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1 Einleitung

11 Tissue engineering

Tissue engineering ist ein interdisziplindrer Forschungsbereich zwischen Ingenieurs-
und Lebenswissenschaften, der sich mit der Konstruktion und Entwicklung von
bioogischen  Ersatzgeweben beschaftigt, die einerseits Gewebefunktion
wiederherstellen, erhalten oder verbessern sollen und andererseits als verbesserte in

vitro Testsysteme zu nutzen sind.

1.1.1 Kardiales tissue engineering

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems gehdren in westlichen Industirenationen zu
den haufigsten Todesursachen. In der Bundesrepublik verstarben im Jahr 2007
358.684 Personen an Krankheiten des Herz-Kreislaufsystems, das entspricht
43,36% aller Todesfélle (Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes von
2007, Tabelle 1). Dabei war bei 13,93% der Todesfélle Herzinsuffizienz die amtlich
vermerkte Todesursache. Jedoch gehen noch weitere Herzkreislauferkrankungen mit
einem Verlust von kontraktiler Funktion einher, ohne dass diese als Herzinsuffizienz
in die Statistik eingehen (z.B. Hypertensive Herzerkrankungen, chronisch
ischamische Herzerkrankungen). Die Pravalenz der Herzinsuffizienz nimmt mit dem
Alter zu, so dass 13,8% aller Uber 65-Jahrigen an Herzinsuffizienz leiden (Robert-
Koch Institut, 13.08.2009).

Tabelle 1: Todesursachen in der Bundesrepublik im Jahre 2007.

Todesursachen 2007 Absolute Zahl | % aller Todesursachen
Krankheiten des Kreislaufsystems 358.684 43,36%
Bdsartige Neubildungen 217.289 26,27%
Krankheiten des Atemsystems 57.956 7,01%

Folgen aulRerer Ursachen, 30.650 3,71%
Verletzungen, Vergiftungen

Krankheiten des Verdaungssystems 42.163 5,10%

modifiziert nach der Statistik des Statistischen Bundesamtes vom 10.09.2008

Herzinsuffizienz ist ein Syndrom, welches als gemeinsame Endstrecke verschiedener
belastender Einflisse auf das Herz verstanden werden kann, wie beispielsweise

Ischamie (Myokardinfarkt, koronare Herzkrankheit, Aneurysmen), arterielle
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Hypertonie, Herzklappenfehler oder Kardiomyopathien (infektids, metabolisch,
endokrin, hereditar). Durch Fortschritte bei der Therapie von Myokardinfarkt und
arterieller Hypertonie konnte zwar ein langeres und symptomarmeres Uberleben der
Patienten erreicht werden, jedoch bedingt dieses oft eine Chronifizierung der
Erkrankungen mit dem vermehrten Auftreten einer Herzinsuffizienz als Folge der
Grunderkrankung. Das gemeinsame Merkmal ist ein Verlust an Kontraktilitdt des
Herzmuskels, der dazu fuhrt, dass die Auswurfleistung des Herzens den
Sauerstoffbedarf der Peripherie in Ruhe oder unter Belastung nicht decken kann. Die
Diagnose wird Klinisch anhand der Symptome néchtliche Atemnot, erhohter
Venendruck und Halsvenenstauung, feuchte Rasselgerausche, Herzvergrof3erung
und dritter Herzton, Knochelédeme, Lebervergrof3erung, nachtlicher Husten,
Pleuraergruss, erniedrigte Vitalkapazitat und Tachykardie gestellt. Dabei wird anhand
der Auspragung der Atemnot das Stadium nach der Klassifizierung der New York
Heart Association bestimmt. Eine Herzinsuffizienz liegt jedoch auch dann vor, wenn
der enddiastolische Druck im linken Ventrikel erhéht ist aufgrund des verminderten
Blutauswurfes. An dieser Stelle beginnen die pathophysiologischen Mechanismen
der Herzinsuffizienz, deren Symptome sich Uber einen circulus vitiosus stets
verscharfen, solange nicht therapeutisch eingegriffen wird. Als makroskopische und
hamodynamische Anpassungen an die verminderte Auswurfleistung und damit
einhergehenden hoheren intraventrikuaren Drlicke reagiert das Herz mit einer
konzentrischen Hypertrophie. Denn nach dem LaPlace-Gesetz st die
Wandspannung T= p*r/2d, wobei p der intraventrikulare Druck ist, r der Innenradius
des Ventrikels und d die Herzwanddicke darstellen. Im dekompensierten Stadium
kommt es dann zu einer Dilatation des Ventrikels, wahrenddessen die systolische
Wandspannung und damit der Sauerstoffverbrauch exponentiell zunehmen.
Mikroskopisch kommt es zu einer Hypertrophie sowie zu einem Untergang der
Kardiomyozyten, einer Ersatzfibrose sowie einer charakterisitischen Veranderung der
Kardiomyozyten als Reaktion auf die stetige Belastung (,zellulares Remodelling®).
AulRerdem zeigt der erkrankte Myozyt eine verldngerte Repolarisation, welches
einem erworbenem Long-QT-Syndrom gleichkommt. Weitere zellulare Mechanismen
wie eine veranderte Calcium-Homoostase, vermehrte Expression fetaler Isoformen
der kontraktilen Proteine sowie eine Desensitivierung des (3-adrenergen Signalweges
fuhren zu einem verminderten Sauerstoffverbrauch auf Kosten von elektrischer

Stabilitat, diastolischer Funktion sowie der Reagibilitatt auf Catecholamine.
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Verschiedene neurohumorale Anpassungsmechanismen werden aktiviert, um das
verminderte Schlagvolumen auszugleichen, wie die chronische
Sympathikusaktivierung, die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems,
die Freisetzung von Vasopressin (ADH) sowie natriuretischer Peptide. Sie fuhren
jedoch mit Ausnahme der letzteren eher zu einer Verschlimmerung der Symptomatik
und sind daher als maladaptiv und nicht protektiv zu betrachten. Fur die Therapie der
Herzinsuffizienz stehen konservative und invasive Behandlungsmethoden zur
Verfiigung, mit denen eine Verbesserung der Prognose und der Lebensqualitat der
betroffenen Patienten erreicht werden kann (The CONSENSUS Trial Study Group
1987, The MERIT-HF Study Group 1999, The RALES-Study Group 1999). Sie
setzen an der Inhibierung der neurohumoralen Kompensationsversuche des Koérpers
an und unterbrechen damit den circulus vitiosus (B-Adrenozeptoren-Blocker,
Inhibitoren des Angiotensin-Konvertierenden-Enzyms, Angiotensin-Rezeptoren-
Blocker bzw. Aldosteron-Rezeptor-Antagonisten). Bei Patienten mit terminaler
Herzinsuffizienz, die konservativ nicht mehr zu beeinflussen ist, bleibt als ultima ratio
haufig nur die Herztransplantation. Im Jahr 2008 wurden in Deutschland insgesamt
382 Herz- und Herz-Lungentransplantationen durchgefuihrt, die Anzahl der
Neuanmeldungen lag bei etwa 750 (Deutsche Stiftung fur Organtransplantation,
2009). Nach der Collaborative Transplant Study liegt die 5-Jahrestberlebensreate
bei etwa 67%. Die Anzahl der Herztransplantationen ist in den letzten Jahren leicht
gesunken, was auf einen Mangel an Spenderorganen, eine verandere
Indikationsstellung zur Transplantation sowie der Entwicklung erfolgsversprechender
Alternativen mit anderen Therapiekonzepten wie den Herzunterstitzungssystemen
(,left ventricular assist devices®) zurickzuflhren ist. Letztere werden als kurzfrisitge
(Zentrifugal- oder Axialflusspumpe) oder langfristige (Novacor, HeartMate)
Herzunterstiitzung eingesetzt. Je nach Indikation (u.a.: Myokarditis, akute
dekompensierte Herzinsuffizienz, Uberbriickung bis zur Transplantation, Vorliegen
von Kontraindikationen gegen eine Transplantation, Transplantatabstof3ung, Zustand
nach einem schweren Myokardinfarkt ohne therapeutische Alternativen) werden die
intrakorporalen Systeme flr Tage, Jahre oder zur permantenten Unterstiitzung
implantiert. Obwohl die Ein- und Zweijahres-Uberlebensrate nach permantenter
Implantation eines Herzunterstitzungssystems geringer als nach einer
Herztransplantation ist, ist sie dennoch hoher als mit einer medikamentdsen
Therapie (REMATCH-Studie, 2001). Langfristig bestéatigte sich diese Uberlegenheit
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jedoch nur in nach bestimmten Kriterien ausgesuchten Patientenkollektiven
(Stevenson et al. 2004). Es gibt Hinweise darauf, dass die Entlastung des linken
Ventrikels zu einer Umkehr des ,zelllularen Remodellings” im Sinne einer Regression
der Hypertrophie und Fibrose (Bruckner et al. 2001), einer verbesserten
Kardiomyozyten-Kontraktilitat (Heerdt et al. 2000), einer Sensibilisierung der beta-
adrenergen Reagibilitat (Ogletree-Hughes et al. 2001) und einer Normalisierung der
Calcium-Homoostase (Terracciano et al. 2003) fiuhrt. Eine wesentliche und
dauerhafte Erholung des Herzens wird jedoch nur bei Patienten mit nicht-
ischamischer, schwerer Cardiomyopathie und einer langen mechanischen sowie

agressiven medikamentdsen Therapie erreicht (Birks et al. 2006).

Als regenerative Therapieverfahren der Herzinsuffizienz, deren Ziel ein Ausgleich
des krankheitsbedingten Verlusts an Herzmuskelzellen ist, werden heute folgende
Ansatze erprobt: Aktivierung des Zellzyklus in Herzmuskelzellen, Implantation von
Zellen mit kardiogenem Entwicklungspotential sowie die Herstellung und Implantation
von Kkinstlichen Herzgeweben. Letztes ist der Bereich des kardialen tissue

engineering. Kardiales tissue engineering steht vor vielen Herausforderungen:

e Der klinische Einsatz von kunstlich hergestelltem Gewebe ist nur dann
maoglich, wenn die verwendeten Zellen humanem Ursprungs sind. Eine
Xenotransplantation ware aus funktionellen und immunologischen Griinden
eine Sackgasse.

e Ersetzendes Gewebe hat eine Grof3e und kontraktile Funktion aufzuweisen,
die das Empfangerherz bedeutsam unterstitzen kann. Diese Eigenschaften,
sowie das in vivo-Uberleben hangen mafgeblich von der metabolischen
Versorgung ab, die ab einer GroRe von 100-200 um nur durch Blutgefal3e
erreicht werden kann. Vaskularisierung ist eine notwendige Voraussetzung fir
die Herstellung und das Uberleben von groRen implantierten ,Gewebeflicken®.

e Strukturelle und elektrische Integritait des Implantates in das
Empfangermyokard ist notig fur den funktionellen Synergismus, ohne den eine
systolische Kraftsteigerung und diastolische Relaxation zur Ventrikelftllung

nicht moglich sind.



e Postnatale Kardiomyozyten teilen sich, wenn Uberhaupt, nur sehr wenig. Die
groBmalfstabliche Herstellung von kinstlichem Herzgewebe bendtigt

deswegen redundante Zellquellen.

Zur Herstellung kinstlicher Herzgewebe haben sich drei Konzepte etabliert: (1) Das
klassische Verfahren basiert auf der Besiedelung von vorgeformten synthetischen
oder biologischen Matrices mit Herzmuskelzellen (Carrier et al. 1999, Kofidis et al.
2002, Leor et al. 2000), (2) die Forderung einer spontanen myokardialen
Rekonstitution in einem Hydrogel mit Matrixproteinen, Wachstumsfaktoren und
Herzzellen (Eschenhagen et al. 1997, Eschenhagen and Zimmermann 2005,
Zimmermann et al. 2000, Zimmermann et al. 2002a) und (3) die Bildung von
Herzgewebe aus mehreren Ubereinander gelagerten Zellschichten (Shimizu et al.
2002, Shimizu et al. 2006).

Die in klassischen tissue engineering-Verfahren verwendeten Tragermaterialien
bestehen i.d.R. aus biologisch resorbierbarem Material wie Natriumalginat,
Calciumgluconat, Polymilchsauren oder Polyglykolsduren (Akins et al. 1999, Bursac
et al. 1999, Carrier et al. 1999, Leor et al. 2000, Li et al. 2000). Die somit
hergestellten Herzmuskelkonstrukte entwickeln jedoch nur geringe
Kontraktionskrafte, was eventuell auf die Steifheit der verwendeten Matrices
zuruckzufiihren ist. In Implantationsstudien erwiesen sich biologisch abbaubare
Matrices als forderlich fur die Integration des Implantats in das Empfangerherz.
Jedoch konnte die therapeutische Bedeutung bisher nicht nachgewiesen werden
(Leor et al. 2000). Durch Stapelung von Einzelschichtkulturen konnten dagegen
Konstrukte mit einer guten kontraktilen Funktion hergestellt werden (Shimizu et al.
2002), die im implantierten Zustand nachweislich elektrische Kontakte mit dem

nativen Myokard ausbilden (Furuta et al. 2006).

Das von Eschenhagen und Zimmermann entwickelte Modell des Engineered Heart
Tissue (EHT) zeichnet sich durch mehrere Eigenschaften besonders aus. EHTs
werden aus Herzmuskelzellen neonataler Ratten, Kollagen Typ |, extrazellularer
Matrix des Engelbreth-Holm-Swarm-Tumors (Matrigel) und serumhaltigem Medium in
ringformigen Gussformen generiert und zeigen strukturelle und funktionelle

Eigenschaften von differenziertem Myokard (Zimmermann et al. 2002b). EHTs

5



kénnen Uber einen Zeitraum von mindestens 4 Wochen stabil kultiviert werden und
eignen sich daher fur Langzeitstudien unter definierten Bedingungen (Eschenhagen
et al. 1997, Zimmermann et al. 2000, Zimmermann et al. 2002a, Zimmermann et al.
2006). Die Generierung in ringférmigen Gussformen erlaubt die Messung kontraktiler
Parameter unter isometrischen Bedingungen in Standardorganbadern. Dabei zeigen
EHTs physiologische Parameter wie den Frank-Starling-Mechanismus, eine positiv
inotrope Reaktion nach Erhdéhung der extrazellularen Kalziumkonzentration sowie
herzmuskelspezifische Reaktionen nach pharmakologischen Interventionen mit
Isoprenalin und  Carbachol. Mehrere  Herzmuskelringe  kdénnen  zu
Transplantationszwecken zu einem Flicken zusammengefugt werden, denn sie
neigen dazu, bei engem Kontakt zusammen zu wachsen. Implantiert auf ein
infarziertes Rattenherz bleiben EHTs bis zu acht Wochen kontraktil, werden
vaskularisiert und innverviert und verbessern somit die diastolische und systolische
Funktion im Gegensatz zu Kontrolltieren (Zimmermann et al. 2006). Es gibt Hinweise
auf eine fortschreitende Reifung der Herzmuskelzellen in EHTSs, die auf Rattenherzen
implantiert sind. Das Herz einer neonatalen Ratte hat ein Gewicht von ungefahr
30 mg und das einer adulten Ratte von 1000 mg, wobei dieser Unterschied durch
Zunahme an Grof3e und nicht an Zahl der Herzmuskelzellen bedingt ist. Dies lasst
vermuten, dass die urspringlich leichten EHTs mit den eher dinnen und
netzwerkartig angeordneten Zellen durch weitere Reifung die notwendige GroRRe

eines Transplantats erreichen kénnen.

Fur  Tissue-engineering Ansatze auf der Basis von biologisch abbaubaren
Hydrogelen eignen sich sowohl Kollagen als auch Fibrin als Extrazellularmatrix. Die
Extrazellularmatrix sollte i) den Zellen eine Verankerungsmoglichkeit bieten, damit
sie nicht zu Boden sinken, sondern sich zu einem dreidimensionalen Netz
strukturieren konnen; i) rigide genug sein, um das Empfangergewebe zu
unterstitzen, ohne dabei prothetische Funktionen anzunehmen, die einen Umbau
durch das Empfangergewebe unmoglich machen; iii) den Zellen ermdglichen, die
EZM-Proteine abzubauen und durch eigen produzierte Produkte zu ersetzen, denn
kein Hydrogel und keine synthetische Matrix wird die natlrliche EZM exakt imitieren

konnen.



EHTs wurden bisher auf Basis von Kollagen Typ | hergestellt, wobei das Kollagen
aus Rattenschwanzen eigens isoliert wurde. Zellen, die in nativen Kollagenmatrixes
resuspendiert werden, werden durch Adhasionsmolekile mit diesen verankert (Heino
2007). Kollagene bestehen aus Fibrillen mit einem Durchmesser von 50-200 nm
(Brown and Phillips 2007), die untereinander quervernetzt sind und durch
hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen zusammenhalten und zu einer
hohen Wassereinlagerung neigen. Durch Auslbung von Zugkréaften, wie sie durch
Kontraktionen der Kardiomyozyten hervorgerufen werden, kénnen Kollagenfibrillen
orientiert werden. Aber auch die Kollagenfibrillen selbst koénnen sich durch
Kontraktionen langs orientieren. Dies wird bei EHTs in Form eines
Kondensierungsprozesses beobachet. Das urspringlich flissige Zell-Matrix-
Rekonstitutionsgemisch geliert  innerhalb  der  ersten Stunde unter
Inkubationsbedingungen. Im Laufe der ersten vier Tage zieht sich das Zell-Matrix-
Rekonstitutionsgemisch bis auf ein Bruchteil des Volumens zusammen. Da dies in
zellfreien Kollagen-Gelen ausbleibt, kann man davon ausgehen, dass im
Wesentlichen  zellbedingte  Abbauprozesse und  Syntheseprozesse  die
Extrazellularmatrix modellieren. In EHTs wurde eine 1.000 bis 10.000 fach erhohte

Expression von Matrix-Metallo-Proteasen beobachtet (Boy 2006).

Eine Alternative zur Generierung der EHTs in Kollagenmatrix stellt die Resuspension
der Zellen in Fibrinogen dar, welches durch Zugabe von Thrombin innerhalb von
Sekunden zu Fibrin polymerisiert wird und die Zellen so rasch in einer
dreidimensionalen Form halt. Die Fibrinfasern werden durch im Serum enthaltenes
Plasmin wieder gespalten, ein Prozess der durch Protease-Inhibitoren wie Aprotinin
in vitro sehr gut gesteuert werden kann (Ye et al. 2000). In der Wundheilung zur
Blutstillung sowie Abdichtung des Gewebes und in der Chirurgie als Kleber kommt
Fibrin grof3e Wichtigkeit zu. In tissue engineering Ansatzen wurde Fibrin schon
haufig erfolgreich verwendet (Borges et al. 2004, Ye et al. 2000) und zeichnet sich
durch viele Eigenschaften aus: i) Es ist kein Bestandteil der reifen exztrazellularen
Matrix, sondern spielt in Wundheilungsprozessen malfigeblich mit und ist somit
Bestandteil der frihen EZM ii) als provisorische Matrix wird es von vielen von Zellen
sezernierten Proteinen zersetzt (Matrix-Metalloproteasen, Plasminogen (Ahmed et al.
2007) und kann durch neue EZM-Moleklle- wie Kollagen- ersetzt werden; iii)

Aprotinin, ein Protease-Inhibitor kann den fibrinolytischen Prozess verlangsamen
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oder stoppen und leicht dem Medium hinzugefiigt werden, um die im Serum
enthaltenen Proteasen zu inhibieren; iv) Wachstumsfaktoren kénnen fest in die
Fibrinmatrix integriert werden und die Entfaltung der Zellen vorantreiben; v) Fibrin
bietet den Zellen Adhasionsmdoglichkeiten; vi) fir Transplantationszwecke ist es
maglich, aus dem Empfangerserum Fibrinogen zu isolieren, um dies als Grundlage

fur die Generierung autologer Gewebekonstrukte zu nutzen.

Beide Hydrogele bieten den populierenden Zellen die Mdglichkeit, an ein repetitives
Motiv der Fibrillen zu binden, die RGD-Sequenz (Arginin-Glycin-Aspartat) (Ruoslahti
and Pierschbacher 1987). Diese Tripeptid kommt in vielen Proteinen vor (Fibronectin,
Vitronectin, Osteopontin, Kollagene, Thrombospondin, Fibrinogen, und von
Willebrand Faktor) und bindet an Integrine der Zelloberflache. Es bietet Zellen nicht
nur Verankerung, sondern auch ein Signal zur Migrationsfiihrung, zur Ausdehnung,

Polarisierung und Positionierung.

1.1.2 Angiogenese und tissue engineering

Eine Herausforderung der tissue engineering-Forschung ist die Bildung von dicken
Geweben in ausreichender GrofRe, die in ihrer Kompaktheit dem nativen
menschlichen Gewebe &hneln. Ein Gewebe bendétigt zum Uberleben Sauerstoff,
Nahrstoffe und die Mdoglichkeit, Abfallprodukte zu eliminieren. Eine Einbindung des
Gewebes in den Gesamtorganismus ist aber auch zur biochemischen, endokrinen
Kommunikation notig (Nguyen and D’Amore 2001). Durch Weit- oder Engstellung
von GefalBen reguliert der Organismus auch Temperatur und Druck, ein
Regulationsmechanismus, in den implantiertes Gewebe eingegliedert werden muss.
Dieser Anspruch fordert unumganglich die Ausstattung des artifiziellen Gewebes mit
Blutgefal3en. Per Diffusion konnen bei metabolisch hochaktiven Geweben wie dem
Myokard maximal 100 um des Gewebes mit Nahrstoffen sowie Sauerstoff versorgt
werden (Frerich et al. 2001). Aus diesem Grund ist tissue engineering von Geweben
mit wenig Sauerstoffbedarf, wie Knorpel, oder von dinnen Geweben, wie der
Harnblase, bisher am weitesten fortgeschritten und in die klinische Anwendung
Uberfihrt worden (Hodges and Atala 2007). Um die Translation eines in vitro
erfolgreichen tissue engineering Ansatzes in die Transplantationsmedizin
voranzutreiben, muss ein Weg gefunden werden, um das Gewebe an die Blutbahn

des Empfangers anzuschlieBen, sei es durch Einwachsen  von
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Empfangerblutgefal3en in das kinstliche Gewebe oder das AnschlieBen von

praexistierenden Gefal3en des Implantats an die Empfangerzirkulation.

Die Vaskularisierung von kinstlichem Gewebe kann Uber zwei Prozesse erfolgen:
Angiogenese und Vaskulogenese. Ersteres involviert die parakrine Stimulation der in
dem Empfangergewebe dem Implantat nah liegenden Endothelzellen zur Migration in
das Biomaterial, indem sie einen entsprechenden Phéanotyp ausbilden,
Basalmembranen und extrazellulare Matrix abbauen, wandern, sich teilen und
dadurch neue Kapillarwande ausbilden, einschlief3lich der neuen Basalmembran (Ko
et al. 2007). Als Stimulatoren ist ein Spektrum von Faktoren bekannt, welches je
nach Gewebeart und Entwicklungsstufe variiert. Protagonisten sind die Faktoren aus
der Gruppe des Vascular endothelial growth factor (VEGF) A-D, vor allem VEGF-A
und deren Rezeptoren, den VEGF-Receptors 1-3 (Karamysheva 2008), das
Angipoietin-/Tie-System mit den vier Angiopoietinen, die an die
Rezeptortyrosinkinasen TIE1 und TIE2 binden (Thurston 2003) und die Fibroblast-
growth-factors (FGF) 1-23 mit deren Rezeptoren FGF-Receptors 1-4 (Presta et al.
2005). Neben diesen wesentlichen Steuerern der Angiogenese wachst das Spektrum
an bekannten Angiogenesefaktoren stetig (Folkman et al. 2008, Risau 1997).
Angiogenese spielt wahrend der embryonalen Entwicklung eine grof3e Rolle, aber
auch im adulten Organismus im Rahmen der Wundheilung und von krankhaften
Prozessen. Vaskulogenese hingegen involviert die Differenzierung von
mesodermalen Stammzellen zu Angioblasten, welche durch Zellkontakte Tubuli
ausbilden, polarisieren und die PrimordialgefaBwand formen. Perizyten und
glattmuskulare Zellen werden angezogen und in den Aufbau der GefaRwand
integriert. Der Vaskulogeneseprozess ist eng vergesellschaftet mit der Blutbildung
aus Mesodermzellen die zu Hamangioblasten differenzieren (Ko et al. 2007).
Vaskulogenese findet hauptséachlich wahrend der Embryonalentwicklung statt. Es
gibt aber auch Hinweise auf postnatale Vaskulogenese durch CD34-positive
Angioblasten in der adulten Zirkulation, die an Orte der Neovaskularisierung
rekrutiert werden kdnnen (Numaguchi et al. 2006). Beide Mechanismen sind durch
das Zusammenspiel unterschiedlicher Faktoren in unterschiedlichen Geweben
hochkomplex und nicht vollstdndig verstanden. Die bereits bekannten Mechanismen

werden jedoch durch Ansatze zur LOosung des Vaskularisierungsproblems von



kinstlichen Geweben implementiert. Diese lassen sich in folgende methodische

Gruppen unterteilen:

e Kultivierung von Zellen in synthetischen Polymergeristen mit vorgeformten
Mikrokanalen, die das Zellwachstum steuern und als Matrix zur Vaskularisierung
dienen (Britland et al. 1996);

¢ Integration von angiogenetischen Stimuli in das Grundgerust (Ehrbar et al. 2004);

e FoOrderung der Produktion von angiogenetischen Faktoren durch die
transplantierten Zellen;

e Kokultur von gewebsspezifischen Zellen mit Endothelzellen, endothelialen
Progenitorzellen, Perizyten, glattmuskularen Zellen und/oder Fibroblasten
(Levenberg et al. 2005).

Die Ansatze unterscheiden sich dabei konzeptionell. Der eine Ansatz beinhaltet die
Praformation eines Gefal3netzes in vitro, der andere die Anregung der Einsprossung
von Gefallen des Empfangerorganismus nach der Implantation. Beide Konzepte
werden im Folgenden genauer beschrieben und anhand bisheriger in vitro und/oder

in vivo Untersuchungen evaluiert.

Integration von angiogenetischen Stimuli in das Grundgerust

Die Integration von angiogenetischen Stimuli in ein Polymergrundgerist, um das
Einwachsen von EmpfangerblutgefaRen zu beschleunigen, ist ein vielseitig erprobter
Ansatz. Der zu Grunde liegende Gedanke ist, dass die Faktoren in die Umgebung
des Biomaterials diffundieren und den Empfangerorganismus zur Bildung von
GefaBen im implantieren Gewebe anregen. Umliegende Endothelzellen werden
parakrin zur Angiogenese stimuliert. Durch systemische Wirkung der Faktoren ist die
Induktion von knochenmarkstammigen, zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen
zur Ausbildung von Gefal3en im Implantat durch Vaskulogenese ebenfalls denkbar.

Von gegenuberliegenden Seiten des Implantats einwachsende Kapillaren wirden

sich in der Mitte treffen und ein zusammenhangendes Gefal3 bilden.

Die Tatsache, dass physiologische Angiogenese durch ein komplexes Spiel

zwischen Zellen und deren Umgebung geschieht, fuhrt zu dem Ansatz,

Polymergrundgertste zu entwickeln, die einerseits bioreagibel (d.h. modellierbar
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durch Proteasen oder Endoglycosidasen) und bioaktiv sind (d.h. Migrationsfaktoren,
Wachstumsfaktoren und Adhasionsproteine enthalten). Andererseits sollen diese
Polymergrundgeruste auch zur Anwendung im Menschen geeignet sein. Als Beispiel
fur diese Herangehensweise ist die Verwendung von enzymatisch derivatisiertem
Fibrin anzufihren: Fibrinogen polymerisiert unter der Wirkung von Thrombin zu
einem Polymer, welches injizierbar ist und keine Zytotoxizitat aufweist. Es kann
jedoch durch Enzyme zersetzt werden und dadurch die Zellinfiltration erméglichen.
(Ehrbar et al. 2007) haben eine Methode entwickelt, um angiogenetische Stimuli als
rekombinante Peptide wahrend der Koagulation von Fibrinogen zu Fibrin unter der
enzymatischen Aktivitat des Koagulationsfaktors Transglutaminase Xllla in das Fibrin
Maschenwerk zu integrieren (Ehrbar et al. 2007) . Diese funktionalisierten
Fibrinmatrices zeigten auf der Chorioallantoismembran (im Folgenden mit CAM
abgekdirzt) sowie im Mausmodell angiogenetische Aktivitat (Ehrbar et al. 2004). Die
Weiterentwicklung  dieses  Ansatzes zielt auf die Entwicklung von
Extrazellularmatrices ab, die durch inkorporierte Faktoren nicht nur die umgebenden
Zellen zur Migration anregen, sondern auch die transplantierten Zellen zu vermehrter
Produktion von Angiogenesefaktoren stimulieren. Auch ist es mdglich,
Angiogenesefaktoren kovalent an eine Matrix zu koppeln, welche diese reguliert und
nach zellularer Aktivitdt und Bedarf abgibt (Zisch et al. 2003). Dieser Prozess kostet

jedoch Zeit, wahrend das kinstliche Gewebe der Ischamie ausgesetzt ist.

Da die Migration von Endothelzellen und deren Modellierung zu einem
BlutgefalRsystem umso mehr Zeit kostet, je dicker und zelldichter das Gewebe ist,
wahrend derer die implantierten Zellen der Ischdmie ausgesetzt sind, scheint es
unumganglich, ab einer bestimmten Grol3e das kinstliche Gewebe schon vor der

Implantation mit einem vaskularen System auszustatten.

Kokulturen von gewebsspezifischen Zellen zusammen mit vasogenen Zellen

Die Pravaskularisierung von Geweben in vitro durch Zugabe von Endothelzellen bzw.
deren Progenitorzellen stellt eine vielfach erprobte Alternative zu dem obigen Ansatz
dar. Die Idee ist, dass einwachsende Endothelzellen Anschluss finden an die bereits
bestehenden GefalRe und somit die Vaskularisierung erheblich beschleunigen. Die
vasogenen Zellen im Implantat produzieren auf3erdem Wachstumsfaktoren, welche

angiogenetische Prozesse im Empfangergewebe reizen (Levenberg et al. 2005).
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Endothelzellen zeigen die Eigenschaft, in bestimmten dreidimensionalen
Polymergerusten, Verbindungen zu einander auszubilden bis hin zu tubularen
Strukturen und mikrovaskularen Netzwerken (Sieminski et al. 2004). Als
Polymergeruste haben sich biologisch abbaubare Hydrogele wie Gelatine, Fibrin,
Kollagen, Fibronectin, und Matrigel-Matrices als geeignet erwiesen, um
unterschiedliche Endothelzelllinien wie HUVEC (human umbillical vein endothelial
cells), HDMEC (human dermal microvascular endothelial cells) oder differenzierte
murine Stammzellen (McCloskey et al. 2006) zur Ausbildung eines mikrovaskuléren
Netzwerkes zu unterstitzen. In vivo gehen diese kultivierten Endothelzellstrukturen
jedoch schnell in Apoptose (Nomi et al. 2002). Zur funktionellen Ausbildung von
kapillarahnlichen Strukturen aus endothelialen Progenitorzellen scheint die
Beifligung von glattmuskularen Zellen oder deren mikrovaskularen Korrelaten,
Perizyten, forderlich (Wu et al. 2004). Ein beispielhafter Ansatz wurde von Borges et
al. (2006) entwickelt. Die 3D-Kultur von priméaren humanen Praadipozyten in einem
3cm?® groRen Fibringrundgeriist filhrt auf der CAM zur Ausbildung eines
perfundierten mikrovaskularen Netzwerks. Die Vaskularisierung kann signifikant
erhoht werden durch i) vorhergehende Transfektion der Prdadipozyten mit einem
VEGF-Vektor (Torio-Padron et al. 2005) oder ii) Beimengung von HDMVEC (Human
dermal microvascular endothelial cells) zu den Praadipozyten, wobei die
perfundierten GefaRe auch durch humane Zellen begrenzt werden (Borges et al.
2003a). Die Pravaskularisierung von Skelletmuskelkonstrukten durch Multikulturen
wurde auch von Levenberg et al. (2005) als wesentlich fur den Struktur- und
Vitalitatserhalt des implantierten Gewebes erkannt. Kokulturen von Myoblasten und
Endothelzellen in porigen, biologisch abbaubaren Polymergertsten bildeten in vitro
spontan Gefal3strukturen aus, die durch die Zugabe von embryonalen Fibroblasten
vermehrt gebildet und in ihrer Struktur gestarkt wurden. Die Kokulturimplantate
Uberlebten eine Implantation in die abdominale Muskelwand von SCID-M&ausen
signifikant besser als die nicht-pravaskularisierten Kontrollgewebe (Levenberg et al.
2005).

EHT Modell
Das EHT-Modell stellt eine Sonderform der Kokultur dar, denn die Zellpraparation
spiegelt weitgehend die zellulare Zusammensetzung eines neonatalen

Rattenherzens wider. EHTs bestehen zu 47 % aus Kardiomyozyten, 49 % aus
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Fibroblasten, zu 3-4 % aus glatten Muskelzellen und 2-3 % aus Endothelzellen (Naito
et al. 2006). Die Zellvielfalt scheint eine wichtige Rolle zu spielen fur die
organotypische Differenzierung der EHTs sowie deren Kraftentwicklung
(Zimmermann et al. 2002a). Die spontane in vitro Ausbildung von primitiven
Kapillaren geschieht durch CD31-positive, differenzierte Endothelzellen;
moglicherweise auch durch CD34-positive endotheliale Progenitorzellen und CD14-
positive Monozyten, die beide das Potential zur Differenzierung zu Endothelzellen
besitzen. Dies schien in vorherigen Studien zwar keine bedeutende Rolle bei der
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung in vitro zu spielen, jedoch das Einwachsen von
Empfangergefallen und darauffolgende Perfusion des Gewebes zu erleichtern

(Eschenhagen and Zimmermann 2005).

Ob ein konstruiertes Gewebe aufgrund seiner Beschaffenheit einem Gefal3system
die Mdoglichkeit bietet, dieses zu penetrieren, in ihm ein Netz aus Kapillaren,
Arteriolen, Venolen bis hin zu weitlumigen und dickwandigen Arterien und Venen
auszubilden und inwieweit es selbst ein Stimulus dazu darstellt, muss anhand von
Zwischenstufen zwischen der in vitro Analyse des praexistierenden GefalRnetzes und
der Implantation in einen Saugetierorganismus untersucht werden. Ein solches
Modellsystem sollte reproduzierbar, einfach und kostenginstig sein, sowie die
Mdglichkeit bieten, den Prozess der Neovaskuarisation moglichst gut zu beobachten.

In diesen Hinsichten zeichnet sich der CAM-Assay aus.

1.2  EHT Vaskularisierung im nativen und implantierten Zustand

Der Vaskularisierungsgrad, den ein Gewebe bendtigt um, ausreichend mit Sauerstoff
und Nahrstoffen versorgt zu werden, hangt davon ab, wie zelldicht das Gewebe ist
und wie stoffwechselaktiv die Zellen sind. Herzgewebe gehdrt offensichtlich in die
Gruppe mit dem hdchsten Bedarf an Blutversorgung. In einem adulten Herzen sind
ungefahr 2.400 bis 3.300 Kapillaren/mm? zu finden. Obwohl die Muskelstrange in
EHTSs nicht die Kompaktheit eines nativen Herzens erreichen, sind in EHTs mehrfach
und auf verschiede Art und Weise kapillare Strukturen gefunden worden, die auf das

Vorhandensein von Endothelzellen im Rekonstitutionsmix zurtickzufiihren sind.

In zwolf Tage alten EHTs lassen sich vernetzte Endothelzellen mittels CD31-
Antikérper nachweisen. EHTs werden in vitro nicht perfundiert, daher ist es
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unwahrscheinlich, dass diese Strukturen ein Lumen besitzen.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen jedoch Endothelzellassoziationen, die
ein Lumen bilden (Zimmermann et al. 2002b), siehe Abbildung 1. Vier Wochen nach
Implantation auf infarzierte Rattenherzen werden EHTs aber perfundiert, wie das
Vorhandensein von Erythrozyten in Blutgefaf3en im Explantat beweist. Dies wurde im
Rahmen einer Studie gezeigt, in der EHTs nach 12 Tagen in vitro Kultur auf das Herz
einer immunsupprimierten Ratte implantiert wurden (Zimmermann et al. 2006). Vier
Wochen nach der Implantation wurde ein hoher Grad an Vaskularisierung gefunden.
In Abbildung 2 ist ein Gefal3 gezeigt, welches Erythrozyten fihrt, die durch DIC
(Differential  Interference  Contrast)  visualisiert ~ werden. Rechts  sind
Endothelzellaggregationen gezeigt, die einen gefarbten Kern tragen. Dies zeigt, dass
die GefalRzellen zumindest zum Teil von Spenderseite stammen, da die EHTs vor der

Implantation mit DAPI angefarbt wurden.

In wie weit die Vaskularisierung der implantierten EHTs jedoch bestimmt wird durch
die Fusion des préaexistierenden Gefal3netzes mit den invadierenden Gefal3en oder
in wie weit Spenderendothelzellen rekrutiert werden fur den Aufbau von Gefallen im
EHT, blieb bislang unklar.

