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Tissue Engineered Myocardial Patch 1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klinische Relevanz und Therapieoptionen

In  den Industrienationen Europas und Nordamerikas stellen Herz-
Kreislauferkrankungen mit rund 45 % die derzeit hdufigste Todesursache dar [1]. Ei-
nen besonderen Stellenwert nehmen dabei vor allem der Myokardinfarkt und die
chronisch ischamischen Herzkrankheiten ein. In der Pathophysiologie dieser Erkran-
kungen kommt es zum Absterben von Muskelzellen, was wiederum — durch die ein-
geschrankte Fahigkeit des Myokards sich in ausreichendem MaBe zu regenerieren —
zu einer Verminderung der Herzfunktion fuhrt. Im weiteren Mechanismus kann die-
ses zur Herzinsuffizienz mit kompensatorischer Hypertrophie des Ubrigen Myokards
fuhren. Kérpereigene Regulationsmechanismen zum Aufrechterhalten der Herzfunk-
tion liegen in der Aktivierung neurohumoraler Systeme und der Ausschittung ver-
schiedener Cytokine und Wachstumsfaktoren. Die Herzleistung wird dadurch zwar
gesteigert, die Ubrige noch gesunde Muskulatur ist nun jedoch chronisch Uberlastet.
In der Konsequenz entsteht ein Teufelskreis, in dem noch mehr Zellen zugrunde ge-
hen. Nicht selten kommt es dadurch zur weiteren VergréBerung des Infarktareals
oder gar zum kompletten Organversagen.

1.1.1 State-of-the-Art Therapiekonzepte

Die Therapie dieser Herzerkrankungen stitzt sich auf operative wie konservative
MaBnahmen. Im akuten Infarkigeschehen nimmt die interventionelle Koronarangi-
ographie mit der Rekanalisation von Stenosen einen besonderen Stellenwert ein. Ihr
limitierender Faktor liegt jedoch neben der Gefahr einer Restenose in einem relativ
kurzen Zeitfenster fir eine erfolgreiche Revaskularisierung. Die medikamentdse The-
rapie der Herzinsuffizienz und der Postinfarktsituationen konzentriert sich darauf, die
Herzarbeit und den Sauerstoffbedarf des Myokards zu senken. Ferner wird versucht,
den oben erwahnten Teufelskreis zu durchbrechen und das Herz vor diesen humora-
len Botenstoffen zu schitzen. Fir alle dazu eingesetzten Wirkstoffklassen ist mittler-

weile in groB3 angelegten Studien nachgewiesen, dass sie nicht nur einen positiven
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Einfluss auf die Lebensqualitat, sondern auch auf die Lebenserwartung der Patienten
haben [2].

Trotz der Fortschritte in der konservativen und interventionellen Therapie des akuten
Infarkts oder der chronischen Herzinsuffizienz handelt es sich immer noch um eine
Erkrankung mit schlechter Prognose. Der bindegewebige Umbau einer Infarktzone
kann medikament®s nicht verhindert werden. Je nach Auspragung entsteht ein kon-
traktionsunfahiges Narbenareal. Kommt es dann im weiteren Verlauf zu einer
Aneurhysmabildung oder zur ausgepragten Dekompensation, bilden herzchirurgi-
sche MaBnahmen die letzte Therapieoption.

Die Behandlungsmoglichkeit mit den besten Langzeitergebnissen stellt derzeit die
Transplantation vitaler Gewebe respektive des ganzen Herzens dar [3]. Diese Organ-
transplantationen sind jedoch auf Grund von Komplikationen bei der Immunsuppres-
sion, dem mdglichen Misserfolg durch Organversagen nach der Transplantation und
vor allem durch eine ungentigende Anzahl verfligbarer Spenderorgane sehr limitiert.
Somit ist dies als keine perfekte Lésung anzusehen. Im Jahre 2006 wurden in
Deutschland insgesamt 385 Herztransplantationen durchgefiihrt, der Bedarf war al-
lerdings etwa achtmal so hoch [4]. Im Dezember 2006 standen allein in Deutschland
979 Patienten auf der Warteliste zur Herztransplantation. Besonders alarmierend
sind die Tatsachen, dass ca. 20% der gelisteten Patienten wahrend der Wartezeit
versterben und dass die Zahl der Herztransplantationen durch fehlende Spenderor-
gane in den letzten 8 Jahren deutlich zurtickgegangen ist. Dieses Missverhaltnis aus
standig steigender Zahl an Patienten mit Herzerkrankungen und einer zu geringen
Anzahl an verfligbaren Organen impliziert die Notwendigkeit, dass neben der Ver-
besserung der konservativen Therapien und somit der Vermeidung von letalen
Herzerkrankungen neue Therapieformen und Strategien entwickeln werden muissen,

um dieses Problem langfristig zu 16sen.

1.1.2 Neue Strategien in der Behandlung der kardialen Dysfunktion

In den letzten Jahren haben sich verschiedene innovative Strategien in den Fokus
der Forschung gestellt, die darauf abzielen, die Probleme der kardialen Dysfunktion
im Endstadium zu umgehen. Zwei Ansatze befassen sich dabei mit der Weiterent-
wicklung mechanischer Lésungsmodelle, wie den kunstlichen Herzunterstitzungs-

systemen, oder der ErschlieBung neuer Organquellen fur die Transplantation.
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Andere Modelle lassen sich unter dem Oberbegriff ,Regenerative Therapien® zu-
sammenfassen. Sie zielen auf eine Rekonstruktion des geschadigten Herzmuskel-
gewebes ab. Durch die Transplantation einzelner Zellen oder kompletter kinstlich
hergestellter Gewebe soll dabei ,,Gleiches mit Gleichem*® ersetzt werden.

Diese vier Strategien zur Behandlung der kardialen Dysfunktion unterscheiden sich
derzeit vor allem durch ihre Machbarkeit in Bezug auf den routinemaBigen klinischen
Einsatz oder anders gesagt durch, die bisher erreichten spezifisch gesetzten Ziele. In
diesem Kapitel sollen nun kurz der Stand der Dinge und die wichtigsten Problemstel-

lungen der Forschungsgebiete umrissen werden.

Kinstliche Herzunterstlitzungssysteme

Die Klnstlichen Herzunterstitzungssysteme sind allgemein am nahesten dem klini-
schen Routineeinsatz, bzw. schon einige Modelle in Schwerpunktzentren im Kklini-
schen Gebrauch [3, 5]. Bei den Systemen handelt es sich um mechanische Pumpen,
die parallel zum Herzen geschaltet werden und durch eine stetige Pumpleistung die
Volumenbelastung verringern bzw. die kardiale Funktion Ubernehmen. Urspringlich
waren sie als Interimslésung gedacht, um die Herztétigkeit bis zu einer mdglichen
Transplantation aufrecht zu erhalten. In einigen Féllen, so berichtet, konnte sich das
Herz sogar wieder so gut erholen, dass ein Herzersatz gar nicht mehr nétig war [3,
6].

Allerdings sind diese Systeme bis heute mit nicht unerheblichen Komplikationen ver-
bunden. Vor allem Blutungs- und/oder thromboembolische Komplikationen, System-
fehlfunktionen und lokale sowie systemische Infektionen sind beschrieben und
stellen bis heute einen gewichtigen limitierenden Faktor dar. Kutane Schnittstellen
vieler solcher Systeme fir die Energieversorgung und Steuerungseinheiten bergen

immer ein unvermeidbares Infektionsrisiko, das es in Zukunft zu umgehen gilt.

Xenotransplantation

Der zweite Forschungsansatz, das Missmatch zwischen Spenderorganen und Or-
ganbedarf auszugleichen, ist die Transplantation tierischer Organe. Das erklarte Ziel
ist die ZOchtung transgener Tiere, die als kompatible Organspender zur Verfigung
stehen. Bei der Verwirklichung dieser Strategie stinden transplantierbare Organe in
unbegrenzter Anzahl zur Verflgung. Die aktuellen Studien befassen sich vor allem
mit porcinen Organquellen fur die Xenotransplantation [7], wobei es nach dem der-
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zeitigen Stand der Forschung noch nicht gelungen ist, ein solches ,kompatibles* Or-
gan herzustellen [8].

Unidberwundene Hurden verhindern derzeit die breite klinische Einfihrung der Xe-
notransplantation. Besonders betont werden die Risiken der AbstoBung und der
Ubertragung von Infektionserkrankungen [9, 10]. Unterschiedliche Methoden zielen
darauf ab, die xenoreaktiven Oberflachenstrukturen der Zellen zu eliminieren, um die
problematischen hyperakuten sowie akuten AbstoBungsreaktionen Uberwinden zu
kdénnen [11]. SchlieBlich missen Konzepte entwickelt werden, die die chronischen

Rejektionen verhindern kénnen.

Zelltransplantation

Das Forschungsgebiet der Zelltransplantation zielt auf eine direkte Regeneration von
zugrunde gegangenem Gewebe in situ ab. Es werden kontraktile Zellen bzw. Vorlau-
fer- oder Stammzellen in die Randzone des geschadigten Myokards implantiert, wo-
durch eine Regeneration induziert werden soll.

Unterschiedliche Zellarten wurden dazu in der Vergangenheit auf ihr Regenerations-
potential und ihren Einfluss auf die Herzfunktion untersucht. Es finden vor allem ske-
letale Myoblasten [12], embryonale oder neonatale Kardiomyozyten [13, 14] sowie
aus dem Knochenmark oder Blut gewonnenen Vorlauferzellen [15, 16, 17] Anwen-
dung. Dabei werden die Myoblasten bereits in der klinischen Anwendung erprobt, wie
auch erste Studien zu den Mesenchymalen Stammzellen (MSC) existieren [18]. Der
Grundtenor dieser Verodffentlichungen ist, dass sich in den Versuchsreihen ein funkti-
oneller Benefit durch die Therapie nachweisen lieB, vor allem bei der Therapie akuter
Ischamiesituationen.

Trotz der erreichten Ergebnisse besteht die Problematik, dass die optimale Zellquelle
fir den Ersatz der Kardiomyozyten noch nicht gefunden ist [19]. Verwendete Vorlau-
ferzellen zeigen nicht die gewlnschte Differenzierung in Myokardzellen, integrieren
sich nicht wie erwartet in das Gewebe und weisen teilweise ein arhythmogenes Po-
tential auf. Dartber hinaus stehen technische Probleme bei der Implantation im Vor-
dergrund. Bis heute kann auf den Verbleib der Zellen in der Zielregion und auf die

Integration in das Gewebe nach der Implantation keinen Einfluss genommen werden.
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Tissue Engineering

Der Therapieansatz Tissue Engineering (TE), mit dem sich auch diese Forschungs-
arbeit befasst, verfolgt die Idee, insuffizientes, infarziertes Myokard durch artifizielles,
autologes und voll funktionelles Ersatzgewebe auszutauschen. Das Ziel ist es, das
Originalgewebe mdoglichst 1:1 im Labor nachzuziichten und dieses Konstrukt in den
Patienten funktionell zu integrieren [20] — eine offensichtlich sehr anspruchsvolle Auf-
gabenstellung.

Nach dem klassischen Prinzip des TE wird mit Hilfe von drei Komponenten versucht,
die komplexe Gewebearchitektur nachzubilden: Isolierte Zellen werden in einer drei-
dimensionalen Tragermatrix gesiedelt und in speziellen Bioreaktorsystemen zu ei-
nem Gewebe kultiviert.

Analog dazu wurden in der Vergangenheit zahlreiche solcher Modelle fir das Myo-
kardielle Tissue Engineering entwickelt [s.u.], basierend auf unterschiedlichen Zell-
quellen, Matrixzusammensetzungen und Kulturmethoden. Im Ergebnis war es allen
Arbeitsgruppen auch méglich, ein vitales und sogar kontrahierendes Gewebe zu
zlichten, das wichtige Charakteristika von physiologischem Gewebe aufwies. Fir die
klinische Anwendung reichen die funktionellen wie biologischen Eigenschaften dieser
Gewebe jedoch bis heute nicht aus. Entsprechend beschrankt sich die Forschung in
diesem Bereich auf die Verbesserung von in vitro Modellen oder bestenfalls tierexpe-
rimentellen Versuchsreihen.

Auf die spezifischen Problemstellungen des Therapieansatzes TE sei im folgenden
Kapitel gesondert und ausfihrlich eingegangen, da diese im Fokus der vorliegenden

Arbeit stehen.

1.2  Myokardielles Tissue Engineering

Fir den adaquaten Ersatz eines geschadigten Organs muss ein Tissue Engineertes
Gewebe vor allem zwei Eigenschaften besitzen: (1.) die Funktionalitédt des Original-
gewebes aufweisen und (2.) biologisch und immunologisch kompatibel zum Empfan-
ger sein. Im Gegensatz zu anderen Bereichen des Tissue Engineerings, wie z.B.
artifizieller Haut- und Knorpeltransplantate, die diese Bedingungen bereits erfullen,
ist ein Tissue Engineertes myokardielles Gewebe noch weit von diesem Vorhaben

entfernt. Neben einer fehlenden autologen Zellquelle erscheint es im Wesentlichen
8
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weit komplexer und schwieriger die Architektur des Myokards im Vergleich zu diesen
Geweben nachzubilden. Hier muss im Prozess des TE den spezifischen Besonder-
heiten des Herzmuskels Rechnung getragen und entsprechende Modelle entwickelt
werden, um diesen zu entsprechen.

Im Fokus der Forschergruppen steht in diesem Zusammenhang vor allem die Ge-
websorganisation. Sie wird als Schlisselstellung zur Funktionalitédt des Gewebes an-
gesehen [21]. Dabei befassen sich die Studien intensiv mit der Erforschung und
Optimierung der drei Komponenten des klassischen Tissue Engineerings. Durch sie
lasst sich der Aufbau und die Eigenschaften der Konstrukte beeinflussen. Allerdings
ist hier die ideale Kombination noch nicht gefunden worden. Letzten Endes missen
die ,optimalen“ Zellen kombiniert mit der ,optimalen® Tragerstruktur im ,optimalen®
Milieu kultiviert werden, um das Ziel des Tissue Engineerings zu erreichen. Dabei
gibt es bislang noch keine genaue Definition dieser ,,optimalen“ Komponenten.

In diesem Kapitel soll nun noch einmal ausfihrlich auf die Besonderheiten des Myo-
kardgewebes, theoretische Bedingungen an die verschiedenen Bestandteile des TE
und auf den bisherigen Stand der Forschung eingegangen werden.

1.2.1 Theoretische Grundlagen und Problemstellungen

Die Besonderheiten des physiologischen Herzmuskels sowie die bisher gemachten
Erfahrungen der Forscher bilden die theoretische Grundlage fir heutige Strategien
im Myokardiellen TE. Dabei herrscht ein weitgehender Konsens Uber die grundle-
genden Eigenschaften, die Matrix, Zellen und Zellkultur aufweisen missen, um im
Ergebnis ein funktionelles kompatibles Gewebe zichten zu kdnnen. Es ergibt sich in
der Konsequenz ein anspruchsvolles theoretisches Bedingungsgeflecht fur die Ent-
wicklung der geforderten ,optimalen® Matrix, die Verwendung der ,optimalen“ Zellen
und die Erforschung des ,optimalen® Milieus, um im Ergebnis zu einem komplexen
funktionellen Gewebe zu gelangen. Eine ganze Reihe zum Teil sehr unterschiedli-

cher Loésungsansatze versucht dabei, diesen Anforderungen gerecht zu werden.

Matrices
Zahlreiche Veroffentlichungen stellen die Tragermatrix als zentrale Komponente im
TE heraus, die die Gewebsorganisation und Funktionalitadt eines Konstruktes beein-
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flusst [22, 23]. Dabei ist sowohl die Struktur als auch die Zusammensetzung der ver-
wendeten artifiziellen extrazelluldren Matrix (ECM) von Bedeutung [24].

Als Vorbild gilt im Allgemeinen die natirliche ECM der Zellen. Sie wird im Gewebe
von den Zellen selbst synthetisiert und trégt im Zusammenspiel mit ihnen zu wichti-
gen Prozessen wie der Hamostase und der Organisation bei. Die genaue chemische
Zusammensetzung dieser nattrlichen ECM bzw. die Bedeutung vieler Komponenten
ist jedoch im Einzelnen bis heute nicht erforscht oder verstanden worden. Das TE
muss sich demzufolge einer Surrogat-Matrix bedienen, deren Biomaterialien und
Struktur zumindest den wichtigsten dieser Eigenschaften entspricht.

Die Pioniere des TE Vacanti und Langer [20] entwickelten dem entsprechend drei
zentrale Bedingungen fur eine solche Tragerstruktur, um optimale Voraussetzungen
fir das Zuchten von vitalem, funktionellem Gewebe zu schaffen. Eine ideale Matrix
muss (1.) biocompatibel und biodegradabel sein, (2.) zellulare Interaktionen sowie
die Gewebsorganisation férdern und (3.) den physiologischen und mechanischen
Anforderungen des Zielgewebes entsprechen.

Als besondere Problemstellungen erscheint in der aktuellen Diskussion die Frage
nach einer optimalen Matrixzusammensetzung und Mikrostruktur. Nach Langer und
Vacanti ist die Tragerstruktur fir die Férderung der zellularen Interaktion und vor al-
lem der Gewebsorganisation verantwortlich. Dabei spielen deren Porenstruktur und
die chemischen Oberflacheneigenschaften der Materialien eine zentrale Rolle. Durch
sie kdnnen die Adhasion, Proliferation und Differenzierung, aber auch eine Migration
und dreidimensionale Organisation der Zellen beeinflusst werden. Dadurch, dass die
bisherigen artifiziellen Herzmuskelgewebe keine befriedigende dreidimensionale
Gewebsarchitektur aufwiesen, stellt dieser Punkt einen wichtigen Fokus aktueller
Forschungsbemihungen dar.

Die zweite wesentliche Problemstellung bezieht sich auf die suffiziente Nahrstoffver-
sorgung der gesiedelten Zellen in der Matrix. In unterschiedlichen TE Geweben zeigt
sich ein Gradient in der Zellverteilung und —vitalitat entsprechend der N&hrstoffdiffu-
sion in dem Konstrukt [25, 26]. Angesichts der geringen Ischamietoleranz und des
hohen Sauerstoffbedarfs der Myokardzellen stellt dies eine wesentliche Anforderung
an das Matrixdesign fur das Myokardielle TE dar. Ein Konstrukt physiologischer Di-
cke kommt dabei nicht ohne ein GefaB- und Kapillarnetzwerk aus, und nach dem
Stand der Forschung ist es nicht méglich, ein solches GefaBnetzwerk in vitro zu er-
schaffen [27].

10
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Zellen

Als Definition einer optimalen Zellquelle fir das Tissue Engineering gilt, dass es sich
um autologe Zellen handeln muB, die in ausreichender Anzahl zur Verfigung stehen
und eine hohe Proliferationsfahigkeit sowie Differenzierung besitzen. Demnach kom-
men reife Herzmuskelzellen fir den Einsatz im Myokardiellen TE nicht in Frage.
Nach dem derzeitigen Stand der Forschung besteht keine solche adaquate Zellquelle
fir das Myokardielle TE [21], entsprechend bedienen sich die etablierten Konstrukte
bezlglich der Zellquelle Surrogatmodellen. In der Anwendung sind vor allem neona-
tale Rattenkardiomyozyten, wobei im Vergleich zu humanen Zelllinien gezeigt wer-
den konnte, dass deutliche Unterschiede in der Zellkultur bestehen [28].
Entsprechend ergibt sich aktuell die Notwendigkeit neue Surrogatmodelle zu entwi-
ckeln, wie zum Beispiel GroBtiermodelle. Allgemeiner Konsens herrscht in der Uber-
zeugung, dass die Frage nach einer adaquaten Zellquelle nur Gber die
Stammzellforschung geldst werden kann [29, 30].

In Vitro Kultur

Die in vitro Zellkultur spielt fur die Erzeugung eines funktionellen dreidimensionalen
Gewebes eine besondere Rolle. Fir das Zelliberleben und -wachstum muss das
physiologische Milieu imitieren werden, zur Beeinflussung der Gewebsorganisation
und Differenzierung sind exogene Stimuli in der Kultur notwendig [31].

Die Ergebnisse im Tissue Engineering in den letzten Jahren haben deutlich gemacht,
dass es nicht méglich ist, funktionelles Gewebe in einem statischen Milieu in einer
Zellkulturschale zu erzeugen [32].

Aus diesen Erkenntnissen lasst sich die Notwendigkeit ableiten, Bioreaktorsysteme
zu entwickeln, die es erlauben, die spezifische Umgebung der individuellen Gewebe
nachzuahmen, um im Rickschluss einen hohen Grad zelluléarer Differenzierung und
Gewebsorganisation zu erhalten. Einige Arbeiten zu solchen Bioreaktoren stellen die
Grundsatze heraus, die ein solches Gerat zu erfillen hat, um allgemeine physiologi-
sche Bedingungen zu schaffen. Es muss (1.) die Sterilitat dieser Systeme gewahr-
leistet sein, (2.) ein Mediumzirkulationssystem vorhanden sein, das die
Nahrstoffversorgung der Kultur und den Gasaustausch mit der Umgebung gewahr-
leistet, und (8.) die Temperatur wahrend der Kulturzeit bei 37 °C garantiert sein.

11
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Unter Bericksichtigung der physiologischen Gegebenheiten des schlagenden Her-
zens erscheint es sinnvoll, die Kultur einem permanenten physiologischen Deh-

nungsstress auszusetzen, um diese Bedingungen nachzuahmen.

1.2.2 Aktuelle Modelle im Myokardiellen Tissue Engineering

Durch im Wesentlichen drei unterschiedliche Strategien werden aus den einzeln Zel-
len wieder dreidimensionale Gewebe hergestellt: die Zellen werden (1.) auf einer
temperatur-abhangigen Oberflache zu Monolayern gesiedelt, durch Warmeverfahren
abgel6st und zu mehrlagigen Konstrukten aufgeschichtet [33, 34]; (2.) mit einer zu-
nachst flissigen Matrix vermischt, die in einer Form bzw. Bioreaktor zu einem drei-
dimensionalen Gewebe ausgehartet [35, 36], oder (3.) direkt auf eine vorgeformte

dreidimensionale Matrix gesiedelt [28, 37, 38].

Die neueste dieser TE-Strategien wurde erst im Jahr 2002 von Shimizu und Kollegen
beschrieben [33]. Neonatale Rattenkardiomyozyten werden zunachst als 2-
dimensionale kontinuierliche Zellschicht auf temperatur-sensiblen Membranen gesie-
delt, nach einer Kulturzeit von vier Tagen durch Absenken der Temperatur von der
Kulturoberflache abgelést und anschlieBend mit weiteren Kulturen zu einem mehrla-
gigen dreidimensionalen Gewebe Ubereinander geschichtet.

Diese Konstrukte zeichnen sich vor allem durch ihre hohe Zelldichte und die gute
Gewebsorganisation aus. Allerdings verfligen sie nicht Uber ein eigenes Kapillarnetz

und bieten auch keine Poren fir eine suffiziente Nahrstoffversorgung.

Die zweite Strategie im TE von Herzgewebe befasst sich mit der Verwendung von
biodegradablen zunéachst fliissigen Matrixkomponenten. Sie werden direkt mit einer
Zellsuspension vermischt und in eine Form gegossen, in der sie zu einem dreidimen-
sionalen Gewebe ausharten.

Eschenhagen und Zimmermann beschreiben ein Engineered Heart Tissue (EHT),
bestehend aus neonatalen Rattenherzzellen, einer Matrix aus Typ | Kollagen und
weiteren extrazellularen Proteinen wie z.B. Matrigel sowie Zellkulturmedium [36].
Diese Mixtur wird in ringférmiger Struktur ausgehértet und statisch oder unter axia-
lem Dehnungsstress kultiviert. Auch diese EHT lassen sich schichtweise zu einem

gréBeren Gewebekomplex aufbauen [39].
12
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Ein weiteres &hnliches Konstrukt wurde in unserem Labor von Kofidis, Lenz et al.
entwickelt [35, 40]. Dabei unterscheidet sich die Matrixzusammensetzung nicht we-
sentlich von der oben beschriebenen. Neben neonatalen Rattenzellen wurde hier
jedoch ein GroBtiermodell mit porcinen Kardiomyozyten entwickelt.

Der allgemeine Vorteil dieser zweiten Methode liegt in einer gleichmaBigen Vertei-
lung von Zellen Uber die Konstrukte. Die Lésungsstrategien flur die Nahrstoffversor-
gung gestalten sich jedoch ebenso schwierig wie das Erreichen einer

physiologischen Gewebsorganisation.

Die dritte groBe Gruppe artifizieller myokardieller Konstrukte, in die sich auch diese
Doktorarbeit einreiht, basiert auf der Verwendung von vorgeformten dreidimensiona-
len Matrices fur das TE. Dieser Ansatz kann als die klassische Herangehensweise
zur Erschaffung kinstlichen Gewebes angesehen werden, wie es bereits in den
neunziger Jahren von Langer und Vacanti publiziert wurde [20, 41].

