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1 Einleitung 

1.1 Myokardinfarkt  

1.1.1 Pathogenese 

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind in den westlichen Industrieländern die am häufigsten 

zum Tode führenden Erkrankungen. Dabei liegt die Rate der in Deutschland an 

Todesursachen durch Herz-Kreislauferkrankungen bei Frauen bei 45% und bei Männern 

bei 39% (Timmis et al. 2022). Die Lebenszeitprävalenz in Deutschland für einen 

Myokardinfarkt liegt durchschnittlich bei 4,7% (Gößwald et al. 2013). Als 

Grunderkrankung eines akuten Myokardinfarktes liegt eine koronare Herzerkrankung, im 

Folgenden als KHK abgekürzt vor. Zu einem Infarkt kommt es auf Grund einer kritischen 

Reduktion des Blutflusses, meist in Folge eines lokalen Thrombus auf dem Boden einer 

rupturierten arteriosklerotischen Plaque, einer Plaqueerosion. Während das Blutgerinnsel 

beim STEMI das Gefäß in der Regel vollständig verschließt, verbleibt bei der instabilen 

Angina pectoris und beim NSTEMI der Blutfluss erhalten. Gelingt innerhalb von 20 

Minuten keine Reperfusion der betroffenen Arterie kommt es zur irreversiblen 

Myokardnekrose. Bei anhaltender Koronarinsuffizienz oder Minderperfusion nehmen 

irreversible Schäden zu und es folgenden ischämische Schäden des Endokards und 

Epikards. Klinische Hinweise auf einen Myokardinfarkt sind neben infarktspezifischer 

Symptomatik, wie pectanginöse Thoraxschmerzen, Kaltschweiß und Todesangst, 

typische EKG-Veränderungen und die Erhöhung der Serumkonzentration spezifischer 

Herzenzyme (Flora and Nayak 2019). 

Klinisch wird der akute Myokardinfarkt dem Akuten Koronarsyndrom (ACS) zugeteilt 

und je nach Ausprägung in eine instabile Angina pectoris, einen ST-Hebungsinfarkt 

(STEMI = ST-segment elevation myocardial infarction) oder einen Nicht-ST-

Hebungsinfarkt (NSTEMI = non ST-segment elevation myocardial infarction) 

klassifiziert (Meyers et al. 2021).  

Die Differenzierung eines STEMI von einem NSTEMI erfolgt durch die 

elektrokardiographische Untersuchung (EKG). Je nach Lokalisation und Ausprägung des 

Myokardinfarktes sind infarkttypische Veränderungen über den einzelnen Ableitungen 

zu sehen (Bhatt et al. 2022). Ein STEMI betrifft dabei alle Anteile der Herzwand, 

eingeschlossen sind das Endokard und Epikard auch als transmuraler Myokardinfarkt 
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bezeichnet. Ein NSTEMI zeigt keine typischen Veränderungen im EKG, da sich der 

Infarkt nur auf das subendokardiale Myokard beschränkt (Loewe et al. 2018).  

Dabei grenzt sich die instabile Angina pectoris mit einer typischen Beschwerde-

Symptomatik länger als 20 Minuten anhaltend, aber dem Ausbleiben eines Anstiegs der 

herzspezifischen Nekrosemarker- Troponin I und T vom Myokardinfarkt ab 

(McKavanagh et al. 2018).  

Troponin I und T sind Proteine des Sarkomers von Kardiomyozyten und damit Teil des 

kontraktilen Apparates. Troponin I zeigt ein Vorkommen ausschließlich im Myokard und 

gilt als herzspezifisch (Park et al. 2017). Troponin T findet sich zusätzlich auch in der 

Skelettmuskultur bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung (Chesnaye et al. 2019). 

Troponine werden folglich beim Untergang der Kardiomyozyten in das periphere Blut 

freigesetzt. Dabei dient das hs-c-TNT (high sensitiv cadiac troponin T) als Myokard 

spezifischer und sensibler Laborparameter (Neumann et al. 2019). Prognose entscheidend 

ist dabei der Verlauf des hs-c-TNT, welches bei initialer Erhöhung innerhalb von 3h 

wiederholt bestimmt wird (Bay et al. 2022). Die Infarktgröße korreliert dabei mit dem 

Ausmaß des im Blut nachgewiesenen hs-c-TNT. Das hs-c-TNT steigt, während einer 

myokardialen Ischämie innerhalb von 2-6 Stunden an, ein Maximum wird nach 5-24 

Stunden erreicht (Chaulin and Duplyakov 2021). In der Regel bleiben sie als 

Nekroseparameter für ca. 10-14 Tage im Blut erhöht (Collinson and Gaze 2007). 

Aufgrund schwerer Postinfarkt-Komplikationen sind Myokardinfarkte mit einer hohen 

Letalität verbunden (Elbadawi et al. 2019, Kapur et al. 2019). Dabei dienen als prognose-

verschlechternde Parameter eine anhaltend eingeschränkte linksventrikuläre 

Ejektionsfraktion, bestehende Ischämiezeichen und ventrikuläre Rhythmusstörungen 

(Al -Khatib et al. 2002, Perron and Sweeney 2005, Piccini et al. 2012).  

Bei irreversibler Myokardschädigung und abnehmender Herzleistung resultiert als Folge 

eines Myokardinfarktes eine Herzinsuffizienz. 
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1.1.2 Therapie 

Die allgemeinen Maßnahmen beim Vorliegen eines ACS belaufen sich auf die Gabe von 

150-300mg ASS p.o/i.v., 1-2 Hübe Glyceroltrinitrat sublingual, 2,5-5mg i.v. Morphin 

titriert und die Gabe von 1-2,5mg Midazolam iv. Darüber hinaus kann ein Antiemetikum 

bei Bedarf verabreicht werden. Bei einer O2-Sättigung <90% ist die Gabe von Sauerstoff 

über eine Nasenbrille indiziert. Allgemein gilt die ständige Reanimationsbereitschaft 

(Collet et al. 2021). 

Aktuell richten sich konkrete therapeutische Maßnahmen auf die Klassifikation von 

Myokardinfarkten, wie folgt: 

Therapie des STEMI: 

Leitliniengerecht soll innerhalb der ersten 60-120 Minuten eine primäre PCI erfolgen, ist 

diese nicht verfügbar so sollte eine medikamentöse Fibrinolyse erfolgen (O'Gara et al. 

2013). Bei einer STEMI-Diagnose wird während der primären perkutanen 

Koronarintervention (PCI = percutaneous coronary intervention) die Antikoagulation mit 

unfraktioniertem Heparin empfohlen. 

Pharmakologische Therapie sollte sofort mit ASS begonnen werden und im Verlauf, je 

nach Befund der Koronarangiographie sollte die Etablierung einer Dualen 

Antiplättchentherapie (DAPT) erfolgen.  

Die Wahl der DAPT ist dabei individualisiert und orientiert sich an folgenden Schemen: 

¶ Augustus-Schema: 2x5mg Eliquis und 75mg Clopidogrel (Steffel et al. 2020), 

¶ Compass-Schema: 100mg ASS und 2x2,5mg Xarelto (Steffel et al. 2020), 

¶ Pegasus-TIMI-54-Schema: 100mg ASS und 2x90mg Ticagrelor (Parker and 

Storey 2016). 

Die Dauer der Therapie umfasst 12 Monate kann aber bei Evaluation entsprechender 

Risikofaktoren darüber hinaus weitergeführt werden (Kedhi et al. 2018). Im Anschluss 

ist einen Monotherapie mit ASS oder Eliquis lebenslang weiterzuführen. Als 

kardioprotektive Maßnahme kann die Gabe von Betablockern und ACE-Hemmern in 

Erwägung gezogen werden. 

Ist eine Koronarangiographie mit PCI nicht binnen 120min oder liegt der 

Beschwerdebeginn länger als 120 Minuten zurück ist ein ist eine Fibrinolyse mit 

Tenecteplase i.v. oder ASS plus Clopidogrel p.o. oder Enoxaparin i.v. empfohlen. 
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Therapie des NSTEMI: 

Über therapeutische Maßnahmen wird nach Diagnostik mittels Koronarangiografie 

entschieden. Leitliniengerecht sollte die Koronarangiographie früh-elektiv innerhalb von 

2-72h erfolgen (Jobs 2021, Rubini Gimenez et al. 2022). Je nach Befund kann eine 

therapeutische PCI anschließend erfolgen.  

Pharmakologisch ist der sofortige Beginn mit ASS oder Clopidogrel indiziert. Bei 

sicherer EKG-Diagnose und klinischem Befund ist prähospital Ticagrelor oder Prasugrel 

indiziert. 

Bei NSTEMI ohne Stent Intervention ist eine lebenslange Einnahme von ASS 100mg/d 

empfohlen (Szummer et al. 2015). Nach Stent Intervention ist eine DAPT für 12 Monate 

empfohlen mit ASS plus einen P2Y12-Antagonisten (Clopidogrel/ Prasugrel/Ticagrelor). 

Im Anschluss ist eine Monotherapie mit ASS lebenslang ausreichend. 

Darüber hinaus sind neben den Akutmaßnahmen bei Vorliegen eines ACS auch 

Maßnahmen zur Prävention möglicher Komplikationen empfohlen. Diese umfassen eine 

Nikotin- und Alkoholkarenz, sowie die optimale Einstellung bei vorliegenden 

Vorerkrankungen wie Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie (Zeymer et al. 2013). 

Auch sollten die Blutfettwerte durch Statine im individuellen Zielbereich gehalten 

werden. Eine Umstellung auf cholesterinarme Ernährung und tägliche Bewegung sind 

ebenso erfolgsentscheidend (Tuka et al. 2022, von Schacky 2004).  

Als Folge eines Myokardinfarktes resultiert eine Herzinsuffizienz, die bei 

voranschreitender Myokardschädigung als einzigen kurativen Therapieansatz eine 

Herztransplantation nach sich zieht.  

Auf Grund einer limitierten Spendersituation stellte die regenerative Medizin in der 

aktuellen Forschung einen vielversprechenden Ansatz dar (Javier et al. 2021, Orlando et 

al. 2011). 
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1.2 Regenerative Medizin 

Nach der Schädigung des Myokards, beispielsweise durch einen Myokardinfarkt ist ein 

adultes menschliches Herz nicht in der Lage eine ausreichende endogene Regeneration 

zu gewährleisten. Nach Remodelingprozessen resultiert im Ischämiegebiet eine 

Infarktnarbe (Anzai 2018, Libby and Theroux 2005). Daher stellt die Etablierung der 

regenerativen kardialen Gewebeersatztherapie ein wichtiges Ziel der Forschung dar.  

Die verlorenen Kardiomyozyten sollen mit Hilfe eines in-vitro hergestellten künstlichen 

Herzgewebes zum einem die mechanischen als auch elektrische Funktion des nativen 

Myokards ersetzten, um einen neuen funktionstüchtigen Herzmuskel zu generieren 

(Pomeroy et al. 2020, Tadevosyan et al. 2021).  

Dabei werden drei verschiedene Strategien mit dem Ziel der regenerativen Therapie 

verfolgt. Die Arbeiten von Breckwoldt (Breckwoldt et al. 2016) und Garben (Garbern 

and Lee 2013) stellen einen Vergleich der drei Ansätze der kardialen regenerativen 

Medizin zusammen.  

Die erste Möglichkeit stellt die direkte zelluläre In-vivo-Reprogrammierung dar, dabei 

werden nach einer Ischämie remodelte Fibroblasten durch die Applikation von 

Transkriptionsfaktoren, bspw. durch virale Vektoren, MicroRNAs (Devang et al. 2020) 

oder kleinmolekulare Substanzen induziert, sich zu Kardiomyozyten zu reprogrammieren 

(Chen and Qian 2015). Des Weiteren kann auch mit Hilfe von viralen Vektoren oder 

kleinmolekularen Substanzen (Wachstumsfaktoren oder MicroRNAs) versucht werden 

die limitierte endogene Wundheilung durch die Proliferation von Kardiomyozyten zu 

stimulieren (Senyo et al. 2014).  

Als weitere Forschungsstrategie wird die intramyokardiale oder koronare Injektion von 

Stammzellen, kardialen Vorläuferzellen oder in-vitro differenzierten Kardiomyozyten 

verfolgt. In verschiedenen Studien konnte bereits ein positiver Effekt nach Injektion der 

verschiedenen Zellarten auf die Herzleistung gezeigt werden (Fan et al. 2021, Laflamme 

et al. 2007, Moreira Rde et al. 2011, Reinecke et al. 1999). 

Die dritte Strategie stellt die Zell-Ersatz Therapie als Engineered Heart Tissue (EHT) dar. 

Dabei werden beispielsweise humane embryonale Stammzellen (ECS) oder humane 

induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSC Zellen) mit Zugabe von Wachstumsfaktoren 

zu Kardiomyozyten differenziert. Anschließend werden aus Kardiomyozyten und 
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extrazellulärer Matrix, in-vitro,  drei-dimensionale Gewebe hergestellt, welche auf eine 

Ischämienarbe im Herzen transplantiert werden können. Die Zusammensetzung der 

generierten Herzmuskelgewebe variiert je nach Methode (Curtis and Russell 2009).  