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von nativen EHTs
(Zimmermann et al. 2002)

Die auRere EHT-Schicht (a) wird durch langs-orientierte Fibroblasten gebildet (FB)
und glatten Muskelzellen (SMC). Verschiedene nicht kardiomyozytére Zelltypen wie
Monozyten (MC, b), Makrophagen (MP, c, e) und lumenbildende Endothelzellen (EC,
d). Mal3stabsbalken: 1 pm.
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Abbildung 2: GefalRe in EHT-Explantaten

(Zimmermann et al. 2006)

EHT-Explantate vier Wochen nach Implantation zeigten Gefal3formation, die DAPI-
positive Kerne enthalten (links, in rot sind Endothelzellen mit Lektin und Zellkerne mit
DAPI angefarbt). Das Vorhandensein von Erythrozyten (rechts, visualisiert durch
DIC) in Blutgefal3en deutet auf die Perfusion von Gefalien in EHTs hin. Rechts sind
Aktinfilamente mit Phalloidin markiert (griin) und Makrophagen, die sich in enger
Nachbarschaft zu den Gefal3en befinden sind in rot markiert (anti-ED2, Makrophagen
Oberflachenantigen). Mal3stabsbalken: 50 pm

1.3 Chorioallantoismembran-Assay

1.3.1 Chorioallantoismembran-Assay als Instrument der
Angiogeneseforschung

Schon Anfang des 20. Jahrhunderts erschienen die ersten Vertffentlichungen zur
Erforschung der embryonalen Entwicklung von Wirbeltieren anhand des bebriteten
Huhnereis (Schauinsland 1903). Seitdem hat sich die Anwendung des bebrteten
Huhnereis als Modellsystem weit verbreitet: Als teratologisches Modell wurde
anhand des Huhnerei-Tests 1962 die Wirkung von Thalidomid bestatigt (Kemper
1963), 1973 beschrieb Judah Folkman die Effekte des VEGFs auf die
GefalRentwicklung der CAM. Die CAM wird als ein in vivo Testsystem zur

Untersuchung von einer Vielzahl von Effekten genutzt:

e Wirkung angiogenetischer und antiangiogenetischer Faktoren (Ribatti et al.
1996)
e Teratogenitat
e Vasoproliverative Potenz von Tumorzellen (Hagedorn et al. 2005)
e Mechanismen der Angiogenese (Djonov et al. 2000)
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e Implantation von Gewebekonstrukten auf die CAM (Borges et al. 2004)

Unterstitzt durch das CAM-Modell wurden einige Meilensteine der Angiogenese-
Forschung der letzten Jahrzehnte erreicht: Esch et al. zeigten 1985 die
angiogenetische Wirksamkeit von dem gerade erst charakterisiertem basic FGF
anhand des CAM-Modells. Darauffolgend wurden viele weitere Angiogenesefaktoren
charakterisiert. Ihr Potential wurde Uberwiegend auf der CAM untersucht, so dass

dies als die klassische Anwendung des CAM-Modells betrachtet werden kann.

Der CAM-Assay ist eines unter vielen Angiogenesemodellen. Alternativen stellen der
.corneal micropocket assay®, ,rodent mesentery angiogenesis assay”, ,sponge
implant assay”“ oder ,matrigel plug assay” dar (Norrby 2006). In vielerlei Hinsichten

zeichnet sich der CAM-Assay gegeniber diesen besonders aus:

e Befruchtete Eier sind preiswert erhaltlich und lassen sich ohne grol3en
Aufwand bebriten.

e Wie die Saugerplazenta ist die CAM nicht innerviert und die
Schmerzwahrnehmung des Embryos erfolgt frihestens nach elf Tagen
Bebriitung (Gesamtbrutzeit 21 Tage).

e Versuche mit bebriteten Huhnereiern werden in Deutschland nicht als
Tierversuche angesehen und bedirfen deshalb keiner Genehmigung.

e Das zellulare Immunsystem entwickelt sich erst in einer spateren
embryonalen Phase: Am achten Tag fangt die Produktion von lymphoiden
Zellen in Dottersack und Milz an, in der Bursa fabricius kdnnen diese ab

dem elften Tag nachgewiesen werden (Leene et al. 1973)

Der Anwendung stehen jedoch einige Limitationen im Weg: Die CAM hat die
Eigenschaft allzu storanfallig zu sein, jede kleine Irritation kann zu einer
inflammatorischen Reaktion fuhren, welche als angiogenetischer Reiz der
Testsubstanz missinterpretiert werden kann. Auch die Visualisierung von kleinsten
GefaRentwicklungen kann schwer sein, da die CAM Endothelzellen bis zum Tag 12
einen hohen mitotischen Index zeigen und eine physiologische GefalRentwicklung

schwer von einer exogen induzierten zu unterscheiden ist. Aul3erdem spielen
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biologische Schwankungen bei der Experimentdurchfihrung eine grof3e Rolle und

erschweren die Auswertung.

Die Eignung des CAM-Modells zur Untersuchung von Vaskularisierung bzw.
Revaskularisierung von nattrlichen und artifiziellen Geweben wird in der Literatur
unterschiedlich bewertet. Die Implantation von dreidimensionalen Konstrukten aus
Praadipozyten in einer Fibrinmatrix (Borges et al. 2003b) auf die CAM zeigt eine
Vaskularisierung nach acht Tagen und die vorherige Transfektion dieser Zellen mit
einem VEGF-165 kodierenden Vektors erhdht die Vaskularisierung (Torio-Padron et
al. 2005). 1975 untersuchten Ausprunk und Folkman die Vaskularisierung oder
Revaskularisierung von neoplastischem, embryonalem und adultem Gewebe. Sie
fanden heraus, dass im neoplastischen Gewebe die eigenen Gefal3strukturen
innerhalb von zwei Tagen degenerieren und das Gewebe am dritten Tag
revaskularisiert ist. Im embryonalen Gewebe unterschiedlicher Organsysteme
hingegen finden die sprieBenden CAM-GefaRe am ersten und zweiten Tag
Anschluss an das bestehende Gefal3system. Nur das adulte Gewebe wird nicht vom
CAM-Gefalisystem vaskularisiert. Im Gegenteil, die mitgebrachten Gefal3e
degenerieren innerhalb weniger Tage. Zentral zeigt das implantierte Gewebe
Zeichen von Zelltod, wahrend die Zellen und Bindegewebe der CAM das Gewebe
invadieren, schlieBlich zersetzen und phagozytieren. Der Anwendung des CAM-
Modells als Testsystem zur Vaskularisierung von kinstlich hergestelltem Gewebe
stehen also spezielle Limitationen entgegen. Die angiogenetische Potenz der
Gewebekonstrukte hangt von dem Differenzierungsgrad und der Herkunft der

implantierten Gewebe stark ab.

1.3.2 Physiologie und Aufbau der CAM

Die CAM entwickelt sich am vierten Tag der Bebritung durch die Fusion von Chorion
und Allantois. Seitdem dient sie bis zum 21. Tag der Bebritung, dem Tag an dem
das Kuken schlipft, als Gasaustauschflache, &hnlich der Sdugerplazenta oder den
Lungen in der Postfetalzeit, ist aber auch fur den Kalziumtransport von der Schale in
den Embryo verantwortlich. Desweiteren ist die CAM ein Sammelbecken fir
stickstoffhaltige Endabbauprodukte, welche durch den Embryo produziert werden
(Bellairs and Osmond 2005).
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Abbildung 3: Die extraembryonalen Strukturen und Zirkulationen im
Huhnerembryo.

(Patten 1953)

Uber die Dotterarterie gelangt das Blut zum Eidotter und versorgt den Embryo Uber
die Dottervene mit Nahrstoffen. Die Nabelarterie transportiert die Stoffwechselabfalle
zur Allantois und die Nabelvene bringt oxygeniertes Blut zum Embryo zurtick. Die
flissigkeitsgefillte Amnionhdhle dient als Schutzkammer fir den Embryo.

Entstehung aus den drei Keimblattern

In den ersten Tagen der Bebrutung bildet sich das Chorion aus, welches fortwahrend
ab der ersten Inkubationswoche Kontakt zur Schalenhaut hat. Die Embryoanlage
wird von auflen durch das extraembryonale Ektoderm und die Somatopleura
umfasst. Diese wachsen um das Embryo herum, bis sie in der dorsalen Mittellinie
zusammenstolRen und unter Bildung der Amnionnaht verschmelzen. Diese
verschwindet rasch wieder, und die beiden Schichten der Amnionfalten bilden das
Amnion und Chorion. Ersteres umfasst den Keimling von innen, letzteres von aul3en.
Jede dieser Schichten besteht aus ektodermalem Epithel und Stitzgewebe, welches
das extraembryonale Zoélom auskleidet. In der Gegend des Nabels bildet sich nach
48 Stunden eine sackférmige Ausstilpung des Enddarmes, die Allantois. Diese sto(3t
in das vom Chorion umgebene extraembryonale Zoloém vor, bis es zwischen dem 4.
und 5. Bebriutungstag das Chorion erreicht. Als Derivat des embryonalen Darmes
besteht sie aus einem Epithel, das wie die Dottersackwand von mesodermalem
Stutzgewebe Uberzogen ist. Die CAM besteht demnach aus drei Schichten: dem
Ektoderm (Chorion), Mesoderm (verschmolzenes somatisches Mesoderm vom
Chorion und splanchnisches Mesoderm der Allantois) und dem Endoderm der
Allantois (Bellairs and Osmond 2005). Die CAM wird von einem dichten Netzwerk
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von Lymphgefal3en drainiert (Oh et al. 1997), und wie die S&ugerplazenta ist das
extraembryonale Gefal3system der CAM nicht innerviert (Kunzi-Rapp et al. 1999).
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Abbildung 4: Langsschnitt durch ein funf Tage altes Hihnerembryo

Aufbau und Fluss des Blutsystems
Im intakten Ei breiten sich die CAM und ihre GefaRe Uber die Oberflache des

Dottersackes aus und bedecken ihn am sechsten oder siebten Tag komplett (Fuchs
and Lindenbaum 1988). Das reichliche GefaRsystem, welches sich in der
Mesodermschicht entwickelt, wird durch die paarigen Allantoisarterien und einer
Allantoisvene versorgt (Bellairs and Osmond 2005). Vor der Ausbildung der CAM
heiRen diese GefaRe Nabelarterie und —vene und versorgen die Allantois. Sie
bringen Stoffwechselprodukte und CO, in die CAM. Die Nahrstoffversorgung
geschieht nicht Uber das Gefal3system der CAM, sondern Uber die Dotterarterie und
—vene aus dem Dottersack. Der Gefal3baum der CAM kann in zwei horizontale
Schichten geteilt werden. Die aul3erste Schicht besteht aus einem feinen kapillaren
Netzwerk, die tiefere enthalt die groReren Gefalie. Dazwischen liegen die pra- und
postkapillaren GefalRe, welche in schrager oder senkrechter Lage zum oberflachigen
kapillaren Netzwerk aufsteigen und fur die arterielle Versorgung sowie die vendse
Drainage desselben verantwortlich sind. Das kapillare Netzwerk ist die
oberflachenné&chste Schicht der extraembryonalen Gefal3e und erscheint in die CAM
eingebettet, wahrend die tiefer liegenden gréReren Gefal3e frei beweglich sind

(Fuchs and Lindenbaum 1988, eigene Beobachtung), siehe Abbildung 5.
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Abbildung 5: fotografiertes Wachsmodell der CAM

Ansicht von unten (Fuchs and Lindenbaum 1988)

Die &auflerste Schicht besteht aus einem feinen kapillaren Netzwerk, die tiefere
enthalt die groReren Gefalle. Dazwischen liegen die pra- und postkapillaren Gefalie,
welche in schrager oder senkrechter Lage zum oberflachigen kapillaren Netzwerk
aufsteigen und fir die arterielle Versorgung sowie die ventse Drainage desselben
verantwortlich sind.

Blutzellen wahrend der Inkubationszeit

Die Blutbildung findet zu unterschiedlichen Zeitpunkten an unterschiedlichen extra-
und intraembryonalen Orten statt: intraembryonal in verschiedenen Organen wie z.B.
der Milz und Bursa Fabricius und extraembryonal im Dottersack. Das Blutbild setzt
sich aus Erythrozyten, nicht-granulierten (Lymphozyten und Monozyten) sowie
granulierten Leukozyten (basophile, eosinophile und neutrophile) und Thrombozyten
zusammen. In Vogeln wie in Reptilien sind die roten Blutkdrperchen kernhaltig und
haben eine ovale Form. Die ersten entstehenden roten Blutzellen bilden eine
primitive Zelllinie, welche degeneriert und durch die definitive Zelllinie ersetzt wird. Ab
dem funften Tag der Bebritung dominiert die definitive Linie, am zwoélften Tag ist
hauptsachlich der 7-10,3 um lange und breite, runde und kernhaltige Proerythrozyt
vertreten (Engel 1895).

1.3.3 GefalBwachstum in der CAM

Die Entstehung des BlutgefaRsystems im bebriiteten Huhnerei beginnt durch
Vaskulogenese im Dottersack. Aus dem splanchnopleuralen Mesoderm entstehen
unter dem Einfluss mesoderminduzierender Faktoren der FGF-Familie Blutinseln aus
Hamangioblasten. Die Zellen im Zentrum der Blutinseln differenzieren zu

hamatopoetischen  Stammzellen, wahrend die peripheren Inselzellen zu
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endothelialen Vorlauferzellen, Angioblasten, werden. Die Differenzierung von
Angioblasten wird vor allem von Wachstumsfaktoren wie VEGF, dem VEGF-
Rezeptor-2 sowie FGF beeinflusst (Carmeliet et al. 1996, Ferrara 1996). Diese enge
raumliche Nachbarschaft sowie die Expression einer Anzahl von Antigenen, wie z.B.
den VEGF-Rezeptor KDR/flk-1, den Angiopoietinrezeptor tie-2 und CD34 weisen auf
die Existenz einer gemeinsamen Vorlauferzelle hin (Choi 1998, Hatzopoulos et al.
1998). Durch Wachstum und Fusion der Blutzellen, abhéngig vom Sauerstoffgehalt
der Gewebe, Scherkraften und angiogenetischen Faktoren, wird ein vaskularer
Plexus gebildet, der auch zur Bildung groRRerer Blutgefal3e fihrt. Gefallwachstum
durch Vaskulogenese findet an unterschiedlichen Orten auch intraembryonal statt.
Die Ausweitung und Verastelung des primitiven vaskularen Plexus geschieht durch
Angiogenese. Dabei sind zwei Mechanismen beschrieben: Angiogenese durch
Aussprossung und Angiogenese durch Intussusceptives mikrovaskulares Wachstum
(IMG). Es wurde gezeigt, dass die Angiogenese in der CAM in 3 Phasen ablauft: In
einer frlhen Phase von Tag funf bis sieben geschieht der Grof3teil des kapillaren
Wachstums durch Aussprossen. In einer Zwischenphase von Tag 8 bis 12 gewinnt
das IMG die Oberhand und an den Tagen 13 und 14 expandiert die CAM-Struktur

nur noch mit geringem Anstieg an Komplexitat.

Dieses erst seit relativ kurzer Zeit beschriebene GefaBwachstum durch IMG
geschieht in vier Phasen, deren Ergebnis die Zweiteilung einer tubuléaren Struktur ist.
In Phase | bilden opponierende Kapillarwande eine Kontaktzone. Diese wird in
Phase Il so reorganisiert, dass sich die Zellen aufteilen und eine Licke im Endothel
entsteht, die von intraluminal wie eine Saule wirkt. Diese Licke bzw. Saule wird in
Phase Il aufgefillt durch invadierende Zellen, die die extrazellulare Matrix ablegen.
Die letzte Phase besteht aus der Vergrél3erung dieser Licke. Durch gerichtete
Bildung dieser Saulen entlang eines Gefales wird dieses Gefald zweigeteilt. Die
anschlielfende Formierung sogenannter ,feeding vessels” gibt dem Geflecht eine
hierarchische Struktur (Djonov et al. 2003).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des IMG

(Djonov et al. 2003)

EC: Endothelzelle, Pr: Pericyt, BM: Basalmembran, Co: Kollagen.

A: Gefal3 aus Endothelzelle, Perizyten und angrenzenden Fibroblasten

B: Phase I. opponierende Kapillarwande bilden eine Kontaktzone

C: Phase Il: Reorganisation, so dass sich die Zellen aufteilen und eine Licke im
Endothel entsteht, die von intraluminal wie eine Saule wirkt.

D: Phase IlI: Auffullung durch invadierende Zellen, die extrazellulare Matrix ablegen.
Die letzte Phase besteht aus der VergroR3erung dieser Licke.

IMG ist fur Organe, die ein mdoglichst schnelles GefalRwachstum verlangen, von
besonderer Bedeutung. Im Gegensatz zur Aussprossung ist es energetisch und
metabolisch viel 6konomischer. Eine exzessive Endothelzellproliferation ist nicht
erforderlich, denn die VergréRerung des Netzwerkes geschieht hauptsachlich durch
Verdinnung des Endothels. Die Basalmembran muss nicht zersetzt werden, um
danach wieder aufgebaut zu werden. Durch IMG nimmt die Flache der CAM rasant
zu, von 6 cm? an Tag 6 auf 65 cm? an Tag 14 (Djonov et al. 2000). Der
Proliferationsindex der Endothelzellen, gemessen durch Thymidin-Markierung, liegt
bei 23% bis Tag 10. Am elften Tag, wahrend das IMG dominiert, fallt er ab auf 2%
(Ribatti et al. 2006).

Die Testung von angiogenetischen und antiangiogenetischen Faktoren wurde durch

die stetige Entwicklung des CAM-Modells und der Erforschung der CAM verbessert.

Der Zeitrahmen der Testung spielt eine grol3e Rolle: Zwischen Bebritungstag 5-12

kann die Beschleunigung oder Verlangsamung der konstanten embryonalen

Angiogenese beobachtet werden. Die sogenannte de novo Angiogenese, also die

Initialisierung  einer angiogenetischen Reaktion in einem Gewebe ohne
22



physiologisches GefalRwachstum, hingegen erst ab Bebritungstag zwolf. Die
Angiogenese durch Aussprossung wird durch eine Reihe von Faktoren reguliert wie
Angiopoetine, Plattchenfaktor (PDGF), FGF und VEGF. Letzterer sowie eine Reihe
anderer Faktoren wird durch den Transkriptionsfaktor ,Hypoxia-induced-factor®
induziert, der je nach Sauerstoffgehalt des Gewebes seine Aktivitat einstellt. Die
Angiogenese durch Aussprossung ist mafdgeblich durch Sauerstoffkonzentrationen
und metabolische Anspriiche gesteuert. Fir die Regulation des IMG werden
mechanische Reize in der Literatur als ausschlaggebend beschrieben. So wird durch
die Abklemmung eines grol3en CAM-Gefal3es kurz nach einer Aufgabelung IMG in
Regionen um das Geschwistergefal3 initiiert und innerhalb von Minuten entstehen die
ersten Saulen. Die Scherkraft ist abhédngig vom Gefalldurchmesser. Wenn sich eine
Saule in der Mitte eines GefalRlumens ausbildet, kann diese Scherkraft enorm
gesenkt werden, was Konsequenzen fir den Blutfluss der nachgeschalteten
GefalRsegmente hat. Diese mechanische Spannung wird von Endothelzellen mittels
Molektlen wie PECAM/CD31 erkannt, und die folgende Mechanotransduktion fihrt
zur Transkription verschiedener Faktoren wie endothelialen Stickstoffmonoxids,
Adhasionsmolekilen oder angiogenetischen Faktoren, welche die Annaherung
zweier entgegengelegener Kapillarwande induzieren konnen. Erst durch die
Mechanotransduktion wird ein ahnliches Faktorenspektrum aktiviert, welches auch
die Aussprossung reguliert. IMG scheint jedoch mafgeblich durch hamodynamische

Parameter reguliert zu sein (Djonov et al. 2000).

1.4 Thymosin B,

Entdeckt wurde Thymosin B4 (im Folgenden mit Tbh4 abgekirzt) als ein Bestandteil
der ,Fraktion 5“ des Proteinextraktes vom Kalberthymus. Aufgrund dieser Herkunft
wurden alle Proteine der ,Fraktion 5“ Thymosine genannt. Sie galten als
Immunantwort-modulierende Thymushormone, hierunter das 43 Aminoséuren lange
Polypeptid Th4. Einige der Polypeptide aus dem Thymusproteinextrakt wurden auf
ihre biologische Aktivitat untersucht, worauf sich herausstellte, dass es sich nicht um
spezielle Thymushormone handelte, sondern sich eine biologische Funktionsvielfalt
dahinter verbirgt.

Tb4 hat eine hochkonservierte Struktur, befindet sich in hohen Konzentrationen (bis

zu 0,4 mM) in vielen Geweben und Blutzellen und macht bis zu 1% der gesamten

23



Proteinbiosynthese aus (Hannappel and Leibold 1985). Diese Eigenschaften wiesen
auf eine allgemeinere Funktion als ein intrazellulares Strukturelement hin. Inzwischen
ist Th4 als ein G-Aktin bindendes Protein bekannt, welches die Aktinpolymerisation
mit reguliert, indem es monomeres Aktin bindet und dem Pool des polymerisierbaren
Aktins entzieht. Die Aktin-Dynamik h&ngt maf3geblich von der Verfiigbarkeit von
Aktinmonomeren und deren Polymerisationsstellen ab, beide bindet Th4 und halt sie
somit bereit. Als solches spielt es bei Migrationsprozessen (Endothelzellen) sowie
der Leukozytendiapedese eine wichtige Rolle. Im Zellkern kommen Aktin-ahnliche
Proteine (Actin related proteins - Arps) sowie Aktin-bindende Proteine vor, u.a. Th4
(Huff et al. 2004). Das zahlreiche Vorkommen dieser Zytoskelettproteine im Nukleus
impliziert deren Rolle bei der Kernstrukturierung, sowie der DNA-Replikation und
Transkription (Olave et al. 2002). Uber die regulierten sowie die regulierenden
Faktoren von Tbh4 ist bislang nicht viel bekannt. Jedoch sollen Proteasen, Laminin-5
sowie zahlreiche inflammatorische Zytokine und Chemokine von Tb4 reguliert
werden. Glukokortikoide stimulieren Monozyten dazu, die oxidierte Form von Tbh4
(Tb4 Sulfoxid) zu produzieren, welches in vitro die Neutrophilenchemotaxis hemmt

und in vivo anti-inflammatorisch wirkt (siehe unten; (Young et al. 1999).

Neben diesen bemerkenswerten intrazellularen Funktionen von Tb4 scheint das
kleine, 5 kDa schwere, saure Protein auch extrazellular an mehreren Schauplatzen
involviert zu sein. Die gute Wasserloslichkeit fuhrt dazu, dass es schnell im
Blutvolumen verteilt wird, sobald es aus Zellen austritt. In hohen Konzentrationen
kommt es in Thrombozyten vor, die dieses bei Aktivierung abgeben. Im
Gerinnungsgeschehen werden  Fibrinmonomere durch den Faktor Xllla
(Transglutaminase) unter Mithilfe von Th4 zu Fibrin-Polymeren zusammengelagert.
Vielfach wurde die anti-inflammatorische Wirkung von Tbh4 in Studien beobachtet
(Goldstein et al. 2005). Die lokale Anwendung des Proteins an Entziindungsherden,
wie beispielsweise einem septischem Schock oder Hornhautverletzungen, senkt die
Zahl der Entzindungszellen und inflammatorischen Chemo- und Zytokine
(Badamchian et al. 2001, Sosne et al. 2001). In chronischen Wunden kommt beim
Menschen Tb4 in einer Konzentration von 13 pg/ml im Wundwasser vor. Die
Erklarung, dass das Protein aus lysierten Zellen, Thrombozyten und Leukozyten
angeschwemmt wird, ist naheliegend. Vor Ort beschleunigt Tb4 die Wundheilung:

Vermehrte Angiogenese, Migration von Keratinozyten, vermehrte Matrix-
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Metalloproteasen-Produktion, Kollagendeposition und Wundkontraktion wurden von
Malinda et al. (1999) im ,verwundete-Ratte-Modell“ beobachtet. Auch in Hypoxie-
bedingten Gewebeschaden wie Schlaganfall oder Herzinfarkt kann Tb4 eine
verbesserte und schnellere Heilung herbeifihren, indem es die Kardiomyozyten vor
Zelltod schitzt und die Narbenbildung vermindert. Als Mechanismen wurde daflr von
Bock-Marquette et al. (2004) die Hochregulation eines Signalweges postuliert, des
Particularly Interesting New Cys-His protein (PINCH)-Integrin-linked kinase (ILK)-Akt
(Protein Kinase B)-Weges. Dabei formt Th4 einen Komplex mit PINCH und ILK, was
zur Aktivierung von Akt fihrt, die als ,Uberlebenskinase“ gilt. Ein anderer
kardioprotektiver Wirkmechanismus wurde von Smart et al. (2007a) beschrieben, der
die von Tb4 parakrin vermittelte Stimulation epikardialer Zellen zur Migration und
Differenzierung zu Endothel- und glatten Muskelzellen umfasst. Dabei bilden diese
ein KoronargefaRnetz, welches das Uberleben der Herzmuskelzellen verbessert.
Bisher ist kein Tb4-Rezeptor an der Zelloberflache bekannt. Diese Mechanismen
sowie zahlreiche andere sprechen fur ein noch weiter gefachertes Funktionsgebiet
des Thymosins, unter anderem als Transkriptionsfaktor. Zusammenfassend kann
Th4 als ein Protein von physiologisch grof3er Bedeutung und vielversprechenden
Einsatzmoglichkeiten in der Therapie von chronischen Wunden,

Hornhautverletzungen und Ischamie-bedingten Gewebeschaden gelten.

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

EHTs konnen als Gewebeersatz zu Implantationszwecken eingesetzt werden
(Zimmermann et al. 2006). Eines der grof3ten Hindernisse dieser Anwendung ist der
Bedarf eines perfundierten Gefal3netzes in dem Implantat (Eschenhagen and
Zimmermann 2005). An der L6sung dieses Problems setzt die vorliegende Arbeit an.
Einerseits wurden in nativen EHTs mittels CD31 Immunfloureszenzfarbungen
Endothelzellstrange gefunden, die sich zu einem Netz arrangiert haben. Andererseits
enthalten EHT-Praparate, die auf Rattenherzen implantiert waren, perfundierte
GefalRe (Zimmermann et al. 2006). Dies fuhrt zu der Frage, ob die einwachsenden
GefalRe Anschluss an diese préaexistierenden Endothelzellstrdnge im EHT finden
oder ein unabhangiges Netz bilden.

Da die CAM als ein offenes in vivo Angiogenese-Modell die direkte Beobachtung des

Gefallwachstums ermoglicht, war das Ziel dieser Arbeit, EHTs auf die CAM zu
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implantieren. Die Offenheit dieses Systems stellt aus diesem Grund einen Vorteil
gegenuber inneren Transplantationen dar. AnschlieBende  Struktur- und
Genexpressionsanalysen des EHTs geben Aufschluss Uber GefalReinsprossungen
von der CAM in das EHT sowie das Expressionsniveau von Angiogenese-bezogenen
Faktoren. Die Beobachtung der EHT-Entwicklung auf der Gefal3haut sollte mit einer

Zeitraffer-Videoaufnahme aufgenommen werden.

Die oben genannten kardioprotektiven und Angiogenese-férdernden Effekte von Th4
suggerierten die Testung von Tb4-vermittelten Effekten auf die Kontraktionskraft und
Struktur von EHTs sowie die Entwicklung von Tb4-behandelten EHTs auf der CAM.

Die Aufgabenstellung dieser Arbeit lasst sich wie folgt zusammenfassen:

1. Untersuchung des préaexistierenden Gefal3netzes in EHTs

2. Vergleich von Kollagen und Fibrin als extrazellulare Matrices auf die EHT-
Struktur, Kontraktionskraft und Genexpression

3. Untersuchung des Effektes von Th4 auf die EHT-Struktur, Kontraktionskraft
und Genexpression

4. Etablierung des CAM Assays

5. Strukturelle Charakterisierung der CAM

6. Positivtestung der Induzierbarkeit von gerichtetem Gefallwachstum in der
CAM

7. Entwicklung eines Modells zur EHT-Kultivierung auf der CAM

8. Morphologische Analyse von EHTs nach Kultivierung auf der CAM mittels
Paraffin-Histologie und Immunfloureszenzfarbungen

9. Expressionsanalysen von angiogenetischen Faktoren, kardialen Markern und

Endothelzellmarkern in den EHTs vor und nach Inkubation auf der CAM
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2 Material und Methoden

2.1 Tierhaltung

Mannliche und weibliche Wistar-Ratten aus Eigenzucht des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf wurden bei handelsiblichem Labortierfutter (Ssniff®) und
Leitungswasser gehalten. Fur die Versuchsdurchfihrung wurden neugeborene (1.-3.
Tag nach Geburt) Tiere verwendet. Die Organentnahmen wurden durch die Behoérde
fur Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz der Freien und Hansestadt

Hamburg genehmigt (Org #238).

2.2  Zellpraparation

2.2.1 Organentnahme

Die Tiere wurden dekapitiert und sternotomiert. Nach Spreizung der Thoraxwand
wurde das Herz mit dem Gefal3stiel komplett entnommen und umgehend in eine
Schale mit sterilem, eisgekihltem kalzium- und bikarbonatfreiem Hanks Puffer mit [2-
Hydroxyethyl]piperazin-N-[2-ethansulfonsaure], kurz HEPES (CBFHH) tberfuhrt.

2.2.2 Enzymatischer Gewebeaufschluss

Nach der Entnahme der Herzen erfolgten die Zellpraparation, Herstellung der EHTs
und die anschlieBende Zellkultur unter sterilen Bedingungen. Alle fir den Verdau
verwendeten Lésungen wurden vor jeder Praparation frisch angesetzt, steril filtriert
oder autoklaviert. Das Praparationsbesteck (Scheren, Pinzetten) wurde vor jeder

Praparation autoklaviert.

Nach Sé&uberung der Herzen und Abtrennung des Geféalistiels sowie der Vorhofe
wurden die Herzen in der Mitte zweigeteilt und in eine neue Kulturschale mit steriler,
eisgekuhlter CBFHH-LOsung transferiert. Nach dreimaligem Spulen mit je 10 ml
CBFHH wurden die Herzen in einem Gesamtvolumen von ca. 2 ml CBFHH mit einer
gebogenen chirurgischen Praparationsschere bis auf eine Grél3e von kleiner als
1 mm?® zerkleinert. Mit einer mit CBFHH benetzten, weitlumigen Pipette erfolgte die
Uberfuhrung der zerkleinerten Gewebsstiicke in ein 50 ml SammelgefaR. Nach
weiterem dreimaligem Spulen mit je 10 ml CBFHH und Verwerfen des jeweiligen

Uberstandes wurde anschlieRend der enzymatische Gewebeaufschluss mit
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Trypsin/DNase nach einer modifizierten Methode von Webster et al. (1993)
durchgefuhrt.

Der Beginn des Verdaus erfolgte durch Zugabe von 7 ml (bei etwa 30 Herzen)
Trypsin-Arbeitslosung fur 10 Minuten. Die Inkubation der Gewebestiicke mit der
Trypsin-Arbeitslosung erfolgte jeweils bei Raumtemperatur unter kontinuierlichem
Schwenken auf einer Kippwippe (Neigungswinkel 15°, 60 Kippbewegungen/min).
Nach der Sedimentation der Gewebestiicke wurde der tribe Uberstand verworfen.
Die Gewebestiicke wurden in 7 ml Trypsin-Arbeitslosung resuspendiert und bis zur
Tribung der Suspension, jedoch maximal 90 Sekunden, inkubiert und sedimentiert.
Danach wurde der Uberstand erstmalig in ein steriles 50 ml SammelgefaR, das 5 ml
aktives fetales Kalberserum (FKS) zur Inaktivierung des Trypsins enthielt, Gberfuhrt
und auf Eis gelagert. Nach den ersten Verdauschritten kann das Abpipettieren von
Uberstand jedoch schwer sein, ohne dabei Gewebestiicke mitzunehmen. Durch die
systematische Anwendung von DNase wurde die Viskositat der Losung vermindert
und ein komplettes Abpipettieren des Uberstandes mdglich. Dazu wurden die
Gewebesticke mit 6 ml DNase-Arbeitslosung inkubiert und trituriert (25-30x;
weitlumige Pipette). Der Uberstand wurde anschlieRend ebenfalls in das
Sammelgefal3 Uberfuhrt. Dieser Wechsel von Protein/DNA-Verdau und reinem DNA-
Verdau wurde unter langsamer Reduktion der Arbeitsldsungsvolumina durchgefihrt.
Dabei wurde bei jedem Wechsel des Sammelgeféal3es die Arbeitslésungsmenge um
0,5 ml reduziert, bis die Mindestmenge von 6 ml (Trypsin-Arbeitslésung) bzw. 5 ml
(DNase-Arbeitslosung) erreicht wurde. Die Dauer der weiteren Inkubationen mit
Trypsin-Arbeitslosung richtete sich nach der Trilbung des Uberstandes. Die Trilbung
des Uberstandes trat abhangig von der jeweiligen Trypsin-Charge nach
unterschiedlich langer Inkubationszeit ein. Da dies ein kritischer Punkt ist und eine zu
starke Trubung auf einen Uberverdau hindeutet, sollte genau auf Trilbung geachtet
werden. In den ersten 15-20 Inkubationsschritten trat die Tribung nach wenigen
Sekunden ein, spater erst nach wenigen Minuten. Der Verdau wurde durchgefihrt,
bis die Gewebestliicke nahezu vollstandig aufgeldst waren. Der komplette Verdau
dauerte im Mittel vier Stunden. Sobald ein Sammelgefald vollstandig gefullt war,
wurde es unmittelbar in einer Zentrifuge mit Schwenkbecherrotor zentrifugiert (60 g,

15 min, 4°C). Der klare Uberstand wurde verworfen. Die pelletierten Zellen wurden in
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den Sammelgefallen in jeweils 2 ml Nicht-Kardiomyozyten-Medium (NKM)
aufgenommen, resuspendiert und auf Eis gelagert.

Sobald alle SammelgefalRe gefillt, zentrifugiert und die pelletierten Zellen in NKM
resuspendiert waren, wurden die Zellsuspensionen in einem sterilen 50 ml
Sammelgefal} gepoolt. Zusatzlich wurden die leeren Sammelgefalle mit 2 ml NKM
gespult und auch diese Volumina zusammen mit der Zellsuspension gepoolt. Das
Sammelvolumen wurde schlieRlich mit DNase-Stammldsung versetzt (0,8% des
Gesamtvolumens) und 25-30x mit einer weitlumigen Pipette trituriert. Die Wirkung
der DNase entfaltet sich besser, wenn man das Sammeltube fur 2 min bei 37°C in
einem Warmeschrank inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (60 g, 15 min, 4°C) des
SammelgefalRes und nach Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in 5 ml

NKM aufgenommen und resuspendiert.

Die Zellsuspension wurde dann durch ein mit NKM vorgesplltes Zellsieb
(MaschengroRe 100 um) filtriert und das Sammelgefal sowie das Zellsieb mit jeweils
2 ml NKM gespult. Nach einer 1:20 Verdunnung der Zellen und F&rbung mit
Trypanblau (150 ul Trypanblau, 800 pl NKM, 50 ul Zellsuspension) wurde die Anzahl
der vitalen, ungefarbten Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellen

wurden dann direkt fur die Herstellung von EHTs verwendet.

2.3 Herstellung und Optimierung von rekonstituiertem Herzgewebe
(Engineered Heart Tissue; EHT) von neonatalen Rattenherzen

2.3.1 Herstellung und Gehaltsbestimmung von Kollagen Typ |

Sechs Schwénze ausgewachsener Wistar-Ratten wurden von den Kadavern
abgetrennt und bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Vor der
Kollagenpraparation wurden die Rattenschwénze aufgetaut und mit Ethanol (70%)
desinfiziert. Die Durchfiihrung der gesamten Pr&paration erfolgte unter sterilen
Bedingungen. Nach Inzision in der Langsachse des Schwanzes wurde die Haut mit
Hilfe einer chirurgischen Pinzette entfernt. Danach konnten die bindegewebigen,
Kollagen-Typ-I-Fasern enthaltenden Sehnen, die den Wirbelknochen aufliegen, an
der Schwanzbasis beginnend mit einer Pinzette abgezogen werden. Die
Sehnenfaden wurden in einer Schale mit Phosphate Buffered Saline (PBS)

gesammelt. Nach Uberfihrung und gleichmaRiger Verteilung der Kollagen-haltigen
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Sehnenfaden in 500 ml Glasgefal3e erfolgte die Zugabe von jeweils 300 ml
Essigsaure (0,1% in Aqua ad iniectabilia). Unter kontinuierlichem Rihren bei 4°C
Uber mehrere Tage wurden die Sehnenfaden fast vollstandig aufgelost und
anschlieBend in Zentrifugengefal3e Uberfihrt. Nach Zentrifugation (20.000 g, 2 h,
4°C) zur Abtrennung von nicht gelésten Geweberesten wurde der Kollagen-haltige
Uberstand gesammelt. Durch die langsame Zugabe einer eisgekiihlten NaCl-Lésung
(25%) wurde die Salzkonzentration in der Suspension unter stdndigem Ruhren auf
4% angehoben und damit das Kollagen ausgefallt. Nach Inkubation bei 4°C Uber
Nacht wurde die Suspension erneut zentrifugiert (20.000 g, 30 min, 4°C). Die
Uberstande wurden anschlieRend verworfen und die Pellets in jeweils 250 ml kalter
Essigsaure (0,1%) aufgenommen. Die Lésung der Pellets erfolgte durch Rihren tber
Nacht bei 4°C. Durch zweimalige Dialyse gegen Essigsaure (0,1%) wurde der NaCl-
Gehalt in der Kollagensuspension reduziert. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte durch Losen des Kollagens in 0,003% SDS bei 95°C
und anschlielBender photometrischer Bestimmung nach der Methode von Bradford
(1976).