Far die Herstellung myokardiellen Gewebes auf Grundlage vorgeformter dreidimen-
sionaler Matrices wurden verschiedene Konstrukte beschrieben. Kofidis et al. arbei-
ten mit einem handelsiblichen Kollagenfleece zur Herstellung ihres Atrtificial
Myocardial Tissue (AMT) [42, 43], die Arbeitsgruppe um Ren Ke Li benutzt eine sog.
Gelfoam Matrix, vornehmlich bestehend aus Gelantine fir ihre Tissue-Engineered
Grafts (TEG) [28, 44], am Massachusetts Institute of Technology (MIT) wurde ein
Bindegewebsnetzwerk aus Polyglycolsaure (PGA) entwickelt [23, 45], wahrend die
Arbeitsgruppe um Leor und Cohen eine Alignat-Matrix fir zahlreiche TE Konstrukte
etabliert hat [30, 38]. Bei allen diesen Konstrukten handelt es sich demzufolge um
synthetisch hergestellte, biodegradable Tragermatrices, die jeweils mit neonatalen
Rattenzellen besiedelt wurden.

Der besondere Vorteil solcher Gewebe besteht in ihrer hohen mechanischen Stabili-
tat und in den Mdoglichkeiten, die Gewebsorganisation durch die Matrixstruktur vor-
zugeben. GroBtes Defizit dieser Methode ist allerdings eine unphysiologische
Verteilung der Zellen im Gewebe. Dabei liegt der heutige Fokus der Untersuchungen
vor allem in der chemischen Zusammensetzung sowie der raumlichen Struktur der
Materialien. Durch aufwandige Techniken wird versucht, die Netzwerke und Poren

nach genau definierten Mustern zu konstruieren.

13
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1.3 Unser Konstrukt eines ,, Tissue Engineered Myocardial Patch**

Unser Konstrukt eines , Tissue Engineered Myocardial Patch® (TEMP) besteht im
Gegensatz zu den anderen veréffentlichten Modellen aus neonatalen porcinen Kar-
diomyozyten, die auf eine azellulare biologische Matrix gesiedelt werden. Es handelt
sich somit um ein GroBtiermodell und natlrliche Tragergewebe im Vergleich zu den
Kleintiermodellen und synthetischen Materialien.

Dabei befasst sich diese Arbeit mit der Verwendung zweier unterschiedlicher dezellu-
larisierter biologischer Matrices, der Small Intestine Subuocosa (SIS) und dem De-
cellularized Right Ventricle (DRV). Es handelt sich dabei um Schweinedinndarm,
bzw. den rechten Ventrikel eines Schweineherzens, die in einem standardisierten
Verfahren azellularisiert werden. Bei diesen Prozessen bleibt das ECM-Gertist erhal-
ten, welches dann als Tragerstruktur unserer Konstrukte dient.

Die SIS wird in anderen Bereichen des Tissue Engineerings bereits als ein etablier-
tes Modell mit Erfolg fur die Zichtung von Harnblase, Haut oder BlutgefaBen einge-
setzt [46, 47, 48]. Der DRV wurde in unserem Labor eigens fir die Herstellung eines
TEMP entwickelt. Offensichtlichstes Benefit dieser biologischen Gewebe gegenlber
den synthetischen besteht darin, dass auch nach der Azellularisierung ihre Blutge-
faB- und Kapilarstrukturen im Inneren erhalten sind.

Im Sinne des klassischen TE Ansatzes werden diese vorgeformten Strukturen mit
neonatalen porcinen Kardiomyozyten besiedelt und im eigens entwickelten Mecha-
no-Bioreaktor (MEAT-3D) kultiviert. Dieser Bioreaktor schafft standardisierte Kultur-
bedingungen fir das Gewebe und bietet dariiber hinaus die Mdglichkeit, exogene
Stimuli fur die Zellkultur zu erforschen. So verflgt er z.B. Gber die Mdglichkeit, einen
physiologischen Dehnungsstress auf die Kultur auszutben.

1.3.1 Zielsetzung

Als Zielsetzung dieser Arbeit sind drei Punkte zu formulieren:
1. steht die Etablierung von azellularen biologischen Matrices fir das Myokar-
dielle Tissue Engineering im Vordergrund. Es sollen zwei Konstrukte basie-
rend auf SIS und DRV rebesiedelt mit neonatalen Kardiomyozyten aufgebaut

und charakterisiert werden.
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2. wird ein GroBtiermodell mit der Isolation und Kultivierung von porcinen Kardi-
omyozyten aufgebaut.

3. soll ein Mechano-Bioreaktor entwickelt werden, der die Untersuchung ver-
schiedener Zellkulturbedingungen erméglicht. Im Speziellen soll hier der Effekt
von mechanischem Stress wahrend der Zellkultur am Konstrukt der SIS unter-
sucht und qualifiziert werden.

Im Ergebnis soll ein hochstandardisiertes Herzmuskelkonstrukt fur weiterfihrende in
vitro Versuche, wie z.B. die Reendotheliasierung des Kapilarsystems der Matrix und

Co-Kultursysteme, sowie fur in vivo Implantationsversuche zur Verflgung stehen.
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2 Material

2.1 Laborgerate

Autoklaviergerét, Fa. FRITZ GOSSNER

Eindeckautomat, Consul, Fa. SHANDON

Einkammerschrittmacher (temporarer), Meditronic 5348, Fa. MEDITRONIC

Elektronische Prazisionswaage, MC 210 S, Fa. SARTORIUS

Entwasserungsautomat, Hypercenter XP, Fa. SHANDON

Farbeautomat flr HE, Varistain 24-2, Fa. SHANDON

Fluoreszenzmikroskop, BX 41, Fa. OLYMPUS

Gamma-Bestrahlungsgerat, Gammacell 2000 (2,7 Gy/min), Fa. MOLSGARD MEDI-
CAL DENMARK

Gefriermikrotom, HM 500 OM, Fa. MIKROM

GieBstation, AP 280, Fa. MICROM

Laminar Flow, Hera Safe® HS 18, Fa. HERAEUS

Mikroskop, CK 2, Fa. OLYMPUS

Mikroskop, Eclipse TE 300, Fa. NICON

Mikroskopkamera, DP 50, Fa, OLYMPUS

Mikroskopsoftware, DP-Soft, Fa. OLYMPUS

Mikrowelle

pH-Meter, Microprocessor pH Meter, pH 539, Fa. WTW

Pipetten, eppendorf Research, Fa. EPPENDORF

Pumpe (laminar perfundierend), IPC, Fa. ISMATEC

Pumpe, Volt 220, Typ: MC-MS Ca 4/6, Fa. ISMATEC

Schlittenmikrotom, HM 400, Fa. MICROM

Schuttelwasserbad, 1083, Fa. GFL

Schuttler, Vibrax- VXR, Fa. IKA LABORTECHNIK

Universaldrehvorrichtung (Rollator), Fa. HERAEUS

Warmeschrank, Cytoperm 2, Fa. HERAEUS

Warmeschrank, Heracell 240, Fa. HERAEUS

Wasserbad fir Parafinschnitte, Fa. TECHNICON

Wasserbad, Typ 1003, Fa. GFL®
16
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Wasserpumpe mit Erwarmungsgerat, Typ RM 6 T, Fa. LAUDA
Vakuumpumpe, Fa. KNF LABORPORT

Zahlkammer nach Neubauer, Fa. OMNILAB

Zentrifuge, Biofuge fresco, Fa. HERAEUS

Zentrifuge, Multifuge 3S-R, Fa. HERAEUS

Zytozentrifuge, Cytospin 2, Fa. SHANDON

2.2 Verbrauchsmaterialien

6 Well Paltten, steril mit Deckel, Fa. GREINER

Braun[]le®, Venenverweilkanile 18G, Fa. BRAUN Melsungen AG
Cytomation Pen, Fa. DAKO CYTOMATION

Deckglaser (15 x 15 mm; 24 x 60 mm), Fa. MENZEL-GLASER
Diarahmen, 24 x 36, ohne Glaser, Fa. GEPE

Disposable CytofunnelsTM, Fa. SHANDON

Einmalkanulen gelb, Fa. BRAUN Melsungen AG

Einmalspritze 10 ml zweiteilig, Fa. BRAUN Melsungen AG
Einmalspritze 20 ml zweiteilig, Fa. BRAUN Melsungen AG
Einmalspritze 50 ml mit Kandle, Perfusor, Fa. BRAUN Melsungen AG
EppendorfreaktionsgeféaBe, Fa. EPPENDORF

Falconréhrchen 15 ml (steril) , Fa. GREINER

Falconréhrchen 50 ml (steril), Fa. GREINER

Fettstift, Fa. DAKO

Filterkarte far Cytospin weiB, Fa. THERMO SHANDON

Filtrierpapier, 5952, D=185 mm , Fa. SCHLEICHER & SCHUELL
Flaschensterilfilter 0,2 um, 150 ml, Fa. NALGENE® BRAND PRODUCTS
Handschuhe puderfrei (steril), Fa. BIOGEL

Histokapseln, engmaschig, Fa. MICROM

Kleenextuch zweilagig, Fa. KIMBERLY-CLARK

Knopfkanile aus Metall 1,5, Fa. ACUFIRM

Mikrotomklingen, Type S 35, Fa. FEATHER

Mullkompresse Gazin® 10 x 20 cm 12fach, Fa. LOHMANN RAUSCHER
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Nahtmaterial Mersilene, grin geflochten, 2-0, nicht resorbierbar, Fa. ETHICON,
JOHNSON & JOHNSON Intl.

Objekttrager (ca. 76 x 26 mm; geschnitten/Mattrand), Fa. MENZEL-GLASER

OP-Abdecktuch 37,5 x 45 cm, Fa. KLINIDRAPE

Petrischalen versch. GréBen Falcon®, BECTON DICKINSON

Pipettenspitze blau 101-1000 pl, Fa. ROTH

Pipettenspitze farblos (Typ Eppendorf) 0,5-10 ul, Fa. ROTH

Pipettenspitzen gelb 10-100ul, Fa. ROTH

Pumpenschlauch PharMed® NSF-51, Fa. ISMATEC

Schrittmacherkabel, Fa. BIOTRONIC

Shandon Histoslides, adhasiv, Fa. THERMO ELECTRON

Silikonkleber, Dow Corning 734, Fa. Dow Corning

Silikonschlauch, Fa. LANDGRAF

Skalpell mit Griff Figur 21 (steril), Fa. FEATHER

S-Monovette, Fa. SAARSTEDT AG & Co

Spritzenfilter Rotilabo, 0,22 um, steril, Fa. ROTH

Sterican® Einmal-Injektions-Kaniile, 20G, Fa. BRAUN Mels. AG

Sterican® Einmal-Injektions-Kanlle, 27G , Fa. BRAUN Mels. AG

Universalschnellbinder, Fa. SAPI SELCO

Untersuchungshandschuhe puderfrei, Fa. KIMBERLY CLARK

Zellkulturflasche Cellstar® 75 cm2 mit Filterkappen (steril), Fa. GREINER

Zellsieb 40 pm (Falcon®-Cellstrainer, Fa. BECTON DICKINSON

2.3 Chemikalien

3-Aminopropyltriethoxy-silan, Fa. SIGMA
Aceton, Fa. J.T. BAKER

Alcainblau, Fa. SIGMA

Albumin Fraktion V, bovine, Fa. SIGMA
Ammoniumhydroxyd, Fa. SIGMA

Brilliant Crocein, Fa. CHROMA

BSA (bovine serum albumin), 96 %, Fa. SIGMA
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Calcein AM 1mg/mL, Fa. MOLEKULAR PROBES

Calciumchlorid, Fa. MERK

Collagenase Type 2, Fa. WORTHINGTON

Corbit-Balsam, Einschlussmittel fir mikroskopische Techniken, Fa. . HECHT

Custradiol® Kardioplege Infusionslésung, Fa. Dr. FRANZ KOHLER CHEMIE

DAB liquid + Substrat-Chromogensystem, Fa. DAKO

DNAse Il, Type V 71x, Fa. SIGMA

Earle’s Medium 199, Fa. GIBCO

EDTA TitriplexIll, Fa. MERCK KGaA Darmstadt

Eisenchlorid, Fa. MERCK

Eisessig, Fa. J.T. BAKER

Eiweiss Glycerin 3T 012, Fa. WALDECK

Eosin, gelblich, Fa. SIGMA

Essigsaure, Fa. J.T.BAKER

Ethanol 100 %, vergallt, Fa. J.T. BAKER

Ethidiumbromid, Fa. SIGMA

Formalin, Fa. SIGMA

Harris’ Hamatoxylinlésung (Papanicolaou), Fa. MERCK KGaA Darmstadt

Kaliumchlorid, Fa. MERCK

Kaliumdihydrogenphosphat, Fa. MERCK

Live/Dead-Assay, Fa. MOLEKULAR PROBES

Magnesiumdichlorid, Fa. SIGMA

Mountingmedium Consul-Mount®, Fa. SHANDON

Natriumazid, Fa. ROCHE

Natriumchlorid (NaCl), Fa. MERCK KGaA Darmstadt

Natriumchlorid, 0,9%ige Infusionslésung, Makroflex N, Fa. MACRO PHARMA

Natriumcitrat, Fa. MERK

Natriumdesoxycholat, Fa. SIGMA

Nebacetin® siccum, Fa. YAMANOUCHI

Nitro Solvay® Infus N, Glyceroltrinitrat, 50 ml Infusionsldsungskonzentrat, Fa. SOL-
VAY

Parplast Bulk, Fa. TYCO HEALTHCARE

Pepsin aus Schweinemagenmucosa, Aktivitat: 3890 U/mg Protein, Fa. ICN BIOME-
DICALS INC.
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Phosphat Buffered Saline Tablets, Fa. SIGMA

Phosphowolframsaure, Fa. MERK

Resorcin Fuchsin, Fa. CHROMA

Roti-Histofix®, phosphatgepuffertes 3,7 % Formalin, Fa. CARL ROTH

Saffron du Gatinais, Fa. CHROMA

Salzsaure 25 %, Fa. MERCK

Saurefuchsin, Fa. CHROMA

Silane, 3-Aminopropyltriethoxy-Silane, Fa. SIGMA

Stickstoff flissig, Fa. LINDE

Tissue-Tek® O.C.T.TM Compound, Fa. SAKURA

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base), Fa. MERCK KGaA Darmstadt
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid, Fa. MERCK KGaA Darmstadt
Trypan blue solution, Fa. SIGMA

Trypsin (1:250), Fa. DIFCO

Trypsin/EDTA 10x konzentriert (0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA), Fa. PAA
Vectastain ABC-Kit, Fa. VECTOR

Wasserstoffperoxid 30 %, Fa. ALDRICH

Xylol, Fa. J.T. BAKER

Zitronensaure, Fa. MERK

2.4 Zellkulturmedien, Zusatze und Lésungen

Minimal Essential Medium (mit Earles Salzen, mit Glutamin), Fa. GIBCO
Fotales Kalberserum (FCS), Fa. GIBCO

Penicillin/Streptomycin, Fa. BIOCHROM

5-Bromo-2°-Deoxyuridine (BrDU), Fa. SIGMA

KM-Medium
500 ml Minimal Essential Medium
55 ml FCS
5,6 ml Penicillin/Streptomycin
5,6 ml BrdU-Stock
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Stoppmedium
450 ml Earle’s Medium 199

100 ml FCS
5 ml Penicillin/Streptomycin (100 IE /ml Penicillin, 100 pg /ml Strepto-

mycin)

BrdU-Stock
135,7 mg 5-Bromo-2"-Deoxyuridine

50 ml Aqua dest. (I6sen und sterilfiltrieren)

Phosphat Buffered Saline (PBS)
0,01 M Phosphatpuffer
2,7 mM KCI
137 mM Sodiumchlorid

Krebs-Hensleite-Bicarbonat (KHB)

6,4 g NaCl (110 mM)
0,19 g KCI (2,6 mM)
0,16 g KHoPO4 (1,2 mM)
0,30 g MgSO4 (1,2 mM)
0,19 g Glucose (1,1 mM)
2,38 g HEPES (10 mM)

1000 ml Aqua dest.
mit HCI oder NaOH auf pH 7,4 titrieren und sterilfiltrieren

Trypsin-Stock
600 mg Trypsin (1:250)
6 ml KHB (Uber Nacht bei 4 °C auf Schuttler, sterilfiltrieren)

DNAse-Stock
100 mg DNAse Typ V 71x
50 ml KHB (sterilfiltrieren)

Trypsin/EDTA
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100 ml 10x Trypsin/EDTA
900 ml Aqua bidest.

AZ-L3sung
20 g Natriumdesoxycholat
0,5 g Natriumazid
in 500 ml Aqua dest. geldst

Nebacitin
1 g Nebacitin Substanz (Neomycin 325000 I.E. Bacitracin 25000 |.E)

100 ml PBS oder NaCl gel6st

Zitronensdure-Stock

1,05 g Zitronensaure

50 ml Aqua dest.

Natriumcitrat-Stock
5,882 g Natriumcitrat
200 ml Aqua dest.

2.5 Antikorper und Seren

Priméarantikdrper:
Anti-Maus 1gG1 Antikdrper (Negativ-Kontrolle), Fa. DAKO
MF-20, Mouse Polyclonal Antibody, freundlicherweise von J. Beiler
(LEBAOQO) zur Verfigung gestellt

Troponin T, Cardiac Isoform Ab-1 (Clone 13—-11), Mouse Monoclonal
Antibody, Fa. LAB VISION (NEO MARKERS)

Sekundarantikérper:
Horse Anti Mouse, Biotin gekoppelt, Fa. VEKTOR
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Seren:

Horse Normalserum, Fa. VEKTOR

2.6 Verwendetes Probenmaterial

Die Darm-Matrix, wie auch das rechte Ventrikel Myokard fir den DRV werden aus 6
Monate alten weiblichen Schweinen der Deutschen Landrasse mit einem Kérperge-
wicht von 20-25 kg entnommen.

Die Schweineherzen zur Isolation von neonatalen Kardiomyocyten stammen aus 1-3
Tage alten, 1-1,2 kg schweren Tieren reiner Deutscher Landrasse (DL), bzw. Misch-
lingen mit tber 50 % DL. Die Tiere wurden mit 0,5 ml’kg KG Stressnil anaesthesiert
und mit einer hohen Dosis von 20 ml Propofol euthanasiert.

Die Entnahmen entsprechen den Vorschriften des Tierschutzgesetztes und werden
unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Tierschutznummer fur die Gewebegewin-
nung der Matrices: 509.6-42502-01/484, Tierschutznummer zur Isolation von Kardi-
omyozyten: 509.6-42502-00/392.

2.7 Perfusionssystem zur Dezellularisierunq des rechten Ventrikels

Komponenten:

(wenn nicht anders angegeben, hergestellt durch MHH-Forschungswerkstatt)
Glasbehéter mit Gitterzwischenboden und Glasolive am unteren Pol
Luer Lock Anschluss méannlich/weiblich, Fa. NEOLAB
Silikonschlauche, Fa. LANDGRAF
Pumpenschlauch und Arretiervorrichtung, Fa. ISMATEC
Metallkantle mit Luer Lock Anschluss weiblich, Fa. NEOLAB
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2.8 Mechano-Bioreaktor MEAT-3D

Komponenten:

(wenn nicht anders angegeben, hergestellt durch MHH-Forschungswerkstatt)
Metallhalterahmen mit 6 Schrauben
Mediumrahmen
Zwischenboden mit Silikonmembran und Stellschrauben
Metallkantle mit Luer-Lock-Anschluss weiblich, Fa. NEOLAB
Luer-Lock-Anschluss méannlich, Fa. NEOLAB
Glaskoérper-Druckluft mit Glasolive
Glaskorper-Reaktorraum mit Schraubverschluss und zwei Glasoliven
Vier Silikonschlauche a ca. 20 cm, Fa. LANDGRAF
Zwei Silikonschlauche a ca. 7 cm, Fa. LANDGRAF
Pumpenschlauch und Arretiervorrichtung, Fa. ISMATEC
Mediumreservoirflasche 250 ml, Fa. SCOTT DUCAN
Steriler Lufffilter, Fa. SARTORIUS

Abb. 2.1: Technische Bauzeichnung des Mechano-Bioreaktors MEAT-3D aus der Forschungswerk-
statt der Medizinischen Hochschule Hannover
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3 Methoden

3.1 Zweidimensionale Zellkulturtechniken und Kardiomyozytenisolation

Neonatale porcine Kardiomyozyten werden aus den Herzen 1-3 Tage alter Ferkel
der Deutschen Landrasse Uber mehrere aufeinander folgende Verdauschritte isoliert.
Dabei erfolgt eine genaue Auswertung der Isolation anhand von Cytospots und Uber
die Neubauer Zahlkammer. Es werden zweidimensionale Zellkulturen angelegt und
charakterisiert, die als Kontrollen fir die dreidimensionalen myokardiellen Konstrukte

dienen.

3.1.1 Isolation der Kardiomyozyten

Material: Custradiol
Krebs-Henselite-Bicarbonat (KHB)

Vorverdauldsung:

200 mg Collagenase Typ |l
2 ml Penicillin/Streptomycin
200 ml KHB

Verdaulsung:

60 mg Collagenase Typ Il

600 pl Penicillin/Streptomycin

1,5 ml Trypsin-Stock

600 pl DNAse-Stock

60 ml KHB
CaCl, in den Konzentrationen 1mM und 100mM in KHB
KM-Medium
FCS (nicht hitzeinaktiviert)

Die Isolation der Kardiomyozyten erfolgt in drei Schritten. Zunachst werden die Herz-
zellen mit einer kardioplegen Losung in situ konserviert, um sie wahrend der vier-

stiindigen Isolationsprozedur vor dem Absterben zu schitzen. Die Zellisolation
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erfolgt dann Uber einen Vorverdau des Gewebes in einer Langendorf-Apparatur und
spater in drei weiteren Verdauschritten in einem sterilen Reagenzgefal3 (Falconrdhr-
chen).

Herzentnahme

Der Brustkorb des euthanasierten Ferkels wird mittels einer medianen Sternotomie
er6ffnet. Die Aorta wird dargestellt, knapp
oberhalb der Klappenebene mit einem 0,5
cm langen Schnitt ventral inzisiert und mit
einer gebogenen Knopfkanulle intubiert.
Uber die mit einer Ligatur fixierte Kaniile
erfolgt die Perfusion der Koronarien mit
250 ml 4 °C kaltem Custradiol und an-
schlieBend mit 250 ml eines modifizierten
KHB. Dabei sind beide Vorhdfe einzu-
schneiden, um die Perfusionslésungen
auszulassen. Das Herz wird an den Venae

cavae, der Pulmonalarterie und der Aorta

distal der Kanule abgesetzt und entnom-

men. Fir den Transport vom Operations-

Abb. 3.1: Neonatales Herz im Thorax des Fer-
saal bis zur Zellisolation im Labor wird das  kels. Das Herz ist freigelegt und die Koronar-

Gewebe bei 4 °C in KHB aufbewahrt. gefdBe werden Uber die Aorta mit kardiopleger
Lésung perfundiert (Pfeil)

Zellisolation

Die Isolation der Kardiomyozyten beginnt in einer modifizierten Langendorf Apparatur
nach Watanabe et al. [13]. In diesem System wird die Vorverdauldsung sterilfiltriert,
mit einem Gasgemisch aus 95 % Sauerstoff und 5 % Kohlendioxid oxygenisiert und
auf 37 °C erwarmt. Mit dieser Flissigkeit werden anschlieBend die Koronarien je 10
min perfundiert. Daftr sind die Ostien der Herzkranzarterien direkt mit einer kleinen
Knopfkanile zu intubieren. Der Perfusionsdruck zum Einspullen der Vorverdaulésung
in das Herzgewebe entsteht durch die FlUssigkeitssdule in der Langendorf-
Apparatur.
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Alle weiteren Isolationsschritte erfolgen steril unter einer Laminar-Flow-Werkbank

und auf Eis. Nach Collagenaselésung

dem Andauen des

Gewebes wird das

Oxi ierung
Pericard mit zwei
Pinzetten abgezo- §
gen und verwor- g \
fen. Unter %

Aussparen der
GefaBe entnimmt

/(F‘umpe

man das Ventri-

kel-Myocard und

Perfusion der

zerkleinert es mit Koronarien

der Schere in ei-

ner Petrischale

weiter mecha-
. . . Abb. 3.2: Modifizierte Langendorf-Apparatur zum Vorverdau des Herzens,
nisch, bis es eine

mit Schemazeichnung (rechts)

breiige Konsistenz

aufweist. Um das Gewebe nicht austrocknen zu lassen, ist etwas KHB hinzuzufligen.
Diese Zellsuspension wird zum weiteren Verdau mit einer weitlumigen Pipette in
KHB aufgenommen und in einem sterilen 50 ml-Reaktionsréhrchen kurz sedimen-
tiert. Nach Verwerfen des Uberstandes inkubiert man das Zellpellet zum weiteren
Verdau mit 20 ml der zweiten Verdaulésung 10 min im Schittelwasserbad bei 37 °C.
Der in diesem Verdauschritt gewonnene Uberstand wird anschlieBend abgenommen
und zum Stoppen der Collagenase- und Trypsin-Reaktion in ein Reaktionsréhrchen
mit 2 ml FCS Gberfihrt, wahrend das Ubrige Pellet durch erneute Zugabe von 20 ml
der Enzymldsung weiterverdaut wird. Das Protokoll enthalt insgesamt drei dieser
Verdauschritte.