1.2.1 Kardiales Tissue Engineering  

Aus human induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSC) generierte Kardiomyozyten 

stellen ein attraktives Werkzeug für den Ersatz abgestorbener oder dysfunktionaler 

Myokardanteile im Herzgewebe dar. Es lassen sich unter Zuhilfenahme verschiedener 

Kultivierungstechniken aus hiPSC-Kardiomyozyten dreidimensionale 

Herzmuskelkonstrukte (EHTs) in-vitro herstellen. Die gewonnen Herzmuskelkonstrukte 

erfüllen dabei morphologische und funktionelle Eigenschaften eines nativen humanen 

Myokards. Bereits in Tiermodellen konnte der positive Effekt künstlich generierter 

Herzmuskelkonstruktionen für ein Infarktmodell gezeigt werden (Pecha et al. 2019). Zur 

Etablierung von in-vitro generiertem künstlichen Herzgewebe gibt es mehrere 

Forschungsansätze.  

Die erste Möglichkeit stellt die Zellbesiedlung in einem synthetischen Zellgerüst oder 

einer biodegradierbaren Matrix, wie zum Beispiel Alginat, Polyglycolsäure oder 

Kollagen dar.  

Des Weiteren besteht die Möglichkeit sich einer Hydrogel Technik zu bedienen, dabei 

wird eine Kombination einer Matrix aus Kollagen oder Fibrin/Thrombin mit 

entsprechenden Zellen vermengt und in eine anschließende Gussform überführt, welche 

letztendlich die Endform bestimmt (Yildirim et al. 2007). Alternativ bedient man sich 

einer Matrix aus Polyglykolsäure (PGS), die bereits als Grundgerüst dient und 

letztendlich mit Zellen besiedelt wird. Die Form ist in diesem Modell modifizierbar (Li 

et al. 2000, Radisic et al. 2006),  (Papadaki et al. 2001).   

Eine weitere Möglichkeit stellt die Dezellularisierung eines physiologischen Herzens in 

einer Perfusion mit anionischen Tensiden (Natriumdodeclsulfat, Octoxinol) mit 

anschließender Rezellularisierung von in-vitro hergestellten Kardiomyozyten dar (Ott et 

al. 2008). 

Als letzte Methode wird in der Literatur die Cell-Sheet-Methode aufgeführt. Dabei 

werden in Zellkulturflaschen einschichtige Herzmuskelzell-Verbände gezüchtet, die 

anschließend den Kulturflaschen entnommen und in mehreren Schichten 

zusammengelagert werden (Shimizu et al. 2006) (Furuta et al. 2006, Miyagawa et al. 
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2005, Sekine et al. 2016). Diese werden dann als mehrschichtiges Gewebe in natives 

Myokard implantiert. 

Aktuell nimmt die Herstellung von künstlichen Herzgeweben mit Hydrogelen großen 

Stellenwert in der Forschung ein und findet auch in der vorliegenden Studie Anwendung. 

Dabei werden in-vitro Herzmuskelzellen generiert, anschließend beispielsweise mit 

Fibrin oder Kollagen vermengt, um ein dreidimensionales Gewebe zu entwickeln (Majid 

et al. 2020, Weinberger et al. 2017). Die Herstellung dieser Form des künstlichen 

Herzgewebes ist in der Form und Größe variabel (Finklea et al. 2021).  

Neben dem regenerativen Therapieansatz wird Engineered Heart Tissue auch für die in-

vitro Wirkstofftestung verwendet (Goldfracht et al. 2019, Hansen et al. 2010). 

  



Einleitung 

11 

 

1.2.2 Human induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSC Zellen) 

Zur Gewinnung von hiPSC wurden erstmals im Jahr 2006 durch Takahashi und 

Yamanaka embryonale und adulte Fibroblasten von Mäusen durch retrovirale 

Transduktion umprogrammiert. Mithilfe von vier Transkriptionsfaktoren (Oct-4, Sox2, c-

Myc und Klf4) wurden Fibroblasten in pluripotente Stammzellen (iPSC Zellen) 

zurückdifferenziert (Takahashi and Yamanaka 2006). 2007 wurden erste Ergebnisse mit 

humanen iPSC Zellen durch Reprogrammierung menschlicher Hautfibroblasten von 

James A. Thomson aufgezeigt (Takahashi and Yamanaka 2006, Yu et al. 2007). Humane 

iPSC Zellen zeigen den Vorteil, dass sie teilbar sind und als Ursprung aller menschlich 

differenzierten Zellen, wie beispielsweise Kardiomyozyten geeignet sind.  

Abbildung 1 veranschaulicht den Prozess der EHT-Generierung aus adulten Fibroblasten 

über den Schritt der Reprogrammierung mit Hilfe von Sox2, Klf-4, c-Myc und Oct-4 zu 

human induzierten Stammzellen. Diese können wiederum zu Kardiomyozyten 

ausdifferenziert werden und als künstliches Herzgewebe modelliert werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Generierung von Engineered Heart Tissue, erstellt mit BioRender 

Human induzierte Stammzellen besitzen die Fähigkeit zur Differenzierung in Zellen der 

drei Keimblätter des Entoderms, Ektoderms und Mesoderms. Damit sind sie essenzieller 

Bestandteil der embryonalen Entwicklung.  
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Abbildung 2 veranschaulicht die Entwicklung der Blastozyste in die entsprechenden 

Keimblätter.  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Differenzierung embryonaler Stammzellen 

Stammzellen lassen sich einteilen in uni-, multi-, pluri- und totipotente Zellen 

(Breckwoldt 2014). Unipotente Stammzellen weisen das niedrigste 

Differenzierungspotential auf. Sie können sich nur in eine Zellart differenzieren, der sie 

bereits selbst angehören. Multipotente Stammzellen besitzen die Eigenschaft sich in 

mehrere Zellarten eines entsprechenden Gewebes auszudifferenzieren. Pluripotente 

Stammzellen zeigen das Differenzierungspotenzial aller Zellen der drei Keimblätter, 

können aber keinen gesamten Organismus entwickeln, was Sie von totipotenten 

Stammzellen unterscheidet (Surani et al. 2007). Ihnen fehlt die Eigenschaft sich in 

extraembryonale Gewebe in der Placenta zu differenzieren. Totipotente Stammzellen 

existieren nur im Blastomerenstadium bis zur ersten Furchung und sind Grundlage der 

Entstehung eines vollständigen, lebensfähigen Organismus (Medvedev et al. 2010, 

Thomson et al. 1998). 

Human induzierte pluripotente Stammzellen werden durch künstliche Programmierung 

aus somatischen Zellen, überwiegend aus Haut und Blutzellen gewonnen (Rony et al. 

2015). Sie charakterisieren Stammzellen mit pluripotentem Charakter. Verwendung 

finden die hiPSC-Zellen in der Entwicklung von Behandlungsstrategien in der 

regenerativen Medizin und bei der in-vitro Wirkstofftestung (Magdy et al. 2018, Tanaka 

et al. 2009). Vorteil und Zukunft der Generierung von human induzierten pluripotenten 

Stammzellen liegt darin für jeden Patienten individuelle Zelllinien zu züchten, um eine 

Immunsuppression umgehen zu können (Breckwoldt 2014, Edgar et al. 2020, Zhang et 

al. 2018).  

Blastozyste

Ektoderm

-Haut, Teile der Zähne, 
Nerven, Sinnesorgane, 
Haare, Pigmentzellen 

u.s.w

Mesoderm

-Endothel, Gefäße, Herz-
und Skelettmuskulatur, 

Knochen, Nieren 
Erythrozyten u.s.w.

Endoderm

-Gastrointestinaltrakt, 
Leber, Pankreas, Lungen, 
Schilddrüse, Harnblase 

u.s.w.

innere 
Zellmasse
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1.2.3 Grenzen und Potential des kardialen Tissue Engineering 

Kardiales Tissue Engineering stellt trotz enormer wissenschaftlicher Fortschritte in 

einigen Bereichen noch ungelöste Herausforderungen dar.  

Insbesondere die Frage der optimalen Nährstoffversorgung für das Zellüberleben ist eine 

große Hürde, da es sich in-vitro um ein nicht perfundiertes System handelt. Vor allem in 

Konstrukten mit kleinen Durchmessern kann die Nährstoffversorgung durch Diffusion 

aufrechterhalten werden.  

Herzmuskelzellen zeigen einen sehr hohen Energie- und Sauerstoffverbrauch, der durch 

Diffusion jedoch nur innerhalb eines Durchmessers von 80-100mm aufrechterhalten 

werden kann (Eschenhagen and Zimmermann 2005, Radisic et al. 2005). Daher bleibt die 

Anwendung kardialer Ersatzgewebe mit großer Gewebedicke derzeit limitiert. Das 

humane Herz besteht aus circa 108 Kardiomyozyten/cm3 (Vunjak-Novakovic et al. 2010). 

Neben Kardiomyozyten sind weitere funktionelle Gewebezellen für die Funktion des 

Herzmuskels obligat. Da derzeit auch die Anzahl an Zellen zur Herstellung von kardialem 

Ersatzgewebe limitiert ist, ist es besonders wichtig, Methoden zu finden, ausreichende 

Zellzahlen zu kultivieren und diese mit einer hohen Effizienz in kardiales Ersatzgewebe 

einzubauen.  
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1.3 Sauerstoff 

Molekularer Sauerstoff (O2) ist ein farb-, geruch- und geschmackloses Gas und gilt als 

essenzielles Molekül für das Überleben einer Zelle im Gewebe. Als Sauerstoffaufnahme 

wird die Menge an Sauerstoff verstanden, die vom Organismus aus dem eingeatmeten 

Atemgas der Atmosphäre pro Zeiteinheit aufgenommen wird. Sauerstoff ist 

lebensnotwenig für Aerobier und Voraussetzung für Stoffwechselprozesse (Gell 2018). 

Im Blut wird Sauerstoff an Hämoglobin nach dem Bohr-Effekt gebunden (Benner et al. 

2022). Liegt ein alkalischer pH (<7,36) im Blut vor, welcher aus einer niedrigen pCO2 

Konzentration resultiert, bindet Sauerstoff leichter an Hämoglobin. Als Endprodukt von 

Stoffwechselprozesse fällt CO2 an, steigt die CO2 Konzentration im Blut wird Sauerstoff 

leichter an die Umgebung abgegeben.  

Im nativen und künstlichen Herzgewebe ist Sauerstoff entscheidend für die 

Energiebereitstellung von Stoffwechselprozessen (Arieli et al. 1992). Während der 

Übertragung von Elektronen auf Sauerstoff kommt es zur Oxidation von Glucose, 

Fettsäuren und weiteren Metaboliten, diese halten den Protonengradienten in 

Mitochondrien aufrecht. Dabei werden zwei Coenzyme NAPH/H+ und FADH2 zur 

Verfügung gestellt, ihre Protonen in die Zwischenmembran von Mitochondrien 

abzugeben und am Ende der Reaktion ATP als Energiemolekül bereitzustellen (Löffler 

1998, Müller-Esterl 2018).  

Herzgewebe ist sehr sensibel gegenüber einem Sauerstoffmangel, da Myokardzellen zum 

einen keine Sauerstoffspeicherfunktion besitzen und zum anderen durch eine ständige 

Depolarisation und einer anschließenden Kontraktion einen großen Anteil von ATP 

verbrauchen (Simonenkov and Fedorov 2008). Das erklärt die Bedeutung der hohen 

Koronarperfusion, 5% des Herzzeitvolumens sowie 10% der gesamten 

Sauerstoffaufnahme sind für die Aufrechterhaltung der Koronarperfusion entscheidend. 

In Ruhe entspricht das 300ml Blut pro Minuten, unter Belastung steigen die Werte stark 

an (Velicka et al. 2019). 
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1.3.1 Sauerstoffdiffusion 

Der Sauerstofftransport im in-vitro nicht perfundiertem künstlichen Herzgewebe findet 

ausschließlich per Diffusion statt und kann mit Hilfe von Diffusionsmechanismen 

mathematisch erklärt werden.  

Liegt in einem System mit Atomen und Molekülen ein örtlicher Konzentrationsgradient 

vor, so tritt unter Einfluss einer virtuellen Kraft ein Teilchenstrom auf, um den 

Konzentrationsunterschied auszugleichen (Honig et al. 1992, Michenkova et al. 2021). 

Der Diffusionsvorgang kann durch eine phänomenologische Beziehung, als 1. Ficksches 

Gesetz siehe (1.1) mathematisch dargestellt werden: 

ὐ Ὀ
ὔ

ὼ
 

(1.1) 

Die Teilchenströmung Ji, gibt die Zahl der Teilchen N der Atomsorte i an, die in einer 

bestimmten Zeiteinheit durch die Einheitsfläche x in eine Richtung strömt. Di bezeichnet 

die Diffusionskonstante und fungiert als Proportionalitätsfaktor. Bei stationären 

Strömungen besteht das Prinzip der Massenerhaltung und wird als Kontinuitätsgleichung 

angegeben. Kontinuität beschriebt das in einem Modell weder neue Teilchen 

hinzukommen noch Teilchen vernichtet werden.  

