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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Kardiovaskuldare Erkrankungen, wie beispielsweise der Herzinfarkt, sind die haufigste Todesursache
weltweit (1). Bei einem Herzinfarkt sterben Areale des Herzens aufgrund einer Unterversorgung mit Blut
ab. Da das Herzmuskelgewebe ein sogenanntes terminal differenziertes Gewebe ist, kommt es zu keiner
Regeneration des Gewebes, mit der Folge einer Herzinsuffizienz beziehungsweise dem Tod des
Patienten. Eine alternative Behandlungsmoglichkeit zu einer Herztransplantation stellt das Tissue
Engineering dar. Mit Hilfe des Tissue Engineerings kénnen dreidimensionale Gewebe aufgebaut und
kultiviert werden, um auf diese Weise ein funktionelles Gewebe zu erhalten, durch welches das
abgestorbene Gewebeareal des Herzens zukiinftig auch ersetzt werden kénnte.

In der vorliegenden Arbeit wurden notwendige Technologien fiir den Aufbau von Geweben entwickelt
sowie erste Versuche fiir die Erzeugung eines funktionellen Herzmuskelgewebes durchgefiihrt. Beim
Aufbau von dreidimensionalen Geweben finden Tragerstrukturen Anwendung, die mit Zellen besiedelt
werden. Solche Tragerstrukturen konnen aus biologischen oder synthetischen Polymeren hergestellt
sein oder aus der extrazellularen Matrix eines dezellularisierten Gewebes bestehen. Fir eine
standardisierte Dezellularisierung von Geweben wurde eine computergesteuerte Pumpeneinheit, fur die
Herstellung von Nanofaserscaffolds eine Elektrospinninganlage entwickelt. Mit Hilfe der
Dezellularisierungseinheit kdnnen komplexe Organe, wie ein Herz im Ganzen, reproduzierbar
dezellularisiert werden. Untersuchungen der mittels Elektrospinning hergestellten Nanofaserscaffolds,
welche als Alternative zu der dezellularisierten, natiirlichen Matrix eingesetzt werden kdnnen, zeigten
bei allen hergestellten Zusammensetzungen eine Orientierung der Zellen entlang der Fasern.

Die Kultivierung von Zellmatrixkonstrukten erfolgt im Tissue Engineering haufig unter dynamischen
Bedingungen. Hierfiir wurde ein mobiler Stand-Alone-Inkubator mit der erforderlichen Peripherie fiir
eine Kultur unter Perfusion des Gewebes entwickelt. Als Weiterentwicklung des Stand-Alone-Inkubators
ist eine modulare Bioreaktorplattform, bestehend aus Warmetauscher, Beutelpumpe und
Gasaustauscher, aufgebaut worden. In dieses System kann Uber Standard-Anschlisse jegliche Art von
Bioreaktor in das System eingebunden werden. Durch die Kompaktheit des Systems ist es moglich
mehrere Ansdtze parallel auf engem Raum durchzufiihren. Die Funktion der Plattform, wurde in der
vorliegenden Arbeit durch die Gewebekultur einer nativen porzinen Karotis nachgewiesen.

Fir den Aufbau des kardialen Gewebes dient die small intestinal submucosa ohne Serosa (SISser) als
Tragerstruktur. Der Aufbau des Gewebekonstrukts erfolgte in verschiedenen Ansdtzen unter Einsatz
verschiedener Zellarten. Native, aus Herzbiopsien generierte Cardiosphere derived cells (CDCs) verteilten
sich gleichmaRige Gber die Oberflache der Matrix, jedoch konnten immunhistologisch keine spezifischen

kardialen Marker bei den artifiziellen Geweben nachgewiesen werden. Zellmatrixkonstrukte aus einer
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Zusammenfassung

Mono-Kultur von Kardiomyozyten, differenziert aus induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen)
sowie einer Co-Kultur dieser Kardiomyozyten mit mesenchymalen Stammzellen und Zellen aus einer
Herzbiopsie zeigten nach wenigen Tagen in Kultur ein kontraktiles Verhalten. Immunbhistologische
Farbungen der beiden Gewebe bestadtigten die Expression der spezifischen kardialen Marker, wie
beispielsweise kardiales Troponin T, kardiales Troponin C und alpha Actinin. Die Kardiomyozyten der
Mono-Kultur sind jedoch nicht Gber die gesamte Matrixoberflache verteilt, sondern bilden Aggregate.
Bei der Co-Kultur kann eine gleichmaRige Verteilung der Zellen auf der Matrix beobachtet werden. Der
vielversprechendste Ansatz fir den Aufbau eines Herzmuskelgewebes, welches als Implantat oder
Testsystem eingesetzt werden kann, bildet nach den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen, ein Konstrukt
aus der SISser und der Co-Kultur der Zellen. Allerdings muss die Zusammensetzung der Co-Kultur sowie

das Verhaltnis der Zellzahlen optimiert werden.




Abstract

Abstract

Cardiovascular diseases as myocardial infarction are the most frequent cause of death worldwide (1).
During a myocardial infarction, areas of the heart are being damaged because of an insufficient nutrient
supply. Heart tissue is a terminal differentiated tissue, this means that it can’t be regenerated by itself.
The consequence of this characteristic is a heart insufficiency or the death of the patient. An alternative
treatment to heart transplantation is promised by tissue engineering. By using the methods of tissue
engineering, cells can be cultured on a scaffold to generate a mature tissue, which can be used to
replace the damaged areas of the heart.

In the present work systems for the generation of tissues have been developed and first experiments to
build up a functional cardiac patch were performed. To generate three-dimensional tissues, scaffolds
colonized with cells are necessary. These scaffolds can be produced with biological or synthetic polymers
or even decellularized tissues can be used. A computer-controlled decellularization platform was
designed to ensure a standardized, reproducible decellularization of complex organs like hearts.
Furthermore, an electrospinning device was developed for the production of nanofiber scaffolds. On
such matrices, seeded cells grow along the fibers.

Most cell-matrix-constructs are cultured under dynamic conditions in tissue engineering. A
stand-alone-incubator system containing the required periphery to apply different culture conditions
was developed. As further development a compact modular bioreactor platform consisting of a heat
exchanger, a bag pump and a gas exchanger was established. All kinds of bioreactors can be enclosed to
the system via standard Luer-Lock-Connectors. Due to the compactness of the system, it is possible to
parallelize and run experiments easily on narrow space. The functionality of the platform was
demonstrated by a tissue culture of a native porcine carotid artery.

The small intestinal submucosa without serosa (SISser) was employed as matrix for the development of a
functional cardiac patch. In different experiments diverse cell types were used to generate a cardiac
construct. Cardiosphere derived cells (CDC) seeded on the SISser showed an equal distribution all over
the surface of the matrix, but no expression of specific cardiac markers. Constructs consisting of a
mono-culture of induced pluripotent stem cell derived cardiomyocytes (CM-iPS cells) or a co-culture of
CM-iPS cells, mesenchymal stem cells and cells isolated form a heart biopsy showed a contraction of the
whole matrix after a few days in culture. Furthermore, cardiac markers like cardiac troponin T, cardiac
troponin C and alpha actinin could be observed by immunohistological staining. Regarding the
morphology of the different tissues, the mono-culture of the CM-iPS cells formed agglomerates on the
surface of the matrix whereas the co-culture showed a well distribution of the cells all over the surface

of the matrix. Consequently, the co-culture on the SISser is the most promising approach for the
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development of a functional cardiac patch. However, the combination of cell types within the co-culture

and their ratio has to be optimized.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Notwendigkeit des kardialen Tissue Engineerings

Durch den mit der Industrialisierung verbundenen Anstieg der Lebensqualitdt und des Lebensalters
entwickelten sich im Laufe der vergangenen Jahrzehnte verschiedene Krankheiten. Diese Krankheiten
werden vorwiegend durch den Lebensstil hervorgerufen. Dabei spielen die Erndhrung, der Konsum von
Genussmittel und Umweltfaktoren, wie beispielsweise Stress eine groRRe Rolle. Eine erhdhte Aufnahme
von Fett, Zucker, Tabak oder Alkohol kann zu einer Fehlfunktion oder Schadigung von lebenswichtigen
Organen, wie der Leber, des Pankreas oder des Herzens (2, 3) flihren. Aus diesen Griinden, und auch
bedingt durch genetische Defekte, wird der Bedarf an Organtransplantationen von Patienten
unterschiedlichen Alters immer héher.

Betrachtet man nur den Bereich der kardiovaskularen Erkrankungen stellt man fest, dass diese
Erkrankungen, wie zum Beispiel Herzinfarkt, nicht nur die haufigste Todesursache in Europa (4) sind,
sondern auch weltweit (1, 4). Das zentrale Organ des kardiovaskuldren Systems ist das Herz. Eine
Schadigung des Herzens bedingt eine medizinische Behandlung. Der Hauptgrund dafir ist, dass der
Herzmuskel ein terminal differenziertes Gewebe ist, was bedeutet, dass die Kardiomyozyten, die fur die
Pumpfunktion des Herzens verantwortlich sind, nicht mehr in der Lage sind sich zu teilen und somit
keine eigeninduzierte Reparatur des Gewebes moglich ist. Dadurch kann der Teil des Herzens, der durch
einen Myokardinfarkt geschadigt ist, nicht mehr wiederhergestellt oder gleichwertig ersetzt werden. Der
Verlust von Arealen des Herzmuskels fihrt zu einer Herzinsuffizienz des Patienten, letztendlich auch zum
Tod. Die derzeitigen Behandlungsmoglichkeiten bei schweren Schadigungen des Herzmuskelgewebes,
ungeachtet der zugrundeliegenden Ursachen, sind stark limitiert. Fiir eine Heilung des Patienten ist eine
Herztransplantation haufig die einzige Moglichkeit (5). Jedoch kann der Bedarf an funktionellen Organen
nicht durch die Anzahl an Spendern gedeckt werden. Des Weiteren stellen die AbstoRungsreaktionen
des eigenen Korpers ein groRBes Problem bei Organtransplantationen dar (6, 7). Der Kdorper von
Vertebraten reagiert mit einer Immunantwort auf kérperfremde Substanzen, versucht mit dieser
Abwehrreaktion diese abzutdoten und aus dem Korper auszuschleusen. In der modernen Medizin
kommen daher nach Organtransplantationen Immunsuppressiva zur Unterdriickung der Immunantwort
des Organempfangers zum Einsatz. Durch diese Behandlung ergibt sich flir den Patienten die Gefahr an
Infektionskrankheiten zu erkranken, welche durch die Immunsuppression nicht mehr durch den eigenen
Korper bekdampft werden kénnen. Moglichkeiten um diese Probleme zu l6sen, bietet das Tissue

Engineering. Im Tissue Engineering kdnnen korpereigene Zellen fiir den Aufbau von Geweben eingesetzt
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werden. Das Immunsystem erkennt diese Gewebe nicht als korperfremd, somit kommt es nicht zu einer

Immunantwort und es kann auf den Einsatz von Immunsuppressiva verzichtet werden (8).

1.2 Das menschliche Herz

Als zentrales Organ des menschlichen kardiovaskularen Systems hat das Herz die Aufgabe den Korper
mit sauerstoffreichem Blut zu versorgen. Damit dies moglich ist, hat das Herz einen speziellen Aufbau. Es
besteht aus vier Hohlrdumen, zwei Kammern und zwei Vorhofen (9), welche von dem
Herzmuskelgewebe umgeben sind (10). Die Vorhofe sind durch ein Vorhofseptum, die Kammern durch
ein Kammerseptum voneinander getrennt, so dass das Herz in eine linke und eine rechte Halfte
unterteilt werden kann. Eine dauerhafte Versorgung des Kérpers mit sauerstoffreichem Blut ist dadurch
gewahrleistet, dass die beiden Herzhalften in Reihe geschaltet sind. Aus der Hohlvene gelangt
sauerstoffarmes Blut tber den rechten Vorhof in die rechte Kammer. Von dort wird das Blut Uber die
Pulmonalarterie in den Lungenkreislauf gepumpt. Das in der Lunge mit Sauerstoff angereicherte Blut
gelangt Gber den linken Vorhof in die linke Herzkammer. Diese befordert das Blut zur Versorgung der
Organe mit Nahrstoffen und Sauerstoff in den Korperkreislauf. Da die linke Herzkammer einen hoheren
Druck aufbringen muss um das Blut weiter zu pumpen, ist der linke Herzmuskel wesentlich starker
ausgebildet als der rechte (10).

Die Versorgung des Herzmuskelgewebes mit Nahrstoffen und sauerstoffreichem Blut erfolgt Gber die
linke sowie die rechte Herzkranzarterie und deren Aste (9). Sind diese GefiRe stark verengt
beziehungsweise verschlossen, zum Beispiel durch einen Thrombus, so kommt es in den betroffenen
Arealen zu einer Unterversorgung des Herzmuskels. Halt die Unterversorgung langer als 20 Minuten an,
tritt die Schadigung des Herzmuskels aufgrund von Nekrose der Herzmuskelzellen ein, was zu einem
Herzinfarkt und dem Funktionsverlust des betroffenen Areals fiihrt (10). Dieser Funktionsverlust kann
eine verminderte Pumpleistung des Herzens zur Folge haben und somit zu einer Herzinsuffizienz fihren.
Da sich das Herzgewebe nicht gleichwertig regeneriert, liegen groRe Hoffnungen zur Behandlung eines

Herzinfarktes im Tissue Engineering.
1.3 Tissue Engineering

Tissue Engineering entstand Mitte der 80iger Jahre als Dr. Joseph Vacanti und Dr. Robert Langer die Idee
hatten biokompatible und biologisch abbaubare Tragerstrukturen zu entwickeln, die mit Zellen besiedelt
werden kdnnen, um sie Patienten zu implantieren. Von diesem Zeitpunkt an verbreitete sich die Idee des

Tissue Engineerings Uber die ganze Welt. In das o6ffentliche Bewusstsein trat das Tissue Engineering im
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Jahr 1997 durch eine Sendung des BBC, welche eine Maus zeigte, auf deren Riicken ein mit Zellen

besiedeltes Kollagengerist in der Form eines menschlichen Ohres implantiert war (11).

Abbildung 1: Die Vacanti-Maus (11)
Die Maus wurde als Bioreaktor zum Ziichten einer Knorpelstruktur in der Form einer Ohrmuschel eingesetzt. Sie
stellt die physiologischen Bedingungen zur Reifung der Chondrozyten. Dazu wurde das Knorpelgeriist unter die

Haut der Maus transplantiert.

Mit Hilfe dieses Beispiels konnte gezeigt werden, dass es moglich ist eine biokompatible Tragerstruktur
mit Zellen zu besiedeln und diese am Leben zu erhalten. Bereits im Jahre 1991 wurde dem ersten
menschlichen Patienten ein Produkt des Tissue Engineerings implantiert. Der Patient litt am
Poland-Syndrom, was eine Fehlbildung des Brustkorbes und ein Fehlen des Sternums zur Folge hatte.
Ihm wurde daher ein mit autologen Chondrozyten besiedeltes Konstrukt aus synthetischem Polymer als
Ersatz fur das fehlende Sternum implantiert (11). Mit der Transplantation von Geweben welche aus
autologen Zellen generiert wurden, konnen die AbstoRungsreaktionen des Immunsystems des Patienten
verhindert werden.

Das Ziel des Tissue Engineerings ist es, funktionelle Gewebe als Implantate fiir Patienten herzustellen. Da
sich Gewebe wie zum Beispiel das Herz und der Pankreas nicht selbst regenerieren kdnnen, ist flr eine
Heilung des Patienten ein Spenderorgan notig. Allerdings ist fiir solche Organe die Anzahl an Spendern
limitiert und es ist nicht moglich alle Patienten mit einem Spenderorgan zu behandeln (12). Die
Limitierung an Spenderorganen wurde zuerst versucht durch den Einsatz von Xenotransplantaten zu
beheben. Zu diesem Zweck werden Tiere gezlichtet, deren Organe keine AbstoRungsreaktionen im
menschlichen Koérper auslésen (13). Diese Methode brachte bisher jedoch nicht den erhofften Erfolg und
der Fokus fur Transplantate wurde auf autologe Gewebe gelegt. Zuerst lag der Schwerpunkt fir autologe

Transplantate auf Geweben mit weniger komplexem Aufbau wie der Haut und des Knorpels (11).
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Aufgrund der erreichten Erfolge bei dem Aufbau dieser Gewebe erweiterte sich das Anwendungsgebiet
des Tissue Engineerings auf weitere Organe. Die entwickelten Implantate sollen zur Behandlung von
geschadigten Organen, aber auch als Organersatz angewandt werden (14, 15). Das Herz stellt, da es sich
bei diesem Gewebe um ein sogenanntes terminal differenziertes Gewebe handelt und wegen des
komplexen Aufbaus des Organs, eine groRe Herausforderung dar. Daher werden fiir dieses Organ derzeit
hauptsachlich funktionelle Gewebestiicke aufgebaut, um die Folgen eines Herzinfarktes zu behandeln
(16). Eine weitere Anwendung des artifiziellen Gewebes ist die Entwicklung von humanen Testsystemen
(17). Solche Testsysteme sind funktionelle Gewebe, die fiir verschiedenste Studie, wie Toxizitatsstudien
eingesetzt werden kdénnen. Mit der Hilfe dieser Testsysteme kann die Anzahl an Tierversuchen in der
Pharma- und Kosmetikindustrie reduziert werden (18). Des Weiteren ist die Ubertragbarkeit der
Ergebnisse, welche durch die humanen Testsysteme generiert werden, wesentlich besser auf den
Menschen Ubertragbar, als dies bei Tierversuchen maoglich ist (19). Toxizitatsstudien von Arzneimitteln,
welche mit diesen Systemen durchgefiihrt werden, haben im Vergleich zu Tierversuchen eine héhere
Aussagekraft. Ebenso versprechen sie eine bessere Identifikation von Wirkstoffen bei der

Arzneimittelentwicklung.

Matrix Zellen

Zell-Matrix-
Konstrukt

Abbildung 2: Notwendige Komponenten fiir das Tissue Engineering.
Zur Herstellung von Tissue Engineering Produkten bendtigt man eine Tragerstruktur (Matrix oder Scaffold) und
Zellen. Die Matrix wird mit den Zellen besiedelt und bei 37 °C, einem Gehalt von 5% CO, der umgebenden

Atmosphare und einer Luftfeuchte von 95 % kultiviert bis sich ein stabiles Zell-Matrix-Konstrukt gebildet hat.
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Fiir das Tissue Engineering werden zwei Hauptkomponenten benétigt, um ein Konstrukt herzustellen:
() eine biokompatible Tragerstruktur (Scaffold) und (Il) geeigneten Zellen, wie zum Beispiel
differenzierte Stammzellen oder isolierte, gewebespezifische primare Zelltypen (Abbildung 2). Die fir
das Zielgewebe geeigneten Zellen, welche die erforderlichen Aufgaben ausfiihren, werden meist aus
einer Biopsie der Korperregion, in der sie vorkommen mittels unterschiedlicher Techniken isoliert. Durch
den Einsatz verschiedenster Zellkulturtechniken werden die isolierten Zellen in ZellkulturgefalRen und
Standardinkubatoren expandiert. Nach dem Expandieren werden die Zellen auf eine dreidimensionale
Matrix ausgesat (20). Unter Einsatz von Wachstumsfaktoren, mechanischer beziehungsweise elektrischer
Stimulation oder verschiedenen Kombinationen dieser drei Stimuli kdnnen die Zellen verschiedenen
Reizen ausgesetzt werden, welche zu einer Reifung des Gewebes fiihren. Die Reifung des Gewebes
erfolgt haufig in einem Bioreaktor (21). Das reife Gewebe kann im Anschluss an die Kultur im Bioreaktor
als Implantat wieder in den Koérper eingebracht werden oder als Testsystem fiir Substanzen der
Pharmaindustrie zum Einsatz kommen (Abbildung 3). Da neben Tragerstrukturen auch die
Bioreaktortechnologie bei der Kultur des Gewebes zum Einsatz kommt ist das Tissue Engineering ein

interdisziplindres Forschungsfeld, welches die Ingenieurs-, Material- und Lebenswissenschaft einschlieRt.
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Abbildung 3: Schema Tissue Engineering

Aus dem Korper wird eine Biopsie, welche den gewlinschten Zelltyp enthalt, entnommen und die gewiinschten
Zellen daraus isoliert. Die isolierten Zellen werden anschlieBend mit den spezifischen Zellkulturtechniken
expandiert, bis eine ausreichende Anzahl an Zellen vorhanden ist. Nach der Expansion werden die Zellen auf eine
Tragerstruktur ausgesat und kdnnen auf dieser mit unterschiedlichen Reizen wie mechanischer oder elektrischer
Stimulation beziehungsweise mit Wachstumsfaktoren stimuliert werden. Im Anschluss an die Herstellung des
dreidimensionalen Gewebes erfolgt eine Reifung des Gewebes in vitro. Sobald diese abgeschlossen ist kann das

Gewebe als Implantat wieder in den Kérper eingebracht oder als Testsystem fiir Wirkstoffe herangezogen werden.

1.3.1 Verschiedene Zellquellen

Es gibt unterschiedliche Zellquellen, die fir das Tissue Engineering eingesetzt werden. Eine Mdglichkeit
ist es, aus den Geweben, die man aufbauen moéchte, adulte Zellen aus Biopsien zu isolieren, um diese zu

vermehren. Da diese Zellen schon aus dem gleichen Gewebeverbund, wie das Zielgewebe stammen,
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geht man davon aus, dass diese Zellen die gleichen Aufgaben, die sie vor ihrer Isolation ausgefiihrt
haben, auch im neuen Gewebe wieder libernehmen (22). Dies ist ein Vorteil der priméren adulten Zellen,
allerdings ist zur Isolation der spezifischen primaren adulten Zellen die Entnahme einer Biopsie des
entsprechenden Gewebes notwendig. Je nachdem von welchem Organ die Biopsie genommen werden
muss, kann es sein, dass die GroRe des Biopsiematerials nicht ausreicht, um die erforderliche Anzahl an
Zellen zu Isolieren. Ein Beispiel dafir ist das Herz, aus welchem nur sehr kleine Biopsien entnommen
werden koénnen, ohne die Funktion des Organs zu beeintrachtigen. Des Weiteren ist die
Proliferationsfahigkeit von primaren adulten Zellen begrenzt. So kénnen sie haufig nur wenige Passagen
(<5) in Kultur gehalten werden, bevor sie ihre Morphologie und Eigenschaften andern. Eine Alternative
sind Stammzellen, um den Mangel an spezifischen Geweben fir die Zellisolation zu I6sen (23). Diese
Zellen kbnnen aus dem Blut (24), Fettgewebe (25) oder Knochenmark (26) isoliert und in einige Zellarten
differenziert werden (27). Ein vielversprechender Ansatz fiir eine nahezu unbegrenzte Zellquelle sind die
induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) (28). Die iPS-Zellen lassen sich in Zellen aller drei
Keimblatter differenzieren. Ebenso kénnen sie fiir deutlich mehr Passagen in Kultur gehalten werden als

adulte Zellen.

1.3.1.1 Kardiosphdren abgeleitete Zellen

Bei den ,Kardiospharen abgeleiteten Zellen” (engl. cardiosphere derived cells (CDCs)) handelt es sich um
eine Zellquelle von adulten Zellen. Sie kénnen aus Biopsien vom Atrium oder dem Endomyokard des
humanen Herzens generiert werden (29). CDCs entstehen aus Zellen, welche aus den Biopsien des
humanen Herzens auswachsen und sich selbststandig zu Kardiospharen zusammenlagern. Diese Zellen
der Kardiospharen exprimieren c-Kit, CD105, Ki67, sowie Connexin 43 (30). In den Spharen entwickeln
die CDCs Eigenschaften von Stammzellen (31). CDCs sind jedoch nicht der einzige Zelltyp, der in den
Kardiospharen enthalten ist. Ebenfalls findet man in den Spharen vaskuladre Zellen, differenzierende
Vorlauferzellen und spontan differenzierte Kardiomyozyten (32). Die CDCs sind des Weiteren positiv fir
die Marker a-sarcomeric actin, Connexin 43 und nach weiterer Expansion von zwei Passagen ebenso fir
CD105, c-Kit, CD90, CD34 und CD31. Ebenfalls sind sie negativ fiir die Marker MDR1, CD133, CD45, was
die CDCs phanotypisch von humanen kardialen Stammzellen, endothelialen Stammzellvorldufern sowie
von Stammzellvorlaufern aus dem Knochenmark abgrenzt (30).

Aufgrund dieser Eigenschaften sind die CDCs eine interessante Zellquelle flir das Tissue Engineering.
Allerdings kann bei diesen Zellen keine spontane Kontraktion wahrend der Kultur induziert werden. Dies

ist bisher nur bei der Co-Kultur mit neonatalen Kardiomyozyten aus der Ratte gelungen (32).
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Da es sich bei diesen Zellen um Zellen handelt, die aus einer Herzbiopsie isoliert werden, sind sie nicht in

unbegrenzter Anzahl verfiigbar.

1.3.1.2 Induzierte pluripotente Stammzellen

Einen Weg, die Limitation begrenzt verfligbarer Zellquellen zu umgehen, bietet die Arbeit von Takahashi
und Yamanaka. Im Jahr 2006 fiihrten Takahashi und Yamanaka zum ersten Mal die Umwandlung von
murinen Fibroblasten in Zellen mit Charakteristika, von embryonalen Stammzellen durch (33). Die
entstandenen pluripotenten Stammzellen werden als induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen)
bezeichnet. Sie besitzen die Fahigkeit in die Zellen der drei Keimblatter zu differenzieren (34). Fir diese
Neuprogrammierung der Zellen verwendeten Takahashi und Yamanaka die vier Transkriptionsfaktoren
Oct3/4, Sox2, KIf4 und c-Myc. Die beiden Forscher brachten diese Faktoren mittels viraler Transduktion
in die Fibroblasten ein (33). Ein Jahr spater flihrten Takahashi und Yamanaka mit der gleichen Methode
erfolgreich eine Neuprogrammierung von humanen Fibroblasten der Haut durch (35). Im Laufe der Jahre
wurden viele verschiede Methoden fiir die Neuprogrammierung von Zellen durch Transkriptionsfaktoren
oder sogenannten ,small molecules” beziehungsweise einer Kombination aus beiden veréffentlicht (33).
Die derzeit am haufigsten eingesetzte Methode zur Herstellung von iPS-Zellen ist der Gentransfer mittels
eines viralen Vektorsystems. Meist werden dafiir Retroviren, Lentiviren, Adenoviren oder Plasmide
eingesetzt. Mit dieser Methode kann aus jeder somatischen Zelle eine iPS-Zelle hergestellt werden (36).
Dadurch und aufgrund der Tatsache, dass die iPS-Zellen in alle drei Keimblatter differenziert werden
kdénnen, stellen sie eine sehr vielversprechende Zellquelle fiir das Tissue Engineering dar. Die iPS-Zellen
sind fiir das Tissue Engineering in den Fokus gerlickt, da mit ihnen Gewebe aufgebaut werden kdnnen,
die sich nicht selbst regenerieren kdnnen beziehungsweise fiir die keine nativen Zellen Isoliert werden
koénnen. Eines dieser Gewebe ist das Herzmuskelgewebe, da sich die Kardiomyozyten nicht mehr teilen
und bisher auch keine Kardiomyozyten aus Biopsien des humanen Herzens isoliert sowie in Kultur
gehalten werden kénnen. In den letzten Jahren wurden einige Protokolle zur Differenzierung der
iPS-Zellen in Kardiomyozyten entwickelt. Vom Differenzierungspotential entsprechen die iPS-Zellen den

embryonalen Stammzellen, sind jedoch ethisch unbedenklich.

1.3.2 Extrazellulare Matrix

Das menschliche Gewebe besteht nicht nur aus Zellen, sondern auch aus einem Netzwerk von
Makromolekiilen, der extrazellularen Matrix, in welche die Zellen eingebettet sind. Diese

Makromolekiile sind in den verschiedenen Spezies weitestgehend gleich aufgebaut. Jedoch bewirken
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unterschiedliche Zusammensetzungen der Makromolekiile eine Vielzahl an Geweben und kérpereigenen
Materialien. Je nach Anforderung an das Gewebe hat dieses eine charakteristische Zusammensetzung an
Makromolekiilen (37). Abhangig von ihrer Zusammensetzung hat die extrazelluldre Matrix verschiedene
biomechanische Eigenschaften, die von weich bis starr und steif reichen (38). So kann die Matrix
kalzifizieren und hart werden, wie zum Beispiel bei Knochen und Zdhnen. Sie kann jedoch auch eine
weiche Charakteristik behalten und transparent sein, wie bei der Cornea oder seilartige Strukturen
ausbilden fiir Bander (37). Durch die verschiedenen Eigenschaften der extrazellularen Matrix wirkt sich
diese auf die Funktion des Gewebes (38), das Verhalten der Zellen, sowie der Differenzierung der Zellen
aus (37, 38). Die extrazelluldre Matrix ist nicht nur fiir Eigenschaften der Gewebe verantwortlich,
sondern gibt den Geweben und Organen auch ihre Struktur (39). Trotz der stabilen duBeren Erscheinung
der Organe und Geweben ist die extrazelluldre Matrix eine dynamische Struktur, was bedeutet, dass
fortwdhrend umgebaut, abgebaut oder auf andere Art und Weise modifiziert wird (38). Verantwortlich
fur diese Modelierungsvorginge der extrazelluldren Matrix sind die sich in der Matrix befindenden
Fibroblasten beziehungsweise Zellen der Fibroblastenfamilie. Sie synthetisieren die Makromolekile und
richten sie in der Matrix aus (37).

Die extrazellulare Matrix setzt sich aus 3 Hauptgruppen von Makromolekiilen, den Kollagenen, den
Proteglykanen und den Glykoproteinen zusammen (37, 38). Damit die Organe und Gewebe ihre
Festigkeit und Struktur behalten, sind die Kollagenfasern, welche von den Fibroblasten gebildet und
ausgerichtet werden, verantwortlich (40). Diese Kollagenfasern haben trotz gleicher Zusammensetzung
verschiedene Anordnungen in den unterschiedlichen Gewebearten (37). Zwischen den Kollagenfasern
sind die Proteoglykane eingelagert und fiillen dadurch die Liicken in der Matrix auf. Die Proteoglykane
kénnen verschiede Substanzen binden, beziehungsweise speichern und wieder abgeben, wie zum
Beispiel zweiwertige Kationen und Wasser. Durch die Aufnahme und Abgabe von Wasser nehmen die
Proteoglykane eine stoRdampfende sowie eine schmierende Funktion ein (40). Ebenso bilden sie ein
Reservoir fur Wachstumsfaktoren und kdnnen somit Gradienten im Gewebe aufbauen (38, 39), welche
die Zellen im Gewebe stimuliert. Damit die Zellen nicht aus dem Gewebe ausgespiilt werden kénnen,
sind die Glykoproteine in der extrazellularen Matrix verantwortlich. Sie sind fir die Adhasion der Zellen
in der Matrix und fir die Signallibertragung zwischen den Zellen zustindig (40). Jede dieser
Komponenten der extrazelluliren Matrix hat je nach Gewebeart ein gewebespezifisches
Expressionsmuster (41), was wie bereits oben erwahnt, zu den verschiedenen Eigenschaften der Gewebe

fuhrt.
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Durch die extrazellulare Matrix sind die Zellen in eine sehr komplizierte Matrix eingebettet, die die Zellen
nicht nur zusammenhilt, sondern auch deren Uberleben, Entwicklung, Form, Polaritit und

Migrationsverhalten beeinflusst (37).
1.3.3 Médgliche Matrizes als Grundgeriist fiir das Tissue Engineering

Die extrazelluldare Matrix bildet die Grundlage fiir jedes Konstrukt, das durch Tissue Engineering erzeugt
werden soll. Je nach Art des Gewebes fallen der Matrix besondere Eigenschaften zu, die diese erfiillen
muss. So werden fiir unterschiedliche Gewebe Matrizes aus unterschiedlichen Materialien bendtigt (42).
Entsprechend der Anforderungen an die Matrix kann eine biologische Matrix eingesetzt werden oder es

muss eine synthetische Matrix geschaffen werden.

1.3.3.1 Biologische Matrizes

Biologische Matrizes werden aus Lebewesen gewonnen. Dazu werden Organe beziehungsweise Stlicke
von Organen explantiert und die Zellen aus dem Gewebe ausgelost, was als Dezellularisierung
bezeichnet wird. Zur Matrixgewinnung wird auf tierisches Gewebe zuriickgegriffen, da Komponenten der
extrazellularen Matrix spezies-Ubergreifend hoch konserviert sind und es somit zu keinen
AbstoRungsreaktionen kommt (43, 44). Des Weiteren kdnnen auch Matrizes, welche nicht aus der
Korperregion des Zielgewebes stammen fiir den Aufbau des Gewebes eingesetzt werden. Damit die
Zellen aus dem entnommenen Gewebe oder Organ entfernt werden konnen, werden diese dynamisch
oder statisch mit einer Dezellularisierungslosung inkubiert. Am Ende dieses Prozesses bleibt die zellfreie
Matrix mit ihren spezifischen Strukturen zuriick und kann mit humanen Zellen wiederbesiedelt werden.
Im Laufe der Zeit wurden viele spezifische Protokolle fir die Dezellularisierung verschiedenster Organe
und Gewebe wie zum Beispiel Herz, Leber, Niere, Trachea, Plazenta, Muskel oder Darm entwickelt (45).
Der Vorteil einer zellfreien Matrix, die dem Gewebe entspricht, welches damit behandelt werden soll,
liegt darin, dass die spezifischen Zellen bzw. Stammzellen, die darauf ausgesdt werden eine
gewebecharakteristische Umgebung vorfinden, da die Anordnung der Fasern und der Molekile der
extrazellularen Matrix bereits der des aufzubauenden Gewebes entspricht. Diese Mikroumgebung
unterstltzt einen gewebespezifischen Regenerationsverlauf des Gewebes (15, 46). Im Vergleich zu
einzelnen Komponenten der extrazellularen Matrix besitzt ein intaktes, dezellularisiertes Scaffold ein
hoheres Potential fir das Wachstum und die Differenzierung verschiedener Zellarten (47), da es ein

groRRes Reservoir an biophysikalischen Reizen und Signalmolekilen beinhaltet (48).
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Das Verhalten der dezellularisierten Gewebe im Korper muss vor deren Einsatz als Implantat untersucht
werden. Daher wurden viele praklinische Studien im Tiermodel durchgefiihrt. Als Ergebnis zeigte sich,
dass die Matrizes in vivo die Neubildung des zu ersetzenden Gewebes positiv beeinflussen und fordern
(49-51). Da die Ergebnisse in den praklinischen Studien sehr vielversprechend ausfielen, wurden die
Konstrukte auch bereits fir klinische Anwendungen eingesetzt (52).

Alle diese Matrizes kdnnen fiir das Tissue Engineering von Gewebe eingesetzt werden. Mittlerweile gibt
es einige zellfreie Praparate, wie zum Beispiel dezellularisierte Knochen der Firma Tutogen kommerziell
zu erwerben. In einigen Fallen, wie dem Tissue Engineering von Knochen, haben die biologischen
Scaffolds, gewonnen aus Stlicken von Organen, jedoch nicht die notige Stabilitat bzw. Steifigkeit. Daher
muss in diesen Bereichen auf kiinstlich hergestellte Tragerstrukturen zuriickgegriffen werden. Ebenfalls
kann es sein, dass die biologische Matrix nach dem Dezellularisierungsprozess nicht die erforderlichen
physikalischen Eigenschaften aufweist oder eine komplett andere Faserorientierung der Matrix
gewdlnscht ist. Deshalb werden haufig auch definiert hergestellte Tragerstrukturen aus natlrlichen bzw.

kiinstlichen Polymeren eingesetzt.

1.3.3.2 Dezellularisierung von Geweben

Zur Durchfihrung eines Dezellularisierungsprozesses konnen verschiedenste Arten von Aufbauten
eingesetzt werden. Einige Gewebe koénnen dezellularisiert werden, indem man diese in eine
Dezellularisierungslosung einlegt und schittelt (52). Bei grolRen, komplexen Gewebe ist diese Methode
nicht ausreichend, vor allem, wenn sie ihre urspringliche Form behalten sollen. Fir die
Dezellularisierung kompletter Organe werden diese haufig mit der Dezellularisierungslosung durchspiilt.
Die einfachste Methode dies zu erreichen ist eine Reservoirflasche mit der Dezellularisierungslosung
Uber dem Gewebe zu platzieren und die Lésung so durch das Gewebe laufen zu lassen (53). Der Nachteil
an dieser Methode ist jedoch, dass man die Reservoirflasche permanent wieder befiillen und der Prozess
deshalb stindig Gberwacht werden muss. Eine anwenderfreundlichere Methode ist die Nutzung einer
Pumpe welche druckgeregelt ist. Bei einem solchen Aufbau kann ein Solldruck mit dem das Gewebe
durchspilt werden soll, eingegeben werden. Die Dezellularisierungslosung wird dann kontinuierlich mit
gleichbleibendem Druck durch das Gewebe gepumpt. Eine manuelle Uberwachung der

Druckbedingungen ist somit nicht nétig (54).

1.3.3.3 Synthetische Tragerstrukturen

Nicht fir alle Gewebe, die mittels Tissue Engineering hergestellt werden sollen, kann eine natirliche

Matrix als Tragerstruktur eingesetzt werden. Dies kann sowohl an ihren physikalischen als auch an ihren
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biologischen Eigenschaften liegen. Damit als Grundlage fir den Aufbau eines Gewebes eine Matrix mit
den notigen physikalischen und biologischen Eigenschaften zur Verfligung steht, greift man auf
synthetische Matrizes zuriick. Diese Gerlststrukturen werden je nach Anwendungsfeld nicht nur aus
biologischen, sondern auch aus synthetischen Polymeren hergestellt (55). Die kiinstlich hergestellten
Scaffolds sollen so genau wie moglich die native extrazellulare Matrix des Gewebes imitieren.
Sogenannte  Weichteilgewebe bestehen hauptsdchlich aus Kollagen, Proteoglykan und
Glykosaminoglykanen (56). Die Aufgaben, die diese Komponenten in der natiirlichen extrazelluldren
Matrix lGbernehmen, missen von der kinstlich hergestellten Matrix ebenfalls erfillt werden. Eine
synthetische Tragerstruktur hat drei Hauptaufgeben zu (ibernehmen. Sie enthilt die Zellen und
ermoglicht die Migration der Zellen im Koérper des Patienten. Des Weiteren stellt sie einen
dreidimensionalen Raum fiir die Gewebebildung bereit und lenkt die Entwicklung des Gewebes (56).

Fir die Herstellung der Matrizes werden verschiedenste Ansatze und Verfahren verfolgt. So kommen fiir
das Tissue Engineering von weichen Geweben hauptsachlich Scaffolds aus Kollagen, Fibrin oder Seide zur
Anwendung. Da diese Materialien humanen bzw. tierischen Ursprungs sind, sind diese nicht in groBem
Male verfligbar und kénnen auch von Batch zu Batch variieren (57, 58). Daher greift man auf synthetisch
hergestellte Substanzen zurlick. Die am hé&ufigsten zum Einsatz kommenden Materialien sind
Polyglykoliksdure (PGA), Poly-L-Milchsadure (PLLA), sowie Co-Polymere von Polylactid-co-Glycolid (PLGA)
(56). Der Abbau dieser Polymere erfolgt Uber Hydrolyse, somit entsorgt der Koérper die Abbauprodukte
Uber seine Atmungswege. Wegen ihrer thermoplastischen Eigenschaft werden aus diesen Polymeren
mittels Extrusion oder GieRverfahren Tragerstrukturen hergestellt (58). Eine andere Mdoglichkeit um
Ausgangsstoffe fiir die Matrizes zu erzeugen ist die Synthese durch Bakterien (59). Auf diese Weise
konnen Kollagen-, Seiden- und Elastin-dhnliche Proteine gewonnen werden (56). Haufig kommen auch
Alginate aus Seetang zum Einsatz (60). Alle diese Proteine und Polymere kdnnen sowohl als Gele oder als
durch Elektrospinning erzeugte Nanofaserkonstrukte eingesetzt werden. Das Elektrospinning ermdoglicht
es, sowohl Scaffolds mit ungerichteten als auch mit parallelen Fasern herzustellen, je nach Gewebe,
welches geziichtet werden soll. Parallel ausgerichtete Fasern sind zum Beispiel flir Muskelgewebe
vorteilhaft, da die Zellen Muskelfasern bilden, die in dieser Art angeordnet sind (61).

Flir das Tissue Engineering von harteren Geweben wie zum Beispiel Knochen, kdnnen Gele und
elektrogesponnene Matrizes nur bedingt eingesetzt werden. In diesem Bereich, gerade wenn es um
Knochendefekte von kritischer GrofRe geht, greift man beim Tissue Engineering von Knochen auf
Granulate oder Zylinder aus Hydroxyapatit (62) und Trikalziumphosphat (63) zuriick. Diese Materialien

kommen der Festigkeit des Knochens am nahesten. In Fall von Kalziumhydroxyapatit kommt das
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Material auch im nativen Knochen vor. Bei kleinen Knochendefekten kommen jedoch auch Hydrogele

(64) und elektrogesponnene Matrizes zum Beispiel aus Polycaprolacton (PCL) (65) zum Einsatz.

1.4 Technische Komponenten fiir das Tissue Engineering

Damit Tissue Engineering durchgefiihrt werden kann, werden neben den Zellen und den Matrizes auch
noch einige technischen Komponenten fir die Herstellung der Matrizes sowie fiir die Kultivierung der

Gewebe benotigt.

1.4.1 Elektrospinning-Anlage

Das Elektrospinnen ist eine Technik, mit der mittels elektrostatischer Wechselwirkungen Polymerfasern
im Nanometerbereich hergestellt werden kénnen. Als Ausgangsstoff kdnnen Schmelzen oder Losungen
aus Polymeren verwendet werden. 1934 meldete Anton Formhals die urspriingliche Technik des
Elektrospinnens zum Patent an (66). Bis zu den frilhen neunziger Jahren erhielt diese Technik nur wenig
Beachtung. Mit dem steigenden Interesse an der Mikro- und Nanotechnologie erfahrt das
Elektrospinnen derzeit ein Comeback (67). Fir das Tissue Engineering sollen die Filamente der
extrazellularen Matrix nachgebildet werden. Diese Fasern liegen in einem GréRenbereich von
100-500 nm. Daher wird in der medizinischen Forschung am haufigsten das Elektrospinnen aus Lésungen
fur die Herstellung solcher Fasern angewandt. Mit dieser Methode konnen Fasern in einem
GroRenbereich von >10 nm hergestellt werden. Aus Schmelzen hingegen ist es lediglich moéglich Fasern
>500 nm herzustellen (67).

Flr den Aufbau einer Elektrospinning-Anlage sind folgende Hauptkomponenten noétig (66):

e ein Reservoir fiir die Polymerlésung mit einer Spinndiise (meist eine stumpfe Kaniile aus Metall)
e eine geerdete Kollektorplatte

e eine Hochspannungsquelle

Das Reservoir wird mit der Polymerlosung befillt und an der Pumpe installiert. Die stumpfe Nadel,
welche mit dem Reservoir verbundene ist, dient als Dise fir die Polymerlésung. Zum Auffangen der
erzeugten Fasern kommt eine Kollektorplatte zum Einsatz, welche aus einem leitenden Material besteht.
Diese ist genauso wie die Nadel mit der Hochspannungsquelle verbunden, wobei die Nadel an den Pol

und die Kollektorplatte an die Erdung der Hochspannungsquelle angeschlossen wird (Abbildung 4).
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Reservoir

Polymerl&sung

Metallnadel
(Emitterelektrode)

Polymer-Jet

V Hochspannungsquelle

Kollektorelektrode

Abbildung 4: Schematische Darstellung einer Elektrospinning-Anlage

Eine Elektrospinning-Anlage besteht aus einem Reservoir fiir die Polymerlésungen, an dem eine Emitterelektrode,
meist eine Metallnadel, angebracht ist. In einem definierten Abstand zum Reservoir mit der Emitterelektrode ist
eine Kollektorelektrode installiert. Die beiden Elektroden sind an eine Hochspannungsquelle angeschlossen, wobei
an der Emitterelektrode eine Spannung angelegt wird und die Kollektorelektrode geerdet wird. Durch die
Spannung an der Emitterelektrode bildet sich an dieser ein Jet der Polymerlosung aus. Auf dem Weg von der
Emitterelektrode zur Kollektorelektrode verdampft das Losungsmittel der Polymerlésung und es bilden sich

Polymerfaden, die sich auf der Kollektorelektrode ablagern.

