupt die Bereiche
der dezellularisierten und re-besiedelten Herzen zu identifizieren. In einem zweiten Schritt
kénnen dann die am besten geeigneten und reprdsentativsten Schnitte ausgewahlt werden.
Trotz der moglichen Gefahr eines Selektionsbias durch den Auswerter, kénnen somit die
optimal re-besiedelten Bereiche und Schnitte des jeweiligen Herzens identifiziert und
miteinander verglichen werden.

Immunfluoreszenz-Férbung

Die IF-Farbung diente in erster Linie der reprasentativen Darstellung des Erfolgs einer
simultanen kombinierten Re-Besiedlung mit Endothelzellen und Kardiomyozyten. In zweiter
Linie der Identifizierung der einzelnen Zellarten. Da die Auswertung primar qualitativ, als
quantitativ, erfolgte, beinhaltet sie auch kein Ausmessen der Signalstirke der
Antikorperfluoreszenz. Sdmtliche Vergleiche der IF-Bilder sind daher rein qualitativer Natur.
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Bildanalyse mittels Fiji ImageJ

Die Analyse mittels Imagel erlaubt es, den Prozess der Zellzdhlung zu automatisieren und zu
standardisieren. Hierbei ist der entscheidende Vorteil die Vermeidung des weit
schwankenden, individuellen, humanen Messfehlers, hier Fehler im Zahlprozess. Auch bei der
automatisierten Auszahlung kommt es zu einer sehr geringen, zu erwartenden Fehlerquote.
Der entscheidende Vorteil ist jedoch die Konstanz dieses zu erwartenden unumganglichen
Fehlers. Dies birgt ebenfalls den groBen Vorteil der besseren Standardisierbarkeit der
Ergebnisse, gegenliber einem manuellen Auszahlprozess.

Vergleichbarkeit mit anderen experimentellen Arbeiten und anderer Arbeiten untereinander
hinsichtlich der Mdglichkeit einer Meta-Analyse

Die Vergleichbarkeit mit anderen experimentellen Arbeiten ist prinzipiell eher groR, da die
angewendeten Methoden zum groRten Teil etabliert sind und eine zumindest annahernd
groRe Evidenz fur deren Anwendbarkeit besteht. Aufgrund der hohen Anforderungen und der
groBen Anzahl an Variablen in einem Projekt, ist es jedoch enorm schwierig grof3e n-Zahlen zu
erzielen und auch generell eine groBe Anzahl von Projekten zu erreichen, die sich im Kern mit
dahnlichen Fragestellungen befassen. Dies ist jedoch ein bekannter Aspekt der
Grundlagenforschung. Daher ist die rein statistische Vergleichbarkeit durch eher niedrige
Anzahl von Projekten und deren n-Zahlen eher limitiert. Grundlegend ist jedoch die inhaltliche
Aussagekraft der Grundlagenforschung Projekte, der rein statistischen Aussagekraft
Uberlegen und damit gut verwertbar. Dennoch werden weitere zahlreiche Projekte notwendig
sein, die die hier vorgestellten Methoden beinhalten, um auch statistische Aussagekraft zu
erlangen.
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4.3 Interpretation der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die simultane vaskuladre und interstitielle Re-Besiedlung und die Re-
Kultivierung von zuvor dezellularisierten Ratten-Herzen zu untersuchen. Zudem wurden zwei
unterschiedliche Methoden der Re-Kultivierung miteinander verglichen.

Insgesamt hat sich gezeigt, dass eine simultane vaskuldre und interstitielle Re-Besiedlung mit
zwei unterschiedlichen Progenitorzelltypen und deren Re-Kultivierung moglich ist.

Diese Arbeit hat gezeigt, dass das Konzept der Ganz-Organ-Dezellularisierung mit
anschliefender manueller Re-Zellularisierung und Re-Kultivierung, unter Berlicksichtigung der
gewadhlten manuellen Re-Besiedlungstechniken und der gewadhlten Zellpopulationen,
erfolgreich ist. Der Erfolg ldsst sich qualitativ am lokalen Persistieren der Zellen innerhalb der
Matrix und am Uberleben der Zellen, und quantitativ anhand der entsprechenden Zellzahl
zeigen. Dabei scheint die Dezellularisierung als Methode der Matrix-Gewinnung fiihrend zu
sein. Die beiden verwendeten Re-Besiedlungstechniken der vaskularen und der interstitiellen
Art scheinen ebenfalls gut geeignet, um ein Organ wie das Herz mit seinen entsprechenden
organ-spezifischen Zellarten zu re-zellularisieren. Trotz der klassischen, Branchen bekannten
Limitationen, angeflihrt von der zu niedrigen moglich Anzahl von Zellen, scheint dies der
richtige Weg der Re-Zellularisierung zu sein.

Ob dies in Zukunft von einer komplett digitalisierten 3D- oder 4D-Bioprinting inklusive
Zellbedruckung Uberholt werden kann, bleibt nach aktuellem Stand ungewiss, aber nicht
utopisch. Nichtsdestotrotz bleibt es weiterhin von Noéten, ein solides, klassisches Konzept zu
haben, um weiteren Fortschritt

Des Weiteren hat dieses Projekt gezeigt, dass die Methode der perfundierten Re-Kultivierung
von re-besiedelten 3D-Tragermatrix Konstrukten einer statischen Re-Kultivierung tberlegen
ist. Auch wenn dies bereits zu erwarten war, konnte es nun in dieser Methoden-Konstellation
bestatigt werden.

