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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Myokardinfarkt

1.1.1 Pathogenese

Kardiovaskulare Erkrankungen sind in den westlichen Industrieladceeamhaufigsten

zum Tode fuhrenden Erkrankungen. Dabei ligigg Rate der in Deutschland an
Todesursachen durch Hekkzeislauferkrankungen bé&rauenbei 45% undbei Mannern

bei 39% (Timmis et al. 2022) Die Lebenszeitpravalenm Deutschlandfir einen
Myokardinfakt liegt durchschnittlich bei 4% (Go6Rwald et al. 2013) Als
Grunderkrankung einekutenMyokardinfarktes liegt eine koronare Herzerkrankung, im
Folgenden als KHKabgekirzwor. Zu einem Infarkt kommesauf Grund einer kritischen
Reduktion des Blutflusses, meist in Folge eines lokalen Thrombus auf desn Bior
rupturierten arteriosklerotischen Plaque, einer Rdagpsion Wahrend da8lutgerinnsel

beim STEMI das Gefal3 in der Regel vollstandig verschliel3t, verbleibt bei der instabilen
Angina pectoris und beim NSTEMI der Blutfluss erhalt&elingt innerlalb von 20
Minuten keine Reperfusion der betroffenen Arterie kommt es zur irreversiblen
MyokardnekroseBei anhaltender Koronarinsuffizienz odetindemperfusion nehmen
irreversible Schaden zu und es folgenden ischamische Schaden des Endokards und
Epikards.Klinische Hinweise auf einen Myokardinfarkt sind nebefarktspezifischer
Symptomatik, wie pectangbse Thoraxschmerzen, Kaltschweild und Todesangst
typische EKGVeranderungen und die Erhéhung der Serumkonzentration spezifischer

HerzenzymdFlora and Nayak 2019)

Klinisch wird der akute Myokardinfarkt dem Akuten Koronarsyndrom (ACS) zugeteilt
und je nach Auspragung ieine instabile Angha pectoris,einen STHebungsinfarkt
(STEMI = ST-segment elevation myocardial infarctjoroder einen NichS8T-
Hebungsinfarkt (NSTEMI= non ST-segment elevation myocardial infarctjon

klassifiziert(Meyers et al. 2021)

Die Differenzierung eines STEMI von einenNSTEMI erfolgt durch die
elektrokardiographische Untersuchung (EKG). Je nach Lokalisatid®uspragung des
Myokardinfarktes sind infarkttypische Verdnderungen uber den einzelnen Ableitungen
zu sehen(Bhatt et al. 2022)Ein STEMI berifft dabei alle Anteile der Herzwand,

eingeschlossen sind das Endokardi Epikard auch als transmuraler Myokardinfarkt
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bezeichnet. EIlNSTEMI zeigt keine typischen Veranderungen im EKG, da sich der
Infarkt nur auf das subendokardiale Myokard beschrérddwe et al. 2018)

Dabei grenzt sich die instabile Angina pectoris mit einer typischen Beschwerde
Symptomatik langer als 2@inuten anhaltengdaber dem Ausbleiben eines Anstiegs der
herzspezifischen Nekroserkar- Troponin | und T vom Myokardinfarkt ab
(McKavanagh et al. 2018)

Troponin | und Tsind Proteine des 8amers von Kardiongzyten und damit Teil des
kontraktilen Apparates. Troponin | zeigt ein Vorkommen ausschlief3lich im Myokdrd un
gilt als herzspezifisclfPark et al. 2017)Troponin T findet sich zuséatzlich auch in der
Skelettmuskultur bei Patienten mit chronischer Nierenerkran{@hngsnaye et al. 2019)

Troponine werden folglich beim Untergang der Kardiomyozyten in das periphere Blut
freigesetzt Dabei dient das heTNT (high sensitiv cadiac troponin T)saMyokard
spezifischeundsensibleLaborparametgiNeumann et al. 2019prognose entscheidend

ist dabei deNerlauf des hsc-TNT, welches bei inialer Erh6hungnnerhalb von 3h
wiederholt bestimmt wirdBay et al. 2022)Die Infarktgrof3e korreliert dabei mit dem
Ausmald desm Blut nachgewiesenen 4isTNT. Das hsc-TNT steigt, wahrend einer
myokardialen Ischamie innerhalb vor62Stunden an, eiiviaximum wird nach 524
Stunden erreicht(Chaulin and Duplyakov 2021)In der Regel bleibensie als
Nekroseparameter fir ch0-14 Tage im Blut erhdHCollinson and Gaze 2007)

Aufgrund schwenePostinfarktKomplikationen sind Myokardinfarkte mit einer hohen
Letalitat verbunderiElbadawi et al. 2019, Kapur et al. 201Dpbei dienen als prognaese
verschlechternde Parameter eine anhaltend eingeschrahkiesventrikulare
Ejektionsfraktion bestehende Ischamiezeichen und ventrikulare Rhythmusstérungen
(Al-Khatib et al. 2002, Perron and Sweeney 2005, Piccini et al. 2012)

Beiirreversibler Myokardschadigung uattnehmender Herzleistung resultielg Folge

eines Myokardinfarktesine Herzinsuffizienz.
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1.1.2 Therapie

Die allgemeinen Malinahmen beim Vorliegen eines A€l&ufen sich auf die Gabe von
150-300mg ASS p.ol/i.y 1-:2 Hube Glyceroltrinitrat sublingual, 2&mg i.v. Morphin
titriert und die Gabe von-2,5mg Midazolam iv. Darlbdrnaus kann ein Antiemetikum
bei Baedarfverabreicht werderBei einer Q-Sattigung <90% ist die Gabe von Sauerstoff
Uber eine Nasenbrillendiziert. Allgemein gilt die standige Reanimationsbereitschaft
(Collet et al. 2021)

Aktuell richten sichkonkretetherapeutische MafRnahmen auf #ikassifikationvon
Myokardinfarkten wie folgt

Therapie des STEMI:

Leitliniengerecht soll innerhalb der ers&®120Minuteneine primare PCI erfolgen, ist
diese nicht verfigbar ssollte eine medikamenttse Fibrinolyse erfolg@&'Gara et al.
2013) Bei einer STEMiIDiagnose wird wahrend der priméren perkutanen
Koronarintervention (PCI = percutaneous coronary intervendign\ntikoagulation mit

unfraktioniertem Heparin empfohlen.

Pharmakologische Therapsellte sofort mit ASS begonnen werden und im Verlauf, je
nach Befund der Koronarangiographie sollte die Etablierung einer Dualen
Antiplattchentherapie (DAPT) erfolgen.

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

AugustusSchem: 2x5mg Eliquis und 75mg Clopidogr(Steffel et al. 2020)
Compas-Schemal00mg ASS und 2x2,5mg Xarel{Steffel et al. 202Q)
PegasusTIMI-54-Schema100mg ASSund %90mg Ticagrelo(Parker and
Storey 2016)

Die Dauer der Therapie umfasst 12 Monate kann aber bei Evaluation entsprechender
Risikofaktoren dartber hinaus weitergefiihrt wer@¢eadhi et al. 2018)Im Anschluss
ist einen Monotherapie mit ASSder Eliquis lebenslang weiterzufiihrenAls
kardioprotektie Mal3Bhahme kann di&abe vonBetallockernund ACEHemmernin

Erwagung gezogewerden

Ist eine Koronarangiographie mit PCI nicht binnen 120min oder liegt der
Beschwerdebeginn langer als 120 Minuten zuriick ist ein ist eine Fibrinolyse mit

Tenecteplase i.v. oder ASS plus Clopidogrel p.o. oder Enoxaparamipfohlen
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Therapie des NEEMI:

Uber therapeutische MaRnahmen wird nach Diagnostik mittels Koronarangiografie
entschieden. Leitliniengerecht sollte die Koronarangiographiedigittiv innerhalb von
2-72h erfolgen(Jobs 2021, Rubini Gimenez et al. 2022 nach Befund kann eine

therapeutische PCI anschliel3end erfolgen.

Pharmakologischist der sofetige Beginn mit ASSoder Clopidogrelindiziert. Bei
sicherer EKGDiagnose und klinischem Befund ist préahospital Ticagrelor oder Prasugrel

indiziert.

Bei NSTEMI ohne Stent Intervention ist eine lebenslange Einnahme von ASS ©i00mg/
empfohlen(Szummer et al. 2015Nach Stent Interventioist eine DAPT fur 12 Monate
empfohlen mit ASS plus einen P2Y-Batagoristen (Clopidogrel/ Prasugrel/Ticagrelor).

Im Anschluss ist eine Monotherapie mit ASS lebenslang ausreichend.

Dariber hinaus sind neben den Akutmal3nahrben Vorliegen eines ACSauch
MalRnahmen zur Pravention moglicher Komplikationen empfohlen. Diese emfaise
Nikotin- und Alkoholkarenz, sowie die optimale Einstellung bei vorliegenden
Vorerkrankungen wie Diabetes mellitus und arterieller HypertGtegmer et al. 2013)
Auch sollten die Blutfettwerte durch Statine imdividuellen Ziebereich gehalten
werden. Eine Umstellung auf cholesterinarme Ernéhrung uhidhtégBewegung sind
ebenso erfolgsentscheidefitlka et al. 2022, von Schacky 2004)

Als Folge eines Myokardinfarktes resultiert eine Hesaifizienz, die bei
voranschreitender Myokardschadigung als einzigeirativen Therapieansatz eine
Herztransplantation nach sich zieht.

Auf Grund einer limitierten Spendersituation stellte die regenerative Mehizder
aktuellen Forschunginenvielversprechenden Ansatz ddavier et al. 2021, Orlando et
al. 2011)
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1.2 Regenerative Medizin

Nach der Schadigung des Myokards, beispielsweise durch einen Myokardinfarkt ist ein
adultes menschliches Herz nichtder Lage eine ausreichende endogene Regeneration
zu gewahrleisten. Nach Remodelingprozessen resultiert im Ischamiegebiet eine
Infarktnarbe(Anzai 2018, Libby andrheroux 2005)Daher stellt die Etablierung der

regenerativen kardialen Gewebeergarapie eirwichtigesZiel der Forschung dar.

Die verlorenen Kardionyzytensollenmit Hilfe eines invitro hergetellten kinstlichen
Herzgewebegum einem die mechanischen als auch elektrische Funktion des nativen
Myokards ersetzten, um einen neuen funktionstiichtigen Herzmuskel zu generieren

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

Dabei werdendrei verschiedene Strategiemit dem Ziel derregenerativerTherapie
verfolgt. Die Arbeitenvon Breckwoldt(Breckwoldt et al. 2016und Garben(Garbern
and Lee 2013Xxtellen einen Vergleich der drei Ansze der kardialen regenerativen

Medizin zusammen.