Fiir die Herstellung von Nanofasern mit einer Elektrospinning-Anlage, muss die Nadel unter Spannung
gesetzt werden (67). Mittels der Pumpe wird die Polymerlésung aus dem Reservoir in die Nadel
gepumpt. Erreicht die Losung die Nadelspitze, formt sie einen Tropfen. Durch die angelegte Spannung an
der Nadel erfolgen eine Ladungstrennung in der Polymerlosung sowie eine Summierung der Ladung im
Tropfen an der Nadelspitze. Dieser Tropfen verformt sich wiederum aufgrund der aufsummierten
Ladung in einen Kegel, den sogenannten Taylor-Kegel (68). Da die Kollektorplatte geerdet ist, bildet sich
zwischen ihr und der Nadel ein elektrostatischer Feldgradient aus. Uberwindet die Ladung durch das
Ansteigen der Spannung die kohdsiven Krafte des Kegels, so emittiert an der Spitze des Kegels ein sehr
diinner Faden, der sogenannte Jet (69). Dieser Faden fliegt durch den elektrostatischen Feldgradienten
in Richtung der Kollektorplatte und lagert sich auf ihr ab (67). Am Anfang beschreibt der Jet eine lineare
Flugbahn, welche allmahlich in eine spiralférmige Flugbahn lbergeht. In dem Zeitraum, den der Faden
bendtigt um bis zur Kollektorplatte zu gelangen, verdampft das Losungsmittel der Polymerlésung. Dies

fUhrt dazu, dass sich im Idealfall eine trockene Nanofaser auf der Kollektorplatte ablagert (68).
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Je nach Art des Aufbaus der Elektrospinning-Anlage konnen Matrizes mit chaotisch angeordneten Fasern
oder mit Fasern in einer definierten Orientierung hergestellt werden. Benutzt man einen Aufbau mit fest
angebrachter Diise und Kollektorplatte so entsteht ein Scaffold mit chaotisch angeordneten Fasern. Ist
jedoch die Nadel beziehungsweise die Kollektorplatte oder beide beweglich angebracht, so kénnen
Tragerstrukturen mit orientierten Fasern hergestellt werden. Zur Erzeugung von Fasern hochster
paralleler Anordnung wird eine sich drehende Walze als Kollektor eingesetzt (67). Eine weitere
Moglichkeit, eine spezielle Anordnung der Fasern herbeizufiihren, ist die Modifikation des
elektrostatischen Feldes. Dies kann mit parallel angeordneten Kollektoren oder durch das sogenannte
»8ap spinning” umgesetzt werden. Hierbei werden die Kollektoren, getrennt durch ein nichtleitendes
Material, in einem definierten Abstand angebracht. Durch eine sequenziell geschaltetes Erden der
Kollektoren wird das Ablagern der Fasern beeinflusst (67).

Damit eine geeignete Matrix flir das Tissue Engineering produziert werden kann, ist nicht nur die
Orientierung der Fasern wichtig, sondern auch deren Dicke und Morphologie. Beides kann mittels der
angelegten Spannung und der Viskositdt der Polymerlosung beeinflusst werden (70). Jedoch gibt es fir
die Polymerlésungen Mindest- sowie Hochstkonzentrationen. Je niedriger konzentriert die
Polymerldsung ist, desto hoher ist die Gefahr, dass sich eine perlenschnurartige Faser ausbildet. Ist die
Polymerlésung zu hoch konzentriert, kann es sein, dass der Tropfen an der Spitze der Nadel austrocknet
und somit kein Jet zustande kommt. In Bezug auf die Faserdicke wird diese mit zunehmender Viskositat
groRer (29). Ebenso werden die Fasern von der angelegten Spannung beeinflusst. Bei einer zu niedrigen
Spannung ist die Abfuhr der Polymerlésung durch den Jet zu niedrig und der Tropfen an der Diise wird
immer grofRer, was zur Folge haben kann, dass Tropfen auf die Matrix gelangen und diese zerstéren.
Wird eine zu hohe Spannung angelegt, fihrt dies dazu, dass der Taylor-Kegel immer kleiner wird, was
wiederum die Bildung einer perlenkettenartigen Faser zu Folge hat (71). Des Weiteren haben auch die
Umgebungsbedingungen einen Einfluss auf den Spinningprozess. Diese beeinflussen die Trocknung der
Fasern auf dem Weg von der Emitter- zur Kollektorelektrode, sowie deren morphologische
Beschaffenheit (67).

Damit der Prozess des Elektrospinnens dauerhaft ohne Qualitatseinbriiche verlaufen kann, diirfen die
Umgebungseigenschaften somit nicht auller Acht gelassen werden. Folgende Parameter miussen

kontrolliert und geregelt werden, damit einheitliche Fasern entstehen (67):

o Luftfeuchtigkeit
e Temperatur

e absoluter Druck
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e Anteil des gasférmigen Losungsmittels

Das Trocknungsverhalten der Fasern kann durch jeden dieser vier aufgeflihrten Punkte beeinflusst
werden. Des Weiteren kann die Luftfeuchte einen Effekt auf die Dissipation der Ladung in den Fasern
haben. Die Temperatur hat neben dem Trocknungsverhalten der Fasern auch einen Einfluss auf die

Fasern und kann einen Anderung des Durchmessers bewirken (67).
1.4.2 Inkubatoren

Die wichtigste technische Anlage im Tissue Engineering und der Zellkultur sind Inkubatoren. Diese sind
dafiir verantwortlich, dass fur die Zellkultur wichtige Parameter, wie Temperatur und CO,-Gehalt
konstant auf einem idealen Niveau zur Verfligung gestellt und gehalten werden. Ein GroBteil der
Inkubatoren sind Brutschranke mit den AbmaRen von 920 mm Breite, 855 mm Hohe und 775 mm Tiefe.
Aus den MakRen ist ersichtlich, dass diese Art von Inkubatoren einen grofRen Teil des Labors durch ihre
GroBe einnimmt. Fir die Kultur von Zellen in Zellkulturflaschen ist solch ein Brutschrank perfekt
ausgelegt, da mehrere Zwischenbdéden in ihn eingehdngt werden konnen und somit bei einem
Innenraumvolumen von 2201 sehr viel Flache zur Verfligung steht. Derartige Inkubatoren sind fir
Anwendungen im Bereich des Tissue Engineerings limitiert, da in vielen Anwendungen des Tissue
Engineerings Gewebedquivalente in einem Bioreaktor aufgebaut werden. Der Bioreaktor bildet dabei
eine Kammer, in der die zellbesiedelte Matrix mit Nahrmedium versorgt wird und zu einem Gewebe
heranreift. Damit das Konstrukt in Bioreaktor mit Medium versorgt werden kann, sind fiir solch ein
Kultursystem neben dem Bioreaktor noch ein Mediumreservoir und Schlauchverbindungen erforderlich.
Da die Kultursysteme in den meisten Fallen nur ein abgeschlossenes Fluidsystem darstellen, wird eine
Einheit bendtigt, die die notwendigen Umgebungsbedingungen hinsichtlich Temperatur und Atmosphare
bereitstellt. Dafir werden die Standardzellkulturinkubatoren eingesetzt. Jedoch werden die Kulturen der
Gewebe héaufig unter dynamischen Bedingungen durchgefiihrt. Dies macht eine Pumpe fiir die
Forderung des Kulturmediums notwendig, die in Standardinkubatoren fir Zellkulturanwendungen nicht
integriert sind. Es ist moglich, eine Pumpe in den Innenraum des Inkubators zu stellen, was mit hohen
EinbuRen an Stellflache verbunden ist. Somit ist es haufig nur moglich ein bis zwei derartige Kulturen in
einem Inkubator zu betreiben. Des Weiteren wird durch die bendtigten Elemente des Kultursystems der
Aufbau auf solch engem Raum untbersichtlich und unzuganglich fir mégliche Probenentnahmen. Eine
weitere Moglichkeit solch ein Kultursystem in einem Standardinkubator zu betreiben ist, die Pumpe
auRerhalb des Brutschrankes zu platzieren und das Schlauchsystem durch eine Offnung an der Riickseite

des Inkubators zur Pumpe zu fihren. Dadurch ist es moéglich mehrere Kulturen gleichzeitig zu betreiben.
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Der Nachteil ist jedoch, dass ein Teil des Schlauchsystems der Raumtemperatur ausgesetzt ist und sich
das Medium dadurch um 2 bis 3 °C unter die notigen 37 °C abkiihlen kann, was beim Menschen einer
leichten Unterkihlung entspricht. Alle diese Punkte zeigen, dass ein Standardinkubator fir
Anwendungen in Tissue Engineering eingesetzt werden kann, man jedoch Kompromisse hinsichtlich

Platz, Temperatur und Kulturbedingungen eingehen muss.

1.5 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein Herzmuskelpatch zu entwickeln, welche dem nativen
Herzmuskelgewebe moglichst nahekommt. Damit dieses Ziel erreicht werden kann sollen in dieser Arbeit
ebenfalls die technischen und mechanischen Apparaturen fiir die Generierung und Kultur eines solchen
kardialen Gewebes entwickelt werden. Somit kann die Arbeit in drei Themenblocke eingeteilt werden.
Der erste Themenblock beschaftigt sich mit der Entwicklung der Geratschaften, die fiir die Kultur der
Konstrukte und die Herstellung verschiedener Matrizes als Grundlage der Gewebe bendtigt werden.
Dabei handelt es sich um ein Inkubatorsystem beziehungsweise eine Reaktorplattform, eine
druckgesteuerte Pumpenwand fiir die Dezellularisierung von Geweben und eine Elektrospinninganlage.
Im nachsten Themenblock werden mdégliche Matrizes fiir das kardiale Tissue Engineering generiert und
hinsichtlich ihrer Tauglichkeit fiir die Entwicklung eines Herzmuskelpatches betrachtet. Das Augenmerk
liegt hierbei auf der dezellularisierten small intestinal submucosa (SIS) (72), dem dezellularisierten
porzinem Herz und auf verschiedenen elektrogesponnenen Matrizes. Der letzte Themenblock beinhaltet
die Auswahl der geeigneten Zellquellen und deren Kombination miteinander fir die Heranzlichtung

eines Herzmuskelpatches.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

In dem folgenden Abschnitt werden alle in der

aufgelistet.

Tabelle 1: Auflistung aller eingesetzten Materialien

Arbeit zur Anwendung gekommenen Materialien

Bezeichnung

Hersteller

Becherglas

Schott AG, Mainz, Deutschland

Blutbeutel

Maco Pharma International GmbH, Langen,

Deutschland

Deckglaser 24x60 mm

A.Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Deutschland

Druckdom

HJK Sensoren + Systeme GmbH & Co. KG,

Merching, Deutschland

Eibettkassetten

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

nerb plus GmbH, Winsen/Luhe, Deutschland

Kryorohrchen

Faust Lab Science GmbH, Klettgau, Deutschland

Luer-Lock-Konnektoren

MEDNET GmbH, Miinster, Deutschland

Neubauer-Zdhlkammer

A.Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Deutschland

Objekttrager aus Glas

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

O-Ringe (27x2,5; 37x3)

Dichtelemente arcus GmbH, Seevetal,

Deutschland

Pasteurpipetten aus Glas

Brand GmbH + CO KG, Wertheim, Deutschland

Petrischalen & 10 cm, beschichtet mit Poly-D-

Lysin

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Petrischalen (& 10 cm, & 15 cm)

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,

Schweiz

Petrischalen mit Glasboden

World Precision Instruments, Inc., Berlin,

Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Pinzetten

A.Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Deutschland

Pipettenspitzen (10 pl, 100 ul, 1000 pl)

nerb plus GmbH, Winsen/Luhe, Deutschland

Pumpschlauch

Ismatec/Cole-Parmer GmbH, Wertheim,

Deutschland

Reaktionsgefdle (1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Silikonschlauche

Saint-Gobain, Aachen, Deutschland

Skalpellhalter

Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Skalpellklingen

Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Spritzenfilter Minisart (hydrophob)

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Sterilfilter

A.Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Deutschland

Well-Platte

Faust Lab Science GmbH, Klettgau, Deutschland

Zellkulturflaschen (T75, T150)

Faust Lab Science GmbH, Klettgau, Deutschland

Zellsieb

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

2.2 Geridte

Alle aufgelisteten Geradte kamen in den verschiedenen Prozessen der vorliegenden Arbeit zum Einsatz.

Tabelle 2: Auflistung der eingesetzten Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Absaugpumpe INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal,
Deutschland

Abzug Prutscher Laboratory Systems GmbH, Neudorfl,
Osterreich

Autoklav Systec GmbH, Linden, Deutschland

Blockstation

Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar, Deutschland

Brutschrank

Thermo Fisher Scientific
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Bezeichnung

Hersteller

CO,-Sensor (COzEngine-BLG™)

CO2Meter.com; Ormond Beach, USA

Dampfgarer Braun/De’Longhi Deutschland GmbH, Neu-
Isenburg, Deutschland
Drucksensor (SP 884) HJK Sensoren + Systeme GmbH & Co. KG,

Merching, Deutschland

Einbettautomat

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold,

Deutschland

Einfrierbehalter

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Eismaschine

Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, USA

Feinwaage

KERN & SOHN GmbH, Balingen-Frommern,

Deutschland

Fluoreszenzmikroskop

Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg,

Deutschland

Gefrierschrank -20 °C

Liebherr-International Deutschland GmbH,

Biberach an der Rif3, Deutschland

Gefrierschrank -80 °C

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold,

Deutschland

Konfokales Mikroskop

Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar, Deutschland

Kihlplatte

Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar, Deutschland

Magnetischer Heizriihrer

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Magnetriihrstabchen A.Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Deutschland
Mikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Mikrotom Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar, Deutschland

Peristaltische Pumpe

MCP-Standard; IDEX Health & Science GmbH,;

Wertheim, Deutschland

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim, Deutschland

Power Supply

Gamma High Voltage, Ormond Beach, USA

Rasterelektronenmikroskop DSM940

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Rotationsmischer

Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK
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Bezeichnung

Hersteller

Sicherheitswerkbank

Thermo Fisher Scientific

Spritzenpumpe

Deutschland

World Precision Instruments, Inc., Berlin,

Steuerung (ET200S) Siemens AG, Miinchen, Deutschland

Temperatursensor TC Mess- und Regeltechnik GmbH,
Monchengladbach, Deutschland

Trokenschrank Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,

Deutschland

Ultraschallbad

Branson Ultrasonics, Danbury, USA

Vortex Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Warmeschrank MEDITE GmbH, Burgdorf, Deutschland
Wasserbad Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,

Deutschland

Wasserbad fiur Paraffinschnitte

Burgwedel, Deutschland

GFL Gesellschaft fur Labortechnik GmbH,

Zentrifuge

Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold,

2.3 Chemikalien

Folgende Aufstellung von Chemikalien gibt alle eingesetzten Chemikalien in den Versuchen der Arbeit

wieder

Tabelle 3: Auflistung der Chemikalien der verschiedenen Versuche

Bezeichnung

Hersteller

Bestellnummer

2-Propanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, 33539-2.5-GL-R-D
Deutschland
Akkutase Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, A6964

Deutschland
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Bezeichnung Hersteller Bestellnummer

Alexa Fluor® 488 AcLDL life technologies GmbH, Darmstadt, L-23380
Deutschland

Antikorper-Verdliinnungspuffer DCS Innovative Diagnostik-Systeme Dr. AL 120R500
Christian Satori GmbH & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

Ascorbinsaure Laborbedarf Schneller M. GmbH & Co. KG, A36040250
Estenfeld, Deutschland

B27°® Supplement (50x) life technologies GmbH, Darmstadt, 17504-044
Deutschland

bFGF PeproTech Germany, Hamburg, Deutschland 100-18B

CellTracker™ Deep Red Dye life technologies GmbH, Darmstadt, C34565
Deutschland

CellTracker™ Green CMFDA Dye | life technologies GmbH, Darmstadt, C7025
Deutschland

DAPI Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, 62248
Deutschland

Dispase Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, 17105-041
Deutschland

DMEM Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 10938-025

DMEM/Ham’s F12 life technologies GmbH, Darmstadt, 31331-028
Deutschland

DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, 8418-100ml
Deutschland

EGF Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, E4127
Deutschland

Entellan® VWR International GmbH, Darmstadt, 1.079.610.500
Deutschland

Eosin MORPHISTO® Evolutionsforschung und 10177.01000
Anwendung GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland
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Bezeichnung Hersteller Bestellnummer

Ethanol (99,8 %) Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe, K928.4
Deutschland

FCS (LOT: BS210601.5) Bio & SELL GmbH, Feucht, Deutschland FCS.ADD.0500

Fibronectin life technologies GmbH, Darmstadt, 33016015
Deutschland

Gelatine SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 22151
Deutschland

Hamatoxylin MORPHISTO® Evolutionsforschung und 10231.01000
Anwendung GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

Hoechst Molecular Probes, Inc., Eugene, USA R37605

IMDM life technologies GmbH, Darmstadt, 31980-022
Deutschland

Kardiotrophinl PeproTech Germany, Hamburg, Deutschland 300-32

Kollagenase A Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 10103578001
Deutschland

L-Glutamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, 7513-100ml
Deutschland

MSCGM-CDr Lonza Group AG, Koéln, Deutschland 190632

Natriumdeoxycholat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, D6750
Deutschland

Paraformaldehyd-L6sung 4 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, P087.3

(w/v) (PFA) Deutschland

PBS Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, D8537
Deutschland

Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, P433-100ml
Deutschland

Polycaprolacton Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, 440744
Deutschland

RPMI 1640 life technologies GmbH, Darmstadt, 61870-044
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Bezeichnung Hersteller Bestellnummer
Deutschland

Sodium deoxycholate Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, D6750-500g
Deutschland

Thrombin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, T4393
Deutschland

Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, T8154
Deutschland

Trypsin-EDTA (10x) life technologies GmbH, Darmstadt, 15400-054
Deutschland

Tween-20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, P1379
Deutschland

Vasculife® CellSystems Biotechnologie Vertrieb GmbH, LL-0005
Troisdorf, Deutschland

Versen life technologies GmbH, Darmstadt, 15040066
Deutschland

Xylol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 9713.1
Deutschland

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, M7522
Deutschland

2.4 Antikorper

Die aufgelisteten Antikorper wurden fiir die Charakterisierung der verschiedenen

dieser Arbeit behandelt werden eingesetzt.

Gewebe, welche in
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Tabelle 4: Auflistung aller eingesetzten Antikorper

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer

CD31 antibodies-online GmbH, Aachen, ABIN 726140

Deutschland

alpha Actinin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, HPA006035

Deutschland

alpha smooth muscle actin Abcam plc, Cambridge, UK ab7817

cardiac Troponin C Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, sc-48347

Deutschland

cardiac Troponin T Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, HPA0015774

Deutschland

Alexa Flour 647 donky anti mouse | Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland A-31571

Alexa Flour 647 donky anti rabbit Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland A-31573

Alexa Flour 555 donky anti mouse | Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland A-31570

Alexa Flour 555 donky anti rabbit Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland A-31572

2.5 Losungen

Im folgenden Abschnitt sind alle Lésungen, die fir die verschiedenen Arbeitsschritte benétigt wurden in

ihrer Zusammensetzung aufgefihrt.

2.5.1 Dezellularisieren

Dezellularisierungslosung fur Small intestinal submucosa mit Serosa

34 g Sodium deoxycholate geldst in 1 | Reinstwasser

Dezellularisierungslosung fir porzines Herzgewebe

50 g Sodium deoxycholate geldst in 1 | Reinstwasser

2.5.2 Zellkultur

Dispase fir iPSC-Zellkultur

2 mg Dispase gelost in 1 m| DMEM/F12
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2.5.3 Histologische Losungen

Alcianblau-Losung

Alcianblaupulver
konzentrierte Essigsaure

VE-Wasser

Alkalischer Alkohol

Ammoniumhydroxid

Ethanol 96 %

Blockierldsung

Antikorperverdiinnungslosung

Serum der Spezies des Sekundarantikorpers

Brilliant Crocein-Sdurefuchsin

Losung A:
Brilliant Crocein R
konzentrierte Essigsaure

VE-Wasser

Lésung B:
Saurefuchsin
konzentrierte Essigsaure

VE-Wasser
Gebrauchslésung:
Lésung A

Losung B

lg
1ml

99 ml

10 ml

90 ml

nach Bedarf

5%

01lg
0,5 ml

99,5 ml

01lg
0,5 ml

99,5 ml

8 Teile

2 Teile
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Eindecklésung
MOVIOL DABCO

DAPI

Eisenhdmatoxilin-Losung

Loésung A:

Hamatoxilin

Ethanol 96 %

Losung B

Eisen-IlI-Chlorid Hexahydrat
VE-Wasser

konzentrierte HCI

HCl-Alkohol

Ethanol 50 %

HCl, 1 molar

Saffron du Gatinais-Losung

Saffron du Gatinaispulver

Ethanol 96 %

Waschpuffer
PBS

Tween-20

nach Bedarf

0,1%

lg

100 ml

2,48 ¢g
99 ml

1ml

186,3 ml

13,7 ml

6g

100 ml

11

0,5%
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2.6 Medien

Medium fiir Explantate

IMDM
FCS

B-Mercaptoethanol

Medium fiir Kardiosphéaren

DMEM/Ham’s F12
IMDM

FCS

Glutamin

B27
B-Mercaptoethanol
EGF

Cardiotrophinl
bFGF

Thrombin

Medium fiir iPS abgeleitet Kardiomyozyten

500 ml
5%
3,79 ul

65 ml
35ml
3,5 ml
1ml
2ml
0,69 ul
25 ng/ml
4 ng/ml
40 ng/ml
1U/ml

RPMI 1640
2 % B27 Supplement (50x)

1 % Penicillin/Streptomycin

0,4 % Ascorbinsaure (25 mg/ml)

0,2 % B-Mercaptoethanol (50 mM)

2.7 Methoden

Da der Bereich des Tissue Engineerings eine interdisziplindre Fachrichtung ist, kommen Methoden aus

verschiedensten Bereichen, wie der Zellkultur, der Histologie und der Ingenieurswissenschaft zum

Einsatz. Das Zusammenspiel dieser unterschiedlichen Bereiche schafft eine Plattform mit optimalen

Bedingungen und Grundlagen fiir das Aufbauen verschiedenster Gewebearten.
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2.7.1 Dezellularisierung von Geweben

Jedes Gewebe im menschlichen Kérper besteht zum Grofteil aus der extrazelluldren Matrix (ECM) in die
die Zellen eingebettet sind. In der extrazellularen Matrix erfahren die Zellen durch verschiedenste
Signalstoffe Reize, die ihnen ihre Aufgabe mitteilen, beziehungsweise deren Verhalten beeinflussen. Fiir
den Aufbau eines Gewebes ist es von Vorteil, den Zellen, die das Gewebe bilden sollen, eine moglichst
native Umgebung, welche die Signalstoffe beinhaltet, zu bieten. Aus diesem Grund werden haufig die
entsprechenden tierischen Gewebe dezellularisiert und deren Matrix als Tragerstruktur genutzt. Zum
Herauslosen der Zellen aus den verschiedenen Geweben sind Protokolle fiir die Dezellularisierung der
entsprechenden Gewebe notig. Bei der Erstellung der Protokolle sollte vorrangig die Dicke sowie die
Festigkeit des Gewebes berlicksichtigt werden. AnschlieRend erfolgt die Auswahl geeigneter Chemikalien
fir die Dezellularisierung sowie fir die Optimierung der Zeitintervalle der verschiedenen
Dezellularisierungsschritte. Die Auswahl der Chemikalien hangt neben ihrer Effektivitat auch von ihrer
Eigenschaft ab, wichtige Matrixbestandteile wie zum Beispiel elastische Fasern oder Proteine nicht aus
der Matrix herauszulosen. Ebenso besteht ein Unterschied, ob das Gewebe aktiv mit der
Dezellularisierungslosung durchsplilt oder ob es darin eingelegt wird.

Alle fur die Dezellularisierung vorgesehenen Gewebe wurden gemaR den Regularien des Deutschen

Tierschutzgesetzes (§4 Abs. 3) entnommen.

2.7.1.1 Small intestinal submucosa mit Serosa

Eine gleichbleibende Qualitdit der Small intestinal submucosa mit Serosa (SISser) ist fir
Forschungszwecke sehr wichtig, um diese gewahrleisten zu kénnen, erfolgte die Dezellularisierung
gemall der am Lehrstuhl fiir Tissue Engineering und Regenerative Medizin (LTERM) etablierten
Standardarbeitsanweisung (SOP) (siehe Anhang, ab Seite 123). Zu Beginn der Dezellularisierung der
SISser wurde der Gefdallbaum des Darmes vollstandig entfernt und das entnommene Darmstiick in ca.
50 cm lange Stiicke geschnitten. AnschlieBend erfolgte eine griindliche Splilung der Darmsegmente
unter flieBendem Leitungswasser um alle Speisereste sowie Bakterien zu entfernen und eine erneute
Zerteilung des Darmgewebes in ca. 10 cm lange Stlicke. Dabei musste darauf geachtet werden, dass
keine Peyerschen Plaques in den zugeschnittenen Stilicken liegen. Als nachstes folgte das Abschaben der
Mucosa, woflr die Darmstlicke mit der Mucosaseite nach aufRen Uber ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
gezogen und mit dem Griffende einer Pinzette die Mucosa abgeschabt wurde. Beim Entfernen der
Mucosa dirfen keine Locher in der Matrix entstehen. Zum Abschluss der ersten Arbeitsschritte wurden

die Darmstiicke tGber Nacht in PBS mit 1 % Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) auf einem Wippschdittler
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bei 4 °C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden die Darmstlicke an einem Ende mit einer Klemme
abgedichtet, das Innere des Schlauches mit Dezellularisierungslésung aufgefiillt und das zweite Ende
ebenfalls fest mit einer weiteren Klemme verschlossen. Die befillten Matrixstiicke inkubierten
anschlieRend fiir weitere 1,5 Stunden in einem mit Dezellularisierungslosung gefiillten Becher auf dem
Wippschiittler bei 4 °C. Im Anschluss an diese Inkubation erfolgte die Entleerung und Ausstreichung der
Darmstiicke, um ausgel6ste Zellen zu entfernen, gefolgt von einer weiteren Befiillung der Gewebestlicke
mit PBS mit anschliefender einstiindiger Inkubation bei 4 °C auf dem Wippschittler. Nach dieser Stunde
wurden die Enden der Matrixréhre, an denen sich die Klammern befanden, abgeschnitten und der SIS-
Schlauch 5-mal mit frischem PBS mit 1 % Pen/Strep fiir jeweils eine Stunde gewaschen. Der letzte Schritt
der Dezellularisierung war das Umsetzen der Matrixstlicke in frisches PBS ohne Antibiotika, in welchem
der Versand der SISser zur Sterilisation mittels Gammastrahlung erfolgte. AnschlieBend lagerten die

Darmstiicke bei 4 °C bis zu ihrer Verwendung.

2.7.1.2 Porzines Herz

Die Durchfiihrung der Dezellularisierung des kompletten Schweineherzens erfolgte wie bei Weymann et
al. (73) per retrograder Perfusion. Dazu wurde eine Kaniile in die Aorta eingendht und die Aorta mit
einer Klemme Uber der Kaniile dicht verschlossen. Damit die Perfusionslésung wieder aus dem Herz
ausstromen konnte, mussten die Herzohren gedffnet werden. Fir die Dezellularisierung war es
notwendig, das Herz freischwebend in ein 2000 ml Becherglas zu hdangen und mit einem Pumpkreislauf
zu verbinden. Der Pumpkreislauf bestand aus einer Flasche, die als Sedimentationsflasche fir
Matrixstiicke diente, einem Pumpschlauch, einem Drucksensor und einem Reservoir. Als Reservoir
fungierte das Becherglas, in welches das Herz eingehangt war. Durch einen Silikonschlauch wurde die
Perfusionslosung liber die Pumpe in die Sedimentationsflasche gepumpt. Von dort aus erfolgte der
Zufluss der Losung (Uber den Drucksensor ins Herz (Abbildung 5). Alle Spil- sowie
Dezellularisierungsschritte des Schweineherzens fanden unter einem konstanten Druck von 100 mmHg
statt. Mit zunehmendem Grad der Dezellularisierung des Herzens erhéhte sich der Volumenstrom bei
gleichbleibenden Druckbedingungen aufgrund der zunehmenden Durchlissigkeit der Matrix. Uber den
gesamten Prozess hinweg bewegte sich der Volumenstrom in einem Intervall von 36 ml/min bis

820 ml/min.
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Pumpe

=

Drucksensor

Sedimentations-
flasche

Becherglas

Abbildung 5: Schema Dezellularisierung Schweineherz

Die verschiedenen Losungen werden aus dem Becherglas, welches als Reservoir dient, mittels einer
Peristaltikpumpe in eine Sedimentationsflasche gepumpt. In dieser Flasche setzen sich Schwebeteile, welche das
feine GefiaRsystem der KoronargefiRe verstopfen kénnten, ab. Uber die Sedimentationsflasche gelangen die
Losungen in das GefdRsystem des Herzens. Der Drucksensor erfasst den Ist-Druck des Systems. Durch den

eingestellten Soll-Druck wird die Drehzahl der Pumpe geregelt.

Zu Beginn des Dezellularisierungsprozesses wurde das Herz 24 Stunden bei Raumtemperatur mit auf
37 °C erwarmten PBS gespiilt um alle Blutreste aus dem Gewebe zu entfernen. AnschlieRend erfolgte
eine 24 stiindige Perfusion mit konstant auf 37 °C erwadrmter Dezellularisierungslosung, gefolgt von
einem Waschschritt mit wiederum auf 37 °C erwarmtem PBS fiir 24 Stunden. Diese abwechselnde
Perfusion mit PBS und Dezellularisierungslésung wurde in dieser Art und Weise zwei Wochen
durchgefiihrt. Nach diesem Dezellularisierungsprozess wurde die Matrix gekihlt zur Sterilisation mit

Gammastrahlung geschickt und anschliefend bei 4 °C gelagert.

2.7.2 Programmierung

Die Programmierung der Steuerung der Dezellularisierungswand, des Inkubators sowie der
Bioreaktorplattform wurde mit dem TIA Portal V13 vorgenommen. Dieses Programm ist speziell fir die
Programmierung von SPS-Steuerungen der Firma Siemens entwickelt worden. Bei allen Systemen kommt

die Steuerung ET200S von Siemens zum Einsatz.
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2.7.3 Elektrospinning

Elektrospinning bietet die Moglichkeit, definierte Scaffolds fiir den Aufbau von Geweben zu generieren.
Mit dieser Methode kénnen aus Polymeren Nonofasermatten erzeugt werden. Das Spinnen der Matten
aus Polycaprolacton (PCL) erfolgte aus Losungen mit den Losungsmitteln Hexafluorisopropanol (HFP)
beziehungsweise Chloroform. Es wurden Scaffolds aus einer 10 %igen, einer 15 %igen und einer
20 %igen PCL-Losung, ebenso wie aus einem Gemisch bestehend aus einer 15 %igen PCL-Losung welche
0,8 % pulverisierte porzine Herzmatrix enthielt, sowie einer 12 %ige Losung, welche sich aus drei Teile
PCL und einem Teil Gelatine zusammensetzt, gesponnen. Als Losungsreservoirs dienten Glasspritzen, die
mit Hilfe von Spritzenpumpen mit einer Pumprate von 0,4 ml/h ausgedriickt wurden. Zum Verspinnen
der Losungen fanden Kaniilen mit einem AuBendurchmesser von 18 G (Gauge) Verwendung. Die Losung,
bestehend aus einer 15 %igen PCL-L6sung mit 0,8 % pulverisierter porziner Herzmatrix, wurde mit einer
17 G Kanile versponnen. Das Verspinnen der Losungen erfolgte unter der am besten geeigneten
Spannung. Welche Spannung genutzt wurde, orientierte sich an folgenden Punkten: (I) Form und
Stabilitdt des Taylor Cone sowie (IlI) Ausbildung eines stabilen Jets. Alle eingesetzten Spannungen lagen

in einem Bereich zwischen 5 kV und 10 kV.

2.7.4 Zellkultur

Damit komplexe Gewebe aufgebaut werden kénnen, sind eine Vielzahl an Zellarten nétig, die auf
verschiede Arten isoliert werden und in den meisten Fallen unterschiedliche Nahrmedien und
Wachstumsoberflachen bendtigen. Die Isolation der Zellen erfolgte nach der Einverstandniserklarung

des Spenders gemaR des Votums 182/10 des Ethikrates des Universitatsklinikums Wirzburg.

2.7.4.1 Kardiospharen abgeleitete Zellen

Die Kardiosphdren abgeleiteten Zellen (CDC) kdnnen aus Biopsien des humanen Herzohrs generiert
werden. Dazu wurde, falls Fettgewebe am Gewebestlick vorhanden war, dieses mit dem Skalpell
entfernt und die Biopsie in kleine Wiirfel mit einer Kantenldange von ca. 2 mm geschnitten. Anschliefend
sind die Stiicke in ein Zentrifugenréhrchen tberfihrt, mit einer Verdauungslésung bestehend aus 2 ml
Trypsin und 400 pl Kollagenase A fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und wahrenddessen alle 5 Minuten
geschittelt worden. Auf das Abstoppen des Verdaus nach dieser Inkubationszeit durch Zugabe von 1 ml
FCS folgte eine Zentrifugation der Gewebestiicke mit einer Drehzahl von 300 xg flir 5 Minuten. Im
Anschluss wurde der Uberstand entfernt, die Stiicke in 5ml frischem Medium fiir Explantate

resuspendiert und auf mit 1 %iger Gelatineldsung beschichteten Petrischalen ausgesat. Die Kultivierung
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der Gewebestlicke erfolgte mit insgesamt 5 ml des Mediums fiir Explantate je Schale sowie bei 37 °C und
5% CO,. Nach vier bis funf Tagen begannen Zellen aus den Gewebstlicken auszuwachsen und das
Medium konnte zum ersten Mal gewechselt werden. Ab diesem Zeitpunkt wurde der Medienwechsel
dreimal wochentlich durchgefiihrt. Sobald die Petrischale zu 80 % mit Zellen bewachsen war, konnten
diese mit Trypsin von der Oberflache der Schale abgeldst werden, ohne dass sich die Gewebestiicke
ablosten. Das Abstoppen des Trypsins erfolgte wiederum mit der Zugabe von je 1 ml FCS. Die abgeldsten
Zellen wurden in Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und die Gewebestlicken mit frischem Medium
Uberschichtet, da die Zellen noch (ber einen langeren Zeitraum aus den Gewebestiicken auswachsen.
Die Zellsuspension ist mit einer Drehzahl von 300 xg fiir 5Minuten abzentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und das Zellpellet mit Medium fiir Kardiospharen resuspendiert worden. AnschlieBend
wurden die Zellen mit einer Zellzahl von maximal 2x10° Zellen in eine Poly-D-Lysin beschichtete
Petrischale mit einem Durchmesser von 10 cm ausgesat. Nach ca. 3 Tagen konnten im Medium
schwimmende Spharen beobachtet, mit dem Medium abgenommen und mit einer Drehzahl von 200 xg
fiir 3 Minuten abzentrifugiert werden. Der Uberstand wurde wiederum abgesaugt und die Spharen mit
Medium flr Explantate resuspendiert und in einer mit Gelatine (1 %) beschichteten Schale in 5 ml
Medium fiir Explantate ausgesat. Aus den angehafteten Spharen wuchsen nach einem Tag Zellen aus, die
sogenannten CDCs. Die CDCs kdonnen mit Trypsin abgeldst und fir Experimente eingesetzt werden. Das
Verfahren zur Isolation der CDCs wurde in Rahmen dieser Arbeit am Lehrstuhl fir Tissue Engineering und

Regenerative Medizin etabliert und in Form einer SOP abgelegt.

2.7.4.2 Kardiale Differenzierung der CDC

Bevor die CDCs fiir Experimente eingesetzt werden konnten, wurde eine Differenzierung der Zellen in
Kardiomyozyten induziert. Dazu ist dem Kulturmedium der Zellen 10 uM 5-Azacitidin fiir 24 Stunden
oder 10 nM Oxytocin fiir 72 Stunden zugesetzt worden. 5-Azacitidin hemmt DNA-Methytransferasen und
verursacht somit eine Demethylierung, was laut Literatur zu einer kardialen Differenzierung fiihren kann.
Zu Oxytocin wird in der Literatur geschrieben, dass es bei der kardialen Embryonalentwicklung beteiligt
ist. Die Weiterfiihrung der Kultur der Zellen nach der Behandlung erfolgte mit dem urspriinglichen

Kulturmedium. Diese Zellen kdnnen fiir die Versuche eingesetzt werden.

2.7.4.3 Induzierte pluripotente Stammzellen

Die Kultur der induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSCs) erfolgte auf Matrigel®-beschichteten
6 Well-Platten. Fir die Beschichtung der Well-Platten wurde in jedes Well zwei Milliliter einer Losung

bestehend aus 116,5 ul Matrigel® in 12 ml DMEM-F12 Medium ohne Glutamin gegeben und die Platte
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mit geschlossenem Deckel bei Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert. Nach der Inkubationszeit ist
die Beschichtungslosung abgesaugt und die iPSCs in der gewiinschten Aussaatdichte in die Wells
gegeben worden. Die Kultur der Zellen erfolgte mit dem mTeSR™1 Medium (STEMCELL Technologies),

wobei taglich jeweils zwei Milliliter des Kulturmediums in jedes einzelne Well gegeben wurden.

2.7.4.4 Passagieren von induzierten pluripotenten Stammzellen

Durchschnittlich wurden die in der 6 Well-Platte ausgesdten iPSCs alle drei Tage gemall der
entsprechenden SOP (siehe Anhang, ab Seite 135) passagiert. Anhaltspunkte, dass die Zellen gesplittet
werden miuissen, waren entweder, dass die Kolonien kurz davor waren, miteinander
zusammenzuwachsen oder, dass die Zellen begannen in der Mitte der Kolonie libereinander zu wachsen.
Tritt eine dieser morphologischen Veranderungen auf, so missen die Zellen passagiert werden. Fiir die
Erhaltungszucht der Zellen empfiehlt es sich die Zellen im Verhaltnis 1:6 zu splitten, da es bei diesem
Verhéltnis ca. eine Woche dauert, bis die Zellen wieder eine Konfluenz erreicht haben, bei der sie wieder
gesplittet werden missen. Somit kann das Ansteigen der Passagen der Zellen verlangsamt werden. Zum
Ablosen der Zellen von der Kulturfliche wurde zuerst das Medium abgesaugt, durch 1 ml frisch
angesetzte, sterile Dispase mit einer Konzentration von 2 mg/ml ersetzt und bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Nach finf bis sechs Minuten begannen sich die Rdnder der Kolonien zu I6sen. Sobald dieser
Zeitpunkt erreicht war, wurde die Dispase abgesaugt und die Zellen vorsichtig dreimal mit 1 ml
DMEM-F12 gespiilt. Das endgiiltige Ablosen der iPSCs von der Kulturfliche erfolgte durch fiinfmaliges
Pipettieren von 1 ml DMEM-F12 (ber die Zellkolonien, so dass die Kolonien von der Oberflache
abschwammen. Die Zellsuspension wurde in einem 50 ml Zentrifugenrohrchen fir 3 Minuten bei 200 xg
abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen, das Zellpellet in mTeSR™1-Medium resuspendiert und die
Zellen in dem gewiinschten Verdiinnungsverhaltnis auf Martigel beschichteten 6 Well-Platten ausgesat.
Fur die ersten 24 Stunden erfolgte die Kultur die iPS-Zellen in mTeSR™1-Medium mit 1 pl/ml 10 uM
ROCK Inhibitor.

2.7.4.5 Differenzierung von iPSCs in Kardiomyozyten

Damit die iPS-Zellen fiir den Aufbau eines kardialen Patches verwenden werden kénnen, wurden diese
durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Edenhofer in Kardiomyozyten differenziert und fur die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefihrten Versuche zur Verfligung gestellt. Die Differenzierung erfolgte gemaR
nachstehendem Protokoll, publiziert von Kadari et al. (36).

Den Ausgangspunkt fir die kardiale Differenzierung bildeten iPS-Zellen, welche eine Konfluenz von ca.

80 % erreicht hatten. Der erste Schritt der Differenzierung erfolgte durch einen Medienwechsel zu dem

34



Material und Methoden

Medium RPMI 1640, welches 25 ng/m|l BMP4, 5uM des Small Molecules CHIR99021, 2% B27
Supplement (50x), 2 nM Glutamin und 50 pg/ml L-Ascorbinsdure enthielt. Bei den folgenden Schritten
diente das Medium RPMI 1640, versetzt mit Glutamin und L-Ascorbinsdure als Basalmedium. Nach
24 Stunden wurde das Medium ausgetauscht und durch das Basalmedium mit 5 uM CHIR99021 ersetzt.
Dieses Medium blieb fir 18 bis 36 Stunden auf den Zellen, gefolgt von einer Kultur fiir 24 Stunden in
Basalmedium mit 2 % B27 Supplement (50x) ohne Insulin. Als nachstes wurde fir die folgenden 5 Tagen
das Basalmedium mit dem WNT Inhibitor IWR1 firr die Kultur benutzt. Im Anschluss erfolgte die Kultur
der Zellen fir 4 bis 5 Tage in dem Basalmedium, welches B27 Supplement (50x) mit Insulin beinhaltet,
gefolgt von einer Kulturzeit von vier bis flinf Tagen in RPMI 1640 Medium ohne Glucose, versetzt mit
4 mM Natrium L-Lactat. Danach wurden die Zellen bis zu ihrer Verwendung fir einen Versuch in dem

Basalmedium kultiviert.

2.7.4.6 Mesenchymale Stammzellen

Die Isolation der mesenchymalen Stammzellen (MSC) aus humaner Spongiosa des Hiiftkopfs erfolgte
gemal der SOP (siehe Anhang, ab Seite 128) des Lehrstuhls fiir Tissue Engineering und Regenerative
Medizin. Dazu ist das Spongiosagewebe in ein 50 ml-Zentrifugenrohrchen Uberfihrt, mit 20 ml
vorgewadrmten PBS aufgefillt und kraftig geschittelt worden, um die Zellen auszuwaschen. Sobald die
Spongiosa nach dem Schiitteln abgesunken war wurde der Uberstand in ein weiteres
Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und das Auswaschen der Zellen so lange wiederholt, bis die Spongiosa
eine weille Farbe angenommen hatte. Durch eine Zentrifugation der gesammelten Zellsuspension lber
5 Minuten mit 300 xg erfolgte die Abtrennung der Zellen vom Medium. Das Zellpellet wurde in 25 ml
Medium resuspendiert und je nach GroRRe des Zellpellets in eine oder mehrere T150-Zellkulturflaschen
ausgesat. Nach 3 Tagen konnte der Uberstand aus der Flasche abgesaugt und die adhirenten Zellen mit
PBS gewaschen werden, um verbliebene Triimmer der Spongiosa und nicht adhdrente Zellen zu
entfernen. Die Kultur der MSCs erfolgte mit 20 ml Kulturmedium bei zweimaligem Medienwechsel pro

Woche.

2.7.4.7 Fibroblasten aus Hautbiopsie

Die Isolation von Fibroblasten aus Biopsien der adulten humanen Haut erfolgte gemall der SOP (siehe
Anhang, ab Seite 129) des Lehrstuhls fir Tissue Engineering und Regernative Medizin. Zur Vorbereitung
der Isolation musste das Biopsat dreimal mit PBS gewaschen, das Fett- und Bindegewebe sorgfiltig
entfernt und die Biopsie mit dem Skalpell in ca. 3 mm breite Streifen von ca. 3 mm Lange geschnitten

werden. Diese Gewebestiicke wurden in eine Petrischale Uberfihrt, vollstandig mit Dispase-Losung
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Uberschichtet und lber Nacht bei 4 °C fiir 16 bis 18 Stunden inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation ist
die Dispase-Losung abgesaugt und die Streifen in PBS Uberfiihrt worden. Mit Hilfe von Pinzetten wurde
die Epidermis von der Dermis abgezogen und beide Teile separat voneinander in Petrischalen mit PBS
gegeben. AnschlieBend folgte eine Inkubation der Dermisstreifen Uber 45 Minuten bei 37 °C in
Kollagenase, wobei diese komplett mit der Losung bedeckt waren, gefolgt von einer Zentrifugation der
Gewebestiicke von 5 Minuten mit 300 xg und des Verwerfen Uberstandes. Als Letztes wurde das Pellet
aus Gewebestlicken und Zellen in 5ml Medium resuspendiert und in eine T75-Zellkulturflasche
Uberfiihrt. Am darauffolgenden Tag mussten den Dermisstlicken weitere 6 ml des Mediums zugegeben
werden. Weitere 5 Tage spater wurden die Dermisstiicke, aus denen die Fibroblasten auswuchsen, aus
der Flasche entfernt. Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgte nach den Standards der

Zellkulturtechnik.

2.7.4.8 mikrovaskuldare Endothelzellen aus der Haut

Die Isolation der mikrovaskuldren Endothelzellen aus der humanen Haut erfolgte analog zur SOP (siehe
Anhang, ab Seite 131) des Lehrstuhls fiir Tissue Engineering und Regernative Medizin. Der Anfang der
Isolation der Endothelzellen entspricht dem zur Isolation der Fibroblasten. Jedoch wurde nach dem
Trennen der Epidermis von der Dermis die Dermisstlicke mit 10 ml Versen gesplt und anschlieBend fir
40 Minuten bei 37 °C mit Trypsin Uberschichtet. Durch die Zugabe von FCS konnte die Reaktion
abgestoppt werden. Die Gewinnung der Endothelzellen erfolgte mittels ausstreichen der Endothelzellen
aus den Dermisstiicken. Dazu wurden die Dermisstiicke in eine mit Vasculife® befillte Petrischale
Uberfiihrt, mit der Riickenseite einer Skalpellklinge von jeder Seite achtmal unter leichtem Druck

ausgestrichen und mit einer Aussaatdichte von 1,2*10*Zellen pro cm? in eine Zellkulturflasche ausgesit.

