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2 Einleitung

2.1 Epidemiologie und Atiologie

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die haufigste Todesursache in Deutschland und
stellen auch europa- und weltweit ein gesundheitliches und gesundheitspolitisches
Problem dar. Unter kardiovaskularen Erkrankungen leiden laut Deutscher Gesellschaft fir
Kardiologie (DGK) etwa 28 Millionen Menschen weltweit und 6,5 Millionen Menschen sind
in Europa betroffen (Zahlen von 2013). Die Anzahl der Erkrankten steigt jahrlich um etwa
600 000 Félle. Die Kosten, die fur die Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen
anfallen, machen einen groRen Anteil des gesamten Budgets des Gesundheitssystems
aus (Rickenbacher 2001, Ponikowski et al. 2014, Brown et al. 2017). Herz-Kreislauf-
Erkrankungen sind vor allem in den Industrielandern eine der Hauptursachen, neben
malignen Geschehen, flir Morbiditat und Mortalitat der Bevolkerung. Die Prognose bei
Herzinsuffizienz und die 5-Jahres-Uberlebensrate sind sehr schlecht. Die
Uberlebensraten dieser Patienten sind schlechter als der Patienten, die an Darm-, Brust-
oder Prostatakrebs leiden (Ponikowski et al. 2014). Die meisten Patienten sterben
innerhalb von funf Jahren nach Diagnosestellung trotz medikamentdser Therapie. In den
letzten dreiBig Jahren konnte die Mortalitatsrate bedingt durch kardiovaskulare
Erkrankungen durch den Einsatz von Medikamenten, wie zum Beispiel ACE-Hemmer
oder B-Blocker, verbessert werden. Gleichzeitig steigt jedoch die Anzahl der Patienten,
die an einer Herzinsuffizienz leiden (McMurray et al. 2012). Die zurzeit angewandte
Therapie bei chronischer Herzinsuffizienz adressiert generelle Mechanismen wie die
neurohumorale Aktivierung, die erst in fortgeschrittenen Stadien der Krankheit einsetzen
und deren medikamentdse Bremsung lediglich das weitere Fortschreiten der Krankheit

verlangsamt (McMurray et al. 2012, Brown et al. 2017).

Die Ursachen von kardiovaskularen Erkrankungen sind vielféltig. Sowohl genetische oder
entziindliche als auch zivilisatorische und umweltbedingte Risikofaktoren begtinstigen die
Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen. Zivilisatorische und umweltbedingte
Risikofaktoren dominieren. Manche Erkrankungen, wie zum Beispiel die koronare
Herzerkrankung (KHK), arterielle Hypertonie oder Herzerkrankungen bedingt durch
Diabetes mellitus, konnten durch eine Anderung des Lebensstils verhindert oder in ihrem
Verlauf verlangsamt werden. Dieser Ansatz zur Eigeninitiative und Primarpravention
wuirde die Risikofaktoren zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz senken und auch das
Gesundheitssystem entlasten (Ponikowski et al. 2014, Metra et al. 2017). Die Indolenz
und Verantwortungslosigkeit des Menschen, lieber eine Tablette einzunehmen, bietet

8



dadurch allerdings ein weitaus grofReres Interessengebiet, neben genetisch bedingten
Herzerkrankungen, die Forschung zu neuen Therapieansatzen vorantreiben und

finanzieren zu kbénnen.

2.2 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz und Therapieoptionen

Eine Herzinsuffizienz bedeutet, dass die Pumpleistung des Herzens nicht ausreicht um
die peripheren Organe des Kdrpers mit ausreichend Substrat und Sauerstoff aus dem Blut
versorgen zu konnen. Die Herzinsuffizienz ist genau genommen keine eigene Krankheit,
sondern stellt vielmehr das Endstadium der zugrunde liegenden Herzerkrankung dar. Bei
genugend grofem Blutvolumen und normalen Fillungsbedingungen kann von dem
erkrankten Herzmuskel nicht genitgend Leistung aufgebracht werden, das Blut mit
ausreichend Druck im Organismus zu verteilen. Durch diese Beeintrachtigung der
ventrikularen Funktion kommt es zu einer Reduzierung des Herzminutenvolumens und
des Blutdruckes, was unter anderem zu einer Minderperfusion verschiedener Organe und
Gewebe oder zu einem Ruckstau des Blutvolumens fihrt (Steffel 2014). Eine beginnende
Herzinsuffizienz wird durch Mechanismen wie eine Aktivierung des Sympathikus oder des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) oder eine Hypertrophie des Herzens vom
Organismus kompensiert. Diese Kompensation fihrt initial zu einer Verbesserung der
Krankheitssymptome, Uber die Zeit jedoch zur Progression der Herzinsuffizienz und endet
meist in einer chronischen Herzinsuffizienz oder mit dem plotzlichen Herztod
(Rickenbacher 2001). Die Herzinsuffizienz ist derzeit unheilbar. In weit fortgeschrittenen
Stadien der Krankheit besteht bedingt noch die Mobglichkeit der Implantation eines
Schrittmachers, eines Spenderherzens oder eines Kunstherzens (Steffel 2014). Die
momentanen Therapieansitze haben ihre Grenzen erreicht, weshalb nach neuen
Modellen und Therapiestrategien gesucht wird (Bruyneel et al. 2018). Die Anstrengungen
und Aufwendungen in der Forschung zu neuen Therapieansatzen sind grof3, denn ,die
chronische Herzinsuffizienz ist haufig, invalidisierend, teuer und todlich“ (Rickenbacher

2001, McMurray et al. 2012). Individualisierte kausale Therapieansétze fehlen bislang.

2.3 Bestrebungen der Forschung

Die Krankheitsmodellierung und Forschung zu Medikamenten im Tiermodell stellten sich
teilweise als schwierig heraus, da die Physiologie der Menschen und Nagetiere genetisch
und molekularbiologisch stark divergiert. Offensichtliche Unterschiede sind die

Schlagfrequenz - das menschliche Herz schlagt ungefahr 50 bis 80 Mal pro Minute in
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Ruhe im Vergleich zu Nagerherzen mit 250 bis 500 Schlagen pro Minute - oder die
unterschiedliche GroRe der Herzen. Diese und weitere Unterschiede der Physiologie und
Morphologie existieren, weshalb ein Tiermodell nur schwer auf den menschlichen
Organismus Ubertragbar bleibt (Mummery 2018).

2.3.1 Humane induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSC)

Eine der grof3ten Errungenschaften fir die biomedizinische Forschung ist die Entdeckung,
aus differenzierten somatischen Zellen pluripotente Stammzellen reprogrammieren zu
kénnen. Im Jahr 2006 veroffentlichten Yamanaka und Kollegen ihre Ergebnisse
ausdifferenzierte Fibroblastenzellen der Maus in einen Zustand zuriickversetzt zu haben,
der dem embryonaler und pluripotenter Stammzellen ahnelt, sogenannte iPSC (Takahashi
und Yamanaka 2006). Danach gluckte das Reprogrammieren von humanen Zellen
(Takahashi et al. 2007). Mittels retroviraler Transduktion der Zellen aus einer gewahlten
Kombination von vier Transkriptionsfaktoren, Oct3/4 (Octamer-binding transcription factor
3/4), Sox2 (Sex determining region Y-box 2), Kif4 (Kruppel-like factor 4) und c-Myc
(cellular Myelocytomatosis), gelang dem Forschungsteam um Yamanaka das
Reprogrammieren ausdifferenzierter humaner Zellen zu sogenannten hiPSC. Dabei sind
Oct3/4 und Sox2 wichtige Transkriptionsfaktoren in embryonalen Stammzellen zur
Aufrechterhaltung der Pluripotenz, indem diese die frihe embryonale Differenzierung
regulieren und verhindern. KIf4 und c¢-Myc fungieren als Onkogene oder
Tumorsuppressoren fiir den Langzeiterhalt der Pluripotenz und férdern die Proliferation
von Zellen. cMyc unterstiitzt das Reprogrammieren durch das Unterdriicken von
Fibroblasten-spezifischen Genen (Takahashi und Yamanaka 2006, Takahashi et al. 2007,
Liao et al. 2018). hiPSC sind eine grof3e Hoffnung in der Forschung zu medizinischen und
pharmakologischen Zwecken, da damit die ethisch umstrittene embryonale
Stammzellforschung umgangen werden kann und Patienten-spezifische Zellen erzeugt

werden kdnnen.

Uber die letzten Jahre wurde das Protokoll immer weiter optimiert. Mittlerweile wird die
virale Transduktion mit Retroviren, zum Beispiel dem Sendaivirus, durchgefiihrt, da diese
nicht dauerhaft in das Genom integrieren. Uber einen Virus-spezifischen Mechanismus
gelangen die Transkriptionsfaktoren in die Zelle. Dort werden die Transkriptionsfaktoren
zu Proteinen umgeschrieben. Die Transkription erfolgt jedoch aufgrund der zeitlich
begrenzten Integration nur fir einen gewissen Zeitraum, in welchem die Transkripte
zwecks Reprogrammierung erwinscht sind. Anfanglich wurden hauptsachlich Lentiviren

zur Reprogrammierung verwendet, welche die Transkriptionsfaktoren dauerhaft in die
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Zellen integrieren. Es besteht dabei die Gefahr einer willkiirlichen Integration der Faktoren
in das Genom und deren fortdauernde Genexpression, welche sich auf das spéatere
Differenzierungspotenzial auswirken konnte (Martinez-Fernandez et al. 2014). Diese
Gefahr soll mit der Wahl des nicht dauerhaft integrierenden Sendaivirus zur

Reprogrammierung umgangen werden.

Durch eine Nachahmung der Embryogenese kdnnen aus pluripotenten Stammzellen alle
Zellen der drei Keimblatter differenziert werden. Zur Differenzierung kardialer Zellen
existieren mittlerweile verschiedene Protokolle. Im Institut fur Experimentelle
Pharmakologie und Toxikologie in Hamburg wurde von Breckwoldt et al. (2017) ein
effektives, zuverldssiges und kostenginstiges Differenzierungsprotokoll entwickelt. Die
Differenzierung von Kardiomyozyten erfolgt Uber eine Bildung von Embryoidkdrperchen
(EBs) und die Induktion des mesodermalen Wnt-/-B-Catenin-Signalweges durch eine
Kombination von drei Wachstumsfaktoren und folgend einer Abschaltung dieses
Signalweges. Die Differenzierung zu Kardiomyozyten erfolgt in einem Zeitraum von
vierzehn Tagen. Fir die mesodermale Induktion werden zur Aktivierung des Wnt-/-B-
Catenin-Signalweges die Wachstumsfaktoren BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4),
Activin A und bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) zu den EBs gegeben. Im Verlauf
werden die entstehenden mesodermalen kardialen Vorlauferzellen durch Inhibition des
Whnt-/-B-Catenin-Signalweges, durch die niedermolekulare Verbindung XAV-939, zu
kardialen Zellen differenziert. Durch die Zugabe von Insulin wird die mesodermale
Entwicklung inhibiert und die kardiale Differenzierung verstarkt. Nach acht bis zehn Tagen
erhalt man spontan schlagende Zellen, weshalb ab diesem Zeitpunkt die Zugabe der
Inhibitoren beendet wird. Die Kardiomyozyten kénnen, nach erfolgten Qualitatskontrollen,

dissoziiert und zu Engineered Heart Tissues (EHTS) weiterverarbeitet werden.

2.3.2 Tissue Engineering und Engineered Heart Tissues (EHTS)

Moderne Technologien wie das Tissue Engineering erméglichen die Herstellung von
humanen Herzmuskelgeweben aus Patienten-spezifischen Stammzellen, die Uber das
Reprogrammieren von Hautbiopsien gewonnen werden kénnen. Herzmuskelgewebe aus
humanen induzierten pluripotenten Stammzellen werden im Englischen auch als
Engineered Heart Tissues (EHTS) bezeichnet. Seit der Herstellung des ersten kiinstlichen
Herzgewebes in einem dreidimensionalen Format im Jahr 1997 (Eschenhagen et al.
1997) erfolgte eine rege Forschung und Weiterentwicklung der Methodik, wie zum
Beispiel der Austausch der Kollagen-basierten Matrix durch eine Fibrin-Hydrogel-basierte

Matrix. Die urspringlich an Glasréhrchen befestigten bikonkaven, flachigen
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Gewebestrukturen durchliefen mehrere Optimierungsschritte (Zimmermann et al. 2002)
und werden derzeit als Gewebestreifen an flexiblen Silikongestellrahmen befestigt
(Hansen et al. 2010). Kultiviert werden die Gewebe in einem 24-Well-Format, wodurch
eine automatisierte Messung per video-optischer Analyse mdglich gemacht werden
konnte (Hansen et al. 2010). Die Kultivierung der Kardiomyozyten in einem 3D-Format
ermdglicht, wie auch im lebenden Organismus, neben einer raumlichen Orientierung der
Zellen die Mdoglichkeit der Kokultur mit anderen Zelltypen. Als wichtigster Vorteil der
dreidimensionalen Herzgewebe gegentber der zweidimensionalen Zellkultur wurde ein
erhohter Reifegrad der Kardiomyozyten zu einem eher adulten Phanotyp ausgemacht
(Fink et al. 2000, Lemoine et al. 2017, Ulmer et al. 2018, Yoshida et al. 2018).

2.3.3 Potential und momentane Grenzen von hiPSC

Durch die Verwendung von hiPSC eréffnen sich fir die Pharmakologie und Toxikologie,
fur Krankheitsmodellierungen zum besseren Verstandnis von pathologischen
Mechanismen und der regenerativen Medizin neue Mdglichkeiten. Die pharmakologische
und toxikologische Forschung kann durch die Entwicklung und Uberprifung neuer
therapeutischer Wirkstoffe im humanen Herzmodell unterstlitzt und vorangetrieben
werden, wodurch zusétzlich eine verbesserte Arzneimittelsicherheit erzielt und
gewadhrleistet werden kann (Mannhardt et al. 2016, Bruyneel et al. 2018). Des Weiteren
kénnen mit hiPSC-Kardiomyozyten neue Erkenntnisse und ein besseres Verstandnis von
Krankheitsmechanismen durch die Untersuchung von Herzerkrankungen im humanen
Herzmodell erlangt werden. Durch die Verwendung von hiPSC-Kardiomyozyten besteht
die Mdglichkeit Patienten-spezifische Zelllinien flr Krankheitsmodellierungen zu
generieren oder in gesunde Zelllinien pathologische Mutationen einzufiigen, wobei diese
Zelllinien gleichzeitig als Kontrollen verwendet werden kénnen (Eschenhagen und Carrier
2019). Mit Herzmuskelgeweben, generiert aus hiPSC, wird die Forschung an sonst
schwer zuganglichen humanen Geweben moglich, die weiterhin zur Entwicklung
personalisierter Therapieansatze fuhren koénnten (Mummery 2018, Eschenhagen und
Carrier 2019). Die Generierung von hiPSC ist unbegrenzt mdglich und wird in jingster
Zeit zunehmend kommerzialisiert, um Kulturprotokolle zu vereinfachen und die
Reproduzierbarkeit zu verbessern (Horikoshi et al. 2019, Machiraju und Greenway 2019).
Humane oder sogar patienteneigene Gewebe als Ersatz fir zu Grunde gegangene
Primarzellen zu verwenden, kénnten eine Integration der Gewebe in den Organismus
erleichtern, AbstoBungsreaktionen verhindern und die Prognose der Herzinsuffizienz
verbessern. Bisher wurden Implantationen von  Herzmuskelzellpflastern in

Meerschweinchen getestet. Nach den Implantationen erfolgte eine Neovaskularisierung
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durch den Wirt und eine Anpassung der hiPSC-Kardiomyozyten im Herzmuskelzellpflaster
hin zu einem reiferen Phanotyp (Weinberger et al. 2016). Implantationen von
Herzmuskelzellpflastern in  Schweinen waren dagegen bisher noch nicht ohne
AbstoRungsreaktionen erfolgreich durchfihrbar (Weinberger et al. 2016, Machiraju und
Greenway 2019).

Derzeitige Einschrankungen in der Aussagekraft von EHTs stellen unter anderem die
Unreife der hiPSC-Kardiomyozyten und die noch nicht vollstandig standardisierten
Bedingungen der Herstellung der EHTSs, die Ablaufe der Experimente und die Kontrollen
dar (Zimmermann et al. 2002, Schaaf et al. 2011). Das Hamburger Institut for
Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie entwickelte in den letzten Jahren
Moglichkeiten EHTs unter standardisierten Bedingungen reproduzierbar herzustellen und
video-optisch zu erfassen (Hansen et al. 2010). Verschiedene Qualitatsparameter kénnen
mit der Messapparatur des Hamburger Instituts zur funktionellen Charakterisierung an
den EHTs ermittelt werden (Mannhardt et al. 2016).

Die Unreife der Kardiomyozyten beléasst jedoch eine Ungewissheit, ob die Modelle und die
daraus abgeleiteten Versuchsergebnisse auf ein alterndes und krankes Herz Ubertragbar
sind. Ein Ziel der momentanen Forschung ist daher die Reifeférderung von hiPSC-
Kardiomyozyten auf funktioneller, struktureller und metabolischer Ebene, hin zu einem in
vitro Phanotyp, der dem nativen Herzmuskelgewebe gleichkommt. Maoglichkeiten die
Reife der hiPSC-Kardiomyozyten zu verbessern, um mit mdglichst adulten und
morphologisch-charakteristisch strukturierten Zellen zu forschen, sind daher von grof3em
Interesse. Unter den momentanen Kulturbedingungen entstehen Kardiomyozyten, die
eher einem fetalen Phanotyp mit rundlicher, anstatt fir adulte Kardiomyozyten typischer
stabférmiger Morphologie, gleichkommen. Die Ultrastruktur der Zellen reflektiert dies. Die
Zellorganellen und funktionellen Einheiten der Kardiomyozyten liegen nur in schwach
ausgepragter Form und Anzahl vor oder fehlen ganzlich. Fetale Kardiomyozyten besitzen
demzufolge auch eine geringere Dichte an Mitochondrien und ko&nnen ihren
Energieverbrauch hauptsachlich tUber die anaerobe Glykolyse decken (Lopaschuk und
Jaswal 2010, Ulmer und Eschenhagen 2019). Das erwachsene Myokard kann, je nach
Angebot, als Energiesubstrate Glukose, freie Fettsduren oder Laktat zur ATP-Gewinnung
heranziehen. Je nach verwendetem oder vorliegendem Sauerstoffangebot werden die
genannten Substrate in Ruhe meist zu je einem Drittel herangezogen. Man bezeichnet

reife Kardiomyozyten auch als omnivor.
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Die bestehende morphologische Unreife resultiert weiterhin in einer geringeren
Kraftentwicklung bei Kontraktionen im Vergleich zu nativem Myokard. Die Neigung zu
spontanen Kontraktionen von EHTSs ist ein weiteres Zeichen von Unreife, wohingegen sich
natives linksventrikulares Myokard im Ruhezustand befindet. Allerdings weisen hiPSC-
Kardiomyozyten, kultiviert im EHT-Format, humané&hnliche Aktionspotentiale in Dauer und
Form und eine humanahnliche Dichte an lonenkanélen auf (Lemoine et al. 2017).

Durch die dreidimensionale Kultivierung der Kardiomyozyten als EHTs konnte, wie oben
beschrieben, bereits eine deutliche Verbesserung des Reifegrades erzielt werden. Durch
die Kultur zwischen den Silikonpfosten konnte eine rdumliche Orientierung und
Ausrichtung der Kardiomyozyten unter vermehrter Ausbildung von Gap junctions und
Zellorganellen und eine Verbesserung der Kontraktionskraft erreicht, sowie eine Kokultur
mit Fibroblasten und anderen Zelltypen ermdéglicht werden. Des Weiteren wurde gezeigt,
dass Kardiomyozyten in EHTs verschiedene Substrate verstoffwechseln kénnen und die
unterschiedlichen Mdoglichkeiten der Energiegewinnung vermehrt nutzen, um ihren
Energiebedarf nicht ausschlie3lich Gber die anaerobe Glykolyse zu decken (Ulmer et al.
2018, Ulmer und Eschenhagen 2019). Weitere molekulare Analysen der EHTs zeigten
eine verstarkte Konzentration spezifischer Markerproteine der Kardiomyozytenreifung.
Unter anderem werden a-actinin, a- und B-Myosin-Schwerkette (a-/-MHC), Ca**-ATPase
des sarkoplasmatischen Retikulums, Na‘-/Ca®-Austauscher oder Titin verstarkt in
dreidimensional kultivierten Kardiomyozyten translatiert und gleichen physiologischen
Proteinkonzentrationen (Hirt et al. 2014b, Yang et al. 2014a, Ulmer et al. 2018). EHTs

kommen derzeit dem nativen Herzgewebe am nachsten.