Die aus den einzelnen Schritten resultierenden Zellsuspensionen werden getrennt
durch einen sterilen Zellfilter gesiebt. AnschlieBend erfolgt eine Zellzdhlung mit Try-
pan-Blau in einer Neubauer Z&dhlkammer auf Zellzahl, Verhalinis lebender zu toter
Zellen, lang ausgestreckter Zellen und sich spontan kontrahierender Zellen. AuBer-
dem werden jeweils drei Cytospots angelegt [siehe Kapitel 3.1.4].
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Nun wird schrittweise Calcium zugefuhrt, bis die physiologische Konzentration im
Kardiomyozytenmedium von 1,4 mM erreicht ist. Dies erfolgt in drei Schritten:

1. auf 2,5 uM durch Zugabe von 100 pl einer 1 mM Ca-Lsg. (40 ml Volumen)
2. auf 75 uM durch Zugabe von 28 pl einer 100 mM Ca-Lsg. (40 ml Volumen)
3. auf 175 pM durch Zugabe von 40 pul einer 1 mM Ca-Lsg. (40 ml Volumen)

Zwischen jedem Schritt inkubiert die Zellsuspension fir 5 min bei 4 °C auf der Schiit-
telplatte. Zum Transfer in das KM-Medium werden die Zellen 15 min bei 600 U/min

und 4 °C abzentrifugiert und anschlieBend in einer Konzentration von 20 Millionen

Zellen/ml Medium aufgenommen.

3.1.2 Zellzahlbestimmung in der Zaéhlkammer nach Neubauer

Material: Trypan-Blau-Lsq.

8 ml Trypan-Blau
10 ml KHB

Die Bestimmung der Gesamtzellzahl einer Zellsuspension erfolgt in der Neubauer-
Zahlkammer. Eine Probe aus der Suspension wird mit dem Farbstoff Trypan-Blau
inkubiert. Dieser kann durch die defekte Zellmembran toter Zellen eindringen und
farbt diese blau ein. Unter dem Mikroskop lassen sich so tote von lebenden Zellen
differenzieren und das Verhaltnis bestimmen.

Durch nachfolgende Berechnung lasst sich aus der gezahlten Zellzahl pro Quadrant
der Neubauer-Kammer die Zellkonzentration pro ml in der Suspension berechnen:

Volumen in der Z&hlkammer:
Kantenlange eines Quadranten = 1 mm
Abstand zwischen Deckglaschen und Kammer = 0,1 mm
-> Volumen: 0,1 mm x 1 mm? = 0,1 mm?3=0,1 pl
Daraus ergibt sich fir 1 ml Zellsuspension:
Verdinnung 1 zu 10 und 0,1 pl = 1/10.000 ml und 8 gezahlten
Quadranten

Zellzahl far 1 ml = (Zellzahl/8) x Verdinnungsfaktor x 10.000
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Zellzahlung:
Aus der zu bestimmenden Zellsuspension werden 20 pl enthommen und mit 180 pl

der Trypan-Blau-Lésung in einem Eppendorfhitchen vermischt. Die Zellen werden 5
min bei Raumtemperatur mit dem Farbstoff inkubiert. Es folgt die Auszahlung aller 8
Quadrante der Zahlkammer, nachdem 10 ul der Suspension von beiden Seiten unter
das Deckglaschen pipettiert worden sind. Bestimmt werden die Anzahl lebender, to-

ter, lang ausgestreckter und sich spontan kontrahierender Zellen.

3.1.3 Zweidimensionale Zellkultur

Material: PBS

Trypsin/EDTA

Stoppmedium
KM-Medium

In eine 75 cm? Zellkulturflasche werden 20 x 10° Zellen direkt nach der Isolation in 10
ml KM-Medium angesiedelt. Mikroskopische Kontrollen erfolgen am 2., 4., 6., 8. und
10. Tag der Zellkultur. Am zweiten Tag erfolgt ein kompletter Mediumwechsel mit
Verwerfen der nicht adhdrend gewordenen Zellen, ein 50%iger Mediumwechsel folgt
am siebten Tag der Kulturperiode. Nach einer Kulturzeit von 12 Tagen wird der Mo-
nolayer abtrypsiniert und aus der Zellsuspension ein Cytospot angelegt. Die Kultur-
flaschen sind daftir zweimal mit 10 ml PBS zu spulen und anschlieBend 2 min mit 5
ml Trypsin/EDTA bei 37 °C zu inkubieren. Nach mikroskopischer Kontrolle, dass sich
alle Zellen von der Flasche abgel6st haben, wird die Reaktion mit 15 ml des Stopp-
mediums abgebrochen. Von der resultierenden Zellsuspension erfolgt eine Zellzahl-
bestimmung in der Neubauer-Zahlkammer. AnschlieBend werden die Zellen 15 min
bei 600 U/min und 4 °C abzentrifugiert, in KHB resuspendiert und fir immunhisto-

chemischen Untersuchungen auf Objekttrager aufzentrifugiert.
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3.1.4 Herstellung von Cytospots

Material: 3-Aminopropyltriechoxysilane

Aceton

Aqua dest.
KHB

Der Begriff ,,Cytospot* bedeutet das Aufzentrifugieren einer Zellsuspension auf einen
silanisierten Objekttrager. Dabei wird die Suspensionsflissigkeit von einem Filterpa-
pier aufgesogen. Zur Herstellung eines Cytospots ist eine Zellsuspension mit einer
Konzentration von nicht mehr als 100.000 Zellen/ml Flussigkeit erforderlich. Dement-
sprechend ist eine vorausgehende Zellzdhlung, wie in Kapitel 3.6.3 beschrieben, un-

ablassig.

Silanisieren von Objekttragern

Das Silanisieren von Objekttragern verbessert die Oberflacheneigenschaften des
Glases, so dass Zellen und Gewebe besser anhaften. Dieses wird durch eine chemi-
sche Reaktion zwischen dem Aminopropylsilan und den Hydroxylgruppen des Glas-
objekttragers erreicht.

Die Objekttrager inkubieren bei Raumtemperatur fir 5 min in Aceton und werden an-
schlieBend fur weitere 5 min in eine 2 %-Aminopropylsilan-Lésung gestellt. Gespdalt
werden diese dann 15 min unter flieBendem Leitungswasser und durch kurzes Ein-
tauchen in Aqua dest. Zum Trocknen kommen die Objekttrager tber Nacht in den
Warmeschrank bei 60 °C.

Aufzentrifugieren der Zellen

Die Zellen werden zunachst 15 min bei 600 U/min abzentrifugiert, in der gewinsch-
ten Konzentration in KHB aufgenommen und 200 pl von dieser verdannten FlUssig-
keit in die Shandon Cytospin-Apparatur gegeben. In dem Cytospin schlieBt sich die
Zentrifugation der Zellen auf die Objekttrager flr 7 min bei 600 U/min an. Nach vor-
sichtigem Entfernen aus der Halterung werden die fertigen Praparate mindestens 30
min luftgetrocknet und dann bei —20 °C gelagert.
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3.2 Herstellung biologischer Matrices fur dreidimensionale Konstrukte

Dinndarm und rechter Herzventrikel aus einem Schwein sind die Ausgangsgewebe
fur die Herstellung der beiden in dieser Arbeit verwendeten azellularen biologischen
Matrices, der SIS (Small Intestinal Submucosa) und des DRV (Decellularized Right
Ventricle). Sie werden dem Tier im Operationssaal steril entnommen und danach in
zwei unterschiedlichen Azellularisierungsverfahren von den nativen Zellen befreit, so

dass nur die Proteine der Extrazellularen Matrix erhalten bleiben.

3.2.1 Gewebegewinnung zur Matrixherstellung

Material: Perfusionsldsung:
50 ml Nebacitin
450 ml 0,9 % NaCl

Zur Gewinnung der SIS-Matrix wird beim narkotisierten, beatmeten Schwein der
Bauchraum in der Medianebene eréffnet. Die Artera mesenterica superior wird auf-
gesucht, mit einer Brauniile® kanallsiert und mit der 4 °C kalten Perfusionslésung
gespult, bis sich eine sichtbare Blutleere in den Kapillaren des Versorgungsgebietes
eingestellt hat. Faekalreste werden nach distal ausgestrichen und beide Enden des
Dinndarms mit einer Ligatur versehen und abgetrennt. Bis zur weiteren Verwendung
lagert das entnommene DUnndarmsegment steril in 0,9%iger NaCl-Lésung mit anti-
biotischem Zusatz bei 4 °C. Zur Herstellung einer geféaBversorgten Matrix werden
intraoperativ die afferenten und efferenten GeféaBbaume prapariert, ligiert und am
Darmsegment belassen.

Der rechte Herzventrikel wird nach Euthanasie des Tieres mit der Arteria coronaria
dextra entnommen. Die Lagerung bis zur Azellularisierung erfolgt steril bei 4 °C in

0,9 %iger NaCl-Lésung mit antibiotischem Zusatz.
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3.2.2 Azellularisierung von Schweinedinndarm zur Herstellung der SIS-Matrix

Material: AZ-L3sung
PBS-Nebacitin Lsq.:
100 ml Nebacitin
900 ml PBS
1,32 % NaCl

Die Azellularisierung des Schweinedarmes wird steril unter einer Laminar-Flow-
Werkbank durchgefihrt.

Aus dem Schweinedinndarm ist zunachst ein 20 cm langes Stlick zu entnehmen,
wobei Areale solitdrer Lymphfollikel (Peyer'sche Plaques) auszusparen sind. Das
gewonnene lleumsegment wird umgestllpt und durch zwei Waschschritte mit der
PBS-Nebacitin-Lésung von Faekalresten und Bakterien gereinigt. Zur mechanischen
Entfernung der Tunica mucosa und Tela submucosa féadelt man den Darm auf eine
10 ml Spritze auf und schabt die luminalen Zelllagen mittels eines Zellschabers ab.
Die Matrix ist bei diesem Arbeitsschritt stets feucht zu halten. Im Anschluss wird wie-
derum die Serosa-Seite nach auBen gestilpt und beide Enden des Segmentes mit
Nahtmaterial verschlossen. Durch eine zuvor auf einer Seite eingebrachte Venen-
verweilkanile beflillt man nun das Lumen zur chemischen Azellularisierung mit der
AZ-Lbsung und stellt das Gewebe in einem Becherglas mit 400 ml 1,32 %iger NaCl-
Lésung bei 4 °C auf den Schittler. Nach einer Inkubationszeit von 60 min werden die
Enden medial der Ligaturen abgeschnitten und verworfen. Die AZ-L6sung wird aus-
gelassen und anschlieBend das Matrixgerist durch erneute Ligation verschlossen.
Wie oben beschrieben erfolgt das erneute Befullen mit PBS-Nebacitin-Lésung durch
eine Kanile. In einem mit der gleichen Flissigkeit geflllten Becherglas wird das Ge-
webe so fir 30 min im Schittelwasserbad bei 37 °C gereinigt.

Zur vollstandigen Entfernung des Natriumazids folgen sechs Waschschritte in PBS
und zuletzt sterilisiert man die gewonnene Matrix durch 60 min Bestrahlung mit 150
Gray in einem Gamma-Bestrahlungsgerat.

Bis zur weiteren Verwendung erfolgt die Lagerung in PBS bei 4 °C. Parallel wird im-

mer auch eine Sterilkontrolle im Medium bei 37 °C angelegt.
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3.2.3 Azellularisierung des rechten Ventrikel-Myokards zur Herstellung der
DRV-Matrix

Die Azellularisierung des rechten Ventrikel-Myokards folgt einer in unserem Labor
von Tina Bindeballe entwickelten, standardisierten und auch fur diese Arbeit von ihr
durchgeflihrten Methode.

Material: Perfusionsldsung A:

50 ml Infusionslésungskonzentrat Glyceroltrinitrat
50 ml 0,9 % Natriumchlorid
AZ-L3sung:
20 mg Natriumdesoxycholat
500 ml Aqua dest.
PBS-Nebacitin-Lésung

Pepsin
Stickstoff, fliissig

Die am Ventrikel verbliebene rechte Koronararterie wird mit einer Knopfkandle intu-
biert und proximal mit einer Ligatur um die Kaniile verschlossen. Uber diesen Zu-
gang perfundiert man nun die Koronarien und sukzessiv den gesamten Ventrikel mit
der Perfusionslésung A und I&sst ihn fir 75 min in der L6sung inkubieren. Anschlie-
Bend erfolgt das Einspannen des Gewebes in eine eigens daflr entwickelte Perfusi-
onapparatur und eine weitere Perfusion des GeféaBnetzes mit einer Pepsinlésung bei
Raumtemperatur fur 75 min. Die Matrix wird dann aus dem Reaktor entfernt und es
folgen mehrere Waschschritte: 3 x kurz Spulen mit PBS und in einer vierten PBS-
Pufferflissigkeit flir weitere 30 min auf den Schiuittler bei 4 °C.

Ein zweites Mal kommt die Matrix nun in das Perfusionssystem, diesmal wird jedoch
die AZ-Lésung flr 24 h bei 37 °C durch die Koronarien gepumpt. Es folgt ein Wasch-
vorgang mit PBS.

Zur vollstandigen Entfernung der letzten zellularen Bestandteile schlieBt sich ein
Schockgefrieren in flissigem Stickstoff und ein schnelles Wiederauftauen des Ge-
webes im Wasserbad bei 37 °C an. Nach einem weiteren Waschschritt wird der Ven-
trikel noch zweimal fir je 24 Stunden mit AZ-Lésung bei 37°C inkubiert und

anschlieBend grindlich mit PBS gespult. Die Sterilisation der Matrix erfolgt durch ei-
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ne 60 min Bestrahlung mit 150 Gray. Bis zur weiteren Verwendung lagert das Gewe-
be bei 4 °C in PBS.

3.3 Entwicklung eines Mechano-Bioreaktors (MEAT-3D)

Far die Generierung dreidimensionalen Gewebes auf der Grundlage unterschiedli-
cher biologischer Matrices wurde im Rahmen dieser Forschungsarbeit eigens ein
neuer Bioreaktor entwickelt. Als ein entscheidendes Merkmal verflgt er Gber eine
mechanische Komponente, die einen Dehnungsstress auf die Kulturen ausiben

kann. Dardber hinaus erleichtert der schichtweise Aufbau das Handling der Kulturen.

3.3.1 Aufbau des Bioreaktors

Der Mechano-Bioreaktor basiert auf einem bereits bestehenden und fir das Tissue
Engineering von Fascien verwendeten, zum Patent angemeldeten System [49]. Er ist
aus zwei Ubereinander angeordneten Glaskdrpern aufgebaut, die durch einen Zwi-
schenboden mit einer Silikonmembran voneinander getrennt sind. Der obere Teil ist
der eigentliche Reaktorraum far die Zellkultur. Hier wird die rebesiedelte Matrix ein-
gespannt und mit Zellkulturmedium versorgt. Der untere Glaskérper dient als Druck-
kammer. Durch eine Glasolive kann Luft ein- und ausgelassen werden und so ein

Uberdruck im unteren Teil erzeugt werden. Die Silikonmembran gibt dem Druck nach

und wolbt sich nach oben in den Reaktor vor.

Abb. 3.3: Mechano-Bioreaktor MEAT-3D,
Zwei-Kammer-System mit Druckkammer
(*) und Zellkulturraum (Pfeil). Uber die
Knopfkaniile (links) erfolgt der Mediumzu-
lauf, der Schlauchansatz (rechts) wird mit
dem Mediumriicklauf verbunden

34



Tissue Engineered Myocardial Patch 3 Methoden

3.3.2 Applikation von mechanischem Stress

Die Gewebekultur wird in dem Bioreaktor durch Bewegen der Silikonmembran me-
chanisch gestresst. Die Matrix ist so im Mediumraum fixiert, dass sie der Membran
direkt aufliegt und ihr durch einen Flissigkeitsfilm anhaftet. Eine Drucksteuerung
pumpt Luft in bestimmter Frequenz in das Reservoir, bis zum Erreichen eines einge-
stellten Maximaldruckes. Dieser Druck und der Widerstand aus Membran, Gewebe
und Reaktorinhalt bestimmen die Auslenkung der Membran.

In dieser Arbeit wurden Driicke von bis zu 40 mmHg verwandt, was einer Wegstre-

cke von 1-1,2 cm entspricht.

Abb. 3.4: MEAT-3D, Nahaufnahme der Silikonmembran (*). Dariiber sind der metallene Halterahmen und
der Kunststoff-Nahrstoffrahmen eingespannt

35



Tissue Engineered Myocardial Patch 3 Methoden

3.3.3 Entwicklung eines Halterahmens

Dartber hinaus wurde fur das berUhrungsfreie Handling der Kulturen ein spezielles
Halterahmen-System entwickelt. Die Matrix wird auf die GréBe des Halterahmens
zugeschnitten und mit sechs Schrauben zwischen dem Ober- und Unterteil des Me-
tallrahmens fixiert. Die Besiedlung findet auf Grund der besseren Standardisierbar-
keit in einer Kulturschale statt. Nach einem fir das Adharieren der Zellen bendtigtem
Zeitraum wird das Konstrukt im Rahmen in den Reaktor transferiert, ohne die Gewe-
beintegritat durch das Umsetzen der Kultur zu zerstéren. Nach dem ,Sandwich-
Prinzip“ wird sie mit einem Mediumverteilungsrahmen gedeckelt und durch zwei
Stellschrauben tber der Silikonmembran fixiert. In diesem Aufbau wird das Gewebe
nun wie unten beschrieben kultiviert.

Nach Ablauf der Kulturperiode wird die Matrix samt Halterahmen dem Reaktor ent-

Abb. 3.5: MEAT-3D, a) Halterahmen fiir die Matrix, b) Halterahmen mit eingespannter SIS-Matrix nach
Umsetzten in den Bioreaktor, c) Konstrukt fixiert im Bioreaktor mit aufgesetztem Versorgungsrahmen

3.3.4 Nahrstoffversorgung der Zellen im Bioreaktor

Der Reaktorraum verfligt tber drei Offnungen: Zwei Glasoliven fiir Mediumzu- und
-abfluss und einen Schraubverschluss zur Entnahme von Proben und auch flr den
Mediumwechsel.

Der Versorgung der Zellen mit dem Zellkulturmedium geschieht durch eine gebogene
Kaniile auf einer Seite des Reaktors. Sie wird direkt in die obere Offnung des Medi-
umrahmens eingefiihrt. Uber ein Kanalsystem im Inneren des Rahmens wird das
Kulturmedium verteilt und strémt durch kleine Auslasse von allen Seite tber die Zell-
kultur. Der Abfluss erfolgt Uber eine Olive auf der gegenuberliegenden Seite des
Glaskorpers, die unmittelbar Uber dem Zwischenboden angebracht ist.
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Uber ein Schlauchsystem ist eine Reservoirflasche fiir das Zellkulturmedium mit dem
Bioreaktor verbunden. Sie ist fur "y
die Oxigenierung der Flissigkeit
wichtig und deshalb mit einem
sterilen Luftfilter ausgestattet.

In diesen geschlossenen Kreis-
lauf ist in dem fUr den Bioreak-
tor afferenten Schlauch eine
laminare Pumpe eingebaut, die

einen permanenten Mediumflow

durch das System ermdglicht.

So wird die Zellkultur stdndig  app, 36: MEAT-3D, Nahaufnahme des Versorgungsrah-
mit frischem Medium aus der mens. Die Nahrstoffversorgung erfolgt iiber die Metallkanii-

Reservoirflasche versorgt. le (rechts) und das Kanalsystem im Versorgungsrahmen.

Zwei Austrittspunkte mit Pfeilen markiert

FOr die Kultur im Brutschrank

wird der Reaktor leicht schrag gestellt, so dass sich die Abflussolive am tiefsten
Punkt befindet. Auf diesem Weg wird das benétigte Mediumvolumen im Reaktor ver-
ringert und die Oxygenierung erleichtert. So kénnen unter der Matrix entstehende
Luftblasen nach oben entweichen.

Insgesamt ist in diesem Aufbau der Reaktorraum nur etwa zur Hélfte mit Flussigkeit
geflllt. Es findet auch hier ein Gasaustausch zwischen Medium und Umgebungsluft

statt.

3.4 Dreidimensionale Zellkultur auf den biologischen Matrices

Die Isolation von neonatalen porcinen Kardiomyozyten zur Besiedlung der biologi-
schen Matrices erfolgt wie in Kapitel 3.1.1 fir die zweidimensionale Kultur beschrie-
ben. In einem Vorversuch zur dreidimensionalen Zellkultur im Bioreaktor wurde die
SIS-Matrix in Diarahmen eingespannt und mit verschiedenen Zelldichten besiedelt in
einer Petri-Schale kultiviert. Letztendlich findet die Ziichtung des myokardiellen Ge-
webes im Bioreaktor statt. Es wurden dabei parallel drei verschiedene myokardiale

Konstrukte aufgebaut und miteinander verglichen:
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l. eine statische Kultur neonataler porciner Kardiomyozyten auf der SIS-Matrix;

Il. ein Uber den gesamten Kulturzeitraum mechanisch gestresster Ansatz auf der
SIS
lll. die Rebesiedlung und Kultivierung der Zellen auf der DRV-Matrix.

Die histologische Charakterisierung der Gewebe erfolgt zu einem spateren Zeitpunkt
an Parafinschnitten.

3.4.1 Vorversuche in der Zellkulturschale

Die azellulare Darmmatrix wird in sterilisierte Diarahmen eingespannt und in einer
Petri-Schale mit KM-Medium befeuchtet.
Die Besiedlung erfolgt bei je finf Ansat-
zen mit 10, 30 und 50 Millionen Herzzel-
len in 3 ml Medium durch Auftraufeln der
Suspension auf das rund 10 cm? groBe
Gewebe. Die Kulturschale wird mit 10 ml

Zellkulturmedium aufgeflllt. Dies ent- g

spricht also einer gesiedelten Zelldichte

Abb. 3.7: SIS-Matrix, eingespannt in einen Dia-

von maximal 5 x 106 Zellen/cm? Matrix- rahmen, steril in einer Petrischale zur Besied-
oberflache. lung

Nach 48 h erfolgt der Austausch des ge-

samten Mediums, inklusive der nicht adharenten Zellen, durch frisches KM-Medium.
Am funften Tag der Kulturperiode erfolgt dann noch ein weiterer Wechsel von 50%
der Mediumflussigkeit.

Nach einer Kulturzeit von 9 Tagen werden Zelldichte und -vitalitat des Gewebes mit-

tels eines Live/Dead-Tests untersucht.

3.4.2 Rebesiedlung und statische Kultivierung der SIS im Bioreaktor

Zur Rebesiedlung der SIS mit neonatalen Kardiomyozyten und flr die spéatere Kulti-
vierung im Bioreaktor wird die Matrix in den MEAT-Metallhalterahmen eingespannt.
Dazu eréffnet man das Darmlumen in Langsrichtung, schneidet anschlieBend das

Segment auf die erforderliche GréBe zurecht und fixiert es mit sechs Schrauben zwi-
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schen Ober- und Unterteil. Dieses Konstrukt wird fir 24 Stunden in einer Petrischale
mit 10 ml der spéater verwendeten Nahrlésung inkubiert.

Die Kardiomyozyten werden direkt
nach der Isolation in einer Kon-
zentration von 60 x 10° Zellen in 3
ml  KM-Medium aufgenommen
und vorsichtig auf die Matrix ge-
traufelt, entsprechend 5 x 10° Zel-
len/cm?  Matrixoberflache. Die
Umgebung des Rahmens in der
Kulturschale ist mit 10 ml Medium
aufzuftllen, ohne dass die Medi-

umrdume Uber dem Metall mitein- B e e
Abb. 3.8: SIS-Matrix, eingespannt in den Halterahmen des

ander kommunizieren. Bioreaktors und mit aufliegendem Besiedlungsrahmen
Nach 24 Stunden wird der Zell-  ,, gesiediung mit Kardiomyozyten

suspension im Rahmeninnenraum

noch einmal 2 ml Zellkulturmedium hinzugefligt, und nach 48 h erfolgt das Umsetz-
ten in den Mechano-Bioreaktor MEAT. Auf die Silikonmembran werden 25 ml KM-
Medium pipettiert, damit der Halterahmen eingelegt werden kann, ohne dass sich
eine Luftblase unter dem Konstrukt bildet. Gleichzeitig wird so erreicht, dass die Mat-
rix durch den FlUssigkeitsfilm an die Membran anhaftet. AnschlieBend erfolgt das
Beflillen des Reaktorraums Uber dem Gewebe mit 150 ml der Nahrflissigkeit und
das Verbinden mit der Reservoirflasche, mit weiteren 50 ml Medium Inhalt. Eine la-
minare Pumpe lasst die Flissigkeit mit 15 ml/min im System zirkulieren.