2.7.4.9 Passagieren von adharenten Zellen

Alle adharent wachsenden Zellen wurden in der gleichen Art und Weise gemaR der SOP (siehe Anhang,
ab Seite 133) des Lehrstuhls fiir Tissue Engineering und Regernative Medizin von den Kulturflaichen
abgelost, ausgenommen die iPS-Zellen und die iPS-abgeleiteten Kardiomyozyten. Sobald sich eine
Konfluenz von 80 % eingestellt hatte, sind die Zellen passagiert worden. Zum Ablésen der adhdrenten
musste zuerst das Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit 37 °C warmen PBS™ gesplilt werden.
Danach wurden die Zellen fiir 5 Minuten bei 37 °C mit einer 0,05 %igen Trypsin/EDTA-Losung inkubiert,
anschliefend die Reaktion des Enzyms mit 10 % FCS abgestoppt, die Losung mit einer Pipette dreimal
Uber die gesamte Kulturflache pipettiert, um Zellklumpen zu vereinzeln und verbliebene Zellen von der

Kulturfliche zu l6sen. Nach einer Zentrifugation von 5 Minuten bei 300xg und entfernen des
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Uberstandes, erfolgte das Losen des Zellpellets im zellspezifischen Medium sowie die Bestimmung der

Zellzahl. Je nach Zellart wurden die Zellen in geeigneter Dichte wieder ausgeséat (Tabelle 5).

Tabelle 5: Aussaatdichten verschiedener adhéarenter Zellen

Zellart Medium Ablésen Aussaatdichte

Fibroblasten DMEM + 10 % FCS Trypsin 0,3*10% / cm?
(3 Minuten)

MSCs MSCGM-CD BulletKit (1 Supplementmix) + | Trypsin 2,5%10% / cm?

2 % FCS (primar, bis 7d: + 1 % Antibiotikum) | (3 Minuten)

Endothelzellen Vasculife® + Supplemente, bis 7d: + | Trypsin 1,2*¥10% / cm?
1 % Antibiotikum (3 Minuten)

CDCs IMDM + 5% FCS + 3,79 ul | Trypsin 0,3*10% / cm?
B-Mercaptoethanol (3 Minuten)

Zellen aus Herzohr | IMDM + 5% FCS + 3,79 ul | Trypsin 0,3*10% / cm?
B-Mercaptoethanol (3 Minuten)

iPS-Zellen mTeSR™1 Akkutase 1:6 splitten

(5-10 Minuten)

iPS-abgeleitete RPMI + 2 % B27 + 0,4 % Ascorbinsaure Akkutase werden nach
Kardiomyozyten (25 mg/ml) + 0,2 % B-Mercaptoethanol (5 Minuten) Ablosen  fir
(50 mM) Versuch
verwendet

2.7.4.10 Besiedlung der SISser

Damit die SISser mit Zellen besiedelt werden konnte, wurde diese in sogenannte Zellkronen eingespannt
(74). Die Zellkronen bestehen aus zwei Metallringen, welche bis zu einem bestimmten Punkt
ineinandergeschoben werden kénnen. Der duBere Ring steht auf vier FliRchen, damit Medium unter die

eingespannte Matrix gelangen kann. Zur Besiedlung der eingespannten Matrix wurde die Zellkrone mit
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eingespannter Matrix in eine 24-Well-Platte gestellt, die Zellen in 500 ul Medium aufgenommen, die
Zellsuspension in den inneren Ring der Zellkrone pipettiert und 30 Minuten lang inkubiert, damit die
Zellen adharieren konnten. Nach dieser Inkubationszeit ist das Well mit der Zellkrone mit weiteren

500 ul Medium befillt worden.

Abbildung 6: Einspannen der SISser in eine Zellkrone

Die SlISser wird auf eine GréRe von ca. 2 x 2 cm zugeschnitten (A) und Gber den inneren Ring (ohne FiRchen) der
Zellkrone gestilpt(B). Danach wird der dulRere Ring (mit FliRchen) Giber den inneren Ring mit der SISser geschoben,
sodass die Matrix von den beiden Ringen fixiert ist (C). Stellt man die Zellkrone auf die Fiikchen, so kann die SISser

mit Zellen besiedelt werden, indem Zellsuspension in den inneren Ring pipettiert wird.

2.7.5 Histologie

Die Histologie ist eine wichtige Methode fiir die Charakterisierung von Geweben und Zellen. Innerhalb
der Histologie gibt es verschiedene Farbungen zur Charakterisierung unterschiedlicher
Gewebekomponenten. Zum Erhalt einer gleichbleibenden Qualitdt der Farbung der spezifischen
Zielregionen wurden alle Techniken im Bereich der Histologie gemalR der am Lehrstuhl fiir Tissue

Engineering und Regenerativen Medizin etablierten SOPs (siehe Anhang, ab Seite 137) durchgefiihrt.

2.7.5.1 Paraffineinbettung

Damit von Geweben Schnitte fir histologische Farbungen gemacht werden kénnen, werden diese haufig
in Paraffin eingebettet.

Flr die Paraffineinbettung mussten die Gewebe als erstes mit 4 %igem Paraformaldehyd fixiert werden.
Die Dauer dieser Behandlung richtet sich nach Dicke und Beschaffenheit des Gewebes. Zur Orientierung
wird im Laboralltag als Richtwert angenommen, dass das PFA in einer Stunde einen Millimeter in das

Gewebe eindringt. Nach der Fixierung wurden die Gewebe in eine Einbettkassette gelegt und in einen
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Einbettautomaten gegeben. Das Programm welches der Automat abarbeitete, enthielt folgende Schritte:
2 Stunden wadssern in Leitungswasser, 1 Stunde in 50 %igem Ethanol, 1 Stunde in 70 %igem Ethanol,
1 Stunde in 90 %igem Ethanol, 1 Stunde in 96 %igem Ethanol, 1 Stunde in 2-Propanol, eine weitere
Stunde in 2-Propanol, 1 Stunde in einem Gemisch aus einem Teil 2-Propanol und zwei Teilen Xylol,
zweimal jeweils 1 Stunde in Xylol und jeweils 2 Stunden bei 60 °C in Paraffin. Unmittelbar im Anschluss

an dieses Verfahren kann das Gewebe in Paraffin zu einem Block eingegossen werden.

2.7.5.2 Hamatoxylin und Eosin Farbung

Eine Ubersichtsfarbung zur Bewertung der Morphologie eines Gewebes ist die Himatoxylin und Eosin
Farbung (H&E). Bei dieser Farbung werden die Zellkerne sowie das Zytoplasma, also das Zellinnere,
angefarbt. Durch die Farbung mit Hamatoxylin erscheinen die Zellkerne blauviolett, Eosin farbt das
Zytoplasma rot.

Schnitte aus in Paraffin eingebetteten Geweben missen vor der Farbung entparaffiniert werden. Dazu
wurden die auf Objekttragern aufgezogenen Schnitte zuerst fir 1 Stunde in einen 63 °C warmen
Warmeschrank gegeben, um das Paraffin anzuschmelzen. Direkt im Anschluss daran verweilten die
Schnitte zweimal fir jeweils 10 Minuten in Xylol, um den Rest des Paraffins zu entfernen. Als nachstes
durchliefen die Praparate eine absteigende Alkoholreihe, bestehend aus zweimal 96 %igem Ethanol,
einmal 70 %igem Ethanol und einmal 50 %igem Ethanol. In den jeweiligen Alkoholen wurden die Schnitte
jeweils dreimal auf- und abgetaucht. Nach der Alkoholreihe sind die Objekttrdager in VE-Wasser
geschwenkt worden, um den restliche Alkohol zu entfernen. Das Anfarben der Kerne erfolgte durch eine
Inkubation der Schnitte von 8 Minuten in Hamatoxylin mit anschlieBendem Auswaschen der
Uberschissigen Farbelosung mit VE-Wasser und abschlieender Differenzierung des Hamatoxylins durch
zweimaliges Eintauchen in HCl-Ethanol. Als nachstes wurden sie wieder mit VE-Wasser gesplt und fir
5 Minuten in Leitungswasser gegeben, damit der Farbstoff blauen konnte. Unmittelbar nach diesem
Schritt folgte eine Inkubation der Proben in Eosin fir 1 Minute, welches das Zytoplasma und das
Kollagen rot anfarbt. Danach wurden die Schnitte mit VE-Wasser gewaschen, um die (berschissige
Farbe aus den Praparaten zu entfernen. Zum Schluss folgte eine aufsteigende Alkoholreihe beginnend
mit zweimal Eintauchen in 70 %igem Ethanol gefolgt von 2 Minuten in 96 %igem Ethanol, dann jeweils
zweimal flr 5 Minuten in 2-Propanol und abschlieRend in Xylol. Als letztes sind die Schnitte mit Entellan®

eingedeckt worden.
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2.7.5.3 Feulgen-Farbung

Ein probates Mittel um den Dezellularisierungsgrad eines Gewebes feststellen zu kdnnen, ist eine
Feulgen-Farbung. Mit Hilfe dieser Farbung kann die DNA rot-violett angefarbt werden. Somit kann
Uberprift werden, ob noch Zellen, Fragmente des Zellkerns, beziehungsweise DNA im dezellularisierten
Gewebe vorhanden sind. Die Abwesenheit der DNA, der sich urspriinglich auf der Matrix befindlichen
Zellen ist erforderlich, damit keine Beeinflussung der Zellen, welche neu auf der Matrix ausgesat werden
sollen, erfolgt.

Flr eine Feulgen-Farbung mussten zuerst Paraffinschnitte der zu untersuchenden Probe angefertigt und
anschlieRend entparaffiniert werden. Danach folgte eine Inkubation der Schnitte fiir 50 Minuten in HCI
gefolgt von 2 jeweils zweiminitigen Waschschritten mit Wasser. Im Anschluss wurden die Schnitte
60 Minuten in Schiffs Reagenz gegeben, zweimal fur jeweils 3 Minuten mit Natriumsulfit-Losung gesplilt
und anschliefend zweimal mit Wasser fiir 2 Minuten gewaschen. Zum Schluss durchlaufen die Schnitte
eine aufsteigende Alkoholreihe bestehend aus 50 %igen Ethanol, 70 %igen Ethanol, 80 %igen Ethanol,
90 %igen Ethanol und Xylol. In jeder dieser Losungen verweilen die Schnitte fir 1 Minute. Nach diesen

Entwasserungsschritten sind die Schnitte mit Entellan® eingedeckt worden.

2.7.5.4 Pentachrom-Farbung nach Movat

Eine Farbemethode zum Nachweis von Kollagenfasern und elastische Fasern in einem nativen oder
dezellularisierten Gewebe ist eine Pentachrom-Farbung nach Movat. Mit Hilfe dieser Farbung kann die
Effektivitat des Dezallularisierungsprotokolls hinsichtlich Verbleib und Unversehrtheit der Kollagenfaser
sowie der elastischen Fasern Gberprift werden. Bei dieser Farbemethode stellen sich die Kollagenfasern
in einer gelben, die elastischen Fasern in einer schwarzen, Muskelgewebe in einer roten, Zellkerne
ebenfalls in einer schwarzen und Fibrin in einer hellroten Farbung dar.

Zur Farbung von Paraffinschnitten der Proben mussten diese zuerst entparaffiniert, mit VE-Wasser
gewaschen und fir 10 Minuten in Alcianblau-L6sung gegeben werden. Danach folgte ein finfmin(tiger
Waschschritt mit VE-Wasser mit anschlieBender 60-minltiger Fixierung des Alcianblau mittels
alkalischen Alkohols und eines weiteren finfmin{itigen Waschschrittes mit VE-Wasser. Daraufhin sind die
Kerne 10 Minuten mit Eisenhdamatoxylin gefarbt und 1 Minute mit VE-Wasser gewaschen worden. Als
nachstes wurden die Schnitte fiir 15 Minuten in Leitungswasser gewassert und danach fir 30 Minuten in
Brilliant Crocein Saurefuchsin gegeben, um die elastischen Fasern und das Zytoplasma anzufédrben. Im
Anschluss daran erfolgte eine Splilung der Schnitte mit 0,5 %iger Essigsdure sowie ein

Differenzierungsschritt der Farbung tber 15 Minuten in 5 %iger Phosphorwolframsdure. AnschlieRend
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wurden die Proben wiederum fir 5 Minuten mit 0,5 %iger Essigsdure und danach zweimal fir jeweils
5 Minuten mit 100 %igem Ethanol gespllt. Zum Farben der Kollagenfasern mussten die Schnitte fir
60 Minuten in eine Saffron du Gatinais Losung inkubieren. Im Anschluss daran erfolgte zweimal fiir je
4 Minuten die Entwasserung der Proben mit 96 %igem Ethanol sowie einer Inkubation der Schnitte Gber

5 Minuten in Xylol, bevor sie mit Entellan® eingedeckt werden konnten.

2.7.5.5 Elastica-Farbung

Eine weitere Moglichkeit elastische Fasern in der extrazellularen Matrix anzufarben, ist die
Elastica-Farbung. Bei dieser Farbemethode farben sich die Zellkerne rot, die Kollagenfasern rosa und die
elastischen Fasern blauviolett.

Zur Farbung von Paraffinschnitten mussten diese zuerst entparaffiniert und fiir 30 Minuten in eine auf
60 °C vorgewarmte Resochin-Fuchsin-Losung zur Anfdrbung der elastischen Fasern gestellt werden.
AnschlieBend wurden die Proben mit VE-Wasser gewaschen, bis sich kein Resochin-Fuchsin mehr
auswaschen lies. Als nachstes erfolgte die Differenzierung des Farbstoffes durch die Inkubation der
Schnitte in einer HCI/Ethanol-Losung unter standiger Kontrolle der Schnitte unter einem Mikroskop, um
festzustellen, ab welchem Zeitpunkt sich die extrazelluldre Matrix entfarbt hatte, die elastischen Fasern
jedoch noch gefirbt waren. Dieser Schritt diente dazu eine Uberfiarbung der Schnitte auszuwaschen.
Nach dem Differenzierungsschritt mussten die Proben zuerst 15 Minuten unter flieRendem
Leitungswasser und danach mit VE-Wasser gewaschen werden. Zur Farbung der Zellkerne oder der DNA
in der Matrix wurden die Schnitte 5 Minuten in Nuclear Fast Red inkubiert und anschlieRend so lange mit
VE-Wasser gewaschen, bis das Giberschiissige Nuclear Fast Red entfernt war. Als nachstes durchliefen die
Schnitte eine aufsteigende Alkoholreihe, bestehend aus zweimaligen Eintauchen in 50 %igen Ethanol
sowie Inkubationen von zweimal je 2 Minuten in 96 %igen Ethanol und zweimal je 5 Minuten in
Isopropanol, um die Schnitte zu Dehydrieren. AbschlieRend erfolgte eine zweimalige Inkubation der

Schnitte fir je 5 Minuten in Xylol und abschlieRendem Eindecken in Entellan®.

2.7.5.6 Immunhistochemische Farbung mit Diaminobenzidin

Proben, die eine geringe Dichte des anzufirbenden Zielantigens aufweisen, werden héaufig
immunhistologisch durch ein Nachweissystem mit Diaminobenzidin (DAB) gefarbt, da dieses System eine
Verstarkung des Signales bewirkt. Der Nachweis der angefarbten Struktur erfolgt durch eine braunliche
Farbung des DABs, welches an den Sekundarantikérper gekoppelt ist.

Die Schnitte wurden fir diese Farbemethode genauso entparaffiniert wie bei der H&E-Farbung. Nach der

Entparaffinierung erfolgte die Antigendemaskierung auf den Praparaten durch das Kochen der Schnitte
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flir 20 Minuten in Citratpuffer mit anschlieender Blockierung der zelleigenen Peroxidase durch eine
Inkubation der Schnitte Uber 10 Minuten mit 3 %iger Wasserstoffperoxidlésung sowie einem
finfminltigen Waschschritt mit Waschpuffer. Im Anschluss daran konnten die Schnitte mit dem
Primarantikorper (iberschichtet und 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert werden. Zur Entfernung
der ungebundenen Antikorper gliederten sich an die Inkubation 3 Waschschritte von je 5 Minuten an. Als
nachstes wurden auf jeden Schnitt zwei Tropfen des Polymer-Enhancer des Kits gegeben und fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, gefolgt von 3 Waschschritten von je 5 Minuten mit
Waschpuffer. Im Anschluss erfolgte das Uberschichten der Schnitte mit ca. 2 Tropfen des HRP-Polymers
mit anschlieRender 20-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur und 3 Waschritten von je 5 Minuten.
Damit es zur Farbung der Zielantigene kam, mussten noch je zwei Tropfen des DAB Konzentrats auf die
Praparate gegeben werden, um die Reaktion mit der Meerrettichperoxidase zu starten. Da die
Farbereaktion der Meerrettichperoxidase sehr schnell ablduft, war es erforderlich die Farbung standig
visuell zu Giberwachen, damit es zu keiner Uberfiarbung der Probe kam. Zum Schluss der Farbung wurde
noch eine Gegenfdarbung mit Hamatoxylin durchgefiihrt bei der die Einwirkzeit des Hamatoxylins
30 Sekunden und die Dauer des Blauens 90 Sekunden betrug. AbschlieRend durchliefen die gefarbten
Schnitte die aufsteigende Alkoholreihe gemaR der beschriebenen H&E-Farbung, damit die Schnitte mit

Entellan® eingedeckt werden konnten.

2.7.5.7 Immunfluoreszenz-Farbung

Immunfluoreszenz-Farbungen eignen sich um verschiedene Antigene auf ein und demselben Schnitt
anzufarben. Dabei ist darauf zu achten, dass die verschiedenen Primarantikérper in unterschiedlichen
Spezies hergestellt sind, um eine falschpositive Farbung zu vermeiden. Ebenso sind Sekundarantikdrper
mit verschiedenen Fluorochromen einzusetzen, deren Anregungsspektren sich nicht (berschneiden,
damit eine eindeutige Lokalisation der angefarbten Struktur moglich ist.

Dazu mussten die Paraffinschnitte zuerst entparaffiniert und die Antigene durch das Kochen fir
20 Minuten in Citratpuffer demaskiert werden. Im Anschluss an das Kochen erfolgt ein
Blockierungsschritt von 20 Minuten mit einer Blockierlosung bestehend aus
Antikorperverdiinnungslosung mit 5 % Serum der Spezies, aus welcher der Sekundarantikérper stammt.
Unmittelbar nach diesem Schritt wurden die Schnitte mit dem Priméarantikdrper Uberschichtet, fir
1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend dreimal fir je 5 Minuten mit Waschpuffer
gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. Danach sind die Schnitte mit dem
Sekundarantikérper, welcher ein Fluorochrom tragt, Uberschichtet und wiederum 1 Stunde bei

Raumtemperatur inkubiert worden. Da das Fluorochrom durch UV-Licht angeregt wird und somit ein
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Verblassen des Fluorchroms durch das Tageslicht moglich ist, erfolgte ab diesem Schritt das weitere
Vorgehen im Dunkeln. Im Anschluss wurden die Proben dreimal 5 Minuten mit Waschpuffer gewaschen

und abschlieBend mit MOWIOL DABCO, welchem 0,1 % DAPI zugefligt war, eingedeckt.

2.7.5.8 Aufnahme Assay von acetyliertem Low Density Lipoprotein

Nicht nur fixierte und eingebettete Proben kdnnen mittels Fluoreszenzen angefarbt werden. Es ist auch
moglich sowohl lebende Zellen als auch lebende Gewebe mit Fluorchromen anzufarben. Dies wird haufig
bei Assay zur Funktionalitdt durchgefiihrt. Solch ein Test ist der Aufnahmetest von acetyliertem Low
Density Lipoprotein (acLDL), welches mit einem Fluorochrom gekoppelt ist.

Flr die Durchfiihrung des Tests wurde das Gewebe in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt und mit
Nahrmedium Uberschichtet, welches 1 pl/ml Low Density Lipoprotein von humanem Plasma, konjugiert
mit Alexa Fluor® 488 (Life technologies) sowie 10 pl/ml Hoechst (Life technologies) zum Anfirben der
Zellkerne enthielt. Die Inkubation des Ansatzes betrug 1 Stunde unter physiologischen Bedingungen
sowie unter Ausschluss von Licht. Zur Auswertung des Tests erfolgte die Aufnahme von Bildern mit

einem konfokalen Mikroskop der Firma Leica.
2.7.6 Rasterelektronenmikroskopie

Zur Begutachtung der Morphologie beziehungsweise der Ausrichtung der elektrogesponnenen Fasern in
den Matrizes wurden Bilder der Matrizes mit dem Rasterelektronenmikroskop aufgenommen. Dazu
mussten die Matrizes bei einer Stromstadrke von 20 mA fir 30 Sekunden mit Platin besputtert werden.
Die Vorbereitung der Proben und das Erstellen und die Durchfiihrung der Aufnahm von den Prdparaten

erfolgte am Fraunhofer-Institut fur Silicatforschung (ISC) in Wirzburg.
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3 Ergebnisse

3.1 Dezellularisierung von Gewebe

Das Tissue Engineering beschaftigt sich mit dem Aufbau von Geweben, welche als Testsysteme oder als
Implantate zur Anwendung kommen. Solch funktionelle Gewebedquivalente missen eine gewisse Dicke
aufweisen. Deshalb wird als Grundlage fiir den Aufbau des Gewebes auf dreidimensionale Matrizes
zurilickgegriffen. Wenn bestimmte Strukturen des Gewebes, beziehungsweise die natirliche Umgebung
der Zellen oder die eines GefdlRsystem bereits in der Matrix enthalten sein sollen, werden haufig

dezellularisierte Gewebe eingesetzt.
3.1.1 Dezellularisierung von porzinem Darm (SISser)

Ein Gewebe, welches sich als Matrix fiir das Tissue Engineering eignet, ist ein Segment des Jejunums des
Schweinedarms, da dieses Gewebe ein Kollagengerist enthalt welches mit BlutgefaBen durchzogen ist.
Zur Verwendung des Schweinedarms als Matrix muss dieser zuerst dezellularisiert werden. Als
Qualitatskontrolle und zum Nachweis der Zellfreiheit der Darmstilicke wurden eine H&E- Farbung sowie

eine Farbung nach Feulgen durchgefiihrt (Abbildung 7).

Abbildung 7: Dezellularisierter porziner Darm (SISser).

Zum Nachweis der Zellfreiheit der SISser wurden eine H&E-Farbung sowie eine Farbung nach Feulgen durchgefiihrt.
Die H&E-Farbung des nativen Schweinedarms zeigt ein mit Zellen dicht besiedeltes Gewebe (A), nach der
Dezellularisierung sind keine verbleibenden Zellkerne in der Matrix nachweisbar (B). Dieses Ergebnis wird von der
Farbung nach Feulgen bestatigt (C), da mit dieser Farbung keine verbleibende DNA in der Matrix nachgewiesen

werden konnte. Der Mal3stabsbalken betragt 100 pum.

Mit der H&E-Farbung waren keine Zellkerne in der dezellularisierten Matrix nachweisbar, was darauf

hinweist, dass die Zellen vollstandig aus der Matrix entfernt wurden. Zur Bestatigung des Ergebnisses der
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H&E-Farbung wurde eine Farbung nach Feulgen durchgefiihrt, wobei die verbleibende DNA in der Matrix
rot-violett angefarbt wird. Auch mittels der Farbung nach Feulgen konnte keine verbleibende DNA in der

Matrix nachgewiesen werden, was ebenfalls die Zellfreiheit der Matrix hindeutet.

3.1.2 Dezellularisierungswand

Zum Erhalt vergleichbarer Ergebnisse beim Wideraufbau von Geweben, unter dem Einsatz von
biologischen Matrizes, ist ein standardisiertes Dezellularisierungsverfahren notig. Damit dies
gewahrleistet ist, wurde eine druckgesteuerte Dezellularisierungswand entwickelt, mit welcher native

Gewebe Uber deren GefaRsystem dezellularisiert werden kdnnen.

3.1.2.1 Aufbau der Dezellularisierungswand

Fir die Planung und Konstruktion des Aufbaus der Dezellularisierungswand wurde das 3D-CAD
Programm SolidWorks der Firma Dassault Systémes eingesetzt. Das Geriist der Dezellularisierungswand
besteht aus Profilen der Firma item Industrietechnik GmbH. Die Zwischenrdume der Profile sind mit
Kunststoffplatten ebenfalls von der Firma item Industrietechnik GmbH verkleidet. An der Vorderseite der
Wand sind insgesamt fiinf Rollerpumpen fest installiert. Jede dieser Rollerpumpen bietet Aufsteckplatze
far vier Pumpschlauche. Somit stehen insgesamt 20 Steckplatze fiir Pumpschlauche zur Verfiigung. Auf
der oberen Seite der Dezellularisierungswand sind die Touchscreens fiir die Eingabe des Solldruckes
angebracht. Die Dezellularisierungswand hat die Abmessungen von 285 cm Lange, 40 cm Hohe und
28 cm Tiefe (Abbildung 8). Sie ist somit so bemessen, dass sie von der Lange her auf die Arbeitsflache der
Labortischzeile passt und von der Tiefe die Halfte des Tisches einnimmt. Alle Pumpen sind im
gleichmalRigen Abstand voneinander angebracht. Dadurch ist vor, beziehungsweise neben den Pumpen,

genligend Platz flr das Aufstellen der Gefale fiir den Dezellularisierungsprozess vorhanden.
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Abbildung 8: Dezellularisierungswand

Die Dezellularisierungswand ist mit Aluminiumprofilen und Verkleidungselementen der Firma item Industrietechnik
GmbH aufgebaut. In der Anlage sind fiinf Rollerpumpen in immer gleichem Abstand zueinander fest verbaut.
Gesteuert werden die Pumpen durch die Steuerung ET200S der Firma Siemens AG. Der Betrieb der
Dezellularisierungswand kann mit konstanter Drehzahl oder druckgesteuert mit einem pulsativen Druckprofil
erfolgen. Die Regelung der Drehzahl bei druckgesteuerten Betrieb ist iber Regelkreise in der Steuerung realisiert.
Dabei wird der von den Sensoren erfasste Ist-Druck mit dem eingegebenen Soll-Druck abgeglichen. Zur Eingabe der

Parameter fir den Betrieb der Pumpen sind zwei Touch Panels eingebaut.

3.1.2.2 Steuerung der Dezellularisierungswand

Fiir die Steuerung der Pumpe der Dezellularisierungswand wird die Steuerung ET200S von Siemens
eingesetzt. Die Komponenten, aus denen die Steuerung besteht, sind die CPU, ein Powermodul, finf
Kommunikationsmodule mit einer seriellen Schnittstelle und drei Analogeingangsmodulen fiir Spannung.
Das Powermodul versorgt die anderen Module mit Strom. Jede der Pumpen wird mit einem
Kommunikationsmodul mit serieller Schnittstelle angesteuert. Daflir wandeln die Analogeingangsmodule
die Druckmesswerte von analog in digital um. Dabei konnen je zwei Pumpen auf ein
Kommunikationsmodul geklemmt werden. Mit Hilfe dieser Steuerung ist es moglich die Pumpen zum
einen mit einer konstanten Drehzahl zu betreiben, zum anderen in Abhangigkeit des im Pumpsystem
herrschenden Drucks. Dafiir kann ein bestimmter Arbeitsdruck (iber das Bedienpanel eingegeben
werden. Uber den Abgleich des im System herrschenden Drucks mit dem eingestellten Arbeitsdruck wird
via eines Regelkreises die Drehzahl der Pumpe geregelt, so dass der eingegebene Arbeitsdruck immer

konstant im System vorherrscht (Abbildung 9).
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Der Aufbau der Steuerung ist in folgendem Datenflussdiagramm dargestellt:

Monitoring

berechneter
Druck

geregelte
Drehzahl

Solldruck PID-Regler

max. Drehzahl Drehzahl

Pumpsteuerung Steuerung

manuelle
Drehzahl

Datenspeicherung

Abbildung 9: Datenflussdiagramm der Dezellularisierungswand

Das Diagramm zeigt den Ablauf der Datenverarbeitung bei der Dezellularisierungswand durch die Steuerung. Der
eingegebene Soll-Druck wird stdndig durch Regelkreise mit dem Ist-Druck abgeglichen und die Drehzahl
dementsprechend angepasst. Des Weiteren ist es moglich eine konstante Drehzahl, unabhangig vom Druck,

einzugeben.
3.1.3 Dezellularisierung von porzinem Herz

Zur Prifung der Funktionsfahigkeit und Optimierung der Dezellularisierungswand sowie des
Dezellularisierungsprozesses wurden 20 intakte Schweineherzen dezellularisiert. Die Dezellularisierung
der porzinen Herzens erfolgte per retrograder Perfusion unter einem konstanten Druck von 80 mmHg.
Im 24-Stunden-Rhythmus wurde zwischen PBS und Dezellularisierungslosung als Perfusat gewechselt.
Mit fortschreitendem Dezellularisierungsgrad der Matrix erhoéhte sich die Drehzahl der Pumpe, damit
der eingestellte Druck von 80 mmHg gehalten werden konnte. Da ein explantiertes Herz nicht dem
anderen entspricht, waren die Anfangsdrehzahlen, mit der die Pumpe zu Beginn der Dezellularisierung
betrieben wurde unterschiedlich und lagen in einem Intervall von 10 U/min bis 100 U/min. Am Ende des

Prozesses lief die Pumpe immer mit einer Drehzahl von 240 U/min, was der Maximaldrehzahl einspricht.
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Tabelle 6: Dezellularisierungsgrad verschiedener Bereiche des Herzens

Dezellularisierungsgrad

Herz rechter Ventrikel linker Ventrikel Septum Herzspitze
1 80 % 0% 0% 0%
2 90 % 0% 0% 0%
3 90 % 0% 0% 0%
4 100 % 5% 20% 10 %
5 100 % 10 % 60 % 30 %
6 100 % 30% 80 % 50 %
7 100 % 50 % 90 % 70 %
8 100 % 80 % 100 % 90%
9 100 % 80 % 100 % 90%
10 100 % 80 % 100 % 90%
11 100 % 90 % 100 % 100 %
12 100 % 90 % 100 % 100 %
13 100 % 90 % 100 % 100 %
14 100 % 100 % 100 % 100 %
15 100 % 100 % 100 % 100 %
16 100 % 100 % 100 % 100 %
17 100 % 100 % 100 % 100 %
18 100 % 100 % 100 % 100 %
19 100 % 100 % 100 % 100 %

20 100 % 100 % 100 % 100 %

Der Erfolg der Dezellularisierung und somit die Zellfreiheit der Matrix wurde mittels histologischer
Farbungen nachgewiesen. Zur Uberpriifung des Verbleibs von DNA in der Matrix wurde eine
Feulgen-Farbung durchgefiihrt. Fir den Nachweis des Erhalts der Kollagenfasern wurde eine
Pentachromfarbung gemacht und um zu priifen ob noch elastische Fasern in der Matrix verblieben sind
wurde eine Elastica-Farbung durchgefiihrt. Zusatzlich wurde auch eine H&E-Farbung durchgefiihrt um
die Morphologie der Matrix und den Verbleib von Zellkernresten in der Matrix zu Uberprifen. In
Abbildung 10 sind die oben genannten Farbungen der dezellularisierten Schweineherzen dargestellt. Die

Dezellularisierung dieser Herzen erfolgte mit der optimierten Dezellularisierungswand sowie dem
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optimierten Prozess. In Tabelle 6 ist die Zunahme des Dezellularisierungsgrades der verschiedenen

Bereiche des Herzens liber den Entwicklungsprozess aufgelistet.

"_J

HREZ IR 7 U N

Feulgen - Feulgen

Pentachrom

Elastica

.

Abbildung 10: Charakterisierung dezellularisiertes Schweineherz

Die Matrix eines dezellularisierten Schweinherzes ist weilk. Zur Charakterisierung der Matrix und zum Nachweis der
Zellfreiheit wurden verschiedene histologische Farbung am nativen Herzgewebe und der dezellularisierten Matrix
durchgefiihrt. Anhand der H&E Farbung lasst sich im Vergleich zu einem nativen Schweineherz kein Unterschied
hinsichtlich der Morphologie der Matrix erkennen. Ebenso zeigt die Farbung keine verbliebenen Zellkernreste in
den Matrizes der dezellularisierten Schweineherzen. In der Feulgen-Farbung ist kein Verbleib von DNA (rotviolette
Farbung) zu beobachten. Die Pentachrom-Farbung zeigt den Verbleib von Kollagenfasern (gelbliche Farbung) in der
Matrix nach dem Dezellularisierungsprozess. Ebenso kdnnen elastische Fasern (blau) durch die Elastica-Farbung in

den zellfreien Matrizes nachgewiesen werden.
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Im Vergleich zum nativen Herzgewebe erscheint die dezellularisierte Herzmatrix wei. Fir die
Charakterisierung und dem Nachweis der Zellfreiheit, wurden verschiedene histologische Farbungen
durchgefiihrt. Zur Untersuchung eines moglichen Einflusses des Dezellularisierungsprozesses auf die
Morphologie der Matrix und einen Verbleib von Zellkernresten in der Matrix, wurde eine H&E Farbung
durchgefiihrt. Bei den dezellularisierten Scaffolds sind keine dunkelblau gefarbten Zellkernreste zu
erkennen. Ebenso ist kein Unterschied in der Morphologie im Vergleich zu der nativen Matrix
auszumachen. Des Weiteren wurde eine Feulgen-Farbung durchgefiihrt, um zu prifen, ob Reste von
DNA im dezellularisierten Gewebe verblieben sind. Mit dieser Farbung konnte keine DNA nachgewiesen
werden, was durch eine fehlende rotviolette Farbung der Schnitte erkennbar ist. Wichtig ist beim
Dezellularisieren von Geweben, dass die Kollagenfasern in der Matrix verbleiben. Als Nachweis fiir den
Verbleib der Kollagenfasern wurde eine Pentachromfarbung durchgefiihrt, welche diese Fasern gelblich
und Muskelgewebe rot anféarbt. Bei den dezellularisierten Geweben ist ein Verbleib der Kollagenfasern
durch die gelbliche Farbung erkennbar. Das Schweineherz 1 zeigt eine gelbliche Farbung der kompletten
Matrix, was darauf schliefen lasst, dass die Kollagenfasern durch den Dezellularisierungsprozess nicht
zerstort und ausgespllt worden sind. Die anderen Herzen hingegen weisen nur wenige Stellen mit einer
gelblichen Farbung auf. Daher kann man davon ausgehen, dass der Prozess bei diesen Prdparaten nicht
optimal war. Keines der dezellularisierten Schweineherzen zeigt bei der Pentachrom-Farbung die
markante rote Farbung fir Muskelgewebe. Weitere wichtige Fasern in einem Gewebe sind die
elastischen Fasern. Diese kdnnen mit der Elastica-Farbung blau angefarbt werden. Bei den zellfreien
Schweineherzen sind diese ebenso wie bei dem nativen Herz gut an der Oberflache der Matrix und um

die GefalRe herum zu erkennen.

3.2 Elektrospinning

Eine Alternative zu den dezellularisierten Geweben ist ein kinstlich, durch verschiedene Verfahren
hergestelltes Scaffold. Solche Matrizes werden eingesetzt, wenn nicht ausreichend natives Gewebe fir
den Dezellularisierungsprozess vorhanden ist. Ein Verfahren, welches sehr haufig eingesetzt wird, wenn
Matrizes im Nanofaserbereich hergestellt werden sollen, ist das Elektrospinning. Mit diesem Verfahren
kénnen standardisierte Nanofasermatten mit gerichteten, parallelen Fasern aber auch mit willkiirlich

angeordneten Fasern erzeugt werden.
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3.2.1 Elektrospinning-Apparatur

Die Elektrospinning-Apparatur wurde aus Aluminiumprofilen der Firma item Industrietechnik GmbH
aufgebaut. Sie wurde als ein mobiles Stand-Alone-System (Abbildung 11A) designt und kann somit in
jeden Raum mit einer Absaugvorrichtung verschoben werden. Insgesamt hat die Anlage eine Lange von
1660 mm, eine Hohe von 1550 mm und eine Tiefe von 800 mm, wobei der Raum in dem das Spinning

durchgefiihrt wird die Abmessungen von 1660 x 600 x 800 mm hat.

Abbildung 11: Elektrospinningeinheit

(A) Die Elektrospinninganlage ist als ein mobiles Stand-Alone-System konzipiert. Sie ist aus Profilen und
Abdeckelementen der Firma item Industrietechnik GmbH aufgebaut. Unter dem Prozessraum sind ein Touchpanel
zur Pumpensteuerung (1), ein Not-Aus-Schalter (2), das Bedienpanel (3) fir den Motor zum Antrieb der Welle
(Kollektorelektrode) und ein Hochspannungsgenerator (4) eingebaut. Des Weiteren ist ein Schlauch zum Entliiften
des Prozessraumes an der hinteren Scheibe angebracht (5). (B) Im Prozessraum sind die Welle (1), welche als
Kollektorelektrode dient sowie die beiden Spritzenpumpen (2) installiert. Der Abstand der Pumpen zur Welle kann
durch ein Schienensystem (3) variiert werden. Die Pumpen sind auf Lineareinheiten (4) montiert, was das
Verschieben der Pumpen nach rechts und links ermoglicht. Seitlich der Welle sind Schilde (5) aus Polycarbonat

angebracht, um den Polymer-Jet im Bereich der Welle zu halten.
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Der Motor fiir den Antrieb der Welle, welche ebenfalls als Kollektorelektrode dient, sowie die
Spannungsquelle zur Erzeugung des elektrischen Feldes, sind auf einer Etage unter dem
Prozessraumraum angebracht. Die Einstellung der Spannung erfolgt direkt am Hochspannungsgenerator
mittels eines Drehknopfes. Fir die Einstellung der Drehzahl des Motors ist ein Bedienpanel angebracht.
Da wahrend des Spinningprozesses das Losungsmittel der Polymerlosung verdampft und diese Gase
auch giftig oder gesundheitsschadlich sein kdnnen, wurde ein Schlauch an den Prozessraum angebracht,
um die Lésungsmitteldampfe aus dem Prozessraum durch eine Absaugung zu entfernen. Des Weiteren
ist ein Touchpanel verbaut, welches zu einem spateren Entwicklungszeitpunkt die computergestitzte
Steuerung der Pumpen ermaéglichen soll.

Im Prozessraum der Elektrospinninganlage (Abbildung 11B) ist zentral die Welle, welche als
Kollektorelektrode fungiert, durch zwei Halter fixiert. Diese Welle ist durch zwei Isolationskugellager
drehbar gelagert und Uber einen Riemen mit dem Motor verbunden. Rechts und links der Welle ist
jeweils eine Spritzenpumpe auf einem Schienensystem angebracht. Durch das Schienensystem kdénnen
die Pumpen weiter von der Welle entfernt oder ndher zu ihr geschoben werden, wodurch der Abstand
Emitter- und Kollektorelektrode variiert werden kann. Seitlich der Welle sind zwei Schilde aus
Polycarbonat angebracht, um den Jet der Polymerlosung im Bereich der Rolle zu halten. Mit Hilfe des
Motors und der Ubersetzung durch die Riemenscheiben am Motor und der Welle kann die Welle mit
einer Geschwindigkeit von minimal 32 km/h bis zu einer Maximalgeschwindigkeit von 62 km/h betrieben
werden. Da der Durchmesser der Rolle 100 mm betragt ergibt sich daraus eine Drehzahl von ca.

1616 U/min bis zu ca. 3131 U/min.

3.2.2 Generierung gerichteter Matrizes

Flr die Erzeugung von Matrizes mit parallel ausgerichteten Fasern wurden Losungen aus verschiedenen
Polymerkonzentrationen beziehungsweise aus Polymerkombinationen hergestellt. Zur Herstellung der
Polymerlésungen kamen die Lésungsmittel Hexafluorisopropanol und Chloroform zum Einsatz. Damit die
Fasern in den Matrizes parallel angeordnet werden konnten, diente eine sich mit 1616 U/min drehende
Walze als Kollektorelektrode. Der Abstand der Emitter- zur Kollektorelektrode wurde fiir alle
Spinnprozesse auf 100 mm eingestellt. Die Pumprate der Polymerlésungen betrug fiir alle Ansatze
0,4 ml/h. In Tabelle 7 sind die Parameter aller gesponnenen Matrizes aufgelistet. Diese Matrizes werden

in den folgenden Teilen auf ihre Tauglichkeit fir den Einsatz im kardialen Tissue Engineering untersucht.
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Tabelle 7: Uberblick elektrogesponnene Matrizes

Polymere in Lésung Losungsmittel Faserdicke angelegte Spannung [kV] n
10 % Polycaprolacton HFP <1um 7 3
15 % Polycaprolacton HFP <1lum 7 3
20 % Polycaprolacton HFP >1um 10 3
10 % Polycaprolacton Chloroform 0,3 um—4 um 5 3
15 % Polycaprolacton Chloroform 0,5 um—3 um 7 3
20 % Polycaprolacton Chloroform 1um—4um 10 3
R -

WP oosum-sun 7 :
15 % Polycaprolacton mit
1 % pulverisierte, porzine HFP 0,3um—1um 10 3

Herzmatrix

3.2.2.1 Morphologie der Matrizes

Da die Anordnung der Kollagenfasern in den verschiedenen Geweben des Kérpers unterschiedlich ist,
sollten Matrizes mit der gleichen Faserorientierung, wie sie im nativen Herz vorliegt, erstellt werden. Das
Herz besteht aus Muskelgewebe, in dem sich die Zellen parallel zueinander anordnen und Muskelfasern
bilden. Daher sind die Kollagenfasern im Herz auch parallel zueinander angeordnet. Aus diesem Grund
sollte die Anordnung der gesponnenen Fasern auch dieser Ausrichtung entsprechen. Zur Begutachtung
der Morphologie der gesponnenen Polymerfasermatten wurden deshalb

rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen dieser Scaffolds angefertigt.
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Polymerkonzentration: 10 %

1 m Figral A = nlane 0 pm Fagral A = nLens
Lo} EHT = 500 kV = EHT = 500 KV
Mag = 10.00 K X WO= 4mm Mags 100KX WD= 4mm

0 um Sgral A= Inlens
EHT = 500 WV = EHT = 500 kV
Mag= B00KX  WD= Tmm M= 100KX  WD= Tmm

Mag= WOOKX  WD® @mm Mag® 100K X Wo= o mm

Abbildung 12: Polycaprolacton-Matrizes gesponnen aus Hexafluorisopropanol.

Losungen aus Polycaprolacton (PCL) wurden in den Konzentrationen 10%, 15% und 20 % hergestellt. Als

Lésungsmittel wurde Hexafluorisopropanol (HFP) eingesetzt. Anhand der rasterelektronenmikroskopischen

Aufnahmen ist zu erkennen, dass der Durchmesser der Fasern sowie die Homogenitdt der Faserdicke mit

steigender Polymerkonzentration zunehmen. Ebenso kann beobachtet werden, dass sich dickere Fasern besser

parallel zueinander ausrichten lassen.
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Flr die Produktion der Matrizes (Abbildung 12) wurde Polycaprolacton (PCL) in Hexafluorisopropanol
(HFP) gelost. Es wurden eine 10 %ige, eine 15 %ige sowie eine 20 %ige Polymerlosung hergestellt. Zum
Verspinnen der Losungen wurde fir die Lésungen mit 10 % und 15 % eine Spannung von 7 kV und fur die
Losung mit 20 % eine Spannung von 10 kV angelegt. Damit sich die Fasern parallel zueinander orientiert
anlagern, wurde die Kollektorelektrode mit einer Drehzahl von ca. 1616 U/min betrieben. Als
Emitterelektrode wurde fiir alle Losungen eine Metallkaniile mit einem AuRendurchmesser von 18 G
eingesetzt. Diese Parameter wurden fir alle Spinnvorgange (n=3) der drei unterschiedlichen
Konzentrationen beibehalten.

Die Aufnahmen mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) zeigen, dass der Faserdurchmesser mit
steigender Polymerkonzentration grofRer wird. Bei der Lésung mit 10 % PCL liegt der Faserdurchmesser
noch im Nanometerbreich, wohingegen der Durchmesser bei der Lésung mit 20 % PCL mehr als einen
Mikrometer betragt. Ebenfalls ldsst sich auf den Aufnahmen erkennen, dass die Homogenitat der
Faserdicke mit ansteigender Losungskonzentration zunimmt. Weiterhin kann beobachtet werden, dass
sich die Fasern, je dicker deren Durchmesser ist, zunehmend parallel auf der Kollektorelektrode
ausrichten.

Das gleiche Experiment wurde nochmals unter Verwendung eines anderen Losungsmittels durchgefihrt.
Anstatt von HFP wurde Chloroform verwendet, die Konzentrationen des PCL wurden beibehalten. Die

Spannungen fiir den Spinnprozess wurden fiir die jeweilige Losungskonzentration ebenfalls beibehalten.
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Polymerkonzentration: 10 %
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Abbildung 13: Polycaprolacton-Matrizes gesponnen aus Chloroform.

Es wurden Loésungen der Konzentrationen 10 %, 15 % und 20 % aus PCL hergestellt. Als Losungsmittel diente

Chloroform. Mittels rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen ist erkennbar, dass der Durchmesser der Fasern

mit steigender Polymerkonzentration zunimmt. Das Spektrum der Faserdurchmesser engt sich mit steigender

Konzentration des PCL in der Lésung ein. Mit ansteigendem Faserdurchmesser nimmt auch der Grad der parallelen

Orientierung der Fasern zueinander zu.
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Die Fasern der Matrizes, welche aus dem Lésungsmittel Chloroform gesponnen wurden (Abbildung 13),
verhalten sich analog zu den Fasern, welche aus HFP gesponnen wurden. Der Faserdurchmesser nimmt
mit steigender Polymerkonzentration zu. Bei einer Konzentration von 10 % liegen die Fasern im
Nanometerbreich, wohingegen die Fasern, gesponnen aus der Lésung mit 20 % Polymeranteil, einen
Durchmesser von ein paar Mikrometern erreichen. Ebenso wird die Variation zwischen den einzelnen
Faserdurchmessern mit steigendem PCL Gehalt in der Losung geringer. Es lasst sich des Weiteren
beobachten, dass die Fasern, je hoher die Polymerkonzentration ist, eine Anordnung mit hdherer
Parallelitdt einnehmen. Alle Spinningprozesse der verschiedenen Losungen sind 3-mal durchgefiihrt
worden.