2.3.2 Herstellung von Hihnerembryonenextrakt

120 angebritete Eier (7.-9. Bruttag, Versuchstierhaltung Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf) wurden mit 70% Ethanol desinfiziert. Die Schalen wurden am
stumpfen Pol vorsichtig mit einer Schere gedffnet und die Embryonen mit einer
sterilen Pinzette entnommen. Nach Dekapitation wurden Kopfe und Kérper in einer
500 ml Flaschen mit 300 ml eisgekihltem CBFHH + 4% Penicillin/Streptomycin
gesammelt. Dies wurde auf 600 ml mit CBFHH aufgefillt und homogenisiert
(Polytron® Homogenisator; 6 x 15 sec bei Stufe 11). Nach Verteilung der Embryonen
auf insgesamt 4 konische Reaktionsgefafl3e (150 ml) wurden diese zentrifugiert (60 g,
15 min, 4°C). Nach Abnehmen und Sammeln der Uberstande wurden die Pellets
gepoolt, mit CBFHH auf 300 ml aufgefullt und erneut homogenisiert (6 x 15 sec bei
Stufe 11, 3 x 5 sec bei Stufe 20). Nach erneuter Zentrifugation (60 g, 15 min, 4°C)
und Poolen aller Uberstande wurde der Hiihnerembryonenextrakt in Aliquots a 14 ml
bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Eine Praparation mit 120
angebriteten Eiern ergab durchschnittlich 500-600 ml Hihnerembryonenextrakt.
Zum Ausschluss von mikrobieller Kontamination wurde eine Probe vom Institut fir

Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene des UKE untersucht.
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2.3.3 Herstellung der Gussformen

Glaskulturschalen (@ 6 cm) wurden mit Aceton gereinigt und entfettet.
Silikonschlauche (@ 3,5 mm) wurden mit Silikonkleber gefullt und auf eine Lange von
ca. 2 cm zugeschnitten. Je zwei dieser Silikondochte wurden auf den Boden der
Glaskulturschalen geklebt. Nach dem Aushéarten wurde die Hohe der Silikondochte
auf etwa 80% der Schalenhdhe gekurzt. AnschlieRend wurden Teflonscheiben (& 16
mm, Hohe 5 mm) mit einem zentralen Loch (& 3,5 mm) mit Silikonfett eingerieben
und als Platzhalter Uber die Dochte gestllpt. Die Glaskulturschalen wurden
anschlie3end bis zu ca. 1/3 ihrer Hohe mit Silikon ausgegossen. Nach Aushérten des
Silikons (Dauer ca. 2 Wochen) wurden die Teflonscheiben vorsichtig entfernt und die
Gussformen intensiv ausgekocht. Vor der Verwendung als Gussform wurden hohle
Teflonzylinder (Aul3endurchmesser 8 mm, Innendurchmesser 3,5 mm, HOhe 1,7 cm)
auf die Silikondochte gesteckt, so dass 2 ringférmige Mulden (AufRendurchmesser
16 mm, Innendurchmesser 8 mm) mit einem Fassungsvermdgen von je ~750 pl
entstanden. Gussformen und Teflonzylinder wurden vor Gebrauch ausgekocht,
zusammengesteckt autoklaviert und bis zu ihrer weiteren Verwendung steril gelagert.

Abbildung 7 zeigt die schematische Darstellung einer Kulturschale.

Silikondocht

Teflonzylinder

Abbildung 7: Schemazeichnung und Zusammensetzung einer Gussform
Skalierungsbalken 10 mm

2.3.4 Herstellung von EHTs
2.34.1 EHTs mit Kollagen-Hydrogelmatrix
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Zur Herstellung der EHTs wurde zunachst die Zellsuspension aus dem
enzymatischen Gewebeaufschluss auf die bendtigte Zellkonzentration eingestellt,
indem entweder ein definiertes Volumen NKM zugegeben, oder nach erneuter
Zentrifugation (60 g, 15 min, 4°C) Uberstand abgenommen wurde. Bis zur weiteren
Verwendung wurde die Zellsuspension auf Eis gelagert. Alle zur Herstellung der
EHTs notwendigen Pipettierschritte wurden auf Eis mit vorgekihlten
ReaktionsgefalRen, Pipetten, Substanzen und Lésungen durchgefiihrt, um eine
vorzeitige Aushartung des eingesetzten Kollagen/Matrigel-Gemisch zu verhindern.
Die Zugabe der Bestandteile erfolgte immer in der gleichen Reihenfolge. Die
gewinschte Menge Kollagen Typ | wurde vorgelegt und volumengleich mit zweifach
konzentriertem, mit Serum supplementierten DMEM (2x EHT-Medium) vermischt.
Der zu diesem Zeitpunkt saure pH-Wert des Gemisches wurde mit NaOH (0,1 mol/l,
170 pl pro 780 plKollagen) neutralisiert. Die Zugabe von Matrigel erfolgte
anschlieend, vor der Vermengung mit der volumenangepassten Zellsuspension.
Nach behutsamer Vermengung des Kollagen-Zell-Gemisches, wurde je 900 ul zugig
in die autoklavierten Gussformen pipettiert. Durch das geringere Fassungsvolumen
der Gussformen (ca. 750 pl) ergab sich ein UberschufR von 150 pl, der sich durch die
Oberflachenspannung leicht konvex aufwdlbte. Anschlieend wurden die
Kulturschalen far 1 h bei 37°C und 5% CO, Atmosphéare inkubiert, um eine leichte
Aushartung des Kollagen-Zell-Gemisches zu erreichen. Nachfolgend wurde jede
Kulturschale mit je 2 EHTs vorsichtig mit 6 ml EHT Medium tberschichtet (siehe Abb.
8).

Abbildung 8: Giel3prozess an Tag null und Fotografie einer Gussform mit
Kollagen-EHTs am sechsten Kulturtag

Kollagen (4,2 mg/ml) 84/ - 0,8 mg/EH |
2x EHT Medium 1031 ul
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NaOH (0,1 mol/l) 184 l
Extrazellulare Matrix 400 pl -2 10%
Zellsuspension (6,50 * 10° Zellen/ml) 1538 > 2,5*10° Zellen/EHT

Das eingesetzte Volumen des Kollagens wurde dem Gehalt der jeweiligen Charge so
angepasst, dass 0,8 mg pro EHT eingesetzt wurden. Das Volumen des Mediums und
die NaOH-Mengen wurden dementsprechend angepasst. Die
Zellkonzentration wurde so eingestellt, dass 900 pl der EHT-Mischung 2,5 * 10°
Zellen enthielten. Aufgrund der Viskositat der Mischung musste ein Pipettierverlust
von 100 pl pro EHT einkalkuliert werden. Deshalb wurden mit einem Ansatz von 4 ml

4 EHTs mit einem Volumen von jeweils 900 pl hergestellt.

2.3.4.2 EHTs mit Fibrin-Hydrogel

Die Herstellung der Fibrin-EHTs wurde ahnlich durchgefiihrt wie die der Kollagen-
haltigen EHTs. Die Ansatze unterschieden sich in folgenden Punkten: i) fir Fibrin-
EHTs wurde die 1,5x Menge an Zellen eingesetzt, also 3,7*10° Zellen pro EHT.
li) Anstelle von Kollagen war Fibrin der Hauptmatrixbestandteil. Dieses wurde in
Form von Fibrinogen hinzugegeben und durch Thrombin gespalten. iii) Dadurch
entfiel der Neutralisierungsschritt mit NaOH. iv) Die im Gegensatz zum Kollagen
geringere Menge Fibrinogen und Thrombin wird mit NKM ersetzt. v) Die
Pipettierreihenfolge wurde den Zusatzen entsprechend angepasst. Zunachst wurde
die Zellkonzentration durch Zugabe von NKM oder durch Zentrifugation (60g, 15 min,
4°C) eingestellt und mit zweifach konzentriertem, mit Serum supplementierten
DMEM (2x EHT-Medium) und Matrigel versetzt. Mit Aprotinin versetztes Fibrinogen
(200 mg/ml Fibrinogen + 20 pg Aprotinin) wurde hinzugefiigt und durch Kippen des
Reaktionsgefald mit der Zellsuspension vermischt, bis die Flissigkeit homogen war.
Dabei lie3 sich die richtige Menge Fibrinogen am besten pipettieren, wenn die
Substanz handwarm und wenig viskés war. Thrombin wurde zuletzt hinzugeftigt, um
vorzeitiges Gerinnen des Ansatzes zu verhindern. Nach wiederholtem Triturieren des
Fibrinogen-Thrombin-Zell-Gemisches wurde je 900 ul zigig in die autoklavierten
Gussformen pipettiert. Schnelles Arbeiten war wichtig, damit die Spaltung von
Fibrinogen zu Fibrin nicht vor dem Giel3en geschieht. Die Kulturschalen wurden
genau wie die Kollagen-EHTs flr 1 h bei 37°C und 5% CO, Atmosphare inkubiert und
anschlielend mit 6 ml EHT-Medium Uberschichtet, welches 200 pug Aprotinin enthielt.
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Dieses verhindert eine Spaltung des Fibrins durch im EHT-Medium vorkommendes

Plasmin.

Standard-Pipettierschema zur Herstellung von vier Fibrin-EHTs

Zellsuspension (6,50 * 10° Zellen/ml) 2277 pl > 3,7 * 10° Zellen/EHT
Nicht-Kardiomyozyten-Medium (NKM) 791 ul

2x EHT Medium 224 ul

Extrazellulare Matrix 400 pl 2> 10%

Fibrinogen (200mg/ml+20ug Aprotinin) 102 pl - 51 mg/EHT
Thrombin (100U/ml) 120 pl - 3 U/EHT

Aufgrund der Viskositat der Mischung musste ebenfalls ein Pipettierverlust von 100
pl pro EHT einkalkuliert werden. Deshalb wurden mit einem Ansatz von 4 ml 4 EHTs
mit einem Volumen von jeweils 900 pl hergestelit.

2.3.5 Kultivierung der EHTs

Die Kultivierung der EHTSs erfolgte unter sterilen Bedingungen bei 37°C und 5% CO.
im Zellkulturschrank. Das Kulturmedium wurde am ersten, dritten und flnften Tag
nach der Herstellung nach mikroskopischer Kontrolle der Kardiomyozyten
gewechselt, wobei die Kollagen-EHTs EHT-Medium und die Fibrin-EHTs Aprotinin-
haltiges EHT-Medium bekamen. Am dritten bis vierten Tag nach der Herstellung
begannen die EHTs koh&rent zu schlagen. Da Dehnung die Differenzierung und
Kontraktilitat der EHTs verbessert (Fink et al. 2000), wurden die EHTs aN Tag sieben
in eine mit einem Elektromotor betriebene Dehnapparatur transferiert (siehe Abb. 9).
Die Ruhelage im Dehnapparat entsprach 90% der Gesamtlange der EHTs, die
Dehnung erfolgte phasisch um weitere 10% mit einer Frequenz von 1 Hz an Tag
siebenund mit einer Frequenz von 2 Hz ab Tag 8. Nach Transferierung in die
Dehnapparatur erfolgte der Wechsel des Kulturmediums jeden zweiten Tag. Die

Gesamtkulturdauer betrug 12 Tage.
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Abbildung 9: Kollagen-EHTs
A: EHTs nach Abnehmen von den Teflonzylindern am Tag 7 B: EHTs nach dem
Transfer auf die Dehnapparatur (Tag 8)

2.3.6 Behandlung der Fibrin-EHTs mit Tbh4

Zur Testung des Effektes von Th4 auf EHTs wurde das Peptid in einer Konzentration
von 100 ng/ml (Bock-Marquette et al. 2004, Smart et al. 2007a) zum EHT-Medium
hinzugefugt.

2.3.7 Qualitatsprifung mittels isometrische Kontraktionskraftmessung

An Kulturtag 12 wurden die Kontraktionsparameter der EHTs in modifizierter Tyrode-
Lésung in temperierten (37°C) Standardorganbadern (siehe Abb. 10) unter
isometrischen Bedingungen ermittelt. Die Aufhangung der EHTs erfolgte zwischen
einem induktiven Kraftaufnehmer und einer statischen Halterung in Organbadern mit
Tyrode-Losung bei Lo, (ohne Vordehnung, entsprechend der Léange des
Abstandshalters wahrend der Kultur). Der Kalziumgehalt der Tyrode wurde durch
Zugabe von Calciumchlorid-Stamm auf 1,0 mmol/l angepasst. Nach dem Aufhangen
wurden die EHTs fur 30 min ohne elektrische Stimulation aquilibriert. Im Folgenden
wurden die Kontraktionsexperimente unter elektrischer Stimulation (Pulsfrequenz 2
Hz, Pulsdauer 5 ms, Pulsintensitat 120-160 mA, 20% ulber der Reizschwelle) bei
37°C und kontinuierlicher Begasung mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) zur pH-
Einstellung (pH 7,4) durchgefihrt. Nach dem Einschalten der elektrischen
Stimulation wurde die Vordehnung in Schritten von 0,2 mm von Lo auf Lpax
gesteigert, um den Frank-Starling-Mechanismus auszulésen. AnschlieBend wurde

die Tyrode-Losung abgelassen und das Kalzium durch zweimaligen Wechsel der
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Tyrode-Losung mit 0,2 mmol/l Kalzium ausgewaschen. Nach dem Erreichen eines
Steady-State (nach ~2 x 15 min) wurden kumulative Konzentrations-Wirkungs-
Kurven fur Kalzium (0,2-2,4 mmol/l) ermittelt. Je nach weiterer Verarbeitung wurde
entweder die Kalziumkonzentration zur Implantation auf die CAM auf einen
physiologischen Wert eingestellt oder das EHT fur histologische Analysen in
Formalin (Histofix) (Kap. 2.5) bzw. fur RNA-Extraktion in Lysis-Puffer (Kap. 2.6.1)
aufgenommen. Die Einstellung der Kalzium-Konzentration wurde durch zweimaligen
Wechsel der Tyrode-Losung und anschlieBender Einstellung auf 2,0 mmol/l

ausgefihrt.

- Kraftaufnehmer Begasung

e

PC/

owov | |

-EHT ——
~_ Reizelekirode —
_— EHT-Halter —

Wassermantel (37 °C)

Abbildung 10: Isometrisches Kontraktionsexperiment
EHTs wurden zwischen einem Haltedraht und einem induktiven Kraftaufnehmer
gespannt und elektrisch stimuliert. MaR3stabsbalken: 1 cm

Die Erfassung der Kontraktionsdaten erfolgte mittels eines PC-gestitzten
Biomonitoring-Systems  (BMON, Ingeneurbiro G. Jackel, Hanau). Die
Messverstéarker wurden vor jedem Versuch mit einem Gewicht von 100 mg kalibriert.
Die Messsoftware ermittelt die minimale Kraft (Grundspannung) und die maximale
Kraft jeweils als Mittel von vier Einzelkontraktionen. Die Kontraktionskraft wurde aus

der Differenz von maximaler und minimaler Kraft bestimmt.

2.4  Chorioallantoismembran-Assay

2.4.1 Praparation der Chorioallantoismembran

Die Praparation des CAM-Assays erfolgte modifiziert nach Ribatti et al. (2006) und
Auerbach et al. (1974).
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Vier Tage lang wurden befruchtete Eier des Leghorn Huhns (Versuchstierhaltung
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) in einem Inkubator bei 37°C und 60%
Luftfeuchtigkeit unter regelméRiger Rotation (jede sechste Stunde um 25°) auf der

Langsseite liegend bebruitet.

Am vierten Tag erfolgten die Offnung der Eier am stumpferen Pol und die Freilegung
der CAM. Zunachst wurden die Huhnereier durch Abreiben mit 0,275 %-igem
Formaldehyd und anschlieRend mit Betaisodona-Lésung desinfiziert. Vor der
Offnung standen die Eier fir ~ 10 min mit dem stumpferen Pol nach oben gerichtet.
Die folgenden Schritte wurden unter einer sterilen Werkbank mit autoklavierten
Instrumenten durchgefuhrt. Mit einer 25 G Subkutannadel, angeschlossen an eine
2 ml Spritze, wurden 1-2 ml des Eiweil3es aus dem spitzeren Pol herausgesaugt.
Dies ermoglichte anschliel3end ein leichteres Abtrennen der inneren Eihaut von der
CAM, da sich zwischen Eihaut und CAM Luftblaschen ansammeln. Am stumpferen
Pol, wo sich eine Luftkammer zwischen innerer und &uf3erer Eihaut befindet, wurde
nun die Schale mit einem spitzen Messer eingestochen und von der Einstichstelle
ausgehend die Eischale mit einer Pinzette entfernt, so dass der Durchmesser der
Offnung ca. 3 cm betragt. Nun ist die CAM nur noch von der inneren Eihaut bedeckt.
Diese wurde mit einer spitzen Pinzette vorsichtig entfernt. Am besten gelang dies,
indem man die Eihaut Gber einem der Luftblaschen anstach und in mdglichst grol3en

Fetzen von der CAM abzog.

Abbildung 11: Praparation der Chorioallantois-Membran
A: Heraussaugen von Eiweil3 mit einer 25 G Injektionsnadel. B: Entfernung der inneren
Eihaut

R A - - ~ - - - R - - T

37



beobachtet werden. Abgedeckt mit dem Boden einer Zellkulturschale (@ 3 cm)
lagerten die Eier fur weitere vier Tage in den fur diesen zweiten Inkubationsschritt
vorgesehenen Inkubator (siehe Abb. 12; Kap. 2.4.2). Eine friihzeitige Offnung der
CAM ist aus technischen Grinden einfacher. Zu einem spateren Zeitpunkt (Tag 6-8)
lie sich die Eihaut nicht gut von der Membran abziehen und es kam zu
Beschadigungen der Membran. Dies mag daran liegen, dass die Ausbildung der
CAM erst am vierten Tag beginnt und zu dem Zeitpunkt der Offnung noch nicht so
stark mit der Eihaut verwachsen ist. Steriles Arbeiten und die anschlieRende
Inkubation der Huhnereier sind eingeschréankt noétig. Huhnereiweild enthélt grol3e
Mengen Lysozym, welches die bakterielle Zellwand schnell zerstért und langsam
auch die Chitin-haltige Zellwand von Pilzen. Es sei darauf hingewiesen, dass bis zum
achten Tag der Bebritung, dem Tag, an dem die Implantation erfolgt, ca. ein Drittel
der Huhnerembryonen starben. Als Ursache hierfur sind genetische Defekte und

Fehlbildungen wahrscheinlich.

2.4.2 Inkubationsbedingungen und -dokumentation

Im eroffneten Zustand werden die Hihnereier aufrecht in einem Eierbecher
positioniert bei 37°C und gesattigter Luftfeuchtigkeit bebriutet. Der Hihnereiinkubator
ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Heizungsregler

Heizkorper

Drucksensor

Videodokumentation mittels
Multicapture DV Software

Gaswaschflasche mit Sterilfilter Wasserbad  Brutkasten

Abbildung 12: Hihnereiinkubator mit Videodokumentation

Die Eier waren in einem 33 x 27 x 13 cm grof3em Brutkasten aus Plexiglas auf einem
Metallgitter plaziert. Unter dem Gitter befand sich ein Wasserbad, so dass sich eine
gesattigte Luftfeuchtigkeit einstellte. Der Brutkasten stand in einem 1,5x 1,0x 0,5 m
groRen Plexiglasschrank, an dessen Hinterwand ein Heizkorper befestigt war,
dessen Temperatur durch einen Regler eingestellt werden konnte. Durch einen
Drucksensor am Turrahmen heizte der Ofen nur, wenn der Schrank verschlossen
war. Eine Luftpumpe pumpte Raumluft Uber einen Schlauch in eine
Gaswaschflasche. Die angefeuchtete Luft wurde Uber Silikonschlauche und einen
Sterilfilter in den Brutkasten geleitet. Auf der gegeniberliegenden Seite des
Brutkastens befand sich ein Loch in der Plexiglaswand, so dass die Luft zirkulieren
konnte. Von auf3en war der Huhnereiinkubator mit schwarzer Folie bedeckt, so dass
die Huhnereier im Dunkeln inkubiert wurden. Die Entwicklung des EHTs auf der CAM
wurde durch eine Zeitraffer-Videoaufnahme dokumentiert. Eine Kombination aus
Videokamera (Sony Handycam DCR-PC330) und Objektiv war an einen Rechner
angeschlossen. Die Camera wurde von der Multicapture DV Software (SuH-EDV-

Systeme, Oldenburg) gesteuert. Die Software ermoglichte die Programmierung der
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Zeitrafferaufnahmen. Die vielen Einzelaufnahmen wurden anschlieRend mit Hilfe des
Windows Movie Makers (Microsoft) zu einem Film zusammengeflgt. Die flr die

Videoaufnahmen bendétigte Beleuchtung kam von einer Halogenlampe (12V).

2.4.3 EHT-Kultivierung auf der Chorioallantoismembran

Die Kultivierung der EHTs auf der CAM erfolgte vom 12.-16. Tag der EHT-
Entwicklung und vom 8.-12. Tag der CAM Entwicklung in dem fiur die Huhnerei-
Bebritung vorgesehenen Brutschrank. EHTs wurden auf eine neun Tage alte
Membran Uberfuhrt, wenn der Hihnerembryo innerhalb der ersten 24 Stunden der
Kokultivierung starb. EHTs von am zweiten oder dritten Tag verstorbenen
Embryonen wurden nicht in die Auswertung einbezogen. Wenn der Embryo innerhalb
der letzten 24 Stunden des Beobachtungszeitraumes starb, wurde das EHT dennoch

explantiert und analysiert.

2431 Implantation des EHTs auf die CAM

In einer Medium-enthaltenden Kulturschale wurde das EHT auf den Ringstretcher
(siehe Abb. 20) Uberfihrt: Mit zwei Pinzetten wurde der Silikonring so gebogen, dass
sich die gegenulberliegenden Hékchen annaherten. Nun konnte das EHT mittels
einer Pipettenspitze an beiden Hakchen aufgehdngt werden. Durch langsames
Nachlassen der Biegung wurde der Silikonring wieder in seine urspriingliche Position
gebracht. Das EHT war nun gut gespannt und konnte an geeigneter Stelle auf die
CAM gelegt werden. Eine geeignete Stelle war dadurch gekennzeichnet, dass dort
maoglichst keine gréReren Gefalle verliefen, die durch das Gewicht des Stretchers
komprimiert wurden. Vorher wurde die CAM vorsichtig mit der Klinge eines Skalpells
berihrt, so dass sie leichte Anzeichen von Irritation zeigt wie kleine Mengen

austretenden Blutes.

2.4.3.2 Aufbau des Ringstretchers

Ein 1,5 mm dicker Silikonschlauch wurde mit einem 0,4 mm dicken, in dem Lumen
des Silikonschlauchs verlaufenden VA-Draht gestarkt. Dieser Schlauch mit
integriertem Draht wurde zu einem Ring mit 3 cm Durchmesser formiert, indem
Uberstehende Enden des Drahtes gebogen und ineinander gehakt wurden. An
gegenuberliegenden Stellen des Rings wurden Hakchen aus VA-Draht durch einen

simplen Einstich in das Silikon an dem Ring so befestigt, dass sie sich im
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Kreisinneren opponierten um kinftig das EHT zu spannen. Sie sind so gebogen,
dass sie leicht nach unten (zur CAM) fuhrten und dann wieder nach oben, so dass
das EHT an den Hakchen aufgespannt direkten Kontakt zur Membran hatte, aber
nicht nach oben abzurutschen drohte. Der Abstand der Hakchen zueinander betrug
14 mm. Der biegsame VA-Draht ermdglichte eine Aufnahme des EHTs, ohne dass
dieses zerriss. In Abbildung 20 ist die Struktur des Ringstretchers dargestellit.

2.4.3.3 Explantation des EHTs

Nach viertagiger Kokultur wurde mit einer Schere unmittelbar um das auf den
Stretcher aufgespannte EHT ein Teil der CAM ausgeschnitten. Das EHT wurde von
den Stretcherhdkchen abgestreift und mit der anhaftenden CAM in PBS Uberfihrt.
Anschlieend wurden die Explantate zur histologischen oder molekularbiologischen
Untersuchung weiter verarbeitet. Zur Untersuchung der nativen CAM-Struktur ohne
implantiertes EHT wurde ein ~3 cm? groRer Bereich der Membran mit einer Schere
ausgeschnitten, in PBS kurz gewaschen und dann fur eine Stunde in Formalin
(Histofix) fixiert.

2.4.4 Positivkontrolle der Induzierbarkeit von GefaBwachstum auf der
Chorioallantoismembran
Um die Induzierbarkeit des Gefallwachstums zu Uberprifen, wurde eine

Positivkontrolle modifiziert nach Ribatti et al. (2006) durchgefuhrt.

Auf die acht Tage alte CAM wurde ein 3mm? groRer Gelatineschwamm gelegt. Zuvor
wurden entweder 2 ug FGF-2, 350 ng Th4 oder unterschiedliche Konzentrationen
VEGF-A (0,5-3 ug) in 3 ul PBS mit 1% bovinem Serumalbumin (FGF-2) oder in
Wasser (Tb4 oder VEGF-A) gelost. Das Loésungsmittel wurde nach
Herstellerangaben des jeweiligen Proteins gewahlt. Der durchnasste Schwamm
wurde mit einer spitzen Pipette auf ein exponiertes und moglichst mittiges Areal der
CAM niedergelegt. Direkt nach Applikation, 24 und 96 Stunden spater wurde der
Schwamm mit der umgebenden CAM durch ein Stereomikrosokop beurteilt und
mittels der AxioCamHr Digitalkamera (Zeiss) und zugehoriger Axioplan Software
fotografiert. Zur mikroskopischen Untersuchung wurde der Schwamm mitsamt der
umgebenden CAM als ca. 1,5 cm durchmessendes Explantat mit einer Schere

herausgeschnitten, in Formalin (Histofix) fir 8 Stunden bei 4 °C fixiert und
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anschlielend 4 Stunden in TBS mit 3-maligem Wechsel der Losung gewaschen. Die
Gewebeaufbereitung erfolgte durch zwei Methoden: Azanfarbung von 4 um dicken
Paraffinschnitten und Immunfluoreszenzfarbung von 10 um dicken Kryoschnitten. Fir
letztes wurden die Praparate mit Hilfe von EinbettungsgefaRen in
Einbettungsmedium (Tissue Tec) aufgenommen und in flussigem Stickstoff gefroren.
Bis zur Schnittanfertigung am Kryotom wurden die Einbettungsgefalle mitsamt
Gewebe bei -20 °C gelagert.

2.5 Histologische Strukturanalysen

2.5.1 Lichtmikroskopie

Morphologische Analysen wurden mit einem Zeiss Axioskop 2 Mikroskop
durchgefiihrt und mit einer AxioCamHr Digitalkamera (Zeiss) dokumentiert. In
manchen Praparaten wurden Technik-bedingte Méakel wie kleine Falten im
Paraffinschnitt mit gangiger Bildbearbeitungssoftware (Adobe Photoshop CS; Adobe
Systems; Miunchen) verbessert, ohne dass dabei der Inhalt des Bildes verandert

wurde.

2511 Paraffineinbettung

Fur lichtmikroskopische Untersuchungen wurden die EHT-Explantate sowie die
nativen EHTs tber Nacht und die nativen CAMs eine Stunde in Formalin (Histofix)
bei 4°C fixiert und anschliel3end vier Stunden in TBS gespdilt. In einer aufsteigenden
Isopropanol-Reihe wurden die Gewebe entwassert, anschlieRend in Paraffinblocke
eingebettet, wie in Tabelle 2 genauer dargestellt. Nach dem Aushéarten wurden die
Paraffinblocke bei 4°C gelagert. Vor dem Schneiden wurden die Paraffinblocke far
eine Stunde bei -20°C zur Verbesserung der Schnittqualitat gehartet. Mit einem
Schlittenbahnmikrotom wurden 4 pm dicke Schnitte in vertikaler und horizontaler
Ebene angefertigt. Diese Schnitte wurden anschlieBend in einem 37°C warmen
Wasserbad gestreckt und auf Superfrost Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte
trockneten Uber Nacht oder eine Stunde bei 37°C, bevor sie nach einer der im
Folgenden tabellarisch dargestellten Farbeverfahren elektrochemisch angeféarbt

wurden.

Tabelle 2: Entwasserungsreihe
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1. |70% Isopropanol 30 Min RT
2. |80% Isopropanol 30 Min RT
3. |96% Isopropanol | 30 Min RT
4. |96% Isopropanol I 30 Min RT
5. |100% Isopropanol | 30 Min RT
6. |100% Isopropanol I 30 Min RT
7. |100% Isopropanol I 15-30 Min 60°C
8. |Isopropanol/Histol 1:1 15-30 Min 60°C
9. |Paraffin | 15-30 Min 60°C
10. | Paraffin Il 15-30 Min 60°C
11.| Paraffin Il 15-30 Min 60°C
12. | Ausgiel3en mit Paraffin 60°C
25.1.2 Farbemethoden

2.5.1.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung:

Diese Ubersichtsfarbung besticht durch kurze Einwirkzeit und einfache Handhabung.
Hamalaun ist eine Mischung aus Hamatoxylin und Alaun, die als positiv geladenes
Molekul die Phosphorgruppen der Nukleinsduren des Chromatin bindet, am besten in
einem stark saurem Milieu. Hamalaun hat Indikatoreigenschaften, daher muss, um
die blaue Farbe zu erzielen, mit Leitungswasser ein pH Uber 3 eingestellt werden.

Der Flouresceinfarbstoff Eosin farbt Cytoplasma, Bindegewebe und kollagene

Fasern rot.

Tabelle 3: Farbeprotokoll H.-E.-Farbung.
Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt

1. Histol | 15 min
2. |Histol Il 15 min
3.[100% Ethanol 5 min
4.1100% Ethanol I 5 min
5.196% Ethanol | 5 min
6.[96% Ethanol I 5 min
7.|80% Ethanol 5 min
8.|70% Ethanol 5 min
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9.| Aqua dest. 5 min
10. | Hamalaunlésung 20 min
11. | Leitungswasser, flieRend oder 1x wechseln 10 min
12.| Aqua dest. Spulen
13. | Eosinlésung 10 min
14. | Aqua dest. Spulen
15.96% Ethanol | Spulen
16.|96% Ethanol I Spulen
17.1100% Ethanol | Spulen
18.100% Ethanol Il Spulen
19. | Histol 3-5 min
20. | Eindeckeln mit Roticlear®

Azan-Farbung (nach Heidenhain):

Die Azanfarbung ist eine Trichromfarbung bestehend aus den Farbstoffen
Azokarmin, Anilinblau und Orange G. Zellkerne werden rot, Zytoplasma rdtlich,
Muskelgewebe rot-orange und Bindegewebsfasern blau gefarbt. Zunachst wird der
Kern mit einem sauren Farbstoff (Azokarmin) angefarbt, dabei geht man davon aus,
dass es zu einer Adsorption des Farbstoffes an die basischen Proteine in Form von
Protaminen und Histonen kommt. Das Gewebe wird zunachst Uberfarbt, der
Uberschuss wird anschlieBend durch den Anilinalkohol entfernt, ein Vorgang, der
Differenzierung genannt wird und typisch fir regressive Farbungen ist. Auf die
Kernfarbung folgt eine Simultanbehandlung mit zwei sauren Farbstoffen, Anilinblau
und Orange G, die sich physiko-chemisch prinzipiell voneinander unterscheiden. Das
Orange G ist ein feindisperser Farbstoff, der in kurzer Zeit in feine Strukturmaschen,
wie das Zytoplasma, eindringt. Anilinblau gehort mit seinem Triphenylmethangerist
zu den grobdispersen Stoffen und schafft es in der kurzen Zeit (max. zwei Minuten)
nur, sich in die groberen Strukturliicken des Kollagens einzulagern. Dabei wird hier
der feindisperse Farbstoff farblich von dem grobdispersen Uberlagert. Vorher beizt
die Phosphorwolframsaure das Gewebe, um die reagiblen Gruppen zur Verbindung
mit dem Farbstoff freizusetzen. Die Farbung wird somit stabil. Die Farbung muss

unter dem Abzug durchgefihrt werden.

Tabelle 4: Farbeprotokoll Azan-Farbung
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1. |Anilinalkohol 20 min 38°C
2. |Aqua dest. Spulen RT
3. |Azokarmin in Eisessig 10 min 56°C
4. |Aqua dest Spulen RT
5. | Anilinalkohol bis Kerne sichtbar RT
6. |Essigsaurer Alkohol 1 min RT
7. | 5% Phosphorwolframséaure 60 min RT
8. |Aqua dest. Spulen RT
9. | Anilinblau-Orange G-Essigsaure 2-5 min RT
10. |96% Ethanol wenige Sekunden RT
11.]100% Ethanol Spulen RT
12. | Xylol Spulen RT
13. | Eindeckeln in Roticlear

2.5.2 Konfokale Lasermikroskopie

25.2.1 Technik

Die konfokale Lasermikroskopie diente zur Untersuchung von fixierten whole-mount-
EHT-Préparaten sowie 150 pum Vibratomschnitten von Fibrin-EHTs. Im Gegensatz zu
Kollagen-EHTs hatten Fibrin-EHTs nach der zwdlftagigen Kultur einen grofReren
Durchmesser, da sie nicht kondensierten. Daher war die Mikroskopie von Fibrin-
EHT-Vibratomschnitten einfacher als Fibin-EHT-whole-mount-Praparaten. Die
Technik der konfokalen Lasermikroskopie beruht auf einer Lochblende (Pinhole), die
sich im Brennpunkt des Mikroskops, konfokal zum beleuchteten Punkt im Préparat,
befindet und nur exakt fokussiertes Licht passieren lasst. Durch das Ausblenden
nicht fokussierten Lichtes kénnen Signale ober- bzw. unterhalb der gewtinschten
Scharfeebene den Detektor nicht erreichen und tragen nicht zur Bildentstehung bei.
Alle konfokalen Darstellungen wurden mit der Lasermikroskopie 510 Meta Software
auf einem Axiovert 200 M Mikroskop erstellt. Die Aufnahmen der Fluoreszenzen
erfolgten nach Einkopplung der zugehdrigen Laserlinie. Die Detektorempfindlichkeit
und Laserintensitat pro Kanal wurden je nach Praparat so gewahlt, dass die grof3te
im Experiment vorliegende Intensitat im Bereich der Detektorsattigung lag. Alle
Ubrigen Einstellungen wie Auflésung, Scangeschwindigkeit und Signalmittelung

wurden entsprechend den Anforderungen der Fragestellung und den Gegebenheiten
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in dem Praparat so gewahlt, dass unter Berucksichtigung der Probenstabilitat eine
moglichst hohe Signalqualitdt erhalten wurde. Diese einmal festgelegten
Einstellungen wurden wahrend der Aufnahme der Praparate einer experimentellen

Serie nicht verandert.

25.2.2 Farbeprotokoll

Nach der Fixierung in 4% Formalin (Histofix) tber Nacht wurden die EHTs einmal
kurz und dann far 24 Stunden in TBS gespilt. Fibrin-EHTs wurden nach der
Fixierung in Agarose (5%) eingegossen, um die Anfertigung von Vibratomschnitten
(150 pum) zu vereinfachen. Die Vibratomschnitte wurden dann genauso wie whole-
mount-Praparate behandelt. Kryoschnitte (10 pum) von Geweben wurden auf
Superfrost Objekttrager aufgezogen und bei Raumtemperatur fiir eine halbe Stunde

zum Trocknen gelegt.

Farbeprotokoll whole-mount-Praparate und Vibratomschnitte:

Alle  Schritte (Waschen, Blocken, Primarantikbrper und Farbung mit
Fluoreszenzfarbstoff) wurden in einer Vertiefung einer 24-well-Gewebekulturplatte
bei 4°C auf einem Schiittler durchgefuhrt. Die Praparate wurden fur 24 Stunden bei
4°C in Blocklésung inkubiert. Hierdurch erfolgte die Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen sowie eine Permeabilisierung der Zellen. Die Blocklésung wurde
abgesaugt, die EHTs wurden mit dem in Antikérper-Losung verdinnten
Primarantikorper fur 24 Stunden inkubiert. Nach Waschen fur 24 Stunden in TBS
wurde der Primarantikdrper mit einem Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikérper
detektiert. Zusatzlich wurden die Zellkerne mit DAPI, die Aktinfilamente mit
Phalloidin-Alexa 633 und die Endothelzellen mit Lektin-TRITC markiert. Die Farbung
mit dem Fluoreszenzfarbstoff dauerte 24 Stunden. Das Farbeschema ist in Tabelle 5
dargestellt. Zur Fokussierung der Praparate wurden diese zwischen einem
Objekttrager und Deckglas leicht komprimiert und mittels konfokaler
Lasermikroskopie untersucht. Dabei diente Mowiol-488 als Eindeckmedium der

Konservierung.

Farbeprotokoll Kryoschnitte:

Die Objekttrager wurden mit etwa 500 pl Blockierlésung pro Objekttrager beschichtet.

Nach einer Stunde wurde die Lésung mit einer Pasteurpipette abgesaugt.
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Unmittelbar nach dem Absaugen wurden die Schnitte mit dem in Antikdrper-Lésung
verdunnten Primarantikorper fir 2 Stunden oder tber Nacht inkubiert. Nachdem die
Schnitte dreimal in TBS gewaschen wurden, kamen der Fluorochrom-gekoppelten
Sekundarantikdrper, DAPI, Phalloidin-Alexa 633 und die Lektin-TRITC in 500 pl
Antikorperlosung pro Objekttrager fur ein- bis zwei Stunden auf den Objekttrager.
Nach erneutem drei mal zehn-minitigem Waschen wurden die Schnitte mit Mowiol-
488 eingedeckt. Um ein Austrocknen der Schnitte zu vermeiden, wurde jeder
Flissigkeitsfilm mit einem passenden Stick Parafilm bedeckt und in einer
Feuchtkammer bei 4°C dunkel gelagert. Fir das Gelingen der Féarbung ist das
Antrocknen der Gewebeschnitte beim Losungswechsel unbedingt zu vermeiden.