Am sechsten Tag der zehntagigen Kulturperiode wird ein 50%iger Mediumwechsel
durchgefiihrt. An den Tagen 0, 3, 6 und 9 erfolgt die Bestimmung des Glucose- und
Laktat-Spiegels, eine Enzymbestimmung im Medium sowie eine Blutgasanalyse. Da-
zu werden jeweils 2 ml Mediumproben steril iber die obere Offnung des Bioreaktors

enthommen.
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Standardprotokoll Zellkultur im Bioreaktor:

Fellisolation Besiedlung der Matrix=

g o F SR | Kontrolle nach 24 h
BO Millionen zenen.\F S|
in 3 ml Medium

Zugabe won 2 ml
Medium zu den Zellen

X

Mach 48 h [=Tag 0]
Umsetzen in Bioreaktor

Kultur im Bioreaktor fiir 10 Tage

175 ml Medium in den Bioreaktor
S0 ml Medium in die Reservoirflasche
Brutschrank bei 37 °C, 55 % O, 5 % CO,
Mediumflow dber Pumpe 15 mlfmin

Tag 3: Frobenentnahme fir Klinische Chemie /

TagB: Frobenentnahme, Blutgasanalyse,
Wechsel won 100 ml Medium
Tag 2. Frobenentnahme filr Klinisch Chemie

Tag 10: Beendigung der kultur, Live/Dead-Test,
Cryo-fFormalinfixierung

Abb. 3.9: Standardprotokoll der Zellkultur im Bioreaktor MEAT-3D

3.4.3 Rebesiedlung und Kultivierung der SIS unter physiologischem Stress

Die SIS wird genau wie in Kapitel 3.4.2 fur die statische Kultur beschrieben, in den
Halterahmen eingespannt und mit 60 x 10° Zellen besiedelt. Auch hier erfolgt nach
48 Stunden das Umsetzten in den Bioreaktor. Die Kultivierung wird unter genau glei-
chen Bedingungen durchgefihrt, wie fir die oben beschriebene statische Kontroll-
gruppe: Kulturperiode 10 Tage, Mediumvolumen 225 ml, 50 % Mediumwechsel am
sechsten Tag, Pumpgeschwindigkeit 15 ml/min, Mediumproben fir Laboruntersu-

chungen an Tag 0, 3, 6 und 9.
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Allerdings wird die Kultur ab Tag 0 im Reaktor permanent mechanisch gestresst. Ei-
ne Drucksteuerung pumpt mit einer Frequenz von 12/min Druckluft bis 40 mmHg in
das Reservoir unter der Silikonmembran. Diese wird dadurch 1-1,2 cm in vertikaler
Richtung gedehnt und sukzessiv auch die darauf anheftende rebesiedelte SIS Matrix.

3.4.4 Rebesiedlung und statische Kultivierung des DRV im Bioreaktor

Der DRV wird fur die Rebesiedlung mit Kardiomyozyten in der Kulturschale und fur
die Kultivierung im Bioreaktor in den Halterahmen eingespannt, wie im Kapitel 3.3.3
beschrieben. Die bis zu 1 cm dicke Matrix muss hierzu im Randbereich, wo sie ein-
geklemmt werden soll, auf eine Dicke
von etwa 0,2 cm geschnitten werden.

Nach einer 24stindigen Inkubation in
das Zellkulturmedium werden 60 x 10°
Zellen in einer Suspension mit 3 ml
KM-Medium mit einer Spritze an 8 ver-
schiedenen Stellen in das Konstrukt
injiziert. Es ist eine sehr feine Insulin-
kanule zu verwenden, um die Matrix-

struktur maéglichst nicht zu zerstéren.

AnschlieBend fullt man die Petri-
Schale, in der die Besiedlung stattfin-  Abb. 3.10: DRV-Matrix, eingespannt in den Halte-
det, mit 10 ml Medium auf. rahmen zur Besiedlung

Nach weiteren 24 h werden noch einmal 3 ml Medium auf das Konstrukt getraufelt,
und nach 48 h wird es in den Bioreaktor MEAT umgesetzt. Dieser wird mit 175 ml
Kardiomyozytenmedium aufgefillt und mit einer Reservoirflasche mit 50 ml Medium-
volumen versehen. Der Mediumflow durch das Reaktorsystem wahrend der Kultivie-
rung betragt 15 ml/min. Die Kulturperiode von 10 Tagen lauft unter statischen
Bedingungen ab, ein 50%iger Mediumwechsel erfolg am sechsten Tag der zehntagi-
gen Kulturperiode. Am 0., 3., 6. und 9. Tag werden 2 ml Mediumproben zur serologi-

schen Untersuchung entnommen.
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3.4.5 Herstellung von Gefrierschnitten

Speziell fir die Analyse der Live/Dead-Farbung der auf der DRV-Matrix basierenden
Konstrukte wurden Gefrierschnitte angefertigt. Dies ist notwendig, um eine zeitnahe
Begutachtung zu ermdglichen. Und schlieBlich sind die Gewebe zu dick, um sie wie
die SIS-Matrix nativ unter dem Durchlichtmikroskop ansehen zu kénnen.

Zunachst wird ein Drittel des Gewebes herausgeschnitten und dieses in der Kammer
des Gefriermikrotoms unter Verwendung des Einbettungsmediums auf einem Pro-
benstempel bei —25°C aufgefroren. Es ist darauf zu achten, dass man durch das An-
schneiden nun Querschnitte durch das Gewebe vorliegen hat. Mit Tissue Tek® wird
das Konstrukt noch zu einem Gefrierblock gedeckt und mit einigen Trimmschnitten
von 50 um Dicke eine glatte Schnittebene erzeugt. Nun werden von jedem Praparat
zehn Stufenschnitte mit einer Schichtdicke von 7-9 um erstellt und im Dunkeln auf
Objekttrager aufgezogen. AnschlieBend erfolgt das Lufttrocknen der Schnitte und die

Lagerung bei —20°C bis zur mikroskopischen Auswertung.

3.4.6 Herstellung von Parafinschnitten

Material:  Roti- Histofix® gepuffertes Formalin
100 % Ethanol

98 % Xylol

Paraplast
Wasserbad-Ldsung:

Abgekochtes Aqua dest.
Eiweiss Glycerin

Formalinfixierung und Entwésserung

Nach Beenden der Zellkultur und der Durchfihrung der funktionellen Tests (siehe
3.5.2 und 3.6.1) wird das gesamte Konstrukt mit seinem Halterahmen Uber Nacht in
4 %, pH 7 gepuffertem Formalinaldehyd fixiert. Formalin bewirkt eine Gewebekoagu-
lation durch Vernetzung der Proteine. Ansatzpunkt sind hier vor allem die Ami-
nogruppen, wodurch das Gewebe konserviert wird, dabei die Zell- und Matrixstruktur

allerdings erhalten bleibt.
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Die dinne SIS wird am Folgetag mit der Unterseite auf ein 20 cm? groBes Papier-
stlick aufgelegt, das durch Anhaften der Probe ein Zusammenrollen der Matrix nach
der Herauslésung aus dem Halterahmen verhindert. AuBerdem ist so eine eindeutige
topographische Zuordnung der Seiten im Bioreaktor flr die spatere Einbettung még-
lich. Das Papier wird vorsichtig um die Probe gefaltet, wodurch eine Art Umschlag
entsteht. Nach diesem Hilfsschritt folgt das Uberfiihren des Gewebes in eine Histo-
kapsel, die dickere DRV-Matrix wird ohne eine Papierhille eingekapselt.

Fir die Einbettung in hydrophobes Paraplast muss die Entnahme zunachst entwas-
sert werden. Dieser Arbeitsschritt wurde in einem Entwasserungsautomaten durch-
geflihrt. Das Protokoll 1auft Gber 15 Stunden, wie folgt:

In Formalin werden die Proben Uber 1,5 h auf 40 °C erhitzt, danach kommen sie fir 2
Stunden in 75 %igen Alkohol, der einmal gewechselt wird. AnschlieBend durchlaufen
die Kapseln fur 5 Stunden funf Stationen mit 100 %igem Ethanol, kommen dann fir
zweimal 45 min in Xylol und schlieBlich in flissiges Paraplast. Die Fixierung mit Pa-
raplast geht bei 60 °C flr zunachst 2 Stunden und im zweiten Schritt flr 2,5 Stunden
vonstatten und ersetzt alle Lésungsmittel im Gewebe durch das Wachs-Kunststoff-
Gemisch.

Parafineinbettung und Schneiden

Die Einbettung in Paraplastblécke zur weiteren histologischen Aufarbeitung erfolgt
mit Hilfe einer GieBstation. Es handelt sich dabei um ein Gemisch aus Parafinwachs
und einem Kunststoff flir verbesserte Schneideeigenschaften.

Das Formalin-fixierte und -entwasserte Gewebe wird seiner Kapsel und dem Papier
entnommen und kurz senkrecht auf einer mit etwas flussigem Paraplast geftllten Me-
tallform angefroren. Das Auffiillen der GieBform erfolgt mit 60 °C warmen Parafin,
was nachfolgend auf —20 °C heruntergefroren wird.

Die Parafinblécke werden in ein Schlittenmikrotom eingespannt und bis zum voll-
standigen Anschnitt der Proben abgehobelt. Die Feinschnitte fir die Histologie wer-
den in 7 um Dicke geschnitten. Pro Praparat werden so zehn Stufen produziert.
Dabei bedeutet die Bezeichnung ,Stufe®, dass immer zwei dieser Feinschnitte ge-
nommen und danach die nachsten zehn verworfen werden.

Die gewahlten Schnitte sind zun&chst in ein 40 °C warmes Wasserbad zu Uberfih-
ren, damit sich die gestauchten Gewebe wieder ausbreiten und sich anschlieBend
auf Objektitrager aufziehen lassen. Fur die HE-Farbung werden geschliffene, geputz-
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te, unbehandelte Glasobjektrager verwandt und fir die Pentachrom-Farbung nach
Movat sowie die immunhistologischen Farbungen werden Thermo Shandon Histosli-
des mit spezieller adhéasiver Oberflache eingesetzt. AnschlieBend trocknen die Pra-
parate 15 min bei 80 °C bzw. Gber Nacht bei 50 °C, um das Parafin ablaufen zu
lassen.

Histologische Schnitte, die nicht im direkten Anschluss geféarbt werden, werden luft-
getrocknet und bei Raumtemperatur bis zu einer Woche gelagert.

3.5 Funktionelle Charakterisierung

Allgemeine Zellfunktionen werden durch die Analyse von Stoffwechseledukten und
-produkten erfasst. Zur Untersuchung der elektrischen Integritat des artifiziellen Ge-
webes sowie der Kontraktionsfahigkeit der Kardiomyozyten unter Elektrostimulation,
erfolgt ein Pacen der Konstrukte am Ende der zehntdgigen Kultivierungszeit mit ei-

nem externen Einkammerschrittmacher.

3.5.1 Klinische Chemie

Die aus den verschiedenen Ansatzen im Bioreaktor gewonnenen Kulturmediumpro-
ben werden direkt nach der Entnahme zur Analyse in die Klinische Chemie der Me-
dizinischen Hochschule Hannover gebracht. Folgende Parameter werden mit Hilfe
der aufgefiihrten Geréte und Methoden bestimmt:’

S-Calcium: Modular, Fa. ROCHE; Atomabsorptionsspektrometrie.
Da die Calciumkonzentration im Zellkulturmedium konstant sein sollte, dient die
Analyse vor allem als Referenzwert fir die Glukose- und Laktat-Konzentrationen.
S-Glukose: Modular, Fa. ROCHE; Hexokinasemethode.
Glukose wird als ein Parameter des Zellmetabolismus herangezogen.
P-Laktat: Hitatchi 917, Fa. HITATCHI; Enzymatische Bestimmung (LDH)

' Auflistung nach MessgrdBe: Gerat, Hersteller, Methode
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Laktat ist das Endprodukt des anaeroben Stoffwechsels der Zellen. Es dient

demnach zur Kontrolle des Zellmetabolismus sowie der Sauerstoffversorgung der

Zellen.

Blutgase: Blutgasanalysegerat, Fa. RADIOMETER DENMARK; pH und pCO. pho-

tometrisch mit Glaselektroden, Sauerstoffpartialdruck amperometrisch Messgro-

Ben des Saure-Basenhaushalt werden errechnet.

Die Blutgase werden bestimmt, um die Oxigenierung des Mediums zu kontrollie-

ren und zu prifen, ob der pH-Wert einem physiologischen Niveau entspricht.
Enzymbestimmung: Modular, Fa. ROCHE; CK, CK-MB und LDH {ber enzymatische

Tests. Die katalytische Konzentration wird Uber einen Immuninhibitionstest be-

stimmt.

Mit der Bestimmung der herzmuskelspezifischen CK-MB und der zytoplasmati-

schen LDH wird kontrolliert, ob es in der Kultur zu einer vermehrten Zellapoptose

kommt. Referenzwerte flr das Kardiomyozyten-Kulturmedium liegen bei allen drei

zu messenden Enzymen < 5 U/I.

3.5.2 Elektrostimulation mit einem Einkammerschrittmacher

FUr die Untersuchungen zur elektrischen Integritédt des Gewebes und der erhaltenen

Kontraktionsféhigkeit der Kardiomyozy-
ten wurden weitere Konstrukte auf der
SIS unter statischen, wie gestressten
Bedingungen gezichtet. Dabei werden
vor der Besiedlung und vor dem
Einspannen der Matrix in den Halte-
rahmen zwei handelstbliche Schritt-
macherelektroden in einem Abstand
von etwa 4 cm auf die SIS aufgenaht
und in ihr verhakt. Danach erfolgt die

Rebesiedlung und Kultivierung des

Abb. 3.11: SIS-Matrix, eingespannt in den Bioreak-
tor mit aufgenéhten Schrittmacherelektroden

Gewebes unter standardisierten Bedingungen im Bioreaktor wie in Kapitel 3.4 be-

schrieben. Nach 10 Tagen Kulturzeitraum wird das Oberteil des Bioreaktors und der

Mediumrahmen entfernt und ein kliniktblicher, temporarer Einkammerschrittmacher

an die Elektrodenkabel angeschlossen. Die Stimulation der Kardiomyozyten erfolgt
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unter der definierten Frequenz von 50/min und langsamer Steigerung der Amplitude
von 0 auf 40 mV.

Der Effekt der Stimulation wird zunéchst makroskopisch, spater in einer Petri-Schale
unter dem Durchlichtmikroskop semiquantitativ auf sichtbare Kontraktionen beurteilt.

3.6 Histologische Charakterisierung

Direkt nach Beenden der Versuche werden Zellvitalitdt und Gewebemorphologie im
Live/Dead-Assay analysiert, die Charakterisierung von Gewebezusammensetzung,
Zellverteilung und -vitalitat erfolgt in histologischen bzw. immunhistochemischen Far-
bungen am Parafinschnitt.

3.6.1 Live/Dead-Assay

Material: L/D Reagenz:
16 pl Calcein AM (1:1000)
2 ul EthD-1 (1:8000)
16 ml PBS

PBS

Der Lebend/Tod-Test erlaubt die Unterscheidung zwischen lebenden, stoffwechsel-
aktiven und toten Zellen in der Zellkultur. Es wird eine Reagenz aus den zwei Che-
mikalien Calcein AM und Ethidium-Homodimer-1 (EthD-1) eingesetzt, die zu
Fluoreszenzfarbstoffen umgesetzt werden, bzw. durch chemische Bindung in ihrer
Fluoreszenz verstarkt werden.

Calcein AM kann durch die Zellmembran in die Zelle eindringen und wird von unspe-
zifischen, ubiquitar im Zytoplasma vitaler Zellen vorkommenden Esterase in das
grun-fluoreszierenden Calcein umgewandelt. Das EthD-1 dringt durch die léchrige
Zellmembran toter Zellen ein und bindet an die DNA des Zellkernes, dadurch wird die
rote Fluoreszenz des Farbstoffes 40fach verstarkt und sichtbar gemacht.

Das L/D-Assay wird direkt nach Beenden der Zellkultur durchgefiihrt. Die rebesiedel-

te Matrix wird samt Halterahmen aus dem Bioreaktor in eine Petri-Schale tberflhrt
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und zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend werden 4 ml der zuvor angesetzten
L/D-Reagenz zugegeben und im Dunkeln fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Vor der mik-
roskopischen Untersuchung der Praparate werden diese noch zwei weitere Male mit
PBS gewaschen und in Dunkelheit bei 4 °C gelagert.

Die Auswertung erfolgt im direkten Anschluss an die Farbung unter einem Fluores-
zenzmikroskop. Die Farbstoffe werden durch eine Quecksilberlampe angeregt und
durch einen dreifach Filter (CX 56) beobachtet, wobei die auf der SIS basierenden
Konstrukte nicht aus dem Rahmen entfernt werden. Es wird ein Objekttrager unter
die Matrix gelegt und das gesamte Konstrukt kann nativ mikroskopiert werden. Der
rebesiedelte DRV muss aufgrund seiner Dicke zum Mikroskopieren histologisch auf-
arbeitet werden. Im Cryostaten sind dazu Gefrierschnitte in Langs- und Querrichtung
anzufertigen und im Dunkeln auf Objekttrager aufzuziehen.

Zur Auswertung von Zelldichte und -morphologie werden je zehn Gesichtsfelder in
100facher Vergr6Berung von unterschiedlichen Stellen des Konstruktes abfotogra-
fiert. Ein Gesichtsfeld hat eine Flache von 304814 um?2 auf der die Zellzahl bestimmt
wird. Dadurch ist die Hochrechnung der Zelldichte auf 1 cm? méglich und auch die
Zellausbeute (Verhéltnis der adhaerenten Zellen zu den gesiedelten Zellen) kann

bestimmt werden:

Umrechnung: 300.000 pm?2 = 0,003 cm?
also: Zellzahl x 1000/3 = Zellen/cm?

Mit Hilfe des Computerprogramms DP-Soft® wird anhand der angefertigten
Live/Dead-Bilder die Lange der Zellen ausgemessen. Die Zelllange dient als Para-
meter der morphologischen Veranderung (Hypertrophie) der einzelnen Zelle durch

den mechanischen Stress.

3.6.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Material: 100 % Ethanol

98 % Xylol

Aqua dest.
Gill®-3 Hamatoxylin, (Thermo Shandon)
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Eosin-Lésung:

80 ml 2%iges wassriges Eosin
20 Tropfen Eisessig
auf 500 ml Aqua dest.

Consul-Mount®, (Thermo Shandon)

In der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) wirken sukzedan auf den Schnitt
der basische Farbstoff Hamatoxylin und der saure Farbstoff Eosin ein. Das Hamato-
xylin bindet an die basophilen Strukturen des Zellkerns und stellt diese blau-schwarz
da, wahrend das Eosin Zytoplasma und die meisten Interzellularsubstanzen rétlich
anfarbt.

Die Farbung basiert auf hydrophilen Farbstoffen. Aus diesem Grund mussen die her-
gestellten Parafinschnitte nach dem Ablaufen gewéassert werden. Dieser Prozess
sowie die gesamte Farbung findet in einem Farbeautomaten statt. Pro Arbeitsschritt
steht eine Kuvette bereit, und alle 1,5 min dreht sich der Automat um eine Station
weiter. In dem Protokoll durchlaufen die Objekttrager zuerst vier Xylol-Stationen und
anschlieBend eine absteigende Alkoholreihe aus 100 %igem, bzw. 70 %igem Etha-
nol und Aqua dest. Die Kernfarbung erfolgt fir 3 min mit Hdmatoxylin und anschlie-
Bend blauen die Schnitte 6 min in 60 °C warmen Leitungswasser. Der zweite
Farbeschritt erfolgt fir 1,5 min in einer Eosin-Lésung. Danach werden die Schnitte in
einer Alkoholreihe 2 x 70 %, 1 x 96 % und 1 x 100 % differenziert und entwassert.
Nach abschlieBenden vier Waschschritten in Xylol erfolgt das Eindecken der Prapa-
rate zur Stabilisierung und Konservierung in einem Automaten mit Shandon Consul-

Mount®.

3.6.3 Pentachrom-Farbung nach Movat

Material: Alcianblau:

1 g Alcianblau

1 ml Eisessig

100 ml Aqua dest.
Brilliant Crocein Saurefuchsin

Lésung A: 0,1 g Brilliant Crocein

0,5 ml Eisessig
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99,5 ml Aqua dest.
Lésung B: 0,1 g Saurefuchsin

0,5 ml Eisessig

99,5 ml Aqua dest.
Gebrauchslésung:

8 Teile Lsg. A + 2 Teile Lsg. B

Saffron Du Gatinais

6 g Saffron
100 ml 100 % Ethanol
in luftdicht verschlossener Flasche 48 h bei 50 °C extrahieren

Weigerts Eisenhdmatoxylin

Lésung A: 1 g Hamatoxylin
100 ml 96 % Ethanol
reifen lassen bis die Farbe rotbraun erscheint
Lésung B: 1,16 g Eisenchlorid
1 ml 25 % Salzsaure
100 ml Aqua dest.
Gebrauchslésung:
Lsg. A + Lsg. B 1:1 mischen
Alkalischer Ethylalkohol
10 ml Ammoniak
90 ml 96% Ethanol
0,5 % Essigsaure

5 % Phosphorwolframséure
100 % Ethanol

98 % Xylol
Corbit-Balsam

Die Pentachrom-Farbung besteht aus funf verschiedenen Farbstoffen, die neben der
Differenzierung von Zytoplasma und Zellkern, verschiedene extrazellulare Matrix-
komponenten mit unterschiedlichen Farben darstellen. Mineralisierter Knochen und
Kollagene werden durch den Saffron-Farbstoff leuchtend gelb angefarbt. Minerali-
sierter Knorpel erscheint im Endergebnis blau-griin, Gbriges Knorpelgewebe rétlich
bis gelb. Saure Glykosaminoglykane als Ausdruck neu synthetisierten Kollagens
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werden durch Alcianblau leuchtend blau angefarbt, wahrend elastische Fasern durch
das Brilliant Crocein-Saurefuchsin in einem Rot erscheinen. Das Zytoplasma wird in
der Pentchrom-Farbung ebenfalls rétlich dargestellt, der Zellkern farbt sich wie ge-
wohnt durch das Hamatoxylin blau-schwarz an.

Parafinschnitte massen fur diese Farbung zunachst entparafinisiert und in Wasser
gebracht werden. Hierzu werden sie flir 1 Stunde bei 60 °C in einen Trockenschrank
gesetzt, durchlaufen dann eine absteigende Alkoholreihe: 2 x 15 min Xylol, 15 min
100 %, je 5 min 96 %, 80 %, 70 % und werden schlieBlich in Aqua dest. gebracht.
Der erste Farbeschritt erfolgt in Alcianblau fiir 10 min. Danach werden die Schnitte 5
min in Leitungswasser gespllt und anschlieBend mit alkalischem Athylalkohol fiir 60
min stabilisiert. Dieser wird 10 min lang unter flieBendem Leitungswasser herausge-
waschen. Die Praparate werden kurz in Aqua dest. eingetaucht und zum Kernféarben
10 min in filtriertes Eisenhamatoxylin Uberflihrt. Nach einem weiteren Spilen in Aqua
dest. kommen sie zum Blduen fur 15 min in Leitungswasser. Der nachste Farbe-
schritt erfolgt fir 15 min in Brilliant-Crocein-S&urefuchsin, danach wird kurz mit Es-
sigsaure gespult und mit Phosphorwolframsédure 20 min stabilisiert. AnschlieBend
werden die Objekttrager 2 x 2 min mit 0,5 %iger Essigsdure und 3 x 5 min in 100 %
Athylalkohol gespiilt und danach fiir 60 min im Dunkeln mit Saffron du Gatinais inku-
biert. Zum Schluss werden die Proben noch dreimal 3 min lang in 100 % Athylalkohol
gespult, danach entwédssert und zum Eindecken in Xylol Uberflhrt. Die Konservie-

rung der Praparate erfolgt mit Corbit-Balsam.

3.6.4 Immunhistologie

Material: Citratpuffer (10 mM pH 6.0):

9 ml Zitronensaure-Stock (0,1 M)
41 ml Natriumcitrat-Stock (0,1 M)
450 ml Aqua dest.

Lésung A (Tris-Stock 1,0 molar pH 7.5):
63,5 g Tris HCI
11,8 g Tris Base
auf 500 ml Aqua dest.