Vergleicht man die Fasern bei denen HFP als Losungsmittel verwendet wurde mit den Fasern die aus
Chloroform gesponnen wurden, so erkennt man trotz der gleichen Tendenzen einige Unterschiede. So
sind die Fasern welche aus HFP gesponnen wurden, bei gleicher Polymerkonzentration im Mittel diinner
als die, bei denen Chloroform als Lésungsmittel eingesetzt wurde. Ebenfalls fiihrt der Einsatz von HFP als
Losungsmittel zu einer hoheren Homogenitat der Faserdurchmesser innerhalb einer bestimmten
Polymerkonzentration. Ein weiterer Unterschied zwischen den Matrizes, welche mit den
unterschiedlichen Lésungsmitteln gesponnen wurden ist, dass die Fasern aus dem PCL, welches mit
Chloroform gelost wurde, eine Ausrichtung mit hoherer Parallelitdit innerhalb des gleichen
Konzentrationslevels der Polymerlosung aufweisen.

Zur Stimulierung der Zellen, die auf den Matrizes kultiviert werden sollen und um ihnen eine
naturgetreuere Umgebung zu geben, wurden auch Kombinationskonstrukte aus einer Losungen
bestehend aus PCL und Gelatine (Abbildung 14) sowie einer 15 % PCL-L6sung, welche pulverisierte,

porzine Herzmatrix enthielt (Abbildung 15), hergestellt.
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L.

1w Sigral A& = InLens 10 -
Lo} EHT = 500 kV = IHT = 8004V
Mag® 10OOKX  WD= Smm Mag® 1DOKX  WD= Sme

Abbildung 14: Kombinationsmatrix aus PCL und Gelatine

Das Scaffold, gesponnen aus einer 12 %igen Losung bestehend drei Teilen PCL und einem Teil Gelatine, gel6st in
HFP, weist Fasern mit den verschiedensten Durchmessern auf. Die Fasern sind nicht einheitlich parallel zueinander
ausgerichtet, sondern liegen in beliebiger Anordnung vor. Dies trifft insbesondere auf die Fasern im
Nanometerbereich zu. Der Faserdurchmesser bewegt sich in einem Bereich von mehreren Nanometern bis hin zu

einigen Mikrometern.

Die Aufnahmen der 12 %igen Losung bestehend drei Teilen PCL und einem Teil Gelatine, welche in HFP
gelost wurden, zeigen eine grofRe Anzahl verschiedenster Faserdurchmesser, beginnend bei mehreren
Nanometern bis hin zu einigen Mikrometern. Des Weiteren ist zu erkennen, dass sich die Fasern, welche
einen Durchmesser im Mikrometerbereich haben, Giberwiegend parallel zueinander angeordnet haben.
Dahingegen liegen die Fasern mit einem Durchmesser von mehreren Nanometern in einer chaotischen
Anordnung vor. Flr den Spinnprozess wurde als Emitterelektrode eine 18 G Kaniile verwendet, an die

eine Spannung von 7 kV angelegt wurde.
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Abbildung 15: Kombinationsmatrix aus PCL und pulverisierter Herzmatrix

Bei der Matrix, generiert aus einer 15 %igen Losung bestehend aus PCL geldst in HFP und 1 % pulverisierter,
porziner Herzmatrix, bewegt sich der Faserdurchmesser im Nanometerbreich. Die Pulverkérner der Herzmatrix,
welche groRer als der Faserdurchmesser sind, sind von den Fasern umgebend in die Matrix eingebettet. Es sind
jedoch nur wenige der Herzmatrixstlicke in dem Scaffold aufzufinden. Eine groRteils parallele Ausrichtung der

Fasern ist zu erkennen. Die beiden unteren Bilder zeigen das Aussehen der pulverisierten, porzinen Herzmatrix.

Eine weitere Moglichkeit fir eine Kombination von mehreren Komponenten ist das Einspinnen von
Pulverpartikeln in die Matrix. Dazu wurde das Pulver einer dezellularisierten, porzinen Herzmatrix in eine
15 %ige Losung aus PCL, gel6st in HFP gemischt. Das Pulver nahm einen Gewichtsanteil von 1 % ein. Die
Pulverpartikel sind von den Fasern umlagert und somit in der Matrix eingebettet. Der Durchmesser der
Gesamtheit der Fasern ist anndhernd identisch und liegt in einem Bereich von ein paar hundert
Nanometern. Es ist erkennbar, dass sich der Uberwiegende Anteil der Fasern parallel zueinander

angeordnet hat. Aufgrund der in der Losung enthaltenen Pulverpartikel ist fiir den Spinnvorgang eine

59



Ergebnisse

17 G Kaniile als Emitterelektrode verwendet worden. Damit wahrend des Prozesses ein kontinuierlicher

Jet zustande kam, musste eine Spannung von 10 kV angelegt werden.

3.2.2.2  Zellkultur auf den Matrizes

Zur Bewertung, ob die elektrogesponnenen Matrizes fiir den Einsatz im Tissue Engineering in Frage
kommen, wurden diese mit Zellen, welche aus einer Biopsie des Herzohrs ausgewachsen sind, besiedelt.
Dieser Zellmix beinhaltet Zellen welche positiv fiir CD105, FSP1, Vimentin, PDGFB, cTnT, aSMA und Cx43
sind. Die Zellen wurden vor der Besiedlung der Matrix mit einem Cell Tracker, welcher das Zytoskelett
anfarbt, behandelt, um die Anordnung und das Wachstumsverhalten der Zellen auf den gesponnenen

Matrizes zu untersuchen. Es wurden jeweils 1*108 Zellen auf den verschiedenen Scaffolds ausgesit.
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elektrogesponnene Fasern Zellen

15 % PCL gesponnen aus HFP 10 % PCL gesponnen aus HFP

20 % PCL gesponnen aus HFP

Abbildung 16: Zellen ausgesat auf PCL-Matrix, gesponnen aus HFP.

Jeweils 1*10° Zellen aus einer Herzohr-Biopsie wurden auf Matrizes, welche aus PCL-Ldsungen verschiedener
Konzentrationen mittels Elektrospinning angefertigt wurden, ausgesat. Als Losungsmittel wurde HFP eingesetzt.
Nach einer zweiwochigen Kultur von Zellen, deren Zytoplasma griin und die Zellkerne blau angefarbt sind, auf den
verschiedenen Matrizes, ist zu erkennen, dass sich die Zellen entlang der grau dargestellten Fasern anlagern

beziehungsweise wachsen.

In Abbildung 16 ist zu erkennen, dass sich die Zellen nach zweiwdchiger Kultur entlang der PCL-Fasern,
welche aus HFP gesponnen wurden, anlagern und wachsen. Dabei spielt der Durchmesser der Fasern
keine Rolle. Solch eine Anordnung der Zellen entspricht der Anordnung der Zellen im nativen

Herzmuskelgewebe.
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Das gleiche Experiment wurde auch mit Matrizes, bestehend aus PCL-Fasern, gesponnen aus
Chloroform, durchgefiihrt. Die fir den Spinningvorgang eingesetzten Polymerlésungen hatten die

gleichen Konzentrationen wie der Ansatz bei dem die Fasern aus HFP gesponnen wurden.

elektrogesponnene Fasern

5 .

10 % PCL gesponnen aus
Chloroform

Chloroform

15 % PCL gesponnen aus

20 % PCL gesponnen aus
Chloroform

Abbildung 17: Zellen ausgesat auf PCL-Matrix, gesponnen aus Chloroform.

Auf jede Matrix wurden 1*10°Zellen aus einer Herzohr-Biopsie ausgesit. Die Matrizes wurden aus Losungen
verschiedener Konzentrationen von PCL gel6ést in Chloroform mittels Elektrospinning angefertigt. Nach zwei
Wochen Kultur der Zellen auf den Scaffolds ist zu erkennen, dass sich die Zellen, deren Zytoplasma griin und deren
Zellkerne blau gefarbt sind, bei allen Matrizes entlang der in grau dargestellten Fasern angelagert haben,

beziehungsweise wachsen.
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Bei dem in Abbildung 17 dargestellten Versuchsansatz ist ebenfalls zu erkennen, dass sich die Zellen
ungeachtet der Polymerkonzentration der Spinning-Losung und des daraus resultierenden

Faserdurchmessers entlang der PCL-Fasern anlagern beziehungsweise wachsen.

Des Weiteren wurden die Zellen auch auf den kombinierten Scaffolds, bestehend aus PCL und Gelatine,

beziehungsweise PCL mit Pulver aus dezellularisierter, porziner Herzmatrix, ausgesat.

elektrogesponnene Fasern Zellen

gew 7

12 % PCL und Gelatine
gesponnen aus HFP
(Verhidltnis 3:1)

15 % PCL mit 1 % Herzmatrix
gesponnen aus HFP

Abbildung 18: Zellen ausgesat auf kombinierten Matrizes.

Die kombinierten Matrizes wurden jeweils mit 1*10° Zellen, deren Zytoplasma griin und die Zellkern blau gefirbt
sind, besiedelt. Bei der Matrix, gesponnen aus einer 12 %igen PCL/Gelatine-L6sung, mit dem Verhiltnis 3:1, lagern
sich die Zellen entlang der grauen Fasern an. Das gleiche Verhalten der Zellen kann bei dem Scaffold, gesponnen
aus einer 15 %igen PCL-Losung, versetzt mit 1 % pulverisierter porziner Herzmatrix beobachtet werden. In dem Bild
der besiedelten Zellen und in dem merge-Bild dieser Tragerstruktur ist auf halber Héhe im rechten Drittel dieser
Bilder ein blaues Aggregat zu erkennen. Dieses Aggregat ist ein Partikel der pulverisierten porzinen Herzmatrix.
Durch die Eigenfluoreszenz des Kollagens in der benutzen Anregungswellenldange fiir DAPI wird das Aggregat auch
in blau abgebildet. Es ist zu erkennen, dass sich die Zellen um den Klumpen herum, entlang der Fasern ausrichten

und wachsen.
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Auch in Abbildung 18 ist zu beobachten, dass sich die Zellen entlang der verschiedenen Fasern anlagern
und wachsen. Bei der Matrix aus 15 % PCL mit 1 % Herzmatrix ist auf halber Héhe des rechten Drittels
des Bildes der Zellen beziehungsweise bei dem merge-Bild ein groRes blau erscheinendes Aggregat zu
erkennen. Dieses Aggregat ist ein Pulverpartikel der pulverisierten porzinen Herzmatrix. Die blaue
Erscheinung des Partikels ist auf die Autofluoreszenz des Kollagenpulvers bei dieser
Anregungswellenlange zurilickzufiihren. In diesem Bereich des Scaffolds lagern sich die Zellen um das

Aggregat herum, entlang der Fasern an.

Eine zusammenfassende Bewertung der Konfluenz der Zellen auf den verschiedenen Scaffolds sowie

deren Ausrichtung entlang der Fasern ist in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Konfluenz und Ausrichtung der Zellen

Scaffold Zellen Konfluenz der Zellen Ausrichtung entlang
der Fasern
10 % PCL, gesponnen Zellen aus
50 % +
aus HFP Herzohrbiopsie
15 % PCL, gesponnen Zellen aus
80 % ++
aus HFP Herzohrbiopsie
20 % PCL, gesponnen Zellen aus
70 % +
aus HFP Herzohrbiopsie
10 % PCL, gesponnen Zellen aus
30% ++
aus Chloroform Herzohrbiopsie
15 % PCL, gesponnen Zellen aus
50 % +
aus Chloroform Herzohrbiopsie
20 % PCL, gesponnen Zellen aus
90 % +++
aus Chloroform Herzohrbiopsie
12 % PCL und Gelatine,
Zellen aus
gesponnen aus HFP 60 % +
Herzohrbiopsie
(Verhaltnis 3:1)
15 % PCL mit 1%
Zellen aus
Herzmatrix, gesponnen 30% +

aus HFP

Herzohrbiopsie
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3.3 Inkubator

Flr das Tissue Engineering werden neben geeigneten Matrizes als Grundgerist auch Zellen fiir den
Gewebeverbund bendétigt. Diese Zellen werden in einem Zellkulturlabor unter definierten
Rahmenbedingungen kultiviert. Zellen bendtigen neben Nahrmedium weitere Umgebungsbedingungen,
wie eine konstante Temperatur von 37 °C, welche die Korpertemperatur reprasentiert und eine
definierte Gasatmosphare. Des Weiteren benotigt man bei der Herstellung von Geweben mit einer Dicke
von mehreren Millimetern, die Moglichkeit Zellkulturmedium in das Konstrukt zu transportieren.
Kultiviert man Zellverbande von mehreren Millimetern Dicke statisch, so erfolgt der Austausch der
Nahrstoffe zwischen Medium und Gewebeverbund nur durch Diffusion. Die Diffusion der Nahrstoffe
reicht jedoch nicht in ein Gewebe von mehreren Zentimetern Dicke hinein, wodurch es zu einem
nekrotischen Kern im Inneren des Gewebes kommen kann. Dieser Zustand kann dadurch umgangen
werden, dass man das Zellkonstrukt perfundiert. Uber eine Pumpe kann diese Perfusion des Gewebes
gewahrleistet werden.

Die Standard-Inkubatoren, die in der herkémmlichen Zellkultur zum Einsatz kommen, erfillen die
Anforderungen der Gasatmosphare und der konstanten Temperatur, jedoch beinhalten sie keine
Pumpeinheit, um ein Gewebekonstrukt dynamisch zu kultivieren. Es besteht die Moglichkeit bei den
Standardinkubatoren eine externe Pumpe in den Kulturraum des Inkubators zu stellen, was allerdings
grolRe EinbuBen der Stellflaiche im Innern des Inkubators zur Folge hat. Ebenfalls ist es moglich eine
Pumpe aulBerhalb des Brutschrankes zu installieren. Dies fiihrt allerdings dazu, dass Schlauche zwischen
1m und 2 m Lange bendétigt werden, die den Reaktor in dem das Konstrukt kultiviert wird, mit der
Pumpe verbinden. Aufgrund dieser Tatsachen ist es sinnvoll ein Inkubatorsystem mit integrierter

Pumpeinheit zu entwickeln.
3.3.1 Aufbau

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Inkubatorsystem ist ein Stand-Alone-System (Abbildung 19),
welches aufgrund der installierten Rollen flexibel an jeden beliebigen Ort bewegt und dort betrieben

werden kann. Als externe Zuleitungen benétigt das System nur einen Strom- und einen Gasanschluss.
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Abbildung 19: Stand-Alone-Inkubatorsystem.

(A) Das Stand-Alone-Inkubatorsystem ist aus Teilen der Firma item Industrietechnik GmbH gefertigt. Ein integrierter
Touchscreen erméglicht die Bedienung und Eingabe von Parametern. Daten kdnnen wahrend des Betriebs liber die
USB-Schnittstellen aus dem Steuerungsprogramm ausgelesen werden. (B) Im Innenraum der Inkubatorkammer
sind alle notwendigen Einheiten und Sensoren installiert. Fiir das Erwarmen und konstant halten der Temperatur
ist eine Heizplatte (1) eingebaut. Damit die Luft im Innenraum gleichmaRig verteilt wird, sind zwei Ventilatoren (2)
installiert. Um den CO2-Gehalt messen zu kdnnen, ist ein CO2-Sensor (3) angebracht. Ebenso ist ein Zugang fiir CO2
(4) installiert. Des Weiteren ist fiir Zustellgerate eine Steckdose (5) eingebaut. Fir den Transport des Mediums
durch das Schlauchsystem ist eine Rollenpumpe (6) fest im Innenraum integriert. Zur weiteren Uberwachung der
Prozessparameter sind in der Inkubatorkammer ein Temperatursensor (7) und ein Drucksensor (8) zum Messen des
Druckes im Kulturkreislauf eingebaut. Die Abbildung ist modifiziert von Schuerlein et al. 2016, mit der Erlaubnis von

Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.

Geplant und konstruiert wurde der Inkubator mit der 3D-CAD Software SolidWorks der Firma Dassault
Systemes. Das Grundgerist des Inkubators bilden Profile der Firma item Industrietechnik GmbH. Diese
Profile sind durch spezielle Verbinder miteinander verschraubt. Verkleidet ist das System beim
Inkubatorraum seitlich, sowie die vordere Tir mit durchsichtigen Kunststoffplatten. Die Riickseite des
Inkubatorraumes sowie die Wande des dahinter befindlichen Schaltschrankes sind mit undurchsichtigen
Kunststoffplatten verkleidet (Abbildung 19A). Unter dem Inkubatorraum befindet sich noch ein ebenfalls

mit undurchsichtigen Kunststoffplatten verkleideter separater Sektor, welcher das Touch-Bedienpult, die
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Steuerung sowie eine 230V Heizplatte mit 150 W enthalt. Diese Heizplatte erwdarmt den Sektor unter
dem Inkubationsraum auf 37 °C. Der Waiarmelibertrag in den Inkubationsraum erfolgt Gber die
Bodenplatte aus Aluminium. Somit wird der Inkubationsraum zusatzlich vom Boden her beheizt und die
Warme erwdrmt den Bioreaktor von dessen Unterseite. Eine zweite Warmplatte ist an die Riickseite des
Brutraumes geschraubt. An dieser befinden sich ebenfalls zwei in einem 30° Winkel zur Heizplatte
angebrachte Ventilatoren, die einen zirkulierenden Luftstrom erzeugen und somit fiir das Umwalzen
sowie einer gleichmalRigen Verteilung der erwarmten Luft im Inkubationsraum sorgen. Des Weiteren
befinden sich an der Rickseite ein CO,-Sensor unter einem Schutzgitter, ein Temperatursensor,
Zugang-Ports fur Drucksensoren und CO,, eine Steckdose fiir externe Gerate und eine fest installierte
Walzenpumpe. Durch die zentrale Position der Walzenpumpe sind Schlduche mit einer maximalen Lange
von 30 cm fir das Bioreaktorsystem ausreichend. Die Tir des Inkubators ist eine Flugeltlr, welche sich
nach oben hin 6ffnet und von einer Gasfeder gehalten wird. Sie ist mit einem Schalter verbunden,
welcher bei gedffneter Tiire die Gaszufuhr in das Innere des Inkubationsraumes unterbricht (Abbildung

19B). Im Schaltschrank ist die gesamte Steuereinheit des Brutschrankes untergebracht (Abbildung 20).

Abbildung 20: Schaltschrank Inkubator.

In dem riickwartigen Raum des Inkubators sind die Kabel fiir alle Komponenten verlegt. Es sind die Kabel fur die
Ventilatoren (1), die Heizplatte (2), den CO2-Sensor (4), die Steckdose (5), den Drucksensor (6), den
Temperatursensor (7) und die Pumpe (8) verlegt. Des Weiteren ist die Zuleitung des CO2 Schlauches (3) in den
Innenraum des Inkubators zu sehen. Fir den Betrieb des Drucksensors ist auf einer Zwischenplatte ein
Messverstadrker (9) installiert sowie ein Ventil (10) fir den Einlass des CO.. Die Stromversorgung der Steuerung
erfolgt mit einem 12 V-Netzteil (11) sowie mit einem 24 V-Netzteil (12). Im Allgemeinen besteht die Steuerung aus
der CPU (13), einem Powermodul (14), zwei Relais (15, 16), einem Analogeingangsmodul fiir Spannung (17), einem

Kommunikationsmodul mit serieller Schnittstelle (18) und einem Analogeingabemodul fiir Widerstand.
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3.3.2 Steuerung

Fir den Betrieb des Inkubators wird die Steuereinheit ET200S von Siemens eingesetzt (Abbildung 20).
Die eingesetzte Steuereinheit besteht aus einer CPU, einem Powermodul, zwei Relais, einem
Kommunikationsmodul fiir eine serielle Schnittstelle, einem Analogeingabemodul fiir Spannung sowie
einem Analogeingabemodul fiir Widerstand. Das Powermodul ist notwendig, damit die weiteren Module
mit Strom versorgt werden. Die Relais sind fiir das Ein- und Ausschalten von verbauten Elementen
zustandig. Eines der beiden Relais schaltet die Heizplatten, das andere das Ventil der CO,-Versorgung.
Damit die Pumpe angesteuert werden kann, ist das Kommunikationsmodul fiir die serielle Schnittstelle
notig. Fir die Druckmessung im Mediumkreislauf und fiir die Messung des CO,-Gehaltes im
Inkubatorschrank ist das Analogeingabemodul flir Spannung notig. Mit dem Analogeingabemodul fir
Widerstand wird die Temperaturmessung im Inkubator realisiert.

Durch die Steuerung ist es moglich, die Temperatur im Inkubator auf konstanten 37 °C und den
CO,-Gehalt auf 5 % zu halten. Dies wird dadurch realisiert, dass die vorherrschenden Ist-Werte mit dem
Soll-Wert verglichen werden. Uber Regelkreise werden dementsprechend die Relais geschalten, damit
mehr CO; in den Inkubator geleitet wird beziehungsweise die Heizplatte ein- oder ausgeschalten wird.
Das heiflt, ermittelt der CO,-Sensor einen Wert von 4 % CO, im Inkubationsraum, so wird das Relais
welches den CO,-Einstrom in den Inkubator regelt, gedffnet bis sich der gewilinschte Wert von 5 % CO,
eingestellt hat. Bei Temperaturregelung werden die Heizplatten bei einer durch den Sensor ermittelten
Temperatur von <37 °C so lange eingeschalten, bis sich die Temperatur auf 37 °C erhéht hat. Des
Weiteren ist es mit der Steuerung moglich die Pumpe auf vier verschiedene Arten zu betreiben. Es ist
moglich die Pumpe mit einer konstanten Drehzahl, alternierend, mit einem Treppenstufenprofil und
druckabhangig zu betreiben. Fiir den alternierenden Betrieb kann die Umdrehungszahl und ein
Zeitfenster eingegeben werden, indem sich die Pumpe im Uhrzeigersinn beziehungsweise gegen den
Uhrzeigersinn drehen soll. Mit dieser Betriebsmdglichkeit kann zum Beispiel das Absaugen von Medium
aus einem Bioreaktor mit anschlieRendem Wiederbefillen realisiert werden. Dazu kann die Pumpe so
eingestellt werden, dass sie beispielweise 5 Minuten lang das Medium aus dem Bioreaktor absaugt,
danach ihre Drehrichtung dndert und den Bioreaktor wieder 5 Minuten lang mit Medium befiillt. Bei
einem Betrieb mit dem Treppenstufenprofil ist es moglich, diese in Bezug auf die Drehzahl oder den
Druck anzuwenden. Es kann ein Anfangsdruck oder eine Anfangsdrehzahl sowie die Anzahl der Stufen
und deren Dauer eingegeben werden. Die StufenhOohe entspricht dem Wert des Anfangsdrucks
beziehungsweise dem Wert der Anfangsdrehzahl, was bedeutet, dass der Wert der Stufenhdhe bei

einem Anfangsdruck von 20 mmHg der Zahl 20 entspricht oder bei einer Anfangsdrehzahl von 5 U/min
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der Zahl 5. Ebenfalls kann die Pumpe anhand des Druckes geregelt werden. Dazu wird der Soll-Druck des

Kultursystems eingegeben. Soll die Kultur zum Beispiel unter physiologischen Druckverhaltnissen von

120/80 mmHg erfolgen, so gibt man der Steuerung einen Mittelwert von 100 mmHg sowie eine

Amplitude von 20 mmHg vor. Durch den Abgleich des Ist-Drucks mit dem Soll-Druck wird die Drehzahl

der Pumpe erhoht beziehungsweise reduziert, bis sich der Ist-Druck dem vorgegebenen Druckprofil

angeglichen hat. Bis sich ein stabiler Betrieb eingestellt hatte, musste der Prozess mehrmals validiert

werden. So wurde zum Beispiel der Drucksensor flinfmal kalibriert, bis der angezeigte Druck mit dem

Uber ein externes Messgerat gemessenen Druck Uibereingestimmt hat.

Alle Einstellungsmoglichkeiten sowie Regelungswege

Datenflussdiagramm in Abbildung 21 dargestellt.

berechneter
Druck

Druckmessung

Druckregelung
geregelte

Drehzahl

Solldruck | PID-Regler

max. Drehzahl

manuelle
Drehzahl

Modus
Konstante Drehzahl

Drehzahl

des Stand-Alone

Modus
Pulsative Drehzahl

Inkubators sind im

Pumpsteuerung

Modus

Alternierende Drehzahl

Modus

Stufenweise erhéhte Drehzah!

Temperaturmessung

Abbildung 21: Datenflussdiagramm des Stand-Alone Inkubators

CO,-Messung

Temperatur-
regelung

CO;-Regelung

Temperatur

geregelter
CO,-Wert

Monitoring

geregelte

Steuerung

Datenspeicherung

Das Diagramm zeigt die verschiedenen Einstellungsmodi des Inkubatorsystems sowie die Regelkreislaufe der

Drehzahl, der Temperatur und des CO2-Anteils.
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3.4 Reaktorplattform

Ein Stand-Alone-System wie oben beschrieben, bietet einige Vorteile gegeniiber den herkdmmlichen
Standardinkubatoren. Jedoch ist es noch sehr grof und beansprucht ca. einen Quadratmeter
Grundflache des Labors in dem es aufgestellt wird. Bei diesem System geht viel Platz verloren, da unter
dem Inkubatorraum und dem Geradteraum mit den Bedienpanels ein Totraum ist, der daraus resultiert,
dass der Inkubationsraum auf einer anwenderfreundlichen Arbeitshohe angelagert ist. Dieser Totraum
stellt verloren Platz da und lasst Spielraum fir eine Weiterentwicklung des Systems. Bei dem
Stand-Alone-System wurde der konditionierte Raum so grof dimensioniert, dass groRe Reaktoren oder
mehrere Reaktoren zur gleichen Zeit parallel betrieben werden kdnnen. Fir viele Anwendungen im
Tissue Engineering ist jedoch ein kleiner Inkubatorraum ausreichend. Im Bereich des vaskularen Tissue
Engineerings zum Beispiel werden nur kleine Bioreaktoren bendtigt, fiir welche ein derartig groR
dimensionierter Inkubatorraum unnotig ist. Des Weiteren sind flir ein solches, fir Tissue Engineering
geeignetes funktionelles Inkubationssystem neben der Steuereinheit nicht viele Komponenten notig.
Man bendtigt eine Pumpe, um das Medium in den Bioreaktor zum Konstrukt zu beférdern, einen
Gasaustauscher um eine funktionierende Pufferung und Konditionierung des Mediums zu erhalten und
einen Warmetauscher, der das Medium auf die gewiinschte Temperatur von 37 °C erwarmt. Diese

genannten Komponenten kénnen ebenfalls kompakt gehalten und miniaturisiert werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Stand-Alone-System so optimiert, dass das System
komprimiert, modular mit verschiedene Komponenten aufgebaut werden kann (75). Damit ist es moglich
alle Komponenten zusammen mit einem Bioreaktor in eine Box zu installieren, die von der Grundflache
ungefahr der des Stand-Alone-Systems entspricht. Diese Boxen kdnnen (bereinander in einem Rack
gestapelt und an eine gemeinsame Strom- und Steuerungseinheit angeschlossen werden, was zu einer

effektiveren Raumnutzung fiihrt. Im Folgenden werden die notwendigen Komponenten beschrieben.

3.4.1 Komponenten

Die Komponenten, die fir ein Kultursystem notwendig sind, sind der Warmetauscher, der
Gasaustauscher und die Pumpe. Diese Einheiten wurden so konzipiert, dass sie moglichst klein gehalten
und modular aufgebaut sind, das heillt, die Komponenten kénnen in jeder beliebigen Anordnung
miteinander verbunden werden. Entwickelt und konstruiert wurden alle Komponenten mit der 3D-CAD

Software SolidWorks der Firma Dassault Systemes.

70



Ergebnisse

3.4.1.1 Warmetauscher

Der Warmetauscher wurde aus zwei Aluminiumklétzen mit den AbmaRen 165 mm x 115 mm x 44 mm
und zwei Heizfolien mit je 25 Watt aufgebaut. Die zwei Aluminiumplatten sind mit zwei Scharnieren und
einem Verschluss so miteinander verbunden, dass der Warmetauscher aufgeklappt werden kann

(Abbildung 22).
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Abbildung 22: Warmetauscher

Der Warmetauscher besteht aus zwei verbundenen Aluminiumplatten, welche durch einen Schnappverschluss
zusammengepresst werden kdnnen. In die beiden AufRenseiten der Platten ist ein Raum gefrast, in welchen jeweils
eine Heizfolie eingeklebt ist. Zur Temperaturkontrolle ist ein Warmesensor eingearbeitet. Auf den Innenseiten der
beiden Platten sind jeweils Vertiefungen mit der GroRe des 50 ml Infusionsbeutel sowie jeweils zwei
deckungsgleiche Rinnen fiir den Zu- und Abfluss des Infusionsbeutels eingefrast. Eine der beiden Platten hat
zwischen der Zu- und Abflussrinne einen Steg, welcher die ersten drei Viertel des Beutels trennt, um dem Medium
im Beutel eine Flussrichtung vorzugeben und um die Verweildauer des Mediums im Warmetauscher zu erhéhen.

Die Abbildung ist modifiziert von Schuerlein et al. 2016, mit der Erlaubnis von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.

In den AuBRenseiten der zwei Platten des Warmetauschers sind Ausfrasungen eingearbeitet, in denen
jeweils eine Heizfolie mit 25 Watt eingeklebt wurde. Zur Vermeidung des direkten Kontaktes mit den

Heizfolien wurden die Vertiefungen mit einem diinnen Blech aus Aluminium abgedeckt. Innen wurde
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eine Kontur auf die Aluminiumplatten gefrast, welche der GroRe eines Blutbeutels von 50 ml entspricht.
Eine der beiden Platten hat in der Kontur einen Steg eingearbeitet, welcher daflr sorgt, dass der
eingelegte Beutel in der Mitte zwischen seinen zwei Anschliissen auf dreiviertel der Gesamtlange in zwei
Kammern geteilt wird. Dies hat den Zweck, dass das Medium, welches durch den einen Anschluss in den
Beutel gepumpt wird, eine vorgegebene, gerichtete Flierichtung hat und somit auch der Verbleib des
Mediums im Warmetauscher erhéht wird, damit das Medium auf 37 °C erwdarmt werden kann. Bei dem
Beutel, welcher zwischen die Platten des Warmetauschers geklemmt wird, handelt es sich um einen
handelstiblichen 50 ml Blutbeutel. Es wurden lediglich die Anschliisse des Beutels dahingehend
verandert, dass Silikonschlauche an den Beutel konnektiert werden kénnen.

Damit das Medium nicht auf eine zu hohe Gradzahl erwarmt wird, wurde in die eine Aluminiumplatte ein
Temperaturfihler eingearbeitet. Zur Ermittlung der richtigen Lage des Temperaturmessers, wurde eine
Computersimulation der Erwdarmung des Warmetauschers durchgefiihrt.

Die Leistung der Heizfolien, die fiir die Erwdrmung des Warmetauschers verantwortlich sind, wurde

ebenfalls mit einer Computersimulation ausgelegt (Abbildung 23).
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Abbildung 23:Temperaturverteilung und Mediumerwarmung in Warmetauscher.

Eine Simulation des betriebenen Warmetauschers, mit dem Programm COMSOL Multiphysics® Modeling Software
zeigt die Temperaturverteilung von blau, der niedrigsten Temperatur bis rot, der hochsten Temperatur. Ebenso
wurde die Erwdarmung des Mediums bei einmaligem DurchflieRen des Warmetauschers mit verschieden Heizfolien
(10w, 20 W, 30 W und 40 W) bei verschiedenen Geschwindigkeiten simuliert. Die Abbildung ist modifiziert von
Schuerlein et al. 2016, mit der Erlaubnis von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.

Die Simulation zeigt, dass der hintere Teil des Warmetauschers am schnellsten erwarmt wird und somit
der Warmefihler dort platziert werden muss um eine Erwarmung des Mediums Gber 37 °C zu
verhindern, damit die darin enthaltenen Proteine nicht denaturieren. Ebenso wurde die Erwarmung des
Mediums bei einmaligem Durchfluss durch den Warmetauscher simuliert. Dabei wurde die
FlieRgeschwindigkeit variiert und verschiedene Heizfolien mit unterschiedlicher Leistung in Betracht
gezogen. Die Charakteristik der Kurven fiir die verschiedenen Heizfolien ist dhnlich. Aufgrund dieser
Daten wurden zwei Heizfolien mit je 25 W fiir den Betrieb des Warmetauschers ausgewahlt. Dieses
Setup wurde bezliglich der Erwdarmung des Mediums im System Uber die Zeit getestet. Dazu wurde ein

System, welches 200 ml Medium enthielt, aufgebaut.
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Abbildung 24: Erwarmungscharakteristik

Der schwarze Graph zeigt die Erwdarmung des Warmetauschers unter Einsatz von zwei 25 W Heizfolien auf 37 °C
innerhalb von zehn Minuten, der rote Graph die Erwarmung der 200 ml Medium des Kulturkreislaufsystems auf
37 °C in 30 Minuten. Uber die Kulturdauer kann die Temperatur durch den Warmetauscher konstant gehalten
werden. Der blaue Graph zeigt die Erwarmung von 200 ml Medium in einer Zellkulturflasche in einen
Standardinkubator tber den Zeitraum von 120 Minuten. Die Abbildung ist modifiziert von Schuerlein et al. 2016,

mit der Erlaubnis von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.

Das Diagramm in Abbildung 24 zeigt die Erwdrmung des Warmetauschers und des Mediums im
Kulturkreislauf tGber die Zeit unter dem Einsatz der zwei 25 W Heizfolien. Anhand des Diagramms ist zu
erkennen, dass der hintere Teil des Warmetauschers in dem sich der Temperatursensor befindet nach
ca. zehn Minuten die Temperatur von 37 °C erreicht hat und diese danach konstant gehalten wird. Die
200 ml Medium im Kulturkreislauf sind hingegen nach ca. 30 Minuten auf knapp 37 °C erwadrmt. Diese
Temperatur kann ebenfalls tGber die Zeit konstant gehalten werden. Zur Validierung der Erwarmung des
Mediums durch den Warmetauscher dienen 200 ml Medium in einer Zellkulturflasche, welche in einem
Standardinkubator steht, als Referenz. Die Erwarmung des Mediums auf 37 °C im Standardinkubator

bendtigt eine langere Zeitspanne und ist nach 120 Minuten noch nicht abgeschlossen. Der mit einem
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Pfeil markierte Knick in der Erwdarmungskurve des Mediums im Standardinkubator stellt das einmalige

Offnen der Tiir des Inkubators dar.

3.4.1.2 Gasaustauscher

Die zweite Komponente des Kultursystems ist ein Gasaustauscher, dargestellt in Abbildung 25. Mit Hilfe
eines Gasaustauschers kann das Medium konditioniert und das Puffersystem aufrechterhalten werden.
Es ist tiblich flr den Gasaustausch bei Bioreaktorsystemen einen Luftfilter zu verwenden, welcher auf die
Mediumreservoirflasche aufgesteckt wird. Wird der Filter mit Medium benetzt, entsteht an dieser Stelle
ein Portal, welches eine Kontamination der Kultur ermoglicht. Daher wurde ein abgeschlossener

Gasaustauscher entwickelt.

Nahrmedium Ndhrmedium

Abbildung 25: Gasaustauscher

Der Gasaustauscher ist ein rundes Bauteil, bestehend aus zwei Seitenstlicken einem gasdurchlassigen
Silikonschlauch und einem &uBeren Schlauch. An den Seiten der Randelemente befindet sich jeweils ein
Luer-Lock-Anschluss fiir den Mediumkreislauf und an den Stirnseiten jeweils ein Anschluss fiir den Gaskreislauf. Die

Abbildung ist modifiziert von Schuerlein et al. 2016, mit der Erlaubnis von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.

Der Gasaustauscher besteht aus insgesamt vier Komponenten: zwei runden Randteilen, einem
gasdurchladssigen Silikonschlauch mit einem Innendurchmesser von 20 mm, einer Lange von 160 mm und
einem flussigkeits- und gasundurchlassigen Schlauch mit einem Innendurchmesser von 28 mm und einer
Lange von 150 mm. Die Randstiicke haben mittig eine Halterung fir den Schlauch mit dem
Innendurchmesser von 20mm und eine &ulere Halterung fiir den Schlauch mit 28 mm
Innendurchmesser. Befestigt werden die Schldauche indem sie (iber die Halterungen gestiilpt werden. An
den Randteilen befindet sich ebenfalls ein Port fiir den Anschluss eines Gasschlauches in der Mitte der

Aullenseite und ein Anschluss fiir die Mediumschlauche auf der Mantelfliche. Aufgrund dieser
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Anordnung der Anschliisse wird das Gas durch den diinneren, in der Mitte befindlichen Schlauch geleitet
und das Medium durch den sich bildenden Raum zwischen den beiden Schlauchen. Da der diinnere,
mittlere Silikonschlauch durchléssig fiir Gase ist, kann das Gas durch die Schlauchwand in das Medium

diffundieren (Abbildung 26).

Nahrmedium

Abbildung 26: Schnittdarstellung Gasaustauscher

Die beiden Schldauche verbinden die Seitenteile miteinander. Der innere gasdurchldssige Schlauch bildet das
Kompartiment durch welches das Gasgemisch geleitet wird. Zusammen mit dem duBeren Schlauch erzeugt der
innere Schlauch einen Zwischenraum, durch den das Medium gespiilt wird. Uber den gasdurchldssigen inneren
Schlauch kann ein Gasaustausch mit dem Medium erfolgen. Die Abbildung ist modifiziert von Schuerlein et al.

2016, mit der Erlaubnis von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.

Zur Uberpriifung der Funktionsfahigkeit des Gasaustauschers wurde Medium auf drei verschiedene
Arten fir 4 Stunden vorkultiviert, anschlieRend mit 5 %iger Essigsaure versetzt und dann miteinander
verglichen (Abbildung 27). Die drei Kultivierungsarten erfolgten in einer Gasflasche mit Standardluftfilter
bei Raumatmosphare, in einer Glasflasche mit Standardluftfilter unter Standardzellkulturbedingungen
und im Gasaustauscher bei 37 °C unter 5 % CO, Begasung. Im Anschluss an die Kultivierung wurde in
jedes Medium insgesamt 250 ul 5 %iger Essigsaure in jeweils 10 ul Schritten im Abstand von 2 Minuten
zugegeben und der pH-Wert nach jeder Zugabe der Sdure gemessen. Das unter Raumatmosphare
kultivierte Medium, hatte zu Beginn der Messung einen pH-Wert von 8,6. Mit jeder Zugabe von
Essigsaure sank der pH-Wert ab, bis sich nach der Zugabe der 250 ul Essigsaure ein pH-Wert von 7,9

einstellte. Somit fiel der pH-Wert um 0,7 ab. Bei dem Medium welches unter
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Standardzellkulturbedingungen inkubiert wurde, konnte ebenfalls ein Abfall des pH-Wertes beobachtet
werden. Der pH-Wert zu Anfang der Messung hatte bei diesem Medium ein Wert von 7,5 und am Ende
der Essigsaurezugabe einen reduzierten Wert von 7,05. Der Abfall des pH-Wertes betrug 0,45. Fir das
Medium welches bei 37 °C im Gasaustauscher kultiviert wurde, ergab sich ein Startwert fiir den pH-Wert
von ca. 7,3. Dieser pH-Wert hielt sich liber die gesamte Zugabe der Essigsdure annahernd konstant. Es ist

lediglich ein leichter Abfall des pH-Wertes von ca. 0,05 zu erkennen.
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Abbildung 27: Pufferungspotential des Gasaustauschers
Die Testung des Leistungspotentials des Gasaustauschers erfolgte mittels drei unterschiedlicher Bedingungen. Der
schwarze Graph zeigt die Abnahme des pH-Wertes des Mediums in einer Glasflasche mit Standardluftfilter bei
Raumtemperatur und Raumatmosphare, der rote Graph die Abnahme des pH-Wertes des Mediums in einer
Glasflasche mit Standardluftfilter bei 37 °C und unter 5% CO2 und der blaue Graph die Abnahme des pH-Wertes
des Mediums im Gasaustauscher welcher bei 37°C mit 5% CO2 begast wurde. Nach der vierstiindigen
Inkubationszeit unter den entsprechenden Bedingungen wurden in 80 ml des Mediums 25-mal im Abstand von
2 Minuten jeweils 10 pl 5 %ige Essigsdure zugegeben. Die Abbildung ist modifiziert von Schuerlein et al. 2016, mit
der Erlaubnis von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.

3.4.1.3 Beutelpumpe

Ein wesentlicher Bauteil fiir einen Kulturkreislauf ist eine Pumpe. Damit die Pumpe moglichst klein und

kompakt gehalten werden kann, wurde das Model einer Beutelpumpe gewahlt. Dieser Aufbau der
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Pumpe hat den Vorteil, dass ein physiologischer, pulsatiler Fluss erzeugt werden kann. Die Pumpe
besteht aus einem Gehause, welches aus zwei Polyvinylidenfluoridplatten besteht, die (iber ein Scharnier
verbunden sind und im geschlossenen Zustand mittels Schrauben fest miteinander verschraubt werden
kénnen. Das so entstandene Gehduse hat eine Dimension von 165 x 113 x 20 mm. In die Innenseite der
Platten wurde eine Kontur in der GroRRe eines gefiillten 50 ml Blutbeutels gefrast. Des Weiteren sind an
den zwei Stirnseiten der Platten Ausgdnge fiir die zwei Anschlisse der Blutbeutel ausgespart (Abbildung

28).

Abbildung 28: Beutelpumpe

Das Gehduse der Pumpe besteht aus zwei Polyvinylidenfluoridplatten, welche mittels zwei Scharnieren
miteinander verbunden sind. In die eine Platte ist eine Vertiefung mit je zwei Ausgangen an beiden Enden fir die
Anschlisse der Beutel eingefrast. Die Vertiefung hat die GroRRe eines 50 ml Infusionsbeutel und ist so tief, dass ein
mit 50 ml gefiillter Beutel darin Platz findet. Mit Hilfe von zwei Schrauben kann das Pumpgehause fest verschlossen
werden. Die Abbildung ist modifiziert von Schuerlein et al. 2016, mit der Erlaubnis von Wiley-VCH Verlag GmbH &
Co. KGaA.

Die zwei verwendeten Kunststoffbeutel sind handelsiibliche 50 ml Beutel, welche auch bei dem

Warmetauscher zum Einsatz kommen. Der eine Beutel dient als Mediumbeutel, der andere wird mit Luft
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befiillt, um das Medium aus dem Mediumbeutel auszudriicken. Damit die Beutel die jeweiligen
Aufgaben erfiillen kénnen, sind diese verandert worden, so dass der Beutel in den die Luft gepumpt
wird, mit zwei Konnektoren an das pneumatische System angeschlossen werden kann. Der
Mediumbeutel erhielt zwei Riickschlagventile, wobei das eine Ventil eine Befiillung und das anderen das
Entleeren des Beutels zuldsst. Die zwei modifizierten Beutel werden (ibereinander in das Pumpgehause
gelegt und das Geh&use verschraubt. Fiir einen kontinuierlichen Mediumfluss im Kultursystem sind zwei

dieser Pumpen notwendig (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Schematische Darstellung des Prinzips der Beutelpumpe
Die schematische Darstellung zeigt den Aufbau und die Verschaltung der Beutelpumpen mit allen nétigen

Komponenten um einen kontinuierlichen Fluss im System zu erhalten.

Die Forderung des Mediums erfolgt dadurch, dass der leere Luftbeutel Gber eine Steuerung mit Luft
aufgeblasen wird bis ein definierter Druck erreicht ist. Durch die VergroRerung des Volumens dieses
Beutels wird das Medium aus dem gefiiliten Mediumbeutel herausgedriickt (Abbildung 30). Dem

Medium ist durch den Einsatz von Riickschlagventilen nur eine mogliche FlieRrichtung vorgegeben.
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Die Darstellung zeigt die Funktion der Beutelpumpe und im speziellen die Funktion und Aufgabe der zwei 50 ml

Infusionsbeutel im Pumpengehause. Der Mediumbeutel ist zundchst gefillt und der Luftbeutel ist leer. Wird der

Luftbeutel befiillt, nimmt dieser mehr Volumen im Pumpengeh&use ein und driickt dadurch das Medium aus dem
Mediumbeutel raus.

Dies geschieht bei zwei miteinander verbundenen Pumpen, bei welchen abwechselnd der Beutel mit Luft

gefillt wird. Durch diesen Prozess kommt eine bestimmte Druckcharakteristik (Abbildung 31) zustande,

je nachdem wie der Minimal-, beziehungsweise der Maximaldruck fiir das Luftsystem gewahlt wird.
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Abbildung 31: Druckcharakteristik des Luftsystems.