Trotz metabolischer, morphologischer und vor allem funktioneller Verbesserung der Reife
konnte bisher jedoch noch kein vollstandig erwachsener Phanotyp von Kardiomyozyten in
Kultur erhalten werden (Hansen et al. 2010, Ulmer et al. 2018). Momentane Ansatze den
Reifegrad von Kardiomyozyten weiter zu verbessern, basieren auf Kulturprotokollen, die
mittels elektrischer und mechanischer Stimulation von hiPSC-Kardiomyozyten eine
Verbesserung der funktionellen und strukturellen Reife erzielen (Hirt et al. 2014a,
Veerman et al. 2015, Ronaldson-Bouchard et al. 2018). Andere Labore erzielten durch
Langzeitkultur oder durch Kultur in modifizierten Medienzusammensetzungen reifere
Phanotypen von hiPSC-Kardiomyozyten (Lundy et al. 2013, Brandao et al. 2017,
Horikoshi et al. 2019).
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2.3.4 Verbesserung der Reife durch Maturierungsmedien

Die Modifikation von Kulturmedien bietet vielfaltige Mdglichkeiten, die Reife von hiPSC-
Kardiomyozyten zu verbessern. Durch das Hinzufiigen oder Weglassen von bestimmten
Wachstumsfaktoren oder Hormonen, wie zum Beispiel Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-
1), Insulin, Adrenalin oder Trijodthyronin (T3), sollen postnatale oder adulte Bedingungen
fur die Kardiomyozyten nachgeahmt werden (Maillet et al. 2013, Yang et al. 2014a, Yang
et al. 2014b). Mittlerweile sind bereits sehr reife Kardiomyozyten in Kultur Wirklichkeit
geworden (Ulmer et al. 2018, Ulmer und Eschenhagen 2019). Eine Kombination mehrerer
Ansatze zur Reifeforderung in einem Kulturprotokoll kdnnte zu einer optimierten und
zufriedenstellenden Reifesteigerung fiihren (Brandao et al. 2017, Maxwell und Xu 2018,
Machiraju und Greenway 2019). Gleichzeitig stellt sich die Frage wie nah man nativen
Kardiomyozyten in vitro Uberhaupt kommen kann und welche Faktoren die Reife und
Entwicklung der Kardiomyozyten wirklich férdern. Dariiber hinaus basieren die meisten
vorhandenen Kulturprotokolle auf serumhaltigen Herstellungsschritten oder Kulturmedien,

die meist bovines oder equines Serum beinhalten.

Eine serumfreie Kultur zu entwickeln ist eine Voraussetzung fir den Zertifikaterhalt der
guten Herstellungspraxis (Good manufacturing practice, GMP). GMP beinhaltet
Richtlinien zur Qualitatssicherung bei der Herstellung von Produkten fir den Menschen.
Unter anderem fallen auch die Produktionsschritte von Arzneimitteln und
Medizinprodukten unter diese Gesetze, mit dem Ziel eine unbedenkliche, sichere und
bestdndige Qualitat garantieren und Nebenwirkungen oder AbstoRungsreaktionen
ausschlieRen zu kénnen (Gouveia et al. 2015, McGrath et al. 2019). Herstellungsprozesse
und Kulturprotokolle ohne tierische Bestandteile werden damit zur Notwendigkeit um den
Richtlinien gerecht zu werden und die Modell- und Therapieideen in anwendbare
Produkte fur den Menschen umsetzen zu kénnen und damit das ganze Potential der

hiPSC zu nutzen.

Erste Versuche serumfreie Kulturbedingungen zu schaffen, wurden bereits von Mills et al.
(2017) oder Tiburcy et al. (2017) probiert umzusetzen. Mills und Kollegen versuchten tber
Wechsel der Substratzufuhr eine mehr und mehr postnatale Umgebung zu schaffen, um
den Stoffwechsel der fetalen Kardiomyozyten durch ein stetig verdnderndes
Nahrstoffangebot anzupassen (Mills et al. 2017). Deren serumfreies Maturierungsmedium
enthielt wenig Glukose, viel Palmitat und kein Insulin. Insulin ist in den meisten
Kulturmedien als essentieller Bestandteil fir Uberleben und Funktion der hiPSC-
Kardiomyozyten enthalten (Ulmer und Eschenhagen 2019). In dem Maturierungsmedium

war Insulin bewusst nicht enthalten, da Insulin die Glykolyse auslost und proliferative
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Effekte auf Zellen ausubt. Mills et al. (2017) erzielten mit ihrem Maturierungsmedium
hiPSC-Kardiomyozyten mit einer funktionell und metabolisch verbesserten Reife im
Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe. Des Weiteren gelang die Beherrschung der
Zellzyklusaktivitat zu einer geringeren proliferativen Aktivitat tber eine Repression von (-
Cantenin und YAP1 (Yes-associated protein 1). In dem Maturierungsmedium konnte
jedoch keine weitere morphologische Maturierung im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielt
werden. Tiburcy und Kollegen orientierten sich an bereits vorhandenen Kulturprotokollen
und ersetzten die serumhaltigen Herstellungs- und Kaultivierungsschritte durch eine
Kombination aus TGFB-1 (Transforming Growth Factor B 1), IGF-1 (Insulin-like Growth
Factor 1), FGF-2 (Firbroblast Growth Factor 2), VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) und B27 (Tiburcy et al. 2017). Vor allem TGFB-1 wurde als ein wichtiger Zusatz in
den ersten Kulturtagen fir eine gute Kraftentwicklung ausgemacht. Unter serumfreien
Bedingungen in Kombination mit Wachstumsfaktoren zeigten hiPSC-Kardiomyozyten eine

morphologische, molekulare und funktionelle Reifesteigerung.

Ein weiteres, bisher noch nicht publiziertes, serumfreies Maturierungsmedium wurde im
Labor von Mark Mercola (Stanford, Vereinigte Staaten) entwickelt. Vor Ort flihrte das
Maturierungsmedium in bisherigen 2D-Kulturen zu beeindruckenden strukturellen
Ergebnissen von hiPSC-Kardiomyozyten. Im Hamburger Institut fur Experimentelle
Pharmakologie und Toxikologie wurde mit diesem Projekt das serumfreie
Maturierungsmedium aus Stanford im EHT-Modell untersucht und mit dem hausinternen

serumhaltigen Standard experimentell verglichen.
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3 Arbeitshypothese und Fragestellung

Es erfolgte ein experimenteller Versuch mit Stammzell-abgeleiteten Kardiomyozyten
(hiPSC-Kardiomyozyten) zweier gesunder Kontrollzelllinien des Hamburger Instituts ftr
Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie. Durch eine dreidimensionale Kultivierung
der Kardiomyozyten als Engineered Heart Tissues (EHTs) konnte bereits eine deutliche
Verbesserung des Reifegrades erzielt werden. Der bisherige institutsinterne Standard
basiert auf einem serumhaltigen Kulturprotokoll. Um das volle Potential der hiPSC-
Kardiomyozyten nutzen zu kdénnen, ist es notwendig Kardiomyozyten mit einem adulten
Phanotyp unter serumfreien Bedingungen, zum Erfillen der GMP-Richtlinien, generieren
zu konnen. Das Mercola Labor in Stanford entwickelte ein noch nicht publiziertes
Maturierungsmedium, welches in bisherigen 2D-Kulturen zu beeindruckenden

strukturellen Ergebnissen von hiPSC-Kardiomyozyten fihrte.

Im Hamburger Institut fir Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie sollte mit diesem
Projekt experimentell untersucht werden, ob durch das serumfreie Maturierungsmedium
aus Stanford in Kombination mit einer Kultur im EHT-Format ein synergistischer
Maturierungseffekt verglichen mit dem hausinternen serumhaltigen Standard erzielt

werden kann.

Folgende Fragen sollen wahrend des Projektes beantwortet werden:

e Ist es mdglich, die hiPSC-Kardiomyozyten durch Kombination von EHT-Kultur und
Kultur im Maturierungsmedium dem menschlichen Herzen in Funktion und
Morphologie noch naher zu bringen, um mit méglichst wirklichkeitsnahen Modellen

forschen zu kdnnen?

e Wie wirken sich die unterschiedlichen Kulturbedingungen auf das
Kontraktionsverhalten, sowie auf metabolische, strukturelle und

elektrophysiologische Eigenschaften der Kardiomyozyten aus?
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4 Material und Methoden

4.1 Humane induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSC)

Die Zellen fur den Versuch stammten aus Hautbiopsien von zwei gesunden weiblichen
Kontrollen des ERC IndivuHeart Projektes, welche unter den verblindeten Bedingungen
des Projektzeitraumes die Bezeichnung ERCO001 und ERCO018 erhielten. Die Entnahme
der Hautbiopsien erfolgte im Herzzentrum des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
(Leitung Prof. Stefan Blankenberg). Aus der jeweiligen Hautbiopsie wurden durch die
Mitarbeiter des Instituts der Experimentellen Pharmakologie und Toxikologie die
Fibroblasten isoliert und folgend kultiviert. Mithilfe der Sendaivirus-Reprogrammierungs-
Technologie (CytoTune-iPS Sendai Reprogramming Kit, #A1377801, Life Technologies)
wurden die Fibroblasten nach Herstellerangaben zu hiPSC reprogrammiert. Nach dem
Reprogrammieren der kutanen Fibroblasten zu hiPSC wurde die Differenzierung zu
Kardiomyozyten veranlasst. Die Differenzierung zu Kardiomyozyten erfolgte nach dem
kurzlich publizierten institutsinternen standardisierten Vorgehen und wurde hauptséachlich
durch Birgit Klampe durchgefiihrt (Breckwoldt et al. 2017). Die Zelllinien wurden folgend
als ERC001sv1162 und ERC018sv1634 benannt. Sie sind bei hPSCreg unter UKWi001-
A/ERC001sv1162 und UKEiIO03-C/ERC018sv1634 registriert.

4.2 Herstellung der kiinstlichen Herzgewebe

Die Herstellung der kinstlichen Herzgewebe erfolgte nach dem bereits erwéhnten und
kurzlich publizierten institutsinternen standardisierten Vorgehen. Die EHTs wurden mit
Hilfe von Frau Dr. Ulmer, Birgit Klampe und Thomas Schulze gegossen. Fir die
Herstellung wurden sowohl frisch dissoziierte als auch aufgetaute Kardiomyozyten

verwendet.

Als Erstes wurden EHT-Gussformen in die 24-Well-Platten vorgelegt. Zur Herstellung
dieser wurden 1,5 ml flissige Agarose (2% in PBS, aufbewahrt bei 60 °C; Invitrogen,
15510-027) in jedes Well gegeben. Danach wurden Platzhalter aus Polytetrafluoethylen
(PTFE) in die flissige Agarose gesteckt, um die Gusstaschen herzustellen. Nachdem die
Agarose ausgehartet war, konnten die PTFE-Formen wieder aus der Agarose enthommen
werden. Die Silikongestellrahmen wurden Uber die entstandenen Gusstaschen gehangt,
sodass je zwei Silikonpfosten in einer Gusstasche hingen (Abbildung 4.1). Fir diesen
Versuch wurden sowohl Silikonpfosten mit einem geringen als auch mit einem mittleren

Steifegrad gewahlt. Fur die ersten beiden Versuchsdurchlaufe  wurden
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Silikongestellrahmen mit einem mittleren Steifegrad gewahlt. Fir den dritten
Versuchsdurchlauf wurden Silikongestellrahmen mit dem geringsten Steifegrad
verwendet. Die Silikongestellrahmen mit mittlerem Steifegrad konnten mit einem Faktor
von 2,7 bezogen auf die Kontraktionskraft zu den Silikongestellrahmen mit dem
geringsten Steifegrad vergleichbar berechnet werden.

Tabelle 4.1: Zusammensetzung der Substanzmengen, die fir den EHT-Mastermix zur Herstellung
eines EHTs bendtigt werden, inklusive 10% Pipettierfehler.

Substanz Humanes EHT
Kardiomyozyten (Zellanzahl) 880 000 — 1 000 000
NKM 86,9 ul

DMEM (Biochrom F0415)

FCS (Biochrom, S0615) 10%
Glutamin (Gibco, 25030-081) 1%
2xDMEM 6,2 ul
10% Matrigel Tl

(Corning, 354234)

0,1% Y-27632 0,11 ul
(Biaffin, PKI-Y27632-010)

Fibrinogen 2,8 ul
(Sigma-Aldrich, F8630)

Thrombin 3,3 ul
(Sigma-Aldrich, T7513)

Der EHT-Mastermix wurde ohne Zugabe von Thrombin in einem Zentrifugenréhrchen
zusammengefiigt und vermischt. Die genaue Zusammensetzung kann der Tabelle 4.1
entnommen werden. Bei dem ersten Versuchsdurchlauf der ERCO01-EHTs wurde
Matrigel zugegeben. Die beiden anderen Versuchsdurchlaufe erfolgten ohne einen Zusatz
von Matrigel. Der Volumenanteil von Matrigel wurde durch serumhaltiges
Resuspensionsmedium (NKM) ersetzt. Kurz vor dem Giel3en eines jeden EHT wurden zu
100 pl Mastermix 3 pl Thrombin in die Pipettenspitze aufgenommen und zum Mischen
zweimal ab- und aufpipettiert. Diese Kombination musste vor der Koagulation in die
jeweilige EHT-Gusstasche zwischen die zwei Silikonpfosten pipettiert werden. Zur
vollstandigen Polymerisierung wurden die EHTs fir eine Stunde bei 37 °C, 7% CO,, 40%

O, inkubiert. Danach erfolgte ein Uberschichten mit dem folgenden Kulturmedium der
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EHTs, um nach einer weiteren halben Stunde Inkubationszeit die Silikongestellrahmen mit
den gegossenen EHTs aus der Gussform entnehmen zu kénnen.

Abbildung 4.1: Herstellung der EHTs im 24-Well-Format (adaptiert von EHT Technologies GmbH
(http://mww.eht-technologies.com/products.html), Hansen et al. 2010). (A) Platzhalter zur
Herstellung der Gusstaschen. (B) Silikongestellrahmen mit Silikonpfosten als EHT-Halterung. (C)
24-Well-Platte mit Silikongestellrahmen und gegossenen EHTS.

Die EHTs wurden dann in eine mit Kulturmedium vorbereitete 24-Well-Platte Uberfuhrt.
Bis auf die Versuchsgruppe der ERCO18-EHTs (n=7), die ausschlieBlich mit dem
Maturierungsmedium kultiviert wurde, wurden die EHTs in das Standard-EHT-Medium
(Complete) Uberfuhrt. Das Standard-EHT-Medium bedeutet eine Kultivierung in DMEM
mit 10% Pferdeserum, 1% Penicillin/Streptomycin und einem Zusatz von Insulin und
Aprotinin. Die genauen Zusammensetzungen der verschiedenen Kulturmedien kénnen

der Tabelle 4.2 entnommen werden.

Tabelle 4.2; Zusammensetzung der Kulturmedien der Gruppen A - E. Pro Well wurden insgesamt
1,5 ml pipettiert.

Substanz
DMEM 1,35 ml/ well | 1,35 ml/ well

(Biochrom F0415)
MM Medium 1,5 ml/ well 1,35 ml/ well | 1,35 ml/ well
Pferdeserum (10%) 0,15 ml/ well 0,15 ml
inaktiviert
(Gibco 26050)
Humanserum 0,15 ml/ well 0,15 ml
(10%) aktiv
(Biowest)
Aprotinin 1,5l 1,5l 1,5l 1,5l 1,5l
(Sigma Aldrich A1153)
Insulin 1,5l 1,5l
(Sigma Aldrich 19278)
Penicillin/ 1%
Streptomycin (P/S)
(Gibco 15140)
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4.3 Normale EHT Kultivierung

Die EHTs wurden bei 37 °C, 7% CO,, 40% O, in einem Zellinkubator (Thermo Fisher
Scientific) kultiviert. Die ERCO001-EHTs des ersten Versuchsdurchlaufes wurden nach
dem Giel3en Uber neun Tage, die ERC018-EHTs des zweiten Versuchsdurchlaufes tber
vierzehn Tage und die ERCO01-EHTs des dritten Versuchsdurchlaufes tber zwolf Tage
mit dem Standard-EHT-Medium kultiviert. Das Medium wurde dreimal pro Woche
gewechselt. Neben dem Wechsel des Standardmediums erfolgte wahrend der
Formationsphase der EHTs eine regelmalige Messung der Ausgangslage und
Kontraktionskraftentwicklung der EHTs (Abbildung 4.2). Die Messungen in der
Messapparatur erfolgten frilhestens eineinhalb Stunden nach dem Mediumwechsel, um
den EHTs Zeit fur die Substrataufnahme zu gewéahren. Die Messungen erfolgten mittels
video-optischer Analyse und der dazugehdrigen CTMV-Software (Consulting Team
Machine Vision, Pforzheim). In dem Zellinkubator der Messapparatur erfolgten die
Messungen unter konstanten Bedingungen von 37 °C, 7% CO,, 40% O,. Durch eine
Glasscheibe auf der Oberseite des integrierten Inkubators wurden die Auslenkungen der
Silikonpfosten bei Kontraktion der EHTs mit einer Kamera aufgenommen. Das jeweilige
gemessene EHT wurde wahrend der Messung per LED Licht beleuchtet. Zur Vermeidung
einer Warmeentwicklung des Kulturmediums durch Licht erfolgte die Beleuchtung des
jeweiligen Wells nur wahrend der video-optischen Erfassung (Hansen et al. 2010). Vor der
Messung wurde der CTMV-Software Uber Einstellung und Ausrichtung der X-, Y- und Z-
Achse die Koordinaten der EHTs mitgeteilt, sodass die Kamera wahrend der Messung die
EHTs erneut anfahren und aufnehmen konnte. Mit der Messapparatur konnten kontraktile
Parameter, wie zum Beispiel die Kontraktionskraft, die Frequenz, die Kontraktionszeit und
ihre Geschwindigkeit oder die Relaxationszeit und ihre Geschwindigkeit, erfasst werden.
Weitere Informationen Uber die Messapparatur kénnen der Abbildung 4.2 sowie der

Internetseite der EHT Technologies GmbH enthommen werden.
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Abbildung 4.2: Video-optische Analyse der EHTs (adaptiert von EHT Technologies GmbH
(http://www.eht-technologies.com/products.html), Hansen et al. 2010). (A) Skizze vom Aufbau der
Messapparatur mit 24-Well-Platte im integrierten Inkubator. (B) Computerbildschirmansicht der
CTMV-Software bei Messung eines EHTs in der Messapparatur. (C) Berechnete
Kontraktionsparameter durch die CTMV-Software. (D) VergroRerte Abbildung einer
Kontraktionsaufnahme eines EHTSs Uber die Zeit von 30 Sekunden.

4.4 Kultivierung in verschiedenen Medien

Die Kultivierung der EHTs im institutsinternen Standard-EHT-Medium mit 10%
Pferdeserum sollte in dem Versuch mit einer abgewandelten Zusammensetzung,
Standard-EHT-Medium mit 10% Humanserum statt Pferdeserum, und dem
Maturierungsmedium (MM) mit unterschiedlichen Zugaben, verglichen werden. Das
Maturierungsmedium aus Stanford wurde freundlicherweise von dem Mercola Labor in
Stanford (Vereinigte Staaten) zur Verfugung gestellt und durch Ph.D. Dries Feyen nach
Hamburg verschickt. Dem Maturierungsmedium, mit zu diesem Zeitpunkt unbekannten
Inhaltsstoffen, wurde Penicillin/Streptomycin in einer Konzentration von 1:100 und
Aprotinin in einer Konzentration von 1:1000 zugefigt. Die weiter abgewandelten
Zusammensetzungen vom Maturierungsmedium erhielten einen Zusatz von 10% Pferde-
bzw. 10% Humanserum (Tabelle 4.2). Pro Kulturmediumansatz wurden, nach dem

Randomisieren der EHTs, mindestens drei EHTs zugeteilt und kultiviert.

4.5 Langen- und Breitenverhaltnisse im Verlauf der Kultur

Zur Analyse der EHT-Gestalt im Verlauf der Kulturzeit wurden mittels ImageJ die Langen
und Breiten der EHTs ermittelt. Fur diese Analyse sind Bilder der einzelnen EHTs zu

unterschiedlichen Kulturzeitpunkten gewahlt worden, die jeweils automatisch bei
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Messungen der Ausgangslage von der CTMV-Software in die Messprotokolle eingefugt
wurden. Wahrend den Messungen der Ausgangslage entstand sowohl ein Bild des
jeweiligen EHTs am Anfang, sowie am Ende jeder Messung. Fir die Analyse wurden
Bilder im relaxierten Zustand der EHTs gewdahlt. Des Weiteren erfolgte eine Messung der
in das Bild eingefiigten Mal3stableiste, um mit Microsoft Excel die ermittelten ImageJ-
Werte der Langen und Breiten mal3stabsgetreu in Millimeter zu berechnen. Mittels
GraphPad Prism 5 wurden die Langen- und Breitenverhaltnisse der EHTs zum jeweiligen
Ausgangswert normalisiert und folgend in den beiden Konditionen im Verlauf der
Kulturzeit dargestellt.

