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Kurzzusammenfassung

Hintergrund: Herzerkrankungen wie die Herzinsuffizienz und die koronare
Herzerkrankung gehdren zu den groRten Herausforderungen des Offentlichen
Gesundheitssystems in den Industrienationen. In den letzten Jahren wurden zellbasierte
Therapieoptionen entwickelt, die zur Regeneration des geschadigten Herzgewebes
beitragen sollen. Zu den Zelltypen, die ihre Wirkung Uber parakrine Mechanismen
ausuben, gehoren die Cardiac-derived adherent proliferating (CardAP)-Zellen. Sie sind
Non-Stammzellen, die aus endomyokardialen Biopsien isoliert werden. Ein weiteres
mogliches Gewebe zur Isolation dieser Zellen stellt das rechte Herzohr dar. Es bietet eine
groRere Gewebemasse und konnte zur Herstellung von CardAP-Zellen fur allogene
regenerative Therapien dienen. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sich
CardAP-Zellen aus dem humanen Herzohr isolieren lassen und welche histologische
Region des Herzohrs dafur am besten geeignet ist. Das Gewebe sollte naher
charakterisiert und die Zellen auf ihr Oberflachenmarkerprofil, ihr pro-angiogenes
Potenzial und ihre Eignung als mogliches allogenes Zellprodukt untersucht werden.

Methoden: Das Herzohrgewebe wurde mittels Hamatoxylin-Eosin und Masson-Goldner-
Trichrom und auf den Oberflachenmarker Cluster of Differentiation (CD)90 gefarbt. Die
Zellisolation erfolgte aus Gewebefragmenten mittels Auswachskultur. Nach der Zellernte
wurde eine magnetische Zellsortierung durchgefuhrt, um eine CD90-negative
Zellpopulation zu erhalten. Die sortierten Herzohrzellen wurden mittels
Durchflusszytometrie auf ihr Oberflachenmarkerprofil und mittels Mikroarray auf ihr
Genexpressionsprofil untersucht. Ein Enzym-gekoppeltes ImmunoSorbent-Assay
(ELISA) diente dem Nachweis der Sekretion des vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF) und Interleukin-8 (IL-8). Auf Basis einer Wachstumskinetik
wurden Berechnungen zu moglichen Zellzahlen fur eine spatere allogene Therapie
angestellt.

Ergebnisse: Aus einem Herzohr lassen sich Zelldosen fur tuber 250 Patienten herstellen.
Idealerweise sollten myo- und endomyokardiale Areale des Herzohrgewebes fur die
Auswachskultur verwendet werden. Fibrosierte und epikardiale Bereiche sollten nicht
verwendet werden. Im Vergleich zu CardAP-Zellen weisen sortierte Herzohrzellen das
gleiche Profil hinsichtlich der Marker CD29 (positiv), CD44 (positiv), CD45 (negativ),
CD73 (positiv), CD105 (positiv) und CD166 (positiv) auf, jedoch enthalten sie noch eine
geringe Fraktion CD90-positiver Zellen. Sie sekretieren die pro-angiogenen Faktoren
VEGF und IL-8, die sie auch auf RNA-Ebene exprimieren sowie weitere Schlisselgene
der Angiogenese.



Schlussfolgerung: Die lIsolation von Herzohrzellen mit CardAP-Eigenschaften ist
moglich, jedoch sollte das Zellsortierungsverfahren optimiert werden. Das pro-angiogene
Potenzial muss an in-vivo-Tiermodellen bestatigt werden. Weitere Untersuchungen zur
Immunogenitat der Zellen und ihrer Lagerbarkeit in einem Zellbanksystem sollten folgen.



Abstract

Background: Heart diseases like heart failure and coronary artery disease are a major
burden for the public health system in developed countries. In recent years, cell-based
therapies were developed for the regeneration of damaged heart tissue. Cardiac-derived
adherent proliferating (CardAP) cells belong to the generation of cells which act upon
paracrine mechanisms. They are non-stem cells, which can be isolated from
endomyocardial biopsies. Another source for the isolation of these cells could be the right
atrial appendage (AA). It offers greater tissue mass and could be used in order to produce
CardAP cells for allogenic regenerative therapies. The aim of this thesis was to elucidate
if CardAP cells could be isolated from human AAs and which histological area would be
the most suitable to this end. The tissue was further characterized, and isolated cells were
further examined for their surface marker profile, their pro-angiogenic potential and their
suitability as allogenic cell product.

Methods: Tissues were stained with hematoxylin and eosin, Masson-Goldner trichrome
and for CD90. Cell isolation was conducted using outgrowth cultures. After harvesting,
cells were sorted using magnetic beads to obtain a cluster of differentiation (CD)90-
negative cell population. Sorted AA cells were examined for their surface marker profile
using flow cytometry and for their gene profile using a microarray. An Enzyme-linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) was used to detect the secretion of vascular endothelial
growth factor (VEGF) and interleukin-8 (IL-8). Growth kinetics served as basis for
estimating theoretical cell numbers for future allogenic therapies.

Results: Cell dosages for the treatment of more than 250 patients can be obtained from
one AA. Ideally, myo- and endomyocardial areas should be used for outgrowth cultures;
fibrotic and epicardial areas should be discarded. In comparison to CardAP cells, sorted
AA cells show the same expression regarding the surface markers CD29 (positive), CD44
(positive), CD45 (negative), CD73 (positive), CD105 (positive) and CD166 (positive), but
they contain a small fraction of CD90-positive cells. They secrete the pro-angiogenic
factors VEGF and IL-8, which are also expressed on RNA level as well as other key gens
of angiogenesis.

Conclusion: It is possible to isolate AA cells with CardAP characteristics; however, cell
sorting should be optimized. The pro-angiogenic potential has to be confirmed in-vivo
using animal models. Further experiments regarding immunogenicity and storage
capabilities in a cell bank system should follow.
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1 Einleitung

1.1 Herzhistologie

Das Herz ist das zentrale Kreislauforgan des Menschen. Geschutzt vom Thorax liegt es
im Mediastinum in seiner eigenen serosen Hohle und ist aul3en von Perikard umgeben.

Die Herzwand besteht aus drei Schichten: Epikard, Myokard und Endokard. Das aul3en
liegende Epikard entspricht der Lamina visceralis des Perikards. Das Epikard setzt sich
aus Tunica serosa und Tela subserosa zusammen. Letztere ist eine adipozytenreiche
Schicht, in der Nerven und Blutgefalle verlaufen. Das Myokard ist die Muskelschicht, die
aus Kardiomyozyten besteht. Sie liegt zwischen Endo- und Epikard. Unterschieden wird
prinzipiell zwischen der Muskulatur des Reizleitungssystems und dem Arbeitsmyokard,
das die physikalische Pumpleistung erbringt. Im Bereich der Atrien ist das Myokard
zweischichtig, im Bereich der Ventrikel dreischichtig, wobei eine mittlere Ringschicht von
einer inneren und einer auleren Langsschicht umgeben wird. Die Wand des linken
Ventrikels ist mit 8-12 mm mindestens doppelt so dick wie die des rechten Ventrikels,
was auf den erhdhten Druck im Korperkreislauf zuriickgeht. Endothel und Bindegewebe
formen das Endokard, die innerste Schicht der Herzwand.

Entsprechend diesem Aufbau lassen sich unterschiedliche Zelltypen im Herzen finden.
Zu den haufigsten Zellen zahlen Kardiomyozyten, die volumenmalig den groften Anteil
ausmachen, und daruber hinaus Fibroblasten, Endothelzellen und perivaskulare Zellen
[1].

Jahrzehntelang wurde postuliert, das Saugetierherz (genau wie das Gehirn) besale
keine Stammzellen und sei demnach nicht regenerationsfahig. Stammzellen sind
dadurch definiert, dass sie pluripotent sind, Selbsterneuerungspotenzial haben und sich
klonal vermehren. Diese Eigenschaften mussen sie sowohl in-vitro als auch in-vivo
aufweisen [2]. Regeneration findet statt, wenn aus Stammzellen differenzierte Zellen
werden und sie sich vermehren, sodass geschadigtes Gewebe durch funktionelles
Gewebe ersetzt wird. Dieses Paradigma, das Herz sei ein postmitotisches Organ, wurde
in den 2000er-Jahren durch unterschiedliche Entdeckungen aufgeweicht, u.a. das
Vorhandensein Y-Chromosom-positiver Kardiomyozyten in weiblichen Spenderherzen
herztransplantierter mannlicher Patienten [3], die Entdeckung c-kit-positiver adulter
kardialer Stammzellen in Rattenherzen im Jahr 2003 [4], und Hinweise auf eine kardiale
Erneuerung anhand von Untersuchungen mit Kohlenstoff-Isotopen [5]. In den letzten
Jahren haben mehrere Arbeitsgruppen schlieBlich postuliert, dass das menschliche Herz
selbst Stammzellen besitzt [6-8] und somit die Hoffnungen auf zuklnftige Therapien zur
Regeneration des Herzens geweckt.

Nachdem sich einige der Ergebnisse durch andere Forschungsgruppen nicht replizieren
lieRen [9-11], kamen erste Zweifel an der Belastbarkeit der gewonnen Erkenntnisse
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dieser Publikationen auf. Mittlerweile weil3 man, dass ein Teil davon u.a. aufgrund von
Manipulationen nicht reliabel ist [12-14].

1.2 Haufige Herzerkrankungen

1.2.1 Uberblick

Herzerkrankungen sind die haufigste Todesursache in Deutschland und den USA, noch
vor Krebs, Infektionen oder Schlaganfall [15, 16]. Am haufigsten sterben die Patienten in
der Folge einer koronaren Herzkrankheit (KHK) oder einer Herzinsuffizienz [16].

Die Herzinsuffizienz kann durch vielfaltige Ursachen entstehen. Hauptrisikofaktoren sind
KHK, Diabetes mellitus und Bluthochdruck [15]. Die KHK fuhrt zu einer Minderversorgung
des Herzmuskels mit Blut. Im Rahmen beider Erkrankungen kommt es letztendlich zu
einem Funktionsverlust des Herzmuskelgewebes.

1.2.2 Koronare Herzkrankheit

Die KHK hat einen erheblichen Anteil an den Herzerkrankungen und dementsprechend
an den kardiovaskularen Todesfallen. Im Jahr 2015 starben in Deutschland 128.230
Menschen an den Folgen ihrer KHK [16].

Das Myokard kann auf unterschiedliche Arten geschadigt werden. Dazu zahlen Stenosen
der Koronararterien, mikrovaskulare Dysfunktion, Koronarspasmen oder eine
Kombination aus diesen [17].

Beim akuten Myokardinfarkt kommt es zu einer Nekrose des Herzmuskelgewebes,
aufgrund einer langer wahrenden Ischamie. Am haufigsten liegt dieser Ischamie eine
rupturierte oder erodierte atherosklerotische Plaque zugrunde [18].

Zur Therapie der KHK gehort ein Lebenswandel hin zu einer gesunden, ausgewogenen
Ernahrung und regelmalige korperliche Aktivitat. In der Pharmakotherapie kommen
Nitrate, Betarezeptoren-Blocker, Kalziumantagonisten, der Funny-lonen(ls)-Kanalblocker
Ivabradin und Nicorandil, ein Stimulator des cyclischen Guanosinmonophosphats
(cGMP), zum Einsatz. Zur Pravention kardiovaskularer Ereignisse hat sich der
Plattchenhemmer Acetylsalicylsaure etabliert. Oftmals sind auch Statine indiziert, um den
Low-Density-Lipoprotein (LDL)-Spiegel zu senken. Weitere Verschreibungen hangen
vom Risikoprofil und den Begleiterkrankungen des Patienten ab [17].

Eine Revaskularisierung, in der Regel mit Stenteinlage, ist bei hohergradigen Stenosen,
insbesondere auch beim akuten Koronarsyndrom indiziert [17, 19].

Ein Herzinfarkt hinterlasst eine Narbe im Herzgewebe, die sich auf die Physiologie des
gesamten Organs auswirkt. Bisherige Therapien zielen vor allem auf die Pravention von
kardialen Ereignissen ab. Nach so einem Ereignis konnen sie lediglich zur
Okonomisierung der Herzarbeit beitragen, jedoch nicht die strukturellen Defekte
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beseitigen. Solche Defekte gehen einher mit einer verminderten Pumpleistung und
bergen das Risiko weiterer Schadigungen. Neuere, zellbasierte Therapien setzten dort
an. Sie haben die Regeneration des Gewebes zum Ziel.

1.2.3 Herzinsuffizienz

Wenn das Herz nicht mehr seiner physiologischen Funktion nachkommen kann, das
periphere Gewebe durch seine Pumpleistung mit sauerstoffreichem Blut zu versorgen,
spricht man von einer Herzinsuffizienz. Man unterscheidet zwischen einer akuten und
einer chronischen Herzinsuffizienz. Die folgenden Ausfuhrungen beziehen sich auf die
chronische Form der Herzinsuffizienz.

Die Herzinsuffizienz ist eines der gro3en medizinischen und finanziellen Probleme des
offentlichen Gesundheitssystems. Weltweit ist sie die kardiovaskulare Krankheit, deren
Inzidenz am schnellsten zunimmt. Ihre Pravalenz wird auf > 37,7 Millionen Patienten
geschatzt [20]. In einer immer alter werdenden Gesellschaft ist es wahrscheinlich, dass
die Zahl der Erkrankten weiter zunehmen wird.

In Deutschland gibt es ca. 1,8 Millionen Herzinsuffizienzpatienten. Die Inzidenz liegt bei
300.000 Neuerkrankungen pro Jahr [21] und fUhrt zu Uber 455.000 vollstationaren
Krankenhausaufenthalten jedes Jahr [16].

Die Leitlinie der Europaischen Herzgesellschaft (ESC) unterscheidet zwischen drei
Typen der Herzinsuffizienz, die durch die linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF)
definiert werden: Herzinsuffizienz mit erhaltener LVEF, das hei3t = 50 %, mid-range
Herzinsuffizienz, das heil3t LVEF 40-49 %, und Herzinsuffizienz mit reduzierter LVEF,
dementsprechend < 40 % [22].

