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Untersuchung des Risikos fur Herzrhythmusstdrungen nach kardialem

Gewebeersatz mit kiinstlichem Herzgewebe aus humanen induzierten

pluripotenten Stammzellen

1. Einleitung und Hintergrund

1.1 Das menschliche Herz

1.1.1 Funktion und Anatomie

Die Hauptfunktion des kardiovaskularen Systems ist der Transport von Blut durch den Kérper.

Dies ermdglicht die lebensnotwendige Versorgung aller Gewebe mit Sauerstoff und

Né&hrstoffen.

Das Herz, zentraler Bestandteil dieses Systems, ist ein muskulares Hohlorgan, welches das

Blut durch den Kérper pumpt. Das Herz besteht aus vier separaten Kompartimenten, den zwei

Vorhofen (Atrien) und den zwei Herzkammern (Ventrikel), die jeweils durch Vorhof- und

Ventrikelseptum voneinander getrennt werden. Zwischen den Vorhofen und Ventrikeln
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Anatomie des

menschlichen Herzens. Violette Bereiche fihren

sauerstoffarmes Blut, rote Bereiche sauerstoffreiches Blut
(Verandert nach Klinke et al. 2010).
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(Abbildung 1; Levick 2010).

das sicher

Sauerstoffarmes Blut aus dem gesamten Korper erreicht zun&chst tiber die obere und untere

Hohlvene den rechten Vorhof und gelangt dann tber die Trikuspidalklappe in den rechten

Ventrikel. Der rechte Ventrikel pumpt das Blut durch die Pulmonalklappe und tber den Truncus



pulmonalis und die Pulmonalarterien in den Lungenkreislauf (geringer Druck). Dort wird das
Blut durch die Lunge mit Sauerstoff angereichert und erreicht Gber die Pulmonalvenen den
linken Vorhof und anschliel3end von dort aus Uber die Bikuspidalklappe den linken Ventrikel.
Der linke Ventrikel pumpt das Blut durch die Aortenklappe und Uber die Aorta in den
Kdrperkreislauf (hoher Druck). So versorgt das Herz den gesamten Koérper mit
sauerstoffreichem Blut. An der Basis der Aorta entspringen aul3erdem die Koronararterien,

welche die Blutversorgung des Herzgewebes selbst gewahrleisten (Abbildung 1; Levick 2010).

Die Oberflache des Herzens wird vom Epikard gebildet, einer Schicht aus Mesothelzellen und
Bindegewebe (Levick 2010). Darunter befindet sich der Herzmuskel, das Myokard. Obwohl
Kardiomyozyten (KM) den Hauptteil der myokardialen Masse ausmachen, sind etwa 70 % der
dort Dbefindlichen Zellen Nicht-KM, d.h. hauptséchlich vaskulare glatte Muskelzellen,
Endothelzellen sowie Fibroblasten, welche die extrazellulare Matrix (EZM) bilden (Gilsbach et
al. 2014; Bergmann et al. 2015; Pinto et al. 2016). Im Herzen existieren zwei verschiedene
Haupttypen von KM: Zum einen die kontraktilen KM des Arbeitsmyokards und zum anderen
spezialisierte KM des Erregungsbildungs- und Erregungsleitungsmyokards (Katz 2011). Die
gesamte innere Auskleidung des Herzens, einschlieBlich der Segelklappen mit ihren
Papillarmuskeln und Sehnenfaden, wird vom Endokard, einer diinnen, aus Endothelzellen,

Bindegewebe und glatten Muskelzellen zusammengesetzten Schicht, gebildet (Levick 2010).

1.1.2 Herz-Zyklus

Der Herz-Zyklus ist in vier Phasen unterteilt. In der ersten Phase, der ventrikularen Fillung,
sind die Segelklappen gedéffnet und Blut fliel3t aus den Vorhoéfen in die Ventrikel, um diese mit
Blut zu flllen. Die Taschenklappen sind in dieser Phase geschlossen. In der zweiten Phase,
der isovolumetrischen Kontraktion, sind alle Herzklappen geschlossen und es kommt zu einer
Kontraktion des ventrikularen Myokards. In der dritten Phase, der Ejektion, 6ffnen sich die
Taschenklappen und es kommt zu einem Blutausstrom aus den Ventrikeln in die Aorta und
die Lungenstrombahn. In dieser Zeit sind die Segelklappen geschlossen und zudem findet in
dieser Phase die Fillung der Vorhofe mit Blut statt. In der vierten Phase, der
isovolumentrischen Relaxation, sind erneut alle Herzklappen geschlossen und das

ventrikulare Myokard entspannt. Anschliel3end beginnt der Zyklus erneut (Zipes et al. 2019).

1.1.3 Errequngsbildungs- und Erregungsleitungsmyokard

Der Herzschlag wird durch elektrische Impulse des Erregungsbildungsmyokards des Herzens
selbst initiiert. Mittels des Erregungsleitungsmyokards wird die elektrische Aktivitat auf das
gesamte Herz verteilt. Beide Systeme bestehen aus dafiir spezialisierten KM und ermdglichen
letztendlich durch Stimulation der KM des Arbeitsmyokards eine gesteuerte Kontraktion des

ganzen Herzmuskels.



Der primare Schrittmacher des Herzens ist der im rechten Vorhof, an der Miindung der oberen
Hohlvene, befindliche Sinus-Knoten. Dieser besteht aus einer Gruppe von KM, die in
Intervallen spontan depolarisieren, um den Herzschlag zu initieren. Der entstehende
elektrische Impuls erreicht die benachbarten atrialen KM und wandert nun von KM zu KM.
Diese Depolarisationswelle ruft zunéchst eine Kontraktion der Vorhéfe hervor. Die elektrische
Aktivitat erreicht anschlieRend den Atrioventrikular-(AV-)Knoten im unteren Vorhofseptum, an
dem eine kurze Verzégerung der elektrischen Weiterleitung stattfindet, um eine voneinander
getrennte  Kontraktion von Vorhéfen und Ventrikeln zu gewahrleisten. Das
Erregungsleitungsmyokard des His-Biindels leitet die Erregung des AV-Knotens nun innerhalb
des oberen Ventrikelseptums weiter und teilt sich anschlieBend in einen linken und einen

rechten Schenkel fur den jeweiligen Ventrikel auf. Die Schenkel geben den elektrischen Impuls
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Abbildung 2:  Schematische  Darstellung des
Erregungsbildungs- und Erregungsleitungsmyokards | Alle Zellen des
des menschlichen Herzens (Aumdiller et al. 2010). Erregungsbildungs- und

Erregungsleitungssystems sind
prinzipiell in der Lage, spontane Aktionspotentiale zu bilden. Der Sinus-Knoten depolarisiert
mit einer hohen Entladungsfrequenz von etwa 60/Minute (unter parasympathischem Einfluss
in Ruhe) und dominiert so die Herzfrequenz. Nur bei seinem Ausfall kdnnen deshalb
sekundare Schrittmacher mit niedrigerer Entladungsfrequenz die Erregungsbildungsfunktion
Ubernehmen (zunachst AV-Knoten/His-Blindel: etwa 40/Minute, dann Purkinje-Fasern: etwa
15/Minute; Levick 2010).

Das Ruhemembranpotential der Erregungsbildungs- und Erregungsleitungs-KM, v.a. des
Sinus-Knotens, ist unstabil und wird durch Kaliumionenausstrom (lky) durch Kaliumkanale bei
ca. -60 mV polarisiert gehalten. Durch Veranderung folgender lonenstrome kommt es zu
spontanen depolarisierenden Schrittmacherpotentialen: Inaktivierung des
Kaliumionenausstroms (Iky) durch Kaliumkanéle, Natriumioneneinstrom (Is, lp, Ina-ca) durch

Natriumkanale und Natrium-Calcium-Austauscher sowie Calciumioneneinstrom (lca.L, lcaT)



durch L-Typ- und T-Typ-Calciumkanéle. Die Depolarisation des Membranpotentials fuhrt bei
Uberschreitung des Schwellenwerts zu einem von Calciumioneneinstrom (lca-L) durch L-Typ-
Calciumkanale getragenen Aktionspotential (AP). Die Repolarisation der Zelle findet
anschlielRend wieder durch Kaliumionenausstrom (lky) durch Kaliumkanéle statt (Levick 2010,
Zipes et al. 2019).

Je steiler der Anstieg (z.B. in KM des Sinus-Knotens steiler als in KM des AV-Knotens oder
unter sympathischem Einfluss, z.B. bei korperlicher Aktivitat) der depolarisierenden
Potentialanderung, desto schneller wird die Schwelle zur Auslésung des APs in den KM des
jeweiligen schrittmachenden Zentrums erreicht und desto hoéher ist somit die resultierende
Herzfrequenz (Levick 2010).

Durch lokale elektrische Strome (intrazellulare Ladung breitet sich durch das Sarkoplasma der
Zelle und durch Gap Junctions von Zelle zu Zelle aus, extrazellulare Ladung durch die
Extrazellularfliissigkeit) wird eine Depolarisation der Zellmembranen von antegrad des APs
liegenden Zellen hervorgerufen. Bei Uberschreitung des Schwellenwerts wird wiederum ein
AP in diesen Zellen bewirkt. Die Erregung kann so nun zwischen den KM des
Erregungsleitungsmyokards fortgeleitet werden. Aufgrund der Refraktéarzeit kiirzlich aktivierter
Areale verlauft die Erregung unidirektional. Auf Basis derselben physikalischen Mechanismen
wird die Erregung schlief3lich auf die KM des Arbeitsmyokards tbertragen und auch unter den
kontraktilen KM weitergegeben. Das flhrt letztlich zur Auslosung eines Herzschlags (Levick
2010).

Die Aktivitat des Herzens wird durch Nerven und Hormone des autonomen Nervensystems
moduliert. Sympathische Aktivitat erhdht die Herzfrequenz (positive Chronotropie),
beschleunigt die AV-Uberleitung (positive Dromotropie) und verkiirzt die AP-Dauer der atrialen
und ventrikularen KM. Parasympathische Aktivitat hingegen erniedrigt die Herzfrequenz

(negative Chronotropie; Levick 2010).

1.1.4 Arbeitsmyokard

Die KM des Arbeitsmyokards sind untereinander durch erregungsleitende Gap Junctions,
bestehend aus Connexin-Proteinen, verbunden und bilden so eine funktionelle Einheit. Jeder
KM beinhaltet Myofibrillen, die wiederum aus den einzelnen kontraktilen Einheiten, den
Sarkomeren, bestehen. In den Sarkomeren befinden sich, zwischen den aus a-Aktinin (erzeugt
Querstreifung der KM) aufgebauten Z-Linien, die kontraktilen Myosin- und Aktinfilamente.
AulRerdem beinhaltet die kontraktile Einheit den regulatorischen Tropomyosin-Troponin-
Komplex und elastische Titin-Filamente. An jeder Z-Linie stilpt sich die Zellmembran der KM
als T-Tubuli in Richtung des Zellinneren. Die T-Tubuli enthalten wie die aul3ere Zellmembran

reichlich Natrium- und Calciumkanale, um elektrische Erregung ins Innere des KM zu leiten.



Innerhalb des Sarkoplasmas des KM befindet sich das Sarkoplasmatische Retikulum (SR).
Das SR speichert Calciumionen und kann diese bei elektrischer Erregung des KM uber
Ryanodin-Rezeptoren (RyR) freisetzen, um den kontraktilen Apparat zu aktivieren und danach
Uber Calcium-Pumpen (SERCA, Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase,
Calciumpumpe  des  sarcoplasmatischen und  endoplasmatischen  Reticulums)

wiederaufnehmen (Levick 2010, Zipes et al. 2019).

Der Kontraktionsmechanismus der KM beruht auf einer Verkiirzung der Sarkomere durch
Gleitbewegungen zwischen den kontraktilen Filamenten. Jede Aktin-Untereinheit besitzt eine
Bindungstelle fir einen Myosin-Kopf, die in Ruhe, d.h. bei relaxiertem Herzmuskel, von
Tropomyosin, das im Komplex mit Troponin vorliegt, blockiert wird. In Anwesenheit von
Calciumionen binden diese an Troponin, woraufhin die Aktin-Bindungsstelle vom
Tropomyosin-Troponin-Komplex freigegeben wird und mit dem Myosin-Kopf interagieren
kann. Durch Kippen des Myosin-Kopfes wéhrend der Bindung gleiten die Filamente
aneinander entlang. Hierfur ist Adenosintriphosphat (ATP) und fir dessen Synthese wiederum
eine ausreichende Versorgung des KM mit Sauerstoff (O2) notwendig. Nach ATP-Hydrolyse
|6st sich die Bindung und kann an der nachsten Bindungsstelle erneut eingegangen werden.
Dieser Mechanismus findet wahrend der Kontraktion wiederholt und an vielen Myosin-Aktin-

Bindungsstellen innerhalb eines Sarkomers gleichzeitig statt (Levick 2010).

Das Ruhemembranpotential der KM des Arbeitsmyokards ist stabil, liegt bei etwa -80 mV und
beruht auf polarisierendem Kaliumionenausstrom (lkiy) durch Kaliumkanale (und
hintergriindigem Natriumioneneinstrom (l)). Das lonengleichgewicht zwischen Intra- und
Extrazellularraum wird durch die Natrium-Kalium-Pumpe und den von ihr abh&ngigen Natrium-
Calcium-Austauscher aufrechterhalten. Das AP im kontraktilen KM wird durch ein AP im
Erregungsleitungsmyokard oder in einem benachbarten KM des Arbeitsmyokards
hervorgerufen, indem durch lokale Ladungsverschiebungen eine Depolarisation der
Zellmembran des KM stattfindet. Bei Uberschreiten des Schwellenwerts von ca. -60 mV
verandern sich die lonenleitfahigkeiten der Zellmembran und ein flinfphasiges AP wird
generiert. Zunéchst findet ein stark depolarisierender Natriumioneneinstrom (Ina, ,Overshoot*)
durch Natriumkanale statt (Phase 0). Dann kommt es zu einer transienten Kaliumkanal6ffnung
mit Kaliumionenausstrom (lo) und somit zu einer partiellen Repolarisation (Phase 1).
AnschlieRender Calciumioneneinstrom (lca) durch L-Typ-Calciumkanéale generiert das fur KM
des Arbeitsmyokards typische langandauernde AP-Plateau (Phase 2), welches in seiner
spaten Phase durch Natriumioneneinstrom durch den Natrium-Calcium-Austauscher
unterstitzt wird. Nun kommt es durch Kaliumionenausstrom (lkv, Ikir) durch Kaliumkanale zur
endgultigen Repolarisation (Phase 3) und zuletzt wieder zur Wiederherstellung des

Ruhemembranpotentials (Phase 4; Levick 2010).



Die Mechanismen der im Folgenden erlauterten elektromechanischen Kopplung (also des
Zusammenhangs des elektrischen Impulses, des APs und der mechanischen Antwort, der
Kontraktion) und des Calcium-Zyklus gewahrleisten den kontrollierten Herzschlag des
Arbeitsmyokards. Erreicht ein AP einen KM, wird seine Membran depolarisiert und der KM
erzeugt selbst ein AP, bei dem ein Calciumioneneinstrom (Ica.. Uber Dihydropyridin-
Rezeptoren, DHPR), u.a. auch in den T-Tubuli, stattfindet. Dieses einstrémende Calcium tragt
zum einen selbst zur Erhoéhung der fur die Kontraktion nétigen sarkoplasmatischen
Calciumkonzentration bei, zum anderen bewirkt es aber vor allem eine massivere
Calciumfreisetzung aus dem SR durch Aktivierung von RyR (Calcium-induzierte Calcium-
Freisetzung). Die sarkoplasmatische Calciumkonzentration steigt an, der kontraktile Apparat
wird aktiviert und die Zelle und schlussendlich das Herz beginnen zu kontrahieren. Das
sarkoplasmatische Calcium wird anschlieRend hauptséchlich Gber die SERCA (durch
inhibitorisches Phospholamban reguliert) zurtick ins SR gepumpt sowie teilweise Uber den
Natrium-Calcium-Austauscher und Calcium-Pumpen nach extrazellular beférdert. Dabei
dissoziiert es vom Tropomyosin-Troponin-Komplex und der Herzmuskel relaxiert wieder.
Sympathische Aktivitdt erhoht die systolische sarkoplasmatische Calciumkonzentration,
verstarkt dadurch die Quervernetzung der Myosin- und Aktinfilamente und erhdht somit die

entwickelte kontraktile Kraft (positive Inotropie; Levick 2010).

1.2 Elektrokardiogramm (EKG)

Im EKG werden die Systole Diastole
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Repolarisation des Herzmuskels (Verandert nach Herold et al. 2013).

und dadurch auf das Vorliegen eines elektrischen Dipols von erregten (intrazellular positiv,
extrazellular negativ) zu nicht erregten (intrazellular negativ, extrazellular positiv) Arealen
zuriickzufuhren sind. Zwischen den Ausschlagen liegen isoelektrische Phasen, bei denen kein

Dipol existiert, da alle KM gleichzeitig erregt oder nicht erregt sind (Abbildung 3).



o P-Welle: Depolarisation der Vorhofe

o PO-Strecke: Verzdgerung der Erregungsleitung im AV-Knoten, Vorhofkontraktion
o QRS-Komplex: Depolarisation der Ventrikel

e ST-Strecke: Ventrikelkontraktion

o T-Welle: Repolarisation der Ventrikel

Zur Aufzeichnung eines EKGs werden drei Extremitaten-Elektroden (li. Arm, re. Arm, li. Bein)
bendtigt, mit denen sich drei bipolare (1, II, Il nach Einthoven) und drei unipolare (Augmented
Voltage Left, aVL, Augmented Voltage Right, aVR, Augmented Voltage Foot, aVF nach
Goldberger) Extremitaten-Ableitungen, also 6 Kanéle, bilden lassen. Fir ein 12-Kanal-EKG
werden zusatzlich sechs Brustwand-Elektroden bendtigt, mit denen sechs weitere unipolare
Brustwand-Ableitungen (V1-V6 nach Wilson) entstehen.

Die Potentialdifferenz, die das EKG aufzeichnet, ist abhangig von der Elektrodenposition und
somit der Orientierung der Ableitung relativ zum Dipol. Zeigt eine Ableitung in die Richtung
des Dipols (0°-90°), ist die Erregung als positiver Ausschlag zu sehen. Steht die Ableitung im
90°-Winkel zum Dipol, so wird keine Erregung gemessen. Zeigt die Ableitung in die
entgegengesetzte Richtung des Dipols (90°-180°), ist die Erregung als negativer Ausschlag
zu erkennen. Je ndher der Winkel
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Ausschlage in unterschiedlicher des QRS-Komplexes in verschiedenen Ableitungen.
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auch gar nicht vorhanden) zu dargestellt. Die durch die Ableitungen I, Il und Ill zum

erkennen Sowohl die jeweiligen Zeitpunkt gemessene vektorielle

Komponente wird durch die roten Punkte dargestellt
(Verandert nach Levick 2010).

Ausrichtung als auch die Grolie

des Dipols verdndern sich




wahrend der Herzaktion und erzeugen die Ausschldge. Der Dipol rotiert wéahrend der
Depolarisation des Myokards entgegen des Uhrzeigersinns. Beispielsweise verlauft die
Depolarisation der Herzspitze (viele KM) nach kaudal (grol3e, positive R-Zacke in I1), die spate
basale (wenig KM) Ventrikelerregung eher entgegengesetzt nach kranial (kleine, negative S-
Zacke in II), und die Repolarisation der Ventrikel in umgekehrter Richtung wie die
Depolarisation (Richtung des Dipols wie bei der Depolarisation, T-Welle dementsprechend
positiv in Il). Somit besitzt jede Ableitung eine spezifische EKG-Morphologie: Vereinfacht
zusammengefasst, kann dieselbe Herzerregung, die in Ableitung | einen kompletten
mittelgroRen QRS-Komplex hervorruft, in Ableitung Il nur durch einen grof3en (Il nahezu im 0°-
Winkel zum Dipol) und in Ableitung Il durch einen kleinen (lll nahezu im 90°-Winkel zum Dipol)
RS-Komplex dargestellt werden, da jede Ableitung den Dipol aus einem anderen Winkel
detektiert (so zeigt sich bspw. die friihe Erregung des Ventrikelseptums in | als negative Q-
Zacke, in Il allerdings als Start einer positiven R-Zacke). Die Buchstaben Q, R und S sind
demnach nicht fest an eine spezifische Aktivitat des Myokards (z.B. Erregung des Septums)
gebunden, sondern beschreiben lediglich den Verlauf des EKGs (erster negativer
Ausschlag=Q, positiver Ausschlag=R, zweiter negativer Ausschlag=S; Abbildung 4). Die
Ausrichtung des gréf3ten Dipols bestimmt dabei die elektrische Herzachse und somit den
Lagetyp (Levick 2010). Der Abstand zwischen zwei R-Zacken ist definiert als das RR-Intervall,

dessen Kehrwert der Herzfrequenz entspricht.

1.3 Herzrhythmusstoérungen

Der physiologische Herzrhythmus wird als Sinusrhythmus bezeichnet. Bei Abweichungen vom
Sinusrhythmus liegt eine Herzrhythmusstdrung vor. Es gibt eine Vielzahl solcher Arrhythmien,
die nach verschiedenen Kriterien unterschieden werden kénnen, typischerweise nach ihrer
Frequenz (brady- und tachykard) und ihrem Ursprungsort (atrial bzw. supraventrikular und

ventrikular). Zur Diagnose von Arrhythmien eignet sich am besten das EKG.

Die drei Mechanismen der Arrhythmie-Entstehung sind Automatie, Reentry und getriggerte
Aktivitat:

o Automatie: Kommt es bei einem dem Sinusknoten untergeordneten Gewebe,
beispielsweise durch Isch&mie, zur Abnahme des Ruhemembranpotentials, fuhrt dies
Zu einer gesteigerten Automatie der entsprechenden Zellen. Folglich kommt es zur
erleichterten Impulsbildung.

o Reentry: Existieren im Herz Zonen mit unterschiedlicher Leitungsgeschwindigkeit und
Refraktérzeit, z.B. bei Vorliegen einer Infarktnarbe, so kann eine kreisende Erregung
(Reentry-Kreislauf) entstehen.

o Getriggerte Aktivitdt: Kommt es zu einer Impulsbildung durch Nachdepolarisation, wird

dies als getriggerte Aktivitat bezeichnet. Nachdepolarisationen sind Oszillationen der



Membranspannung. Es werden friihe Nachdepolarisationen (wéhrend des APs) und
spate Nachdepolarisationen (nach dem AP) unterschieden, die beide in ischdmisch
geschadigtem Myokard auftreten kdnnen. Biochemische Grundlage beider Arten von

Nachdepolarisationen ist eine intrazellulare Calciumuberladung.

Bei Vorliegen eines pathologisch veranderten Myokards kdnnen gewisse, v.a. tachykarde

ventrikulare, Arrhythmien gehéuft auftreten:

e Ventrikuldre Extrasystole (Premature Ventricular Contraction, PVC): Eine PVC ist ein

Herzschlag, der durch ein AP ventrikularer KM, also durch ein ektopes
Erregungszentrum, ausgeldst wird. Da der PVC somit keine reguléare Vorhoferregung
vorausgeht, befindet sich vor dem QRS-Komplex der PVC keine P-Welle. Durch die
veranderte Erregungsleitung ausgehend von dem ektopen Ursprung der Herzaktivitét
resultiert im EKG auRerdem ein deformierter, atypischer QRS-Komplex. Die
anschlielende normale Erregungswelle, die vom Sinus-Knoten ausgeht, trifft auf
refraktares Myokard und kann keinen Herzschlag auslésen. Somit entsteht nach der
PVC eine kompensatorische Pause bis zum nachsten physiologischen Herzschlag.
Eine PVC kann pathophysiologisch oft durch eine spate Nachdepolarisation, die eine
getriggerte Aktivitat der Zelle zur Folge hat, erklart werden. Dabei kommt es durch, z.B.
aufgrund von Ischamie geschadigte, defekte (,leaky“) Ryanodin-Rezeptoren zur
Entladung des im SR gespeicherten Calciums (dysfunktionales ,Calcium-Handling®,
gestorte Calciumhomoostase) wéhrend der Diastole (Chen et al. 2009). Die folgende
intrazellulare Calciumuberladung fuhrt zu einer erhdhten Aktivitéat des depolarisierend
wirkenden Natrium-Calcium-Austauschers in der Zellmembran. Uberschreitet diese
Nachdepolarisation das Schwellenpotential, kommt es zum AP und durch abnormale
Weiterleitung der Erregung zum ektop ausgeltsten Herzschlag. Zwei konsekutive
PVCs werden als Couplet, drei als Triplet bezeichnet.

o Ventrikulare Tachykardie (Ventricular Tachycardia, VT): Folgen viele PVCs hoher

Frequenz aufeinander, spricht man von einer VT, die mit erheblichen Einschrankungen
der Herzfunktion einhergehen kann. Pathophysiologische Grundlage der VT ist meist
ein Reentry-Kreislauf, der die VT aufrechterhalt.

o Kammerflimmern (Ventricular Fibrillation, VF): VF ist eine vollig ungeordnete Erregung

des Herzmuskels, die zu einem massiven Verlust seiner Funktion fuhrt und
unbehandelt todlich endet. Dafur kann eine friihe Nachdepolarisation urséachlich sein,
die analog zur spaten Nachdepolarisation (s.0.) zu einem ektop ausgelosten
Herzschlag wahrend der Repolarisation (T-Welle, vulnerable Periode) des Myokards
fuhrt und Uber multiple Reentry-Kreislaufe das Kammerflimmern hervorruft und
unterhalt (Levick 2010).



1.4 Herzinfarkt und Herzinsuffizienz

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die haufigste Todesursache weltweit (Lozano et al. 2012),

ihre Mortalitat ist hoher als die aller Krebsarten zusammen (WHO 2014).

Bei einem Herzinfarkt kommt es durch Verschluss einer Koronararterie zu einer
herabgesetzten Durchblutung von Teilen des Herzmuskels und somit zu einer
Minderversorgung des betroffenen Gewebes mit Sauerstoff (Ischdmie) und Nahrstoffen. Die
Ischamie fuhrt schnell zu einem irreversiblen Schaden am Myokard mit Untergang von KM.
Infolgedessen kann es zu einer Einschrankung der myokardialen Pumpfunktion und zu
Herzrhythmusstérungen kommen. Im EKG kann sich ein schwerer Myokardinfarkt durch eine
ST-Strecken-Hebung zeigen (Zipes et al. 2019). Die Lebenszeitpravalenz des Herzinfarkts ist
mit 4,7 % aulerst hoch (GoRwald et al. 2013).

Unter Homoostase betragt die Turn-Over-Rate der terminal differenzierten KM des adulten
menschlichen Herzens lediglich 0,5-1 % pro Jahr und nimmt mit fortschreitendem Alter ab
(Bergmann et al. 2009; Bergmann et al. 2015). Tierexperimenten zufolge scheint der
pradominante Mechanismus der Regeneration im gesunden Herzen die (partielle)
Dedifferenzierung, das Wiedereintreten in den Zellzyklus und die Proliferation praexistierender
KM zu sein, weniger die Differenzierung residenter oder einwandernder Progenitorzellen zu
KM (Malliaras et al. 2013; Mollova et al. 2013; Senyo et al. 2013; Ali et al. 2014; Li et al. 2018).
Aktuelle Beobachtungen lassen vermuten, dass es nach einer Verletzung des Myokards zu
einer leicht gesteigerten Zellerneuerung kommen kann (Senyo et al. 2013). Ob dafir dieselben
regenerativen Mechanismen wie unter Homoostase verantwortlich sind, ist bislang ebenfalls
nicht abschlieBend geklart. Auch hier vermutet man als pradominanten Mechanismus eher die
Proliferation praexistierender KM statt der Differenzierung von Progenitorzellen (Senyo et al.
2013; Li et al. 2018). Alternativ diskutierte Regenerationsmechanismen sind die Ausschittung
parakriner Faktoren durch Nicht-KM, welche die Proliferation residenter KM anregen sowie
eine Aktivierung von epikardialem Gewebe mit der Folge von Neoangiogenese und/oder

gesteigerte Kardiomyogenese (Garbern und Lee 2013).