Die ersteMoglichkeit stellt die direktezellulareln-vivo-Reprogrammierung dar, dabei
werden nach einer Ischamie remodelte Fibroblasten durch die Applikataon

Transkriptionsfaktorenbspw. durch viral&/ektoren MicroRNAs (Devang et al. 2020)

oder kleinmolekulare Substanzen induziert, sich zu Kardiomyozyteprogrammieren

(Chen and Qian 2015pes Weiterenkann auchmit Hilfe von viralen Vektoren oder
kleinmolekularen Substanzen (Wachstumsfaktoren oder MicroRMés)icht werden

die limitierte endogene Wundheilung durch die Proliferation vamdibmyozytenzu

stimulieren(Senyo et al. 2014)

Als weitere Forschungsstrategie wird die intramyokardaler koronarelnjektion von
Stammzellenkardialen Vorlauferzelleroder invitro differenzierten Kardiomyozyten
verfolgt. In verschiedenen Studien konnte bereits ein positiver Efiagh Injektionder
verschiedenen Zellarteauf die Herzleistung gezeigt werd@fan et al. 2021, Laflamme
et al. 2007, Moreira Rde et al. 2011, Reinecke et al. 1999)

Die dritte Strategie stellt die Zdlirsatz Therapie alsngineered Heart TissyEHT) dar.
Dabei werdenbeispielsweisehumane embryonale Stammzellen (ECS) oder humane
induzierte pluripotente StammzelldniRSCZellen) mit Zugabe von Wachstumsfaktoren

zu Kardiomyozyten differenziertAnschlielendwerden aus Kardiomyozyten und
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extrazellularer Matrix, irvitro, drerdimensonale Gewebdergestellt, welchauf eine
Ischamienarbe im Herzen transplantieerden kdnnenDie Zusammensetzung der

generierterHerzmuskelgewebeariiert je nach MethodgCurtis and Russell 2009)

1.2.1 Kardiales Tissue Engineering

Aus huma induzierten pluripotenten StammzelldnRSQ generierte Kardionmyzyten

stellen ein attraktives Werkzeug fur den Ersatz abgestorbener oder dysfunktionale
Myokardanteile im Herzgewebe dar. Es lassen sich unter Zuhilfenahme verschiedener
Kultivierungstechniken aus hiPSGKardiomyozyten dreidimensionale
Herzmuskelkonstrukte (EHT®)-vitro herstellen. Die gewonnen Herzmuskelkonstrukte
erfullen dabei morphologche und funktionelle Eigenschaften eines nativen humanen
Myokards. Bereits in Tiermodellen konnte der positive Effllitbstlich generierter
Herzmuskelkonstrukticenfur ein Infarktmodellgezeigt werdejPecha et al. 2019Yur
Etablierung von in-vitro generiertem kinstlichen Herzgewelgbt es mehrere

Forschungsasatze.

Die ersteMdglichkeit stellt die Zellbesiedlung in einem synthetischen Zellgeodst
einer biodegradierbaren Matrixwie zum Beispiel Alginat,Polyglycolsdure oder
Kollagendar.

Des Weitererbesteht die Mdglichkeit sich einer Hydrogel Technikbedienendabei

wird eine Kombination einer Matrix aus Kollagen oder FiArimombin mit
entsprechenden Zellen vermengt und ire@nschlie3ende Gussform uberfiihvelche
letztendlich die Endform bestimn(¥ildirim et al. 2007) Alternativ bedient man sich
einer Matrix aus Polyglykolsaure (PGS), die bereits als Grundgerist dient und
letztendlich mit Zellen besiedelt wir@ie Form ist in diesem Modethodifizierbar(Li

et al. 2000, Radisic et al. 200§Papadaki et al. 2001)

Eine weitere Moglichkeit stellt diBezelularisierung eines physiologischen Herzans
einer Perfusion mit anionischeiensiden (Natriumdodeclsulfat, Octoxinohit
anschlieBender Rezellularisierungn in-vitro hergestellten Kardiomyozyten d@tt et
al. 2008)

Als letzte Methode wird in der Literatur die €ll-SheetMethode aufgefiihrt. Dabei
werden in Zellkulturflaschen einschichtigeHerzmuskelzelivVerbénde gezlchtet, die
anschlieend den Kulturflaschen entnommamd in  mehreren Schichten

zusammengelagewerden(Shimizu et al. 2006]Furuta et al. 2006, Miyagawa et al.
9



Einleitung

2005, Sekine et al. 201dpiese werden dann als mehrschichtiges Gewebe in natives
Myokard implantiert.

Aktuell nimmt die Herstellung von kinstlichen Herzgeweben mit Hydesggiol3en
Stellenwert in der Forschung eind findetauchin der vorliegenden Studie Anwendung
Dabei werdenin-vitro Herzmuskelzellen generiert, anschlieRend beispielsweise mit
Fibrin oder Kollagernvermengtum eindreidimensionale&ewebezu entwickeln(Majid

et al. 2020, Weinberger et al. 201 Die Herstellung ®se Form deskinstlichen
Herzgewebes ist in der Form und Gr6RRe varifleklea et al. 2021)

Neben dem regenerativen Therapieansatz wird Engineered Heart dussii@ér die in
vitro Wirkstofftestung verwenddGoldfracht et al2019, Hansen et al. 2010)
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1.2.2 Human induzierte pluripotente Stammzellen(hiPSC Zellen)

Zur Gewinnung vonhiPSC wurden erstmals im Jahr 2006 durch Takahashi und
Yamanaka embryonale und adulte Fibroblasten von Mausen durch retrovirale
Transduktion umprogrammiert. Mithilieon vier Transkriptionsfaktoren (Odt Sox2, €

Myc und KIf4) wurden Fibroblasten in pluripotente Stammzellen GiPZellen)
zuruckdifferenzier{Takahashi and Yamanaka 2008007 wurden erste Ergebnisse mit
humanen iPS Zellen durch Reprogrammierung menschlicher Hautfibroblasten von
James A. Thomson aufgeze{gakahashi and Yamanaka 2006, Yu et al. 208@énane

IPSC Zellen zeigen den Vorteil, dass sie teilbar sind undJasprungaller menschlich

differenzierten Zellen, wie beispielsweise Kardiomyozyten geeignet sind.

Abbildung 1 veranschaulicht den Prozess der Ex¢herierung aus adulten Fibroblasten
Uber den Schritt der Reprogrammierung mit Hiltesox2, Klt4, cMyc und Oct4 zu
human induzierten Stammzellen. Diese konnen wiederum zu Kardiomyozyten

ausdifferenziert werden und als kinstliches Herzgewebe modelliert werden.

Deckung einer Hautbiopsie
Infarktnarbe 1]
mit einem EHT

Isolierung
P . adulter
( Hautfibroblasten
Modellierung von
Engineered Heart
Tissue (EHT)

P Kultivierung der
Hautfibroblasten

Differenzierung zu . ‘._,--/
Kardiomyozyten a2
A 0o /Reprogrammierung
- mit Hilfe von
L @ Sox2Kifd, cMYC,

Kultivierung von human bt - Oct-4

induzierten pluripotenten

Stammgzellen Created in BioRender.com bio

Abbildung 1: Generierung vortEngineered Heart Tissue, erstellt BibRender
Human induzierte Stammzellen besitzen die Fahigkeit zur Differenzierung in Zellen der
drei Keimblatter 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
Keimblatter.

Mesoderm
-Endothel, Gefal3e, Herz

und Skelettmuskulatur,
Knochen, Nieren
Erythrozyten u.s.w.

Abbildung 2: Differenzierung embryonaler Stammzellen

Stammzellen lassen sich einteilen in -unmulti-, pluri- und totipotente Zellen
(Breckwoldt  2014) Unipotente  Stammzellen  weisen das  niedrigste
Differenzierungspotential auf. Sie kobnnenhsnur in eine Zellart differenzieren, der sie
bereits selbst angehoren. Multipotente Stammzellen besitzen die Eigenschaft sich in
mehrere Zellarten eines entsprechenden Gewebes auszudifferenzieren. Pluripotente
Stammzellen zeigen das Differenzierungspoinaller Zellen der drei Keimblatter,
konnen aber keinen gesamten Organismus entwickeln, was Sie von totipotenten
Stammzellen unterscheidéburani 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
Entstdqaung eines vollstandigen, lebensfahigen OrganisiMisdvedev et al. 2010,
Thomson et al. 1998)

Human induzierte pluripotente Stammzellen werden durch kinstliche Programmierung
aus somatischen Zellen, Uberwiegend aus Haut untzdlen gewonneiiRony et al.
2015) Sie charakterisieren Stammzellen mitrgpotentem Charakter. Verwendung
finden die hiPSGZellen in der Entwicklung von Behandlungsstrategien in der
regenerativen Medizin und bei dervitro Wirkstofftestung(Magdy et al. 2018, Tanaka

et al. 2009)Vorteil und Zukunft der Generierung von human induzierten pluripotenten
Stammzellen liegt darin fur jeden Patienten individuelle Zelllinien zu zlichten, um eine
Immunsuppressn umgehen zu konngiBreckwoldt 2014, Edgar et al. 2020, Zhang et

al. 2018)
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1.2.3 Grenzen und Potential dekardialen Tissue Engineerirg

Kardiales Tissue Engineeringe#it trotz erormer wissenschaftlicher Fortschritte in

einigen Bereichenochungel6ste Herausforderungen dar.

Insbesondere die Frage der optimalen Nahrstoffversorgumzs Zelliberleberst eine
grof3e Hure, da es sicln-vitro um ein nicht perfundiertes System handétir allemin
Konstrukten mit kleinen Durchmessernakndie Nahrstoffversorgung durch Diffusion

aufrechterhaltewerden

Herzmuskelzellen zeigeginen sehr hohen Energiend Sauerstoffverlauch, der dutt
Diffusion jedoch nur innerhalb eines Durchmessers &®100mm aufrechterhalten
werden kanriEschenhagen and Zimmermann 2005, Raedisal. 2005)Daher bleibt die
Anwendung kardialer Ersatzgewelnait grol3er Gewebedickeerzeit limitiert. Das
humane Herbestehtwscirca 1§ Kardiomyozyten/cri(Vunjak-Novakovic et al. 2010)
Neben Kardiomyozyten sind weitere funktionelle Gewebezdlierdie Funktion des
Herzmuskel®bligat Daderzeit auclidie Anzahl an Zellen zur Herstellung von kardialem
Ersatzgewebe limitiert istst es besonders wichtiylethoden zu finden, ausreichende
Zellzahlen zWkultivierenunddiesemit einerhohen Effizienz in kardiales Ersatzgewebe

einzubauen
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Einleitung

1.3 Sauerstoff

Molekularer SauerstoffO,) ist ein fark, geruch und geschmackloses Gasd gilt als
essenzielles Molekdl fur das Uberleben einer Zelle im GewdbeSauerstoffaufnanme
wird die Menge an Sauerstofesrstanden, die vom Organismus aus d@ngeatmeten
Atemgas der Atmosphare pro Zeiteinheit aufgenommen wird. Sauerstoff ist
lebensnotwenig fuAerobierund Voraussetzung fur Stoffwechselproze&sell 2018)

Im Blut wird Sauerstoff an Hamogbin nach dem BohEffekt gebunder{Benner et al.
2022) Liegt ein alkalischer pH<7,36)im Blut vor, welcher aus einer nieden pCQ
Konzentration resultierbindetSauerstofteichter an HamoglobirAls Endprodukizon
Stoffwechselprozesse fallt G@n, steigt die C&Konzentration im Blut wird Sauerstoff
leichter an die Umgebung abgegeben.

Im nativen und kinstlichenHerzgewebe ist Sauerstoff entscheidendfir die
Energiebereitstellung von Stoffwechselprozesé@rieli et al. 1992) Wahrend der
Ubertragung von Elektronen auf Sauerstoff kommt es Qxidation von Glucose
Fettsduen und weiteren Metabolitendiese halten den Protonengradienten in
Mitochondrien aufrechh. Dabei werden zwei Coenzyme NAPH/H+ und FADHIr
Verfugung gestellt ihre Protonen in die Zwischenmembran vadvitochondrien
abzugeben undm Ende der ReaktioATP als Energiemolekil bereitzustellénoffler
1998, MullerEsterl 2018)

Herzgewebe ist sehr sensigelgentber einem Sauerstoffmangkel Myokardzellezum

einen keineSauerstoffspeicherfunktiobesitzen und zum anderen durch esténdige
Depolarisation und einer anschlieBenden Kontraktion einen grof3en Anteil von ATP
verbrauchen(Simonenkov and Fedorov 2008)as erklart die Bedeutunder hohen
Koronarperfusion, 5% des Herzzeitvolumens sowie 10% der gesamten
Sauerstoffaufnahme sind fir 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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Einleitung

1.3.1 Sauerstoffdiffusion

Der Sauerstofftransport imm-vitro nicht perfundiertem kinstlichen Herzgewdhelet
ausschlieBlich per Diffusion statt uddann mit Hilfe von Diffusionsmechanismen

mathematisclerklart werden.