Typischerweise liegt der Herzinsuffizienz eine myokardiale Veranderung zugrunde, die
zu einer links- und/oder rechtsventrikularen Dysfunktion fuhrt. Prinzipiell kann jedoch
jedwede Veranderung an kardialen Strukturen eine Herzinsuffizienz auslosen [22].

Zu den haufigsten Ursachen einer Herzinsuffizienz zahlen in den Industrienationen die
KHK und/oder die arterielle Hypertonie. Auf sie lassen sich uber zwei Drittel aller Falle
zurUckfuhren. In Entwicklungslandern dagegen sind Herzklappenerkrankungen und
Mangelernahrung haufiger die Ursache fur eine Herzinsuffizienz [23].

Seltenere Ursachen der Herzinsuffizenz sind nicht-ischamische Kardiomyopathien,
Arrhythmien, angeborene Herzerkrankungen, Perikarderkrankungen und High Output
Failure, wozu u.a. Anamien, Thyreotoxikosen und arteriovendse Fisteln zahlen. Auch
Alkohol und Arzneimittel konnen eine Herzinsuffizienz auslosen [24].

Je nach Auspragungsgrad der Symptome ist das Leben der Patienten mit
Herzinsuffizienz eingeschrankt. Die Therapie zielt darauf ab, die Lebensqualitat dieser
Patienten zu verbessern, ihre Symptome zu lindern und Hospitalisierungen vorzubeugen.
Aus epidemiologischer Sicht geht es darum, Morbiditat und Mortalitat der Erkrankung zu
senken.
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Die medikamentdse Therapie der Herzinsuffizienz orientiert sich an der Klassifikation der
New York Heart Association (NYHA). Zu den Medikamenten, die das Uberleben bei
Patienten mit reduzierter Ejektionsfraktion verbessern, gehdéren Hemmer des
Angiotensin-Konversionsenzyms (ACE), Mineralkortikoidrezeptor-Antagonisten,
Betarezeptoren-Blocker und Angiotensinrezeptor/Neprilysin-Hemmer. Weiterhin kdnnen
Angiotensin-ll-Rezeptor-Antagonisten und Ivabradin indiziert sein. Bei
Stauungssymptomen werden zusatzlich Diuretika eingesetzt [22].

Die nicht-medikamentose Therapie beinhaltet regelmaRiges aerobes Training, den
Einsatz implantierbarer Kardioverter/Defibrillatoren und die kardiale
Resynchronisationstherapie. Weitere Therapieoptionen hangen vom Typ der
Herzinsuffizienz und der zugrundeliegenden Ursache ab [22].

Als letzte Option bleibt die Herztransplantation, die zum einen durch das Fehlen von
Spenderherzen limitiert ist und zum anderen die Operabilitat des oft multimorbiden
Patienten voraussetzt.

Fiar Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz — jenem Stadium, in dem die Herzleistung
gerade noch ausreicht, um den Organismus am Leben zu erhalten, Belastungen aber
nicht mehr kompensiert werden konnen — sind die etablierten Therapiemoglichkeiten
ausgeschopft. lhnen stehen im Rahmen von Studien neue Therapieoptionen zur
Verfugung, die jedoch noch nicht vollstandig evaluiert und somit nicht in den Leitlinien
verankert sind. Zu diesen Optionen gehoren beispielsweise die therapeutische Apherese,
Unterstitzungsnetze wie das CorCap™ oder zellbasierte Therapien, die in der Regel auf
Stammzellen beruhen [24].

1.3 Zellbasierte Therapien

Nach einem Herzinfarkt ist der Herzmuskel erheblich geschadigt, was mit einem
massiven Verlust von Myozyten einhergeht. Auch die Herzinsuffizienz ist mit
Myokardschaden verbunden. Anders als die bisherigen medikamentosen Therapien
zielen zellbasierte Therapien darauf ab, das geschadigte Herz wieder zu regenerieren
[25].

Die ersten Versuche begannen in den 1990er-Jahren mit der Transplantation von
autologen Myoblasten, also Satellitenzellen des Skelettmuskels, die dessen
Regeneration steuern [26-28].

Die ersten erfolgsversprechenden Studien an Patienten wurden mit mesenchymalen
Knochenmark-Stammzellen (BM-MSC) durchgefuhrt und zeigten eine Verbesserung der
Herzfunktion bei relativ kurzem Follow-Up [29-32].

Wie die transplantierten Zellen die Herzfunktion verbessern, ist weiterhin Gegenstand der
Forschung. Zunachst ging man davon aus, Stammzellen wirden sich in Kardiomyozyten
differenzieren und so abgestorbenes Gewebe ersetzen [33]. Spatere Untersuchungen an
erkrankten Herzen zeigten jedoch, dass nur ein geringer Teil der transplantierten Zellen
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tatsachlich im Herzgewebe bleibt und die positiven Effekte daher wahrscheinlich nicht auf
Differenzierungsprozessen [9], sondern auf parakrinen Mechanismen beruhen [34-36].
Zu den parakrinen Mediatoren gehoren Zytokine und Wachstumsfaktoren. Mittlerweile
hat sich die Paracrine Hypothesis durchgesetzt, die fur die Haupteffekte der kardialen
Regenerierung durch zellbasierte Therapien verantwortlich ist, mit eventuellen
Ausnahmen fur Zellen der zweiten Generation [37].

Diese Zellen der zweiten Generation sind cardiosphere-dervied cells (CDCs), modifizierte
mesenchymale Stammzellen (MSC), induzierte pluripotente Stammzellen und
embryonale Stammzellen, die neben ihrer parakrinen Aktivitat noch die theoretische
Moglichkeit besitzen, sich in Kardiomyozyten zu differenzieren und so zum Remodeling
des erkrankten Herzgewebes beizutragen. Zu den Zellen der ersten Generation gehoren
entsprechend diejenigen, die hauptsachlich durch die Sekretion von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren wirken. Neben Stamm-, Progenitor- und Stromazellen beschaftigte
sich die regenerative Forschung in den letzten Jahren zudem zunehmend mit zellfreien
Produkten wie Mikrovesikeln und Exosomen, Wachstumsfaktoren, nicht-kodierenden
Ribonukleinsauren (RNAs), Gentherapien, Tissue-Engineering-Produkten bis hin zur
Neo-Organogenese [38].

Zellbasierte Therapien erscheinen neben diesen neuen Strategien fast schon als
etabliert, doch sie sind weiterhin ein relativ neues Forschungsfeld, weshalb es auf dem
Weg zur idealen Therapie noch viele ungeklarte Fragen gibt. Zwar konnten diverse
Untersuchungen die Durchfuhrbarkeit und Sicherheit von zellbasierten Therapien
belegen, ein von den Fachgesellschaften empfohlenes und von den Krankenkassen
finanziertes Zellprodukt existiert aber noch nicht. So ist man immer noch auf der Suche
nach dem idealen Zelltyp vom idealen Donor flir den passenden Patienten. Dazu
kommen Hurden bei der Zellapplikation, ihrer Retention im Zielgewebe, der Suche nach
der adaquaten Dosis, und das Fehlen von standardisierten Protokollen fur die objektive
Evaluierung ihrer Effekte. Die Transnational Alliance for Regenerative Therapies in
Cardiovascular Syndromes, kurz TACTICS, ein Verbund aus Wissenschaftlerinnen und
Wissenschaftlern aus dem Feld der Regenerationsmedizin, hat in ihrem Positionspapier
von 2017 einen wichtigen Schritt auf dem Weg zu einer solchen Standardisierung
gemacht [38].

Bislang fehlt es noch an grof3en, methodisch gut konzipierten Phase-Ill-Studien zu den
Effekten zellbasierter Therapien in Post-Infarkt-Patienten oder Patienten mit
Herzinsuffizienz [39]. Die bisherigen Studien betrachten bis dato nur Surrogatparameter
als Outcome und konnten noch nicht beweisen, dass die zellbasierten Therapien besser
als die Standardtherapie sind. Bislang sind zellbasierte Therapie fur diese Erkrankungen
daher weder in den USA von der US-Amerikanischen Behorde fur Lebens- und
Arzneimittel (FDA) noch in Deutschland von der Europaischen Arzneimittel-Agentur
(EMA) zugelassen und werden in keiner aktuellen Leitlinie empfohlen.
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1.4 Cardiac-derived Adherent proliferating (CardAP)-Zellen

Wie oben beschrieben, ist die Suche nach dem idealen Zelltyp noch nicht abgeschlossen
und es st nicht unwahrscheinlich, dass unterschiedliche Patientenkohorten
unterschiedliche Zellarten bendtigen werden, sofern sich zellbasierte Therapien zur
kardialen Regeneration durchsetzen werden.

Haag et al. haben im Jahr 2010 einen Zelltyp beschrieben, der aus endomyokardialen
Biopsien (EMBs) isoliert wird und keine Stammzelleigenschaften aufweist. Diese
sogenannten CardAP-Zellen exprimieren die Oberflachenmarker Cluster of
Differentiation (CD)29, CD44, CD73, CD105 und CD166 und sind negativ fur CD45 und
CD90 [40].

CardAP-Zellen zeigten in den bisherigen Untersuchungen pro-angiogene Eigenschaften,
die sie Uber parakrine Effekte vermitteln [41, 42] und lassen sich daher als Erst-
Generation-Zellen klassifizieren. Sie wirken antifibrotisch und antihypertrophisch [43] und
weisen eine geringe Immunogenitat auf [44, 45].

Fiar die CardAP-Zellen liegt bereits eine Herstellungserlaubnis vor. Die vorklinischen
Studien sind abgeschlossen und eine erste klinische Studie ist in Planung. Diese wird
zeigen, ob eine Zelltherapie mit Non-Stammzellen als Alternative zu Stammzell-basierten
Therapien in naher Zukunft fur Patienten mit chronischen Herzerkrankungen zur
Verfugung stehen wird.

Die Zellmengen, die aus EMBs isoliert und expandiert werden konnen, sind aufgrund der
geringen Gewebemenge der Bioptate limitiert. Diese Zellen sollen daher fur eine autologe
Therapie eingesetzt werden. Das heil3t, dass herzkranke Patienten, in diesem Fall
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie, mittels Herzkatheter bioptiert werden und
spater ihre eigenen Zellen erhalten. Mehr Ausgangsgewebe als EBMs bietet dagegen
das humane Herzohr und konnte somit die Basis fur eine allogene Therapie von
Herzerkrankungen darstellen, bei der aus dem Biomaterial von einem Spender Zellen flr
hunderte Patienten generiert werden sollen.

Herzohren sind nicht essentiell fur die Funktionalitdt des Herzens. In einigen
Arrhythmiepatienten wird das linke Herzohr verschlossen oder exzidiert, da sich in ihm
Thromben bilden kdnnen. Das rechte Herzohr (oder Teile von ihm) wird teilweise wahrend
der Koronararterien-Bypass-Chirurgie entfernt. Zudem besteht die Moglichkeit, Biopsien
vom Herzohr wahrend offener Herzoperationen zu entnehmen.

Vom Herzohr isolierte Stammzellen wurden bereits fruh im Rahmen von Studien zur
Therapie von KHK-Patienten eingesetzt [46] und stellen heute eines der standardmaliig
verwendeten Gewebe fur die Isolation von Zellen fur regenerative Therapien bei
Herzerkrankungen dar.

Vorversuche der Arbeitsgruppe am Labor fur Tissue Engineering haben bereits zeigen
konnen, dass sich CD90-negative Zellen aus humanem Herzohrgewebe isolieren lassen
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[47]. Eine weitere Charakterisierung dieser Zellen und die Untersuchung ihrer Effekte fur
eine spatere regenerative Therapie standen bis dato jedoch noch aus.

1.5 Fragestellung

Die Forschung zu zellbasierten Therapien zur Behandlung von Herzerkrankungen hat in
den letzten Jahren einen regelrechten Boom erlebt. Jedoch beschranken sich die
gewonnenen Erkenntnisse fast ausschliel3lich auf Experimente und klinische Studien mit
Stammzellen. Non-Stammzellen zur Herzregeneration stellen weiterhin eine Nische dar,
dabei hat sich in den letzten Jahren die Erkenntnis durchgesetzt, dass die positiven
Eigenschaften von Stammzellen nicht auf ihrem Differenzierungspotenzial beruhen,
sondern vor allem auf den parakrinen Effekten, die sie vermitteln. Non-Stammzellen wie
die CardAP-Zellen wirken ebenfalls Uber parakrine Mechanismen und kdnnten daher eine
leicht zu isolierende Alternative oder Erganzung zur Stammzelltherapie darstellen.

Eine allogene Zelltherapie, wie sie fur das Herzohr-Projekt angestrebt wird, verlangt
zunachst ein unkompliziert zu beziehendes Ausgangsgewebe, eine einfache
Handhabbarkeit bei der Isolation der Zellen, groRtmogliche Reinheit der Zellpopulation,
nachweisbare und reproduzierbare Effekte, eine niedrige Immunogenitat des
Zellproduktes und grolRe Zellchargen fur die gleichzeitige Versorgung mehrerer
Patienten.

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob CardAP-Zellen oder Zellen mit CardAP-
Eigenschaften aus humanem Herzohrgewebe isoliert werden konnen. Diese Zellen
sollten sowohl hinsichtlich ihres Expressionsprofils als auch moglicher parakriner Effekte
untersucht werden. Eine zusatzliche Charakterisierung des Herzohrgewebes sollte dazu
beitragen, die Zellisolation zu optimieren.

Folgende Hypothesen wurden aufgestellt:

1. CardAP-Zellen lassen sich aus Herzohrgewebe isolieren.

2. Der Erfolg der Zellisolation hangt von der histologischen Region des
Herzohrgewebes ab.

3. Aus dem Herzohr isolierte Zellen kdnnen leicht expandiert werden und stellen
ausreichende Mengen fur einen allogenen Therapieansatz bereit.

4. Aus dem Herzohr isolierte Zellen haben pro-angiogene Eigenschaften.
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2 Methodik’

2.1 Experimentdesign

Zur Beantwortung der Forschungsfragen wurde ein experimentell-exploratives
Forschungsdesign gewahlt. Die verwendeten humanen Herzohren stammen von
Patienten des Deutschen Herzzentrum Berlin und wurden im Rahmen von medizinisch
indizierten chirurgischen Eingriffen von den Spendern gewonnen. Sowohl die Entnahme
der Herzohren durch das Team am Herzzentrum als auch die Verwendung flr
Forschungszwecke am Labor fur Tissue Engineering sind im Rahmen des bewilligten
Ethikantrags EA4/028/12 der Charité — Universitatsmedizin Berlin und mit schriftlichem
Einverstandnis der Spender erfolgt.