Die endogenen Regenerationsmechanismen des adulten humanen Herzens sind nach
Verletzung des Organs nicht ausreichend, um den massiven Verlust an funktionstiichtigen
myokardialen Zellen zu kompensieren. Nach dem Infarkt kommt es stattdessen zur Bildung
einer unflexiblen, nicht kontraktilen Narbe. Typische Folge eines Herzinfarkts sowie anderer
Herzerkrankungen, die ebenfalls mit einem Funktionsverlust von Herzmuskelgewebe und/oder
Zelltod von KM einhergehen kdénnen (z.B. Hypertonie oder Herzklappenerkrankungen), ist die
Herzinsuffizienz (Laflamme und Murry 2011). Die Herzinsuffizienz, deren Grundlage vielfaltige

pathophysiologische Vorgénge und oft ein Mangel an KM sind, zeichnet sich meist durch eine

10



verminderte kardiale Pumpfunktion und ein erhdhtes Risiko fiir das Auftreten geféhrlicher

kardialer Arrhythmien aus (Bigger, Jr. et al. 1977; Harkness et al. 2011).

Aktuell verflgbare medikamentdése Therapien sind lediglich in der Lage, den meist
progredienten Verlauf einer Herzinsuffizienz abzuschwéchen, kénnen ihn jedoch nicht
stoppen, geschweige denn zu einer Umkehr der pathologischen Remodelling-Prozesse sowie
des Verlusts an funktionsfahigem Herzmuskelgewebe fiihren, die die Herzfunktion meist
zunehmend einschranken. Sind die oft therapierefraktéaren Endstadien der Herzinsuffizienz mit
ungunstiger Prognose erreicht, verbleiben nur noch zwei Behandlungsoptionen (Muntwyler et
al. 2002). Zum einen kann dem Patienten ein linksventrikulares Herzunterstiitzungssystem
(Left Ventricular Assist Device, LVAD) implantiert werden. Das LVAD kann als sogenannte
Bridging-Therapie (Uberbriickung der Zeit bis zu einer Herztransplantation) oder als terminale
Therapie Verwendung finden. Durch 1- bzw. 2-Jahres-Uberlebensraten von 80 % bzw. 70 %
hat sich das LVAD zu einer etablierten Therapieoption entwickelt, allerdings ist die
Implantation des Herzunterstiitzungssystems mit den Komplikationen einer invasiven
Operation und denen einer Langzeit-Antikoagulation sowie diversen anderen mdglichen
Komplikationen, wie z.B. Infektionen, verbunden (Kirklin et al. 2015). Zum anderen ist die
einzige kurative Behandlungsmdéglichkeit die Herztransplantation. Mit 1- bzw. 2-Jahres-
Uberlebensraten von 84,5 % bzw. 72,5 % stellt sie eine duRerst effektive Therapie dar, hat
jedoch aufgrund eines massiven Spenderorganmangels und einer lebenslang nétigen
Immunsuppression mit ihren unerwiinschten Nebenwirkungen, wie z.B. der Entstehung
maligner Neoplasien oder einer Niereninsuffizienz, einen problematischen Stellenwert in der
klinischen Praxis (Wilhelm 2015). Diese beiden, im Vergleich zur konservativen Therapie
wirkungsvolleren, Behandlungsansatze sind aufgrund ihrer vielfaltigen Nachteile und
Einschrankungen somit auch keine ausreichende Antwort auf die Frage nach der zukinftigen
Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen, insbesondere der Herzinsuffizienz nach
Myokardinfarkt.

Alle heute etablierten Therapien werden der steigenden Anzahl an Patienten mit
Herzinsuffizienz und der damit verbundenen, immer noch sehr schlechten Prognose nicht
gerecht (Muller-Werdan und Werdan 2016). Neue Therapiestrategien werden daher dringend
bendtigt. Die kardiale regenerative Medizin bietet vielversprechende Ansatze zur Entwicklung

solcher Strategien.

1.5 Kardiale regenerative Medizin

Ein geschadigtes Herz regenerieren zu kdnnen, wirde die Heilung von Millionen Patienten mit
Herzerkrankungen weltweit bedeuten. Das adulte menschliche Herz ist nach einer Schadigung
(z.B. Herzinfarkt) nicht zu einer ausreichenden endogenen Regeneration der KM in der Lage.

Das zentrale Ziel der kardialen regenerativen Medizin ist deshalb die Regeneration des
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geschadigten Myokards durch Ersatz der verlorenen KM, d.h. mechanische und elektrische

Integration von neuen KM in das Empfangermyokard, um neuen funktionstiichtigen

Herzmuskel zu generieren. Durch die konsekutive Verbesserung der Pumpfunktion und die

Verhinderung von Herzrhythmusstérungen soll die Entwicklung einer Herzinsuffizienz direkt

unterbunden werden. Oder, falls bereits eine Herzinsuffizienz besteht, sollen so die mit ihr

verbundenen Konsequenzen auf die Herzfunktion behandelt werden.

Drei zentrale Strategien, die Zell-Therapie

sich

unterscheiden, aber alle das
ambitionierte Ziel verfolgen, im

e . | %
geschadigten Herz neue KM zu ‘ j’% A0 Q‘g
// “ A

generieren, sind Gegenstand 0
8L %

aktueller Forschung (Abbildung Sests z‘b’\\ .
) \ ){ .

5). Einen zusammenfassenden \T»

Uberblick tber alle drei

Strategien bieten Arbeiten von

Breckwoldt et al. (Breckwoldt et

2016), Garbern et al.
(Garbern und Lee 2013) und Abbildung 5: Kardiale regenerative Medizin (Verandert

al.

R6hI (R6hI 2017). nach Garbern und Lee 2013).
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Direkte zellulare In-vivo-Reprogrammierung: Nicht-KM, bspw. Fibroblasten einer

Infarktnarbe, sollen durch In-vivo-Transdifferenzierung direkt (d.h. unter Umgehung
des pluri-/multipotenten Zustands, von einem zum anderen differenzierten
somatischen Phanotyp) zu induzierten KM (iKM) umgewandelt/reprogrammiert
werden. Dies kann z.B. durch Applikation von Transkriptionsfaktoren durch virale
Vektoren, MicroRNAs (von Ribonucleic Acid, RNA bzw. Ribonukleinsédure, RNS) oder
kleinmolekularen Substanzen erreicht werden. Einen detaillierteren Uberblick tber
diesen Ansatz bietet ein Review von Chen und Qian (Chen und Qian 2015).

In-vivo-Stimulation der endogenen kardialen Regeneration: Molekulare Interventionen,

z.B. die Applikation von viralen Vektoren oder kleinmolekularen Substanzen
(Wachstumsfaktoren oder MicroRNAs), sollen die limitierte endogene Wundheilung
durch Proliferation von KM und/oder die Angiogenese stimulieren. Diese Methode
wurde von Senyo et al. umfassender zusammengefasst (Senyo et al. 2014).

Zell-Therapie/Tissue Engineering: KM, meist in vitro aus pluripotenten Stammzellen

(PSC), d.h. embryonalen Stammzellen (ESC) oder induzierten pluripotenten

Stammzellen (iPSC) generiert, werden in das verletzte Herz transplantiert. Es
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existieren verschiedene methodische Ansétze zur Transplantation der KM. Zum einen
kénnen die KM, ggf. in Kombination mit anderen Zellen (z.B. Endothelzellen oder glatte
Muskelzellen) und/oder Materialien (z.B. Hydrogelen), in das Empfangerherz appliziert
werden (Zell-Therapie). Zum anderen kénnen aus den KM in vitro, ggf. zusammen mit
anderen Zellen (z.B. Endothelzellen) und/oder Biomaterialien (z.B. Fibrin),
funktionierende Gewebe, d.h. bspw. Zell-Sheets oder Herzmuskel-Patches (z.B.
Engineered Heart Tissue, EHT) gezlichtet werden, die auf das Herz des Empfangers
transplantiert werden konnen (Tissue Engineering). Einen genaueren Uberblick zu
diesen Ansétzen bieten die aktuellen Ubersichtsarbeiten von Zhang et al., Breckwoldt
et al., Pecha at al. und Weinberger et al. (Breckwoldt et al. 2016; Pecha et al. 2016;
Weinberger et al. 2017; Zhang et al. 2018).

Neben diesen drei zentralen Strategien, die alle das Ziel der Schaffung neuer KM, also eine
sogenannte ,echte Regeneration®, verfolgen, existieren diverse weitere Ansatze. Dazu
gehdren u.a. die Zell-Therapie mit Nicht-KM (bspw. mit Knochenmarkstammzellen), die sogar
schon in klinischen Studien positive Effekte entfalten konnte, oder die alleinige Injektion von
zellfreien Hydrogelen wie Alginate, eine ebenfalls bereits am Menschen getestete Methode
(Clifford et al. 2012; Mann et al. 2016). Wichtige Studien, insbesondere auch mit klinischer
Anwendung, wurden in der Ubersichtsarbeit von Garbern und Lee zusammengefasst
(Garbern und Lee 2013). Nach aktueller Datenlage beruhen die positiven Effekte solcher
Therapieanséatze, die trotz niedriger Uberlebens- und Engraftment-Raten der Nicht-KM
vorhanden sind, deshalb hauptsachlich auf parakrinen Mechanismen (z.B. verstarkte
Angiogenese, verminderte Apoptose oder anti-inflammatorische Wirkungen durch die
transplantierten Zellen und/oder durch unbekannte Stoffe, die von diesen sezerniert werden)
und flhren weniger zu einer ,echten Regeneration®, die man sich von Zell-Therapien und
Tissue Engineering erhofft (Ly und Nattel 2009; Garbern und Lee 2013).

1.5.1 Induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC) und Generation von Kardiomyozyten

(KM)

Fur die Generation von humanen KM werden humane pluripotente Stammzellen (hPSC)
bendtigt. hPSC sind die einzige Zell-Quelle, die in der Lage ist, in vitro grof3e Zahlen von
humanen KM hervorzubringen (Breckwoldt et al. 2016; Zhang et al. 2018). Als hPSC kdnnen
humane embryonale Stammzellen (hESC) oder humane induzierte pluripotente Stammzellen
(hiPSC) dienen. hESC wurden erstmals 1998 durch Thomsen et al. aus humanen Embryonen
im Blastozysten-Stadium gewonnen. Die hESC waren in der Lage, in Zellen aller drei
Keimblatter (Endo-, Meso- und Ektoderm) zu differenzieren (Thomson et al. 1998). hESC sind
der Prototyp der hPSC und sind eine mdogliche Quelle fur die unlimitierte Generation von

humanen KM mit gro3er Reinheit (Kempf et al. 2015). Im Jahr 2006 konnte die Arbeitsgruppe
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um Yamanaka et al. erstmals iPSC gewinnen, indem sie embryonalen und adulten
Fibroblasten von Mausen Uuber retrovirale Transduktion die Gene fur die vier
Transkriptionsfaktoren (TF) ¢-MYC, OCT3/4, SOX2 und KLF4 (,Yamanaka-Faktoren®)
Ubertrugen (Takahashi und Yamanaka 2006). Infolgedessen kam es in der somatischen
Zielzelle zu einer Uberexpression dieser TFs und so zur Aktivierung eines endogenen
Pluripotenz-Programmes. Die Expression der exogenen Faktoren nahm wieder ab, wahrend
die Expression der endogenen Pluripotenz-Gene der TFs OCT4 und NANOG hochreguliert
wurde. Dies wiederum fiihrte zu einer vermehrten Expression von Genen, die die Pluripotenz
der Zelle forderten, wahrend die Expression von Genen, die eine Differenzierung der Zelle
unterstitzten, gehemmt wurde. Die Zelle wurde so zur induzierten pluripotenten Stammzelle.
Ein Jahr spater konnten analog auch humane Fibroblasten zu humanen iPSC reprogrammiert
werden, welche ebenfalls zu Zellen aller drei Keimblatter differenzieren konnten (Takahashi et
al. 2007; Yamanaka und Blau 2010). AnschlieBend kdnnen aus hiPSC KM (hiPSC-KM) und
andere Zellen, z.B. Endothelzellen, generiert werden. Protokolle, die dabei die embryonale
Entwicklung des Herzens rekapitulieren, fuhren zur Differenzierung von grof3en Zahlen
aulerst reiner KM (Breckwoldt et al. 2017). Bei Transplantation von hiPSC-KM kdnnte
theoretisch auf eine Immunsuppression verzichtet werden, da die hiPSC-KM aus Fibroblasten
des jeweiligen Patienten gewonnen werden kdnnten und somit eine autologe, personalisierte,

Patienten-spezifische Zellquelle darstellen (Abbildung 6).

Kultur Zugabe von Selektion und Patienten-spezifische
3 Pluripotenz- Expansion von Zelltherapie
somatischer Zellen

Q ,
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Abbildung 6: Generation und Verwendungsmdglichkeiten von iPSC (Verandert nach
Yamanaka und Blau 2010).

Die drei zentralen Anwendungsgebiete in der Herz-Kreislauf-Forschung von iPSC bzw. von
aus ihnen differenzierten iIPSC-KM sind erstens die regenerative Patienten-spezifische
Therapie von erkranktem und geschadigtem Herzmuskel, zweitens die Schaffung humaner
kardialer Muskel fir Wirkstoffentdeckung und -untersuchung und drittens die Etablierung
humaner Krankheitsmodelle zur Erforschung der Pathophysiologie verschiedenster

Krankheiten.
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1.5.2 Tissue Engineering und Engineered Heart Tissue (EHT)

Verschiedene Ansatze des kardialen Tissue Engineerings verfolgen das Ziel in vitro generierte
3D-Herzmuskel zu entwickeln, um diese anschlielBend auf ein verletztes Herz transplantieren
zu konnen. Eine Ubersicht zu den unterschiedlichen Ansatzen (z.B. Zell-Sheets, ganze
dezellularisierte Herzen sowie EHTS) des kardialen Tissue Engineerings mit ihnren Methoden,
Vor- und Nachteilen, Herausforderungen und offenen Fragen sowie zu ihrem therapeutischen
Potential, auch hinsichtlich ihrer klinischen Anwendung, bieten Reviews von Zhang et al.,
Eschenhagen et al., Hirt et al., Breckwoldt et al., Pecha et al. und Weinberger et al.
(Eschenhagen et al. 2012; Hirt et al. 2014b; Breckwoldt et al. 2016; Pecha et al. 2016;
Weinberger et al. 2017; Zhang et al. 2018).

Am Institut fir Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf wurde das Engineered Heart Tissue (EHT) entwickelt. Fir die Generation
von EHTs wurden verschiedene Zelltypen verwendet, u.a. embryonale Huhn-KM, neonatale
Ratten-KM und hiPSC-KM (Eschenhagen et al. 1997; Zimmermann et al. 2006; Weinberger et
al. 2016). Die Zellen wurden daflr in flussigen Hydrogelen, z.B. Kollagen 1 oder Fibrin,
eingeschlossen, um in Gussformen ein dreidimensionales, zwischen Haltern aufgespanntes
Herzmuskelkonstrukt zu erzeugen, in dem die Zellen Zell-Zell-Kontakte ausbilden und ihre
eigene extrazellulare Matrix produzieren und so ein funktionelles elektromechanisches
Synzytium entwickeln (Zimmermann et al. 2002b; Hansen et al. 2010; Eschenhagen et al.
2012). Wichtige Aspekte, Probleme und offene Fragen der EHT-Herstellung und -
Transplantation wurden von Breckwoldt et al., Pecha et al. und Weinberger et al. im Detail
diskutiert. Dazu gehdren zentrale Aspekte der Zellkomposition des EHTs wie z.B. die
Kokultivierung mit Nicht-KM, d.h. z.B. Endothelzellen oder stromalen Zellen, welche die
Gewebeformation, die Funktion und das Uberleben des Patches und die Bildung vaskularer
Netzwerke unterstiitzen kann. Ebenso wichtig sind das Aussetzen des EHTs gegenlber einer
mechanischen Spannung sowie eine kontinuierliche elektrische Stimulation, welche die In-
vitro-Reifung des EHTs und der KM und ebenfalls die Entwicklung von Struktur und
mechanischer sowie elektrophysiologischer Funktion des EHTs fordern. Essenzielle Probleme
sind u.a. noch die Vaskularisierung und Perfusion in vitro vor bzw. in vivo nach Transplantation
des EHTs, was u.a. die maximal mdgliche Grol3e des Konstrukts limitiert sowie die Frage nach
dem optimalen Reifegrad der KM fir eine Transplantation und das Risiko der
Tumorentstehung durch Bioverteilung von Zellen des EHTs im Kérper des Empfangers. Offene
Fragen beziehen sich aktuell noch auf die optimale Zellzahl und Grof3e des Transplantats
hinsichtlich einer Verpflanzung. Weitere bis jetzt ungeklarte Fragen betreffen die
abgestimmteste Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung bei der Kultivierung, die geeignetste Art
(z.B. epi- bzw. endokardial) der Transplantation zur Sicherstellung einer mechanischen und

elektrischen Kopplung an das Empfangerherz und ob die korrekte Integration der
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transplantierten Konstrukte in
die komplexe Architektur des
Herzens mdglich ist. Nahezu
vollig ungeklart sind die
Einflisse von EHTs auf die
Elektrophysiologie des
Empfangerherzens. Trotz der

oben beschriebenen  noch

bestehenden Probleme und

Fragen lassen sich inzwischen
Abbildung 7: EHT zwischen Silikon-Haltern (Verandert

nach Weinberger et al. 2016).

spontan kontrahierende EHTSs

generieren, die sich hinsichtlich

ihrer Morphologie (z.B. Organisation der Sarkomere) und Physiologie (z.B. Form des AP,
Frank-Starling-Mechanismus, Reaktion auf Hormone) &hnlich einem nativen Herzmuskel
verhalten (Abbildung 7; Breckwoldt et al. 2016; Pecha et al. 2016; Weinberger et al. 2017). Die
aktuelle Methodik der EHT-Herstellung wurde von Breckwoldt et al. in einem detaillierten
Protokoll dargestellt (Breckwoldt et al. 2017).

1.5.3 Behandlung des Herzinfarkts und der Herzinsuffizienz mit Methoden der kardialen

regenerativen Medizin: In-vivo-Studien von Zell-Therapie- und Tissue Engineering-

Ansatzen

Die Herzinsuffizienz zeichnet sich meist durch eine verminderte kardiale Pumpfunktion und ein
erhohtes Risiko fur das Auftreten kardialer Arrhythmien aus. Diese zwei schwerwiegenden
Konsequenzen der Herzinsuffizienz, typischerweise ausgelost durch einen Verlust von KM
durch einen Herzinfarkt, sind primére Angriffspunkte der kardialen regenerativen Medizin. Ziel
ist es, die Pumpfunktion zu verbessern bzw. deren fortschreitende Einschrankung zu
verhindern und aulerdem ein elektrisches Remodelling und so das Risiko fur
Herzrhythmusstoérungen zu vermindern. Diverse In-vivo-Studien an verschiedenen
Versuchstieren wurden an Infarkt-Modellen, bei denen bei den Versuchstieren experimentell
ein Myokardinfarkt und so in der Folge eine Herzinsuffizienz hervorgerufen wurde,
durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob dies mdglich ist (s. auch Tabelle 1).

Die Zell-Therapie mittels Injektion von aus hESC und iPSC differenzierten KM konnte in
einigen Infarkt-Modellen an verschiedenen Versuchstieren teilweise positive Effekte im
Vergleich zu Kontrollgruppen zeigen. Die Injektion von hESC-KM in einem sog. Prosurvival
Cocktail (PSC, u.a. mit Matrigel, einem Hydrogel und dem Insulindhnlichen Wachstumsfaktor-
1, Insulin-like Growth Factor 1, IGF-1) ins infarzierte Myokard von Ratten flhrte zu einer
partiellen Remuskularisierung des Infarkts mit Verkleinerung des durch die Ischamie
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gebildeten Narbengewebes, einer mechanischen Stabilisierung der kardialen Struktur sowie
einer Vaskularisierung und au3erdem zu einer Verbesserung der myokardialen Pumpfunktion
(Laflamme et al. 2007a). Zusatzlich zur von Shiba et al. ebenfalls beobachteten verbesserten
Pumpfunktion konnte die Injektion von hESC-KM im subakuten Meerschweinchen-Infarkt-
Modell teilweise zu einer elektromechanischen Kopplung der transplantierten KM mit dem
Myokard des Empfangerherzens filhren. Zudem konnte die Transplantation eine
Verminderung von spontanen (im Vergleich zur Gruppe, die Nicht-KM-hESCs in PSC erhielt)
sowie durch elektrische Stimulation induzierten (im Vergleich zur Gruppe mit Nicht-KM-hESCs
in PSC sowie auch zur Gruppe mit alleinig PSC) ventrikularen Herzrhythmusstérungen
bewirken (Shiba et al. 2012). Wahrend die Transplantation im subakuten Modell sieben Tage
nach Infarkt stattfand und zu den genannten Ergebnissen fuhrte, konnten bei Injektion von
hESC-KM nach 28 Tagen im chronischen Meerschweinchen-Infarkt-Modell Probleme bei der
elektromechanischen Integration beobachtet werden, wéahrend sich die Inzidenz von
spontanen Herzrhythmusstorungen dabei allerdings nicht veranderte (Shiba et al. 2014).
Wurden die hESC-KM in infarzierte Herzen von nicht-humanen Primaten injiziert, konnten
ebenfalls eine Remuskularisierung sowie eine elektrische Kopplung nachgewiesen werden,
allerdings kam es zu einem vermehrten Auftreten von spontanen, nicht letalen, ventrikularen
Arrhythmien trotz antiarrhythmischer Behandlung mit Amiodaron (Chong et al. 2014). Dieser
negative elektrophysiologische Effekt im Grof3tier-Modell konnte in einer weiteren Studie von
Shiba et al., bei der allerdings aus Primaten-iPSC gewonnene KM verwendet wurden, bestatigt
werden. Die allogene Transplantation mittels Injektion in durch Herzinfarkt geschadigte
Primaten-Herzen konnte zwar eine verbesserte Pumpfunktion bewirken und ebenfalls eine
elektromechanische Kopplung der transplantierten Zellen hervorrufen, es zeigte sich jedoch
auch ein vermehrtes Auftreten von spontanen ventrikularen Arrhythmien (Shiba et al. 2016).
In einer weiteren Studie von Liu et al. an nicht-humanen Primaten, bei der analog zu Chong et
al. hESC-KM in die infarzierten Herzen injiziert wurden, flhrte die Transplantation zu einer
Verbesserung der myokardialen Pumpfunktion. Die in der ersten Studie beobachteten
proarrhythmischen Effekte konnten allerdings nicht reproduziert werden, und es zeigte sich
kein signifikanter Einfluss auf das Risiko fur spontane oder induzierte Arrhythmien (Liu et al.
2018). Ye et al. transplantierte eine Kombination aus hiPSC-KM, hiPSC-Endothelzellen
(hiPSC-EC) und hiPSC-Glatte-Muskelzellen (hiPSC-SMC), injiziert durch ein Fibrin/IGF-1-
Patch, das als Erganzung zur Zell-Therapie auf der Infarktregion platziert wurde, im Grof3tier-
Infarkt-Modell am Schwein und auch hier kam es zu einer Verbesserung der myokardialen
Pumpfunktion. Nach Injektion von lediglich hiPSC-KM durch das mit der Zell-Therapie
kombinierte Fibrin/IGF-1-Patch auf der Infarktwunde, kam es nicht zum vermehrten Auftreten
von spontanen ventrikularen Rhythmusstorungen. Auch unter aggressiver programmierter

elektrischer Stimulation war bei keinem der Tiere dieser Gruppe das Auftreten von
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ventrikularen Tachykardien oder von Kammerflimmern zu beobachten (Ye et al. 2014). In einer
kurzlich veréffentlichten Studie der Arbeitsgruppe um M. Laflamme beschreibt Romagnuolo et
al., dass die intramyokardiale Transplantation von hESC-KM in einem PSC in infarzierte
Herzen von Schweinen zwar zur Regeneration des Herzmuskels, jedoch auch zu einem stark
erhdhten Risiko fir das Auftreten von Herzrhythmusstérungen fihrte. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe traten bei den Tieren mit hESC-KM kurz nach der Transplantation deutlich
mehr ventrikuldre Tachykardien auf, die wahrscheinlich eher durch fokale Mechanismen und

weniger durch Reentry-Kreislaufe bedingt waren (Romagnuolo et al. 2019).

Zell-Sheets aus hiPSC-KM konnten in Untersuchungen an Ratten und Schweinen, die
experimentelle Infarkte erlitten, ebenfalls positive Auswirkungen auf die kardiale Funktion

zeigen (Kawamura et al. 2012; Masumoto et al. 2014).

EHTs aus neonatalen Ratten-KM konnten erfolgreich auf gesundes Ratten-Myokard
transplantiert werden: Die Zellen des EHTs Uberlebten die Transplantation, die KM reiften nach
der Verpflanzung und es kam zu einer Vaskularisierung des Transplantats (Zimmermann et
al. 2002a). AuRerdem konnte von Zimmermann et al. hach Transplantation von EHTs aus
neonatalen Ratten-KM auf infarziertes Myokard von Ratten die Bildung von neuem Myokard
auf der Infarktnarbe und eine Verbesserung der systolischen und diastolischen
linksventrikularen Funktion beobachtet werden. Das transplantierte EHT war in der Lage,
elektrisch an das Empfangerherz zu koppeln und eine durch den Infarkt hervorgerufene
Verzogerung der Erregungsleitung tber der Narbenregion zu vermindern. Dabei kam es durch
das EHT nicht zu einem vermehrten Auftreten von spontanen Herzrhythmusstérungen
(Zimmermann et al. 2006). In einer aktuellen Studie unseres Instituts von Weinberger et al.
konnten auch Fibrin-basierte humane EHTs (hEHTSs) aus hiPSC-KM die Transplantation auf
infarzierte Herzen von Meerschweinchen Uberleben. Es kam zur Bildung von neuem, bei
einem Teil der Versuchstiere elektrisch an das Empfangerherz gekoppelten, kontraktilem
Herzmuskelgewebe im Narbenareal und zu einer Verbesserung des elektrophysiologischen
Phanotyps des Herzens (z.B. kiirzeres ventrikulares AP, schnellere Erregungsleitung) sowie
der myokardialen Pumpfunktion um 31 % im Vergleich zu vor der Transplantation.
Mechanische Stabilisierung oder Effekte durch parakrine Mechanismen wie z.B. verbesserte
Synchronizitdt der Kontraktion oder Neonangiogenese kodnnten der Grund hierflr sein
(Laflamme et al. 2007b). Da jedoch zellfreie Kontroll-Konstrukte sowie lediglich aus
Endothelzellen hergestellte hEETs keinen Effekt auf die Pumpfunktion hatten, obwohl hEETs
ebenfalls zu einer verstarkten Neovaskularisierung fihrten, lie sich vermuten, dass es
wahrscheinlich zumindest z.T. zu einer ,echten Regeneration“ kam, bei der die funktionellen
Verbesserungen auf die Remuskularisierung zuriickgefiuihrt werden konnten (Abbildung 8;
Weinberger et al. 2016). In einer kirzlich verdffentlichten Studie gelang es Gao et al., humane

kardiale Muskelpatches in klinisch relevante Dimensionen, hergestellt aus einer Fibrin-Matrix
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und hiPSC-KM, hiPSC-EC sowie hiPSC-SMC, auf infarziertes Schweine-Myokard zu
transplantieren. Es kam infolgedessen u.a. zu einer Verbesserung der linksventrikularen

Herzfunktion, ohne dabei das Risiko fir das Auftreten von spontanen oder durch

programmierte elektrische Stimulation induzierte Herzrhythmusstérungen zur erhéhen (Gao et
al. 2018).
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Abbildung 8: Folgen der hEHT-Transplantation (Verandert nach Weinberger et al. 2016).
A: Herz unmittelbar nach Kryo-Verletzung.