Re-Besiedlung

Im Hinblick auf die Re-Besiedlung hat sich gezeigt, dass sowohl die verwendeten humanen
Endothelzellen, als auch die neonatalen Kardiomyozyten innerhalb der 3D-Tragermatrix
platziert werden konnten, und ein Wachstum dieser Zellen (iber 4 Tage gezeigt werden
konnte.
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Re-Kultivierung

Grundsatzlich hat dies bei beiden Re-Kultivierungsmethoden, also der statischen und
perfundieren, funktioniert. Dabei zeigte sich jedoch anhand der nach der Auswertung
gemessenen Zellzahl eine Uberlegenheit der perfundieren Re-Kultivierungsmethode.

Histologie

Die ca. 5000 ausgewerteten HE-gefarbten Schnitte zeigten insgesamt eine filhrende Re-
Besiedlung im Bereich des Linken Ventrikels. Danach kommen der Rechte Ventrikel, gefolgt
von Septum und Apex.

Immunhistologie

In der Immunfluoreszenz konnte reprasentativ gezeigt werden, dass die Re-Besiedlung mit
beiden verwendeten Zelltypen gelang. Sowohl die verwendeten human Endothelzellen, als

auch die neonatalen Kardiomyozyten blieben innerhalb der 3D-Tragermatrix heften und
verweilten dort 4 Tage
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4.3.1 Fragestellungen

In diesem Abschnitt der Arbeit sollen die Ergebnisse bewertet und die Bedeutung dieser
diskutiert werden. Dabei wird sich an den bereits im letzten Kapitel der Einleitung

beschriebenen Punkte und Fragestellungen orientiert.

Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet:

1. Etablierung einer neuen Co-Re-Besiedlungsmethode

a)

b)

Funktioniert die neue Art der vaskularen und interstitiellen simultan
konsekutiven Co-Re-Besiedlung?

Beurteilung qualitativ anhand von Vorhandensein von beiden Zellarten,
HUVECs und CMCs innerhalb der Matrix nach 4 Tagen Re-Kultivierung

Ist die neue Art der Co-Re-Besiedlung geeignet fiir weitere Versuche?

Beurteilung anhand von qualitativer Einschatzung der Co-Re-Besiedlung
hinsichtlich Zellzahl und Zellverteilung innerhalb der re-besiedelten Matrix

2. Vergleich zweier unterschiedlicher Re-Kultivierungsmethoden perfundiert vs. Statisch

a)

b)

Funktionieren die beiden Re-Kultivierungsarten nach Co-Re-Beurteilung?

Beurteilung qualitativ anhand von Kriterium von 1a

Welche der beiden Re-Kultivierungsarten, perfundiert vs. Statisch, ist besser
fr eine Re-Kultivierung geeignet?

Beurteilung qualitativ und quantitativ anhand von automatisierter Bild-
Analyse und Vergleich der beiden Versuchsgruppen, perfundiert vs. statisch,
hinsichtlich Zellzahl und Zelldichte der einzelnen histologischen Schnitte der
co-re-besiedelten Herzen.
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4.3.2 Einordnung der Ergebnisse hinsichtlich der Fragestellungen

1.

Etablierung der neuen Co-Re-Besiedlungsmethode

a)

b)

Die Auswertung der Ergebnisse (histologisch und immunhistologisch) konnten
gualitativ zeigen, dass die neue simultan konsekutive Co-Re-Besiedlungsmethode
in Kombination mit der anschlieRenden Re-Kultivierung prinzipiell funktioniert
hinsichtlich Zellvorhandensein und Zelliberleben der beiden re-besiedelten
Zellarten, HUVECs und CMCs, nach 4 Tagen Re-Kultivierung. Dies konnte anhand
der histologischen und spezifisch immunhistologischen Farbungen der einzelnen
Schnitte fur alle Bereiche der co-re-besiedelten Herzen reprasentativ qualitativ
gezeigt werden. Auch die weite Verteilung und Ausbreitung innerhalb der Matrix
spricht fiir eine gute Re-Besiedlung.

Bedeutung: Dies bedeutet, dass die technische Methode der simultan
konsekutiven Co-Re-Besiedlung mit folgender Re-Kultivierung prinzipiell gut
geeignet ist, um ein zuvor dezellularisiertes Ratten-Herz zu re-besiedeln. Dies
erspart Zeit und Aufwand im Gegensatz zu einer rein konsekutiven Co-Re-
Besiedlung, die z.B. an mehreren Tagen erfolgt. Die Zellen scheinen nebeneinander
auf engem Raum zu koexistieren ohne Negativ-Beeinflussung. Eine mdgliche
positive Beeinflussung der Zellarten untereinander ist anzunehmend, gilt es jedoch
in weiteren Versuchen zu beweisen.

Die Auswertung der histologischen und immunhistologischen Ergebnisse konnten
qualitativ zeigen, dass die neu etablierte Co-Re-Besiedlungsmethode nicht nur
funktioniert, sondern auch insgesamt gut geeignet ist flir weitere Re-Besiedlungs-
Versuche mit mehreren Zellarten. Dies konnte anhand der qualitativ beobachteten
hohen Zellzahl und Zelldichte, sowohl von HUVECs und auch CMCs, in allen
Herzbereichen, LV, RV, S, A, gezeigt werden. Dies konnte mittels HE-Farbungen und
Immunhistologie mit fiir die beiden Zellarten spezifischen Anti-Kérpern und der
DAPI-Farbung dargestellt werden

Bedeutung: Dies bedeutet, dass die neue Co-Re-Besiedlungsmethode insgesamt
auch qualitativ gut geeignet ist fir weitere Versuche, die eine Co-Re-Besiedlung
mehrerer Zellarten beinhalten. Speziell fiir Endothelzellen und Kardiomyozyten
scheinen diese Techniken im Einzelnen, sowie in der Kombination
erfolgsversprechend zu sein. Die vaskuldare Re-Besiedlung mittels re-aortaler
Perfusion konnte erneut bestatigt werden. Die interstitielle Re-Besiedlung mittels
intra-ventrikuldarer Injektion konnte in dieser Form neu etabliert werden. Die
vaskulare und interstitielle simultane konsekutive Re-Besiedlung konnte in dieser
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Form ebenfalls neu etabliert werden und kann fir weitere Versuche und
Experimente mit verschiedenen Zellarten verwendet werden.