Insgesamt wurden 10 verschiedene Herzohren verwendet, Vorversuche nicht
eingeschlossen. Zunachst ging es darum, das Herzohrgewebe morpho-histologisch zu
charakterisieren. Dazu wurden Gewebeschnitte und -farbungen angefertigt. Zur
Zellisolation wurden Fragmente aus den Herzohren geschnitten und flr
Auswachskulturen verwendet. Dabei wurde zwischen verschiedenen Regionen
unterschieden. Sortierte, vom Herzohr isolierte Zellen wurden fur Untersuchungen zur
Wachstumskinetik, fur eine Mikroarrayuntersuchung, fur Zellfarbungen und einen
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) verwendet.

2.2 Materialien

2.2.1 Antikorper

Bezeichnung Hersteller

Donkey-Anti-Mouse-Sekundarantikdrper, Alexa Fluor 555- ThermoFisher
konjugiert (Zellfarbung)

Mouse-Anti-Human-CD105-Antikorper, Fluorescein- Acris
Isothiocyanat(FITC)-konjugiert (Durchflusszytometrie)

Mouse-Anti-Human-CD166-Antikérper, Phycoerythrin(PE)- BD Pharmingen
konjugiert (Durchflusszytometrie)

!ein Teil der hier dargestellten Methodik ist in modifizierter Form und in englischer Sprache bereits erschienen in:
Detert, S., Stamm, C., Beez, C., Diedrichs, F., Ringe, J., Van Linthout, S., Seifert, M., Tschope, C., Sittinger, M.,
und Haag, M., The atrial appendage as a suitable source to generate cardiac-derived adherent proliferating cells
for regenerative cell-based therapies. J Tissue Eng Regen Med, 2018. 12(3): S. ¢1404-¢1417.
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Mouse-Anti-Human-CD29-Antikdrper, PE-konjugiert
(Durchflusszytometrie)

Mouse-Anti-Human-CD44-Antikorper, FITC-konjugiert
(Durchflusszytometrie)

Mouse-Anti-Human-CD45-Antikdrper, FITC-konjugiert
(Durchflusszytometrie)

Mouse-Anti-Human-CD73-Antikdrper, PE-konjugiert
(Durchflusszytometrie)

Mouse-Anti-Human-CD90-Antikorper, Clone5E10
(Gewebefarbung)

Mouse-Anti-Human-CD90-Antikdrper, FITC-konjugiert
(Durchflusszytometrie)

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BioLegend

BD Pharmingen

Mouse-Anti-Human-CD90-Primarantikérper, Clone5E1D BioLegend
(Zellfarbung)
2.2.2 Assays und Arrays
Bezeichnung Hersteller
Human Chemokin-Ligand (CXCL)8/Interleukin R&D Systems
(IL)-8 Quantikine SixPak (ELISA)
Human Vascular Endothelial Growth Factor R&D Systems
(VEGF) Quantikine SixPak (ELISA)
Mikroarray HG-133 plus 2 GeneChips Affymetrix
2.2.3 Biomaterial
Gewebe Experimente
Herzohr 1 Gewebefarbung, Auswachskultur nach Herzohrregionen,
Durchflusszytometrie
Herzohr 2 Gewebefarbung, Auswachskultur nach Herzohrregionen,
Durchflusszytometrie
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Herzohr 3

Herzohr 4

Herzohr 5

Herzohr 6

Herzohr 7

Herzohr 8

Herzohr 9

Herzohr 10

Normale Humane
Dermale Fibroblasten
(NHDFs)

Gewebefarbung, Auswachskultur nach Herzohrregionen,
Durchflusszytometrie

Auswachskultur, Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS),
Durchflusszytometrie, Kryokonserverierung, Wachstumskinetik,
Mikroarray, ELISA

Auswachskultur, MACS, Durchflusszytometrie,
Kryokonserverierung, Wachstumskinetik, Mikroarray, ELISA

Auswachskultur, MACS, Durchflusszytometrie,
Kryokonserverierung, Wachstumskinetik, Mikroarray, Zellfarbung,
ELISA

Auswachskultur, MACS, Durchflusszytometrie,
Kryokonservierung, Wachstumskinetik, Zellfarbung, ELISA

Auswachskultur, MACS, Durchflusszytometrie, Zahlung
Herzohrfragmente, Theoretische Zellzahlberechnung, Vergleich
MACS/Automatisiertes MACS (AutoMACS)

Auswachskultur, MACS, Durchflusszytometrie, Zahlung
Herzohrfragmente, Wachstumskinetik, Theoretische
Zellzahlberechnung, Vergleich MACS/AutoMACS

Auswachskultur, MACS, Durchflusszytometrie, Zahlung
Herzohrfragmente, Theoretische Zellzahlberechnung, Vergleich

MACS/AutoMACS

Technische Universitat Berlin

2.2.4 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

AutoMACS

AxioObserver-Mikroskop

FACSCalibur-Zytometer

Miltenyi Biotec

Zeiss

Becton Dickinson

NanoDrop-Spektrophotometer Agilent
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Photometrischer Mikroplattenleser Tecan
Progress Speed XT core5-Kamera Jenoptik
Thermomixer Eppendorf
Zeiss Lab A1 Axio-Mikroskop Zeiss

2.2.5 Medien, Seren und Chemikalien
Bezeichnung Hersteller
Bisbenzimid/Bovines Serumalbumin (BSA)-Losung Hoechst
1-Brom-3-chlorpropan Sigma-Aldrich
BSA Sigma-Aldrich

komplementiertes Isocove-Dulbecco-Ham (cIDH)-Medium,
bestehend aus Isocove-Dulbecco-Ham (IDH); angereichert mit
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) 100ng/mL und epidermalem
Wachstumsfaktor (EGF) 100 ng/mL

komplementiertes Isocove’s Modified Dulbecco’s Medium
(cIMDM), bestehend aus Isocove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM); angereichert mit 10 % humanem Serum und 1 %
Penicillin/Streptomycin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Donkey-Blocking-Puffer (DBP), bestehend aus
phosphatgepufferter Salzldsung (PBS); angereichert mit
Eselserum (5 %) und BSA (1 %)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
mit 1,0 g/L D-Glucose)

Eselserum
Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)-Puffer, bestehend
aus PBS/0,5 % BSA, pH 7,4
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Eigenherstellung

Eigenherstellung

Sigma-Aldrich

Eigenherstellung

Biochrom

Sigma-Aldrich
Roth
Biochrom

Eigenherstellung



Formalin (4 %) Herbeta
Ham’s F12 Biochrom

Hamatoxylin-Eosin Dako (Hamatoxylin),
Roth (Eosin)

Humanes Serum, aus Vollblutkonserven des Deutschen Roten Eigenherstellung
Kreuz (DRK)

IDH-Medium, bestehend aus 1/3 IMDM, 1/3 DMEM, 1/3 Ham’s Eigenherstellung
F12; angereichert mit humanem Serum (5 %) und
Penicillin/Streptomycin (1 %)

IMDM Biochrom

Kryomedium A, bestehend aus humanem Serum (80 %) und Eigenherstellung
DMSO (20 %)

Kryomedium B, bestehend aus humanem Serum (80 %) und IDH  Eigenherstellung
(20 %)

MACS-Puffer, bestehend aus PBS mit BSA (0,5 %) und EDTA Eigenherstellung
(0,4 %)

Masson-Goldner-Trichrom-Farbekit Roth

Paraffin Merck

PBS Biochrom
Propidiumjodid Sigma-Aldrich
Rotihistol Roth
Trypanblau-Lésung (0,4 %) Sigma-Aldrich

2.2.6 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
6-Well-Platten BD Falcon
Chamberslides, Lab-Tek Beckton Dickinson
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Compound-Medium TissueTek

Einmal-Kandle Braun
Einmal-Spritze, 10 mL BD Plastipak
Falcon-Tube, konisches Reaktionsgefal3, 15 mL, 50 mL BD Falcon
Kryomold TissueTek
Kryoréhrchen, Nunc Thermo Scientific
Steriles Skalpell, Feather Disposable Scalpel No. 21 Pfm Medical
Trizol (TRI)-Reagent Sigma-Aldrich
Zellkulturflaschen BD Falcon

2.2.7 Wachstumsfaktoren, Enzyme und Antibiotika

Bezeichnung Hersteller

EGF PeproTech
Einwaage: 100 pg
Konzentration Stamml&sung: 20 ng/uL

FGF PeproTech
Einwaage: 50 ug
Konzentration Stammlésung: 100 ng/uL

Penicillin/Streptomycin, 10.000 U/mL Biochrom

Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %) Biochrom

2.3 Gewebefarbungen

Histologische und Immunfluoreszenzfarbungen erfolgten an Herzohrschnitten der
Donoren 1-3. Aus jedem Herzohr wurden zwei ca. 3 mm breite Schnitte entnommen, so
dass alle Schichten des Herzohrs quer geschnitten waren. Einer der Gewebeschnitte
wurde in einer Einbettkassette entsprechend Tabelle 1 entwassert. Anschlie3end erfolgte
die Einbettung in Paraffin am Einbettautomaten.

Fur die histologischen Farbungen wurden die in Paraffin eingebetteten Herzohren
geschnitten und mittels 1) Hamatoxylin-Eosin und 2) Masson-Goldner-Trichrom-Farbekit
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gefarbt. Die anschlieRende Observation und das Anfertigen von Photographien erfolgten
an einem Axio-Mikroskop.

Der zweite jeweils 3 mm breite Schnitt eines jeden Herzohrs wurde in ein Kryomold
gelegt, dieses komplett mit Compound-Medium bedeckt und mit Hilfe von flissigem
Stickstoff eingefroren und anschliel3end bei -80 °C gelagert.

Fir die immunhistochemische Farbung wurden die kryokonservierten Herzohren
geschnitten und mittels Anti-Human-CD90-Antikorpern gefarbt. Die anschliellende
Observation und das Anfertigen von Photographien erfolgten ebenfalls an einem Axio-
Mikroskop.

Tabelle 1: Ablauf der Entwasserung von Herzohrgewebe fiir die Einbettung in Paraffin

Flissigkeit Dauer
Formalin Uber Nacht
Leitungswasser 3h
Ethanol, 50 % 1h
Ethanol, 50 % Uber Nacht
Ethanol, 70 % 1,5h
Ethanol, 96 % 2h
Ethanol, 96 % 2h
Ethanol, 100 % 2h
Ethanol, 100 % 2h
Rotihistol Uber Nacht
Rotihistol 1,5h

2.4 Bildanalyse gefarbter Herzohrschnitte

Einzelne Aufnahmen der Masson-Goldner-Trichrom-gefarbten Herzohrschnitte wurden
mit Hilfe des Stitching Plugins [48] fur Fiji 1.0 fur Image J [49] zusammengeflgt, sodass
die Herzohrschnitte als Ganzes dargestellt werden konnten. Die zusammengefugten
Bilder wurden mit dem GNU Image Manipulation Program (GIMP) Version 2.8.18 auf
einen weillen Hintergrund transformiert, anschlie®end wurde ein Weildabgleich
durchgefuhrt.

Fir eine quantitative Bestimmung der gefarbten Bereiche in den Schnitten wurden die
zusammengefugten Aufnahmen mit Fiji 1.0 fur Image J prozessiert (Abbildung 1). Der
Abbildungsmalfistab wurde auf Pixel eingestellt. Das Herzgewebe wurde mit dem Color
Threshold Tool als Region of Interest (ROl) ausgewahlt, sodass der weilde Hintergrund
exkludiert wurde [50]. In dieser ROI wurde erneut mit Hilfe des Color Threshold Tools
eine ROl ausgewahlt, diesmal Nicht-Muskelgewebe. Dafur wurden nur Farbtone von 15-
200 selektiert, die das rote Farbspektrum des Muskelgewebes ausschliellen. Der so
markierte Bereich wurde daraufhin in Pixel ausgemessen. Der Bereich des Nicht-
Muskelgewebes ergab sich als Kalkulation des Anteils an der gesamten ROI.

24



Schritt 1: Schritt 2: Schritt 3:
Herzohrschnitt auf Festlegung der Selektion von
weillem Hintergrund Region of Interest Nicht-Muskelgewebe

Abbildung 1: Selektionsprozess der Region of Interest zur quantitativen Bestimmung von Muskel-
und Nicht-Muskelgewebeanteilen mit Fiji 1.0 fiir Image J

Die einzelnen Mikroskopaufnahmen des Masson-Goldner-Trichrom-gefarbten
Herzohrschnittes wurden mit dem Stichting Plugin fur Filji 1.0 fur Image J zu einem Bild
zusammengeflgt und auf einen weilRen Hintergrund Ubertragen. Das Gewebe wurde als
Region of Interest (ROI) festgelegt (schwarz markierter Bereich in Schritt 2). In dieser ROI
wurde mittels Farbauswahl Nicht-Muskelgewebe selektiert (schwarz markierter Bereich in
Schritt 3) und anschlieflend die Flache in Pixeln berechnet.

2.5 Zellisolation und Kultivierung

2.5.1 Auswachskultur

Die Isolation der Herzohrzellen erfolgte entsprechend der Arbeitsanweisung des Labors
fur Tissue Engineering. Die Herzohren wurden mit PBS gewaschen und mit Hilfe eines
sterilen Skalpells in ~1 mm?® groRe Fragmente zerteilt.

Bei den drei Herzohren, die auch fur die Gewebefarbungen verwendet wurden, erfolgte
zusatzlich die Unterscheidung zwischen Fragmenten aus dem Epikard, dem Myokard
und dem Endomyokard (proximaler Ubergang von Myokard in Endokard). Fur alle
anderen Herzohren wurde eine Isolation aus dem Myokard durchgefuhrt.