Folgendes Farbeschema wurde fir beide Farbeprotokolle durchgefihrt:

Tabelle 5: Antikorper und Farbstoffe fur die Immunfloureszenzfarbungen

Darstellungs- | Primarantikérper Sekundarantikorper/direkt
objekt gekoppelte
Fluoreszenzmarkierung
Huhner- Anti-chicken red blood cell -lgG; | Alexa Flour 488 goat anti-
erythrozyten des Kaninchens 9,3 mg/ml, | rabbit fo[ €] (2 mg/ml;
Fitzgerald Industries | Invitrogen), 1:800
International, Inc. (1:100)
Endothelzellen | - Bandeiraea simplicifolia Lektin-
TRITC (10 pg/ml;  Sigma),
1:100
Aktinfilamente | - Alexa Fluor 633 Phalloidin

(200 units/ml, Invitrogen), 1:60

Zellkerne - 4" ,6-diamidino-2-phenylindole,
DAPI dilactate (5 mg/ml,
Sigma), 1:1000

2.6 Molekularbiologische Untersuchungen
Die folgenden Methoden wurden stets mit RNAse freien Pipettenspitzen mit Filter

und zuvor autoklavierten Plastikreagiergefaf3en ausgefuhrt.
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2.6.1 RNA Isolation
Die RNA Isolation erfolgte mittels der RNeasy® Technologie von Qiagen. Die
genauen Arbeitsschritte sind dem Herstellerprotokoll entnommen

(http://www1.giagen.com/literature/handbooks/literature.aspx?id=1000291, 2008).

Die RNeasy Technologie vereint die Eigenschaften einer Silika-Gel-Membran mit der
Mikrozentrifugationstechnik.  Dafir wurden EHTs zundchst durch einen
denaturierenden Guanidiniumthiocyanat-enthaltenden Puffer lysiert und mit einer
Spritze homogenisiert. Durch diesen Puffer wurden auf3erdem RNasen inaktiviert.
Nachdem mit Ethanol die Bindungsbedingungen optimiert wurden, wurde die Probe
auf die RNeasy Mini Zentrifugationssdule gegeben. Durch abwechselnde Zugabe
von Waschlésungen und Zentrifugation werden Kontaminationen entfernt, bevor die
RNA in 30-100ul RNase freiem Wasser eluiert wurde. Dabei wurden nur RNA-
Fragmente gréRRer als 200 Basen eluiert. Dies fuhrt zu einer mRNA Anreicherung.
RNA-Fragmente kleiner als 200 Basen gehdren meist zur Gruppe der tRNA oder
rRNA, die einen Anteil von ca. 15-20 % der Gesamt RNA ausmachen. Die
aulRerordentlich hohe Konzentration von Proteinen in EHTs (Kollagen, Fibrin)
erforderte einen Proteinverdau nach der Lyse und Homogenisation des Gewebes.
Hierfir wurde Proteinase K von Qiagen® benutzt, deren genaue Verwendung

ebenfalls dem Herstellerprotokoll entnommen worden ist.

Die RNA-Konzentration wurde anschlieend photometrisch mit dem Nanodrop®
Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 260 nm ermittelt. Dabei entspricht eine
optische Dichte (OD) von 1 einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml (Sambrock et al.
1989). Alle Werte sind Mittelwerte von Dreifachbestimmungen. Als Reinheitskontrolle
der RNA wurde gleichzeitig die optische Dichte bei 280 nm (Absorptionsmaximum
der Proteine) bestimmt, und der Quotient OD 260/0OD 280 gebildet, wobei 1,8 fur
reine RNA steht. Die Lagerung der isolierten RNA erfolgte bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C.

2.6.2 RT-PCR (Reverse Transkription)

Nach der Konzentrationsbestimmung mittels Spektrophotometrie wurde die RNA in
cDNA umgeschrieben. Dafur wurde entweder die gesamte RNA in cDNA
umgeschrieben, indem unspezifische Primer dem Reaktionsansatz inzugeflugt
wurden, oder es wurden nur spezifische RNA-Fragmente mittels spezifischer Primer

in cDNA umgeschrieben.
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Fur die unspezifische Umschreibung wurden 500 ng der RNA-Probe wurden mit
DEPC-Wasser auf 10 pl (50 ng/ul) angeglichen. Reaktionspuffer, Desoxynucleotide,
random primer und das Enzym Reverse Transkriptase entstammten dem High-
capacity cDNA RT kit von Applied Biosystems. Die quantitative Zusammensetzung
des Reaktionsmixes ist unten dargestellt. 10ul dieses zweifach konzentrierten
Reaktionsmixes wurden mit 10 yul RNA Probe versetzt. Die reverse Transkription
erfolgte in einem Thermocycler, der wie in Tabelle 6 beschrieben programmiert
wurde. Wahrend der ersten zehn Minuten wird die RNA denaturiert und gestreckt,
um optimale Bedingungen fir die im zweiten Schritt folgende Umschreibung
herzustellen. Die hohe Temperatur (85 °C) im dritten Schritt trennt RNA- und cDNA-
Strang voneinander, bevor die Temperatur bei 4°C gehalten wird. Bis zur weiteren
Verwendung wurde die cDNA bei -20°C gelagert (500 ng cDNA/20 pl

Gesamtvolumen = 25ng/pl cDNA/Reaktionsmischung).

Reaktionsansatz reverse Transkription:

10x RT Buffer 2 ul
25x dNTP Mix 0,8 ul
10x RT Random Primer 2 ul
Reverse Transkriptase 1l
RNAse Inhibitor 1l
Nuclease-freies Wasser ad 10 pl

Tabelle 6: Temperaturprogramm fr die unspezifische reverse Transkription

Prozess Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
Primer 10 min 25°C 1
Anlagerung

Elongation 120 min 37 °C 1
Denaturierung 5 sec 85 °C 1
Aufbewahrung o0 4°C 1

Die spezifische Umschreibung der RNA in cDNA dienter der Testung der Spezifitat
der Primer. Zunachste erfolgt die reverse Transkription, in der RNA durch das Enzym

Reverse Transkriptase in cDNA Ubersetzt wurde. Die anschlielRende PCR diente zur
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exponentiellen in vitro-Amplifikation von DNA-Sequenzen zwischen zwei Primern, die
gegenlaufig an komplementare DNA-Strange binden (Saiki et al. 1985, 1988). Die
Oligonukleotid-Primer  hybridisieren an komplementare Regionen des zu
amplifizierenden DNA-Fragments (Primer Annealing). Eine hitzestabile Tag-DNA-
Polymerase héngt Nukleotide an die 3'-OH-Primer-Enden und synthetisiert das
zwischen den Primern liegende DNA-Fragment in Gegenwart von freien
Desoxynukleosid-Triphosphaten (dNTPs, Elongation). Darauf folgt ein neuer Zyklus,
bestehend aus Denaturierung des DNA-Doppelstrangs, Hybridisierung und DNA-
Synthese. Der Zyklus wird 20- bis 50-mal wiederholt (Tab. 7). Es handelt sich um
eine Kettenreaktion, bei der winzige Mengen einer gegebenen DNA-Sequenz

exponentiell amplifiziert werden.

Die Reagenzien entstammen dem One Step RT-PCR kit, Qiagen und wurden wie
unten dargestellt eingesetzt. Dieses Kit ermoglicht die reverse Transkription und
PCR in einem Schritt. Der beschriebene Reaktionsansatz versteht sich als einfacher
Ansatz. Fur eine entsprechend hohere Probenzahl n wurde ein n-facher Ansatz
berechnet. Die RT-PCR-Reaktion wurde mit einem GeneAmp PCR System 9700
PCR-Gerat nach dem Temperaturschema durchgefiihrt, welches Tabelle 8 zu

entnehmen ist.

Nach der spezifischen Umschreibung in cDNA wurde die amplifizierte DNA wurde
Uber ein 2%iges Agarosegel elektrophoretisch separiert. Daftir wurde 0,04 M TAE-
Puffer mit 2% Agarose versetzt und bis zur vollstdndigen Lésung der Agarose in
einer Mikrowelle erhitzt. Sobald die Losung handwarm war, wurde Ethidiumbromid in
einer Konzentration von 0,1 pg/ml zugefligt. Das Erstarren erfolgte in einer
eigenangefertigten Kammer, welche mithilfe eines Taschenkamms Vertiefungen in
das Gel formte, die zur Aufnahme der Probe dienten. Zur DNA-Probe wurde 20%
(v/v) 6x-DNA-Ladepuffer gegeben und 12 uyl des Ansatzes neben einem
Molekulargewichtsstandard zur GroRRenreferenz in die Taschen des Agarosegels
aufgetragen. Das Agarosegel wurde mit TAE-Puffer in Sub-Cell GT Elektrophorese-
Kammern Uberschichtet und eine elektrische Gleichspannung von 5-10 V/cm
Gellange angelegt, bis die gewlnschte Auftrennung erfolgte. Das in die DNA

interkalierte Ethidiumbromid fluoreszierte unter UV-Licht (302 nm). Die Fluoreszenz
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wurde mithilfe eines Bio Imaging Systems (Chemi Genius2) elektronisch

festgehalten.

Reaktionsansatz RT-PCR:

5x RT Puffer 5ul
NTP Mix 1l
Forward Primer 0,2 pl
Reverse Primer 0,2 ul
OneStep RT-PCR Enzyme Mix 1l
RNA-Vorlage 20 ng
Nuclease-freies Wasser ad 25 ul

Tabelle 7: Temperaturprogramm fiur die spezifische RT-PCR

Prozess Zeit Temperatur Anzahl der
Zyklen

Reverse Transkription 30 min 50°C 1

Initiale PCR-Aktivierung 15 min 95°C 1

Denaturierung 1 min 94°C

Primer Anlagerung 1 min 55°C } 2

Extension 1 min 72°C

Final Extension 10 min 72°C 1

2.6.3 Primerdesign

Die Auswahl von Oligonukleotid-Fragmenten (Primern), mit  optimierter
Schmelztemperatur, Sekundarstruktur, Basenzusammensetzung und Lange des
Amplikons fur die RT-PCR erfolgte mittels der Software Primer 3

(http://frodo.wi.mit.edu/, 2007). Um unerwiinschte Amplifikationen von genomischer

DNA zu vermeiden, wurden die Primer so gewahlt, dass ihre Zielsequenzen Intron
Uberlappend sind. Die Spezifitat der Primer wurde mithilfe des BLAST-Programms
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/, 2008) des National Center for Biotechnology
Information = NCBI (USA) tUberprift.

Oligonukleotide mit den optimierten Sequenzen fur die RT-PCR wurden von der
Firma MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert. Die Oligonukleotide wurden
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lyophilisiert geliefert und vor der Verwendung auf eine Konzentration von 100 yM mit
Aqua ad iniectabilia eingestellt. Die Lagerung der geldsten Oligonukleotide erfolgte
bei -20 °C.

Zur weiteren Uberprifung der Spezifitat der Primerpaare wurden RT-PCR-
Reaktionen durchgefihrt und die PCR-Produkte auf einem zweiprozentigen
Agarosegel analysiert. Daflr wurde genomische Ratten-DNA und RNA der CAM
neben der EHT-RNA eingesetzt.
Tabelle 7 aufgefihrt.

Die Sequenzen der verwendeten Primer sind in

Tabelle 8: Sequenzen der verwendeten Sonden und Primer fur die RT- und
guantitative PCR

Gen Forward Primer Reverse Primer Grofe des PCR-
Prdoukts
GAPDH IAAC TCC CTC AAG ATT GTC AGC |ICAG TCT TCT GAG TGG CAG 138 bp
TGATG

VEGF-A CAA TGA TGA AGC CCT GGA GT TTT GACCCTTTC CCTTTC CT 194 bp

FGF-2 GAA CCG GTA CCT GGC TAT GA CCGTTT TGG ATC CGAGTT TA 182 bp

Angiopoietin  [TAC AAC ACC CTG AGG ATG GA CTG TGA GTA GGC TCG GTT CC 185 bp

VEGF-B CCC AGC ATT CAA GAA ACC AT ITCT TAACCG CTG AGC CATCT 200 bp

Myosin heavy 185 bp
chain 6 GGG TAT CCG CAT CTG TAG GA ITTG GTG TGG CCA AAC TTG TA

CD31 GAA GAA AGG GCT CAT TGC AG ICAC TGG GCT CAG AAACCT TC 172 bp

Cadherin5 |GGC CAACGAATTGGATTCTA GTT TAC TGG CAC CAC GTCCT 195 bp

2.6.4 Quantitative PCR (qPCR)

Die mRNA-Expression wurde mittels quantitativer Real Time-PCR (gRT-PCR) mit
einem ABI PRISM 7900 Sequence Detection System quantifiziert. Das Prinzip dieser
Methode beruht auf der Detektion und Quantifizierung des Amplifikationsproduktes in
Echtzeit wahrend der Amplifikation. Detektiert wird ein Fluoreszenzfarbstoff, SYBR
Green I®, welcher fluoresziert, wenn er an doppelstrangige DNA gebunden ist. Auf
diese Weise nimmt das Lichtsignal im Messbereich proportional zur Menge an
doppelstrangiger DNA zu. Zur Quantifizierung wird die Zykluszahl wahrend des
Laufes bestimmt, bei
(threshold) tbersteigt (cycle threshold-Wert, Ct-Wert). Da bei jedem Zyklus der PCR
gilt: [Gen X]
2°Wert. Die Datenanalyse erfolgte nach der 2*““Methode (Livak
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und Schmittgen 2001). Dabei wird der Unterschied zwischen dem Ct-Wert des zu
analysierenden Gens und dem Ct-Wert eines konstitutiv exprimierten Haushaltsgen
berechnet. AnschlieBend werden diese Ct-Wert Unterschiede zwischen
unterschiedlichen Proben berechnet und als Herauf- oder Herunterregulation des

Gens beurteilt.

Die eingesetzten Reagenzien entstammten dem Power SYBR Green PCR Master
Mix, Applied Biosystems. Diese Mischung enthalt neben dem SYBR Green |

Floureszenzfarbstoff eine AmpliTag Gold® DNA Polymerase und Desoxynukleotide.

Zur Kontrolle der Linearitat der PCR wurde fiur jedes Primerpaar eine
Negativkontrolle (NTC = no template control, Kontrolle ohne cDNA, Wasserkontrolle)
mitgefuihrt. Da der Farbstoff unspezifisch an doppelstrangige DNA bindet, kénnen
Primer-Dimere ebenfalls zu einem Signal fihren. Dieses Signal kann jedoch von dem
Signal der spezifischen Amplifikation anhand der Dissoziationskurve, die von der
zugehorigen Software (SDS Version 2.1.1) erstellt wird, unterschieden werden.
Wahrend des letzten Schritts, der Dissoziatonsphase, wird die Probe von 60°C auf
95°C erhitzt, um doppelstrangige DNA zum Schmelzen zu bringen. Sind DNA-
Sequenzen unterschiedlicher Lange in dem Reaktionsansatz vorhanden, ergeben
sich uneinheitliche Dissoziationskurven, da die Dissoziation von kurzen Sequenzen
bei niedrigeren Temperaturen erfolgt. Die Uberpriifung der Spezifitat wurde nach
jeder PCR durchgefuhrt und nur spezifische Amplifikationen in die Auswertung

integriert.

Der Reaktionsansatz wurde wie unten dargestellt pipettiert. Der beschriebene
Reaktionsansatz versteht sich als Ansatz fur eine Probe. Fir eine entsprechend
hohere Probenzahl n wurde ein n-facher Ansatz berechnet. Die
Temperaturbedingungen waren bei jedem Lauf identisch und sind in Tabelle 9

aufgefinhrt.

Reaktionsansatz quantitative RT-PCR:

Power SYBR® Green PCR Master Mix 5,0 pl
Forward Primer (10uM) 1,0 ul
Reverse Primer (10uM) 1,0 ul
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cDNA (5 ng/Ansatz) 2,0 ul
Nuklease-freies Wasser ad 10 pl

Tabelle 9: Temperaturbedingungen fur die quantitative RT-PCR

Prozess Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen

Denaturierung, Initialisierung 95°C 10 min 1

der Polymerase

Denaturierung 95°C 15 sec
Primer Anlagerung, Elongation 60°C 1 min } 45
Dissoziations Phase 95°C 15 sec 1
60°C 15 sec
95°C 15 sec

2.7 Sequenzvergleich von Wachstumsfaktoren unterschiedlicher Spezies

Um die Interaktion von Faktoren der Ratte oder des Menschen mit der CAM besser
beurteilen zu kdnnen, wurden die Aminosauresequenzen der auf der CAM als
angiogenetische Stimuli verwendeten Faktoren verglichen. Dafur wurde die Huhn-
spezifische Aminosauresequenz der verwendeten Fakotren VEGF-A, Tb4 und FGF-2

in der Nukleotid-Datenbank von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, 2008) gesucht.

Die Aminoséuresequenz des verwandten Faktors wurde vom Hersteller angegeben.
Diese wurden dann mittels des ebenfalls von NCBI angebotenen BLAST-Programms

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi, 2008) aneinander gereiht und die

Sequenzhomologien berechnet.

3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von nativen Kollagen-EHTs, Fibrin-EHTs und Tb4-
supplementierten Fibrin-EHTs

3.1.1 Vergleich der Kontraktionskraft zwischen den EHT-Gruppen

Fir die Funktion von Herzmuskelgewebe ist die Entwicklung von messbarer
Kontraktionskraft essentiell. In Abbildung 13 ist exemplarisch die Entwicklung von
Kontraktionskraften in Abhangigkeit von der Vordehnung an Kollagen-, Fibrin- und
Tb4 behandelten Fibrin-EHTs dargestellt.
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Kollagen-EHTs zeigten bei Lo, der Ausgangsdehnung, eine Kontraktionskraft von
0,32 mN, bei einer Dehnung um 0,2 mm 0,35 mN, bei 0,4 mm 0,41 mN, bei 0,6 mm
0,40 mN, bei 0,8 mm 0,41 mN , bei 1,0 mm 0,43 mN, bei 1,2 mm 0,45 mN und bei
1,4 mm 0,45 mN. Dies bedeutet eine Kraftsteigerung auf 141% der Ausgangskraft.
Fibrin-EHTs zeigten bei Ly eine Kontraktionskraft von 0,33 mN, bei einer Dehnung
von 0,2 mm 0,39 mN, bei 0,4 mm 0,49 mN, bei 0,6 mm 0,58 mN, bei 0,8 mm
0,64 mN, bei 1,0 mm 0,74 mN, bei 1,2 mm 0,82 mN und bei 1,4 mm 0,90 mN. Dies
bedeutet eine Kraftsteigerung auf 273% der Ausgangskraft. Die mit Tb4 behandelten
EHTs zeigten bei L, eine Kontraktionskraft von 0,61 mN, bei einer Dehnung von
0,2 mm 0,82 mN, bei 0,4 mm 0,97 mN, bei 0,6 mm 1,1 mN, bei 0,8 mm 1,21 mN, bei
1,0 mm 1,32 mN, bei 1,2 mm 1,46 mN und bei 1,4 mm 1,51 mN. Dies bedeutet eine
Kraftsteigerung auf 247% der Ausgangskratft.

In allen Gruppen steigt die Kontraktionskraft mit zunehmender Dehnung. Dies
entspricht dem Frank-Starling-Mechanismus, wie er in nativem Myokard auftritt. Die
prozentuale Kraftsteigerung vom Ausgangswert war bei Fibrin-EHTs hodher als bei
Kollagen-EHTs. Die maximale Kontraktionskraft von Fibrin-EHTs ist 200% von der
maximalen Kontraktionskraft der Kollagen-EHTs. Mit Tb4 behandelte EHTs zeigten
eine maximale Kontraktionskraft, die 363% derjenigen der Kollagen-EHTs und 167%
derjenigen der Fibrin-EHTs betrug. Diese Ergebnisse fuhrten zur weiteren Analyse
des Effektes von Tbh4 auf EHTSs.

Kollagen-EHTs  unterschiedlicher  Zellpraparationen  weisen eine  grol3e
Schwankungsbreite der Kontraktionskraft auf, wohingegen Fibrin-EHTs aus
unterschiedlichen Praparationen besser miteinander vergleichbar sind. FUr die
Darstellung der Kontraktionskrafte in Abbildung 13 wurden jeweils reprasentative
Messungen ausgewahlt. Dartuber hinaus wurde beobachtet, dass Kollagen-EHTs
beim Aufh&ngen auf die Dehnapparatur im Organbad starker zum Zerreil3en neigten,
was die Messung der Kontraktionsparamter unmdoglich machte. Fibrin-EHTS

hingegen rissen so gut wie gar nicht.
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Abbildung 13: Auswirkung ansteigender Dehnung auf die Kontraktionskraft
unterschiedlicher EHT-Gruppen

Dargestellt sind die mittlere Kontraktionskraft und Standardabweichung von drei
EHT-Gruppen (Kollagen, Fibrin und Fibrin+Th4) in Abhangigkeit von der
Vordehnung. Die Dehnung wurde in 0,2 mm Schritten gesteigert, ausgehend von der
Lo-Gewebedehnung, siehe Kapitel 2.3.7. In allen Gruppen steigt die Kontraktionskraft
mit zunehmender Dehnung, entsprechend dem Frank-Starling-Mechanismus. Die
maximale Kontraktionskraft von Fibrin-EHTs ist 200% von der maximalen
Kontraktionskraft der Kollagen-EHTs. Mit Tbh4 behandelte EHTs zeigten eine
maximale Kontraktionskraft, die 363% derjenigen der Kollagen-EHTs und 167%
derjenigen der Fibrin-EHTs betrug. Alle EHTs entstammten einer Zellpraparation
(n=3). Ein t-Test fur unabhéngige Stichproben ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen allen Gruppen bei 1,4 mm Dehnung ( p<0,05 bei Kollagen vs. Fibrin, Fibrin
vs. Fibrin+tb4 und Kollagen vs. Fibrin+Tb4)

3.1.2 Morphologische Charakterisierung

Zur morphologischen Charakterisierung der EHT-Gruppen wurden Paraffin-
Histologien sowie Immunfluoreszenzfarbungen angefertigt. Die Bilder dienten als
Grundlage zur Interpretation von einerseits strukturellen Unterschieden zwischen den
EHT-Gruppen und andererseits Strukturveranderungen, die wahrend der
Entwicklung auf der CAM eintraten. Fur die Lichtmikroskopie wurden Paraffinschnitte
mit H.E. oder Azan gefarbt. Fiur die konfokale Lasermikroskopie wurden whole-mount
Praparate von Kollagen-EHTs und 150 um dicke Vibratomschnitte von Fibrin-EHTs
mit an FITC gekoppeltem Phalloidin (zur Darstellung von Aktinvorkommen im
Zytoskelett aller Zellen sowie im Sarkomer der Herzmuskelzellen), an TRITC
gekoppeltem Endothel spezifischen Lektin (zur Darstellung von Endothelzellen)

sowie DAPI zur Kerndarstellung gefarbt.
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3.1.2.1 Lichtmikroskopie

Die Azanfarbung ermdoglicht die Differenzierung zwischen blau angefarbtem
kollagenen Bindegewebe, unterschiedlich rot angefarbten Zellkérpern und
Zytoplasma sowie zwischen kollagenem Bindegewebe und rotgeféarbter Fibrinmatrix.
In jeder EHT-Gruppe befanden sich in unterschiedlichem MaRe ausgestreckte,
langsorientierte und teils miteinander verbundene Kardiomyozyten. Die langsovalen,
mittelstdndigen Zellkerne deuteten auf einen gewissen Reifegrad der Zellen hin. In

Abbidung 14 sind reprasentative Praparate abgebildet.

In Kollagen-EHTSs (siehe Abb. 14 Aa, b) waren die Kardiomyozyten eingebettet in ein
dichtes Netzwerk aus wellenférmig verlaufenden kollagenen Fasern. Die
Kardiomyozyten waren ausgestreckt und langs, entsprechend der Dehnrichtung,
orientiert. An einigen Stellen wurden Zellkonglumerate gefunden. Die maximale
Grole der Zellen betrug etwa 100 pum in der L&nge und 10-15 pum in der Breite. Dies
entspricht den MalRen adulter Kardiomyozyten. Spitzwinklige Verzweigungen einiger
Zellen wiesen deren Suche nach Kontakt zu Nachbarzellen auf, wie es typisch fir
diese Zellart ist (Lullmann-Rauch 2003). Die meisten Zellen lagen vereinzelt vor,
doch an einigen Stellen zu einer Doppelschicht Ubereinander gelagert (siehe Abb. 14
Ab). Disseminiert im Gewebe kamen einzelne ungefarbte, runde Areale vor, die teils
eine rote Begrenzung aufwiesen. Dies konnten Endothelzell-umgrenzte Gefalle
gewesen sein. Die Dichte ausgestreckter Kardiomyozyten war an der inneren
Zirkumferenz hoher als an der auf3eren. Neben den ausgestreckten Zellen gab es
zahlreiche kleine, runde Zellen, die einen Durchmesser von ca. 10 um hatten. Es
konnte sich um unausgestreckte Kardiomyozyten, Fibroblasten, Endothelzellen oder
Makrophagen handeln. Dazwischen befanden sich jedoch auch disseminierte
weniger angefarbte, runde, im Durchmesser etwa 10 um breite Ablagerungen die
vermutlich avitale Zellreste als Resultat eines nekrotischen oder apoptotischen

Prozesses darstellten.

In Fibrin-EHTs (siehe Abb. 14 B, C) lagen die Kardiomyozyten eingebettet in
rotgefarbtes Fibrin. Die Menge an Fibrin war innerhalb des EHTs unterschiedlich,
einige Stellen waren leuchtend rot (siehe Abb. 14 E), andere Stellen schwach rot bis
blaulich. In den weniger Fibrin-haltigen Arealen waren mehr ausgestreckte und

groRere Kardiomyozyten zu finden als in den Fibrin-reichen Arealen. Die
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ausgestreckten Kardiomyozyten hatten sich entlang der Dehnrichtung orientiert,
wiesen ebenso spitzwinklige Verzweigungen auf und erreichten etwa eine Grof3e von
100 um Lange und 10-15 um Breite. Querstreifung war bei genauerem Hinschauen
zu erkennen. Die mittelstandigen, ovalen Kerne kamen zumeist einzeln vor, jedoch
schienen einige Zellen zweikernig zu sein (siehe Abb. 14 C). Manche Zellen waren
Uber Zellauslaufer miteinander verbunden, andere lagen ubereinander und bildeten
eine Doppelschicht. Zwischen den Zellleibern liel3 sich lokale Kollagenproduktion
anhand blau gefarbter Inseln ausmachen. Ein starker Matrixumbau ist in Abbildung
14 E zu betrachten, wo eine fibrinreiche (rot) Region direkt an eine kollagenhaltigere
Region (blaulich grau) angrenzt. In Fibrin-EHTs fiel auf, dass die Dichte
ausgestreckter Zellleiber von auf3en nach innen zunahm, die Muskelzellstrange
schienen sich in der inneren Zirkumferenz zu sammeln. Zwischen den
Kardiomyozyten aber insbesondere im unteren EHT-Abschnitt waren kleine, runde,
etwa 10 um breite Zellen zu finden, die durch ihren leuchtenden Zellkern als vital
anzusehen waren, vermutlich handelte es sich um unausgestreckte Kardiomyozyten,
Fibroblasten, Endothelzellen oder Makrophagen. Wie in Kollagen-EHTs befanden
sich dazwischen disseminierte weniger angefarbte, runde, im Durchmesser etwa

10 um breite Ablagerungen, vermutlich ebenso avitale Zellreste.

Mit Tb4 behandelte EHTs (siehe Abb. 15 Da, b) zeigten ebenso unterschiedliche
Fibrindichten auf, die durch unterschiedliche Rotfarbung voneinander zu
unterscheiden waren. In Abbildung Da, b ist ein eher Fibrin-armer Bereich
abgebildet. Jedoch sieht man, wie die untere EHT Flache eine inhomogenere EZM
enthielt, die leicht scheckig und réter war als die obere Halfte. In der oberen Halfte
befanden sich viele dicht Ubereinander gelegene Kardiomyozyten, die einen
entsprechend der Dehnrichtung orientierten Zellkérper von etwa 100 um Léange und
10-15 um Breite hatten. Die Zellen hatten untereinander viele Kontakte ausgebildet.
Es waren zweikernige Zellen zu sehen. Im oberen EHT Abschnitt lagen
Kardiomyozyten dicht gepackt, zwischen ihnen lagen blau geféarbte
Kollagenschichten. Die kleinen, runden, etwa 10 um breiten Zellen mit einer grof3en
Kern/Plasma Relation waren ebenso wie bei den unbehandelten Fibrin-EHTSs
disseminiert im Préaparat zu sehen. Daneben kamen die blau-lila, weniger gefarbten

Ablagerungen vor, die wahrscheinlich nekrotische Zellen darstellen.
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Im Vergleich zwischen den in Abbildung 14 dargestellten Kollagen- und Fibrin-EHTs
schienen Fibrin-EHTs eine grél3ere Kardiomyozytendichte bei etwa gleicher
ZellgréRe zu haben. Da jedoch keine Quantifizierung der Zellen vorgenommen
wurde, ist diesbeziiglich keine eindeutige Aussage zu treffen. Die Zellen schienen in
Fibrin-EHTs homogener verteilt zu sein, denn Zellkonglumerate waren weniger
haufig zu finden. In Kollagen-EHTs waren die nekrotischen Zellen nicht so eindeutig
auszumachen wie in den Fibrin-EHTSs, jedoch weisen H.E.-Farbungen von nativen
Kollagen-EHTs ebenso reichlich nekrotische Zellen auf. Die Kardiomyozytendichte
und —grof3e war in Fibrin-EHTs unterschiedlicher Zellpraparationen bestandig gleich.
Dagegen zeigten Kollagen-EHTs eine groRe Schwankungsbreite bezlglich der
Zelldichte und -vitalitat. In Abbildung 14 sind relativ zu der Gesamtheit aller

untersuchten Kollagen-EHT Praparate gut entwickelte EHTs dargestellit.

Bemerkenswert war der Unterschied in der Zelldichte und —gréf3e zwischen den
Fibrin-EHT Gruppen. In mit Tb4 behandelten EHTs schienen die Kardiomyozyten
kompakter strukturiert, ausgestreckter und gro3er zu sein. Sie lagerten sich in
Schichten Ubereinander. Konglomerate an nicht-ausgestreckten Zellen, wie sie in
Fibrin-EHTs vorhanden waren, lieen sich in den mit Tb4 behandelten Fibrin-EHTs
nicht finden. Diese Beobachtungen unterstitzen die Ergebnisse der

Kontraktionsexperimente.
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Abbildung 14: Morphologische Untersuchungen von nativen EHTs an Tag 12
Azanfarbungen von 4 um groRen Mikrotomschnitten: A: Kollagen-EHT; B, C, E:
Fibrin-EHT; D: Fibrin-EHT mit Tb4 behandelt.

Langsschnitte von EHTs zeigten in Kollagen-EHTs die blau angefarbte, Kollagen-
reiche Extrazellular-Matrix und in Fibrin-EHTs eine eher rétliche Fibrin-reiche Matrix,
welche an zellreichen Stellen lokale Kollagen-Produktionen aufwieis (B), die zu
einem inhomogen Verteilung der Matrix fuhrten (E). Zellkérper und -Kerne waren
unterschiedlich rot-angeféarbt. Die ausgestreckten Kardiomyozyten hatten sich
entlang der Dehnrichtung orientiert und wiesen spitzwinklige Verzweigungen auf.
Kleinere, runde Zellen wiesen auf Makrophagen, unausgestreckte Kardiomyozyten
oer Endothelzellen hin. Avitale Zellreste als Resultat eines nekrotischen oder
apoptotischen Prozesses waren disseminiert im Gewebe auszumachen.
Malstabsbalken: 100 um (Aa, B, Da, E), 40 um (Ab, Db), 20 um (C)

3.1.2.2 Konfokale Lasermikroskopie
In Abbildung 15 sind Ubersicht- sowie Detailaufnahmen der drei EHT Gruppen,
Kollagen-EHTs, Fibrin-EHTs und mit Th4-behandelte Fibrin-EHTSs, mittels konfokaler

Lasermikroskopie abgebildet.

Kollagen-EHTs (siehe Abb. 15 A, B, C) enthielten ein Netzwerk aus grofdtenteils
einzeln vorkommenden Kardiomyozyten, die sich lokal zu Zellkonglomeraten
arrangierten, in deren Zentrum die Zellen mit den Enden zusammenstiel3en. Wie in
den lichtmikroskopischen Aufnahmen war der Zellkern mittelstandig und oval. Er
bildete den Ort des grof3ten Zelldurchmessers, perinuklear war das Zytoplasma
sparlich ausgebildet. Die Kardiomyozyten enthielten mindestens zwei Zellauslaufer,
in denen sich der Zellkérper verdinnte. Spitzwinklige Verzweigungen einiger Zellen
waren analog zu den lichtmikroskopischen Aufnahmen vorhanden. Die meisten
Zellen zeigten durch die Bindung von Phalloidin an Aktin die fur Skelett- und

Herzmuskulatur typische Querstreifung (siehe Abb. 16 C). Die Menge an
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Sarkomeren pro Zelle sagt etwas uber deren Vitalitdtszustand aus. Dieser schwankte
zwischen den Kardiomyozyten, so dass eine pleomorphe Zellpopulation das EHT
ausmachte. EHTs aus verschiedenen Zellpraparationen zeigten unterschiedlich vitale
Zellpopulationen. In Abbildung 15 C sind aul3ergewdhnlich vitale, grof3e Zellen
dargestellt. Dagegen befanden sich in anderen Praparaten (exemplarisch siehe Abb.
15 B) kleine, atrophe weit voneinander entfernt liegende Kardiomyozyten. Neben den
Kardiomyozyten waren Phalloidin-positive Zellen ohne Querstreifung zu finden,
vermutlich  Fibroblasten, Makrophagen und Endothelzellen. Letztere waren
mehrheitlich einzeln als runde Zellen oder mit kleinen Auslaufern homogen im
Gewebe verteilt. In manchen Féallen waren die Auslaufer der Endothelzellen lang
ausgestreckt und zu einem Strang von mehreren Endothelzellen verbunden, der

stellenweise verzweigt aufzufinden war (siehe Abb. 15 B).

Fibrin-EHTSs (siehe Abb. 16 D, E, F) enthielten ebenso ein Netzwerk aus grof3tenteils
einzeln vorkommenden Kardiomyozyten, die sich lokal zu langs orientierten
Zellbindeln arrangierten. Der mittestandige, ovale Zellkern bildete den Ort des
grofdten Zelldurchmessers, weiter peripher verdinnte sich der Zellleib in Auslaufern.
Jede Kardiomyozyte bildete zwei Auslaufer, einige enthielten spitzwinklige
Verzweigungen. Die typische Querstreifung (siehe Abb. 15 E, VergroéRerung)
zeichnete die meisten Zellen als Kardiomyozyten aus. Die Anzahl an Sarkomeren
pro Zelle war unterschiedlich. Ebenso wie in den Kollagen-EHTs waren jedoch auch
Zellen ohne Querstreifung zu finden, vermutlich Fibroblasten, Makrophagen oder
Endothelzellen. Analog zu den Kollagen-EHTs waren diese mehrheitlich einzeln als
runde Zellen oder mit kleinen Auslaufern homogen im Gewebe verteilt. Vereinzelte
Endothelzellstrange waren in gleichem Mal3e wie in Kollagen-EHTs auszumachen.
Oberflachennah befand sich in Fibrin-EHTs eine Schicht aus runden, etwa 20 pum
breiten Zellen mit kurzen Auslaufern, deren Positivitat fur Lektin diese als
Endothelzellen auszeichnete. Sie waren untereinander verbunden, so dass sie

flachenhaft einem Zellrasen ahnelten.

Mit Tb4 behandelte EHTs (siehe Abb. 15 G, H, I) enthielten aneinander liegende,
parallel verlaufende Kardiomyozyten, deren Dichte fast einer Faser glich. Aber auch
Zellaggregate mit im Zentrum zusammenlaufenden Kardiomyozyten waren in den

Praparaten enthalten. Der mittelstandige, ovale Zellkern war von reichlich
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Zytoplasma umgeben, so dass der Durchmesser hier etwa 10-15 pm betrug. Die
Auslaufer waren reich an Zytoplasma und quergestreiften Sarkomeren. Spitzwinklige
Verzweigungen bildeten sich zwischen den Zellen, welche diese miteinander
verknupften. In dieser EHT-Gruppe war ebenso ein Nicht-Kardiomyozyten-Anteil
vermutlich aus Fibroblasten, Makrophagen und Endothelzellen auszumachen.
Letztere waren entweder disseminiert im Gewebe als kleine, runde Zellen mit kleinen
Auslaufern zu finden oder sie fanden durch feine Verzweigungen Anschluss
zueinander und bildeten einen Strang. An einer EHT-Oberflache bildete sich analog
zu den unbehandelten Fibrin-EHTs ein Rasen aus etwa 20 um breiten
Endothelzellen, deren Zellmembranen flachenhaft oder mit kurzen Auslaufern

verbunden waren (siehe Abb. 15 F).