B: Herz mit zwei hEHTs unmittelbar nach der Transplantation.

C: Herz mit zwei hEHTs 28 Tage nach der Transplantation.

D: Fractional Area Change (FAC), signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen als

Indikator der Verbesserung der linksventrikularen Pumpfunktion durch das hEHT.

E: Elektrische Aktivitdt in der Infarkt-/hEHT-Implantations-Region nach topischer
Applikation des Voltage-Tracers RH 237, Beispiel fir positive elektrische Kopplung.
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1.6 Hypothesen und Ziel

Das zentrale Ziel der verschiedenen hier vorgestellten Anséatze der kardialen regenerativen
Medizin ist die ,echte Regeneration“ des Herzmuskels durch direkten Ersatz der verlorenen
KM. Durch mechanische und elektrische Integration sowie Kopplung der Uberlebenden
transplantierten KM an das Myokard des Empfangerherzens soll neues funktionstichtiges
Myokard entstehen, welches positiven Einfluss auf die funktionellen (Pumpfunktion) und
elektrophysiologischen (Arrhythmien) Eigenschaften des Herzens nehmen konnte. Eine
elektromechanische Integration und Kopplung, die ein synchrones Schlagen der
transplantierten KM mit dem Empfangerherzen sicherstellt, ist wahrscheinlich notwendig,
damit die myokardiale Pumpfunktion direkt verbessert (und nicht nur durch parakrine
Mechanismen positiv beeinflusst) wird und damit die neuen KM keine Herzrhythmusstdrungen

ausldsen, sondern ggf. sogar das Risiko fur diese verringern kénnen.

Einerseits ware es denkbar, dass so ein positiver Einfluss auf die Elektrophysiologie des
Herzens des Empfangers genommen werden kann. Beispielsweise kdnnten die neuen KM die
Ischamie und Narbenbildung in der Infarktregion vermindern, die linksventrikulare
Pumpfunktion verbessern und so das elektrische Remodelling unterbinden, zu einer
optimierten elektrophysiologischen Funktion beitragen und Arrhythmien verhindern.
Andererseits jedoch konnte z.B. eine fehlerhafte elektromechanische Kopplung zwischen
transplantierten KM und dem Empfangermyokard, u.a. ausgeldst durch narbige
Veranderungen, zur Entstehung von Reentry-Kreislaufen und so zu Herzrhythmusstérungen
fuhren. AuRerdem konnte eine elektrische Automatie spontan aktiver transplantierter KM das
Auftreten von Arrhythmien hervorrufen. Ebenso proarrythmisch konnte eine durch
Nachdepolarisation hevorgerufene getriggerte Aktivitdt einzelner unreifer implantierter KM

wirken.

Bis heute existieren jedoch nur begrenzt Daten (ber die Madoglichkeiten zur
elektromechanischen Integration und Kopplung und keinerlei Wissen ber den Einfluss von
transplantierten humanen EHTs (hEHTs) aus hiPSC-KM auf die Elektrophysiologie des
Empfangerherzens hinsichtlich des Auftretens von Herzrhythmusstérungen in vivo.
Insbesondere in Hinblick auf eine zuklnftige klinische Anwendung von hEHTSs ist dies
allerdings von grol3er Bedeutung. Es ware denkbar, dass die transplantierten hEHTs
Arrhythmien verursachen, allerdings auch, dass sie das Auftreten von Arrhythmien vermindern
koénnen. Ziel dieser Arbeit und Grund fur die Durchfiihrung des folgenden Experiments war die
Beantwortung der Frage: Erhoht die Transplantation von hEHTs das Risiko flr

Herzrhythmusstérungen?
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2. Material und Methoden

2.1 Studienprotokoll und Tiermodell

Das Hauptziel des durchgeflihrten Experiments war es, herauszufinden, ob transplantierte
hEHTs einen Einfluss auf die Elektrophysiologie des Empfangerherzens haben, d.h. ob sie
Arrhythmien verursachen oder umgekehrt deren Auftreten verringern konnen. Dazu wurden
entweder zwei hEHTs aus hiPSC-KM (Versuchsgruppe) oder ein zellfreies Kontroll-Konstrukt
(Kontrollgruppe) auf Meerschweinchenherzen transplantiert. Sieben Tage zuvor erfolgte bei
den Versuchstieren die Implantation dauerhafter EKG-Transmitter sowie die Induktion einer
Kryo-Verletzung zur Simulation eines Infarktes (Abbildung 9). Die Zuteilung der Versuchstiere
zur Versuchs- bzw. Kontrollgruppe erfolgte randomisiert. Die Auswertung der EKGs und

Echokardiographien erfolgte verblindet.

Transplantation
Implantation hEHTs bzw.

EKG-Transmitter zellfreies Ende
und Kontroll- Beobachtungs-
Kryo-Verletzung Konstrukt zeitraum

! ! | !

A rb(o
N <37 >

Abbildung 9: Studienprotokoll.

Als Tiermodell fur diese Studie wurde das Meerschweinchen ausgewahlt. Meerschweinchen
haben eine Herzfrequenz von etwa 200 bis 250 Schlagen pro Minute (Shiotani et al. 2007).
Humane EHTs zeigen in vitro eine spontane Schlagfrequenz von ca. 50 Schlagen pro Minute
und konnen durch elektrische Stimulation zu héheren Frequenzen, bspw. 120 Schlagen pro
Minute, angeregt werden (Hirt et al. 2014a; Weinberger et al. 2016; Lemoine et al. 2017). Dies
macht es denkbar, dass die humanen EHTs mit der Herzfrequenz der Meerschweinchen
Schritt halten kdnnen und so eine mechanische und elektrische Kopplung zwischen hEHT und
Empfangerherz moglich wére. Die kardiale Elektrophysiologie des Meerschweinchens (d.h.
lonenkandle und AP-Konfiguration der KM) ist der des Menschen sehr ahnlich, was eine
Ubertragbarkeit auf den Menschen mdglich macht und die Chance einer mechanischen und
elektrischen Integration des transplantierten Konstrukts humanen Ursprungs erhoht (Shiotani
et al. 2005).
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Das Vorhaben dieser Arbeit entspricht den Richtlinien des ,Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals® (Publication No. 85-23, Uiberarbeitet 1985) und wurde durch die Behérde
fur Gesundheit und Verbraucherschutz, Freie und Hansestadt Hamburg genehmigt (61/15).

2.2 Differenzierung humaner Kardiomyozyten (KM) aus humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen (hiPSC)

Die folgenden Arbeiten wurden durch Frau Dr. rer. nat. Kaja Breckwoldt und Kollegen des
Instituts fir Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf durchgefihrt. Fir detaillierte Informationen beziglich der verwendeten
Materialien und angewandten Methoden ist auf die entsprechenden Arbeiten von Breckwoldt

et al. sowie Pecha et al. zu verweisen (Breckwoldt et al. 2017; Pecha et al. 2019).

Zuné&chst erfolgte eine 7-tdgige Expansion der hiPSC (Tag -7 bis Tag 0) bis zur mechanisch
herbeigefihrten Bildung von sogenannten Embryoidkérperchen (EBs) an Tag O durch
standiges Ruhren Uber Nacht. Diese EBs wurden zur mesodermalen Induktion fir 3 Tage mit
BMP-4, Activin A und bFGF Insulin-frei kultiviert. AnschlieRend begann die kardiale
Differenzierung, fur die zuerst der Wnt-Signalweg inhibiert (Tag 4 bis 11) und Insulin zugesetzt
(Tag 7 bis 11) wurde. Von Tag 11 bis 14 wurde die EB-Kultivierung ohne Wnt-Signalweg-
Inhibitor durchgefuhrt. Nach Ende der 10-tdgigen kardialen Differenzierung konnten die

entstandenen hiPSC-KM dissoziiert und fur die Herstellung von EHTs weiterverwandt werden.

Zur Charakterisierung der hiPSC-KM wurden durch Dr. med. Florian Weinberger und Kollegen
des Instituts fir Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf immunhistochemische Farbungen entsprechend der von ihnen zuvor
beschriebenen Methode durchgefiihrt, auf die an dieser Stelle fiir ndhere Informationen
verwiesen werden soll (Weinberger et al. 2016). Es erfolgten immunhistochemische
Farbungen von a-Aktinin, Troponin T sowie von der atrialen (MLC2A) und ventrikularen
(MLC2V) Isoform der Myosin-Leichtkette. Die Farbungen wurden mikroskopisch an einem

Axioskop 2 Mikroskop [Zeiss] untersucht.

2.3 Differenzierung _humaner Endothelzellen (EC) aus humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen (hiPSC)

Die folgenden Arbeiten wurden durch Frau Dr. rer. nat. Kaja Breckwoldt und Kollegen des
Instituts fir Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Fir detaillierte Informationen beziglich der verwendeten
Materialien und angewandten Methoden ist auf die entsprechende Arbeit von Pecha et al. zu

verweisen (Pecha et al. 2019).

Fir die Kultivierung der hiPSCs und die Bildung von Embryoidkdrperchen s. 2.2.

22



Diese EBs wurden zur mesodermalen Induktion fir 3 Tage mit BMP-4, Activin A und bFGF
Insulin-frei kultiviert. FUr die Differenzierung von Endothelzellen (ECs) wurden die EBs 12
Tage lang mit VEGF und bFGF kultiviert. Diese Kultivierung fand 3 Tage lang unter
hypoxischen Bedingungen und fir weitere 9 Tage unter normoxischen Bedingungen statt.
Nach Ende der Differenzierung wurden die EBs in Einzelzellen dissoziiert und es wurde eine
magnetische Zellseparation (MACS) zur Separation CD31-positiver Zellen bis zu einer
Reinheit von 95 % durchgefiihrt. Diese CD31-positiven Zellen wurden im Anschluss mit VEGF

und bFGF bis zur Resuspension und Verwendung fur die EHT-Herstellung weiterkultiviert.

2.4 Generation von humanem Engineered Heart Tissue (hEHT) und zellfreiem Kontroll-

Konstrukt

Die folgenden Arbeiten wurden durch Frau Dr. rer. nat. Kaja Breckwoldt und Kollegen des
Instituts fir Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Fir detaillierte Informationen beziglich der verwendeten
Materialien und angewandten Methoden ist auf die entsprechende Arbeit von Breckwoldt et al.

zu verweisen (Breckwoldt et al. 2017).

Zur hEHT-Herstellung wurden die hiPSC-KM in Einzelzellen dissoziiert und die hiPSC-ECs
bzw. humane Nabelvenen-Endothelzellen (HUVECS) geerntet und resuspendiert. Fiur die
hEHT-Herstellung, welche im 6-well-Format stattfand, wurden pro hEHT 5x10° hiPSC-KM und
2x10° hiPSC-ECs bzw. HUVECSs verwendet. Zur hEHT-Generierung wurde die Zellsuspension
und Fibrinogen enthaltender hEHT-Mastermix mit Thrombin gemischt und in eine Agarose-
Tasche pipettiert. Die zellfreien Kontroll-Konstrukte wurden in der gleichen Weise angefertigt
wie die hEHTSs, enthielten allerdings weder KM noch ECs bzw. HUVECSs. Die Grofe eines
zellfreien Kontroll-Konstrukts entsprach der GroRe zweier hEHTs und sollte somit ein
vergleichbares Ausmalfd an reiner mechanischer Stabilisierung des Empféangerherzens wie
zwei hEHTs bewirken. Die hEHTs und zellfreien Kontroll-Konstrukte wurden fur 21 Tage

kultiviert.

Abstandshalter (Lange: 24 mm,
Hoéhe: 13 mm) und Silikon-Gestelle
(Lange: 13 mm, Post-Diameter: 1
mm, Abstand zwischen 2 Posts: 18
mm) fir das 6-well-Format-EHT
wurden mafgefertigt (Abbildung 10).

Zur Charakterisierung der hiPSC-KM
des hEHTs wurden durch Dr. med.
Florian Weinberger und Kollegen

Abbildung 10: Zwei 6-well-Format-hEHTSs.
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des Instituts fur Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf immunhistochemische Farbungen entsprechend der von ihnen zuvor
beschriebenen Methode durchgefiihrt, auf die an dieser Stelle fir néhere Informationen
verwiesen werden soll (Weinberger et al. 2016). Es erfolgten immunhistochemische
Farbungen von Dystrophin, a-Aktinin, Troponin T, von der ventrikularen (MLC2V) Isoform der
Myosin-Leichtkette sowie die Farbung der Kerne mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI). Die
Farbungen wurden mikroskopisch an einem Axioskop 2 Mikroskop [Zeiss] untersucht.

AuRerdem wurden die hiPSC-KM nach Isolation durchflusszytometrisch untersucht.

2.5 Implantation der EKG-Transmitter, Kryo-Verletzung und Transplantation der hEHTs bzw.

des zellfreien Kontroll-Konstrukts

Die folgenden Arbeiten wurden im Team mit Herrn PD Dr. med. Simon Pecha, Abteilung fur
Herz- und Thoraxchirurgie, Universitares Herzzentrum Hamburg durchgefuhrt. Die
chirurgischen Tatigkeiten wurden von Herrn PD Dr. med. Simon Pecha durchgefihrt
(Abbildung 11).

Fur die erste OP-Prozedur wurden weibliche Meerschweinchen im Alter von vier bis sechs
Wochen (Gewicht 280 g bis 370 g) mit Isofluran (2,5 %) anasthesiert. Dann wurden die
Versuchstiere in Riuckenlage auf einer Warmeplattform positioniert. Zusatzlich wurde den
Versuchstieren 30 Minuten vor Beginn der OP-Prozedur zur Analgesie Carprofen (5 mg/kg

Korpergewicht) und Buprenorphin (0,1 mg/kg Kdrpergewicht) subkutan injiziert.

Zunéchst wurde die Haut im OP-Bereich rasiert und eine 1 cm lange Inzision an der rechten
Flanke durchgefuhrt. Ein EKG-Transmitter [PhysioTel ETA-F10, D.S.I.] wurde in einer
subkutanen Gewebetasche plaziert und mit einer Naht mit 5-0 Prolenefaden fixiert. Mittels
Tunnelung wurde die angeschlossene positive EKG-Elektrode im flnften Interkostalraum links
zu Liegen gebracht und fixiert, die angeschlossene negative EKG-Elektrode wurde ebenfalls
getunnelt und 1 cm lateral der Mitte der oberen Sternallinie rechts fixiert. Diese Anordnung der
EKG-Elektroden entspricht einer Ableitung Il nach Einthoven.

AnschlieRend wurde das Versuchstier uber eine Tracheotomie intubiert und mechanisch
beatmet. Eine linkslaterale Thorakotomie wurde durchgefiihrt und das Perikard er6ffnet. Dann
wurde ein Stab aus Aluminium (Durchmesser 0,5 cm), der zuvor in flissigem Stickstoff gekuhlt
wurde, viermalig fur jeweils 30 Sekunden auf den linken Ventrikel gedriickt und so eine Kryo-

Verletzung hervorgerufen.

Sechs bzw. sieben Tage (aus organisatorischen Griinden wurden 17 der 19 tberlebenden
Versuchstiere an Tag 7 der 2. OP-Prozedur zugefiihrt, zwei Tiere, eins aus jeder Gruppe, an
Tag 6) nach der Kryo-Verletzung wurden in einer zweiten OP mit erneuter Thorakotomie zwei

hEHTs bzw. ein zellfreies Kontroll-Konstrukt auf die Herzen der Meerschweinchen
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transplantiert. Die Transplantate wurden Uber dem Infarktareal platziert und mittels Naht am
gesunden Myokard neben der Infarktnarbe fixiert, um durch Kontakt zwischen hEHT und nicht
geschadigten KM die Chance auf eine elektrische Kopplung zum Herzmuskel des Empfangers
zu erhéhen (s. auch Abbildung 8A-C). AnschlieBend wurden die Meerschweinchen mit
Methylprednisolon (2 mg/kg Kérpergewicht pro Tag) und Ciclosporin (5 mg/kg Kérpergewicht
pro Tag) immunsupprimiert, um eine AbstoBung der Muskelkonstrukte humanen Ursprungs zu
verhindern. Die Versuchstiere erhielten zur Analgesie auflerdem Carprofen (5 mg/kg
Kdrpergewicht pro Tag) und Buprenorphin (0,1 mg/kg Koérpergewicht pro 12 Stunden)
postoperativ fir finf Tage.

Insgesamt wurden 32 Versuchstiere der ersten OP-Prozedur (Tag 0) zugefihrt. Davon
verstarben elf der Versuchstiere wahrend der folgenden sechs bzw. sieben Tage oder
wahrend der im Anschluss stattfindenden Transplantations-OP (Tag 6 bzw. 7). Zwei weitere
Versuchstiere verstarben kurze Zeit nach bzw. am Tag nach der Transplantations-OP (Tag 6
bzw. 7). Den gesamten Beobachtungszeitraum Uberlebten 19 Versuchstiere. GemaR der

zufalligen Gruppenzuteilung erhielten von diesen 19 Versuchstieren elf Versuchstiere zwei

hEHTs bzw. acht Versuchstiere ein zellfreies Kontroll-Konstrukt.
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Abbildung 11: OP-Prozeduren.

A: Echokardiographie eines anéasthesierten Meerschweinchens in Rickenlage.
B: EKG-Transmitter.

C: Implantation des EKG-Transmitters.

D: Tunnelung der EKG-Elektroden.

E: Maschinelle Beatmung nach Tracheotomie.

F: Linksthorakale Thorakotomie.

G: Eroffnung des Perikards, Blick auf das freiliegende Herz.
H: Kryo-Verletzung des linken Ventrikels.

I: Sichtbare Infarktinduktion auf dem linken Ventrikel.

J: Wundverschluss.

K: Intubiertes Meerschweinchen vor der 2. OP-Prozedur.

L: Herz nach Transplantation eines hEHTSs.

2.6 Telemetrische Parameter- und EKG-Aufnahme

Die Parameter- und EKG-Aufnahme begann nach der Implantation der EKG-Transmitter und
wurde uber einen Zeitraum von durchschnittlich 38 Tagen durchgefihrt, in die Analyse wurden
jedoch nur Daten bis Tag 35 eingeschlossen (Abbildung 9). Von den 19 Versuchstieren, die
langer als einen Tag nach der zweiten Operation Uberlebten, tberlebten alle auch bis zum
Ende ihrer individuellen EKG-Aufnahme, davon elf Versuchstiere mit hEHTs und acht

Versuchstiere mit zellfreiem Kontroll-Konstrukt.

Wahrend der EKG-Aufnahme befanden sich die Versuchstiere in Einzelkafigen, die sich auf

Empfangsplatten fur die Daten der Telemetrie befanden, welche wiederum an zur
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Datenspeicherung dienenden Computern angeschlossen waren. Die Versuchstiere hatten
freien Zugang zu Futter und Wasser. Ein Tag-Nacht-Rhythmus der Versuchstiere wurde durch
angeschaltetes Licht zwischen sieben Uhr morgens und sieben Uhr abends simuliert. Die
Raumtemperatur wurde zwischen 20 und 22 °C und die Luftfeuchtigkeit zwischen 40 und 60

% konstant gehalten.

Die Parameter- und EKG-Aufnahme erfolgte fir die Uberlebenden und eingeschlossenen
Versuchstiere aus der Gruppe mit den Nummern 1-14 mit Dataquest A.R.T. [Version 4.3,
D.S.1.] und fir die Uberlebenden und eingeschlossenen Versuchstiere aus der Gruppe mit den
Nummern 15-33 mit PONEMAH [Versionen 5.2, 6.0 und 6.1, D.S.I.] mit einer Sampling-Rate

von 1 Hz.

Die beiden verwendeten Telemetrie-Programme Dataquest A.R.T. und PONEMAH sowie die
verschiedenen Versionen sind hinsichtlich der Korrektheit und Genauigkeit der

aufgezeichneten Daten als gleichwertig zu betrachten.

Die Parameter Kdrpertemperatur (Messung durch den Transmitter) und physische Aktivitat
(Messung durch den Transmitter, misst Bewegung des Versuchstieres in Bezug zur
Empfangsplatte) sowie die EKG-Wellenform (Messung durch die an den Transmitter
angeschlossenen EKG-Elektroden, diente der Untersuchung von Herzfrequenz und
Arrhythmien) wurden alle finf Minuten flir eine Minute aufgezeichnet. Insgesamt wurden die
genannten Parameter und die EKG-Wellenform pro Tier fur durchschnittlich 7770 Minuten

aufgezeichnet.

2.7 Echokardiographie

Die folgenden Arbeiten wurden im Team mit Frau Birgit Geertz und Kollegen des Instituts flr
Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums Hamburg-

Eppendorf durchgefihrt.

Die transthorakale Echokardiographie wurde mit einem Vevo 2100 System [VisualSonics]
durchgefiihrt. Die Untersuchung erfolgte jeweils vor der ersten (Tag 0) und der zweiten
Operation (Tag 6 bzw. 7) und diente dazu, die Infarktgrof3e Uber die Verschlechterung der
linksventrikularen Pumpfunktion und Gber die Grof3e des linken Ventrikels vor Transplantation
von hEHTs bzw. zellfreiem Kontroll-Konstrukt zu bestimmen und sicherzustellen, dass sich

diese zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant unterschied.

Die Versuchstiere wurden mit Isofluran (1,5 bis 2,0 %) anasthesiert und auf einer
Warmeplattform in Rickenlage positioniert. Zweidimensionale Darstellungen des Querschnitts
des Herzens wurden auf HOhe der Papillarmuskulatur durchgefiihrt. Parasternale
Darstellungen des Langsschnitts des Herzens wurden auf Hohe der Aortenklappe mit

gleichzeitiger Darstellung der linksventrikularen Herzspitze vorgenommen.
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Die konventionellen Messungen wurden im B-Modus mit einem MS 400 Schallkopf (Frequenz
30 MHz) mit einer Bildrate von 230-400 Bildern/Sekunde durchgefihrt.

Gemal Standardvorgehen wurden die Durchmesser der Vorderwand und der Hinterwand des
linken Ventrikels, der linksventrikulare Gesamtdurchmesser sowie die Fldche der linken
Herzkammer untersucht und beurteilt. Aus den gewonnenen Daten wurde der Fractional Area
Change (FAC) als Indikator der linksventrikularen Pumpfunktion sowie der Left Ventricular

Inner Diastolic Diameter (LVIDd) als Parameter der Ventrikeldilatation bestimmt.

Alle Bilder wurden digital aufgezeichnet und es wurde eine Offline-Analyse mit der Vevo 2100

Software [VisualSonics] durchgefuhrt.

2.8 Organentnahme mit Histologie und Immunhistochemie

Die folgenden Arbeiten wurden durch Herrn PD Dr. med. Simon Pecha und Kollegen des
Instituts fir Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf sowie durch Frau Kristin Hartmann der Mauspathologie Facility des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefuhrt.

Die 19 Versuchstiere wurden in tiefer Anasthesie mit Isofluran getdtet und die Herzen
einschlieB3lich der Transplantate flr die histologische Analyse entnommen. Die Herzen wurden
in neutral gepufferter 4 % Formaldehyd- und 1 % Methanol-haltiger Losung mit pH 7,4 fixiert.
AnschlieRend wurden die entnommenen Herzen in 2 mm breite Ringe quergeschnitten,
sodass jeder Ring einen verschiedenen Bereich des Herzens (Herzspitze, auf Hohe der
Papillarmuskulatur sowie Herzbasis) darstellte. Die Ringe wurden durch Frau Kristin Hartmann
in Paraffin eingebettet und die entstandenen Paraffinblocke zu Paraffinschnitten
weiterverarbeitet. Aus jedem Bereich des Herzens wurden durch Frau Kristin Hartmann jeweils
immunhistochemische Farbungen von MLC2A, MLC2V, Dystrophin sowie humanem Ku80

angefertigt. Die anschlieBende Mikroskopie erfolgte an einem Axioskop 2 Mikroskop [Zeiss].

2.9 Parameter-/EKG-Analyse und statistische Auswertung

Die Parameter- und EKG-Analyse wurde unter Verblindung gegeniber der zufélligen

Gruppenzuteilung vorgenommen.

Die Analyse der Korpertemperatur erfolgte fir die tberlebenden und eingeschlossenen
Versuchstiere aus der Gruppe mit den Nummern 1-14 mit Dataquest A.R.T. [Version 4.3,
D.S.1.] und fir die Uberlebenden und eingeschlossenen Versuchstiere aus der Gruppe mit den
Nummern 15-33 mit PONEMAH [Version 6.1, D.S.1.].

Die Analyse der physischen Aktivitat erfolgte fur die Uberlebenden und eingeschlossenen

Versuchstiere aus der Gruppe mit den Nummern 1-14 mit Dataquest A.R.T. [Version 4.3,
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D.S.1.] und fur die Gberlebenden und eingeschlossenen Versuchstiere aus der Gruppe mit den
Nummern 15-33 mit PONEMAH [Version 6.11, D.S.1.].

Die Analyse der EKG-Wellenform, d.h. von Herzfrequenz und Arrhythmien, erfolgte fur die
Uberlebenden und eingeschlossenen Versuchstiere aus der Gruppe mit den Nummern 1-14
mit PONEMAH [Versionen 5.2 und 6.1, D.S.I.] und fur die tberlebenden und eingeschlossenen
Versuchstiere aus der Gruppe mit den Nummern 15-33 mit PONEMAH [Version 6.1, D.S.1.].

Die beiden verwendeten Analyse-Programme Dataquest A.R.T. und PONEMAH sowie die
verschiedenen Versionen sind hinsichtlich der Korrektheit und Genauigkeit der Ergebnisse als

gleichwertig zu betrachten.

Eine weitere Bearbeitung der Ergebnisse der Parameter- und EKG-Analyse erfolgte mit
Microsoft Excel [Version 15.0, Microsoft Corporation] sowie GraphPad PRISM [Versionen 5.2
und 6.0, GraphPad Software, Inc.].

Die Analyse der Parameter Korpertemperatur und physische Aktivitdt sowie die Bestimmung
der Herzfrequenz aus der EKG-Wellenform wurde Uber den kompletten Zeitraum bis Tag 35,
einschlielich der postoperativen Phasen, vorgenommen, da diese Indikatoren des
allgemeinen Gesundheitszustandes der Tiere darstellten und somit auch in diesen Phasen
von Bedeutung waren. Bei der Analyse der Arrhythmien anhand der EKG-Wellenform wurden
die zwei postoperativen Phasen von 48 Stunden Dauer aus der Analyse ausgeschlossen, um
postoperative Artefakte, wie durch die Narkotika hervorgerufene Arrhythmien in den
Studienergebnissen zu verhindern. Somit ergaben sich fir die Untersuchung der

Herzrhythmusstorungen zwei Analyse-Zeitfenster (Abbildung 12).

Von den urspringlich 19 Versuchstieren, die alle den Beobachtungszeitraum bis zur
Organentnahme tberlebten, wurden letztendlich 18 Versuchstiere (zehn Versuchstiere: hEHT,
acht Versuchstiere: zellfreies Kontroll-Konstrukt) in die finale Auswertung der Parameter- und
EKG-Analyse eingeschlossen. Das Versuchstier mit der Nummer 28 (hEHT) wurde
nachtraglich von der Analyse komplett ausgeschlossen, da es Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum (sowohl vor, als auch nach der Transplantation) gekoppelte
ventrikulare Extrasystolen (v.a. Bigemini) zeigte, denen ein anderer pathophysiologischer
Mechanismus als den sonst beobachteten Arrhythmien zugrunde lag. Insgesamt zeigte das
Versuchstier Uiber die gesamte Zeit mehrere Hunderttausende solcher Extrasystolen und ein
Einschluss in die Gruppenanalyse hatte eine Verzerrung der Ergebnisse nach sich gezogen.
Zwei weitere Versuchstiere mit den Nummern 2 (zellfreies Kontroll-Konstrukt) und 30 (hEHT)
zeigten jeweils auch eine bzw. neun, jedoch kurz andauernde, solcher Episoden. Die darin
enthaltenen Extrasystolen wurden fUr die Analyse der jeweiligen Versuchstiere daher ebenfalls

ausgeschlossen.
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Abbildung 12: EKG-Analyse mit Analyse-Zeitfenster 1 und 2.