Mittels eines sterilen Skalpells und einer Einmal-Kanule wurden die Fragmente auf dem
Boden von 6-Well-Platten befestigt. Als Medium fur die Auswachskultur diente cIMDM.
Die Zellen wuchsen unter Standardkulturbedingungen aus, das heif3t bei 37 °C und 5 %
CO2. Das Medium wurde alle 2-3 Tage partiell gewechselt. Wenn die Auswachskulturen
80 % Konfluenz erreichten, meist am 13. Tag, erfolgte die Zellernte. Sie wurden mit PBS
gewaschen und mit Trypsin/EDTA trypsiniert. Fur die weiteren Untersuchungen wurde
zwischen sortierten und unsortierten Herzohrzellen unterschieden.

2.5.2 Magnetische Zellsortierung
Um CD90-positive Zellen zu exkludieren und Verunreinigungen durch Fibroblasten und

andere Zellen zu minimieren, wurden die geernteten Zellen mit magnetischen Beads
sortiert. Dafur kam das MACS-human-CD90-MicroBeads-Kit zum Einsatz. Nach der
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Zellernte erfolgte die Zahlung der Herzohrzellen. Pro 5 x 108 Zellen wurden 320 ul MACS-
Puffer und 80 ul Anti-CD90-Microbeads hinzugegeben und fur eine Stunde im Dunkeln
bei 4 °C inkubiert und anschlie3end durch Zugabe von 2 mL MACS-Puffer gewaschen
und fuir 10 min bei 326 g-Kraft zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet
mit 600 pl MACS-Puffer resuspendiert und in drei Schritten mit jeweils 200 pl
Zellsuspension und 1 mL MACS-Puffer durch eine LS-MACS-Saule mit
Praseparationsfilter gegeben. Die Saule wurde anschliel3end dreimal mit 3 mL MACS-
Puffer gewaschen. Durch Hinzugabe von 5 mL MACS-Puffer zur Sdule und Verwendung
des Kolbens konnte die CD90-positive Zellpopulation extrahiert werden.

Das Eluat mit der CD90-negativen Zellpopulation wurde erneut zentrifugiert und mit
500 ul MACS-Puffer resuspendiert. Eine erneute Filtration erfolgte mit einer LD-MACS-
Saule in zwei Schritten mit jeweils 250 pl Zellsuspension und 1 mL MACS-Puffer.
Anschlielend wurde die Saule zweimal mit 1 mL MACS-Puffer gewaschen. Das Eluat
wurde erneut zentrifugiert, mit cIDH-Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt.
Der Anteil der CD90-negativen Zellen konnte indirekt Uber die durchflusszytometrische
Messung von CD90-positiven Zellen ermittelt werden. Das Eluat mit der CD90-negativen-
Zellpopulation (sortierte Herzohrzellen) wurde fur die weiteren Versuche verwendet.

2.5.3 Vergleich manuelles MACS-Verfahren mit AutoMACS

In einem Vorversuch sollte das AutoMACS-Verfahren mit der manuellen MACS-
Sortierung (siehe oben) verglichen werden. Ziel war, aus den Ergebnissen Hypothesen
fur eine spatere Entscheidung fur eines der beiden Sortierungsverfahren zu generieren.
Das AutoMACS-Verfahren wird dabei aufgrund der einfacheren Handhabung und dem
potenziell geringeren Kontaminationsrisiko praferiert.

Fur den Versuch wurden Herzohrzellen von 3 Donoren isoliert und nach der Zellernte in
Passage 0 sortiert. Das manuelle MACS-Verfahren wurde wie oben beschrieben
durchgefuhrt. FUr das automatisierte Verfahren kam der AutoMACS zum Einsatz. Pro
5 x 108 Zellen wurden 320 yL MACS-Puffer und 80 uL CD90-Microbeads verwendet. Die
Inkubationszeit betrug 60 min. Es wurde das Programm depleteS verwendet.

2.5.4 Zellvermehrung in Zellkultur

Die Aussaat der sortierten Herzohrzellen in Zellkulturflaschen erfolgte mit einer Dichte
von 6.000 Zellen/cm?. Als Medium wurde cIDH verwendet. Die Zellen wuchsen unter
Standardkulturbedingungen aus, das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.

Das Passagieren erfolgte nach Erreichen von 80 % Konfluenz. Das Medium wurde
abpipettiert, die Zellen mit der dem jeweiligen Kulturgefal® entsprechenden Menge PBS
gewaschen und mit Trypsin/EDTA-LOsung bedeckt. Nach 3- bis 5-minutiger Inkubation
im Brutschrank wurde die Trypsinierungsreaktion mit IDH-Medium gestoppt. Die
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Zellsuspension wurde in einem Falcon-Tube bei 325 g-Kraft fur 5 min zentrifugiert. Das
resultierende Zellpellet wurde mit cIDH-Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt.
Die Neuaussaat erfolgte, wenn nicht anders vorgegeben, mit 6.000 Zellen/cm?. Die
Zellzahlung erfolgte dabei nach der Trypanblau-Methode.

2.6 Bestimmung von Oberflachenmarkern mittels Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde an einem FACSCalibur-Zytometer durchgefuhrt.
Sortierte und unsortierte Zellen wurden direkt nach der MACS-Prozedur mit FITC-
konjugierten murinen Anti-Human-CD90- und Anti-Human-CD105-Antikorpern gefarbt.
Zusatzlich wurden sortierte Zellen in Passage 4 mit diesen beiden Antikorpern und
murinen Anti-Human-CD44, -CD45-Antikorpern (auch FITC-konjugiert), und mit PE-
konjugierten, murinen Anti-Human-CD29, -CD73 und -CD166-Antikorpern gefarbt. Direkt
an die Zellsortierung schloss sich die Zellzahlung und Farbung an; Zellen aus den
Zellkulturflaschen wurden trypsiniert, anschlieRend erfolgte die Inkubation von
2,5x10° Zellen mit den Antikbrpern auf Eis im Dunkeln fir 15 min. Vor der
zytometrischen Analyse erfolgte noch eine Waschung. Eine zusatzliche Farbung mit
Propidiumjodid wurde unmittelbar vor der Durchflusszytometrie durchgefuhrt, um
apoptotische Zellen und Zelldebris zu exkludieren. Ungefarbte Zellen dienten als
Negativkontrolle. Die Daten wurden mittels Becton Dickinson CellQuest-Software
erhoben und ausgewertet.

Bei Herzohren von 3 Donoren wurden Fragmente aus unterschiedlichen
Geweberegionen entnommen: jeweils 6 aus dem Epikard, 12 aus dem Myokard und 6
aus dem Endomyokard. Aus diesen wurden Herzohrzellen isoliert, geerntet und in
Passage 2 (bzw. 5 Messungen in Passage 3) mittels Durchflusszytometrie auf die
Expression der Oberflachenmarker CD90 und CD105 untersucht.

2.7 Untersuchung von Oberflaichenmarkern an kryokonservierten Herzohrzellen

Fir den Einsatz in Form eines spateren Zellproduktes muissen die sortierten
Herzohrzellen in einer Zellbank gelagert werden kdnnen. In einem ersten Versuch sollte
evaluiert werden, ob die Zellen nach Kryokonversierung die gleiche Morphologie und das
gleiche Oberflachenmarkerprofil aufweisen wie vor dem Einfrieren.

Passage-1-Zellen von 4 Donoren wurden fur den Versuch verwendet. Das Kryomedium B
wurde auf 4 °C gekunhlt. Die Kryorohrchen enthielten jeweils 0,5 mL Kryomedium A und
wurden auf Eis vorgekuhlt. Die Zellen wurden passagiert und gezahlt. Pro Kryoréhrchen
wurden ~2 x 10® Zellen mit 0,5 mL Kryomedium B gemischt. Das Gemisch wurde
anschlie3end in die Kryorohrchen mit dem vorgelagerten Kryomedium A gegeben und
mittels Einfrierhilfe Uber Nacht bei -80 °C gelagert und am nachsten Tag in einen
Stickstofftank Uberfuhrt.
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Das Auftauen der Zellen erfolgte jeweils nach 45 Tagen. Dazu wurde die Zellsuspension
in einem Wasserbad bei 37 °C angetaut und der Inhalt aus jedem Rohrchen in jeweils
10 mL cIDH-Medium gegeben. Anschliel3end erfolgte die Zentrifugation bei 350 g-Kraft
far 5 min. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in cIDH-Medium
aufgenommen. Die Aussaat der Zellen in Zellkulturflaschen erfolgte wie oben
beschrieben. Sie wurden weiterkultiviert, bis sie Passage 4 erreichten. Dann erfolgte die
Messung der Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometrie (siehe oben).

2.8 Immunfluoreszenzfarbung von Herzohrzellen

Die Kultivierung der Herzohrzellen erfolgte wie oben beschrieben. Nach der Zellernte
schloss sich die Sortierung mittels Microbeads an. Die CD90-negative Population wurde
weiterkultiviert und zwischen Passage 3 und 6 in die Kammern von Chamberslides
eingesat. Fur die Farbung wurden die Zellen mit einer Formalinlésung fur 10 min fixiert
und anschlieBend mit PBS gewaschen. Das Blocken von unspezifischen Bindungen
erfolgte mit DBP fur 1 h. Der CD90-Primarantikdrper wurde mit 1:100 in DBP dilutiert und
uber Nacht im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte das Waschen der
Zellen mit DBP und anschlieRend die Farbung mit einem Alexa555-gekoppelten Anti-
Maus-Sekundarantikorper in einer 1:50-Dilution mit DBP. Nach 90-minutiger Inkubation
bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Die Zellkerne wurden mit
Bisbenzimid/BSA-Losung 1:400 in PBS dilutiert fur 15 min gefarbt. Nach erneutem
Waschen erfolgte das Mikroskopieren und Anfertigen von Lichtbildaufnahmen am
AxioObserver-Mikroskop. NHDFs dienten als Positivkontrolle. Zur Kontrolle auf
unspezifische Bindungen wurde bei ausgewahlten Zellen die Inkubation mit dem
Primarantikorper ausgelassen. Die Anpassung des Kontrasts erfolgte in allen Aufnahmen
gleichermal3en mit der Zeiss AxioVision-Software.

2.9 Enzym-Immunoassay

In den Passagen 3, 4 und 5 wurden sortierte Herzohrzellen mit einer Dichte von 6.000
Zellen/cm? in  Zellkulturflaschen eingesat. 24 h spater wurden die Uberstande
abgenommen und bei -20 °C gelagert. Die Zellen wurden geerntet und gezahlt, um spater
die Menge an sekretiertem IL-8 und VEGF pro Zellzahl zu bestimmen. Die Uberstéande
von 4 Donoren wurden aufgetaut und entsprechend dem herstellereigenen Protokoll in
einem ELISA verwendet. Die Konzentrationen von IL-8 und VEGF liefien sich
anschlieBend Uber die Starke des Farbumschlags mit einem photometrischen
Mikroplattenleser bestimmen. Zur Vergleichbarkeit der Werte erfolgte die Bestimmung
der Konzentration der Faktoren pro 1 x 10° Zellen.
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2.10 RNA-Isolation und Mikroarray-Analyse

2.10.1 RNA-Isolation

Sortierte Herzohrzellen von 3 Donoren wurden in Passage 4 mit dem TRI-Reagent lysiert
und jeweils 1 mL des Lysats wurde bei -80 °C gelagert. Die gefrorenen Lysate aller drei
Donoren wurden aufgetaut und mit 133 pL 1-Brom-3-chlorpropan gemischt, gefolgt von
15 min bei 10 g-Kraft in einem Thermomixer und anschlieRend 60 min Zentrifugation bei
16.000 g-Kraft. Die wassrige Phase wurde abgenommen und mit 70 % Ethanol die
Prazipitation der RNA hervorgerufen. Die weitere Aufreinigung der Lysate erfolgte
entsprechend dem Herstellerprotokoll. Fur die Analyse der Integritat und Reinheit der
Proben kamen der Agilent-Bioanalyzer und das NanoDrop-Spektrophotometer zum
Einsatz.

2.10.2 Mikroarray-Analyse

Um die Genexpression auf RNA-Ebene zu bestimmen, wurden HG-133 plus 2
GeneChips verwendet. Es wurden 250 ng RNA benutzt, um Biotin-markierte
komplementare RNA zu synthetisieren. Daraufhin erfolgte die Hybridisierung von 10 pg
der fragmentierten komplementaren RNA fur 16 h bei 45 °C auf die GeneChips. Das
Affymetrix-Set wurde fur das Waschen, Farben und Scannen des Materials benutzt. Die
Datenanalyse erfolgte entsprechend den Herstellerempfehlungen. Die Rohdaten wurden
mit der Affymetrix GeneChip Operating Software 1.4 prozessiert und normalisiert.

Die Expressionsdaten der drei Donoren wurden ausgewertet und mit bereits publizierten
Daten von EMB-isolierten CardAP-Zellen von ebenfalls 3 Donoren verglichen [40].

Der Fokus der Auswertung lag auf der Bestatigung der Durchflusszytometrieergebnisse
und der Expression von Genen, die in die Prozesse Angiogenese und Vaskulogenese
involviert sind. Der Vergleich der sortierten Herzohrzellen mit den EMB-isolierten
CardAP-Zellen erfolgte, da von starken Ahnlichkeiten auf der Genexpressionsebene
ausgegangen wurde.

In der erstellten Datenbank wurde nach den Genen der CardAP-Zell-definierenden
Oberflachenmarker CD29*, CD44*, CD45~, CD73*, CD90", CD105* und CD166* gesucht
und festgestellt, ob sie auf RNA-Ebene exprimiert werden. AnschlieBend wurde
untersucht, ob die sortieren Herzohrzellen pro-angiogenes Potenzial auf
Genexpressionsebene zeigen. Es erfolgte daher eine Sichtung der Datensatze auf die
84 Schlusselgene, die ublicherweise in Angiogenese-Polymerasekettenreation (PCR)-
Arrays verwendet werden [51, 52]. Eingeschlossen wurden die Gene, deren Expression
als mindestens 1 Probe Set ID als vorhanden (p < 0,05) in allen drei Donoren detektiert
wurde. Das gleiche Vorgehen wurde fur die bereits bestehenden Mikroarray-Daten der
EMB-isolierten CardAP-Zellen angewendet.
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In einem weiteren Schritt wurden die Gene untersucht, deren Expression signifikant
(p < 0,05) hoch- oder herunterreguliert waren. Dafur wurde jeder der 3 GeneChips der
EMB-isolierten CardAP-Zellen mit jedem der 3 GeneChips der sortierten Herzohrzellen
verglichen. Eine differentielle Expression wurde bei einem Fold Change von < -2 oder = 2
angenommen, wenn dieser bei 2 80 % der 9 Vergleiche auftrat.