4.6 Funktionelle Analysen der EHTs

Mindestens drei Wochen Maturierung und normale Kultivierung warten sowohl das Institut
fur Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie als auch das Mercola Labor bevor
funktionelle Tests mit den Kardiomyozyten durchgefihrt werden. Nach drei Wochen
erreichen die Kardiomyozyten gewohnlich eine Plateauphase ihrer Kraftentwicklung und

sind damit ausreichend stark fur funktionelle Tests.

4.6.1 Kraft-Frequenz-Beziehung

Zur Analyse der Kraft-Frequenz-Beziehung wurde zuerst die Ausganglage in 1,8 mM
Calcium-haltiger Tyrodeldsung (2 mi/Well) spontan und unter elektrischer Stimulation von
1,5 Hz gemessen. Folgend wurden die EHTs in 0,6 mM Calcium-haltiger Tyrodelésung (2
mi/Well) bei ansteigender Frequenz gemessen. Die Frequenz wurde in jeder Messung
erhdht bis die EHTs der elektrischen Stimulation nicht mehr folgten. Begonnen wurden die
Messungen bei 0,75 Hz. Die Frequenz wurde bis 2,5 Hz je Messung um 0,25 Hz erhoht.

Im Intervall von 2,5 Hz bis 4 Hz je um 0,5 Hz und ab 4 Hz je Messung um 1 Hz.

4.6.2 Wirkung von Isoprenalin und Carbachol

Zuerst wurde die Ausganglage in sowohl 1,8 mM als auch 0,6 mM Calcium-haltiger
Tyrodelésung (2 mi/Well) spontan und unter elektrischer Stimulation von 1,5 Hz
gemessen. Um folgend die Wirkung von Isoprenalin auf die EHTSs, also eine B-adrenerge
Stimulation, zu messen, wurde den EHTs in der 0,6 mM Calcium-haltigen Tyrodelésung
100 nM Isoprenalin (20 pl/Well; Sigma-Aldrich, 16504; Stammlésung: 10 uM geldst in

Tyrodeldsung) zugegeben. Die EHTs wurden daraufhin einmal spontan und dreimal unter
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elektrischer Stimulation von 1,5 Hz gemessen. Im Anschluss wurde die Wechselwirkung
mit dem vegetativen Gegenspieler, also einer parasympathomimetischen Stimulation,
getestet und 10 yM Carbachol (20 pl/Well; Merck, 212385; Stammldsung: 1 mM geldst in
Tyrodelésung) hinzugegeben. Die EHTs wurden daraufhin erneut einmal spontan und
dreimal unter elektrischer Stimulation bei 1,5 Hz gemessen.

4.7 Metabolismus der EHTs

Zur Analyse des Stoffwechselverhaltens der EHTs wurden an unterschiedlichen
Kulturzeitpunkten Proben der Kulturmedien nach vier Stunden, nach vierundzwanzig
Stunden und vor dem néachsten Mediumwechsel entnommen. Es wurden Proben von 0,4
ml pro Well mit Einmalspritzen mittels Injektionskanilen entnommen und bis zur
Auswertung bei 4 °C gelagert. Bei dem vorangegangenen Mediumwechsel wurden
aufgrund der Enthahme 2 ml Kulturmedium in die jeweiligen Wells gegeben. Die Analyse
der Glukose- und Laktatkonzentrationen erfolgte mit einem Blutgasanalysegerat
(RADIOMETER ABL90 SERIE, Radiometer GmbH) im Zentrum fur Geburtshilfe, Kinder-
und Jugendmedizin des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf nach Absprache mit

Herrn Thomas Andreas.

4.8 DNA-Isolation und DNA-Analyse mittels gPCR

Mithilfe des TRIzol Protokolls wurde RNA, Protein und DNA aus schockgefrorenen EHTs
gewonnen. Zur Homogenisierung und Zelllyse wurde jedem 2 ml Reagenzgefald mit je
einem schockgefrorenen EHT 300 pl TRIzol (Life Technologies, 15596026) zugegeben.
Das Zellpellet wurde durch ein stetiges Auf- und Abpipettieren mit Mikropipetten
absteigender Volumenfassung zerkleinert. Als letzter Schritt der Homogenisierung wurde
mit einer 1 ml Einmalspritze der Inhalt des Reagenzgefalles mehrfach Uber die Kanle
aufgenommen und wieder abgegeben. Nach einer Inkubationszeit von funf Minuten bei
Raumtemperatur wurde jedem ReagenzgefaR 0,66 pl Chloroform zugegeben. Nach
leichtem Schwenken erfolgte eine weitere Inkubation von 2 -3 Minuten bei
Raumtemperatur, dem sich eine flinfzehnminitige Zentrifugierung von 12 000 x g bei 4 °C
anschloss. Die oberste wassrige RNA-Phase wurde in ein neues Reagenzgefald pipettiert
und bei -80 °C eingefroren. Wahrend des Pipettierens wurde das Reagenzgefald schrag

gehalten und ausschlief3lich die durchsichtige RNA-Phase entnommen.
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Die verbliebene RNA-Phase wurde folgend aus dem Ausgangsgefal pipettiert und
verworfen, um danach 0,90 ul 100% Ethanol (Ethanol absolut; J.T. Baker, JT9229-3C),
zur Trennung von DNA und Protein, zuzugeben. Nach leichtem Schwenken erfolgte eine
erneute Inkubation von 2 - 3 Minuten bei Raumtemperatur, dem sich eine finfminitige
Zentrifugierung von 2 000 x g bei 4 °C anschloss. Die obere Proteinphase wurde in ein

neues Reagenzgefald pipettiert und bei -80 °C eingefroren.

Nachfolgend wurde die DNA dreimal gewaschen. Dazu erfolgte dreimal eine
dreiBigminttige Inkubation bei Raumtemperatur unter kontinuierlichem leichten
Schwenken in 600 ul 0,1 M Sodiumcitrat geltst in 10% Ethanol. Nach jedem Inkubieren
wurden die Reagenzgefalle bei 2 000 x g fur funf Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Nach
dem dritten Waschdurchlauf wurde der flissige Anteil abgenommen und die DNA fir zehn
bis fuinfzehn Minuten luftgetrocknet. Folgend wurde zu der DNA 500 pl Nuklease-freies
Wasser zur Rehydration gegeben. Uber Nacht erfolgte auf dem Rittler eine Inkubation bei
37 °C. Mit dem Nanodrop Spectrophotometer (NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer,
Thermo Fisher Scientific) wurde die Ausbeute der DNA in ng/pl ermittelt und eine
passende Verdinnung fir den PCR-Mastermix berechnet. Die Zusammensetzung des

Volumens pro Reaktionstasche ist der Tabelle 4.3 zu entnehmen.

Tabelle 4.3: Zusammensetzung des Volumens pro Reaktionstasche (ul).

Substanz Volumen [ul]
EvaGreen Mastermix 2.0
Primer vorwarts/ reverse 05
DNA 2:0
Nuklease-freies Wasser 55

Die Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffes (EvaGreen; Solis Biodyne), der an
doppelstrangige DNA bindet, sollte die Messung quantifizierter DNA mdéglich machen. Die
PCR wurde mit dem ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Sowohl die mitochondrialen Gene NADH-Dehydrogenase 1
(ND1) und NADH-Dehydrogenase 2 (ND2), als auch g-actin aus dem Zellkern sollten
mittels der verschiedenen Primeransatze (Tabelle 4.4) analysiert werden. Fir jeden
Primeransatz wurden drei Reaktionstaschen mit der oben genannten Zusammensetzung
beflllt. Zum Ausschluss technischer Ungenauigkeiten, wie zum Beispiel Pipettierfehler,

wurde jeweils eine Probe Wasser in dreifacher Ausfertigung analysiert.
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Tabelle 4.4: Primer fur die gPCR.
Primersequenzen (doi: 10.1038/srep22788) abgeleitet aus (Burkart et al. 2016).

Primer Sequenz

mt-ND1 vorwarts 5'- ATGGCCAACCTCCTACTCCTCATT-3’
mt-ND1 reverse 5-TTATGGCGTCAGCGAAGGGTTGTA-3’
mt-ND2 vorwarts 5'-CCATCTTTGCAGGCACACTCATCA-3'
mt-ND2 reverse 5-ATTATGGATGCGGTTGCTTGCGTG-3’
ACTB (actin, beta) ACTB vorwarts 5-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3’
ACTB reverse 5'- CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3'

4.9 Protein-Isolation und Protein-Analyse mittels Western Blot

Zur Isolation der Proteine wurden zu den Reagenzgefal3en mit der Proteinphase 600 ul
Isopropanol zugegeben. Nach zehnminitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
ReagenzgefalRe bei 12 000 x g fur zehn Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Proteinpellet dreimal gewaschen. Zum Waschen wurden die
Pellets in 600 ul 0,3 M Guanidin Hydrochlorid-95%-Ethanol zwanzig Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, um dann bei 7500 x g fur funf Minuten bei 4 °C zentrifugiert zu
werden. Der jeweils entstandene Uberstand wurde verworfen. Nach dem Waschen
wurden die Proteinpellets in 600 ul 100% Ethanol zwanzig Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und dann bei 7500 x g fir funf Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Protein fur finf bis zehn Minuten luftgetrocknet. Die
Proteinpellets wurden in 100 ul 1% SDS resuspendiert und folgend zur Losung der Pellets
fur zwanzig Minuten bei 50 °C im Hitzeblock inkubiert. Die ReagenzgefalRe wurden bis zur

Durchfuihrung des Western Blots bei -80 °C gelagert.

Zur Vorbereitung der Ladungen fir den Western Blot wurden die Reagenzgefal3e bei
10 000 x g fur zehn Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Folgend wurden die Ansatze fir die
Taschen des Western Blots pipettiert. Pro Tasche sollten die Proteinproben mit 6x Lammli
Puffer in einer Zusammensetzung von 5:1 geladen werden. Jede Probe wurde auf zwei
verschiedenen Gelen je einmal geladen, um a-MHC und B-MHC miteinander vergleichen
zu kénnen. Als Positivkontrolle wurde eine institutsinterne Probe Non-failing-Heart und als

Negativkontrolle eine Proteinprobe aus einem Ratten-EHT vorbereitet.

Die Durchfihrung des Western Blots erfolgte mit Unterstlitzung von Frau Dr. Schlossarek

und Frau Dr. Ulmer mit den Produkten von Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories GmbH,
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Feldkirchen). Am ersten Tag erfolgte die Herstellung der Polyacrylamidgele. Das gesamte
Zubehodr zum Giel3en der Gele wurde mit 70%-igem Ethanol gereinigt und dann
zusammengebaut. Es wurden Glasplatten zum Herstellen von 1 mm dicken Gelen, mit
passenden Kadmmen zum Herstellen von flinfzehn Taschen, verwendet. Die Substanzen
fur das Trenngel und das Sammelgel wurden bis auf TEMED (Tetramethylethylendiamin;
Bio-Rad #1610801) zusammengegeben (Tabelle 4.5). TEMED wurde jeweils erst
unmittelbar vor dem Giel3en der Gele hinzugefiigt. Fir das Trenngel wurde eine Acyrl-
Konzentration von 10% gewahlt. Mit einer Pipette wurde erst das Trenngel gegossen,
welches dann mit Isopropanol, flr die Polymerisationszeit von funfzehn Minuten,
Uiberschichtet wurde. Der Uberstand an Isopropanol wurde vor dem GieRen des
Sammelgels abgegossen. Nach dem Giel3en des Sammelgels wurden unverziglich die
Kamme zum Herstellen der Taschen eingesteckt. Das Sammelgel bendtigte eine
Polymerisationszeit von drei3ig Minuten. Zur Lagerung bei 4 °C Uber Nacht wurden die

Glasplatten mit den Gelen in feuchtes Handtuchpapier und Frischhaltefolie eingepackt.

Am Folgetag wurde die Elektrophoresekammer mit den Gelen aufgebaut und mit
Elektrophoresepuffer aufgefillt. Vor dem Beladen der Taschen wurden die Proben fur flnf
Minuten bei 95 °C zum Denaturieren der Proteine in den Hitzeblock gestellt. Die Kdmme
wurden gezogen, um die Taschen entweder mit 5 pl Marker (MW Protein Standard,
Sigma-Aldrich, 1-5506) oder mit den Proteinproben zu befiillen. Die Elektrophorese lief
zuerst zehn Minuten bei 80 Volt und dann weitere 80 Minuten bei 150 Volt, bis die

gefarbten Banden des Markers das Gel entlanggelaufen waren.

Tabelle 4.5: Substanzen zur Herstellung der Polyacrylamidgele. Die Mengenangaben reichen flr
die Herstellung von zwei Gelen.

Substanzen Trenngel (10%) Sammelgel
Wasser [ml] 4.8 3,015

40% Acrylamid/Bis Solution 29:1 [ml] | 2,5 0,64
(Bio-Rad #1610146)

0,5 M Tris pH 8,8 [ml] 2,5

0,5 M Tris pH 6,8 [ml] 1,25

10% SDS [ml] 0,1 0,05

10% APS [ml] 0,1 0,05
TEMED [ml] 0,004 0,005
(Bio-Rad #1610801)
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Es erfolgte der Transfer der Gele auf Nitrocellulose Membranen. Dafiir wurde jeweils der
»~Sandwich-Chamber” geotffnet und mit der Unterseite in eine Wanne mit Transferpuffer
gestellt. Der Transferpuffer setzte sich aus 200 ml 5x Blot Puffer | (5x Blot Puffer I: 29 g
Tris Base, 145 g Glycin und 2 Liter Milli Q), 200 ml Methanol und 1 Liter Milli Q
zusammen. Ein Schwamm und drei Filterpapiere in der GroR3e 7 x 10 cm wurden in dem
Transferpuffer geschwenkt und auf den ,Sandwich-Chamber* gelegt. Danach wurde das
Gel von der Glasplatte geldst und auf das Filterpapier geschwemmt. Eine Nitrocellulose
Membran in der GroRe 6 x 9 cm wurde auf das Gel gelegt, dann erneut befeuchtetes
Filterpapier und ein Schwamm. Folgend wurde der Stapel durch Ausiibung von
moderatem Druck mit einem Glasrohrchen berollt, um Luftblasen zu verdréangen. Der
»~Sandwich-Chamber” wurde geschlossen und in die Elektrophoresekammer gestellt, die
von einem Behélter mit Eis umgeben war. Der Transfer erfolgte fir 90 Minuten bei 300
mA. Danach wurden die Membranen jeweils aus der Kammer entnommen, mit Ponceau-S
(0,5 g Ponceau, 25 ml Essigsaure und 500 ml Milli Q) gefarbt und im Chemidoc (Bio-Rad)
fotografiert. Zum Auswaschen der Ponceau-Farbung wurden die Membranen dreimal flnf
Minuten in 1x TBS-Tween 0,1% (100 ml 10x TBS, 900 ml Milli Q und 1 ml Tween 20)
gewaschen. Fir eine Stunde erfolgte das Blocken in 5%-iger Milchpulver-Lésung (2,5 g
Milchpulver und 50 ml TBS-Tween 0,1%) auf dem Ruttler und folgend ein dreimaliges
Waschen fir je funf Minuten in 1x TBS-Tween 0,1%. Uber Nacht wurde je eine der
Membranen bei 4 °C auf dem Ruttler mit einem der primaren Antikdrper von a-MHC oder
B-MHC (Tabelle 4.6), gel6st in 5 ml 1x TBS-Tween 0,1%, inkubiert. Am Folgetag wurden
die Membranen dreimal finf Minuten in 1x TBS-Tween 0,1% gewaschen. Die sekundaren
Antikérper von a-MHC und B-MHC (Tabelle 4.6) wurden jeweils in 5 ml der 5%-igen
Milchpulver-Losung angesetzt. Die Inkubation der sekundaren Antikorper erfolgte Uber
eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Ruttler. Erneut wurden die Membranen dreimal
funf Minuten in 1x TBS-Tween 0,1% gewaschen. Auf die zu detektierenden Banden
wurden 100 pl Clarity™ Western ECL Substrat (Bio-Rad #1705061) gegeben und im
Chemidoc (Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen) detektiert.

Zur Plausibilitatskontrolle und Quantifizierung der Proben auf den zwei Gelen wurde
jeweils zusatzlich kardiales Troponin T (cTNT) gefarbt. Zur Vorbereitung der cTNT
Farbung erfolgte erneut ein dreimaliges Waschen in 1x TBS-Tween 0,1% und das
Abschneiden der Banden von a-MHC und B-MHC, um beim ndchsten Detektieren nur ein
Bild der cTNT-Banden zu erhalten. Uber Nacht wurden die Membranen bei 4 °C auf dem
Ruttler mit dem primaren Antikérper von cTNT (Tabelle 4.6), geldst in 5 ml 1x TBS-Tween
0,1%, inkubiert. Am Folgetag wurden die Membranen dreimal finf Minuten in 1x TBS-

Tween 0,1% gewaschen. Der sekundéare Antikdrper von cTNT (Tabelle 4.6) wurde jeweils
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in 5 ml der 5%-igen Milchpulver-Losung angesetzt. Die Inkubation des sekundaren
Antikorpers erfolgte Uber eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Ruttler. Erneut
wurden die Membranen dreimal finf Minuten in 1x TBS-Tween 0,1% gewaschen. Auf die
zu detektierenden Banden wurden 100 pl Clarity™ Western ECL Substrat gegeben und
im Chemidoc detektiert.

Mittels ImagelLab™ Software von Bio-Rad wurden die Dateien analysiert und zur
bildlichen Darstellung als jpeg-Dateien exportiert. Zur Analyse der Banden wurden sowohl
o-MHC als auch B-MHC zu cTNT von jeder Proteinprobe einzeln zueinander ins
Verhéltnis gesetzt. Folgend wurden sowohl fir a-MHC/cTNT als auch B-MHC/cTNT, je
Versuchsdurchlauf die EHTs der Standard-EHT-Kultur gleich Eins gesetzt und deren
Durchschnitt gebildet, um die EHTs der Maturierungsmediumkultur dazu ins Verhéltnis zu

setzen.
Tabelle 4.6: Verwendete primdre und sekunddre Antikbrper mit angewendeten
Konzentrationen.
Antikorper MolekiilgroRe |Herkunft Hersteller Verdiinnung
a-MHC 224 kDa Hase Theresia Kraft, Hannover | 1: 1000
polyklonal
B-MHC 220 kDa Maus Sigma M-8421 1: 4000
monoklonal
CTNT 35 kDa Maus Thermo Fischer Scientific | 1:10000
monoklonal MAS5-12960
Anti-rabbit Sigma A0545 1:5000
IgG
Anti-mouse Sigma A9044 1:5000
lgG

4.10 Histologie

Die histologischen Untersuchungen erfolgten in Zusammenarbeit mit der Mauspathologie
und dem Zentrum fir molekulare Neurobiologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf. Die immunhistochemischen Farbungen wurden von Kristin Hartmann aus der
Mauspathologie durchgefiihrt. Die Immunfluoreszenz erfolgte gemeinsam mit Charlotta
Behrens im |Institut fiir Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie und die
Elektronenmikroskopie wurde von Frau Dr. Schweizer im Zentrum flir molekulare

Neurobiologie durchgefthrt.
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4.10.1 Immunhistochemie

Zur Fixierung der Zellen wurden die EHTs an ihrem Silikongestell in ein mit Formaldehyd
(4% Roti®-Histofix, Carl Roth, P087.3) befllltes Well einer 24-Well-Platte, nach
zehnminitigem Waschen in PBS (Gibco, 14190-094), uberfuhrt und bei 4 °C tber Nacht
gelagert. Am nachsten Tag erfolgte eine Uberfiihrung der EHTs in TBS acid (Sigma-
Aldrich, A-3908) zur weiteren Lagerung bei 4 °C. Vor der Ubergabe an die
Mauspathologie wurden die fixierten EHTs mit einer Pinzette von ihrem Silikongestell
entnommen. Die EHTSs fiir die Langsschnitte wurden in ein 2 ml Reaktionsgefald mit PBS
gegeben. Die EHTSs fir die Querschnitte wurden in Agarose (4% in PBS, gelagert bei 60
°C) eingebettet. Dafir wurden 1,5 ml flissige Agarose in Wells einer 24-Well-Platte
gegeben und folgend je ein EHT eingelegt, sodass diese vollstandig von der Agarose
gefasst wurden. Die ausgehartete Agarose wurde dem Well enthommen und die
Uberschiisse mit einem Skalpell abgeschnitten. Die EHT-Agarose-Blocke wurden
ebenfalls in einem 2 ml Reaktionsgefald an die Mauspathologie gegeben. Das Einbetten in
Paraffin, die 4 um dicken Langs- und Querschnitte und die immunhistochemischen
Farbungen wurden folgend von Kristin Hartmann aus der Mauspathologie durchgefihrt.
Die Schnitte wurden mit spezifischen Antikdrpern behandelt. In den L&angsschnitten
wurden die Antigene MLC2a, MLC2v, Connexin-43 und Actin gefarbt. In den
Querschnitten wurden die Antigene MLC2a, MLC2v und Dystrophin gefarbt. Die
Anfertigung von mikroskopischen Aufnahmen erfolgte von mir mit einem Leica DMD 108

Mikroskop.