Die Unterschiede zwischen den EHT-Gruppen bestanden i) in der Bestandigkeit der
Zelldichte und Vitalitat der Kardiomyozyten, wobei die Fibrin-EHTs aus
unterschiedlichen Zellpraparationen besser miteinander vergleichbar waren und die
Morphologie der Kollagen-EHTs grof3en Schwankungen unterlag; ii) in der Dichte
des Kardiomyozytennetzwerkes, wobei die Kardiomyozytendichte in Kollagen-EHTs
am niedrigsten und in Tb4-supplementierten-Fibrin-EHTs am hdchsten zu sein
schien; iii) in der Anordnung der Kardiomyozyten, wobei Tb4-supplementierte-
Kardiomyozyten entlang der Langsachse orientierte Zellbindel bildeten und in
Kollagen- sowie Fibrin-EHTs die Zellen eher ein grobmaschiges Netz bildeten; iv) in
der GroRRe der Zellen, mit Tbh4 supplementierte Kardiomyozyten zeichneten sich
durch Uberdurchschnittlich gro3e Zellleiber aus; v)in der Schichtung der Zellen
innerhalb des EHTs: Fibrin-EHTs wiesen stets eine Endothelzellschicht am
Unterrand auf; vi) Kollagen-EHTs enthielten mehr Zellkonglomerate als Fibrin-EHTSs,
insgesamt waren in Fibrin-EHTs die Zellen homogener verteilt. Ein weiterer Punkt ist

die vereinfachte Strukturdarstellung in Fibrin-EHTs im Gegensatz zu Kollagen-EHTS,
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da das Verhaltnis zwischen Hintergrund und spezifischer Farbung hoher war.

Abbildung 15: Morphologische Untersuchungen von nativen EHTs an Tag 12
Immunfloureszenzfarbungen von whole-mount-EHT-Praparaten A, B, C: Kollagen-
EHT; und Vibratom-Langsschnitten D, E, F: Fibrin-EHT; G, H, I: Fibrin-EHT mit Th4
behandelt. In grin ist Phalloidin, in rot Lektin und in blau DAPI dargestellt. Die
Konzentrierung des DAPI-Signals auf einen mittigen Streifen ist auf die geringe
Spannweite des UV-Lasers zurlckzufuhren. In E ist ein Ausschnitt des Bildes
vergroRert  eingefugt. EHTs  verschiedener = Gruppen  sind anhand
Ubersichtsaufnahmen (A, D, G) und Detailaufnahmen (B, C, E, F, H, ) verglichen.
Jede EHT-Gruppe zeigte einzeln vorkommenden Kardiomyozyten, die sich lokal zu
l&angs orientierten Zellbiindeln arrangierten. Ebenso wie in den Kollagen-EHTs waren
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jedoch auch Zellen ohne Querstreifung zu finden, vermutlich Fibroblasten,
Makrophagen oder Endothelzellen (rot, Lektin). Die Kardiomyozytendichte schien in
Kollagen-EHTs am niedrigsten und in Tb4-supplementierten-Fibrin-EHTs am
hochsten zu sein.

Die morphologischen Untersuchungen nativer EHTs lassen sich wie folgt
zusammenfassen:

e Die schwankende Qualitdt von Kollagen-EHTs spiegelte sich in den
lichtmikroskopischen sowie den lasermikroskopischen Aufnahmen wider:
Kollagen-EHTs enthielten in einigen Fallen ein Netzwerk mit vielen vitalen
Kardiomyozyten und in anderen Fallen eine lediglich mit atrophen Zellen und
Zelltrummern durchzogene Kollagenmatrix.

e Fibrin-EHTs scheinen ein dichteres Netzwerk aus Kardiomyozyten
aufzuweisen. Tb4-Supplementierung der Fibrin-EHTs verdichtete das
Kardiomyozytennetzwerk bemerkenswert.

e Die Assoziation von Endothelzellen zu Strdngen schien weder durch
Fibrineinsatz noch durch Tbh4 beeinflusst zu werden.

e Die Fibrinmatrix war flachenhaft unterschiedlich modelliert. Die
Extrazellularmatrix wies unterschiedliche Fibrinkonzentrationen auf, die mit
lokal unterschiedlichen Zelldichten korrelierten. Es wurde an einigen Stellen

Kollagen produziert.

3.2  Strukturanalyse der Chorioallantoismembran

Zur morphologischen Charakterisierung der CAM wurden Paraffin-Histologien sowie
Immunfloureszenzfarbungen angefertigt. Die Bilder dienten als Grundlage zur
morphologischen Auswertung der EHT-Explantate nach der Kultivierung auf der
CAM. Paraffinschnitte wurden mit Azan gefarbt. Whole-mount Préaparate der CAM
wurden mit an FITC-gekoppeltem Phalloidin (zur Darstellung von Aktinvorkommen im
Zytoskelett aller Zellen), an TRITC-gekoppeltem Endothel-spezifischem Lektin (zur
Darstellung von Endothelzellen), Alexa 488 zur Darstellung der Bindung von anti-red-
blood-cell-Antikdrper (aRBC) sowie DAPI zur Kerndarstellung gefarbt.

3.2.1 Lichtmikroskopie
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Ein vertikaler (siehe Abb. 16 A) sowie ein horizontaler Schnitt (siehe Abb. 16 B) der
zwolf Tage alten CAM wurden angefertigt. In dem vertikalen Schnitt war das
oberflachige, in die CAM eingebettete kapillare Netzwerk zu sehen (siehe Abb. 16 A,
Pfeile). Die oberflachigste Schicht war zellreich, die GroRRe, die Farbe und der
monomorphe Charakter der Zellen wiesen darauf hin, dass in der obersten Schicht
grofdtenteils Erythrozyten lagen. Die Zellen hatten einen intensiv rotgefarbten Kern
und waren etwa 7-10 um grol3. Die darunter liegenden Schichten waren lockerer
gebaut und enthielten kollagenes Bindegewebe. Zwischen den kollagenen Fasern
lagen kleine runde Zellen. Dies ist in dem horizontalen Schnitt einer etwa 20 pm
unter der Oberflache liegenden Schicht deutlicher dargestellt. In dem Bindegewebe
mit vereinzelt eingebetteten Zellen lag ein langs und quer angeschnittenes, mit
Erythrozyten gefilltes, ca. 100x200 um groRBes Gefal3. Die Kerne der ovalen ca.
10 um grol3en Erythrozyten waren zu erkennen, auflerdem das ca. 5 um dicke
Endothel (siehe Abb. 16 B, Pfeil). In vielen Paraffinschnitten befanden sich in den
Gefallen wenige oder keine Erythrozyten, da diese wahrend des Farbeprozesses

ausgewaschen worden waren.

3.2.2 Konfokale Lasermikroskopie

In Abbildung 16 B und C sind Querschnitte durch die CAM in unterschiedlichen
Ebenen gezeigt. Abbildung 16 C zeigt ein quer angeschnittenes, etwa 100 pm im
Durchmesser grof3es Gefald welches 7-10 um grofRe kernhaltige Erythrozyten tragt,
die deutlich mit dem aRBC-Antikdrper markiert waren. Die F&rbung war bei
Erythrozyten membranstandig. Erythrozyten waren weder mit Phalloidin noch mit
Lektin anfarbbar. Ebenso war die Gefal3wand mit Lektin nicht anzufarben. Abbildung
16 D zeigt eine tiefer gelegene Schicht, die wabenartig angeordnete etwa 10-15 um
groRe extravasale Zellen zeigte. Die Phalloidinfarbung markierte die Zellgrenzen.
Das Farbemuster dieser Zellen mit aRBC-Antikorper war zytoplasmatisch. Ebenso
war das Zytoplasma dieser Zellen mit Lektin anfarbbar. Das aRBC-positive Signal
der extravasalen CAM-Zellen war fur die Beurteilung von Einwlchsen der CAM in
EHTs von grol3er Bedeutung. Die Phalloidinfarbung zeigte deren wabenartige
Anordnung, (siehe Abb. 16 D). Dieses Farbemuster suggerierte, es kdnnte sich um

Hamangioblasten handeln.
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Abbildung 16: Morphologische Untersuchungen der CAM an

Entwicklungstag 12

A, B: Azanfarbungen von 4 um dicken Mikrotomschnitten: A: Vertikalschnitt,
B: Horizontalschnitt. Die Farbung zeigt die oberflachliche, zellreiche, ektodermale
Schicht der CAM in der kleine Kapillaren ziehen (A). Tiefere Schichten enthalten
kollagenes Bindegewebe, in welches gréRere Gefalde eingebettet sind (B). Die Pfeile
in A und B deuten auf Blutgefal3e hin. C: Immunfluoreszenzfarbung eines 10 um
dicken Kryoschnitts D: whole-mount-Préparat. In grin ist Phalloidin, in gelb sind rote
Blutkérperchen des Huhns, in rot Lektin und in blau DAPI dargestellt. Die CAM-
Endothelzellen lassen sich nicht mit Lektin anfarben, jedoch zeigen interstitielle
CAM-Zellen eine leichte Positivitat. C und D stellen unterschiedliche Ebenen der
CAM dar.

Maf3stabsbalken: 100 um (A, B), 10 um (C,D)
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3.3 Positivkontrolle der Induzierbarkeit des Chorioallantoismembran-
Gefallwachstums

Die Induzierbarkeit von gerichtetem Gefaldwachstum wurde anhand eines mit FGF-2,
VEGF-A sowie mit Th4 vollgesogenem Gelatineschwamm getestet. Dabei wurden
folgende Substanzmengen eingesetzt: 2pug FGF-2, 350ng Tb4 oder
unterschiedliche Dosen VEGF-A (0,5-3 ug).

3.3.1 Fotoserie

FGF-2- und Th4-Praparate zeigten eine sequentielle Zunahme der Gefal3dichte vom
ersten bis zum vierten Tag. Bei den VEGF-A-Praparaten war dies in etwa funf
Versuchen mit unterschiedlichen Konzentrationen VEGF-A nicht zu beobachten. Am
vierten Tag waren die Gefalle wie die Speichen eines Rads um den zentralen
Schwamm herum angeordnet. Der Schwamm wurde im Laufe der Inkubation
kalkweild und erschien gegen Ende trocken. Das induzierte Gefallwachstum
zeichnete sich deswegen als solches gegenuber dem physiologischen aus, da es
gerichtet ist. Nach 96 Stunden war aufRerdem deutlich zu sehen, wie direkt um den
Schwamm herum die Kapillaren im Gegensatz zu einer weit entfernten Stelle sehr
viel dichter gewachsen waren. Bei genauem Hinsehen waren die eigentlich diinnen
Kapillaren direkt um den Schwamm herum geweitet. In Abbildung 17 ist ein auf die
CAM aufgebrachter Schwamm mit FGF-2 vor und nach Ablauf von vier Tagen
dargestellt. Ahnlich sieht die Entwicklung eines mit Tb4 vollgesogenen Schwamms

aus.
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Abbildung 17: Positivkontrolle der Induzierbarkeit des CAM-GefaRwachstums
Fotos eines mit 2 ug FGF-2 vollgesogenen Gelatineschwamms auf der 8-12 Tage
alten CAM am Tag 0, 1 und 4. Nach 96 Stunden waren die Kapillaren direkt um den
Schwamm im Gegensatz zu einer weit entfernteren Stelle sehr viel dichter
gewachsen. Der Querschnitt des Schwamms betragt etwa 3 mm?.

3.3.2 Lichtmikroskopie

In Azanfarbungen war das Schwammtrabekelwerk deutlich in rot zu erkennen. Die
Zwischenraume waren voller Zellen und vereinzelten Kapillaren (siehe Abb. 18 A,
Pfeile). Die intravasalen roten Blutkdrperchen, an der roten Farbe zu erkennen (siehe
Abb. 18 A, Sternchen), hatten eine GroRe von etwa 7-10 um. Wie die in tiefen
Schichten der CAM liegenden Zellen (siehe Abb. 18 A, B), waren die meisten Zellen

nur schwach mit dem Zytoplasma-Farbstoff Goldorange angefarbt.

3.3.3 Konfokale Lasermikroskopie

Immunfluoreszenzfarbungen von 10 um dicken Kryoschnitte ergaben ein zellreiches

Infiltrat analog dem aus der Paraffin-Histologie gewonnenem Bild. Kapillaren waren

auch hier zu finden, wie die deutliche Farbbarkeit der Hihnererythrozyten mit dem
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aRBC-Antikorper zeigt. Das membranstandige Farbemuster entsprach dem der
differenzierten Erythrozyten, Abbildung 18 B. Das Differentialinterferenzkontrastbild

(DIC) dieses Areals zeigte die zellfreien Bereiche, wo sich das Trabekelwerk befand.

10 pm

Abbildung 18: Positivkontrolle der Induzierbarkeit des CAM-GefaRwachstums
Mikroskopische Untersuchungen der Innenstruktur des mit FGF-2 vollgesogenen
Gelatineschwamms nach 96 Stunden auf der CAM. A: Azanfarbung eines von 4 um
dicken Mikrotomschnitts B: Immunfloureszenzfarbung eines 10 pum dicken Kryoschnitts.
In gelb sind rote Blutkdrperchen des Huhns, in rot Lektin und in blau DAPI dargestellit.
Dem mittels konfokaler Lasermikroskopie generiertem Bild wurde Differential
Interference Contrast (DIC) aufgelagert. Der Pfeil deutet auf eine eingesprossende
Kapillare hin, rundherum waren weitere auszumachen. Das Sternchen zeigt auf
Huhnererythrozyten. Das Vorhandensein eingesprossener Kapillaren beweist die
Moglichkeit vertikalen GefalBwachstums Uber die Oberfliche der CAM hinaus.
Mafl3stabsbalken: 100 um (A), 10 um (B).

3.4  EHT-Kultivierung auf der CAM

Der CAM-Assay kann in vitro sowie in ovo ausgefiuhrt werden. Erstes sieht den
Transfer des Embryos in eine Plastikkulturschale an einem frihen Zeitpunkt der
Inkubation vor. Letzteres lasst die Embryogenese in der Eischale stattfinden und
ermdglicht den Zugang zur CAM sowie deren Beobachtung durch ein Loch am
oberen, stumpferen Pol des Eis. Die in vitro- Kultivierung ging mit einer héheren
Mortalitat der Embryonen einher, weswegen die in ovo-Kultivierung als
Standardarbeitsmethode gewahlt wurde. In Abbidung 19 ist die Mortalitat wahrend
der in ovo-Kultivierung dargestellt. Um einen Kompromiss zwischen mdglichst langer
Inkubationsdauer und mdglichst hoher EHT-Explantationsrate von lebendigen CAMs
zu wahlen, wurden die EHTs standardmalig vier Tage lang auf der CAM inkubiert.
Nach Ausprunk et al. (1974) proliferieren die Kapillaren der CAM bis zum elften

Entwicklungstag sehr schnell, ab dem elften Tag sinkt der mitotische Index der
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Endothelzellen. Die EHT-Implantation schon vor dem achten Tag vorzunehmen,
wurde durch die beschrankte GrofRe der CAM zu dem Zeitpunkt problematisch.
Demnach wurde der Inkubationszeitraum von Tag acht bis zwdlf der CAM-
Entwicklung gewahlt. In vorherigen, unverodffentlichten Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass das EHT an Entwicklungstag 12 die hochste Kontraktionskraft
entwickelte. Demnach wurde die Uberfihrung der EHTs auf die CAM am zwolften

Entwicklungstag der EHTs gewahlt.
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Abbildung 19: Mortalitdt der Embryonen wahrend in ovo-Bebritung im
Rahmen des CAM-Assays nach Offnung der CAM

Von Tag 0 bis Tag 4 nach der Implantation des EHTs auf die CAM starben etwa 50%
aller Embryonen.

3.4.1 Versuche zur Optimierung des EHT-Strukturerhalts

Anfangliche Strukturanalysen von EHTs nach der viertagigen Kultivierungsperiode
auf der CAM zeigten degenerierte Kardiomyozyten. Zun&chst konnte zwar
makroskopisch beobachtet werden, dass Kollagen- sowie Fibrin-EHTs auf der CAM
kurz nach der Implantation auch auf der CAM zu kontrahieren anfingen. Am zweiten
bis dritten Tag jedoch fingen manche EHTs an zu schrumpfen und auszutrocknen.
Diese waren bei Explantation hart und gelbl, die ich, wahrend andere Praparate bis
zum Tag der Explantation schlugen und ihren urspriinglichen Turgor beibehielten.
Damit die Bedingungen auf der CAM einen optimalen Strukturerhalt ermdglichen,
wurden unterschiedliche Modifikationen ausprobiert und durch makroskopische und

mikroskopische Beobachtungen analysiert.
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34.1.1 Mechanische Dehnung der EHTs

Schon in friheren Arbeiten wurde die Bedeutung der Dehnung fur die EHT-
Entwicklung aufgezeigt (Fink et al. 2000). Dies fuhrte zu der Entwicklung eines auf
der CAM einsetzbaren Abstandshalters. Dieser musste i) leicht sein und einen
kleinen Umfang haben ii) einen Aufbau haben, der die CAM nicht schadigt iii) das
EHT spannen und den Kontakt des EHTs mit der CAM gewahrleisten iv)
autoklavierbar sein. Verschiedene Modelle wurden im Rahmen dieser Arbeit
entwickelt und getestet. Das endgultige Modell bestand aus einem Silikonring, an
dem zwei Hakchen zur Aufnahme des EHTs befestigt waren (siehe Abschnitt
2.4.3.2).

3.4.1.2 EHT-Bedeckung mit verschiedenen Materialien

Um die Austrocknung zu verhindern, wurden gedehnte EHTs wahrend der gesamten
Inkubationsdauer mit Parafilm, Dialyseschlauch oder mit einem mit EHT-Medium
vollgesogenem Gelatineschwamm bedeckt. Hierfir wurde ein mit Ethanol
desinfiziertes, 1,5 cm * 0,5 cm grofRes Stick Parafilm oder Dialyseschlauch so auf
das EHT gelegt, dass das EHT an den Langsseiten gut abgedeckt war (siehe Abb.
20 B). Die das Stretcherhdkchen umschlingenden Anteile des EHTs blieben dabei
frei. An den Seiten blieb das Material durch Kapillarkrafte fest an der CAM haften.
Ein mit EHT-Medium durchtranktes, 1,5cm*0,5cm*0,1cm groBes Stick
Gelatineschwamm wurde hingegen so auf das EHT gelegt, dass das EHT komplett
abgedeckt war, einschlie3lich Stretcherh&kchen und EHT-Enden (siehe Abb. 20 C).

Die Abdeckung mit Parafilm oder Dialyseschlauch verhinderte die Austrocknung
nicht und verbesserte damit auch nicht den Strukturerhalt der Kardiomyozyten (siehe
Abb. 21 C). Genau wie unbedeckte EHTs wurden ca. die Halfte aller EHTs nach ca.
48 bis 72 Stunden unter der Bedeckung atroph und sistierten zu kontrahieren. Der
Medium-durchtrankte Gelatineschwamm flhrte zwar zu einem guten Strukturerhalt
der Kardiomyozyten (siehe Abb. 21 C, 22 A, B), jedoch ebenso zu einem vorzeitigen
Versterben der Hihnerembryonen (70% der Embryonen verstarben vor Ablauf der
Inkubationsdauer). Wenige Tropfen EHT Medium auf eine unbelegte CAM flihrte
ebenso zum  Versterben der  Embryonen. Infolgedessen  sah  der
Standardarbeitsablauf die EHT-Kultivierung auf der CAM nur mit dem Ringstretcher,

aber ohne Bedeckung vor.
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Tabelle 10: Auswirkung der EHT-Bedeckung auf den Dehydrierungsprozess der
Implantate

Mit Bedeckung Ohne Bedeckung Gesamt

(n=14) (n=18)
Atroph 9 (64%) 9 (50%) 18 (56%)
Hydriert 4 (29%) 5 (28%) 9 (28%)
Zur Halfte atrophiert 1 (7%) 4 (22%) 5 (16%)

Der Strukturerhalt von Kardiomyozyten wéahrend der Inkubationsdauer blieb ein
kritischer Punkt und unterlag Schwankungen, die nicht einfach zu kontrollieren
waren. Fibrin-EHTs stellten sich als resistenter heraus. Diese Praparate neigten

weniger zur Austrocknung und die Zelldichte nach Explantation Uberwog die der
Kollagen-EHTs.

Abbildung 20: Fotos von EHTs in der Ringstretcherapparatur auf der CAM am
Tag der Implantation, mit und ohne Bedeckung.

A, B, C: am Tag der Implantation. D: vier Tage nach Implantation. Um die
Austrocknung von EHTs wahrend der Inkubationsperiode zu verhindern, wurden
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diese versuchsweise mit Parafim (B, D) oder mit Medium-vollgesogenem
Gelatineschwamm bedeckt (C). Der Kontakt der CAM mit EHT-Medium fihrte zu
einer hoheren Mortalitat der Hihnerembryonen, weswegen dies nicht weiter verfolgt
werden konnte. Auch mit Parafilm-bedeckte EHTs neigten zur Austrocknung, was
einen Verlust von Flusigkeit durch Verdunstung unwahrscheinlich macht.

Abbildung 21: Morphologische Untersuchungen von explantierten EHTs, die
wahrend der viertagigen Inkubation auf der CAM bedeckt waren.

Azanfarbungen eines 4 um  dicken Mikrotomschnitts (A, C) sowie
Immunfluoeszenzfarbung von einem whole-mount-EHT. Die Azanfarbung zeigt stark
unterschiedliche Kardiomyozytendichten eingelagert in blau angefarbter Kollagen-
Matrix, wobei die mit Medium-versorgten EHTs (A, B) gro3ere Zelldichten aufwiesen als
die mit Parafilm abgedeckten EHTs. Die Immunfloureszenzfarbung zeigte eine kleine
Erythrozytenkolonne (anti-RBC, gelb) in der Néhe von Kardiomyozyten (Phalloidin,
gran) innerhalb eines mit Medium-versorgten EHTs. In blau ist DAPI dargestellt.
Maf3stabsbalken: 100 um (A), 200 um (C)

3.5 Morphologie der EHTs nach vier Tagen Inkubation auf der CAM
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3.5.1 Fotoserie

Wie in Kapitel 3.4 beschrieben, entwickelten sich EHTs auf der CAM unterschiedlich.
Einige wurden nach 48-72 Stunden atroph, dinn, trocken und horten auf zu
kontrahieren (siehe Abb. 22 C). Andere kontrahierten bis zur Explantation und
blieben bis dahin hydriert, bis auf leichte Schrumpfungen an den Enden, wo das EHT
auf den Stretcherhdkchen aufgespannt war (siehe Abb. 22 E). Wahrend der
Inkubation bewegten sich die Embryonen unterhalb der CAM heftig, was zu
Verschiebungen der CAM fuhrte. Ebenso entwickelte sich die CAM bis zum 18. Tag,
ihre Struktur veranderte sich und expandierte. Der Ringstretcher auf der CAM st
diesen Bewegungen stets gefolgt, da die schleimig-klebrige Konsistenz der CAM
diesen bei jeder Verschiebung mitzog. Das flhrte vielmals dazu, dass das EHT nach
einigen Tagen von der CAM bedeckt war, da sich diese tUber das EHT wdlbte (siehe
Abb. 23 D a,b, E). Mitunter ist das EHT in der CAM versunken, &hnlich wie ein
Korper in einer Hangematte. In seltenen Féallen ist der Stretcher sogar mit gesunken.
Die Dichte der GefalRe in EHT-Nahe hat, dem physiologischen Wachstum der CAM
entsprechend, im Laufe der Inkubation zugenommen. Da dies in der gesamten CAM
der Fall war und nicht nur in EHT-N&he, ist ein angiogenetischer Effekt des EHTs auf
die Endothelzellen der CAM anhand der makroskopischen Aufnahmen nicht
eindeutig festzustellen. Bei Betrachtung der dichten GefalRstruktur auf dem EHT in
Abbildung 22 Db ist zu beachten, dass an dieser Stelle zwei Schichten CAM
aufeinanderliegen. Der Pfeil markiert die Umschlagsfalte der CAM, die sich wéhrend
der Inkubationszeit Gber das EHT gelegt hatte. Beim Betrachten des Implantats mit
einem Stereomikroskop (ca. 10x VergrofRerung) ist der Erythrozytenfluss in den
Kapillaren zu beobachten, wobei man sehen kann, dass die Erythrozyten der
pfeilmarkierten Stelle der Umschlagsfalte folgten und umkehren. Der erste Blick lief3
ein starkes GefalBwachstum in das EHT hinein vermuten. GréRRere Aufnahmen
wiesen jedoch lediglich auf eine Uberlagerung der CAM auf das EHT hin. Die
Explantate zeigten oftmals an der Flache, die mit der CAM in Verbindung war, dichte
GefalRzeichnungen, wie in Abbildung 22 F dargestellt. Dies war insbesondere bei den
Tb4-behandelten Fibrin-EHTs ausgepragt. Ob wahrend der viertdgigen Inkubation
GefaBe in das EHT sprossen, wenn auch in kleinerem Male als die
Ubersichtsaufnahmen in Abbildung 22 Da, Db, E und F vermuten lieRen, wurde mit

histologischen Methoden untersucht.
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Abbildung 22: Fotos von EHT-Kultivierung auf der CAM

A: Erster Tag, B: dritter Tag, C, D, E: vierter Tag, Kollagen-EHTs auf der CAM.
Einige EHTs wurden nach 48-72 Stunden atroph, dinn, trocken und horten auf zu
kontrahieren (C), andere blieben hydriert und kontrahierten bis an das Ende der
Inkubationszeit (D, E).Bewegungen des Embryos fuhrten gelegentlich zu einem
Versinken des EHTs in die CAM, so dass diese sich tUber das EHT woélbte (D a, D b,
B, E). In Db ist zu beachten, dass an der zwei Schichten CAM aufeinanderliegen, der
Pfeil markiert die Umschlagsfalte der CAM. F: Explantat eines Tb4-behandelten
Fibrin-EHTs ebenfalls nach viertagiger Kokultur. Die der CAM aufliegende EHT-
Flache ist abgebildet. Die Explantate zeigten oftmals an der Flache, die mit der CAM
in Verbindung war, dichte GefalRzeichnungen, dies war insbesondere bei den Th4-
behandelten Fibrin-EHTs ausgepragt.

3.5.2 Lichtmikroskopie
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Die Paraffinschnitte der EHTs wurden in einer Ebene angefertigt, so dass die beiden
Arme des EHTs langs nebeneinander lagen. Die Paraffinschnitte wurden mit H.-E.
sowie Azan gefarbt und mit den Farbungen der nativen EHTs verglichen. Dies
ermdglichte eine Unterscheidung zwischen EHT-eigenen Strukturen und Reaktionen

der CAM auf das EHT, die mdglicherweise Gefal3einsprossungen ahneln.

3.5.21 Kollagen-EHTs

Abbildung 23 und 24 zeigen den Zustand von unterschiedlichen
Entwicklungsprozessen nach vier Tagen Inkubation auf der CAM. Die intensive
Blaufarbung des kollagenen Bindegewebes lasst zwischen CAM- und EHT-Areal
unterscheiden. Gedehnte sowie ungedehnte EHTs wurden den histologischen
Aufbereitungen unterzogen und sind hier dargestellt. Abbildung 25 A, C, D, E und F
stellen nicht-gedehnte EHTSs in H.-E.-Farbungen dar. In Abbildung 23 A, B und C, 24
A sowie 25 B und G sind gedehnte EHTs mit Azan geféarbt dargestellt.

Ein Vergleich zwischen der EHT-Struktur vor und nach der Kokultur ist in
Abbildung 23 veranschaulicht. Zunachst fiel an den Farbungen auf, dass in den
meisten Kollagen-EHTs die Zelldichte und -gré3e wahrend der viertdgigen Kokultur
abgenommen hatte (siehe Abb. 23 B). Hier war das kollagene Bindegewebe
durchsetzt mit gro3tenteils kleinen runden Zellen, spéarlich ausgestreckten Zellen und
vermehrt nekrotischen Zellen und Zellresten. In etwa 10% der EHTs war selbst nach

den vier Tagen die Kardiomyozytenstruktur gut erhalten (siehe Abb. 23 C).
Rz A i

Abbildung 23: Vergleich von Kollagen-EHTs vor und nach der viertagigen
Inkubation auf der CAM

Die Azanfarbung zeigt intensiv blau gefarbtes kollagenes Bindegewebe mit
eingelagerten Kardiomyozyten. Vor der Inkubation (A) war die Zelldichte sehr viel
hoher als in den meisten Explantaten (B), in wenigen Explantaten (ca. 10%) war die
Zellkonzentration nach Explantation jedoch vergleichbar mit der vor Implantation (C).
Maflstabsbalken: 200 um
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zeigten unregelmalige, etwa 10 um ins EHT reichende Zellassoziationen. Zellen in
diesen Arealen zeigten lang ausgestreckte Auslaufer, zwischen ihnen lagen
ungefarbte Bereiche (siehe Abb. 24 Ab). Es konnte sich um ein Gefal3lumen mit
wenigen Erythrozyten (siehe Abb. 24 Ab, Sternchen) und endothelialer Begrenzung
(siehe Abb. 24 Ab, Pfeil) handeln. Weitere Pfeile weisen auf CAM-Gefal3e in
unmittelbarer Nahe zum EHT hin. Diese randstandigen Veranderungen zeigen
jedoch nicht eindeutig, ob es sich um EHT-eigenes Zellmaterial oder tatsachlich um
Reaktionen der CAM auf das EHT handelte.

Abbildung 24: Morphologische Untersuchungen von Kollagen-EHTs nach vier
Tagen Inkubation auf der CAM

Azan-Farbungen, Ab entspricht dem gekennzeichneten Ausschnitt aus Aa. Die Pfeile
deuten auf mutmalfiliche BlutgefalRe hin, welche ausgehend von der CAM (links von
dem EHT durch dessen intensive Blaufarbung abgrenzbar) eine kleine Strecke in
das EHT hineinsprossen. In Ab ist eine Lumenbildung zwischen Zellen erkennbar,
vermutlich Endothelzellen. Das Sternchen zeigt auf einen Erythrozyten, der sich in
einem Gefald im EHT befindet. Mal3stabsbalken: 200 um (Aa),

Die restlichen 50% der Praparate zeigten Veranderungen, die aufgrund ihres
GroRRenumfangs, der Zellmorphologie und —assoziationen eindeutig als Einwilichse
von Seiten der CAM in das das EHT zu deuten sind. Die Veranderungen waren
unterschiedlicher Morphologie, exemplarisch werden im Folgenden einige
beschrieben und veranschaulicht (siehe Abb. 25).

In Abbildung 25 A fiel die eosinophile, schmale, weit ins Gewebe hineinreichende,
verzweigt verlaufende Zellreihe auf. Die Zellreihe stand in Verbindung mit dem Rand
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des EHTs, was an die CAM als Ursprung dieser Zellen wahrscheinlich machte. Die
Zellen besalRen Auslaufer. Eine Lumenbildung oder Erythrozyten waren in dieser
sowie den anliegenden Schnittebenen in diesem EHT nicht auszumachen. Das EHT
enthielt keine ausgestreckten Kardiomyozyten mehr. Im Gegensatz zu Abbildung
25 A ist die CAM in Abbildung 25 B wahrend der Explantation anhaftend geblieben
und als solches dargestellt. An der Schnittflache zwischen EHT und CAM waren auf
CAM-Seite zahlreiche mit Erythrozyten geflllte GefalRe getroffen. In der Bildmitte war
eine Schar Zellen getroffen, die sich in einem scharf umgrenzten Bereich im EHT
befanden. Einige Zellen migrierten weiter ins EHT-Innere hinein. Die Morphologie der
Zellen &ahnelte der der kernhaltigen Erythrozyten in den CAM-Gefal3en, was auf
einen angiogenetischen Prozess hindeutet. Im EHT befanden sich einige
ausgestreckte, grol3e Kardiomyozyten. Das in Abbildung 25 C dargestellte Préaparat
ist ein EHT-Endstiick, die CAM war auch hier beim Explantationsprozess anhaften
geblieben. Quer durch das EHT zog eine feine lumenbildende Zellreihe die an zwei
Stellen mit der CAM in Verbindung stand (siehe Abb. 25 C, Pfeile). In diesem EHT
waren die Kardiomyozyten wahrend der Inkubationsphase degeneriert. Abbildung 25
D zeigt eine Ubersichtsaufnahme, so dass die Lokalisation des vergroRert
dargestellten Bereichs im Verhaltnis zum gesamten EHT zu sehen ist. Das zwischen
den EHT-Armen gelegene dunkel lila angefarbte Areal zeigte CAM-Zellen,
wahrscheinlich ein Gefal3, welches kernhaltige Blutzellen fuhrte. Der vergroRert
dargestellte Zellhaufen im EHT wies eine sehr ahnliche Zellzusammensetzung und -
morphologie auf und war klar vom EHT-Gewebe abgegrenzt. Zusammengenommen
lieR dies die Invasion eines CAM-GefaRes in das EHT vermuten oder eine
Invagination eines CAM-Zapfens in das EHT. Die Entwicklungen an der Schnittstelle
zwischen CAM und EHT konnten auch zu wie in Abbildung 25 E und F dargestellten
Umwandlungen fihren. In Abbildung 25 E war das EHT Gewebe breitbasig zersetzt
durch eine Zellmasse, die CAM-Material ahnelte. Zwischengelagert befanden sich
eosinophile EHT-Extrazellularmatrix. Die invadierende Zellmasse durchsetzte
kollagenes Bindegewebe. In Abbildung 26 F lagen zwischen den Invasionsfronten,
die sich bis zur EHT-Mitte ,fralen“, gebindelte, langs orientierte und vital
erscheinende Kardiomyozyten. Die Invasionsfront ist in der unteren Halfte locker
strukturiert, fihrt einzelne Blutgefal3e und grenzt sich deutlich vom kollagenen EHT-
Bindegewebe ab. Im oberen Teil sind dem invadierenden Material vital aussehende

Kardiomyozyten zwischengelagert.
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Zusammenfassend liel3en sich folgende Punkte festhalten:

Die meisten EHTSs litten unter den Kulturbedingungen auf der CAM, es waren
nicht mehr viele vitale Kardiomyozyten aufzufinden.

Etwa 30% der Praparate zeigten gar keine Reaktionen der CAM auf das EHT.
Etwa 20% der Praparate enthielten kleine, auffallende Strukturveranderungen
an der Schnittstelle zwischen CAM und EHT, die moglicherweise
angiogenetische Prozesse darstellten.

Die restlichen 50% der Explantate enthielten deutliche Reaktionen, die sich
von klar formierten, gut umgrenzten und EHT-Struktur erhaltenden, bis hin zu
zersetzenden, invadierenden Morphologien erstreckten. Am vierten Tag
stellten sich diese Veranderungen als Blutgeféale oder grof3flachige
Migrationsfronten dar.

Die Entwicklungen an der Kontaktflache zwischen CAM und EHT unterlagen
keiner Regelmaliigkeit.
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Abbildung 25: Morphologische Untersuchungen von Kollagen-EHTs nach vier
Tagen Inkubation auf der CAM

Darstellung reprasentativer Exemplare von EHT-Explantaten die eindeutig CAM-
Zellinvasionen enthielten. 25% aller Exemplare zeigten weitreichende CAM-Zell
Invasionen, welche sich als Streifen eosinophiler Zellen migratorischen Phanotyps
(A), Erythrozytenkolonnen (C) oder =zellular begrenzten Ansammlungen roter
Blutkdrperchen in blau angeféarbten kollagenen Matrix darstellten (B). 25% aller
Explantate zeigten jedoch grof3flachige destruierende Invasionen (D, E, F) die in ihrer
Organisation zwar nicht einem Gefaf3ssystem &hnelten, jedoch vereinzelt Kapillaren
enthielten (F) und sich ebenso durch das kollagene Bindegewebe drangten und
somit die EHT-Struktur zersetzten.

Azan Farbungen (B, G) und H.-E.-Farbungen (A, C, D, E, F). Mal3stabsbalken:
100 um (A, B, F), 200 pm (C), 1000 um (D, E).

3.5.2.2 Fibrin-EHTs
Die  Abbildung 26 A-D zeigt den Zustand von unterschiedlichen
Entwicklungsprozessen nach vier Tagen Inkubation auf der CAM. Azan farbt Fibrin-

EZM rot an. Es sind ausschlie3lich EHTs prasentiert, die auf der CAM mechanisch

gedehnt wurden.
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Bei den Fibrin-Explantaten fiel auf, dass die Kardiomyozytenstruktur besonders in
den EHT-Randbereichen gut erhalten war. Die Kardiomyozyten verliefen in dicken
parallelen Strangen (siehe Abb. 26 B, C, Pfeile). Zum Zentrum des EHTs hin waren
kaum noch Zellen zu finden, allerdings nekrotische Zellreste. Die Rotfarbung des
EHTs wies flachenhaft unterschiedliche Intensitaten auf, was dafur spricht, dass das
Fibrin in den EHTSs, die vier Tage auf der CAM lagen, unterschiedlich verteilt war.
Lokale Kollagen-Produktionen, wie in nativen Praparaten, waren hier nicht vermehrt

zu finden.

Die Reaktionen der CAM auf das EHT &ahnelten denen in der Gruppe der Kollagen-
EHTs: Es waren kleine invadierende Zelltruppen an der Kontaktflache zwischen CAM
und EHT bis hin zu einer Auflésung der Fibrinmatrix und Durchsetzung des EHT-
Gewebes mit CAM-Material zu finden. Abbildung 26 A stellt eine etwa 150 um weit
ins EHT ziehende Ansammlung von monomorphen, kleinen, runden Zellen dar, die in
ihrem Gesamten gut gegen die EHT-EZM abgegrenzt sind. Vermutlich handelt es
sich um mikrovaskulares Wachstum ins EHT hinein. Ebenso ist in Abbildung 26 C an
der Kontaktflache zwischen EHT und CAM, jedoch etwa 100 um ins EHT
hineinreichend kleine Ansammlungen von runden, kleinen gut abgegrenzten Zellen
dargestellt, vermutlich handelt es sich hierbei um quer angeschnittene Geféalie.
Abbildung 26 B und D veranschaulichen, wie das EHT in der Nadhe der CAM
Kardiomyozyten enthielt, wohingegen im Inneren die Fibrinstruktur sich zu l6sen
schien und nur noch wenige atrophe Zellen enthielt. Abbildung 26 E hingegen zeigt
ein  Explantat, dessen  Struktur stark aufgelockert war. Zwischen
Kardiomyozytenstrangen (siehe Abb. 26 Ea, Pfeil) lag disseminiert CAM-Material:
einzelne sinusoide BlutgefdRe, die Erythrozyten enthielten (siehe Abb. Eb,

Sternchen). Letzteres wies auf einen angiogenetischen Prozess hin.