Die so ausgewahlten Gene wurde in die Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery (DAVID) 6.7 [53] eingespeist und auf ihre Beteiligung an den
biologischen Prozessen Angiogenese und Blutgefall- und Herzentwicklung untersucht.
Die Annotationen von DAVID beruhten auf drei Genontologie (GO)-Datenbanken, die
nach biologischen Prozessen (GOTERM-BP-FAT), zellularen Komponenten (GOTERM-
CC-FAT) und molekularen Funktionen (GOTERM_MF-FAT) klassifiziert sind.

Aufgrund des gleichen Isolationsprotokolls und der Herkunft aus Herzgewebe bestand
die Annahme, dass sortierten Herzohrzellen, in Bezug auf funktionelle Kategorien, die mit
Geweberegeneration in Verbindung stehen, ahnliche Cluster formen wurden wie EMB-
isolierte CardAP-Zellen. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden zwei Gruppen
gebildet: Gruppe 1 enthielt alle Gene, die mit dem GO-Term Angiogenese
(,angiogenesis®) annotiert sind und Gruppe 2 alle Gene, die mit den GO-Terms
Blutgefalentwicklung (,blood vessel development‘ und ,vasculature development®) und
Blutgefallmorphogenese (,blood vessel morphogenesis®) annotiert waren. Nur Gene, die
zu 100 % detektiert wurden (p < 0,05), kamen in die Auswahl. Wenn mehrere Varianten
eines Genes vorhanden waren, wurden alle bis auf eine eliminiert.

Die Gene wurden mit der Gene Expression Similarity Investigation Suite (GENESIS)-
Software 1.7.7 [54] hierarchisch geclustert. Die Expressionswerte aller 6 Donoren in jeder
Gruppe wurden log2-transformiert. Die Experimente wurden normalisiert. Das Clustern
erfolgte als complete linkage fur Experimente und Gene.

2.11 Wachstumskinetik und Berechnung theoretischer Zellzahlen

2.11.1 Wachstumskinetik

Herzohrzellen von 5 Donoren wurden wie oben beschrieben isoliert und in Passage 2 mit
einer Dichte von 6.000 Zellen/cm? in je drei T25-Zellkulturflaschen pro Donor ausgesét.
Nach 5-6 Tagen wurden sie trypsiniert und gezahlt und mit der initialen Dichte von
6.000 Zellen/cm? neu ausgesét. Lag die geerntete Zellzahl unter 1,5 x 10°, wurde die
Kultivierung beendet.

Fiar die Wachstumskinetik wurden aus den ermittelten Werten pro Donor und Passage
Mittelwerte gebildet. Diese dienten als Grundlage zur Berechnung der Verdopplungszeit
o und der spezifischen Wachstumsrate p:

to =t*In(2) / In(N1/No) und p=In(2)/tp
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to = Verdopplungszeit in h

t = Kultivierungszeit in h

N1 = Zellzahl nach dem Passagieren

No = Zellzahl nach dem Eins&en (standardmaRig 1,5 x 10° Zellen)
u = Wachstumsrate in h"

2.11.2 Berechnung theoretischer Zellzahlen

Die Berechnung der theoretischen Zellzahl ist wichtig, um in Erfahrung zu bringen, wie
viele Zellen aus einem Herzohr fur die spatere klinische Anwendung am Patienten zur
Verfugung stehen werden. Herzohren von 3 Donoren wurden verwendet, um die
durchschnittliche Anzahl an Fragmenten zu ermitteln, die sich aus einem Herzohr
gewinnen lassen. Dafur wurden die verwendeten Herzohren vermessen und gewogen.
AnschlieRend wurde das Epikard entfernt. Aus dem Myokard wurden ca. 1 mm?® grol3e
Fragmente mittels Pinzette und Skalpell geschnitten, wie sie auch fur die Auswachskultur
verwendet werden. Die Fragmente wurden gezahlt. 126 Fragmente pro Donor wurden fur
Auswachskulturen verwendet, wobei 3 Fragmente jeweils in einen Well einer 6-Well-
Platte platziert wurden. Zellernte, Pooling und Zellsortierung mittels magnetischer Beads
erfolgte nach 13 Tagen.

Die Ergebnisse der Zellzahlung wurden zusammen mit denen der Wachstumskinetik
verwendet, um die theoretische Zellzahl von sortierten Herzohrzellen in den Passagen 3
und 4 zu berechnen. Daflur wurde folgende Gleichung verwendet:

N = Np * eV

N = theoretische Zellzahl

No = Anzahl der eingesaten Zellen
u = Wachstumsrate in h"

t = Kultivierungszeit in h

2.12 Statistische Methoden und graphische Aufbereitung

Die statistische Auswertung und die Graphiken fur die Publikation (Detert et al., 2018)
und fur diese Arbeit wurden mit dem Programm GraphPad Prism 7.0a durchgefuhrt und
werden an entsprechender Stelle beschrieben. Erganzende statistische Tests fur diese
Arbeit wurden mit dem Programm RStudio Version 1.1.419 basierend auf R 3.4.3
durchgefuhrt. Abbildungen von histologischen Schnitten wurden mittels GIMP Version
2.8.18 zusammengestellt. Wenn nicht anders angegeben, werden Ergebnisse als
Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben.
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Erganzende statistische Tests dieser Arbeit:

1.

Zusammenhang zwischen Geweberegion und CD90-Expression:

Es wurden Daten von 3 Donoren fiur jeweils 3 Herzohrregionen generiert. Die
einzelnen Daten wurden mit einem Histogramm dargestellt und zeigten keine
parametrische Verteilung. Zur Berechnung, ob signifikante Unterschiede in der
CD90-Expression zwischen den drei Herzohrregionen bestehen, wurden die
Mediane aus den Ergebnissen pro Region und Herzohr berechnet. Fur die
statistische Berechnung wurde das ,LD F1 Model“ aus dem Paket nparlLD far
RStudio verwendet [55]. Als statistischer Test diente eine Varianzanalyse
(analysis of variance, ANOVA). nparlLD ist ein Paket zur Durchfihrung non-
parametrischer Tests fur longitudinale Designs.

Pro-angiogene Eigenschaften sortierter Herzohrzellen

Es wurden jeweils fur die VEGF- und die IL-8-Sekretion Daten von 4 Donoren
erhoben, jeweils in drei unterschiedlichen Passagen. Zur Berechnung, ob
signifikante Unterschiede zwischen den Passagen bestehen, wurde das ,LD F1
Model“ aus dem Paket nparLD fur RStudio verwendet (siehe oben). Als
statistischer Test diente eine ANOVA.
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3 Ergebnisse?
3.1 Isolation und Charakterisierung von Herzohrzellen

3.1.1 Zellmorphologie

Auswachskulturen aus myokardialen Herzohrfragmenten wurden nach dem Protokoll des
Labors fur Tissue Engineering durchgefuhrt, das bereits zur Isolation von CardAP-Zellen
etabliert ist. Nach 6-8 Tagen wuchsen fibroblastenartige Zellen an den Randern der
Herzohrfragmente aus (vgl. Publikation Detert et al., 2018, Abbildung 2a). Die Zellernte
erfolgte nach Bildung eines konfluenten Zellrings am 12.-14. Tag. Die geernteten Zellen
wurden anschlielfend per MACS sortiert und die CD90-Negativfraktion weiterkultiviert.
Die Oberflachenmarker wurden mittels Durchflusszytometrie bestimmit.

3.1.2 Oberflachenmarker

Es wurde der Oberflachenmarker CD90 bei Herzohrzellen von 7 Donoren vor und nach
der MACS-Sortierung bestimmt. Die durchschnittliche CD90-Expression wurde durch das
Verfahren von 68,66 % + 11,72 % SD auf 18,51 % + 14,67 % SD gesenkt (vgl. Publikation
Detert et al., 2018, Abbildung 3a).

Die sortierten Herzohrzellen wurden weiterkultiviert. In Passage 4 wurde die Expression
der Oberflachenmarker CD29, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105 und CD166 bestimmt.
Dabei zeigte sich, dass die Zellpopulation positiv fur CD29, CD44, CD73 und CD166 war
und negativ fur CD45. Die CD90-Expression lag bei durchschnittlich 17,69 % + 5,09 %
SD, was im Vergleich zu den unsortierten Zellen als low klassifiziert wurde (vgl.
Publikation Detert et al., 2018, Abbildung 3b).

3.1.3 Oberflachenmarker nach Kryokonservierung

Zellen von 4 Donoren wurden in Passage 1 kryokonserviert, nach 45 Tagen aufgetaut
und anschlieend bis Passage 4 weiterkultiviert. Morphologisch und wachstumskinetisch
zeigten sie keine Unterschiede zu nicht zuvor kryokonservierten Zellen. In Passage 4
wurden die CardAP-Zell-definierenden Oberflachenmarker per Durchflusszytometrie
bestimmt. Der Vergleich der Werte mit denen von nicht-kryokonservierten Zellen der
gleichen Donoren zeigt, dass sie nahezu identisch sind (siehe Tabelle 2).

2 Bin Teil der Ergebnisse dieser Arbeit wurde bereits in modifizierter Form und in englischer Sprache verdffentlicht
in: Detert, S., Stamm, C., Beez, C., Diedrichs, F., Ringe, J., Van Linthout, S., Seifert, M., Tschope, C., Sittinger, M.,
und Haag, M., The atrial appendage as a suitable source to generate cardiac-derived adherent proliferating cells
for regenerative cell-based therapies. J Tissue Eng Regen Med, 2018. 12(3): S. ¢1404-¢1417.
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Tabelle 2: Expressionswerte nach Durchflusszytometrie von Passage-4-Herzohrzellen mit und ohne
vorhergehender Kryokonservierung

Herzohr 4 Herzohr 5 Herzohr 6 Herzohr 7

Marker KK- KK+ KK- KK+ KK- KK+ KK- KK+

CD29 99,82% 100,00 % | 99,98 % 99,97 % | 99,98 % 99,89 % | 99,95% 99,94 %
CD44 99,98 % 99,87 % | 99,88% 99,89 % | 99,89 % 98,76 % | 99,54 % 99,45 %
CD45 0,01 % 0,05 % 0,02 % 0,00 % 0,03 % 0,05 % 0,00 % 0,00 %
CD73 100,00 % 99,76 % | 99,51 % 99,56 % | 99,81 % 99,70 % | 94,38 % 99,87 %
CD90 19,31 % 22,73 % 953% 10,33% ] 20,29% 21,63% ] 20,69% 17,09 %
CD105 64,31 % 97,67 % | 99,13% 98,94 % | 97,09% 98,11 % | 97,82% 96,68 %
CD166 99,25 % 97,09 % | 99,46 % 98,75% | 98,88 % 99,44 % | 95,87 % 98,74 %

CD = Cluster of Differentiation; KK- = Zellen ohne vorherige Kryokonservierung;
KK+ = Zellen nach vorheriger Kryokonservierung

3.1.4 Vergleich manuelles MACS-Verfahren mit AutoMACS

In einem Vorversuch sollte mit Zellen von 3 Donoren herausgefunden werden, ob eine
Umestellung der manuellen Zellsortierung auf das AutoMACS-Verfahren zu einer reineren,
also CD90-negativen, Zellpopulation fuhrt und ob die Ergebnisse akzeptabel in Bezug
auf den Zellverlust sind. Die Ergebnisse des AutoMACS-Verfahrens sind in Tabelle 3
dargestellt, die des manuellen MACS-Verfahrens in Tabelle 4. Es zeigt sich, dass die
CD90-Expression in der Negativfraktion nach Zellsortierung umso niedriger ist, je
geringer die CD90-Expression vor der Zellsortierung war. Im Gegensatz zum AutoMACS-
Verfahren ist das Verhaltnis beim manuellen MACS-Verfahren deutlich zur
Negativfraktion verschoben. Auch die Expressionswerte nach der Zellsortierung sind
dreifach niedriger als beim automatisierten Verfahren.
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Tabelle 3: Ergebnisse der Zellsortierung mit dem AutoMACS-Verfahren

CD90- CD90-

Herz- Eingesetzte Zellzahl CD90- Zellzahl CD90- . L.
Expression Expression in

ohr Zellzahl Positivfraktion Negativfraktion vor MACS  Negativfraktion
8 31,55 x 10° 7,45 x 10° 8,85 x 10° 56,36 % 15,60 %
9 36,75 x 10° 6,55 x 10° 7,85 x 10° 74,07 % 31,00 %

10 57,88 x 10° 15,10 x 10° 13,20 x 10° 72,75 % 18,62 %

AutoMACS = Automatisiertes Magnetic-Activated Cell Sorting; CD = Cluster of Differentiation

Tabelle 4: Ergebnisse der Zellsortierung mit dem manuellen MACS-Verfahren

CD90- CD90-

Herz- Eingesetzte Zellzahl CD90- Zellzahl CD90- . L.
Expression Expression in

ohr Zellzahl Positivfraktion Negativfraktion vor MACS  Negativfraktion
8 31,55 x 10° 7,45 x 10° 13,00 x 10° 56,36 % 4,22 %

9 36,75 x 10° 6,55 x 10° 14,00 x 10° 74,07 % 10,90 %

10 57,88 x 10° 15,10 x 10° 23,76 x 10° 72,75 % 4,21 %

MACS = Magnetic-Activated Cell Sorting; CD = Cluster of Differentiation

3.1.5 Zellfarbung

Um die gemessenen CD90-Expressionswerte lichtbildmikroskopisch zu bestatigen,
wurden sortierte Herzohrzellen auf Chamberslides aufgebracht und auf den Marker CD90
gefarbt. NHDFs dienten als Positivkontrolle und morphologischer Vergleich. Es lief3 sich
nur ein geringer Teil der sortierten Herzohrzellen anfarben, zudem ist die Intensitat des
Farbstoffs in diesen Zellen schwacher verglichen mit den Fibroblasten der
Positivkontrolle (vgl. Publikation Detert et al., 2018, Abbildung 2b).