4.10.2 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz erfolgte fur die EHTs des zweiten und des dritten
Versuchsdurchlaufes. Es erfolgte keine Relaxierung der EHTs vor der Fixierung. Zur
Fixierung der Zellen wurden die EHTs an ihrem Silikongestell in ein mit Formaldehyd
befilltes Well einer 24-Well-Platte, nach zehnminttigem Waschen in PBS, tberfuhrt und
bei 4 °C liber Nacht gelagert. Am nachsten Tag erfolgte eine Uberfiihrung der EHTS in
TBS acid zur weiteren Lagerung bei 4 °C. Die Immunfluoreszenzfarbungen und die
Aufnahmen am konfokalen Laser Scan Mikroskop erfolgten mit der Unterstiitzung von
Charlotta  Behrens. Je zwei EHTs pro Kondition wurden fiur die
Immunfluoreszenzfarbungen gewahlt. Jeweils ein EHT pro Kondition wurde je mit a-
actinin (Thermo Fischer Scientific, PA5-16891 und A11008) und Hoechst (Invitrogen,
H3569) oder je mit Phalloidin (ATTO-TEC GmbH, AD 633-81) und Hoechst gefarbt.
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Die Gewebe durchliefen einen mehrtégigen Prozess zur Vorbereitung und Ausfuhrung der
Immunfluoreszenzfarbungen. Am ersten Tag wurden die EHTs zweimal in 1 ml PBS
gewaschen. Es erfolgte dann eine Inkubation auf dem Rdttler in je 500 pl Puffer bei 4 °C
Uber Nacht. Der Puffer setzte sich aus PBS mit 3% Milchpulver (Carl Roth, T145.2) und
1:1000 Triton X-100 (Sigma-Aldrich, T8787) zusammen. Am zweiten Tag wurden die
EHTs finfmal je eine Stunde in 1 ml PBS gewaschen. Es erfolgte dann eine Inkubation
des priméaren Antikbrpers auf dem Ruttler bei 4 °C tGber Nacht. Fur die a-actinin-Farbung
wurden 1,25 pl a-actinin (Thermo Fischer Scientific, PA5-16891) in 1 ml des Puffers
geldst und zu gleichen Teilen auf die beiden EHTs verteilt. Fir die Phalloidin-Farbung
wurden 16 pl Phalloidin in 1 ml des Puffers geldst und ebenfalls zu gleichen Teilen auf die
beiden EHTs verteilt. Die Phalloidin-Farbung enthielt bereits den sekundaren Antikorper,
weshalb fortan die Reaktionsgefal3e vor Licht geschitzt wurden. Am dritten Tag wurden
die EHTs erneut finfmal je eine Stunde in 1 ml PBS gewaschen. Es erfolgte dann eine
Inkubation des sekundaren Antikérpers der a-actinin-Farbung auf dem Rdttler bei 4 °C
Uber Nacht. Daflr wurden 1,25 pl des sekundaren Antikdrpers (Thermo Fischer Scientific,
A11008) in 1 ml PBS gelost. Die Phalloidin-gefarbten EHTs wurden tber Nacht in 1 ml
PBS auf dem Ruttler inkubiert. Am vierten Tag wurden die EHTs dreimal drei3ig Minuten
in 1 ml PBS gewaschen. Dann wurden zu dem Milliliter PBS 30 pl Hoechst zugegeben
und dreif3ig Minuten inkubiert. Folgend wurden die EHTs noch dreimal je dreiRig Minuten

in 1 ml PBS gewaschen.

Um die EHTs unter dem Konfokalmikroskop betrachten zu kénnen, wurden diese auf
Objekttrager mit Vertiefungen (Menzel GmbH) gegeben, welche zuvor mit Fluoromount-G
(Southern Biotech 0100-01) bestrichen wurden. Nachdem die Deckglaser gelegt waren,
wurden die Objekttrager vor Lichtzufuhr geschitzt. Die Immunfluoreszenzbilder wurden

mit dem Konfokalmikroskop (Carl Zeiss AG; Zeiss LSM 800) angefertigt.

4.10.3 Elektronenmikroskopie

Fur die Elektronenmikroskopie wurde aus dem zweiten Versuchsdurchlauf je ein ERC018-
EHT pro Kondition an das Zentrum fur molekulare Neurobiologie gegeben. Es erfolgte
keine Relaxierung der EHTs vor der Fixierung. Zur Fixierung wurden die EHTs an ihrem
Silikongestell in einer Mischung aus 4% Paraformaldehyd und 1% Glutaraldehyd in 0,1 M
Phosphatpuffer (Science Services, Deutschland), nach zehnminitigem Waschen in PBS,
uberfiihrt und bei 4 °C liber Nacht fixiert. Am néchsten Tag erfolgte die Ubergabe an das

Zentrum fur molekulare Neurobiologie. Daflir wurden die fixierten EHTs mit einer Pinzette
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von ihrem Silikongestell entnommen und in ein Reaktionsgefald mit 1 ml der Fixierlosung

gegeben.

Im Zentrum fir molekulare Neurobiologie wurden die Proben von Frau Dr. Schweizer
dreimal in 0,1 M Dimethylarsinsaurepuffer (pH 7,2 - 7,4) gespllt und unter Verwendung
von 1% Osmiumtetroxid in Dimethylarsinsaurepuffer gefarbt. Nach der Farbung wurden
die Proben unter Verwendung aufsteigender Ethanolkonzentrationen entwassert, gefolgt
von zwei Spulungen in Propylenoxid. Die Infiltration des Einbettungsmediums erfolgte
durch Eintauchen in ein 1:1-Gemisch aus Propylenoxid und Epon (Science Setrvices,
Deutschland), gefolgt von reinem Epon und 48-stiindigem Aushérten bei 60 °C. Fir die
Elektronenmikroskopie wurden Ultradiinnschnitte von 60 nm geschnitten, welche auf
Kupfergitter montiert und mit Uranylacetat und Bleicitrat angefarbt wurden. Die Schnitte
wurden unter Verwendung eines Elektronenmikroskops EM902 (Carl Zeiss AG)
untersucht und fotografiert, welches mit einer TRS 2K-Digitalkamera (A. Trondle,

Moorenweis, Deutschland) ausgestattet war.

Es erfolgte eine Besprechung der angefertigten Bilder gemeinsam mit Frau Dr. Ulmer im
Zentrum fur molekulare Neurobiologie. Folgend wurden die angefertigten Bilder zur

Auswertung an uns uUbergeben.

4.11 Statistik

Zur Verarbeitung und Auswertung der Daten aus den Messungen der Messapparatur
wurden mit dem WhiteBox-pdf-Converter Microsoft Excel Dateien erstellt. Mittels ImageJ
wurden die Abbildungen aus den Messprotokollen der Messapparatur und die Bilder der
Immunfluoreszenzfarbungen vermessen. Mittels Adobe Photoshop wurden die
Abbildungen aus den Messprotokollen der Messapparatur zur besseren Ubersichtlichkeit
bearbeitet. Mit der GraphPad Prism 5 Software wurden folgend alle erhobenen Daten

weiter ausgewertet und graphisch dargestellt.

In den graphischen Abbildungen werden die Daten als arithmetischer Mittelwert oder als
arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (SD) gezeigt. Zur besseren Ubersichtlichkeit
werden die Daten der Kraft- und Schlagfrequenzentwicklung als arithmetischer Mittelwert
+ Standardfehler des Mittelwertes (SEM) gezeigt. Die n-Zahl bezieht sich auf die Anzahl

der EHTs und die Versuchsdurchlaufe.
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Als statistische Analyse fiir ungepaarte Vergleiche zweier Versuchsgruppen wurden
Student's t-Tests, fur mehr als zwei Versuchsgruppen One-way ANOVA oder fir
Vergleiche mehrerer Versuchsgruppen und Bedingungen der Two-way ANOVA mit
anschlielBendem Bonferroni’s Post-Test verwendet. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als
signifikant bewertet. In den Abbildungen wurde das Signifikanzniveau in Form von
Sternchen angezeigt (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). Nicht signifikante

Ergebnisse wurden mit der Abklrzung ,ns“ gekennzeichnet.
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5 Ergebnisse

5.1 Herstellung und Kultivierung der kiinstlichen Herzgewebe in
verschiedenen Medien

Es erfolgten drei Versuchsdurchlaufe mit Engineered Heart Tissues (EHTS) hergestellt
aus je einer Million Stammzell-abgeleiteten Kardiomyozyten von zwei gesunden
weiblichen Kontrollzelllinien (ERC001 und ERCO018) des Hamburger Instituts fur
Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie. Die EHTs wurden zundchst in
serumhaltigem Standard-EHT-Medium (Complete) kultiviert, bis ein synchrones
Kontrahieren wéahrend der Messungen der Ausgangslage beobachtet werden konnte.

Folgend wurden die Vergleiche in den unterschiedlichen Kulturkonditionen begonnen.

5.1.1 Erster Versuchsdurchlauf mit ERC001-EHTs

Im ersten Versuchsdurchlauf sollte das Maturierungsmedium mit dem Standard-EHT-
Medium mit 10% Pferdeserumzusatz (Gruppe A), sowie mit der Wirkung einer
abgewandelten Zusammensetzung des Standard-EHT-Mediums mit 10% Humanserum
(Gruppe B), verglichen werden. Das Maturierungsmedium wurde ohne Serumzugabe
(Gruppe C) und mit Zusatz von 10% Pferdeserum (Gruppe D) oder 10% Humanserum
(Gruppe E) verwendet. Die genauen Zusammensetzungen der Medien sind der Tabelle

4.2 zu entnehmen.

Das Randomisieren der ERC001-EHTs am Tag neun erfolgte nach erneuter Messung der
Ausgangslage, um je drei EHTs mit ahnlicher Kraftentwicklung einer der funf
Versuchsgruppen zuordnen zu kdnnen. Zu starke und zu schwache EHTs wurden keiner
Versuchsgruppe zugeordnet. Die Gruppen C - E erhielten das Maturierungsmedium aus
Stanford ohne Serumzusatz oder mit den oben genannten Zugaben. Das Medium der
Gruppe A wurde nicht gewechselt, weil laut Medium-Wechselprotokoll des Instituts erst
am darauf folgenden Tag ein Wechsel anstand. Gruppe B erhielt bei diesem Wechsel
noch einmal das Standard-EHT-Medium, um einen mdglichen akuten Effekt des
Mediumwechsels zu kontrollieren. Daraufhin erfolgte eine Messung der EHTs in der
Messapparatur Uber Nacht (17 h, 60 s/EHT, stiindliche Messung), um den Erstkontakt mit
dem Medium aus Stanford festzuhalten. Alle EHTs Uberlebten den Wechsel in die
jeweiligen Kulturmedien ohne Veranderungen in ihrer Kontraktilitat. Auf eine Darstellung
der Einzelmessungen lber Nacht wird deshalb verzichtet, da die letzte Messung des

Experiments uber Nacht als erste Messung der EHT-Entwicklung nach dem
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Randomisieren in den unterschiedlichen Konditionen verwendet wurde (Abbildungen 5.1
B und C sowie Abbildung 5.3).

Am zehnten Tag erfolgte fur Gruppe B der Wechsel in das Medium mit 10%
Humanserum. Die EHTs der Gruppe A und alle nicht randomisierten EHTs wurden weiter
im Standard-EHT-Medium kultiviert. Fir Gruppe A und B wurde das Wechselprotokoll des
Hamburger Instituts fur Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie, welches einen
Wechsel dreimal wochentlich vorgibt, eingehalten und fortgefiihrt. Der erste Wechsel des
Maturierungsmediums erfolgte fur die Gruppen C - E dreieinhalb Tage nach dem
Erstkontakt. Alle folgenden Mediumwechsel erfolgten alle vier bis funf Tage.

In den Gruppen B, D und E erfolgte ein Verlust der Kontraktionskraft innerhalb der ersten
zwei Wochen nach dem Randomisieren. Die EHTs verkirzten und versteiften sich
(Abbildung 5.1A), sodass die Gewebe kaum noch kontrahieren konnten (Abbildung 5.1 B
und C). In die funktionellen Experimente konnten diese EHTs nicht miteinbezogen

werden.
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Abbildung 5.1: Verlust der Kontraktionskraft in den Gruppen B, D und E. (A) Entwicklung der
EHT-Morphologie der Gruppen B, D und E im Verlauf der Kulturzeit. (B) und (C) Entwicklung der
Kraft sowie Schlage pro Minute (BPM, Beats per minute) der Gruppen A - E. Die Daten der EHTs
sind gruppiert dargestellt als Mittelwert £ SEM (n=3 EHTs/Gruppe) ab dem Zeitpunkt der
Randomisierung an Tag 11.

An Tag 27 nach dem Randomisieren erfolgte fir die EHTs der Gruppen B, D und E ein
Experiment Uber Nacht in Medium, welches als Energiequelle ausschlie3lich Laktat
enthielt. Dieses Experiment sollte den Grund fiir die Verkirzung und Versteifung

aufklaren: Falls die Verkirzung der EHTs durch stark proliferierende Fibroblasten
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entstand, hatten die EHTs sich nach ein paar Stunden im Laktat-Medium wieder entfaltet,
weil Kardiomyozyten omnivor sind, Fibroblasten jedoch kein Laktat verstoffwechseln
kénnen. Es fand keine Veradnderung der EHT-Lange statt, sodass die Verkirzung der
EHTs durch einen anderen Faktor im Medium oder im Serum bedingt sein musste. Kleine
oder unregelmaRige Ausschlage mit geringer Kontraktionskraft konnten von der
Messapparatur im Verlauf der Messungen uber Nacht erkannt und gemessen werden
(Abbildung 5.2). Allerdings war die Kontraktionskraft und Kontraktionsmoglichkeit der
EHTs weiterhin so gering, dass die Versuchsansatze beendet wurden. Die EHTs der
Gruppen B, D und E wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Abbildung 5.2: Analyse der Verkirzung und Versteifung in den Gruppen B, D und E mittels
Laktat-Experiment Uber Nacht. Dargestellt sind Bilder der EHTs der Gruppen B, D und E aus den
Messprotokollen der Messapparatur, sowie Bilder der Kontraktionskraftaufnahmen der 60
Sekunden langen Messungen. Es erfolgte eine Messung pro Stunde. Dargestellt ist ein
reprasentatives EHT pro Gruppe zum Zeitpunkt der ersten Messung des Experiments (1) und der
letzten Messung des Experiments (2). (B1) EHT der Gruppe B zu Beginn des Laktat-Experiments
mit sehr schwacher Kontraktionskraft von <0,135 mN. (B2) EHT der Gruppe B am Ende des
Laktat-Experiments. Keine Verdnderung der EHT-Lange und minimaler Zunahme der
Kontraktionskraft. (D1) EHT der Gruppe D zu Beginn des Laktat-Experiments mit sehr schwacher
Kontraktionskraft von <0,135 mN. (D2) EHT der Gruppe D am Ende des Laktat-Experiments mit
unregelmaligem Schlagmuster bei unveranderter Kontraktionskraft und unveranderter EHT-Lange.
(E1) EHT der Gruppe E zu Beginn des Laktat-Experiments. Keine Kraftausschlage oberhalb des
eingestellten Schwellenwertes von 0,02 mN messbar. (E2) EHT der Gruppe E am Ende des
Laktat-Experiments. Vereinzelte Kraftausschldge oberhalb des eingestellten Schwellenwertes von
0,02 mN messbar.

Zusammengefasst zeigte sich kein positiver Effekt durch die Serumzugaben in den
Gruppen B, D und E, weshalb auf eine Wiederholung dieser Konditionen in den folgenden
Versuchsdurchlaufen verzichtet wurde. In den folgenden Versuchsdurchlaufen wurden die
Konditionen der Gruppe A (Standard-EHT-Medium, Complete) und Gruppe C

(Maturierungsmedium ohne Serumzugabe) zur Kultivierung genutzt und verglichen.
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Die EHTs der Gruppen A und C wurden insgesamt 41 Tage in ihren jeweiligen
Konditionen kultiviert und zeigten eine gute und positive Kraftentwicklung bei
Verringerung der Schlage pro Minute im Verlauf der Kulturzeit. Die EHTs der Gruppe C
zeigten untereinander eine einheitlichere Entwicklung als die EHTs der Gruppe A, bei
denen groRere Streuungen zu beobachten waren (Abbildung 5.3). AuRerdem nahm die
Kraft im spaten Kulturverlauf im Maturierungsmedium zu, wahrend es im Standardmedium

zu einer Abnahme der Kraft kam.
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Abbildung 5.3: Kontinuierliche Entwicklung der (A) Kraft, sowie (B) Abnahme der Schlage pro
Minute (BPM, Beats per minute) der Gruppen Aund C der ERCOO01l-EHTs wéahrend des
Kulturverlaufes. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert der drei EHTs pro Gruppe + SEM. Es
erfolgte eine Berechnung der Drei-Tage-Trend-Entwicklung der einzelnen EHTs und folgend die
Berechnung des Mittelwertes der EHTs pro Versuchsgruppe. Es erfolgte eine Berechnung der
Kulturanfangsphase im Standard-EHT-Medium separat fur die jeweiligen EHTs der folgenenden
Konditionen, sowie eine Berechnung der EHTs in den jeweiligen Konditionen nach dem
Randomisieren.

5.1.2 Zweiter Versuchsdurchlauf mit ERC018-EHTs

Um zu untersuchen, ob das Maturierungsmedium auch bereits direkt nach dem Giel3en
eingesetzt werden kann, wurden sieben der ERC018-EHTs direkt nach dem Giel3en im
Maturierungsmedium kultiviert. Die restlichen ERCO018-EHTs (n=22) wurden zunachst im
Standard-EHT-Medium kultiviert und an Tag vierzehn erfolgte der Wechsel in das
Maturierungsmedium fur weitere acht EHTs. Das Vorgehen bei dem Randomisieren der
ERCO018-EHTs erfolgte aus Griinden der Praktikabilitat Gber eine Zuordnung zu den
Konditionen je nach Durchschnittskraft der Silikongestellrahmen. So konnte der Wechsel

in die unterschiedlichen Medien reihenweise erfolgen.

Am Tag 26 wurde der Versuch, EHTs direkt nach dem Giel3en im Maturierungsmedium zu
kultivieren, beendet, da unter dieser Bedingung keine Umbauprozesse der Gewebe
erfolgten. An Tag 26 sahen die EHTs phanotypisch genauso aus wie nach dem Giel3en

(Abbildung 5.4A). Vereinzelt waren kleine Kontraktionen einzelner Kardiomyozyten im
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Gewebekdrper zu erkennen, welche allerdings unterhalb des eingestellten
Schwellenwertes von 0,02 mN der Messapparatur lagen. Beim Entsorgen war die
Konsistenz der EHTs geleeartig und die EHTs konnten wie Tropfen von den
Silikongestellrahmen genommen werden. Die Versuche zeigten eindriicklich, dass Serum
fur die initiale EHT-Entwicklung notwendig war. Erst nach einer Formationsphase der
EHTs ging ein Wechsel auf das Maturierungsmedium mit einer guten Kraftentwicklung
einher (Abbildung 5.4B).

Abbildung 5.4: Vergleich reprasentativer ERC018-EHTs fiir die EHT-Entwicklung an Kulturtag 24
in den verschiedenen Kulturkonditionen. (A) EHT direkt nach dem GiefRen im Maturierungsmedium
kultiviert. Keine Umbauprozesse im Gewebekdrper und keine Kraftentwicklung waren erkennbar.
(B) EHT ab Tag 14 im Maturierungsmedium kultiviert. Umbauprozesse zu schlankerem
Gewebekdrper erkennbar und Kontraktionskraft messbar. (C) EHT kultiviert im Standard-EHT-
Medium. Umbauprozesse zu schlankerem Gewebekérper erkennbar und Kontraktionskraft
messbar.

Die EHTs der Gruppen A und C wurden insgesamt 45 Tage in ihren jeweiligen Medien
kultiviert und zeigten eine gute und positive Kraftentwicklung bei Verringerung der
Schlage pro Minute im Verlauf der Kulturzeit. Manche EHTs der Gruppe C schlugen zum
Ende der Kulturzeit nur noch ein bis zweimal in der Minute spontan, wahrend EHTs der
Gruppe A zwar langsamer als zu Beginn der Kultur schlugen, aber immer noch eine
mittlere Frequenz von 47 Schlage pro Minute entwickelten (Abbildung 5.5).
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Abbildung 5.5: Kontinuierliche Entwicklung der (A) Kraft, sowie (B) Abnahme der Schlédge pro
Minute (BPM, Beats per minute) der Gruppen Aund C der ERCO18-EHTs wéahrend des
Kulturverlaufes. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert der EHTs pro Gruppe = SEM. Es erfolgte
eine Berechnung der Drei-Tage-Trend-Entwicklung der einzelnen EHTs und folgend die
Berechnung des Mittelwertes der EHTs pro Gruppe. Es erfolgte eine Berechnung der
Kulturanfangsphase im Standard-EHT-Medium separat fur die jeweiligen EHTs der folgenenden
Konditionen, sowie eine Berechnung der EHTs in den jeweiligen Konditionen nach dem
Randomisieren.