Liegt in einem System mit Atomen und Molekulen ein Ortlicher Konzentrationsgradient
vor, so tritt unter Einfluss einer virtuellen Kraft ein Teilchenstrom auf, um den

Konzentrationsuntschied auszugleichdiionig et al. 1992, Michenkova et al. 2021)

Der Diffusionsvorgang kann durch eine phdnomenologische Beziehung, als 1. Ficksches
Gesetmiehe (1.1 mathematisch dargestellt werden:

.10
V] 0 —
@

(1.1)

Die TeilchenstromungiJgibt die Zahlder Teilchen N der Atomsortean, die in einer
bestimmten Zeiteinhedurch die Einheitsflache x in eine Richtung stromt&eichnet

die Diffusionskonstante und fungiert als Proportionalititsfaki®ei stationéren
Stromungen besteht das Prinzip deisktnerhaltung und wird als Kontinuitatsgleichung
angegeben.Kontinuitdt beschriebt das in einem Modell weder neue Teilchen

hinzukommen noch Teilchen vernichtet werden.

Bezieht man die Teilchetrtdmung J auf die Kontinuitatsgleichung erhalt man eine
partielleDifferentialgleichungsiehe (1.2)Diese beschreibt eine zeitabg#ye Diffusion

in einem eindimensionalen Modell mit einem ortsabhangigen Diffusionskoeffizienten:

.10
- O w—
o7l w w

—n
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(1.2)

Das zweite Ficksche Gag siehe (1.3) beschreibt einen ortsunabhéangigen
Diffusionskoeffizienten bei Vorliegen einer geringen Menge an
Fremdatomkonzentrationen in einem homogenen Medmah kann mit folgender

Gleichung bestimmt werden.

0 olo
0 Tw
(1.3)
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Einleitung

1.3.2 Hypoxie im Gewebe

Liegt in einem Gewebein Sauestoffmangelzusind eine Hypoxievor, wird von einer
Ischamiegesprochenin Folge eines Myokardinfarktes resultieeispielsweise durch die

Okklusion einer versorgenden Arterie elseh&mieim entsprechenden Areal

Zellen reagieren unterschiedlich auf Hypoxie. Wird in Chemorezeptorzellen des Glomus
caroticum ein verminderter Sauerstoffpartialdruck fjp®rabhakar and Semenza 2015)
sowie ein Anstieg von Kohlenstoffdioxidpartialdruck (ps€gistriert wird die Atmung

zum einem Uber die affarenten Fasern des N. glossopharyibgeusddesN.vagus (X)

und zum anderen Uber die Hirnnerven Kerne der dorsalen respebtor Gruppe de
Medulla oblongata mit einer Steigung des zentralen Atemzentrums ref(@berine and

Funk 2017)Hypoxamie beschreibt die verminderte Sauerstoffsattigung im Blut und fihrt
zum Schluss von sauerstoffsensiblen Kalikemalen als Folge depolarisiert die Zelle.
Hypoxie hat ebenfallE€influss auf Rezeptone im Zellkern. Akute schwere Hypoxien
oder chronische Sauerstoffmangelzustande filhren zur Herabregulation von
Stoffwechselprozessen unerminderungder Proteinbiosynthed®'Arcy 2019) Zum
Schluss resultiert einirreversibler Zelluntergang in  Form von Nekrose.
Pathophysiologischkommt esin Folge einer Hypoxie zu Ansammlung saurer
Stoffwechselproduktdurchdie Inaktivitatder lonenpumperwelche eine Denaturierung

und Prazipitation von Proteinen induzierdbie Zellkerne schrumpfen durch die
Kernpyknose, die Kondensation des Chromation mit folgender Karyorrhexis, die
Fragmentierung des Chromagiand abschlie3ender Karyolgsunddie Auflésung der
Zellkerne mit anschlie3ender Zellmembran ZerstoruiMpjno and Joris 1995)Das
Gewebe wird im Bereich der Nekrose irreversibel gestért und funktionslos, was bei einem

Myokardinfarkt eine insuffizieret Herzleistung zur Folge hat.

Als Gegenregulatohypoxischer Zustandgilt Erythropoetin (EPO) EPOzahlt zu den
GlykoproteirHormonen und wirkt als Wachstumsfaktorfir die Bildung von
Erythrozyten, die als Zellen flired Sauerstofftransport verantwortlich sind. Die
Expression der Gene fulP® wird Uber den HypoxienduzierteFaktorl-alpha (HiF1-
alpha) reguliert(Jelkmann 2011)Dieser wird bei Normoxievom Enzym Ubiquitin
gebunden und im Proteasom der Zelle abgefraiand Costa 2006)iegt eine Hypoxie
vor, fusioniert HiF1-alpha mit HiF1-beta im Zellkern und aktiviert die Transkription
der Gene fur, u.a. Etlyropoetin und VEGHlpha(Datta Chaudhuri et al. 2021)
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Fragestellung

2 Fragestellung

Ziel dieserForschungsarbeit istufzuzeigen, wieurch geometrischéptimierungein
ideales VolumerOberflacherV erhaltnis in kiinstlichem Herzgewebe geschaffen werden
kann. Dies ist notwendig um ein groRtmoglichéBS KardiomyozytenUberlebenim

EHT zu gewahrleisten.

1. Mathematische Herleitung ein&@eometriemit einem optimalen Oberflachen
VolumenVerhaltnis Mit dem Ziel der Erh6hung des Sauerstoffangebdtesh

kiirzere Diffusionsstrecken.

2. Die Validierung der human induzierten pluripotenten Stammzellen und der
differenzierten Kardiomyozytersowie dieOptimierung deZelldifferenzierung

zu funktionsfahigen Kardiomyozyten aus human induzierten Stammzellen.

3. Die quantitative Untersuchung von Kardiomyozyten spezifischer Gene in

Korrelation auf Hypoxie und Nekrose.

4. Das Zelluberleben denodifiziertendrerdimensionalen kinstlichéterzgewebe
aus Kardiomyozytewird auf Genexpressionsebe@fProteinebenand mittels
Biolumineszenz Imagingverglichenund dargestelltZur qualitativen Analyse

werdenQuerschnittshistologieder kinstlichen Herzgewelaafgezeigt
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3 Material und Methoden

3.1 Hilfsmittel und Geréate

Tabellel: Hilfsmittel und Gerate

Bezeichnung Firma
200m Eppendorfgefalie PCR getestet Eppendorf, Deutschland
196-well Multiply-PCRPlatten SarstedtPeutschland
T-175 Flasche Sarstedt, Deutschland
T-75 Flasche Sarstedt, Deutschland
6-Well Zellkulturplatte Sarstedt, Deutschland
12-well Zellkulturplatte Sarstedt, Deutschland
Autoklav MediTechDeutschland
BildverarbeitungsSoftware Fiji Image J.2
BiolumineszenKameralVIS Perkin Elmer Precisely
Digitalwaage Sartorius
Deckglaser Marienfeld, Deutschland
Eismaschine Hoshizaki
FalkonRohrchen (15/3@l) Greiner
Gewebezerkleinerémissuelizer Qiagen
GlasgefalRe Schott, Deutshland
Glasschalen Roth, Leica
Heissblock Leica, Deutschland
Kuhlschrank (4°G3°C) Liebherr
Kuhlzentrifuge Eppendorf, Deutschland
Latexhandschuhe Supermax Healthcare Inc. USA
Lichtmikroskop fur Zellkultur Zeiss
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Mikrozentrifuge

Eppendorf Mini Spin

Mikroskop Carl ZeissPeutschland
Mikrotom Leica, Deutschland
Mikrowelle Samsung

NanoDrop ND1000 Spectrophotometer

Thermo Fischer, USA

Neubauerzahlkammer

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG,
Deutschland

Objekttrager superfrost

Menzelglaser, Deutschland

Objekttragerboxen

Roth, Deutschland

Objekttragermappe

Roth, Deutschland

Pipettenspitzen Biosphere Filter Tip
(10/100/1000M)

Sarstedt, Deutschland

gPCRSystem

Light Cycler 96 Instruments

Sterilfilter (0,2nm)

Sarstedt, Deutschland

Sterilwerkbank LaminAir

Heraaias,Deutschland

Tiefkuhltruhe (20°C)

Liebherr

TiefkUhltruhe ¢80°C)

ThermoScientific

Tischzentrifuge

Eppendorf, Deutschland

Vortexer Scientific Industries
Warmeschrank (37°C) Binder
Wasserbad Medax Nagel GmbH, Deutschland
Zentrifuge Sigma
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3.2 Chemikalien und Lésungen

Tabelle2: Chemikalien und Losungen

Substanz Firma Katalognummer
10x DMEM Gibco 5210021
2-1sopropanol SigmaAlderich 278475
Adesil®Blau 9:1 Siladent 143561 Typ 2
Agarose Invitrogen 16506100
Aprotinin SigmaAlderich M6145
B-274 Minus Insulin Thermo Fischer A1895601
B-274 Supplement Thermo Fischer 17504044
Bluring Reagent Ventang Roche 7602037
Cell Conditioning Solutior Ventan® 05279798001
2 (CC2Buffer)
CHIR-99021 SellleckChem S1263
DMEM Life Technologies 10829018
DMEM/F-12 without Gibco 21331046
glutamine
DMSO SigmaAlderich D4540
EDTA Roth 8043.2
Essentiel 8 FleMedia Thermo Fischer A2858501
FACS Buffer/Stain Buffer BD Pharmingek 554657
FACSPerm/Wash Buffer | BD Phosflovwe 557895
Fetal Calf Serum Gibco 10437028
Fixationslésung BD CytofixE 554655
Hematoxylin Ventana Roche 7602021
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Horse Serum Hl Thermo Fischer 26050088
Human Fibrinogen E V| CE LBhicén 60CZ01RG0
Human Thrombin E VI CE LEthicdn 60TZ01MGO

Insulin SigmaAlderich 1106168-0
IWR1 SelleckChem S7086
KaryoMAXE KCL Gibco 10575090
L-Glutamine Gibco 25030081
Matrigel® BD 356231
Nuklease free b Invitrogen 10977035
Opti-MEME Gibco 115203856
PBS Gibco 100106015
Penicillin/ Streptomycin Gibco 15140
Pluronic F127 solution SigmaAlderich P2443
Polybreninfektions/ SigmaAlderich 321608a
Transfektionsreagenz
RNeasy Mini Kit Qiagen 74104
Rotigel Roth 3865.1
RPMI 1640 Gibco 21875
RPMI 1640 + Thermo Fischer 61870010
GlutaMAX™.-|
RPMI 1640 without Life Technologie 11879
Glucose 11879
TAE Invitrogen 24710030
Tyrodel6sung Thermofisher J67593.K2
UltraView Universal DAB Roche 05269806001

Detection Kit
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Versene Life Technologies 15040066
3.3 Zellkulturmedien
Tabelle3: Zellkulturmedien
Medium Zusammensetzung
10x DMEM 670 mg 10x DMEM
5 ml ddRO
2x DMEM 1ml 10x DMEM
1 ml HorseSerum
DMEM 3,7 g/L NAHCQ
1,0 g/L D-Glucose
L-Glutamine
EHT Medium 500mI DMEM
50 ml HorseSerum
500pl Aprotinin
500l Insulin
Einfriermedium 10 ml DMSO
90 ml FCS
Essential 8 Flex Basal Medium DMEM/ F12 (HAM) (1:1)
15mM HEPES
L-Glutamine

1,743 g/L Sodim Bicarbonat

hiPSGMedium

500ml Essential 8 Flex BasalMedium

10 ml Essential 8 Fle&x Supplement

Kardiomyozyten
Differenzieriungsmedium

Hungermedium

500 ml RPMI 1640
10 mIB274 Supplement
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Kardiomyozyten
DifferenzieriungsmediumTag O

500 ml RMPI 1640 + GlutaMAXM-|

10ml B274 minus Insulin
300pul CHIR 99021

Kardiomyozyten

DifferenzieriungsmediumTag 2/5

500 ml RMPI 1640+ GlutaMAX™.-|

10 ml B27A minus Insulin

Kardiomyozyten
DifferenzieriungsmediumTag 3

500 ml RMPI 1640+ GlutaMAX™-|
10 ml B27a minus Insulin
500ul IWR-1

Kardiomyozyten

DifferenzieriungsmediunTag 7

500 ml RMPI 1640+ GlutaMAX™-|
10 mIB274 Supplement

Nicht-KardiomyozyteAMedium

500mI DMEM

57 ml FecalCalf-Serum
5,7ml Penicilin/Streptomycin
5,7ml Glutamin
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3.4 Primer