Aus technischen und organisatorischen Grinden war die Datenaufzeichnung nicht in allen
Fallen komplett vollstandig. Siehe beziglich dieser Datenverluste Zusatztabelle 1 (genaue
Anzahl der Minuten auswertbaren EKGs fiur die Arrhythmie- und Herzfrequenz-Auswertung
und Anzahl der Parameter- und Herzfrequenz-Datenpunkte der jeweiligen Versuchstiere im

Beobachtungszeitraum), Anhang.

Die Parameter-Daten sowie die Herzfrequenz-Daten aus der EKG-Wellenform wurden fiir alle
18 Versuchstiere regelrecht als absolute Werte (d.h. nicht auf die Zeit normiert) Uber die
Beobachtungszeit ausgewertet, da es sich nicht wie bei den Herzrhythmusstérungen um eine
Zahlung von Ereignissen handelte und da bei dieser Arbeit kein primérer Fokus auf diese
Werte gesetzt wurde, sondern diese hauptsachlich zur Bestimmung des Allgemeinzustands
der Versuchstiere dienten. Der geschilderte Datenverlust in Relation zur Gesamtzahl
gesammelter Daten Uber Korpertemperatur, physische Aktivitat und Herzfrequenz war

vernachlassigbar klein und somit fiir die statistische Auswertung dieser Arbeit nicht relevant.

Fur die statistische Auswertung der Haufigkeit von Arrhythmien in den Gruppen, welche den
Hauptaspekt dieser Arbeit darstellte, wurden ebenfalls die Arrhythmie-Daten aller 18
Versuchstiere in die Analyse miteinbezogen. Hier wurde jedoch, da (wie oben beschrieben) in
beiden Gruppen nicht der gleiche Umfang an auswertbarer Dauer von EKG-Wellenform vorlag
und die Gruppen aufgrund der Randomisierung unterschiedlich gro3 waren, nicht die absolute

Anzahl an Arrhythmien pro Gruppe Uber die Beobachtungszeit zwischen den beiden Gruppen
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verglichen. Stattdessen wurden die Arrhythmien pro beobachtete Zeit (die exakte Anzahl
Minuten ausgewerteten EKGs jedes Versuchstieres und somit jeder Gruppe inkl. der einzelnen
Datenverluste, wurde fur die Analyse-Zeitfenster 1 und 2 vorher berechnet, s. Zusatztabelle 1,
Anhang) pro Gruppe zwischen den beiden Gruppen verglichen. Durch die Normierung der
Arrhythmie-Haufigkeit auf die beobachtete Zeit wurde eine statistische Vergleichbarkeit der
Gruppen hinsichtlich des Auftretens der Herzrhythmusstérungen hergestellt, obwohl nicht
exakt gleich viele Minuten EKG-Wellenform in beiden Gruppen vorlag. Das Gleiche galt fur die
statistischen Auswertungen innerhalb der Gruppen mit dem Vergleich des Auftretens von
Arrhythmien pro beobachtete Zeit zwischen den beiden Analyse-Zeitfenstern 1 und 2.
Zusatzlich wurden nicht auf die Zeit normierte Darstellungen, z.B. Zeitverlaufe mit der Anzahl

der Arrhythmien der einzelnen Versuchstiere wahrend der Beobachtungszeit, erstellt.

2.9.1 Korpertemperatur

Die Messung und Untersuchung der Korpertemperatur diente der Uberpriifung des

allgemeinen Gesundheitszustands der Versuchstiere.

Die Analyse der Korpertemperatur erfolgte fur die Uberlebenden und eingeschlossenen
Versuchstiere aus der Gruppe mit den Nummern 1-14 mit Dataquest A.R.T. [Version 4.3,
D.S.1.] und fir die Uberlebenden und eingeschlossenen Versuchstiere aus der Gruppe mit den
Nummern 15-33 mit PONEMAH [Version 6.1, D.S.l.]. Zunachst wurden die gewonnenen
Rohdaten aus der Telemetrie in die genannten Analyse-Programme Uberfihrt und dort
analysiert, sodass konkrete Werte der Kérpertemperatur Uber den Beobachtungszeitraum fir
jedes Versuchstier extrahiert wurden. Anschliel3end wurden diese extrahierten Daten in Excel-
Tabellen uUbertragen und dort durch Umrechnungen mit den jeweiligen Messzeitpunkten
korreliert. AuBerdem wurden die Daten von Messfehlern (Werte au3erhalb des Bereiches von
30-45 °C) bereinigt und auf den konkret erwlinschten Analyse-Zeitraum zugeschnitten. Dann
wurden die bereinigten und zugeschnittenen Daten in PRISM uberfuhrt und dort XY-Tabellen
und -Diagramme (X: Messzeitpunkte, Y: Werte der Koérpertemperatur) erstellt, sodass
Graphen entstanden, die den Verlauf der Korpertemperatur der Versuchstiere Uber die
Beobachtungszeit darstellen. Es wurde die Anzahl der Datenpunkte, die Spannbreite der
Werte, also Minimum und Maximum, der Median sowie der Mittelwert bestimmt. AuRerdem
wurden graphische und statistische Gruppen-Auswertungen hinsichtlich der Kérpertemperatur

vorgenommen.

2.9.2 Physische Aktivitat

Die Messung und Untersuchung der physischen Aktivitat der Versuchstiere diente ebenfalls

der Uberpriifung des allgemeinen Gesundheitszustands der Versuchstiere.
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Die physische Aktivitét ist ein einheitenloses Mal} fur die Anzahl der Bewegungen, die die

Versuchstiere in ihrem Kéfig machten.

Die Analyse der physischen Aktivitat erfolgte fur die Uberlebenden und eingeschlossenen
Versuchstiere aus der Gruppe mit den Nummern 1-14 mit Dataquest A.R.T. [Version 4.3,
D.S.1.] und fir die Uberlebenden und eingeschlossenen Versuchstiere aus der Gruppe mit den
Nummern 15-33 mit PONEMAH [Version 6.11, D.S.l.]. Zunachst wurden die gewonnenen
Rohdaten aus der Telemetrie in die genannten Analyse-Programme Uberfiihrt und dort
analysiert, sodass konkrete Werte der physischen Aktivitat Gber den Beobachtungszeitraum
fur jedes Versuchstier extrahiert wurden. Anschlielend wurden die extrahierten Daten in
Excel-Tabellen tbertragen und dort durch Umrechnungen mit den jeweiligen Messzeitpunkten
korreliert. AuRerdem wurden die Daten von Messfehlern (Werte im mehrstelligen Tausender-
Bereich, die durch Stérungen entstanden) bereinigt und auf den konkret erwiinschten Analyse-
Zeitraum zugeschnitten. Dann wurden die bereinigten und zugeschnittenen Daten in PRISM
Uberfuhrt und dort XY-Tabellen und -Diagramme (X: Messzeitpunkte, Y: Werte der physischen
Aktivitat) erstellt, sodass Balkendiagramme entstanden, die die Werte der physischen Aktivitét
der Versuchstiere Uber die Beobachtungszeit darstellen. AulRerdem wurden Histogramme
generiert, die die Haufigkeitsverteilung der jeweiligen Werte der physischen Aktivitat der
Versuchstiere sowie der beiden Gruppen im Vergleich abbilden. Es wurde die Anzahl der
Datenpunkte, die Spannbreite der Werte, also Minimum und Maximum, der Median sowie der
Mittelwert bestimmt. AuRerdem wurden graphische und statistische Gruppen-Auswertungen

hinsichtlich der physischen Aktivitat vorgenommen.

2.9.3 EKG-Wellenform: Herzfrequenz

Auch die Messung und Untersuchung der Herzfrequenz diente der Uberpriifung des
allgemeinen Gesundheitszustands der Versuchstiere. Auzerdem lieferte die Herzfrequenz
Ubergreifende Informationen Uber den Status des kardiovaskularen Systems der

Versuchstiere.

Die Analyse der EKG-Wellenform und somit der Herzfrequenz erfolgte fir die Uberlebenden
und eingeschlossenen Versuchstiere aus der Gruppe mit den Nummern 1-14 mit PONEMAH
[Versionen 5.2 und 6.1, D.S.1.] und fir die Gberlebenden und eingeschlossenen Versuchstiere
aus der Gruppe mit den Nummern 15-33 mit PONEMAH [Version 6.1, D.S.1.].

Zunachst wurde die EKG-Wellenform aus der Telemetrie in die genannten Analyse-
Programme Uberfiihrt und dort analysiert, sodass konkrete Werte der Herzfrequenz tber den
Beobachtungszeitraum fir jedes Versuchstier bestimmt werden konnten. Fir diese
Berechnung der Herzfrequenz musste das Analyse-Programm die R-Zacken im EKG

erkennen und markieren kdnnen. Dies war nur moglich, wenn zuvor geeignete Werte fur
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verschiedene Parameter (z.B. Richtwert fur die Amplitude der R-Zacken im EKG in mV,
anhand derer das Programm nach diesem bestimmten EKG-Ausschlag suchen und diesen
dann als R-Zacke erkennen und kennzeichnen sollte) ausgewahlt und eingegeben wurden.
Die Verbesserung der Erkennung durch das Programm durch Eingabe geeigneter Richtwerte
gelang hauptséchlich anhand von Erfahrungsgewinn im Umgang mit den zahlreichen
Meerschweinchen-EKGs. Wurden alle R-Zacken erkannt und korrekt gekennzeichnet, konnte
das Programm die Herzfrequenz korrekt berechnen, da diese dem Kehrwert des RR-Intervalls
entspricht, und pro Minute mitteln. AnschlieRend wurden die extrahierten Daten in Excel-
Tabellen Ubertragen und dort durch Umrechnungen mit den jeweiligen Messzeitpunkten
korreliert. AuRerdem wurden die Daten von Messfehlern (Werte auRerhalb des Bereichs von
100-450 Schlagen/Minute) bereinigt und auf den konkret erwinschten Analyse-Zeitraum
zugeschnitten. Dann wurden die bereinigten und zugeschnittenen Daten in PRISM Uberfuhrt
und dort XY-Tabellen und -Diagramme (X: Messzeitpunkte, Y: Werte der Herzfrequenz)
erstellt, sodass Graphen entstanden, die den Verlauf der Herzfrequenz der Versuchstiere Giber
die Beobachtungszeit darstellen. Auf3erdem wurden Histogramme generiert, die die
Haufigkeitsverteilung der jeweiligen Werte der Herzfrequenz der Versuchstiere abbilden. Es
wurde die Anzahl der Datenpunkte, die Spannbreite der Werte, also Minimum und Maximum,
der Median sowie der Mittelwert bestimmt. AuRerdem wurden graphische und statistische

Gruppen-Auswertungen hinsichtlich der Herzfrequenz vorgenommen.

2.9.4 EKG-Wellenform: Arrhythmien

Um das Risiko fur Herzrhythmusstorungen nach dem kardialen Gewebeersatz zu
untersuchen, wurden die aufgezeichneten EKGs der Versuchstiere hinsichtlich des Auftretens
schwerer ventrikularer Arrhythmien analysiert. Das Vorkommen weniger gravierender

supraventrikularer Herzrhythmusstérungen wurde bei der Auswertung nicht mit einbezogen.

Die Klassifikation und Definition der einzelnen Typen von ventrikularen Arrhythmien wurde
anhand der Richtlinien fur die Studie von Arrhythmien der ,Lambeth Conventions®

vorgenommen (Walker et al. 1988; Zimmermann et al. 2006; Shiba et al. 2012).

e Ventrikuldre Extrasystole (Premature Ventricular Contraction, PVC)

Eine Erregung im EKG wurde als eine PVC definiert, wenn sie mindestens zwei der drei

folgenden Kriterien aufwies:

1) Abwesenheit einer detektierbaren P-Welle.
2) Verbreiterung des QRS-Komplexes.

3) Vorliegen einer postextrasystolischen Pause.
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o Couplet

Ein Couplet wurde definiert als zwei konsekutive PVCs.
e Triplet
Ein Triplet wurde definiert als drei konsekutive PVCs.

¢ Nicht-anhaltende ventrikulare Tachykardie (Non-sustained Ventricular Tachycardia,

Non-sus VT)

Eine nicht-anhaltende ventrikulare Tachykardie wurde definiert als mindestens vier bis

maximal 15 konsekutive PVCs.

¢ Anhaltende ventrikulare Tachykardie (Sustained Ventricular Tachycardia, Sus VT)

Eine anhaltende ventrikulare Tachykardie wurde definiert als 16 oder mehr konsekutive
PVCs.

¢ Kammerflimmern (Ventricular Fibrillation, VF)

Ein Kammerflimmern wurde definiert als die gleichzeitige Abwesenheit definierbarer,

voneinander abgrenzbarer QRS-Komplexe und einer isoelektrischen Linie.

Die Analyse der EKG-Wellenform und somit des Auftretens von Arrhythmien erfolgte fiir die
Uberlebenden und eingeschlossenen Versuchstiere aus der Gruppe mit den Nummern 1-14
mit PONEMAH [Versionen 5.2 und 6.1, D.S.I.] und fur die tberlebenden und eingeschlossenen
Versuchstiere aus der Gruppe mit den Nummern 15-33 mit PONEMAH [Version 6.1, D.S.1.].
Dafir wurde zunachst die EKG-Wellenform aus der Telemetrie in die genannten Analyse-

Programme Uberfuhrt und dort analysiert.

Wie unter 2.9.3 erlautert, konnte das Analyse-Programm die R-Zacken im EKG erkennen und
kennzeichnen. Dies war, wie oben bereits beschrieben, jedoch nur moglich, wenn zuvor
geeignete Werte fiir die verschiedenen Parameter, die Einfluss auf die Treffsicherheit bei der
Erkennung der R-Zacken hatten, eingegeben wurden. Beispielsweise liel3 sich ein beliebiger
Richtwert fur die Amplitude der R-Zacke im EKG in mV angeben. Dieser musste so gewahlt
werden, dass er dem realen mV-Wert der Amplitude der R-Zacken nahekam. Traf dies zu, so
konnte das Programm gezielt nach R-Zacken suchen, sie erkennen und markieren. Aufgrund
zunehmender Ubung des Durchfilhrenden und Erfahrung im Umgang mit den EKGs der
Meerschweinchen konnten die verschiedenen Parameter geeignet ausgewahlt werden. Das

Programm konnte letztlich nahezu alle R-Zacken erkennen und korrekt kennzeichnen.

Aufgrund pathophysiologischer Uberlegungen beziiglich des Einflusses von ventrikularen

Herzrhythmusstérungen auf die Herzfrequenz, genauer auf die Dauer des RR-Intervalls, liel3
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sich die im Folgenden erlauterte Methode zum Auffinden von Arrhythmien etablieren. Die oben
beschriebenen und definierten Arrhythmien gehen ohne Ausnahme alle mit einer Veranderung
der Herzfrequenz bzw. des RR-Intervalls einher. Mithilfe des Analyse-Programms war es
mdoglich, die Herzfrequenz nicht Uber eine Minute zu mitteln, sondern eine sogenannte ,Beat-
to-Beat-Darstellung“ zu erzeugen. In dieser Darstellung war fur jeden einzelnen Uber die
Erkennung der R-Zacke detektierten Herzschlag bzw. fur jeweils zwei konsekutive
Herzschlage das RR-Intervall Uber die Zeit dargestellt. Ein Anstieg der momentanen
Herzfrequenz, mit denen alle gesuchten ventrikuldaren Arrhythmien einhergingen, war als
plétzliche Abweichung nach oben in dieser Kurve vom mittleren RR-Intervall (,Baseline®) zu
erkennen. Zeigte sich bei der Begutachtung dieser Darstellung eine solche Abweichung,
konnte zur entsprechenden Stelle in der EKG-Wellenform gesprungen werden und diese
jeweilige Stelle direkt im EKG angeschaut und bewertet werden. Zeigte sich dort eine der
gesuchten Herzrhythmusstérungen, konnte diese als ein sog. ,Event* markiert, anschliel3end
benannt und gespeichert werden. Die Bewertung und Benennung der jeweiligen Arrhythmie

erfolgten anhand der Klassifikation und Definition der gesuchten Arrhythmien.

Kurze Bereiche in der EKG-Wellenform einiger Versuchstiere wiesen Stérungen auf, die dazu
fuhrten, dass die beschriebene Darstellung der RR-Intervalle nicht korrekt generiert werden
konnte, da ggf. die technischen Artefakte als R-Zacken erkannt wurden und an dieser Stelle
zu einer Fehlberechnung des RR-Intervalls (extrem hohe Herzfrequenz-Werte, wurden bei der
Herzfrequenz-Analyse bereinigt) fihrten. Hier wurde deshalb die gesamte EKG-Wellenform in
ihrer urspringlichen Darstellung begutachtet, um Arrhythmien erkennen und markieren zu

kdnnen.

EKG-Segmente mit besonders schwierig beurteilbaren Abweichungen vom Sinusrhythmus
wurden in Zusammenarbeit mit zwei weiteren unabhangigen EKG-Experten (Herr Mirko Paske
und Herr Prof. Dr. med. Alexander Schwoerer, Institut fir Zellulare und Integrative Physiologie
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) mit Erfahrungen in der Auswertung von EKGs bei
Nagern (inshesondere Mause, Ratten und Meerschweinchen) bewertet. Einer dieser Experten
(Herr Prof. Dr. med. Alexander Schwoerer) kontrollierte zusatzlich am Ende der Auswertung

umfassend die durchgefiihrte Arbeit.

Die gewonnenen Daten zu allen vorhandenen Arrhythmien wahrend des
Beobachtungszeitraumes (abztiglich der zwei postoperativen Phasen von 48 Stunden Dauer)

aller Versuchstiere konnten anschlieend in Excel-Tabellen Gibertragen werden.

Weiterverarbeitet wurden die Daten schlie3lich in PRISM. Dort wurden zuletzt die weiteren

graphischen sowie statistischen Einzeltier- und Gruppen-Auswertungen durchgefihrt.
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2.9.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad PRISM [Versionen 5.2 und 6.0, GraphPad
Software, Inc.]. Statistische Signifikanz wurde als p<0,05 definiert und mit dem unpaired t-Test

und der zweifaktoriellen Varianzanalyse berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Differenzierung der hiPSC-KM/hiPSC-EC und Generation des hEHTSs

Die Differenzierung der KM wurde mit dem hiPSC-Klon der Zelllinie C25 durchgefihrt und
erfolgte wie unter 2.2 beschrieben. Mehr als 65 % der differenzierten hiPSC-KM, die zur hEHT-
Generation genutzt wurden, waren Troponin T- und a-Aktinin-positiv (65-95 % Reinheit). Die
hiPSC-KM exprimierten die atriale Isoform der Myosin-Leichtkette (MLC2A) und nicht die

ventrikulare Isoform (MLC2V), welches ihre Unreife direkt nach der Differenzierung zeigte.

Die Differenzierung der EC wurde ebenfalls aus dem hiPSC-Klon der Zelllinie C25

durchgefuhrt und erfolgte wie unter 2.3 beschrieben.

Die hEHTs im 6-well-Format wurden wie unter 2.4 beschrieben generiert. 5x10°% hiPSC-KM
und 2x108 hiPSC-ECs bzw. HUVECs wurden pro hEHT verwendet. Das hEHT maR nach der
Generation 18x3x3 mm (Abbildung 13A). Die hEHTs begannen nach 10-15 Tagen spontan mit
einer Frequenz von durchschnittich 60 Schlagen/Minute zu kontrahieren. Die
Immunfloureszensfarbung von a-Aktinin (und Troponin T) zeigte eine regelhafte Querstreifung
der KM. Die KM ordneten sich im hEHT entsprechend der mechanischen Belastung durch die

Halterung, gegen die es auxotone Kontraktionen ausfiihrte, an (Abbildung 13B-D).

Durchflusszytometrien der aus dem hEHT isolierten hiPSC-KM zeigten, dass >95 % der Zellen

Troponin T-positiv waren und dass >95 % der Zellen die ventrikuléare Isoform der Myosin-
Leichtkette (MLC2V) exprimierten, was darauf hindeutete, dass die hiPSC-KM im hEHT einen
Reifungsprozess durchliefen.
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Abbildung 13: Generation und Charakterisierung der Zellen des hEHT.
A: Zwei 6-well-Format-hEHTSs.

B: Immunhistochemische Farbung von Dystrophin eines Langsschnittes eines

reprasentativen hEHTs nach dreiwochiger Kultivierung. MaR3stab: 100 um.

C: Immunhistochemische Féarbung von a-Aktinin (griin) und MLC2V (rot). Die Zellkerne sind
mit DAPI (blau) gefarbt. Maf3stab: 50 ym.

D: Immunhistochemische Farbung von a-Aktinin (grin) und MLC2V (rot). Die Zellkerne sind
mit DAPI (blau) gefarbt. Ausschnitt von C in starker Vergréerung.

3.2 Kryo-Verletzung und Transplantation der hEHTs bzw. des zellfreien Kontroll-Konstrukts

Die Kryo-Verletzung des linken Ventrikels wurde wie unter 2.5 beschrieben induziert. Sechs
bzw. sieben Tage nach der Verletzung des Herzens wurden zwei hEHTs bzw. ein zellfreies
Kontroll-Konstrukt derselben GrofRe wie die zwei hEHTs auf die Meerscheinchen-Herzen
transplantiert. Durchschnittlich 31 Tage nach der Transplantation wurden die Organe zur

histologischen und immunhistochemischen Untersuchung entnommen.

In allen Herzen konnte in der immunhistochemischen Farbung von Dystrophin eine grol3e
transmurale Verletzung des linksventrikularen Myokards histologisch nachgewiesen werden
(Abbildung 14A). Die Gro3e der induzierten Infarkte war mit 16,9+0,1 % des linken Ventrikels
in der Gruppe der Versuchstiere mit hEHT und mit 13,9+0,1 % des linken Ventrikels in der

Gruppe der Versuchstiere mit zellfreiem Kontroll-Konstrukt &hnlich.

Ebenfalls in der immunhistochemischen Farbung von Dystrophin waren in der Narbenregion

des Infarkts bei den Versuchstieren der Gruppe mit hEHT grol3e Bereiche mit Muskelgewebe
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sichtbar (Abbildung 14A und 14B). In der Gruppe der Versuchstiere, die nur zellfreie Kontroll-
Konstrukte erhielten, waren solche Gewebeinseln aus Muskulatur in der Narbe hingegen nicht
detektierbar. Diese Beobachtung lie3 vermuten, dass diese Muskelgewebebereiche innerhalb
der Narbenregion sehr wahrscheinlich auf eine Remuskularisierung durch das hEHT
zurtckzuftihren waren und somit humanen Ursprungs sein mussten. Um diese Hypothese zu
bestétigen, wurde eine immunhistochemische Farbung des humanspezifischen Markers Ku80
durchgefuhrt. Wie erwartet, lie3en sich ausschlieRlich die Zellkerne der KM, die sich in den
Bereichen muskularen Gewebes in der Narbenregion befanden, anfarben, was ihren humanen
Ursprung und somit eine zumindest partielle Remuskularisierung des Herzens durch das
hEHT bewies (Abbildung 14C).

Dys Dys Kugo

Abbildung 14: Immunhistochemische Untersuchungen der explantierten Herzen mit hEHTs
(Verandert nach Pecha et al. 2019).

A: Immunhistochemische Farbung von Dystrophin, repréasentativer Transversalschnitt

eines Meerschweinchen-Herzens 28 Tage nach hEHT-Transplantation. Maf3stab: 1 mm.

B: Immunhistochemische Farbung von Dystrophin im korrespondierenden Bereich der
hEHTs aus A. Mal3stab: 200 um.

C: Immunhistochemische Farbung von humanem Ku80 im korrespondierenden Bereich der
hEHTs aus A. Mal3stab: 200 pm.

Die KM in den mit den Herzen explantierten hEHTs zeigten in der Immunhistochemie ein
regelhaftes Farbeverhalten der Sarkomere bzw. von MLC2V, wahrend MLC2A in den KM nur
noch wenig vorhanden war. Dies zeigte eine reife ventrikulare Subtyp-Differenzierung der KM
des hEHTSs.
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3.3 Echokardiographie

Die Echokardiographie wurde vor der ersten (Tag 0) und vor der zweiten (Tag 6 bzw. 7) OP-
Prozedur durchgefuhrt. Sie diente dazu, die InfarktgroRe Uber die Verschlechterung der
linksventrikularen Pumpfunktion und Uber die Grof3e des linken Ventrikels vor Transplantation

von hEHTSs bzw. zellfreiem Kontroll-Konstrukt zu bestimmen.

Im Vergleich zur Ausgangssituation an Tag O vor Induktion der Kryo-Verletzung, war die FAC
an Tag 6 bzw. 7 vor Transplantation von hEHTs bzw. zellfreiem Kontroll-Konstrukt in beiden
Gruppen signifikant reduziert (Abbildung 15A). Die LVIDd hingegen veranderte sich in beiden
Gruppen trotz Verletzung des linken Ventrikels von Tag O bis Tag 6 bzw. 7 nicht signifikant
(Abbildung 15B).

Vor der Transplantation von hEHTs bzw. zellfreiem Kontroll-Konstrukt zeigte sich kein
statistisch signifikanter Unterschied bei dem Vergleich von FAC und LVIDd zwischen den
beiden Versuchsgruppen, sodass davon auszugehen war, dass alle Versuchstiere eine
vergleichbar starke Verletzung des Herzens und somit Einschrankung der linksventrikularen
Pumpfunktion erlitten (Abbildung 15A-B). Dies stand im Einklang mit den spateren
Bestimmungen der Infarktgro3en nach Organentnahme und Anfertigung der histologischen
Schnitte.
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Abbildung 15: Echokardiographie.

A: FAC in Gruppe mit 2 hEHTs/Gruppe mit zellfreiem Kontroll-Konstrukt vor Infarkt-
Induktion (Tag 0) sowie vor Transplantation von 2 hEHTs/zellfreiem Kontroll-Konstrukt (Tag
6 bzw. 7). *P<0,05, **P<0,01 (Unpaired t-Test, Mittelwert+SD).

B: LVIDd in Gruppe mit 2 hEHTs/Gruppe mit zellfreiem Kontroll-Konstrukt vor Infarkt-
Induktion (Tag 0) sowie vor Transplantation von 2 hEHTs/zellfreiem Kontroll-Konstrukt (Tag
6 bzw. 7). *P<0,05 (Unpaired t-Test, Mittelwert+SD).

3.4 Parameter-/EKG-Analyse und statistische Auswertung

Die Parameter- und EKG-Analyse wurde unter Verblindung gegeniber der zufélligen

Gruppenzuteilung wie unter 2.9 beschrieben vorgenommen.

3.4.1 Korpertemperatur

Die Messung und Untersuchung der Korpertemperatur diente der Uberprifung des

allgemeinen Gesundheitszustands der Versuchstiere.

Die durchschnittlichen  Korpertemperaturen inkl.  Standardabweichung Uber den
Beobachtungszeitraum beider Gruppen waren fir die Gruppe mit zellfreiem Kontroll-Konstrukt
38,310,1 °C und fir die Gruppe mit hEHT 38,6+0,1 °C. Beim Vergleich zwischen den beiden
Gruppen zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich der
durchschnittlichen Kérpertemperatur tiber den Beobachtungszeitraum bei einem p-Wert von
0,086 (Abbildung 16). Es lieR sich also fir beide Gruppen schlussfolgern, dass die
Versuchstiere (ber den Beobachtungszeitraum einen ahnlichen gesundheitlichen
Allgemeinzustand aufwiesen und somit hinsichtlich des Risikos fiir das Auftreten von
Herzrhythmusstérungen (durch erhdhte Koérpertemperaturen bzw. Infektionen auslosbar)

miteinander vergleichbar waren.
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Abbildung 16: Durchschnittliche Kérpertemperatur tiber den Beobachtungszeitraum beider
Gruppen, zellfreies Kontroll-Konstrukt (n=8), hEHT (n=10), *p<0,05 (Unpaired t-Test,
Mittelwert+SD).