Lésung B (NaCl-Stock 5,0 molar):
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146,1 g NaCl

auf 500 ml Aqua dest.
1mol GaCly:

7,35 g CaClxx 2H,0

auf 50 ml Aqua dest.
Waschpuffer:

200 ml Lésung A

60 ml Lésung B

29 BSA

4 ml CaCl,

auf 2000 ml mit Aqua dest. auffillen
Aceton
POD-Blockierung:

2 ml 30 % H,0,

200 ml Waschpuffer
Normalserum vom Pferd (1:10 verdunnt)
Priméarer Antikérper: MF-20 (1:100 verddnnt)

bzw. Troponin T (1:200 verdiinnt)

Sekundérer Antikdrper (Biotin gekoppelt) Horse anti Mouse (1:50)

Negativkontrolle: Mouse IgG 1 (1:50)
Avidin-POD-Komplex (ABC-Kit):
1 Tropfen Avidin

1 Tropfen Biotin

auf 5 ml Farbepuffer
DAB-Kit:

1 Tropfen DAB

auf 1 ml Puffer
Harris-Hamatoxylin (1:3 in Aqua dest.)
100 % Ethanol

98 % Xylol
Corbit-Balsam

Zur eindeutigen Identifizierung eines bestimmten Zelltyps gegeniber anderer Zellen
werden in der Immunhistologie zellartspezifische Antigene bzw. Zellproteine sichtbar
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gemacht. In dieser Arbeit sollten Kardiomyozyten gegentiber anderen Zellen abge-
grenzt werden. Zum einen, um ihren Anteil an den gesiedelten, also auf den Kon-
strukten aufgebrachten Zellen zu bestimmen, zum anderen um ihre Fahigkeit zum
Anwachsen auf der Matrix zu beweisen.

Somit ergeben sich zwei verschiedene Materialien auf denen Kardiomyozyten darzu-
stellen sind. Fur die Cytospots aus der Zellisolation wurde in der folgenden Farbung
ein MF-20-Antikérper verwendet, der die Myosin Heavy Chains (MHC) in Kardiomyo-
zyten darstellen lasst. Als Parafin-gangiger Antikérper flr die Gewebeschnitte wurde
ein Troponin-T-AntikGrper gewahlt, der die Anfarbung von Troponin-T-Proteinen in
Muskelzellen erlaubt.

Der immunchemische Nachweis dieser einzelnen Proteine folgt der ABC-Methode:
Im ersten Schritt bindet ein spezifischer Antikérper an das zu bestimmende Antigen.
Daran wird im zweiten Schritt ein Sekundarantikérper angehaftet, an den ein Biotin-
Molekll gekoppelt ist. Nun macht man sich die starke Affinitat des Avidins zunutze,
Biotin-Moleklle zu binden. Es werden vorgeformte Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplexe zugegeben, die sich mit der vierten freien Bindungsstelle des Avidins an
die Biotinmolekile der Sekundarantikbrper binden. Jetzt besteht die Mdglichkeit,
Uber die Peroxidaseenzyme durch enzymastisches Umsetzten von Chromogen die
Antigen-Antikdrper-Avidin-Biotin-Komplexe sichtbar zu machen.

Die verwendeten Cytospots fixieren fir 8 min bei —20°C in Aceton auf den Objekttra-
gern und trocknen anschlieBend an der Luft. Parafinschnitte des geziichteten Gewe-
bes mulssen zunachst vollstandig entparafinisiert werden, um ein Binden des
Antikorpers an die Antigene zu ermoglichen. Die Praparate werden zunachst zum
Ablaufen des Parafins tber Nacht bei 50 °C getrocknet. AnschlieBend kommen sie in
einer Klvette in ein groBes Becherglas, damit sie vollstdndig mit Citratpuffer (500 ml)
bedeckt werden kénnen. Dieses Konstrukt wird nun in einer Mikrowelle ca. 10 min
erhitzt, bis die Pufferfllissigkeit zu kochen beginnt. Das Parafin wird nun Gber 15 min
von den Objekitragern abgekocht. Dabei ist darauf zu achten, dass die Klvette stets
mit Pufferldsung bedeckt ist. AnschlieBend kihlen die Schnitte ca. 30 min auf Raum-
temperatur ab und werden in Aqua dest. Uberfuhrt.

Die einzelnen Praparate werden fir die Farbung auf inrem Objekttrager mit einem

Fettstift umrandet, um ein Wegschwimmen der aufzubringenden Reagenzien zu
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vermeiden. Nach 5minltigem Eintauchen in Waschpuffer werden die unspezifischen
zellularen Peroxidase-Enzyme mit Wasserstoffperoxid blockiert. Die Schnitte inkubie-
ren dafir 20 min im Dunkeln in einer 0,3 %igen HxO,-Lésung. AnschlieBend werden
sie wieder fur 2 min mit Waschpuffer gespilt und im n&chsten Schritt blockiert man
alle unspezifischen Bindungsstellen fiir den Sekundarantikdrper. Hierzu inkubieren
die Schnitte 15 min mit Serum des Tieres, aus dem auch der verwendete Sekundar-
AK stammt. Das Serum wird abgeklopft und der in Farbepuffer verdiinnte Primaranti-
kérper aufgegeben. Die Inkubationszeit bei Raumtemperatur betragt eine Stunde
beziehungsweise bei 4 °C Uber Nacht. Parallel zu den Praparaten wird natives
Schweineherz als Positiv- bzw. Negativ-Kontrolle mitgefihrt. Auf die Negativ-
Kontrolle wird statt des MF-20-Antikérpers Maus IgG1 aufgegeben.

Nach der Aufgabe des Primar-AK wird der Objekttrager dreimal fir 2 min in Wasch-
puffer gespult, abgetupft und anschlieBend der mit Farbepuffer verdiinnte Sekundar-
AK aufgetragen. In der Inkubationszeit von 30 min (bei RT) ist der Avidin-POD-
Komplex anzusetzen, der vor dem Auftragen auf die Schnitte 30 min bei 4 °C inku-
bieren muss. Dann wird der Sekundar-AK abgeklopft und der Avidin-POD-Komplex
fir 30 min auf die Schnitte aufgetragen. Nach drei weiteren Waschschritten erfolgt
das Zusetzen von Chromogen (DAB Kit) zu den Proben und ein Zeitraum von 7 min
wird angesetzt, dieses umzusetzen. Der letzte Farbeschritt leitet sich durch dreimali-
ges Spulen in Aqua dest. ein. Die Schnitte werden fir 5 min in filtriertem Harris-
Hamatoxylin gegengefarbt und anschlieBend zum Blauen 10 min unter flieBendes
Leitungswasser gestellt. Die Differenzierung und Entwasserung erfolgt dann durch
eine Alkoholreihe (kurz Aqua dest., 2 min 96 %, 2 min 100 %, 2 x 5 min Xylol). Zur
Konservierung der Praparate werden diese direkt aus dem Xylol mit Corbit-Balsam
eingedeckt.

53



Tissue Engineered Myocardial Patch 4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Zweidimensionale Zellkulturtechniken und Kardiomyozytenisolation

Im Rahmen dieser Arbeit werden insgesamt 15 Zellisolationen aus neonatalen porci-
nen Schweineherzen durchgeflihrt und qualitativ sowie quantitativ ausgewertet. Aus
den gewonnenen Zellen werden pro Isolation jeweils zweidimensionale Zellkulturen
in Kulturflaschen parallel zu den dreidimensionalen Ansatzen im Bioreaktor angelegt.
Insgesamt 30 Ansatze solcher Monolayer dienen der Uberpriifung von Proliferations-
und Kontraktionsverhalten sowie dem Nachweis von Kardiomyozyten in der Zellkul-

tur.

4.1.1 Isolation der Kardiomyozyten

Pro neonatalem Schweineherz (12—20 g) werden im Durchschnitt 380 Millionen vitale
Zellen isoliert. Sie bilden einen Anteil von 93,12 % (5,01 %) gemessen an der Ge-
samtzahl der isolierten Zellen. Ein Isolationsergebniss mit 22 % toten Zellen liegt da-
bei auBerhalb des anderthalbfachen des oberen Quartils. Als Ursache fur diese hohe
Anzahl abgestorbener Zellen sind Komplikationen wahrend der Herzkonservierung in
situ auszumachen. Auf die anderen gemessenen Parameter der Zellisolation scheint
die unzureichende Perfusion mit Custradiol und KHB aber keinen Einfluss zu neh-
men, denn es werden keine signifikanten Unterschiede zu den anderen Isolationen
gemessen.

Weitere Analysen der Zellen in der Neubauer Zahlkammer ergeben einen Anteil lang
ausgestreckter Kardiomyozyten an den isolierten vitalen Zellen von 13,5 %. Bei die-
sen Zellen kénnen in 5,44 % der Falle spontane Kontraktionen beobachtet werden.
Allerdings besteht an dieser Stelle ein Unterschied zwischen den einzelnen Verdau-
schritten. Der erste Verdau liefert im Durchschnitt 11 % zuckende Zellen, im zweiten
und dritten Verdau ist dies nur in 4 % der lang ausgestreckien Kardiomyozyten zu
beobachten. In Bezug auf Zellzahl, -vitalitdt und dem Anteil langgestreckter Zellen
unterscheiden sich die drei Verdauschritte jedoch nicht signifikant.
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(x 10° Zellen)
Iso. 1 472 10,44% 20,34% 0,00% 40,68% 37,08% 22,25%
Iso. 2 450 8,54% 18,44% 3,61% 15,56% 30,44% 54,00%
Iso. 3 222 22,65% 13,51% 3,33% 13,06% 21,62% 22,52%
Iso. 4 330 10,08% 13,94% 2,17% 18,48% 50,30% 31,21%
Iso. 5 382 7,06% 15,18% 5,17% 23,04% 46,34% 30,63%
Iso. 6 345 4,43% 8,12% 3,57% 17,25% 42,17% 40,58%
Iso. 7 399 3,15% 13,14% 1,90% 9,39% 43,43% 47,18%
Iso. 8 520 4,06% 10,00% 1,92% 41,35% 30,00% 28,65%
Iso. 9 264 8,01% 11,17% 0,00% 10,04% 39,96% 50,00%
Iso. 10 572 3,21% 18,95% 1,84% 29,96% 51,27% 18,78%
Iso. 11 472 4,55% 12,38% 6,84% 21,90% 32,59% 45,50%
Iso. 12 208 5,02% 10,34% 13,95% 23,56% 32,21% 44,23%
Iso. 13 335,5 4,28% 10,58% 5,63% 27,42% 34,87% 28,91%
Iso. 14 318 4,50% 13,36% 4,71% 30,50% 30,19% 30,35%
Iso. 15 456 3,29% 13,05% 26,89% 27,52% 42,21% 29,50%
Mittelwerte 383 6,88% 13,50% 5,44% 23,31% 37,65% 34,95%
Stabw. 107 9,84% 8,40% 11,04%

Tab. 4.1: Tabellarische Datenerfassung der Zellisolation mit Gesamtzellzahl der Isolierten Zellen sowie prozentualer

Aufschliisselung der toten, physiologisch langgestreckten und kontrahierenden Zellen sowie der Anteile aus den

einzelnen Verdauschritten
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Abb. 4.1: Graphische Darstellung der Zellisolationsdaten, aufgeschliisselt nach Verdauschritten mit Saulen-

diagramm der Mittelwerte und der jeweiligen Standardabweichung
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Das Verhaltnis von Kardiomyozyten zu Nicht-Kardiomyozyten bei einer Zellisolation
wird anhand immunhistochemisch geférbter Cytospots der einzelnen Verdauschritte
ermittelt. Pro Cytospot werden mehrere Gesichtsfelder abfotografiert und die MF-20-
positiven und -negativen Zellen ausgezahlt. Im statistischen Mittel betragt der Anteil
an Kardiomyozyten 85 % der Zellen aus einer Isolation. Signifikante Unterschiede

zwischen den einzelnen Verdauschritten sind nicht festzustellen.

Abb. 4.2: Cytospots aus Zellisolation, Inmunhistologie MF-20/DAPI, Zellkerne werden blau, Kardiomyozy-
ten braun angeféarbt, a) und b) 200fache VergroBerung, c) 400fache VergréBerung

4.1.2 Zweidimensionale Zellkultur

Mikroskopische Kontrollen der zweidimensionalen Zellkulturen ergeben eine Zunah-
me der Zelldichte binnen der ersten zwei Tage der Kultur. Nachdem der Medium-
Uberstand mit den nicht adhérenten Zellen abgenommen und durch neues Medium
ersetzt wurde, bleibt die Zelldichte wahrend des gesamten Kulturzeitraumes kon-
stant. Die Proliferation, vor allem die der ,Nicht-Kardiomyozyten®, wird erfolgreich
durch die Zugabe von BrdU zum KM-Medium unterdrickt.

Morphologisch sind drei verschiedene Zellarten zu beobachten: (1.) Zellen mit einem
hellen Randsaum lassen sich gegenlber (2.) platt auf der Oberflache der Kulturfla-
sche ausgestreckien Zellen abgrenzen sowie (3.) Zellen mit zwei Zellkernen und
platter Morphologie. In vier der 30 Zellkulturflaschen kénnen ab dem sechsten Tag
einzelne, rhythmisch kontrahierende Zellen mikroskopiert werden, wobei es sich im-
mer um die Zellen mit hellem Randsaum handelt. Die Kontraktionen halten bis zum

Kulturende nach zehn Tagen an.
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Abb. 4.3: Monolayerkulturen aus Zellisolation nach 5 Tagen, Durchlichtmikroskopie, a) 100fache Vergro-

Berung, b) 200fache VergroBerung

Immunbhistologie der Cytospots aus den Monolayer-Kulturen

Anhand von immunhistologisch gefarb-
ten Cytospots der Monolayer lasst sich
nachweisen, dass unter den adhé&renten
Zellen ein groBer Anteil MHC-positiver
Zellen ist. Nach der zehntagigen Kulti-
vierung in der Zellkulturflasche lasst sich
jedoch bei fast keiner Zelle die typische
Querstreifung der Herzmuskelzellen
ausmachen, wie es fir die Kardiomyo-
zyten in den Cytospots direkt nach der

Isolation charakteristisch ist. So zeigen

Abb. 4.4: Cytospot der abtrypsinierten Zellen, Im-
munhistologie MF-20/DAPI, 400fache VergroBerung

sich viele Zellen auf dem Cytospot mit einem braunlichen Schleier, so dass eine ge-

naue Aussage zu deren Zelltyp nicht mehr sicher mdglich ist.
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4.2 Herstellung der Matrices

Mit verschiedenen histologischen bzw. molekularbiologischen Verfahren wird die
Zellfreiheit der biologischen Gewebe nach dem Azellularisierungsprozess Uberprft,

und die Zusammensetzung der Matrixkomponenten charakterisiert.

4.2.1 Azellularisierung von Schweinediinndarm zur Herstellung der SIS-Matrix

Ergebnis der Azellularisierung des Schweinediinndarms ist eine zellfreie biologische
Matrix von 0,2 mm Dicke. Bei dieser Methode wird nicht nur das Bindegewebe der
Small Intestinal Submucosa (SIS) erhalten, sondern auch die Strukturen der Tunica
muscularis und Tunica serosa mit samt der Kapillarstrukturen des nativen GefaBnet-

Z€es.

Abb. 4.5: Herstellung der SIS-Matrix, a) intraoperatives Bild der Darmpréaparation, b) azellularisiertes
Darmsegment, hier mit erhaltener GefaBstruktur

Eine qualitative Charakterisierung der Bindegewebszusammensetzung wurde bereits
von Mertsching et al. durchgefuhrt [50]. Die Western Blot Analysen dieser Arbeit ha-
ben ergeben, dass Kollagene einen Anteil von 92 % und elastische Fasern 5 % des
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Matrixbindegewebes ausmachen. Die erhaltenen Kapillarstrukturen werden in einer
Elastika-van-Gieson-Farbung durch den spezifischen Nachweis der Basalmembran
der GeféaBe sichtbar gemacht. Es konnte gezeigt werden, dass diese Strukturen so-
wie das Bindegewebe der Elastica Interna nach dem Azellularisierungsprozess intakt

sind.

4.2.1.1 Histologische Charakterisierung

Die vollstdndige Azellularisierung der
Matrix wird auf Grund der hohen Stan-
dardisierung der Methode nur in der HE-
und Pentachrom-Farbung Gberpruft. Alle
entnommenen Stichproben aus den
Geweben zeigen eine vollstandige me-
chanische Entfernung der Mukosa-
oberflache und ein zellfreies Bindege-

websnetzwerk. Die Matrix imponiert in :
Abb. 4.6: Azellulare SIS-Matrix, Pentachrom-

Farbung, 100fache VergréBerung
gelblich angefarbtes Kollagennetzwerk

der Farbung nach Movat als homogenes

mit vereinzelt rotlich schimmernden elastischen Fasern, vor allem im Bereich kleiner

Kapillaren.

4.2.2 Azellularisierung des rechten Ventrikel-Myokards zur Herstellung der
DRV-Matrix

Die Azellularisierung des rechten Ventrikel-Myokards wurde von Tina Bindeballe im
LEBAO standardisiert und mit 16 Wiederholungen auf die Reproduzierbarkeit der
Methode Uberpruft.

Ergebnis dieser Dezellularisierungsmethode ist eine ca. 50 mm dicke, zellfreie Ma-
trix, bestehend aus einem dichten Netzwerk bindegewebiger Faserzlge. Die qualita-
tive Charakterisierung der Matrixkomponenten durch molekularbiologische Verfahren
wurde von Tina Bindeballe im Zuge ihrer Dissertation beschrieben. Zum Beleg der

vollstandigen Entfernung zellularer Bestandteile aus dem Gewebe, wurde die DNA
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mit einem DNeasy-Tissue-Kit aus der Matrix isoliert und auf ein Agarosegel aufge-
tragen. Dabei ergibt die gelelektrophoretische Auftrennung dieser Proben einen
DNA-Gehalt unter der Nachweisgrenze dieser Methode. In den azellularen Gewebs-
proben kénnen keine DNA-Reste nachgewiesen werden.

In weiteren Western-Blot-Analysen wurde die Matrix anschlieBend auf Bestandteile
zellularer Proteine untersucht. Die Verwendung eines Coomassie-Blau-gefarbten
Gels zeigt zunachst eine deutliche Abnahme des Gesamtproteingehaltes des DRV
verglichen zum nativen Herzgewebe. Die im Ausgangsgewebe noch zahlreich vor-
kommenden Connexine (Cx 43) lassen sich im Western-Blot im DRV nicht mehr
nachweisen, und auch der spezifische Nachweis von Glyceraldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase féllt negativ aus.

4.2.2.1 Histologische Charakterisierung

Die histologische Charakterisierung wurde von Tina Bindeballe im Rahmen ihrer Dis-
sertationsarbeit ilbernommen. Fiir diese Arbeit diente als Uberpriifung der Zellfreiheit
lediglich die Pentachrom-Farbung. In den Ergebnissen zeigen sich mikroskopisch in
HE-Farbung keine Zellkerne oder Herzmuskelzellstrukturen in 7 um dicken Fein-
schnitten von Proben aus der Peripherie

und aus der zentralen Zone des ent-

nommenen rechten Ventrikels. In der

GefaBwand angeschnittener Arteriolen

und Venolen befinden sich in 7 von 16

Fallen noch vereinzelt Zellen.

Auf Pentachrom gefarbten Schnitten

lassen sich ebenfalls keine Zellkerne

oder Zytoplasmastrukturen vom Binde-

e

gewebe abgrenzen- Wie schon in der Abb. 4.7: Azellulare DRV-Matrix, Pentachrom-
HE-Farbung beobachtet, findet man in Farbung, im linken unteren Bildrand ist ein azellula-
den Kapillaren noch vereinzelt Gef4B- res BlutgefaB angeschnitten, 100fache VergroBerung
wandzellen.

Die dezellularisierte Matrix imponiert wie im nativen Praparat als dichtes Fasernetz-

werk aus Kollagenfibrillen. Elastische Fasern kommen nur vereinzelt zur Darstellung.
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In angeschnittenen kleineren GefaBen ist eine Basallamina (elastische Fasern) zu
erkennen.

Der Nachweis, dass die Matrix frei von Kardiomyozyten bzw. deren spezifischer zel-
lularer MHC-Proteine ist, wird in der Immunhistologie Uber monoklonalen MF-20-
Antikorper erbracht.

Wéhrend in den Kontrollen aus nativem Schweineherz braun angefarbte Herzzellen
mit dunkelblauem Zellkern und deutlich sichtbarer Zytoskelettstruktur dominierten,
kénnen in den azellularisierten Proben keine entsprechenden Zellen differenziert
werden. Es stellen sich allerdings zart braunlich erscheinende Bander entlang der
Bindegewebsfasern dar, die im Vergleich zu anderen kollagenen Matrices als unspe-

zifische Hintergrundfarbung interpretiert werden.

4.3 Etablierung des Mechano-Bioreaktors (MEAT-3D)

Der neu entwickelte Mechano-Bioreaktor MEAT-3D wird far die Kultivierung von ins-
gesamt 13 TEMP benutzt. Drei dieser Konstrukte basieren auf der 0,5 cm dicken
DRV-Matrix, fur alle anderen Anséatze wird die SIS als Tragermatrix eingesetzt. Funf
dieser Konstrukte werden wahrend der Kultivierung im MEAT-3D mechanischem
Stress ausgesetzt.

Die in den folgenden Kapiteln detailliert aufgefihrten Ergebnisse aus diesen ver-
schiedenen Anséatzen zeigen, dass in dem Mechano-Bioreaktor MEAT-3D eine Zlich-
tung von verschiedenen myokardiellen Geweben unter standardisierten und
reproduzierbaren Bedingungen mdglich ist. Die Zellvitalitat der generierten Konstruk-
te wurde am Ende der 10tagigen Zellkulturperiode im Durchschnitt mit Gber 90 %
bestimmt. Wahrend des Kulturzeitraumes kénnen Proben steril aus dem Nahrmedi-
um entnommen und Mediumwechsel durchgefiihrt werden. Das Zirkulationssystem
flr die Nahrlésung bewirkt eine Sauerstoffsattigung des Medium von 99 % und eine
stéandige Versorgung der Zellen mit frisch oxygenisiertem KM-Medium.

AuBerdem ermoglicht der Aufbau des Bioreaktors die Kulturen kontrolliert physiologi-
schem mechanischen Dehnungsstress auszusetzen, ohne dass dadurch eine ver-
mehrte Zellapoptose oder ein Abplatzen der Zellen von der Matrix zu beobachten ist.
Das verwendete Druckluftsystem zeichnet sich vor allem durch seine gute Regulier-

barkeit und vielseitige Einstellungsmdglichkeiten in Bezug auf Frequenz, Wegstre-
61



Tissue Engineered Myocardial Patch 4 Ergebnisse

cke, Dehnungszeit und Pausenzeit aus. Es lassen sich im MEAT-3D folglich ver-
schiedene Einflussfaktoren auf die Zellkultur untersuchen.

4.4 Dreidimensionale Zellkultur auf den biologischen Matrices

Die 15 in einer Petri-Schale mit unterschiedlichen Zelldichten kultivierten Diarahmen-
konstrukte liefern Ergebnisse zur erforderlichen Besiedlungszellzahl und optimalen
Besiedlungstechnik.

Die im Bioreaktor generierten statischen Gewebe (n=5) dienen vor allem als Kon-
trollgruppe flr die mechanisch gestressten Konstrukte (n=5). Die Rebesiedlung des
DRV soll ,auBer Konkurrenz“ belegen, dass es im Allgemeinen mdglich ist, diese

Matrix nach dem Azellularisierungsprozess wieder mit Kardiomyozyten zu besiedeln.

4.4.1 Vorversuche in der Zellkulturschale

Es werden je finf Diarahmenkonstrukte mit Zelldichten von 1, 3 und 5 Millionen Zel-
len pro cm? Matrixoberflache besiedelt. Nach neun Tagen Kultur in einer Petrischale
werden sie mittels Live/Dead-Tests auf Zellvitalitét und -dichte untersucht.

In 5 der 15 Ansatze kommt es zu einem fast kompletten Absterben der Zellen, weil
das leichte Diarahmenkonstrukt auf dem Zellkulturmedium aufschwimmt und so min-
derversorgt wird. In die nachfolgende Analyse gehen somit die 10 Konstrukte ein, bei
denen dies nicht zu beobachten war.

In den Ansatzen mit der geringsten Siedlungsdichte (n=3 mit 1 x 10° Zellen/cm?) ist
zu beobachten, dass keine gleichméaBige Zelldichte auf der Matrix vorherrscht. Es
werden vornehmlich einzeln gelegene Zellen mikroskopisch sichtbar, die nur kurze
Zellauslaufer entlang der Kollagenstrukturen bilden. Der Anteil toter Zellen ist sehr
hoch, vor allem sind dies Zellen, die nicht in Kontakt mit anderen Zellen stehen.

Bei den mit einer Dichte von 3 x 10° Zellen/cm?2 besiedelten Konstrukten (n=3) lassen
sich Inseln mit hoher Zelldichte, lang ausgestreckte Zellen und fast 100 % vitale Zel-

len beobachten. Uber die gesamte Matrix erhalt man jedoch kein homogenes Ergeb-

62



Tissue Engineered Myocardial Patch 4 Ergebnisse

nis, da auch Areale mit geringerer Zelldichte und einem scheinbar daraus resultie-
renden hohen Anteil toter Zellen zu finden sind.