Bezieht man die Teilchenströmung Ji auf die Kontinuitätsgleichung erhält man eine 

partielle Differentialgleichung siehe (1.2). Diese beschreibt eine zeitabhängige Diffusion 

in einem eindimensionalen Modell mit einem ortsabhängigen Diffusionskoeffizienten: 

ὔ

ὸ



ὼ
Ὀ ὼ

ὔ

ὼ
 

(1.2) 

Das zweite Ficksche Gesetz siehe (1.3) beschreibt einen ortsunabhängigen 

Diffusionskoeffizienten bei Vorliegen einer geringen Menge an 

Fremdatomkonzentrationen in einem homogenen Medium und kann mit folgender 

Gleichung bestimmt werden. 

ὔ

ὸ
Ὀ
ὔ

ὼ
 

(1.3) 



Einleitung 

16 

 

1.3.2 Hypoxie im Gewebe 

Liegt in einem Gewebe ein Sauerstoffmangelzustand, eine Hypoxie vor, wird von einer 

Ischämie gesprochen. In Folge eines Myokardinfarktes resultiert beispielsweise durch die 

Okklusion einer versorgenden Arterie eine Ischämie im entsprechenden Areal.  

Zellen reagieren unterschiedlich auf Hypoxie. Wird in Chemorezeptorzellen des Glomus 

caroticum ein verminderter Sauerstoffpartialdruck (pO2) (Prabhakar and Semenza 2015) 

sowie ein Anstieg von Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pCO2) registriert, wird die Atmung 

zum einem über die affarenten Fasern des N. glossopharyngeus (IX)  und des N.vagus (X) 

und zum anderen über die Hirnnerven Kerne der dorsalen respiratorischen Gruppe der 

Medulla oblongata mit einer Steigung des zentralen Atemzentrums reguliert (Gourine and 

Funk 2017). Hypoxämie beschreibt die verminderte Sauerstoffsättigung im Blut und führt 

zum Schluss von sauerstoffsensiblen Kalium-Kanälen, als Folge depolarisiert die Zelle. 

Hypoxie hat ebenfalls Einfluss auf Rezeptoren im Zellkern. Akute schwere Hypoxien 

oder chronische Sauerstoffmangelzustände führen zur Herabregulation von 

Stoffwechselprozessen und Verminderung der Proteinbiosynthese (D'Arcy 2019). Zum 

Schluss resultiert ein irreversibler Zelluntergang in Form von Nekrose. 

Pathophysiologisch kommt es in Folge einer Hypoxie zur Ansammlung saurer 

Stoffwechselprodukte durch die Inaktivität der Ionenpumpen, welche eine Denaturierung 

und Präzipitation von Proteinen induzieren. Die Zellkerne schrumpfen durch die 

Kernpyknose, die Kondensation des Chromation mit folgender Karyorrhexis, die 

Fragmentierung des Chromatins und abschließender Karyolyse und die Auflösung der 

Zellkerne mit anschließender Zellmembran Zerstörung (Majno and Joris 1995). Das 

Gewebe wird im Bereich der Nekrose irreversibel gestört und funktionslos, was bei einem 

Myokardinfarkt eine insuffiziente Herzleistung zur Folge hat. 

Als Gegenregulator hypoxischer Zustände gilt Erythropoetin (EPO). EPO zählt zu den 

Glykoprotein-Hormonen und wirkt als Wachstumsfaktor für die Bildung von 

Erythrozyten, die als Zellen für den Sauerstofftransport verantwortlich sind. Die 

Expression der Gene für EPO wird über den Hypoxie-induzierte-Faktor-1-alpha (HiF-1-

alpha) reguliert (Jelkmann 2011). Dieser wird bei Normoxie vom Enzym Ubiquitin 

gebunden und im Proteasom der Zelle abgebaut (Ke and Costa 2006). Liegt eine Hypoxie 

vor, fusioniert HiF-1-alpha mit HiF-1-beta im Zellkern und aktiviert die Transkription 

der Gene für, u.a. Erythropoetin und VEGF-alpha (Datta Chaudhuri et al. 2021).
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2 Fragestellung 

Ziel dieser Forschungsarbeit ist aufzuzeigen, wie durch geometrische Optimierung ein 

ideales Volumen-Oberflächen-Verhältnis in künstlichem Herzgewebe geschaffen werden 

kann. Dies ist notwendig um ein größtmögliches hiPS-Kardiomyozyten Überleben im 

EHT zu gewährleisten.  

 

1. Mathematische Herleitung einer Geometrie mit einem optimalen Oberflächen-

Volumen-Verhältnis. Mit dem Ziel der Erhöhung des Sauerstoffangebotes durch 

kürzere Diffusionsstrecken. 

 

2. Die Validierung der human induzierten pluripotenten Stammzellen und der 

differenzierten Kardiomyozyten. Sowie die Optimierung der Zelldifferenzierung 

zu funktionsfähigen Kardiomyozyten aus human induzierten Stammzellen. 

 

3. Die quantitative Untersuchung von Kardiomyozyten spezifischer Gene in 

Korrelation auf Hypoxie und Nekrose. 

 

4. Das Zellüberleben der modifizierten drei-dimensionalen künstlichen Herzgewebe 

aus Kardiomyozyten wird auf Genexpressionsebene, auf Proteinebene und mittels 

Biolumineszenz Imaging verglichen und dargestellt. Zur qualitativen Analyse 

werden Querschnittshistologien der künstlichen Herzgewebe aufgezeigt. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Hilfsmittel und Geräte 

Tabelle 1: Hilfsmittel und Geräte 

Bezeichnung Firma 

200ml Eppendorfgefäße PCR getestet Eppendorf, Deutschland 

196-well Multiply-PCR-Platten Sarstedt, Deutschland 

T-175 Flasche Sarstedt, Deutschland 

T-75 Flasche Sarstedt, Deutschland 

6-Well Zellkulturplatte Sarstedt, Deutschland 

12-well Zellkulturplatte Sarstedt, Deutschland 

Autoklav MediTech Deutschland 

Bildverarbeitungs-Software Fiji Image J.2 

Biolumineszenz Kamera-IVIS Perkin Elmer Precisely 

Digitalwaage Sartorius 

Deckgläser Marienfeld, Deutschland 

Eismaschine Hoshizaki 

Falkon-Röhrchen (15/30ml) Greiner 

Gewebezerkleinerer/ Tissuelizer Qiagen 

Glasgefäße Schott, Deutschland 

Glasschalen Roth, Leica 

Heissblock Leica, Deutschland 

Kühlschrank (4°C-8°C) Liebherr 

Kühlzentrifuge Eppendorf, Deutschland 

Latexhandschuhe Supermax Healthcare Inc. USA 

Lichtmikroskop für Zellkultur Zeiss 
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Mikrozentrifuge Eppendorf Mini Spin 

Mikroskop Carl Zeiss, Deutschland 

Mikrotom Leica, Deutschland 

Mikrowelle Samsung 

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer Thermo Fischer, USA 

Neubauerzählkammer Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, 

Deutschland 

Objektträger superfrost Menzelgläser, Deutschland 

Objektträgerboxen Roth, Deutschland 

Objektträgermappe Roth, Deutschland 

Pipettenspitzen Biosphere Filter Tip 

(10/100/1000 ml) 

Sarstedt, Deutschland 

qPCR-System Light Cycler 96 Instruments 

Sterilfilter (0,2 mm) Sarstedt, Deutschland 

Sterilwerkbank LaminAir Heraeuas, Deutschland 

Tiefkühltruhe (-20°C) Liebherr 

Tiefkühltruhe (-80°C) Thermo Scientific 

Tischzentrifuge Eppendorf, Deutschland 

Vortexer Scientific Industries 

Wärmeschrank (37°C) Binder 

Wasserbad Medax Nagel GmbH, Deutschland 

Zentrifuge Sigma 
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3.2 Chemikalien und Lösungen 

Tabelle 2: Chemikalien und Lösungen 

Substanz Firma Katalognummer 

10x DMEM Gibco 52100-21 

2-Isopropanol Sigma-Alderich 278475 

Adesil®Blau 9:1 Siladent 14356 ï Typ 2 

Agarose Invitrogen 16500-100 

Aprotinin Sigma-Alderich M6145 

B-27á Minus Insulin Thermo Fischer A1895601 

B-27á Supplement Thermo Fischer 17504044 

Bluring Reagent Ventana Roche 760-2037 

Cell Conditioning Solution 

2 (CC2-Buffer) 

Ventana® 05279798001 

 

CHIR-99021 SellleckChem S1263 

DMEM Life Technologies 10829-018 

DMEM/F-12 without 

glutamine 

Gibco 21331-046 

DMSO Sigma-Alderich D4540 

EDTA Roth 8043.2 

Essentiel 8 Flex-Media Thermo Fischer A2858501 

FACS Buffer/Stain Buffer BD PharmingenÊ 554657 

FACS Perm/Wash Buffer I BD PhosflowÊ 557895 

Fetal Calf Serum Gibco 10437028 

Fixationslösung BD CytofixÊ 554655 

Hematoxylin Ventana Roche 760-2021 
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Horse Serum HI Thermo Fischer 26050088 

Human Fibrinogen EVICELÊ/ÉEthicon 60CZ01R0-0 

Human Thrombin EVICELÊ/ÉEthicon 60TZ01M0-0 

Insulin Sigma-Alderich 11061-68-0 

IWR1 SelleckChem S7086 

KaryoMAXÊKCL Gibco 10575090 

L-Glutamine Gibco 25030-081 

Matrigel® BD 356231 

Nuklease free H2O Invitrogen 10977-035 

Opti-MEMÊ Gibco 115203856 

PBS Gibco 10010-015 

Penicillin/ Streptomycin Gibco 15140 

Pluronic F-127 solution Sigma-Alderich P2443 

Polybren Infektions-/ 

Transfektionsreagenz 

Sigma-Alderich 32160801 

RNeasy Mini Kit Qiagen 74104 

Rotigel Roth 3865.1 

RPMI 1640 Gibco 21875 

RPMI 1640 + 

GlutaMAXTM-I 

Thermo Fischer 61870010 

RPMI 1640 without 

Glucose 11879 

Life Technologie 11879 

TAE Invitrogen 24710-030 

Tyrodelösung Thermofisher J67593.K2 

UltraView Universal DAB 

Detection Kit 

Roche 05269806001 
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Versene Life Technologies 15040066 

3.3 Zellkulturmedien  

Tabelle 3: Zellkulturmedien 

Medium Zusammensetzung 

10x DMEM 670 mg 10x DMEM 

5 ml ddH2O 

2x DMEM 1ml 10x DMEM 

1 ml Horse-Serum 

DMEM 3,7 g/L NAHCO3 

1,0 g/L D-Glucose 

L-Glutamine 

EHT Medium 500 ml DMEM 

50 ml Horse-Serum 

500 µl Aprotinin 

500 µl Insulin 

Einfriermedium 10 ml DMSO 

90 ml FCS 

Essential 8 Flex Basal Medium DMEM/ F12 (HAM) (1:1) 

15 mM HEPES 

L-Glutamine 

1,743 g/L Sodium Bicarbonat 

hiPSC-Medium 500 ml Essential 8 Flexá Basal Medium 

10 ml Essential 8 Flexá Supplement 

Kardiomyozyten 

Differenzieriungsmedium- 

Hungermedium 

500 ml RPMI 1640 

10 ml B27á Supplement 
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Kardiomyozyten 

Differenzieriungsmedium- Tag 0 

500  ml RMPI 1640 + GlutaMAXTM-I 

10 ml B27á minus Insulin 

300 µl CHIR 99021 

Kardiomyozyten 

Differenzieriungsmedium- Tag 2/5 

500  ml RMPI 1640 + GlutaMAXTM-I 

10 ml B27á minus Insulin 

Kardiomyozyten 

Differenzieriungsmedium- Tag 3 

500  ml RMPI 1640 + GlutaMAXTM-I 

10 ml B27á minus Insulin 

500 µl IWR-1 

Kardiomyozyten 

Differenzieriungsmedium- Tag 7 

500  ml RMPI 1640 + GlutaMAXTM-I 

10 ml B27á Supplement 

Nicht-Kardiomyozyten-Medium 500 ml DMEM 

57 ml Fecal-Calf-Serum 

5,7 ml Penicilin/Streptomycin 

5,7 ml Glutamin 
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3.4 Primer  

Tabelle 4: Primerliste 

 Gen Gen-ID Produkt-

länge 

Primer forward  Primer reverse 

Alpha 

MHC 

MYH6 4624 170 TTCATTGACTTTGGCATGGA GGCTTCTGGAAATTGTTGGA 

c-Myc c-Myc 4609 128 CCTGGTGCTCCATGAGGAGAC 

 

CAGACTCTGACCTTTTGCCAGG 

 

Cardiac 

troponin T2 

(total) 

TNNT2 7139 163 TTCGACCTGCAGGAGAAGTT GAGCGAGGAGCAGATCTTTG 

Gapdh Gapdh 2597 

 