Das Diagramm zeigt eine typische Druckcharakteristik des Luftsystems zweier zusammengeschalteter Pumpen, fir

welche ein Druckmaximum von 195 mmHg und ein Druckminimum von 55 mmHg festgelegt ist. Die Abbildung ist

modifiziert von Schuerlein et al. 2016, mit der Erlaubnis von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
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Fiir den Versuch, zu dem das Diagramm gehort, wurde fir das Luftsystem auf einen Maximaldruck von

195 mmHg und einen Minimaldruck von 55 mmHg eingestellt. Die Druckspitzen und —minima treten
immer abwechselnd und mit gleichen Abstanden auf. Aufgrund des Feedbacks des Mediumkreislaufes

kommt nach dem Druckminimum des jeweiligen Beutels des Luftsystems eine geringe Erhohung des

Druckes in dem Luftbeutel zustande.
Je nach Vorgabe der Driicke im Luftsystem kann im Mediumkreislauf ein gewlinschtes Druckprofil

herbeigefiihrt werden. Dieses kann von Probe zu Probe variieren, da biologische Gewebe in ihren

Eigenschaften nicht identisch sind.
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Abbildung 32: Druckprofil des Mediumsystems und daraus resultierende Flussrate
Die schwarze Kurve zeigt das im Mediumsystem eingestellte physiologische Druckprofil von 120/80 mmHg welches

in einen Volumenstrom, dargestellt durch die rote Kurve, resultiert und eine Schwankungen zwischen 50 ml/min

und 85 ml/min aufweist. Die Abbildung ist modifiziert von Schuerlein et al. 2016, mit der Erlaubnis von Wiley-VCH

Verlag GmbH & Co. KGaA.

Mit Hilfe des eingestellten Druckprofils im Luftsystem kann im Kulturkreislauf ein physiologischer

Blutdruck von 120/80 mmHg simuliert werden (Abbildung 32). Daraus kommen in Abhingigkeit der

biologischen Probe individuelle Volumenstrome zustande.
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3.4.2 Aufbau

Alle oben beschriebenen Komponenten sind die Hauptbestandteile des entwickelten Kultursystems. Im
Allgemeinen besteht das Kultursystem aus einem Mediumkreislauf (Abbildung 33) und der Peripherie.
Zusammengesetzt wird der Medienkreislauf aus den 50 ml Infusionsbeuteln, welche in den
Warmetauscher (3) und die Beutelpumpe (1) eingelegt werden. Riickschlagventile (2) an den Ein- und
Ausgdngen der Beutel der Pumpe gewahrleisten, dass das Kulturmedium nur in eine Richtung gepumpt
werden kann. Nach der Pumpe und dem Warmetauscher ist der Gasaustauscher (4) in den Kreislauf
integriert. Zur Befiillung des Systems ist ein sich selbst verschliefender Port (6) eingebaut. Dem Port ist
eine Blasenfalle (7) nachgeschaltet, damit der Kreislauf blasenfrei befiillt, beziehungsweise die im System
bereits enthaltene Luft oder sich wahrend des Kulturzeitraums sich bildende Blasen aus dem System
entfernt werden kann. Im Anschluss an die Blasenfalle ist die Gewebekammer (10) platziert. Dieser
kénnen Sensoren zur Uberwachung des Drucks (8) und der Flussgeschwindigkeit (9) vorgeschalten
werden. Ein Bypass (11) ermoglicht ein Kompartimentierung des Bioreaktors. Alle Bestandteile werden
durch Silikonschlauche und tber Luer-Lock-Anschliisse miteinander verbunden. Der Gasaustauscher hat
bei dieser Aufteilung in Medienkreislauf und Peripherie eine besondere Stellung, da er durch seine zwei
Kompartimente, zu beiden Gruppen gehoért. Die Peripherie setzt sich aus dem Warmetauscher, den
Pumpgehdusen mit den an den Luftkreislauf angeschlossenen Beuteln, der Gasversorgung und der

Steuerung mit den Sensoren zusammen.
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Abbildung 33: Mediumkreislauf des Kultursystems

Alle Einzelkomponenten des Mediumkreislaufs werden mittels Silikonschlduchen und Luer-Lock-Anschliissen
miteinander verbunden. Fir einen kontinuierlichen Fluss werden zwei Beutelpumpen benétigt. Die Ein- und
Ausgidnge der Beutel (1) der beiden Beutelpumpen werden Uber Y-Stiicke miteinander verbunden.
Rickschlagventile (2) sind so an den Ein- und Ausgangen der Beutel angebracht, dass nur eine Flussrichtung des
Mediums moglich ist. Den Beuteln der Pumpe ist der Beutel fiir den Warmetauscher (3) nachgeschaltet. Als
nachstes ist der Gasaustauscher (4) mit den Zuleitungen fiir das Gasgemisch (5) in den Kreislauf integriert. Ebenso
sind ein Port (6) fur das Befiillen des Kreislaufs mit Medium, eine Blasenfalle (7), ein Drucksensor (8) und ein
Flusssensor (9) in das System integriert. Das ndchste Element ist das Gewebe im Bioreaktor (10) welche zu einem
geschlossenen Kreislauf mit den Beuteln der Pumpe verbunden ist. Ein Bypass (11) erméglicht das Umspiilen des
Konstrukts im Bioreaktor mit Medium. Die Abbildung ist modifiziert von Schuerlein et al. 2016, mit der Erlaubnis

von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.

Flhrt man die Peripherie und den Mediumkreislauf zusammen, so entsteht ein Kultursystem (Abbildung
34) mit dem unter verschiedenen kontinuierlichen Bedingungen Gewebe beziehungsweise
Gewebekonstrukte kultiviert werden kénnen. Der Mediumkreislauf sowie das Luftsystem werden durch
integrierte Sensoren liberwacht und geregelt. Die Luftzufuhr fir die Beutelpumpe wird Uber Ventile

derart gesteuert, das die zwei verschiedenen Beutel immer abwechselnd befiillen werden.
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Abbildung 34: Schematische Darstellung des Kultursystems im Kreislauf
Das Schema zeigt alle Komponenten, die in dem System zur Kultivierung der Konstrukte zur Anwendung kommen.

Der Aufbau und Anschluss der Beutelpumpe an das Kultur- und Luftsystem ist veranschaulicht.

3.4.3 Steuerung

Zur kontinuierlichen Aufrechterhaltung des Kreislaufs mit den gewiinschten Parametern wird die
Steuerung ET200S von Siemens eingesetzt. Aufgebaut ist die Steuereinheit aus einer CPU, einem
Powermodul, vier Relais, einem Analogeingabemodul fiir Strom, einem Analogeingabemodul fir
Spannung und einem Analogeingabemodul fiir Widerstand. Die Relais schalten die Heizfolien im
Warmetauscher, die vier Ventile des Luftkreislaufes zur Beflillung der Beutel in der Beutelpumpe und das
Ventil fiir den CO,-Einlass in den Gasaustauscher. Flr die Messung der Prozessparameter im System sind
die Analogeingabemodule zustandig. Das Analogeingabemodul fiir Strom ist flr die Druckmessung in den
Luftbeuteln der Beutelpumpe notwendig, das Analogeingabemodul fiir Spannung fir die Druckmessung
im Mediumkreislauf und fir die Messung des CO,-Gehaltes im Gasaustauscher und das
Analogeingabemodul fir Widerstand fiir die Temperaturmessung im Warmetauscher. Die Regelung der
Temperatur und des Einlasses erfolgt tUber Regelkreise, wobei die Ist-Werte mit den Soll-Werten
verglichen werden und demnach die entsprechenden Relais geschalten werden. Ist zum Beispiel ein
CO,-Gehalt von 5% im Gasaustauscher erreicht, so wird das Ventil der CO,-Versorgung durch das
Umschalten des Relais geschlossen. Uber das Bedienpanel kann der Héchst- sowie der Minimaldruck in

den Beuteln des Luftsystems, ein Zeitintervall, wie lange die Ventile fur diesen Luftfluss gedffnet sein
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sollen und die Soll-Temperatur eingegeben werden. Der CO,-Gehalt von 5% ist in der Steuerung als

Standard hinterlegt.

Alle Einstellungsmoglichkeiten sowie Regelungswege des Stand-Alone Inkubators sind im

Datenflussdiagramm in Abbildung 35 dargestellt.

Flussmessung m berechneter Fluss
Medium Flussberechung Medium Monitoring
\ J 5
Druckmessung / \, berechneter Druck
Medium ,l Druckberechnung| Medium
Luftdruckmessung o ™~ _/__\
linke Pumpkammer
Luftdruckmessung

rechte Pumpkammer

geregelter Druckwert

Solldruck linke Pumpkammer

linke Pumpkammer

Druckregelung geregelter Druckwert Steuerung

Solldruck rechte Pumpkammer

rechte Pumpkammer

Frequenz
geregelte
Temperaturmessung Temperatur- Temperatur
' regelung |
geregelte
CO;-Messung CO,-Wert

CO,-Regelung

Datenspeicherung
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Abbildung 35: Datenflussdiagramm der Steuerung der Bioreaktorplattform
Das Datenflussdiagramm zeigt alle Kulturparameter auf, welche nur gemessen sowie diejenigen, die ebenfalls
geregelt werden. Bis auf den Druck im Medium und den Fluss des Mediums, welche nur angezeigt werden, werden

alle anderen Parameter durch die Steuerung geregelt.
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3.44 Gewebekultur

Fiir eine Testung der Funktionsfahigkeit des Kultursystems mit allen Komponenten sowie der Steuerung
wurde eine Gewebekultur durchgefiihrt. Als biologisches Referenzmaterial diente eine Halsschlagader
(Karotis) von einem jungen Hausschwein, welche in einen Bioreaktor fixiert und fir 7 Tage in diesem
Kultursystem mit dem Medium Vasculife® der Firma Life Technologies kultiviert wurde. Nach dem
Kulturzeitraum erfolgte die Fixierung des Blutgefalles mit 4 %igem PFA und der Einbettung in Paraffin.
Die Durchfiihrung einer H&E-Farbung sowie einer Immunfluoreszenzfarbung gegen alpha smooth muscle
actin (aSMA) und gegen den spezifischen Endothelzellmarker CD31 (Abbildung 36) anhand von
Paraffinschnitten diente zur Beurteilung der Morphologie und der Expression der spezifischen Marker
des nativen Gewebes. Verglichen wurde das im entwickelten Kultursystem kultiviert Gewebe mit einer,

flr die gleiche Dauer statisch kultivierten Karotis.
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Abbildung 36: Histologie porziner Karotiden

Histologischer Vergleich der Karotis aus der Bioreaktorplattform mit einer nativen Karotis und einer statisch
kultivierten Karotis. Die Hamatoxilin und Eosin-Farbungen zeigen, dass das Gewebe aus der Bioreaktorkultur
morphologisch dem der nativen Karotis entspricht. Immunfluoreszenzfarbungen gegen CD31 und alpha smooth
muscle actin (aSMA) zeigen, dass die Bioreaktorkultur sowie die native Karotis einen geschlossenen Monolayer von
Zellen, welche fiir CD31 positiv sind, besitzen. Ebenso ist eine vergleichbar hohe Expression von aSMA bei der
Bioreaktorkultur und der nativen Karotis in den tieferen Gewebeschichten zu beobachten. Keine dieser

Beobachtungen ist bei der statischen Kultur zu erkennen. Der MaRstabsbalken betrdgt 100 um.
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In den H&E-Farbungen ist deutlich die dicke Schicht der glatten Muskulatur bei allen drei
Kulturbedingungen zu erkennen. Ein histologischer Unterschied wird jedoch bei der Endothelzellschicht
deutlich. Bei der nativen Karotis ist deutlich ein Monolayer an Zellen an der Innenseite der GefaBwand
zu erkennen. Diese deutet auf eine geschlossene Schicht von Endothelzellen hin. Die statisch kultivierte
Karotis zeigt hingegen keine Endothelzellen auf ihrer Innenseite. Dem hingegen sind bei der im
Kultursystem kultivierten Karotis deutlich Zellen auf der Innenseite der GefaBwand zu erkennen, die eine
geschlossene Schicht bilden. Morphologisch sind die native Karotis und die Bioreaktorkultur miteinander
vergleichbar. Dieser Eindruck, den die H&E-Farbung vermittelt, wird durch die Immunfluoreszenzfarbung
gegen die spezifischen Marker aSMA und CD31 bestétigt. Die native Karotis weist genau wie die Karotis
aus der Bioreaktorplattform einen geschlossenen Monolayer an CD31 positiven Zellen auf, wohingegen
keine positiven Zellen fiir CD31 bei der statischen Kultur zu erkennen sind. Des Weiteren lasst sich eine
vergleichbar starke Expression des Markers aSMA in den tieferen Schichten des Gewebes der
Bioreaktorplattform sowie der nativen Karotis beobachten. Bei der statischen Kultur ist lediglich eine
sehr schwache Expression von aSMA zu erkennen.

Da bei der Bioreaktorkultur genau wie bei der nativen Karotis eine geschlossene Schicht von CD31
positiven Zellen vorhanden ist, deutet dies darauf hin, dass die Endothelzellschicht, die die Innenseite
von GefiRen liberzieht bei der Bioreaktorkultur erhalten worden ist. Zur Uberpriifung der Funktionalitat
der Endothelzellschicht in der Kultur der Bioreaktorplattform wurde eine Analyse zur Aufnahme von

acetyliertem Lipoprotein niedriger Dichte (acLDL) vorgenommen (Abbildung 37).
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Bioreaktorplattform statische Kultur
(Tag 7) (Tag 7)

Abbildung 37: Funktionalitdt der dynamisch kultivierten Karotide

Als Funktionstest der Endothelzellen der dynamisch kultivierten Karotide wurde ein Test zur Aufnahme von
acetyliertem Lipoprotein niedriger Dichte (acLDL) durchgefiihrt und mit der statischen Kontrolle verglichen. Die
Endothelzellen der Kultur der Bioreaktorplattform zeigen eine 5-mal héhere Aufnahmerate des acLDL, verglichen

mit der statischen Kultur. Der Mal3stabsbalken betrdagt 100 um.

Bei dem Gewebe, welches in dem Bioreaktorsystem kultiviert wurde, ist eine 5-mal so hohe
Anreicherung von acLDL im Vergleich zur statischen Referenzkultur zu erkennen. Dies belegt, dass die
oberste Zellschicht auf der Innenseite des GefaRes aus Endothelzellen besteht, die ihre Funktionalitat
nicht verloren haben. Die niedrige Anreicherung von acLDL bei der statischen Kultur der Karotis deutet

darauf hin, dass keine Endothelzellen mehr vorhanden sind.

3.5 Zellen fiir kardiales Tissue Engineering

In der Literatur werden diverse Zelltypen als mogliche Zellquelle fir das kardiale Tissue Engineering
genannt Beispiele hierfir sind aus dem Zielgewebe isolierte adulte Zellen, adulte Stammzellen,
embryonale Stammzellen, oder iPSCs, die aus adulten Fibroblasten generiert werden kénnen. Da iPSCs
aus den Fibroblasten des Patienten hergestellt und in unterschiedliche Zelltypen differenziert werden
koénnen, sind diese spenderspezifisch und in ausreichendem MaRe verfligbar. Eine weitere Zellquelle fur
das kardiale Tissue Engineering, die von vielen Arbeitsgruppen herangezogen wird, sind die
Kardiospharen abgeleiteten Zellen (CDCs). Diese kdnnen ebenso wie iPSCs aus kardialen Biopsien des

Spenders generiert werden.
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3.5.1 Kardiosphdren abgeleitete Zellen

Die von 10 verschiedenen Spendern generierten CDCs wurden mit einer Zelldichte von 1*10° Zelle pro
Quadratzentimeter auf der SISser ausgesat. Zur Vorbereitung der Matrix wurde vor dem Aussden der
Zellen auf der Matrix die Serosa abgezogen. Das besiedelte Zell-Matrix-Konstrukt wurde unter
verschieden Kulturbedingungen kultiviert (Tabelle 9). Es wurde ein konstanter Fluss von 3,8 ml/min
angelegt, ebenso wie ein pulsatiler Fluss mit einem Druckunterschied von 120 mmHg zu 80 mmHg,
welcher die physiologischen Druckbedingungen im menschlichen Koérper nachahmen sollte. Als
Kontrolle, welchen Einfluss die dynamische Kultur auf die Zellen hat, wurde eine statische Kultur neben
den beiden dynamischen Kulturen im Bioreaktor durchgefiihrt. Fir die statische Kultur wurde eine SISser
ohne Serosa in eine sogenannte Zellkrone fixiert und in einer Multiwellplatte mit 6 Wells im

Standardinkubator kultiviert.

Tabelle 9: Kultur von CDCs auf SISser unter verschiedenen Kulturbedingungen

Zellzahl pro cm? Kulturbedingung
Gewebe 1 1*10° konstanter Fluss von 3,8 ml/min
Gewebe 2 1*10° physiologischer Druck von 120/80 mmHg
Gewebe 3 1*10° statisch

Zur Beurteilung des morphologischen Erscheinungsbildes der CDCs wurden H&E-Farbungen
durchgefiihrt. Bei dem statisch kultivierten Konstrukt ist ein Multilayer der Zellen auf der Oberflache der
Matrix zu erkennen (Abbildung 38A). Im Gegensatz zu der statischen Kultur weisen die beiden
dynamischen Kulturen nicht nur den Multilayer an der Oberflache der Matrix auf, sondern es ist auch
deutlich ein Migrationsverhalten der Zellen in die Matrix zu erkennen (Abbildung 38B, C). Bei einem
zusétzlich angelegten pulsatilen Druckverlauf von 120/80 mmHg (Abbildung 38C) ldsst sich ein Multilayer
der Zellen, sowie in die Matrix eingewanderte Zellen erkennen. Daher wurden fiir alle weiteren Versuche

diese Flussbedingungen gewahlt.
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statisch dynamisch physiologischer Druck

Abbildung 38: H&E-Farbung unterschiedlicher CDC-Kulturen

Unter statischen Bedingungen bilden die Zellen einen Multilayer auf der Oberfliche der Matrix aus (A). Bei
dynamischen Flussbedingungen wie z.B. konstantem Fluss (B) oder pulsatilen Fluss mit einem Druckverhaltnis von
120/80 mmHg (C), bilden die Zellen ebenfalls einen Multilayer an der Matrixoberflache aus, migrieren jedoch auch
in die Matrix. Die Zellen sind durch das rot gefarbte Zytoplasma, den blau gefarbten Zellkernen sowie ihre
langgestreckte, aneinanderhangenden Struktur zu erkennen. Der feinmaschigere, faserige, rotliche Bereich ist die

Matrix.

In der Literatur ist beschrieben, dass die CDCs in Kardiomyozyten differenzieren kénnen (30). Daher
wurden verschiedene Protokolle zur Differenzierung der CDCs in Kardiomyozyten reproduziert. Die
Protokolle zur Differenzierung der CDCs wurden aus der Differenzierung von Stammzellen in
Kardiomyozyten adaptiert. Als Zusatz welcher die Differenzierung der Zellen induzieren sollte, wurde

5-Azacitidine und Oxytocin eingesetzt.

a actinin

Abbildung 39: Kardiospharen abgeleitete Zellen, differenziert mit 5-Azacitidine

CDCs wurden auf SISser ausgesat, mit 10 uM 5-Azacitidine differenziert und fiir 14 Tage unter einem pulsativen
Fluss mit einem physiologischen Druckprofil von 120/80 mmHg kultiviert. Immunfluoreszenzfarbung der
spezifischen kardialen Marker a actinin, kardiales Troponin C und kardiales Troponin T zeigt keine Expression dieser

Marker. Die Lange des Mal3stabsbalkens betragt 100 um.
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Fiir den Differenzierungsansatz der CDCs in Kardiomyozyten mit 5-Azazitidine wurden 5x10° CDCs auf die
SISser ausgesat und fir zwei Wochen pulsatil (120/80 mmHg) in einem Flussreaktor kultiviert. Das
5-Azacitidine wurde in einer Konzentration von 10 uM eingesetzt. Die Immunfluoreszenz-Farbungen
zeigen keine Expression der spezifischen kardialen Marker o actinin, kardiales Troponin C sowie

kardiales Troponin T (Abbildung 39).

a actinin

Abbildung 40: Kardiospharen abgeleitete Zellen differenziert mit Oxytocin

CDCs wurden auf SISser ausgesat, mit 10 nM Oxytocin differenziert und fir 14 Tage unter einem pulsativen Fluss
mit einem physiologischen Druckprofil von 120/80 mmHg kultiviert. Immunfluoreszenzfarbung gegen die
spezifischen kardialen Marker a actinin, kardiales Troponin C und kardiales Troponin T zeigt keine Expression dieser

Marker. Die Lange des Mal3stabsbalkens betragt 100 um.

Der zweite Differenzierungsansatz mit Oxytocin erfolgte vom Versuchsdesign gemaR dem Ansatz mit
5’Azacytidine. Es wurde jedoch eine Konzentration von 10 nM Oxytocin eingesetzt. Die durchgefihrte
Immunfluoreszenz-Farbung des mit Oxytocin behandelten Konstrukts zeigt ebenfalls keine Expression
der spezifischen kardialen Marker a actinin, kardiales Troponin C sowie kardiales Troponin T (Abbildung

40).

Anhand dieser Ergebnisse kann der Schluss gezogen werden, dass die CDCs die SIS als Matrix nutzen und
auch mit der Stimulation durch den Fluss im Bioreaktor gewebedhnliche Konstrukte ausbilden kénnen.
Die Differenzierung der CDCs auf der Matrix in funktionelle Kardiomyozyten kann nicht mit der Zugabe

von 5-Azazytidine oder Oxytocin erreicht werden.

3.5.2 Induzierte pluripotente Stammzellen

Als weitere Zellquelle fir den Aufbau eines funktionellen Herzmuskelgewebes wurden induzierte
pluripotente Stammzellen (iPSCs) verwendet. Diese Zellen kdnnen aus Fibroblasten der Haut eines
Spenders mittels den Yamanaka-Faktoren oder mit Hilfe von Small Molecules generiert werden. Fir die

gezeigten Versuche wurden iPSCs benutzt, welche von der Arbeitsgruppe von Prof. Edenhofer
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reprogrammiert (76) und fir die vorliegende Arbeit zur Verfligung gestellt wurden. Die Ausgangszelle fir
die Reprogrammierung war ein Fibroblast aus der humanen Haut. Die Differenzierung der iPSCs in
Kardiomyozyten erfolgte mit Small Molecules und wurde ebenfalls von der Gruppe von Prof. Edenhofer

Gbernommen (36).

3.5.2.1 Mono-Kultur

Als Grundgerist fur den Aufbau eines funktionellen Herzmuskelgewebes diente die SISser. Bevor die
SISser mit den iPS-Zellen abgeleiteten Kardiomyozyten besiedelt wurde, wurde der Matrixschlauch der
Lange nach aufgeschnitten und die Serosa mit Pinzetten abgezogen. Die praparierte SISser wurde in eine
Zellkrone eingespannt (Abbildung 6) und mit 1,5*10° Kardiomyozyten besiedelt. Im Anschluss an die
Besiedlung wurde die Matrix in einer 6-Well-Platte fiir eine halbe Stunde in den Inkubator gegeben, um
die Zellen auf den Scaffold adharieren zu lassen. Nach dieser Inkubationszeit wurde ein Milliliter Medium
in die Zellkrone und 5 ml Medium auBen um die Zellkrone gegeben. Das Medium welches fiir die
Kulturdauer des Konstrukts verwendet wurde, war RPMI GlutaMAX™ mit 2 % B27. Die Kultur des
zellbesiedelten Scaffolds erfolgte fir 2 Wochen unter statischen Bedingungen, wobei das Medium
taglich gewechselt wurde. Drei Tage nach Beginn der Kultivierung konnte beobachtet werden, dass die
Kardiomyozyten begonnen hatten sich zu kontrahieren. Die Begutachtung des Zell-Matrix-Konstrukt
nach der zweiwo6chigen Kultur erfolgte durch histologische Farbungen von Paraffinschnitten. Eine
Hamatoxilin und Eosin Farbung zeigt, dass sich die Kardiomyozyten nicht gleichmaRig in einem
Multilayer liber die ganze Flache der Matrix verteilt haben (Abbildung 41). Sie bilden Cluster an der
Oberflache der SlISser. Ebenso ist zu erkennen, dass die Zellen vereinzelt begonnen haben in die Matrix

einzuwandern.
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Abbildung 41: Morphologie der Mono-Kultur von iPS abgeleiteten Kardiomyozyten auf der SISser

Es wurden 1,5*%10° iPS abgeleitete Kardiomyozyten auf einer SISser ausgesit. Die H&E-Firbung stellt das
Zytoplasma sowie die Matrix in rot und die Zellkerne in blau dar. Eine zweiwdchige statische Kultur zeigt, dass sich
die Zellen in Clustern auf der Oberfliche der Matrix zusammenlagern und die Oberfliche somit nicht
flaichendeckend Uberziehen. Vereinzelt beginnen Zellen in die Matrix einzuwandern. Die Liange des

Malstabsbalkens betragt 100 pum.

Zur Untersuchung, ob der Aufbau der Zellcluster funktionellem Herzmuskelgewebe entspricht, wurden

immunhistologische Farbungen gegen spezifische kardiale Marker angefertigt (Abbildung 42).

aactinin

Abbildung 42: Expression kardialer Marker der Mono-Kultur auf der SiSser.

Eine Immunfluoreszenzfarbung der Zellcluster auf der SISser gegen den spezifischen kardialen Marker aactinin
zeigt eine schwache Farbung des Proteins. Fir die kardialen Marker ¢cTnC und cTnT ist jeweils eine starke Farbung
und somit eine hohe Expression des Proteins zu erkennen. Die jeweiligen spezifischen Marker sind an der griinen,

die Zellkerne an der blauen Farbung zu erkennen. Der Malstabsbalken entspricht 100 pum.

Die Immunfluoreszenzfarbung gegen aactinin zeigt eine Farbung von ca. 40 % der Zellen in dem
Zellcluster. Bei den spezifischen kardialen Markern ¢TnC und cTnT ist eine hohe Expression des
jeweiligen Proteins zu erkennen. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die Kardiomyozyten

nach der Kultur auf der SISser ihre Funktionalitdt beibehalten haben.
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Fiir den Aufbau eines funktionellen Herzmuskelgewebes ist eine solche Zellanordnung in Clustern, wie in
der Mono-Kultur, nicht geeignet, da die Cluster untereinander nicht verbunden sind und somit keine
Signalweiterleitung und damit verbunden keine gerichtete Kontraktion erfolgen kann. Des Weiteren
entspricht die Zusammensetzung des Gewebes nicht der tatsachlichen Physiologie, da bei diesem
Versuch nur ein Zelltyp, Kardiomyozyten, verwendet wurde. Damit der physiologische Aufbau des
Herzgewebes besser nachgeahmt wird, wurde eine Co-Kultur mit weiteren herzspezifischen Zelltypen

durchgefihrt.

3.5.2.2 Co-Kultur

Ein menschliches Herz besteht aus mehreren Zelltypen, was es zu einem sehr komplexen Gewebe macht.
Zur Nachbildung der in vivo Situation und um der Clusterbildung der Zellen auf der Matrixoberflache
entgegen zu wirken, wurden Co-Kulturen mit anderen Zelltypen gemacht. Als weitere Zellarten wurden
Fibroblasten, welche aus Herzbiopsien gewonnen wurden, und mesenchymale Stammzellen fiir die
Co-Kultur ausgesucht. Die Fibroblasten wurden ausgewahlt, da sie aus Herzbiopsien gewonnen werden
kénnen und somit schon in einem Herzgewebeverbund lokalisiert sind und einen groRen Teil des
stromalen Anteils des Herzgewebes ausmachen. Der Grund fir die Auswahl der mesenchymalen
Stammezellen als weiterer Zelltyp ist die Beschreibung in der Literatur, dass sie einen positiven Effekt auf
die Herzregeneration haben (77, 78). Anhand dieser Tatsachen wurde die Co-Kultur der Kardiomyozyten

mit diesen beiden weiteren Zelltypen durchgefiihrt.

Die Besiedlung und die Kultivierung des Konstrukts erfolgten analog zu der der Mono-Kultur. Alle drei
Zellarten wurden gemischt und in einem Verhiltnis von 1:1:1 auf der Matrix ausgesét. Es wurden 0,5*%10°
Kardiomyozyten, 0,5*10°8 Fibroblasten und 0,5%10% MSCs verwendet. Wie bei der Mono-Kultur konnte
auch hier nach drei Tagen eine Kontraktion der Kardiomyozyten, sowie des gesamten Scaffolds
beobachtet werden. Im Anschluss an die Kultivierung wurden die gleichen Farbungen durchgefiihrt. Eine

Wiederholung dieser Co-Kultur erfolgte 10-mal.
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Abbildung 43: Morphologie der Co-Kultur von iPS abgeleiteten Kardiomyozyten, auf der SiISser

Auf einer SISser wurden 0,5*10° Kardiomyozyten, 0,5*10° Fibroblasten und 0,5*10° mesenchymale Stammzellen
als Co-Kultur ausgesat. Nach zweiwochiger, statischer Kultur ist ein durchgdngiger Multilayer von Zellen,
Cytoplasma rot, Zellkerne blau angefarbt, auf der Oberflache der Matrix erkennbar. Vereinzelt beginnen Zellen in

die Matrix einzuwandern. Die Ldnge des MaRstabsbalkens betragt 100 um.

Die H&E-Farbung der Co-Kultur zeigt einen geschlossenen Multilayer der Zellen auf der Oberflache der
Matrix (Abbildung 43). Vereinzelt sind Zellen dabei in die Matrix einzuwandern. Zur Untersuchung, ob
sich  durch die Co-Kultur ein funktionales kardiales Gewebe ausgebildet hat, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen gegen die spezifischen Marker aactinin, cTnC und cTnT angefertigt

(Abbildung 44).

aactinin

Abbildung 44: Expression kardialer Marker der Co-Kultur auf der SlSser.

Immunfluoreszenzfarbung gegen aactinin zeigt eine schwache Farbung der Zellen auf der Matrix. Dem hingegen ist
eine deutliche Farbung der Zellen gegen die kardialen Marker ¢cTnC und cTnT zu erkennen. Die jeweiligen
spezifischen Marker sind an der griinen, die Zellkerne an der blauen Farbung zu erkennen. Der MaRstabsbalken hat

eine Lange von 100 um.

Immunfluoreszenzfarbung der Co-Kultur auf der SISser gegen aactinin zeigt eine Farbung von ca. 40 %

der Zellen, wie bei der Mono-Kultur. Insgesamt sieht die Farbung schwacher aus, was aufgrund der
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Verdiinnung der Kardiomyozyten durch die Fibroblasten und den mesenchymalen Stammzellen
hervorgerufen sein worden kann und dass die Zellen bei der Co-Kultur keine Cluster, sondern einen
Multilayer bilden. Bei den Farbungen gegen die spezifischen kardialen Marker ¢cTnC und cTnT ist eine
Farbung von ca. 80 % der Zellen zu erkennen.

Die Co-Kultur unterscheidet sich von der Mono-Kultur nicht nur in der Morphologie des
Zellmatrixkonstruktes, sondern auch in der Frequenz der Kontraktionen. Fiir die Co-Kultur kénnen 60
Kontraktionen pro Minute beobachtet werden, was einer Frequenz von 1Hz und somit dem
physiologischen Herzschlag entspricht. Bei der Mono-Kultur hingegen betrdgt die Frequenz der

Kontraktionen 0,5 Hz.
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4 Diskussion

Tissue Engineering ist ein interdisziplindres Forschungsfeld in welchem Ingenieurswissenschaften,
Materialwissenschaften und die Biologie zusammenarbeiten, um Organe und Gewebe des menschlichen
Korpers in ihrem physiologischen Zustand nachzubilden. In dieser Promotionsarbeit werden alle drei
genannten Bereiche zur Entwicklung von Technologien genutzt, die als Grundlage fiir die Herstellung von
Geweben mit dem Fokus auf das kardiovaskuldre Tissue Engineering dienen.

In das Gebiet der ingenieurswissenschaftlichen Arbeiten fielen die Entwicklung einer
Azellularisierungswand, eines Inkubators sowie einer Bioreaktorplattform. Die Pumpenwand wurde mit
finf computergesteuerten Pumpen ausgestattet, welche Uber einen Regelkreis des vorherrschenden
Drucks im System geregelt werden. Diese Wand dient dazu natives Gewebe Uber Perfusion des
GefdlRsystems zu dezellularisieren. Des Weiteren ist in dieser Arbeit ein Inkubatorsystem aufgebaut
worden, welches die Kultur von Zell-Matrix-Konstrukten mit komplexen, hoch spezialisierten
Bioreaktoren ermoglicht und erleichtert. Ebenso wurde ein modulares Bioreaktorsystem entwickelt,
welches ein kompaktes, flexibles Kultursystem darstellt und sehr gut flr die Parallelisierung von
Versuchsansatzen geeignet ist.

Der Schwerpunkt der Materialwissenschaften lag auf der Entwicklung einer Elektrospinninganlage. Die
Uberpriifung der Funktionsfiahigkeit der Anlage erfolgte durch das Spinnen geeigneter Matrizes fiir das
kardiale Tissue Engineering aus Polycaprolacton-Losungen verschiedener Konzentrationen, gel6st in
verschiedenen Losungsmitteln beziehungsweise mit unterschiedlichen Zusatzen.

Durchgefiihrte biologische Arbeiten dienten der Validierung des modularen Bioreaktorsystems. Ebenfalls
wurden kardiale Zellen auf die elektrogesponnenen Matrizes ausgesat, um deren Biokompatibilitat zu
Uberprifen. Als ein weiterer groRer Punkt im Bereich der Biologie wurde begonnen, ein Konstrukt
aufzubauen, welches als Testsystem fir kardiale Anwendungen eingesetzt werden kann und dem

physiologischen Aufbau von Herzmuskelgewebe entspricht.

4.1 Mechanische Peripherie fiir das Tissue Engineering

Das Tissue Engineering bendtigt fliir die Umsetzung der biologischen Ansdtze zur Entwicklung von
Geweben einige technische Anlagen. Die in dieser Arbeit entwickelten Anlagen helfen bei der Erzeugung
geeigneter Matrizes sowie bei deren Kultivierung nach der Besiedlung mit Zellen und der Reifung des

Gewebes.
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4.1.1 Dezellularisierungswand

Bei der Dezellularisierung von Geweben kommen verschiedenste Verfahren zum Einsatz. Das einfachste
Verfahren dabei ist, das Gewebe, welches dezellularisiert werden soll, in die Dezellularisierungslésung
einzulegen und auf einem Wippschittler zu inkubieren (79). Diese Methode ist fiir besonders diinne
Gewebe, wie die SISser oder die Harnblase geeignet (80), da die Dezellularisierungsldsung nur mittels
Diffusion in das Gewebe eindringt und die Zellen herauslost. Fir die Dezellularisierung des
Schweinedarms zur Herstellung der SiISser ist diese Methode vollkommen ausreichend (Abbildung 7), da
die Dicke der Darmwand des Schweinedarmes nur ein paar hundert Mikrometer betragt und somit die
Dezellularisierungslosung ungehindert in das Gewebe diffundieren kann.

Bei Geweben mit einer Dicke von mehreren Millimetern muss die Dezellularisierungsldsung aktiv in das
Gewebe eingebracht werden, damit die Zellen aus ihrem Verbund ausgeldost und ausgeschwemmt
werden konnen. Damit dies erfolgen kann, wird bei solchen Geweben in der Regel versucht das
GefdlRsystem zu kanilieren, um auf diese Weise die Dezellularisierungsfliissigkeit in das Gewebe zu
bringen. Dieser Prozess des Perfundierens kann auf verschiedene Arten erfolgen. Einige Gruppen stellen
Reservoirflaschen, welche die Dezellularisierungsfliissigkeit beinhaltet, auf ein gewisses Hohenniveau,
um so mittels des eingestellten hydrostatischen Drucks das Gewebe zu perfundieren (53). Bei dieser
Methode muss jedoch darauf geachtet werden, dass die Reservoirflasche nicht leerlauft und somit
Blasen in das GefaRsystem gedriickt werden, welche die kleinen Gefalle blockieren kénnen und dadurch
eine vollstandige Dezellularisierung des Gewebes verhindern. Eine weitere Moglichkeit ist der Eintrag
der Dezellularisierungsfliissigkeit mittels Pumpen (73). Unter der Verwendung von Pumpen kann die
Losung entweder mit einer bestimmten Flussrate (81) durch das Gewebe gepumpt werden, oder es kann
ein bestimmter Druck (82) beaufschlagt werden. Durch das Einfligen von Regelkreisen in die
Programmierung der Pumpensteuerung kann die Pumpe so geregelt werden, dass der gewliinschte
Parameter konstant gehalten wird. Ebenfalls kann durch den Einsatz von Pumpen ein Kreislaufsystem
etabliert werden, was ein fortwdhrendes Kontrollieren und manuelles Nachfullen der Reservoirflasche
erlbrigt. Da das porzine Herz ein duRerst festes und dickes Gewebe ist, wurde fiir die in dieser Arbeit
ausgefuhrten Dezellularisierungsversuche des Herzens, die Perfusion mittels eines pumpengetriebenen
Kreislaufsystems gewahlt. Daflir wurde eine sogenannte Dezellularisierungswand, welche aus flnf fest
eingebauten Peristaltikpumpen besteht, genutzt. Jede Pumpe ist mit einem Drucksensor verbunden. Die
Steuerung beinhaltet einen Regelkreis, welcher stindig den Druck im Kreislaufsystem {iber den
Drucksensor abfragt. Dadurch ist es moglich, Uber die Steuerung einen gewilnschten, oder

physiologischen Druck im System einzustellen, welcher {iber den kompletten Prozess konstant gehalten

99



Diskussion

wird. Nach einem Zeitraum von ca. 14 Tagen ist das porzine Herz unter Einsatz von Natriumdeoxycholat
komplett dezellularisiert. Dank des Kreislaufsystems muss in den Prozess nur zum Austausch der
Losungen eingegriffen werden.

Die Prifung der Zuverlassigkeit der Dezellularisierungswand sowie deren Validierung erfolgten mit der
Dezellularisierung von porzinen Herzen. Das Herzen wurden aufgrund der Tatsache ausgewahlt, dass das
Herz ein sehr komplexes Organ darstellt. Es besteht aus mehreren Kompartimenten, welche von
Muskelgewebe unterschiedlicher Dicke umgeben sind. Fiir einen Dezellularisierungsprozess stellt solch
ein Gewebe eine Herausforderung dar, da der Eintrag der Dezellularisierungslosung in ein dichtes,
kompaktes und festes Gewebe, wie dem Muskelgewebe, schwierig ist. Des Weiteren verfiigt das Herz
Uber ein komplexes GefaRsystem, Gber welches das Organ mit der Dezellularisierungslésung perfundiert
werden kann. All diesen Eigenschaften machen das Herz zu einem komplexen Gewebe. Wenn es gelingt
das Herz mit Hilfe der Dezellularisierungswand vollstandig zu dezellularisieren, ist dieses System auch fir
den Einsatz bei weniger komplexen Geweben geeignet.

Die Dezellularisierung der Herzen erfolgte Uber eine druckgeregelte Perfusion. Der Vorteil einer
druckgeregelten Perfusion liegt darin, dass Uber den gesamten Prozess ein physiologischer Druck im
Gewebe herrscht und somit die Struktur des Gewebes nicht unnatiirlich belastet wird und Schaden
nimmt. Einige Gruppen fihren die Dezellularisation von Geweben mit konstantem Fluss durch. Bei
diesem Verfahren besteht jedoch die Gefahr, dass das Gewebe durch den Fluss eine zu hohe
mechanische Beanspruchung erfdhrt und dadurch die Strukturen der Matrix zerstért werden. Wird
jedoch ein geringer Fluss eingesetzt, welcher einen physiologischen Druck im Gewebe erzeugt, so wird
der Druck Uber den gesamten Dezellularisierungsprozess im Gewebe zu gering, um die Zellen aus ihrem
Matrixverbund auszuspilen. Dies kann durch die druckgeregelte Perfusion behoben werden. Die
Versuche in dieser Arbeit wurden mit einem Solldruck von 100 mmHg durchgefiihrt und das Herz mit
diesem Druck Uber das GefalRsystem mit Dezellularisierungslésung perfundiert. Mit diesen technischen
Einstellungen sind 20 native Schweineherzen behandelt worden, wobei eine Uberpriifung der Technik
sowie eine Anpassung beziehungsweise Optimierung des Dezellularisierungsprozesses nach jedem
Dezellularisierungslauf durchgefiihrt wurde. Bei den letzten Herzen (Abbildung 10) kann die Zellfreiheit
der Matrix sowie der intakte Aufbau der extrazelluliren Matrix nachgewiesen werden, was eine
erfolgreiche Dezellularisierung dieser Herzen zeigt. Ausgehend von diesen Ergebnissen ist die
Dezellularisierungswand fiir die Dezellularisierung von Geweben und Organen geeignet und

einsatzbereit.
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4.1.2 Inkubator

Fiir die Zellkultur und das Tissue Engineering ist der Inkubator eine der wichtigsten Komponenten. Er
schafft eine klimatische Umgebung, welche der physiologischen Begebenheit entspricht, die die Zellen
fiir ihr Wachstum bendétigen. Die Standardinkubatoren fir Zellkultur haben im Innenraum Einlegebdden
und sind in einigen Fallen in Facher unterteilt. Diese Ausstattung ist speziell fiir die Kultivierung von
Zellen in ZellkulturgefaRen wie Kulturflaschen, Well-Platten oder Petrischalen ausgelegt. All diese
Kulturbehalter werden nicht perfundiert oder bewegt. Da allerdings im Tissue Engineering haufig
Bioreaktoren zum Einsatz kommen, in denen das eingespannte Gewebe perfundiert werden soll, ist eine
Pumpe notwendig. In herkdmmlichen Brutschranken ist keine Pumpe fiir solche Zwecke integriert. Des
Weiteren ist auch keine Stromversorgung fiir die Pumpe im Innenraum des Inkubators installiert, was zur
Folge hat, dass das Stromkabel der Pumpe nach auRen geflihrt werden muss, wodurch es sein kann, dass
die Tar des Inkubators nicht mehr vollstandig schlieft und es somit zu einer Temperaturabsenkung im
Brutschrank kommt (75, 83). Ebenso geht der Betrieb eines Bioreaktors haufig mit dem Einsatz von
Silikonschlduchen, welche die einzelnen Komponenten des Kulturkreislaufes miteinander verbinden und
dem Einsatz von Sensoren zur Uberwachung der Kulturbedingungen, einher. Die Kombination aus der
Pumpe, den Schldauchen, dem Bioreaktor und sonstigen bendétigten Komponenten, die im Inneren des
Inkubators platziert werden missen, fiihrt zu einem unverhaltnismaRig groBen Verlust an Stellfliche im
Brutschrank. Des Weiteren wird der Aufbau mit all den Komponenten auf solch engem Raum
unibersichtlich und das Entnehmen von Proben ist erschwert. Bei einigen Modellen ist es zwar mdglich,
die Silikonschlduche durch ein verschlieBbares Loch an der Rickwand des Inkubators nach auflen zu
fihren, um die Pumpe aullerhalb des Inkubators zu platzieren. Das kann jedoch zu einem Abkiihlen des
Mediums fuhren, wahrend es auBerhalb des Inkubators durch den Silikonschlauch flieBt und somit zu
einer Beeinflussung der Kulturparameter sowie der Zellen (84).

Zur Behebung all dieser Probleme wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Stand-Alone Inkubatorsystem
(Abbildung 19) entwickelt, welches vermehrt den Anforderungen des Tissue Engineerings
beziehungsweise dem Betrieb von Bioreaktoren entspricht. Einige Gruppen haben ebenfalls
Inkubatorsysteme fiir den Einsatz in der Zellkultur oder im Tissue Engineering entwickelt. Jedoch sind
diese zumeist flir hochspezialisierte Anwendungen (85) oder fir den Betrieb von mikrofluidischen Chips
(86) designt. Der Aufbau dieser Reaktorsysteme erlaubt ausschlieRlich den Einsatz fur ihr spezielles
Kultursystem.

Das in dieser Arbeit aufgebaute System ist flexibel einsetzbar und fiir jegliche Art von Bioreaktoren,

welche perfundiert werden missen, geeignet. Bei diesem Inkubatorsystem wurde eine Peristaltikpumpe

101



Diskussion

so integriert, dass nur der Pumpkopf in den Innenraum der Inkubatorkammer ragt. Somit steht im
Innenraum mehr Platz fir Bioreaktoren und deren Komponenten zur Verfligung. Das System halt genau
wie die Standardinkubatoren eine physiologische Temperatur von 37 °C und ein CO,-Level von 5 %.
Sensoren zur Uberpriifung und Regelung der Temperatur und des CO,-Gehalts sind an der Riickwand des
Inkubators platziert. Daher erfiillt das System die grundlegenden Anforderungen fir die Zellkultur
ebenso wie ein Standardinkubator. Des Weiteren ist ein Drucksensor im Inkubationsraum verfiigbar,
welcher an den Kulturkreislauf angeschlossen werden kann. Damit kénnen die gewahlten
Druckeinstellungen fir das System (iberprift und die Pumpe via Regelkreise geregelt werden. Die
Einstellungen flr die Pumpe beziehungsweise den Druck werden {iber ein Bedienpanel an der
Aullenseite des Inkubators vorgenommen. Somit muss im Gegensatz zu einem Standardinkubator der

neuentwickelte Inkubator fiir eine Anderung der Kulturparameter nicht geéffnet werden.