Eine Besiedlungsdichte von 5 x 10° aufgebrachten Zellen pro cm?2 Matrixoberflache
(n=4) fOhrt zu einer gleichmaBigen hohen Zelldichte Uber das gesamte Konstrukt.
Die Gewebsmorphologie erscheint im Live/Dead-Test durch die langen Zellauslaufer
und Zell-Zell-Kontakte der Herzmuskelstruktur ahnlich. In diesen Konstrukten findet

man eine Zellvitalitdt von 98 %.

Abb. 4.8: Diarahmenkonstrukte, Live/Dead-Farbung, Fluoreszenzmikroskopie des gesamten Kon-
struktes, 200fache VergréBerung, Zellbesiedlung mit a) 1 Mio. Zellen/cm?, b) 3 Mio. Zellen/cm? und
c) 5 Mio. Zellen/cm?2. Rote Fluoreszenz: Zellkerne toter Zellen, griine Fluoreszenz: Zytoplasma leben-
der Zellen

In weiteren Vorversuchen in 6-Well-Platten kann gezeigt werden, dass 3 ml Medium-
volumen zum Resuspendieren von 60 Millionen Zellen ausreichen, um das Uberle-
ben der Zellen in den ersten 48 Stunden nach der Besiedlung zu sichern. Fir diesen
Nachweis werden die Zellen in einer 6-Well-Kammer gesiedelt und nach 48 Stunden
mit einem Live/Dead-Assay angefarbt. Die auf der Platte adharenten Zellen zeigen

eine Zellvitalitat von 98 %.

Abb. 4.9: Kardiomyozyten im
6-Well im Uberlebensversuch
nach 48 h, Live/Dead-Farbung,
a) Darstellung rote
Fluoreszenz, b) griine Fluores-

zenz
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4.4.2 Rebesiedlung und statische Kultivierung der SIS im Bioreaktor

Neonatale porcine Kardiomyozyten, die in einer Dichte von 5 x 10° Zellen/cm? auf die
SIS gesiedelt und im Bioreaktor kultiviert werden, bilden eine dichte Zellschicht auf
der Oberlache der Matrix und wandern vereinzelt in die Tiefe des Gewebes. Mit Hilfe
der verschiedenen histologischen Methoden lassen sich Charakteristika von Herz-
muskelgewebe nachweisen.

Spontane Kontraktionen des gezlchteten Herzmuskelgewebes (n=5) kénnen in der
10tagigen Kulturzeit zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden.

Zur Standardisierung und Reproduzierbarkeit der Methode muss die Besiedlung al-
lerdings in einer Kulturschale — wie beschrieben — stattfinden. Konstrukte, die direkt
im Bioreaktor besiedelt werden, weisen signifikant niedrigere Zelldichten auf. Die Ur-
sache dieser Beobachtung scheint das seitliche Abschwimmen der Zellen von der

Matrix zu sein, das bei diesem Aufbau nicht vermieden werden kann.

4.4.2.1 Funktionelle Charakterisierung

Klinische Chemie

Uber die Konzentrationen von Glucose und Laktat im Zellkulturmedium wird die
Stoffwechselaktivitat der Zellen Uberprift. Glucose ist in der Zellkultur die wichtigste
Energiequelle fur die Muskelzellen. Unter Bildung von Adenosintriphosphat (ATP)
wird sie in der Glykolyse in Laktat umgesetzt. Diese im ATP konservierte Energie
wird flr viele Funktionen der Zelle, wie z.B. bei der Proteinbiosynthese oder zur Kon-
traktion benétigt, und dient somit als Parameter zur Uberpriifung der Funktionalitat
der Zellen.

Der Glucoseverbrauch eines unter statischen Bedingungen im Bioreaktor kultivierten
TEMP betréagt im Durchschnitt 0,9 mmol/l Glucose in 10 Tagen. Die Laktatproduktion
wahrend dieser Zeit wurde mit 0,6 mmol/lI Laktat bestimmt. Die Stoffwechselaktivitat
vitaler Zellen auf unserem Konstrukt ist demzufolge nachgewiesen, auch wenn der
deutliche Anstieg von Laktat auf einen zum Teil anaeroben Stoffwechsel hinweist.
Diese Ergebnisse machen eine Blutgasanalyse des KM-Mediums erforderlich. We-

gen des beobachteten anaeroben Stoffwechsels in der Kultur gilt es, die ausreichen-
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de Séttigung der Nahrflissigkeit mit Sauerstoff zu Uberprifen, die vor allem abhangig
von Gaspartialdruck und der Oberflache der beiden Phasen ist.

Die stichprobenartige Blutgasanalyse der Zellmedien ergibt dabei im Mittel einen
pH-Wert von 7,25, der im Vergleich zum physiologischen Normwert von pH 7,36-7,4
etwas zu sauer ist. Der Sauerstoffpartialdruck wurde bei 170 Torr gemessen, was
einer physiologischen Sauerstoffsattigung des Mediums von 99 % entspricht.

Die tabellarische und graphische Aufarbeitung dieser Daten erfolgt im direkten Ver-
gleich mit der dynamischen Zellkultur in Kapitel 4.4.3.1 in der Tabelle 4.2 und Abbil-
dung 4.13.

Elektrostimulation mit einem Einkammerschrittmacher

Bei keinem der funf gezlchteten myokardiellen Patches kdnnen spontane,
makroskopisch sichtbare Kontraktionen des Gewebes wahrend der Kultur beobach-
tet werden.

Um zu klaren, ob innerhalb des Gewebes eine physiologische Erregungsweiterlei-
tung maoglich ist, bzw. ob es mdglich ist, die Kardiomyozyten durch elektrische Stimu-
lation zum Schlagen zu bringen, werden die Konstrukte nach Beenden der Kultur mit
einem externen Einkammerschrittmacher gepaced.

Auch unter elektrischer Stimulation kénnen keine makroskopisch sichtbaren Kontrak-
tionen des Gewebes ausgemacht werden. Die mikroskopische Betrachtung des sti-
mulierten Gewebes liefert ebenfalls keine neuen Erkenntnisse.

Als Ergebnis dieser sehr einfachen Methode zur Uberpriifung der elektrischen Integ-
ritdt des Gewebes muss folglich formuliert werden, dass die Fahigkeit der Kontrakti-
on porciner Herzmuskelzellen nach der Kultivierung nicht nachgewiesen werden

konnte.

4.4.2.2 Histologische Charakterisierung

Live/Dead-Assay

Der Lebend/Tod Test wird in dieser Arbeit zur quantitativen Kontrolle der Zellvitalitat
auf dem gezichteten Gewebe herangezogen. Dadurch, dass mit der Calcein-
Floureszenz das gesamte Zytoplasma anfarbt wird, die Zellkerne allerdings ausge-
spart bleiben, lasst sich das Assay auch fur die Bestimmung der Zelldichte auf dem

Konstrukt und fir Untersuchungen zur Zellmorphologie heranziehen.
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Nach einer Kulturzeit von 10 Tagen unter statischen Bedingungen im Bioreaktor stel-
len sich 98 % der Zellen auf der Matrix griin, d.h. als lebend, dar.

In Bezug auf die Gewebemorphologie der statischen TEMP lassen sich physiologi-
sche Merkmale von Herzmuskelgewebe wiederfinden. Die Zellen bilden Zytoplasma-
auslaufer entlang der Kollagenfasern der Matrix und verbinden sich so zu einem
Netzwerk mit benachbarten Zellen.

Im Durchschnitt betragt die Zelldichte eines solchen Konstruktes rund 40.000 Zellen
hochgerechnet auf 1 cm? Matrixoberflache. Es sind im Schnitt also nur 1 % der be-
siedelten Zellen auf der Matrix adharend. Die Zellproliferation vor allem der enthalte-
nen Fibroblasten kann hierbei vernachlassigt werden, weil sie in ihrer Teilung durch

das Anhaften von BrdU an die DNA in der S1-Phase der Zellteilungzyklen gehemmt

werden.

Abb. 4.10: SIS-Matrix, rebesiedelt mit 6 x 10° Zellen/cm2 nach statischer Kultur im Bioreaktor,

Live/Dead-Farbung, Fluoreszenzmikroskopie des gesamten Konstruktes, 100fache VergréBerung

Die Analyse der Zellmorphologie erfolgt durch das Ausmessen der Zelllange am
Computer. An 1129 ausgemessenen Zellen auf der Matrix wird die durchschnittliche
Zelllange im statischen Konstrukt mit 56,8 um bestimmt (Range: 12-250 um). Sie
liegt also an der unteren Grenze des physiologischen Wertes von 50—100 pum.

HE- und Pentachrom-Farbungen

HE geférbte Feinschnitte der Praparate lassen sich in der Regel schwer interpretie-
ren, da sich die Matrixfibrillen durch das Eosin haufig stark anfarben und sich da-
durch das Zytoplamsa nicht sicher abgrenzen lasst. In der Pentachrom-Farbung sind

Zellkerne und Zytoplasma durch den héheren Farbkontrast besser zu identifizieren.
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Die gefarbten Querschnitte durch das Gewebe zeigen insgesamt einen dichten Zell-
monolayer an der Matrixoberflache. In der Farbung nach Movat lassen sich auch Zel-
len in der Tiefe gut gegen die Bindegewebsstrukturen abgrenzen.

Besondere Bedeutung hat die Pentachrom-Féarbung in dieser Arbeit, unter anderem,
weil sie eine Differenzierung der Matrixzusammensetzung erlaubt. Die Matrixstruktur
der statisch kultivierten TEMP ist gegeniber der azellularen SIS kaum verandert. Ein
Netzwerk aus gelb angefarbten Kollagenstrukturen beherrscht das Bild. Neu gebilde-
te Proteoglykane, die als blaue Areale imponieren, sind auf den Schnitten nur sehr

vereinzelt zu finden.

Abb. 4.11: SIS-Matrix, rebesiedelt mit 6 x 10° Zellen/cm? nach statischer Kultur im Bioreaktor, Parafin-
schnitte, a) und b) zwei Beispiele HE-Farbung, 200fache VergréBerung
c) Beispiel Pentachrom-Farbung, 100fache VergréBerung und d) 200fache VergréBerung

Immunhistologie

Der Nachweis von Kardiomyozyten auf der Matrix erfolgt anhand von Parafinschnit-
ten und einer Troponin T-Immunhistologie. Leider zeigt diese Farbemethode eine
stark ausgepréagte Hintergrundfarbung, was eine quantitaive Aussage Uber das Ver-
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haltnis von Kardiomyozyten zu Nicht-Kardiomyozyten auf der Matrix nicht sicher
maoglich macht. Die alternativen Farbemethoden am Cryoschnitt liefern eine noch
schlechtere Qualitat, vermutlich durch die Zerstérung von Zellstrukturen beim Aufar-
beitungsprozess.

Auf den Schnitten durch die statischen Kulturen lassen sich deutlich braunlich ge-

S el A NN R AT
Abb. 4.12: Immunhistologische Troponin T/DAPI-Farbung, Parafinschnitte, a) Herzmuskel nativ als
negativ-Kontrolle der Inmunhistologie, b) Herzmuskel nativ als positiv-Kontrolle, jeweils 40fache Ver-
groBerung, c) und d) rebesiedelte, statisch kultivierte SIS-Matrix, zwei Beispiele mit c) 100facher und
d) 200facher VergroBerung
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4.4.3 Rebesiedlung und Kultivierung der SIS unter physiologischem Stress

Eindeutiges Ergebnis dieser Arbeit ist, dass physiologischer Stress wahrend der
Zichtung von porcinen Herzmuskelzellen auf einer biologischen Matrix in vitro viele
positive Effekte auf die Stoffwechselaktivitat und Gewebsmorphologie hat.

Im Einzelnen wird beobachtet, dass die permanente rhythmische Dehnung zu einer
funktionellen Zellhypertrophie fuhrt, zu verbessertem Umbau der Matrix durch die
Zellen und zu gerichteten, netzartig untereinander verbundenen, Zellblindeln, wie sie
fir natives Herzmuskelgewebe charakteristisch sind.

Allerdings kénnen auch in diesem Versuchsaufbau bei keiner der Kulturen (n=5)

spontane Kontraktionen beobachtet werden.

4.4.3.1 Funktionelle Charakterisierung

Klinische Chemie

Wie schon fur statische Kulturen beschrieben, werden als Parameter fiir die Stoff-
wechselaktivitdt der Zellen der Glucoseverbrauch und die Laktatproduktion im Zell-
kulturmedium gemessen. Diese Werte sind auch erstes Indiz dafar, ob der
permanente mechanische Stress einen positiven Einfluss auf die Zellen wahrend der
Kultur hat.

Es ist zu beobachten, dass die Zellen Gber den gesamten Kulturzeitraum einen deut-
lich héheren Glukoseverbrauch, aber auch eine hdhere Laktatproduktion im Ver-
gleich zu der statischen Kontrollgruppe haben. Wie in Tabelle 4.2 und Abbildung 4.13
dargestellt, ist der Verbrauch an Glucose aus dem Zellkulturmedium fast doppelt so
hoch, die Laktat-Kurve zeigt eine bis zu 73 héhere Konzentrationen an. Die Werte der
graphischen Darstellung beziehen sich auf die jeweiligen Messwerte in einer Medi-
umkontrolle im Bioreaktor, also ohne Matrix und Zellen.

Die Blutgasanalyse des Zellkulturmediums ergibt sehr &hnliche Werte wie die der
statischen Kontrollgruppe. Die Sauerstoffsattigung des KM-Mediums liegt bei 99 %,
der pH-Wert im Mittel bei pH 7,25. Sauerstoffpartialdruck und pCO. pendeln sich bei
170 Torr, bzw. 38 Torr ein.
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Glukosekonzentration Laktatkonzentration

Tag0 |Tag3 |Tag6 |Tag9 [Tag0 |Tag3 |Tag6 |Tag9
TEMP 1 statisch 5,4 5,1 5,1 4,8 1,36 1,60 1,93 2,23
TEMP 2 statisch 54 5,0 5,1 4.8 1,36 1,58 2,05 2,24
TEMP 3 statisch 53 49 49 4,6 1,36 1,65 2,10 2,47
TEMP 4 statisch 54 5,2 5,2 1,56 1,50 1,55
TEMP 5 statisch 5,3 49 46 1,38 2,20 2,87
TEMP 1 dynamisch 5,6 5,2 5,5 4,9 1,33 1,53 1,77 1,78
TEMP 2 dynamisch 51 5,1 5,2 5,2 1,48 1,70 1,71 1,71
TEMP 3 dynamisch 5,6 5,4 5,0 49 1,55 1,66 1,93 2,61
TEMP 4 dynamisch 53 4,6 4,6 1,38 2,34 2,93 2,61
TEMP 5 dynamisch 5,3 4,8 45 1,38 2,28 3,10
Kontrolle 5,4 5,3 5,3 5,3 1,39 1,40 1,40 1,41

Tab. 4.2: Tabellarische Darstellung der gemessenen Serumkonzentrationen an Glukose und Laktat

im Kulturmedium in mmol/l. Aufgelistet sind sowohl Messergebnisse der statischen Kulturen im

Bioreaktor, als auch der dynamischen Kulturen

S

0,5

Netto-
Laktatproduktion

BioVaM statisch
== BjoVam stretched
==i=RBjoVaM statisch
=&=BjoVam stretched

-0,5

Netto-
Glukoseverbrauch

Abb. 4.13: Graphische Darstellung der Mittelwerte des Netto-Glukoseverbrauchs der statischen im

Vergleich zu den dynamischen Kulturen, abgeleitet aus Tabelle 4.2 (Angabe in mmol/l)

Zusatzlich zum Nachweis vitaler Zellen auf der Matrix durch die Bestimmung der

Stoffwechselprodukte, werden speziell bei den mechanisch gestressten Kulturen die

Konzentrationen zytoplasmatischer Enzyme im Medium bestimmt. Es wird damit der
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Frage nachgegangen, ob es durch den mechanischen Stress zu einer vermehrten
Apoptose oder einem Abplatzen der Zellen kommt.

In allen Gberpriften Kulturen (n=3) kénnen mit den etablierten Standardverfahren der
Blutserumanalyse weder die herzmuskelspezifische CK-MB, noch die ubiquitar in

Zellen vorkommende LDH nachgewiesen werden.

Elektrostimulation mit einem Einkammerschrittmacher

In den unter physiologischem Stress kultivierten Konstrukien kénnen keine sponta-
nen, makroskopisch sichtbaren Kontraktionen des Gewebes wahrend der Kultur be-
obachtet werden.

Auch unter elektrischer Stimulation sind keine funktionellen Unterschiede zur stati-
schen Kultur sichtbar. Weder makroskopisch noch mikroskopisch sichtbare Kontrak-

tionen sind zu dokumentieren.

4.4.3.2 Histologische Charakterisierung

Live/Dead-Assay

Der Lebend/Tod-Test wird auch hier angewendet, um am nativen TEMP Aussagen
zur Zellvitalitat sowie zu Gewebs- und Zellmorphologie machen zu kénnen.

Nach der 10tagigen Kulturzeit zeigen alle Konstrukte einen Anteil vitaler Zellen von
98 %, also gleich der statischen Kontrollgruppe.

Die Zellen bilden lange Auslédufer und scheinen sich auch hier mit anderen Zellen zu
einem Netzwerk zu verbinden. Die Zellen orientieren sich vor allem in Richtung des
mechanischen Stresses und ordnen sich so in Reihen an. Das gesamte Gewebe
wirkt strukturiert und bekommt eine Orientierung, wie sie bei physiologischem Herz-
muskelgewebe vorkommt.

Durch den permanenten Dehnungsstress kommt es auBerdem zur Zellhypertrophie,
die sich in der Veranderung der Zelllange zeigt und messen lasst. Die durchschnittli-
che Zelllange wurde mit 153 um bestimmt (Range: 23-528 um), was einem mehr als

dreifachen Zellvolumen gegenuber der statischen Kultur entspricht.
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Abb. 4.14: SIS-Matrix, rebesiedelt mit 6 x 10° Zellen/cm? nach dynamischer Kultur im Bioreaktor,

Live/Dead-Farbung, Fluoreszenzmikroskopie des gesamten Konstruktes, a), b) und c¢) 100fache Ver-
groBerung, d) 200fache VergroéBerung

HE- und Pentachrom-Farbungen

Die HE-Farbung erweist sich auch flr die Untersuchung der Gewebemorphologie am
mechanisch kultivierten Gewebe nicht als Mittel der Wahl. Die angesprochene Hin-
tergrundfarbung der Kollagenfibrillen féllt noch intensiver aus, als in der statischen
Kultur. Grund hierfiir mag eine Veranderung der Polaritat der Fibrillen sein sowie die
daraus resultierenden ionischen Wechselwirkungen der Farbstoffe. Die wesentlichen
Unterschiede zur statischen Kultur bilden sich in der Pentachrom-Farbung deutlich
besser ab.
Hier zeigt sich zunachst die Masse der Zellen an der Matrixoberflache, ahnlich der
statischen Kultur. Im Gegensatz zu der Kontrollgruppe formen die Zellen aber keinen
Monolayer, sondern bilden stellenweise ein dichtes Netzwerk aus mehreren Zellla-
gen.
Die differenzierte Anfarbung der verschiedenen Bindegewebsstrukturen stellt in die-
sen Konstrukten blau angeféarbte Areale rund um die Zellen und in der Matrix dar. Im
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Vergleich zu der nativen azellularen Matrix werden also zahlreiche Proteoglykane als
Vorstufe von neuen Bindegewebsstrukturen neu synthetisiert, wobei vor allem der
Anteil elastischer Fasern hoch ist.

Die Ergebnisse aus der klinisch chemischen Untersuchung, die zeigen, dass die ge-
stressten Zellen Stoffwechsel-aktiver sind, werden hier durch den Nachweis des we-
sentlich héheren Umbaus der extrazelluldaren Matrix untermauert. Bei vielen der
angeschnittenen Zellen sind deutlich Zellauslaufer entlang der Kollagenfasern zu

erkennen, wie es auch schon in dem Live/Dead-Assay beobachtet wird.
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Abb. 4.15: SIS-Matrix, rebesiedelt mit 6 x 10° Zellen/cm2 nach dynamischer Kultur im Bioreaktor, Pen-
tachrom-Farbung am Parafinschnitt, Durchlichtmikroskopie, a) 100fache VergréBerung, b) 200fache
VergroBerung

Immunhistologie

Wie schon fir die statische Kultur angesprochen, stellt sich eine Immunhistologie mit
dem monoklonalen Antikérper MF-20, bzw. Troponin T als sehr schwierig dar. Die
Hintergrundfarbung auf Schnitten durch die gestressten Konstrukte ist noch starker
ausgepragt, was vermutlich durch elektrostatische Wechselwirkungen bedingt ist.
Eine Aussage Uber das Verhaltnis von Kardiomyozyten zu Nicht-Kardiomyozyten auf
der Matrix kann mit dieser Nachweismethode nicht getroffen werden, reprasentative
Bilder lassen sich nicht auffihren.
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4.4.4 Besiedlung des DRV fiir den Bioreaktor

Die Besiedlung des DRV unterscheidet sich in ihrer Technik deutlich von der der SIS-
Matrix. Zellen auf die Oberflache zu geben erscheint angesichts der Dicke des Kon-
struktes, der geringen Fahigkeit der Kardiomyozyten in Gewebe einzuwandern und
der Auskleidung der Oberflache mit Bindegewebe des Endokards wenig sinnvoll. Die
Zellen werden demnach an verschiedenen Stellen des DRV injiziert und in L/D-Test
und Histologie werden Anwachsverhalten und Verteilung der Zellen im Gewebe un-
tersucht.

Als Ergebnis fir die Rebesiedlung der DRV mit neonatalen Kardiomyozyten |&sst
sich zu diesem Zeitpunkt formulieren, dass es im Prinzip moglich ist, diese Zellen
nach dem Azellularisierungsprozess dort anzusiedeln und zu kultivieren. Aufgrund
der dichten Matrixstruktur und des groBen Volumens des Gewebes ist es allerdings
nicht moglich, eine befriedigende Zelldichte Uber das gesamte Konstrukt zu erhalten.
Die mit einer Spritze injizierten Zellen verbleiben zum GroBteil in den Stichkanélen
und nur eine geringe Anzahl der Zellen wandert in die Matrix ein. Umbauvorgange

des Bindegewebes durch die Zellen kénnen so gut wie nicht dokumentiert werden.

4.4.4.1 Funktionelle Charakterisierung

Klinische Chemie

Auch in diesem Konstrukt wird die Stoffwechselaktivitéat der Zellen Gber den Umsatz
von Glukose und die Produktion von Laktat bestimmt. Diese Informationen sind be-
sonders deshalb interessant, da sich in den Stichkanalen zur Besiedlung viele Zellen
befinden, die nicht auf der Matrixstruktur adharend sind und wir keine Methode ha-
ben um nachzuweisen, ob diese Zellen vital sind. Dennoch ist ein Vergleich der Wer-
te mit den SIS-basierten Konstrukten nicht sinnvoll, weil eine ungeféhre Zellzahl in
dem DRV auf Grund der ungleichméaBigen Verteilung nicht zu bestimmen ist. Ein
theoretischer Wert fir den Stoffwechsel einzelner Zellen lasst sich somit nicht er-
rechnen.

In den mit 60 Millionen Zellen besiedelten Konstrukten findet sich ein Glukose-
verbrauch von 0,3 mmol/l. In der 10tagigen Zellkultur werden 0,25 mmol/l Laktat pro-

duziert. Da diese Werte flr 60 Millionen besiedelte Zellen sehr gering ausfallen, ist
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anzunehmen, dass nur noch wenige Zellen stoffwechselaktiv sind. Auf der anderen
Seite wird jedoch damit nachgewiesen, dass sich in dem Konstrukt lebende Zellen

befinden missen.

Elektrostimulation

Analog zu den Konstrukten auf der SIS-Matrix werden auch bei den in den DRV ge-
siedelten Kardiomyozyten keine Kontraktionen beobachtet. Da eine elekirische Integ-
ritdt Ober das gesamte Gewebe auf Grund einer zu geringen Zelldichte nicht zu
erwarten ist, wird hier auf die Elekirostimulation der Konstrukte mit einem Einkam-

merschrittmacher verzichtet.

4.4.4.2 Histologische Charakterisierung

Live/Dead-Assay

Nach der 10tagigen Kultur im Bioreaktor wird die Zellvitalitat in dem Konstrukt mittels
Live/Dead-Assay erforscht. Auf zahlreichen Querschnitten durch die Matrix kénnen
auch in der Tiefe des Gewebes vereinzelt vitale Zellen ausgemacht werden. Insge-
samt ist die Zelldichte sehr gering, so dass eine signifikante statistische Auswertung
mit Verhéltnis von lebenden zu toten Zellen nicht méglich ist. Uber 75 % der mikro-
skopierten Zellen stellten sich als vital und stoffwechselaktiv dar.