5.1.3 Dritter Versuchsdurchlauf mit ERC0O01-EHTs

Im dritten Versuchsdurchlauf remodellierten die EHTs sehr schnell und wurden sehr dinn.
Dies beeintrachtigte das auflere Erscheinungsbild und bedingte die insgesamt kirzere
Kulturzeit. Am Tag zwolf erfolgte vor dem Mediumwechsel das Randomisieren der
ERCO01-EHTs (n= 37) nach erneuter Messung der Ausgangslage. Das Vorgehen beim
Randomisieren erfolgte wie bei den ERC018-EHTs Uber eine reihenweise Zuordnung je
nach Durchschnittskraft der Silikongestellrahmen. Nach dem Randomisieren erfolgte der
Wechsel in das Maturierungsmedium fir dreizehn EHTs. Der Wechsel der Kulturmedien
erfolgte jeweils in den gleichen Abstanden, wie in den anderen beiden

Versuchsdurchlaufen.
Die EHTs der Gruppen A und C wurden insgesamt 30 Tage in ihren jeweiligen Medien

kultiviert und zeigten eine gute und positive Kraftentwicklung bei Verringerung der

Schlage pro Minute wahrend der Kulturzeit (Abbildung 5.6).
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Abbildung 5.6: Kontinuierliche Entwicklung der (A) Kraft, sowie (B) Abnahme der Schlédge pro
Minute (BPM, Beats per minute) der Gruppen Aund C der ERCOO01-EHTs wéahrend des
Kulturverlaufes. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert der EHTs pro Gruppe + SEM. Es erfolgte
eine Berechnung der Drei-Tage-Trend-Entwicklung der einzelnen EHTs und folgend die
Berechnung des Mittelwertes der EHTs pro Gruppe. Es erfolgte eine Berechnung der
Kulturanfangsphase im EHT-Standard-Medium separat fir die jeweiligen EHTs der folgenenden
Konditionen, sowie eine Berechnung der EHTs in den jeweiligen Konditionen nach dem
Randomisieren.

5.1.4 Zusammenfassung der drei Versuchsdurchlaufe

Die EHTs beider Versuchsgruppen zeigten in allen Versuchsdurchlaufen eine stetige
Kraftentwicklung im Verlauf der Kultur, wahrend die Schlagfrequenz abnahm (Abbildung
5.7 Al und A2). Es bestand keine Korrelation zwischen der Kraft und der Frequenz der
EHTs (Abbildung 5.7C). Die EHTs der Gruppe C schlugen am letzten Tag der Kultur
signifikant langsamer als die EHTs der Gruppe A (**p<0,001, ungepaarter t-Test,
Abbildung 5.7 B2). Die Kraftentwicklung der beiden Gruppen unterschied sich nicht
signifikant (Abbildung 5.7 B1).
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Abbildung 5.7: (A1) Zusammenstellung der Kraftentwicklung der drei Versuchsdurchlédufe, sowie
(A2) Abnahme der Schldge pro Minute (BPM, Beats per minute) der drei Versuchsdurchléufe mit
berechnetem Mittelwert des Drei-Tage-Trends + SEM. (B1) Vergleich der Konditionen bezogen auf
Kraft und (B2) Schlage pro Minute am letzten Tag der Kultur mit Ergebnis des Student's t-Tests
(**p<0,001). (C) Es ergab sich keine Korrelation von Kraft und Schldge pro Minute im Vergleich der
beiden Konditionen in den drei Versuchsdurchlaufen (n= EHT/Versuchsdurchlauf).

5.2 L&angen-und Breitenverhéaltnisse im Verlauf der Kulturzeit

Um die Umbauprozesse der EHTs zu vergleichen, wurden Langen und Breiten der EHTs
im Verlauf der Kulturzeit analysiert und mittels ImageJ ausgemessen. Die Lange der
EHTSs blieb im Verlauf der Kulturzeit nahezu unveréndert. Die Breite der EHTs veranderte
sich im Verlauf der Kulturzeit (Abbildung 5.8B). Die EHTs im Standard-EHT-Medium
verénderten sich starker und wurden zum Ende der Kulturzeit sehr schmal. Des Weiteren
waren die Gewebe im Standard-EHT-Medium instabiler. In einigen Fallen bekamen die
EHTs der Gruppe A Locher, zerrissen oder Iosten sich von den Silikonpfosten der
Silikongestellrahmen ab (Abbildung 5.8A). Die EHTs im Maturierungsmedium veranderten
sich wahrend der Kulturzeit optisch kaum. Die EHTs im Maturierungsmedium waren
stabiler im Zeitverlauf der Kultur und zeigten nur eine geringe Abnahme der Gewebebreite
(Abbildung 5.8A).
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Abbildung 5.8: Breitenveranderungen der EHTs bei unverédnderten EHT-Langen wéhrend der
Kulturzeit. (A) Vergleich der EHT-Erscheinung zwischen Anfang und Ende der Kulturzeit und
Vergleich der beiden Konditionen. Gewahlt wurden représentative Bilder von ERCO018-EHTSs.
AuR3erdem wird eine schematische Darstellung der optischen Veradnderung mit gleichzeitiger
Erklarung der Bildinhalte gezeigt. (B) Graphische Auswertung der Langen und Breiten der EHTs
der drei Versuchsdurchlaufe wahrend des Kulturverlaufs. Der Ausgangsmesswert, zum Zeitpunkt
des Randomisierens, jedes einzelnen EHTs wurde gleich 100% gesetzt.

5.3 Funktionelle Analysen der EHTs

Um physiologische Reaktionen auf auf3ere Einflisse abzufragen und zu vergleichen,
wurden funktionelle Experimente mit den EHTs durchgefiihrt. In die Analysen der
funktionellen Experimente wurden nur die EHTs in die Auswertung einbezogen, die der
elektrischen Stimulation mit der entsprechenden Frequenz folgten. Die Kraft-Frequenz-
Beziehung wurde vor der Wirkung von Isoprenalin und Carbachol getestet, um eine

Verfalschung durch die Wirkstoffe zu vermeiden.

5.3.1 Kraft-Frequenz-Beziehung

Die EHTs beider Versuchsgruppen zeigten in allen Versuchsdurchlaufen eine gleiche
Tendenz und positive Antwort auf die elektrische Stimulation. In allen
Versuchsdurchlaufen war zwischen 0,75 und ~1,5 Hz ein positiv-inotroper Effekt zu
erkennen, der folgend in einen negativ-inotropen Effekt bei hoher werdender Frequenz
umschlug (Abbildungen 5.9 A2, B2 und C2).

Die ERCO01-EHTs des ersten Versuchsdurchlaufes (Abbildungen 5.9 Al - A4) der
Gruppe A waren bis 3 Hz zu stimulieren. Die ERCO01-EHTs der Gruppe C waren bis 2,5
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Hz zu stimulieren. Die ERC018-EHTs (Abbildungen 5.9 B1 - B4) waren im Vergleich zu
den ERCO01-EHTs in der Tyrodeldsung mit geringer Calciumkonzentration insgesamt
schwéacher. Beide Gruppen folgten der elektrischen Stimulation bis 5 Hz. Beide Gruppen
der ERCO01-EHTs aus dem dritten Versuchsdurchlauf (Abbildungen 5.9 C1 - C4) folgten
der Stimulation bis 3,5 Hz. Die EHTs der Gruppe C zeigten eine starkere

Kontraktionskraft.
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Abbildung 5.9: (A) Ergebnisse der Kraft-Frequenz-Beziehung der ERCO001-EHTs des ersten
Versuchsdurchlaufes. (Al - A4) zeigen Ergebnisse der Schlage pro Minute (1, BPM, Beats per
minute), der Kraft (2), der Aufstrichgeschwindigkeit (3) und der Relaxationszeit (4) im Verhaltnis zu
den geforderten und erreichten Frequenzen. (B) Ergebnisse der Kraft-Frequenz-Beziehung der
ERCO018-EHTs. (B1- B4) zeigen Ergebnisse der Schlage pro Minute (1), der Kraft (2), der
Aufstrichgeschwindigkeit (3) und der Relaxationszeit (4) im Verhéltnis zu den geforderten und
erreichten Frequenzen. (C) Ergebnisse der Kraft-Frequenz-Beziehung der ERCO01-EHTs des
dritten Versuchsdurchlaufes. (C1 - C4) zeigen Ergebnisse der Schlage pro Minute (1), der Kraft (2),
der Aufstrichgeschwindigkeit (3) und der Relaxationszeit (4) im Verhaltnis zu den geforderten und
erreichten Frequenzen.

Gemittelte Kontraktionskurven (Abbildung 5.10A), aus Daten der Ausgangslagemessung
aller Experimente der Kraft-Frequenz-Beziehung in 1,8 mM Calcium-haltiger
Tyrodelésung unter elektrischer Stimulation von 1,5 Hz, zeigten, dass die EHTs aus der
Gruppe C eine langere Zeit fir den Aufstrich bis zu ihrem Kraftmaximum (time-to-peak,
TTP) bendtigten. Aufgrund dieser Beobachtung erfolgte ein Vergleich zwischen
spontanen Kontraktionen am letzten Tag der Kultur (Abbildungen 5.10 B1, C1, D1 und
E1l) mit elektrisch stimulierten Kontraktionskurven aus den Experimenten der Kraft-
Frequenz-Beziehung (Abbildungen 5.10 B2, C2, D2 und E2). In diesen Vergleich wurden
alle EHTs der drei Versuchsdurchlaufe einbezogen. Dabei bestétigte sich eine langere
TTP -80% von EHTs im Maturierungsmedium, sowohl bei spontaner Kontraktion
(***p<0,001, Abbildung D1) als auch unter elektrischer Stimulation (*p<0,05, Abbildung
5.10 D2). Auch die Relaxationszeit RT 80% war bei spontan schlagenden EHTs im
Maturierungsmedium langer als bei den EHTs der Standard-EHT-Kultur (***p<0,001,
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Abbildung 5.10 E1). Dieser Befund war unter elektrischer Stimulation, das heil3t gleicher
Schlagfrequenz, nicht mehr zu beobachten (Abbildung 5.10 E2). Die EHTs der beiden
Konditionen wiesen unter elektrischer Stimulation insgesamt weniger Unterschiede
zueinander auf. Dies gilt vor allem, wie so eben beschrieben, fur TTP -80%, RT 80% und
weiterhin fur die Schlagfrequenz pro Minute. Des Weiteren unterstitzen diese
Beobachtungen und Berechnungen die Aussage, dass die EHTs im Maturierungsmedium
spontan langsamer schlugen, der elektrischen Stimulation jedoch weiterhin folgten und

sich den geforderten Schlagfrequenzen anpassen konnten.
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Abbildung 5.10: Vergleich der beiden Konditionen unter normalen Kulturbedingungen am letzten
Tag der Kultur und unter elektrischer Stimulation von 1,5 Hz wéhrend dem Experiment der Kraft-
Frequenz-Beziehung. (A) Kontraktionskurven von je drei EHTs der drei Versuchsdurchlaufe
(n=EHT/Versuchsdurchlauf), dargestellt als Mittelwert (durchgezogene Linien) = SD (gestrichelte
Linien). (B1) Kraft am letzten Tag der Kultur. (B2) Kraftwerte aus dem Experiment der Kraft-
Frequenz-Beziehung unter elektrischer Stimulation von 1,5 Hz. (C1) Schlage pro Minute (BPM) am
letzten Tag der Kultur. (C2) Schlage pro Minute der EHTs im Experiment der Kraft-Frequenz-
Beziehung unter elektrischer Stimulation von 1,5 Hz. (D1) TTP -80% am letzten Tag der Kultur.
(D2) TTP -80% aus dem Experiment der Kraft-Frequenz-Beziehung unter elektrischer Stimulation
von 1,5 Hz. (E1) RT 80% Vergleich am letzten Tag der Kultur. (E2) RT 80% aus dem Experiment
der Kraft-Frequenz-Beziehung unter elektrischer Stimulation von 1,5 Hz. Die einzelnen Graphen
sind jeweils dargestellt mit dem Ergebnis des Student’s t-Test.

5.3.2 Wirkung von Isoprenalin und Carbachol

Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse fand dieser Versuch unter elektrischer
Stimulation fir alle EHTs aller Versuchsdurchlaufe bei 1,5 Hz statt. Die EHTs beider
Versuchsgruppen zeigten in allen Versuchsdurchlaufen eine gleiche und positive Antwort
auf Isoprenalin und Carbachol (Abbildungen 5.11 A - C). Die EHTs reagierten
erwartungsgemald mit einer Kraftzunahme unter Isoprenalinzugabe und einer
Kraftabnahme unter Carbacholzugabe (Abbildungen 5.11 A2, B2 und C2). Die ERC018-
EHTs (Abbildungen 5.11 Bl - B4) verhielten sich qualitativ wie ERCO001-EHTs
(Abbildungen 5.11 Al - A4 und C1 - C4), waren aber insgesamt schwacher in der

Tyrodelésung mit geringer Calciumkonzentration.
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Die EHTs der beiden Konditionen wiesen unter elektrischer Stimulation weniger

Unterschiede auf. Dies wurde in diesem Experiment vor allem bei Betrachtung der
Schlagfrequenz pro Minute deutlich (Abbildungen 5.11 A1, B1 und C1).
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Abbildung 5.11: (A) Isoprenalin-Carbachol-Wirkung auf die ERCO01-EHTs des ersten
Versuchsdurchlaufes. (Al - A4) zeigen Ergebnisse der Schlage pro Minute (1, BPM, Beats per
minute), der Kraft (2), der Aufstrichgeschwindigkeit (3) und der Relaxationszeit (4) im Verhaltnis zu
den zugegebenen Medikamenten bei einer Frequenz von 1,5 Hz. (B) Isoprenalin-Carbachol-
Wirkung auf die ERC018-EHTs. (B1 - B4) zeigen Ergebnisse der Schlage pro Minute (1), der Kraft
(2), der Aufstrichgeschwindigkeit (3) und der Relaxationszeit (4) im Verhdltnis zu den zugegebenen
Medikamenten bei einer Frequenz von 1,5 Hz. (C) Isoprenalin-Carbachol-Wirkung auf die ERC001-
EHTs des dritten Versuchsdurchlaufes. (C1 - C4) zeigen Ergebnisse der Schlage pro Minute (1),
der Kraft (2), der Aufstrichgeschwindigkeit (3) und der Relaxationszeit (4) im Verhaltnis zu den
zugegebenen Medikamenten bei einer Frequenz von 1,5 Hz.

5.4 Metabolismus der EHTs

Das Mercola Labor berichtete, dass in ihrem Medium, mit einer initialen
Glukosekonzentration von 3 mmol/l, die Glukose nach 24 Stunden aufgebraucht sei. Laut
Protokoll aus Stanford erfolge ein Mediumwechsel alle vier Tage. Damit entsteht ein etwa
dreitdgiger Glukoseentzug, der die Maturierung der hiPSC-Kardiomyozyten verbessern
soll, da diese gezwungen werden andere Substrate, wie Laktat und Fettsauren, oxidativ
zu verstoffwechseln. Fir die Metabolismusanalyse der EHTs erfolgte eine Abnahme der
Medien nach vier Stunden, nach vierundzwanzig Stunden und vor dem nachsten Wechsel
des Mediums. Der Wechsel des Standard-EHT-Mediums stand nach 48 Stunden an. Das

Maturierungsmedium wurde frihestens alle 72 Stunden gewechselt.
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Des Weiteren erfolgte eine Analyse der Ausgangslage der Medien fir die Berechnungen
und Auswertungen. Die Analyse mit dem Blutgasanalysegerét Radiometer ABL90 SERIE
(Radiometer GmbH) ergab fir das Standard-EHT-Medium eine Glukose-
Ausgangskonzentration von 4,8 mmol/l und eine Laktat-Ausgangskonzentration von 0,5
mmol/l. Fir das Maturierungsmedium ergaben sich eine Glukose-Ausgangskonzentration

von 2,7 mmol/l und eine Laktat-Ausgangskonzentration von 7,6 mmol/l.

Vier Stunden nach dem Mediumwechsel war in beiden Gruppen nur wenig Glukose von
der Ausgangskonzentration verbraucht bei geringem Anstieg der Laktatkonzentrationen
(Abbildungen 5.12 D1 - D3). Im Verhdltnis entstanden in beiden Gruppen nahezu zwei
Laktat pro Glukosemolekul. Nach 24 Stunden war im Maturierungsmedium noch 1,6
mmol/l Glukose (minus 1,1 mmol/l gegenlber der Ausgangslage) und im Standard-EHT-
Medium noch 3,55 mmol/l Glukose (minus 1,25 mmol/l gegeniber der Ausgangslage)
vorhanden. Das bedeutet, dass der Glukoseverbrauch in beiden Gruppen in den ersten
24 Stunden sehr ahnlich war. Initial verbrauchten beide Gruppen Glukose unter Anstieg
der Laktatkonzentration. Im Verlauf der Kultur erfolgte bei den EHTs der Gruppe C ein
geringerer Anstieg der Laktatkonzentration. Der Anstieg der Laktatkonzentration im
Standard-EHT-Medium blieb im Verhaltnis von Glukoseverbrauch zu Laktatanstieg bei
fast zwei. Das Verhaltnis zwischen Glukoseverbrauch zu Laktatanstieg wurde in Gruppe
C kleiner zwei (Abbildungen 5.12 D1 - D3). Das Verhéltnis von Laktatanstieg zu
Glukoseverbrauch war 24 Stunden nach Mediumwechsel signifikant geringer fir die EHTs
im Maturierungsmedium im Vergleich zur Standard-EHT-Kultur (*p<0,05, Abbildung 5.12
D3). Vor dem Wechsel des Mediums war nahezu die gesamte Glukose verbraucht. Im
Standard-EHT-Medium war nach 48 Stunden die Glukose nahezu vollstandig verbraucht
und die Laktatkonzentration stark angestiegen. Das Verhdltnis zwischen
Glukoseverbrauch und Laktatanstieg wurde etwas kleiner im Vergleich zu dem Verhaltnis
nach 24 Stunden (Abbildungen 5.12 D1 - D3). Im Maturierungsmedium war die Glukose
nach 72 Stunden ebenfalls nahezu vollstandig verbraucht. Die Laktatkonzentration war
gering angestiegen und wies eine hohe Streuung auf. Bei Einzelbetrachtung der
Versuchsdurchlaufe wiesen die ERC018-EHTs einen negativen Laktatanstieg (Abbildung
5.12 B2) und die ERCO001-EHTs des dritten Versuchsdurchlaufes einen positiven
Laktatanstieg (Abbildung 5.12 C2) auf. Das Verhaltnis zwischen Glukoseverbrauch und
Laktatanstieg wurde insgesamt kleiner, wies jedoch ebenfalls eine hohe Streuung auf. Bei
Einzelbetrachtung der Versuchsdurchlaufe wiesen die ERC018-EHTs ein Verhaltnis von
Laktatanstieg zu Glukoseverbrauch im negativen Bereich auf (Abbildung 5.12 B3). Die
ERCO01-EHTs des dritten Versuchsdurchlaufes wiesen ein Verhaltnis von Laktatanstieg

zu Glukoseverbrauch im positiven Bereich auf (Abbildung 5.12 C3).
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Abbildung 5.12: (A) Metabolismusanalyse der ERC001-EHTs des ersten Versuchsdurchlaufes.
(B) Metabolismusanalyse der ERCO018-EHTs des zweiten Versuchsdurchlaufes. (C)
Metabolismusanalyse der ERCO01-EHTs des dritten Versuchsdurchlaufes. (A1 — C1) Vergleich
des Glukoseverbrauches der EHTs in den verschiedenen Konditionen zu den Zeitpunkten der
Mediumabnahmen. (A2 — C2) Vergleich des Laktatanstiegs der EHTs in den verschiedenen
Konditionen zu den Zeitpunkten der Mediumabnahmen. (A3 - C3) Verhaltnis von
Glukoseverbrauch zu Laktatanstieg zu den Zeitpunkten der Mediumabnahmen. (D) Ergebnisse der
drei Versuchsdurchlaufe beider Konditionen im Durchschnitt. (D1) Vergleich des
Glukoseverbrauches der drei Versuchsdurchlaufe in den verschiedenen Konditionen zu den
Zeitpunkten der Mediumabnahmen. (D2) Vergleich des Laktatanstiegs der drei Versuchsdurchlaufe
in den verschiedenen Konditionen zu den Zeitpunkten der Mediumabnahmen. (D3) Verhaltnis von
Glukoseverbrauch zu Laktatanstieg zu den Zeitpunkten der Mediumabnahmen. Fir den Zeitpunkt
von 24 Stunden nach Mediumwechsel ergab sich ein signifikanter Unterschied von weniger
Laktatanstieg pro Glukoseverbrauch im Maturierungsmedium (*p<0,05).