2. Re-Kultivierungs-Methoden perfundiert und statisch, Etablierung und Vergleich

a)

b)

Die Auswertung der Ergebnisse konnte zeigen, dass die beiden verwendeten Re-
Kultivierungs-Arten, perfundiert und statisch, prinzipiell funktionieren hinsichtlich
Zellvorhandensein und Zelliiberleben von HUVECs und CMCs nach 4 Tagen Re-
Kultivierung im Anschluss an Dezellularisierung und Co-Re-Besiedlung. Dies konnte
anhand von Zellvorhanden sein und Zelliberleben von HUVECs und CMCs in den
histologischen und immunhistologischen Schnitten reprasentativ gezeigt werden.

Bedeutung: Dies bedeutet, dass diese in dieser Form neu verwendeten beiden Re-
Kultivierungsarten, perfundiert und statisch, gut geeignet sind, ein zuvor
dezellularisiertes und re-besiedeltes Herz zu re-kultivieren.

Die Auswertungen der Ergebnisse der quantitativen Bild-Analyse mit Fiji Image)
von den co-re-besiedelten und re-kultivierten Herzen konnte zeigen, dass die
technische Methode der perfundierten Re-Kultivierung der statischen lberlegen
ist, hinsichtlich Zellzahl und Zelldichte. Dies konnte mit Hilfe der automatisierten
Zellzdhlung und Zelldichte (Zellzahl in Relation zur Flache des jeweiligen
histologischen Schnittes) analysiert werden. Dies konnte insgesamt fur die
Einzelschnitte, als auch fir die Ganz-Herzen, als auch fir die gesamte
Versuchsgruppe, perfundierte Herzen und statische Herzen gezeigt werden.

Bedeutung: Dies bedeutet, dass die perfundierte Re-Kultivierung besser geeignet
ist, als die statische Re-Kultivierung, gemessen an Zellzahl und Zelldichte. Auch
wenn die statische Re-Kultivierung ebenfalls funktioniert, scheint die perfundierte
Re-Kultivierung fir zuklnftige Versuche im Bereich des kardialen Tissue
engineering besser geeignet zu sein. Dennoch fiel ein weiterer Aspekt auf: Die
Tatsache, dass die statische Re-Kultivierung auch ohne Perfusion insgesamt
funktioniert hat und ein Zellvorhandensein und Zelliiberleben innerhalb der Matrix
ermoglicht, spricht fir die groe Widerstandsfahigkeit der beiden re-besiedelten
Zellarten innerhalb einer fir sie optimalen Matrix. Auch ohne Perfundierung
konnten die re-besiedelten Zellen persistieren, wenn auch nicht in Zahl und Dichte,
wie bei der perfundierten Re-Kultivierung. Dies kdnnte als Indiz daflir gewertet
werden, dass die Wahl der verwendeten Methoden (chemische Dezellularisierung,
vaskulare und interstitielle Co-Re-Besiedlung, Re-Kultivierung) insgesamt ein gutes
Gesamt-Konzept fiir die Re-Zellularisierung eines Ganz-Organs darstellt.
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4.4  Zukunft

4.4.1 Re-Implantation

Der vierte Schritt nach einer erfolgreichen in vitro Dezellularisierung und Re-Besiedlung und
Re-Kultivierung der 3D-Trager-Matrix ware die Re-implantation in einen Empfanger-
Organismus. Eine wesentliche Voraussetzung hierfiir ist die Funktionsfahigkeit des zu re-
implantierenden  bioartifiziell erstellten Organs, welche die organ-spezifischen
biomechanischen Eigenschaften und funktionellen Eigenschaften beinhalten. Dazu zdhlen z.B.
Pumpleistung des Herzens, Elektrophysiologische Eigenschaften des Herzens,
Hormonproduktion oder Proteinproduktion von anderen Organen, wie z.B. der Leber, oder
Urin-Produktion der Niere. Dafiir ist ein Minimum an Funktionsfahigkeit notig, besser noch
eine dem Ursprungsorgan vergleichbare Funktionsfahigkeit. Zumindest ein Minimum dieser
Funktionsfahigkeit zu erreichen, ist einigen Gruppen in ihren Arbeiten im Ganz-Organ-Tissue
engineering gelungen. Dazu zdhlen z.B. Herz, Lunge, Leber, Niere, Darm, Harnblase.

Beim eigentlichen Prozess der Re-Implantation stehen chirurgische Kenntnisse und
Eigenschaften im Vordergrund. Dabei dhnelt das Vorgehen jedoch einer Transplantation.

Im Bereich des kardialen Tissue engineering ist hinsichtlich dieser Funktionsfdhigkeit eine
wegweisende und bahnbrechende Pioniers-Arbeit sicherlich die zuvor genannte Arbeit von
Ott von der Gruppe um Taylor 2008. Hierbei ist es gelungen, mit Methoden des Tissue
Engineering die Bestrebungen um einen funktionellen Gewebeersatz auch auf Organebene
ausgeweitet. Zugleich bestatigt und untermauert diese Arbeit die in ihr angewendeten
Methoden, insbesondere die Perfusions-Dezellularisierungs-Techniken.