Exemplarisch sind hier zwei Verlaufe der Kérpertemperatur tiber die Beobachtungszeit, jeweils
von einem Versuchstier aus jeder Gruppe (Versuchstier 1: Zellfreies Kontroll-Konstrukt,
Versuchstier 18: hEHT), abgebildet (Abbildungen 17 und 18). Fir detaillierte Daten, d.h. fiir

Werte zu jedem einzelnen Versuchstier, ist auf Zusatztabelle 1, Anhang, zu verweisen.
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Abbildung 17: Verlauf der Korpertemperatur Uber die Beobachtungszeit von Versuchstier
1, zellfreies Kontroll-Konstrukt, durchschnittliche Kd&rpertemperatur  Uber die
Beobachtungszeit: 38,5 °C (Minimum: 33,8 °C, Maximum: 39,8 °C). Insgesamt 9670
Datenpunkte.
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Abbildung 18: Verlauf der Korpertemperatur Uber die Beobachtungszeit von Versuchstier
18, hEHT, durchschnittliche Korpertemperatur Uber die Beobachtungszeit: 38,6 °C
(Minimum: 35,2 °C, Maximum: 40,3 °C). Insgesamt 10027 Datenpunkte.

3.4.2 Physische Aktivitat

Die Messung und Untersuchung der physischen Aktivitat diente ebenfalls der Uberpriifung des

allgemeinen Gesundheitszustands der Versuchstiere.

Die durchschnittliche physische Aktivitat beider Gruppen inkl. Standardabweichung tUber den
Beobachtungszeitraum war fur die Gruppe mit zellfreiem Kontroll-Konstrukt 2,8+0,3 und fir die
Gruppe mit hEHT 3,5+0,5. Beim Vergleich beider Gruppen zeigte sich kein statistisch
signifikanter Unterschied hinsichtlich der durchschnittlichen physischen Aktivitat Gber den
Beobachtungszeitraum bei einem p-Wert von 0,232 (Abbildung 19). Keines der Versuchstiere
wies in der Beobachtungszeit Uber einen lAngeren Zeitraum ungewdhnlich hohe oder niedrige
Werte der physischen Aktivitdt auf. Dies deutete ebenfalls darauf hin, dass sich alle
Versuchstiere Uber die Beobachtungszeit trotz der OP-Prozeduren und der Verletzung des

Herzens in einem guten korperlichen Zustand befanden und in der Lage waren, sich frei im
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Kéfig zu bewegen. Die Tiere lie3en sich somit auch diesbeziglich hinsichtlich des Auftretens

von Herzrhythmusstérungen miteinander vergleichen.
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Abbildung 19: Durchschnittliche physische Aktivitat Giber den Beobachtungszeitraum beider
Gruppen, zellfreies Kontroll-Konstrukt (n=8), hEHT (n=10), *p<0,05 (Unpaired t-Test,
Mittelwert+SD).

Erneut sind hier exemplarisch zwei Diagramme, die die physische Aktivitat wahrend der
Beobachtungszeit, jeweils von einem Versuchstier aus jeder Gruppe (Versuchstier 10:
Zellfreies Kontroll-Konstrukt, Versuchstier 16: hEHT) abbilden, dargestellt (Abbildungen 20
und 21). Fur detaillierte Daten, d.h. fur Werte zu jedem einzelnen Versuchstier, ist auf

Zusatztabelle 1, Anhang, zu verweisen.
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Abbildung 20: Werte der physischen Aktivitat Uber die Beobachtungszeit von Versuchstier
10, zellfreies Kontroll-Konstrukt, durchschnittiche physische Aktivitat Gber die
Beobachtungszeit: 3,3 (Minimum: 0,0, Maximum: 210,0). Insgesamt 9731 Datenpunkte.
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Abbildung 21: Werte der physischen Aktivitéat tber die Beobachtungszeit von Versuchstier
16, hEHT, durchschnittliche physische Aktivitat Uber die Beobachtungszeit: 4,3 (Minimum:

0,0, Maximum: 157,0). Insgesamt 9835 Datenpunkte.

Zusatzlich wurden Histogramme, also Haufigkeitsverteilungen, der physischen Aktivitat
angefertigt. Exemplarisch abgebildet ist erneut jeweils ein Histogramm zu einem Versuchstier
aus jeder Gruppe (Versuchstier 10: Zellfreies Kontroll-Konstrukt, Versuchstier 16: hEHT). Wie
bei beiden Versuchstieren zu erkennen ist, sind niedrige Werte der physischen Aktivitat
deutlich haufiger gemessen worden als hohe Werte. Die Versuchstiere befanden sich
dementsprechend meist in einem ruhenden, sitzenden bzw. liegenden Zustand, liefen jedoch

auch einen Teil der Beobachtungszeit in ihren Kafigen umher (Abbildungen 22 und 23).
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Abbildung 22: Histogramm, Versuchstier 10, zellfreies Kontroll-Konstrukt, physische

Aktivitat.
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Abbildung 23: Histogramm, Versuchstier 16, hEHT, physische Aktivitét.

Dasselbe ist auch in dem Histogramm zu erkennen, in welchem die physische Aktivitat fur
beide Gruppen vergleichend dargestellt ist. Die Versuchstiere beider Gruppen waren tber die

Beobachtungszeit ahnlich aktiv (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Gruppen-Histogramm physische Aktivitat.

3.4.3 EKG-Wellenform: Herzfrequenz

Auch die Messung und Untersuchung der Herzfrequenz diente der Uberpriifung des

allgemeinen Gesundheitszustands der Versuchstiere. Aulerdem lieferte die Herzfrequenz
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Ubergreifende Informationen Uber den Status des kardiovaskularen Systems der

Versuchstiere.

Die durchschnittliche Herzfrequenz beider Gruppen inkl. Standardabweichung Uber den
Beobachtungszeitraum war fir die Gruppe mit zellfreiem Kontroll-Konstrukt 285+5
Schlage/Minute und fir die Gruppe mit hEHT 2955 Schlage/Minute. Beim Vergleich beider
Gruppen konnte kein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich der durchschnittlichen
Herzfrequenz Uber den Beobachtungszeitraum festgestellt werden. Der p-Wert betrug 0,182
(Abbildung 25).
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Abbildung 25: Durchschnittliche Herzfrequenz Uber den Beobachtungszeitraum beider
Gruppen, zellfreies Kontroll-Konstrukt (n=8), hEHT (n=10), *p<0,05 (Unpaired t-Test,
Mittelwert£SD).

Fast alle Versuchstiere zeigten bis auf vereinzelte bradykarde Werte lber den gesamten
Beobachtungszeitraum eine konstante Herzfrequenz, die um durchschnittlich 290
Schlage/Minute pendelte. Dies implizierte erneut, dass die Versuchstiere trotz der OPs einen
guten Allgemeinzustand aufwiesen und dass sich ihr kardiovaskulares System trotz der Infarkt-
Induktion in einem stabilen Zustand befand und die Versuchstiere sich somit hinsichtlich des
Auftretens von Herzrhythmusstérungen miteinander vergleichen lie3en, was in Einklang mit
den Ergebnissen der Parameter steht. Es zeigte sich bei manchen Versuchstieren eine
Tendenz zu einer Erhdhung der Herzfrequenz im Zeitraum nach der Transplantations-OP,

vermutlich durch postoperative Schmerzen ausgel6st.

Ausnahmen hiervon bildeten die Versuchstiere 17 und 25 (beide hEHT), die Uber langere
Zeitraume Bradykardien aufwiesen, bei denen die Herzfrequenz z.T. deutlich unter Werte von

290 Schlagen/Minute fiel. Bei dem Versuchstier 25 war diese bradykarde Phase auf wenige
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Tage nach der 2. OP-Prozedur beschrankt und lie3 sich vermutlich auf eben diese
zurlckfuhren (z.B. ausgelést durch die Wirkung der verwendeten Anasthetika). Bei
Versuchstier 17 konnte Uber einen langeren Zeitraum von ca. 20 Tagen Dauer eine deutliche
Erniedrigung der Herzfrequenz beobachtet werden, die jedoch kurz vor Ende der
Beobachtungszeit zu normalen Werten zuriickkehrte und keine letalen Folgen fir das

Versuchstier hatte. Fir Daten zu diesen beiden Versuchstieren s. Zusatztabelle 1, Anhang.

Wieder sind hier beispielhaft zwei Diagramme abgebildet (Abbildungen 26 und 27), die den
Verlauf der Herzfrequenz wahrend der Beobachtungszeit von jeweils einem Versuchstier aus
beiden Gruppen darstellen (Versuchstier 9: Zellfreies Kontroll-Konstrukt, Versuchstier 20:
hEHT). Fur detaillierte Daten, d.h. fur Werte zu jedem einzelnen Versuchstier, ist auf

Zusatztabelle 1, Anhang, zu verweisen.
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Abbildung 26: Werte der Herzfrequenz Uber die Beobachtungszeit von Versuchstier 9,
zellfreies Kontroll-Konstrukt, durchschnittliche Herzfrequenz Uber die Beobachtungszeit:
292 (Minimum: 197, Maximum: 410). Insgesamt 9740 Datenpunkte.
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Abbildung 27: Werte der Herzfrequenz tber die Beobachtungszeit von Versuchstier 20,
hEHT, durchschnittliche Herzfrequenz tber die Beobachtungszeit: 295 (Minimum: 107,
Maximum: 423). Insgesamt 9797 Datenpunkte.

Es wurden Histogramme, also Haufigkeitsverteilungen, der Herzfrequenz angefertigt.
Ebenfalls hier gezeigt sind die Histogramme der Versuchstiere 9 und 20, die die
Haufigkeitsverteilung der aufgetretenen Herzfrequenzen reprasentieren (Abbildungen 28 und
29). Zu erkennen ist, dass die Werte der Herzfrequenz beider Tiere nahezu gleichverteilt um
die durchschnittliche Frequenz von 290 Schlagen/Minute pendelten. Sehr hohe und niedrige

Werte kamen dementsprechend selten vor.
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Abbildung 28: Histogramm, Versuchstier 9, zellfreies Kontroll-Konstrukt, Herzfrequenz.
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Abbildung 29: Histogramm, Versuchstier 20, hEHT, Herzfrequenz.

3.4.4 EKG-Wellenform: Arrhythmien

Um zu untersuchen, ob die Transplantation der hEHTs auf die infarzierten Herzen der
Meerschweinchen zu einem vermehrten Auftreten von ventrikuldaren Arrhythmien flhrte,
wurden die aufgezeichneten EKGs auf das Vorhandensein von Herzrhythmusstérungen hin
analysiert. Ebenso wurde mit den EKGs der Versuchstiere, die als Negativkontrolle zellfreie

Kontroll-Konstrukte erhielten, verfahren. AnschlieBend konnten die Ergebnisse beider

Gruppen verglichen werden.
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Die vorhandenen EKGs aller eingeschlossenen Versuchstiere (Ngesamt=18, Nhent=10, Nzeliffreies

Kontroll-konstruki=8) konnten Uber den gesamten aufgezeichneten Zeitraum analysiert werden.

Bei der Analyse der EKGs zeigten sich in diesen neben einem Sinusrhythmus (der in seiner
Morphologie dem des Menschen sehr &hnlich ist; Abbildung 30A) verschiedene Subtypen
ventrikularer Herzrhythmusstoérungen (Abbildung 30B-D). Es konnte das Auftreten von
ventrikularen Extrasystolen (Premature Ventricular Contraction, PVC), Couplets und Triplets
(konsekutive PVCs) sowie nicht-anhaltenden ventrikularen Tachykardien (Non-sustained

Ventricular Tachycardia, Non-sus VT) beobachtet werden.
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Abbildung 30: Sinusrhythmus und Beispiele ventrikuldarer Herzrhythmusstérungen im

Meerschweinchen-EKG, exemplarische Ausschnitte (Verandert nach Pecha et al. 2019).
A: Sinusrhythmus. Maf3stab: 250 ms.

B: PVC. Mal3stab: 250 ms.

C: Couplet. Maf3stab: 250 ms.

D: Non-sus VT. Mal3stab: 250 ms.

Anhaltende ventrikul&re Tachykardien (Sustained Ventricular Tachycardia, Sus VT) konnten

lediglich bei zwei Versuchstieren (Versuchstiere 3 und 12) jeweils einmal detektiert werden.
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Dies allerdings im Analyse-Zeitfenster 1, also vor Transplantation von hEHT bzw. zellfreiem
Kontroll-Konstrukt. Das Auftreten von Kammerflimmern (Ventricular Fibrillation, VF) konnte
nicht beobachtet werden (Abbildung 36).

Bei allen Versuchstieren konnte im Analyse-Zeitfenster 2 das Auftreten von PVCs detektiert
werden, wahrend die anderen Subtypen von Arrhythmien nur bei einem prozentualen Anteil
der Tiere der jeweiligen Gruppe im Analyse-Zeitfenster 2 aufgezeichnet werden konnten (Tiere
mit jeweiliger Arrhythmie aus der Gruppe mit hEHT bzw. zellfreiem Kontroll-Konstrukt: PVC
8/8 bzw. 10/10, Couplets/Triplets 7/8 bzw. 7/10, Non-sus VT 6/8 bzw. 5/10; Abbildung 31).
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Anteil der Tiere mit Arrhythmie-
Subtyp [%]
(&)1
o
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Abbildung 31: Prozentualer Anteil der Versuchstiere der jeweiligen Gruppe mit dem

Auftreten der verschiedenen Arrhythmie-Subtypen in Analyse-Zeitfenster 2.

Neben den in der Auswertung einbezogenen ventrikularen Herzrhythmusstérungen zeigten
sich bei den Versuchstieren ebenfalls supraventrikulare Arrhythmien, d.h. Stérungen des
Herzrhythmus, die ihren Ursprung nicht im Ventrikel, sondern im Vorhof hatten. Dazu gehdrten
Vorhofarrhythmien wie der atrioventrikulare Block (AV-Block), der sinuatriale Block (SA-Block)
und supraventrikulare Extrasystolen. Das Auftreten dieser Rhythmusstérungen wurde zwar bei
der Analyse vermerkt und die jeweiligen Stellen im EKG gekennzeichnet, in die Auswertung
wurden sie jedoch nicht einbezogen, da hier der Fokus auf lebensbedrohliche ventrikulére

Arrhythmien gesetzt wurde.
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Die insgesamt hohe Zahl an Arrhythmien nach Infarkt-Induktion liel3 auf deren Erfolg und eine
Erhéhung des Risikos fir Herzrhythmusstérungen schlieen, da in EKGs gesunder
Meerschweinchen nur sehr selten Herzrhyhmusstérungen zu beobachten sind (Shiba et al.
2012).

Fir jeweils ein Versuchstier beider Gruppen (Versuchstier 32: zellfreies Kontroll-Konstrukt,
Versuchstier 22: hEHT) sind hier exemplarisch die Zeitverlaufe der absoluten Haufigkeit der
verschiedenen Arrhythmie-Subtypen Uber die Beobachtungszeit abgebildet (Abbildungen 32
und 33). Hier war, wie bei allen Versuchstieren, zu erkennen, dass das Auftreten der
Arrhythmien zufallig Uber den gesamten Beobachtungszeitraum zu detektieren war und es

keine Haufung zu bestimmten Zeitpunkten gab.
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Abbildung 32: Zeitverlauf des Auftretens der verschiedenen Arrhythmie-Subtypen bei
Versuchstier 32 (zellfreies Kontroll-Konstrukt) in Analyse-Zeitfenster 1 und 2 (grau
hinterlegt sind die von der Auswertung ausgeschlossenen postoperativen Phasen von

jeweils 48 Stunden Dauer).
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Abbildung 33: Zeitverlauf des Auftretens der verschiedenen Arrhythmie-Subtypen bei
Versuchstier 22 (hEHT) in Analyse-Zeitfenster 1 und 2 (grau hinterlegt sind die von der

Auswertung ausgeschlossenen postoperativen Phasen von jeweils 48 Stunden Dauer).
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Fur detaillierte Daten, d.h. fiir die genaue absolute Anzahl des Auftretens der Gesamtzahl aller

Arrhythmien sowie der verschiedenen Arrhythmie-Subtypen absolut und pro 100 Minuten

normiert, zu jedem einzelnen Versuchstier, ist auf Zusatztabelle 2, Anhang, zu verweisen.

Auch bei der Darstellung der absoluten Gesamtzahl aller Arrhythmien von allen Versuchstieren

sowie des Medians der absoluten Gesamtzahl aller Arrhythmien der beiden Gruppen zeigte

sich eine homogene Verteilung des Auftretens von Herzrhythmusstorungen uber den

gesamten Beobachtungszeitraum ohne Haufung von Arrhythmien in bestimmten Phasen der

Beobachtungszeit (Abbildungen 34 und 35).

1000
[ .
e 100
= c .  x iy . wew
N 'g 10 . i LIRS ¥ oatx
E _C xx "] ”"”;aﬁ-n P a:nsx“
3, A1 RHFE S L A
'g 1 t 2 HEX s s o R o NEARXAXNAAXNN » HANX -
<
01 | ] L] | | | ] L]
5.10 15 20 25 30 3
NG
X X Zeit [Tage]
N

- hEHT (n=10)

= /Zellfreies Kontroll-
Konstrukt (n=8)

Abbildung 34: Zeitverlauf des Auftretens aller Arrhythmien bei allen Versuchstieren in
Analyse-Zeitfenster 1 und 2 (grau hinterlegt sind die von der Auswertung

ausgeschlossenen postoperativen Phasen von jeweils 48 Stunden Dauer).
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Abbildung 35: Zeitverlauf des Auftretens der medianen Anzahl aller Arrhythmien bei beiden
Gruppen in Analyse-Zeitfenster 1 und 2 (grau hinterlegt sind die von der Auswertung

ausgeschlossenen postoperativen Phasen von jeweils 48 Stunden Dauer).
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Wie in der Abbildung 36 der absoluten Gesamtzahl aller Arrhythmien sowie der absoluten

Haufigkeiten der verschiedenen Arrhythmie-Subtypen aller Versuchstiere getrennt flir die

beiden Analyse-Zeitfenster 1 und 2 zu erkennen, war entsprechend der Dauer der beiden

Zeitraume von 4 bzw. 26 Tagen eine deutlich grél3ere Anzahl von Herzrhythmusstérungen im

Analyse-Zeitfenster 2 zu beobachten (Ausnahme: Versuchstier 6). Besonders die absolute

Haufigkeit von Couplets, Triplets und Non-sus VTs war in beiden Gruppen im Analyse-

Zeitfenster 2 meist deutlich groBer. Ausgenommen davon ist das Auftreten zweier Episoden

von Sus VTs, die beide vor Transplantation zu detektieren waren (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Auftreten der Gesamtzahl aller Arrhythmien sowie von PVCs, Couplets,
Triplets, Non-sus VTs und Sus VTs aller Versuchstiere in Analyse-Zeitfenster 1 und 2.

Beim Vergleich des Auftretens der Gesamtzahl aller Arrhythmien sowie der verschiedenen
Arrhythmie-Subtypen normiert pro 100 Minuten zwischen den zwei Analyse-Zeitfenstern,
stellten sich in der Gruppe der Versuchstiere mit zellfreien Kontroll-Konstrukten keine
statistisch signifikanten Unterschiede dar (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Gruppe mit zellfreiem Kontroll-Konstrukt, Analyse-Zeitfenster-Vergleich des
Auftretens der Gesamtzahl aller Arrhythmien sowie der verschiedenen Arrhythmie-
Subtypen, normiert auf die durchschnittliche Anzahl pro 100 Minuten, *p<0,05 (Unpaired t-
Test, Mittelwert+SD).

Hinsichtlich des Auftretens der Gesamtzahl aller Arrhythmien konnten in Analyse-Zeitfenster
1 0,517 Arrhythmien Total/100 Minuten und in Analyse-Zeitfenster 2 1,427 Arrhythmien
Total/100 Minuten beobachtet werden. Es zeigte sich bei einem p-Wert von 0,165 kein
statistisch signifikanter Unterschied. Die Haufigkeit der PVCs betrug in Analyse-Zeitfenster 1
0,377 PVCs/100 Minuten und 1,305 PVCs/100 Minuten in Analyse-Zeitfenster 2. Dies war bei
einem p-Wert von 0,130 auch nicht statistisch signifikant unterschiedlich. Die Anzahl an
Couplets mit 0,037 Couplets/100 Minuten in Analyse-Zeitfenster 1 und 0,078 Couplets/100
Minuten in Analyse-Zeitfenster 2 war bei p=0,132 ebenfalls nicht statistisch signifikant
verschieden. Das Auftreten von Triplets betrug im Analyse-Zeitfenster 1 0,037 Triplets/100
Minuten und im Analyse-Zeitfenster 2 0,027 Triplets/100 Minuten. Es zeigte sich mit einem p-

Wert von 0,176 kein statistisch signifikanter Unterschied. Ebenfalls mit 0,041 Non-sus VTs/100
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Minuten in Analyse-Zeitfenster 1 versus 0,016 Non-sus VTs/100 Minuten in Analyse-
Zeitfenster 2 bei p=0,442 nicht statistisch signifikant verandert hat sich das Auftreten von Non-
sus VTs. Bei 0,026 Sus VTs/100 Minuten in Analyse-Zeitfenster 1 im Vergleich zu 0 Sus
VTs/100 Minuten in Analyse-Zeitfenster 2 zeigte sich bei einem p-Wert von 0,155 kein
statistisch signifikanter Unterschied.

Beim Vergleich des Auftretens der Gesamtzahl aller Arrhythmien sowie der verschiedenen
Arrhythmie-Subtypen normiert pro 100 Minuten zwischen den zwei Analyse-Zeitfenstern in der
Gruppe der Versuchstiere mit hEHT zeigten sich, aulRer bei dem Auftreten von Couplets,

ebenso keine statistisch signifikanten Unterschiede (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Gruppe mit hEHT, Analyse-Zeitfenster-Vergleich des Auftretens der
Gesamtzahl aller Arrhythmien sowie der verschiedenen Arrhythmie-Subtypen, normiert auf
die durchschnittliche Anzahl pro 100 Minuten, *p<0,05 (Unpaired t-Test, Mittelwert+SD).

Bei der Haufigkeit der Gesamtzahl aller Arrhythmien konnte mit 0,597 Arrhythmien Total/100
Minuten in Analyse-Zeitfenster 1 und 1,628 Arrhythmien Total/100 Minuten in Analyse-
Zeitfenster 2 bei einem p-Wert von 0,165 kein statistisch signifikanter Unterschied gefunden
werden. Ebenso und statistisch bei p=0,210 auch nicht signifikant unterschiedlich, kam es zu
einer Haufigkeit des Auftretens von PVCs mit 0,588 PVCs/100 Minuten in Analyse-Zeitfenster
1 und 1,504 PVCs/100 Minuten in Analyse-Zeitfenster 2. Als einzige statistisch signifikante
Zunahme mit einem p-Wert von 0,033 war diejenige von 0,009 Couplets/100 Minuten in
Analyse-Zeitfenster 1 auf 0,080 Couplets/100 Minuten in Analyse-Zeitfenster 2 zu
verzeichnen. Kein statistisch signifikanter Unterschied prasentierte sich zwischen 0
Triplets/100 Minuten in Analyse-Zeitfenster 1 und 0,021 Triplets/100 Minuten in Analyse-
Zeitfenster 2 bei p=0,068. Bei 0 Non-sus VTs/100 Minuten in Analyse-Zeitfenster 1 und 0,036
Non-sus VTs/100 Minuten in Analyse-Zeitfenster 2 stellte sich bei p=0,061 kein statistisch
signifikanter Unterschied dar. Sus VTs kamen in dieser Gruppe weder in Analyse-Zeitfenster

1 noch in Analyse-Zeitfenster 2 vor.

Somit gab es, mit Ausnahme der statistisch signifikanten Zunahme von Couplets nach der
Transplantation in der Gruppe der Versuchstiere mit hEHT, keine statistisch signifikanten
Unterschiede bei der Haufigkeit der Gesamtzahl aller Arrhythmien sowie der verschiedenen
Arrhythmie-Subtypen pro beobachteter Zeit beider Gruppen bei Vergleich der beiden Analyse-
Zeitfenster 1 und 2, wenn auch eine Tendenz zur Zunahme des Auftretens von Arrhythmien

bei beiden Gruppen im Analyse-Zeitfenster 2 ersichtlich war.
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Beim Vergleich des Auftretens der Gesamtzahl aller Arrhythmien sowie der verschiedenen
Arrhythmie-Subtypen normiert pro 100 Minuten in Analyse-Zeitfenster 1 und 2 zwischen den
beiden Gruppen konnten ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede beobachtet
werden (Abbildungen 39 und 40).
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Abbildung 39: Gruppen-Vergleich des Auftretens der Gesamtzahl aller Arrhythmien,
normiert auf die durchschnittliche Anzahl pro 100 Minuten, *p<0,05 (Zweifaktorielle

Varianzanalyse, Mittelwert+SD).

Hinsichtlich des Auftretens der Gesamtzahl aller Arrhythmien konnten fiir die Gruppe mit
zellfreiem Kontroll-Konstrukt in Analyse-Zeitfenster 1 0,517 Arrhythmien Total/100 Minuten
detektiert werden, in der Gruppe mit hEHT 0,597 Arrhythmien Total/100 Minuten und in
Analyse-Zeitfenster 2 1,427 Arrhythmien Total/100 Minuten bei den Versuchstieren mit
zellfreiem Kontroll-Konstrukt versus 1,628 Arrhythmien Total/100 Minuten bei den
Versuchstieren mit hEHT. Hier lag bei einem p-Wert von 0,766 kein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen vor.

Die Haufigkeit von PVCs mit 0,377 PVCs/100 Minuten in der Gruppe mit zellfreiem Kontroll-
Konstrukt und 0,588 PVCs/100 Minuten in der Gruppe mit hEHT in Analyse-Zeitfenster 1 und
1,305 PVCs/100 Minuten bzw. 1,504 PVCs/100 Minuten in Analyse-Zeitfenster 2 bei p=0,653
war ebenfalls statistisch nicht signifikant unterschiedlich. Das Gleiche galt bei einem p-Wert
von 0,530 fir das Auftreten von Couplets mit 0,037 Couplets/100 Minuten in der Gruppe mit
zellfreiem Kontroll-Konstrukt und 0,009 Couplets/100 Minuten in der Gruppe mit hEHT in
Analyse-Zeitfenster 1 bzw. 0,078 Couplets/100 Minuten versus 0,080 Couplets/100 Minuten
in Analyse-Zeitfenster 2. Triplets konnten im Analyse-Zeitfenster 1 mit 0,037 Triplets/100

Minuten in der Gruppe mit zellfreiem Kontroll-Konstrukt und O Triplets/100 Minuten in der
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Gruppe mit hEHT und 0,027 Triplets/100 Minuten bzw. 0,021 Triplets/100 Minuten in Analyse-
Zeitfenster 2 beobachtet werden. Auch hier gab es bei p=0,139 keinen statistisch signifikanten
Unterschied. Das Auftreten von Non-sus VTs zeigte sich mit einem p-Wert von 0,552 ebenso
wenig statistisch signifikant unterschiedlich bei 0,041 Non-sus VTs/100 Minuten in der Gruppe
mit zellfreiem Kontroll-Konstrukt und 0 Non-sus VTs/100 Minuten in der Gruppe mit hEHT in
Analyse-Zeitfenster 1 sowie 0,016 Non-sus VTs/100 Minuten versus 0,036 Non-sus VTs/100
Minuten in Analyse-Zeitfenster 2. Zuletzt und bei einem p-Wert von 0,110 erneut ohne
statistisch signifikanten Unterschied lag die Haufigkeit von Sus VTs bei 0,026 Sus VTs/100
Minuten in der Gruppe mit zellfreiem Kontroll-Konstrukt versus 0 Sus VTs/100 Minuten in der
Gruppe mit hEHT in Analyse-Zeitfenster 1 und 0 Sus VTs/100 Minuten in beiden Gruppen in

Analyse-Zeitfenster 2.