Die Veranderungen in Fibrin-EHTs wahrend der viertagigen Inkubation auf der CAM
lassen sich wie folgt zusammenfassen:
e Die Konservierung der Kardiomyozytenstruktur war in der Nahe der CAM am

starksten.
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Die Quantitdt und Qualitdt an angiogenetischen bzw. migrierenden,

invadierenden Prozessen von der CAM aus in das EHT é&hnelte der der

Kollagen-EHTs

= Etwa 30% der Préparate zeigten gar keine Reaktion der CAM auf das
EHT. Etwa 20% der Praparate enthielten kleine auffallende
Strukturveranderungen an der Kontaktfliche zwischen CAM und EHT. Die
restlichen 50% der Explantate enthielten deutliche Reaktionen, die einen
zersetzenden und invadierenden Charakter hatten.

Die Fibrinmatrix war an den Zersetzungsfronten aufgelockert und zeigte

zahlreiche Leerraume auf.
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Abbildung 26: Morphologische Untersuchungen von Fibrin-EHTs nach vier
Tagen Inkubation auf der CAM

Die CAM-Zell Einwichse in Kollagen-EHTs wahrend der viertdgigen Inkubation
ahnelten qualitativ und im quantitativen Verhéaltniss zueinander derjenigen der
Kollagen-EHTs. Etwa 30% aller Explantate zeigten keine Einwiichse jedoch eine an
der Grenze zur CAM hohere Zellkonzentration (B, D), wahrend 20% aller Exemplare
dezente Veradnderungen der EHT-Grenze aufzeigten, die im Querschnitt
angeschnittenen Gefallen ahnelten (C). 25% zeigten prominentere CAM-Zell
Invasionen, welche sich als zellular begrenzte Ansammlungen roter Blutkérperchen
inmitten der fibrinésen Matrix darstellten (A, und vergrof3erter Ausschnitt aus A, Aa).
25% aller Explantate zeigten jedoch grol3flachige destruierende Invasionen &hnlich
denen der Kollagen-EHTs (E) die das EHT durchsetzten mit weitlumigen Gefal3en (E
und vergroRerter Ausschnitt aus E, Eb). In der Néhe dieser weitlumigen GefalRe
waren viele ausgestreckte Kardiomyozyten zu sehen. Azan Farbungen von Fibrin-
EHTs (B, D, Ea und Eb) und mit Tb4-suplementierten Fibrin-EHTs (A, C).
Malstabsbalken: 100 um (B und C), 200 pum (Aa, Ab, D und Ea, Eb).

3.5.3 Konfokale Lasermikroskopie

Fir die konfokale Lasermikroskopie wurden zahlreiche whole-mount Praparate von
Kollagen-EHTs und 150 um dicke Vibratomschnitte von Fibrin-EHTs mit an FITC-
gekoppeltem Phalloidin (zur Darstellung von Aktinvorkommen im Zytoskelett aller
Zellen sowie im Sarkomer der Herzmuskelzellen), an TRITC-gekoppeltem Endothel-
spezifischen Lektin (zur Darstellung von Endothelzellen), Alexa 488 zur Darstellung
der Bindung von anti-red-blood-cell-Antikorper sowie DAPI zur Kerndarstellung
gefarbt.

3.5.3.1 Kollagen-EHTs

In Abbildung 27 sind Immunfloureszenzfarbungen von Kollagen-EHT-Explantaten
dargestellt. Analog zu den Erkenntnissen aus der Lichtmikroskopie sind in Kollagen-
EHTs nach viertagiger Inkubation auf der CAM die Kardiomyozyten unterschiedlich
gut erhalten.
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Abbildung 27: Vergleich von Kollagen-EHTs

Immunfluoreszenzfarbungen von Kollagen-EHTs vor (A) und nach (B) der
viertagigen Inkubation auf der CAM. In grin ist Phalloidin und in blau ist DAPI
dargestellt. Die Kardiomyozytendichte hat innerhalb der Inkubationsperiode
abgenommen. Mal3stabsbalken: 100 um (A), 50 um (B).

Die in nativen EHTs grofdtenteils disseminierten, manchmal zu Strangen
organisierten Lektin-positiven Endothelzellen waren in EHTs nach vier Tagen
Inkubation auf der CAM in gleichem Mal3e wiederzufinden. Im Gegensatz zu den
Kardiomyozyten blieben diese Zellstrukturen wahrend der Inkubation unverandert.
Abbildung 28 D und E zeigen dasselbe Préparat in unterschiedlichen konfokalen
Ebenen. Die oberflachlichere Ebene (D) zeigt disseminiert vorliegende
Endothelzellen, die sich in der tieferen Schicht (E) zu Strangen assoziierten. Diese
Zellaggregate waren meistens in Nestern angeordnet und eng assoziiert mit
Kardiomyozyten, wie in Abbildung 28 D, E und F zu sehen. Bei der Auswertung der
Immunfluoreszenzfarbungen von EHT-Explantaten wurde nach
Huhnererythrozytenassoziationen innerhalo des EHTs gesucht. Es wurden
Huhnererythrozyten in unterschiedlichen Aggregationen gefunden: In Abbildung 28 A
und B sind Hiahnererythrozyten im EHT gezeigt, die sich mit Lektin-positiven Zellen
zusammengelagert haben. In Abbildung 28 A wurde die Erythrozytenansammlung
von Lektin positiven Zellen umgrenzt, mdglicherweise aus dem EHT stammende
Endothelzellen. Da dem Lektin-Signal jedoch kein Zellkern zugeordnet werden
konnte, ist keine eindeutige Aussage zu treffen, ob es sich tatsachlich um
Endothelzellen handelte. In Abbildung 28 B ist ein langliches Konglomerat von
Huhnererythrozyten mit Lektin-positiven Zellen abgebildet, die weniger organisiert
waren. Diese Lektin-positiven, kernhaltigen Zellen wanden sich um die
Huhnererythrozyten, es hatte sich um eine entwickelnde GefalRstruktur handeln

konnen. Die in Abbildung 28 C dargestellte Entwicklung &hnelt derjenigen, die in
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Abbildung 25 B dargestellt ist. Vom Rand des EHTs aus wandern Erythrozyten in
einer kleinen Kolonne in das EHT ein. Da die Kardiomyozytenstruktur in etwa 90%
der Explantate degeneriert war, waren in der Nahe solcher Migrationen keine oder
nur wenige, atrophe Kardiomyozyten anzutreffen, wie in Abbildung 28 A, B und C.
Ein Areal mit ahnlich wie in Abbildung 25 A, B und C migrierenden CAM-Zellen ist in
Abbildung 28 G und H abgebildet. Hier tberlappten sich Lektin- und anti-red blood
cell-Antikorper-Signal in den Zellen, die sich in einer schmalen Kolonne durch das
Kardiomyozytengewebe wanden. In Abbildung 28 G und H war die membranstandige
Farbung des anti-red blood cell-Antikdrpers aufgehoben und durch ein punktférmiges
Muster ersetzt, welches evtl. Membranarealen entspricht. Dartber hinaus war das
anti-red-blood-cell-Signal manchmal wie in Abbildung 28 B und C verwischt. Wie in
Paraffinhistologien war auch hier zersetzendes, grobflachig in das EHT
einwandernde CAM-Material zu finden (siehe Abb. 28 H). Hier waren anti-red blood
cell-Antikorper positive Zellen gezeigt, die anstelle von dem kugelrunden, kleinen,
etwa 7-8 um groBen Zellkdrpern eine am ehesten extravasalen Anteilen der CAM
entsprechende Morphologie aufwiesen. Sie wanderten mit einer breiten
Migrationsfront in das EHT ein, wobei Kardiomyozyten bzw. Fibroblasten dazwischen
gelagert waren.
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Abbildung 28: Morphologische Untersuchungen von whole-mount-Kollagen-
EHT-Explantaten nach viertagiger Inkubation auf der CAM
Immunfloureszenzfarbungen bestétigten, dass die lichtmikroskopisch erkennbaren
Einwichse Erythrozyten enthielten und damit als angiogenetische Prozesse zu
deuten sind. Farbungen mittels anti-RBC (gelb), Endothelzell-spezifischem Lektin
(rot)  und Phalloidin (grin)  zeigten  unterschiedliche  Stufen  des
Einsprossungsprozesses, mal als  Erythrozytenkolonne  umgrenzt  von
Kardiomyozyten (G), mal zusammengelagtert mit Lektin-positiven Endothelzellen,
vermutlich EHT-Ursprungs. Die schon in nativen EHTs vorhandenen Endothelzellen
lieBen sich in den Explantaten wiederfinden, oftmals assoziert in Nestern (E) und
umwunden von Kardiomyozyten (F). In blau ist DAPI-Kernfarbung dargestellt.
MalRstabsbalken: 10 um (A), 20 um (B, D, E, F, G, H, 1), 50 pm (C).

Die Immunfluoreszenzfarbungen bestéatigen die Beobachtungen aus der Paraffin-
Histologie (siehe Abb. 25). Die Reaktionen der CAM auf das EHT sind vielseitig und

unterschiedlicher Auspragung.
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Zusammenfassend lassen sich folgende Punkte festhalten:

e Die meisten EHTs litten unter der Kultur auf der CAM, es waren nicht mehr
viele vitale Kardiomyozyten aufzufinden.

e Etwa 30% der Praparate zeigten gar keine Reaktionen der CAM auf das EHT.

e Etwa 20% der Praparate enthielten kleine, auffallende Strukturveranderungen
an der Kontaktflache zwischen CAM und EHT, die mdglicherweise
angiogenetische Prozesse darstellen.

e Die restlichen 50% der Explantate enthielten deutliche Reaktionen, die sich
von klar formierten, gut umgrenzten und EHT-Struktur erhaltenden, bis hin zu
zersetzenden, invadierenden Morphologien erstreckten. Am vierten Tag
stellten sich diese Veranderungen als BlutgefdRe oder groR3flachige
Migrationsfronten dar.

e Die Entwicklungen an der Schnittflache zwischen CAM und EHT unterlagen
keiner Regelmaliigkeit.

3.5.3.2 Fibrin-EHTs

Die Abbildung 30 A-E zeigen den Zustand von unterschiedlichen
Entwicklungsprozessen nach vier Tagen Inkubation auf der CAM. Bei den Fibrin-
Explantaten fiel auf, dass die Kardiomyozytenstruktur in etwa 50% der Explantate,
besonders in den EHT-Randbereichen gut erhalten war. Dort verliefen die
Kardiomyozyten in parallelen Strangen (siehe Abb. 29 B, Pfeil). Zum Zentrum des
EHTs hin befanden sich anstelle von Kardiomyozyten nekrotische Zellreste. Die

Endothelzellen waren in Fibrin-EHTSs, die vier Tage auf der CAM inkubiert wurden,

100 pm

90



Abbildung 29: Vergleich von Fibrin-EHTs

Immunfloureszenzfarbungen von Fibrin-EHTs vor (A) und nach (B) der viertagigen
Inkubation auf der CAM. Im Randbereich war die Kardiomyozytenstruktur sehr viel
besser erhalten als im Inneren des EHTS, siehe Pfeil. In grun ist Phalloidin, in rot ist
Lektin und in blau ist DAPI dargestellt. MaRRstabsbalken: 50 um (A), 100 um (B).

In allen Praparaten waren Einwtichse der CAM in das EHT in unterschiedlicher Form
und unterschiedlichem Ausmald zu sehen. Fibrin-EHTs zeigten @hnliche Einwiichse
von CAM-Zellen wie Kollagen-EHTs. In Abbildung 30 A, Ba, Bb und C schléangeln
sich migrierende Erythrozyten wie eine Kolonne bis zu 500 um tief in das EHT hinein
(Pfeil). Dies war die am haufigsten vorkommende Migrationsform (50% der
Praparate). Aber auch etwas weniger invasive Einwlichse waren zu finden, die etwas
ungeordneter und weitraumiger in das EHT vordrangen (siehe Abb. 30 D).
Entsprechend den lichtmikroskopischen Befunden gab es auch in diesen Farbungen
Vorkommen von grobflachigen Invasionen, die die EHT Struktur zersetzten (siehe

Abb. 31 E).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass:
e Die Konservierung der Kardiomyozytenstruktur in der Nahe der CAM am
besten war.
e Kolonnenférmige Migrationen von Erythrozyten in das EHT die am haufigsten
vorkommende Veranderung waren.
e Endothelzellstrange sich innerhalb der viertdgigen Inkubation auf der CAM

nicht weiter ausgebildet haben.
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Abbildung 30: Morphologische Untersuchungen von Fibrin-EHT-Explantaten

nach viertagiger Inkubation auf der CAM

Die Explantate zeigten oftmals weit in das EHT reindringende Erythrozytenkolonnen
(A, B, C) die anhand des gelben anti-RBC Signals auszumachen waren. Weniger
invasive Einwichse, die etwas ungeordneter und weitraumiger in das EHT
vordrangen sind in D gezeigt. Grobflachige Invasionen von CAM-Zellmaterial (gelb
angefarbte rote Blutkdrperchen, E) durchsetzten EHT-Struktur (E). Kardiomyozyten
sind durch die Farbung mit Phalloidin (grin) dargestellt. Lektin-positive Zellen (rot)
sind in diesen Explantaten nur sparlich auffindbar gewesen. Die DAPI-Kernfarbung
ist in blau dargestellt. Fibrin-EHTs: A, B und F; mit Ths-supplementierte Fibrin-EHTSs:
C, D. Mal3stabsbalken: 100 um (A, D), 50 um (Ba), 20 um (Bb, C, E).

3.6. Veranderungen der Genexpression in EHTs

Genexpressionsanalysen wurden durchgefihrt, um die Qualitat der drei
verschiedenen nativen EHTs (Kollagen, Fibrin und Fibrin supplementiert mit Tbh4)
untereinander sowie im Zustand vor und nach vier Tagen Kultur auf der CAM
miteinander zu vergleichen. Dafur wurden die Genexpressionslevel eines kardialen

Markers, MHC-6 (Myosin heavy chain 6), untersucht. In jedem Muskel besteht
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Myosin aus zwei Schwerketten und vier Leichtketten. Dabei kodieren zwei Gene fur
die Schwerketten, alpha- und beta-myosin heavy chain. Im Herzen Uberwiegt die
Isoform 6 der Myosin-Schwerkette (im Folgenden MHC genannt). In
Rattenherzventrikeln stellt die beta-Kette die fetale Form dar, wahrend die
Expression der alpha-Kette, die nach der Geburt ansteigt, die adulte Form ist
(Lompré et al. 1979). Dartiber hinaus wurden vier Angiogenese-Marker, VEGF-A, -B,
FGF-2 und Angiopoietin, sowie zwei Endothelzellmarker CD31/PECAM-1 und VE-

Cadherin/Cadherin 5 mittels quantitativer PCR untersucht.

In Abbildung 31 sind fir jeden Gruppenvergleich (Kollagen vs. Fibrin, Fibrin vs.
Fibrin+Th4 sowie Kollagen, Fibrin und Fibrin+Th4 jeweils vor und nach der
Inkubation auf der CAM) die relative mRNA-Konzentration der jeweiligen Probe
dargestellt. Die Balken zeigen den Standardfehler als Streuungsmald fir die
Stichprobenverteilung an, welche aus jeweils drei biologischen Replika bestand. Es
fallt auf, dass die Préaparate, die auf der CAM inkubiert wurden, eine sehr viel hohere
Streuung aufweisen als die nativen Praparate. Bei Messungen mit grofRen
Standardfehlern kann man davon ausgehen, dass der Mittelwert nicht die
Grundgesamtheit der Praparate widerspiegelt, deswegen werden diese Werte in der

folgenden Beschreibung der Genexpressionergebnisse nicht erwahnt.

Wie in Abbildung 31 A dargestellt, war das Expressionsmuster von Fibrin-EHTs im
Gegensatz zu Kollagen-EHTs sehr unterschiedlich. Einige Gene wurden weniger,
andere starker exprimiert. So wurden die Gene fur FGF-2 und Angiopoieitin-1 jeweils
auf etwa ein Zehntel des Expressionslevels von Kollagen-EHTSs runterreguliert; CD31
jedoch nur um etwa die Halfte reduziert exprimiert. Die mMRNA-Menge fur VEGF-A
und MHC-6 blieb in etwa gleich. Auffallend viel mRNA fur das Protein VE-Cadherin
war in Fibrin-EHTs enthalten, namlich mehr als 100mal der Menge in Kollagen-EHTs.

Die Standardfehler waren in Kollagen-EHTs im Mittel geringer als in Fibrin-EHT.

Die Medium-Supplementierung mit Tbh4 (siehe Abb. 31 B) fuhrte zu einer
verminderten Expression von VEGF-A (durchschnittlich 0,4-fach) und VE-Cadherin
(durchschnittlich 0,09-fach). Die Expression von MHC-6 hingegen blieb unwesentlich
verandert. VEGF-B (durchschnittlich 143-fach) und CD31 (durchschnittlich 2,58-fach)
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hingegen waren im Vergleich zu unsupplementierten Fibrin-EHTs sehr viel starker

exprimiert.

Kollagen-EHTs, die vier Tage auf der CAM inkubiert wurden (siehe Abb. 31 C),
zeigten eine im Mittel weitaus geringere Expressionsrate der Gene VEGF-A (0,09-
fach), Angiopoietin (0,12-fach) und VEGF-B (0,02-fach) sowie MHC-6 (0,004-fach) im
Gegensatz zu den nativen Kollagen-EHTs. Jedoch wurde eine vielfach hoéhere
Menge an VE-Cadherin/Cadherin 5 mRNA in den Proben der EHTs gefunden, die
vier Tage auf der CAM lagen, namlich durchschnittlich 35-fach der in den nativen
Préaparaten befindlichen Menge.

Fibrin-EHTSs, die vier Tage auf der CAM inkubiert wurden (siehe Abb. 31 D), zeigten
eine etwa auf die Halfte reduzierte Expression der Gene fur VEGF-A, FGF-2, VEGF-
B und MHC-6. Dagegen blieb das Expressionsniveau fir Angiopoietin, CD31 und

VE-Cadherin anndhernd konstant.

Tbh4-supplementierte EHTSs, die vier Tage auf der CAM inkubiert wurden (siehe Abb.
31 E), zeigten im Mittel eine verschwindend geringe Expression der Gene VEGF-A
FGF-2, Angiopoietin, VEGF-B sowie MHC-6. Die Expression von CD31 war hingegen
nur auf die Halfte reduziert. Ahnlich der Kollagen-Praparate, die vier Tage auf der
CAM inkubiert wurden, zeigten die Tb4-supplmentierten Praparate nach der
Inkubation auf der CAM eine stark gesteigerte Expression von VE-Cadherin.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass

e Die Praparate welche auf der CAM inkubiert wurden innerhalb der Gruppen
biologischer Replika die Expression der getesteten Gene eine hdhere
Variablitat aufwies.

e Die Inkubation auf der CAM die Genexpression der getesteten Gene
grof3tenteils herunter regulierte.

e Die Herunterregulation der getesteten Gene in den Fibrin-EHTs weniger stark
ausgepragt war als in den Kollagen und mit Tb4-supplimentierten Fibrin-EHTSs.

e Die Expression von VE-Cadherin in den Kollagen- sowie mit Tb4-
supplimentierten Fibrin-EHTs durch die Inkubation auf der CAM massiv
verstarkt war.
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Abbildung 31: Genexpressionsanalysen verschiedener Gewebe im Vergleich
Abgebildet sind Vergleiche der Genexpressionsniveaus innerhalb von funf Gruppen
(Kollagen vs. Fibrin, Fibrin vs. Fibrin+Tb4 sowie Kollagen, Fibrin und Fibrin+Tb4
jeweils vor und nach der Inkubation auf der CAM). Die relative Expression der
getesteten Gene eines Gewebes im Vergleich zu dem eingeklammerten Gewebe
(Amplifikationsfaktor) ist in blau markiert. Das Bezugsgewebe ist in rot markiert und
weist stets einen Amplifikationsfaktor von 1 auf. Der Standardfehler ist durch
Fehlerbalken angegeben. Werte oberhalb des Amplifikationsfaktors von 1 bedeuten
eine hohere Expression des jeweiligen Markers, unterhalb liegende Werte eine
niedrigere Expression. Kn=Kollagen-EHT, nativ d12; Fn=Fibrin-EHT, nativ d12;
Ftb4=Fibrin-EHT, nativ d12, Medium supplementiert mit Tb4; CAM=EHT nach vier
Tagen auf der CAM.

3.7. Sequenzvergleich von Wachstumsfaktoren unterschiedlicher Spezies

Da im Rahmen der Positivkontrollen Faktoren humanen Ursprungs auf der CAM
getestet wurden, schien ein Sequenzvergleich der Faktoren der beiden Spezies
sinnvoll, um den beobachteten Unterschied in der Provozierbarkeit von CAM-
GefaBwachstum zu erklaren. Ein Vergleich der Aminosauresequenzen der auf der
CAM als angiogenetische Stimuli verwendeten Faktoren mit der jeweiligen Sequenz
des Huhns wurde mittels des BLAST-Programms durchgefihrt

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, 2008).

Der Sequenzvergleich von VEGF-A des Huhns mit der in der Positivkontrolle
verwendeten humanen, rekombinanten VEGF-A Isoform 165 ergab eine
Sequenziubereinstimmung von 65% (Siehe Abb. 32 A).

Der Sequenzvergleich von Th4 und FGF-2 von Huhn und Mensch ergab eine
Sequenzibereinstimmung von 100% bzw. 92% (siehe Abb. 32 B, C).
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A

Score = 288§ S=~Expect = 4e-83, Method: Compositional matrix adjust.
Identities //141/216 (65%), )Positives = 163/216 (75%), Gaps = 25/216 (11%)
Query 1 MNKTT‘*"“ CALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGQNHHEVVKFMDVYQRSYCHPIETLVD 60
MNFLL+W+HW LA LLYL A+ S+AAP G + +EV+KF++VY+RS+C IETLVD
Sbjct 1 MNFLLTWIHWGLAALLYLQSAELSKAAPALGDGERKPNEVIKFLEVYERSFCRTIETLVD 60

Query 61 IFQEYPDEIEYIFKPSCVPLMRCGGCCNDEGLECVPTEESNITMQIMRIKPHQGQHIGEM 120
IFQEYPDE+EYIF+PSCVPLMRC GCC DEGLECVP + N+TM+I RIKPHQ QHI M
Sbjct 61 IFQEYPDEVEYIFRPSCVPLMRCAGCCGDEGLECVPVDVYNVIMEIARIKPHQSQHIAHM 120

Query 121 SFLOHNKCECRPKKD-RARQENP-—-———-———c—c—cc———eaa— CGPCSERRKHLFV 155
SFLQH+KC+CRPKKD + +QE C PCSERRKHLFV
Sbjct 121 SFLQHSKCDCRPKKDVKNKQEKKSKRGKGKGQKRKRKKGRYKPPSFHCEPCSERRKHLEV 180

Query 156 QDPQTCKCSCKNTDSRCKARQLELNERTCRCDKPRR 191
QDPQTCKCSCK TDSRCK+RQLELNERTCRC+KPRR
Sbjct 181 QDPQTCKCSCKFIDSRCKSRQLELNERTCRCEKPRR 216

Score = 85 Xpect = 4e-23, Method: Compositional matrix adjust.
Identities positives = 44/44 (100%), Gaps = 0/44 (0%)

Query 1 MSD DMA] DKSKLKKTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES 44
MSDKPDMAEIEKFDKSKLKKTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES
Sbject 1  MSDKPDMAEIEKFDKSKLKKIETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES 44

Score = 21//»—'——'1“‘\\1 xpect = Se-£80, Method: Compositional matrix adjust.
Identities 134/147 (91%),)Positives = 139/147 (94%), Gaps = 1/147 (0%)

Query 13 PAL-PDDCGGGA] PPGHFKDPKRLYCKNGGFFLRINPDGRVDGVREKSDPHIKLQLQAEE 71
PAL P+DGG GAFPPGHFKDPKRLYCKNGGFFLRI+PDGRVDGVREKSDPHIKLQLQAEE
Sbjct 1 PALIPEDGGSGAFPPGHFKDPKRLYCKNGGFFLRIHPDGRVDGVREKSDPHIKLQLQAEE 60

Query 72 RGVVSIKGVSANRFLAMKEDGRLLALKCATEECFFFERLESNNYNTYRSRKYSDWYVALK 131
RGVVSIKGV ANR+LAMKEDGRLLA KC T+ECFFFERLESNNYNTYRSRKY+ WYVALK
Sbjct 61  RGVVSIKGVCANRYLAMKEDGRLLASKCVIDECFFFERLESNNYNTYRSRKYTSWYVALK 120

Query 132 RIGQYKPGPKIGPGQKAILFLPMSAKS 158
RTGQYK G KIGPGQKAILFLPMSAKS
Sbjct 121 RIGQYKLGSKIGPGQKAILFLPMSAKS 147

Abbildung 32: Sequenzvergleich von den in der CAM-Positivkontrolle
verwendeten Wachstumsfaktoren mit der jeweiligen Huhn-spezifischen Form
Auszug der  BLAST-Ergebnisse mit der jeweiligen prozentualen
Sequenzibereinstimmung zwischen der Mensch- und Huhn-Isoform. A: VEGF-A,
B: Th4, C: FGF-2
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kollagen und Fibrin als alternative
Hydrogelmatrices zur Herstellung von EHTs miteinander verglichen. Der Einfluss von
dem als ,kardioprotektiv® (Bock-Marquette et al. 2004) bekannten und
angiogenetisch wirksamen (Smart et al. 2007b) Wachstumsfaktor Th4 wurde auf die
Entwicklung der EHTs hinsichtlich kontraktiler und morphologischer Parameter
untersucht. Schlie3lich wurden die unterschiedlichen EHT-Gruppen (Kollagen-,
Fibrin- und mit Tb4 behandelte Fibrin-EHTS) auf die CAM des bebriteten Huhnereis
implantiert, um die angiogenetische Antwort der CAM auf das EHT zu untersuchen.
Die Hauptergebnisse lassen sich wie folgt zusammen fassen:

e Kollagen und Fibrin-EHTs unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Kontraktionskraft insofern, als dass Fibrin-EHTs etwa 200% der
Kontraktionskraft von Kollagen-EHTs entwickelten.

e Tb4 erhohte die Kontraktionskraft der Fibrin-EHTs um 67%.

e Morphologisch schienen Fibrin-EHTs ein dichteres Netzwerk aus
Kardiomyozyten auszubilden als Kollagen-EHTs.

e Tb4-Behandlung der Fibrin-EHTs fuhrte zur Ausbildung eines dichteren
Kardiomyozyten-Netzwerkes.

e Die Endothelzellausstattung und -anordnung war in Kollagen-, Fibrin- und Th4
behandelten Fibrin-EHTs etwa gleich.

e Die EHT-Kultivierung auf der CAM ist nur eingeschrankt moglich.

e Nach der viertagigen Inkubation auf der CAM waren in den EHTs (Kollagen-,
Fibrin-  und mit Tbh4 behandelte Fibrin-EHTS)  unterschiedliche
Entwicklungsprozesse zu beobachten: Von strukturierten angiogenetischen
Prozessen bis hin zur grof3flachigen Zersetzung des EHT-Gewebes durch
CAM-Material. Dabei war zwischen den einzelnen Gruppen kein wesentlicher
Unterschied zu beobachten.

Die Ergebnisse im Einzelnen werden folgend diskutiert.
4.1 Kardiales tissue engineering mit verschiedenen Hydrogelmatrices

Kinstliches Herzgewebe eignet sich moglicherweise als in vitro-Modell zur

pharmakologischen Substanztestung und als Gewebeersatzquelle in vivo. Die
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Arbeitsgruppe Eschenhagen/Zimmermann hat gezeigt, dass kunstliche Herzgewebe
in Form von EHTs aus unreifen Herzzellen des Huhns und der Ratte sowie Kollagen
und Matrigel hergestellt werden kdnnen (Eschenhagen et al. 1997, Zimmermann et
al. 2000). Diese EHTs entwickelten Kontraktionskréafte von 0,7 mN (Naito et al. 2006).
Native EHTs enthalten ein primitives Netzwerk aus Endothelzellstrangen
(unveroffentlichte Daten). Anfangliche Untersuchungen an Kollagen-EHTs im
Rahmen dieser Arbeit zeigten, dass die Reproduktion dieser grundlegenden
Ergebnisse in zweierlei Hinsicht schwierig war: Erstens konnte nach der von
Eschenhagen und Zimmermann vorherig beschriebenen Methode der EHT-
Herstellung mit Kollagenmatrix (Zimmermann et al. 2000) keine vergleichbare
Kontraktionskraft erreicht werden (Abschnitt 3.1.1). Zweitens wurde in diesen EHTs
kein préexistierendes GefalRnetz gefunden, sondern zumeist vereinzelte
Endothelzellen, die sich nur lokal zu Strdngen aus ein bis zwei Zellkérpern
organisierten. Vordergriindig war jedoch die unbestdndige Qualitdt der Kollagen-
EHTs. Die gemessene Kontraktionskraft schwankte zwischen 0,1-0,6 mN. In
Abbildung 13 ist die Kontraktionskraft von einer reprasentativen EHT-Gruppe
dargestellt. Die schwankende Qualitéat von Kollagen-EHTs spiegelte sich aul3erdem
in den lichtmikroskopischen sowie den lasermikroskopischen Aufnahmen wider:
Kollagen-EHTs enthielten in einigen Fallen ein Netzwerk mit vielen vitalen
Kardiomyozyten und in anderen Fallen eine lediglich mit atrophen Zellen und
Zelltrimmern durchzogene Kollagenmatrix. EHTs unterschiedlicher Zellpraparationen
waren selten miteinander vergleichbar. Dies erschwerte die Auswertung von CAM-
Implantationsversuchen. Aus diesen vorlaufigen Ergebnissen ergab sich die Frage,
welchen Einfluss eine Anderung der Extrazellularmatrix im Rekonstitutionsmix auf die
EHT-Entwicklung hat. Es wurde folgende Arbeitshypothese formuliert: Ersatz von
Kollagen durch Fibrin als Hydrogelmatrix verbessert die Reproduzierbarkeit
der EHT-Herstellung, fuhrt zu hdheren Kontraktionskraften und zu einem
dichter ausgebildetem Netzwerk aus Kardiomyozyten mit zwischengelagerten

Endothelzellstrangen.

Zundachst stellt sich die Frage, worauf die variierende Qualitat der Kollagen-EHTs bei
gleichbleibender Versuchsdurchfiilhrung zurtickzufiihren ist. Mehrere Schritte in der
Herstellung von EHTs sowie verwendete Produkte tragen zur Variabilitat der

Zellpraparation bei.
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Auf der technischen Seite ist zunachst das Abschneiden der Vorhtfe zu nennen,
dieses kann von Praparator zu Praparator zu unterschiedlich aggressiver Entfernung
von Vorhofzellen fuhren, die fir die Schrittmacherfunktion des Herzens sehr
bedeutend sind. Wahrend des Zellverdaus ist die Lange eines jeden
Trypsinierungsschrittes (mit Ausnahme des Vorverdaus) abhangig von der
Einschatzung der Tribung durch den Préaparator. Bei der Abnahme vom Uberstand
und selbst bei der Triturierung der Gewebestiickchensuspension kann mehr oder
weniger Uberstand abgenommen werden. AuRerdem kann die Triturierung
unterschiedlich zellschonend durchgefuhrt werden. Vor allem aber die Zugabe von
undefinierten  Wachstumsfaktorlosungen zu dem  Rekonstitutionsmix, wie
Huhnerembryonenextrakt  und  Pferdeserum, fuhrt zu einer  groRRen
Schwankungsbreite der EHT-Qualitat. Im Verlauf der Arbeit fiel aul3erdem auf, dass
die Enzymaktivitat des kommerziell erhéltlichen Trypsins trotz vom Hersteller als
gleich angegebener Aktivitdten von Charge zu Charge stark in seiner Aktivitat
schwankt. Da es sich um Rohextrakt aus bovinem Pankreas handelt, sind neben
dem Trypsin u.a. Carboxypeptidasen, Kollagenasen und Elastasen in dem Gemisch
enthalten. Die Aktivitat dieser Enzyme wird vom Hersteller nicht kontrolliert. Ebenso
lassen sich nicht alle diese Enzyme durch das in der DNAse-Arbeitslésung
enthaltene FKS hemmen. Zusammengenommen ist die Gesamtenzymaktivitat des
Gemisches nicht standardisiert. Auch das Matrigel, welches im Rahmen dieser
Arbeit verwendet wurde, ist von einem anderen Hersteller als das Matrigel, welches
bei friheren Experimenten verwendet wurde. Das fir die EHT-Herstellung
verwendete Kollagen stammte aus eigener Herstellung und die Qualitat dieses
Produktes ist damit Experimentator-abhéngig. Letztlich ist auch das Alter der
neonatalen Ratten zu nennen, welches von Tag 0-3 schwanken kann. Eine
Einengung dieses Bereiches auf ein oder zwei Tage ist aus praktischer Sicht nicht

moglich.

Als Konsequenz aus diesen Untersucher-abhéngigen, nicht automatisierten
Arbeitsschritten sowie den unstandardisierten Komponenten ergaben sich eine
geringe Robustheit und daraus resultierend eine schlechte Reproduzierbarkeit der
Qualitdt der Kollagen-EHTs. Viele dieser technischen und materiellen Faktoren

wurden im Rahmen dieser Arbeit variiert, um die guten Kontraktionskrafte vorheriger
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Arbeiten reproduzieren zu konnen. Keine dieser Veranderungen fuhrte zu einer
bestandig guten EHT-Qualitdt. Um die Produktion von EHTs besser zu
standardisieren, musste der Rekonstitutionsmix aus definierten Faktoren bestehen.
Ansatze zum Serumersatz im EHT-Medium durch definierte Wachstumsfaktoren
fuhrten zu einer geringeren Kontraktionskraft von EHTS (Naito et al. 2006).
Deswegen wurde die serumhaltige Kultivierung in den dieser Arbeit zugrunde
liegenden Versuchen beibehalten. Die Hestellung von Fibrin-EHTs entspricht
derjenigen der Kollagen-EHTs, bis auf den Ersatz des Hydrogels Kollagen durch
Fibrin. Die Tatsache, dass Fibrin-EHTs unterschiedlicher Zellpraparationen gut
miteinander vergleichbar sind, deutet darauf hin, dass Fibrin den EHTs im Gegensatz

zu Kollagen sehr viel mehr Robustheit verleiht.

Die unzulanglichen Ergebnisse mit Kollagen wurden durch einen Wechsel von
Kollagen zu Fibrin verbessert. Kollagen- und Fibrin-EHTs wurden parallel hergestellt
und die Eigenschaften von unterschiedlichen EHTs aus derselben Zellpraparation
miteinander verglichen. Der Vergleich der Kontraktionskraft von EHTs mit Kollagen-
und EHTs mit Fibrin-Hydrogel zeigte, dass Fibrin-EHTs 200% der Kontraktionskraft
von Kollagen-EHTs entwickelten. In dieser Eigenschaft zeichnen sich Fibrin-EHTs
gegenuber Kollagen-EHTs aus, denn wie im Abschnitt 1.1.1 der Einleitung gefordert,
hat ersetzendes Gewebe eine Grof3e und kontraktile Funktion aufzuweisen, die das
Empfangerherz bedeutsam unterstitzen kann. Dartber hinaus ist fur den
funktionellen Synergismus eine moglichst genaue Anpassung des Implantats an die
Physiolgie des Empfangerherz vonnéten. Auch in dieser Eigenschaft sind Fibrin-
EHTs den Kollagen-EHTs Uberlegen, denn die Kraftsteigerung bei zunehmender
Dehnung war bei Fibrin-EHTs ausgepragter als bei Kollagen-EHTs (141% vs. 273%,
Abschnitt 3.1.1).

Was fuhrt nun in Fibrin-EHTs zu einer starkeren Kontraktionskraft? Ohne eine
hohere Menge an Myosin als Bestandteil einer kontraktilen Einheit im Sarkomer ist
eine Steigerung der Kontraktionskraft um 200% nicht moglich. Fur eine Steigerung
der Kontraktionskraft sind prinzipiell vier Unterschiede zwischen Kollagen- und Fibrin-
EHTs denkbar: i) Fibrin-EHTs enthalten mehr kontraktionsfahige Kardiomyozyten, ii)
Fibrin-EHTs enthalten grol3ere Kardiomyozyten, iii) die Kardiomyozyten in Fibrin-

EHTs sind untereinander besser vernetzt, so dass sie eine starkere funktionelle
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Einheit darstellen, iv) die Extrazellularmatrix ermdglicht aufgrund ihrer Beschaffenheit
hinsichtlich Rigiditat und Dichte eine starkere Kontraktionskratft.