Um der Tendenz der verminderten Neigung zur anaeroben Glykolyse und damit

verbesserter oxidativer Kapazitat fur Stoffwechselprozesse in Gruppe C nachzugehen,
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wurden die Auswertungen der DNA-Analysen herangezogen. Die Verhaltnisse der
mitochondrialen Gene NADH-Dehydrogenase 1 (ND1) und NADH-Dehydrogenase 2
(ND2) zu g-actin waren in beiden Gruppen gleich mit einer nicht-signifikanten Tendenz zu
mehr mitochondrialer DNA in Gruppe C (Abbildung 5.13).
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Abbildung 5.13: Quantitative PCR zur Analyse des Verhaltnisses des mitochondrialen DNA-
Gehaltes von NADH-Dehydrogenase 1 (ND1) und NADH-Dehydrogenase 2 (ND2) zu g-actin. Es
konnte kein signifikant verénderter mitochondrialer DNA-Gehalt festgestellt werden
(n=EHT/Versuchsdurchlauf).

5.5 Histologie

5.5.1 Immunhistochemie

Um die Morphologie der EHTs zu analysieren, wurden die Versuchsdurchlaufe einzeln
und jeweils am Ende der Kulturzeit immunhistochemisch untersucht (Abbildungen 5.14 1
und 2 und 5.15 1 und 2). Zusatzlich wurden zum Vergleich der Ausgangslage direkt nach
dem GieRen der ERCO01-EHTs des zweiten Versuchsdurchlaufs EHTSs fixiert (Abbildung
5.14 1.0 und 2.0 und 5.15 1.0 und 2.0).

Die bereits beschriebenen optischen Veradnderungen der EHTs im Verlauf der Kulturzeit
(Abbildung 5.8A) waren auch in den histologischen Schnitten wiederzuerkennen. Die
EHTs der Gruppe A waren im Vergleich zu denen der Gruppe C schmaler und wiesen

teilweise Einrisse oder Unterbrechungen in den Paraffinschnitten auf.

Zur Darstellung der atrialen und ventrikuldren Isoform der Myosinmolekille wurden
spezifische Antikbrper verwendet. In den histologischen Schnitten wurden die atriale und
ventrikulare Isoform der Myosin-Leichtketten (MLC2a und MLC2v) angeféarbt. Im Western

Blot wurden die Myosin-Schwerketten (a-MHC und B-MHC) quantifiziert. Das humane
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Myosinmolekil besteht sowohl aus zwei schweren als auch zwei Paaren leichter
Myosinketten (Schaub et al. 1998). Eine verstarkte Expression der ventrikularen Isoform
entspricht einem verbesserten Reifestatus und einer Ausdifferenzierung hin zu

ventrikularen Kardiomyozyten (Weber et al. 2016).

Die Farbungen zur Darstellung der atrialen Isoform der Myosin-Leichtkette (MLC2a)
zeigten sehr viele MLC2a-positive Zellen in der EHT-Ausgangslage (Abbildung 5.14 1.0
und 2.0). Vor allem im Vergleich zur Ausgangslage ergab sich ein starker Rickgang
atrialer Zellen fur beide Gruppen. Die MLC2a-Farbungen vom Ende der Kulturzeit zeigten
eine Tendenz zu weniger atrialen Zellen in den EHTs aus Gruppe A (Abbildung 5.14 1.A1
und 1.A2 sowie 2.A1 und 2.A2) und noch weniger atrialen Zellen in den EHTs aus Gruppe
C (Abbildung 5.14 1.C1 und 1.C2 sowie 2.C1 und 2.C2). Um dieser Tendenz der Myosin-
Komposition nachzugehen, wurden die Auswertungen des Western Blots herangezogen
(Abbildungen 5.14 3).

Im Western Blot wurden die Myosin-Schwerketten (a-MHC und p-MHC) quantifiziert. Die
Tendenz der Myosin-Komposition bestétigte sich im Western Blot und ergab im
Durchschnitt weniger a-MHC (Abbildungen 5.14 3.A1 und 3.A2) und mehr B-MHC
(Abbildungen 5.14 3.B1 und 3.B2) fir die EHTs der Maturierungsmedium-Kultur.
Allerdings zeigte sich eine Variabilitdt zwischen den einzelnen Versuchsdurchlaufen. Die
ERCO01-EHTs des ersten Versuchsdurchlaufes zeigten fiir beide Konditionen mehr -
MHC als a-MHC, wobei Gruppe C ein noch grélieres Verhaltnis an 3-MHC aufwies. Die
ERCO018-EHTs beider Konditionen wiesen insgesamt mehr a-MHC als B-MHC auf. Das
Verhaltnis von B-MHC war in Gruppe C etwas gré3er als in Gruppe A. Die ERC001-EHTs
der Standard-EHT-Kultur des dritten Versuchsdurchlaufes wiesen mehr a-MHC als B-
MHC auf. Die ERC001-EHTs der Maturierungsmedium-Kultur wiesen mehr 3-MHC als a-
MHC auf. Die Non-failing Heart Probe als Positivkontrolle zeigte, wie im gesunden adulten
Herzen physiologisch, eine starke und breite Bande fir f-MHC und keine Bande fir a-
MHC. Im Vergleich zur Non-failing Heart Probe war der a-MHC-Gehalt der EHTs noch
sehr hoch. Die Negativkontrolle des Ratten-EHTs zeigte, wie flr Rattenherzen typisch,

einen héheren Anteil an a-MHC im Vergleich zu -MHC.
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Abbildung 5.14: Immunhistochemische Farbungen fir MLC2a. Paraffinlangsschnitte in der
Ubersicht (1) und in VergroRerung (2). Die MaRstabsleiste entspricht 50 pm. (1.0)
Ausgangssituation nach dem GielRen. (1.A1) ERC001-EHT der Standard-EHT-Kultur des ersten
Versuchsdurchlaufes.  (1.A2) ERCO001-EHT der  Standard-EHT-Kultur  des  dritten
Versuchsdurchlaufes. (1.C1) ERCO01-EHT der Maturierungsmedium-Kultur des ersten
Versuchsdurchlaufes. (1.C2) ERCO001-EHT der Maturierungsmedium-Kultur des dritten
Versuchsdurchlaufes. (2.0) Ausgangssituation nach dem Giel3en. (2.A1) ERCO001-EHT der
Standard-EHT-Kultur des ersten Versuchsdurchlaufes. (2.A2) ERCO001-EHT der Standard-EHT-
Kultur des dritten Versuchsdurchlaufes. (2.C1) ERC001-EHT der Maturierungsmedium-Kultur des
ersten Versuchsdurchlaufes. (2.C2) ERCO01-EHT der Maturierungsmedium-Kultur des dritten
Versuchsdurchlaufes. (3.A1) Ergebnisse des Western Blots fir a-MHC und cTNT. Abgebildet sind
von links nach rechts alle drei Versuchsdurchlaufe mit jeweils beiden Konditionen. Folgend die
Positivkontrolle  (Non-failing Heart) und die Negativkontrolle (neonatale ventrikulére
Kardiomyozyten eines Ratten-EHTS). (3.A2) Ergebnisse des Western Blots fir a-MHC/cTNT und
Normalisieren zu den Standard-EHT-Medium-EHTs pro Versuchsdurchlauf. Dargestellt als
Mittelwert + Standardfehler. (3.B1) Ergebnisse des Western Blots fir B-MHC und cTNT. Abgebildet
sind von links nach rechts alle drei Versuchsdurchlaufe mit jeweils beiden Konditionen. Folgend die
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Positivkontrolle  (Non-failing Heart) und die Negativkontrolle (neonatale ventrikuléare
Kardiomyozyten eines Ratten-EHTS). (3.B2) Ergebnisse des Western Blots fiir B-MHC/cTNT und
Normalisieren zu den Standard-EHT-Medium-EHTs pro Versuchsdurchlauf. Dargestellt als
Mittelwert + Standardfehler.

Die Farbungen zur Darstellung der ventrikularen Isoform der Myosin-Leichtkette (MLC2v)
zeigten wenig MLC2v-positive Zellen in der EHT-Ausgangslage (Abbildungen 5.15 1.0
und 2.0). Vor allem im Vergleich zur Ausgangslage waren am Ende der Kulturzeit in
beiden Gruppen die meisten Kardiomyozyten MLC2v-positiv. Die MLC2v-Farbungen vom
Ende der Kulturzeit ergaben eine Tendenz zu mehr ventrikuldren Zellen in den EHTs aus
Gruppe A (Abbildungen 5.15 1.A1 und 1.A2 sowie 2.A1 und 2.A2) und noch mehr
ventrikularen Zellen in den EHTs aus Gruppe C (Abbildungen 5.15 1.C1 und 1.C2 sowie
2.C1 und 2.C2). Die Kardiomyozyten waren am Rand der Gewebeschnitte zu erkennen.
In beiden Gruppen lie3 sich eine deutliche Langsausrichtung der Kardiomyozyten
erkennen. Im Vergleich zu Gruppe A ergab sich fur Gruppe C die Tendenz eines breiteren
Kardiomyozyten-Zellstreifens mit besser definierter Ultrastruktur. Die Sarkomerstruktur

lie3 sich in Gruppe C besser und einfacher darstellen.
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Abbildung 5.15: Immunhistochemische Farbungen fur MLC2v, Paraffinlangsschnitte in der
Ubersicht (1) und in VergroRerung (2). Die MaRstabsleiste entspricht 50 pm. (1.0)
Ausgangssituation nach dem Giel3en. (1.A1) ERCO01-EHT der Standard-EHT-Kultur des ersten
Versuchsdurchlaufes.  (1.A2) ERCO001-EHT der  Standard-EHT-Kultur  des  dritten
Versuchsdurchlaufes. (1.C1l) ERCO01-EHT der Maturierungsmedium-Kultur des ersten
Versuchsdurchlaufes. (1.C2) ERCO001-EHT der Maturierungsmedium-Kultur des dritten
Versuchsdurchlaufes. (2.0) Ausgangssituation nach dem GieRBen. (2.A1) ERCOO01-EHT der
Standard-EHT-Kultur des ersten Versuchsdurchlaufes. (2.A2) ERC001-EHT der Standard-EHT-
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Kultur des dritten Versuchsdurchlaufes. (2.C1) ERC001-EHT der Maturierungsmedium-Kultur des
ersten Versuchsdurchlaufes. (2.C2) ERCO001-EHT der Maturierungsmedium-Kultur des dritten
Versuchsdurchlaufes.

Um diese Tendenz einer definierteren Ultrastruktur in Gruppe C zu quantifizieren, wurden
die Langen der Sarkomere in den Bildern der Immunfluoreszenzfarbungen von ERC018-
EHTs des zweiten Versuchsdurchlaufes (Abbildungen 5.16 B.Al1 und B.C1) und ERCO001-
EHTs des dritten Versuchsdurchlaufes (Abbildungen 5.16 B.A2 und B.C2) gemessen. Die
Analyse der Sarkomerlangen ergab langere Sarkomere fiur die EHTs der
Maturierungsmedium-Kultur (1,90 um £ 0,025 um) im Vergleich zur Standard-EHT-Kultur
(1,68 pm = 0,02 um). Der Student's t-Tests zeigte einen signifikanten Unterschied der
Sarkomerlangen fir die EHTs der Gruppe C fir beide Versuchsdurchlaufe (***p<0,001,
Abbildung 5.16 A).

(A) - (B)
-
T
=
c
[
o
=
ig
g C2
o
=
3]
w

Complete MM

Abbildung 5.16: (A) Sarkomerlangen der EHTs beider Konditionen des zweiten und dritten
Versuchsdurchlaufes mit Ergebnis des Student's t-Tests (***p<0,001). (B) Reprasentative
Immunfluoreszenzbilder des zweiten und dritten Versuchsdurchlaufes. Die Malistabsleiste
entspricht 10 um. (A1) Immunfluoreszenzbild fir a-actinin und Hoechst eines Standard-EHT-
Medium-EHTs der ERC018-EHTs des zweiten Versuchsdurchlaufes. (C1) Immunfluoreszenzbild
fur a-actinin und Hoechst eines Maturierungsmedium-EHTs der ERCO18-EHTs des zweiten
Versuchsdurchlaufes. (A2) Immunfluoreszenzbild fir a-actinin und Hoechst eines Standard-EHT-
Medium-EHTs der ERCO01-EHTs des dritten Versuchsdurchlaufes. (C2) Immunfluoreszenzbild fur
a-actinin und Hoechst eines Maturierungsmedium-EHTs der ERCO001-EHTs des dritten
Versuchsdurchlaufes.
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Die immunhistochemischen Farbungen von Actin und Connexin-43 waren in beiden
Gruppen vergleichbar. Der Vergleich der Schnitte ergab keine aussagekréftigen
Ergebnisse oder Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Des Weiteren gilt
Ahnliches fur die angefertigten Querschnitte und die Immunfluoreszenzbilder der
Phalloidin- und Hoechst-Farbungen.

Teilweise war ein Vergleich der eben genannten Farbungen nicht méglich, aufgrund von
Verlust einer der beiden Kulturkonditionen durch technische Schwierigkeiten oder zu
schlechte EHT-Qualitat. Dies machte eine Vergleichbarkeit unmoglich.

5.5.2 Elektronenmikroskopie

Zur genauen Analyse intrazelluldrer Strukturen wurde aus dem ERCO018
Versuchsdurchlauf ein  EHT pro Kondition durch Frau Dr. Schweizer
elektronenmikroskopisch untersucht und représentative Bilder beider Konditionen
analysiert (Abbildung 5.17). Das EHT der Gruppe C (Abbildungen 5.17 C1 und C2) wies
ein klareres, homogeneres und physiologischeres Gewebegesamtbild auf. Im EHT der
Gruppe A (Abbildungen 5.17 Al und A2) waren Anzeichen fir vermehrten Zelltod und das
Auflésen der Gewebestrukturen zu erkennen. AufRerdem waren Vakuolen und Vesikel mit
Einspeicherungen zu erkennen, die Glykogeneinspeicherungen sein kénnten (*!). Das
Gesamtbild von Gruppe A zeigte sich inhomogener und undefinierter im Vergleich zur
Gruppe C. In dem EHT der Gruppe C waren die Mitochondrien interfibrillar lokalisiert mit
deutlicheren und definierteren Christae der Mitochondrien (*?). Auch die
Sarkomerstrukturen (*°) zeigten sich langer und deutlicher definiert im Vergleich zu
Gruppe A mit weniger und diinneren Myofilamenten (**). Damit unterstiitzten die Bilder

der Elektronenmikroskopie den Gesamteindruck der anderen Ergebnisse.
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Abbildung 5.17: Reprasentative Bilder der Elektronmikroskopie. (A1 und A2) Bilder des ERC018-
EHTs der Gruppe A. (C1 und C2) Bilder des ERCO18-EHTs der Gruppe C. (*') Vakuolen und
Vesikel im EHT der Gruppe A. (**) Mitochondrien. In Gruppe C waren die Mitochondrien
interfibrillar lokalisiert mit deutlicheren und definierteren Christae. (**) Die Striche zeigen auf die Z-
Scheiben eines Sarkomers. (**) Myofilament aufgebaut aus vielen Sarkomeren.
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir den Einfluss eines neuen, serumfreien
Maturierungsmediums auf die Reife von aus hiPSC-Kardiomyozyten hergestellten EHTs
im Vergleich mit dem Standard-EHT-Medium auf Pferdeserumbasis. Das in dem Mercola
Labor (Stanford, Vereinigte Staaten) entwickelte Medium soll nicht nur eine weitere
Reifeforderung der EHTs erzielen, sondern als serumfreies Medium auch die
Anforderungen der guten Herstellungspraxis (GMP) erfillen. Dafur wurden die EHTSs einer
extendierten Kultur in unterschiedlichen Medienansatzen mit verschiedenen Intervallen

des Mediumwechsels ausgesetzt und funktionellen Test unterzogen.

6.1 Herstellung und normale Kultivierung der kiinstlichen Herzgewebe:
Vergleichbarkeit der Versuchsdurchlaufe

Das Hamburger Institut fur Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie stellte die
hiPSC-Kardiomyozyten fiir dieses Projekt zur Verfiigung, wodurch ermdglicht wurde, zwei
verschiedene gesunde weibliche Kontrollzellinien in drei aufeinander folgenden
Versuchsdurchlaufen mit jeweils mindestens drei EHTs pro Kondition vergleichen zu
kénnen. Dies ermdglichte ausreichend Wiederholungen von Versuchen fir
aussagekraftige Ergebnisse und gleichzeitig die Moglichkeit die Versuche im Verlauf
anzupassen. Dabei ergab sich ein Spannungsfeld aus einer moglichst &hnlichen
Versuchsdurchfilhrung zum Nachweis der Reproduzierbarkeit, gleichzeitig sollten auch
klar auf der Hand liegende technische Weiterentwicklungen inkludiert werden. Die
Versuchsansatze wurden in vier Bereichen angepasst. Zum einen wurde in
Versuchsdurchlauf zwei und drei auf Matrigel verzichtet, weiterhin erfolgte ein spateres
Randomisieren der EHTs in Versuchsdurchlauf zwei und die Verwendung einer
geringeren Silikonstarke der Silikongestellrahmen in Versuchsdurchlauf drei. Auf3erdem
wurden die metabolischen Analysen in Versuchsdurchlauf zwei und drei um einen dritten

Zeitpunkt der Mediumabnahme erweitert.

Der Verzicht auf einen Zusatz von Matrigel bedingte keine funktionellen Einschrankungen
(Veerman et al. 2015, Tiburcy et al. 2017). Matrigel ist das Sekret von murinen
Sarkomzellen und wurde lange Zeit als Stabilisator der extrazellularen Matrix beim
Herstellen von Geweben zugegeben. Mittlerweile werden die hiPSC-Kardiomyozyten in
eine Fibrinmatrix gegossen, die den hergestellten Geweben ausreichend Stabilitat verleiht
(Hansen et al. 2010, Weinberger et al. 2017). Des Weiteren polymerisiert Fibrin schneller

als das damals verwendete Kollagen, wodurch kein Absinken der Kardiomyozyten auf den
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Well-Boden erfolgt und eine homogene Verteilung der Zellen innerhalb des EHTs
erm@glicht wird. Das Protokoll zum Giel3en der EHTs wurde deshalb fir den zweiten und
dritten Versuchsdurchlauf angepasst. Ohne folgende Funktionseinschréankung konnte auf
den Zusatz von Matrigel verzichtet werden. Auch im Hinblick auf die GMP-Anforderungen

ist es wichtig, auf diese undefinierte Komponente verzichten zu kénnen.

In vivo bedeutet die Kardiomyozytenreifung, bis zum Erlangen eines adulten Zellstatus,
einen Entwicklungsprozess tUber mehrere Jahre (Yang et al. 2014b, Veerman et al. 2015).
Derzeit ist es moglich hiPSC-Kardiomyozyten innerhalb von wenigen Wochen in grof3er
Quantitdt zu generieren und im EHT-Format zu kultivieren - mit dem gleichzeitigen
Verlangen der nativen Zellqualitat innerhalb weniger Wochen gleichkommen zu wollen.
Dabei ist es selbstverstandlich, dass frisch dissoziierte Kardiomyozyten einen unreifen
fetalen Phanotyp aufweisen (Machiraju und Greenway 2019). EHTs aus frisch
dissoziierten Kardiomyozyten entwickelten sich wesentlich schneller zu synchron
schlagenden EHTs als EHTSs, die aus aufgetauten Kardiomyozyten gegossen wurden.
Das Einsetzen von spontanen und synchronen Kontraktionen der EHTs wird nach sieben
bis zehn Tagen erwartet (Schaaf et al. 2011, Stohr et al. 2013, Breckwoldt et al. 2017).
Die Kardiomyozyten richten sich wahrend dieser Formationsphase raumlich zueinander
aus und es kommt zur Ausbildung von Synzytien, die als funktionelle Einheiten fungieren
(Hirt et al. 2014b). Der Vergleich der verschiedenen Medien wurde begonnen, sobald ein
synchrones Kontrahieren beobachtet werden konnte, um den Kontakt mit den
verschiedenen Kulturbedingungen in einer noch stark anpassungsféahigen Phase der
Kardiomyozyten zu beginnen und die serumhaltige Formationsphase mdglichst kurz zu

halten.