Es waren somit keine statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Auftretens der
Gesamtzahl aller Arrhythmien sowie der verschiedenen Arrhythmie-Subtypen pro
beobachteter Zeit zwischen den Gruppen in Analyse-Zeitfenster 1 nach Infarkt-Induktion zu
messen. Dies stellte eine Vergleichbarkeit der Gruppen (vor Transplantation von zellfreiem
Kontroll-Konstrukt bzw. hEHTS) hinsichtlich des Vorhabens der Untersuchung des Risikos fir

Herzrhythmusstérungen sicher.

Ebenso zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Auftretens
der Gesamtzahl aller Arrhythmien sowie der verschiedenen Arrhythmie-Subtypen pro
beobachteter Zeit zwischen den Gruppen in Analyse-Zeitfenster 2. Hieraus lie3 sich
schlussfolgern, dass die Transplantation von hEHTs auf die infarzierten Herzen der
Meerschweinchen nicht zu einem erhohten Risiko fir das Auftreten ventrikularer

Herzrhythmusstérungen gefiihrt hat.
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Abbildung 40: Gruppen-Vergleich des Auftretens von PVCs, Couplets, Triplets, Non-sus
VTs und Sus VTs normiert auf die durchschnittliche Anzahl pro 100 Minuten, *p<0,05

(Zweifaktorielle Varianzanalyse, MittelwertSD).
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4. Diskussion

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss der Transplantation von humanen EHTs auf die
Elektrophysiologie hinsichtlich des Risikos fur Herzrhythmusstérungen des Empfangerherzens

Zu untersuchen.

Dazu wurden aus hiPSC-KM spontan kontrahierende hEHTs generiert und diese auf
infarzierte Herzen von Meerschweinchen transplantiert. Nach der Kryo-Verletzung sowie der
Implantation der hEHTs bzw. zellfreier Kontroll-Konstrukte wurde eine EKG-Aufzeichnung mit
zuvor implantierten Transmittern durchgeftihrt. Diese sollte den bezlglich des Auftretens von
Herzrhythmusstérungen zeitlich hochrelevanten Bereich der Tage und Wochen nach dem
Infarkt darstellen. Anschlielend wurden die EKGs auf das Vorkommen von spontanen
ventrikularen Arrhythmien hin untersucht, um das Risiko flr Herzrhythmusstérungen nach dem

Gewebeersatz in vivo zu evaluieren.

Der Untergang von KM durch eine Ischdmie des Herzmuskels, wie sie beim Myokardinfarkt
auftritt, oder die Simulation eines solchen durch Kryo-Verletzung sowie die konsekutive
Bildung von Narbengewebe ist mit einem gehauften Auftreten gefahrlicher ventrikularer
Arrhythmien assoziiert. Um bei der Untersuchung des Auftretens von Herzrhythmusstérungen
eine Vergleichbarkeit der beiden Gruppen sicherzustellen, und um auszuschlieRen, dass
moglicherweise unterschiedlich grof3e Verletzungen der Herzen der Versuchstiere Einfluss auf
das Risiko fur Arrhythmien des jeweiligen Versuchstieres nahmen, wurden vor der
Transplantation von hEHTs bzw. zellfreier Kontroll-Konstrukte Echokardiographien
durchgefuhrt. Die echokardiographischen Untersuchungen dienten der indirekten
Einschatzung der Infarktgréf3e durch Messung der Parameter FAC und LVIDd. Dabei zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchstieren der beiden Gruppen,
sodass eine Vergleichbarkeit hinsichtlich des Risikos flir Herzrhythmusstérungen gegeben
war. Dies wurde durch histologische Untersuchungen bestétigt, welche ergaben, dass alle
Versuchstiere vergleichbar grof3e transmurale Infarkte des LV erlitten. Die Vergleichbarkeit der
Gruppen bezlglich des Arrhythmie-Risikos wurde zuséatzlich von den Beobachtungen
unterstitzt, dass es zum einen keine signifikanten Unterschiede bei der Haufigkeit von
Herzrhythmusstorungen zwischen den beiden Gruppen im Analyse-Zeitfenster 1 vor
Transplantation von hEHT bzw. zellfreiem Kontroll-Konstrukt gab, und zum anderen davon,
dass sich die Gruppen auch bei der Parameter- (Aktivitdt, Korpertemperatur) und
Herzfrequenz-Analyse nicht signifikant unterschieden und alle Tiere trotz Operationen und

Verletzung des Herzens in einem guten Allgemeinzustand waren.

Damit die Transplantation des hEHTs tUberhaupt Arrhythmien hervorrufen konnte, war es ndtig,
dass die KM des Transplantats die Implantation tberlebten. Um zu tberprifen, ob dieses Ziel

erreicht wurde, wurden nach der Beobachtungszeit die Organe enthommen und histologisch
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untersucht. Bei den Untersuchungen der Herzen aller Versuchstiere der hEHT-Gruppe waren
Areale mit Herzmuskelgewebe in der narbigen Infarktregion zu finden. Dieses
Herzmuskelgewebe war, wie die immunhistochemische Farbung mit humanem Ku80 zeigte,
menschlichen Ursprungs. Die humanen KM des Transplantats Uberlebten also die
Verpflanzung und es kam zumindest zu einer partiellen Remuskularisierung der infarzierten

Herzen.

Wie Weinberger et al. 2016 in einer vorherigen Studie (Tabelle 1) unseres Instituts bereits
zeigen konnte, war das aus hiPSC-KM und hiPSC-EC hergestellte hREHT nach Transplantation
in der Lage, bei einem Teil der Versuchstiere elektrisch an das infarzierte Empfangerherz von
Meerschweinchen zu koppeln und zu einer Verbesserung der linksventrikularen myokardialen
Pumpfunktion sowie des elektrophysiologischen Phénotyps des Herzens (z.B. schnellere
Erregungsleitung) zu fihren (s. auch Abbildung 7; Weinberger et al. 2016). Daten zum

Auftreten von Arrhythmien nach hEHT-Transplantation waren jedoch bis jetzt nicht vorhanden.

Bei der Analyse der EKGs der vorliegenden Studie (Tabelle 1) zeigten sich zwischen den
beiden Gruppen mit hEHTs bzw. zellfreien Kontroll-Konstrukten keine statistisch signifikanten
Unterschiede bezuglich des Auftretens von Herzrhythmusstoérungen.
Es waren verschiedene ventrikulare Arrhythmien (PVCs, Couplets, Triplets, Non-sus VTs, Sus
VTs) zu beobachten, doch weder in der Gesamtzahl der Arrhythmien noch hinsichtlich der
Haufigkeit der verschiedenen Arrhythmie-Subtypen im Analyse-Zeitfenster 2 (nach
Transplantation von hEHTs bzw. zellfreiem Kontroll-Konstrukt) gab es signifikante Differenzen
zwischen den beiden Versuchsgruppen. Es zeigte sich also kein Einfluss auf das Risiko fir
Arrhythmien und somit keine Evidenz fir proarrhythmische Effekte der Transplantation von
aus hiPSC-KM generierten hEHTSs.

4.1 Diskussion relevanter Studien der kardialen regenerativen Medizin

Tabelle 1 stellt die Studiendesigns und Ergebnisse von Weinberger et al., dieses Experiments
sowie weiterer relevanter Studien der kardialen regenerativen Medizin, die die Haufigkeit von

Herzrhythmusstérungen nach Transplantation von KM untersucht haben, gegeniber.

Zwar existieren keine weiteren Daten zum Arrhythmie-Risiko nach Transplantation von hEHTs
aus hiPSC-KM, allerdings gab es Experimente mit Untersuchungen zum Auftreten von
Herzrhythmusstérungen nach Transplantation von KM, die aus unterschiedlichen Zellarten

gewonnen und mit verschiedenen Methoden in diverse Versuchstiere implantiert wurden.

Zimmermann et al. konnte bei Transplantation von aus neonatalen Ratten-KM hergestellten
schleifenformigen EHTSs, trotz Verminderung einer durch den Infarkt hervorgerufenen
Verzdgerung der Erregungsleitung tber der Narbenregion durch das EHT und elektrischer

Kopplung bei allen Ratten, keinen Effekt auf das Risiko fur spontane Herzrhythmusstorungen
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im Ratten-Infarkt-Modell beobachten (Zimmermann et al. 2006). Shiba et al. beschreibt nach
Injektion von hESC-KM in infarzierte Meerschweinchen-Herzen eine elektrische Kopplung der
KM an das Empfangermyokard bei 60 % der Versuchstiere und sogar einen signifikanten
antiarrhythmischen Effekt, da die Versuchstiere, welche die Zellen erhielten, eine verminderte
Anzahl durch programmierte elektrische Stimulation induzierter Arrhythmien aufwiesen. Dieser
Effekt bei Untersuchung der Arrhythmien unter elektrischer Stimulation stellt jedoch im
Gegensatz zum spontanen Auftreten von Herzrhythmusstérungen nach Herzinfarkt (wie in
dieser Studie) weniger klinisch relevante Bedingungen dar. Die Haufigkeit spontaner
Arrhythmien veranderte sich im Vergleich zur Gruppe ohne hESC-KM nicht (Shiba et al. 2012).
Im Kontrast zu diesen Beobachtungen stehen die Ergebnisse der Studie von Chong et al., bei
der Makaken hESC-KM ins infarzierte Myokard injiziert bekamen. Bei allen Versuchstieren
konnte eine elektrische Kopplung festgestellt werden. Allerdings erhdhte sich durch die Zell-
Therapie das Risiko flr spontane ventrikuldre Herzrhythmusstérungen sogar unter
antiarrhythmischer Behandlung mit Amiodaron signifikant (Chong et al. 2014). Diese
Ergebnisse konnten in einer weiteren Studie an Makaken von Shiba et al. bestétigt werden, in
der in einer allogenen Transplantation nach Infarkt-Induktion Makaken-iPSC-KM ebenfalls
intramyokardial appliziert wurden. Auch Shiba et al. konnte nun bei allen Versuchstieren eine
elektrische Kopplung feststellen und es kam zum vermehrten Auftreten spontaner
Herzrhythmusstérungen (Shiba et al. 2016). Ye et al. transplantierte im Schwein-Infarkt-Modell
hiPSC-KM und konnte wiederum keinen Effekt auf das Arrhythmie-Risiko ausmachen. Es kam
weder zum vermehrten Auftreten spontaner ventrikularer Arrhythmien, noch konnten bei den
Versuchstieren unter programmierter elektrischer Stimulation Herzrhythmusstérungen
ausgeldst werden (Ye et al. 2014). Gao et al. kam passend dazu zu &hnlichen Ergebnissen:
Nach Transplantation eines kardialen Muskelpatches aus hiPSC-KM, -EC und -SMC auf
infarzierte Schweineherzen konnte keine Veranderung des Risikos flir das Auftreten spontaner
oder durch elektrische Stimulation hervorgerufener Herzrhythmusstérungen gemessen
werden (Gao et al. 2018). In einer weiteren aktuellen Studie von Liu et al. an nicht-humanen
Primaten, bei der analog zu Chong et al. hESC-KM in die Infarktregion injiziert wurden, zeigte
sich ebenfalls kein signifikanter Einfluss auf das Risiko fiur spontane oder induzierte
Arrhythmien. Die vorherigen Ergebnisse der Arbeitsgruppe (Chong et al. 2014) konnten somit
nicht reproduziert werden (Liu et al. 2018). In einer kurzlich veroffentlichten Studie der
Arbeitsgruppe um Laflamme zeigten sich allerdings abweichende Ergebnisse: Romagnuolo et
al. beschreibt, dass die intramyokardiale Injektion von hESC-KM in infarzierte Herzen von
Schweinen zu einem stark erhéhten Risiko fir das Auftreten von Herzrhythmusstérungen
fuhrte. Im Vergleich zur Kontrollgruppe traten bei den Tieren mit hESC-KM kurz nach der
Transplantation deutlich mehr und z.T. auch hamodynamisch relevante ventrikulare

Tachykardien auf. Elektrophysiologische Untersuchungen ergaben, dass die Arrhythmien
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wahrscheinlich eher durch fokale Mechanismen und weniger durch Reentry-Kreislaufe

ausgeldst wurden (Romagnuolo et al. 2019).

Die Ergebnisse dieser Studien sind heterogen und es ist nicht leicht, hieraus Schlisse zu
Ziehen. Eine Tendenz scheint sich anhand des Versuchstieres zu ergeben. Wahrend sich in
Kleintiermodellen an Meerschweinchen bzw. Ratten keine Effekte zeigten oder sogar ein
antiarrhythmischer Effekt (unter programmierter elektrischer Stiumulation) messbar war,
zeigen die Experimente an Groftieren, besonders an Affen (Ausnahmen: Liu et al., bei dem
es nur bei einem der sechs hESC-KM-Empféanger zu gravierenden Arrhythmien kam, und zwei
der drei Schwein-Infarkt-Modelle, fir mogliche Griinde s.u.), haufiger einen proarrhythmischen
Effekt der Transplantation. Dies wiurde mit der Theorie Ubereinstimmen, dass Herzen mit
hoherer Schlagfrequenz und geringerem Gewebevolumen, wie bei Ratten oder
Meerschweinchen, eher weniger anfallig fur Herzrhythmusstérungen sind als jene mit
niedrigerer Frequenz und gréRerem Volumen, wie die von Menschen, Schweinen oder
Primaten. In diesem Fall wiirde die positive (oder zumindest neutrale) Wirkung von hESC-
bzw. hiPSC-KM in Kleintiermodellen Uberschatzt (Laflamme et al. 2007a; Lalit et al. 2014).
Schnellere Herzfrequenzen scheinen die Leitung Uber natlrliche Erregungsleitungswege zu
favorisieren und Automatie sowie getriggerter Aktivitdt des Transplantats und Reentry-
Kreislaufen entgegenzuwirken. Weniger myokardiales Gewebevolumen bietet grundsatzlich
gleichzeitig weniger Moglichkeiten zur Entstehung von Reentry-Kreislaufen. Im Grolstiermodell
kann die maximal verabreichte Zelldosis zudem hdher sein und somit das Transplantat selbst
ein groReres Volumen aufweisen. Dies kdnnte die Entstehung und Aufrechterhaltung von
Reentry-Kreislaufen innerhalb des Grafts selbst beglinstigen. So hatte der Primat mit dem
gréRten hESC-KM-Transplantat in der Studie von Chong et al. interessanterweise tatséchlich
auch die meisten Herzrhythmusstorungen (Chong et al. 2014). Romagnuolo et al. konnte
jedoch keine Korrelation zwischen TransplantatgroRe und Arrhythmie-Risiko feststellen
(Romagnuolo et al. 2019). Kénnen die hESC- bzw. hiPSC-KM allerdings nicht mit den hohen
Frequenzen des jeweiligen Versuchstieres mindestens Schritt halten, um Effekte zu entfalten,
konnte eine maogliche positive Wirkung in diesen Kleintiermodellen umgekehrt unterschéatzt
werden (Laflamme et al. 2007a). Weitere Untersuchungen, v.a. mit humanen KM, an
Groltieren, die aufgrund ihrer Physiologie vermutlich die beste Translation auf den Menschen

zulassen, waren dementsprechend sinnvoll.

Liu et al. konnte trotz &hnlicher Methodik wie Chong et al. dessen Ergebnisse an Makaken
nicht reproduzieren und keinen Effekt auf das Auftreten von Arrhythmien nachweisen. Die
Autoren der Studie sehen die Griinde fir das bei dieser Studie allgemein geringere Risiko fur
Transplantat-assoziierte Arrhythmien in einer anderen Technik der Infarktinduktion und die
Ursache der fehlenden Signifikanz der Ergebnisse in den kleinen Gruppengréf3en (n=6 bzw.
4). Da allerdings einer der mit hESC-KM behandelten Makaken (n=6) deutlich mehr
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Herzrhythmusstérungen entwickelte als die Versuchstiere in der Kontrollgruppe (n=4), wurden
bei diesem Makaken weitere elektrophysiologische Untersuchungen durchgefiihrt. Diese
ergaben, dass Transplantate am ehesten durch ektope Impulsgeneration (Automatie oder
Nachdepolarisation) und weniger durch Reentry-Mechanismen zur Entstehung von
Arrhythmien fihren kdnnten (Liu et al. 2018). Diese Beobachtungen konnten von Romagnuolo
et al. reproduziert und bestatigt werden, der ebenfalls fokale Mechanismen und nicht Reentry
als wahrscheinlichste Ursache der Transplantat-assoziierten Arrhythmien nennt (Romagnuolo
et al. 2019). Dass trotz des Grofitiermodelles Schwein in der Studie von Ye et al. ebenfalls
keine Effekte beobachtet wurden, kénnte noch einen anderen Grund haben: Im Vergleich zu
Chong et al. verwendete Ye et al. bei der Injektion eine 100-fach geringe KM-Zell-Dosis. Ye et
al. injizierte lediglich zwei Millionen hiPSC-KM (sowie in einem Teil der Studie zuséatzlich je
zwei Millionen hiPSC-ECs und -SMCs) und beobachtete eine Netto-Engraftment-Rate von ca.
9 % fur alle drei Zelltypen. Etwa 27 % der tberlebenden Zellen waren KM. Dies bedeutet, dass
lediglich ungefahr 180000 KM pro Tier die Transplantation Gberlebten. Diese Zellzahl ist in
Relation zur Gesamtzahl an KM in einem Schweineherz und dessen GréfR3e sehr gering.
Moglicherweise ist deshalb der beobachtete positive Effekt auf die myokardiale Pumpfunktion
eher auf parakrine Mechanismen zurtckzufuhren und weniger auf eine ,echte Regeneration®
durch Bildung von neuem Myokard. War diese geringe Anzahl von tiberlebenden KM eventuell
gar nicht in der Lage, Arrhythmien zu verursachen, konnte dies zu einer Uberschatzung der
Sicherheit von Zell-Therapien fihren (Chong et al. 2014; Ye et al. 2014). Ye et al. begriindet
die eigenen positiven Ergebnisse der Arrhythmie-Untersuchungen zum einen ebenfalls mit der
geringeren Zelldosis, wahrend jedoch eine weitere Erklarung sei, dass die Therapie zu einer
Zytokin-assoziierten Mobilisierung endogener Progenitorzellen fihre, welche wiederum
bessere Chancen einer elektrischen Integration als exogen zugefilhrte KM und deren
Tochterzellen hatten (Ye et al. 2014). Ahnliches gilt sowohl fiir die Zellzahl, als auch fiir die
Netto-Engraftment-Rate der Studie von Gao et al., bei der ebenfalls kein Effekt beobachtet
wurde (Gao et al. 2018). Um Fehleinschatzungen der Effektivitat der Therapie zu vermeiden,
sollte die Zahl der im Endeffekt tatsachlich Uberlebenden, den Graft bildenden KM in
zukunftigen Experimenten immer ermittelt und in Zusammenschau mit den Effekten auf die
Pumpfunktion bewertet werden. Es ist gut denkbar, dass eine hdhere Zell-Dosis und/oder ein
besseres Engraftment mit hoheren Uberlebensraten sowie ein groReres Graftvolumen eher

Arrhythmien hervorruft.

Das Engraftment selbst wird wiederum durch die Art der Applikation der Zellen beeinflusst.
Moglicherweise sind durch Tissue Engineering-Ansatze hdohere Engraftment-Raten maglich,
beispielsweise durch wéahrend der Kultivierung im 3D-Format stattfindende Reifungsprozesse,
welche das folgende Engraftment verbessern, bei Zell-Therapie-Ansétzen jedoch nicht

stattfinden kdénnen. Auch hierdurch resultieren also relevante Unterschiede zwischen den
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Studien. Insgesamt wird in Tabelle 1 ersichtlich, dass die fehlende Standardisierung bei der
Durchfiihrung der Experimente ein Problem darstellt. Dies beginnt bei der Wahl der Zellart,
aus der die KM differenziert werden, wobei wahrscheinlich davon auszugehen ist, dass sich
KM aus ESC und iPSC sehr &hnlich sind und eine Translation von einem auf den anderen
Zelltyp durchaus mdoglich ist (Zhang et al. 2009; Zwi et al. 2009). Die verwendete Zelldosis
variiert zudem stark. In Verbindung mit unterschiedlichen Engraftment-Raten resultieren
verschiedene Anzahlen Uberlebender Zellen, welche schlussendlich den Graft bilden und so
Uberhaupt erst eine positive oder negative Wirkung auf die Elektrophysiologie entfalten
koénnten (s.u.). Auch hier ist der erwahnte, mdglicherweise Reentry-Kreislaufe beglnstigende

Effekt durch ein damit einhergehendes grofl3eres Graftvolumen zu bedenken.

Des Weiteren werden in den unterschiedlichen Studien verschiedene Methoden der
Infarktinduktion genutzt, welche Einfluss auf die Ergebnisse haben kénnte. Beispielsweise
beschreibt Chong et al., dass das Ischamie-Reperfusions-Modell zu lickenhafteren Infarkten
mit mehr unbeschadigten Myokardbereichen fihrt als die Kryo-Verletzung, welches sich auf
die Erfolgsaussichten zur elektrischen Kopplung auswirken kénnte (Chong et al. 2014). Nach
Shiba et al. hat die Kryo-Verletzung den Vorteil, dass sie zu reproduzierbaren InfarktgréRen
und -lokalisationen fuhrt und die Variabilitit zwischen den Versuchstieren vermindert.
Allerdings hat sie (im Gegensatz zur Ischamie-Reperfusions-Methode) ein Absterben aller im
Infarktgebiet anséssigen Zelltypen zur Folge und fiihrt somit zu einer Umgebung, in der die
Erfolgsaussichten fir ein Engraftment und eine Integration der KM wahrscheinlich stark
eingeschrankt sind (Shiba et al. 2014). Unterscheiden sich aufgrund einer verschiedenen
Methodik oder mangelnder Reproduzierbarkeit einer Methode die Infarktlokalisationen, kbnnte
dies variable Folgen auf den Zustand des Herzens nach der Verletzung haben, beispielsweise
bei Verletzung wichtiger Erregungsleitungsbahnen oder autonomer Nerven, welche die
Herzfunktion regulieren. Aul3erdem variieren die resultierenden Infarktgrof3en. Vermutlich wird
in manchen Studien die GroRRe des Infarkts bewusst gering gewahlt, um die meist hohe
Sterblichkeit der Versuchstiere zu senken. Dies konnte jedoch zur Folge haben, dass die
InfarktgréRe nicht ausreicht, um die Leistung des Herzens und den elektrophysiologischen
Status hinreichend einzuschréanken. So kdnnte der Infarkt bei Chong et al. eventuell nur ein
subklinisches Ausmal’ erreicht haben (Chong et al. 2014). Hinzu kommt, dass Herzen mit
grolReren Verletzungen gegebenenfalls mehr von der Therapie profitieren als jene mit kleinen
Infarkten (Chong et al. 2014). Das Ausmal} der induzierten Infarkte wird verschieden (z.B.
Histologie oder Echokardiographie) und im Falle der Echokardiographie nur indirekt durch
Bestimmung funktioneller Parameter (z.B. FAC) mit einer untersucherabhangigen Methode
gemessen und nicht in denselben Einheiten angegeben (z.B. Flache des LV oder Masse des

LV) oder sogar uberhaupt nicht bestimmt (Zimmermann et al. 2006).
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Eine ahnliche Problematik gilt fir das Ausmaf} der Remuskularisierung. Auf3erdem wird die
Evaluation der Bildung von neuem Myokard oft durch das Vorhandensein narbiger
Veranderungen nach Infarkt erschwert und eine Abgrenzung des Transplantats (z.B. des
hEHTSs) zur umgebenden Narbe und dem gesunden Myokard des Empfangers stellt eine
Herausforderung dar (Weinberger et al. 2016). Insgesamt sind die Ergebnisse somit nur
eingeschrankt vergleichbar, weshalb ein gréReres Mald an Standardisierung, moglichst sogar

einheitliche Standards, notig waren.

Auch die hier vorliegende Studie besitzt (neben den bereits diskutierten) weitere Limitationen
und es sollten Verbesserungen bei der Durchfiihrung weiterer Experimente vorgenommen
werden. Aus oben genannten Grinden ware es sinnvoll, die gleichen Untersuchungen an
Groltieren, deren Herzfrequenz und myokardiales Volumen denen des Menschen ahnlicher
sind, durchzufuhren, um so eine bessere Translation auf den Menschen zu ermdglichen
(Laflamme et al. 2007a; Chong et al. 2014, Lalit et al. 2014). Grundséatzlich konnte die
Aussagekraft solcher Experimente durch eine hdhere Versuchstierzahl sowie eine
kontinuierliche und langer andauernde (da evtl. eine Tendenz zur Abnahme von Arrhythmien
mit der Zeit nach Transplantation vorliegt) EKG-Aufzeichnung gesteigert werden. Zudem
kénnten Untersuchungen der elektrischen Kopplung durchgefiihrt werden, um Uber das EKG
hinaus auch auf zellularer Ebene Informationen Uber die elektrophysiologischen
Wechselwirkungen des Transplantats mit dem Empfangermyokard zu sammeln. Dies ist vor
allem wichtig, da eine elektrische Kopplung und Integration der neuen KM in den Herzmuskel
des Empfangers mit synchroner Kontraktion fir eine ,echte Regeneration“ (bei der die
Verbesserung der myokardialen Pumpfunktion auf Zugewinn synchronisierter kontraktiler
Einheiten und nicht auf parakrinen Mechanismen basiert) vermutlich nétig sind. Ebenfalls
mussen diese Kopplung und Integration wahrscheinlich stattfinden, damit das Transplantat
das Risiko fur Arrhythmien nicht erhdht oder dieses sogar vermindern kann. Der Goldstandard
zur Untersuchung der elektrischen Kopplung ist die Nutzung des Calcium-Sensors GCaMP,
der Uber genetische Modifikation mittels Transgen in die hiPSC-KM des hEHTs eingebracht
wird, die das Protein daraufhin zu exprimieren beginnen. Eine anschlie3ende Korrelation des
GCaMP-Floureszenssignals mit dem EKG des Empfangerherzens zeigt, ob eine elektrische
Kopplung zwischen Transplantat und Empféangermyokard vorliegt (Shiba et al. 2012).
Ebenfalls konnte eine immunhistochemische Darstellung der Connexin 43-Expression und
somit der Bildung von Gap Junctions zwischen transplantierten KM und KM des Empfangers
erfolgen (s.u.; Chen et al. 2009).

Ebenfalls weiter zu erforschen ist der Einfluss des Ortes der KM-Transplantation auf die
Fahigkeit zur elektrischen Kopplung. Die epikardiale Applikation fihrt zur Bildung einer
faserigen Kappe, die die transplantierten KM vom Empfangerherz isolieren kénnte (Gerbin et

al. 2015; Weinberger et al. 2016). Einerseits wurde von Gerbin et al. bei epikardialer
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Transplantation keine elektrische Kopplung beobachtet, wéhrend diese bei intramyokardialer
Applikation auftrat. Dennoch kdnnen auch bei intramyokardialer Injektion durch
Wundheilungsprozesse isolierende Bereiche entstehen (Hirt et al. 2014b; Gerbin et al. 2015).
Andererseits konnte Weinberger et al. bei einem Teil der Versuchstiere nach epikardialer
Transplantation von hEHTs trotz isolierender Strukturen im Transplantationsareal eine
elektrische Kopplung nachweisen. Der zugrundeliegende Mechanismus war allerdings unklar.
Mdglicherweise gentgen wenige KM zur Herstellung einer elektrischen Kopplung. Eine
weitere Erklarung ware, dass residente Fibroblasten auch in der Lage sein kdnnten, eine
elektrische Kopplung mit KM zu ermdéglichen (Kohl und Camelliti 2007; Weinberger et al.
2016). Auch ein Einfluss parakriner Mechanismen, welche die Erregungsleitung Uber
Empfanger-KM durch die Infarktzone verbessern, ist denkbar (Hirt et al. 2014b). Um die
elektrische Kopplung zu verbessern, wurde das hEHT auch mit gesundem Myokard an der
Infarktgrenze in Kontakt gebracht; ob dies alleine das Problem der elektrischen Integration
I0st, ist allerdings unklar (Weinberger et al. 2017). Erschwerend kommt bei epikardialen
Ansatzen mit Gewebekonstrukten hinzu, dass sowohl das Epikard selbst, als auch eine
epithelartige Zellschicht auf den Gewebepatches zusatzliche elektrische Barrieren zwischen
transplantierten KM und Empfanger-KM darstellen (Zimmermann et al. 2002a; Hirt et al.
2014b). Weitere systematische Vergleiche zwischen epi- und myo- sowie auch endokardialer

Applikation der KM kénnten einen wichtigen Informationsgewinn in dieser Frage bedeuten.