Trotz der jeweils 10 Stufen durch die Proben wird bei keinem Objekttrager ein Stich-
kanal angeschnitten. In den fir die Histologie in Formalin fixierten Gewebeproben
werden diese erst im Nachhinein gefunden. Eine Aussage Uber die Zellvitalitat in die-

sen Arealen ist also nicht mdglich.
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Abb. 4.16: DRV-Matrix, rebesiedelt mit 6 x 10° Zellen/cm2 nach Kultivierung im Bioreaktor, Live/Dead-
Farbung, Gefrierschnitt, a) 200fache, b) 400fache VergréBerung

HE- und Pentachrom-Farbungen

Die Zellverteilung im Gewebe wird zundchst mit der HE-Farbung untersucht. Auf-
grund der insgesamt sehr geringen Zelldichte im rebesiedelten DRV werden mindes-
tens 15 Stufen durch die Paraffinblécke geschnitten. Auf einigen Schnitten kann
keine einzige Zelle ausgemacht werden, auf anderen findet sich der Injektionskanal
von der Besiedlung mit freien und adharenten Zellen wieder. Die Matrixstruktur stellt
sich als ein dichtes Netzwerk dicker Bindegewebsstrukturen mit engmaschigen Po-
ren dar.

In der Pentachrom-Farbung werden das Bindegewebe und die Matrixzusammenset-
zung nach der Rebesiedlung genauer charakterisiert. Dabei zeigt sich, dass wie in
der statischen Kultur auf der SIS die Matrix gegeniber der zellfreien Ausgangszu-
sammensetzung kaum verandert ist. Neu synthetisierte Proteoglykane sind nicht zu
mikroskopieren.

Es kdnnen vereinzelte, in die Matrix eingewanderte Zellen nachgewiesen werden, die
kurze Auslaufer entlang der kollagenen Fibrillen bilden. AuBerdem lassen sich die
nach der Azellularisierung erhaltenen GeféBstrukturen in den Pr&paraten wiederfin-
den.
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Abb. 4.17: DRV-Matrix, rebesiedelt mit 6 x 10°
Zellen/cm2 nach Kultivierung im Bioreaktor,
Paraffinschnitte, a) HE-Farbung, 40fache Ver-
groBerung, b) Pentachrom-Féarbung, 40fache
VergroBerung und c) in 200facher VergroBe-
rung. Es sind hier jeweils die Injektionskanéle
der Zellbesiedlung angeschnitten (*)

R e NG T
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5 Diskussion

Das Tissue Engineering (TE) von Myokardgewebe erscheint als viel versprechender
Ansatz fUr eine kausale Therapie der kardialen Insuffizienzen. Allerdings bestehen
nach dem derzeitigen Stand der Forschung ungel6ste Problemstellungen und Limi-
tierungen, die einen klinischen Einsatz noch nicht méglich machen. Vor allem fehlt es
den entwickelten Konstrukten an dreidimensionaler Gewebsorganisation, einer suffi-
zienten Nahrstoffversorgung und demzufolge an der nétigen Funktionalitat fur den
klinischen Einsatz. Hier sind insbesondere weitere Innovationen im Bereich der Tra-
germatrices und der Kulturmethoden notwendig, um komplexere und funktionelle
Neogewebe zichten zu kénnen.

In diesem Zusammenhang beschéftigt sich die vorliegende Dissertation mit der Ver-
wendung von azellularisierten biologischen Tragermaterialien als neuen Ansatz fir
das Myokardielle TE. Die bereits in anderen Bereichen des Tissue Engineerings
verwendete Small Intestine Submucosa (SIS) sollte hier etabliert werden. Zudem
sollte eine neu entwickelte Matrix, der Decellularised Right Ventricle (DRV), als Tra-
germaterial fir Kardiomyozyten charakterisiert werden.

Ein weiterer Schwerpunkt lag in der Entwicklung eines Mechano-Bioreaktorsystems
zur Erforschung unterschiedlicher, dynamischer Kulturbedingungen fir das Myokar-
dielle TE. Speziell der Effekt von physiologischem mechanischem Stress wéahrend
der Kulturperiode sollte charakterisiert werden.

Als ein dritter Aspekt wurde ein porcines GroBtiermodell fiir den Einsatz im Myokar-
diellen TE etabliert. Die verschiedenen Konstrukte, bzw. die statischen wie dynami-
schen Ansatze wurden histologisch, immunhistochemisch, biochemisch und

funktionell charakterisiert.

5.1 Myokardielles Tissue Engineering

Far die Therapie chronischer Herz-Kreislauferkrankungen stehen, wie eingangs auf-
gefihrt, neben den eher symptomorientierten Pharmakotherapien eine Vielzahl inno-

vativer Therapieansatze zur Verfugung. Aufgrund hoher Komplikationsrisiken bei
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mechanischen oder xenogenen Verfahren stellen die Regenerativen Therapien als
kausales Behandlungskonzept den viel versprechendsten Ansatz fir einen dauerhaf-
ten Therapieerfolg dar.

In den letzten 10 Jahren sind dabei groBe Fortschritte in den beiden Forschungs-
zweigen der Regenerativen Therapien erzielt worden. Die Zelltransplantation hat in
der Behandlung eines akuten Myokardinfarktes bereits ihren Einzug in die klinische
Anwendung geschafft [18]. Zahlreiche positive Effekte im Hinblick auf Regeneration
und Funktionsverbesserung des infarzierten Areals sind publiziert. Dennoch lassen
sich Kritikpunkte und Limitierungen dieser Zelltherapie bis heute nicht ausrdumen. Es
lasst sich nach dem Einbringen der Zellen kein Einfluss mehr auf ihren Verbleib oder
ihre Integrationen in das Zielgewebe nehmen [51]. Vor allem die Permeabilitat der
GefaBwande stellt einen kritischen Parameter flr die Zellmigration in das Ischamie-
gebiet dar. Somit erscheinen besonders im Bereich der chronischen Herz-
Kreislauferkrankungen die Methoden und Anséatze des Tissue Engineerings Erfolg
versprechender. Hier kdnnen gezielt insuffiziente Areale durch differenzierte Gewebe
ersetzt oder durch endokardielle Plastiken unterstitzt werden. In der Vergangenheit
sind unterschiedliche Konzepte fur die Generierung von myokardiellen Neogeweben
entwickelt und zahlreiche Meilensteine und Erfolge publiziert worden.

5.1.1 Strategien und Problemstellungen im myokardiellen TE

Das Ziel des Tissue Engineerings ist es, eine Gewebeeinheit zu generieren, die die
Funktion eines Organs wiederherstellt, bzw. erhélt oder verbessert [20, 52]. Entspre-
chend diesem Anforderungsprofil ist ein komplexes dreidimensionales Konstrukt er-
forderlich.

Wie eingangs vorgestellt werden zum Teil sehr unterschiedliche Konzepte zum Tis-
sue Engineering von Myokard verfolgt: der schichtweise Aufbau einzelner Kardiomy-
ozyten-Monolayer [33, 53], die Verwendung flissiger Matrices [39, 54, 36, 35] oder
auch definierter vorgeformter Tragermaterialien [43, 44, 28, 55]. Nach den Daten
dieser Forschungsgruppen lassen sich im Ergebnis mit allen dieser unterschiedlichen
Methoden myokardielle Neogewebe herstellen, die wesentliche funktionelle und mor-
phologische Eigenschaften vom Herzmuskel aufweisen.

Eines der ersten und sehr gut charakterisierten Modelle stellen die EHT der Arbeits-

gruppe um Eschenhagen und Zimmermann dar [39, 54, 36]. Durch die Vermischung
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von Zellen und flissiger Matrix weisen die Konstrukte eine hohe und weitgehend
gleichmaBige Zellverteilung auf. Histologisch zeigen diese Gewebe durch eine dy-
namische Kultivierung eine physiologische Morphologie. Es finden sich spindelférmi-
ge, ausgerichtete Muskelzellen, eine spontane Kontraktilitdt mit messbarer
Kraftentwicklung wurde nachgewiesen. Allerdings betragt der Kardiomyozytenanteil
gemessen am Gewebsvolumen nur rund 30 %, deutlich defizitér also gegentber ei-
nem physiologischen Anteil von 75 % im nativen Myokard.

Eine deutlich héhere und anndhernd physiologische Zelldichte weisen die Neotissue
der Arbeitsgruppe um Shimizu und Kollegen auf [33, 53, 56]. Durch ihren schichtwei-
sen Aufbau der dreidimensionalen Gewebe aus Kardiomyozyten-Monolayern erhal-
ten sie ein dicht gepacktes und untereinander vernetztes Gewebe. Gap Junctions
zwischen den Zellen lassen sich immunhistochemisch nachweisen. Eine Kontraktili-
tat mit messbarer Kraftentwicklung wird berichtet, wie auch die elektrische Integritat
der Gewebe in vivo.

Dem gegenuber erscheint die Gewebemorphologie bei den TE-Konstrukten unter
Verwendung vorgeformter Matrixstrukturen defizitédr. Zwar ist es der Arbeitsgruppe
um Kofidis und Kollegen méglich, einen dichten und kontrahierenden Zellverband zu
zlchten, die Zellverteilung in den Konstrukten ist jedoch weitgehend auf die Oberfla-
chen begrenzt [43, 42]. Auch andere solcher Modelle wie die Tissue Engineered
Grafts (TEG) von Li et al. weisen einen solchen Zellgradienten auf [44]. Die messba-
re maximale Kraftentwicklung fallt verglichen mit den anderen genannten Modellen
entsprechend geringer aus [43]. Eine signifikante Verbesserung der systolischen
linksventrikuldren Funktion lasst sich im Implantationsversuch bei TEG dennoch
nachweisen [57].

Trotz dieser genannten Eigenschaften und der groBen Fortschritte im Tissue Engi-
neering der letzten Jahre, weisen die einzelnen Konstrukte keine ausreichende drei-
dimensionale Gewebsorganisation und Funktionalitat fir den klinischen Einsatz auf.
Die etablierten Neogewebe aus den genannten Kleintiermodellen sind deutlich in
ihrer Gr6Be beschrankt und in der humanmedizinischen Anwendung sind noch weit
gréBere Gewebeeinheiten flr einen funktionellen Ersatz von Herzmuskel notwendig.
Die erzielten Ergebnisse mit der Generierung kontraktiler Konstrukte aus Rattenkar-
diomyozyten lassen sich darUber hinaus nicht direkt in ein Humanmodell Gbertragen.
Erste Versuchsreihen mit GroBtierzellen und humanen Kardiomyozyten haben ge-
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zeigt, dass diese fur ihren Funktionserhalt weit aufwéndigere Zellkulturbedingungen
bendtigen und in einfachen Modellen keine spontane Kontraktilitédt aufweisen.

Die wichtigste SchlUsselstelle fir eine Verbesserung der dreidimensionalen Organi-
sation, die Zichtung groBerer Konstrukte und den Funktionserhalt der Kardiomyozy-
ten liegt hier in der N&hrstoffversorgung der Zellen in den Neogeweben. Eine
Vaskularisierung bereits in vitro ist fur die erfolgreiche Kultivierung groBer Zellver-
bande und den erfolgreichen Transfer in den Organismus erforderlich. In den etab-
lierten Modellen ist diese Problematik noch nicht Uberzeugend gelést. Entsprechend
verfolgen wir in unserem TE-Konzept die Strategie, durch Etablierung innovativer
biologischer Matrices die Grundlage fir eine spatere in vitro Vaskularisierung zu
schaffen.

Alle der genannten myokardiellen Neogewebe hangen in der N&hrstoffversorgung
der Zellen von der Diffusion durch die Konstrukte ab. Nach einer Arbeit von Walles et
al. betragt jedoch die maximale suffiziente Diffusionsstrecke in Tissue Engineerten
Geweben gerade 800 um [58]. Fir Gewebe mit héherer — physiologischer — Zelldich-
te ist diese nach dem Fickschen-Diffusionsgesetz sicher weitaus geringer anzuset-
zen. In der Tumorforschung finden sich beispielsweise Diffusionsgrenzen von 200-
300 um fur Gewebe ohne eigene Kapillarisierung [59]. Nicht zu vergessen sei hierbei
auch, dass die Zellischamie genau fur die Krankheiten verantwortlich ist, die durch
diese Therapiekonzepte angegangen werden sollen, und dass Kardiomyozyten eine
vergleichsweise geringe Hypoxietoleranz aufweisen. Entsprechend sind die vorge-
stellten Konstrukte deutlich in ihrer GréBe beschrankt. Die Arbeitsgruppe Shimizu
berichtet von maximal sechs Zelllagen, die Uber Diffusion noch suffizient versorgt
werden [60]. Lenz, Kofidis et al. beschreibt einen deutlichen Gradienten in der Zell-
verteilung und Vitalitat entsprechend dem Diffusionsgradienten [40]. Dies wird auch
von anderen Arbeitsgruppen unterstrichen und es sind darUber hinaus genaue Diffu-
sionsverteilungen durch artifizielle Gewebe bestimmt worden [25, 26]

Nach dem derzeitigen Stand der Forschung ist die Implementierung eines Kapillar-
bettes oder eine Vaskulogenese in vitro nicht méglich [27, 61]. Die komplexen Me-
chanismen der Neoangiogenese sind weitgehend unerforscht — in diesem
Verstandnis liegt der SchllUssel fir eine erfolgreiche Umsetzung in vitro. Auch wenn
beschrieben ist, dass transplantierte artifizielle Herzmuskelkonstrukte in vivo rasch
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eine Kapillarisierung durch einsprossende GeféaBe aufweisen [60, 62, 63, 64], kann
dies nicht als befriedigende Lésung angesehen werden. Es kommt jeweils zu einem
GroéBenverlust der implantieten Gewebe und auch die zeitgerechte suffiziente
Vaskularisierung im Hypoxietoleranzintervall erscheint fraglich [65].

Eine suffiziente Vaskularisierung bereits in vitro ist demzufolge notwendig, um die
geforderte dreidimensionale Gewebsorganisation und Funktionalitat der Gewebe zu
erreichen. Die bisherigen Strategien zur Neoangiogenese in Tissue Engineerten
Konstrukten sind vielfaltig. Angiogenetische Wachstumsfaktoren als Supplemente zu
den Matrixproteinen oder die Co-Kultur endothelialer (Vorlaufer-)Zellen und Stamm-
zellen finden hier Anwendung [27]. Dennoch ist kein Uberzeugendes Ergebnis einer
adaquaten Angio- oder Vaskulogenese publiziert. Durch Zusatz von Endothelzellen
zu den Kardiomyozytenkulturen beschreibt die Gruppe um Eschenhagen zwar die
Ausbildung von rudimentaren Kapillarstrukturen, ein GefaBnetzwerk ist jedoch nicht
erkennbar [39]. Die Arbeitsgruppe um Kofidis verfolgt den Ansatz, eine Angiogenese
ausgehend von einem nativen ZentralgefaB zu induzieren [40]. Entsprechende Kapil-
laraussprossungen werden ebenfalls beobachtet, sind jedoch nicht suffizient.

Es besteht also die Notwendigkeit, neue Modelle und Ansatze fir die Generierung
eines GefaBnetzwerkes in einem Tissue Engineerten Gewebe zu entwickeln. Ideal-
erweise verflgt die verwendete Tragermatrix bereits Uber ein eigenes GefaB- und
Kapillarnetzwerk.

Genau dieser Ansatz lasst sich mit den von uns verwendeten azellularisierten biolo-
gischen Matrices verfolgen. Bei der Matrixgewinnung und Azellularisierung bleibt die
native GefaBstruktur erhalten. Durch Reendotheliarisierung dieser physiologischen
Strukturen kénnen autologe GefaBbaume im Gewebe aufgebaut werden und davon

ausgehend eine weitere Angiogenese induziert werden.

5.2 Unser Konstrukt eines Tissue Engineered Myocardial Patch

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Verwendung von innovativen azellularisierten
biologischen Tragermaterialien als neuen Ansatz flr das Myokardielle TE. Zwei ver-
schiedene Matrices mit unterschiedlicher Struktur und Zusammensetzung sollten
hierbei untersucht und als standardisierte Modelle fir die weitere Forschung etabliert

werden. Trotz beschriebener Defizite vorgeformter Matrixstrukturen im TE bietet die-
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ses Modell durch seine erhaltene GefaBstruktur unserer Ansicht nach das Erfolg ver-
sprechendste Konzept zur Verwirklichung einer in vitro Vaskularisierung. Die Prob-
lemstellung der mangelnden Gewebsorganisation wurde durch die Entwicklung eines
Mechano-bioreaktorsystems entsprechend adressiert.

5.2.1 Entwicklung und Evaluation eines Mechano-Bioreaktors MEAT-3D

Nach den klassischen Prinzipien des Tissue Engineerings erfordert die Herstellung
eines dreidimensionalen Gewebes eine in vitro Kulturphase in einem Bioreaktor. Aus
den einzelnen Komponenten wie Zellen und Matrixstrukturen missen komplexe Ge-
webestrukturen werden. Daflr ist es zum einen entscheidend, die physiologische
Umgebung der Zellen zu imitieren, um Zelllberleben und Wachstum zu garantieren.
Zum anderen gilt es, Uber verschiedene Stimuli die Gewebsorganisation zu férdern.
Die Ergebnisse im TE in den letzten Jahren haben deutlich gemacht, dass es nicht
maoglich ist, funktionelles Gewebe in einem statischen Milieu in einer Zellkulturschale
zu erzeugen [32]. Demgegentber konnte gezeigt werden, dass physiologische Kul-
turbedingungen einen positiven Einfluss auf die Differenzierung von Zellen und die
dreidimensionale Organisation zahlreicher Gewebe in vitro haben [66, 67].

Aus diesen Erkenntnissen lasst sich die Notwendigkeit ableiten, Bioreaktorsysteme
zu entwickeln, die es erlauben, die spezifische Umgebung der individuellen Gewebe
nachzuahmen, um im Ruckschluss einen hohen Grad an zellularer Differenzierung
und Gewebsorganisation zu erhalten.

In der aktuellen Literatur sind zahllose Bioreaktordesigns veréffentlicht worden [31,
68]. Dabei handelt es sich um gewebsspezifische, vor allem aber um konstruktspezi-
fische Aufbauten. Entsprechend war fir unser Konstrukt eines Tissue Engineered
Myocardial Patch (TEMP) auf Grundlage von dezellularisierten biologischen Trager-
matrices, die Neuentwicklung eines Bioreaktorsystems notwendig. Aufbauend auf
etablierten statischen und dynamischen Modellen aus unserem Forschungslabor [47,
69, 49] wurde in Zusammenarbeit mit den Forschungswerkstatten der MHH das Me-

chano-Bioreaktorsystem MEAT-3D entwickelt und produziert.

In aktuellen Veréffentlichungen sind Grundsatze zum Bioreaktordesign fur eine Zell-
kultur wie folgt formuliert [70]: es muss (1.) die Sterilitat dieser Systeme gewahrleistet

sein, (2.) ein Mediumzirkulationssystem vorhanden sein, das die Nahrstoffversorgung
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der Kultur und den Gasaustausch mit der Umgebung gewahrleistet, und (3.) die
Temperatur wéhrend der Kulturzeit bei 37 °C garantiert sein. In Bioreaktoren wie
dem MEAT-3D, unter Verwendung geschlossener Systeme in einem Warmeschrank
und Perfusionssystemen mit einem Mediumreservoir, sind diese Bedingungen weit-
gehend verwirklicht und garantiert. Es kam bei keinem der durchgefihrten Versuche
zu einer Verkeimung, die Temperatur wurde Uber den Warmeschrank konstant regu-
liert. Eine Zellvitalitdt von anndhrend 99 % nach 12-tagiger Kultur unterstreicht die
grundlegend physiologischen Bedingungen. In Hinblick auf eine suffiziente Nahrstoff-
versorgung der Zellen ergibt sich allerdings ein obligater Verbesserungsbedarf des
Bioreaktorsystems. So wurde wahrend der Kultur ein Anstieg von Laktat im Zellkul-
turmedium und ein stetiger Abfall des pH-Wertes beobachtet.

Allerdings stand bei der Entwicklung des Bioreaktorsystems die Verbesserung der
Zellkulturbedingungen durch Nachahmung exogener physiologischer Stimuli im Fo-
kus dieser Forschungsarbeit. Die Ergebnisse statischer Kulturen auf Grundlage vor-
geformter Matrixstrukturen wie beispielsweise den AMT weisen eine unbefriedigende
Zellverteilung und dreidimensionale Organisation auf. Es bildet sich in der Hauptsa-
che ein Zellmonolayer an der Matrixoberflache. Nur wenige Zellen migrieren in das
Innere des Gewebes. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, die Zellen zur Ausbil-
dung physiologischer Gewebsorganisation in der Kultur zu stimulieren. Unter Be-
ricksichtigung der physiologischen Gegebenheiten des schlagenden Herzens
erscheint es sinnvoll, die Konstrukte einem permanenten physiologischen Deh-
nungsstress auszusetzen.

Bereits mehrere Arbeiten haben in diesem Zusammenhang positive Effekte unter-
schiedlicher Stimuli auf die Zell- und Gewebsmorphologie beschrieben. Bei der Ver-
wendung von flissigen Matrixproteinen ergeben sich durch Applikation von
chronischem Stress eine Zellhypertrophie und eine verbesserte Funktionalitat der
Gewebe. Fink et al. berichten Uber die Ausbildung von charakteristischen Muskelzell-
fasern [66]. Bei der Verwendung vorgeformter Matrices andert sich die Morphologie
der Gewebe durch mechanischen Stress zu einer besseren Zellverteilung in den
Konstrukten. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Akhyari und Li zeigen eine indu-
zierte Zellproliferation und die verbesserte Zellmigration in die Tiefe [67].

Unser neu entwickelter Mechanobioreaktor MEAT-3D erméglicht die Applikation von
physiologischem mechanischem Stress auf unsere TEMP-Kulturen. Dabei kénnen
diese Ansatze unter identischen Rahmenbedingungen zu den statischen Konstrukten
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kultiviert werden. Mittels der Drucksteuerung wird ein zyklischer Dehnungsstress
ausgeubt, der vergleichbar mit dem eines schlagenden Herzens ist. Die Evaluation
der dynamisch kultivierten Konstrukte im Vergleich zu den statischen Iasst eine we-
sentlich verbesserte Gewebsmorphologie erkennen. Es entstehen mehrlagige Ge-
webe mit spindelférmig vernetzter Zellmorphologie. Auch wurden zahlreiche weitere
positive Effekte, wie ein erhdéhter Matrixumbau durch die Zellen und eine physiologi-

sche Zellgr6Be und Ausrichtung beobachtet.

5.2.2 Etablierung biologischer Matrices fir das myokardielle TE
5.2.2.1 Small Intestine Submucosa

In unserem ersten Konstrukt eines Tissue Engineered Myocardial Patch (TEMP)
wurde die Rebesiedlung der azellularen, biologischen Small Intestine Submucosa
(SIS) mit neonatalen Kardiomyozyten etabliert.

Diese Matrix wird bereits in anderen Anwendungen des Tissue Engineerings ver-
wendet und ist entsprechend gut charakterisiert [47, 71, 72, 48]. Im Vergleich zu syn-
thetisch hergestellten Tragermaterialien zeichnet sie sich durch drei wesentliche
Eigenschaften aus [73, 74].

I. Die Matrix besteht aus allen Bestandteilen eines physiologischen Bindegewe-
bes. Ohne die genauen Mechanismen oder Zusammensetzungen zu kennen,
weisen die enthaltenen Wachstumsfaktoren, Zytokine, Strukturproteine, Gly-
koproteine und Proteoglykane positive Eigenschaften auf das Zellwachstum und
die Migration auf [24]. Neben den Strukturproteinen ist diese Gegenwart von
Mediatoren einzigartig im TE und nur zu einem Bruchteil derzeit in syntheti-
schen Matrices zu rekonstruieren. Entsprechend werden in vielen der bisheri-
gen Studien positive intrinsische Eigenschaften der biologischen Matrices
gegenuber synthetischen herausgestellt [71, 75, 22].

Il. Die Strukturproteine weisen eine physiologische dreidimensionale Struktur auf.
Bei der SIS handelt es sich um Bindegewebe, in dem zuvor gerichtete Muskel-
fasern der Darmmuskulatur angesiedelt waren. Diese Mikrostruktur bleibt nach
der Dezellularisierung erhalten [69, 71]. Bei der Rebesiedlung der Bindegewebe
dienen diese Strukturen als Orientierung flr die Zellen, eine physiologische Or-
ganisation wird geférdert [24, 76]. Wie unten weiter aufgeflhrt, lassen sich bei
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den synthetisch hergestellten Modellen mit zufalliger Binnenstruktur diese Effek-
te nicht oder nur sehr begrenzt erfassen.

lll. Azellulare biologische Matrices zeichnen sich durch eine sehr hohe Priméarstabi-
litdt und ein konstantes Remodellingverhalten aus [72, 77]. Nach dem Konzept
des Tissue Engineerings dienen die vorgeformten Startermatrices als reine Sur-
rogatstruktur. Es ist gewollt, dass ein gradueller Umbau des Bindegewebes
durch die Zellen stattfindet. In dieser Hinsicht haben sich die dezellularisierten
Materialien bewahrt. Umbauvorgénge laufen auch nach der Implantation in vivo
sehr konstant ab, es treten keine Fremdkdrperreaktionen auf und Immunreakti-
onen sind selten [75]. Fir die besonderen mechanischen Anforderungen am

schlagenden Herzen weisen sie eine entsprechend hohe Stabilitat auf.