Im zweiten Versuchsdurchlauf, in dem EHTs aus tiefgefrorenen Kardiomyozyten
hergestellt wurden, war es notwendig, eine langere Formationsphase in serumhaltigem
Medium zu gewahren und dadurch spater zu randomisieren. Es ist anzunehmen, dass der
Unterschied zu frisch hergestellten Kardiomyozyten durch den Gefrier- und Auftauprozess
zustande kommt, der die Zellen groRem Stress aussetzt. Neben den
Temperaturunterschieden von -150 °C auf +37 °C werden die Zellen dem Einfluss von
chemischen Substanzen ausgesetzt. Das Medium, in dem die Zellen tiefgefroren werden,
enthalt Dimethylsulfoxid (DMSO), das die Oberflachenspannung der Zellmembranen
herabsetzt und die Zellen wahrend des Gefrierprozesses schitzt, bei Raumtemperatur die
Zellen jedoch angreifbar macht. Ein zligiges Resuspendieren in warmes serumhaltiges

Resuspensionsmedium (NKM) ist deshalb zu diesem Herstellungszeitpunkt der EHTs
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sehr wichtig. Nichtsdestotrotz bendtigen die hiPSC-Kardiomyozyten eine gewisse
Regenerationszeit bis auch sie eine funktionelle Einheit im Gewebeverband ausbildeten.

Des Weiteren zeigten die EHTs der ersten beiden Versuchsdurchlaufe, kultiviert an
Silikongestellrahmen  mittleren  Steifegrades, eine  langere und  stetigere
Kontraktionskraftentwicklung als die EHTs des dritten Versuchsdurchlaufes, die an
Silikongestellrahmen mit einem geringen Steifegrad kultiviert wurden. Fir eine bessere
und stetigere Kontraktionskraftentwicklung im Verlauf der Kulturzeit sollten EHTs daher
standardmafRig an Silikongestellrahmen héheren Steifegrades kultiviert werden. EHTs
fuhren durch die Kultur an Silikongestellrahmen auxotone Kontraktionen und
Kontraktionsarbeit &hnlich wie in vivo durch (Ulmer und Eschenhagen 2019). Eine Kultur
unter erhdhten Steifigkeitsbedingungen bedeutet eine hohere Nachlast, was
wahrscheinlich eher der Entwicklung in vivo entspricht und dadurch die Reife durch eine
verstarkte Myofibrillogenese fordert (Lundy et al. 2013). Gleichzeitig trainiert die Flexibilitat
der Silikonpfosten die Gewebe und legt das Ausmaf der maximal moglichen Kontraktion
bei bestimmter Kraftentwicklung fest. In den ersten beiden Versuchsdurchlaufen mit
steiferen Silikongestellrahmen zeigte sich eine hohere Kraftentwicklung. Im letzten
Versuchsdurchlauf erreichten die EHTs dagegen zu einem frilheren Zeitpunkt ihr
Kraftmaximum, was bedeuten kdnnte, dass die EHTs ihr Potential nicht vollstandig
ausbilden konnten, da die starke Flexibilitat der Silikongestellrahmen die
Kontraktionsmdéglichkeiten determinierte. Bedauerlicherweise waren zum Zeitpunkt der
EHT-Herstellung des dritten Versuchsdurchlaufes zu wenig steife Silikongestellrahmen
vorhanden, um auch die letzte Versuchsreihe zwischen steifere Silikonpfosten zu giel3en.
Neben einer exakteren Vergleichbarkeit der durchgefihrten Versuchsreihen, trotz
Moglichkeit der Kraftberechnung, wirde es sich bezogen auf das EHT-Potential lohnen,
den Standard neu festzulegen. Andererseits wurden in diesem Experiment alle Vergleiche
zwischen dem Maturierungsmedium und dem institutsinternen Standard an zum gleichen
Zeitpunkt hergestellten und gleich kultivierten EHTs durchgefiihrt. Die Abweichungen
zwischen den verschiedenen Versuchsdurchlaufen sollten daher die Unterschiede

zwischen dem Maturierungsmedium und der Standardkultur nicht wesentlich berthren.

6.2 Kultivierung in verschiedenen Medien: Effekt auf Kraft und spontane

Schlagfrequenz

Beim Randomisieren der EHTs wurde die Kraft der EHTs als Faktor gewahlt, um die
EHTs gleichmalig auf die beiden Kulturkonditionen aufzuteilen. In den drei

Versuchsdurchldufen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
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Kraftentwicklung. Die Entwicklung der Schlagfrequenz dagegen zeigte unterschiedliche
Anpassungsreaktionen der EHTs auf die jeweiligen Kulturbedingungen. Die EHTs im
Maturierungsmedium wiesen bereits kurze Zeit nach dem Randomisieren ein
verlangsamtes Schlagmuster auf und zeigten im Vergleich zu der Standard-EHT-Kultur
eine immer geringere spontane Schlagaktivitdit. Zum Ende der Kulturzeit schlugen
einzelne EHTs im Maturierungsmedium teilweise nur noch zweimal in der Minute spontan.
Kardiomyozyten des nativen Arbeitsmyokards legen ihre spontane Schlagaktivitdt im
ausdifferenzierten Zustand vollstandig nieder und folgen dem vorgegebenen Rhythmus
der Schrittmacherzellen des Sinusknotens (Hirt et al. 2014a, Hirt et al. 2014b, Lemoine et
al. 2017, Horikoshi et al. 2019).

Einerseits konnten hiPSC-Kardiomyozyten auf Grund ihrer spontanen Schlagaktivitat als
biologische Schrittmacher genutzt werden, womit weniger Rhythmusstérungen erwartet
werden und moglicherweise auf eine lebenslange Immunsuppression der Patienten
verzichtet werden konnte (Schulze et al. 2019). Andererseits bietet eine geringere
spontane Schlagaktivitat Vorteile fir regenerative Therapieoptionen mit hiPSC-
Kardiomyozyten. Der Ersatz von zu Grunde gegangenem Myokard durch eine
Implantation von Herzmuskelzellpflastern benétigt adulte ausdifferenzierte Myokardzellen,
die sich dem adulten Organismus und dessen vorgegebenen Rhythmus anpassen kénnen
(Lopaschuk und Jaswal 2010). Die Fahigkeit, das spontane Schlagen aufzugeben, ist ein
Zeichen von verbesserter Zellreife mit einer Entwicklung zu ausdifferenzierterem
Myokard. Interessanterweise blieben die EHTs bei Verringerung der spontanen
Schlagaktivitat wahrend der gesamten Kulturzeit elektrisch stimulierbar und folgten den
jeweils vorgegebenen Frequenzen. Dies zeigt, dass die Verringerung der Schlagfrequenz
auf eine geringere spontane Eigenaktivitat bei gleichzeitig guter Erregbarkeit beruht und

kann damit als Zeichen von verbesserter Reife betrachtet werden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt, um das gesamte Potential von hiPSC-Kardiomyozyten
unter Befolgung der GMP-Richtlinien ausschépfen zu koénnen, besteht darin ein
serumfreies Kulturprotokoll zu entwickeln. Das in diesem Projekt getestete serumfreie
Maturierungsmedium wurde im Labor von Mark Mercola (Stanford, Vereinigte Staaten)
entwickelt. Im Mercola Labor fiihrte die Verwendung des Maturierungsmediums in
bisherigen 2D-Kulturen zu einer Verbesserung von hiPSC-Kardiomyozyten auf
struktureller Ebene. Im Hamburger Institut fir Experimentelle Pharmakologie und
Toxikologie wurde mit diesem Projekt das serumfreie Maturierungsmedium im EHT-

Modell getestet, um zu prifen, ob das Maturierungsmedium auch in der
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dreidimensionalen Kultur, die als solches schon zu einer erhéhten Reifung von

Kardiomyozyten fihrt, zu einer weiteren Verbesserung der Reife flihren kann.

Es zeigte sich, dass eine anfangliche Kultur im EHT-Standard-Medium unerlasslich war,
damit die EHTs nach dem GielRen anfingen sich zu entwickeln und synchron zu schlagen
begannen. Den EHTSs, die unmittelbar nach dem Giefzen mit dem Maturierungsmedium
kultiviert wurden, war es nicht mdglich einen funktionellen Gewebeverband zu entwickeln.
Es handelt sich bei dem Medium aus Stanford also um ein reines Maturierungsmedium ftr
bereits kultivierte und reifere Gewebe. Demnach wird eine Moglichkeit zur serumfreien
Anfangskultur bendtigt, um den GMP-Anforderungen vollstandig gerecht werden zu
konnen. Eine Mdoglichkeit dafir wére das vorhandene Maturierungsmedium zu
modifizieren, um die Formationsphase der EHTSs tberbricken zu kdnnen. Die Inhaltsstoffe
des Maturierungsmediums sind noch nicht publiziert, weshalb zu diesem Zeitpunkt nur
vorgeschlagen werden kann, in der Anfangsphase mehr Glukose, Hormone oder
Wachstumsfaktoren zum Maturierungsmedium hinzuzufigen. Auch Mills et al. (2017)
versuchten Uber den Wechsel der Substratzufuhr den Stoffwechsel der fetalen
Kardiomyozyten durch ein sich stetig veranderndes Nahrstoffangebot anzupassen. Im
Verlauf der Kultur soll eine vermehrt postnatale Umgebung fir die hiPSC-Kardiomyozyten
geschaffen werden, mit dem Ziel die vorhandenen Bedingungen in vivo zu imitieren.
Tiburcy et al. (2017) ersetzten in bereits vorhandenen Kulturprotokollen die serumhaltigen
Herstellungs- und Kultivierungsschritte durch eine Kombination aus Wachstumsfaktoren
wie zum Beispiel TGFB-1 (Transforming Growth Factor 1), IGF-1 (Insulin-like Growth
Factor 1), FGF-2 (Firbroblast Growth Factor 2), VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) und B27. Vor allem TGFB-1 wurde als ein wichtiger Zusatz in den ersten
Kulturtagen fir eine gute Kraftentwicklung ausgemacht. In den serumfreien Bedingungen
von Tiburcy und Kollegen zeigten hiPSC-Kardiomyozyten eine morphologische,
molekulare und funktionelle Reifesteigerung. Mills und Kollegen erzielten mit ihrem
Maturierungsmedium hiPSC-Kardiomyozyten mit einer funktionellen und metabolisch

verbesserten Reife im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe.

Eine weitere Mdglichkeit ware eine Anpassung der Intervalle der Mediumwechsel. Zu
Beginn der Kultur kénnte ein hochfrequenter Wechsel des Mediums eine ausreichende
Substratzufuhr gewahrleisten. Im Verlauf der Kultur ware eine Abnahme der Intervalle
nach erfolgter Formationsphase moglich. Das Mercola Labor empfahl, nach erfolgter
Formationsphase, einen ersten Wechsel des Mediums nach drei Tagen und folgend einen
Wechsel alle vier Tage. Der Mediumwechsel kénnte im Verlauf der Kultur weiter auf bis zu

sechs oder sieben Tage extendiert werden.
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Ein modifiziertes Kulturprotokoll, in welchem die EHTs verschiedenen Phasen ausgesetzt
werden, wirde die Bedingungen von nativem Gewebe in vivo imitieren. Wahrend der
Gewinnung von hiPSC und der folgenden Differenzierung zu hiPSC-Kardiomyozyten
erfolgt ein enormer und beeindruckender Aufwand mit unterschiedlichen Kulturstadien
und Behandlungen der hiPSC, um die Embryonalentwicklung nachzuahmen (Breckwoldt
et al. 2017). Folgend werden aus den generierten hiPSC-Kardiomyozyten EHTs
gegossen, welche ab diesem Zeitpunkt mit gleichbleibenden und konstanten
Kulturbedingungen behandelt und mit hohen Erwartungen beobachtet werden, sich ab
diesem Zeitpunkt weiterhin zu verandern und zu adultem Herzgewebe zu entwickeln. Die
Weiterfihrung der stetigen Veranderung &aullerer Einflisse wahrend der EHT-Kultur
koénnte also ebenfalls eine Reifesteigerung bedingen, da die EHTs gezwungen waren sich

den verdndernden Bedingungen anzupassen.

6.3 Langen-und Breitenverhaltnisse im Verlauf der Kulturzeit

Nach dem GieRen der EHTs erfolgt ein Umbauprozess, der zur Kompression und
Umgestaltung des EHTs fihrt. Innerhalb des EHTs bilden sich interzellulare
Verbindungen aus und der interne Wassergehalt verringert sich im Verlauf der Kulturzeit,
sodass es zur Verkleinerung des EHTs kommt (Eschenhagen et al. 1997, Hirt et al.
2014b). Die Lange der EHTs blieb nahezu unverandert. Die Breite der EHTs veranderte
sich im Verlauf der Kulturzeit. Die EHTs der Standard-EHT-Kultur waren instabiler,
bekamen Loécher, zerrissen oder losten sich von den Silikonpfosten der
Silikongestellrahmen ab. Die EHTs im Maturierungsmedium waren dagegen stabiler im
Zeitverlauf der Kultur und zeigten nur eine geringe Abnahme der Gewebebreite. Stabilere
Kulturverhdltnisse bieten die Aussicht auf extendierte Langzeitkulturen bzw.
Langzeitexperimente und die Mdglichkeit einen Durchlauf EHTSs flr viele Versuche nutzen
zu kénnen. Im Hinblick darauf, das EHT-Format als erschwingliche klinische Applikation
nutzen zu wollen, ware dies von groRem Interesse. Vor allem bezogen auf
Krankheitsmodellierungen oder (individuelle) Langzeittests von Medikamenten. Haufig
zeigen sich kardiotoxische Nebenwirkungen erst nach Mehrfachgabe und einem gewissen
Zeitintervall. Bei einmaliger Gabe besteht die Mdglichkeit, Nebenwirkungen durch
Kompensationsmechanismen zu unterdriicken und keine Anderung der Funktion
hinnehmen zu mussen. Allerdings darf nicht vergessen werden, dass das EHT-Format
weiterhin ein Modell des Herzens darstellt. Der lebende Organismus besitzt wesentlich
mehr Kompensationsmechanismen um Fehlregulationen zu umgehen oder zu

kompensieren, wodurch das EHT-Format jedoch die Aussicht bietet auch kleine
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Anomalitaten zu zeigen und entdecken zu konnen, da in diesem Format die
Kompensationsmechanismen des Gesamtorganismus nicht greifen kénnen (Stohr et al.
2013).

6.4 Funktioneller Reifestatus

Eine mechanische Belastung der Kardiomyozyten ist wichtig fir die Organisation und
Ausrichtung der Zellen im Gewebeverband. AuBerdem fordert die EHT-Kultur an den
Silikonpfosten die morphologische Reife der hiPSC-Kardiomyozyten, wodurch gleichzeitig
eine bessere Funktion und Kontraktilitét durch eine hohere Anzahl und verbesserte
Organisation der Zellorganellen erzielt wird (Hirt et al. 2014b, Ulmer et al. 2018). Mittels
der video-optischen Messapparatur konnen automatisiert und reproduzierbar
Funktionsversuche durchgefiihrt werden (Hansen et al. 2010, Mannhardt et al. 2016). Die
unter den beiden Konditionen kultivierten EHTs wiesen unter elektrischer Stimulation
weniger funktionelle Unterschiede als unter spontan schlagenden Bedingungen auf. Das
galt sowohl im Vergleich zueinander als auch innerhalb der Konditionen zwischen den
einzelnen EHTs. Die EHTs beider Konditionen zeigten eine gleiche und positive Kraft-
Frequenz-Beziehung und reagierten wie erwartet positiv auf die sympathischen und
parasympathischen Zusatze. Beides zeichnet einen guten Reifegrad aus (Hirt et al.
2014a, Weinberger et al. 2017, Ulmer et al. 2018).

Die Fahigkeit die spontane Schlagaktivitat aufzugeben, ist, wie bereits beschrieben, ein
Zeichen gesteigerter Reife. Die EHTs im Maturierungsmedium schlugen langsamer als
die EHTs der Standard-EHT-Kultur und zeigten unter spontanen, sowie unter elektrisch
stimulierten Bedingungen, eine langere Zeit fir den Aufstrich bis zu ihrem Kraftmaximum
(time-to-peak, TTP). Ein hoherer B-MHC-Gehalt sollte theoretisch mit einer langsameren
Kontraktionskinetik und damit einer verlangerten Zeit bis zum Kraftmaximum einhergehen.
Die EHTs im Maturierungsmedium wiesen im Durchschnitt mehr B-MHC als die EHTs der
Standard-EHT-Kultur auf, wodurch sich ein verbesserter Reifestatus der Kultur im
Maturierungsmedium mittels der Western Blot Ergebnisse bestatigen lieR. Eine
verbesserte Kontraktionskinetik geht im humanen adulten nativen Herzgewebe mit einem
Wechsel der Expression von der schnelleren Alpha-Myosin-Schwerkette (a-MHC) zu der
langsameren Beta-Myosin-Schwerkette (B-MHC) einher. a-MHC stellt den fetalen
Phanotyp der Myosin-Schwerkette wahrend der fetalen Genexpression dar und befindet
sich im adulten Herzen ausschlieBlich in den Vorhoéfen. Der a-MHC-Anteil korreliert mit
einem Anstieg der Herzfrequenz. B-MHC stellt die adulte und in den Ventrikeln des

Herzens vorherrschende Isoform dar (Schaub et al. 1998, Lundy et al. 2013, Yang et al.
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2014a). Bei Nagetieren dagegen reprasentiert B-MHC die fetale und a-MHC die adulte
Isoform der Myosin-Schwerketten.

Die geringere Unterschiedlichkeit der Konditionen in den funktionellen Experimenten zeigt
erneut, dass durch die Kultur im EHT-Format derzeit Kardiomyozyten mit einem
ausgereiften funktionellen Stand generiert werden kénnen. Die ebenfalls gute funktionelle
Entwicklung der EHTs durch eine Kultur im Maturierungsmedium auf den gleichen
funktionellen Stand der  Standard-EHT-Kultur  entsprechend, bietet  die
Kombinationsmoglichkeit zu einer serumfreien EHT-Kultur. Dies bedeutet dem Ziel, das
volle Potential der hiPSC-Kardiomyozyten ausschopfen zu kdnnen, nédher gekommen zu

sein.

6.5 Metabolischer Reifestatus

Das Herz ist das am starksten metabolisch aktive Organ im Korper und hat einen hohen
Energiebedarf. Wahrend der fetalen kardialen Entwicklung dient die anaerobe Glykolyse
als Hauptenergiequelle der Kardiomyozyten. Ausdifferenzierte Kardiomyozyten nutzen
dagegen vermehrt oxidative Stoffwechselwege zur Energiegewinnung. Im adulten Herzen
werden 60 - 90% der Energie Uber die Fettsdureoxidation gewonnen (Lopaschuk und
Jaswal 2010, Brown et al. 2017). Je nach Sauerstoff- und Nahrstoffangebot kénnen
Kardiomyozyten ihre Stoffwechselprozesse anpassen und umstellen. Adulte
Kardiomyozyten sind omnivor und kénnen neben Glukose auch Laktat und Fettsauren
verstoffwechseln. Es wurde bereits gezeigt, dass hiPSC-Kardiomyozyten in Glukose-
freiem Laktat- und Fettsaure-haltigem Medium Uberleben kénnen. Bei Bereitstellung aller
Energiesubstrate  decken  hiPSC-Kardiomyozyten, kultiviert als EHTs unter
institutsinternen Standards, 14% ihres Energiebedarfs Uber die anaerobe Glykolyse.
Allerdings enthalt das Standard-EHT-Medium im Wesentlichen nur Glukose und geringe
Mengen an Laktat und Fettsauren. Die Kardiomyozyten befinden sich im Randbereich der
EHTs, da dort eventuell eine verbesserte Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung besteht.
Eine Steigerung der metabolischen Reife von hiPSC-Kardiomyozyten durch eine
physiologischere Zusammensetzung des Kulturmediums steht daher im Zentrum der

derzeitigen Forschung (Ulmer und Eschenhagen 2019).