In den morphologischen Analysen scheinen Fibrin-EHTs mehr Zellen zu enthalten
als Kollagen-EHTs bei etwa vergleichbarer ZellgréRe. Da keine Quantifizierung der
Zellen in mehreren Praparaten vorgenommen wurde, ist aber keine sichere Aussage
Uber die tatsachlichen Zellzahlen in Kollagen- und Fibrin-EHTs zu machen. Jedoch
ist eine hohere Zellzahl in Fibrin-EHTs als Ursache fir die hohere Kontraktionskraft
wahrscheinlich. Im Rekonstitutionsmix werden pro Kollagen-EHT 2,5 Millionen Zellen
eingesetzt, fur Fibrin-EHTs 3,7 Millionen Zellen. Bekannterweise sterben wahrend
der Inkubationszeit von Kollagen-EHTs viele Kardiomyozyten. In unveréffentlichten
Arbeiten wurde gezeigt, dass die Zellzahl von Tag 0 (2,5 Millionen Zellen/EHT) bis
Tag 12 (ca. 0,5 Millionen Zellen/EHT) abnahm. Ebenso nahm die Konzentration an
Apoptose-Surrogatmarkern im Verlauf der Inkubation zu. So betrug die mRNA
Konzentration von dem Apoptose-assoziierten Protein Bax an Kulturtag 12 327% der
Ausgangskonzentration. Fur Fibrin-EHTs liegen noch keine Daten beziglich des
Zelltods wahrend der Inkubation vor. Apriori wirde man eine 1,5-fache
Kontraktionssteigerung erwarten, da 1,5-mal so viele Zellen in Fibrin-EHTs enthalten
sind. Innerhalb eines EHTs sind in Fibrin- ebenso wie in Kollagen-EHTs vereinzelte
Kardiomyozyten auszumachen, die keinen Kontakt zu dem restlichen Zellnetzwerk
haben. Diese Zellen tragen weniger oder gar nicht zur Gesamtkraftbildung bei als
verbundene Kardiomyozyten. Bezuglich der Kardiomyozyten-Konnektivitat ist kein

Unterschied festgestellt worden.

Ob die Kardiomyozyten in Fibrin-EHTs grof3er sind als in Kollagen-EHTs oder mehr
kontraktile Proteine enthalten, sollte mittels der Messung der Myosin-Schwerketten
MRNA ergrindet werden. Als Bestandteil des Sarkomers musste die Expression mit
der Grol3e der Kardiomyozyten ansteigen. Die Analysen ergaben, dass Fibrin-EHTs
30% mehr mRNA fir die schwere Kette des Myosins enthalten als Kollagen-EHTSs. In
Anbetracht des groR3en Standardfehlers, kann dies nicht als repréasentativ fur die
Genexpression des kontraktilen Proteins Myosin Heavy Chain in der
Grundgesamtheit der Fibrin-EHTs gedeutetet werden. Eine hohere Zahl an
Kardiomyozyten bei gleichbleibendem Verhaltnis zwischen Nicht-Kardiomyozyten

und Kardiomyozyten im EHT wirde auch ohne relative Erhéhung der Expression
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kontraktiler Proteine mehr kontraktile Einheiten bedeuten. Somit wéare die etwa
gleichbleibende Konzentration der MHC mMRNA Gene mit einer héheren
Kontraktionskraft von Fibrin-EHTs vereinbar. Ist es dennoch denkbar, dass Fibrin-
EHTs groRere Kardiomyozyten bzw. eine gréReres Verhéltnis von Kardiomyozyten
zu Nicht-Kardiomyozyten enthalten, obwohl die mMRNA-Menge nicht signifikant erhoht
ist? Auch ohne Erhohung der fir die MHC kodierenden mRNA-Menge kann es zu
einem Anstieg der Proteinkonzentration kommen. Mehrere Mechanismen werden in
der Literatur dafir beschrieben. Eine gleichbleibende MHC-mRNA-Menge bei
Hypertrophie des Herzens oder der Kardiomyozyten in 2D Kultur wurde ofter
beobachtet. Ivester et al beschrieben 1995, dass die Menge an MHC in Katzen-
Kardiomyozytenkulturen bei Kontraktionsstimulation durch elektrische
Feldstimulation ansteigt, ohne dass die mRNA Produktion fir dieses Protein
zunimmt. Als Mechanismus erkannten sie eine erhdhte Rate an Translationsinitiation,
mit anderen Worten eine hohere Translationskapazitat, da eine Verlagerung der
MHC-mRNA von kleineren zu groR3eren Polysomen zu beobachteten war. Auf der
anderen Seite fanden Matsuo et al. 1998, dass in hypertrophen Hundeherzen die
erhohte Proteinkonzentration von MHC nicht durch erhéhte Proteinbiosynthese
bedingt ist, sondern durch eine geringe Proteindegradation verursacht wird. Diese
Ergebnisse sprechen dafir, dass die Messung der mRNA-Menge kein sensitiver
Parameter fur die Proteinkonzentration von MHC ist. Trotz unwesentlich erhdhter
MRNA-Konzentration in Fibrin-EHTs konnen Fibrin-EHTs eine starker ausgebildete
Sarkomerstruktur haben, was die héheren Kontraktionskréafte wahrscheinlich macht.
Um dem auf die Spur zu kommen, musste die MHC-Proteinkonzentration bestimmt

werden.

Der zuletzt genannte Punkt, welcher als Erklarung der Kontraktionskraftdifferenz von
Kollagen-EHTs und Fibrin-EHTs herangezogen werden kann, deutet auf
Unterschiede zwischen Kollagen und Fibrin als extrazellulare Matrix hin. Faktoren
wie Dichte, Struktur, Modelllierbarkeit durch ausgeséte Zellen oder die Beeinflussung
der Zellfunktion durch Abbauprodukte, konnen die Vitalitat und damit die
Kontraktionskraft ~der  Kardiomyozyten  beeinflussen. Die  Dichte  der
Extrazellularmatrix  sollte ein  Kompromiss zwischen  Stabilisierung und
Ausbreitungsmdglichkeiten treffen. Ein Ubermaf an nichtkontraktiler Matrix inhibiert

die Formation von Muskelblindeln, was die Kontraktionskraft und damit die
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Gewebefunktion einschranken wuirde. In Kollagen-EHTs befinden sich 800 ug
Kollagen/EHT. Die optimale Kollagen-Menge zur grol3tmoglichsten Kraftentwicklung
in EHTs wurde 2002 von Eschenhagen et al untersucht (Eschenhagen et al. 2002).
Dabei erreichten zwar 500-700 pg das beste Kontraktionsergebnis, aufgrund der
Instabilitat dieser EHTs wurde eine Menge von 800 pg als ein Kompromiss zwischen
Stabilitat und Kontraktilitat betrachtet. Wahrend der Inkubation kondensieren EHTS,
was zu einer groReren Kollagendichte auf engerem Raum fihrt (Abschnitt 1.1.1.).
Hingegen ist Fibrin im polymerisierten Zustand so fest, dass EHTs aus Fibrin kaum
zu reif3en drohen. Pro Fibrin-EHT werden 5 mg Fibrinogen eingesetzt. Vieles spricht
dafur, dass die Menge an Fibrin in der polymerisierten, steifen Form sehr viel kleiner
als die eigentlich eingesetzte Menge ist: Das Fibrinogen, welches im
Rekonstitutionsmix eingesetzt wird, besteht nur zu 55-70% aus Protein, wovon etwa
90% vom Hersteller als ,gerinnbar® angegeben werden. Dartber hinaus spalten die
im Medium (Huhnerembryonenextrakt, Pferdeserum) enthaltenen und von den Zellen
produzierten Proteasen von dem polymerisiertem Fibrin Produkte ab, welche mit dem
Medium weggewaschen werden. AuRerdem wird die Fibinmatrix von im Serum
enthaltenen Proteasen degradiert, speziell durch Plasmin. Dieses kann zum Teil
durch Zugabe von Aprotinin, welches Plasmin spezifisch hemmt, inhibiert werden
kann. Auf die Modellierbarkeit der Kollagenmatrix durch im EHT enthaltene Zellen ist
in Expressionsananlysen von Matrix-Matalloproteasen in vorherigen Arbeiten
hingewiesen worden. Zusatzlich wurde in Kollagen-EHTs die Produktion von
Kollagen Typ IV nachgewiesen. Daruber hinaus ist bekannt, dass die
Kollagenproduktion in Kollagen-EHTs unter anderem durch TGF-B angeregt wird.
Histologische Analysen an Fibrin-EHTs zeigten, dass in dem Fibrin enthaltene Zellen
lokal Kollagen produzierten (siehe Abb. 14). Dies kann auf ein Bestreben der Zellen
hindeuten, eine eigene Basallamina auszubilden. Die Fibrinmatrix unterlag
flachenhaft verteilten Modellierung. So zeigte die Extrazellularmatrix in
Azanfarbungen unterschiedlich intensive Rotfarbungen, die auf unterschiedliche
Fibrinkonzentrationen hinwiesen, die mit lokal unterschiedlichen Zelldichten
korrelierten (siehe Abb. 14). In Kollagen-EHTs wurde haufig eine Ausbildung von
Zellkonglomeraten gefunden, wohingegen in Fibrin-EHTs kaum solche
Konglomerationen aufzufinden waren. Moéglicherweise bietet die Resuspension der
Zellen in Fibrin eine bessere Ausbildung eines Zellarrangements, welches zu einem

erhdhten funktionellen Synergismus fuhrt.
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Prinzipiell unterscheiden sich Kollagen- und Fibrinmatrices in der Hinsicht, dass
Zellen in Kollagen eine relativ dichte Matrix repopulieren, wohingegen in
Fibrinkonstrukten die Zellen zunéachst mit Fibrinogen vermischt werden und dann die
enzymatische Polymerisierung der Fibrinogenketten die Zellen einfangt. Wahrend
dieses Polymerisierungsschrittes konnen Wachstumsfaktoren mittels der im Serum
enthaltenen Transglutaminase (Faktor XIlIlI) kovalent an das Fibringertist gebunden
werden. Eine hohere Exposition der Kardiomyozyten mit Wachstumsfaktoren ist
dementsprechend vorstellbar. Die Rigiditdt und Struktur der Fibrinmatrix kénnen
durch Polymerisierung unter unterschiedlichen Bedingungen beeinflusst werden (van
Hinsbergh et al. 2001). Fur Kollagen ist dergleichen nicht bekannt, was den Einsatz
von Fibrin  fir tissue engineering-Ansatze  brauchbarer macht.  Fur
Transplantationszwecke eignet sich das Fibrin deswegen besonders, weil der
schnelle Abbau von Fibrin durch Plasmin die Verbindung und das Anwachsen des
transplantierten Gewebes am Empfangerherzen erleichtert. Fibrin kann weiterhin aus
dem Empfangerserum gewonnen werden, dadurch ist mit einer geringeren

Immunabwehr des Empfangers gegen das Transplantat zu rechnen.

Fur die strukturelle Analyse der EHTs war die Azanfarbung sehr geeignet, da sie
kollagene Fasern blau und Zellkern sowie —kdrper rot farbt. In Kollagen-EHTs lasst
sich deutlich der Zellkérper von der Matrix unterscheiden, was einen schnellen
Uberblick tber den Zellgehalt ermdglicht. In Fibrin-EHTs hingegen fallen durch die
unterschiedliche Anfarbbarkeit von Kollagen und Fibrin lokale Produktionen von
Kollagen auf. Die technisch schwierige Durchfihrung dieser Trichromfarbung fihrt
jedoch dazu, dass Farbungen nie von einer ganz gleichen Intensivitat sind. Daher
sollte die Azanfarbung nur fir spezielle Fragestellungen angewandt und in der
Routinefarbung eine H.-E.-Farbung durchgefiihrt werden. Die konfokale
Laserscanning-Mikroskopie von Fibrin-EHTs war leichter als von Kollagen-EHTs, da
weniger Hintergrundsignal bei der Bildgebung storte. Moglicherweise hat Kollagen
mehr Autofloureszenz (Monici 2005) als Fibrin. Auch ist es denkbar, dass sich
Abbauprodukte und nekrotische Zellen vermehrt in dem Kollagennetz verfangen und

aus Fibrin-EHTs besser ausgewaschen werden.
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4.2 EHT-Vaskularisierungsversuche mittels des Chorioallantoismembran-
Assays

Vorherige Arbeiten zeigten, dass EHTs die Herzfunktion durch Implantation auf
infarzierte Rattenherzen verbessern konnen. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich
in implantierten EHTs perfundierte Gefal3e ausbilden (Zimmermann et al. 2006). Um
den Prozess der EHT-Vaskularisierung besser zu charakterisieren, wurde folgende
Hypothese formuliert: Implantiert auf die CAM des bebriteten Huhnereis
wachsen Gefal3e aus der CAM in das EHT hinein, finden Anschluss an ein

praexistierendes Gefallnetz und perfundieren das EHT.

Erste Versuche, Kollagen-EHTs auf der CAM zu kultivieren, zeigten, dass etwa die
Halfte der EHTs wahrend der Zeit auf der CAM kontrahierten und ihre urspringliche
Form beibehielten. Andere jedoch verloren viel Substanz, wurden atroph und
kontrahierten folglich nicht mehr. Histologische Strukturanalysen zeigten
degenerierte Kardiomyozyten in ausgetrockneten sowie nicht ausgetrockneten
Praparaten. Versuche, die Kulturbedingungen des EHTs auf der CAM zu optimieren,
umfassten die statische Dehnung der EHTs mittels eines Ringstretchers, die
Abdeckung der EHTs mit unterschiedlichen Materialien wie Parafilm,
Dialysemembran sowie die gleichzeitige Abdeckung und Versorgung des EHTs mit
Medium mittels eines vollgesogenen Gelatineschwamms. Die Einfihrung des
Ringstretchers verhinderte das Austrocknen der Préaparate nicht. Die Abdeckung der
EHTs mit Parafilm oder Dialysemembran zeigte einen negativen Einfluss auf die
Entwicklung der EHTs. Kardiomyozyten wurden selbst unter dem Parafilm atroph,
sistierten zu kontrahieren und zeigten eine degenerierte Struktur in mikroskopischen
Analysen (siehe Abb. 20, 21). Die Versorgung der EHTs mit Medium schutzte die
Struktur der EHTs. Diese Préparate trockneten nicht aus und zeigten ein
vergleichbar dichtes Netz an Kardiomyozyten wie es in nativen Praparaten gefunden
wurde. Leider schadete das Medium der Entwicklung und Vitalitdt der Embryonen,
weshalb dieser Ansatz nicht weiter verfolgt werden konnte. Da EHTs die Eigenschaft
haben zu kontrahieren, ist es nicht méglich, das EHT mit Medium zu versorgen, es
auf die CAM zu bringen und gleichzeitig die CAM von dem Medium verschont zu
lassen, da die Kontraktionen das Medium auf die CAM durchsickern lassen wirden.
Eventuell sind Komponenten des EHT-Mediums in kleinen Mengen schadlich fur die

Embryonalentwicklung, beispielsweise die hohe Konzentration an
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Wachstumsfaktoren in dem Huhnerembryonenextrakt oder Triiodthyronin in dem

Pferdeserum.

Die weiteren Arbeiten wurden mit unbedeckten, jedoch gestretchten EHTSs
durchgefiuihrt. Dass die Bedingungen fur die EHTs auf der CAM suboptimal waren,
zeigte sich auch in den Genexpressionsanalysen. Der Unterschied zwischen den
Expressionsleveln des housekeeping-genes Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) und den ausgewéhlten Genen fur VEGF-A, FGF-2,
Angiopoieitin-1, VEGF-B, MHC-6, CD31 und VE-Cadherin war in den EHTSs, die vier
Tage auf der CAM inkubiert worden sind, um einiges grof3er als in den nativen EHTSs.
Dies spricht fur eine allgemeine Herunterregulation der Expression aller Gene, die
nicht far den Grundstoffwechsel der Zelle bendtigt werden. Eine solche
Herunterregulation der Gene tritt ein, wenn die Kulturbedingungen der Zelle nicht den
Bedurfnissen der Zelle entsprechen. Die Austrocknung mancher Pré&parate, die
mikroskopischen Untersuchungen sowie die Herunterregulation fast aller getesteten
Gene sprechen dafur, dass die CAM den Kardiomyozyten schadet. Ein
Gewebeerhalt nach Implantation ist jedoch die Voraussetzung fir Angiogenese in
das Gewebe hinein, sowie fur die Regeneration des zu ersetzenden Gewebes. Auf
der CAM scheinen die Voraussetzungen fur einen Strukturerhalt nicht gegeben zu
sein, was dieses Modell zur Untersuchung von EHT-Vaskularisierung ungeeignet
machte. Der urspringlich erkannte Vorteil der CAM als ein offenes System lag in der
direkten Beobachtungsmdglichkeit des Vaskularisierungsprozesses. Da der
Vaskularisierungsprozess jedoch nicht in dem erwarteten MalRe eintrat, war diese
Eigenschaft unnitz.

Was macht die CAM ungeeignet fur die Untersuchung von tissue engineering-
Produkten wie EHTs? Faktoren wie die fehlende Versorgung des EHTs mit
ausreichend Nahrstoffen durch Medium und die Kultivierung an der Luft tragen zu
den schlechten Kulturbedingungen bei. Durch den fehlenden Kontakt zu EHT-
Kulturmedium wird das EHT weder mit Glukose noch mit Mineralien, Aminosauren
etc. versorgt. AuBerdem konnen Stoffwechselprodukte wie Laktat nicht aus dem
Gewebe gespult werden, was zellschadigend wirkt. Die Umgebungsluft enthélt 21%
Sauerstoff, dies entspricht 260 mg/l. Bei 20 °C und einem Umgebungsdruck von
1 bar l6sen sich in reinem Wasser etwa 8 mg/l Sauerstoff, wobei die Ldslichkeit von

Sauerstoff mit steigender Temperatur abnimmt, so dass Kulturmedium ei 36°C
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wahrscheinlich weniger Sauerstoff enthalt. Eine hohe Sauerstoffbelastung fihrt in
Zellen zu Akkumulation von freien Sauerstoffradikalen, die cytotoxisch wirken (Lin et
al. 2008). Zudem st die CAM ist ein Sammelbecken fiur stickstoffhaltige
Endabbauprodukte, welche durch den Embryo produziert werden (Bellairs and
Osmond 2005, Dawes 1975). Auch diese konnten den Metabolismus der EHT-Zellen
negativ beeinflussen, wenn sie in das EHT diffundieren. Diesen Grinden gegen den
Gebrauch der CAM steht die in der Einleitung dargelegte Vielfalt der CAM-
Anwendung fur Fragen der Angiogenese entgegen. Bei genauen Recherchen fallt
jedoch auf, dass in der Literatur vornehmlich drei Anwendungen der CAM diskutiert
werden: Die Testung von Substanzen und azellularen Biomaterialien auf der CAM
sowie die Untersuchung des angiogenetischen Potentials von Tumorzellen mittels
der CAM. Fur erstere Anwendungen sind die oben genannten unvorteilhaften
Eigenschaften des CAM-Assays gegenstandslos. Und gerade Tumorzellen zeichnen
sich durch ihre hohe Widerstandfahigkeit und Apoptoseresistenz im Gegensatz zu

Kardiomyozyten in EHTs aus, was deren Kultivierung auf der CAM einfacher macht.

Die Testung von Geweben nicht tumortsen Ursprungs beschrankt sich auf
insgesamt vier veroffentliche Ansatze. Im Folgenden werden diese kurz vorgestellt
und der bedeutende Unterschied zu dem dieser Arbeit zu Grunde liegendem
Versuchsaufbau diskutiert. Borges et al konstruierten eine Kulturschale fir in
Fibrinmatrix ausgesate Praadipozyten zur Kultur auf der CAM. Die Kuturschale war
unten und oben offen, so dass die in Fibrin ausgesaten Zellen Kontakt zur CAM
hatten und von oben mit Medium versorgt werden konnten, ohne dass dieses mit der
CAM in Kontakt geriet (Borges et al. 2003b). Die Praadipozyten differenzierten und
es bildeten sich perfundierte Gefalie in der Fibrinmatrix, deren Wachstum durch die
vermehrte Expression von VEGF der Préadipozyten noch verstarkt wurde.
Unterschiede zum EHT Modell waren i) die Nutzung von Praadipozyten, also
undifferenzierten Vorlauferzellen, ii) die Versorgung der Zellen mit Medium zur
Erhoéhung der Vitalitdt der Zellen und iii) die Tatsache, dass Praadipozyten nicht den
cytotoxischen Effekten der freien Luft ausgesetzt waren. In einer zweiten Arbeit
wurde humanes Endometrium aus der proliferativen Phase auf die CAM implantiert
und zeigte einen angiogenetischen Effekt (Maas et al. 1999). Im Unterschied zum
EHT-Ansatz handelte es sich hier um ein Gewebe, was durch eine hohe mitotische

Teilungsrate gekennzeichnet ist (Lullmann-Rauch 2003). Da es sich um natives
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Gewebe handelt, war die Zelldichte viel héher als in EHTs. Ein weiterer Ansatz
verfolgte die Vaskularisierung von myokardialen Mikrostrukturen, die mit HUVEC-
Zellen ummantelt auf die CAM gelegt wurden (Kelm et al. 2006). Nach zwei Tagen
zeigten diese Konstrukte in ihrem Inneren perfundierte Gefal3e Vogel-Ursprungs.
Jedoch tragen folgende Faktoren zur Vaskularisierung der Mikrogewebe bei, die bei
dem EHT-Ansatz fehlen: i) Die maximal 200 um grof3en Konstrukte tauchten in die
CAM ein, was einerseits deren Versorgung mit interstitieller Flussigkeit sicherstellte
und zweitens diese Gewebe vor oxidativem Stress schutzte; ii) die Mikrokonstrukte
wurden ohne extrazelludre Matrix mittels der Methode des héngenden Tropfens
generiert, daher war die Zelldichte vermutlich hoéher als in EHTs. Schlief3lich
verglichen Ausprunk et al. verglichen die Vaskularisierung von neoplastischen,
embryonalen und adulten Geweben unterschiedlichen Ursprungs auf der CAM
(Ausprunk et al. 1975). Dabei zeigte sich, dass préexistierende Gefale aus
Rattentumorgeweben zerfallen und das Tumorgewebe mit einem Vogel-stammigen
Netz revaskularisiert wurde. Das Gefal3netz des embryonalen Rattengewebes fand
Anschluss an ein aus der CAM hineinwachsendes GeféRnetz. Nur das adulte
Gewebe wurde nicht revaskularisiert, sondern das eigene Gefaflinetz degenerierte.
Das implantierte Gewebe zeigte zentral Zellschadigungen und wurde durch CAM-
Zellen und CAM-Bindegewebe invadiert. Nur an den peripheren Gewebestellen
wurde gelegentlich Revaskuarisierung beobachtet, schliel3lich folgten jedoch die
Zersetzung und Phagozytose des implantierten Gewebes durch die CAM-Zellen.

Wie sind die Ergebnisse der viertdgigen EHT-Kultivierung auf der CAM zu
beurteilen?

Aufgrund der Ausbildung von perfundierten Gefal3en in Kollagen-EHTs, die auf ein
Rattenherz implantiert waren, wurde eine ahnliche Perfusion der EHTs auf der CAM
erwartet. Die morphologischen Untersuchungen von Kollagen, Fibrin- und mit Th4-
suplementierte Fibrin-EHTs, die vier Tage auf der CAM inkubiert worden sind,
zeigten jedoch unterschiedliche Reaktionen der CAM auf das EHT, die allesamt nicht
zu einem perfundierten Gefal3netz im EHT fuhrten. In Kapitel 3.5 ist anhand von
makroskopischen sowie lichtmikroskopischen und konfokal-mikroskopischen Bildern
die Entwicklung der EHTs auf der CAM dargestellt. In etwa 70% der Falle war ein
ahnliches Bild zu sehen, wie die von Ausprunk et al. beschriebenen Einwiichsen von
CAM-Material in adulte Rattengewebe: an der Grenzflache zwischen CAM und EHT

wurden in etwa 45% der Praparate Strukturen gefunden, die charakteristische
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Eigenschaften von angiogenetischen Prozessen aufwiesen.
Immunfloureszenzfarbungen zeigten Hihnererythrozyten, die sich unterschiedlich tief
ins Gewebe schlangelten. Diese Zellen wiesen mitunter ein punktférmiges oder
verwischtes Farbemuster auf. Da dieses Signal in den Negativkontrollen ohne
primaren Antikorper nicht aufzufinden war, kennzeichnet es moglicherweise eine
Morphologieanderung der unreifen migrierenden CAM-Zellen oder eine Sekretion
des Antigens (Art des Antigens ist unbekannt). Lektin-positive Zellen assoziierten
sich in einigen Fallen mit den invadierenden Zellen, so dass sie die roten
Blutkdrperchen umgrenzten wie ein Endothel. Uber die Herkunft dieser Zellen lasst
sich keine eindeutige Aussage machen. Einerseits kdnnte es sich um Endothelzellen
des EHTs handeln, die sich zur Ausbildung eines GefalBes mit den roten
Blutkdrperchen assoziierten. Andererseits sind in den Farbungen der nativen CAM
extravasale Zellen der CAM mit Lektin anfarbbar, die mdglicherweise
Hamangioblasten entsprechen und im EHT zur Gefal3ausbildung rekrutiert wurden.
Lektine farben zwar vorwiegend membranstandige Zuckerreste, jedoch ist der
Zielzucker des hier verwendeten Lektins aus Bandeira simplifoica auch an
intrazellulare Proteine konjugiert (Zachara 2009). Etwa 25% der Préparate zeigten
bis tief in das EHT eindringende Einwichse, die das EHT Gewebe zersetzten und
mit breitbasigen Migrationsfronten invadierten. Ein Zusammenhang zwischen dem
Grad der Destruktion bzw. der Invasion mit gefaRahnlichen Strukturen war nicht zu
erkennen. Explantate mit gut erhaltener Gewebestruktur zeigten mitunter gar keine
Einwlchse. An den Gewebeflachen, die durch eine Zersetzung der Matrix durch
CAM-Zellen gekennzeichnet waren, fallt in Kollagen- sowie Fibrin-EHTs auf, dass die
Kardiomyozyten sehr gut erhalten waren, in Schichten Ubereinander lagen und
ausgestreckte Zellkoérper zeigten. In Fibrin-EHTs waren die Kardiomyozyten an der
auRRersten, der CAM anliegende Flache in etwa der Halfte der Praparate sehr gut
erhalten. Dies spricht daflir, dass die nutritiven Effekte der interstitiellen CAM-
Flissigkeit der cytotoxischen Wirkung von Stickstoffabbauprodukten tberwiegen und
Fibrin als Matrix moeglicherweise geringeres Diffusionshindernis darstellt als

Kollagen.

Was fuhrt dazu, dass in EHTs eher zaghafte, ungeordnete und destruierende
Reaktionen stattfanden und andere Gewebe durch CAM-Gefal3e vaskularisiert

werden? Da in etwa 90% der Falle die Kardiomyozyten degenerierten, nimmt die
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Produktion von Wachstumsfaktoren, die die CAM-Endothelzellen zur Aussprossung
in das EHT stimulieren, ab. Zwar zeigen Fibrin sowie Fibrindegradationsprodukte auf
dem CAM-Assay angiogenetische Aktivitdt (Thompson et al. 1985), jedoch scheint
diese nicht stark genug zu sein, um ein geordnetes GefalRwachstum zu provozieren.
Die Tatsache, dass Ausprunk et al. bei adulten Geweben sehr ahnliche Reaktionen
vorfanden wie die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse, spricht dafur, dass die
Zellen in EHTs eher adultem als neonatalem Gewebe &hneln. Tatsachlich konnte in
vorherigen Arbeiten gezeigt werden, dass EHTs wahrend der zwolftagigen Kultur
Eigenschaften von adultem Gewebe annehmen (Boy 2006). Ein zweiter Grund fur
die geringe Angiogenese konnte darin bestehen, dass die Kombination von zwei
Geweben unterschiedlicher Spezies zu einer Nicht-Ubereinstimmung der Liganden
mit den Rezeptoren der unterschiedlichen Gewebe fiihrt. So wurde in Abschnitt 3.7
gezeigt, dass VEGF-A humanen und Vogel-Ursprung nur 65% Sequenzhomologie
aufweisen. Andere Ansadtze haben ebenfalls Xenotransplantate erfolgreich
vaskularisiert. Allerdings zeigte die Studie von Ausprunk et al., dass embryonale
Huhnergewebe innerhalb von 1-2 Tagen revaskularisiert wurden, embryonale
Rattengewebe aber erst nach 2-3 Tage. Ob eine Verlangerung des
Inkubationszeitraumes zu einem organsierterem Gefal3netz im EHT fuhren wirde, ist
fraglich. Erstens sind die in der Literatur beschriebenen Ansatze eher kirzer als
langer als im EHT-Modell und zweitens wirde eine Verlangerung der EHT-Inkubation
auf der CAM eher zu einem weiteren Austrocknen und Degeneration der EHT-Zellen

fuhren.

Anhand dieser Unterschiede zwischen den Ansatzen, die entweder eine
Vaskularisierung des nicht-tumoréosen Gewebes ermdglichten oder einen
angiogenetischen Reiz auf die CAM auslbten, und dem EHT-Modell lasst sich
feststellen, welche Bedingungen fir die Untersuchung von Gewebe auf der CAM
gegeben sein missen. i) Die Vitalitat des Gewebes muss aufrecht erhalten werden,
entweder durch einen Versuchsaufbau, der die Versorgung mit Medium ermdglicht,
durch die Invagination des Gewebes in die CAM hinein, so dass das Gewebe mit
interstitieller Flussigkeit der CAM versorgt wird (hierfir eignen sich jedoch nur sehr
kleine Gewebe) oder durch die Verwendung von Geweben mit groRer Resistenz
gegeniber cytotoxischen Reizen wie Tumorzellen, ii) die Vaskularisierung scheint

von der Entwicklungsstufe des Gewebes abhéngig zu sein: embryonale Gewebe,
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entdifferenzierte Tumorgewebe oder Vorlauferzellen eignen sich besser zur
Vaskularisierung auf der CAM als adulte Gewebe oder Zwischenstufen zwischen

neonatalen und adulten Geweben wie EHTSs.

4.3 Der Einfluss von Thymosin B, auf Fibrin-EHTs

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit umfasste die Mdglichkeit einer Verstarkung
des angiogenetischen Reizes, den EHTs auf die GefalRentwicklung der CAM
ausuben, durch Wachstumsfaktoren. Dafiir wurde Tb4 als ein als kardioprotektiver
(Bock-Marquette et al. 2004) bekannter und angiogenetischer Faktor (Smart et al.
2007b) verwendet. Die folgende Hypothese wurde mittels Medium-Supplementierung
mit Tb4 und anschlieBender EHT-Charakterisierung gepruft. Unter dem Einfluss
von Tb4 kultivierte EHTs haben ein dichteres Netz aus Kardiomyozyten und
erhohen damit den angiogenetischen Reiz, den das EHT auf die CAM auswirkt,
was sich in einer starkeren angiogenetischen Antwort der CAM auf das EHT

zeigt.

Kontraktionskraftmessungen an EHTs, die mit Tb4 behandelt wurden, zeigten eine
maximale Kontraktionskraft, die 363% derjenigen der Kollagen-EHTs und 167%
derjenigen der Fibrin-EHTs betrug. Analog zu den obigen Ausfihrungen ist eine
gesteigerte Kontraktionskraft durch i) eine erhtéhte Zahl an Kardiomyozyten, ii)
groRere Kardiomyozyten oder i) eine ausgepragtere Vernetzung der
Kardiomyozyten zu einer funktionellen Einheit moéglich.

Fur die Herstellung von Fibrin-EHTs mit und ohne Th4-Behandlung wurde dieselbe
Anzahl an Zellen eingesetzt. Zahlreiche Studien weisen auf eine anti-apoptotische
Wirkung von Tb4 hin, wobei einerseits die Inhibition von Caspasen-Aktivierung
(Moon et al. 2007) sowie die verminderte Freisetzung von Cytochrom C aus
Mitochondrien (Sosne et al. 2004) und andererseits die Aktivierung von der
Proteinkinase B und einem darauffolgenden Proliferations- und Uberlebenssignal in
die Zelle hinein vermutet werden (Bock-Marquette et al. 2004). In EHTs konnten
diese Effekte dazu fuhren, dass die mit Th4-supplementierten EHTs nach der 12-
tagigen Kultur mehr Kardiomyozyten enthalten bei gleichbleibendem Verhéltnis
zwischen Nicht-Kardiomyozyten und Kardiomyozyten als unsupplementierte Fibrin-

EHTs. In diesem Fall ware die Menge mRNA fir MHC im Verhaltnis zum
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Haushaltsgen nicht verdndert, obwohl sich im Gesamt-EHT mehr kontraktile
Einheiten befinden. Mit Tb4- behandelte EHTs enthielten 162% der RNA-Menge fir
MHC von derjenigen der Kollagen-EHTs und 122% der RNA-Menge von derjenigen
der Fibrin-EHTs. Wie oben im Vergleich zwischen Kollagen- und Fibrin-EHTS
ausgefuhrt kann eine in etwa gleichbleibende Menge mRNA fir MHC zu einer
insgesamt erhdhten Menge an kontraktilen Einheiten fuhren, wenn i) das Verhéltnis
zwischen Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten in supplementierten und
unsupplementierten Fibrin-EHTs gleich ist ii) das MHC-Protein weniger degradiert
wird (Matsuo et al. 1998) oder die mRNA verstarkt translatiert wird (lvester et al.
1995). Die mikroskopischen Untersuchungen zeigten ein dichteres Netz an
Kardiomyozyten in den mit Tb4-behandelten EHTs. Sowohl in den
lichtmikroskopischen als auch in den konfokal-mikroskopischen Untersuchungen
schienen die Zellen vermehrt geschichtet, dichter, aber auch grof3er als in
unbehandelten EHTs. Da dies jedoch nicht quantifiziert worden ist, ist hierzu keine
eindeutige Aussage zu treffen. Da, wie oben dargestellt, die mMRNA-Messung kein
guter Parameter fur die Menge an MHC Protein darstellt, misste zusatzlich die
Proteinkonzentration von MHC gemessen werden. Erst dann ist eine Aussage
daruber zu treffen, ob es tatsdchlich mehr kontraktile Einheiten in mit Th4—
supplementierten Kardiomyozyten gibt. Pathologische Hypertrophie zeigte in
Tiermodellen einen Wechsel der vorherrschenden MHC von der alpha- zur beta-
Isoform. Da die hier getestete Variante der alpha-Kette entspricht, kdnnte eine
vermehrte Expression von MHC (namlich der beta-lIsoform) Gbersehen worden sein.
Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da EHTs wir beschrieben altern und die alpha-
Isoform in adultem Gewebe die vorherrschende Form ist. Daher wurde dies nicht

untersucht.

Bei den Genexpressionsanalysen fiel insbesondere auf, dass die Tb4-
Supplementierung die mRNA-Menge fur VEGF-B drastisch erhothte.
Interessanterweise wurden gerade kirzlich myokardspezifische Effekte von VEGF-B
charakterisiert: Karpanen et al. (2008) zeigten, dass die Uberexpression von VEGF-B
in Mauseherzen zu einer kardialen Hypertrophie mit vergroR3erten Kardiomyozyten
fuhrt. Die Expression von VEGF-B ist im Gegensatz zu VEGF-A nicht durch die
Oxygenierung des Gewebes reguliert, denn dem VEGF-B Promotor fehlen

hypoxieresponsive Elemente (HRE) (Nash et al. 2006). Li et al. (2008) zeigten, dass
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VEGF-B eine herzspezifische Funktion bei der Revaskularisierung von ischamischen
Herzgeweben zukommt, die in anderen ischdmischen Geweben nicht gegeben ist(Li
et al. 2008)(Li et al. 2008)(Li et al. 2008)(Li et al. 2008)(Li et al. 2008)(Li et al.
2008)(Li et al. 2008)(Li et al. 2008)(Li et al. 2008)(Li et al. 2008)(Li et al. 2008). Nur in
ischamischen Herzen wurde die Expression von VEGF-B hochreguliert, in anderen
Geweben jedoch nicht. Dariiber hinaus gibt es Hinweise daflr, dass VEGF-B eine
wichtige Funktion im Lipid-Stoffwechsel zukommt (Karpanen et al. 2008). Diese
neuen Erkenntnisse Uber die Funktion von VEGF-B sowie die Tatsache, dass Th4 zu
einer massiv erhohten Expression von VEGF-B fiuhrt, suggeriert, dass die
Beobachtungen zu Tb4-supplementierten EHTs auch VEGF-B vermittelt sein
kénnen, wie zum Beispiel die vermutete GroRenzunahme der Kardiomyozyten.
Bisher galt die Funktion von VEGF-B als relativ unbekannt, im Gegensatz zu dem
Protagonisten der VEGF-Familie VEGF-A. Da VEGF-B nur an Tie-1 bindet und nicht
an Tie-2, wie VEGF-A es tut, ist es wahrscheinlich, dass diese neu aufgedeckten
Effekte von VEGF-B Uber einen bisher unbekannten Co-Rezeptor vermittelt werden
(Claesson-Welsh 2008).

Die angiogenetischen bzw. destruierenden Effekte der CAM auf das EHT blieben
durch die Supplementierung der EHTs mit Tbh4 unveréndert. Auch die mit Tb4
behandelten Kardiomyozyten degenerierten gréftenteils auf der CAM. Dennoch
werden fur Th4 verschiedene anti-apoptotische Mechanismen beschrieben. Dass die
Kardiomyozyten trotzdem degradierten, konnte durch eine relativ kurze Wirkdauer
des Tb4 erklart werden, denn auf der CAM wurden die EHTs nicht weiter mit Tb4
supplementiert. Der anti-apoptotische Effekt dieses Molekils wirde den Zellen auf
der CAM dann nicht mehr zugute kommen. Beziglich der Wirkdauer von Th4 sind
keine Werte bekannt. Auch was die Ausstattung der EHTs mit Endothelzellen
anbelangt, war kein Unterschied zwischen Fibrin-EHTs und Tb4-Fibrin-EHTs
festzustellen. Obwohl, wie in der Einleitung dargelegt, Tb4 in vorherigen Studien
vielfach als Angiogenese-stimulierend (Malinda et al. 1999) beschrieben worden ist,
fanden die Endothelzellen nicht vermehrt Kontakt zueinander und bildeten auch nicht

vermehrt tubulare Strukturen aus.