4.4.2 Hochskalieren

Ein weiterer wichtiger Aspekt des Ganz-Organ-Tissue-engineerings ist die Anwendbarkeit der
Modelle und Experimente auf die GréRRe eines humanen Organs, in diesem Fall dem Herzen.
Auch wenn es einmal gelingen sollte, ein vollstandig funktionsfahiges ganzes Herz in Groflse
eines Ratten-Herzens bioartifiziell herzustellen, lieRe sich dies nur bedingt auf die GréRRe eines
humanen Herzens anwenden. Dazu wurden bereits einige Arbeiten durchgefihrt,
vornehmlich an Schweine-Herzen, da diese der Anatomie eines humanen Herzens sehr dhnlich
sind. Eine der groRten Herausforderungen beim Hochskalieren auf die Grof3e eines humanen
Herzens stellt, wie bekanntlich, die immens hohe Zellzahl dar, die bend6tigt wird, um ein Herz
derartiger GrolRe flachendeckend, dreidimensional, in gleicher Dichte und einheitlich zu
besiedelt. Doch auf Grund neuester Entwicklungen in Zell- und Gentechnik kdnnte auch diese
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Hirde mit zunehmender Geschwindigkeit der Forschung in diesem Bereich in Zukunft
gemeistert werden.

4.4.3 Klassische etablierte Methoden des myokardialen Tissue engineering

Die Zukunft des myokardialen Tissue Engineering scheint trotz der rasanten Entwicklungin der
Forschung und trotz immer neuer Innovationen zumindest kurz- bis mittelfristig erst einmal
weiterhin auch in der Hand klassischer bereits etablierter Methoden zu liegen. Die zuvor
genannte Arbeit von Ott 2008, die unstrittig ein Checkpoint im modernen Tissue-engineerings
beinhaltet bereits wesentliche dieser Methoden. Hinsichtlich der Gewinnung der ECM scheint
die Methode der Perfusions-Dezellularisierung am optimalsten zu sein. Diese Arbeit stellte
gewissermalien den Ausgangspunkt und das Fundament fiir die meisten Folgearbeiten im
kardialen Ganz-Organ-Tissue-engineering dar, das auf der einen Seite die Bestatigung der
angewandten Methoden bedeutet und auf der anderen Seite eine Inspiration fir zukinftige
Forschung in diesem Gebiet bedeutet.

Hinsichtlich der Re-Zellularisierung und der Wahl der Zellpopulation scheinen grundsatzlich
sowohl ausdifferenzierte Zellen als auch Stammzellen geeignet zu sein. Wahrend der Einsatz
von differenzierten Zellen haufiger angewendet wurde und durchaus dazu in der Lage ist, die
gewlinschte Organfunktion teilweise zu erfillen, trifft dies auch auf Stammzellen zu. Die
direkte Re-Besiedlung von Stammzellen und anschlieRende in vivo Differenzierung bringt
Vorteile, birgt jedoch auch einige Risiken. Einer der groRten Vorteile der Stammzellen ist die
Moglichkeit sich quasi in jedes beliebige Zellart und damit jedes beliebige Gewebe
differenzieren zu konnen. Dies ist gleichzeitig auch der groffte Nachteil, da das
Entartungsrisiko bei einer in vivo Differenzierung deutlich erhéht zu sein scheint. Des weiteren
ist die Kontrolle des Differenzierungsprozesses in vivo alles andere als trivial. Die Lésung zur
Uberwindung dieser Hiirden scheint auch hier in der Kombination zu liegen. Ein mégliches
Erfolgsmodell konnte demnach in der in vitro Re-Besiedlung einer dECM mit Stamm- und
Vorlauferzellen und anschlieRenden in vitro Re-Kultivierung und Differenzierung dieser Zellen
liegen, und erst eine anschlielende Re-Implantation dieser in vitro differenzierten Zellen.
Damit konnte auch der wesentlichen Limitation der zu niedrigen Zellzahl begegnet werden,
da das hohe Wachstums- und Differenzierungsmoglichkeit der Stammzellen in vitro genutzt
werden konnte, um eine hohe Zellzahl und Zelldichte zu erreichen, im Rahmen eines
kontrollierten in vitro Differenzierungsprozesses.
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4.4.4 Alternativen des myokardialen Ganz-Organ Tissue engineerings

Trotz des groRen Fortschritts im Bereich der Dezellularisierung, scheint es, als dass alternative
ECMs auch in Zukunft relevant bleiben, vor allem im Gewebe-Tissue-Engineering. Wahrend
sie im Ganz-Organ-Tissue-engineering nicht von herausragender Bedeutung sind, so sind sie
im Gewebe-Tissue-engineering durchaus wertvoll. Da ihr Ziel nicht das Ersetzen eines ganzen
Organes, sondern nur der Ersatz von Teilen von Organen oder lokalen Bereichen, sind die
Anforderungen und auch die Hiirden nicht ganz so groRR. Ein Beispiel hierfiir sind ECM-
Hydrogele (Aubin et al., 2010) (Camci-Unal et al., 2010) (Khademhosseini et al., 2007). Weitere
Beispiele sind die biologischen Herzklappen oder andere kardiale Teilkonstrukte, wie etwa
Aorten Conduits (Assmann et al., 2012) (Assmann et al., 2013). Damit liegt auch die praktische
Umsetzung deutlich ndher als beim Ganz-Organ-Tissue-engineering.

4.4.5 3D-Bioprinting (, Elektrizitat” oder , Wasserstoff” der Regenativen Medizin)

Das 3D-Boprinting hat im letzten Jahrzehnt deutlich an Bedeutung gewonnen und die
Forschung und Weiterentwicklung deutlich zu genommen. Das 3D-Bioprinting kombiniert im
Kern die beiden ersten von Langer beschriebenen Punkten des Tissue engineering: Die
Erstellung einer 3D-Tragermatrix und deren Re-Besiedlung mit Zellen. Die Vorteile des 3D-
Bioprinting gegeniber den konventionellen Methoden sind die Unabhangigkeit von Spender
Organen und die damit verbunden Moglichkeit der Erstellung in prinzipiell unbegrenzter
Anzahl von 3D-Tragermatrices. Ein weiterer grofRer Vorteil ist die exakte Standardisierbarkeit
der Produktion und Erstellen der Matrices, aufgrund von digital gesteuerten und
kontrollierbaren Produktionsverfahren. Dies ermdglicht die Erstellung exakt gleicher,
unbegrenzter Matrices. Des Weiteren ware es sogar moglich, den Schritt der Re-Besiedlung
direkt mit ein zu beziehen, und damit ein komplett re-besiedeltes Konstrukt als Produkt zu
erhalten.