Tabelle4: Primerliste

Gen GenID Produkt- Primer forward Primer reverse
lange
Alpha MYH6 4624 170 TTCATTGACTTTGGCATGGA GGCTTCTGGAAATTGTTGGA
MHC
c-Myc c-Myc 4609 128 CCTGGTGCTCCATGAGGAGAC CAGACTCTGACCTTTTGCCAGG
Cardiac TNNT2 7139 163 TTCGACCTGCAGGAGAAGTT GAGCGAGGAGCAGATCTTTG
troponin T
(total)
Gapdh Gapdh 2597 153 GTGGACCTGACCTGCCGTCT GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT
Glucoront GUSB 2990 171 AAACGATTGCAGGGTTTCAC CTCTCGTCGGTGACTGTTCA
dase beta
Hif-1a Hif-1a 3001 134 GAACCCATTCCTCATCCATCAAAC TCTTCTGGCTCATAACCCATQAAC
Islet ISL1 3670 181 GTTACCAGCCACCTTGGAAA GGACTGGCTACCATGCTGTT
KDR- VEGF2 3791 171 GCGATGGCCTCTTCTGTAAG ACACGACTCCATGTTGGTCA
Rezetor
IVEGFR2
Luciferase Luc - 721 CAGTATGGGCATTTCGCAGC ATCCCCCTCGGGTGTAATCA
Myosin MLC2 4633 247 ACATCATCACCCACGGAGAAGAGA | ATTGGAACATGGCCTCTGGATGGA
Light
Chain2
Nanog Nanog 79923 480 TGCTCGGTTTTCTAGTTCCCCACCT AGGCAAGCTTTGGGGACAAGCT
Oct4 POU Oct4 5462 154 CGAAAGAGAAAGCGAACCA GCCGGTTACAGAACCACACT
class 5
homebox 1
Sox2 Sox2 6657 135 GCTACAGCATGATGCAGGACCA TCTGCGAGCTGGTCATGGAGTT
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3.5 Mathematische Herleitung \on Oberflachen-Volumen-

Verhaltnissen

Mathematisch wurderdrei geometrische Formen entworfen und rechnerisch das
VolumenOberflacherverhaltnis bestimmt. Dazu wurdie Geometrie eines Zylinders
als etablierte Standdgeometrie gegen die Geometrie eines Rings und einer Infinity
Form verglichenlIn der Literatur werden kunstliche Herzgewebe héaufig in Form eines
Streifers generiert, die der Geometrie eines Zylinders mathematisch gldisat.
Oberflache deiStreifenform (As) siehe (3.1), der Ririgrm (Ar) siehe (3.2) und der
Infinityform (A) siehe (3.3.) wurdeweilswie folgt berechnet:

" = ¢"212°Q
(jf ¢t 2w o izigl 0
19mnt
(3.1)
r = Y iz — «2
:
ot T @@ Ul papa 2 h .z
39,75mm
(3.2)
= “z0zq cz “z20 74
“zioC @@z ol éa
¢z * %o T g2 uip i G
25,86 mm
(3.3)
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Daseinzusetzend®olumenwurde vor Beginn der Arbeit festgesetzt. Das Volumen in
eing Streifengeometrie wurdemitp p T Aestgelegt. Beim Ring und Infinity wued

jeweilsdem 4fachen Volumen vort 1 m AtandardméaRig gearbeitet.

Rechnerisch wurde das OberflachéplumenVerhaltnis in (3.4) ermittelt.

= qaa .,
- = 4aa
T ad
(3.4)
Oberflidchen-Volumen Verhdltnis:
+
= pod Tip X CC &
™ PPEA
(3.5)
= odyada y
— @(— THT WOt
NE TTmA
(3.6)
= qhga -
- ————— Timvu
T T T WA oo
B (3.7)

Die Forschungsleistunfpezieht sichdabei auf die Untersuchung des Oberflachen
VolumenVerhéltnis in Bezug auf das Uberleben der Kardiomyozy&Esn.wurden
Konstrukte hergestellt mit eineroptimalen OberflacheWolumenVerhaltnis, um
maoglichst vieleZellen in Geweben mit méglichst groR&ewebedtke 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 Zellearfolgten unter einer sterilen Werkbanbie
Expeaimenteerfolgten mit folgender ZellinieGibco® EpisomalhiPSCLine (A18945).

Die Kultivierung vonhiPSCZellenerfolgte in Kulturschalen, welche vor der Passage fur
30 Minuten bei Raumtemperatur mit Matrijel beschichtet wurden. Die
Standardkultivierung der StammzellerSimspension erfolgte in-&ell Zellkulturplatten.
Nach Entfernung des Matrig®lerfolgte die Kultivierung dehiPSC Zellen mit IPS
Medium Essential 8 Flex Medium Kit plus EssentaFlex Supplemenim Inkubator

bei 37°C, 5% C@5% O und 95% Luftfeuchtigkeit Der Mediumwechsel erfolgte an
Werktagen taglichmit der Ausnahme von MittwocltBei einer Konfluenz von 90%

wurde mit dem Differenzierungsprotokoll zu Kardiomyozyten begonnen.

3.6.1.1 Einfrieren und Auftauen von hiPSC Zellen

Zum Einfrieren vorhiPSCZellenwurden die Zellen zunéchst fir 10 Minuten bei 37°C
mit Versene inkubiert und anschlieend disgoz Nach dem Auswshen von Versene
wurden die Zellen mitrl Einfriermedium (DMSO und FCS) vermengt. Zum Einfrieren
wurden die Zellen in eem IsopropanciEinfriergefal3bei -80°C gelagert. Drch die
kontinuierlicheSenkungder Temperatur um 1°C/Minuteurde gewahrleistet, dass die
Zellen nicht zu Schaden kommeRAum erneuten Kultivieren wurden die Zellen im
ThawStar®automated thawing system aufgetaut und minll@ewinschten Medium
resuspendiert und in 13malkonRohrchen bei 8009 fur 4 min zentrifugiert, um DMSO
auszuwaschen. Zum erneuten Kultivieren wurden dedle@ auf mit Matrige®
beschichtete Kulturflaschen ausplattierZzur Verhinderung einer spontanen

Differenzierung, erfolgte die Passage vor Erreichen der Konfluenz.

3.6.2 Lentivirale Transduktion von hiPSC Zellen mit Firefly Luciferase

Um mit hiPSKardiomyozytenBiolumineszena/ersuche durchfiihren zu kdnnenysa
eine permanente stabile genomische Integration mit dem Reportergen Firelfydsecifer
bestehen. Die genomische Intayonkann durch eine lentivirale Transduktion erfolgen.
(Landvogt 2009, Peng et al. 201B)e lentivirale Transdktion vonhiPSCerfolgte mit
EF1-aphaluciferase firefly Gentayetder Firmaamsbio (Cat. No.: LVP434)
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Der schematische Abau dedentiviral transudzierteDNA-Komplexesist Abbildung 3
zu entnehmen.

luciferase expression lentivectors

Scheme 1: —
a | o 7
~S-Rsv- S -wPRE-ZCt
pi| - = ﬁd ~ A
=

Abbildung 3: Schema der EFthauciferase Firefly https://resources.amsbio.com/Datasheets/Lu®-man.pd

Durch die lentiviralelransduktion erfolgt die Expression der firefly Luciferase unter dem
humanen Elongationsfaktor (EFalpha). Zur Selektion der erfolgreich transduzierten
Zellen wid zusatzlich ein Puromycin Resistenzgen unter der Kontrolle des- RSV
Promotors exprimiertFir die Transdktion wurden1x1® hiPSC Zellen pro Well in
MatrigelN beschichtete 6vell Suspensionspatten ausplattiemd in IPS Medium
kultiviert. Am Folgetagerfolgte die Abnahme des IPS Kulturmediums wiid Zugabe

von 20Qul des Lentiviralen Virus in .5 ml OptiMemE und 5n Polybrene.Nach 4
Stunden Inkubation wurdehy5ml IPS Medium hinzugegeben. AnschlieR3eraat darauf

zu achten, dasdie Kulturplatte fir 24 Stunden nicht bewegtinge Am né&chsten Tag
erfolgte ein Mediumwechsel mit IPS MediurAm darauffolgendenTag begann die
Selektion der Zellen miPuromycin, zur Uberprifung detiralen Transduktion Zur
Kontrolle der erfolgreichen viralen Luciferase Gen Expression wurden
Biolumineszenzmessungen durchgefiihrt. Dafir wurden die Zellen mit PBS und

Luciferase im Verhaltnis 1:1@ermengt.

Nach Zugabe von Luciferin emittieren Luciferase kloniefRSGZellen Licht mit einer
Wellenlange von 562nnkir die Reaktion ist die Bereitstellung von Sauerstoff und ATP
obligat.

Die Reaktiorsiehe(3.8) lauft wie folgt ab:

Luciferase + ATP + @ - Oxyluciferin + AMP +PR+CO2 + Licht

(38)
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3.6.3 Mycoplasmentest

Zur Testung einer mdoglichen Mycoplasmeninfektismurde mit dem MycoSPN
Mastermix gearbeitetdierbei handelt es sich um einen lyophilisierten Master mit
integriertem Loading Buffer und Tracking Farbstoffen zur Detektion einer mdglichen
Mykoplasmen Kontamination in der Zellkuft Dabei wurden 10@ vom Nahrmedium

der Zellkultur entnommennd in ein PCR Tube uberfihBaneberwar darauf zu achten,
dass diewachstumsflache des Zellkulturgefal3es bei Entnahme des Zelliiberstandes ca.
90%bedeckt warZusatzlich war di&ellkultur zuvor fir mindestens 24 Stunden in dem
Nahrmedium inkubiertDie Probe wurde fis Minuten im Thermalblok bei 94°C
inkubiert. Anschlie3end wurde die Probe B&.000 xg fur 1 Minuten zentrifugiertDie
Testung basiert auf der Anwesenheit einer internen Kontrelle entsprechende
Mycoplasmen DNA AbschnittDie Methode bringt den Vorteil, dass die Abwesenheit
von PCRInhibitoren Dbestatigt werden kann und fal$d¢bgativergebnisse
ausgeschlossen werden. Eine Negativkontrolle ohne Template war zur Kontrolle obligat

Folgende Komponenten wurden in P@Beignete Reaktionsgefalie pipettiert:

Tabelle5: Standadpipetierprotokoll flir die Testung alycoplasmen

Komponenten Menge innbL Menge innL
(Testprobe mit interner (Kontrollreaktion)
Kontrolle)
Mastermix 22 22
Interne Kontrolle 1 1
Testprobe 2 -
H20 - 2
Summe 25 25

Die PCR Reaktiorrfolgt im direkten Anschluss im Mastercycler.
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Tabelle6: ThermeCycler Profil furdie Testung auf Mycoplasmen

Zyklus Zeit (1) °C Zyklenzahl
Initiation 60 Sekunden 94 1
Denaturierung 30 Sekunden 94
Hybridisierung 30 Sekunden 62 35
Elongation 30 Sekunden 72
Finale Hongation 180 Sekunden 72 1
Ende P 4

Nach Abschluss der Reaktion wurde das Produkt auf eR¥erAgaroseGel analysiert.
Die zu erwartenda Produkte sollte bei 200bp interne Kontrolle und bei 500bp

Amplifikat des Mycoplasmengenoms aufgetrenmisehen sein.