4.1.3 Bioreaktorplattform

Der oben beschriebene Inkubator ist ein erster Fortschritt angesichts der Flexibilitdit und der
Vielseitigkeit der Anwendungen im Tissue Engineering, jedoch ist er mit den Abmessungen
147 x 68 x 92 cm verhaltnismaRig grolR und eine Parallelisierung mehrerer Anséatze ist limitiert durch die
Anzahl der Steckplatze fiir Pumpschlauche an der Pumpe. Zur Uberwindung dieser Limitierungen, wurde
im Rahmen dieser Arbeit, basierend auf der Inkubatortechnologie eine modulare Bioreaktorplattform
entwickelt, welche die gleichen Moglichkeiten wie der Stand-Alone Inkubatorschrank bietet. Diese
Plattform stellt ein kompaktes System dar, welches lediglich ein Fiinftel des Platzbedarfes des
Inkubatorschrankes bendétigt. Im Vergleich zum Inkubatorschrank muss kein mit Luft gefillter
Inkubatorraum erwarmt werden. Des Weiteren sinkt die Temperatur in den Inkubatoren ab, sobald
deren Tir gedffnet wird und kiihlere Umgebungsluft in den Inkubatorraum strémt. Da dieser Raum bei
der Plattform entfallt, ist sie energiesparender als der Inkubatorschrank. Zudem bietet die
Reaktorplattform die Moglichkeit der Parallelisierung der Versuche mit Hilfe eines Racksystems.

Anhand der Charakterisierung sowie Validierung der einzelnen Komponenten konnte gezeigt werden,
dass die jeweiligen Komponenten die Anforderungen fiir eine Anwendung im Tissue Engineering erfillen
(87). Die Beutelpumpe ist in der Lage einen physiologischen Fluss sowie das charakteristische Druckprofil
des physiologischen Blutdrucks zu erzeugen. Weiterhin vermindert das Pumpenkonzept einer
Beutelpumpe den Scherstress auf die Wachstumsfaktoren oder auf Zellen im Medium.
Wachstumsfaktoren kdnnen aufgrund des Scherstresses, den Peristaltikpumpen auf das Medium
ausliben, ausfallen und somit inaktiviert werden (88). Ebenso kdnnen im Medium flotierende Zellen, wie

zum Beispiel Immunzellen, durch den Kopf einer Rollerpumpe zerdriickt werden. Dies kann durch den
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Einsatz einer Beutelpumpe vermieden werden. Mit Hilfe des Warmetauschers kann das Kulturmedium
innerhalb eines kurzen Zeitraums auf die physiologische Temperatur von 37 °C erwarmt und Uber den
gesamten Kulturzeitraum von mehreren Wochen konstant gehalten werden. Der Gasaustauscher besitzt
in der hier angewandten Modifikation ein groRBeres Potential als die herkdmmlichen Luftfilter, die
standardmaRig bei Kulturen in einem normalen CO,-Inkubator bei solchen Anwendungen zum Einsatz
kommen.

Die Funktion der Plattform als gesamtes System wurde durch die Kultur porziner Karotiden
nachgewiesen, beziehungsweise validiert. Daflir wurde eine native Karotis, welche in einer
Gewebekammer aufgehangt war, in den Fliissigkeitskreislauf integriert und fiir 7 Tage im Gesamtsystem
dynamisch kultiviert. Nach dieser Kulturzeit erfolgten die Entnahme der Karotis sowie deren
Untersuchung mittels immunhistologischen Farbungen unter Gegenliberstellung zu einer statisch
kultivierten Karotis. Im Vergleich zu einer statischen Kultur zeigt die in der Bioreaktorplattform
kultivierte Karotis nach der Kultur immer noch die native Morphologie mit den vielschichtigen glatten
Muskelzellen unter der Schicht der Endothelzellen (Abbildung 36), die auf der Innenseite der Arterie
angelagert sind. Weiter zeigen die Endothelzellen der Innenseite der Arterie ihre Funktionalitat durch die
hohe Aufnahme des acetylierten Lipoproteins geringer Dichte, verglichen mit der statisch kultivierten
Karotide (Abbildung 37). Der Unterschied im Erscheinungsbild der Schicht der Endothelzellen zwischen
den nativen und den in der Bioreaktorplattform kultivierten Karotiden kann sich aufgrund des
rheologischen Unterschieds zwischen Medium und Blut ausgebildet haben (89). Des Weiteren kénnen
auch der unterschiedliche Scherstress, der auf die Zellen wirkt, sowie der Transport von Nahrstoffen und
Metaboliten die Zellen beeinflussen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bioreaktorplattform die nativen
Umgebungsbedingungen nachahmen und das Gewebe am Leben erhalten werden kann. Somit ist belegt,
dass die Bioreaktorplattform als Gesamtsystem fiir das Tissue Engineering komplexer Gewebe geeignet
ist.

Die Idee modulare Plattformen im Bereich des Tissue Engineerings einzusetzen gibt es schon seit vielen
Jahren. Im Jahr 2005 reichten Smith et al. (90) ein Patent fiir eine Plattform ein, welche Module fir die
Isolation und Proliferation von Zellen sowie fir die Reifung des Gewebes beinhaltet.

Auch in den letzten Jahren wurden viele modulare Reaktorsysteme entwickelt. Allerdings verfolgen die
meisten einen spezifischen Hintergrund (91, 92). Lovett et al. (91)zum Beispiel entwickelten ein System
zur Messung des Sauerstoffgehaltes wahrend der Kultur. Dieses System kann ausschliefRlich fur den
Aufbau von GefalRen und nicht ohne groBen Aufwand fiir andere Anwendungen eingesetzt werden.

Andere wiederum sind fir eine breitere Anwendung konzipiert und erlauben eine Parallelisierung der
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Versuchsansatze wie zum Beispiel das System von Desmoulin et al. (93). Jedoch benétigen die Systeme
weiterhin die Unterstlitzung von Laboreinrichtungen, wie zum Beispiel einen Standardinkubator in den
diese gestellt werden miussen. Zwar kdnnen ein paar Einheiten, wie zum Beispiel eine Einheit zum
Erwarmen des Mediums oder Blutpumpen kommerziell erworben und extern zugefiligt werden, wodurch
der Inkubator ersetzt werden kann, allerding fiihrt dies wiederum zu einem erhéhten Platzbedarf.

Bisher gibt es nur einzelne Systeme, die die Anforderungen Anwenderfreundlichkeit, niedrige Kosten
und Flexibilitdit vereinen. Die in dieser Arbeit entwickelte Bioreaktorplattform bendtigt keine
zusatzlichen Gerate, was erheblich zur Bedienerfreundlichkeit betragt. Alle Teile des
Flussigkeitskreislaufs, welche in Kontakt mit Medium kommen, sind aus giinstigen Komponenten
aufgebaut und kénnen nach dem Gebrauch verworfen werden. Die Verbindung aller Teile miteinander
erfolgt durch Standard-Luer-Lock-Verbinder ein. Solche Verbinder machen das System dulerst flexibel,
da durch die Verbinder die Einheiten in der gewlinschten, beziehungsweise erforderlichen Reihenfolge
zusammengestellt werden kdnnen. Somit kénnen auch weitere Module eingefligt oder weggelassen
werden.

Das komplette System mit all seinen Komponenten ist sehr klein und kompakt. Es findet auf einer Flache
von 400 x 400 mm Platz und hat eine maximale Héhe vom 250 mm. Aufgrund dieser Abmessungen kann
das System ohne Probleme in ein Rack gestellt werden, um mehrere Ansatze parallel durchfiihren zu
kénnen.

Anhand all dieser Eigenschaften und Merkmale erfiillt das System die angestrebte Flexibilitdit und
Bedienerfreundlichkeit. Die Kosten fiir das System sind niedrig, da ausschlieflich Standardkomponenten,
welche von der Anschaffung sehr billig sind, verwendet werden. Ebenfalls ist das System fir die
Anwendung in Bereichen des GMP geeignet, da der Flussigkeitskreislauf nach dem Verbinden aller
Komponenten und der Sterilisation im zusammengebauten Zustand ein geschlossenes System ist und es

somit keine Gefahr flir Kontaminationen gibt.

4.2 Matrix fir Tissue Engineering

Das Ziel des Tissue Engineerings ist es funktionelles Gewebe zu ziichten. Dieses Gewebe kann in
Testsystemen Anwendung finden, mit deren Hilfe die Pharma- und Kosmetikindustrie Substanzen testet
(94). Als Ziel des Tissue Engineering ist jedoch der Einsatz der entwickelten Gewebe als Implantat
anzusehen (95), um degeneriertes Gewebe zu ersetzten. Damit die Gewebe als Implantat eingesetzt
werden kénnen, miissen diese dem nativen Gewebe in moglichst hohem Grad entsprechen. Damit solch

ein gewebespezifischer Aufbau moglich ist, ist eine dreidimensionale Struktur des Konstrukts notwendig.
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Zur Unterstlitzung der Zellen bei der Bildung von dreidimensionalem Gewebe, sind Tragerstrukturen
erforderlich, auf die die Zellen ausgesat werden (96). Diese Matrizes kdnnen aus den verschiedensten
Materialien bestehen. Des Weiteren konnen diese Tragerstrukturen in den verschiedensten Formen
genutzt werden, zum Beispiel als Gele oder als Nanofaserscaffolds. Gele kommen haufig zum Einsatz,
wenn es darum geht, Gewebe aufzufiillen, biologisch aktive Molekiile freizusetzen oder Zellen gezielt in
einen Defekt einzubringen (97). Nanofaserscaffolds werden fiir den Aufbau von Geweben eingesetzt, die
mechanischer Belastung ausgesetzt sind, beziehungsweise eine gerichtete Orientierung der Zellen
voraussetzen, wie Blutgefalle, Nervenstrange, Sehnen oder Muskeln (98). Je nachdem welche
mechanischen Eigenschaften bei der jeweiligen Art des Gewebes bendtigt werden. Fir einen grofSt
moglichen Erfolg im Bereich Tissue Engineering sind hoch spezialisierte Tragerstrukturen noétig, die die

Zellen unterstitzen (47).
4.2.1 Elektrogesponnene Matrix

Fir die Produktion von definierten sowie reproduzierbaren Scaffolds wird das Elektrospinnen als
Methode eingesetzt. Mit dieser Technik kénnen Matrizes erzeugt werden, welche verschiedene
Faserdurchmesser vom Nano- bis zum Mikrometerbereich aufweisen (99). Des Weiteren kdnnen mittels
einer rotierenden Rolle, welche als Kollektorelektrode bei der Elektrospinningapparatur eingesetzt wird,
die Fasern parallel zueinander ausgerichtet werden. Damit Matrizes mit parallel ausgerichteten Fasern
mit der in dieser Arbeit entwickelten Elektrospinninganlage erzeugt werden konnten, musste diese fiir
eine solche Anwendung validiert werden. Fir die Validierung der Anlage wurden Matrizes aus den
verschiedenen Losungen (siehe Absatz 3.2.2.1) gesponnen. Dabei stellte sich heraus, dass eine
Geschwindigkeit von 32 km/h der Kollektorelektrode ausreicht, damit sich die Fasern parallel zueinander
anlagern, unabhingig von den eingesetzten Polymerldsungen. Zur Uberpriifung der Geschwindigkeit der
Kollektorelektrode ist ein Fahrradcomputer eingesetzt worden.

Die parallele Ausrichtung der Fasern entspricht anndhernd der Ausrichtung der Fasern in der nativen
extrazellularen Matrix des Herzens (100). Safaeijavan et al. (101) beobachteten eine héhere Expression
von kardialen Markern bei differenzierten Stammzellen, welche auf einer elektrogesponnen Matrix aus
Polycaprolacton mit parallel angeordneten Fasern kultiviert wurden, verglichen mit Matrizes bestehend
aus chaotisch angeordneten Fasern. Ebenso férdern die parallel angeordneten Fasern eine Reifung der
Kardiomyozyten (102). Diese Beobachtung zeigt, dass sich Matrizes, welche mittels dieser Methode

hergestellt wurden, hervorragend fir das kardiale Tissue Engineering eignen.
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Betrachtet man die extrazelluldre Matrix eines dezellularisierten Herzens, so erkennt man Fasern von
verschiedenen Durchmessern, welche bestimmte Aufgaben erfiillen. Matten aus parallel angeordneten
Fasern mit einem Durchmesser von 300 um bewirken, dass sich die Zellen in Clustern auf ihnen anlagern
und ein runde Morphologie aufweisen. Zellen hingegen, die auf Matrizes aus parallelen Fasern mit einem
Durchmesser von 1,3 um ausgesat wurden, lagern sich in einer gestreckten Morphologie entlang der
Fasern an. Das gleiche Verhalten der Zellen kann auch bei Matten aus parallelen Fasern mit einem
Durchmesser von 2,8 um beobachtet werden, wobei es bei diesem Faserdurchmesser zu einer héheren
Zell-Zell-Interaktion kommt. Des Weiteren ist dieser Faserdurchmesser fiir eine kardiale Differenzierung
geeignet (103). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass parallel ausgerichtete Fasern die Zellen dazu
veranlassen sich ebenfalls parallel zueinander, entlang der Fasern anzuordnen (104, 105). Dieses
Verhalten der Zellen konnte auch bei den entsprechenden Versuchen im Rahmen dieser Arbeit mit den
elektrogesponnenen Matrizes beobachtet werden (Abbildung 16, Abbildung 17, Abbildung 18). Nach den
Arbeiten von Hsiao et al. (106) missen die Kardiomyozyten parallel in Reihe angeordnet sein, damit
diese funktionell sind. Da die Fasern im Mikrometerbereich die Zellen nicht nur zur Elongation (103),
sondern auch zu einer homogenen Verteilung anregen (102), wohingegen die Scaffolds mit Fasern im
Nanometerbereich bis zu einem Mikrometer das hohere Potential fiir starkere Kontraktion des
Konstrukts besitzen (103), ist ein Compositescaffold (103) aus Fasern der beiden Bereiche eine
vielversprechende Matrix fiir das kardiale Tissue Engineering. Das einzige, was bei den Matrizes mit den
parallel ausgerichteten Fasern im Vergleich zu Matrizes aus chaotisch angeordneten Fasern als negativ
erachtet werden kann, ist, dass die Scaffolds durch die parallelen Fasern eine hohere Steifigkeit besitzen
(107).

Ein wichtiger Punkt flr die Herstellung der Matrizes ist die Wahl des Polymers aus dem die Fasermatten
gesponnen werden sollen. Neben natiirlichen Polymeren wie Gelatine oder Kollagen kommen haufig
auch synthetische Polymere zum Einsatz, da diese definiert sind und somit Scaffolds mit definierten
Fasern und Eigenschaften hergestellt werden kdnnen. Solch ein kiinstliches Polymer ist Polycaprolacton.
Es kommt bereits bei vielen Anwendungen im Bereich der regenerativen Medizin zum Einsatz. Des
Weiteren hat es eine Zulassung der Food and Drug Administration (FDA), ist biologisch abbaubar (101),
weich, flexibel und bildet gleichmaRige Fasern (104). Aus diesen Griinden wurde es bei diesen Versuchen
eingesetzt. Jedoch weisen die Scaffolds aus Polycaprolacton einen hydrophoben Charakter auf, was zu
einer verminderten Zellaffinitat fihrt (104). Dieses Problem gibt es bei natlrlichen Polymeren wie
Gelatine nicht. Gelatine wird ebenfalls sehr haufig in der regenerativen Medizin eingesetzt. Sie ist

biokompatibel und biologisch abbaubar. Laut der Arbeit von Kai et al. (104) verbessert ein
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Compositescaffold aus Polycaprolacton und Gelatine die parallele Ausrichtung der Zellen und deren
Anhaftungsverhalten im Vergleich zu einer Matrix aus reinem Polycaprolacton. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte beobachtet werden, dass sich die Zellen auf den Scaffolds aus reinem PCL in einem hohen Grad
parallel zueinander ausrichten. Eine sehr gute parallele Ausrichtung der Zellen konnte auch bei den
Compositescaffold beobachtet werden. Aufgrund der GroRRe der Pulverpartikel der Herzmatrix und der
damit verbundenen chaotischen Anlagerung der Zellen in diesem Bereich, kdnnen die Matrizes mit den
Pulverkérnern als nicht optimale Matrix erachtet werden.

Zwischen den Compositescaffolds und den Matrizes aus reinem Polycaprolacton konnte kein
Unterschied im Anwachsverhalten der Zellen festgestellt werden. Jedoch zeigte sich nach einer
zweiwochigen Kultur, dass die Zellen unterschiedliche Level an Konfluenz auf den verschiedenen
Scaffolds haben. Tendenziell lieB sich beobachten, je dicker die Faser, desto héher war die Konfluenz der
Zellen.

Aufgrund des Aufbaus der Elektrospinninganlage ist diese mobil und kann somit in Klimardume
verschoben und betrieben werden. Ebenso ist es méglich die Kollektorelektroden auszutauschen und je
nach Anforderungsprofil andere Kollektorelektroden einzubauen, wie zum Beispiel Walzen mit einem

geringen Durchmesser zum Spinnen von Scaffolds fiir BlutgefaRe.

4.2.2 Dezellularisierte, biologische Matrix

Kinstlich hergestellte Tragerstrukturen entsprechen jedoch nicht vollstandig der nativen
Mikroumgebung, welche die Zellen im Korper vorfinden (108). Damit diese Mikroumgebung geschaffen
werden kann, wird die extrazelluldre Matrix des Korpers als Scaffold fiir die Zellen genutzt. Die
dezellularisierte extrazelluldare Matrix bietet den Zellen eine physikalische Basis in der sie sich raumlich
anlagern kénnen (47, 109). Des Weiteren wird die extrazellulare Matrix von den Zellen, nachdem diese in
die Matrix eingewandert sind, schnell abgebaut beziehungsweise umgebaut (110, 111). Aufgrund ihrer
Beschaffenheit ermoglicht die extrazelluldire Matrix den Zellen sich an ihr anzuhaften, dort zu
proliferieren und sich gegebenenfalls in die entsprechende Zellart zu differenzieren (112-114). All dies
macht die extrazellulare Matrix zu einem Grundgerist, welches fir die Gewebegenerierung eingesetzt
werden kann. Solche eine native Matrix wird bereits in der Regenerativen Medizin oder bei Operationen
zur Rekonstruktion eingesetzt (113). Eine sehr haufig eingesetzte extrazellulare Matrix ist die SIS. Diese
wird bereits fir die Rekonstruktion der Integument, der Harnblase, der Rotatorenmanschette, des
Darms, der Harnrohre, des Harnleiters und des Zwerchfells herangezogen (110). Da die SIS diese

Eigenschaften besitzt und auch so vielseitig einsetzbar ist, kommt sie in der vorliegenden Arbeit zum
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Einsatz. Bei den verschiedenen Ansatzen in dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass die Zellen gut
an die SIS adhdrieren und in die Matrix einwandern.

Eine alternative Matrix ist das Herz, als natiirliches Umfeld fiir die spezifischen Zellen. Jeder Bereich des
Korpers und jedes Organ hat eine spezifische extrazelluldre Matrix (53, 115, 116), die die benétigten
physikalischen Eigenschaften und biochemische Zusammensetzung (81, 116) aufweist. Basierend auf
diesen Erkenntnissen wurden Herzen oder Teile eines Herzens dezellularisiert, um ideale Matrizes fir
das kardiale Tissue Engineering zu generieren. Aufgrund der sehr limitierten Moglichkeiten an humanes
Spendergewebe zu gelangen wurde auf Herzgewebe vom Schwein ausgewichen. In der Klinik kommen
bereits Teile, wie Herzklappen vom Schwein als Implantat beim Menschen zum Einsatz. Des Weiteren
haben Untersuchungen ergeben, dass die extrazellulare Matrix, besonders Kollagen, Uber Spezies
hinweg hoch konserviert ist (53, 117, 118). Matrizes von anderen Saugetierspezies stellen somit eine
mogliche und vorhandene Quelle als Tragerstruktur flir humane Zellen dar. Dabei spielt jedoch das Alter
des Spendertieres eine Rolle. Jiingere Tiere weisen einen héheren Anteil an Glykosaminoglykanen auf
(119), welche fur den Aufbau beziehungsweise Umbau von Geweben verantwortlich sind. Daher wurden
fur die Dezellularisierungsversuche des Schweineherzens Schweine mit einem Alter von sechs bis acht
Wochen fiir die Explantation des Herzens verwendet.

Die Qualitdt der Matrix ist auch abhéngig von dem Verfahren, welches fiir die Dezellularisierung zur
Anwendung kommt (111). Allerdings ist nicht jedes Verfahren fiir alle Gewebe geeignet. Somit hangt
auch die Wahl des Dezellularisierungsverfahrens von den Eigenschaften und der Struktur des zu
dezellularisierenden Gewebes ab (80, 113). Das bedeutet, dass die Effektivitdt der Dezellularisierung
eines Gewebes von dem Gewebe abhdngt und von der Methode, die fiir die Dezellularisierung zum
Einsatz kommt (52).

Die haufigsten eingesetzten Verfahren bei der Dezellularisierung von Herzen sind Methoden, bei denen
als Detergens entweder Natriumdodecylsulfat oder Natriumdeoxycholat eingesetzt wird. Allerdings
besteht bei diesen beiden Detergenzien ein Unterschied darin in welchem Grad sie die Matrix wahrend
des Dezellularisierungsprozesses schadigen. Bei einer Dezellularisierung mit Natriumdodecylsulfat
konnte eine Denaturierung des Kollagens und eine Schadigung des Basalmembrankomplexes (120)
beobachtet werden. Des Weiteren wird berichtet, dass Natriumdodecylsulfat die Wachstumsfaktoren
und die Ultrastruktur der Matrix schadigt (113). Ebenso ist in den Matrizes, die mit diesem Detergens
behandelt wurden, ein niedrigerer Gehalt an Glykosaminoglykane nachgewiesen worden (52). Jedoch
wird im Vergleich mit anderen Detergenzien bei Natriumdeoxycholat ein hoherer Dezellularisierungsgrad

der Matrix erreicht (52, 121) und die Mechanik der Tragerstruktur bleibt erhalten (82, 113, 122). Dem
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gegenlber beinhalten Matrizes, welche mit Natriumdeoxycholat dezellularisiert wurden einen hoheren
Gehalt an Glykosaminoglykanen. Das Dezellularisierungsverfahren mit diesem Detergens erhalt zudem
die elastischen Fasern der Matrix sowie die Kollagenfasern (120). Da eine Dezellularisierung mit
Natriumdeoxycholat schonender fiir die Matrixbestandteile ist, wurde sich bei den Versuchen in dieser
Arbeit flur eine 1% Natriumdeoxycholatlésung entschieden. Damit eine gleichméaRige Verteilung der
Natriumdeoxycholat-Lésung im ganzen Gewebe des Schweineherzens gewahrleistet werden konnte,
wurde das Herz perfundiert. Diese Art der Dezellularisierung mittels Fluss kann fir viele Organe
angewendet werden (53) und lasst sich problemlos von Mausherzen auf Herzen der GroéRe eines
menschlichen Herzens und dessen Komplexitdt hochskalieren (82). Damit die Form und Architektur des
Herzens erhalten bleibt, wurde das Herz mittels retrograder Perfusion durchspilt (113). Unter
Beriicksichtigung all dieser Punkte konnte eine Matrix erzeugt werden, die zellfrei ist und elastische
Fasern sowie Kollagenfasern enthalt. Wie bei Faulk et al. (120) beschrieben, bleiben die elastischen
Fasern und das Kollagen (Abbildung 10) bei der Dezellularisierung mit Natriumdeoxycholat in der Matrix
erhalten, einhergehend mit gleichzeitiger Zellfreiheit.

Ein ganz wichtiger Faktor bei Transplantationen, ist die Immunantwort des Implantatempfangers. Daher
sollten die dezellularisierten Matrizes keine Immunantworten hervorrufen. Ineffiziente
Dezellularisierung kann eine heftige Immunantwort des Implantatempfangers hervorrufen (113, 123).
Aus diesem Grund muss gewadhrleistet sein, dass das Verfahren der Dezellularisierung standardisiert,
reproduzierbar und transparent ist. Ebenso muss eine Qualitdtskontrolle der erzeugten Matrizes
etabliert sein. In dieser Arbeit erfolgte die Qualitdtskontrolle durch H&E-Farbungen, sowie
Feulgen-Farbungen. Die Schweineherzen, welche vollstdndig dezellularisiert waren, sind mit einem
konstanten Druck von 100 mmHg dezellularisiert worden. Somit kann davon ausgegangen werden, dass
mit einer Perfusion von 100 mmHg gemaR dem entwickelten Protokoll eine zellfreie Herzmatrix erzeugt

werden kann.

4.3 Generierung von kardialem Gewebe

Ein weiterer wichtiger Grundbaustein, welchen man neben der Matrix fiir die Generierung von kardialem
Gewebe bendtigt, sind Zellen. Da ein sehr groRer Mangel an primaren humanen Kardiomyozyten besteht
und diese auch nicht mehr die Fahigkeit besitzen zu proliferieren, scheiden diese Zellen als mogliche
Zellquelle fiir das Tissue Engineering aus. In der Literatur werden daher viele verschiedene Zellarten fir
das kardiale Tissue Engineering genannt. Die jedoch am haufigsten vorkommenden Zellarten sind

iPS-Zellen oder Stammzellen, die zu Kardiomyozyten differenziert werden sowie Primarzellen, wie zum
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Beispiel Kardiospharen abgeleitete Zellen. Diese Zellarten kdnnen aus dem Patienten, der ein Implantat
bendtigt isoliert, beziehungsweise aus isolierten Zellen generiert werden. Bei einem Implantat aus
diesen Zellarten sind keine AbstoRungsreaktionen zu erwarten, da das Implantat aus korpereigenen
Zellen besteht. Bei der Gewinnung von Stammzellen oder Zellen fiir iPS-Zellen ist kein groRer invasiver
Eingriff am Patienten notig. Fibroblasten flir die Reprogrammierung zu iPS-Zellen kdnnen aus einer
kleinen Hautbiopsie von wenigen Millimetern, Stammzellen konnen aus dem Blut oder aus einer
Knochenmarkbiopsie gewonnen werden. Primérzellen bedirfen eines groBeren Aufwands, da eine
Biopsie aus dem Zielgewebe entnommen werden muss. Je nach Gewebeart kann dies problematisch
sein, zum Beispiel beim Herz beziehungsweise ist es nicht moglich eine Biopsie mit ausreichend

Zellmaterial flr die Isolation der verschiedenen benétigten Zellarten zu entnehmen.

4.3.1 Gewebe aus Kardiosphdren abgeleiteten Zellen

Diese Zellart kann aus Biopsien des Herzens gewonnen werden und besteht aus einem heterogenen
Zellmix (124-127), welcher kardiale Vorlauferzellen enthdlt und eine hohe Proliferationsrate besitzt
(128). Entsprechend dem Protokoll von Smith et al. (30) konnten die CDCs aus dem Gewebe von
humanen Herzohren isoliert werden. Diese Zellen sind laut Suzuki et al. (125) positiv fir
hematopoetische Marker wie cKit, mesenchymale Marker wie CD90 und CD105 sowie positiv fur kardiale
Marker wie GATA4, Nkx2.5, cTnT und cTnl. Zur Generierungen eines kardialen Gewebes wurden die
CDCs erstmals auf die SISser ausgesat und unter verschiedenen Kulturbedingungen kultiviert. Die Kultur
unter statischen Bedingungen bewirkte, dass die CDCs auf der Oberflaiche der Matrix einen Multilayer
bildeten (Abbildung 38A), jedoch nicht in die Matrix einwanderten. In der Literatur wird haufig
beschrieben, dass eine Scherbelastung, herbeigefiihrt durch einen Flissigkeitsstrom, Endothelzellen
dazu animiert in eine Matrix einzuwandern (129). Solch ein Einwanderungsverhalten konnte bei der
Kultivierung der CDCs unter einem konstantem (Abbildung 38B) sowie unter einem pulsativen Fluss
(Abbildung 38C) mit einem physiologischen Druckverhaltnis von 120/80 mmHg beobachtet werden. Die
Untersuchung der CDCs, kultiviert in ZellkulturgefdRen sowie auf der biologischen Matrix SlSser, auf
spezifische kardiale Marker, wie sie Suzuki et al. (125) beschreibt, konnte bei den Zellpopulationen nicht
nachgewiesen werden. In der heterogenen Zellpopulation der CDCs sollen sich Vorlduferzellen befinden,
die in Kardiomyozyten differenziert werden kénnen. Durch eine Behandlung mit 5-Azacitidin (124, 130)
oder Oxytocin (124, 131) sollen Vorlauferzellen beziehungsweise Stammzellen stimuliert werden, sich in
Kardiomyozyten zu differenzieren. Nach einer Behandlung der isolierten CDCs mit 5-Azacitidin

beziehungsweise Oxytocin konnte keine erhdhte Expression von spezifischen kardialen Markern
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nachgewiesen werden (Abbildung 39, Abbildung 40). Mogliche Griinde fir dieses Ergebnis, trotz
Verwendung von CDCs von 20 verschiedenen Spendern, kénnen sein, dass in der heterogenen
Zellpopulation schon sehr wenige Vorlauferzellen vorhanden waren und auch nur ein geringer
Prozentsatz der Zellen sich in Kardiomyozyten differenziert hat. Somit geht die Anzahl von
differenzierten Zellen in der Gesamtheit der Zellen unter und kann nicht nachgewiesen werden. Ebenso
ist es moglich, dass die Umgebungsbedingungen oder die eingesetzten Konzentrationen von 5-Azacitidin
beziehungsweise Oxytocin zu gering waren, um die Zellen auf der SIS zu differenzieren. Da diese
Zellpopulation in dieser Arbeit zum ersten Mal auf einer Matrix wie der SISser ausgesat wurden, konnte
auf keine Erfahrungsberichte zurlickgegriffen werden. Ein moglicher Schritt zur Generierung eines
Herzmuskelgewebes mit den CDCs kdnnte sein, die pluripotente Zellpopulation der CDCs vor Beginn der
Differenzierung spezifisch aufzureinigen, um ausschlieRlich die Zellen, welche differenzieren kénnen, im
Ansatz zu haben. Im Rahmen dieser Arbeit kann in keinem Ansatz zur Generierung eines
Herzmuskelgewebes mit CDCs gezeigt werden, dass diese Zellpopulation fiir den Aufbau von

Herzgewebe geeignet ist.

4.3.2 Gewebe aus iPS-abgeleiteten Kardiomyozyten

Die vielversprechendste Zellquelle fiir das kardiale Tissue Engineering bilden die iPS-Zellen. Somatische
Zellen kdénnen mittels der iPS-Technologie in pluripotente Zellen umgewandelt werden (34), was dazu
fihrt, dass diese Zellart ethisch unbedenklich ist, im Gegensatz zu humanen embryonalen Stammzellen.
Ebenso konnen mittels dieser Technologie patientenspezifische iPS-Zellen generiert werden, was
hinsichtlich der AbstoRungsreaktionen des menschlichen Korpers und der Erprobung von
Therapiestrategien einen erheblichen Vorteil darstellt.

Der Arbeitsgruppe von Prof. Edenhofer ist es gelungen, iPS-Zellen, welche aus humanen dermalen
Fibroblasten hergestellt wurden, unter Anwendung des von Kadari et al. (132) entwickelten Protokolls in
Kardiomyozyten zu differenzieren. Diese Kardiomyozyten fanden in allen Versuchen mit iPS-Zellen in
dieser Arbeit Anwendung. Als Matrix fiir alle Versuche mit den iPS-Zellen kam die SISser zum Einsatz. Die
SIS ist eine porbdse Matrix, was das Zellwachstum auf der Matrix, Migration der Zellen in die Matrix und
die Versorgung der eingewanderten Zellen mit Nahrstoffen via Diffusion ermoglicht (133, 134). Eine der
wichtigsten Eigenschaften dieser Matrix ist, dass sich die SIS sehr schnell in das Patientengewebe
integriert (133, 135, 136). Ebenfalls besitzt die SIS ein GefdlRsystem, das mit Endothelzellen rebesiedelt
und somit an das GefalRsystem des Patienten angeschlossen werden kann (137). Dariliber hinaus wurden

auf der SIS bereits verschiedene Faktoren nachgewiesen, welche Angiogenese fordern (133, 138, 139).
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Diese Eigenschaften beglinstigen zum einen den Einbau der Matrix in das intakte Gewebe des Patienten
und zum anderen wird durch die Bildung von BlutgefaRen die Versorgung der Zellen in dicken
Konstrukten gewahrleistet, da der Nahrstofftransport durch Diffusion nur auf einer Distanz von etwa
100-200 um erfolgt (138, 140). All dies zusammen, die Kombination aus iPS-Zellen und der SISser mit
deren jeweiligen Eigenschaften, zeigt das Potential auf, ein addquates kardiales Gewebe zu generieren
(141).

Die Mono-Kultur der iPS-abgeleiteten Kardiomyozyten auf der SISser zeigt, dass sich die Kardiomyozyten
auf der Oberflache der Matrix zu Aggregaten zusammenschlieBen (Abbildung 41), die zwar gleichmaRig
kontrahieren, sich aber nicht nach andauernder Kulturzeit synchronisieren, was Vukadinovic-Nikolic et
al. (138) auf dieser Matrix, besiedelt mit neonatalen Kardiomyozyten aus der Ratte, beobachten
konnten. Bei einer genaueren Untersuchung der Cluster kann festgestellt werden, dass die Zellen in den
Clustern spezifische kardiale Marker wie Troponin C, Troponin T sowie alpha Actinin exprimieren
(Abbildung 42). Jedoch kann bei der liickenhaften Verteilung der Zellen auf der Oberflaiche der Matrix
nicht von einem funktionsfahigen kardialen Gewebe ausgegangen werden. Zur Realisierung einer
Verteilung der iPS-abgeleiteten Zellen Uber die gesamte Flache der SISser, wurde eine Co-Kultur der
iPS-abgeleiteten Zellen mit Fibroblasten und mesenchymalen Stammzellen durchgefiihrt. Diese Zellarten
wurden fir die Co-Kultur ausgewahlt, da ein hoher Anteil an kardialen Fibroblasten im Herzen vorkommt
und die mesenchymalen Stammzellen einen positiven Einfluss auf die Bildung von kardialem Gewebe
haben sollen (77, 78). Untersuchungen zeigen, dass das Herz zu einem Anteil von 30-40 % aus
Kardiomyozyten besteht (142, 143). Daher wurde die Co-Kulturen mit 33 % Kardiomyozyten, 33 %
kardialen Fibroblasten und 33 % mesenchymalen Stammzellen angesetzt. Die mesenchymalen
Stammzellen stammen aus dem Knochenmark. Stammzellen dieser Herkunft kdnnen in Kardiomyozyten
differenzieren (133, 144). Des Weiteren kdnnen mesenchymale Stammzellen Faktoren freisetzten, die
wichtig fur die Angiogenese (133, 145) und die Regeneration des Herzens sind (77, 78). Gemeinsam mit
den kardialen Fibroblasten bewirken die Stammzellen eine gleichmaRigere Verteilung der
Kardiomyozyten liber die komplette Flache der Matrix (Abbildung 43). Eine zunehmende Synchronisation
der Kontraktion ist Uber die Dauer der Kultur des Konstrukts zu beobachten. Die Kontraktion des
Scaffolds erfolgte entlang einer Achse, was die Beobachtungen von Vukadinovic-Nikolic et al. (138)
bestatigt und vermuten lasst, dass sich die Zellen entlang der Fasern der SIS angelagert haben und es so
zu einer gerichteten Kontraktion kommt. Mittels Immunfluoreszenzfarbungen konnten, wie bei der

Mono-Kultur, die spezifischen kardialen Marker alpha Actinin, Troponin C und Troponin T nachgewiesen
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werden. Angesichts dieser Ergebnisse weist das mit der Co-Kultur aufgebaute Gewebe die grofite
Ahnlichkeit mit dem nativen Herzgewebe auf.

Die SISser ist in den Versuchen dieser Arbeit zum ersten Mal mit humanen iPS-Zellen besiedelt worden.
Es konnte gezeigt werden, dass die Zellen auf dieser Matrix adharieren und sich kurze Zeit nach Aussaat
auf der Matrix orientiert ausrichten und ihre spontane Kontraktion wieder aufnehmen. Ebenso ist zu
beobachten, dass die humanen Kardiomyozyten, welche auf der SlISser kultiviert werden, eine Co-Kultur
mit mindestens einer Zellart wie Fibroblasten benétigen, damit sich die iPS-Zellen (iber die gesamte
Oberflache der SlISser verteilen, was bei neonatalen Kardiomyozyten aus der Ratte nicht notwendig ist.
Des Weiteren ist es moglich die Konstrukte der Co-Kultur Gber den in dieser Arbeit angewandten
Zeitraum zu kultivieren. In der Literatur werden meist Kulturzeitraume von 2 Wochen beschrieben. Eine
Weiterflihrung der Kultur des Konstrukts der Co-Kultur zeigt das kontraktile Verhalten auch noch nach
einer Kulturdauer von vier Monaten. Untersuchungen hinsichtlich der Expression der spezifischen
kardialen Marker und der Eigenschaften des Gewebes miissen noch durchgefiihrt werden. Weiterhin
missen ebenfalls die elektrophysiologischen Eigenschaften der Gewebe zu unterschiedlichen
Zeitpunkten untersucht und mit den Daten von nativem Herzmuskelgewebe verglichen werden, damit

eine Aussage Uber den Reifegrad der Gewebe getroffen werden kann.

113



Ausblick

5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Technologien fiir die erfolgreiche Generierung und Kultivierung eines
funktionellen Herzmuskelpatches aufgebaut. Ebenso wurden Matrizes und die Protokolle fiir deren
Herstellung fiir den Einsatz im kardialen Tissue Engineering entwickelt und verglichen.

Die Dezellularisierung des porzinen Herzens konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Durch diesen
Prozess konnte eine native extrazelluldare Matrix flr den Einsatz im kardialen Tissue Engineering erzeugt
werden. Zwar wurde mit dem Einsatz von Natriumdeoxycholat eine fiir das Gewebe schonende Methode
entwickelt, jedoch ist die Dauer des Prozesses der Dezellularisierung mit zwei Wochen relativ lang. Zur
Verkilrzung der Zeit fiir eine vollstandige Dezellularisierung des kompletten porzinen Herzens werden
derzeit Versuche unter Einsatz von zusatzlichen, beziehungsweise alternativen Reagenzien,
durchgefiihrt. Dabei muss darauf geachtet werden, dass die Verwendung der weiteren Reagenzien
keinen Einfluss auf die Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix hat. Es muss vermieden werden,
dass ein hoherer Anteil an wichtigen Bestandteilen der ECM als mit dem in dieser Arbeit etablierten
Protokoll aus dem Scaffold ausgel6st wird.

Mit der beschriebenen Elektrospinninganlage kénnen standardisierte Scaffolds erzeugt werden. Dieser
Prozess wurde immer unter Raumbedingungen durchgefiihrt. Da diese jedoch bedingt durch die
Jahreszeiten variieren kénnen, muss die Anlage hinsichtlich kontrollierbarer Umgebungsbedingungen,
wie zu Beispiel Luftfeuchtigkeit und Warme, weiterentwickelt werden, um einen gleichbleibende
Qualitat der erzeugten Matrizes zu gewahrleisten. Eine gleichbleibende Qualitat der Scaffolds ist wichtig,
wenn diese beim Aufbau von Implantaten zum Einsatz kommen sollen. Bisher wurden nur Losungen
basierend auf Polycaprolacton versponnen, da es ein gut definiertes Polymer ist und somit immer das
gleiche Ergebnis des Spinningprozesses zu erwarten ist. Dieses Polymer entspricht jedoch nicht den
physiologischen Gegebenheiten, die in der extrazellularen Matrix des Herzens vorherrschen. Daher
sollten noch weitere Polymere, die der Physiologie des Herzens eher entsprechen, versponnen werden.
Ebenso sollten Versuche mit Matrizes aus biologischen Polymeren, wie zum Beispiel Kollagen Typ | oder
Polymermischungen, durchgefiihrt werden. Des Weiteren wird in der Literatur haufig beschrieben, dass
in die Matrix eingesponnene Polymere das Verhalten der Zellen positiv beeinflussen. Dieser Befund
sollte ebenfalls reproduziert werden.

Der oben beschriebene Stand-Alone-Inkubator konnte erfolgreich fiir Anwendungen im Bereich des
Tissue Engineerings in Betrieb genommen werden. Da der Inkubator sehr grof ist und eine
Parallelisierung der Versuche mit diesem Modell schwierig ist, wurde dieses System im Rahmen der

vorliegenden Arbeit in Form der Reaktorplattform weiterentwickelt. Fir die Plattform konnte gezeigt
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werden, dass sie eine funktionelle Verkleinerung des Stand-Alone-Inkubators darstellt. Jedoch kann
dieses System noch weiter komprimiert werden. Daher soll in einer Uberarbeiteten Version die Pumpe
mit dem Warmetauscher kombiniert und die Gasaustauschereinheit sowie die Blasenfalle verkleinert
werden. Eine Modifizierung der Programmierung der Steuerung sowie deren Aufbau sollte es
ermoglichen, auch in diesem System einen konstanten Fluss zu realisieren. Um eine hochgradige
Parallelisierung zu gewahrleisten, muss ein Rack entwickelt werden, in welches die einzelnen
Plattformen eingeschoben werden kdnnen und dass alle Anschlisse fiir den Betrieb der Plattformen
beinhaltet.

Das auf der Basis der SISser hergestellte Gewebe zeigt die Expression typischer kardialer Marker sowie
eine konstante Kontraktion. Somit kann das generierte Gewebe fiir erste Tests von Medikamenten
verwendet werden. Jedoch kann es noch nicht als Implantat genutzt werden. Damit dieses Ziel erreicht
werden kann, missen noch weitere Mischungsverhaltnisse der verschiedenen Zelltypen untersucht
werden. Weiterhin muss Uberprift werden ob noch weitere Zelltypen wie Perizyten fiir eine
Verbesserung der Funktionalitat des Gewebes nétig sind.

Ein weiterer Faktor fir die Generierung eines physiologischen Gewebes ist die Wahl der Tragerstruktur.
Verschiedene elektrogesponnene Matrizes sollten getestet werden, ebenso wie eine Besiedlung der
dezellularisierten Herzmatrix vorgenommen werden sollte. Diese Gewebe miissen anschlieBend
morphologisch und elektrophysiologisch untersucht werden. Fiir die Herstellung eines einsatzfahigen
Implantates ist eine gewisse Dicke des Konstrukts notwendig. Damit die Zellen im Inneren nicht
nekrotisch werden und absterben, ist eine Vaskularisierung des Gewebes erforderlich. Zur Generierung
eines solchen Implantats muss Uberprift werden, ob eine vaskularisierte Tragerstruktur oder eine
induzierte Vaskularisierung zielflihrender ist.

AbschlieBend missen mit den entwickelten Geweben, ungeachtet ihrer Zellzusammensetzung oder des
verwendeten Scaffolds Langzeitversuche im GrofStier Gber mehrere Monate durchgefiihrt werden.
Anhand der durch diese Versuche generierten Ergebnisse hinsichtlich der Integration des Konstrukts in
das Patientengewebe, sowie der Induzierung von Blutgerinnseln, kann die Relevanz des Konstrukts als
Implantat bewertet werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten mit Aspekten aus den Ingenieurswissenschaften und der Biologie
Systeme aufgebaut werden, welche das Tissue Engineering unterstiitzen und erleichtern. Insbesondere
konnten mit der Unterstltzung dieser Systeme Erkenntnisse zur Generierung und Reifung von kardialem

Gewebe zur Verwendung als Testsystem oder Implantat gewonnen werden.

115



Literaturverzeichnis

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

Literaturverzeichnis

Alrefai MT, et al. (2015) Cardiac tissue engineering and regeneration using cell-based therapy.
Stem Cells Cloning 8:81-101.

Beaglehole R & Yach D (2003) Globalisation and the prevention and control of non-
communicable disease: the neglected chronic diseases of adults. Lancet 362(9387):903-908.

Reddy KS & Yusuf S (1998) Emerging epidemic of cardiovascular disease in developing countries.
Circulation 97(6):596-601.

Nichols M, Townsend N, Scarborough P, & Rayner M (2014) Cardiovascular disease in Europe
2014: epidemiological update. European heart journal 35(42):2929.

Salzberg S, et al. (2003) Left ventricular assist device as bridge to heart transplantation--lessons
learned with the MicroMed DeBakey axial blood flow pump. Eur J Cardiothorac Surg 24(1):113-
118.

Brunner-La Rocca HP, Schneider J, Kunzli A, Turina M, & Kiowski W (1998) Cardiac allograft
rejection late after transplantation is a risk factor for graft coronary artery disease.
Transplantation 65(4):538-543.

Murase N, et al. (1995) Variable chimerism, graft-versus-host disease, and tolerance after
different kinds of cell and whole organ transplantation from Lewis to brown Norway rats.
Transplantation 60(2):158-171.

Katari RS, Peloso A, & Orlando G (2014) Tissue engineering. Adv Surg 48:137-154.

Klinge R (2011) Das Elektrokardiogramm: Leitfaden fiir Ausbildung und Praxis (Thieme) 9 Ed.
Gekle M, et al. (2010) Taschenbuch Physiologie (Thieme) 1 Ed p 880.

Vacanti CA (2006) The history of tissue engineering. J Cell Mol Med 10(3):569-576.

Guyette JP, et al. (2016) Bioengineering Human Myocardium on Native Extracellular Matrix. Circ
Res 118(1):56-72.

Klymiuk N, Aigner B, Brem G, & Wolf E (2010) Genetic modification of pigs as organ donors for
xenotransplantation. Mol Reprod Dev 77(3):209-221.

Macchiarini P, Walles T, Biancosino C, & Mertsching H (2004) First human transplantation of a
bioengineered airway tissue. The Journal of thoracic and cardiovascular surgery 128(4):638-641.
Macchiarini P, et al. (2008) Clinical transplantation of a tissue-engineered airway. Lancet
372(9655):2023-2030.

Masumoto H & Yamashita JK (2016) Human iPS Cell-Derived Cardiac Tissue Sheets: a Platform for
Cardiac Regeneration. Curr Treat Options Cardiovasc Med 18(11):65.