Grundsatzlich gibt es verschiedene Ansdtze bzw. Modelle des 3D-Bioprinting: Biomimikri,
Autonome Zusammensetzung und Mini-Gewebe. (Murphy et al., 2013). Der Ansatz des
Biomimikri hat zum Ziel gesetzt, komplette 3D-Tragermatrices und darin enthaltene Zellen zu
drucken. Die Autonome Zusammensetzung druckt Vorstufen, die sich dann spater zum
vollstandigen  Gewebe bzw. Organ entwickeln, &dhnlich dem Prinzip der
Embryonalentwicklung. Der Ansatz der Mini-Gewebe beruht im Kern auf der Erstellung von
Teil-Gewebe-Einheiten, die anschliefend zu einem Organ zusammengesetzt werden kdnnen.
Unabhadngig vom gewadhlten Ansatz gibt es eine Reihe an Faktoren, die eine bedeutende Rolle
bei der Erstellung der biologischen Konstrukte spielen. Dies sind unter anderem folgende
Faktoren: das vorbereitende Modell und dessen Design mittels Bildgebung, die Auswahl der
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verwendeten Materialien wie z.B. ECM-Komponenten und Zellen, und die zu verwendende
Druck-Technik.

Druck-Techniken

Grundsatzlich gibt es verschiedene Druck-Technik. Die verbreitetesten Verfahren sind
folgende: Tintenstrahl-Drucker, Mikroextrusion, und Licht-assistierte Verfahren, wie Laser-
assistierte Verfahren.

Tintenstrahl-Drucker

Das Tintenstrahl-Drucker-Verfahren ist das am bisher weitetesten verbreitete und
etablierteste Verfahren im Bereich des 2D- und 3D-Bioprinting. Die wesentlichen Vorteile
bestehen in der groRen Verfligbarkeit, den geringen Kosten, dem schnellen Druckprozess und
der langjahrigen Erfahrung mit Tintenstrahl-Druckern. Im Kern stellen sie eine
Weiterentwicklung der handelsiblichen 2D-Office-Drucker dar. Es gibt verschiedene
Verfahren der Tintenstrahl-Drucker, vor allem Warme-Tintenstrahldrucker (Cui 2012) und
Piezoelektrische Drucker. Warmestrahl-Drucker funktionieren nach folgendem Prinzip: Der
Drucker-Kopf wird durch elektrische Warme erhitzt und dadurch die zu druckenden
Materialien in Form von Flissigkeit durch die Dise des Druckerkopfes gedriickt. Mogliche
Nachteile sind die Hitze und der Druck, die und der auf die Materialien wahrend des
Druckprozesses am erhitzten Druckerkopf ausgelibt werden. Dabei konnten die zu
druckenden Materialien zumindest leicht beeinflusst oder sogar geschadigt werden. Auch
wenn einzelne Studien von bestimmten Zelllininen des thermalen Druckprozesses dessen
Unversehrtheit aufzeigen, so bleiben die physischen Krafte der Hitze und des mechanischen
Druckes eine Einschriankung im Hinblick auf die groRe Bandbreite an zu druckenden
Materialien, die jeweils unterschiedlich darauf reagieren konnten. Eine weitere Einschrankung
ist die mandatorische Galenik der zu druckenden Materialien, die in Form von Flissigkeit oder
zumindest Gel vorliegen miissen, um durch den Druckerkopf zu passen und damit gedruckt
werden kdnnen. Dies erschwert die Bildung einer 3D-Formation, da die FlUssigkeit wahrend
des Druck-Prozesses in eine 3D-Form gebracht werden missen. Hierfir wurden zwar spezielle
Materialien entwickelt, die nach dem Druck-Prozess miteinander vernetzt werden konnen,
dies fuhrt jedoch zu einer erheblichen Verlangsamung des gesamten Druck-Prozess.

Zu weiteren Einschrankungen zahlen die Tatsache, dass die Tropfen nicht in eine bestimmte
Richtung gedruckt werden kénnen und keine exakte Standardisierung beziiglich der GréRe der
Tropfen moglich ist. Zudem ist die regelmalige Verstopfung der Diise nach einer bestimmten
Anzahl von Druckprozesses ein Problem, welches jedoch sicherlich technischen
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Verbesserungen zuganglich ware. Diese Einschrankung fihren dazu, dass es schwer bis
unmoglich ist, eine gewisse hohe Zelldichte und damit eine bestimmte notwendige Anzahl an
Zellen zu erreichen.