3.6.4 Behandlung von Mycoplasmeninfektionen

Bei einer vorliegenden Infektion mit Mycoplasmen wurde eine antibiotische Therapie mit
BIOMYC-1 und 2eingeleitet. Bei Kontamination wurde BIOMYLCflr vier Tage den
Kulturmedien zugefugt und anschlieend BIOMZQr weitere drei Tage angewendet.
Zur Vermeidung von Antibiotikaresistenzen wurden zwei Behandlungszyklen
durchgefihrtBIOMYC-1 enthalt den antibiotischen Wirkstoff Tiamutindbindet die
50SUnteranheit von RibosomenEs wird zu Gruppe derPleuromutiline gezahlt
BIOMYC-2 enthélt das Antibiotikum Minozyklin, ein Derivat des intrazellular
wirksamen Tetrazyklimndwirkt bakteriostatisle (Schmitt et al. 1988)

3.6.5 Differenzierung der hiPSC-Zellk ultur zu hiPSC-Kardiomyozyten

Zur Differenzierung vomiPSCin zu hiPSCKardiomyozytenim folgenderhiPSGCM

sind in der Literatur mehrere Protokolle aufgezeighllen publizierten
Differenzierungsprotokollen liegen sechs Differenzierungsstufen zu Gripdbeliale
mesenchymale Transition, Mesoderm Differenzierung, Mesoderm Spezifizierung,
Kardiale Sezifizierung, Kardiomyozyten Differenzierung und ldiesche Reifung
(Breckwoldt 2014, Burridge et al. 2011Primar werdenhiPSC in eine der drei
Keimschichten: Ektoderm, Mesodeund Endoderm differenziert. Zur Gewinnung von

hiPSGCM ist die Differenzierung zu embryonatidViesoderm unerlassligiBreckwoldt
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et al. 2017)(Hescheler et al. 199 A/erantwortlichfir die mesodermale Differenzierung
ist der WniSignalaktivator CHIR99021 (Lian et al. 2013) In weiteren
Differenzierungsprotokollen werden in der Literdaur folgende alternative
Wachstumsfaktoren BMP4, Activin A, bFGF, DKKund VEGF hinzugefugt diauch
entscheidend sind fiir dieinleitungderkardialen Differenzierung

In der vorliegenden Arbewurde rach erfolgreicher Kultiviingund Pasagerung der
hiPSCGZellen bei einer Koloniekonfluenazvon 7090% die Differenzierung zu
Kardiomyozyten eingeleiteAn Tag0 werden die Kulturen in einem Maim aus RMPI
1640+GlutaMAXa mit B27 Minus InsulinrSupplement und IWRL als WntInhibitor fur
48h kultiviert. An Tag 2 wird das Medium abgenommen und durchgPa
Differenzierungsmenim, bestehend aus RMPI 1640+GlutaM&Xmit B27 Minus
Insulin Supplement furweitere 24h hinzuggeben Ziel dieses Prozesses ist die
Differenzierung zu mesodermalen  ProgenitorzellerAn Tag 3 der
Differenzierungepisode wird das Medium abgenommen und durch RMPI
1640+GlutaMAXa mit B27 Minus InsulinSupplement plus CHIR 9902&inen Wnt
Aktivor ersetzt. Die Zellkultur wird fr 48h inkubiert und die kardiale Differenzierung
induziert. Weitere 48h spater, wird das Medium durch RMPI 1640+GlutaVipKis
B27 Supplement gewahlt und bis zufmDifferenzierungstag inkubiert. Dieaduktion der
kardialen Differenzierung istan Tag 7 abgeschlossenAnschliel3end reifen die
differenzierten Kardiomyozyten weiter ausls KardiomyozyteAMedium wird RMPI
1640+GlutaMAXa plus B27SupplementDer Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage.
Zur Aufreinigung der Zellkultur werden die Zellemon Tag 911 fur 48h im
Hungermedium bestehend aus RMPI 1640 plus B@pplement inkubiert. Dieser
Prozess wird von Tais-17 wiederholt.

3.6.6 Kaultivierung der hiPSC-Kardiomyozyten

Alle Arbeiten mit verwendeten Zellen erfpén unter einer sterilen WerkbanRie
Kultivierung von hiPSGKardiomyozytenerfolgte in Kulturschalen, welche vor der
Passage fir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit Mal¥igeschichtet wurden. Die
Standardkultivierung dehiPSGKardiomyozytenerfolgte n T-75 Zellkulturflaschen
Nach Entfernung des Matrigelerfolgte die Kultivierung dehiPSGKardiomyozyten
mit den entspreadrden Differenzierungmedienim Inkubator bei 37°C, 5% C040%

02 und95% Luftfeuchtigkeit Der Mediumwechsel erfolgte arag null, zwei, drei funf
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und sieben der Differenzierungsperiode. Wenn die Diffaezungperiode
abgeschlossen war, erfolgte der Mediumwechsel Montag, Mittwoch und Freitag.

3.6.6.1 Einfrieren und Auftauen von hiPSC-Kardiomyozyten

Zum Einfrieren vorhiPSCGKardiomyozytenwurden die Zellen zunachst fur 10 Minuten

bei 37°C mit Versene inkubiert und anschliel3end dissoziiert. Nach dem Auswachsen von
Versene wurden die Zellen mitnl Einfriermedium (DMSO und FCS) vermengim
Einfrieren wurden die Zellen in em IsopropanciEinfriergefalbei -80°C gelagert.
Durchdie kontinuierlicheSenkung der Temperatur um 1°C/Minwted gewéhrleistet,

dass die Zellen nicht zu Schaden komni#m erneuten Kultivieren wurden die Zellen

im ThawStar®automated thawing systemfgataut und mit 18I gewiinschten Medium
resuspendiert und in i FalkonR6hrchen bei 8009 fir 4 min zentrifugiert, um DMSO
auszuwaschen. Zum erneuten Kultivieren wurden die Zellen auf mit M@&irigel

beschichtete Kulturflaschen ausplattiert.
3.7 Zellzahl und ZellgroRenbestimmung

Die Randleisten der&hlkammerwurden vor dem Aufschieben des Deckglasclegrht
befeuchtet. DiZahlkammer bestedndaus neun Quadrantemit einer Flache von jé
mm. Zur Vorbereitung der Zellzdhlung wurden detlsuspensiod0e Entnommen und
mit 10 ul Tryphanblau(1:1) gutvermengt Beim Vorliegen einegroRen Zelellets
konnen 1@l der Zellenzunachstnit 90 ul PBS Mediumvorverdinnt werdeyum Zahk
Fehler durch Zelluberlagerung zu vermeid@nschliel3end wurdeid Pipettenspitze an
den Rand des Deckgichens angesetzt unebrsichtig entleert. Die Fullung der
Zahlkammer entsteht durch einwirkende Kapillarkraffmbei wa das gleichméaRige
Pipettieren obligat, umeine | ber oder Unterfllung zu vermeiden. Unter dem
Lichtmikroskop wurden diguRRerernvier der neun Quadranten austjdz Diese sind
nochmals in sechzehn Quadrate unterteilt. Um auf Linien liegende Zellen dabei nicht
doppelt zu zahlen, wurden nur Zellen #dg, die auf einer der beiden inneren Linien
lagen. Die Zellzahl pro ml wurde danachfolgendeFormelsiehe (38) berechnet, der

Verdinnungsfaktor wird alsMV4=2) abgegeben
Zellzahl = gezahlte ZellehVg* 10 * 10Y ¢ |

(3.8)
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3.8 Karyotypisierung

Unsere hiPSC Zellen lieRen wir im Zentrum fir Humangenetik am UKE zur
Qualitatskontrolle karyotypisierem Zusammenarbeit mit Frau Dr. rer. nat. Sigrid Fuchs
wurden die immortalisierten pluripotenten Stammzellen nach Erreichen der nétigen
Koloniekonfluenz durch Cotanidzugabe in der Metaphase arretiert. Daflr wurde
10pg/ml Colecmid (Gibco, 15210040) verwendet. Anschlief3end erfolgte die Behandlung
mit 0,005M hypotoner KaryoMAE -Kaliumchloridlésung (Gibco, 10575090). Fixiert

wurden die aufgequollenen Zellen mit Methkimoeiner 3:1Verdinnung.

3.9 Zubehor fur die EHT Generierung

Fur die GenerierungerschiedeneEHT-Formenwurden mit Hilie unseres hauseigenen
3D-LaserDruckersder FirmaSinterit, Abbildung 5(Sinterit sp. z 0.0., 3041 Krakow,
Poland Schablonememestellt.

Abbildung 4: A) Laser sintering 3D Druckerttps://www.sinterit.com/wpontent/uploads/2020/05/SintelitSA-
PROSPECIFICATIONL.pdf

Die Herstellung derdreidimensionalenSchablonen erfolgte mit der Software
SolidWorks\ (Dassault Systémes, VélizyVillacoublay, Franae$ dem Hause Dassault
Systems siehe Abbildung @. SolidWorkdN (CAD-Software),ist ein parametrisches
featurebasierendes Volumenmodedystembasierend avdinemParasolid Rechenkern

und stellt eine Software daeueren Generation dar.
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A B
Abbildung 5: BasisKonstruktionfiir 12-well Kulturplatten A- Skizze, BKonstruktion
z,,l’
16,
A B
Abbildung 6: Konstruktion '12-well-Ring"; A-Skizze, BKonstruktian
|
A B

Abbildung 7: Konstruktion "12well-Infinity", A-Skizze, BKonstruktion
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3.9.1 Herstellung desZubehors fir Infinity -EHTs und desRing-EHTs

Mit Hilfe der Negativiormenaus den8D Drucker, wurden Formen aus SilikgAdesil®
Blau 9:1, Siladent 1366-Typ2) geformt siehe Abbildung Q Dafiir wurde flissiges
Silikon in 6-well oder12-well Zellkulturplatten gegssen. Die Negativformen haben den
Zweck der Vertiefung des Silikonsiddwurdennach Aushéartung des Silikons entfernt

A

Abbildung 8: Herstellung der EHIFormen A Schablonen aus haagenem 3D DruckeB und G Herstellung der
Silikonformen fldie EHT-Generierung

Die hergestellten Silikonformen dienten &sssorm der EHTsund wurden ir6-well
oder 12-well-Zellkuluturplatten  kultiviert.  Zur ~ Wiederverwendung  der
Silikonhalterungen wurden die Instrumente mit zweifach demineralisiertem Wasser

aufgekocht und autoklaviert.
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3.9.2 Herstellung des Zubehors flurStreifen-EHT s

Das 2%ige Agarosegel aBBS Basis wurde zur Herstellung der Gussformeretrs
verwendetl,6 ml 60°C warme Agaroseurde in 24well-Plattepipettiert Anschlie3end
wurden die Silikoplatzhalterin der Agaroselatziertund 10 Minutengewartet bis die
Agarose ausgehéartet waMach Entfernung deiSilikonplatzhalter entfernt wurden die

SilikonhalterungerfAbbildung 11)mittig platziert.

3.9.2.1 Silikonplatzhalter

Silikonplatzhalter haben den Zweck der Agarosevertiefung fur die Formung flissiger und
warmer AgaroseAbbildung 10 Zur Wiedeverwendungsowohlder Silikonhalterungen

als auch deSilikonhalterung wurde die Instrumente mit zweifach demineralisiertem

Wasser aufgekocht und autoklaviert.