AuRerdem scheint die immunbedingte Narbenbildung, die zu einer Isolation von Transplantat
und Empfangerherz fihren kdnnte, in xenogenen Ansatzen starker als in allogenen zu sein,
weshalb letzteren Strategien der Vorzug gegeben werden sollte (Zimmermann et al. 2006;
Shiba et al. 2016). Allerdings gibt es auch Hinweise, dass selbst eine Transplantation von
iPSC zwischen genetisch identischen Mausen eine Immunreaktion ausldsen kann (Zhao et al.
2011). Die inflammatorisch-immunologische Reaktion, die zur Narbenbildung fihrt, liel3e sich
jedoch gegebenenfalls noch mehr verringern, indem bestimmte, weniger immunogene
somatische Zellen als iPSC-Quelle dienen, da dies letztlich einen Einfluss auf die
Immunogenitat der aus ihnen differenzierten iPSC-KM haben kdnnte (Liu et al. 2013). Durch
genetische Modifikation lassen sich hypoimmunogene iPSC herstellen, die ebenfalls eine
deutlich geringere Immunreaktion des Empfangers hervorrufen (Deuse et al. 2019). Zusétzlich
konnte es sinnvoll sein, die Art der Applikation der KM mdglichst minimal-invasiv zu gestalten,
da die Transplantation als Eingriff als solches schon zu einer Entziindung und somit auch zur
Entstehung einer elektrisch isolierenden Narbe fihren kénnte. So entwickelte Montgomery et
al. eine Methode zur minimal-invasiven Injektion kompletter funktioneller Muskelgewebe

(Montgomery et al. 2017).

Die Beachtung all dieser Aspekte kdnnte den Erfolg in Hinsicht auf die elektrische Kopplung

vergroBern und zudem koénnte so das allgemeine Arrhythmie-Risiko (ausgeldst durch
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Entziindungsreaktionen auf die Transplantation als Eingriff per se und auf die Implantation der
KM im immunologischen Sinne) vermindert werden. Sollte es trotzdem zu entzindlich
bedingten Problemen bei der elektrischen Kopplung und/oder zu Arrhythmien kommen, kénnte

eine Immunsuppression, zumindest zeitweise, zum Einsatz kommen.

Ein Aspekt, der auch noch genauer untersucht werden sollte, ist der optimale Zeitpunkt der
Transplantation der KM hinsichtlich mdglicher positiver Effekte auf Pumpfunktion und
elektrophysiologische Herzfunktion. Chronisch geschadigte, bereits insuffiziente Herzen, bei
denen der Infarkt schon langere Zeit zurlick liegt, weisen bereits starkes Remodelling und
Organdysfunktionen sowie vermehrte Fibrose auf. Das wiederum verringert die
Uberlebenschancen der transplantierten KM und die Erfolgsaussichten auf eine korrekte
mechanische und elektrische Integration sowie die Entfaltung positiver Effekte durch die
Transplantation im Vergleich zur Implantation in akut geschadigte Herzen. So beobachtete
Shiba et al. bereits groRere Probleme bei der elektromechanischen Kopplung in einem
chronischen Infarktmodell als bei Transplantation der Zellen im akuten Modell (Shiba et al.
2014). Hinsichtlich einer klinischen Anwendung entspricht das akute Modell einer
Herzinfarkttherapie, wahrend das chronische Modell der Therapie einer bereits progredienten
Herzinsuffizienz nahekommt. In beiden Féllen ware eine effektive Therapie des geschadigten
Herzens mit KM natiirlich erwiinscht, der Erfolg der Behandlung kdnnte dabei jedoch abhéngig

vom Zeitpunkt sehr unterschiedlich sein.

4.2 Pro- und antiarrhythmische Mechanismen der kardialen regenerativen Medizin

Die Strategien der kardialen regenerativen Medizin wie die Zell-Therapie und das Tissue
Engineering, die das Ziel verfolgen, das geschadigte Empfangerherz durch Integration neuer
KM zu therapieren, kénnten einerseits das Risiko fUr Arrhythmien erhdéhen, andererseits vor
dem Auftreten von Herzrhythmusstérungen schiitzen. Zuletzt sollen verschiedene potenzielle
Mechanismen diskutiert werden, aufgrund derer die Therapie mit aus Stammzellen
gewonnenen KM entweder pro- oder antiarrhythmische Effekte entfalten kénnte, und welche
Schlisse sich bei einem Teil der Aspekte daraus fir zukiinftige Experimente und im Endeffekt
auch fur die klinische Anwendung ziehen lassen konnten. Neben der Angabe einzelner
Quellen, beziehen sich folgende Zeilen auf die Ubersichtsarbeit von Chen et al. (Chen et al.
2009). Erganzt wurde die Zusammenfassung der Aspekte der genannten Ubersichtsarbeit mit
selbst entwickelten Theorien. Viele der Untersuchungen bezogen sich auf KM, die aus ESC
gewonnen wurden, jedoch haben aus iPSC generierte KM einen sehr ahnlichen Phanotyp,
womit auch eine Ubertragbarkeit auf iPSC-KM mdglich ist (Zhang et al. 2009; Zwi et al. 2009).

Im Hinblick auf mdgliche proarrhythmische Effekte der regenerativen Therapien ist der Aspekt
des Reifegrads der transplantierten KM von grol3er Bedeutung, da aus Stammzellen (PSC,

d.h. ESC oder iPSC) gewonnene KM einen unreifen Phanotyp aufweisen. hiPSC-KM und
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hESC-KM sind unreife KM mit Charakteristika fetaler KM: Im Vergleich zu adulten KM sind sie
kleiner, mit weniger entwickelter Ultrastruktur, geringerer Sarkomer- und Mitochondrien-
Dichte, geringerem Ruhemembranpotential, geringerer AP-Anstiegs-Geschwindigkeit und
schwacherer/abwesender adrenerger, inotroper Reaktion und zusatzlichem Auftreten
spontaner diastolischer Depolarisation und kontraktiler Aktivitat (Yang et al. 2014; Weinberger
etal. 2017). Hieraus ergeben sich verschiedene theoretische Nachteile hinsichtlich des Risikos
fur die Entwicklung von Herzrhythmusstérungen bei der Transplantation dieser unreifen KM
aus PSC.

Gap Junctions, gebildet aus verschiedenen Connexinen, sind wichtig fur die elektrische
Kopplung von KM und die elektrische Erregungsleitung im Herzen. Zellen, bspw. skeletale
Myoblasten, die keine Gap Junctions bilden kdnnen, koppeln nicht elektrisch an das
Empfangergewebe und fiihren zu Rhythmusstdrungen (Gepstein et al. 2010). PSC-KM weisen
eine unreife Verteilung von Gap Junctions auf, die derer von neonatalen KM &hnlich ist und
auch im pathologischen, geschadigten Myokard vorkommt. Die AP-Leitung Uber diese weniger
entwickelten Gap Junctions ist unvorhersehbar und inhomogen und kénnte die Anisotropie
und das Auftreten von Arrhythmien fordern. Die Studienergebnisse bezlglich einer
elektrischen Kopplung differieren stark. So ist, im Vergleich zur Transplantation von PSC-KM
in gesundes Myokard, die Chance auf elektrische Kopplung im verletzten Herz grundsatzlich
geringer, aber mdoglich. Allerdings konnte Shiba et al. nachweisen, dass die
Erregungsleitungsgeschwindigkeit trotz elektrischer Kopplung von Graft und verletztem
Empfangerherz in der Narbenregion verlangsamt war und somit ein Risiko fiir Reentry-
Phanomene darstellt. Die elektrische Kopplung allein ist also nicht ausreichend, um die
pathologische Elektrophysiologie in der Infarktregion komplett zu beseitigen (Shiba et al. 2012;
Lundy et al. 2014). In unserer vorherigen EHT-Studie konnte nur bei einem Teil der Tiere eine
elektrische Integration nachgewiesen werden (Weinberger et al. 2016). Zwei aktuelle Studien,
in welchen kardiale Konstrukte transplantiert wurden, konnten hingegen keine elektrische
Kopplung bei Ratten beobachten (Shadrin et al. 2017; Jackman et al. 2018). Mdglicherweise
lasst sich die elektrische Kopplung jedoch paositiv durch genetisch induzierte Expression von
Connexinen oder durch Methoden, die die Verteilung von Gap Junctions (z.B. elektrische

Stimulation, s.u.) veréandern, beeinflussen (Roell et al. 2007).

PSC-KM haben zudem irregulare Zellformen, die nicht der zylindrischen Form adulter KM
entsprechen. Zudem sind sie kleiner. Die Zellform hat jedoch Einfluss auf die Erregungsleitung
und die maximale Depolarisationsrate des APs. Durch die unterschiedlichen Zellformen und -
groRen und konsekutiven Anderungen der GroRe des interstitiellen Raumes und/oder der
Leitungswiderstande, kann sich die Erregungsleitungsgeschwindigkeit verringern. Dies kénnte

ebenfalls das Risiko fur Herzrhythmusstérungen durch Reentry-Kreislaufe erhéhen.
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Die lonenkanal-Ausstattung der KM ist essenziell fir eine normale mechanische und
elektrophysiologische Herzfunktion. Adulte KM weisen keine Automatie, jedoch trotzdem eine
Erregbarkeit auf und haben typischerweise ein hyperpolarisiertes diastolisches Potential, eine
lange AP-Dauer und zeigen keine spontane spate Depolarisation in Phase 4 des APs. PSC-
KM hingegen zeichnen sich durch die typischen elektrophysiologischen Charakteristika und
die lonenkanal-Ausstattung unreifer neonataler oder fetaler KM aus. Sie zeigen heterogene,
sehr variable APs mit unterschiedlicher Dauer. Diese APs dhneln den APs verschiedener KM-
Subtypen und kénnen denen der KM des Sinus-Knotens oder anderer Schrittmacherzentren
oder auch atrialer oder ventrikularer KM entsprechen. Aktuelle Differenzierungsprotokolle
kénnen jedoch zunehmend gezielt KM mit ventrikularem Phanotyp und somit ventrikularen
elektrophysiologischen Eigenschaften hervorbringen (Breckwoldt et al. 2017; Lemoine et al.
2018; Horvath et al. 2018). Dennoch kénnen die PSC-KM spontane diastolische
Depolarisationen und Automatie und somit arrhythmische Aktivitdten aufweisen (Hirt et al.
2012; Lemoine et al. 2018; Ulmer et al. 2018). Zusammen deutet dies darauf hin, dass PSC-
KM nach Implantation leicht zu einem automatischen Fokus werden kénnten, von dem PVCs
ausgehen, womit das Risiko fur Herzrhythmusstérungen steigen wuirde. Patch-Clamp-
Experimente von Zhang et al. an ESC-KM zeigten ebenfalls, dass die KM heterogene AP-
Phanotypen und spontane Aktivitat aufwiesen und sich leicht zur Entwicklung von Arrhythmien
anregen liel3en. Die iPSC-KM haben zudem eine geringere Repolarisationsreserve (Lemoine
et al. 2018).

Auch Zhang et al. kam deshalb zu dem Schluss, dass PSC-KM als arrhythmogene Quelle an
allen drei klassischen Mechanismen der Arrhythmie-Entstehung beteiligt sein kdnnten:
Reentry, Automatie und getriggerte Aktivitat durch Nachdepolarisation (Zhang et al. 2002).
Romagnuolo et al. halt fokale Mechanismen und weniger die Entstehung von Reentry fur die
primére Ursache von Arrhythmien nach Transplantation von hESC-KM (Romagnuolo et al.
2019). Dies wurde auch von Liu et al. in einer aktuellen Studie im Grof3tiermodell an Primaten
beschrieben (Liu et al. 2018). Zusammenfassend deutet die aktuelle Datenlage darauf hin,
dass den Transplantations-assoziierten Arrhythmien am ehesten fokale Mechanismen, also

Automatie sowie getriggerte Aktivitat, zugrunde liegen.

Jedoch existieren Hinweise, dass KM durch das EHT-Format u.a. in ihren
elektrophysiologischen lonenkanal- und AP-Eigenschaften und dem Organisationsgrad der
Sarkomere in Richtung reiferer, adulter ventrikularer Stadien gelenkt werden, was einen Vorteil
dieser Strategie der KM-Transplantation darstellt (Weinberger et al. 2016; Breckwoldt et al.
2017; Lemoine et al. 2017; Ulmer et al. 2018). Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die KM im hEHT reiften, da die Expression der reifen, adulten ventrikularen Form der
Myosin-Leichtkette MLC2V wéahrend der Kultivierung im hEHT zunahm (s. 3.1).
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Die Identifikation molekularer und genetischer Faktoren, welche die Entwicklung der
lonenkanal-Ausstattung der KM regulieren und auf die Einfluss genommen werden kénnte,
ware dementsprechend von groRem Wert. Die Uberexpression des Schrittmacher-Kanal-Gens
mMHCN2 konnte humane mesenchymale Stammzellen zur Bildung von Gap Junctions zum
umgebenden Empfangergewebe und zur Generation spontaner Rhythmen anregen (Potapova
et al. 2004). Dies zeigt, dass Genmodifikationen von PSC-KM weitere Erfolge bei der
Transplantation bringen koénnten. In diesem Sinne konnte die forcierte Expression des
Kaliumionen-Kanals Kir2.1, der normalerweise nicht von Maus-ESC-KM exprimiert wird, ihren
elektrophysiologischen Phanotyp verbessern und nach Transplantation auf infarziertes
Mausmyokard das Auftreten von spontanen sowie durch programmierte elektrische
Stimulation induzierte Arrhythmien vermindern (Liao et al. 2013). Denkbar wére also, dass die
gezielte genetische Uberexpression oder der Knock-Out von Schrittmacher-Kanal-Genen in

den PSC-KM Automatie vermindern konnte.

Eventuell lieBen sich auch iPSC-KM mit weiter optimierten Eigenschaften, z.B. beziiglich
Transplantationserfolg und Arrhythmie-Risiko, gewinnen, indem schon KM als
Ursprungszellen zur Reprogrammierung zu iPSC genutzt werden. Dies ist denkbar, da wie Xu
et al. beschreibt, IPSC trotz Entdifferenzierung epigenetische Eigenschaften ihrer
Ursprungszelle beibehalten (Xu et al. 2012). Auch Gao et al. diskutiert, dass iPSC-KM die aus
PSC differenziert wurden, deren urspringliche Quelle wiederum Zellen der kardialen Linie
waren, einen reiferen Entwicklungsstatus aufweisen (Gao et al. 2018). Somit sind iPSC-KM

aus KM eventuell geeigneter fir die regenerative Therapie als jene aus Fibroblasten.

Das Herz weist eine intrinsische transmurale und regionale elektrische Heterogenitat auf.
Beispielsweise verandert sich je nach Schicht des Myokards die lonenkanal-Ausstattung (v.a.
der Kaliumionen-Kanéale) und somit auch die Dauer der APs, was zu einer physiologischen
transmuralen Dispersion der Repolarisation fuhrt, die fir die normale elektromechanische
Herzfunktion nétig ist. Werden nun allerdings unreife PSC-KM, deren Kaliumionen-Kanal-
Ausstattung nicht vorhersehbar ist, in undefinierte Schichten des Myokards implantiert, kann
dies die physiologische transmurale Dispersion der Repolarisation stéren und somit

moglicherweise Arrhythmien triggern.

Die intrazellulare Calciumhomdostase ist essenziell fir eine optimale Zellfunktion und die
elektromechanische Kopplung, welche eine geregelte Kontraktion des Herzmuskels
ermoglicht (s. 1.1.4). Imbalance im intrazellularen ,Calcium-Handling“ kann zu elektrischem
Alternans und spaten Nachdepolarisationen fihren, die eine Hauptursache fir PVCs und
ventrikulare Arrhythmien darstellen (s. 1.3). In PSC-KM sind die RyR (die fur die Calcium-
induzierte Calcium-Freisetzung aus dem SR bei der elektromechanischen Kopplung zustéandig

sind) unterentwickelt und dysfunktional, was zu einer gestdrten Calciumhomdostase fuhrt und
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so Herzrhythmusstérungen hervorrufen kann. Auch Gao et al. sieht dies als eine mdgliche
Ursache fir regionale Heterogenitat der Repolarisation und deshalb PSC-KM als
arrhythmogene Quelle (Gao et al. 2018).

Neben den genannten Nachteilen hinsichtlich des Arrhythmie-Risikos bei der Implantation
unreifer KM ist nichtsdestotrotz zu erwéhnen, dass adulte KM eine Transplantation nicht
Uberleben (Reinecke et al. 1999). Hinzu kommt, dass unreife KM auch gewisse Vorteile, wie
z.B. Resistenz gegen Hypoxie (wichtig bei zunéchst fehlender Vaskularisierung des
Transplantats) und gegen oxidativen Stress aufweisen und eventuell auch eine gewisse
elektrophysiologische Plastizitat besitzen, die es ihnen ermdglicht, sich durch Reifung nach
Transplantation an die Umgebung (z.B. hinsichtlich ihrer lonenkanal-Ausstattung und AP-
Eigenschaften) anzupassen (Halbach et al. 2007; Lalit et al. 2014).

Insgesamt ist es also von groRRer Bedeutung, den optimalen Reifegrad (Balance zwischen
Reife fur u.a. elektrophysiologische Kompatibilitat mit dem Empfangermyokard und Unreife fiir
u.a. Uberlebenschancen und Plastizitat der KM) fur eine Transplantation zu bestimmen und
die KM anschliel3end mittels reifungsbeeinflussender Methoden (z.B. Langzeitkultivierung,
Aussetzen gegenlber einer mechanischen Belastung und elektrische Stimulation) in vitro auf
die Implantation vorzubereiten, um eine funktionelle, mechanische und elektrische Integration
zu ermoglichen (Domian et al. 2009; Tulloch et al. 2011; Hirt et al. 2014a). So konnte z.B. die
chronische elektrische Stimulation des EHTs u.a. die Expression von und die Kopplung mittels
Gap Junctions verbessern (Hirt et al. 2014a). Die Nutzung sogenannter Biowire-Plattformen
konnte dabei von grof3em Vorteil sein, da hiPSC-KM durch die Kultivierung auf der Plattform
reiften und u.a. bessere elektrophysiologische Eigenschaften, weniger Automatie und eine
verbesserte Calciumhomoostase aufwiesen (Sun und Nunes 2016). Auch Gao et al. stellte
fest, dass sich unter bestimmten Kultivierungsbedingungen (u.a. dynamische Plattform sowie
Kokultivierung mit EC und SMC) positiv Einfluss auf die elektrische Kopplung und die
Calciumhomoostase nehmen liel3 (Gao et al. 2018). Lasher et al. entwickelte einen speziellen
Bioreaktor, der durch elektrische Stimulation u.a. die Connexin-43-Expression und somit die
Bildung von Gap Junctions verstarkte (Lasher et al. 2012). Das 3D-EHT-Format selbst
unterstitzt, wie schon erlautert, ebenfalls die Reifung (s.0.). Mittels dieser Methoden kdnnte
man im besten Fall die Ausbildung reiferer Gap Junctions, einer adulten Zellgréf3e und -form
sowie einer reiferen lonenkanal-Ausstattung (v.a. hinsichtlich der Funktionalitat der
Kaliumionen-Kanale und der Calciumhomoostase) und das Vorkommen von weniger

Automatie bewirken.

Das alles ist insbesondere wichtig, da es unwahrscheinlich ist, dass geschadigte Herzen eine
Umgebung bieten, die allein ausreicht, um unreife, dysfunktionale PSC-KM in einen reifen

Zustand zu Uberfuhren. Da humane neonatale KM ca. sechs bis zehn Jahre bendtigen, um
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hinsichtlich Zellgré3e und -form sowie Gap Junction-Verteilung einen adulten Status zu
erreichen und man vermuten konnte, dass unreife PSC-KM nach Transplantation ebenfalls
mehr Zeit (als einige Wochen) bendtigen, um zu reifen und Effekte zu entfalten, waren
zusatzlich zu Methoden, die die Reifung beeinflussen und beschleunigen, langere
Beobachtungszeiten bei zukUnftigen Forschungsvorhaben sinnvoll. Fiur die Sicherheit, v.a. bei
klinischen Anwendungen, ist es wichtig, im Sinne einer Qualitatssicherung den Reifegrad der
PSC-KM (z.B. durch Untersuchungen der Genexpressionsprofile der Zellen oder durch
funktionelle Untersuchungen ihrer lonenkanal-Eigenschaften mit Patch-Clamp-Experimenten)

vor einer Implantation zu bestimmen.

Neben den Problemen, die sich aus der Unreife der KM aus PSC ergeben, existieren weitere
Aspekte mit Einfluss auf das Risiko fir Arrhythmien bei der regenerativen Therapie. Das
Myokard des linken Ventrikels kann in drei Schichten von Muskelfasern unterteilt werden, die
verschieden ausgerichtet sind, um eine optimale Pumpfunktion zu gewéhrleisten. Die neuen
KM durch Injektion oder Transplantation eines Gewebekonstruktes korrekt in dieses komplexe
Netzwerk zu integrieren, ist schwierig. Ein Misserfolg in dieser Hinsicht kénnte neben
asynchronen Kontraktionen, einer insuffizienten Pumpfunktion sowie der Entwicklung einer
schadlichen Spannung der Muskelfasern ebenfalls zu lokaler elektrischer Dispersion fuhren
und somit zu einem Arrhythmie-Risiko werden. Hinzukommt, dass die transplantierten KM
meist Inseln von Gewebe im Empfangermyokard formen, die mechanisch und v.a. elektrisch
nicht optimal in den umgebenden Herzmuskel integriert werden. Diese Gewebeareale aus
transplantierten KM sind potenzielle Foci von Automatie und verstarken die Dispersion der
Erregungsleitungsgeschwindigkeit und Refraktérzeit. Insgesamt erhdhen sie die elektrische
Heterogenitat in der Narbenregion, kdnnten zu Leitungsblockaden und Reentry-Kreislaufen
fuhren und somit eventuell auch das Auftreten von Rhythmusstérungen hervorrufen. Die
Entwicklung von Applikationsarten, welche die korrekte raumliche Integration der neuen KM
ermdglichen, ware von Vorteil. Ein weiterer, moglicherweise proarrhythmogener Mechanismus
ist, dass die Transplantation der Zellen die Einsprossung von sympathischen Nervenfasern
verstarken konnte, was wiederum mit der Entstehung von Herzrhythmusstérungen in

Verbindung gebracht wurde.

Im Kontrast dazu kdnnte die regenerative Therapie mit Implantation von PSC-KM jedoch auch
antiarrhythmisch wirken. Hauptséchlich, indem sie endogene proarrhythmische Mechanismen,
die typischerweise nach Herzinfarkt oder bei einer Herzinsuffizienz auftreten, abschwéchen
oder sogar aufheben kdnnte. Neues myokardiales Gewebe kdnnte, wenn es angemessen in
das Empfangermyokard integriert und elektrisch an dieses koppelt, durch Reduktion der
NarbengroRe und durch elektrische Resynchronisation sowie verminderte elektrische
Heterogenitat des Narbenareals Herzrhythmusstérungen verhindern. Eine verbesserte

linksventrikulare Pumpfunktion durch die regenerative Therapie konnte selbst schon den
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elektrophysiologischen Zustand des Herzens verbessern, elektrisches Remodelling
unterbinden und das Risiko fur Arrhythmien vermindern (St John et al. 2003). So konnte
Weinberger et al. zeigen, dass sich durch die EHT-Transplantation nicht nur die ventrikulare
Pumpfunktion verbessern liel3, sondern dass sich auch das elektrische Remodelling nach
Infarkt vermindern und der elektrophysiologische Status (verkirzte ventrikulare AP-Dauer und
schnellere Erregungsleitung) der Herzen mit EHT verbessern lie3 (Weinberger et al. 2016).
Die regenerative Therapie kénnte durch Entstehung neuen Myokards weitere schadliche
Remodelling-Prozesse abschwachen und durch Narben entstandene Leitungsblockaden
wieder aufheben. Selbst ohne vollstandige elektrische Kopplung wéare eine positive Wirkung
auf die defekte Erregungsleitung der Empfanger-KM im Infarktareal mdglich. Auch bei vélliger
Abwesenheit einer ,echten Regenration® kdnnten diese Effekte durch parakrine Mechanismen
(ausgehend von transplantierten KM und/oder Nicht-KM) hervorgerufen werden. Auch denkbar
ware es, dass die PSC-KM-Transplantation letztlich zu einer Normalisierung von
dysfunktionalen lonenkanal-Expressionsmustern im geschadigten Myokard fuhrt. Hinzu
kommt, dass durch die Therapie eine Neovaskularisierung stattfinden kann, die wiederum die
Isch&mie und dadurch das Risiko fur Arrhythmien verringern kann. Unterstutzt werden kénnten
die antiarrhythmischen Mechanismen durch eine, mindestens temporére, antiarrhythmische
Therapie (Chen et al. 2009).

4.3 Fazit und Ausblick

Ob pro- oder antiarrhythmische Mechanismen bei der Therapie mit PSC-KM Uberwiegen, und
ob es eine Antwort auf die Frage gibt, ob die Therapie das Risiko fir Herzrhythmusstérungen
erhoht, ist auf Grundlage des aktuellen Stands der Forschung nicht sicher zu beantworten. Es
ist wahrscheinlich, dass sowohl pro-, als auch antiarrhythmische Effekte gleichzeitig
vorhanden sind. Moglich ware dabei ein Ubergang von uberwiegend pro- zu vermehrt
antiarrhythmischen Effekten, sobald das Empfangerherz durch die Therapie zu regenerieren
beginnt und sich die transplantierten KM in die neue Umgebung integrieren. Shiba et al.
berichtet passend dazu, dass eine Reifung der implantierten KM in vivo nach Transplantation
stattfand und es einen Tendenz zur erfolgreichen elektrischen Kopplung tber die Zeit geben
konnte, weshalb die proarrhythmischen Effekte méglicherweise nur transient vorherrschend
sind (Shiba et al. 2012; Shiba et al. 2016). Auch Romagnuolo et al. stellte kirzlich die
Hypothese auf, dass die proarrhythmischen Effekte eventuell lediglich von begrenzter Dauer
sein konnten. So zeigte sich kurz nach der Transplantation der hLESC-KM in infarzierte Herzen
von Schweinen eine starke Zunahme von ventrikularen Tachykardien. Diese nahm allerdings
einige Wochen spéater wieder ab. Der wahrscheinlichste Grund hierfir ist, dass eine Reifung
der KM nach Transplantation in vivo stattfand, die deren elektrophysiologischen Eigenschaften
verbessert und das Risiko fur Arrhythmien dadurch in Folge wieder abnimmt. Dies konnte

insbesondere moglich sein, da die Arrhythmien wahrscheinlich durch fokale Mechanismen
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entstehen, die direkt auf die transplantierten Zellen zuriickzufihren sind und nicht auf Reentry-
Kreislaufe. Durch einen reiferen elektrischen Phanotyp kénnten diese fokalen Mechanismen
verhindert werden. Der Autor stellt aulRerdem in Aussicht, dass es trotz der Gefahr
verminderter Fahigkeit zum Engraftment denkbar ist, direkt reifere, elektrisch weniger autonom
aktive KM zu transplantieren (Romagnuolo et al. 2019). Die Explantation der transplantierten
KM nach einer gewissen Zeit im Empfangerorganismus und die anschlieRende Untersuchung
der Zellen hinsichtlich ihres (elektrophysiologischen) Reifegrades kdénnte Aufschluss daruber
geben, ob diese weitere Reifung in vivo tatsachlich stattfindet und ob diese sogar positiv zu
modulieren sein konnte. Im optimalen Fall existieren vorwiegend antiarrhythmische
Mechanismen und gleichzeitig ist es mdglich, potenziell proarrhythmische Mechanismen durch
gezielte Eingriffe (v.a. auf den Prozess der Reifung) zu vermindern, um im Endeffekt insgesamt
einen positiven Einfluss auf die Elektrophysiologie des Empféngerherzens durch die

regenerative Therapie nehmen zu kénnen.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass aus hiPSC-KM generierte hEHTs eine
Transplantation auf infarziertes Myokard von Meerschweinchen Uberlebten und zu einer
partiellen Remuskularisierung des Empfangerherzens fihrten. Unter kontinuierlichem
telemetrischen EKG-Monitoring konnten keine Anzeichen dafir gefunden werden, dass die
hEHT-Transplantation verglichen mit der Transplantation zellfreier Kontroll-Konstrukte das

Risiko fur ventrikulare Herzrhythmusstérungen erhoht.