153 GTGGACCTGACCTGCCGTCT GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT
 

Glucoroni-

dase beta 

GUSB 2990 171 AAACGATTGCAGGGTTTCAC CTCTCGTCGGTGACTGTTCA 

Hif -1a Hif -1a 3091 134 GAACCCATTCCTCATCCATCAAAC 

 

TCTTCTGGCTCATAACCCATCAAC 

 

Islet ISL1 3670 181 GTTACCAGCCACCTTGGAAA GGACTGGCTACCATGCTGTT 

KDR-

Rezetor 

/VEGFR2 

VEGF2 3791 171 GCGATGGCCTCTTCTGTAAG ACACGACTCCATGTTGGTCA 

Luciferase Luc - 721 CAGTATGGGCATTTCGCAGC ATCCCCCTCGGGTGTAATCA 

Myosin 

Light 

Chain2 

MLC2 4633 247 ACATCATCACCCACGGAGAAGAGA ATTGGAACATGGCCTCTGGATGGA
 

Nanog Nanog 79923 

 

480 TGCTCGGTTTTCTAGTTCCCCACCT AGGCAAGCTTTGGGGACAAGCT
 

Oct4 POU 

class 5 

homebox 1 

Oct4 5462 154 CGAAAGAGAAAGCGAACCA GCCGGTTACAGAACCACACT 

Sox2 Sox2 6657 135 GCTACAGCATGATGCAGGACCA TCTGCGAGCTGGTCATGGAGTT 
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3.5 Mathematische Herleitung von Oberflächen-Volumen-

Verhältnissen  

Mathematisch wurden drei geometrische Formen entworfen und rechnerisch das 

Volumen-Oberflächen-Verhältnis bestimmt. Dazu wurde die Geometrie eines Zylinders 

als etablierte Standardgeometrie gegen die Geometrie eines Rings und einer Infinity-

Form verglichen. In der Literatur werden künstliche Herzgewebe häufig in Form eines 

Streifens generiert, die der Geometrie eines Zylinders mathematisch gleicht. Die 

Oberfläche der Streifenform (As) siehe (3.1), der Ringform (AR) siehe (3.2) und der 

Infinit yform (AI) siehe (3.3.) wurde jeweils wie folgt berechnet: 

 

 ═╢ ς“z ὶz Ὤ      

            ς“ πzȟσψυÍÍzψÍÍ 

            19mm2 

(3.1) 

 

═╡ Ὑ ὶᶻ “2  

          φȟςτωφάά υȟυφψάά ᶻ
ȟ ȟ

“2  

            39,75mm2 

(3.2) 

 

═╘ “z Ὀ ὰz   ςz “z Ὀ ὰz  

          “z πȟωςωψάά σzȟςςάά    

           ςz “z πȟσπρφάά ψzȟφψάά  

           25,86 mm2 

(3.3) 
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Das einzusetzende Volumen wurde vor Beginn der Arbeit festgesetzt. Das Volumen in 

einer Streifengeometrie wurde mit ρρπАὰ festgelegt. Beim Ring und Infinity wurde 

jeweils dem 4-fachen Volumen von  ττπАὰ standardmäßig gearbeitet.  

Rechnerisch wurde das Oberflächen-Volumen-Verhältnis in (3.4) ermittelt. 

 

═

╥

άά

άά
άά  

(3.4) 

 

═

╥╢
   
ρωάά

ρρπАὰ
  πȟρχςάά  

(3.5) 

═

╥╡

σωȟχυάά

ττπАὰ
πȟπωπάά  

(3.6) 

═

╥╘

ςυȟψφάά

ττπАὰ
 πȟπυψάά  

(3.7) 

 

Die Forschungsleistung bezieht sich dabei auf die Untersuchung des Oberflächen-

Volumen-Verhältnis in Bezug auf das Überleben der Kardiomyozyten. Es wurden 

Konstrukte hergestellt mit einem optimalen Oberflächen-Volumen-Verhältnis, um 

möglichst viele Zellen in Geweben mit möglichst großer Gewebedicke in-vitro zu 

kultivieren und im Anschluss zu transplantieren. Dabei wurde insgesamt das Ziel einer 

Optimierung des arbeits- und finanziellen Aufwands und einer Verbesserung der 

Effizienz der transplantierten Zellen verfolgt. 
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3.6 Methoden der Zellkultur  

3.6.1 Kultivierung von hiPSC Zellen 

Alle Arbeiten mit verwendeten Zellen erfolgten unter einer sterilen Werkbank. Die 

Experimente erfolgten mit folgender Zellinie: Gibco® Episomal hiPSC Line (A18945). 

Die Kultivierung von hiPSC Zellen erfolgte in Kulturschalen, welche vor der Passage für 

30 Minuten bei Raumtemperatur mit MatrigelÑ beschichtet wurden. Die 

Standardkultivierung der Stammzellen in Suspension erfolgte in 6-well Zellkulturplatten. 

Nach Entfernung des Matrigel® erfolgte die Kultivierung der hiPSC Zellen mit IPS 

Medium, Essential 8 Flex Medium Kit plus Essential 8 Flex Supplement, im Inkubator 

bei 37°C, 5% CO2, 5% O2 und 95% Luftfeuchtigkeit. Der Mediumwechsel erfolgte an 

Werktagen täglich, mit der Ausnahme von Mittwoch. Bei einer Konfluenz von 90% 

wurde mit dem Differenzierungsprotokoll zu Kardiomyozyten begonnen. 

3.6.1.1 Einfrieren und Auftauen von hiPSC Zellen 

Zum Einfrieren von hiPSC Zellen wurden die Zellen zunächst für 10 Minuten bei 37°C 

mit Versene inkubiert und anschließend dissoziiert. Nach dem Auswaschen von Versene 

wurden die Zellen mit 1ml Einfriermedium (DMSO und FCS) vermengt. Zum Einfrieren 

wurden die Zellen in einem Isopropanol-Einfriergefäß bei -80°C gelagert. Durch die 

kontinuierliche Senkung der Temperatur um 1°C/Minute wurde gewährleistet, dass die 

Zellen nicht zu Schaden kommen. Zum erneuten Kultivieren wurden die Zellen im 

ThawStar® automated thawing system aufgetaut und mit 10ml gewünschten Medium 

resuspendiert und in 15ml Falkon-Röhrchen bei 800g für 4 min zentrifugiert, um DMSO 

auszuwaschen. Zum erneuten Kultivieren wurden die Zellen auf mit Matrigel® 

beschichtete Kulturflaschen ausplattiert. Zur Verhinderung einer spontanen 

Differenzierung, erfolgte die Passage vor Erreichen der Konfluenz. 

3.6.2 Lentivirale Transduktion von hiPSC Zellen mit Firefly Luciferase  

Um mit hiPS Kardiomyozyten Biolumineszenz-Versuche durchführen zu können, muss 

eine permanente stabile genomische Integration mit dem Reportergen Firelfy Luciferase 

bestehen. Die genomische Integration kann durch eine lentivirale Transduktion erfolgen. 

(Landvogt 2009, Peng et al. 2018). Die lentivirale Transduktion von hiPSC erfolgte mit 

EF-1-alpha Luciferase firefly Gentarget der Firma amsbio (Cat. No.: LVP434).  
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Der schematische Aufbau des lentiviral transudzierten DNA-Komplexes ist Abbildung 3 

zu entnehmen. 

 

 

 

 

 

 

Durch die lentivirale Transduktion erfolgt die Expression der firefly Luciferase unter dem 

humanen Elongationsfaktor (EF-1-alpha). Zur Selektion der erfolgreich transduzierten 

Zellen wird zusätzlich ein Puromycin Resistenzgen unter der Kontrolle des RSV-

Promotors exprimiert. Für die Transduktion wurden 1x105 hiPSC Zellen pro Well in 

MatrigelÑ beschichtete 6-well Suspensionspatten ausplattiert und in IPS Medium 

kultiviert. Am Folgetag erfolgte die Abnahme des IPS Kulturmediums und die Zugabe 

von 200µl des Lentiviralen Virus in 1,5 ml Opti-MemÊ und 5ml Polybrene. Nach 4 

Stunden Inkubation wurden 2,5ml IPS Medium hinzugegeben. Anschließend war darauf 

zu achten, dass die Kulturplatte für 24 Stunden nicht bewegt wurde. Am nächsten Tag 

erfolgte ein Mediumwechsel mit IPS Medium. Am darauffolgenden Tag begann die 

Selektion der Zellen mit Puromycin, zur Überprüfung der viralen Transduktion. Zur 

Kontrolle der erfolgreichen viralen Luciferase Gen Expression wurden 

Biolumineszenzmessungen durchgeführt. Dafür wurden die Zellen mit PBS und 

Luciferase im Verhältnis 1:10 vermengt. 

Nach Zugabe von Luciferin emittieren Luciferase klonierte hiPSC-Zellen Licht mit einer 

Wellenlänge von 562nm. Für die Reaktion ist die Bereitstellung von Sauerstoff und ATP 

obligat. 

Die Reaktion siehe (3.8) läuft wie folgt ab:  

Luciferase + ATP + O2   Oxyluciferin + AMP +PPi +CO2 + Licht 

 

(3.8) 
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Abbildung 3: Schema der EF1a-Luciferase Firefly, https://resources.amsbio.com/Datasheets/Luc-LVP-man.pdf 
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3.6.3 Mycoplasmentest 

Zur Testung einer möglichen Mycoplasmeninfektion wurde mit dem MycoSPYÑ 

Mastermix gearbeitet. Hierbei handelt es sich um einen lyophilisierten Master Mix mit 

integriertem Loading Buffer und Tracking Farbstoffen zur Detektion einer möglichen 

Mykoplasmen Kontamination in der Zellkultur. Dabei wurden 100µl vom Nährmedium 

der Zellkultur entnommen und in ein PCR Tube überführt. Daneben war darauf zu achten, 

dass die Wachstumsfläche des Zellkulturgefäßes bei Entnahme des Zellüberstandes ca. 

90% bedeckt war. Zusätzlich war die Zellkultur zuvor für mindestens 24 Stunden in dem 

Nährmedium inkubiert. Die Probe wurde für 5 Minuten im Thermalblock bei 94°C 

inkubiert. Anschließend wurde die Probe bei 13.000 x g für 1 Minuten zentrifugiert. Die 

Testung basiert auf der Anwesenheit einer internen Kontrolle, ein entsprechender 

Mycoplasmen DNA Abschnitt. Die Methode bringt den Vorteil, dass die Abwesenheit 

von PCR-Inhibitoren bestätigt werden kann und falsch-Negativergebnisse 

ausgeschlossen werden. Eine Negativkontrolle ohne Template war zur Kontrolle obligat. 

Folgende Komponenten wurden in PCR-geeignete Reaktionsgefäße pipettiert: 

Tabelle 5: Standardpipettierprotokoll für die Testung auf Mycoplasmen  

Komponenten Menge in mL 

(Testprobe mit interner 

Kontrolle)  

Menge in mL 

(Kontrollreaktion)  

Mastermix 22 22 

Interne Kontrolle 1 1 

Testprobe 2 - 

H2O - 2 

Summe 25 25 

 

Die PCR Reaktion erfolgt im direkten Anschluss im Mastercycler. 
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Tabelle 6: Thermo-Cycler Profil für die Testung auf Mycoplasmen 

Zyklus Zeit (t) °C Zyklenzahl 

Initiation 60 Sekunden 94 1 

Denaturierung 30 Sekunden 94  

Hybridisierung 30 Sekunden 62 35 

Elongation 30 Sekunden 72  

Finale Elongation 180 Sekunden 72 1 

Ende Ð 4  

 

Nach Abschluss der Reaktion wurde das Produkt auf einem 2% Agarose-Gel analysiert. 

Die zu erwartenden Produkte sollten bei 200bp interne Kontrolle und bei 500bp 

Amplifikat des Mycoplasmengenoms aufgetrennt zu sehen sein. 

3.6.4 Behandlung von Mycoplasmeninfektionen 

Bei einer vorliegenden Infektion mit Mycoplasmen wurde eine antibiotische Therapie mit 

BIOMYC-1 und 2 eingeleitet. Bei Kontamination wurde BIOMYC-1 für vier Tage den 

Kulturmedien zugefügt und anschließend BIOMYC-2 für weitere drei Tage angewendet. 

Zur Vermeidung von Antibiotikaresistenzen wurden zwei Behandlungszyklen 

durchgeführt. BIOMYC-1 enthält den antibiotischen Wirkstoff Tiamutin und bindet die 

50S-Untereinheit von Ribosomen. Es wird zu Gruppe der Pleuromutiline gezählt. 

BIOMYC-2 enthält das Antibiotikum Minozyklin, ein Derivat des intrazellulär 

wirksamen Tetrazyklin und wirkt bakteriostatisch (Schmitt et al. 1988). 