Abbildung 9: A-Teflonplatzhalteblau) in Agarose B-Agaroseforrmach Aushértung

3.9.2.2 Silikonhalterung
Zur Aufhangung der EHTSs dienen die Silikonhalterungdrbildung 11

Abbildung 10: Silikonhalterungir StreifeREHTs
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3.10Herstellung von EHTs

Zur Kultivierung vonEHTswurden differenzierte Kardiomyozytemter Zuhilfenahme
von Versene den Kulturflachen entnommen und in 15médRaRohrchen auf Eis
aufgenommen.Dabei wurde stets unter eineresen Werkbank gearbeitetin
autokbvierten 20Qu EppendorfGefalien wurde jeweilsine entsprechende Menge an
Thrombin vorpipettiert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer
bestimmt(s. 37.8). Entsprechend der Zellzahl wurde das entspreche Volumen an NKM
Medium, zweifach konzentriertemMIEM, Fibrinogen, sowidRho Kinasenhibitor (Y-
27632) hinzugegebenWichtig war ein regeéchtesauf- und abpipettieren um alle
Komponeiten gut zu vermengen. Aus dem hergestelltem Mastermix vemtdprechend
dererrechneteMenge an Zellenlas Volumerennommen und in die 2Q0 Eppendor{
GefalRe mit dem vorgelegten Thrombin drei Wisrmal auf und ab pipettierten, um
Thrombin ebenfalls aufzunehmen. Ein schnelliiserfihren des Mastermix in die
vorgelegtenZellkulturplatten mit Silikonhaterungen war obligt, um einvorzeitiges
Aclottingfi (ausharten in einer dreidimensionalen Fod®$ Zellmixes in der Eppendorf
Pipette zu vermeidersiehe Abbildung 1-24. Fur die StreiferEHTs war das Volumen
auf 110ul mit 1-1,5 *1P Zellen festgelegt. Die Ringund Infinity EHTs wirden
standardmafig mit einem Volumen von ghthit 4*10° Zellen hergestelltAnschlieRend
wurden die angefertigten EHm den Zellkulturplatteriir 90 Minuten im Inkubator bei
37°C, 40% Oz und 5% CQO und %% Luftfeuchtigkeit inkubiert Nach diesem
Inkubationsintevall wurden die EH$ mit EHT-Medium bedeckt und fur weitere 30
Minuten inkubiert. In der Zwischenzeit wurdgir die StreifeREHTsin einer neue24-
well Kulturplatte je 1,5ml EHIMedium pipettiert und fir 15 Minutemorgewarmt.
Unterdessen wurden 3@0 DMEM fur 10 min auf derStreiferEHTSs inkubiert.Die nun
polymerisierten EHTs wurden vorsichtig aus @rssformergenommen und in die neue
24-well Platte Gberfuhrt.

Die Die Infinity- und RingEHTswelchein den Silikonformenverbliebenwurden nach
90 Minuten mit EHTMedium bedeckt.
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Abbildung 13: A-Aufsicht auf StreifefeHTs an Silikonpsis, BH&ngende EHTs an Silikonge
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3.10.1 Kultivierung der EHTs

In den erstendrei Tagen wurde das Nahrmedium taglich gewechselt. Anschlie3end
erfolgte der Mediumwechsel Montag, Mittwoch und Freitag. Das td¢@ium wurde

fur den Wechsel fur fiimehn Minuten im 37°C Inkubator vorgewarmt. Der
Mediumwechsl erfolgte unter der stilen Werkbank. Zum Mediumwechsel wurde das
bestehende Medium vorsichtig mpettiert und anschliel3enge 1,5ml neue€EHT-
Medium mittig pipétiert. AnchlieRend wurde die 2dvell Platten mit den Ktivierten
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 inZellkulturflaschen vorbereitet. Durch die hermetische Konstruktion der
Kammer mit Hilfe von Ringklemmen, fand kein Austausch zwischen Kamoret
Raumluft statt. Wahrend des gesamten Experimentes wurden Sauerstoffkonzentration,
Temperatur ud Luftfeuchtigkeit kontinuierlich tberwacht. Wahrend die Ringklemmen
gedffnet waren, wurde die Kammer mit entsprechenden Anteilen an Stickstoff und
Kohlenstoffdioxid geflutet, um den Sauerstoffanteil in der Kammer zu verdrangen. Die
Durchflussrate wurde aainem kugelférmigen Schwimmer abgelesen. Stickstofj (N
wurde mit einer Durchflussrate von 12 I/min und Kohlenstoffdioxid {C@it 6
cc/min*100 insuffliert. Das Zielgasgemisch war wie folgt zusammengesetzt: 9484\

CQOz und 0,51% O, daher wurde Stisstoff 20mal schneller in die Kammer eingeleitet.

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

einzubringen, um die Hypoxie langanhaltend zu gewahrleisten.

Die Probe mit hypoxischen Kardiomyozyten wurden zu untersabiieai Zeitpunkten

(nach 3h, 6h, 12h, 24h und 48h) der Hypoxiekammer entnommen und analysiert. Eine
weitere Zellkultur wurde Uber den gleichen Zeitraum im Brutschrank unter Normoxie
(20% Q) als Kontrolle kultiviert.
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Zur Reinigung der Kammer wurde mit 7a9és Ethanol sterilisiert. Der Metallring der
Hypoxiekammer wurde in regelméafiigen Abstanden gereinigt, um eine ordnungsgemalfe
Abdichtung zu sichern. Der Durchflussmesser wurde durch Abnehmen der Schlauche

inklusive der Filter und Demontage des Korpersreitem Wasser und Seife gereinigt.
3.12Molekularbiologie

3.12.1 RNA Isolation

Die RNA Isolation dient als Basismethode zur Analyse der Genexprassibnmfasst
biochemische Methoden zur Extraktion vdRNA aus Zellen, um Information tber die
aktuelleProteinbosynthese deZellenzu gewinnen. Zur Aufreinigung einer RNA wurde
das RNeasy Kit (Qiagen) unter Hilgerbedingungen verwendet. Zunéchst wurde das zu
untersuchende Geweband Kardiomyozytenkulturenmit PBS gewaschen, ain
maximale Grol3e vom Hersteller wunaét 30mg angeberBei groRere@ Gewebeproben
wurden dieseentsprechend portionierDie RNA Aufreinigung nachoben genanntem
Verfahren beruht auf dem Prinzip dsyse der Zellen und der Bindung der RNA an eine
Silica=GelFMembran Diese ist als Filter im vom Hersteller gestellterRNeasy Spin
ColumnenthaltenEin Gemisch aus RL:-Puffer und BMercaptoethanolurde dem EHT
hinzugeben und lysierte die EHTAIr vollstandigenGewebeaflosung der EHTs wurde
mechanisch mit eime Homogenisator gearbeiteind die Prde anschlie3end fur 30
Sekunden gevortexim Anschluss wurde das Lysat Uber ein i@ ellsiebfiltriert. Das
Lysat wurde mit70%igemEthanol gemischtauf eine RNeasy Spin Colunirmerfuhrt
und fir 15 Sekunden bei 8000g zentrifugiddie Reinigungsdule besteht aus einer
Me mbr an, di e bi sRNA adsorbiérdhckgnnES erfelgtander erste
Wasclschritt mit RW1 Puffer. AnschlieBendiurdemit dem RNasé-ree DNase Set (50)
von Qiagemach Herstellerangabeine DNA eliminiert. Dazu wuden 1@l DNasel mit
70 ul RDD DNA Digest Buffer vermengt und fur 15 Minuten bei Raumtemperattiig
auf der Silica GelMembran inkubiert. Nach der Inkubation erfolgie Waschung mit
35Qul RW1 Buffer. Nach den hschlielende Waschschrittemit 50Qul RPEPuffer
(Zentrifugationfur 15 Sekunden bei > 8000 x g), wurde die Membran3@u RNAse
freiem Wasser benettlach letztenZentrifugieren flreineMinute bei 8000g wurde das
Eluat in einem 1,%nl V-Eppendorf Tube agknommenDie Saulewird verworfen und

die isolierte RNA bei 80°C bis zum weiteren Gebrauch eingefroren.
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3.12.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Zur Ermittlung der RNAKonzentration wurde ein NaBwop-1000Spektrometer
verwendet (Thermo Fischer Scientific Inc.) Bei einer opgscibichte (OD) von 1,
entsprach die Konzentration der RN#Onghi. Hierfir wurde entsprechend der
Herstellerangaben das MessungsverfahrerRiNiAse free wateauf O ngjil eingestellt.
Anschlie3end wurden die Konzentrationen der Proben jeweils durch deatZwon

1,0el Eluat im NanoDrop bestimmt und protokolliert.

3.12.3 Reverse Transkription

Zur Umwandlung einer Sequenzabfolge einer RNA in eine DNA (cDWNéde eine
reverse Transkription durchgefuhrt. Enzymatisch wird die Reaktion von einer reversen
Transkriptase (RT) katalysiert. Die RT als retrovirales Schlusselenzym diente
ursprunglich zur Transkription des viralen Genoms in die DRU&.de Umwandlung in

die cDNA wurde dasHigh Capacity cDNA Reverse Transcription Kifpplied
Biosystem) verwendet. Das Vorgehen erfolgte nach Angaben des Herstellers. Wir
verwendeten fir diReaktion 100ng RNA un@ligonukleotideRandom Primer der High
Capacity cDNA Reverse Tmacription Kits wurden hinzugegeben. Die Traiyston
erfolgte im RNA Cycler. Wahrend der Initialphase vorMifiutenbetrug die Temperatur
25°C. Fur weitere 120 min. folgte die reverse Transkription bei 37°C. AbschlieRend
erfolgte die Denaturierunfir 5min. bei 85°C. DeEndvolumerder cDNA lagbei 20m.

Tabelle7: Standadpipettierprotokoll der reversen Transkription

Reagenzien Menge

10x RT Puffer 2.0ul

25X dNTP Mix (100mM) 0.8ul

10 RT Random Primers 2.0ul
MultiScribe Reverse Trangptase 1.0l
Nucleasefree HO 4.2ul
RNA 10l

Total Volumen 20,0 ul
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Tabelle8: ThermaCycler Profil fur die reverse Transkription

Zyklus Temperatur Zeit
Annealing des RAPrimers 25°C 10 min
Erststrangsynthese 37°C 120 min
Denaturierung der 85°C 5 min
reversen Trnaskriptase
RNAse HBehandlung 4°C b
3.12.4 PCR

Die PCR stellt eine Vervielfaltigusgnethodevon DNA dar.Dabei wurde zunachst RNA

aus entgrechendem Zellmaterial gewonnem cDNA umgeschrieben und mitsPCR

Reaktionvervielfaltigt. Die PCR lief mit Primern gegen hum#&ensequenzea-MHC,

c-Myc, cardiac Troponin T, Gapdh, GUSB, Hi, Islet, VEGF2 Rezeptor, Luciferase,
MLC-2, Nanog, Oc# und Sox2 ab.Die Primer wur@éntber PrimeBLAST entworfen.

Dabei werden zielspezifische Primer fur die Polymerase Kettenreaktion entworfen.
Zunachst werden Primer manuell oder mit Hilfe eines Software Tools ausgewahlt, die die
interessierte DNA Region flankieren. AnschlieRend whrdriPrimerblast eine geeignete

Nukleotidsequenz aus einer Datenbank gesucht, um die potentiellen Zielgene zu

untersucheifYe et al. 2012)Die Reaktiorlief mit Ansatzen von 3@ in einem Thermeo

Cyclerder Firma Eppendodb.

Tabelle9: Standargipettierprotokoll fir PCR

Reagenzien Menge
10x Puffer 2,0ul
MgCl2 (25mM) 2,0l
Primer foreword10pM) 2,0ul
Primer reverse (10pM) 2,0ul
dNTP6s (10mM 1,0l
Polymerase (5U/ml) 0,5ul

42



Material und Methode

DNA-Probe 1,04l
H20 9,5ul
Summe 20,0ul

Tabelle10: Standard Therm&ycler Profil fir 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 K

Tabellell: ThermaCycler Profil fir PCR mit Primern gegen humanesNOG

Zyklus Temperatur Zeit Zyklenzahl
Initiation 95°C 7min 1
Denaturierung 95°C 30sek 1
Hybridisierung 68°C 30sek 15touchdown je
I Zyklus-0,4°C
Extension 72°C 45sek -
Denaturierung 95°C 30sek |
Hybridisierung 62°C 30sek - 25
Extension 72°C 45sek
Ende 4°C K

AbschlieRend 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 erwérmt, bis die Agarose gelost war.
Die Losung wurde mit weitererdgl Roti Gel-Stainvermengt. Ein Kamm mit 20 Zahnen
wurde in das noch flissige Gel positioniert. Das Agagekhartete fur ca. 30 min aus

und wurde anschliel3end in die Elektrophoresekammer umgebettet und mit TAE Buffer
Ubergossen. Ein Marker wurde aud DNA ladder, 1pl DNAloadingdye (6x) und4ul
deionized water hergestelRie DNA-Probe von 5ul wurde mizul (6x) loadingdye und

5ul H20 vernmengt. Es wurden je 10pul der Probe in die entsprechenden Taschen pipettiert.
Am GleichstromTransformator wurde eine Spannung von 120Volt und eine Stromstarke
von 100mA angelegt. Abschlie3end erfolgte die Darstellung eine§daids mit Hilfe

des Programms Aure Biosystems.
3.12.6 Quantitative Echtzeit-PCR (RT-PCR)

Neben der Vervielfaltigung der DNAoknte bei einer quantitativen PCR die DNA mit
Hilfe von FluoreszenMessungen in Echtzeit quantifiziert werden. Die Fluoreszenz

nahmproportional mit der Menge demplifiziertenPCR-Produkte zu.