Mikro-Extrusions-Drucker

Das Mikro-Extrusions-Drucker-Verfahren stellt eine wesentliche Alternative zum klassischen
Tintenstrahl-Drucker-Verfahren dar. Hierbei wird das zu druckende Material mittels
physikalischer Methoden ausgeworfen und mittels eines Mikro-Extrusions-Druckerkopfes auf
einem Substrat platziert. Dabei werden statt einzelner Tropfen, ganze zusammenhdngende
Materialschniire gedruckt. Zuerst wird das Material 2D gedruckt und anschlieRend
aufeinander aufbauen 3D gedruckt (Cohen et al., 2006) (lwami et al., 2010) (Shor et al., 2009).
Grundsatzlich gibt es unterschiedliche Auswurf-Systeme. Die wichtigsten Methoden sind die
pneumatische Methode und die mechanische Methode mittels Kolben oder Schraube. Bei der
pneumatischen Methode werden die zu druckenden Materialien mittels Luftdruck
ausgeworfen. Bei der mechanischen Methode driickt ein Kolben oder eine Schraube die
Materialien auf das Substrat. Vorteile der pneumatischen Methode liegen bei der erhéhten
Kraft, die durch den Luftdruck aufgebaut werden kann. Ein moéglicher Nachteil konnte jedoch
in der geringeren Steuerbarkeit des Auswurfprozesses liegen, da es durch die Verwendung
von Luftdruck zu leichten Verzogerungen kommen kann. Die mechanischen Methoden
erlauben grundséatzlich eher mehr Kontrolle Gber die Anordnung im 3D-Raum der
auszuwerfenden Materialien bei allerdings leicht reduzierter Kraft.

Ein groBer Vorteil der Mikro-Extrusions-Drucker-Verfahrens gegeniiber dem Tintenstrahl-
Drucker-Verfahren, dass nicht nur Fliissigkeiten als zu druckende Materialien benutzt werden
konnen, sondern deutlich mehr Materialien unterschiedlicher Galenik, vor allem auch
viskoserer Materialien. Wahrend viskdsere Materialien als geeignet fur Struktur und Aufbau
des zu druckenden Konstrukts scheinen, tragen weniger viskosere Materialien eher zur
geeigneten Zellwachstumsumgebung bei. Ein weiterer groRer Vorteil ist die Moglichkeit auch
hohere Zelldichten und damit hohere Anzahl an Zellen auszuwerfen und zu drucken.
Aullerdem besteht die Moglichkeit einer deutlich héheren Auflésung zu drucken, was die
Erstellung von komplexen Strukturen und unterschiedlichsten Zellarten ermoglicht. Ein
moglicher Nachteil ist jedoch die Tatsache, dass das Zelliiberleben durchschnittlich geringer
ist, als bei Tintenstrahl-Drucker-Verfahren. Dies kdnnte an den erhéhten physikalischen
Kraften liegen, die wahrend des Druckprozesses auf die Zellen ausgelibt werden, hierbei in
erster Linie an der erhdhten Scherkraft. Diese wiederum scheint am ehesten durch den
erhohten mechanischen Druck beeinflusst zu sein. Um dieser Problematik entgegenzuwirken,
kann der Auswurf-Druck verringert und die Diisengrofie erhoht werden. Dies fiihrt allerdings
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zu den bekannten Einschrankungen des Mikro-Extrusions-Verfahrens: Eine niedrigere Druck-
Auflosung und eine niedrigere Druck-Geschwindigkeit. Jedoch wurden auch fir diese
Einschrankungen bereite technische Gegenmalinahmen entwickelt.

Beispiele fiir erfolgreiche Mirko-Extrusions-Drucker-Verfahren sind unter anderem GefidRe
und Aortenklappen. Bei allen Methoden kdnnen eine Reihe von zu druckenden Materialien
als Ausgangssubstanz verwendet werden, unter anderem Hydrogele und Kunststoffe.

Laser-assistierte-Drucker

Beim Laser-assistierten-Drucker-Verfahren wird die Lichtenergie eines Lasers genutzt, um
Uber eine Transport-Oberflache, bestehend aus Glas, einer Absorptionsoberflache und einer
biologischen Schicht, Kraft zu erzeugen, die wiederum die zu druckenden Materialien auf ein
Substrat bewegt (Barron et al., 2004) (Guillotin et al., 2010).

Wichtige Faktoren hinsichtlich der Verwendung von 3D-Bio-Laser-Druckern sind im Kern die
Auswahl und Eigenschaften der zu druckenden Materialien und Zellen. Dabei spielen folgende
Faktoren eine grof3e Rolle: generelle Druckbarkeit, biologische Verwendbarkeit, mechanische
Eigenschaften, biomimetische Eigenschaften, und eine gewisse den Druckprozess
tolerierende Widerstandsfahigkeit.

Anwendungen von 3D-Biodruckern

In einigen Bereichen der Regenerativen Medizin ist die Anwendung von 3D-Biodruckern
bereits fortgeschrittener als in anderen Bereichen. Beispiele fiir eine erfolgreiche Anwendung
von Tintenstrahl-3D-Biodruckern gibt es unter anderem in den Organsystemen Haut oder
Knorpel.

Vorteile des 3D-Bioprinting

Insgesamt ware eine bessere und genauere Lokalisierung innerhalb der ECM madglich. Ein
weiterer Vorteil stellt die Moglichkeit der exakten Reproduzierbarkeit eines ECM-Geristes
und einer re-besiedelten ECM-Matrix dar.

Zudem wadre eine individuelle Anpassung auf unterschiedliche nach Bedarf ausgerichtete
GrolRen moglich, zum Beispiel nach Geschlecht, Alter et cetera.
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4.4.6 Herzklappen

Im Bereich des Gewebe-Tissue-Engineerings gibt es eine Reihe an Arbeiten, in denen die
Gewebe oder Teile von Organen dezellularisiert und anschlieRend re-besiedelt und re-
kultiviert wurden. Einige dieser Arbeiten fihrten im Endeffekt auch zu klinischen
Anwendungen, und Produkten.