3.6.5 Differenzierung der hiPSC-Zellkultur  zu hiPSC-Kardiomyozyten 

Zur Differenzierung von hiPSC in zu hiPSC Kardiomyozyten, im folgenden hiPSC-CM 

sind in der Literatur mehrere Protokolle aufgezeigt. Allen publizierten 

Differenzierungsprotokollen liegen sechs Differenzierungsstufen zu Grunde: Epitheliale-

mesenchymale Transition, Mesoderm Differenzierung, Mesoderm Spezifizierung, 

Kardiale Spezifizierung, Kardiomyozyten Differenzierung und elektrische Reifung 

(Breckwoldt 2014, Burridge et al. 2011). Primär werden hiPSC in eine der drei 

Keimschichten: Ektoderm, Mesoderm und Endoderm differenziert. Zur Gewinnung von 

hiPSC-CM ist die Differenzierung zu embryonalem Mesoderm unerlässlich (Breckwoldt 
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et al. 2017), (Hescheler et al. 1997). Verantwortlich für die mesodermale Differenzierung 

ist der Wnt-Signalaktivator- CHIR99021 (Lian et al. 2013). In weiteren 

Differenzierungsprotokollen werden in der Literatur folgende alternative 

Wachstumsfaktoren BMP4, Activin A, bFGF, DKK-1 und VEGF hinzugefügt die auch 

entscheidend sind für die Einleitung der kardialen Differenzierung.  

In der vorliegenden Arbeit wurde nach erfolgreicher Kultivierung und Passagierung der 

hiPSC-Zellen bei einer Koloniekonfluenz von 70-90% die Differenzierung zu 

Kardiomyozyten eingeleitet. An Tag 0 werden die Kulturen in einem Medium aus RMPI 

1640+GlutaMAXã mit B27 Minus Insulin Supplement und IWR-1 als Wnt-Inhibitor für 

48h kultiviert. An Tag 2 wird das Medium abgenommen und durch Tag-2 

Differenzierungsmedium, bestehend aus RMPI 1640+GlutaMAXã mit B27 Minus 

Insulin Supplement für weitere 24h hinzugegeben. Ziel dieses Prozesses ist die 

Differenzierung zu mesodermalen Progenitorzellen. An Tag 3 der 

Differenzierungsepisode wird das Medium abgenommen und durch RMPI 

1640+GlutaMAXã mit B27 Minus Insulin Supplement plus CHIR 99021, einen Wnt-

Aktivor ersetzt. Die Zellkultur wird für 48h inkubiert und die kardiale Differenzierung 

induziert. Weitere 48h später, wird das Medium durch RMPI 1640+GlutaMAXã plus 

B27 Supplement gewählt und bis zum 7. Differenzierungstag inkubiert. Die Induktion der 

kardialen Differenzierung ist an Tag 7 abgeschlossen. Anschließend reifen die 

differenzierten Kardiomyozyten weiter aus. Als Kardiomyozyten-Medium wird RMPI 

1640+GlutaMAXã plus B27 Supplement. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage. 

Zur Aufreinigung der Zellkultur werden die Zellen von Tag 9-11 für 48h im 

Hungermedium bestehend aus RMPI 1640 plus B27 Supplement inkubiert. Dieser 

Prozess wird von Tag 15-17 wiederholt.  

3.6.6 Kultivierung der hiPSC-Kardiomyozyten 

Alle Arbeiten mit verwendeten Zellen erfolgten unter einer sterilen Werkbank. Die 

Kultivierung von hiPSC-Kardiomyozyten erfolgte in Kulturschalen, welche vor der 

Passage für 30 Minuten bei Raumtemperatur mit MatrigelÑ beschichtet wurden. Die 

Standardkultivierung der hiPSC-Kardiomyozyten erfolgte in T-75 Zellkulturflaschen. 

Nach Entfernung des Matrigel® erfolgte die Kultivierung der hiPSC-Kardiomyozyten 

mit den entsprechenden Differenzierungsmedien im Inkubator bei 37°C, 5% CO2, 40% 

O2 und 95% Luftfeuchtigkeit. Der Mediumwechsel erfolgte an Tag null, zwei, drei fünf 
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und sieben der Differenzierungsperiode. Wenn die Differenzierungsperiode 

abgeschlossen war, erfolgte der Mediumwechsel Montag, Mittwoch und Freitag.  

3.6.6.1 Einfrieren und Auftauen von hiPSC-Kardiomyozyten 

Zum Einfrieren von hiPSC-Kardiomyozyten wurden die Zellen zunächst für 10 Minuten 

bei 37°C mit Versene inkubiert und anschließend dissoziiert. Nach dem Auswachsen von 

Versene wurden die Zellen mit 1ml Einfriermedium (DMSO und FCS) vermengt. Zum 

Einfrieren wurden die Zellen in einem Isopropanol-Einfriergefäß bei -80°C gelagert. 

Durch die kontinuierliche Senkung der Temperatur um 1°C/Minute wird gewährleistet, 

dass die Zellen nicht zu Schaden kommen. Zum erneuten Kultivieren wurden die Zellen 

im ThawStar® automated thawing system aufgetaut und mit 10ml gewünschten Medium 

resuspendiert und in 15ml Falkon-Röhrchen bei 800g für 4 min zentrifugiert, um DMSO 

auszuwaschen. Zum erneuten Kultivieren wurden die Zellen auf mit Matrigel® 

beschichtete Kulturflaschen ausplattiert.  

3.7 Zellzahl und Zellgrößenbestimmung 

Die Randleisten der Zªhlkammer wurden vor dem Aufschieben des Deckgläschen leicht 

befeuchtet. Die Zählkammer bestehend aus neun Quadranten, mit einer Fläche von je 1 

mm. Zur Vorbereitung der Zellzählung wurden der Zellsuspension 10 ɛl entnommen und 

mit 10 µl Tryphanblau (1:1) gut vermengt. Beim Vorliegen eines großen Zellpellets 

können 10µl der Zellen zunächst mit 90 µl PBS Medium vorverdünnt werden, um Zähl-

Fehler durch Zellüberlagerung zu vermeiden. Anschließend wurde die Pipettenspitze an 

den Rand des Deckglªschens angesetzt und vorsichtig entleert. Die Füllung der 

Zählkammer entsteht durch einwirkende Kapillarkräfte. Dabei war das gleichmäßige 

Pipettieren obligat, um eine ¦ber- oder Unterf¿llung zu vermeiden. Unter dem 

Lichtmikroskop wurden die äußeren vier der neun Quadranten ausgezªhlt. Diese sind 

nochmals in sechzehn Quadrate unterteilt. Um auf Linien liegende Zellen dabei nicht 

doppelt zu zählen, wurden nur Zellen gezªhlt, die auf einer der beiden inneren Linien 

lagen. Die Zellzahl pro ml wurde dann nachfolgender Formel siehe (3.8) berechnet, der 

Verdünnungsfaktor wird als Vd  (Vd=2) abgegeben: 

Zellzahl = gezählte Zellen *  Vd * 10 * 104/ ɛl 

(3.8) 
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3.8 Karyotypisierung 

Unsere hiPSC Zellen ließen wir im Zentrum für Humangenetik am UKE zur 

Qualitätskontrolle karyotypisieren. In Zusammenarbeit mit Frau Dr. rer. nat. Sigrid Fuchs 

wurden die immortalisierten pluripotenten Stammzellen nach Erreichen der nötigen 

Koloniekonfluenz durch Colcemidzugabe in der Metaphase arretiert. Dafür wurde 

10µg/ml Colecmid (Gibco, 15210040) verwendet. Anschließend erfolgte die Behandlung 

mit 0,005M hypotoner KaryoMAXÊ-Kaliumchloridlösung (Gibco, 10575090). Fixiert 

wurden die aufgequollenen Zellen mit Methanol in einer 3:1Verdünnung. 

3.9 Zubehör für die EHT Generierung 

Für die Generierung verschiedener EHT-Formen wurden mit Hilfe unseres hauseigenen 

3D-Laser Druckers der Firma Sinterit, Abbildung 5 (Sinterit sp. z o.o., 30-741 Kraków, 

Poland) Schablonen hergestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: A) Laser sintering 3D Drucker, https://www.sinterit.com/wp-content/uploads/2020/05/Sinterit-LISA-

PRO-SPECIFICATION-1.pdf,  

Die Herstellung der dreidimensionalen Schablonen erfolgte mit der Software 

SolidWorksÑ  (Dassault Systèmes, VélizyVillacoublay, France) aus dem Hause Dassault 

Systems, siehe Abbildung 6-8. SolidWorksÑ (CAD-Software), ist ein parametrisches 

featurebasierendes Volumenmodelliersystem basierend auf einem Parasolid Rechenkern 

und stellt eine Software der neueren Generation dar.  

https://www.sinterit.com/wp-content/uploads/2020/05/Sinterit-LISA-PRO-SPECIFICATION-1.pdf
https://www.sinterit.com/wp-content/uploads/2020/05/Sinterit-LISA-PRO-SPECIFICATION-1.pdf
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Abbildung 7: Konstruktion "12-well-Infinity", A-Skizze, B-Konstruktion 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Basis Konstruktion für 12-well Kulturplatten, A- Skizze, B- Konstruktion 

 

Abbildung 6: Konstruktion "12-well-Ring"; A-Skizze, B-Konstruktion 
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3.9.1 Herstellung des Zubehörs für Infinity -EHTs und des Ring-EHTs 

Mit Hilfe der Negativformen aus dem 3D Drucker, wurden Formen aus Silikon (Adesil® 

Blau 9:1, Siladent 14356-Typ2) geformt, siehe Abbildung 9. Dafür wurde flüssiges 

Silikon in 6-well oder 12-well Zellkulturplatten gegossen. Die Negativformen haben den 

Zweck der Vertiefung des Silikons und wurden nach Aushärtung des Silikons entfernt. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: Herstellung der EHT-Formen A- Schablonen aus hauseigenem 3D Drucker B und C- Herstellung der 

Silikonformen für die EHT-Generierung 

Die hergestellten Silikonformen dienten als Gussform der EHTs und wurden in 6-well 

oder 12-well-Zellkuluturplatten kultiviert. Zur Wiederverwendung der 

Silikonhalterungen wurden die Instrumente mit zweifach demineralisiertem Wasser 

aufgekocht und autoklaviert. 

  

A 

B 

C 
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3.9.2 Herstellung des Zubehörs für Streifen-EHTs 

Das 2%ige Agarosegel auf PBS Basis wurde zur Herstellung der Gussformen der EHTs 

verwendet. 1,6 ml 60°C warme Agarose wurde in 24-well-Platte pipettiert. Anschließend 

wurden die Silikonplatzhalter in der Agarose platziert und 10 Minuten gewartet, bis die 

Agarose ausgehärtet war. Nach Entfernung der Silikonplatzhalter entfernt wurden die 

Silikonhalterungen (Abbildung 11) mittig platziert. 

3.9.2.1 Silikonplatzhalter 

Silikonplatzhalter haben den Zweck der Agarosevertiefung für die Formung flüssiger und 

warmer Agarose, Abbildung 10. Zur Wiederverwendung, sowohl der Silikonhalterungen 

als auch der Silikonhalterung wurden die Instrumente mit zweifach demineralisiertem 

Wasser aufgekocht und autoklaviert. 

 

Abbildung 9: A-Teflonplatzhalter (blau) in Agarose, B-Agaroseform nach Aushärtung 

3.9.2.2 Silikonhalterung 

Zur Aufhängung der EHTs dienen die Silikonhalterungen, Abbildung 11. 

 

Abbildung 10: Silikonhalterung für Streifen-EHTs 

A B 
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3.10 Herstellung von EHTs  

Zur Kultivierung von EHTs wurden differenzierte Kardiomyozyten unter Zuhilfenahme 

von Versene den Kulturflachen entnommen und in 15ml Falcon Röhrchen auf Eis 

aufgenommen. Dabei wurde stets unter einer sterilen Werkbank gearbeitet. In 

autoklavierten 200µl Eppendorf-Gefäßen wurde jeweils eine entsprechende Menge an 

Thrombin vorpipettiert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer 

bestimmt (s. 3.7.8). Entsprechend der Zellzahl wurde das entspreche Volumen an NKM 

Medium, zweifach konzentriertem DMEM, Fibrinogen, sowie Rho Kinase Inhibitor (Y-

27632) hinzugegeben. Wichtig war ein regelrechtes auf- und abpipettieren um alle 

Komponenten gut zu vermengen. Aus dem hergestelltem Mastermix wurde entsprechend 

der errechneten Menge an Zellen das Volumen entnommen und in die 200µl Eppendorf-

Gefäße mit dem vorgelegten Thrombin drei bis viermal auf- und ab pipettierten, um 

Thrombin ebenfalls aufzunehmen. Ein schnelles Überführen des Mastermix in die 

vorgelegten Zellkulturplatten mit Silikonhalterungen war obligat, um ein vorzeitiges 

Ăclottingñ (aushärten in einer dreidimensionalen Form) des Zellmixes in der Eppendorf 

Pipette zu vermeiden, siehe Abbildung 12-14. Für die Streifen-EHTs war das Volumen 

auf 110µl mit 1-1,5 *106 Zellen festgelegt. Die Ring- und Infinity EHTs wurden 

standardmäßig mit einem Volumen von 440µl mit 4*106 Zellen hergestellt. Anschließend 

wurden die angefertigten EHT in den Zellkulturplatten für 90 Minuten im Inkubator bei 

37°C, 40% O2 und 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach diesem 

Inkubationsintervall wurden die EHTs mit EHT-Medium bedeckt und für weitere 30 

Minuten inkubiert. In der Zwischenzeit wurden für die Streifen-EHTs in einer neuen 24-

well Kulturplatte je 1,5ml EHT-Medium pipettiert und für 15 Minuten vorgewärmt. 