3.1.6 Mikroarray

Um herauszufinden, ob die sortierten Herzohrzellen ein ahnliches Expressionsprofil wie
CardAP-Zellen aufweisen, wurde ein Gen-Clustering durchgefuhrt. Die RNA von
sortierten Herzohrzellen 3 verschiedener Donoren wurde zunachst auf GeneChips
aufgebracht. Die Daten wurden mit bereits existierenden Daten von CardAP-Mikroarrays
von ebenfalls 3 Donoren verglichen. Dazu wurde jeder Herzohr-GeneChip mit jedem
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CardAP-GeneChip verglichen, insgesamt also 9 Vergleiche. Signifikante Unterschiede
wurden definiert als fold change < -2 oder = 2, der in =2 80 % aller verglichenen GeneChips
auftrat.

Als Resultat ergaben sich 1031 differentiell exprimierte Probe Sets, die 811 Gene
reprasentieren, die in den Herzohrzellen hoher exprimiert sind als in den CardAP-Zellen
und 592 differentiell exprimierte Probe Sets, die 398 Gene reprasentieren, die in den
Herzohrzellen weniger exprimiert sind.

Um herauszufinden, in welche biologischen Prozesse diese Gene eingebunden sind,
wurden die Probe Sets in die DAVID [53] geladen und funktionell geclustert. Die Cluster
wurden auf Prozesse untersucht, die mit Angiogenese in Verbindung stehen. Daflr
wurden die GO-Terms ,angiogenesis®, ,blood vessel development‘, ,blood vessel
morphogenesis”, ,cardiac muscle tissue development‘, “cardiac muscle cell
differentiation” und ,vasculature development® verwendet. Insgesamt fanden sich 27
Gene mit hoherer Expression in den Herzohrzellen und 11 Gene mit hoherer Expression
in den CardAP-Zellen (vgl. Publikation Detert et al., 2018, Tabellen 2 und 3).

In einem weiteren Schritt wurden zwei Gruppen gebildet, um Herzohr- mit CardAP-Zellen
hinsichtlich ihres Angiogeneseprofils miteinander zu vergleichen: a) Angiogenese und b)
Gefalientwicklung. Es wurden alle Gene-IDs eingeschlossen, die mit den zugehodrigen
GO-Terms ,angiogenesis®, ,vasculature development®, ,blood vessel development‘ und
,blood vessel morphology” annotiert waren. Die Vergleiche wurden mittels hierarchischen
Clustern mit Hilfe von GENESIS 1.7.7 [54] graphisch dargestellt (vgl. Publikation Detert
et al., 2018, Abbildung 5a und b). Sortierte Herzohrzellen und CardAP-Zellen bildeten
jeweils eigene Cluster, wenn nach experiments geordnet, die einzelnen Gene (geordnet
nach genes) formten dagegen relativ homogene Cluster.

Um die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Bestimmung der Oberflachenmarker
zu bestatigen, wurden deren Gene in Mikroarray-Datensatzen der Herzohrzellen und
zusatzlich in den bereits vorhandenen Datensatzen der CardAP-Zellen gesucht. Die
Vergleiche der Arrays von sortierten Herzohzellen und CardAP-Zellen (siehe Tabelle 5)
zeigen, dass sich die Expressionsprofile nur hinsichtlich des Markers CD90
unterscheiden, ansonsten entsprechen sie dem durchflusszytometrisch ermittelten Profil
von CardAP-Zellen. Im Gegensatz zu den CardAP-Zellen konnte bei den sortierten
Herzohrzellen in zwei Datensatzen CD90 detektiert werden. Auch in den
Durchflusszytometrieuntersuchungen waren die sortierten Herzohrzellen im Gegensatz
zu den CardAP-Zellen [40] nicht CD90-negativ.
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Tabelle 5: Mikroarray-Vergleich von sortierten Herzohrzellen mit CardAP-Zellen von jeweils 3
Donoren hinsichtlich der CardAP-Zell-definierenden Oberflichenmarker

Sortierte Herzohrzellen CardAP-Zellen
Marker /
Gene Herzohr Herzohr Herzohr EMB EMB EMB
Symbol 4 5 6 X y z
CD29/
ITGB1 + + + + + +
CD44 /
CD44 + + + + + +
CD45/
PTPRC - - - - - -
CD73/
NT5E + + + + + +
CD90 /
THY1 + - + - - -
CD105/
ENG + + + + + +
CD166 /
ALCAM + + + + + +

ALCAM = Aktiviertes Leukozyten-Zelladhasions-Molekil; CD = Cluster of Differentiation;
EMB = endomyokardiale Biopsie; ENG = Endoglin; ITGB1 = Integrin-Beta 1; NT5E = 5'-
Nukleotidase; PTPRC = Protein-Tyrosin-Phosphatase Rezeptor-Typ C; THY1 = Thymus-Zell-
Antigen

+ = Marker wird exprimiert; - = Marker wird nicht exprimiert

3.2 Zusammenhang zwischen Geweberegion und CD90-Expression

Bei Herzohren von 3 Donoren wurden Fragmente den Regionen Epikard, Myokard und
Endomyokard entnommen. Daraus isolierte Zellen (unsortiert, ohne MACS) wurden auf
die Expression der Oberflachenmarker CD90 und CD105 untersucht.

Die mittlere CD105-Expression lag bei > 95 %, die CD90-Expression variierte zwischen
den Geweberegionen. Der hochste Einzelwert der CD90-Expression zeigte sich bei
Zellen aus einem epikardialen Fragment (Donor 3) mit 99,52 %, der niedrigste
gemessene Wert ebenfalls bei Zellen aus einem epikardialen Fragment (Donor 1) mit
33,78 %. Im Mittel lagen die Werte bei den Zellen aus epikardialen Fragmenten jedoch
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am hochsten (siehe Abbildung 2). Es wurde ein gemischtes Modell verwendet, um
herauszufinden, ob die Expressionsunterschiede zwischen den drei Herzohrregionen
signifikant waren. Aufgrund der ungleichen Streuung der Werte wurde in dem Modell mit
den Medianwerten gearbeitet, da davon ausgegangen wurde, dass diese die Daten
besser reprasentieren als das arithmetische Mittel. Die Verteilung der Messwerte des
Epikards war signifikant hoher als die von Myo- und Endomyokard. Der relative Effekt der
Region ,Epikard“ lag bei 0,796 (p = 0,000063). Das heif’t, dass, bezogen auf diese
Stichprobe, eine Messung im Epikard hoher ausfallt als eine zufallige Messung aus der
gemeinsamen Verteilung aller drei Regionen.
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Abbildung 2: CD90-Expression von unsortierten Herzohrzellen nach Geweberegionen

Es wurden jeweils 6 Fragmente aus den Herzohrregionen Epikard und Endomyokard und 12
Fragmente aus dem Myokard geschnitten und eine Auswachskultur durchgefiihrt. Nach der
Zellernte wurde die CD90-Expression bestimmt. Die Werte sind nach Herzohr (Donor 1-3) und
Region in Form von Boxplots dargestellt. Die Box entspricht dem Bereich, in dem die mittleren
50 % der Daten liegen, die horizontale Linie zeigt den Median. Die Box wird durch das obere
und untere Quartil begrenzt, die Lange entspricht dem Interquartilsabstand. Die Whiskers
zeigen Minimum und Maximum der Werte an. Die einzelnen Messwerte sind als Punkte
dargestellt. Die Mediane von links nach rechts lauten wie folgt: 79,02 %; 80,70 %; 97,35 %
(Epikard), 50,83 %; 69,05 %; 80,46 % (Myokard), 63,54 %; 70,47 %; 79,01 % (Endomyokard).
Die CD90-Expression war im Epikard signifikant héher als im Myo- und Endomyokard (p =
0,000063).

CD = Cluster of Differentiation

Um die Werte den histologischen Aspekten der 3 Donoren zuzuordnen, wurden
Herzohrschnitte angefertigt und nach Hamatoxylin-Eosin, Masson-Goldner-Trichrom und

38



CD90 gefarbt (Abbildung 3). Insgesamt weist Donor 3 optisch mehr Bindegewebe,
Fibrose und Adipozyten auf.

Herzohr 1 Herzohr 2 Herzohr 3
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Abbildung 3: Gewebefarbungen von Herzohrschnitten der Donoren 1-3.

a: Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Donor 1 und 2 zeigen eine &hnliche Morphologie. Donor 3
weist dichteres Muskelgewebe auf sowie Adipozytennester und groRe fibrosierte Areale.
Messbalken entsprechen 250 pm.

b: Masson-Goldner-Trichrom-Farbung. Muskelgewebe stellt sich rot dar, Bindewebe
grin/grau. Das Epikard kann in allen drei Abbildungen als breiter Bindegewebsstreifen ohne
Myozyten erkannt werden. Bei Donor 3 lassen sich grol3e fibrosierte Anteile im Myokard
erkennen. Messbalken entsprechen 250 um.

c¢: CD90-Immunhistochemiefarbung. CD90-positive Areale (braune Farbung) treten bei Donor
1 und 2 nur vereinzelt auf. Donor 3 zeigt eine groRflachigere Expression, besonders im
Epikard (rechts im Bild). Messbalken entsprechen 100 pm.

In den Masson-Goldner-Trichrom-gefarbten Schnitten wurde die Flache von
Muskelgewebe und Nicht-Muskelgewebe, hauptsachlich Bindegewebe, mithilfe von
Graphiksoftware annaherungsweise bestimmt. Wiederum zeigten Donor 1 und 2 &hnliche
Relationen von Muskel- zu Nicht-Muskelgewebe, bei Donor 3 macht dagegen das Nicht-
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Muskelgewebe fast zwei Drittel der vermessenen Flache aus (Abbildung 4).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die CD90-Expression hoher ist, desto mehr
Bindegewebe das Gewebe aufweist.

Herzohr 1 Herzohr 2 Herzohr 3

MG BGW MG BGW MG BGW
88,17 % 11,83 % 88,61 % 11,39 % 34,26 % 65,74 %
Abbildung 4: Masson-Goldner-Trichrom-Farbung von Herzohrschnitten der Donoren 1-3
Donor 1 und 2 zeigen vergleichbare Ratios von Muskelgewebe (MG) zu Bindegewebe (BGW),
wahrend bei Donor 3 die Flache des Bindegewebes Uberwiegt. Dort lassen sich

Bindegewebssepten im Myokard, eine verbreiterte Epikardschicht (grau-griine Farbung rechts
im Bild) und Adipozytennester erkennen.

3.3 Pro-angiogene Eigenschaften sortierter Herzohrzellen

3.3.1 Enzym-Immunoassay

Sortierte Herzohrzellen in Passage 3, 4 und 5 von 4 Donoren wurden ausgesat und
kultiviert. Nach 24 h wurden die Uberstande abgenommen und spater mittels ELISA auf
den Gehalt der pro-angiogenen Faktoren VEGF und IL-8 untersucht.

Die VEGF-Werte reichten von 47,14 bis 385,54 pg/10° Zellen, die IL-8-Werte von 39,56
bis 172,72 ng/10° Zellen (siehe Abbildung 5). Es wurde ein gemischtes Modell verwendet,
um herauszufinden, ob es zwischen den Passagen signifikante Unterschiede gibt. Die
ANOVA ergab einen p-Wert von 0,65 fur VEGF und 0,21 fur IL-8, somit in beiden Fallen
keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 5: VEGF- und IL-8-Sekretionswerte im Enyzm-Immunoassay

Uberstande von sortierten Herzohrzellen aus Passage 3, 4 und 5 von 4 Donoren wurden
mittels ELISA auf die enthaltende Menge VEGF (a) bzw. IL-8 (b) pro 10° Zellen untersucht.
Die Werte sind nach Passagen geordnet als Boxplots dargestellt. Die Box entspricht dem
Bereich, in dem die mittleren 50 % der Daten liegen, die horizontale Linie zeigt den Median.
Die Mediane von links nach rechts (Passage 3 bis 5) lauten wie folgt: 79,31; 143,00, 142,60
(VEGF in pg/ml/10° Zellen) und 48,48; 81,01; 81,91 (IL-8 in ng/ml/10° Zellen). Die Box wird
durch das obere und untere Quartil begrenzt, die Lange entspricht dem Interquartilsabstand.
Die Whiskers zeigen Minimum und Maximum der Werte an. Die einzelnen Messwerte sind als
Punkte dargestellt. Zwischen den Passagen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

ELISA = Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; VEGF = Vaskularer endothelialer
Wachstumsfaktor; IL-8 = Interleukin-8

3.3.2 Mikroarray

Um der Hypothese nachzugehen, sortierte Herzohrzellen wirden Gene exprimieren, die
in Angiogeneseprozessen involviert sind, wurden die Mikroarrays von Herzohrzellen
dreier Donoren untersucht. Als Referenz dienten 84 Schlisselgene, die auch in
Angiogenese-Assays verwendet werden. 60 der 84 Gene waren in allen drei Datensatzen
als mindestens eine Probe Set ID prasent (vgl. Publikation Detert et al., 2018, Tabelle 1),
darunter auch VEGF und IL-8 sowie weitere Gene des VEGF-Pathways wie kinase insert
domain receptor (KDR), sphingosine kinase 1 (SPHK1) und V-akt murine thymoma viral
oncogene homolog 1 (AKT1). Dasselbe Vorgehen wurde fur die bereits existierenden
Datensatze von CardAP-Mikroarrays dreier Donoren gewahlt. Hier wurden ebenfalls 60
Gene als prasent detektiert, jedoch nicht in allen Fallen dieselben.

Die Expression folgender Gene unterschied sich zwischen CardAP-Mikroarrays und
Herzohr-Mikroarrays: chemokine ligand 11 (CCL11), coagulation factor Il (F3), fibroblast
growth factor 1 (FGF1), fms-related tyrosine kinase 1 (FLT1), hepatocyte growth factor
(HGF), midkine (MDK), transforming growth factor alpha (TGFA) und Tyrosine kinase
with immunoglobulin-like and EGF-like domains 1 (TIE1). Dabei waren FLT1, HGF, MDK,
und TIE1 in Herzohr-Mikroarrays prasent, jedoch nicht in CardAP-Mikroarrays, und

41



CCL11, F3, FGF1 und TGFA waren in den CardAP-Mikroarrays prasent, jedoch nicht in
den Herzohr-Mikroarrays (vgl. Publikation Detert et al., 2018, Tabelle 1).