Die RT-PCR wurde mifFadStart Essensil DNA SYBR-GreenMasterder FirmaRoche
gemal der Herstellerangaberin 10ul Ansatzen angesetzt Ein ReferenzZGen
Glucuraidaseb wurde als interner Standard in jeder Messung mitbestimmmteinen
relativen Mengenvergleich zur relativen Quantifizierung durchzufuEemAuswertung
wurdedie Differenz zwischen dem GWert des ZielGens und des Refereqzens PCT-
Wert) neben der Differenz voldCT-Wert der Probddifferenzierte Kardiomyozgn)
und einer Kontropprobe (DDCT-Wert) berechnet. AlKontrollprobe dienten hiPSC
Zellen, die im undifferenzierten Stadium isoliert wurdé&wus dembDDCT-Wert wurde

der Faktor (F) der Veranderung nach folgender Fosietle () berechnet

F = 2007

(39)
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Dabei wurde pr@yklus einekorrekteAmplifikation um den Faktor 2 angenommen.
Die Messung erfolgte im LightCycl&r96 Instrument. Die Proben wurden uber 45
Zyklen amplifiziert. Die Erstellung einer Schmelzkurve wurde zur Qualitatskontrolle
durchgefuhrtDer verwendete LightCyclér 480 SYBR Greenl Mastermix setzt sich
auseinerFastStart Taqg DNA Polymerase, einem DNA dotgitandspecificSYBR

Green {Farbstoff, ANTPs und dUTénd einem optimierten Puffer zusammen.

Tabelle12: Standadpipettierprotokoll fir qPCR

Reagenzien Menge
SYBR-Green PCR Mastermix 5,0ul
Primer forward (5pM) 1,0l
Primer reverse (5pM) 1,0l
DNA-Probe 2,0ul
Nucleasefree-H2O 1,0l
Summer 10,0l

Tabelle13: ThermaCycler Profil fir gPCR

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 K

3.12.7 DNA Isolation

Die Aufreinigung der DNA erfolgte mit Phen@hloroformisopropranal Zunachst
wurden die EHTanit Hilfe des Tissue LyserQiagen mit 20x fir 2 min wurden die
Zellwandbestandteile zerstort. Die Probe wurde anschlie3end bei Raumtemperatur fur 1
min bei 30009 zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abiign und in2 mi-
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Eppendorf Tubes Uberfuhrt. Das Lysat wurde mit einem AGeEmischaus Phenel
Chloroform vermengt. Anschliel3eneurde erneut bei Raumtemperatur fir 10 min bei
13.000g zentrifugiert. Die BA-haltige wassrige Phase wurde Uber eine Saulebgege

und erneut bei Raumtemperatur fir 1 min bei 13.000g zentrifugiert. Unter der Zugabe
von 80Qul Isopropranolerfolgte die Prazipitation der DNA. Die Proben wurden erneut
zentrifugiert, det berstand vorsichtig verworfamd die Sdule mit den DNA Anterlen
neue2ml-Eppendorf VVtubesgegeben. AbschlieRend wurde dasA3Rellet mit 5@l
EB-Puffer resuspendiert und fir 5 min inkubi€iim Schluss wurde d&NA-Pelletbei
Raumtemperatur fur 1 min bei 13.000g zentrifugiert. Dabschlie3ende

Konzentrationsbestimmung erfolgte im NanoDd00 Spektrometer wie in3(9.2).

3.13Durchflusszytometrie

Die zu analysierenden Zellen wurden zunéchst aus den Kulturflaschen entnommen und
mit Iml PBS vermengtBei der Untersuchung d@D-Kardiomyozten Kulturemund der

EHTs wurdendie zu untersuchenden Zellen zunachsPBS aufgenommen. Mit Hilfe

eines Homogenisators wurden & Tsmechanisch aufgeldst. Anschlielend wurden die
Zellen Uber einem 1 Zellsieb vereinzelt und in PBS resuspendiéd. erfolgte die
Zahlung der Zellen wien Abschnitt 3.7.8 beschriebenDas Lysatwurden in150m
FACS-Buffer pipettiert und fur 5 minauf Eismit einer0,1 pul FC-Block-Losung(Anti-

A,B Mono-Type ES4, ES15, Grifols, Cat.No.: 213509nkubiert.Dieser Proess dierd

zum Nachweis membranstandiger Proteine, welche an unspezifische Bindungsstellen
binden. Die Zellen wurden anschlieRend mit dem primé&ren AntikorpEBAGS Buffer

(Stain Buffe) fur 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Wir verwendetgfyul PE

Mouse AntiCardiacTroponinT-Antikérper (BD Pharminge& , Cat.No.: 564767)1,7

il PE Rat Ant-SSEA3 Klon: MC-631/ 1,7ul (BD Pharmingek , Cat.No.:560879)/

FITC Mouse AntiHuman TRA1-60 Klon: Tral-60 (BD Pharmingek , Cat . No.
560876)n 10Qul FACSWashund Perm Buffeund als Isotypkontrolle wurde PE Mouse
IgG1 (BD Pharingek , Cat.No.: 554680penutzt.Die verwendeten Antikorper dienen
zum Nachweis intrazellularer Proteine. Die Zellen wurden einmalig mit ef&GE
WashBuffer (Perm/WashBuffer) gewastien und anschliel3end zur Analyse in 500
FACS -Buffer (Stain Buffer)aufgenommen. Di&lassifizierung der Zelleerfolgte mit
dem Cytometer: NovoCyte Quante@i?21200811511dnd LSR Fortess@BD). Die Daten
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wurden mit der SoftwaréNovo Express 1.4.1nd de BD FACSDivaE Software
analysiertDie beispielhaftegraphische Darstellung erfolgte mittels Flo®3}dO0.

3.14 Histologie

3.14.1 Fixierung, Paraffineinbettung und Schneiden

Am Inkubationstag 7 und 14 wurden die EHTs mit PBS gewaschen und tber Nacht bei
4°C in 4%igemPFA fixiert, um ein gleichmafliges Einbetten zu erzielen. Am Folgetag
wurden die EHTs im Entwasserungsautomat entwassert. Die Dehydrierung der

aufsteigenden Alkoholreihe erfolgte nach Standardprotokoll wie folgt:

Tabelle14: Dehydrerungszyklus

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 K

Es erfolgte zuEntwasserung des Gewebes die Einbettung in 41°C warmes Paraffin. Die
Gewebestlicke wurden in einem entsprechend grof3en Metallbehélter platziert, wéhrend
das warme Paraffin auf der Kuhlplatte der Paraffingiel3staticmicd EG1150H
auskiihlte. Die Platzierungsfolgte senkrecht fiir Querschnitt Ubersicht und waagerecht
fur die Ubersicht im Langsschnitt. Abgedeckt mit einem Einbettring wurde die gesamte

Metallform mit Paraffin Gbergossen und zur Abkihlung auf einer Eisplatte gelagert. Das
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Gewebe, eingebettet ifAaraffinblock, konnte trocken Uber mehrere Wochen gelagert
werden. Zur Aufarbeitun@mm dicker Schnitte wurden die Paraffinblocke mit der
Schneideflache auf einer Kuhlplatte bBfC durchgekuhlt und anschlie3end mit dem
Rotationsmikrotoml(eica CM 2145) geschnitten. Anschlie3end wurden die Schnitte in
ein 45°C warmes Streckbad gelegt, wobei das Paraffin langsam schmilzt und das

Auflegen auf einelsuperFrost Plus Objekttrager faltenfgelingt.
3.14.2 Deparaffinierung und Antigendemaskierung

Zur Farbumg eines in Paraffin eingebetteten Gewebes muss zunachst die Deparaffinierung

in absteigender Alkoholreihe erfolgen.

Tabelle15: 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. Spulen

Im Anschluss an die Deparaffinierung erfolgte die Antigen Demaskierung. Dazu wurden
die Objekttrager in Antigen Retriv8lolution in einem Steamer der Firma Braun fir 20
Minuten inkubiert. Die Abkuhlung erfolgte bei Raumtemperatur fir 45 Minuten. Vor
Durchfuhrung der Farbung wurden die Praparate 3mal mit PBS fir jeweils 5 Minuten

gewaschen.
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3.14.3 Hamatoxylin-Eosin (HE)

Als Hamataxylin-EosinRoutinefarbung, im Folgenden als Hiarbung abgekirzt wird

die Doppelfarbung mit Hamatoxylin und Eosin verwendet. Sie dient als
Ubersichtsfarbung zur histologischen Darstellung von EHTs. Hamatoxylin stammt aus
dem natirlichen Farbstoff des Blalzbaum und wiat zu Hamalaun aufgearbeitet,
welches basisch reagiert. Saure bzw. basophile Strukturen, wie beispielsweise die
Ribosomen vom rauen endoplasmatischen Retikulum und Zellkerne werden blau
angefarbt. Eosin ist ein synthetisch hergestellteresdtarbstoff und farbt basische bzw.
acidophile Strukturen, vor allem das Cytoplasma und extracytoplasmatische Strukturen

(z.B. Kollagen) rosaot.

Zur Farbung der EHTs mit HE wurden die Paraffinblocke zunéchst mit Xylol
entparaffiniert und bei absteigemd&lkoholreihe bei Raumtemperatur rehydriert. Die

Farbung erfolgte nach Standardprotokoll.

Tabelle16: HamatoxylinEosinFarbeprotokoll

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. spulen
Hamalaun nach Béhmer 15 min
Unter flieRendem Wasser blauen 15 min
HCL-Ethanol (70%) dippen
FlieRendes Wasser 2 min
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0,5% Eosin in 0,5% Essigsaure 3 min
Aqua dest. dippen(2-3x)
96% Ethanol dippen (23x)

100% Ethanol spulen

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 DMHIRE 2)verwendet.

3.14.4 Immunzytochemie

Fur die Zellkultur wurden spezielle Nw@bjekttrager, 4vell chamber slides verwendet.
Diese sind mit einem abnehmbaren Kompartimentaufbau aus Plexiglas versehen, um die
Kultivierung von Zellen mit Nahrmedien auch auf den Oltjélgern zu garantieren. Die
Objekttrager werden vor der Zellkultivierung mit 400ul Matrfgddeschichtet und fur

20 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde das Métregefernt und

durch 300ul N&hrmedium ersetzt. Nach steriler Isolation der Zellen aus den
Kulturflaschen wurden unter der sterilen Werkbank ca. 3zé&len auf die Objekttrager

mit dem vorgelegten Kulturmedium pipettiert. Die Zellen werden f8rTage beB7°C

mit 5% CQ, 40% O. und 95% Luftfeuchtigkeitm Brutschank inkubiert. Der erste
Mediumwechsel erfolgte drei Stunden nach Ausplattierung der Zellen. Dabei wurden nur
100ul des Kulturmediums ausgetauscht, um ein Absaugen der ausplattierten Zellen zu
umgehen. In der weiteren Kulturperiode wurde das Medium alle zwei Tage durch 250l

Kulturmedium ersetzt.
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3.14.4.1Antikorper
Grundlage immunzytochemischer und immunhistochemischer Untersuchungen ist die
Darstellung der zellularen Proteine mit Hilfe eines gegen HMasein spezifisch

gerichteten Antikorpers.