Unterdessen wurden 300 µl DMEM für 10 min auf den Streifen-EHTs inkubiert. Die nun 

polymerisierten EHTs wurden vorsichtig aus den Gussformen genommen und in die neue 

24-well Platte überführt.  

Die Die Infinity- und Ring EHTs welche in den Silikonformen verblieben wurden nach 

90 Minuten mit EHT-Medium bedeckt. 
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Abbildung 11: EHTs in Silikonformen; A- ĂRingñ-EHT, B- ĂInfinity"-EHT 

 

  

 

 

 

 

Abbildung 12: A-Ring- und Infinity EHT in 4%igem-PFA, B- fixiertes Ring-EHT, C- fixiertes Infinity EHT 

 

 

Abbildung 13: A-Aufsicht auf Streifen-EHTs an Silikonposts, B-Hängende EHTs an Silikonposts 
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3.10.1 Kultivierung der EHTs 

In den ersten drei Tagen wurde das Nährmedium täglich gewechselt. Anschließend 

erfolgte der Mediumwechsel Montag, Mittwoch und Freitag. Das EHT-Medium wurde 

für den Wechsel für fünfzehn Minuten im 37°C Inkubator vorgewärmt. Der 

Mediumwechsel erfolgte unter der sterilen Werkbank. Zum Mediumwechsel wurde das 

bestehende Medium vorsichtig abpipettiert und anschließend je 1,5ml neues EHT-

Medium mittig pipettiert. Anschließend wurde die 24-well Platten mit den kultivierten 

EHTs in den Inkubator gestellt.   

3.11 Hypoxieexperiment 

Zur Untersuchung des Einflusses von Hypoxie auf Kardiomyozyten wurden nach 

Abschluss der Differenzierung an Tag 18 die Zellkulturen in einer Plexiglaskammer bei 

0,5% Luftsauerstoff gehalten. Zur Analyse wurden mindestens zwei identische 

Zellkulturen in Zellkulturflaschen vorbereitet. Durch die hermetische Konstruktion der 

Kammer mit Hilfe von Ringklemmen, fand kein Austausch zwischen Kammer- und 

Raumluft statt. Während des gesamten Experimentes wurden Sauerstoffkonzentration, 

Temperatur und Luftfeuchtigkeit kontinuierlich überwacht. Während die Ringklemmen 

geöffnet waren, wurde die Kammer mit entsprechenden Anteilen an Stickstoff und 

Kohlenstoffdioxid geflutet, um den Sauerstoffanteil in der Kammer zu verdrängen. Die 

Durchflussrate wurde an einem kugelförmigen Schwimmer abgelesen. Stickstoff (N2) 

wurde mit einer Durchflussrate von 12 l/min und Kohlenstoffdioxid (CO2) mit 6 

cc/min*100 insuffliert. Das Zielgasgemisch war wie folgt zusammengesetzt: 94% N2, 5% 

CO2 und 0,5-1% O2, daher wurde Stickstoff 20mal schneller in die Kammer eingeleitet. 

Bei Inkubationszeiten von über 24 Stunden war es ratsam erneut Gas in die Kammer 

einzubringen, um die Hypoxie langanhaltend zu gewährleisten.  

Die Probe mit hypoxischen Kardiomyozyten wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

(nach 3h, 6h, 12h, 24h und 48h) der Hypoxiekammer entnommen und analysiert. Eine 

weitere Zellkultur wurde über den gleichen Zeitraum im Brutschrank unter Normoxie 

(20% O2) als Kontrolle kultiviert. 
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Zur Reinigung der Kammer wurde mit 70%iges Ethanol sterilisiert. Der Metallring der 

Hypoxiekammer wurde in regelmäßigen Abständen gereinigt, um eine ordnungsgemäße 

Abdichtung zu sichern. Der Durchflussmesser wurde durch Abnehmen der Schläuche 

inklusive der Filter und Demontage des Körpers mit reinem Wasser und Seife gereinigt. 

3.12 Molekularbiologie 

3.12.1 RNA Isolation 

Die RNA Isolation dient als Basismethode zur Analyse der Genexpression und umfasst 

biochemische Methoden zur Extraktion von mRNA aus Zellen, um Information über die 

aktuelle Proteinbiosynthese der Zellen zu gewinnen. Zur Aufreinigung einer RNA wurde 

das RNeasy Kit (Qiagen) unter Herstellerbedingungen verwendet. Zunächst wurde das zu 

untersuchende Gewebe und Kardiomyozytenkulturen mit PBS gewaschen, eine 

maximale Größe vom Hersteller wurde mit 30mg angeben. Bei größeren Gewebeproben 

wurden diese entsprechend portioniert. Die RNA Aufreinigung nach oben genanntem 

Verfahren beruht auf dem Prinzip der Lyse der Zellen und der Bindung der RNA an eine 

Silica-Gel-Membran. Diese ist als Filter im vom Hersteller gestellten RNeasy Spin 

Column enthalten. Ein Gemisch aus RLT-Puffer und ß-Mercaptoethanol wurde dem EHT 

hinzugeben und lysierte die EHTs. Zur vollständigem Gewebeauflösung der EHTs wurde 

mechanisch mit einem Homogenisator gearbeitet und die Probe anschließend für 30 

Sekunden gevortext. Im Anschluss wurde das Lysat über ein 100mm Zellsieb filtriert. Das 

Lysat wurde mit 70%igem Ethanol gemischt, auf eine RNeasy Spin Column überführt 

und für 15 Sekunden bei 8000g zentrifugiert. Die Reinigungssªule besteht aus einer 

Membran, die bis zu 100ɛg Gesamt-RNA adsorbieren kann. Es erfolgte der erste 

Waschschritt mit RW1- Puffer. Anschließend wurde mit dem RNase-Free DNase Set (50) 

von Qiagen nach Herstellerangaben die DNA eliminiert. Dazu wurden 10µl DNase I mit 

70 µl RDD DNA Digest Buffer vermengt und für 15 Minuten bei Raumtemperatur mittig 

auf der Silica Gel-Membran inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte die Waschung mit 

350µl RW1 Buffer. Nach den abschließenden Waschschritte mit 500µl RPE-Puffer 

(Zentrifugation für 15 Sekunden bei > 8000 x g), wurde die Membran mit 30µl RNAse 

freiem Wasser benetzt. Nach letztem Zentrifugieren für eine Minute bei 8000g wurde das 

Eluat in einem 1,5 ml V-Eppendorf Tube aufgenommen. Die Säule wird verworfen und 

die isolierte RNA bei ï80°C bis zum weiteren Gebrauch eingefroren.  
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3.12.2 Bestimmung der RNA-Konzentration  

Zur Ermittlung der RNA-Konzentration wurde ein NanoDrop-1000-Spektrometer 

verwendet (Thermo Fischer Scientific Inc.) Bei einer optischen Dichte (OD) von 1, 

entsprach die Konzentration der RNA 40ng/ml. Hierfür wurde entsprechend der 

Herstellerangaben das Messungsverfahren mit RNAse free water auf 0 ng/µl eingestellt. 

Anschließend wurden die Konzentrationen der Proben jeweils durch den Einsatz von 

1,0ɛl Eluat im NanoDrop bestimmt und protokolliert.  

3.12.3 Reverse Transkription 

Zur Umwandlung einer Sequenzabfolge einer RNA in eine DNA (cDNA) wurde eine 

reverse Transkription durchgeführt. Enzymatisch wird die Reaktion von einer reversen 

Transkriptase (RT) katalysiert. Die RT als retrovirales Schlüsselenzym diente 

ursprünglich zur Transkription des viralen Genoms in die DNA. Für die Umwandlung in 

die cDNA wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystem) verwendet. Das Vorgehen erfolgte nach Angaben des Herstellers. Wir 

verwendeten für die Reaktion 100ng RNA und Oligonukleotide. Random Primer der High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kits wurden hinzugegeben. Die Transkription 

erfolgte im RNA Cycler. Während der Initialphase von 10 Minuten betrug die Temperatur 

25°C. Für weitere 120 min. folgte die reverse Transkription bei 37°C. Abschließend 

erfolgte die Denaturierung für 5 min. bei 85°C. Der Endvolumen der cDNA lag bei 20ml. 

Tabelle 7: Standardpipettierprotokoll der reversen Transkription 

Reagenzien Menge 

10x RT Puffer 2.0 µl 

25x dNTP Mix (100mM) 0.8 µl 

10 RT Random Primers 2.0 µl 

MultiScribe Reverse Trancriptase 1.0 µl 

Nuclease-free H2O 4.2 µl 

RNA 10 µl 

Total Volumen 20,0 µl 
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Tabelle 8: Thermo-Cycler Profil für die reverse Transkription 

Zyklus Temperatur Zeit 

Annealing des RT-Primers 25°C 10 min 

Erststrangsynthese 37°C 120 min 

Denaturierung der 

reversen Transkriptase 

85°C 5 min 

RNAse H-Behandlung 4°C Ð 

 

3.12.4 PCR 

Die PCR stellt eine Vervielfältigungsmethode von DNA dar. Dabei wurde zunächst RNA 

aus entsprechendem Zellmaterial gewonnen, in cDNA umgeschrieben und mittels PCR-

Reaktion vervielfältigt. Die PCR lief mit Primern gegen humane Gensequenzen: a-MHC, 

c-Myc, cardiac Troponin T, Gapdh, GUSB, Hif-1a, Islet, VEGF-2 Rezeptor, Luciferase, 

MLC-2, Nanog, Oct-4 und Sox-2 ab. Die Primer wurden über Primer-BLAST entworfen. 

Dabei werden zielspezifische Primer für die Polymerase Kettenreaktion entworfen. 

Zunächst werden Primer manuell oder mit Hilfe eines Software Tools ausgewählt, die die 

interessierte DNA Region flankieren. Anschließend wird über Primerblast eine geeignete 

Nukleotidsequenz aus einer Datenbank gesucht, um die potentiellen Zielgene zu 

untersuchen (Ye et al. 2012). Die Reaktion lief mit Ansätzen von 20µl in einem Thermo-

Cycler der Firma Eppendorf ab. 

Tabelle 9: Standardpipettierprotokoll für PCR  

Reagenzien Menge 

10x Puffer 2,0 µl 

MgCl2 (25mM) 2,0 µl 

Primer foreword (10pM) 2,0 µl 

Primer reverse (10pM) 2,0 µl 

dNTPôs (10mM) 1,0 µl 

Polymerase (5U/ml) 0,5 µl 
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DNA-Probe 1,0 µl 

H2O 9,5 µl 

Summe 20,0 µl 

 

Tabelle 10: Standard Thermo-Cycler Profil für PCR 

Zyklus Temperatur Zeit Zyklenzahl 

Initiation 94°C 3min 1 

Denaturierung 94°C 30sek  

Hybridisierung 56°C 30sek 30 

Extension 72°C 1min  

Extension 72°C 10min  

Ende 4°C қ  

 

Tabelle 11: Thermo-Cycler Profil für PCR mit Primern gegen humanes NANOG 

Zyklus Temperatur Zeit Zyklenzahl 

Initiation 95°C 7min 1 

Denaturierung 95°C 30sek  

Hybridisierung 68°C 30sek 15 touchdown je 

Zyklus -0,4°C 

Extension 72°C 45sek  

Denaturierung 95°C 30sek  

Hybridisierung 62°C 30sek 25 

Extension 72°C 45sek  

Ende 4°C қ  

Abschließend wurden die PCR Produkte in einer 1% Agarose Gelelektrophorese 

analysiert. 
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3.12.5 Gelelektrophorese 

Zur Analysierung einer zuvor amplifizierten DNA kann das Verfahren der 

Gelelektrophorese Anwendung finden. Das angefertigte Agar Gel, bestehend aus 1g 

Agarose vermengt mit 100ml TAE Buffer wurde erwärmt, bis die Agarose gelöst war. 

Die Lösung wurde mit weiteren 20µl Roti Gel-Stain vermengt. Ein Kamm mit 20 Zähnen 

wurde in das noch flüssige Gel positioniert. Das Agarosegel härtete für ca. 30 min aus 

und wurde anschließend in die Elektrophoresekammer umgebettet und mit TAE Buffer 

übergossen. Ein Marker wurde aus 1ml DNA ladder, 1µl DNA loading dye (6x) und 4µl 

deionized water hergestellt. Die DNA-Probe von 5µl wurde mit 2µl (6x) loading dye und 

5µl H2O vermengt. Es wurden je 10µl der Probe in die entsprechenden Taschen pipettiert. 

Am Gleichstrom-Transformator wurde eine Spannung von 120Volt und eine Stromstärke 

von 100mA angelegt. Abschließend erfolgte die Darstellung eines UV-Fotos mit Hilfe 

des Programms Azure Biosystems. 