Noch entscheidender als die genannten drei Eigenschaften ist, wie bereits angespro-
chen die Perspektive einer erfolgreichen in vitro Vaskularisation solcher dezellulari-
sierter Matrices. Nach dem allgemeinen Azellularisierungsprozess ist die
bindegewebige Kapillarstruktur im Inneren der Matrix erhalten. Mittels immunhisto-
chemischer Farbungen lassen sich die intakten Basallamina der GefaBe sicher
nachweisen [69, 73]. Darlber hinaus wurde in unseren Forschungslaboratorien in
den letzten Jahren eine neuartige Operations- und Dezellularisierungstechnik entwi-
ckelt, die zusatzlich den afferenten und efferenten GeféaBpedikel der Mesenterialge-
faBe erhalt [69, 73, 74]. Die hier beschriebene Biological Vascularized Matrix ist eine
Weiterentwicklung der SIS Matrix mit komplett erhaltenem bindegewebigem GefaB-
und Kapillarnetzwerk. In der Perfusion I&sst sich die erhaltene Funktionalitat dieser
GefaBe nachweisen wie in Abbildung 5.1 dargestellt ist. Weiter wird von der Arbeits-
gruppe Mertsching die erfolgreiche Rekonstruktion der GefaBe durch Reendotheliari-
sierung beschrieben [69]. Damit besteht flr die SIS ein einzigartiges Konzept zur in

vitro Vaskularisierung.
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Abb. 5.1: Azellulare SIS-Matrix mit erhaltener GefaBstruktur als Biological Vascularized Matrix, a) Darstel-
lung des GeféaBnetzwerkes durch Injektion von Trypan-Blau, b) Implantation in vivo mit End-zu-Seit-
Anastomose der GefaBpedikel an die Aorta

Die Azellularisierung der SIS bedient sich der genannten etablierten Standardproto-
kolle, so dass die Zellfreiheit hier einzig in der HE-Farbung Gberprift wurde. Zu-
nachst wurde ein Standardprotokoll zur statischen Besiedlung der SIS entwickelt. In
den Vorversuchen wurden Besiedlungsmethoden und notwendige Zellzahlen festge-
legt. Hier zeigt sich, dass nicht nur die Zelldichte auf den Konstrukten, sondern auch
die Zellvitalitdt entscheidend von der Besiedlungsdichte der Zellen abhangt. Zellen,
die vereinzelt auf der Matrix ansiedeln, sterben Uber den Kulturzeitraum eher ab, als
jene die in einem Zellverbund liegen.

Aus diesen Daten wurde ein Besiedlungsprotokoll erarbeitet, welches eine hohe Be-
siedlungszellzahl und eine 48stlindige Adhé&sionsphase vorsieht. Nach einer Stan-
dardkulturzeit von 10 Tagen im Bioreaktor konnten in der funktionellen und
histologischen Evaluation wesentliche Charakteristika von Herzmuskelgewebe nach-
gewiesen werden. Morphologisch ergaben sich spindelférmige und untereinander
vernetzte Muskelzellkulturen. Eine spezifische Darstellung der Kardiomyozyten auf
der Matrix gestaltete sich schwierig, da das Bindegewebe eine starke Hintergrund-
farbung aufwiest. Der sichere Nachweis der Herzmuskelzellen gelang stellvertretend
in den Monolayerkulturen, die jeweils parallel zu den Gewebskulturen angesetzt wur-
den.

Die sehr hohe durchschnittliche Zelldichte von 400 Zellen/mm? und die nachgewie-
sene Zellvitalitat von fast 99 % ist, verglichen mit dem parallel in unserem Labor ent-
wickelten Modell der Gruppe Kofidis, Lenz et al., deutlich physiologischer [35].
Bereits in diesem simplen statischen Modell eines TEMP werden zentrale Eigen-

schaften der biologischen Tragermaterialien im Vergleich zu den synthetischen deut-
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lich. Die Zellen weisen eine physiologische spindelférmige Morphologie auf. Als zent-
rale Nachweismethode hat sich hierbei das Live/Dead-Assay bewahrt. Es entsteht
eine Fluoreszenz des Zytoplasmas stoffwechselaktiver Zellen. Somit werden in der
Durchsicht, wie sie bei dem dinnen Gewebe mdglich ist, die Zellen in ihrer Morpho-
logie abgebildet. Dabei scheinen sie sich entlang der Bindegewebsstrukturen auszu-
richten. Es lassen sich gerichtete Zellverbdnde nachweisen, die der Morphologie von
Muskelfasern @hneln. Im Vergleich zu den TE-Modellen mit Verwendung flissiger
Matrices ergibt sich demzufolge ein deutlich positiver Einfluss der Matrix auf die Zel-
len. In den statischen Konstrukten der Arbeitsgruppe Kofidis weisen die Zellen eine
Uberwiegend runde Zellform auf, wahrend wir physiologische, spindelférmige Kardi-

omyozyten nachweisen kénnen.

5.2.2.2 Dynamische Kultivierung der rebesiedelten Small Intestine Submucosa

Die beschriebenen statisch kultivierten TEMPs weisen — wie diskutiert — schon we-
sentliche Charakteristiken physiologischen Herzmuskelgewebes auf. Deutlich defizi-
tar ist jedoch auch in diesen Konstrukten die unzureichende dreidimensionale
Gewebsorganisation. Die beschriebene hohe Zelldichte konzentriert sich — wie zu
erwarten — auf die Konstruktoberflache. Entsprechend wurde in dieser Dissertation
ein dynamisches Zellkulturmodell fir unser TEMP aufgebaut, um die dreidimensiona-
le Gewebsmorphologie durch mechanische Stimuli zu verbessern.

Im Ergebnis zeigt sich, dass mechanischer Dehnungsstress einen wichtigen exoge-
nen Faktor fur das erfolgreiche Myokardielle TE darstellt. Neben einer deutlich héhe-
ren Stoffwechselaktivitat der Zellen Iasst sich eine verbesserte Gewebsorganisation
nachweisen. Entscheidend dabei ist vor allem ein deutlich vermehrter Matrixumbau
durch die Zellen. In der Pentachrom-Farbung lieBen sich neu gebildete Proteoglyka-
ne nachweisen, die Surrogatmatrix war in der direkten Zellumgebung fast vollstandig
umgebaut. Es ergeben sich mehrlagige Zellverbunde mit deutlich netzwerkartiger
Strukturierung. Die Ubersichtsmikroskopie in der Live/Dead-Fluoreszenz zeigt die
Ausbildung der Muskelfasern entlang der Dehnungsvektoren. DarUber hinaus ergibt
sich morphologisch eine Zellhypertrophie, verglichen mit den statisch kultivierten Zel-
len. In Betrachtung der physiologischen Zellgr6Be von 100-200 um eines ventrikula-
ren Kardiomyozyten lasst sich hier von einer Normotrophie mit im Durchschnitt 150
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um Lénge sprechen, im Gegensatz zu den atrophierten Zellen in statischer Kultur
(~50 um Lange).

5.2.2.3 Decellularised Right Ventricle

In dieser Forschungsarbeit wurde darlber hinaus eine weitere neuartige dezellulari-
sierte biologische Matrix fir das Myokardielle TE untersucht, der Decellularised Right
Ventricle (DRV). In einem sehr einfachen Modell wurde diese Matrix erstmalig mit
Kardiomyozyten rebesiedelt und histologisch evaluiert. Im Ergebnis muss zwar for-
muliert werden, dass sich diese Matrix in ihrer nativen Form zun&chst nicht flr den
Aufbau eines TEMP eignet, flr die Zukunft allerdings ftr weitere Forschung durchaus
interessant ist.

Auf der Suche nach einer optimalen Matrix fir das myokardielle TE wurde in den
Diskussionsforen zahlreicher Kongresse die Isolierungen der myokardiellen extrazel-
luldren Matrix gefordert. Entsprechend den oben aufgefiihrten Uberlegungen zu de-
zellularisierten biologischen Matrices musste hier die optimale Struktur und
Zusammensetzung fur Kardiomyozyten gegeben sein. Neben den Kollagenen und
Elastinen sind hier vor allem die Glykoproteine, wie Fibronectin und Laminin, fir die
Integritat und Funktion des Herzens entscheidend.

Die beschriebene DRV-Matrix wurde in einer Arbeit der Gruppe Walles, Mertsching
und Bindeballe et al. in unseren Laboratorien entwickelt [unpublizierte Daten, als
Dissertation eingereicht]. Uber mehrere Arbeitsschritte und Kombination unterschied-
licher etablierter Dezellularisierungsmethoden wird adultes porcines Ventrikelmyo-
kard azellularisiert. Die Bindegewebsstruktur und chemische Zusammensetzung
bleibt grundlegend erhalten. Durch den Erhalt der rechten Koronararterien bei der
Matrixisolation und Dezellularisierung ist auch bei diesem Konstrukt die oben ange-
sprochene Revaskularisierung theoretisch gegeben. In der genannten Forschungs-
arbeit ist die Zellfreiheit der Matrix histologisch, immunhistochemisch und in PCR,
Westernblot-Techniken, nachgewiesen worden.

In der vorliegenden Arbeit werden nun erstmals diese DRV wieder mit Kardiomyozy-
ten rebesiedelt. Das ca. 3 mm dicke Konstrukt wurde dabei durch multilokale Injekti-
onen mit der gleichen Zellzahl besiedelt, wie oben die SIS-Matrix. Die Ergebnisse der
Histologie machen die besondere Schwierigkeit der Besiedlung der DRV deutlich. Es

finden sich massenhaft Zellen in den Injektionskanélen, jedoch nur sehr vereinzelt in
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der Peripherie. Das relative dicke und dichte Konstrukt erschwert die Migration der
Zellen, die dreidimensionale Zellverteilung ist deutlich insuffizient. Auch wenn hier ein
sehr einfaches Modell zur Rebesiedlung verfolgt wurde, fehlt es an Uberzeugenden
innovativen Alternativen zu einer gleichmaBigen Zellinstallation. Vom strukturellen
Gesichtspunkt erscheint der DRV nicht als gesuchte Matrix fir weitere TE Konzepte
mit vorgeformten Startergeweben.

Auf der anderen Seite sind wie angesprochen positive Eigenschaften in der Zell-
Matrix-Interaktion in Kardiomyozytenkulturen zu erwarten. Unserer Ansicht nach gibt
es hierfur bereits diskrete Hinweise in unserem Rebesiedlungsmodell. In den Li-
ve/Dead-Assays konnten vereinzelt liegende aber dennoch vitale, stoffwechselaktive
Zellen nachgewiesen werden. Das steht im Gegensatz zu den Beobachtungen aus
den Vorversuchen, wo isolierte Kardiomyozyten in Kultur haufig absterben. In dem
verwendeten Modell Iasst sich jedoch nicht sicher beurteilen, in wie weit ein zu er-

wartender positiver Effekt der Matrix auf die Zellfunktion und Differenzierung besteht.

5.2.3 Etablierung eines GroBtiermodells fur das Myokardielle TE

AbschlieBend soll in noch einmal kurz auf die fehlende kontraktile Funktion der
TEMP und das verwendete GroBtiermodell eingegangen werden.

Im Gegensatz zu den zitierten etablierten TE-Modellen ist in dieser Dissertation ein
neonatales GrofBtiermodell verwendet worden. In der Vergangenheit konnte in unse-
rem Labor bereits erfolgreich die Isolation porciner Kardiomyozyten aus neonatalen
Herzen etabliert werden. In der vorliegenden Arbeit ist durch eine weitere Standardi-
sierung der Operation sowie der Isolation diese Methode weiter verbessert worden,
so dass es uns moglich war, sehr hohe Zellzahlen mit funktionellen Kardiomyozyten
und hoher Zellvitalitét zu erhalten. Dabei wird bewusst auf eine weitere Auftrennung
zwischen Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten verzichtet, positive Eigenschaf-
ten einer Mischkultur flir das Tissue Engineering sind publiziert [39, 35]. Dieses
GroBtiermodell wurde nun fir die Rebesiedlung der dezellularisierten biologischen
Matrices eingesetzt.

In der aktuellen Literatur wird den verwendeten Zellen im TE weit weniger Aufmerk-
samkeit geschenkt als den Tragermaterialien und Kulturmethoden. Auch wenn es
sich zweifelsohne um eine Schllsselposition fir das erfolgreiche Myokardielle TE
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handelt. Nach dem derzeitigen Stand der Forschung besteht keine adaquate Zell-
quelle far TE-Konstrukte [21].

Der Theorie nach missen die optimalen Zellen autologen Ursprungs sein, in ausrei-
chender Zahl zur Verfugung stehen und eine hohe Proliferationsrate und Differenzie-
rung aufweisen. Danach kommen reife Herzmuskelzellen fir den Einsatz im Tissue
Engineering nicht in Frage. Sie haben nicht mehr die Méglichkeit zur Zellteilung und
stehen somit nicht in ausreichender Anzahl zur Verflgung. Auch wenn die Entde-
ckung von kardialen Stammzellen im Myokard in der Vergangenheit beschrieben
wurde [78], war es bisher nicht mdglich, isolierte adulte Herzzellen in Kultur zu ex-
pandieren. Allgemeiner Konsens herrscht hier in der Uberzeugung, dass die Frage
nach einer adaquaten Zellquelle ausschlieBlich Uber die Stammzellforschung gelést
werden kann [29, 30]. Diese Forschung wird in den letzten Jahren parallel zu den
Konstruktentwicklungen des Tissue Engineerings durchgefthrt und soll in der Vision
der Wissenschaftler kooperativ verlaufen [79]. Nach diesem Konzept beschaftigt sich
auch eine Forschergruppe in unserem Labor mit der Differenzierung von Kardiomyo-
zyten aus Stammzellen [80, 81].

Entsprechend konzentrieren sich die zitierten Arbeiten im Myokardiellen TE Uberwie-
gend auf die Erforschung von Tragermaterialien und Kulturmethoden und bedienen
sich bezliglich der Zellquelle Surrogatmodellen. Derzeit werden — wie erwahnt —
gréBtenteils neonatale Rattenkardiomyozyten verwendet. Diese Zellen haben sich in
der Vergangenheit durch eine hohe Funktionalitat, niedrige Ischamietoleranz und
gute Adhésionseigenschaften ausgezeichnet. Arbeiten von der Arbeitsgruppe um
Ren Ke Li mit Verwendung von humanen Kardiomyozyten zeigen deutlich, dass Un-
terschiede zu den Rattenzellen bestehen. Die humanen Zellen weisen in Kultur keine
spontanen Kontraktionen auf [28]. Es wird bereits an diesem einen Beispiel deutlich,
dass die Ergebnisse der Rattenzellkulturen nicht vollstandig auf das Humanmodell
Ubertragbar sein werden. Entsprechend ergibt sich unserer Ansicht nach die Not-
wendigkeit hier neue GrofBtiermodelle zu entwickeln.

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit wurde mit der routineméaBigen Isolation neona-
taler porciner Kardiomyozyten und der anschlieBenden erfolgreichen Kultivierung der
Grundstein fur ein solches Modell gelegt. Es war mdglich, vitale, funktionelle porcine
Kardiomyozyten zu isolieren und spontane Zellkontraktionen auch in Kultur nachzu-
weisen. Im Folgenden war es mdglich, diese Zellen in hoher Zelldichte auf den ver-

wendeten Matrices anzusiedeln. Immunhistochemisch ist der Nachweis von
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Kardiomyozyten auf den Matrices nur eingeschrankt moglich gewesen. In parallel
angelegten Kulturen in Zellkulturflaschen lieBen sich erfreulicherweise die Zellen si-
cher nachweisen.

Dennoch waren in der Kultur keine flachigen, spontanen Kontraktionen der Konstruk-
te zu beobachten. Auch die unter dynamischen Bedingungen kultivierten TEMP wie-
sen trotz besserer morphologischer Eigenschaften und unter elektrischer Stimulation

ebenfalls keine kontraktile Funktionalitat auf.

5.3  Schlussfolgerungen und Zukunftsperspektiven

Der im Rahmen dieser Dissertation entwickelte Mechanobioreaktor MEAT-3D stellt
ein innovatives System flr die Generierung komplexer dreidimensionaler Neogewe-
be dar. Das gute Handling der einzelnen Komponenten und Kulturen stellt eine deut-
liche Weiterentwicklung zu vergleichbaren Reaktormodellen dar. Die Daten aus
dieser Forschungsarbeit unterstreichen noch einmal die Notwendigkeit einer exoge-
nen Stimulation im Tissue Engineering. Mit dem MEAT-3D konnte ein hoch standar-
disiertes mechanisches Stimulationsmodell etabliert werden. Darilber hinaus ergibt
sich aktuell die Mdglichkeit, dieses System fir weitere Forschungsvorhaben zu er-
weitern. Vor allem multimodale Stimulationskonzepte bieten interessante Perspekti-
ven, welche in dem Reaktor verwirklicht werden kdénnten. Obligater
Weiterentwicklungsbedarf ergibt sich allerdings am Gasaustausch des Zellkulturme-
diums. Der nachgewiesene anaerobe Stoffwechsel der Zellen ist nicht zu tolerieren.
Lésungskonzepte kdénnten in diesem Punkt eine Anreicherung des Mediums mit
Sauerstofftragern sowie eine spezielle Vorrichtung zur Oxigenisierung der Flissigkeit

sein.

In dieser Arbeit ist fiir die biologische SIS-Matrix als Ausgangsstruktur ein erfolgrei-
ches Modell fir das Myokardielle TE etabliert worden. Fir dieses Konstrukt wurde
ein Bioreaktorsystem entwickelt, mit dem durch dynamische Kulturbedingungen eine
wesentliche Verbesserung der Gewebsmorphologie zu erreichen war.

Unserer Bewertung nach weist diese Tragermatrix grundlegende Vorteile gegentber
anderen Konstrukten auf. Eine positive Beeinflussung der Gewebsorganisation durch

das Bindegewebe lasst sich nachweisen, was zu einer physiologischen Zellmorpho-
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logie der Kardiomyozyten fuhrt. Der entscheidende Benefit sind jedoch die erhalte-
nen bindegewebigen Kapillarstrukturen, die als ein sehr viel versprechendes Konzept
fir eine in vitro Vaskularisierung erscheinen. Somit stellt unser TEMP ein zukunfts-
weisendes Ausgangsmodell fir die weitere Forschung dar. Die parallel erfolgte
Reendotheliarisierung der GeféaBmatrix [69] sollte in Zukunft als Co-Kultursystem mit
der Kardiomyozyten besiedelten SIS aufgebaut werden.

Kritisch an dem Modell muss sicher die dreidimensionale Gewebsorganisation und
Zellverteilung gesehen werden. Trotz der verbesserten Morphologie in den dynami-
schen Modellen weisen die TEMP noch eine unzureichende Zelldichte und Funktio-
nalitdt auf. Konzepte einer gleichmaBigen Zellverteilung in den Geweben gestalten
sich nach wie vor schwierig. Es bieten sich hier h6chstens Siedlungstechniken wie
die Zentrifugation von Zellen in die Matrix an [82]. Unserer Auffassung nach ist je-
doch vorrangig eine weitere Verbesserung der Stimulationsmodelle notwendig. Mul-
timodale exogene Einflisse, wie elektrische Stimulation, Wachstumsfaktoren und
andere kdnnten noch einmal zu einer deutlichen Verbesserung und Funktionssteige-
rung fihren. DarUber hinaus erkennen wir die Mdglichkeit, komplexere Gewebe auf
diesen TEMP weiter aufzubauen. Sowohl die innovativen Arbeiten von Shimizu, als
auch neuere Veréffentlichungen der Gruppe Eschenhagen und Zimmermann nutzen
den schichtweisen Aufbau von Geweben aus einzelnen Konstrukten [83, 84]. Nach
diesem Vorbild ist auch ein schichtweiser Gewebeaufbau auf Grundlage der TEMP
denkbar, zumal die SIS als Matrixstruktur ein vergleichsweise diinnes Konstrukt dar-
stellt. Die vaskularisierte SIS kdénnte in einem solchen Modell die entscheidende
Ausgangsstruktur fir eine Angiogenese in die darlber liegenden Schichten darstel-

len.

Die verwendete DRV-Matrix stellt nach unseren Ergebnissen in ihrer Struktur keine
adaquate Startermatrix flr das Tissue Engineering dar. Eine positive Beeinflussung
von Kardiomyozyten durch die Matrix bleibt ihren Nachweis heute noch schuldig. In
unserem Forschungslabor sollen in Zukunft Techniken zur Verflissigung des DRV
entwickelt werden, um daraus neue TE-Modelle aufbauen zu kdénnen. Hier kdnnte
unserer Ansicht nach ein zukunftsweisendes Matrixmodell entstehen, das vor allem
fir die Untersuchung von Zell-Matrix-Interaktionen interessant sein kdnnte. Hier ist
auch die Kombination mit den oben genannten TEMP im Sinne eines Schichtaufbaus
denkbar.
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Mit der routinemaBigen Isolation neonataler porciner Kardiomyozyten und der an-
schlieBenden erfolgreichen Kultivierung wurde der Grundstein fur ein GroBtiermodell
im Tissue Engineering von Myokardgewebe gelegt. Dennoch zeigen die fehlende
kontraktile Funktionalitdt der Konstrukte, dass die Zellkulturmethoden fir diese an-
spruchsvollen Zellen noch wesentlich verbessert werden missen. Aus der geflhrten
Diskussion ergibt sich dennoch, dass dieses GroBtiermodell fiir die weitere TE-
Forschung wichtig ist. Durch detaillierte Erforschung und Verbesserung der Zellkul-
turmethoden kénnen wichtige Erkenntnisse fur die Humanzellkulturen gewonnen und
die entscheidenden Transplantationsmodelle aufgebaut werden.

Fiar die weitreichende Zell- und TE-Forschung existiert allerdings der allgemeine

Konsens, dass die Zukunft in dem Einsatz von Stammzellen zu suchen ist.
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7 Zusammenfassung

Das Tissue Engineering von Myokardgewebe erscheint als viel versprechender An-
satz fur eine kausale Therapie der kardialen Insuffizienzen. Allerdings bestehen nach
dem derzeitigen Stand der Forschung ungeldste Problemstellungen, die einen klini-
schen Einsatz noch nicht méglich machen. Es fehlt an dreidimensionaler Gewebsor-
ganisation, einer suffizienten N&hrstoffversorgung und demzufolge an der nétigen
Funktionalitat. Hier sind insbesondere weitere Innovationen im Bereich der Trager-
matrices und der Kulturmethoden notwendig.

In diesem Zusammenhang beschaftigt sich die vorliegende Dissertation mit der Ver-
wendung von azellularisierten biologischen Tragermaterialien als neuen Ansatz fir
das Myokardielle TE. Dieses Modell bietet nach unserer Uberzeugung das Erfolg
versprechendste Konzept zur Verwirklichung einer in vitro Vaskularisierung, da es
Uber ein physiologisches GefaBnetz innerhalb der Matrix verfligt.

In dieser Arbeit wird die SIS-Matrix erfolgreich mit Kardiomyozyten rebesiedelt und
im Bioreaktor zu einem Gewebe kultiviert, dass wesentliche Charakteristika von Myo-
kard aufweist. Die Problemstellung der mangelnden Gewebsorganisation wird durch
die Entwicklung und Etablierung eines Mechano-Bioreaktorsystems (MEAT-3D) ent-
sprechend adressiert. Es lassen sich durch Applikation von physiologischem Deh-
nungsstress zahlreiche positive Effekte auf die Zell- und Gewebsmorphologie
nachweisen, was noch einmal die Notwendigkeit exogener Stimuli wahrend der Kul-
turphase unterstreicht.

Als zweites Modell wird die neu entwickelte DRV-Matrix unter gleichen Kulturbedin-
gungen mit Kardiomyozyten rebesiedelt. In der histologischen Aufarbeitung zeigt sich
allerdings, dass mit den vorhandenen Besiedlungsmethoden eine suffiziente dreidi-
mensionale Zelldichte in der nativen Matrixstruktur nicht zu erreichen ist.

Dartber hinaus wird in der Arbeit mit der Standardisierung der Isolation neonataler
porciner Kardiomyozyten sowie der anschlieBenden erfolgreichen Kultivierung der
Grundstein far ein GroBtiermodell im Myokardiellen Tissue Engineering gelegt.

Im Ergebnis steht mit unserem Tissue Engineered Myocardial Patch auf Basis der
SIS-Matrix ein innovatives Modell fir die weiterfiihrende Forschung zur Verfligung,
wie z.B. die Reendotheliarisierung des Kapillarsystems der Matrix oder fir Co-

Kultursysteme.
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