Schanz J, Pusch J, Hansmann J, & Walles H (2010) Vascularised human tissue models: a new
approach for the refinement of biomedical research. J Biotechnol 148(1):56-63.

de Vries RB, et al. (2015) The potential of tissue engineering for developing alternatives to
animal experiments: a systematic review. Journal of tissue engineering and regenerative
medicine 9(7):771-778.

Bouvier d'Yvoire M, et al. (2012) ECVAM and new technologies for toxicity testing. Adv Exp Med
Biol 745:154-180.

Ikada Y (2006) Challenges in tissue engineering. J R Soc Interface 3(10):589-601.

Hansmann J, Groeber F, Kahlig A, Kleinhans C, & Walles H (2013) Bioreactors in tissue
engineering - principles, applications and commercial constraints. Biotechnol J 8(3):298-307.

116



Literaturverzeichnis

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.

309.
40.

41.

42.

43.

Sun T, et al. (2005) Self-organization of skin cells in three-dimensional electrospun polystyrene
scaffolds. Tissue engineering 11(7-8):1023-1033.

McCloskey KE, Gilroy ME, & Nerem RM (2005) Use of embryonic stem cell-derived endothelial
cells as a cell source to generate vessel structures in vitro. Tissue engineering 11(3-4):497-505.

Trivanovic D, et al. (2013) Mesenchymal stem cells isolated from peripheral blood and umbilical
cord Wharton's jelly. Srp Arh Celok Lek 141(3-4):178-186.

Bony C, et al. (2015) Adipose Mesenchymal Stem Cells Isolated after Manual or Water-jet-
Assisted Liposuction Display Similar Properties. Front Immunol 6:655.

Martin DR, Cox NR, Hathcock TL, Niemeyer GP, & Baker HJ (2002) Isolation and characterization
of multipotential mesenchymal stem cells from feline bone marrow. Exp Hematol 30(8):879-886.
Baksh D, Song L, & Tuan RS (2004) Adult mesenchymal stem cells: characterization,
differentiation, and application in cell and gene therapy. J Cell Mol Med 8(3):301-316.

Robinton DA & Daley GQ (2012) The promise of induced pluripotent stem cells in research and
therapy. Nature 481(7381):295-305.

Chen L, et al. (2012) The role of notch 1 activation in cardiosphere derived cell differentiation.
Stem cells and development 21(12):2122-2129.

Smith RR, et al. (2007) Regenerative potential of cardiosphere-derived cells expanded from
percutaneous endomyocardial biopsy specimens. Circulation 115(7):896-908.

White AJ, et al. (2011) Intrinsic cardiac origin of human cardiosphere-derived cells. European
heart journal.

Messina E, et al. (2004) Isolation and expansion of adult cardiac stem cells from human and
murine heart. Circulation research 95(9):911-921.

Bayart E & Cohen-Haguenauer O (2013) Technological overview of iPS induction from human
adult somatic cells. Current gene therapy 13(2):73-92.

Takahashi K & Yamanaka S (2006) Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic and
adult fibroblast cultures by defined factors. Cell 126(4):663-676.

Takahashi K, et al. (2007) Induction of pluripotent stem cells from adult human fibroblasts by
defined factors. Cell 131(5):861-872.

Kadari A, et al. (2015) Robust Generation of Cardiomyocytes from Human iPS Cells Requires
Precise Modulation of BMP and WNT Signaling. Stem cell reviews 11(4):560-569.

Alberts B, et al. (2014) Molecular Biology of the Cell (Garland Science, New York) 6th Ed.

Lu P, Takai K, Weaver VM, & Werb Z (2011) Extracellular matrix degradation and remodeling in
development and disease. Cold Spring Harb Perspect Biol 3(12).

Hynes RO (2009) The extracellular matrix: not just pretty fibrils. Science 326(5957):1216-1219.
Hynes RO & Naba A (2012) Overview of the matrisome--an inventory of extracellular matrix
constituents and functions. Cold Spring Harb Perspect Biol 4(1):a004903.

Yurchenco PD (2011) Basement membranes: cell scaffoldings and signaling platforms. Cold
Spring Harb Perspect Biol 3(2).

Teo WE, He W, & Ramakrishna S (2006) Electrospun scaffold tailored for tissue-specific
extracellular matrix. Biotechnol J 1(9):918-929.

Bernard MP, et al. (1983) Nucleotide sequences of complementary deoxyribonucleic acids for
the pro alpha 1 chain of human type | procollagen. Statistical evaluation of structures that are
conserved during evolution. Biochemistry 22(22):5213-5223.

117



Literaturverzeichnis

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.
54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Bernard MP, et al. (1983) Structure of a cDNA for the pro alpha 2 chain of human type |
procollagen. Comparison with chick cDNA for pro alpha 2(l) identifies structurally conserved
features of the protein and the gene. Biochemistry 22(5):1139-1145.

Scheller K, et al. (2013) Upcyte(R) microvascular endothelial cells repopulate decellularized
scaffold. Tissue engineering. Part C, Methods 19(1):57-67.

Omae H, Zhao C, Sun YL, An KN, & Amadio PC (2009) Multilayer tendon slices seeded with bone
marrow stromal cells: a novel composite for tendon engineering. Journal of orthopaedic research
: official publication of the Orthopaedic Research Society 27(7):937-942.

Sellaro TL, Ravindra AK, Stolz DB, & Badylak SF (2007) Maintenance of hepatic sinusoidal
endothelial cell phenotype in vitro using organ-specific extracellular matrix scaffolds. Tissue
engineering 13(9):2301-2310.

Moroni F & Mirabella T (2014) Decellularized matrices for cardiovascular tissue engineering. Am
J Stem Cells 3(1):1-20.

Badylak SF, et al. (2005) Esophageal reconstruction with ECM and muscle tissue in a dog model.
The Journal of surgical research 128(1):87-97.

Gilbert TW, et al. (2008) Repair of the thoracic wall with an extracellular matrix scaffold in a
canine model. The Journal of surgical research 147(1):61-67.

Ota T, Gilbert TW, Badylak SF, Schwartzman D, & Zenati MA (2007) Electromechanical
characterization of a tissue-engineered myocardial patch derived from extracellular matrix. The
Journal of thoracic and cardiovascular surgery 133(4):979-985.

Gilbert TW, Sellaro TL, & Badylak SF (2006) Decellularization of tissues and organs. Biomaterials
27(19):3675-3683.

Guyette JP, et al. (2014) Perfusion decellularization of whole organs. Nat Protoc 9(6):1451-1468.

Aubin H, Kranz A, Hulsmann J, Lichtenberg A, & Akhyari P (2013) Decellularized whole heart for
bioartificial heart. Methods Mol Biol 1036:163-178.

Gunatillake PA & Adhikari R (2003) Biodegradable synthetic polymers for tissue engineering. Eur
Cell Mater 5:1-16; discussion 16.

Kim BS & Mooney DJ (1998) Development of biocompatible synthetic extracellular matrices for
tissue engineering. Trends in biotechnology 16(5):224-230.

He M & Callanan A (2013) Comparison of methods for whole-organ decellularization in tissue
engineering of bioartificial organs. Tissue Eng Part B Rev 19(3):194-208.

Choi JS, et al. (2014) Adipose tissue: A valuable resource of biomaterials for soft tissue
engineering. Macromolecular Research 22(9):932-947.

Svensson A, et al. (2005) Bacterial cellulose as a potential scaffold for tissue engineering of
cartilage. Biomaterials 26(4):419-431.

Kim BS, Baez CE, & Atala A (2000) Biomaterials for tissue engineering. World J Urol 18(1):2-9.

Choi JS, Lee SJ, Christ GJ, Atala A, & Yoo JJ (2008) The influence of electrospun aligned
poly(epsilon-caprolactone)/collagen nanofiber meshes on the formation of self-aligned skeletal
muscle myotubes. Biomaterials 29(19):2899-2906.

Boyde A, Corsi A, Quarto R, Cancedda R, & Bianco P (1999) Osteoconduction in large
macroporous hydroxyapatite ceramic implants: evidence for a complementary integration and
disintegration mechanism. Bone 24(6):579-589.

118



Literaturverzeichnis

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Baldock WT, Hutchens LH, Jr., McFall WT, Jr., & Simpson DM (1985) An evaluation of tricalcium
phosphate implants in human periodontal osseous defects of two patients. J Periodontol 56(1):1-
7.

Park JB (2011) The use of hydrogels in bone-tissue engineering. Med Oral Patol Oral Cir Bucal
16(1):e115-118.

Szpalski C, Wetterau M, Barr J, & Warren SM (2012) Bone tissue engineering: current strategies
and techniques--part I: Scaffolds. Tissue Eng Part B Rev 18(4):246-257.

Bhardwaj N & Kundu SC (2010) Electrospinning: a fascinating fiber fabrication technique.
Biotechnol Adv 28(3):325-347.

Szentivanyi AL, Zernetsch H, Menzel H, & Glasmacher B (2011) A review of developments in
electrospinning technology: new opportunities for the design of artificial tissue structures. The
International journal of artificial organs 34(10):986-997.

Li D & Xia YN (2004) Electrospinning of nanofibers: Reinventing the wheel? Adv Mater
16(14):1151-1170.

Reneker DH, Yarin AL, Fong H, & Koombhongse S (2000) Bending instability of electrically
charged liquid jets of polymer solutions in electrospinning. J Appl Phys 87(9):4531-4547.

Jacobs V, Anandjiwala RD, & Maaza M (2010) The Influence of Electrospinning Parameters on the
Structural Morphology and Diameter of Electrospun Nanofibers. J Appl Polym Sci 115(5):3130-
3136.

Pham QP, Sharma U, & Mikos AG (2006) Electrospinning of polymeric nanofibers for tissue
engineering applications: a review. Tissue engineering 12(5):1197-1211.

Hodde JP, Badylak SF, Brightman AO, & Voytik-Harbin SL (1996) Glycosaminoglycan content of

small intestinal submucosa: a bioscaffold for tissue replacement. Tissue engineering 2(3):209-
217.

Weymann A, et al. (2011) Development and evaluation of a perfusion decellularization porcine
heart model--generation of 3-dimensional myocardial neoscaffolds. Circ J 75(4):852-860.

Nietzer S, et al. (2016) Mimicking Metastases Including Tumor Stroma: A New Technique to

Generate a Three-Dimensional Colorectal Cancer Model Based on a Biological Decellularized
Intestinal Scaffold. Tissue engineering. Part C, Methods 22(7):621-635.

Schuerlein S, et al. (2016) A versatile modular bioreactor platform for Tissue Engineering.
Biotechnol J.

Kadari A, et al. (2014) Excision of viral reprogramming cassettes by Cre protein transduction
enables rapid, robust and efficient derivation of transgene-free human induced pluripotent stem
cells. Stem Cell Res Ther 5(2):47.

Hatzistergos KE, et al. (2010) Bone marrow mesenchymal stem cells stimulate cardiac stem cell
proliferation and differentiation. Circ Res 107(7):913-922.

Nagaya N, et al. (2005) Transplantation of mesenchymal stem cells improves cardiac function in
a rat model of dilated cardiomyopathy. Circulation 112(8):1128-1135.

Wagner DE, et al. (2014) Comparative decellularization and recellularization of normal versus
emphysematous human lungs. Biomaterials 35(10):3281-3297.

Keane TJ, Swinehart IT, & Badylak SF (2015) Methods of tissue decellularization used for
preparation of biologic scaffolds and in vivo relevance. Methods 84:25-34.

Wainwright JM, et al. (2010) Preparation of cardiac extracellular matrix from an intact porcine
heart. Tissue engineering. Part C, Methods 16(3):525-532.

119



Literaturverzeichnis

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Ott HC, et al. (2008) Perfusion-decellularized matrix: using nature's platform to engineer a
bioartificial heart. Nature medicine 14(2):213-221.

Balakrishnan S, et al. (2015) A Scalable Perfusion Culture System with Miniature Peristaltic
Pumps for Live-Cell Imaging Assays with Provision for Microfabricated Scaffolds. Biores Open
Access 4(1):343-357.

Lin JL, Wu MH, Kuo CY, Lee KD, & Shen YL (2010) Application of indium tin oxide (ITO)-based
microheater chip with uniform thermal distribution for perfusion cell culture outside a cell
incubator. Biomed Microdevices 12(3):389-398.

Benavides Damm T, Walther I, Wuest SL, Sekler J, & Egli M (2014) Cell cultivation under different
gravitational loads using a novel random positioning incubator. Biotechnol Bioeng 111(6):1180-
1190.

Kurth F, Franco-Obregon A, Bartschi CA, & Dittrich PS (2015) An adaptable stage perfusion
incubator for the controlled cultivation of C2C12 myoblasts. Analyst 140(1):127-133.

Studer L, et al. (2000) Enhanced proliferation, survival, and dopaminergic differentiation of CNS
precursors in lowered oxygen. J Neurosci 20(19):7377-7383.

Maa YF & Hsu CC (1997) Protein denaturation by combined effect of shear and air-liquid
interface. Biotechnol Bioeng 54(6):503-512.

Baskurt OK & Meiselman HJ (2003) Blood rheology and hemodynamics. Semin Thromb Hemost
29(5):435-450.

Smith TIN, et al. (2005) Advanced tissue engineering system. (Google Patents).

Lovett M, Rockwood D, Baryshyan A, & Kaplan DL (2010) Simple modular bioreactors for tissue
engineering: a system for characterization of oxygen gradients, human mesenchymal stem cell
differentiation, and prevascularization. Tissue engineering. Part C, Methods 16(6):1565-1573.

Illa X, et al. (2014) A novel modular bioreactor to in vitro study the hepatic sinusoid. PLoS One
9(11):e111864.

Desmoulin GT, Enns-Bray WS, Hewitt CR, & Hunter CJ (2013) Multi-unit sustained vibration
loading platform for biological tissues: design, validation and experimentation. J Biomech
46(1):116-121.

Kimlin L, Kassis J, & Virador V (2013) 3D in vitro tissue models and their potential for drug
screening. Expert Opin Drug Discov 8(12):1455-1466.

Berthiaume F, Maguire TJ, & Yarmush ML (2011) Tissue engineering and regenerative medicine:
history, progress, and challenges. Annu Rev Chem Biomol Eng 2:403-430.

Li WJ, Laurencin CT, Caterson EJ, Tuan RS, & Ko FK (2002) Electrospun nanofibrous structure: a
novel scaffold for tissue engineering. J Biomed Mater Res 60(4):613-621.

Drury JL & Mooney DJ (2003) Hydrogels for tissue engineering: scaffold design variables and
applications. Biomaterials 24(24):4337-4351.

Kumbar SG, James R, Nukavarapu SP, & Laurencin CT (2008) Electrospun nanofiber scaffolds:
engineering soft tissues. Biomedical materials 3(3):034002.

Rutledge GC & Fridrikh SV (2007) Formation of fibers by electrospinning. Adv Drug Deliv Rev
59(14):1384-1391.

Arts T, Costa KD, Covell JW, & McCulloch AD (2001) Relating myocardial laminar architecture to
shear strain and muscle fiber orientation. Am J Physiol Heart Circ Physiol 280(5):H2222-2229.

120



Literaturverzeichnis

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

1009.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Safaeijavan R, Soleimani M, Divsalar A, Eidi A, & Ardeshirylajimi A (2014) Comparison of random
and aligned PCL nanofibrous electrospun scaffolds on cardiomyocyte differentiation of human
adipose-derived stem cells. Iran J Basic Med Sci 17(11):903-911.

Kenar H, Kose GT, Toner M, Kaplan DL, & Hasirci V (2011) A 3D aligned microfibrous myocardial
tissue construct cultured under transient perfusion. Biomaterials 32(23):5320-5329.

Fleischer S, Miller J, Hurowitz H, Shapira A, & Dvir T (2015) Effect of fiber diameter on the
assembly of functional 3D cardiac patches. Nanotechnology 26(29):291002.

Kai D, Prabhakaran MP, Jin G, & Ramakrishna S (2011) Guided orientation of cardiomyocytes on
electrospun aligned nanofibers for cardiac tissue engineering. Journal of biomedical materials
research. Part B, Applied biomaterials 98(2):379-386.

Zong X, et al. (2005) Electrospun fine-textured scaffolds for heart tissue constructs. Biomaterials
26(26):5330-5338.

Hsiao CW, et al. (2013) Electrical coupling of isolated cardiomyocyte clusters grown on aligned
conductive nanofibrous meshes for their synchronized beating. Biomaterials 34(4):1063-1072.
Rockwood DN, Akins RE, Jr., Parrag IC, Woodhouse KA, & Rabolt JF (2008) Culture on electrospun
polyurethane scaffolds decreases atrial natriuretic peptide expression by cardiomyocytes in
vitro. Biomaterials 29(36):4783-4791.

Song JJ & Ott HC (2011) Organ engineering based on decellularized matrix scaffolds. Trends Mol
Med 17(8):424-432.

Badylak SF, Record R, Lindberg K, Hodde J, & Park K (1998) Small intestinal submucosa: a
substrate for in vitro cell growth. J Biomater Sci Polym Ed 9(8):863-878.

Badylak SF (2007) The extracellular matrix as a biologic scaffold material. Biomaterials
28(25):3587-3593.

Badylak SF (2002) The extracellular matrix as a scaffold for tissue reconstruction. Semin Cell Dev
Biol 13(5):377-383.

Badylak SF, Taylor D, & Uygun K (2011) Whole-organ tissue engineering: decellularization and
recellularization of three-dimensional matrix scaffolds. Annu Rev Biomed Eng 13:27-53.

Crapo PM, Gilbert TW, & Badylak SF (2011) An overview of tissue and whole organ
decellularization processes. Biomaterials 32(12):3233-3243.

Vorotnikova E, et al. (2010) Extracellular matrix-derived products modulate endothelial and
progenitor cell migration and proliferation in vitro and stimulate regenerative healing in vivo.
Matrix Biol 29(8):690-700.

Badylak SF, Freytes DO, & Gilbert TW (2009) Extracellular matrix as a biological scaffold material:
Structure and function. Acta biomaterialia 5(1):1-13.

Wolf MT, Daly KA, Reing JE, & Badylak SF (2012) Biologic scaffold composed of skeletal muscle
extracellular matrix. Biomaterials 33(10):2916-2925.

Lantz GC, et al. (1993) Small intestinal submucosa as a vascular graft: a review. J Invest Surg
6(3):297-310.

Faulk DM, Johnson SA, Zhang L, & Badylak SF (2014) Role of the extracellular matrix in whole
organ engineering. J Cell Physiol 229(8):984-989.

Sicari BM, et al. (2012) The effect of source animal age upon the in vivo remodeling
characteristics of an extracellular matrix scaffold. Biomaterials 33(22):5524-5533.

Faulk DM, et al. (2014) The effect of detergents on the basement membrane complex of a
biologic scaffold material. Acta biomaterialia 10(1):183-193.

121



Literaturverzeichnis

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

Woods T & Gratzer PF (2005) Effectiveness of three extraction techniques in the development of
a decellularized bone-anterior cruciate ligament-bone graft. Biomaterials 26(35):7339-7349.

Lumpkins SB, Pierre N, & McFetridge PS (2008) A mechanical evaluation of three
decellularization methods in the design of a xenogeneic scaffold for tissue engineering the
temporomandibular joint disc. Acta biomaterialia 4(4):808-816.

Keane TJ, Londono R, Turner NJ, & Badylak SF (2012) Consequences of ineffective
decellularization of biologic scaffolds on the host response. Biomaterials 33(6):1771-1781.

Gaetani R, et al. (2009) Differentiation of human adult cardiac stem cells exposed to extremely
low-frequency electromagnetic fields. Cardiovasc Res 82(3):411-420.

Suzuki G, et al. (2014) Global intracoronary infusion of allogeneic cardiosphere-derived cells
improves ventricular function and stimulates endogenous myocyte regeneration throughout the
heart in swine with hibernating myocardium. PLoS One 9(11):e113009.

Gago-Lopez N, et al. (2014) THY-1 receptor expression differentiates cardiosphere-derived cells
with divergent cardiogenic differentiation potential. Stem Cell Reports 2(5):576-591.

Masuda S, Montserrat N, Okamura D, Suzuki K, & Izpisua Belmonte JC (2012) Cardiosphere-
derived cells for heart regeneration. Lancet 379(9835):2425-2426; author reply 2426-2427.

Li Z, Guo X, Matsushita S, & Guan J (2011) Differentiation of cardiosphere-derived cells into a
mature cardiac lineage using biodegradable poly(N-isopropylacrylamide) hydrogels. Biomaterials
32(12):3220-3232.

Urbich C, et al. (2002) Shear stress-induced endothelial cell migration involves integrin signaling
via the fibronectin receptor subunits alpha(5) and beta(1). Arterioscler Thromb Vasc Biol
22(1):69-75.

Oh H, et al. (2003) Cardiac progenitor cells from adult myocardium: homing, differentiation, and
fusion after infarction. Proc Natl Acad Sci U S A 100(21):12313-12318.

Oyama T, et al. (2007) Cardiac side population cells have a potential to migrate and differentiate
into cardiomyocytes in vitro and in vivo. J Cell Biol 176(3):329-341.

Kadari A, et al. (2014) Robust Generation of Cardiomyocytes from Human iPS Cells Requires
Precise Modulation of BMP and WNT Signaling. Stem cell reviews.

Tan MY, et al. (2009) Repair of infarcted myocardium using mesenchymal stem cell seeded small
intestinal submucosa in rabbits. Biomaterials 30(19):3234-3240.

Badylak S, Liang A, Record R, Tullius R, & Hodde J (1999) Endothelial cell adherence to small
intestinal submucosa: an acellular bioscaffold. Biomaterials 20(23-24):2257-2263.

Witt RG, Raff G, Van Gundy J, Rodgers-Ohlau M, & Si MS (2013) Short-term experience of
porcine small intestinal submucosa patches in paediatric cardiovascular surgery. Eur J
Cardiothorac Surg 44(1):72-76.

Robotin-Johnson MC, Swanson PE, Johnson DC, Schuessler RB, & Cox JL (1998) An experimental
model of small intestinal submucosa as a growing vascular graft. The Journal of thoracic and
cardiovascular surgery 116(5):805-811.

Mertsching H, et al. (2009) Generation and transplantation of an autologous vascularized
bioartificial human tissue. Transplantation 88(2):203-210.

Vukadinovic-Nikolic Z, et al. (2014) Generation of bioartificial heart tissue by combining a three-

dimensional gel-based cardiac construct with decellularized small intestinal submucosa. Tissue
Eng Part A 20(3-4):799-809.

122



Literaturverzeichnis

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

Hoganson DM, et al. (2010) Preserved extracellular matrix components and retained biological
activity in decellularized porcine mesothelium. Biomaterials 31(27):6934-6940.

Eschenhagen T & Zimmermann WH (2005) Engineering myocardial tissue. Circ Res 97(12):1220-
1231.

Andree B, et al. (2014) Successful re-endothelialization of a perfusable biological vascularized
matrix (BioVaM) for the generation of 3D artificial cardiac tissue. Basic Res Cardiol 109(6):441.

Vliegen HW, van der Laarse A, Cornelisse CJ, & Eulderink F (1991) Myocardial changes in
pressure overload-induced left ventricular hypertrophy. A study on tissue composition,
polyploidization and multinucleation. European heart journal 12(4):488-494.

Camelliti P, Borg TK, & Kohl P (2005) Structural and functional characterisation of cardiac
fibroblasts. Cardiovasc Res 65(1):40-51.

Makino S, et al. (1999) Cardiomyocytes can be generated from marrow stromal cells in vitro. J
Clin Invest 103(5):697-705.

Tang YL, et al. (2005) Paracrine action enhances the effects of autologous mesenchymal stem

cell transplantation on vascular regeneration in rat model of myocardial infarction. The Annals of
thoracic surgery 80(1):229-236; discussion 236-227.

123



Anhang

Anhang

Ul¢  Universitatsklinikum Worzburg Azellularisierung der SIS-ser

Lehrstuhl fiir Tissue Engineering

Seite 1 von 2

1. Materialien

- Atemschutzmaske

- mind. 2 Becherglaser 500 ml

- Plastikwanne

- 50 ml Einwegspritze

- 10 ml Einwegspritze

- Becher

- Gesichitsschutz

- Nitrilhandschuhe

- Pinzetten und Schere

- Pipetten

- Schutzbrille

- Transportbehélter zum Bestrahlen: Styroporkiste mit eiskalten Kihlakkus
Venenklemmen

2. Gerite
Fipettierhilfe
- Sterilberkbank
Wippschittler

3. Lésungen
- ca.Z2-4 | AZ-Lasung (34 g Deoxycholic Acid Sodium (Sigma, DE750-25G) in 1 | Reinstwasser)
= Unter dem Abzug ansetzen, Atemschutz und Gesichtsschutz tragen!!!
- PBS-Puffer (PBS-Pulver, BioChrom AG, L182-50) insteril
steriler PBS'-Puffer

4. Durchfiihrung

Die Azellularisierung muss dokumentiert werden. Fiir jede Matrix muss ein
Verlaufsprotokoll gefiihrt werden. Jede Priperation bekommt eine fortlaufende
Chargennummer (M1.1 = 1 fiir Préperation und .1 = fiir die individuelle Nummerierung der
Matrix. Die Proben fiir den Gallsduretest werden bei 4°C im Kiihlraum neben dem Schiittler
gelagert Sabine Graiff holt sich die Proben am darauf folgenden Montag Die Vorlage liegt in
Q = Labor= Arbeitsanweisungen= Zellkultur< Matrixherstellung. Nach Ende der
Azellularisierung muss das Verlaufsprotokoll an Sabine Graiff abgegeben werden.

Tag 1.

- PBS’-Puffer zum Spilen ansetzen (Lagerung bei 4 °C)

- Gefaltbaum muss vollstindig abgeschnitten sein. Darm in ca. 50 cm lange Stiicke schneiden.
Darmsticke unter flielfendem Leitungswasser grindlich spilen, um Faecesreste und Bakterien zu
enffernen

- Darmsegmente in 10 cm lange Stiicke schneiden. Darauf achten, dass keine Peyerschen Plagues
(.weilte Stellen") an den Stilcken liegen.

Darm ,auf links’ drehen (Innenseite nach aulken), hierfiir Darm auf groke Pinzette mit abgerundeten
Enden ziehen, vorderes Ende mit der Pinzette greifen und Darm umstilpen
Darm auf 15ml Falcon ziehen, mit dem Griffende einer Pinzette die Mucosa vorsichtig abschaben
(Uber einer Wanne arbeiten, um Abfall aufzufangen)
- Darmstiicke in PBS™ + 1% Pen/Strep (N auf Wippschittler bei 4°C lagern
Erstellt von: Moll und Graiff Giiltig ab: 16.01.2014
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Tag 2:
- AZ-Losung ansetzen

- 1ml der angesetzten AZ-Ldsung fir den Gallsduretest abnehmen

- Darmstick am einen Ende zu klemmen, mittels Spritze mit AZ-Lésung befillen, anderes Ende
zuklemmen, in einen Becher mit AZ-L&sung legen

- 1-1,5 Std. auf Wippschittler im Kihlraum inkubieren

- danach die ,Darmwurst’ an einem Ende &ffnen, AZ-L8sung ausleeren.

-1 ml AZ-Losung aus dem Lumen entnehmen fir Gallsduretest.

- Darmstlcke ausdriicken, um auf-fabgeléste Gewebereste zu entfernen

- mit PBS -Puffer spllen, die ,Darmwurst’ mit PBS” ohne Antibotika flllen, im Kihlraum 1 Std. auf
dem Wippschittler inkubieren.

- 1ml Spllpuffer entnehmen fiir Gallsduretest

- flr weitere Spllschritte Darm an beiden Enden abschneiden an denen die Klemmen waren

- 4 -5xin frisches PBS mit Antibiotika umsetzen. Inkubation jeweils fir 1Stunde

- bis zur Gammasterilisation 2 - 3 mal tdglich PBS" mit Antibiotika austauschen

- Am Tag der Sterilisation Darmstiicke in PBS ohne Antibiotika umsetzen fiir Gamma-Sterilisation
{wird meist von TA (bernommen, bitte absprechen).

- Kunststoffoehalter gut verschliefen, in die vorbereitete Transporttasche mit Kiihlakkus
(-umfallsicher") stellen, Lieferung zur Gamma-Sterilisation (wird von Sabine Graiff organisiert)

pRRuT,
Abbildung 1: HE-Farbung der SIS-ser (ohne muc)

5. Bemerkungen

- Stiicke mit Peyerschen Plagques = zusammenhéngende Ansammlungen von 10 bis 50
Lymphknotchen (weile Stellen) oder Lochern werden verworfen.

- Die Sterilisierung wird durch Bestrahlung mit 25 kgray UGN bei Firma BBF Sterilisationsservice GmbH,
Rommelshausen durchgeflhrt.

- Die Anlieferung/Abholung sollte so organisiert werden, dass die Bestrahlung méglichst bald
durchgefiihrt wird.

- Bis zur Bestrahlung sollte der Darm mind. eine Nacht, max. 1 Woche in der oben beschriebenen
Weise gespiilt werden.

Erstellt von: Moll und Graiff Giltig ab: 16.01.2014
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1

Materialien

50 ml-Zentrifugenréhrchen

Petrischalen @ 10 cm

Petrischalen @ 10 cm, beschichtet mit 0,1% Gelatine und Fibronectin
Petrischalen @ 10 cm, beschichtet mit Poly-D-Lysin (BD; Bestellnr.: 356469)

& Well-Platte, beschichtet mit Poly-D-Lysin (BD, Bestellnr.: 354469)
Skalpellhalter mit sterilen Klingen

sterile Pasteurpipetten

sterile Pinzetten

sterile Einmalpipetten

sterile Pipettenspitzen 1000 pi

2. Gerdte

3

Absaugeinrichtung
Brutschrank (37 °C, 5% COy)
Mikroskop

Pipetten

Pipettierhilfe
Sicherheitswerkbank

Vortex

Wasserbad

Zentrifuge

Chemikalien und Losungen

B27 (Invitrogen, Bestellnr.: 17504-044)

bFGF (PEPROTECH, Bestellnr.: 100-18B)
Cardiotrophin1 (PEPROTECH, Bestellnr.: 300-32)
Collagenase A, Stock 1mg/ml (Roche, Bestellnr.: 10103578001)
DMEM/Ham's F12 (Invitrogen, Bestellnr.: 31331-028)
DMSO

EGF (Sigma-Aldrich, Bestellnr.: E4127)

FCS

Fibronectin Stock 10pg/mil

Gelatine

Glutamin

IMDM (Invitrogen, Bestellnr.: 31980-022)
Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Bestellnr., M7522)
PBS

Thrombin (Sigma-Aldrich, Bestellnr.: T4393)

Trypsin (Invitrogen, Bestellnr.: 25090-028)
Trypsin/EDTA 1%

Versen (Invitrogen, Bestellnr.: 15040-033)

Medium fiir Explantate und CDCs (insgesamt 550 ml):

IMDM 500 mi
FC810%
Mercaptoethanol 3,79 pl

Erstellt von: Schirlein

Giltig ab: 15.05.2014
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Medium fiir Cardiospheren (insgesamt 100ml):
- DMEM/Ham's F12 &5 ml

- IMDM 35mi

- FCS 3,5mil

- Glutamin 1 mil

- B27 2mil

- Mercaptoethanol 0,69 pl
- EGF 25 ng/mi

- Cardiotrophini 4 ng/ml
- bFGF 40 ng/ml
- Thrombin 1 U/ml

Gelatinelosung zum Beschichten einer Petrischale 8 10cm (insgesamt 4,04ml):
0,1%ige Gelatine-Lésung 4 ml
Fibronectin 40 pl

Gelatinelésung zum Beschichten eines Wells einer 6 Well-Platte {insgesamt 1,01ml):
- 0,1%ige Gelatine-Losung 1 ml
- Fibronectin 10 pl

Trypsin-Lésung fiir Gewebeverdau (insgesamt 25ml):
2, 5%iges Trypsin - 2 ml
FPES 23 ml

Trypsin-Lésung zum Ernten der ausgewachsenen Zellen (insgesamt 50ml):
2,5%iges Trypsin 1 ml
Versen 49 ml

Einfriermedium fiir Cardiospheren (insgesamt 1ml}:
- Medium fur Explantate und CDCs 425 pl
-  DMEM/Ham's F12 425 pl
- B27 50 pl

- DMsO 100 pl

4, Durchfiihrung

Beschichten von Petrischalen mit Gelatine und Fibronectin:
genigend Gelatine-Lésung wie oben beschrieben ansetzten
Gelatine-Lésung in Petrischale pipettieren und gleichmabig verteilan
Petrischalen mit Gelatine-Ldsung fir mindestens 20 min im Brutschrank bei 37 °C inkubieren
danach Petrischalen in Parafilm einwickeln und bis zum Gebrauch bei 4 *C lagern

Aufarbeitung Herzohr-Gewebe:
- Herzohr in eine Petrischale mit 5Sml Medium fur Explantate und CDCs geben

Fettgewebe mit Skalpell entfernen
Herzohr in kleine Stucke schneiden (ca. 1 I'I'Ima]l
Gewebestilcke im Zentrifugenrdhrchen berfiihren und 4x mit PBS spilen
Gewebesticke abzentrifugieren (5 min, 1200 rpm)
Uberstand absaugen
Gewebestiicke mit 2 ml Trypsin-Lsg. flir Gewebeverdau + 400 pl Collagenase A fiir 15min {nach
jeweils 5 min kurz vortexen) verdauen
Abstoppen des Verdaus mit 5ml Medium flir Explantate und CDCs
Gewebestiicke abzentrifugieren und Uberstand absaugen
Gewebesticke in frischem Medium fir Explantate und CDCs resuspendieren
Gewebestiicke in Gelatine-beschichtete Petrischalen ausplattieren (je nach Menge der
Gewebestiicke eine geeignete Anzahl an Platte verwenden!)

Erstellt von: Schiirlein Giltig ab: 15.05.2014
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jede Petrischale mit insgesamt 5 ml Medium fiir Explantate und CDCs befiillen und in
Brutschrank stellen

Petrischalen mit Gewebestiicken 4-5 Tage ruhen lassen — kein Medienwechsel!

nach 4-5 Tagen Medium vorsichtig absaugen und durch frisches Medium fiir Explantate und
CDCs ersetzen

Zellen beginnen nach ca. 2-6 Tagen aus Gewebestlicken auszuwachsen

Petrischalen bis zu 80-90 % Konfluenz bewachsen lassen, dann ausgewachsene Zellen Ernten
(siehe nachster Abschnitt)

im Medium schwimmende Gewebestlicke kdnnen 7 Tage nach Beginn der Aufarbeitung
nochmals verdaut und ausplattiert werden

Ernten der ausgewachsenen Zellen:

Medium aus Petrischalen absaugen und Schalen 2x mit PBS’ spiilen
5ml 5%ige Trypsin-Lésung zum Ernten der ausgewachsenen Zellen in Petrischale pipettieren,
nach 5 mindtiger Inkubation im Brutschrank das Ablésen der Zellen mit dem Mikroskop
Uberpriifen, gegebenenfalls noch etwas Trypsin zugeben
Reaktion mit 1-2 ml FCS abstoppen
abgeltste Zellen mit Einmalpipette in ein Zentrifugenrdhrechen (berfihren, dabei darauf achten,
dass keine Gewebestiicke mit transferiert werden! (aus diesen wachsen noch weiter Zellen aus)
Petrischalen wieder mit jeweils 5ml Medium fiir Explantate und CDCs befilllen
Zellen abzentrifugieren (5 min, 1200 rpm)
Zellen in Medium fiir Cardiospheren resuspendieren und Zellzahl bestimmen
Zellen folgendermalen in Poly-D-Lysin beschichteten Kulturgefaien mit Medium fir
Cardiospheren aussden:

o 2-4x10° Zellen in ein Well einer 6 Well-Platte

o 1-2x10° Zellen in eine Petrischale @ 10cm

Ernten von Cardiospheren

nach 2-3 Tage schwimmen Cardiospheren im Medium

Medium mit den Cardiospheren mit einer Einmalpipette abnehmen und in ein
Zentrifugenrdhrchen dberfihren

Petrischalen wieder mit 5ml Medium fiir Cardiospheren befiillen

Cardiospheren abzentrifugieren und Uberstand absaugen

Cardiospheren mit Medium fir Explantate und CDCs resuspendieren

Cardiospheren je nach Anzahl in Gelatine-beschichtete Petrischalen oder & Well-Platten (die
gleichen wie bei der Aufarbeitung von Herzohr-Gewebe) mit ausreichend Medium fiir Explantate
und CDCs (Petrischale Sml, Well 2-3 ml) aussden

die Cardiospheren lagern sich am Boden an und die CDCs wachsen aus

Ernten von CDCs:

Medium aus den Petrischalen absaugen

Petrischalen mit PES spiilen

CDCs mit 1 % Trypsin/EDTA abldsen, ca. 5 min im Brutschrank inkubieren (bis alle Zellen
abgeldst sind)

Reaktion mit 1 ml FCS abstoppen

6. Bemerkungen

Cardiospheren kénnen alle 2-3 Tage (bei jedem Medienwechsel) geerntet werden

Erstellt von: Schiirlein Giltig ab: 15.05.2014
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1. Materialien

- sterile Pasteurpipetten

- sterile Glaspipetten

- T150 Zellkulturflaschen
50ml-Zentrifugenrdhrchen

- sterile Pinzette
10mi-Einmalpipetten
Zellzahlkammer

2. Gerite

- Sicherheitswerkbank
Brutschrank (37°C, 5% CO;)

- Absaugeinrichtung

- Pipettierhilfe
Wasserbad (37°C)

- Zentrifuge

- Mikroskop

3. Lésungen
= MSC-Kulturmedium:
MSCGM-CD (LONZA, 00180632) + 2% FCS + 1% Antibiotikum
1x Lysis Puffer (NEB, 9803)
- PBS'
- Trypanblau (0,4%)

4. Durchfiihrung

Isalation:
- Spongiosa in 50ml-Zentrifugenréhrchen mit steriler Pinzette Gberfihren (max. halb fiillen)
- vorgewarmtes PBS” zugeben (ca. 20ml pro Durchgang zugeben)
kraftig schitteln, um die Zellen aus der Spongiosa herauszuwaschen
- Uberstand mit Einmalpipette aufnehmen und in ein neues Rohrchen tberfihren
- so lange wiederholen, bis die Spongiosa fast weill ist
gesammelte Zellsuspension fir 5 min bei 300 xg zentrifugieren
Uberstand absaugen
- Zellen in ausreichend Medium gut resuspendieren (ca. 25 ml)
Probe zum Z&hlen entnehmen (50 pl) und mit 1x Lysis Puffer 1:1 mischen
- Anschlielend das Zell-Lysis Puffer Gemisch 1:1 mit Trypanblau mischen (= Endkonzentration 1:4)
- Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung durchflihren
- 5x10° Zellen/T150-Zellkulturflasche ausssen
Kultivierung:
- nach ca. 3-4 Tagen Uberstand (mit Blutzellen) entfernen, adhirente Zellen mit PES® waschen
Zugabe von 20 ml Kulturmedium
- Medienwechsel 2x pro Woche

5. Bemerkungen
- Alter und Geschlecht des Spenders sowie Tag der Aufarbeitung und Name des Durchfiihrenden in
der Biopsatentabelle (unter Q\Labor\Biopsatentabelle) vermerken

Bei einer .guten” MSC-Kultur ist die Konfluenz der Primarkultur nach ca. 10-14 Tagen zu erwarten.
weitere Kultivierung:

Bei einer Aussaat von 4x10° Zellen pro T150-Zellkulturflasche in den weiteren Passagen ist nach ca.
7 Tagen mit Konfluenz zu rechnen. Bis Passage 5 verwendbar.

Erstellt von: Reboredo Giltig ab: 08.08.2013
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1. Materialien

- Skalpellhalter mit sterilen Skalpellklingen
- Petrischalen

- sterile Pinzetten

- sterile Pasteurpipetten

= Zellsieb 100pum

- 50ml-Zentrifugenrohrchen

- Zellkulturflaschen

- sterile Einmalpipetten

2. Gerite

- Sicherheitswerkbank

- Brutschrank (37°C, 5% C02)
- Absaugeinrichtung

- Pipettierhilfe

- Wasserbad 37°C

- Zentrifuge

- Mikroskop

3. Ldsungen

- Transportldsung fiir Biopsat: PBS” mit 1 % Antibiotikum (PenStrep)
- Dispase-Lésung (2,0 U/mil)

- PBS (Sigma; #HD8537-6x500ml)

- Kollagenase-Lésung (500 U/ml)

- Kulturmedium: DMEM (Lonza; #BE12-614F) + 10 % FCS

- PenStrep

4, Durchfiihrung
- Tag 1: Vorbereitung der Zellisolation

o Als Sterilkontrolle 3 ml Transportmedium in T25-Zellkulturflasche Gberfihren und im Brutschrank
@.N. inkubieren

o Biopsat in sterile Petrischale (berfiihren und 3x mit PBS-Losung spiilen (Gewebestiicke dabei nicht
austrocknen lassen)

o Mit Skalpell sorgfaltig Fett- und Bindegewebe entfernen; ggf. Haare entfernen

< Biopsat 3x mit PBS-Lésung spillen

o Oberflache des Biopsats bestimmen (fir Bedarf Trypsin/EDTA-Lésung am Folgetag)

o Biopsat mit Skalpell in ca. 2 - 3 mm breite, gleichmaRige Streifen schneiden

o Biopsatstreifen in Petrischale (berfihren und 3x mit PBS -Ldsung spllen

o Biopsatstreifen vollstindig mit Dispase-Lésung bedecken (5-10 ml auf 6 cm?) und bei 4 °C 0.N. far
16 bis 18 h inkubieren

- Tag 2: Isclation der Fibroblasten

o Sterilkontrolle auf mégliche Kontamination dberprifen, Ergebnis notieren.
HINWEIS: Bei Kontamination Waschschritte vor Medienwechseln wahrend der Kultivierung
durchfilhren. Beim Ubergang in Antibiotikum-freies Medium muss Kontamination beseitigt sein,
andernfalls Aufarbeitung verwerfen

o Vorbereitend 2 Petrischalen mit PBS -Lésung bereitstellen und Trypsin im Wasserbad vorwirmen

o Dispase-Losung aus der 0.N. inkubierten Petrischale absaugen und 10 ml PBS -LGsung zugeben

@ Mit Pinzette dermale Schicht der Hautstreifen festhalten, mit der zweiten Pinzette die Epidermis
abziehen. Beide Schichten in vorbereitete Petrischalen Gberfihren

Erstellt von: Kurdyn Giltig ab: 01.03.2013
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HINWEIS: Epidermis ggf. weiter zur Gewinnung dermaler Keratinozyten verwenden, andernfalls
verwerfen
HINWEIS: Ggf. zunachst Isolation dermaler mikrovaskularer Endothelzellen durchfihren,
Dermisstiicke anschlieRend in Petrischale mit PBS -Lésung (berfihren
o Dermisstiicke mit einem Skalpell in ca. 3x3 mm grofe Sticke rerschneiden
o 5 ml Kollagenase-Lasung in 50ml-Zentrifugenréhrechen varlegen und Dermissticke mit Skalpell
dberfithren. Petrischale mit weiteren 5 ml Kollagenase-Ldsung spiilen. Suspension anschliefend
ehenfalls in Zentrifugenréhrchen Gberfithren
o Zentrifugenréhrehen flr 45 min bei 37 "Cinkubieren
& NMach Zentrifugation (5 min bei 1200 rpm) Uberstand abnehmen und Pellet in ca. 10 ml
Kulturmedium resuspendieren
o Suspension 5 min bei 1200 rpm zentrifugieren, Uberstand abnehmen
o Pellet mit Sml-Einmalpipette in 2 ml Kulturmedium resuspendieren und in T75-Zellkulturflasche
tberfuhren
- Kultivierung
o Am Folgetag 6 ml Kulturmedium zugeben.
HINWEIS: Wahrend der ersten Woche dirfen die Stiicke nicht aufschwimmen damit die Fibroblasten
aus dem Gewebe auswachsen kénnen, Aus diesem Grund die Menge des rugegehenen
Kulturmediums gering halten und Erschitterungen wahrend des Transports vermeiden.