3.4 Theoretische Zellmengen fur ein allogenes Zellprodukt

Um herauszufinden, wie viele Zellen durchschnittlich aus einem Gewebefragment
gewonnen werden konnen, wurde zunachst eine Wachstumskinetik erstellt. Sortierte
Herzohrzellen von 5 Donoren wurden in Passage 2 mit einer Dichte von 6.000 Zellen/cm?
ausgesat, fur 5-6 Tage kultiviert, gezahlt und anschlieRend wieder neu eingesat, bis ihre
Zahl kleiner war als die bendtigten 6.000 Zellen/cm?. Die maximale Passagezahl variierte
dabei zwischen 7 (Donor 1) und 10 (Donor 2). In den Passagen 2 bis 5 zeigte sich ein
relativ ahnliches Wachstumsverhalten bei allen 5 Donoren (vgl. Publikation Detert et al.,
2018, Abbildung 6a). Die durchschnittliche Verdopplungszeit betrug 37,94 h und die
durchschnittliche Wachstumsrate y 0,01827 h.

In einem zweiten Schritt wurde ermittelt, wie viele myokardiale Fragmente
durchschnittlich aus einem Herzohr gewonnen werden konnen. Herzohren von 3
Donoren wurden dafiir in ~1 mm?® groBe Fragmente seziert. Dabei entstanden jeweils
243, 234 und 277 Fragmente. Von jedem Donor wurden 126 Fragmente flr
Auswachskulturen verwendet mit jeweils drei Fragmenten pro Well einer 6-Well-Platte.
Nach 13 Tagen wurden die Zellen geerntet, gepoolt, via MACS sortiert und anschlief3end
gezahlt (vgl. Publikation Detert et al., 2018, Tabelle 4). Diese Werte wurden verwendet,
um zu errechnen, wie viele sortierte Zellen von einem Herzohr durchschnittlich in
Passage 1 ausgesat werden kdnnen.

Zusammen mit der Wachstumsrate (siehe oben) wurde errechnet, dass aus einem
Herzohr 2,72 x 10° bis 3,42 x 10° sortierte Zellen in Passage 3 und in 2,57 x 100 bis
3,23 x 10"° sortierte Zellen in Passage 4 gewonnen werden kénnen. Angenommen man
appliziert einmalig 100 x 108 Zellen, kdnnen ca. 286 Patienten mit den Zellen eines
Herzohrs versorgt werden (vgl. Publikation Detert et al., 2018, Abbildung 6b).
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4 Diskussion?®

4.1 Ergebnisbewertung
4.1.1 Zellisolation und Charakterisierung

Die Zellisolation mittels Auswachskulturen konnte erfolgreich durchgefuhrt werden. Bei
der Bestimmung der Oberflachenmarker wurde sich am CardAP-Zellprofil orientiert. Die
sortierten Herzohrzellen stimmen hinsichtlich der Expression der Marker CD29, CD44,
CD45, CD73, CD105 und CD166 mit den CardAP-Zellen aus EMBs Uberein. Auch Zellen,
die zuvor kryokonserviert und anschlielend wieder kultiviert wurden, behielten dieses
Markerprofil bei. Damit bleiben die Zellen auch nach Lagerung stabil. Der Mikroarray
bestatigte die Durchflusszytometrieergebnisse ebenfalls.

Die CD90-Expression lag bei den sortierten Herzohrzellen bei durchschnittlich 17,69 % *
5,09 % SD in Passage 4 und war somit nicht negativ, wie es fur die CardAP-Zellen
beschrieben wurde [40]. CardAP-Zellen sind jedoch nicht alleinig durch die fehlende
Expression von CD90 definiert. Fur die Verwendung zu Studienzwecken wurde ein
CD90-Grenzwert von < 40 % festgelegt. Unter diesem befinden sich auch die Werte der
sortierten Herzohrzellen. Eine zu hohe Expression von CD90 konnte sich auf das
Regenerierungspotenzial der Zellen auswirken. In einer retrospektiven Analyse von
Patienten, die CDCs erhalten haben, wurde untersucht, welche Rolle die Marker CD90
und c-kit fur das Outcome von Herzinfarktpatienten haben. Eine hohe CD90-Expression
war dabei mit weniger Narbenreduktion assoziiert. In einer prospektiven Studie an einem
Herzinfarkt-Mausmodell war das Outcome ebenfalls besser, wenn die CD90-Expression
niedrig war. Zudem stellt die Untersuchung infrage, ob c-kit-Positivitdt (ein
moglicherweise Stammzell-definierender Marker) einen therapeutischen Nutzen hat [56].
Die Rolle von CD90 (auch Thy-1) ist noch nicht vollstandig verstanden. Bislang weil3 man,
dass es sich dabei um ein Glykosylphophatidylinositol-verankerters Glykoprotein der
Zelloberflache handelt und es in Prozesse wie Zelladhasion und Zellkommunikation
involviert ist [57]. Seine Funktion variiert je nach Zelltyp [58], in Fibroblasten reguliert es
die Adhasion der Zellen, die Organisation des Zytoskeletts und die Zellmigration [59]. Das
Oberflachenmarkerprofil der CardAP- und sortierten Herzohrzellen ahnelt dem von
kardialen Fibroblasten und MSCs, sodass man annehmen kann, dass CD90 hier ahnliche
Funktionen erfullt.

MSCs unterscheiden sich von CardAP- und sortierten Herzohrzellen dadurch, dass sie
Progenitorzellen sind, die sich in-vitro in Osteoblasten, Chondroblasten und Adipozyten

3 Teile dieser Diskussion erschienen bereits in modifizierter Form und in englischer Sprache in: Detert, S., Stamm,
C., Beez, C., Diedrichs, F., Ringe, J., Van Linthout, S., Seifert, M., Tschope, C., Sittinger, M., und Haag, M., The
atrial appendage as a suitable source to generate cardiac-derived adherent proliferating cells for regenerative cell-
based therapies. J Tissue Eng Regen Med, 2018. 12(3): S. e1404-e1417.
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differenzieren konnen. Sie sind weiterhin definiert durch die Expression von CD105,
CD73 und CD90 und die fehlende Expression von CD45, CD34, CD14 oder CD11b,
CD79alpha oder CD19 und Human Leukocyte Antigen-DR-Oberflachenmolekule [60].
Gemein mit den CardAP- und sortierten Herzohrzellen haben sie die Eigenschaft,
plastikadharent zu wachsen. Zudem teilen sie einige Oberflachenmarker. CardAP-Zellen
haben dagegen kein Differenzierungspotenzial [40, 61].

Kardiale Fibroblasten auf der anderen Seite sind weniger klar definiert. Es ist unklar, wie
gro® der Anteil an Fibroblasten im Herzen ist, vor allem, weil es bislang keine
verlasslichen Marker fur diesen Zelltyp gibt [1]. So wurden beispielsweise CD90-positive
als auch CD90-negative kardiale Fibroblasten beschrieben [62, 63]. Der Fibroblast ist
eine spindelformige Zelle mesenchymalen Ursprungs, die keine Basalmembran besitzt
und Extrazellularmatrix, Wachstumsfaktoren und Proteasen sekretiert [64]. Kardiale
Fibroblasten kommen in unterschiedlichen Herzkompartimenten vor und erfullen diverse
Aufgaben wahrend der Herzentwicklung sowie im gesunden und geschadigten Herzen.
Viele der gangigen Fibroblastenmarker sind entweder nicht spezifisch oder erfassen nur
Subpopulationen von Fibroblasten, darunter smooth muscle actin, Vimentin, Kollagen,
discoidin domain-containing receptor 2, fibroblast-specific protein 1 und eben auch CD90,
das auf Leukozyten, Endothelzellen und andere Zelltypen vorhanden ist [65].

Eine Unterscheidung zwischen MSCs und Fibroblasten ist ein theoretisches Konzept, an
dem sich aufgrund phanotypischer Eigenschaften zweifeln lasst [66]. Es wird auch
diskutiert, ob es sich bei beiden Zellen um denselben Zelltyp handelt [67]. Ob eine
Zuordnung von CardAP- und sortierten Herzohrzellen zu Fibroblasten oder MSCs daher
moglich und Uberhaupt sinnvoll ist, bleibt fraglich. Eine weitere Charakterisierung von aus
dem Herzen isolierten Zellen sollte aber in jedem Fall angestrebt werden.

Der Mikroarray, beschrankt auf Angiogenese-Gene, zeigte, dass CardAP- und
Herzohrzellen zwei unterschiedliche Gruppen bilden, die, nach Genen geclustert, sehr
ahnlich zueinander sind. Im direkten Vergleich von CardAP-Zellen mit sortierten
Herzohrzellen zeigte sich, dass unter den 27 Genen mit signifikant hoheren
Expressionswerten bei den Herzohrzellen stromal cell-derived factor 1 alpha (SDF-1a)
und Wilm’s tumor 1 (Wt1) waren.

SDF-1aist involviert in das Stammzellen-Homing und die Rekrutierung von endothelialen
Progenitorzellen (EPCs). Seine Expression ist nach Herzinfarkten hochreguliert. Es wird
angenommen, dass SDF-1a eine entscheidende Rolle in der Gefaliregeneration spielt
[68, 69]. Wi1 zeigt ebenfalls eine hohe Expression nach Infarkten und ist an der
Revaskularisierung beteiligt [70].

Ob diese erhohte Expression uber die messenger RNA-Ebene hinausgeht und ob dies
praktische Relevanz hat, mussen weitere Untersuchungen zeigen, eventuell auch mit
Mikroarrays (oder Proteomik-Verfahren) von sortierten Herzohrzellen, die keine CD90-
positiven Zellen aufweisen. Neben klassischen Herzzellmarkern wie Desmin, kardialem
Myosin, Troponin T oder Connexin 43 sollten auch neuere Fibrozytenmarker wie die
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Transkriptionsfaktoren Tbx20 und Gata4 [71] untersucht werden, um den Zelltyp der
sortierten Herzohrzellen weiter zu definieren.

Bezogen auf die anfanglich aufgestellte Hypothese, CardAP-Zellen lieRen sich aus
Herzohrgewebe isolieren, lasst sich nach diesen Ergebnissen sagen, dass die isolierte
Zellpopulation CardAP-Eigenschaften aufweist und der Studiendefinition der CardAP-
Zellen entspricht. Eine weitere Charakterisierung — nach Optimierung des
Zellsortierungsverfahrens — ist empfehlenswert.

4.1.2 Zusammenhang zwischen Geweberegion und Zellausbeute CD90-negativer
Zellen

Fur eine zellbasierte Therapie ist es wichtig, das Biomaterial Herzohr so zu verarbeiten,
dass moglichst viele Zellen isoliert werden, die die CardAP-Kriterien erflllen.
Entsprechend den Observationen zur Zellausbeute CD90-negativer Zellen und der
Geweberegion zeigte sich, dass die CD90-Expression umso hoher ist, desto mehr
Bindegewebe in der Region des Herzohrfragments vorhanden ist. Im Epikard war die
CD90-Konzentration der isolierten Zellen am hochsten. Das konnte damit
zusammenhangen, dass die einzelnen Fragmente, die aus diesen Regionen gewonnen
wurden, mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit Binde- statt Muskelgewebe enthielten und
sich CD90-positive kardiale Fibroblasten dort vermehrt haben. Die immunhistochemische
Farbung mit dem CD90-Antikdrper bestatigte das Vorhandensein von CD90-positiven
Zellen in den Bindegewebsarealen.

Es fehlt an Studien zur Verteilung von Myozyten und Nicht-Myozyten im humanen
Herzen. In adulten Mausherzen ist das Verhaltnis von Myozyten:Nicht-Myozyten ca.
55:45 %, bei adulten Ratten sind es ca. 30:70 % [72].

Nimmt man diese Ergebnisse mit den Vorexperimenten an EMBs zusammen, lasst sich
die Hypothese aufstellen, dass CD90-negative Herzohrzellen sich besser aus dem Myo-
und Endomyokard isolieren lassen und dass Gewebe mit nur geringer Fibrosierung ein
besseres Ausgangsmaterial zur Zellisolation darstellt. Makroskopisch ist es schwierig,
den Fibrosierungsgrad eines Herzohres sicher auszumachen. Zudem liegt es in der Natur
der Bypass-Patienten, dass sie in der Regel nicht jung und gesund sind, sodass — halt
man an dem Herzohr als Ausgangsgewebe fur die Zellisolation fest — der Fokus in Zukunft
wahrscheinlich eher auf der Optimierung der Zellsortierung und eventuell des
Auswachsmediums liegen sollte. Bisher wurde ein manuelles MACS-Verfahren zur
Sortierung verwendet. In einem Vergleich mit dem AutoMACS-System schnitt das
manuelle Verfahren besser ab. Jedoch war die Stichprobe zu klein, um definitive
Aussagen uber die jeweiligen Verfahren zu treffen. Zwar generierte das manuelle
Verfahren weniger Zellverlust und reinere Zellpopulationen, das automatisierte Verfahren
bietet jedoch einen zeitlichen und wirtschaftlichen Vorteil. Man kdnnte beispielsweise im
Rahmen einer Nicht-Inferioritats-Studie testen, ob man das AutoMACS-System unter
bestimmten Voraussetzungen trotz der genannten Nachteile verwenden mochte.
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Mit den durchgefuhrten Untersuchungen konnte schon bei einer kleinen Stichprobe
gezeigt werden, dass der Erfolg der Zellisolation von der histologischen Region abhangt.
Die Kombination von histologischen Eigenschaften und Durchflusszytometriemessungen
untermauert somit Hypothese 2.