Priméare Antikdrpe

Zur Farbung wurde in der Arbeit sowohl mit monoklonalen und als auch polyklonalen
Antikdrpern gearbeitet. Dabei unterscheiden sich monoklonale Antikérper von
polyklonalen Antikérpern durch einehdhere Spezifitdt, da sie antigerund

epitopspezifisch binden.

Der Vorteil von polyklonalen Antikorpern ist die Ausrichtung gegen verschiedene
Epitope eines Antikdrpers, wodurch eine Variabilitat in der Spezifitdt und Affinitat

besteh{Leenaars and Hendriksen 2005)

Tabelle17: Primarantikorper fir Immunzytochemiedilmmunhistochemie

Name Klon Wirt Konz. Firma
alphaActinin - Hase 1:1000 Invitrogen
Anti-Troponin T 1311 Maus 1:400 Thermo
1:100 Fischer
(Paraffingewebe
RotiNMount - - - Roth
FluorCare DAPI
SSEA3-PE MC-631 Ratte 1:400 BD
Bioscience

Die Oberflachen Antikdrper gegen SSBAwvurde zur Identifizierung der Stammzellen
gefarbt. Dabei wurde der Antikorper gegen kardiales Troponin BadsomerMarker
zur Analyse differenzierter Kardiomyozyten verwendet. Fir die Farbung von nativem

Myokard wurde zusatzlich zum kardialen Troponin T auch alpbainin gefarbt.
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Sekundare Antikdrper

In der vorliegenden Arbeit wurde mit verschiedenen Sekundarantikdrpern gearbeitet.
Beide Sekundarantikorper waren mit Farbstoffen (@B8nm und Rhodamifi47nm)

konjugiert und fanden in der indirekten Farbemethode Anwendung.

Fur die Farbungen wurden ausschlief3lich indirekte Methoden durchgefiihrt. Der primére
Antikorper, der an das Antigen bindet, ist dabei unkonjugiert. Der primare Antikdrper
wurde durch einen sekud@icen, gegen ihn gerichteten und konjugierten Antikdrper

nachgewiesen.

Tabelle18: Sekundarantikorper fur Immunzytochemie und Immunhistochemie

Name Wirt Konz. Firma

Donkey AntitMouse Esel 1:900 Abcam
IgG H&L (Alexa
FlourN 488)

Donkey AntiRabbit Hase 1:900 Abcam
IgG H&L (Alexa
FluoN 647)
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3.14.4.2Farbeprotokoll

Tabelle19: Farbeprotokoll fir Immunzytochemie und Immunhistochemie

Nr. | Arbeitsschritte Reagenzien Menge | Temperatur Zeit
1 Spulung PBS 300m RT 3 X3 min
2 Fixierung 4%PFA (4°C) 1mi RT 10 min
3 Spulung PBS 300m RT 3 x 3min
4 | Permeabilisierung 0,05% TritonrX 1mi RT 10 min
5 Blockierung 10% Normal Iml RT 40 min
Donkey Serum
6 Spulen PBS 300m RT 3x5min
7 Inkubation Priméarer 200 4°C 24 h
Antikorper
8 Spulen PBS 300m RT 3 x5 min
9 Inkubation Sekundarer 200 RT 2h
Antikorper
10 Spulen PBS 300m RT 3 x5 min
11 Eindecken Rotimount\ 50ni RT

Fixierung mit 4% PFA (Paraformaldehyd)

Aldehydfixierung fuhré zu einer Querveretzung vonrAminogruppen somit wurde ein

guter Strukturerhalt gesichert.

Perneabilisierung mit 0,05% TritorX

Fur die Diffusion von Antikérpern zur Zellstrukturfarbung in die Zelle missen
Zellmembranen durchldssig gemacht werden. Dazu wurde TXitorerwendet.
Zusarlich verhinderte das Reagenz hydrophobe Interaktionen zwischen Antikérpern und

Zellen.
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Verhinderung unspezifischer Bindungen mit 0,1% BSA

BSA bindet freie reaktive Gruppeam unspezifische Bindungen auszuschlie3en, damit

eindeutige Antikdrperbindungencht gestért wrden, um klare Ergebnisse zu erzielen.

Inkubation der ausplattierten Zellen mit dem Primarantikdrper

Alle verwendeten Primarantikérper wurden in 2@$¢ém Normal Donkey Serum (NDS)
verdunnt. Fur die Farbung wurden die ausplattierten Kargbagten mit 100 pl der

Lésung inkubiert.

Inkubation der ausplattierten Zellen mit dem Sekundarantikérper

Zur Verdunnung der Sekundarantikérper wurden in 4g8m Normal Donkey Serum
(NDS) vermengt. 10Ql wurden auf die ausplattierten Zellen pipettiert.

Eindecken der Praparate

Das zu verwendende Deckglas wurde mit einem Tropfen RotiiNobeschichtet und
anschlieBend auf den Objekttrager gelegt. Zur Entweichung etwaiger Luftblasen wurde
das Deckglas vorsichtig auf den Objekttrager gedriickt. RotifYowetrhindert das

Ausbleichen der Praparate, sodass die Objekttrager bei 4°C gelagert werden kénnen.

Negativkontrolle:

Zur Uberprifung der Farbemethodeurde eine Negativkontrolle durchgefiihrt. Die
ausplattierten Kardiomyozyten wurden gleichermalRen behandeltchjedbne die
Verwendung des priméaren Antikoérpers. Die Zellen wurden ausschlie3lich mit PBS fir

denselben Zeitraum inkubiert.
3.14.5 Dystrophinfarbung

Zum Nachweis des sarkolemmalen Proteins Dystrophin, welches in Kardiomyozyten
vorkommt wurden indirekte immunhistibemische Farbungen mit Hilfe von Kristin
Hartmann im Institut der Neuropathologie des Universitatsklinikums Hamburg
Eppendorf durchgefiihrt. Die Farbung erfolgte in einem Vollautomaten (Ventana
BenchMark XT, Roche). Die EHTs wurden zuvor in-8%r Agarosesingebettet und
paraffiniert. Nach anschlieRender Entparaffinierung und Rehydrierung folgte eine 60ig
minutige Vorinkubation in Cell Conditioning 2 Solution zur Antigen Demaskierung. Fur
die Farbung wurde das UltraView Universal DAB Detection Kit (Roéine$0 Minuten
inkubiert. Dystrophin (MAB1645) wurde dafir in einer Verdinnung von 1:200 angesetzt.
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Die Gegenfarbung erfolgte mit Hilfe von Hematoxylin Ventana Roche-20@1) und
Bluing Reagent Ventana Roche (¥B037) fur jeweils 4 Minuten. Nach erfolgcher
Farbung wurden die Praparate in aufsteigender Ethanolreihe dehydriert und m@® Eukitt

unter Vermeidung von Luftblasen mit einem Deckglaschen eingeschlossen.
3.14.6 Mikroskope

Wahrend der Kultivierung der ausplattierten Kardiomyozyten wurde ein
Phasenmikrdsop (Zeiss) verwendet, um die Zellmorphologie zu beurteilen. Fur die
Bewertung der immunhistochemischen Farbungen wurden die Praparate mit einem Zeiss
FluoreszenaMikroskop begutachtet. Folgende Anregungswellen wurden fur die
einzelnen Fluoreszenzfarbs®ffverwendet: DAP{ 350nm, GFR 488nm und
Rhodamine 647nm. Die daraus resultierenden Bildaufnahmen wurden mit der

ImageJ/Fiji Software prozessiert.

3.15Biolumineszenz Imaging

Biolumineszenz Imaging zahlt 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
ausschlief3lich die transduzierten Zellen Lichtemission. Mit Hilfe einer sensitiven CCD
Kamega kann die Lichtemission selektiv detektiert werd&ie Messung wurde

verblindet durchgefihrt.
3.16 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung samtlicher Experimenteist in Mittelwerten +/-
Standardabweichunge(SD) dargestellt. Der ungepaarte StudentTest wurde zu
SignifikanzberechnungunterderAnnahme unterschiedlicher Varianzen der Stichproben
durchgefuhrt. Entsprechegdngigen Kriteriemilt ein Unterschied als signifikant, wenn
die Irrtumswahrscheinlichkeit <5%p < 0,05 und n.s. p > 0,05) ist. Die statistische
Auswertungund graphische Darbietungurde mit MS Excel und Graph Pad Prism 8
durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Mathematische Herleitung verschiedener Geometrien mit einem

optimalen Oberflachen-Volumen-Verhaltnis

Das OberflacheivolumenVerhaltnis von Streifdiormen liegt bei 19mnt/110ul3,
Ringformen zeigen ein OberflacheviolumenVerhaltnis von 39,75mry440ul® und
Infinityformen zeigen rechnerisch ein Oberflach¢alumenVerhaltnis von
25,86mmy440ul°. Somitzeigt dieRinggeometrie dasnathematisch berechndtesee
VolumenOberflacherverhaltnisim Vergleich zur Infinityorm. Die Streifegeometrie
wird alsetablierte Standaf@HT Geometrievergleichend mitaufgefihrabereignet sich
auf Grunddes kleineren Volumensur bedingt im direkten Vergleich zu den etablierten
Ring- und Infintiy-Formen. in Vordergrund der Arbeit steht die Etablierung grol3erer
kardialer Ersatzgewelmit moglichst vielen ZellenDaflrwird die Geomérie des Rings
mit derGeometriesiner Infinityform verglichen, die ein-fach groReres Volumen als die

Streifengeometriaufzeigen

Ziel der vorliegenden Arbeiist die Kreation eines Konstruktesmit optimierten
OberflachervolumenVerhéltnis undmdglichst vielen Zellen fir langanhaltendes
Zelliberleben in kinstlich hergestellten Herzgewelne der Forschungsdeit wird
hypottetisch angenommen, dass die Geometrie mit einer gréf3eren Oberflache im
Verhdltnis zum Volumen ein langeres Zelliberlebedurch eine bessere

Nahrstoffversorgungeikirzerean Diffusionsstreckeredingt.

4.2 Ergebnisse der Zellkultur

4.2.1 Zellkultur human induzierter pluripotenter Zellen ( hiPSC)

Unter dem taglichen Mediumwechsel zeigte sich nach Anwachsen der Zellen eine starke
Proliferaton. Typisch ist dasWachstum der human induzierten Stammzellen in
Zellverbanden, bzw. in Kolonietdndifferenzierte Stammzellen wurde#glich unter

einem Lichtmikroskop morphologisch beurteilt. Bei Erreichen einer kritischen
Koloniekonfluenz wurén die 2llen durch Passagierung inundifferenzierten

pluripotenten Stadium gehalten.

Zur erfolgreichen Differenzierung der human induzierten StammzellemiR8G

Kardiomyozyten war eine Konfluenz deiPSCZellen in den Kulturflaschen von 75
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90% Voraussetzung. Fur den einen optimalen Differenzierungserfolg misseir 8i&

Zellen vollstandig undifferenziert vorliegen.

Abbildung 14: Lichtmikroskopische Aufnahme von human induzierten pluripotenten Stammzellen

RegemanRig wurda vor Beginn der Differenzierun@ualitatskontrolle durchgefihrt.
Diese beinhalteten neben der téaglicherichtmikroskopischen Beurteilungsiehe
Abbildung 15, die Verifizierung der Stammzellkituren durch die regelrechte
Karyotypisierung, sove die Kulturiberprifung auf Reinheit voNlycoplasmen
Abbildung 16 demonstriert das weibliche Karyogramm unserer verwentdé&C

Zellen. Hierlassersich keine numerischen Aberrationen feststellen.

Abbildung 15: Karyogramm dehiPSCZellen (Gibco® EpisomdliPSCLine, A18945), in Zusammenarbeit mit
Frau Dr. rer.nat.Sigrid Fuchs, Zentrum fir Humangenetik UKE

Zusatzlich erfolgtedie Uberprifungler quantitatven Analyse aufPluripotenzharter
derhiPSCZellenmittels Durchflusszytometriend die Uberpriifung der Pluripotenz auf
Genexpressionsebene mittgRRCR Analysen
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