3.12.6 Quantitative Echtzeit-PCR (RT-PCR) 

Neben der Vervielfältigung der DNA konnte bei einer quantitativen PCR die DNA mit 

Hilfe von Fluoreszenz-Messungen in Echtzeit quantifiziert werden. Die Fluoreszenz 

nahm proportional mit der Menge der amplifizierten PCR-Produkte zu. 

Die RT-PCR wurde mit FastStart Essential DNA SYBR-Green Master der Firma Roche 

gemäß der Herstellerangaben in 10µl Ansätzen angesetzt. Ein Referenz-Gen 

Glucuronidase-b wurde als interner Standard in jeder Messung mitbestimmt, um einen 

relativen Mengenvergleich zur relativen Quantifizierung durchzuführen. Zur Auswertung 

wurde die Differenz zwischen dem CT-Wert des Ziel-Gens und des Referenz-Gens (DCT-

Wert) neben der Differenz vom DCT-Wert der Probe (differenzierte Kardiomyozyten) 

und einer Kontrollprobe (DDCT-Wert) berechnet. Als Kontrollprobe dienten hiPSC 

Zellen, die im undifferenzierten Stadium isoliert wurden. Aus dem DDCT-Wert wurde 

der Faktor (F) der Veränderung nach folgender Formel siehe (3.9) berechnet: 

F = 2DDCT 

(3.9) 

  



Material und Methoden 

45 

 

Dabei wurde pro Zyklus eine korrekte Amplifikation um den Faktor 2 angenommen. 

Die Messung erfolgte im LightCyclerÑ 96 Instrument. Die Proben wurden über 45 

Zyklen amplifiziert. Die Erstellung einer Schmelzkurve wurde zur Qualitätskontrolle 

durchgeführt. Der verwendete LightCyclerá 480 SYBR Green I Mastermix setzt sich 

aus einer FastStart Taq DNA Polymerase, einem DNA double-strand-specific SYBR 

Green I-Farbstoff, dNTPs und dUTP und einem optimierten Puffer zusammen. 

Tabelle 12: Standardpipettierprotokoll für qPCR 

Reagenzien Menge 

SYBR-Green PCR Mastermix 5,0 µl 

Primer forward (5pM) 1,0 µl 

Primer reverse (5pM) 1,0 µl 

DNA-Probe  2,0 µl 

Nuclease-free-H2O 1,0 µl 

Summer 10,0 µl 

 

Tabelle 13: Thermo-Cycler Profil für qPCR 

Zyklus Temperatur Zeit Zyklenzahl 

Initiation 95°C 10min 1 

Denaturierung 95°C 15sek  

Hybridisierung 56°C 30sek 45 

Extension 72°C 30sek  

Ende 4°C қ  

 

3.12.7 DNA Isolation 

Die Aufreinigung der DNA erfolgte mit Phenol-Chloroform-Isopropranol. Zunächst 

wurden die EHTs mit Hilfe des Tissue Lyser (Qiagen) mit 20x für 2 min wurden die 

Zellwandbestandteile zerstört. Die Probe wurde anschließend bei Raumtemperatur für 1 

min bei 3.000g zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und in 2 ml-
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Eppendorf Tubes überführt. Das Lysat wurde mit einem 1:1-Gemisch aus Phenol-

Chloroform vermengt. Anschließend wurde erneut bei Raumtemperatur für 10 min bei 

13.000g zentrifugiert. Die DNA-haltige wässrige Phase wurde über eine Säule gegeben 

und erneut bei Raumtemperatur für 1 min bei 13.000g zentrifugiert. Unter der Zugabe 

von 800µl Isopropranol erfolgte die Präzipitation der DNA. Die Proben wurden erneut 

zentrifugiert, der ¦berstand vorsichtig verworfen und die Säule mit den DNA Anteilen in 

neue 2ml-Eppendorf V-tubes gegeben. Abschließend wurde das DNA-Pellet mit 50µl 

EB-Puffer resuspendiert und für 5 min inkubiert. Zum Schluss wurde das DNA-Pellet bei 

Raumtemperatur für 1 min bei 13.000g zentrifugiert. Die abschließende 

Konzentrationsbestimmung erfolgte im NanoDrop-1000-Spektrometer wie in (3.9.2). 

3.13 Durchflusszytometrie 

Die zu analysierenden Zellen wurden zunächst aus den Kulturflaschen entnommen und 

mit 1ml PBS vermengt. Bei der Untersuchung der 2D-Kardiomyozten Kulturen und der 

EHTs wurden die zu untersuchenden Zellen zunächst in PBS aufgenommen. Mit Hilfe 

eines Homogenisators wurden die EHTs mechanisch aufgelöst. Anschließend wurden die 

Zellen über einem 100mm Zellsieb vereinzelt und in PBS resuspendiert. Es erfolgte die 

Zählung der Zellen wie in Abschnitt 3.7.8 beschrieben. Das Lysat wurden in 150ml 

FACS-Buffer pipettiert und für 5 min. auf Eis mit einer 0,1 µl FC-Block-Lösung (Anti-

A,B Mono-Type ES-4, ES-15, Grifols, Cat.No.: 213509) inkubiert. Dieser Prozess diente 

zum Nachweis membranständiger Proteine, welche an unspezifische Bindungsstellen 

binden. Die Zellen wurden anschließend mit dem primären Antikörper im FACS Buffer 

(Stain Buffer) für 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Wir verwendeten 1,7µl PE 

Mouse Anti-Cardiac-TroponinT-Antikörper (BD PharmingenÊ, Cat.No.: 564767)/ 1,7 

µl PE Rat Anti-SSEA-3 Klon: MC-631/ 1,7 µl (BD PharmingenÊ, Cat.No.: 560879)/ 

FITC Mouse Anti-Human TRA-1-60 Klon: Tra-1-60 (BD PharmingenÊ, Cat.No.: 

560876) in 100µl FACS-Wash und Perm Buffer und als Isotypkontrolle wurde PE Mouse 

IgG1 (BD PharingenÊ, Cat.No.: 554680) benutzt. Die verwendeten Antikörper dienen 

zum Nachweis intrazellulärer Proteine. Die Zellen wurden einmalig mit einem FACS-

Wash-Buffer (Perm-/Wash Buffer) gewaschen und anschließend zur Analyse in 500µl 

FACS -Buffer (Stain Buffer) aufgenommen. Die Klassifizierung der Zellen erfolgte mit 

dem Cytometer: NovoCyte Quanteon 6212008115117 und LSR Fortessa (BD). Die Daten 
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wurden mit der Software Novo Express 1.4.1 und der BD FACSDivaÊ Software 

analysiert. Die beispielhafte graphische Darstellung erfolgte mittels FlowJoÓ-10. 

3.14 Histologie 

3.14.1 Fixierung, Paraffineinbettung und Schneiden 

Am Inkubationstag 7 und 14 wurden die EHTs mit PBS gewaschen und über Nacht bei 

4°C in 4%igem PFA fixiert, um ein gleichmäßiges Einbetten zu erzielen. Am Folgetag 

wurden die EHTs im Entwässerungsautomat entwässert. Die Dehydrierung der 

aufsteigenden Alkoholreihe erfolgte nach Standardprotokoll wie folgt: 

Tabelle 14: Dehydrierungszyklus 

Reagenzien Zeit 

Formalin 3,8% 60 min 

Formalin 3,8% 60 min 

70% Ethanol 30min 

80% Ethanol 30min 

96% Ethanol 75min 

100% Ethanol 120min 

100% Ethanol 120min 

100% Ethanol 120min 

Xylol  240min 

Paraffin 60min 

Paraffin қ 

 

Es erfolgte zur Entwässerung des Gewebes die Einbettung in 41°C warmes Paraffin. Die 

Gewebestücke wurden in einem entsprechend großen Metallbehälter platziert, während 

das warme Paraffin auf der Kühlplatte der Paraffingießstation (Leica EG1150H) 

auskühlte. Die Platzierung erfolgte senkrecht für Querschnitt Übersicht und waagerecht 

für die Übersicht im Längsschnitt. Abgedeckt mit einem Einbettring wurde die gesamte 

Metallform mit Paraffin übergossen und zur Abkühlung auf einer Eisplatte gelagert. Das 
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Gewebe, eingebettet im Paraffinblock, konnte trocken über mehrere Wochen gelagert 

werden. Zur Aufarbeitung 3mm dicker Schnitte wurden die Paraffinblöcke mit der 

Schneidefläche auf einer Kühlplatte bei -5°C durchgekühlt und anschließend mit dem 

Rotationsmikrotom (Leica CM 2145) geschnitten. Anschließend wurden die Schnitte in 

ein 45°C warmes Streckbad gelegt, wobei das Paraffin langsam schmilzt und das 

Auflegen auf einen SuperFrost Plus Objektträger faltenfrei gelingt.  

3.14.2 Deparaffinierung und Antigendemaskierung 

Zur Färbung eines in Paraffin eingebetteten Gewebes muss zunächst die Deparaffinierung 

in absteigender Alkoholreihe erfolgen.  

Tabelle 15: Standardprotokoll zur Deparaffinierung 

Reagenzien Zeit 

Xylol  5 min 

Xylol  5 min 

Xylol  5 min 

100% Alkohol 5 min 

100% Alkohol 5 min 

96% Alkohol 3 min 

80% Alkohol 3 min 

70% Alkohol 3 min 

Aqua dest. Spülen 

 

Im Anschluss an die Deparaffinierung erfolgte die Antigen Demaskierung. Dazu wurden 

die Objektträger in Antigen Retrivel Solution in einem Steamer der Firma Braun für 20 

Minuten inkubiert. Die Abkühlung erfolgte bei Raumtemperatur für 45 Minuten. Vor 

Durchführung der Färbung wurden die Präparate 3mal mit PBS für jeweils 5 Minuten 

gewaschen. 
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3.14.3 Hämatoxylin-Eosin (HE) 

Als Hämatoxylin-Eosin-Routinefärbung, im Folgenden als HE-Färbung abgekürzt wird 

die Doppelfärbung mit Hämatoxylin und Eosin verwendet. Sie dient als 

Übersichtsfärbung zur histologischen Darstellung von EHTs. Hämatoxylin stammt aus 

dem natürlichen Farbstoff des Blauholzbaum und wird zu Hämalaun aufgearbeitet, 

welches basisch reagiert. Saure bzw. basophile Strukturen, wie beispielsweise die 

Ribosomen vom rauen endoplasmatischen Retikulum und Zellkerne werden blau 

angefärbt. Eosin ist ein synthetisch hergestellter saurer Farbstoff und färbt basische bzw. 

acidophile Strukturen, vor allem das Cytoplasma und extracytoplasmatische Strukturen 

(z.B. Kollagen) rosa-rot. 

Zur Färbung der EHTs mit HE wurden die Paraffinblöcke zunächst mit Xylol 

entparaffiniert und bei absteigender Alkoholreihe bei Raumtemperatur rehydriert. Die 

Färbung erfolgte nach Standardprotokoll. 

Tabelle 16: Hämatoxylin-Eosin-Färbeprotokoll 

Reagenzien Zeit 

Xylol  5 min 

Xylol  5 min 

Xylol  5 min 

100% Ethanol 5 min 

100% Ethanol 5 min 

96% Ethanol 3 min 

80% Ethanol 3 min 

70% Ethanol 3 min 

Aqua dest. spülen 

Hämalaun nach Böhmer 15 min 

Unter fließendem Wasser bläuen 15 min 

HCL-Ethanol (70%) dippen 

Fließendes Wasser 2 min 
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0,5% Eosin in 0,5% Essigsäure 3 min 

Aqua dest. dippen (2-3x) 

96% Ethanol dippen (2-3x) 

100% Ethanol spülen 

100% Ethanol 2 min 

100% Ethanol 10 min 

Xylol  5 min 

Xylol  5 min 

Xylol  5 min 

Eukitt eindecken 

 

Zur Betrachtung und Auswertung der histologischen Schnitte wurde das Lichtmikroskop 

(Leica DM-IRE 2) verwendet. 

3.14.4 Immunzytochemie 

Für die Zellkultur wurden spezielle Nunc-Objektträger, 4-well chamber slides verwendet. 

Diese sind mit einem abnehmbaren Kompartimentaufbau aus Plexiglas versehen, um die 

Kultivierung von Zellen mit Nährmedien auch auf den Objektträgern zu garantieren. Die 

Objektträger werden vor der Zellkultivierung mit 400µl MatrigelÑ beschichtet und für 

20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das MatrigelÑ entfernt und 

durch 300µl Nährmedium ersetzt. Nach steriler Isolation der Zellen aus den 

Kulturflaschen wurden unter der sterilen Werkbank ca. 3x105 Zellen auf die Objektträger 

mit dem vorgelegten Kulturmedium pipettiert. Die Zellen werden für 2-3 Tage bei 37°C 

mit 5% CO2, 40% O2 und 95% Luftfeuchtigkeit im Brutschank inkubiert. Der erste 

Mediumwechsel erfolgte drei Stunden nach Ausplattierung der Zellen. Dabei wurden nur 

100µl des Kulturmediums ausgetauscht, um ein Absaugen der ausplattierten Zellen zu 

umgehen. In der weiteren Kulturperiode wurde das Medium alle zwei Tage durch 250µl 

Kulturmedium ersetzt.  
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3.14.4.1 Antikörper  

Grundlage immunzytochemischer und immunhistochemischer Untersuchungen ist die 

Darstellung der zellulären Proteine mit Hilfe eines gegen das Protein spezifisch 

gerichteten Antikörpers. 