]

Mach 5 Tagen Dermisstiicke mit PBS aus den Zellkulturflaschen herausspulen, Kulturmedium zugeben
Ab Passage 1 auf Antibiotika-freies Kulturmedium wechseln

Q

5. Bemerkungen

- Fibroblasten bei 80 - 90 % Konfluenz passagieren

- Fibroblasten kiinnen bis max. Passage 6 verwendet werden (auf Anderung der Zellmarphologie/-gréke und
Verlangsamung des Wachstums achten)

- Biopsate konnen fir die Fibroblastenisolation bis zu 4 Tage nach OP verwendet werden. Die Lagerung des
Biopsats erfolgt bei 4°C

- Gewebesuspensionen ausschlieflich mit Plastikpipetten resuspendieren

- Alle Spenderdaten (Alter, Geschlecht) sowie die ermittelten Zellzahlen in die Biopsatentabelle eintragen

Erstellt van: Kurdyn Giltig ab: 01.03.2013
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1. Materialien

= Skalpellhalter mit sterilen Skalpellklingen
- Petrischalen

- sterile Pinzetten

= sterile Pasteurpipetten

- Zellsieb 100 pm

- 50ml-Zentrifugenréhrchen

- Zellkulturflaschen

= sterile Einmalpipetten

2. Gerite

- Sicherheitswerkbank

- Brutschrank (37°C, 5% C02)

- Absaugeinrichtung

- Pipettierhilfe

- Wasserbad 37°C

- Zentrifuge

= Mikroskop

- Neubauer-Kammer, gef. Zellzdhlgerat

3. Lésungen

- Transportldsung fir Biopsat: PBS™ mit 1% Antibiotikum (PenStrep)
- Dispase-Losung (2,0 U/ml)

- PBS (Sigma; #D8537-6x500ml)

= Versene (life technologies; #15040033)

- D,05% Trypsin/EDTA-Gebrauchslésung

- FCS

- Kulturmedium: Vasculife (VEGF-Mv Cell Culture Medium Kit; CellSystems; #LL-0005)
= PenStrep

4. Durchfiihrung
- Tag 1: Vorbereitung der Zellisolation

[+

Als Sterilkontrolle 3 ml Transportmedium in T25-Zellkulturflasche Gberfihren und im Brutschrank
0., inkubieren

Biopsat in sterile Petrischale Gberfilhren und 3x mit PBS-Losung spllen (Gewebestiicke dabei nicht
austrocknen lassen)

Mit Skalpell sorgfiltig Fett- und Bindegewebe entfernen; ggf. Haare entfernen

Biopsat 3% mit PBS-Ldsung spilen

Oberfliche des Biopsats bestimmen (fiir Bedarf Trypsin/EDTA-Lésung am Folgetag)

Biopsat mit Skalpell in ca. 2 - 3 mm breite, gleichmaRige Streifen schneiden

Biopsatstreifen in Petrischale liberfilhren und 3x mit PBS - Lésung spllen

Biopsatstreifen vollstandig mit Dispase-Lésung bedecken (5-10 ml auf 6 cm?) und bei 4 °C 0.N. fir
16 bis 18 h inkubieren

- Tag 2: Isclation der mikrovaskuldren Endothelzellen {mcECs)

(=2

Sterilkontrolle auf mogliche Kontamination Gberprifen, Ergebnis notieren.

Erstellt van: Kurdyn Giltig ab: 01.03.2013
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HINWEIS: Bei Kontamination Waschschritte vor Medienwechseln wahrend der Kultivierung
durchfithren. Beim Ubergang in Antibiotikum-freies Medium muss Kontamination beseitigt sein,
andernfalls Aufarbeitung verwerfen
o Vorbereitend 2 Petrischalen mit PBS -Lésung bereitstellen und Trypsin im Wasserbad vorwarmen
o Dispase-Losung aus der G.N. inkubierten Petrischale absaugen und 10 ml PBS -Losung zugeben
o Mit Pinzette dermale Schicht der Hautstreifen festhalten, mit der zweiten Pinzette die Epidermis
abziehen. Beide Schichten in vorbereitete Petrischalen Gberfihren
HINWEIS: Epidermis ggf. weiter zur Gewinnung dermaler Keratinozyten verwenden, andernfalls
verwerfen
o Dermissticke mit 10 ml Versene / & em? spiilen, Lésung anschlieRend absaugen
o Jesem? Biopsatoberflache 10 ml Trypsin/EDTA-Lsung zu Dermisstiickchen zugeben, fir 40 min im
Brutschrank inkubieren
< Die Enzymreaktion mit 1 % FCS abstoppen, Dermisstiickchen in Petrischale mit vorgewdrmten
VasculLife Gberfiihren
o Jedes Dermisstiickchen mit dem Skalpell unter leichten Druck 8x von allen Seiten ausstreichen
HINWEIS: Die Dermisstickchen kdnnen anschlieBend zur lsolation dermaler Fibroblasten verwendet
werden, andernfalls verwerfen
< Die Zellsuspension dber Zellsieb in 50ml-Zentrifugenréhrchen iiberfihren
o Petrischale und Zellsieb 3x mit 5 ml Vasculife nachspiilen
o Zellsuspension fir 5 min bei 1200 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen
o Pelletin 1 -2 mlVasculife resuspendieren
o Lellzahlung mit Neubauer-Kammer
o Zellen in Zellkulturschalen aussden
= Aussaatdichte fir mvEC aus Praputium: 1,2)(10‘1 vitale Zellen pro cm’ |T25-Flasche: 3Ix10°
Zellen in 3 ml Medium)
= Aussaatdichte fir mvEC aus adulter Haut: 4-5x10" vitale Zellen pro em’ [T25-Flasche: 1x10°
Zellen in 8ml Medium)
- Kultivierung
o Alle 3 - 4 Tage einen Mediumwechsel durchfliihren
o Ggf. uberwuchernde Fibroblasten aus den Kulturen entfernen: Dazu Vasculife abnehmen und
Versene zugeben. Mach einer Inkubationszeit von 6 — 15 min (starke Spendervarianz!) kann ein
Abkugeln der Fibroblasten und anschliefend deren Ablosen beobachtet werden.
HINWEIS: mvECs losen sich bei zu langer Inkubationszeit ebenfalls ab. Aus diesem Grund den Verlauf
des Abkugeln im Mikroskop beobachten und rechtzeitig beenden
o Versene abnehmen und Zellkulturschale mit 5 - 10ml PBS waschen, Kulturmedium zugeben
oAb Passage 1 auf Antibiotika-freies Kulturmedium wechseln

5. Bemerkungen

- Fir Versuche ausschlieflich mvEC-Kulturen verwenden, deren Fibroblastenanteil < 10 %

- mvECs kénnen bis Passage 3 fur Versuche eingesetzt werden

- Aussaatdichte bei Subkultivierung betragt 5 x 10 Zellen / cm?

- Biopsate kénnen fir die Endothelzellisolation bis zu 2 Tage nach OP verwendet werden. Die Lagerung des
Biopsats erfolgt bei 4°C

- Gewebesuspensionen ausschlieflich mit Plastikpipetten resuspendieren

- Alle Spenderdaten (Alter, Geschlecht) sowie die ermittelten Zellzahlen in die Biopsatentabelle eintragen.

- Alternativ zu VascuLife kGnnen mvECs auch in ECGM kultiviert werden

Erstellt van: Kurdyn Giltig ab: 01.03.2013
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1. Materialien

slerile Glaspipetten
sterile Pasteurpipetten
Zellkulturflaschen
Zentrifugenréhrehen
Zellzahlkammer

2. Gerdte

Sicherheitswerkbank
Brutschrank (37°C, 5% CO;)
Wasserbad (37°C)
Pipettierhilfe
Absaugeinrichtung
Zentrifuge

Zellz&hlgerat

Mikroskop

3. Losungen

Waschpuffer: PBS/EDTA-LGsung

Abldsepuffer: Trypsin/EDTA-Gebrauchslésung (0,05 % in PBSTEDTA)
zellspezifisches Kulturmedium ggf. mit Supplementen, Antibiotikum
FCS

Trypanblau (0,4%)

4. Durchfiithrung

Generell gilt:

Alle Zellen, die sich leicht van der Kulturoberflache abldsen lassen (z.B. viele Zelllinien,
Fibroblasten), kénnen ohne vorherige Inkubation in PBS/EDTA-L6sung direkt mit Trypsin abgeldst
werden. Dabei ist darauf zu achten, dass die Einwirkzeit des Enzyms maglichst 5 Minuten nicht
liberschreitet, da dann eine Zellschadigung nicht mehr ausgeschlossen werden kann!.

Schwer abzulésende Zellen, wie z.B. Keratinozyten, miissen mit PES/EDTA-L&sung
mindestens 1x 10 min vorinkubiert werden. Dabei ist der Ablésevorgang der Zellen immer wieder
unter dem Mikroskop zu beobachten. Diese Zellen missen vor Zugabe des Trypsins schon teilweise
abgekugelt sein, wenn nicht, ist die Inkubation in PBS/EDTA-Losung zu wiederhalen.

mikroskopische Kontrolle der Zellkultur nach typischen Kriterien (z.B. Morphologie, Zelldichte,
Kontaminationen)

bendtigte Wasch- und Ablgse-Puffer sowie Medium im Wasserbad temperieren (37°C)

neue Zellkulturflasche(n) beschriften: Zellart, Passagenzahl, Datum, Namenskirzel

Werkbank vorbereiten inklusive Desinfektion mit Descosept AF

Wasch- und Abldse-Puffer aus dem Wasserbad nehmen und Gefalke desinfizieren

Medium absaugen, Waschpuffer zugeben (T25: 4 ml, T75: 10 ml, T150: 15 ml), spiilen und
absaugen

optional: Waschpuffer zugeben (T25: 2 ml, T75: 5 ml, T150: 9 ml) und im Brutschrank fur 10 min
inkubieren

Vorgang ggf. wiederholen (wenn Zellen noch nicht abgekugelt)

Ablosepuffer zugeben (T25: 2 ml, T75: 5 ml, T150; 9 ml), max. 3-5 min im Brutschrank inkubieren,
Ablosung der Zellen unter dem Mikroskop kontrollieren, ggf. durch vorsichtiges Klopfen unterstitzen
FCS aus Wasserbad entnehmen, Gef4lk desinfizieren und in die Werkbank stellen, nach dem Offnen
Deckel mit Offnung nach unten ablegen
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Enzymreaktion durch Zugabe von >10%FCS stoppen (FCS nach dem Auftauen bei 1200rpm 5min
zentrifugieren und Pellet verwerfen)
Zellen durch Auf- und Abpipettieren vollstandig resuspendieren, in Zentrifugenréhrehen dberflhren
Zellkulturflasche jetzt noch einmal mit PBSTEDTA spilen (T25: 4 ml, T7%: 10 ml, T150: 15 ml) und in
das Zentrifugenrdhrchen dberfihren
Zellsuspension zentrifugieren: 1200 rpm, 5 min

- Uberstand vorsichtig absaugen, Pellet in geeignetem Volumen (abhangig von Zelldichte) Medium
resuspendieren
davon Aliquot (mind. 10 pl, max. 50 pl) zur Zellzdhlung abnehmen und ggf. mit Trypanblau 1:1
mischen
Zellzahlung durchfiihren (durchschnittliche Zellzahl pro Quadrant x 2 (aufgrund Trypanverdiinnung)
% 10 000 = Zellzahl/ml)
Medium in neuen Zellkulturflaschen vorlegen

- Zellen in gewlnschter Konzentration in neue Zellkulturflaschen ausséen (Gesamtvolumina: T25: 2-
3 ml, T75: 6-9 ml, T150: 18-20 ml) und nochmals resuspendieren

5. Bemerkungen

- Deckel und Flaschenrand sauber und trocken halten, besonders nach der Temperierung im
Wasserbad (um Kontaminationen zu vermeiden!)

- Zu Passagenzahl: beim Passagieren von Zellen wird immer eine Passage dazu addiert.
Bei Verwendung der Neubauerzahlkammer ist darauf zu achten, dass die Zellzahl pro Quadrant
etwa 10-100 Zellen betrégt und mindestens 2 Quadranten ausgezahlt werden; ggf. Zellsuspension
héher verdiinnen und Verdlinnungsiaktor von Trypanblau bei Berechnung beachten.
Empfindliche Zellen kdnnen alternativ mit schonenderen Verfahren passagiert werden z.B.
Accutase. Flr den Fall bitte individuelle SOPs beachten. Ggf. kann auch auf eine Enzymbehandlung
verzichtet werden, wenn Zellen sich rein durch mechanisches Spilen von der Cberflache Igsen.

Erstelit von: Appelt Gilltig ab: 23.11.2012

135



Anhang

Universitatsklinikum \Wirzburg U‘( IPS-Zellen

Lehrstuhl fir Tissue Engineering und Regenerative Medizin

Splitten

Seite 1 von 2

1. Materialien

Sterile Einmalpipetten

Sterile Pasteurpipetten

Eppendorfpipetten mit sterilen, gestopften Spitzen
Low binding plastic Réhrchen (griner Deckel)

1,5 ml Eppi

Spatel

6-Well-Platten Thermo-nunc #140675 mit Nunclon Delta Surface (aus Bioreaktorraum)

2. Gerdte

3

Sterilbank

Brutschrank {37°C, 5% C02)

Mikroskop

Wasserbad

Absaugeinrichtung

Pipettierhilfe
Mikrowaage (MSC-Labor 2. Stock)

Ldsungen

DMEM-F12 ohne L-Glutamin (Invitrogen, # 11330-057)

E8 Basalmedium (Gibco, # A15169-01) oder mTeSR-1-Basalmedium (Stem Cell Technologies, # 05850)
supplemente fur EB-Basalmedium (Gibco, # A15171-01) oder Supplemente fur mTesR-1-Basalmedium (Stem
Cell Technologies, # 05852)

Matrigel red GF (BD Biosciences, # 354230} (-20°C im -80°-Raum) 116,3pl mit 8,6mg/ml

Dispase (Gibco, # 17105-041) (Kihlschrank im Bioreaktorraum)

Apoptoseinhibitor ROCK =¥ 27632

4. Durchfiihrung
2Zx 6-Well-Platten mit Matrigel beschichten

o  12ml DMEM-F12 ohne L-Glutamin in 50ml Falcon vorlegen

o 1 Aliquot Matrigel (116,5ul) aus -20°C gefroren mit 1ml kaltem DMEM-F12 auftauen und im
restlichen Medium im Falcon resuspendieren

o kurz mischen und sofort 1ml/Well in 2 &-Well-Platten verteilen
= Matrigel geliert bei Raumtemperatur, aus dieem Grund muss ziigig gearbeitet werden!

a  Wellplatten mit geschlossenem Deckel 1h unter der Sterilbank inkubieren lassen, dann
sofort verwenden, oder 1ml DMEM-F12/Well hinzufigen und im Kidhlraum mit Parafilm
abgedichtet bis zu max. 1 Woche lagern.

Erstellt von: Martina JloBberger-Werner Giltig ab: 03.04.14
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- Zellen ablésen mit Dispase

aQ

O o 9 o 0o 0

Pro Well wird 1ml 2mg/ml Dispase bendtigt, kann auf Vorrat abgewogen werden, muss
allerdings immer frisch in DMEM-F12 aufgeldst verwendet werden,
Dispase grofzlgig ansetzen, da Volumenverlust beim Sterilfiltrieren!
entsprechende Menge Dispase auf der Mikrowaage in einem Eppi abwiegen.
mit entsprechendem Volumen DMEM-F12 I&sen, sterilfiltrieren und auf 37°C erwdrmen
Kulturen mikroskopisch auf Homogenitdt Gberpriifen, evtl. auskratzen oder manuell picken
Medium absaugen, 1 Pasteurpipette / Platte
1ml Dispase [ Well bei 37°C im Brutschrank inkubieren

= EB-Zellen beginnen sich nach ca. 5" zu ldsen

= mTSR1-Zellen beginnen sich nach ca. 5'-7" zu lasen
sobald sich die Zellen an den Kolonierdndern [8sen, Dispase absaugen
Wells 3x vorsichtig mit 1ml / Well DMEM-F12 spiilen, Medium zwischen den Spiilgingen
absaugen
Zellen mit einer 1000er Eppendorf mit 1ml / Well kriftig vom Wellboden spiilen, max. 5x
Well spiilen, Kolonien lésen sich sichtbar vom Well ab und kénnen in einem 50er Falcon
gesammelt werden
diesen Vorgang so oft mit neue Medium wiederholen, bis alle Zellen geerntet sind (1-3x)
gepoolte Zellen 3 min bei 200g zentrifugieren
Den Anteil der Zellen, die weiterkultiviert werden sollen, entnehmen, mit entsprechendem
Volumen des Kulturmediums vorsichtig resuspendieren und neu in einer mit Matrigel
beschichteten 6-Well-Platte aussden.

= EB-Zellen 1:12 bis 1:16

=  mTeSR-1-Zellen 1:6 bis 1:9
Endvolumen in der Kultur 2ml / Well
Zugabe von 10uM ROCK als Apoptoseinhibitor = ¥ 27632 (im -20°C im Bioreaktorraum,
Stock-konz. 10mM) fur 24h (1pl / 1ml Medium)

5. Bemerkungen
— Die Medien nicht ldnger als 2 Tage verwenden, da die Wachstumsfaktoren durch mehrfaches
erwdrmen an Aktivitat verlieren.
- Beim Splitten darauf achten, dass die Zellen einer Wellplatte erst mal gepoolt werden und dann neu
ausgesit werden (Sonst Selektionsgefahr).

Erstellt von: Martina JloBberger-Werner Giltig ab: 03.04.14
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1. Materialien

- Bwell-Platte oder Zentrifugenréhrchen
Glaspipetten
Pasteurpipetten

- Einbettkassetten und Filterpapier

- Glasmesskolben (5 L, mit Stopfen)
Einmalpipette

- ldsungsmittelfester Stift

2. Gerate
Abzug
- Pipettierhilfe
Heizriihrer
Einbettautomat

3. Chemikalien
4% gepuffertes PFA (Roti-Histofix 4%, #P087.2, Carl Roth) oder selbst herstellen (s. unten)
- 1N NaOH
1N HCI

4. Lésungen
PBS
- Leitungswasser

5. Durchfiihrung

Herstellung von 4% Paraformaldehyd-Lésung (4% PFA):
ACHTUNG: Alle Arbeitsschritte unter dem Abzug durchfiihren, da starke Staubentwicklung — PFA ist
krebserregend!
- 4,51 PBS im Messkolben vorlegen, Magnetrilhrstabchen varsichtig zugeben, Messkolben auf den
Magnetrihrer stellen
- 200 g Paraformaldehyd liber den Pulvertrichter in den Messkolben geben, Becher, Léffel und
Trichter mehrfach mit PBS” aus- bzw. abspllen, um das gesamte Pulver in den Messkolben zu
Uberfihren, rihren
- Messkolben mit Stopfen verschlieen, auf den Heizrithrer stellen und Temperatur auf max. 60°C
einstellen, bis zum vollstandigen Lésen rilhren lassen (dann den Heizriihrer ausschaltan!!l)
- abkihlen lassen
- pH-Elektrode mit VE-Wasser abspilen, so in den Messkolben hdngen, dass die Messstelle sich
knapp unterhalb des Fliissigkeitsspiegels befindet
pH-Wert des Puffers durch (langsame) Zugabe von 1 N HCI- bzw. 1 N NaOH-Ldsung auf 7.4
einstellen
Messkolben vom Magnetrihrer nehmen, Magnetrihrstdbchen mit Magnetstab entfernen
mit PBS auf 5 | Endvolumen auffiillen
- Messkolben mit Stopfen verschlieen, 2-3x umschwenken, um vollstdndig zu durchmischen
portionsweise einfrieren

Erstellt von: Steinke/Amrehn Giltig ab: 06.09.2010

138



Anhang

U\‘( Universitatsklinikum Wirzburg

Lehrstuhl fiir Tissue Engineering

PFA-Fixierung

und Regenerative Medizin Histologie

Seite 2 von 2

Fixieren von Gewebe:

Gewebe durch Spilen mit PBS” von Medienresten befreien und in geeignetes Fixierungsgefal (z.B.
Bwell-Platte oder Zentrifugenréhrehen) Uberflihren

Ab hier unter dem Abzug weiterarbeiten:

Gewebe in 4% PFA trénken (Einmalpipette verwenden und diese unter dem Abzug 2 Tage
ausdampfen lassen)

Inkubation unter dem Abzug oder bei 4°C mit geschlossenem Deckel (Inkubationszeit und -
temperatur ist von der Art des Gewebes abhangig: Hautmodelle/BioVaSc: 2 h, Biopsate: (.N.)
PFA mit Einmalpipette in Fixiermittelabfall Gberfihren

Gewebe mit Leitungswasser spilen, dies auch in Fixiermittelabfall dberfihren

Gewebe in Einbettkassetten mit Filterpapier dberfUhren

2 Stunden in einem mit Leitungswasser geflliten Becherglas wassem

Gefalte und Pipetten, die mit PFA in Berlihrung gekommen sind, bis zum nachsten Tag unter dem
Abzug ausdampfen lassen.

Gewebe einbetten

6. Bemerkungen

Beim Arbeiten mit PFA Nitrilhandschuhe tragen!!!
Beschriftung der Einbettkassetten:

Versuchsdatum, Versuchsname, Fixiertag
Zellzahl, Datum/Kirzel

Erstellt von: Steinke/Amrehn Giiltig ab: 06.09.2010

139



Anhang

U\‘( Universitatsklinikum Wirzburg Parafflnelnbettung
Lehrstuhl fiir Tissue Engineering
und Regenerative Medizin Histologie

Seite 1 von 1

1. Materialien
- 2ml-Reaktionsgefalte oder 50ml-Zentrifugenréhrchen
Einbettkassetten
- Einmalpipetten
ldsungsmittelfester Stift
- Pipettenspitzen

2. Gerite
- Abzug
- Eppendori-Pipetten
Warmeschrank (60°C)

3. Lésungen
- Ethanol (50%, 70%, 90%, 96%)
- lsopropanol = 2-Propanol
- Leitungswasser
- PBS
- Roti-Plast Paraffin (Roth, 6642.6)
Xylol (Roticlear, #A538.2, Carl Roth)

4. Durchfiihrung
- fur manuelle Einbettung: fixierte Praparate in entsprechende Gefalie (z. B. 2ml-Reaktionsgefalie
oder 50ml-Zentrifugenréhrehen) Gberflhren
- fur Einbettung im Automaten s. Bemerkungen

Zeitablauf [h] Lésung Ziel/Bemerkung
1-2h Leitungswasser wassern

i.N. {(Mindestdauer: 1 h) 50% EtOH Dehydratisierung
1 70% EtOH

1 90% EtOH

1 96% EtOH

1 Isopropanol |

1 Isopropanol Il

1 Isopropanol/Xylol (1:2) Inkubieren bei RT
1 Xylol |

1 Kylol 11

.M. Paraffin | Inkubieren im

2h Paraffin Il Warmeschrank bei 60°C

5. Bemerkungen
- Fir das Einbetten im Einbettautomat werden die Praparate nach dem Fixieren in Einbettkassetten
Oberfiihrt. Mach dem 2-stiindigen Auswaschen der Fixierldsung in Leitungswasser werden die
Proben in den Einbettautomaten gegeben (hier darauf achten, dass das richtige Programm
eingestellt ist!). Die letzten Schritte in Paraffin verkilirzen sich im Automaten auf jeweils 3 h.

Erstellt van: Steinke/Amrehn Gliltig ab: 14.06,2010
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1

Materialien
Glaskivetten mit Deckel und Trégerkorb

Glaspipetten
Deckglaser
Messzylinder

2. Gerdte

Abzug

3. Ldsungen

DMNA- Farbekit nach Feulgen

SMSalzsdure
Schiffs Reagenz

2y 250ml
2% 250mil

Natriumdisulfit- Konzentrat 1x250ml

Wasser

4, Durchfiihrung
Natriumdisulfit-Waschlosung

Matriumdisulfit-Konzentrat

Wasser
HCI

Vorbereitung der Proben:
Proben entparaffinieren und rehydratisieren

Waschen in Leitungswasser

Durchfiihrung:

Reagenz Zeit
HCI 50min
Wasser 2min
Wasser 2Zmin
Schiffs Reagenz | 60min
(In Feuchtekammer

Pro Objekttriger

1ml)

Natruimdisulfit- | 3min
Spllldsung
Natruimdisulfit- | 3min
Spllldsung

Wasser 2min
Wasser 2min
Ethanol 50% Imin
Ethanol 70% 1min
Ethanol 80% 1min
Ethanol 99% 1min
Xylol 1min

Eindecken mit Entellan
5. Bemerkungen

Zellkerne rot-violett gefarbt, Zytoplasma und Hintergrund sollten ungefarbt sein

10min

300ml
15ml
282ml
3ml

Erstellt von: Sabine Graiff

Glltig ab: 04.04.2013
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1. Materialien
- Messzylinder
- 250ml-Laborflasche
- Farbekivetten
- Tragerkorb
- Metallhenkel
- Trichter
- Faltenfilter
- Deckglaser
- Pinzette

2. Gerdte

- Warmeschrank (60°C)
- Abzug

3. Chemikalien und Lésungen
-VE-Wasser
- Leitungswasser
- Xylol
- Ethanaol (absolut, 96%, 70%, 50%)
- Hamatoxylin, sauer nach Mayer (Morphisto: Bestellnummer: 10231)
optional:
- HCl-Alkohol
100 ml 50% EtOH in Messzylinder vorlegen
13,7 ml 1 M HCl zupipettieren
auf 200 ml mit 50% EtOH auffillen
in Schottflasche Gberfuhren und gut mischen
- Eosin 1% wissrig (Morphisto,Bestellnummer 10177)
- 2-Propanol = |sopropanol
- organisches Eindeckmittel Entellan (Merck, 1.079.600.500)

4. Durchfiihrung

- Paraffinschnitte in Tragerkorb mit Metallhenkel einordnen und fir 1 hin den Warmeschrank stellen

(Paraffim muss vollstandig geschmolzen seinl)
-direkt in Xylol | uberfihren
Beachten: Ab hier darf der Schnitt nicht mehr trockenfallen!

Erstellt von: Oberwinkler, Graiff

Giltig ab: 06.05.2015
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Zeit Ldsungen Ziel/Bemerkung
10min Xylol | Entparaffinieren, Rehydrieren
10 min Xylol 1l
3 x auf- und EtoH 96%
abtauchen
3 x auf- und abtauchen | EtoH 96%
3 x auf- und abtauchen | EtoH 70%
3 x auf- und abtauchen | EtoH 50%
VE-Wasser Schwenken, bis keine

Turbulenzen mehr

6min

Ha@matoxylin sauer nach Mayer (Morphisto)

Fédrben der Zellkerne

VE-Wasser

schwach flieBend, bis keine
Farbe mehr auswascht

[Optional : wenn HCI- Alkohol Differenzieren des Hamalaun-

Féarbung zu stark ist) Farbstoffes

2x kurz eintauchen

nach HCl Verwendung | VE-Wasser Spiilen

Smin Leitungswasser Blduen unter flieBendem Wasser

6min Eosin Firben d. Zytoplasma, EZM

VE-Wasser schwach flieBend, bis keine

Farbe mehr auswischt

2x kurz eintauchen EtoH 70% aufsteigende Reihe:
Entwassern

2 EtoH 96%

5 Isopropanol |

5 Isopropanal Il

5 Xylol 1

5 Xylol Il

Beachten: Alle Losungen werden bei Bedarf, wenn z.B. starke Verunreinigungen erkennbar sind, in
die halogenfreien organischen Ldsemittelabfille entsorgt!
Falls nach dem Entparaffinieren die Objekttriger weiBe Ablagerungen haben, dann die Alkoholreihe
wieder bis ins Xylol zuriickgehen und alle Alkohole und Xylol erneuern. Danach nochmals 10 min in

Xylol bleiben und dann nochmal die absteigende Alkoholreihe wiederholen.

- Objekttrager mit Hilfe einer Pinzette aus dem Xylol entnehmen

- mit Entellan und einem Deckglas luftblasenfrei eindecken

- iber Nacht unter dem Abzug trocknen lassen, dabei darauf achten, dass die Objekttrager
waagerecht positioniert werden, um ein Verrutschen der Deckglaser zu verhindern

Erstellt von: Oberwinkler, Graiff

Giltig ab: 06.05.2015
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5. Ergebnis

—  Die Zellkerne sind blau, das Zytoplasma und die Extrazelluldrmatrix sind rot angefarbt

{Ubersichtsfarbung).

10x

Erstellt von: Oberwinkler, Graiff

Giltig ab: 06,05.2015
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3

1. Materialien

Messzylinder
250ml-Laborflasche
Farbeklvetten
Tragerkorb
Metallhenkel
Trichter

Faltenfilter
Deckglaser

Pinzette

2. Gerite

Abzug
Warmeschrank (60T)

3. Lésungen

4. Che

VE-Wasser
Leitungswasser

mikalien

Xylol
Ethanol (96%, 70%, 50%)
Alicanblau: 1g Alicanblau + 1ml konz. Essigsédure + 100ml| VE-Wasser
Eisenhdmatoxylin:
= Losung A: 1g Hamatoxylin in 100ml 96% EtOH losen (unter Erwérmung, bis Farbe rotbraun
erscheint)
» Lésung B: 2,48 g Eisen-lll-Chlorid Hexahydrat (FeCl; x & H,O) in 100ml VE-Wasser lésen +
1ml konz. HCL,
oder 1,16g Eisenchlorid und 1ml 25%ige HCL in 100ml VE-Wasser lésen
Brilliant Crocein-Saurefuchsin
= Losung A: 0,1g Brilliant Crocein R + 0,5ml konz. Essigsdure und 99,5ml VE-Wasser
#» Losung B: 0,1g Saurefuchsin + 0,5ml konz. Essigsaure und 99,5ml VE-Wasser
» Gebrauchsltsung: 8 Teile Lésung A und 2 Teile Ldsung B, mehrere Monate haltbar
Saffron du Gatinais: 6g Saffron du Gatinais in 100m| 96%igem EtOH losen; 48h bei 50T in
luftdichter Flasche extrahieren (unter Luftabschluss, also wasserfrei haltbar) + lichtempfindlich!
Alkalischer Alkohol: 10ml Ammaniumhydroxid + 90ml 96%iger EtOH (oder 180ml 95%iger EIOH +
20ml konz. NH3)
5%ige Phosphorwolframséure
konz, 0,5%ige Essigsdure
konz. HCL

5. Durchfiihrung

>

Paraffinschnitte in Tragerkorb mit Metallhenkel einordnen und fir 1 h in den Warmeschrank stellen
(Paraffin muss vollstandig geschmolzen sein!)

direkt in Xylol | iberfihren

Beachten: Ab hier darf der Schnitt nicht mehr trockenfallen!

Erstellt von: Wagmear' Amiann Glhig ab: 22.02.2011
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Zeitablauf [min] Lésung Ziel/Bemerkung

10 Xylol | absteigende Reihe:

10 Kylol 11 Entparaffinieren, Rehydrieren

3 x auf und ab tauchen EtOH 96% |

3 x auf und ab tauchen EtOH 96% I

3 x auf und ab tauchen EtOH 70%

3 x auf und ab tauchen EtOH 50%

VE-Wasser schwenken, bis keine

Turbulenzen mehr entstehen

10 Alcianblau Farbung von negativ geladenen
sulfatierten Proteoglykanen

5 VE-Wasser spllen, hydratisieren

60 alkalischer Alkohol Fixierung von Alcianblau

5 VE-Wasser splilen (fliefendes Wasser)

10 Eisenhamatoxylin Farbung der Zellkerne

1 VE-Wasser splilen (fliefendes Wasser)

15 Leitungswasser wassemn

30 Brilliant Crocein S&urefuchsin Farbung der elastischen Fasern
und des Zytoplasmas

0,5%ige Essigséure spiilen

15 5%ige Phosphorwolframséure differenzieren

5 0,5%ige Essigsdure spilen, bewegen

2x5 100%iger EtOH spllen

60 Saffron du Gatinais Farbung von mineralisiertem
Knochen- und Kollagengewebe

2x4 96%iger EtOH (immer neu!) entwassern

5 Kylol aufhellen

Beachten: Alle Lésungen werden bei Bedarf, wenn z.B. starke Verunreinigungen erkennbar sind, in

die halogenfreien organischen Lésemittelabfille entsorgt!

Falls nach dem Entparaffinieren die Objekttrager weife Ablagerungen haben, dann die Alkoholreihe
wieder bis ins Xylol zuriickgehen und alle Alkohole und Xylol erneuern. Danach nochmals 10 min in

Xylol bleiben und dann nochmal die absteigende Alkcholreihe wiederholen.

Objekttréger mit Hilfe einer Pinzette aus dem Xylol entnehmen

- mit Entellan und einem Deckglas luftblasenfrei eindecken
- Uber Macht unter dem Abzug trocknen lassen, dabei darauf achten, dass die Objekttrager
waagerecht positioniert werden, um ein Verrutschen der Deckgldser zu verhindern

6. Ergebnis

- Mineralisierte Knochen- und Kollagengewebe: gelb (Saffron du Gatinais)

- Proteoglykane (mineralisierter Knorpel):
- Elastische Fasern, Zytoplasma:

- Zellkerne:

blau {Alcianblau)
rot (Brilliant Crocein-Saurefuchsin)

braun-schwarz (Eisenhamatoxylin)

Erstellt von: WagnenAnrefin

Gitig ab: 22.02.2011
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7. Bemerkungen
- Schnitte nur in der ersten Halfte des Trégers platzieren, da nur wenig Saffron-Ldsung vorhanden
(verdampft und ist teuer!). Nach Gebrauch wieder lichtgeschiitzt und Parafilm abgedichtet lagern.

000

- Eisenhdmatoxylin-Farbelésung vor Gebrauch filtrieren oder ggf. neu ansetzen.

Erstelit von: WagnenAnmahn Gulig ab: 22.02.2011
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1. Materialien
= Glaskivetten mit Deckel und Tragerkorb
- Pasteurpipetten
Deckglaser
Reaktionsgefalie
- Feuchtekammer
Pipettenspitzen

2, Gerite
- Warmeschrank (60°C)
- Eppendori-Pipetten

3. Lésungen

- Primarantikorper

- Isotyp-Kontrolle

- PBS-Waschpuffer mit 0,5% Tween-20

- Antigendemaskierungs-Puffer: entsprechend des Primdrantiktrpers

= 3% Hz0; (immer frisch ansetzen und dunkel aufbewahren)

- Antikdrper-Verdiinnungslosung (DCS Innovative Diagnostik-Systeme #ALI20R500)

- Hamalaun
ab- bzw. aufsteigende Alkoholreihe, Roticlear (entspricht Xylol)

- organisches Eindeckmittel

- ggf. Blocklésung:
(A} 1% FISH Skin(0,1 g), 0,3% Triton-X 100 (30 pl), 1%BSA (0,1g) in PBS (9970 pl)
(B} 0.5% BSA in PBS

Detektionssystem:
DCS Super Vision 2 HRP-Polymer-Kit (DCS Innovative Diagnostik-Systeme PDOOOKIT):

DCS Polymer-Enhancer (Link): sekundare Anti-Maus |gG und Anti-Kaninchen IgG
i mit Meerrettichperoxidase konjugiertes Polymer gegen Maus- und
Kaninchen-AK
Substrat-Chromogen: DAB - Konzentrat (3,3'-Diaminobenzidin) und DAB Substratpuffer
(AEC+ Substratchromogen (3-Amino-9-Ethylkarbazol) oder) Alle Chromogene sind licht- und
stark temperaturempfindlich und sollten nur so kurz wie maéglich auf Zimmertemperatur

gebracht werden!

4. Durchfiihrung

Paraffinschnitte missen entparaffiniert und eine Demaskierung der Epitope durchgeflihrt werden.

Bei Fixierung mit PFA (auch Kryoschnitte) erfolgt in der Regel eine Antigendemaskierung.

Werden Zellen auf Chamber Slides oder Cytospots gefarbt, kann nach entsprechender Fixierung (z. B.
Ethanol:Aceton 1:1) und dem Uberfiihren in Waschpuffer sofort mit dem Schritt ,Uberschichten mit dem
AntikGrper* begonnen werden.

Vorbereitung der Schnitte:

- Paraffinschnitte im Beschriftungsfeld mit Kirzel fur zu farbenden Antikérper (AK) versehen

- Isotypkontrolle nicht vergessen und ggf. Nativ-Gewebeschnitt als Positivkontrolle!

- schlecht haftende Schnitte 0.N. bei 38°C im Warmeschrank lagern
in Tragerkorb mit Metallhenkel ginordnen und fir 1 h in den Warmeschrank (80°C) stellen (Paraffin
sollte geschmolzen sein!)

- direkt in Roticlear | Gberflihren

Beachten: Ab hier diirfen die Schnitte nicht mehr trockenfallen!

Erstellt von: Amrehn / Steinke Giltig ab: 21.11.2013
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Zeitablauf [min] Losung Ziel/Bemerkung
. absteigende Reihe: Entparaffinieren,
10 Roticlear | Rehydratisieren
10 Raticlear Il
3 x auf und ab o -
tauchen Ethanol 96% wergallt
3 x auf und ab o :
tauchen Ethanal 70% vergallt
3 xaufund ab

Ethanol 50% vergaillt

VE-Wasser Schwenkan

tauchen

Demaskierung der Epitope A (hitzeinduzierte Epitopmaskierung):
- Demaskierung der Schnitte in entsprechendem 1x Puffer (90-100°C vorgewarmt im
Dampfgarer/Schnellkochtopf, 20 min/10 min)
- in VE Wasser iberfilhren und mit Fettstift umranden, danach in Waschpuffer geben

Demaskierung der Epitope B (enzymatische Demaskierung mit Enzymen wie Pepsin, Proteinase K...):
- Schnitte mit Fettstift bzw. Diamantstift umranden
Enzym auftauen und 50-100 pl auf den Schnitt pipettieren
Inkubation bei RT (oder 37°C) 12 min
- Waschen mit Waschpuffer 5 min

IHC-Vorbereitung
- Herstellung der AK-Verdlinnung mit Antikorper-Verdinnungslosung:
- Megativkontrolle: mit IgX, Proteinkonzentration auf gleiche Konzentration wie die des
Primérantikrpers einstellen (lgX)
- Ist die AK-Konzentration unbekannt, erfolgt die Negativkontrolle nur mit der AK-Verdiinnungslésung

Blockieren der zelleigenen Peroxidase (optional, wichtig fiir Zellen, die endogene Peroxidasen besitzen, z.B.

Zellen aus dem Blut'Knochenmark):
Schnitte mit 3% HzO0z in VE-H;0(50-100 pl pro Schnitt/Kammer/Spot) behandeln

10 min
- Waschen mit Waschpuffer 5 min
Bei Bedarf Schnitle mit Blockldsung zur Hintergrundreduzierung behandeln 30 min
Uberschichten mit 50-100 pl primaren Antikérper bzw. IgG-Kontrolle in entsprechender Verdinnung
Inkubation abhéngig vom Primérantikdrper, Richtwerte: B0 min bei RT oder 0N bei 4°C
- AK-Lésung bzw. IgG-Kontrolle abtropfen
- 3x Waschen mit Waschpufier j& 5 min

1! Ab hier im Dunkeln weiterarbeiten

Erstellt von: Amrehn / Steinke Giltig ab: 16.09.2013
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Uberschichten der Zellen mit 1-2 Tropfen Polymer-Enhancer

Inkubation bei RT 10 min
- 3x Waschen mit Waschpuffer je 5 min
- Uberschichten der Zellen mit 1-2 Tropfen [HEESNNE]
- Inkubation bei RT 20 min
- 3x Waschen mit Waschpuffer je 5 min

- Uberschichten der Zellen mit DAB Ldsung (Lésung ist 1 Woche bei 4°C haltbar)

Inkubation: (Sichtkontrolle!! Zwischen 30 sec bis 10 min!! .d.R. 5 min)

- in Waschpuffer Gberfiihren

- Gegenfarbung mit Hamalaun 30-45 sec
Blduen in Leitungswasser 60-90 sec

Uberfiihren in VE Wasser

Zeitablauf [min] Losung ZiellBemerkung

2x kurz eintauchen Ethanol 70% vergdllt aufsteigende Reihe:
2 Ethanol 96% vergéllt Rehydratisieren

2 2-Propanal |

3 Raticlear |

3 Raticlear Il

Eindecken in organischem Eindeckmittel oder lufitrocknen lassen und danach in Roticlear
eintauchen und mit organischem Eindeckmittel eindecken

Eindecken mit organischem Eindeckmittel nur unter dem Abzug!

Schnitte (.N. unter dem Abzug trocknen lassen und am nachsten Tag wegraumen!

5. Bemerkungen

DAB ansetzen (unbedingt Handschuhe tragen, kein Hautkontakt!): 1ml DAB Substratpuffer + 1
Tropfen DAB-Konzentrat

AK-Verdinnungslésungen sind 4 Wochen bei 4°C haltbar

Die nétige Vorbehandlung und die einzusetzenden Antikdrperkonzentrationen sind in der AK-Liste
aufgefiihrt.

Gegebenenfalls ist eine zusatzliche Permeabilisierung der Schnitte notig

Die Arbeitsschritte kénnen in Abhangigkeit vom Primarantikbrper variieren

Erstellt von: Amrehn / Steinke Giltig ab: 16.09.2013
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1. Materialien
- Glaskiivetten mit Dackel, mit Alufolie umwickelt
- Deckglaser
- Reaktionsgefalie
- Feuchtekammer
- Pipettenspitzen

2. Gerite
- Warmeschrank (60°C)
- Eppendorf-Pipetten
- Schittler

3. Ldsungen
- Primarantikirper
- Sekundérantikérper
- Normalserum zum Blocken
- Isotyp-Kantrolle
- Waschpuffer PBS/TBS + Tween-20 (0,5%)
- Roticlear (entspricht Xylol) und absteigende Alkohalreihe zum Entparaffinieren bzw. Entwassern
- Antigendemaskierungs-Puffer: entsprechend des Primarantikérpers
- zur Vorbereitung der Chamber Slides und Cytospots: 0,2% Triton-X100 in PBS
- ggof. Blockldsung: 1% FISH Skin(0,1g), 0,3% Triton-X 100 (30 pl), 1%BSA (0.1 g) in PBS (9970 ul)
- Antikorper-Verdinnungsldsung (DCS Innovative Diagnostik-Systeme #ALI20R500)
- MOVIOL DABCO mit 0,1% DAPI oder Fluoromount G

4., Durchfiihrung

Paraffinschnitte miissen entparaffiniert und je nach Antikirper eine Demaskierung der Epitope durchgefihrt
werden.

Werden Zellen auf Chamber Slides oder Cytospots gefarbt, muss mit 0,2% Triton-X100 in PBES

5 min. vorbehandelt werden,

Gefrierschnitte werden je nach Fixierung weiter behandelt.

Vorbereitung der Schnitte:

- Paraffinschnitte im Beschriftungsfeld mit Kirzel fiir zu farbenden Antikdrper (AK) versehen

- Isotypkontrolle nicht vergessen und ggf. Nativ-Gewebeschnitt als Positivkontrolle!

- schlecht haftende Schnitte U.N. bei 38°C im Warmeschrank lagern

- in Tragerkorb mit Metallhenkel einordnen und fir 1 h in den Warmeschrank (60°C) stellen (Paraffin
muss vollstdndig geschmolzen seinl)

- direkt in Roticlear | Uberflihren

Beachten: Ab hier darf der Schnitt nicht mehr trockenfallen!

Zeitablauf [min] Lésung Ziel/Bemerkung

10 Roticlear | absteugen_dle Reihe: Entparaffinieren,
Rehydratisieren

10 Roticlear Il

3x auf- und abtauchen | Ethanol 96%
3x auf- und abtauchen | Ethanol 70%
3x auf- und abtauchen | Ethanol 50%
VE-Wasser Schwenken

Uberfihrung in Waschpuffer

Erstellt von: Amrehn/Steinke Giltig ab: 160913
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Demaskierung der Epitope (hitzeinduzierte Epitopmaskierung):

- Demaskierung der Schnitte in entsprechendem 1x Puffer (100°C vorgewarmt im Dampfgarer fiir 20 min)
- Schnitte sofort in Waschpuffer lberfihren und mit Fettstift umranden

Demaskierung der Epitope (enzymatische Demaskierung):

- Schnitte mit Diamantstift umranden

- Enzymiésung auf den Schnitt pipettieren, Inkubation (s. entsprechendes Datenblatt)

- Waschen mit Waschpuffer 5 min

Vorbehandlung der Chamber Slides und Cytospots bei intrazelluléren Antigenen

- 0,2% Triton-X100 in PBS 5 min
- Waschen mit Waschpuffer 5 min

IF-Féarbung

- 5% Mormalserum (aus derselben Spezies wie der Sekundarantikdrper) in AK-Verdiinnungslésung
verdinnen zum Blocken 20 min

- Primarantikorper (z.B. mouse AB1 und/oder rabbit AB1)
- Inkubationsbedingungen in Abhangigkeit vom Prim&rantikdrper
- 3x Waschen mit Waschpuffer je 5 min
- Sekundéarantikérper mit Fluorochrom in AK-Verdiinnungsldsung verdinnen

(z.B. donkey anti-mouse-Cy5 und/oder donkey anti-rabbit-Cy2)
- Inkubation bei RT (im Dunkeln) 60 min
- 3% Waschen mit Waschpuffer je 5 min

Beispielprotokoll fiir eine Doppelfdrbung, bei der beide Primérantikirper aus derselben Spezies (mouse)
stammen
- 5% Mormalserum (aus derselben Spezies wie der Sekundarantikdrper) in AK-Verdlinnungslasung

verdinnen zum Blocken 20 min
- Inkubation mit dem ersten Prim&rantikérper (mouse AB1)
- 3x Waschen mit Waschpuffer j& 5 min
- Inkubation mit dem ersten Sekundarantikdrper (z.B. donkey anti-mouse-Cy5)

Inkubation bei BT (im Dunkeln) 60 min
- 3x Waschen mit Waschpuffer jg 5 min
- 5% Normalserum (mouse) in AK-Verdiinnungslésung 20 min
- Inkubation mit dem zweiten Primarantikérper (mouse AB2)
- 3x Waschen mit Waschpuffer ie 5 min
= Inkubation mit dem zweiten Sekundéarantikdrper (z.B. donkey anti-mouse-Cy2)

Inkubation bei RT (im Dunkeln) 60 min
- 3x Waschen mit Waschpuffer je 5 min

- eindecken mit MOVIOL DABCO mit 0,1% DAPI, Fluoromount G + DAPI je nach Fluorochrom
- UN trocknen lassen, dunkel lagern!

5. Bemerkungen
\or der erstmaligen Durchfihrung von Mehrfachfarbungen; Ablauf bitte mit Christa besprechen!

Erstellt von: Amrehn/Steinke Giltig ab: 160913
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