Die VEGF-A Expression war in mit Tbh4 -behandelten EHTs geringer als in
unbehandelten EHTs. Dies steht im Widerspruch zu einer Erkenntnis von Oh et al
1997, die einen stabilisierenden Effekt von Th4 auf Hypoxia-inducible-factor-1 (HIF-
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1) fanden, und damit einhergehend eine erhthte Expression des VEGF-A-Gens.
Zusammengenommen weist dies auf einen komplizierteren
Regulationsmechanismus der Expression von VEGF-A hin, oder auf eine
vielgestaltigere Wirkung von Tb4 auf die HIF-1 Stabilisierung und die Expression von
VEGF-A. Diese Arbeit zeigt, dass EHTs sich gut zur Untersuchung des Effektes von
Tbh4 auf Herzmuskelgewebe eignen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Hinweise auf
eine kontraktionskraftsteigernde sowie eine VEGF-B expressionsfordernde Wirkung
von Th4 gefunden. Ob beispielsweise Tb4 in die Zellen aufgenommen wird oder ob
es einen Rezeptor fur das Peptid gibt, sowie die Wirkungen von Tb4 unabh&ngig von
VEGF-B, verbleiben Gegenstand zukinftiger Untersuchungen.

4.4  Chorioallantoismembran-Assay als Angiogenesemodell

Im Unterschied zu den vielen in der Einleitung dargelegten Anwendungen des CAM-
Modells zur Untersuchung angiogenetischer Effekte wurde im Rahmen dieser Arbeit
das GefalRwachstum eher zdgerlich induziert. Mit 2 ug FGF-2, sowie 300 ng Th4,
mittels eines Gelatine-Schwamms aufgebracht auf die CAM, wurde
GefaBwachstums stimuliert. Die CAM in der Néahe des Schwamms zeigte eine
sequentielle Zunahme der Gefalldichte vom ersten bis zum vierten Tag. Bei den
VEGF-A-Proben erfolgte dies nicht. Bei genauem Hinsehen waren die eigentlich

diinnen Kapillaren direkt um den Schwamm herum geweitet.

Analog zu der Entwicklung einiger EHTs auf der CAM waren die Schwamme nach
ein paar Tagen Inkubation trocken und kleiner als zu Beginn. Die Hihnereier wurden
bei 37°C und gesattigter Luftfeuchtigkeit bebritet, was einen Wasserverlust an die
Umgebungsluft unwahrscheinlich macht. Wenn die CAM eine hohere Osmolaritat
aufweist als das in dem Schwamm enthaltene Ldsungsmittel, kann dies das
Austrocknen erklaren. Diesbeziglich sind keine Werte bekannt, es ist jedoch nicht
auszuschlielBen (Domenico Ribatti, personliche Kommunikation). Darlber hinaus
kann eine Degradierung des Schwammtrabekelwerks durch invadierende Zellen als
Ursache fur die Grolienabnahme angenommen werden. Der Gelatineschwamm
besteht aus kollagenen Fasern, die durch diverse von den CAM-Zellen produzierte
Proteasen abgebaut werden konnen. Aber auch in Fallen einer solchen

L2Austrocknung“ war ein Gefallwachstum um den Schwamm herum auszumachen.
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Wie ist der Unterschied in der Induzierbarkeit von Gefallwachstum mittels VEGF-A,
FGF-2 und Th4 zu erklaren? Ein Aminoséaurensequenzvergleich zwischen dem zur
Positiv-Kontrolle verwendeten humanen, rekombinanten VEGF-A und dem Huhn-
spezifischen VEGF-A ergab eine Sequenzibereinstimmung von 65%. Die
Aminosauresequenz von Tb4 ist hingegen in beiden Spezies zu 100% identisch.
Auch FGF-2 zeigte immerhin eine Sequenzibereinstimmung von 92%. Eventuell ist
gerade die Rezeptorbindungsstelle des VEGF-A in beiden Spezies unterschiedlich,
so dass menschliches VEGF-A schlechter an den VEGF-Rezeptor 1 oder 2 des
Huhns binden kann und damit auch keinen angiogenetischen Reiz auslosen kann.
Die Sequenzen von FGF-2 und Tb4 sind hingegen konserviert, so dass eine
Spezies-Ubergreifende Rezeptor-Liganden-Bindung stattfindet. Dementsprechend
waren hohere Mengen VEGF-A als FGF-2 oder Th4 notig um Gefallwachstum zu
induzieren.

Das verwendete Protokoll arbeitet mit der von Ribatti et al. vorgeschlagenen
Applikation des angiogenetischen Wirkstoffes mittels eines vollgesogenen
Gelatineschwamms und der von Wilting et al. beobachteten ausreichenden Menge
an VEGF-A (Wilting et al. 1993). Da Wilting et al. 0,5-4 pg humanes rekombinantes
VEGF-A 165 mittels eines ~5 mm? groRen Deckglaschen auf die CAM aufbrachten,
konnten sie kleinere, dezentere Reaktionen der CAM auf das VEGF-A besser
beurteilen. In der Tat beschrankte sich das Gefaldwachstum auf die direkt unter dem
Deckglaschen befindliche CAM, jedoch nicht auf die Areale, die nicht mit dem
Deckglaschen in Verbindung waren. Mit dem Gelatineschwamm-Modell sind so
diskrete Veranderungen schwer zu detektieren, da der Schwamm, anders als ein
Deckglaschen, nicht durchsichtig ist. Der Vorteil dieser Applikationsform liegt jedoch
darin, dass die Gefal3zellen dabei in den Schwamm hineinwachsen kdnnen. Gelatine
gibt den Zellen reichlich Adhasionsmoglichkeiten (Mattii et al. 2008) und das
Trabekelnetzwerk ist grof3porig genug, um solch ein Wachstum zu ermdglichen.
Gerade hinsichtlich der dieser Arbeit zugrunde liegenden Fragestellung war es von
Interesse, ob so ein vertikales Wachstum in ein Gewebekonstrukt Giberhaupt moglich

ist.

Grofe Mengen VEGF-A (>3 ug) wurden in der vorliegenden Arbeit nur ein- bis

zweimal ohne Erfolg getestet. In der unmittelbaren Umgebung des Schwamms war

116



bei bloRer Betrachtung mit dem Auge und einer 1,63-fachen Vergrol3erung mit dem
Stereomikroskop von oben keine groRere Gefalidichte auszumachen als in einem
weiter peripher gelegenen Areal der CAM. Mdglicherweise sprossen jedoch aus den
prakapillaren Arteriolen direkt unter dem Schwamm kleine Gefal3e aus, so wie Wiltig
et al. 1993 es beobachtet haben, die hier nicht detektiert wurden. Ein mit FGF-2
vollgesogener Schwamm war nach viertagiger Inkubation auf der CAM gefullt mit
Zellen. Im  Schwammtrabekelwerk  wurden  mittels lichtmikroskopischer
Untersuchungen sowie Immunfloureszenzfarbungen rote Blutkdrperchen ausfindig
gemacht. Dies beweist die Fahigkeit der CAM-Gefal3e, vertikal in Objekte hinein zu
spriel3en. Jedoch war auch hier die Anzahl an Geféal3en im Trabekelwerk nicht so

hoch, als dass diese Menge ein kinstliches Gewebe mit Blut versorgen kénnte.

Ein Nachteil der Testung angiogenetischer Molekule mit der
Gelatineschwammmethode ist, dass der Gelatineschwamm durch sein Gewicht die
CAM verzerrt, jedes mal, wenn der Embryo sich bewegt. Dies fuhrt zu Traktionen der
Gefalle auf der CAM, ein ungelbtes Auge wirde diese Traktionen als ein
Hinwandern der GefalRe zu dem Schwamm interpretieren. Jedoch handelt es sich um

ein mechanisches Anziehen und nicht um einen chemotaktischen Reiz.

Zusammenfassend lassen sich die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse in
Bezug auf die Eignung des CAM-Modells zur Testung angiogenetisch wirksamer
Faktoren mittels des Gelatineschwammversuches wie folgt beurteilen:

e Eine deutliche angiogenetische Antwort der CAM auf einen applizierten Stoff,
der mit einem Schwamm auf die CAM appliziert wurde, war nur bei sehr
hohen Konzentrationen dieses Stoffes zu erreichen. Dies ist kostspielig.

o Vertikales Gefallwachstum liel3 sich mit dem Gelatineschwammversuch
nachweisen.

e Mechanische Gefalditraktionen um den Schwamm herum erschwerten das
Erkennen einer wahren angiogenetischen Antwort. Um dies zu unterscheiden,
gibt es Anséatze, die Verzweigungen der Gefal3e in Nahe des Schwamms zu
messen (Ribatti et al. 2006). Da dies zeitaufwendig ist, ist die Eignung als

Screening-Methode fir angiogenetische Wirksamkeit fraglich.
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e Die Testung der angiogenetischen Kapazitat einer Substanz lasst sich evtl.
leichter mit dem Protokoll nach Wiltig et al. (1993) ausfiihren. Dagegen ist die
Applikation von Zellen nur mit dem Protokoll nach Ribatti et al. (2006) méglich.

4.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit weist darauf hin, dass sich kinstlich hergestellte Herzgewebe
auf Fibrinbasis von analogen Herzgeweben auf Kollagenbasis unterscheiden: Sie
waren in der Herstellung besser reproduzierbar, robuster und weisen hdohere
Kontraktionskrafte auf. Die Kontraktionskraft war durch Behandlung mit Tb4
steigerbar. In wie weit die Behandlung mit Tb4 zu einem dichteren Netzwerk aus
Kardiomyozyten fuhrt, bleibt zu klaren. Dies gilt auch fur die Frage, ob die Wirkungen
von Th4 extrazellular oder intrazellular vermittelt werden, sowie ob die Wirkungen
direkt durch Tb4 oder durch die von Th4 induzierte Expression von VEGF-B oder
anderer bislang unbekannter Faktoren bedingt sind. Dies soll zukinftig anhand
kleinerer, auxoton gestretcher Fibrin-EHTs untersucht werden. Der CAM-Assay
stellte sich in dieser Arbeit als ungeeignet zur Untersuchung von EHT-
Vaskularisierung heraus, da Kardiomyozyten im EHT grof3tenteils degenerieren und
das Gewebe eher zersetzt als neovaskularisiert wird. Der Frage nach dem Beitrag
des in EHTs praexistierenden Gefalinetzes zur Neovaskularisierung implantierter

EHTs ist zukunftig anhand allogener Transplantationen nachzugehen.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Kinstliche Herzmuskelgewebe (Engineered Heart Tissue; EHT) eignen
sich zur Gewebeersatztherapie in vivo. Da in implantierten EHTs zuvor perfundierte
GefalRe gefunden wurden, war das Ziel dieser Arbeit, den Prozess der
Vaskularisation, insbesondere der Beitrag préaexistierender Endothelzellen in EHTS,
zu untersuchen. Das bebrutete Hiihnerei mit seinem leicht zuganglichen Gefalinetz
ist als Modell zur Angiogeneseforschung gut etabliert. Dessen Anwendbarkeit auf
EHTs sollte dafur erarbeitet werden. Bisher wurden EHTs auf Kollagen-
Hydrogelbasis aus Primarkulturen neonataler Rattenkardiomyozyten hergestellt.
Fibrin wird als Matrix von kunstlich hergestellten Geweben vielfach eingesetzt und
sollte hier als Alternative zu Kollagen als Hydrogel untersucht werden. Die Wirkung
von dem als kardioprotektiv und angiogenetisch wirksamen bekannten Peptid
Thymosin 3, auf EHTs wurde untersucht.

Methoden: Zunachst wurden Kollagen und Fibrin hinsichtlich ihrer Eignung als
Hydrogelmatrix fir EHTs miteinander verglichen. Dabei wurden EHTs grundsatzlich
aus primaren neonatalen Rattenkardiomyozyten, Matrigel, serumhaltigem
Kulturmedium und entweder mit 0,8 mg Kollagen/EHT oder 5 mg Fibrinogen/EHT
generiert. Fibrin-EHTs wurden mit Thymosin B4 (100 ng/ml Kulturmedium) von
Entwicklungstag null bis zwélf behandelt. Die Anwendung des bebriteten Hihnereis
auf EHTs wurde etabliert. Von Tag acht bis zwdlf der Hihnereientwicklung und Tag
zwolf bis 16 der EHT-Entwicklung wurde das EHT auf der Chorioallantoismembran
des bebriteten Hiuhnereis inkubiert. AnschlieRende Strukturanalysen mittels Paraffin-
Histologie und Immunfloureszenzfarbungen der EHT-Explantate ergaben Aufschluss
Uber die Entwicklungen wahrend der Inkubation. Genexpressionsanalysen und
Kontraktionskraftmessungen wurden durchgefuhrt, um die Qualitat der drei
verschiedenen nativen EHT-Gruppen (Kollagen, Fibrin und Fibrin supplementiert mit
Thymosin ,4) untereinander sowie im Zustand vor und nach vier Tagen Kultur auf der
CAM miteinander zu vergleichen.

Ergebnisse: Die maximale Kontraktionskraft von Fibrin-EHTs war doppelt so hoch
wie die der Kollagen-EHTs. Thymosin B, steigerte die Kontraktionskraft um weitere
67%. Fibrin-EHTs zeichneten sich durch eine bessere Reproduzierbarkeit und
Robustheit gegentber Kollagen-EHTs aus. Die Entwicklung auf der

Chorioallantoismembran war in allen EHT-Gruppen &hnlich. Die meisten EHTSs litten
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unter den Kulturbedingungen auf der Chorioallantoismembran, was sich
morphologisch und in den Genexpressionsanalysen zeigte. In den Explantaten
waren in etwa 30% der Préaparate gar keine Reaktionen der Chorioallantoismembran
auf das EHT zu finden. Etwa 20% der Praparate enthielten Kkleine
Strukturveranderungen an der Schnittstelle zwischen Chorioallantoismembran und
EHT, die moglicherweise beginnende angiogenetische Prozesse darstellten. Die
restlichen 50% der Explantate enthielten weniger diskrete Invasionen in Form von in
das EHT ziehenden Kolonnen bis hin zu EHT-Zersetzungen.

Schlussfolgerungen: Mit Fibrin als Hydrogelmatrix kbnnen EHTs generiert werden,

die Kollagen-EHTs in Kontraktionskraft und Reproduzierbarkeit tberlegen sind.
Thymosin B4 erhéht die Kontraktionskraft von Fibrin-EHTSs, die genauen Wirkungen
des Peptids auf die Kardiomyozyten in EHTs sollte Gegenstand zukinftiger
Untersuchungen sein. Die Chorioallantoismembran des bebriteten Hiihnereis eignet
sich nicht zur Untersuchung der Neovaskularisation in EHTs, da EHTs auf der
Chorioallantoismembran grof3tenteils atrophieren und groR3flachige Zersetzungen des
Gewebes die haufigste Reaktion der Chorioallantoismembran-Zellen auf das EHT

darstellte.
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6 Abkirzungsverzeichniss

Abb. Abbildung

anti-red-blood- aRBC

cell

Bp Basenpaare

CAM Chorioallantois-Membran
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FGF Fibroblast Growth Factor
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8 Anhang

8.1 Substanzen
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Agarose

Invitrogen, Deutschland

Anilin zur Synthese (CgH7N)

Merck, Deutschland

Anilinblau, wasserloslich C.l1.: 42755

Merck, Deutschland

Antikdrper und Farbstoffe flr die
Immunhistologie

s. Tab. 4

Aprotinin aus der bovinen Lunge
Produktnummer: A1153

Sigma Chemical Co., USA

Aqua ad injectabilia (bidestilliert,
deionisiert, pyrogenfrei)

Pharmacia & Upjohn GmbH,
Deutschland

Ascorbinsaure

Merck, Deutschland

Azokarmin G, C.l.: 50085

Merck, Deutschland

Betaisodona LOsung

Mundipharma GmbH, Deutschland

BD Matrigel™ Basement Membrane
Matrix

Becton, Dickinson and Company, USA

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma Chemical Co., USA

5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU)

Sigma Chemical Co., USA

Betaisodona-LOsung

Calciumchlorid (CaCl2 « 2 (H,0)), (MG
147,02 g/mol)

Carl Roth, Deutschland

Carbogengas (95% 02, 5% CO2)

Linde AG, Deutschland

Chick embryo extract,
Huhnerembryonenextrakt, CEE

eigene Herstellung

Citronensaure (zur Reinigung der
Organbéader)

JT Baker, Niederlande

Deoxyribonuklease (DNase) Il, Typ V

Sigma Chemical Co., USA

Diethylpyrocarbonat

Merck, Deutschland

Difco’™ Trypsin 1:250

Becton, Dickinson and Company, USA

DMEM (Dulbeccos Modifiziertes Eagle
Medium)
(D-Glucose 1 g/l 3,7 g/l NaHCO3) F0415

Biochrom, Deutschland

DNA ladder, 100 bp

NEB, USA

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium
(DMEM) Pulver (1 g/l D-Glucose,3,7 g/l
NaHCO3)

Invitrogen, Deutschland

Eosin G, gelblich C.1.: 45380

Merck, Deutschland

Erythrosin B, C.I.: 45430

Merck, Deutschland

Essigsaure (C,H405

Carl Roth, Deutschland

Ethanol Apotheke Roth, Deutschland
Ethanol 99%, vergallt mit 1% Walter-CMP, Deutschland
Methylethylketon

Ethidiumbromid-LOésung, wassrig, 1%

Fluka, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure-di-
Natriumsalz (Na2EDTA,; Titriplex® 111)

Merck, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS), 0,1 pm steril
filtriert

Gibco, Deutschland

Humanes rekombinantes FGF-2

RD Systems, USA

Fibrinogen aus bovinem Plasma
Prdukutnummer: F4753

Sigma Chemical Co., USA

Flussiger Stickstoff (N>)

Linde Gas, Deutschland
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Formalin Solution Roti Histofix 4%

Carl Roth, Deutschland

Gelatine Schwamm

Johnson Johnson, Deutschland

D(+)-Glucose-Monohydrat, (MG
198,17 g/mol)

Merck, Deutschland

Glycerol

Sigma Chemical Co, USA

Goldorange G, C.I.Nummer: 16230

Merck, Deutschland

Hamalaunlésung sauer nach Mayer

Carl Roth, Deutschland

[2-Hydroxyethyl]piperazin-N-[2-
ethansulfonsaure] (HEPES)

Sigma Chemical Co., USA

Histol

Roth, Deutschland

Hydrogenchlorid (HCI)

Merck, Deutschland

Immersionsol, Immersol™ 518 N

Carl Zeiss, Deutschland

Isopropranolol

Merck, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI), (MG 74,56 g/mol)

Merck, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Merck, Deutschland

Kohlendioxid (CO2)

Linde Gas, Deutschland

Loading dye, 6x

Fermentas, Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCI2)

Merck, Deutschland

Magnesiumsulfat (MgS04)

Merck, Deutschland

Minimum Essential Medium-Earle (MEM-
Earle) Flussig (1 g/l D-Glucose, 2,2 g/l
NaHCO3, ohne Glutamin)

GIBCO-BRL, Deutschland

Mowiol 4-88

Calbiochem, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Merck, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat (NaHCQO3)

Merck, Deutschland

Natriumhydrogenphosphat (NaH,PO4)

Merck, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Deutschland

Paraformaldehyd

Merck, Deutschland

Phosphate Buffered Saline (0,01M) pH
7,4

Sigma Chemical Co., USA

Penicillin/Streptomycin (100x; P/S)

Gibco-BRL, Deutschland

Pferdeserum

Gibco-BRL, Deutschland

Phosphate Buffered Saline

ohne Calciumchlorid und ohne
Magnesiumchlorid (PBS; -CaCl2, -
MgCI2), pH 7,4, 10x

Invitrogen, Deutschland

Phosphorwolframsaure (Hz[P(W3010)4])

Merck, Deutschland

Proteinase K

Quiagen, USA

Thrombin aus bovinem Plasma,
Produktnummer: T7513

Sigma Chemical Co., USA

Thymosin 4 (ab62087)

Abcam, Vereinigtes Konigreich

Tissue freezing medium (Tissue Tec®)

Leica, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)aminmethan (Tris
Base, Trizma®Base)

Merck, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
hydrochlorid (Tris HCI)

Promega, USA

Triton-X 100

Fluka, Deutschland

Trypanbau L6sung

Sigma Chemical Co., USA
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Trypsin, Difco 250

BD, USA

Ziegenserum

GIBCO-BRL, Deutschland

Alle verwendeten Substanzen verfiigen Uber den hochsten im Handel erhéaltlichen

Reinheitsgrad.

8.2 Losungen und Puffer

Anilinalkohol:

Anilinblau-Orange
Essigsaure:

96% Ethanol
Anilinol

wasserlosliches
Anilinblau
Orange G
Aqua dest.
Eisessig

100 ml
0,1 ml

0,59
29
100 ml
8 ml

Die Losung kochen und nach dem Abkuhlen durch ein weichen Filter filtrieren.

Antikdrper-Losung:

Azokarmin:

BSA

Triton X 100

NaNs3

in TBS 0,05 mol/l, pH
7,45

Azokarmin G
Aqua dest.
Eisessig

1%
0,5%
Spatelspitze

0,19
100 ml
1ml

Azokarminlésung aufkochen lassen und nach dem Ankihlen durch ein weichen Filter
filtrieren. Danach Eisessig hinzuftigen.

Block-Ldsung:

CaCl,-Stammlésung 2,25 M:

CBFHH:

Ziegenserum

BSA

Triton X 100

NaNs3

in TBS 0,05 mol/l, pH
7,45

CaC|2 2 (HzO)
Aqua bidest.

KCI

MgSQO, ¢ 7 (H20)
Glucose

KH,PO,4

Na,HPO, * (HzO)
HEPES

NacCl

in Aqua ad iniectabilia
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10%

1%

0,5%
Spatelspitze

165,57 g
ad 500 mi

5,36 mM
70,81 mM
5,55 mM
0,44 mM
70,34 mM
20 mM
136,9 mM




Nach Einstellung des pH-Wertes auf 7,5 wurde die Lésung durch einen 0,22 uM
Filter steril filtriert. Zur Herstellung wurden Stammldsungen benutzt, die mit Aqua ad
iniectabilia angesetzt und autoklaviert wurden. Die Glucose und HEPES-Stamme, die
nicht autoklavierbar sind, wurden durch einen 0,22 pM Filter steril Ailtriert.
Stammldésungen und CBFHH wurden bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert

Diethylpyrocarbonat-Wasser  Diethylpyrocarbonat 1ml
0,1%(DEPC-H,0): Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml

Das DEPC wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur unter Rihren gelost und
anschlie3end autoklaviert.

10x DMEM: 10x DMEM Pulver 665 mg
Aqua ad iniectabilia 5ml

Die L6sung wurde vor dem Gebrauch durch einen 0,22 uym Filter steril filtriert.

DNase-Arbeitslosung: FKS-R (aktiv) 1,7 ml
DNase-Stammldsung 0,6 ml
P/S 0,5 ml
P/S ad 50 mi
CBFHH

Die Losung wurde an jedem Zellpraparationstag frisch hergestellt (unter sterilen
Bedingungen) und auf Eis gelagert.

DNase-Stammldsung: DNase (806 U/mg) 100 mg
PBS (-Ca**, -Mg?") 50 ml

Die Lésung wurde vor dem Gebrauch durch einen 0,22 um Filter steril filtriert und bei
-20 °C gelagert.

2x EHT Medium: 10x DMEM 1,0 ml
Pferdeserum 1,0 ml
(inaktiviert) ->20% (VIV)
0,2 ml
Huhnerembryonenextra -> 4% (V/V)
kt 0,1 mil
-> 2% (VIV)
P/S ad 5 ml

Aqua ad iniectabilia
Vor Herstellung der EHTSs frisch angesetzt.
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EHT-Medium: Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium
(DMEM D-Glucose 1 g/l 3,7 g/l NaHCO3)
10% (v/v) Pferdeserum (inaktiviert)
2% (v/v) Hihnerembryonenextrakt
1% (viv) PIS

Das Medium wurde unter sterilen Bedingungen hergestellt und dann bei 4°C
gelagert.

Eosin-Losung 0,1%: Eosin 0,59
Aqua dest. ad 500 ml
dunkel lagern
Essigsaurer Alkohol: Eisessig 1ml
96% Alkohol 100 ml
Ethanol 70% (v/v) zur Ethanol 99% vergallt 70 ml
Desinfektion: mit
1% Methylethylketon ad 100 ml
Aqua bidest.

FKS (inaktiviert):

1 him Wasserbad bei 56°C bei mehrmaligem Schwenken inaktiviert und dann bei
4°C gelagert.

Glucose 0,55 M: Glucose, wasserfrei 100 g
Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml

Die Losung wurde vor dem Gebrauch durch einen 0,22 um Filter steril filtriert und
dann bei 4°C gelagert

HEPES 0,2 M: HEPES 47,66 g
Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml

Die Lésung wurde vor dem Gebrauch durch einen 0,22 ym Filter steril filtriert und
dann bei 4°C gelagert.

KM-Medium: Minimum Essential Medium
(MEM-Earle; 2,2 g/l NaHCO3)
FKS (inaktiviert) 10% (v/v)
P/S 1% (v/v)
BrdU 1% (v/v) (10 mM)

Das Medium wurde unter sterilen Bedingungen hergestellt und dann bei 4°C gelagert

MgCl,-Stammlésung 1,05 M: MgCl, « 6 (H20) 106,83 g
Aqua bidest. ad 500 ml

Mowiol: Glycerol 6,09
Mowiol 4-88 2,449
Agua ad iniectabilia 6 ml
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Tris-HCI 0,2 mol/l, pH 12 ml

8,5
Mowiol in Glycerol und Wasser durch mehrstiindiges Riuhren geldst, anschliel3end
Zugabe von Tris-HCI und Inkubation bei 53°C im Schittelinkubator bis zur Lésung
des Mowiols. Dann Zentrifugation fir 20 min bei 5000 g zur Abtrennung
ungeltster Partikel, Lagerung bei -20°C.

NKM: Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium
(DMEM; 1 g/l D-Glucose, 3,7 g/l NaHCO3)
10% (v/v) FKS-R (inaktiviert)
1% (viv) PIS
1% (v/v) L-Glutamin

Das Medium wurde unter sterilen Bedingungen hergestellt und dann bei 4°C gelagert
Pferdeserum, inaktiv

Aktives Pferdeserum wurde bei mehrmaligem Umschwenken 1 h im Wasserbad auf
56 °C erhitzt. Nach Aliquotierung unter sterilen Bedingungen Lagerung bei -20 °C.

Phosphate Buffered Saline PBS ( -CaCl,, -MgCl,), 100 ml
(- CaCly, -MgCl,) 0,01 M: 10x ad 1000 ml
Aqua ad iniectabilia

Die Losung wurde unter sterilen Bedingungen hergestelit.

5% Phosphorwolframséaure: Phosphorwolframsaure 5g
Aqua dest 100 ml
Stamm | fur Tyrode-L6sung: NacCl 1759
2+ KCI 10 g
(0.2mM Ca™) CaCl,-Stamm 2,22 ml
25 ml
MgCl,-Stamm ad 1000 ml
Aqua bidest.
Lagerung bei 4°C.
Stamm Il fur Tyrode-Lésung: NaHCO3 509
Aqua bidest. ad 1000 ml
Lagerung bei 4°C.
Stamm Il fir Tyrode-Lésung: NaH,PO4 (H.O0) 58¢g
Aqua bidest. ad 1000 ml
Lagerung bei 4°C.
TAE 50x (2 M): Tris base 242 g
Essigsaure 57,1 ml
EDTA (0,5 M) pH 8,0 100 ml
Aqua bidest. ad 1000 ml
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TBS 0,05 M: Tris-Cl (1 M) 25 ml (0,05 M)
Der pH-Wert wurde auf 7,2-7,4  NaCl 4,5 g (0,9% m/V)
eingestellt. Aqua bidest. ad 500 ml
Tris HCI (0,2 M): Tris Base 2429
Der pH-Wert wurde auf 8,5 Aqua bidest. ad 100 ml
eingestellt.
Trypsin-Arbeitslésung: Trypsin-Stammlésung 1,3 ml
DNase-Stammldsung 0,6 ml
P/S 0,5 ml
CBFHH ad 50 mi

Die Losung wurde an jedem Zellpraparationstag frisch hergestellt (unter sterilen

Bedingungen) und auf Eis gelagert.

Trypsin-Stammldsung
(2100 mg/ml):

Trypsin
CBFHH

Das Trypsin wurde bei 4 °C mindestens 12 h rotierend geldst und vor dem Gebrauch

durch einen 0,22 um Filter steril filtriert.

700 mg
7 mi

Herstellung der modifizierten Stamm | 40 ml
Tvrode-Lésuna: Stamm |l 38 ml
y g- Stamm 10 mi

Glucose 1000 mg
Na,EDTA 18,6 mg
Ascorbinsaure 50 mg
Aqua bidest. ad 1000 ml

8.3  Hilfsmittel und Geréte

ABI  PRISM® 7900HT Sequence | Applied Biosystems, USA

Detection System

Agarose GEL Electrophoresis System
Sub-Cell GT

Bio-Rad Laboratories, USA

Analysenwaage, Modell Genius

Sartorius, Deutschland

Autoklav

Wesarg, Medizintechnik, Deutschland

Brutschrénke mit CO»-Zufuhr (Zellkultur),
Modell Hera Cell 240

Heraeus, Deutschland

Bio Imaging Systems (Chemi Genius2)

Syngene, Vereinigtes Konigreich

Centrifuge/Vortex Combi-spin FVL-2400N

Peglab, Deutschland

Deckglaser 24x60 mm und @ 13 mm

Marienfeld, Deutschland

Digital-pH-Meter

Knick, Deutschland

Digitalwaage, Modell Ohaus Precision
Advanced

Ohaus, USA

Einbettungsgefalle

Polyscience, USA

Einwegspritzen, Injekt 2 ml, 10 ml, 20 ml

B.Braun Melsungen AG, Deutschland

Eismaschine, Modell Scotsman AF-10

Scotsman Ice Systems, USA
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Elektrischer Stimulator, Modell ST.8.2

Ingenieurblro G. Jackel, Deutschland

Faltenfilter @ 240 mm

Schleicher & Schuell, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop, Axioplan mit
Kamera

Carl Zeiss, Deutschland

Folie zur Abdeckung des
Huhnereiinkubators

Bastelbedarf

Gefriertisch EG1150C

Leica, Deutschland

Glasgefalie

Schott, Deutschland

Glasschalen

Roth, Deutschland

HeiRblock, EG1120

Leica, Deutschland

Heil3schrank

Heizplatte, FMI EHE-3501

Fohr Medical Instruments GmbH,
Deutschland

Huhnereiinkubator

Eigenanfertigung, Werkstatt des Instituts
fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie im UKE
(Hamburg)

Instrumentenschale mit Deckel

Roth, Deutschland

Kippwippe, Modell SM

Sarstedt, Deutschland

Konfokales Laser Scanning Mikroskop,
LSM 510 Meta auf Axiovert 100

Carl Zeiss, Deutschland

Kraftaufnehmer

Ingenieurbiro G. Jackel Hanau,
Deutschland

Kryotom CM 3050S

Leica, Deutschland

Kihlschrank +4 bis +8 °C, Modell
profiline

Liebherr, Deutschland

Kahltruhe -20 °C, Modell Economy

Liebherr, Deutschland

Kihltruhe -80 °C

Kryotec, Deutschland

Kuhlzentrifuge Modell J-6B mit
Schwenkbecherrotor 5200

Beckman Instruments Inc., USA

Kulturschalen

Nunc, Deutschland

Kunststoffschlauche

Roth, Deutschland

Kupferwannen

Eigenanfertigung, Werkstatt des Instituts
fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie im UKE
(Hamburg)

Kurzzeitmesser, mechanisch

Roth Deutschland

Laserdruck (schwarz-weil3), Modell HP
LaserJet 4300 PCL 6

Hewlett-Packard (USA)

Luftpumpe

KNF Neuberger, Deutschland

Magnetrihrer, Modell COMBIMAG RET

Janke & Kunkel, Deutschland

Metallgitter

Eigenanfertigung, Werkstatt des Instituts
fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie im UKE
(Hamburg)

Metallhaken

Eigenanfertigung, Werkstatt des Instituts
fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie im UKE
(Hamburg)

Mikroskop fur Phasenkontrastaufnahmen

Carl Zeiss, Deutschland
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mit Kamera, Modell Axioplan

Mikroskop, Labovert

Leitz, Deutschland

Mikrotom, RM 2125RT

Leica, Deutschland

Mikrowelle SHARP, Deutschland
Multiply® PCR-Einzelgefale 0,2 ml Sarstedt, Deutschland
Nanodrop Thermo scientific, USA

Neubauer-Zahlkammer

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG
"Assistent", Deutschland

Objekttrager Marienfeld, Deutschland

Objekttrager, Superfrost Plus Menzel-Glaser, Deutschland

Objekttragerkasten Roth, Deutschland

Organbader Glasblaserei Brunswieg, Hamburg,
Deutschland

Parafilm American National, USA

Pasteur Pipetten

Brand GmbH, Deutschland

PCR-Gerat GeneAmp® PCR System
9700

Applied Biosystems, USA

96 und 384 Well Multiply®-PCR-Platten

Sarstedt, Deutschland

Phasische Dehnapparatur

Eigenanfertigung, Werkstatt des Instituts
fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie im UKE
(Hamburg)

pH-Meter

Knick GmbH, Deutschland

Pipetten (serologisch), 1 ml, 2 ml, 5 mli,
10 ml, 25 ml

Sarstedt, Deutschland

Pipetten 10 pl, 100 pl und 1000 pl

Sarstedt, Deutschland

Pipetten, 10 ml , wide tip with plug

Becton Dickinson Labware, USA

Pipettenspitzen

Sarstedt, Deutschland

Pipettenspitzen

Sarstedt, Deutschland

Pipettierhilfen, Modell accu-jet® pro

BRAND, Deutschland

Plastikreagiergefal3e (0,5, 1,5 und 2 ml)

Sarstedt, Deutschland

Plexiglasbox

Eigenanfertigung, Werkstatt des Instituts
fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie im UKE
(Hamburg)

Polytron® Stativ-Dispergiergerat

Kinematica, Schweiz

Praparationsbesteck Hammacher Instrumente, Deutschland
Praparationsbesteck Hammacher, Deutschland
Reaktionsgefalle Sarstedt, Deutschland
Reaktionsgefal3e, konisch Falcon, Deutschland
Reaktionsgefal3stander Roth, Deutschland

Reizelektroden

Eigenanfertigung, Werkstatt des Instituts
fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie im UKE
(Hamburg)

Rotationsmikrotom, Leica RM 2125 RT

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Deutschland

Schittelrad

Eigenanfertigung, Werkstatt des Instituts
fur Experimentelle und Klinische
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Pharmakologie und Toxikologie im UKE
(Hamburg)

Silikondocht

Roth, Deutschland

Skalpell, sterile Skalpellklinge

Bayha, Deutschland

Stereomikroskop SV6 mit KL 1500 LCD
Kaltlichtquelle

Carl Zeiss, Deutschland

Sterilbank, Lamin Air HB 2448

Heraeus Instruments, Deutschland

Sterilfilter (0,2 ym), einmal Filterhalter

Schleicher & Schuell, Deutschland

Sterilfilter (0,22 ym), Steritop,
Vakuumfilter

Millipore, USA

Teflonscheiben

Eigenanfertigung, Werkstatt des Instituts
fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie im UKE
(Hamburg)

Teflonzylinder

Eigenanfertigung, Werkstatt des Instituts
fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie im UKE
(Hamburg)

Thermomixer

Eppendorf, Deutschland

Ultrazentrifuge Centricon T-2170

Kontron Instruments, Deutschland

Ultrazentrifuge, Modell Optima L-90K mit
Rotor SW40 Ti

Beckman Coulter, Deutschland

VA-Drahte

Small parts, Inc., USA

Vibratom VT 1000S

Leica, Deutschland

Vortex Typ REAX 1

Heidolph, Deutschland

Vortex, Typ Reax 200

Heidolph, Deutschland

Waage, OHAUS GT410

Florham Peak, USA

Waage, PM 480 Delta Range

Mettler Instruments, Deutschland

Warmeschrank (zur Anwarmung von
Zellkulturmedien usw.)

Eigenanfertigung, Werkstatt des Instituts
fur Experimentelle und Klinische
Pharmakologie und Toxikologie im UKE
(Hamburg)

Wasserbad

GfL m.b.H., Deutschland

Wasserbad

Medax Nagel GmbH, Deutschland

Wasserbad, Modell C20 CS, fur die
Kontraktionsexperimente

Lauda, Deutschland

Zellkulturschalen, Cell+ Qualitat (@ 3,5
cm, 6 cm, 10 cm, 15 cm)

Sarstedt, Deutschland

Zellsieb (100 pum), Nylon

BD Falcon, USA

Zentrifuge, Modell 5810 R

Eppendorf, Deutschland

Zentrifuge, Modell EBA 12 R

Hettich, Deutschland

Zentrifuge, Modell Rotana/RP

Hettich, Deutschland

Zentrifuge, Modell Universal 30 RT

Hettich, Deutschland

Zentrifugenrohrchen 250 ml

Becton, Dickinson and Company,
Deutschland

Zentrifugierrdhrchen 15 ml, 50 ml,

Sarstedt, Deutschland
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