Im Bereich des kardialen Tissue Engineerings sind die durch Dezellularisierung und Re-
Zellularisierung bioartifiziell erstellten Herzklappen sicherlich einer der gréRten Erfolge
(Cebotari et al., 2011) (Cebotari et al., 2006). Grundsatzlich wird zwischen mechanischen und
biologischen Herzklappen unterschieden. Dabei gibt es bioprothetische Herzklappen. Diese
sind Rinder- oder Schweine-Herzklappen, die sterilisiert und mittels Glutaraldehyds fixiert
werden. Vorteile der bioprothetischen Klappen gegeniiber den mechanischen ist die
biologische Interaktion der Herzklappe mit der humanen Umgebung und die Vermeidung von
Antikoagulanzien. Ein Nachteil hingegen ist z.B. die erhohte Tendenz zur Kalzifizierung der
Klappen und die leicht erhéhte Tendenz zur AbstoRungsreaktion durch den Empfanger. Eine
andere Art der biologischen Herzklappen stellen die Tissue engineering mittels
Dezellularisierung und Re-Zellularisierung gewonnen Herzklappen dar (Akhyari et al., 2010).
Diese stammen ebenfalls vom Rind- oder Schwein, werden dezellularisiert und anschliefend
re-zellularisiert, in vitro re-kultiviert (Mironov et al., 2006) und letztendlich re-implantiert.

4.47 Zellwachstum

Die etablierten Methoden hinsichtlich des Zellwachstums- und der Zelldifferenzierung
wahrend der Kultivierung sind zwar schon umfangreich, miissen jedoch noch weiterentwickelt
und weiter erforscht werden. Ein Punkt, der bisher weniger im Fokus stand, aber in der
Zukunft eine Rolle spielen kénnte, ist, nicht nur das Erschaffen einer geeigneten Umgebung
fir die Kultivierung von kardialen Konstrukten hinsichtlich der Temperatur und Perfusion,
sondern ebenfalls das Erschaffen einer in-vivo ahnlichen externen Umgebung hinsichtlich der
naturlichen Herzentwicklung eines Fetus in der Gebarmutter. Einen kompletten Organismus
biomimetisch nachzubauen ware nahezu unmoglich, aber ein einem solchen Organismus
ahnlichen Umgebungskonstrukt ware ggf. moglich.

Eine weitere Variante der modglichen Re-Besiedlung konnte die in-vivo Re-Besiedlung
darstellen. Dies wurde bereits an Schweinen getestet und dort gezeigt, dass nach der
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Reimplantation von zuvor dezellularisierte Herzen, neue Zellbildung und Migration im
Transplantat stattfindet.

4.4.8 Gentechnik

Ein nicht zu unterschatzender Aspekt sind die Bemiihungen und Fortschritte auf einem ganz
neuen Gebiet der Forschung, welches gerade dabei ist, nicht nur einen bestimmen Bereich der
Medizinischen Forschung, sondern die gesamte Medizin, deren Forschung und Klinischen
Anwendung auf eine Weise zu revolutionieren, die so bisher noch nicht bekannt ist. Das Gebiet
der Gentechnik ist schon langer im Fokus der gesamten medizinischen Forschung, doch kam
es erst kiirzlich zu einem nennenswerten Durchbruch im Bereich der klinischen Medizin.
Zolgensma, ein Medikament, das mit Hilfe der Genschere CRISPR in der Lage ist, ein
fehlerhaftes bzw. mutiertes Gen in der menschlichen DNA, nicht nur zu entfernen, sondern
durch eine funktionsfahige Variante des Gens zu ersetzen. Eine Anwendung eines weiteren
Medikamentes auf Basis dieser Gentechnik ist ein Gel, welches bei Patienten mit der
genetischen Hauterkrankung Epidermolysis bullosa eingesetzt werden kann. Es fiihrt dazu,
dass das fehlerhafte Gen COL7A durch ein funktionsfdahiges ersetzt wird. Damit ist die
Erkrankung im beriech der. Mit diesem Ansatz steigt die Hoffnung in Zukunft jegliche
Generkrankungen oder Gen-assoziierten Erkrankungen nicht nur zu kontrollieren, sondern
sogar vollstandig zu therapieren. Der Erfolg der Methode ist ebenso beeindruckend wie ihr
molekularbiologischer Ansatz. Ein GroRteil aller medizinischen Probleme und Krankheiten hat
ihren Ursprung in der DNA, sei es genetisch vererbt oder durch spontane Mutation. Eine
Methode wie die Gentechnik, die genau hier, also am Ursprung, ist eine Methode, die die
eigentliche Ursache behebt. Damit birgt die Gentechnik ein enormes Potenzial. Gelange es mit
dieser Technik, auch das Wachstum und die Konfiguration von Zellen kontrolliert zu
beeinflussen, ware dies ein vollig neuer Ansatz und damit konnte diese Technik auch im
Bereich der Regenerativen Medizin und des kardialen Tissue engineering Bedeutung erlangen.
Auch wenn es sicherlich noch Jahrzehnte dauern wird, lassen die rasante Entwicklung und der
Fortschritt im Bereich der Regenerativen Medizin und insbesondere im Bereich des
myokardialen Tissue Engineering und die Einflihrung neuer innovativer Technologien wie z.B.
das 3D- und 4D-Drucken, ein komplett bioartifiziell erstelltes Herz nicht mehr nur als reine
Utopie, sondern vielmehr nur noch als eine Frage der Zeit erscheinen.
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4.49 Zusammenfassung

Diese Arbeit konnte zeigen, dass eine vaskuldre und eine interstitielle funktionelle in-vitro Re-
Besiedlung von zuvor dezellularisierten Ratten-Herzen sowohl einzeln als auch in der
Kombination als kombinierte simultan konsekutive vaskuldare und interstitielle Co-Re-
Besiedlung mit HUVECs und CMCs prinzipiell moglich und erfolgreich ist hinsichtlich
Zellvorhandensein und  Zellvitalitdt innerhalb einer kardinalen dezellularisierten
Extrazelluldaren Matrix. Des Weiteren konnte diese neue Methode der Co-Re-Besiedlung
etabliert werden und festgestellt werden, dass sie als Modell fir weitere Re-Zellularisierungs-
und Re-Kultivierungs-Versuche geeignet ist.