Die von uns durchgeflhrte Studie lasst sich in den aktuellen Stand der Forschung wie folgt
(und wie auch in Tabelle 1 dargestellt) einordnen: Bei dem in unserer Studie verwendeten
Kleintiermodell Meerschweinchen zeigte sich durch die Transplantation kein erhdhtes Risiko
fur Arrhythmien, was mit den Ergebnissen der anderen Studien in Kleintiermodellen in
Einklang steht. In Grofitiermodellen konnte hingegen eher ein negativer Effekt der
Transplantation beobachtet werden. In den Studien, in denen Kardiomyozyten als Gewebe-
Patch transplantiert wurden (wie auch in der vorliegenden), zeigte sich in keinem Fall ein
proarrhythmischer Effekt des Transplantats, wahrend sich in mehreren Studien mit Zell-
Injektion vermehrt Arrhythmien beobachten lieRen. In unserer Studie wurden sowohl der
Umfang der Remuskularisierung als auch der elektrischen Kopplung nicht untersucht, was die
Interpretation der Ergebnisse limitiert. Zudem sollten l&ngere Beobachtungszeiten etabliert
werden, da es wahrscheinlich aufgrund einer Reifung der Zellen in vivo eine Tendenz zur

Abnahme des Arrhythmie-Risikos Uber die Zeit nach der Transplantation gibt.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass weitere Forschung an den potenziell pro- und
antiarrhythmischen Mechanismen der regenerativen Therapien am Herzen ndtig ist, um das
Risiko fir Herzrhythmusstdrungen nach kardialem Gewebeersatz noch besser einschétzen zu

kénnen. Dies betrifft insbesondere den Einfluss des Reifegrads der transplantierten Zellen auf
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die kardiale Elektrophysiologie des Empfangers. Um eine bessere Ubertragbarkeit auf den

Menschen zu gewahrleisten, sollten weitere Versuche zudem im Grol3tiermodell stattfinden.
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Chong et al., Shiba et al., Liu et al., Yeet al., Gao et al., Romagnuolo et Zimmermann Shiba et al., Weinberger et Gewebeersatz
2014 2016 2018 2014 2018 al., etal., 2012 al., mit hEHTs aus
2019 2006 2016 hiPSC-KM
(s. auch (Pecha et al.
Abbildung 7) 2019)
Versuchstiere Makaken Makaken Makaken Schweine Schweine Schweine Ratten Meerschweinchen | Meerschweinchen | Meerschweinchen
(Herzmasse, (37-52 g, 100- (37-52 g, 100- | (37-52 g, 100- (19,400 (3 g, 230 Schlage (3 g, 230 Schlage (3 g, 230 Schlage
Herzfrequenz nach 130 Schlage pro | 130 Schlage 130 Schlage pro Schléage pro pro Minute) pro Minute) pro Minute)
Chong et. al) Minute) pro Minute) Minute) Minute)
(Chong et al. 2014)
Zellart hESC-KM Makaken- hESC-KM hiPSC-KM, hiPSC-KM, hESC-KM Neonatale hESC-KM hiPSC-KM, hiPSC-KM,
iPSC-KM hiPSC-EC, hiPSC-EC, Ratten-KM hiPSC-EC/ hiPSC-EC/
hiPSC-SMC hiPSC-SMC HUVECs HUVECs
(Arrhythmie-
Studien:
hiPSC-KM)
Reinheit der 73+12 % 83,8+1,0 % 86-99 % KM: >90 %, KM: 96,4 %, 81,9+3,9 % Natirliche 63 % KM: >65 %, KM: >65 %,
Zellen EC: Keine EC: >95 %, Zellpopulation EC: >90 % EC: >90 %
Daten, SMC:91,5%
SMC: Keine
Daten
Zellzahl 1x10° 4x10°8 7,5 x10° KM: 2x10°, KM: 4x10°, KM: 1x10° 15x10° 1x108 KM: 10x108, KM: 10x108,
EC: 2x108, EC: 2x108, (6 EHTSs, EC/HUVECS: EC/HUVECs:
SMC: 2 x10° SMC: 2x10° 2,5x10° KM pro 4x10° (2 hEHTSs, 4x10° (2 hEHTSs,
EHT) 5x10° KM und 5x106 KM und
2x108 EC pro 2x106 EC pro
hEHT) hEHT)
Verletzung Ischamie- Ischamie- Ischamie- Ischamie- Ischamie- Ischamie- Ligatur des Kryo-Verletzung Kryo-Verletzung Kryo-Verletzung
Reperfusion Reperfusion Reperfusion Reperfusion Reperfusion Reperfusion Ramus

interventricularis

anterior
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Chong et al., Shiba et al., Liu et al., Yeet al., Gao et al., Romagnuolo et Zimmermann Shiba et al., Weinberger et Gewebeersatz
2014 2016 2018 2014 2018 al., etal., 2012 al., mit hEHTs aus
2019 2006 2016 hiPSC-KM
(s. auch (Pecha et al.
Abbildung 7) 2019)
InfarktgroRe 5,2+1,5 % des 8,8+1,0 % der 19,9+1,1 % der Keine Daten Ca. 7 % des 34+5,8 % der LV- Keine Daten 13,2+0,9 % der 22+8 % der LV- 16,9+0,1 %
LV (KM-Gruppe) | LV-Flache LV-Masse (KM- LV (KM- Flache (KM- LV-Flache (KM- Masse (alle Tiere) | (Gruppe der
(KM-Gruppe) Gruppe) Gruppe) Gruppe) Gruppe) Versuchstiere mit
hEHT),
13,9+0,1 %
(Gruppe der
Versuchstiere mit
zellfreiem
Kontroll-
Konstrukt)
Implantationstechnik | Zell-Injektion Zell-Injektion Zell-Injektion Zell-Injektion + Transplantation | Zell-Injektion Transplantation Zell-Injektion Transplantation Transplantation
Fibrin/IGF-1- Gewebepatch Gewebe-Patch Gewebe-Patch Gewebe-Patch
Patch
Netto-Engraftment- Keine Daten Keine Daten Keine Daten 8,97+1,8 % 10,9+1,8 % Keine Daten Keine Daten Keine Daten 18 % Keine Daten
Rate (Uberleben + (Nach
Proliferation) Berechnung von
der KM Ye et al., 2014:
Ca. 0,7 %)
Aufbau neuen 40 % des 16,3+5,0 % 11,6+2,3 % des Keine Daten Keine Daten 15,2+3,4 % der 443+32 pm 8,4+1,5 % der 11,9+23,1 % der Keine Daten
Myokards/ Infarktvolumens der Narben- Infarktvolumens Narben-Flache neues Narben-Flache Narben-Flache
Remuskularisierung (2,1+1,1 % des Flache (2,240,7 % des Muskelgewebe (2,6 % der LV-
LV) LV) aus EHT Masse)
Funktioneller Effekt Kein Effekt Verbesserung Verbesserung Verbesserung Verbesserung Kein Effekt Verbesserung Verbesserung der | Verbesserung der | Keine Daten
(Echokardiographie) der der der der der myokardialen myokardialen
myokardialen myokardialen myokardialen myokardialen myokardialen Pumpfunktion Pumpfunktion
Pumpfunktion Pumpfunktion Pumpfunktion Pumpfunktion Pumpfunktion
Elektrische Bei 100 % der Bei 100 % der | Keine Daten Keine Daten Keine Daten Keine Daten Bei 100 % der Bei 60 % der Bei 29 % der Keine Daten
Kopplung Versuchstiere Versuchstiere Versuchstiere Versuchstiere Versuchstiere
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elektrischer

Stimulation)

elektrischer

Stimulation)

unter
programmierter
elektrischer

Stimulation)

Arrhythmien unter
programmierter
elektrischer

Stimulation)

Chong et al., Shiba et al., Liu et al., Yeet al., Gao et al., Romagnuolo et Zimmermann Shiba et al., Weinberger et Gewebeersatz
2014 2016 2018 2014 2018 al., etal., 2012 al., mit hEHTs aus
2019 2006 2016 hiPSC-KM
(s. auch (Pecha et al.
Abbildung 7) 2019)
Arrhythmien (EKG) Proarrhyth- Proarrhyth- Kein Effekt Kein Effekt Kein Effekt Proarrhyth- Kein Effekt Kein Effekt bzw. Keine Daten Kein Effekt
mischer Effekt mischer Effekt | (Kein gehauftes (Kein gehauftes | (Kein mischer Effekt (Kein gehéauftes antiarrhyth- (Kein gehé&uftes
(Gehauftes (Gehauftes Auftreten Auftreten gehauftes (Gehauftes Auftreten mischer Effekt Auftreten
Auftreten Auftreten spontaner spontaner Auftreten Auftreten spontaner (Kein gehéauftes spontaner
spontaner spontaner Arrhythmien, Arrhythmien, spontaner spontaner Arrhythmien) Auftreten Arrhythmien)
Arrhythmien Arrhythmien) kein Auftreten kein Auftreten Arrhythmien, Arrhythmien) spontaner
trotz Amiodaron- induzierter induzierter kein geh&uftes Arrhythmien,
Behandlung) Arrhythmien Arrhythmien Auftreten vermindertes
unter unter induzierter Auftreten
programmierter programmierter Arrhythmien induzierter

Tabelle 1: Vergleich relevanter Studien der kardialen regenerativen Medizin.
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5. Zusammenfassung

Einleitung und Hintergrund: Aus hiPSC-KM generierte hEHTs konnten im Meerschweinchen-

Infarkt-Modell die myokardiale Pumpfunktion verbessern. Jedoch existieren keine Daten zum
Einfluss der hEHT-Transplantation auf die Elektrophysiologie des Empfangerherzens. In
dieser Studie wurde untersucht, ob das hEHT Einfluss auf das Risiko fir das Auftreten

ventrikularer Herzrhythmusstérungen nimmt.

Methoden: Aus hiPSC-KM und hiPSC-EC wurden hEHTs generiert. Die Meerschweinchen
wurden einer Kryo-Verletzung des Herzens unterzogen und erhielten implantierbare EKG-
Transmitter. Sieben Tage nach Kryo-Verletzung wurden entweder zwei hEHTs oder ein
zellfreies Kontroll-Konstrukt auf die infarzierten Herzen transplantiert. Ab dem Zeitpunkt der
Kryo-Verletzung wurde fur den gesamten Beobachtungszeitraum ein kontinuierliches EKG-
Monitoring durchgefiihrt. Die aufgezeichneten EKGs wurden anschlielend auf das Auftreten
ventrikularer Herzrhythmusstérungen (PVC, Couplet, Triplet, Non-sustained VT und Sustained
VT) hin untersucht, um das Risiko fiir Herzrhythmusstérungen nach hEHT-Transplantation im

Vergleich zur Transplantation zellfreier Kontroll-Konstrukte zu evaluieren.

Ergebnisse und Fazit: Aus hiPSC-KM generierte hEHTs Uberlebten eine Transplantation auf

infarziertes Myokard und fuhrten zu einer partiellen Remuskularisierung der Herzen. Im
Vergleich mit der Transplantation zellfreier Kontroll-Konstrukte zeigten sich im kontinuierlichen
telemetrischen EKG-Monitoring keine Anzeichen dafiir, dass die hEHT-Transplantation das
Risiko fur das Auftreten der Gesamtzahl aller ventrikularen Herzrhythmusstérungen oder fiir
das Auftreten der einzelnen Arrhythmie-Subtypen signifikant erhdhte.
Diese Ergebnisse liefern erste Beweise fiur die elektrophysiologische Sicherheit von aus
humanen iPSC-KM generierten EHTs, weshalb eine Weiterentwicklung dieser Methode
vielversprechend erscheint. Experimente mit hEHTs an Grofdtier-Modellen und weitere
Forschung an den potenziell pro- und antiarrhythmischen Mechanismen der regenerativen
Therapie am Herzen sind nétig, um das Risiko fur Herzrhythmusstérungen nach kardialem

Gewebeersatz noch besser einschatzen zu konnen.
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6. Summary

Introduction and background: Human iPSC-CM-derived engineered heart tissue (hEHT) has

been shown to improve left ventricular function in a guinea pig cryo-injury model. However,
there are no data regarding the influence of the hEHT on the electrophysiology of the
recipient's heart. This study investigated the risk of ventricular arrhythmias after hEHT
transplantation.

Methods: hEHTs were generated from hiPSC-CMs and hiPSC-ECs. Left ventricular cryo-injury
was induced in guinea pigs and telemetry sensors for continuous ECG monitoring were
implanted. Seven days following cryo-injury, two hEHTs or one cell-free construct were
transplanted into the surviving animals. ECGs were recorded over the following 28 days.
Recordings were analyzed for ventricular arrhythmias (PVC, couplet, triplet, non-sustained VT
and sustained VT) in order to evalute the risk of arrhythmias after hEHT transplantation

compared to transplantation of cell-free constructs.

Results and conclusion: Transplanted hiPSC-CM survived and remuscularized injured hearts

in a guinea pig cryo-injury model. There was no difference in incidence of ventricular
arrhythmias (not in total number nor within subgroups).
These results provide first evidence for the electrical safety of hiPSC-CM-derived EHTS,
thereby supporting further development of this approach. Additional electrophysiological
studies in large animal models and further investigation of pro- and antiarrhythmic effects of
hEHT transplantation will be necessary to evaluate the risk of arrhythmias following cardiac
regenerative therapies.

86



7. Abkirzungsverzeichnis

Abklrzung Bedeutung

AP Aktionspotential

ATP Adenosintriphosphat
AV-Block Atrioventrikularer Block
avF Augmented Voltage Foot

AV-Knoten/-Uberleitung

Atrioventrikular-Knoten/-Uberleitung

avL Augmented Voltage Left

avR Augmented Voltage Right

bFGF Basic Fibroblast Growth Factor

BMP-4 Bone Morphogenetic Protein-4

CD45 Cluster of Differentiation 45

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DHPR Dihydropyridin-Rezeptor

EB/s Embryoid Body/Bodies,
Embryoidkorperchen

EC Endothelial Cell/s, Endothelzelle/n

EKG Elektrokardiogramm

EZM Extrazellulare Matrix

FAC Fractional Area Change

hEET Humanes Engineered Endothelial Tissue

(h)()PSsC (human) (induced) Pluripotent Stem Cell/s,

(humane) (induzierte) Pluripotente
Stammzelle/n

(h)(NT-)ESC

(human/e) (Nuclear Transfer-) Embroyonic
Stem Cell/s, (Kern Transfer-) Embyronale
Stammzelle/n

(h)EHT

(human/es) Engineered Heart Tissue

HUVEC/s

Human Umbilical Vein Endothelial Cell/s,
Humane Nabelvenen-Endothelzelle/n
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Abklrzung Bedeutung

IGF-1 Insulin-like Growth Factor 1

(HKM (induzierte) Kardiomyozyt/en

KLF4 Krippel-Like Factor 4

LV Linker Ventrikel

LVAD Left Ventricular Assist Device,
Linksventrikuléares
Herzunterstltzungssystem

LVvIDd Left Ventricular Inner Diastolic Diameter

MACS Magnetic Cell Seperation, Magnetische
Zellseperation

MLC2A/2V Myosin Light Chain 2A/2V, Myosin-leichte-
Kette 2A/2V

02 Sauerstoff

OCT3/4 Octamer binding transcription factor 3/4

OoP Operation

PGSC Parthenogenetic Stem Cells,
Parthenogenetische Stammzellen

PSC Prosurvival Cocktail

PVC Premature Ventricular Contraction,
Ventrikulare Extrasystole

RNA Ribonucleic Acid, Ribonukleinsdure (RNS)

RyR Ryanodin-Rezeptor

SA-Block Sinuatrialer Block

SERCA Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum
Calcium ATPase, Calciumpumpe des
sarcoplasmatischen und
endoplasmatischen Reticulums

SMC Smooth Muscle Cell/s, Glatte Muskelzelle/n

SOX2 Sex determining region Y (SRY)-box 2

SR Sarkoplasmatisches Retikulum
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Abklrzung

Bedeutung

(Sus/Non-sus) VT

(Sustained/Non-sustained) Ventricular
Tachycardia, Anhaltende/Nicht-anhaltende
Ventrikulare Tachykardie

TF/s Transkriptionsfaktor/en
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VF Ventricular Fibrillation, Kammerflimmern
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9. Anhang

Zusatztabelle 1:

Korpertemperatur
Gruppe | Versuchstier

Anzahl Werte| Minimum Maximum Median Durchschnitt
Versuchstier 1 9670 33,80 39,80 38,50 38,52
= Versuchstier 2 8310 36,10 40,00 38,40 38,47
% % Versuchstier 3 8445 36,40 39,90 38,80 38,77
25) 5 Versuchstier 9 9738 35,60 41,40 37,80 37,83
.% § |Versuchstier 10 9732 33,70 40,10 38,00 38,04
= X |\ersuchstier 12 9699 35,90 42,00 38,30 38,29
N Versuchstier 31 9418 33,22 39,92 38,45 38,40
Versuchstier 32 9411 36,00 40,45 38,40 38,42
Versuchstier 4 7924 34,50 39,90 38,40 38,43
Versuchstier 6 7983 35,10 40,30 38,40 38,43
Versuchstier 16 9859 35,87 40,49 38,72 38,76
Versuchstier 17 10007 34,48 40,13 37,75 37,90
'f Versuchstier 18 10027 35,20 40,32 38,67 38,63
e Versuchstier 20 9800 35,30 42,61 38,45 38,49
Versuchstier 22 9686 30,61 44,99 38,60 38,72
Versuchstier 24 9831 36,28 40,40 38,90 38,83
Versuchstier 25 9857 35,99 44,85 38,88 38,89
Versuchstier 30 9414 35,42 40,55 38,99 38,99

Physische Aktivitat

Gruppe | Versuchstier

Anzahl Werte| Minimum Maximum Median Durchschnitt
Versuchstier 1 9736 0,0 107,0 1,0 25
= Versuchstier 2 8480 0,0 54,0 1,0 1,9
%% Versuchstier 3 8482 0,0 72,2 0,8 2,0
ﬁ 5 Versuchstier 9 9777 0,0 135,8 0,6 2,4
2 § |Versuchstier 10 9731 0,0 210,0 0,6 3,3
£ ¥ |Versuchstier 12 9763 0,0 189,6 1,4 3,7
N Versuchstier 31 9400 0,0 212,3 0,0 2,0
Versuchstier 32 9384 0,0 362,6 0,0 4,2
Versuchstier 4 7916 0,0 105,2 1,0 2,5
Versuchstier 6 7975 0,0 221,6 0,2 1,8
Versuchstier 16 9835 0,0 157,4 0,0 4,3
Versuchstier 17 9986 0,0 185,9 0,0 3,0
E Versuchstier 18 10016 0,0 297,6 0,0 2,2
e Versuchstier 20 9751 0,0 239,7 0,0 3,0
Versuchstier 22 9812 0,0 77,2 0,0 3,6
Versuchstier 24 9766 0,0 244.8 0,0 6,4
Versuchstier 25 9854 0,0 216,3 0,0 2,5
Versuchstier 30 9376 0,0 322,0 0,0 54
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Herzfrequenz

Gruppe | Versuchstier
Anzahl Werte| Minimum Maximum Median Durchschnitt
Versuchstier 1 9608 100 390 301 307
= Versuchstier 2 8305 104 397 251 267
% % Versuchstier 3 8426 102 394 280 284
ﬁ ﬁ Versuchstier 9 9740 197 410 288 292
.% S [Versuchstier 10 9734 110 395 282 281
£ ¥ |Versuchstier 12 9692 103 400 278 275
N Versuchstier 31 9412 103 402 272 277
Versuchstier 32 9410 104 400 304 296
Versuchstier 4 6457 101 427 287 292
Versuchstier 6 6553 194 406 331 322
Versuchstier 16 9833 102 401 266 280
Versuchstier 17 9720 100 441 281 280
'f Versuchstier 18 10026 139 419 309 319
Y |Versuchstier 20 9797 107 423 290 295
Versuchstier 22 9758 100 427 289 288
Versuchstier 24 9829 147 415 304 308
Versuchstier 25 9429 100 393 276 274
Versuchstier 30 9269 100 382 285 290
Arrhythmien
Gruppe | Versuchstier - - , -
Analyse-Zeitfenster 1 (Minuten | Analyse-Zeitfenster 2 (Minuten
Auswertung) Auswertung)
Versuchstier 1 1146 7143
- Versuchstier 2 1150 5998
S _ |Versuchstier 3 1151 5995
é S |Versuchstier 9 898 7226
@ @ |Versuchstier 10 898 7219
‘© 2 |Versuchstier 12 836 7214
3 Versuchstier 31 1152 6725
N Versuchstier 32 1152 6724
Summe Gruppe 8383 54244
Versuchstier 4 1150 3847
Versuchstier 6 1150 3869
Versuchstier 16 1152 7296
Versuchstier 17 1152 7458
— Versuchstier 18 864 7458
E Versuchstier 20 1152 7458
< |Versuchstier 22 1152 7296
Versuchstier 24 1152 7296
Versuchstier 25 1152 7296
Versuchstier 30 1152 6724
Summe Gruppe 11228 65998
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Zusatztabelle 2:

Analyse— Arrhythmien
Gruppe | Versuchstier Zeitfenster 1
PP (Minuten .
PVC Couplet Triplet Non-sus VT Sus VT Total

Auswertung)
Versuchstier 1 1146 0 0 0 0 0 0
i Versuchstier 2 1150 8 1 0 0 0 9
£ _  |Versuchstier 3 1151 1 1 0 1 1 4
S 3 |Versuchstier 9 898 0 0 0 0 0 0
@ © |Versuchstier 10 898 1 0 0 0 0 1
‘© 2 |Versuchstier 12 836 17 1 1 2 1 22
% Versuchstier 31 1152 1 0 0 0 0 1
N Versuchstier 32 1152 0 0 2 0 0 2

Summe Gruppe 8383
Versuchstier 4 1150 2 0 0 0 0 2
Versuchstier 6 1150 33 0 0 0 0 33
Versuchstier 16 1152 3 0 0 0 0 3
Versuchstier 17 1152 2 0 0 0 0 2
— Versuchstier 18 864 2 0 0 0 0 2
E Versuchstier 20 1152 0 1 0 0 0 1
< |Versuchstier 22 1152 7 0 0 0 0 7
Versuchstier 24 1152 1 0 0 0 0 1
Versuchstier 25 1152 0 0 0 0 0 0
Versuchstier 30 1152 17 0 0 0 0 17

Summe Gruppe 11228

Zeitnormierung F1 (/100 Min.)
Gruppe | Versuchstier
PVC Couplet Triplet Non-sus VT Sus VT Total

Versuchstier 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
= Versuchstier 2 0,70 0,09 0,00 0,00 0,00 0,78
g £ |Versuchstier 3 0,09 0,09 0,00 0,09 0,09 0,35
X % Versuchstier 9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
é S [|Versuchstier 10 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11
= < |Versuchstier 12 2,03 0,12 0,12 0,24 0,12 2,63
N Versuchstier 31 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09
Versuchstier 32 0,00 0,00 0,17 0,00 0,00 0,17
Versuchstier 4 0,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,17
Versuchstier 6 2,87 0,00 0,00 0,00 0,00 2,87
Versuchstier 16 0,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,26
Versuchstier 17 0,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,17
'f Versuchstier 18 0,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,23
= Versuchstier 20 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00 0,09
Versuchstier 22 0,61 0,00 0,00 0,00 0,00 0,61
Versuchstier 24 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09
Versuchstier 25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Versuchstier 30 1,48 0,00 0,00 0,00 0,00 1,48
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Analyse-

] Arrhythmien
. Zeitfenster 2
Gruppe | Versuchstier )
(Minuten PVvC Couplet Triplet Non-sus VT Sus VT Total

Auswertung)
Versuchstier 1 7143 8 0 0 0 0 8
- Versuchstier 2 5998 41 6 0 1 0 48
2 . |Versuchstier 3 5995 35 4 1 0 0 40
é f, Versuchstier 9 7226 36 2 6 1 0 45
9 g Versuchstier 10 7219 341 9 3 1 0 354
‘© S |Versuchstier 12 7214 83 6 1 2 0 92
s Versuchstier 31 6725 59 4 1 1 0 65
N Versuchstier 32 6724 122 11 3 3 0 139

Summe Gruppe 54244
Versuchstier 4 3847 7 0 0 0 0 7
Versuchstier 6 3869 29 0 0 0 0 29
Versuchstier 16 7296 58 3 0 3 0 64
Versuchstier 17 7458 145 20 6 2 0 183
- Versuchstier 18 7458 20 0 0 0 0 20
E Versuchstier 20 7458 526 1 1 0 0 528
< Versuchstier 22 7296 71 11 1 2 0 85
Versuchstier 24 7296 52 9 0 1 0 62
Versuchstier 25 7296 42 2 1 0 0 45
Versuchstier 30 6724 120 12 6 8 0 146

Summe Gruppe 65998

Zeitnormierung F2 (/100 Min.)
Gruppe | Versuchstier
PVC Couplet Triplet Non-sus VT Sus VT Total

Versuchstier 1 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11
= Versuchstier 2 0,68 0,10 0,00 0,02 0,00 0,80
g £ |Versuchstier 3 0,58 0,07 0,02 0,00 0,00 0,67
X % Versuchstier 9 0,50 0,03 0,08 0,01 0,00 0,62
.é S [|Versuchstier 10 4,72 0,12 0,04 0,01 0,00 4,90
= X |Versuchstier 12 1,15 0,08 0,01 0,03 0,00 1,28
N Versuchstier 31 0,88 0,06 0,01 0,01 0,00 0,97
Versuchstier 32 1,81 0,16 0,04 0,04 0,00 2,07
Versuchstier 4 0,18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05
Versuchstier 6 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,75
Versuchstier 16 0,79 0,04 0,00 0,04 0,00 0,88
Versuchstier 17 1,94 0,27 0,08 0,16 0,00 2,45
'f Versuchstier 18 0,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,27
b= Versuchstier 20 7,05 0,01 0,01 0,00 0,00 7,08
Versuchstier 22 0,97 0,15 0,01 0,03 0,00 1,17
Versuchstier 24 0,71 0,12 0,00 0,01 0,00 0,85
Versuchstier 25 0,58 0,03 0,01 0,00 0,00 0,62
Versuchstier 30 1,78 0,18 0,09 0,12 0,00 2,17
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