Primäre Antikörper 

Zur Färbung wurde in der Arbeit sowohl mit monoklonalen und als auch polyklonalen 

Antikörpern gearbeitet. Dabei unterscheiden sich monoklonale Antikörper von 

polyklonalen Antikörpern durch eine höhere Spezifität, da sie antigen- und 

epitopspezifisch binden.  

Der Vorteil von polyklonalen Antikörpern ist die Ausrichtung gegen verschiedene 

Epitope eines Antikörpers, wodurch eine Variabilität in der Spezifität und Affinität 

besteht (Leenaars and Hendriksen 2005). 

Tabelle 17: Primärantikörper für Immunzytochemie und Immunhistochemie 

Name Klon Wirt  Konz. Firma 

alpha-Actinin - Hase 1:1000 Invitrogen 

Anti-Troponin T 13-11 Maus 1:400 

1:100 

(Paraffingewebe) 

Thermo 

Fischer 

RotiÑMount 

FluorCare DAPI 

- - - Roth 

SSEA-3-PE MC-631 Ratte 1:400 BD 

Bioscience 

 

Die Oberflächen Antikörper gegen SSEA-3 wurde zur Identifizierung der Stammzellen 

gefärbt. Dabei wurde der Antikörper gegen kardiales Troponin T als Sarkomer-Marker 

zur Analyse differenzierter Kardiomyozyten verwendet. Für die Färbung von nativem 

Myokard wurde zusätzlich zum kardialen Troponin T auch alpha-Actinin gefärbt. 
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Sekundäre Antikörper 

In der vorliegenden Arbeit wurde mit verschiedenen Sekundärantikörpern gearbeitet. 

Beide Sekundärantikörper waren mit Farbstoffen (GFP-488nm und Rhodamin-647nm) 

konjugiert und fanden in der indirekten Färbemethode Anwendung. 

Für die Färbungen wurden ausschließlich indirekte Methoden durchgeführt. Der primäre 

Antikörper, der an das Antigen bindet, ist dabei unkonjugiert. Der primäre Antikörper 

wurde durch einen sekundären, gegen ihn gerichteten und konjugierten Antikörper 

nachgewiesen.  

Tabelle 18: Sekundärantikörper für Immunzytochemie und Immunhistochemie 

Name Wirt  Konz. Firma 

Donkey Anti-Mouse 

IgG H&L (Alexa 

FlourÑ 488) 

Esel 1:900 Abcam 

Donkey Anti-Rabbit 

IgG H&L (Alexa 

FluorÑ 647) 

Hase 1:900 Abcam 
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3.14.4.2 Färbeprotokoll  

Tabelle 19: Färbeprotokoll für Immunzytochemie und Immunhistochemie 

Nr. Arbeitsschritte Reagenzien Menge Temperatur Zeit 

1 Spülung PBS 300ml RT 3 x 3 min 

2 Fixierung 4%PFA (4°C) 1ml RT 10 min 

3 Spülung PBS 300ml RT 3 x 3min 

4 Permeabilisierung 0,05% Triton-X 1ml RT 10 min 

5 Blockierung 10% Normal 

Donkey Serum 

1ml RT 40 min 

6 Spülen PBS 300ml RT 3 x 5min 

7 Inkubation Primärer 

Antikörper 

200ml 4°C 24 h 

8 Spülen PBS 300ml RT 3 x 5 min 

9 Inkubation Sekundärer 

Antikörper 

200ml RT 2h 

10 Spülen PBS 300ml RT 3 x 5 min 

11 Eindecken RotimountÑ 50ml RT  

 

Fixierung mit 4% PFA (Paraformaldehyd) 

Aldehydfixierung führte zu einer Quervernetzung von Aminogruppen, somit wurde ein 

guter Strukturerhalt gesichert.  

Permeabilisierung mit 0,05% Triton-X 

Für die Diffusion von Antikörpern zur Zellstrukturfärbung in die Zelle müssen 

Zellmembranen durchlässig gemacht werden. Dazu wurde Triton-X verwendet. 

Zusätzlich verhinderte das Reagenz hydrophobe Interaktionen zwischen Antikörpern und 

Zellen. 
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Verhinderung unspezifischer Bindungen mit 0,1% BSA 

BSA bindet freie reaktive Gruppen, um unspezifische Bindungen auszuschließen, damit 

eindeutige Antikörperbindungen nicht gestört wurden, um klare Ergebnisse zu erzielen. 

Inkubation der ausplattierten Zellen mit dem Primärantikörper  

Alle verwendeten Primärantikörper wurden in 10%-igem Normal Donkey Serum (NDS) 

verdünnt. Für die Färbung wurden die ausplattierten Kardiomyozyten mit 100 µl der 

Lösung inkubiert. 

Inkubation der ausplattierten Zellen mit dem Sekundärantikörper 

Zur Verdünnung der Sekundärantikörper wurden in 10%-igem Normal Donkey Serum 

(NDS) vermengt. 100 µl wurden auf die ausplattierten Zellen pipettiert. 

Eindecken der Präparate 

Das zu verwendende Deckglas wurde mit einem Tropfen RotimountÑ beschichtet und 

anschließend auf den Objektträger gelegt. Zur Entweichung etwaiger Luftblasen wurde 

das Deckglas vorsichtig auf den Objektträger gedrückt. RotimountÑ verhindert das 

Ausbleichen der Präparate, sodass die Objektträger bei 4°C gelagert werden können. 

Negativkontrolle: 

Zur Überprüfung der Färbemethode wurde eine Negativkontrolle durchgeführt. Die 

ausplattierten Kardiomyozyten wurden gleichermaßen behandelt, jedoch ohne die 

Verwendung des primären Antikörpers. Die Zellen wurden ausschließlich mit PBS für 

denselben Zeitraum inkubiert. 

3.14.5 Dystrophinfärbung 

Zum Nachweis des sarkolemmalen Proteins Dystrophin, welches in Kardiomyozyten 

vorkommt wurden indirekte immunhistochemische Färbungen mit Hilfe von Kristin 

Hartmann im Institut der Neuropathologie des Universitätsklinikums Hamburg-

Eppendorf durchgeführt. Die Färbung erfolgte in einem Vollautomaten (Ventana 

BenchMark XT, Roche). Die EHTs wurden zuvor in 3%-iger Agarose eingebettet und 

paraffiniert. Nach anschließender Entparaffinierung und Rehydrierung folgte eine 60ig 

minütige Vorinkubation in Cell Conditioning 2 Solution zur Antigen Demaskierung. Für 

die Färbung wurde das UltraView Universal DAB Detection Kit (Roche) für 60 Minuten 

inkubiert. Dystrophin (MAB1645) wurde dafür in einer Verdünnung von 1:200 angesetzt. 



Material und Methoden 

55 

 

Die Gegenfärbung erfolgte mit Hilfe von Hematoxylin Ventana Roche (760-2021) und 

Bluing Reagent Ventana Roche (760-2037) für jeweils 4 Minuten. Nach erfolgreicher 

Färbung wurden die Präparate in aufsteigender Ethanolreihe dehydriert und mit Eukitt® 

unter Vermeidung von Luftblasen mit einem Deckgläschen eingeschlossen. 

3.14.6 Mikroskope 

Während der Kultivierung der ausplattierten Kardiomyozyten wurde ein 

Phasenmikroskop (Zeiss) verwendet, um die Zellmorphologie zu beurteilen. Für die 

Bewertung der immunhistochemischen Färbungen wurden die Präparate mit einem Zeiss-

Fluoreszenz-Mikroskop begutachtet. Folgende Anregungswellen wurden für die 

einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe verwendet: DAPI- 350nm, GFP- 488nm und 

Rhodamine- 647nm. Die daraus resultierenden Bildaufnahmen wurden mit der 

ImageJ/Fiji Software prozessiert.  

3.15 Biolumineszenz Imaging 

Biolumineszenz Imaging zählt zu den bildgebenden Verfahren, dass auf der Detektion 

von Lichtemission basiert. Zur Detektion wurden unsere Stammzellen speziell mit dem 

Gen Luciferase transduziert. Nach der Zugabe des Substrates Luciferin produzieren 

ausschließlich die transduzierten Zellen Lichtemission. Mit Hilfe einer sensitiven CCD-

Kamera kann die Lichtemission selektiv detektiert werden. Die Messung wurde 

verblindet durchgeführt. 

3.16 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung sämtlicher Experimente ist in Mittelwerten +/- 

Standardabweichungen (SD) dargestellt. Der ungepaarte Student t-Test wurde zur 

Signifikanzberechnung, unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen der Stichproben 

durchgeführt. Entsprechend gängigen Kriterien gilt ein Unterschied als signifikant, wenn 

die Irrtumswahrscheinlichkeit <5% (*p < 0,05 und n.s. p > 0,05) ist. Die statistische 

Auswertung und graphische Darbietung wurde mit MS Excel und Graph Pad Prism 8 

durchgeführt.
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4 Ergebnisse 

4.1 Mathematische Herleitung verschiedener Geometrien mit einem 

optimalen Oberflächen-Volumen-Verhältnis  

Das Oberflächen-Volumen-Verhältnis von Streifenformen liegt bei 19mm2/110µl3, 

Ringformen zeigen ein Oberflächen-Volumen-Verhältnis von 39,75mm2/440µl3 und 

Infinityformen zeigen rechnerisch ein Oberflächen-Volumen-Verhältnis von 

25,86mm2/440µl3. Somit zeigt die Ringgeometrie das mathematisch berechnete bessere 

Volumen-Oberflächen-Verhältnis im Vergleich zur Infinityform. Die Streifengeometrie 

wird als etablierte Standard EHT Geometrie vergleichend mitaufgeführt, aber eignet sich 

auf Grund des kleineren Volumens nur bedingt im direkten Vergleich zu den etablierten 

Ring- und Infintiy-Formen. Im Vordergrund der Arbeit steht die Etablierung größerer 

kardialer Ersatzgewebe mit möglichst vielen Zellen.  Dafür wird die Geometrie des Rings 

mit der Geometrie einer Infinityform verglichen, die ein 4-fach größeres Volumen als die 

Streifengeometrie aufzeigen.  

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Kreation eines Konstruktes mit optimierten 

Oberflächen-Volumen-Verhältnis und möglichst vielen Zellen für langanhaltendes 

Zellüberleben in künstlich hergestellten Herzgewebe. In der Forschungsarbeit wird 

hypothetisch angenommen, dass die Geometrie mit einer größeren Oberfläche im 

Verhältnis zum Volumen ein längeres Zellüberleben durch eine bessere 

Nährstoffversorgung bei kürzeren Diffusionsstrecken bedingt.  

4.2 Ergebnisse der Zellkultur 

4.2.1 Zellkultur human induzierter pluripotenter Zellen ( hiPSC) 

Unter dem täglichen Mediumwechsel zeigte sich nach Anwachsen der Zellen eine starke 

Proliferation. Typisch ist das Wachstum der human induzierten Stammzellen in 

Zellverbänden, bzw. in Kolonien. Undifferenzierte Stammzellen wurden täglich unter 

einem Lichtmikroskop morphologisch beurteilt. Bei Erreichen einer kritischen 

Koloniekonfluenz wurden die Zellen durch Passagierung im undifferenzierten 

pluripotenten Stadium gehalten.  

Zur erfolgreichen Differenzierung der human induzierten Stammzellen zu hiPSC-

Kardiomyozyten war eine Konfluenz der hiPSC Zellen in den Kulturflaschen von 75-
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90% Voraussetzung. Für den einen optimalen Differenzierungserfolg müssen alle hiPSC 

Zellen vollständig undifferenziert vorliegen. 

 

Abbildung 14: Lichtmikroskopische Aufnahme von human induzierten pluripotenten Stammzellen 

Regelmäßig wurden vor Beginn der Differenzierung Qualitätskontrollen durchgeführt. 

Diese beinhalteten neben der täglichen lichtmikroskopischen Beurteilung, siehe 

Abbildung 15, die Verifizierung der Stammzellkulturen, durch die regelrechte 

Karyotypisierung, sowie die Kulturüberprüfung auf Reinheit von Mycoplasmen. 

Abbildung 16 demonstriert das weibliche Karyogramm unserer verwendeten hiPSC 

Zellen. Hier lassen sich keine numerischen Aberrationen feststellen. 

 

Abbildung 15: Karyogramm der hiPSC Zellen (Gibco® Episomal hiPSC Line, A18945), in Zusammenarbeit mit 

Frau Dr. rer.nat.Sigrid Fuchs, Zentrum für Humangenetik UKE 

Zusätzlich erfolgte die Überprüfung der quantitativen Analyse auf Pluripotenzcharakter 

der hiPSC Zellen mittels Durchflusszytometrie und die Überprüfung der Pluripotenz auf 

Genexpressionsebene mittels qPCR Analysen. 
































































































































