Zudem konnte gezeigt werden, dass sowohl die statische als auch die perfundierte Re-
Kultivierungsmethode mit einer Kultivierungszeit von 4 Tagen prinzipiell funktionieren.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die perfundierte Re-Kultivierung qualitativ als auch
guantitativ der statischen Kultivierung deutlich Uberlegen ist hinsichtlich Zellzahl und
Zelldichte innerhalb der kardialen dECM.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass die neue Art der Co-Re-Besiedlung mit
anschliefender perfundierte Re-Kultivierung ein gut geeignetes Modell fir zukinftige
Versuche im Bereich des kardinalen Tissue engineerings darstellt.

Herausforderungen denen in der Zukunft zu begegnen sein wird, bestehen in der enorm
hohen Zellzahl, die bend6tigt wird, um ein kardinales re-zellularisiertes ECM-Konstrukt
komplett und vor allem funktionell funktionsfahig zu re-besiedeln.

Weitere Versuche kénnten die molekularbiologische Analyse von Zellmarkern und Antigenen
sein, die den Erfolg dieses Modells belegen, sowie die Erweiterung des Modells mit folgenden
Faktoren: Re-Kultivierung mit einem Bioreaktor, Re-Besiedlung mit Vorldaufer- und
Stammezellen und in ferner Zukunft die Anwendung von 4D-Printing und Gentechnik.

Auch wenn der Weg ein langer ist, scheint es doch nur eine Frage der Zeit zu sein, bis das Ziel
eines voll funktionsfahigen bioartifiziellen kardinalen ECM Konstrukts erreicht werden kann.
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6 Anlage

Ubersicht

e Gesamt-Ubersicht Hauptversuche (n=12)
e Exemplarische Ubersicht Vorversuche
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Gesamt-Ubersicht Hauptversuche (n=12)

Besiedlungen Zellen Herzen |Kultivierung Zellen Proben Histologie|PCR Live/Dead-Assay
HUVECs CMCs
HUVECs +
1. Co-Besiedlung |CMCs H1 Perfundiert 2,5 Mio. > 5 Mio. B1H1 LV/RV/S/A [ja ja ja (RV)
H2 Perfundiert 2,5 Mio. > 5 Mio. B1H2 LV/RV/S/A [ja ja ja (RV)
H3 Statisch 2,5 Mio. >5 Mio. B1H3 LV/RV/S/A  |ja ja ja (RV)
H4 Statisch 2,5 Mio. > 5 Mio. B1H4 LV/RV/S/A ja ja ja (RV)
HUVECs +
2. Co-Besiedlung |CMCs H1 Perfundiert 2,5 Mio. > 5 Mio. B2H1 LV/RV/S/A  |ja ja ja (LV)
H2 Perfundiert |2,5 Mio. > 5 Mio. B2H2 LV/RV/S/A  lja ja ja (RV)
H3 Statisch 2,5 Mio. > 5 Mio. B2H3 LV/RV/S/A ja ja ja (RV)
H4 Statisch 2,5 Mio. > 5 Mio. B2H4 LV/RV/S/A |ja ja ja (LV)
HUVECs +
3. Co-Besiedlung |CMCs H1 Perfundiert [2,5 Mio. > 5 Mio. B3H1 LV/RV/S/A ja ja ja (LV)
H2 Perfundiert 2,5 Mio. > 5 Mio. B3H2 LV/RV/S/A [ja ja ja (LV)
H3 Statisch 2,5 Mio. >5Mio.  [B3H3LV/RV/S/A |ja ia ja (LV)
H4 Statisch 2,5 Mio. >5Mio.  |B3H4 LV/RV/S/A |ja ia ia (LV)

HUVECs = Human Umbilical Vein Endothelial Cells

CMCs = Cardiomyocytes

B1 = Besiedlung 1

H1=Herz1

LV = Linker Ventrikel

RV = Rechter Ventrikel

S = Septum

A = Apex

175



Exemplarische Ubersicht Vorversuche

Art der Zellen
Besiedlung Woche |Besiedlung Zellen Konzentration Kultivierung |Dauer LD-Assay [Histo
ok (nach 8
1. Besiedlung (V1 H1+2) 3 GefaR HUVECs 500.000/ml x 5ml Nur MW 7 Tage Tagen) ok (S)
ok (nach 7
2. Besiedlung (V2 H1+2) 4 Gefal HUVECs 500.000/ml x Sml Perfusion 6Tage |Tagen) |[ok(S)
ok (nach 5
3. Besiedlung (V3 H1+2) 5 GefaR 373 500.000/ml x 5ml Perfusion 5 Tage Tagen) |/
ok (nach 8
4. Besiedlung (V4 H1-4) 6 Gefald 3T3 500.000/ml x 5ml Perfusion 8 Tage Tagen) Cryoblock
ok (nach 4
5. Besiedlung (V5 H1+2) 6 Interstitiell 373 5 Mio/ml x 1ml Perfusion 4 Tage Tagen) Cryoblock
HUVECs  +[500.000/ml x 5ml + 5
6. Besiedlung (V6 H1+2) 8 Co-Kultur 373 Mio/ml x 1ml Perfusion 2 Tage
HUVECs  +]500.000/ml x 5ml +
7. Besiedlung (V7 H1+2) 9 Co-Kultur 313 500.000/ml x Sml MW 1Tag / /
HUVECs  +[500.000/ml x 5ml +5
8. Besiedlung (V8 H1+2) 10 Co-Kultur 373 Mio/ml x 1ml MW 2Tag geplant Frgeplant
Besiedlungs-Variablen:
Konzentration
Medium (EC oder 3T3 oder
beides?)
Dauer der Betreuung
(Perfundierung?)
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