Die Glukose-Ausgangskonzentration der Standard-EHT-Kultur betragt 4,8 mmol/l und
entspricht damit nahezu der maternalen Glukosekonzentration von ~5,5 mmol/l, die tber
die Placenta den Fetus erreicht (Ulmer et al. 2018). Die spatere Nahrung enthalt

zunehmend mehr Fette und Proteine und weniger Kohlenhydrate, sodass der Organismus
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sich an geringeren Glukosekonzentrationen anpasst und zunehmend den Energiebedarf
Uber oxidative Stoffwechselwege deckt. Diese Veranderungen gehen unter anderem mit
einer vermehrten Biogenese von Mitochondrien einher. Das Mercola Labor berichtete,
dass das Maturierungsmedium eine initiale Glukosekonzentration von 3 mmol/l enthalt.
Unsere Analysen bestatigten diesen Wert mit einer initialen Glukosekonzentration von 2,7
mmol/l. AuRerdem weist das Maturierugsmedium mit 7,6 mmol/l, im Vergleich zum
Standard-EHT-Medium mit 0,5 mmol/l, eine wesentlich héhere initiale Laktatkonzentration
auf. Diese Umstande erklaren aul3erdem, weshalb EHTSs eine initiale Kultur benétigen, bis
sie die adulte Nahrstoffumgebung des Maturierungsmediums Uberleben kénnen. Des
Weiteren berichtete das Mercola Labor, dass die Glukose im Maturierungsmedium nach
24 Stunden aufgebraucht sei. Laut Protokoll aus Stanford erfolgt ein Mediumwechsel alle
vier Tage, womit sich ein Glukoseentzug fur drei Tage ergibt. Dieser soll die Maturierung
der Kardiomyozyten verbessern, da diese gezwungen werden andere Substrate zu
verstoffwechseln und vermehrt oxidative Stoffwechselwege nutzen. Vier Stunden nach
dem Wechsel der Kulturmedien entstanden in beiden Gruppen im Verhéaltnis nahezu zwei
Laktat pro Glukosemolekil, welches der Ausbeute der anaeroben Glykolyse entspricht.
Dieses Verhdltnis blieb bei den EHTs der Standard-EHT-Kultur zu den weiteren
Analysezeitpunkten bestehen. Die EHTs im Standard-EHT-Medium gewannen demnach
ihre  Energie hauptsachlich Uber die anaerobe Glykolyse. Die EHTs im
Maturierungsmedium waren im Vergleich zu den EHTs der Standard-EHT-Kultur in der
Lage vermehrt oxidative Stoffwechselprozesse zu nutzen und unter Glukosekarenz auf
andere Substrate zurtckzugreifen. Mills et al. (2017) erzielen mit ihrem
Maturierungsmedium hiPSC-Kardiomyozyten mit einer funktionellen und metabolischen
verbesserten Reife im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe. Deren serumfreies
Maturierungsmedium enthalt wenig Glukose, viel Palmitat und kein Insulin. In diesem
Maturierungsmedium ist kein Insulin enthalten, da Insulin die Glykolyse auslést und
proliferative Effekte auf Zellen ausibt. Insulin ist in den meisten Kulturmedien als
essentieller Bestandteil fur Uberleben und Funktion der hiPSC-Kardiomyozyten enthalten
(Ulmer und Eschenhagen 2019). Horikoshi et al. (2019) kultivieren hiPSC-Kardiomyozyten
Uber eine Anfangsphase von 20 Tagen im Glukose-haltigen Medium. Es folgt eine
Reinigung der Kardiomyozyten fir sieben Tage in Glukose-freiem Laktatmedium und
folgend eine Phase von drei bis sieben Tagen im Glukose-freien Fettsdure-haltigen
Maturierungsmedium. Dieser Kulturansatz fihrte zu einer verbesserten metabolischen

und strukturellen Reife mit vermehrter oxidativer Kapazitat.

Der Fakt, dass bei EHTs im Gegensatz zur 2D Kultur nach 24 Stunden im

Maturierungsmedium aus Stanford die Glukose noch nicht vollstandig verbraucht ist,
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impliziert eine stéarkere Nutzung anderer Substrate. Ein weiteres Extendieren bis zum
Wechsel der Kulturmedien auf sechs oder sieben Tage konnte, neben einer Zeit- und
Kostenersparnis im Laboralltag, die metabolische Maturierung noch weiter vorantreiben.
Des Weiteren sind Argumente zur Kosten-Nutzen-Relation nicht auf3er Acht zu lassen, um
das EHT-Format praktikabel und bezahlbar in den klinischen Alltag integrieren zu kdnnen
(Breckwoldt et al. 2017).

In den EHTs der Maturierungsmedium-Kultur konnte im Vergleich zur Standard-EHT-
Kultur keine hohere Mitochondrienbiogenese erzielt werden. Die Analyse der
mitochondrialen DNA-Gehalte im Vergleich zum genomischen DNA-Gehalt ergaben
gleiche Ergebnisse in beiden Konditionen, obwohl eine hohere Mitochondriendichte bei
erhohter oxidativer Atmungskapazitat erwartet werden konnte. Eine hohe
Mitochondriendichte ist notwendig und physiologisch, um den hohen Energiebedarf des
Herzens zu decken (Ulmer und Eschenhagen 2019). Es wurde bereits gezeigt, dass
Kardiomyozyten im EHT-Format im Vergleich zu 2D-Kulturen eine 1,5-fach erhohte
Mitochondrienmasse entwickeln und damit verstarkt die Fahigkeit zu oxidativen
Stoffwechselprozessen besitzen. AuRerdem ist das Verhaltnis von mitochondrialem zu
genomischem DNA-Gehalt im EHT-Format dreimal so gro wie in 2D-Kulturen, dennoch
weiterhin 1,5-fach geringer als in nativem Herzgewebe (Ulmer et al. 2018). Weiterhin
wurde bereits gezeigt, dass diese Anderungen nicht auf Transkriptions-, sondern auf
Proteomebene stattfinden. Dies bedeutet, dass es zu keinen Anderungen in der
Genexpression von Stoffwechselgenen in 2D- und 3D-Kulturen kommt. Im EHT-Format
ergibt sich die verbesserte Oxidationskapazitat vermutlich durch posttranslationale

Regulationen bei der Enzymherstellung.

6.6 Struktureller Reifestatus

Durch die dreidimensionale Kultivierung der Kardiomyozyten im EHT-Format konnte
bereits eine deutliche Verbesserung des strukturellen Reifegrades erzielt werden. Im
Frihstadium sind die Kardiomyozyten abgerundete kleine Zellen, die unorganisiert im
Gewebe verteilt sind. In den Paraffinschnitten der Ausgangslage waren sehr viele kleine
und runde Zellen unorganisiert in den EHT-Gewebekodrper eingebettet. Die frisch
kultivierten Kardiomyozyten waren sowohl MLC2a- als auch MLC2v-positiv. Durch die
Kultivierung zwischen den Silikonpfosten wird eine raumliche Orientierung und
Langsausrichtung der Kardiomyozyten mit verbesserter Ultrastruktur unter vermehrter
Ausbildung von Gap junctions und Zellorganellen erreicht, wodurch gleichzeitig eine

Verbesserung der Kontraktionskraft erzielt wird (Schaaf et al. 2011, Lundy et al. 2013).
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Die bereits beschriebenen optischen Veranderungen der EHTs im Verlauf der Kulturzeit
waren auch in den histologischen Untersuchungen wiederzuerkennen. Die EHTs der
Standard-EHT-Kultur waren im Vergleich zu den EHTs im Maturierungsmedium schmaler
und wiesen Einrisse oder mehr Unterbrechungen in den Gewebeschnitten auf. Die
bessere Langzeitstabilitdt der EHTs im Maturierungsmedium wurde weiter von den
Ergebnissen der Elektronenmikroskopie bestatigt. Quantitative Aussagen konnten anhand
der Elektronenmikroskopie nicht getroffen werden, da nur je ein EHT pro Kondition aus
dem ERCO018-Versuchsdurchlauf an das Zentrum fir molekulare Neurobiologie gegeben
wurde. Dennoch unterstiitzen und bestatigen die Ergebnisse der Elektronenmikroskopie,
sowie die unabhangigen Eindricke von Frau Dr. Schweizer, die Tendenzen,
Beobachtungen und Ergebnisse. Das EHT der Standard-EHT-Kultur zeigte ein wesentlich
inhomogeneres Gewebebild mit undefinierterer Ultrastruktur. Des Weiteren gab es
vermehrte Einlagerungen und Anzeichen fur vermehrten Zelltod in der Standard-EHT-
Probe, wohingegen das EHT der Maturierungsmedium-Kultur ein homogenes Gewebebild
mit physiologischerem Gewebekérper zeigte. In dem EHT der Maturierungsmedium-Kultur
waren die Mitochondrien interfibrillar lokalisiert mit deutlicheren und definierteren Christae
der Mitochondrien. Auch die Sarkomere des EHTs im Maturierungsmedium zeigten sich
langer mit deutlich definierteren Z-Scheiben. Die Immunfluoreszenzbilder bestatigten die
Tendenz einer definierteren Ultrastruktur mit langeren Sarkomeren fur die EHTs der
Maturierungsmedium-Kultur (1,90 um £ 0,025 um) im Vergleich zur Standard-EHT-Kultur
(1,68 um + 0,02 um). Die Sarkomerldangen der Standard-EHT-Kultur glichen eher dem
Phanotyp unreifer Kardiomyozyten, wahrend die EHTs der Maturierungsmedium-Kultur
nahezu Sarkomerlangen nativer Kardiomyozyten erreichten. Im nativen Herzgewebe sind
die Sarkomere ca. 2,2 ym lang. Unreife hiPSC-Kardiomyozyten weisen Sarkomerlangen
von ca. 1,65 uym auf (Yang et al. 2014a, Kolanowski et al. 2017, Machiraju und Greenway
2019).

Die Auswertungen der immunhistochemischen Farbungen ergaben im Vergleich der
beiden Konditionen, sowohl fir die Farbungen der atrialen Isoform der Myosin-Leichtkette
(MLC2a) als auch der ventrikularen Isoform der Myosin-Leichtkette (MLC2v), die Tendenz
fur ein besseres Ergebnis fur die EHTs im Maturierungsmedium. Im Vergleich der beiden
Konditionen ergab sich die Tendenz fir einen starkeren Rickgang von MLC2a-positiven
Zellen und noch mehr MLC2v-positiven Zellen im Vergleich zur Ausgangslage fir die
EHTs der Maturierungsmedium-Kultur. Eine verstarkte Expression der ventrikularen
Isoform entspricht einem erwinschten und verbesserten Reifestatus und einer

Ausdifferenzierung hin zu ventrikularen Kardiomyozyten (Schaub et al. 1998, Weber et al.
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2016, Brandao et al. 2017). Das humane Myosinmolekil besteht sowohl aus zwei
schweren als auch zwei Paaren leichter Myosinketten (Schaub et al. 1998). Im Western
Blot wurden die Myosin-Schwerketten (a-MHC und B-MHC) quantifiziert. Bei
Einzelbetrachtung der Versuchsdurchlaufe zeigte sich ein variables Ergebnis der a-MHC-
und B-MHC-Verhdltnisse. Dies kann auf die unterschiedlichen Ladungsmengen pro
Reaktionstasche und unterschiedlichen cTNT-Mengenverhéltnisse zurtickgefuhrt werden.
Im Gesamtdurchschnitt wiesen jedoch die EHTs der Maturierungsmedium-Kultur mehr (3-
MHC als die EHTs der Standard-EHT-Kultur auf. Das Schilddriisenhormon Triiodthyronin
(T3) fordert die a-MHC Expression. Das Standard-EHT-Medium enthalt durch den Zusatz
von Pferdeserum Triiodthyronin (Schaub et al. 1998, Yang et al. 2014b). Dies kdnnte die
ermittelte Tendenz zu verhaltnismé&Rig mehr a-MHC in der Standard-EHT-Kultur bedingen

und den Wechsel der Expression in diesen EHTSs storen.

Im nativen Herzgewebe erfolgt wahrend der Entwicklung ein Wechsel der Expression von
der schnelleren a-MHC-Isoform zu einer Zunahme der Transkriptkonzentration der
langsameren B-MHC-Isoform (Schaaf et al. 2011, Lundy et al. 2013). a-MHC stellt die
fetale und atriale Isoform dar, wohingegen B-MHC die adulte und ventrikulare Isoform
darstellt. Im humanen erwachsenen Herzen ist a-MHC zusammen mit der artialen MLC
auf das Atrium beschrankt, wahrend -MHC zusammen mit der ventrikularen MLC in den
Ventrikeln vorzufinden ist (Schaub et al. 1998). Eine verstarkte Expression der
ventrikularen Isoformen entspricht einem verbesserten strukturellen Reifestatus (Weber et
al. 2016). Im Vergleich zur Non-failing Heart Probe wiesen die EHTs beider Konditionen
jedoch insgesamt noch einen groRen Anteil an a-MHC auf, womit der erwinschte

Reifestatus noch nicht vollstandig erreicht ist.

6.7 Ausblick

Die Ergebnisse zeigen, dass das serumfreie Maturierungsmedium die Reifung und
Stabilitat von EHTs weiter steigern konnte und damit dazu beitragen kann, das volle
Potenzial von hiPSC-Kardiomyozyten fir humantherapeutische Mdglichkeiten
auszuschopfen. Mit der Kultur im Maturierungsmedium konnte vor allem eine deutliche
Steigerung der metabolischen und strukturellen Reife erzielt werden. Mit der Kultur von
EHTs im Maturierungsmedium besteht die Mdglichkeit zur serumfreien Kultur von hiPSC-
Kardiomyozyten, die sich als sehr unaufwendig und zeitsparend herausstellte. Das
Kulturprotokoll muss zur Ausschopfung des hiPSC-Potentials weiter ausgearbeitet
werden, um den GMP-Anforderungen ganzlich gerecht werden zu koénnen. Viele

Herstellungsschritte der EHTs basieren noch auf serumhaltigen Schritten und die initiale
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Kultur in serumhaltigem Medium zur Entwicklung der EHTSs stellte sich in diesem Versuch
als unumgénglich heraus. Zur initialen Kultur muss entweder ein serumfreies Medium zur
Formation entwickelt oder das vorhandene Medium modifiziert werden. Moglicherweise
konnte dem Medium humanes patientenzugehoriges Serum zugegeben werden.
Patientenzugehdriges Serum ist xeno-free und kénnte den GMP-Anforderungen gerecht
werden. Andererseits waren dafir weitere kostenintensive Tests notwendig und die
Humanserum-haltige Kultur als Zusatz zum Maturierungsmedium stellte sich in diesem
Versuch als schlecht heraus. Den Ablauf als klinische Applikation wiirde demnach eine
initiale oder durchgehende Kultur der EHTs mit patienteneigenem Serum verteuern und
den Alltag im Umgang mit der Applikation, allein durch den Mehraufwand der
Serumgewinnung vom Patienten, erschweren. Eine klinische Applikation sollte
kostengunstig, erschwinglich und erreichbar fur jedermann gestaltet werden mit moglicher
Aussicht auf Ubernahme der Kosten von den Krankenkassen. Eine Modifizierung des
Maturierungsmediums  Uber einen Zusatz von Glukose, Hormonen oder
Wachstumsfaktoren kdnnte effektiver und kostengiinstiger sein. Des Weiteren kénnte ein
Kulturprotokoll mit verschiedenen Kulturphasen jeweils angepasster an adulte
Bedingungen, wie es auch Mills et al. (2017) oder Horikoshi et al. (2019) beschrieben
haben, die hiPSC-Kardiomyozyten von ihrem fetalen Zustand hin zu reifen adulten

Kardiomyozyten begleiten.

Die serumhaltigen Herstellungs- und Kulturschritte und die begrenzte Anzahl der
Versuchsdurchlaufe limitieren die Resultate dieser Arbeit. In zuklnftigen Analysen und
Projekten muss ein Kulturprotokoll herausgearbeitet werden, welches das volle Potenzial
von hiPSC-Kardiomyozyten fir humantherapeutische Moglichkeiten nutzbar macht. Je
definierter und bekannter die Herstellungsschritte und die Kultur von EHTs werden, desto
sicherer kann das Produkt eingestuft und fir therapeutische Zwecke eingesetzt werden.
Die Anpassungen der Kultur im Maturierungsmedium mit der Ausarbeitung eines
serumfreien Kulturprotokolls, welches ein Zusammenspiel der reifeférdernden
MalRnahmen beinhaltet, erscheinen umsetzbar - im Vergleich zu dem, was bis heute in

diesem Bereich bereits erreicht worden ist.
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7 Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen eine der haufigsten Todesursachen europa- und
weltweit dar. Mit derzeitig angewandten Therapieoptionen werden lediglich Symptome
verbessert und das weitere Fortschreiten der Krankheit verlangsamt. Individualisierte
kausale Therapieansatze fehlen bislang. Kardiomyozyten abgeleitet aus humanen
induzierten  pluripotenten  Stammzellen (hiPSC-Kardiomyozyten) koénnten neue
therapeutische und diagnostische Optionen bei kardiovaskuldaren Erkrankungen bieten,
aber der momentane unreife, eher fetale Zustand und die undefinierten serumbasierten
Kulturprotokolle schranken ihr Potenzial ein. Die Kultur von hiPSC-Kardiomyozyten als
dreidimensional konstruiertes Herzgewebe (Engineered Heart Tissue, EHT) fordert die
physiologische, strukturelle und metabolische Reife.

In dieser Arbeit wurde das Standard-EHT-Medium auf Pferdeserumbasis mit einem
serumfreien Maturierungsmedium (Mercola Labor, Stanford, Vereinigte Staaten,
unveréffentlichtes Protokoll) verglichen, welches in 2D-Kulturen zu beeindruckenden
Ergebnissen fuhrte. In drei aufeinander folgenden Versuchsdurchlaufen mit zwei
verschiedenen weiblichen gesunden Kontrollzelllinien wurde analysiert, ob zusatzliche
Maturierungseffekte bei hiPSC-Kardiomyozyten in EHT-Kultur erzielt werden kénnen.
Nach einer Formationsphase in serumhaltigem Standard-EHT-Medium wurde die Halfte
der EHTs fur 30 - 50 Tage in dem Maturierungsmedium Kkultiviert oder im
Standardmedium belassen. Die videooptischen Analysen der Kontraktionen zeigten eine
ahnliche Kraftentwicklung Uber die Kulturzeit sowie eine positive Kraft-Frequenz-
Beziehung und B-adrenerge Reaktion in beiden Gruppen. Als Hinweis auf die funktionelle
Reifung blieben die EHTs im Maturierungsmedium formstabiler und hérten nach 50 Tagen
nahezu auf spontan zu schlagen, reagierten jedoch weiterhin positiv auf elektrische
Stimulation. Des Weiteren wiesen sie einen vermehrt oxidativen Metabolismus und eine
bessere histologische Struktur bei Immunfarbungen von MLC2v und a-Actinin, sowie in

elektronmikroskopischen Aufnahmen auf.

Die Ergebnisse legen nahe, dass das neue serumfreie Maturierungsmedium die Reife und
Stabilitat von EHTs weiter erhéhen und dazu beitragen kann, das volle Potenzial von
hiPSC-Kardiomyozyten auszuschopfen. Die fir die Generierung von EHTs notwendigen
Herstellungs- und Kulturschritte in serumhaltigem Medium und die begrenzte Anzahl der
Versuchsdurchlaufe limitieren die Aussagekraft dieser Arbeit. In zuklnftigen Analysen und

Projekten muss ein Kulturprotokoll herausgearbeitet werden, welches den Anforderungen
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der guten Herstellungspraxis (good manufacturing practice, GMP) komplett gerecht wird
und das volle Potenzial von hiPSC-Kardiomyozyten fir humantherapeutische
Mdoglichkeiten nutzbar macht. Je definierter und bekannter die Herstellungsschritte und
die Kultur von EHTs werden, desto sicherer kann das Produkt eingestuft und fir
therapeutische Zwecke eingesetzt werden.
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8 Summary

Cardiovascular diseases are one of the most common causes of death in Europe and
around the world. The currently available treatment options improve symptoms but only
slow the progression of the disease. Individualized causal therapeutic approaches are so
far missing. Cardiomyocytes derived from humane induced pluripotent stem cells (hiPSC-
CM) could offer new therapeutic and diagnostic options for heart diseases, but the current
immature and rather fetal state and undefined serum-based culture protocols limit their
potential. The culture of hiPSC-CM as Engineered Heart Tissues (EHT) promotes

physiological, structural, and metabolic maturity.

In this thesis the standard horse serum-based EHT medium was compared with a serum-
free maturation medium (Mercola Lab, Stanford, United States of America, unpublished
protocol), which produced impressive results in previous 2D cultures. EHTs from three
independent differentiation runs with two different female healthy control cell lines were
compared whether a serum-free culture in maturation medium further increases
maturation of hiPSC-CM. After a formation phase in serum-containing standard EHT
medium, half of the EHTs were transferred to the maturation medium for 30 - 50 days or
left in the standard medium. The video-optical analysis of the contractions showed a
similar force development over culture time, a positive force-frequency relationship and B-
adrenergic reaction in both groups. As an indication of functional maturation, EHTs in the
maturation medium remained more stable and almost stopped beating spontaneously
after 50 days, but remained responsive to electrical stimulation. Furthermore, they showed
a better oxidative metabolism and a better histological structure in immunostaining of

MLC2v and a-actinin and in electron microscopy.

The results suggest that the new serum-free maturation medium further increases the
maturation and stability of EHTs and help to unravel the full potential of hiPSC-CM. The
serum-containing production and culture steps in the beginning of the EHT generation and
the limited number of experimental runs limit the generalizability of the results. In future
analyzes and projects, a culture protocol that adheres to good manufacturing practice
(GMP) should be developed, which makes the full potential of hiPSC-CM available for
human therapeutic possibilities. The more defined and better known the manufacturing
steps and the culture of EHTs become, the safer the product can be classified and used

for therapeutic purposes.
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