4.1.3 Theoretische Zellmengen fur ein allogenes Zellprodukt

Nach den angefertigten Berechnungen lassen sich aus einem Herzohr 2,72 x 10° bis
3,42 x 10° sortierte Zellen in Passage 3 und 2,57 x 100 bis 3,23 x 100 sortierte Zellen
in Passage 4 gewinnen. Eventuell lieBen sich noch mehr Zellen generieren, wenn die
Fragmente einzeln und nicht zu dritt in die Wells platziert wirden. Bislang steht noch nicht
fest, wie grof® die ideale Zellzahl fur die Applikation im Patienten ist. Dies hangt sicherlich
vom Zelltyp, der Applikationsform und der Patientenpopulation ab und muss durch
klinische Studien herausgefunden werden. Fur eine klinische Phase |/lI-Studie mit
autologen CardAP-Zellen ist die Applikation von 5 x 105 bis 1 x 108 Zellen/kgKG fiir die
intravendse Applikation und 26-113 x 10° Zellen fir die intramyokardiale Applikation
geplant. Diese Zahlen sind vergleichbar mit denen aus grof3en Patientenstudien, wie der
LATE TIME-Studie, bei der autologe mononukleare Zellen des Knochenmarks (BMMNC)
verwendet wurden. Dabei wurden 80-90 mL Knochenmark aspiriert, aus denen
letztendlich 150-200 x 108 Zellen geerntet werden konnten. Es wurde sich dafir
entschieden, den Post-Infarkt-Patienten 150 x 10° Zellen zu applizieren [73]. In der
TOPCARE-DCM-Studie wurden den Patienten jeweils 259 + 135 x 106 BMMNC appliziert
[74], in der CADUCEUS-Studie waren es lediglich 12,5-25 x 108 Zellen [75].

In Hinblick auf die sortierten Herzohrzellen wirde es sich anbieten, Passage-4-Zellen zu
verwenden, da zwischen Passage 2 und 5 das Wachstum zwischen den Herzohrzellen
der unterschiedlichen Donoren relativ gleichmafig war und sie in dieser Passage die
geforderten Zelleigenschaften aufweisen, pro-angiogene Faktoren sekretieren und eine
groRe Zellausbeute versprechen. Nach den Berechnungen konnten 286 Patienten mit
Passage-4-Zellen (gegenuber 30 Patienten bei Verwendung von Passage-3-Zellen)
versorgt werden. Vergleichbare Zahlen zeigten schon Vorversuche, ebenfalls mit
Herzohrzellen [47]. Demnach lasst sich Hypothese 3 bestatigen: Aus dem Herzohr
isolierte Zellen konnen leicht expandiert werden und stellen ausreichende Mengen fur
einen allogenen Therapieversuch bereit.

4.1.4 Pro-angiogene Eigenschaften sortierter Herzohrzellen

Eines der wichtigsten Kriterien fur eine erfolgreiche Zelltherapie ist die Wirkung uber
parakrine Mechanismen. Mit dem ELISA wurde gezeigt, dass sortierte Herzohrzellen die
pro-angiogenen Faktoren VEGF und IL-8 sekretieren. VEGF induziert Angiogenese und
fordert die Neovaskularisation [76]. Beide Faktoren wurden als Induktoren fur die
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Stammzellmobilisierung beschrieben [77, 78]. In welchen Mengen diese Faktoren
sekretiert werden mulssen, um regenerativ zu wirken, ist in der Literatur nicht
beschrieben.

Hinsichtlich der |IL-8-Sekretion gleichen die sortierten Herzohrzellen mit
durchschnittlichen Werten von 94,35 + 55,57 SD ng/10° Zellen in Passage 4 denen von
CardAP-Zellen in Passage 5 mit 98,62 = 29,75 SD ng/10° Zellen [42]. Die
durchschnittlichen VEGF-Sekretionswerte der sortierten Herzohrzellen sind mit 188,47 +
135,17 SD pg/10° Zellen in Passage 5 dagegen dreimal niedriger verglichen mit 641,24
+ 347,62 SD pg/10° Zellen bei CardAP-Zellen in Passage 6 [42]. Hierbei ist zum einen zu
beachten, dass auf Grundlage der Daten nur Zellen aus unterschiedlichen Passagen
miteinander verglichen werden konnten, zum anderen kommt es darauf an, die Wirkung
Uber Potency-Assays nachzuweisen. Nur so lasst sich eruieren, ob eine niedrige
Sekretion von VEGF tatsachlich einen Einfluss auf die Prozesse Angiogenese und
Neovaskularisation hat.

Zum Vergleich: in einer Studie mit EPCs wurden IL-8-Werte von 33,3 + 5,8 SEM
ng/10° Zellen und VEGF von 53 + 10,3 SEM pg/10° Zellen gemessen. Die Applikation
der Zellen fuhrte zur Neovaskulogenese in einem in-vivo-Mausmodell [79]. In einer
anderen Studie wurden BM-MSCs mit 200 pg/mL VEGF (~2 ng VEGF/kgKG)
angereichert. Nach Applikation dieses Zellproduktes kam es zur kardialen Reparatur in
einem Herzinsuffizenz-Hamstermodell [80]. Die sortierten Herzohrzellen zeigten bereits
in einem in-vitro-Matrigel-basierten Tube-Formation-Assay ihre pro-angiogene Wirkung
[61].

Auch der Mikroarray zeigte, dass CardAP- und sortierte Herzohrzellen jeweils 60 von 84
typischen Angiogenese-Genen exprimieren, darunter FLT1, das fur den VEGF-Rezeptor
kodiert, welcher wiederum an der Endothelzellproliferation und Angiogenese beteiligt ist
[81]. Zudem sind die sortierten Herzohrzellen positiv fur HGF, ein Wachstumsfaktor, der
nach Herzinfarkten hochreguliert ist [82]. Es wird angenommen, dass seine Applikation
die Infarktgrof3e reduzieren und kardiale Stammzellen anlocken kann [83]. Ob die
Expression auf RNA-Ebene tatsachlich auch auf der Protein-Ebene stattfindet, wurde mit
dieser Untersuchung nicht geklart. Zudem gab es innerhalb der 60 untersuchten Gene
Unterschiede.

Ob und wie sich diese Unterschiede und die Expressionsbefunde auf die Angiogenese
auswirken, muss anhand von Potency-Assays gezeigt werden. Erste vielversprechende
Ergebnisse in-vitro konnten sowohl fur CardAP-Zellen [41, 42] als auch fur sortierte
Herzohrzellen [61] gezeigt werden, sodass Hypothese 4 untermauert werden kann:
sortierte Herzohrzellen haben pro-angiogene Eigenschaften.
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4.2 Limitationen
4.2.1 Methoden

4.2.1.1 Auswachskultur

Auswachskulturen gehoren neben dem enzymatischen Verdau und der
Dichtegradientenzentrifugation zu den Standardmethoden der Zellisolation aus Gewebe
und wurden bereits fur EMB-CardAP-Zellen etabliert [40]. Als Bestandteil des
Kulturmediums kommt derzeit noch humanes Serum zum Einsatz, das im Labor aus
Vollblutkonserven gewonnen wird. Fur die spatere Herstellung eines Good Manufacturing
Practice (GMP)-konformen Off-the-Shelf-Produktes bote es sich an, das Serum aus
Eigenherstellung durch ein bereits GMP-zertifiziertes Industrieprodukt zu ersetzen. Als
Alternative kommt beispielsweise humanes Plattchenlysat in Frage, das bereits an
sortierten Herzohrzellen getestet wurde [84].

4.2.1.2 MACS-Zellsortierung

In vorherigen Versuchen wurde bereits das Sortierungsprotokoll des MACS verbessert
[85]. Dieser Optimierungsprozess muss weiter fortgesetzt werden, um am Ende eine
CD90-negative Zellpopulation zu erhalten. Zudem wird es fur die GMP-konforme
Herstellung von Zellprodukten wichtig sein, ein Sortierungsverfahren zu verwenden, das
fur die Herstellung von Advanced Therapy Medicinal Products (ATMPs) zugelassen ist.
ATMPs sind solche Medizinprodukte, die auf Methoden der somatischen Zelltherapie,
Gentherapie oder Tissue Engineering beruhen. Hier konnte das CliniMACS-System eine
Alternative zum manuellen MACS-System in puncto Geschwindigkeit und zum
AutoMACS-System in puncto GMP-Konformitat darstellen. Ein Sicherheitsaspekt, der bei
der Verwendung von magnetischen Microbeads bleiben wird, ist die Exposition der Zellen
gegenuber murinen IgG-Antikorpern [86]. Eine andere Mdoglichkeit der Zellsortierung
ware die Durchflusszytometrie, die jedoch in vergangenen Versuchen Kkeine
erfolgsversprechenden Ergebnisse gezeigt hat [85].

4.2.1.3 Zellfarbung

Als Positivkontrolle fur die Zellfarbung wurden NHDFs verwendet, die CD90-positiv sind.
Eine bessere Vergleichszellpopulation ware eine CD90-positive Subpopulation kardialer
Fibroblasten.
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4.2.1.4 Mikroarray

Der Mikroarray zeigt, welche Gene auf RNA-Ebene gerade zum Zeitpunkt der Messung
in den betrachteten Zellen exprimiert wurden. Im vorliegenden Fall wurden jeweils 3
Donoren pro Zelltyp betrachtet. Da die sortierten Herzohrzellen nicht CD90-negativ
waren, sollte der Versuch nach Optimierung der Zellsortierung wiederholt werden. Zudem
sollte die biologische Relevanz der Ergebnisse mittels quantitativer PCR oder Proteomik-
Verfahren validiert werden. Die hier durchgefuhrten Untersuchungen dienen lediglich als
Ubersicht und sind nicht mit komplexen statistischen und bioinformatischen Analysen
gleichzusetzen.

4.2.1.5 Gewebefarbungen und Durchflusszytometrie

Fur die Suche nach der optimalen Region zur Zellisolation wurden nicht-sortierte Zellen
von drei Donoren untersucht und mit histologischen Gewebeschnitten in Relation gesetzt.
Grollere Fallzahlen sind notwendig, um die daraus entwickelte Hypothese zu
untermauern. Zudem kann die Vermessung des Muskel- und Bindegewebsareals mittels
graphischer Software nur eine Annaherung an den tatsachlichen Wert sein. Da fur jeden
Schnitt die gleiche Vorgehensweise gewahlt wurde, sollten die Relationen zwischen den
Werten der einzelnen Schnitte aber vergleichbar sein.

4.2.1.6 Enzym-Immunoassay

Die Ergebnisse des ELISA als in-vitro-Messungen stutzen die Hypothese, dass sortierte
Herzohrzellen die Angiogenese fordern. Im nachsten Schritt missen diese Ergebnisse
in-vivo bestatigt werden.

4.2.1.7 Berechnung theoretischer Zellzahlen

Die Berechnung der theoretisch verwendbaren Zellmengen fur eine spatere allogene
Therapie beruht auf Messdaten weniger Donoren. Erste Zellbankversuche werden diese
Daten untermauern mussen.

4.2.2 Ergebnisse

Die vorliegenden Ergebnisse sind als Grundlagenforschung zu sortierten Herzohrzellen
zu verstehen. Hierbei sollte vorklinisch und in-vitro herausgefunden werden, welche
Eigenschaften diese Zellen besitzen und ob sie Uber ein pro-angiogenes Potenzial
verfugen. Direkte Schlussfolgerungen auf den spateren Einsatz im Patienten lassen sich
daraus noch nicht ziehen.
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Die Ergebnisse beruhen auf Untersuchungen von Herzohren 10 verschiedener Donoren,
wenn man die Vorexperimente ausnimmt. Die geringe Fallzahl legt eine Uberpriifung der
Ergebnisse nahe, jedoch wurde pro Donor ein Vielfaches von Herzohrfragmenten fur die
Zellisolation verwendet. Das heil3t, dass die Unterschiede zwischen den Donoren, die
letztendlich feingewebliche Unterschiede waren (bspw. verschiedene Anteile von
Myozyten, Fibroblasten und Adipozyten in jedem Fragment), sich auch trotz kleiner
Fallzahl in den Ergebnissen widergespiegelt haben. Die Ergebnisse der
Zellcharakterisierung und die Erfassung der Wachstumseigenschaften sowie die
Messung pro-angiogener Faktoren lassen sich daher mit gro3er Wahrscheinlichkeit auf
sortierte Herzohrzellen allgemein anwenden. Fir zukunftige Untersuchungen hinsichtlich
der Immunogenitat der sortierten Herzohrzellen wird es dagegen nicht auf eine grole
Zahl von Herzohrfragmenten ankommen, sondern auf Untersuchungen an moglichst
vielen Donoren, da immunologische Eigenschaften intrageweblich weitestgehend gleich
sind, sie sich jedoch zwischen jedem Individuum unterscheiden konnen.

Diese Arbeit versteht sich als explorative Grundlagenforschung. Die Ergebnisse,
insbesondere die der statistischen Tests, lassen sich zuvorderst auf die untersuchten
Proben anwenden. Fur allgemeingultige Aussagen sollte fur die Planung der zuklnftigen
Versuche unbedingt eine Fallzahlberechnung angestrebt werden.

4.3 Schlussfolgerung

Herzohrzellen fur regenerative Therapien lassen sich leicht aus Herzohrgewebe isolieren.
Das Ausgangsgewebe generiert Zellmengen, die fur eine spatere Verwendung als
allogenes Zellprodukt ausreichend sind. Die optimale Entnahmeregion von
Herzohrfragmenten stellen das Myo- und Endomyokard dar. Bindegewebsreiche,
fibrosierte Herzohren sowie das Epikard sind eher ungeeignet fur die Zellisolation.
Sortierte Herzohrzellen haben ahnliche Eigenschaften wie CardAP-Zellen aus EMBs. Sie
weisen das gleiche Expressionsmuster hinsichtlich der Oberflachenmarker CD29
(positiv), CD44 (positiv), CD45 (negativ), CD73 (positiv), CD105 (positiv) und CD166
(positiv) auf, wobei die Zellpopulation der sortierten Herzohrzellen noch eine Fraktion
CD90-positiver Zellen enthalt, was zukunftig eine optimierte Zellsortierung erforderlich
macht. Zudem sekretieren sie die pro-angiogenen Faktoren VEGF und IL-8, jedoch in
geringerem Ausmald. In-vitro- und in-vivo-Untersuchungen werden zeigen, ob sich dies
auf die Gefal’- und Geweberegeneration auswirkt. Auf RNA-Ebene exprimieren sortierte
Herzohrzellen — wie auch CardAP-Zellen — einen Grofdteil der Schlusselgene der
Angiogenese, wenn auch mit Unterschieden zwischen den beiden Zelltypen.
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4.4 Ausblick und weitere Forschung

Die ersten Untersuchungen sind vielversprechend; fur die Verwendung der sortierten
Herzohrzellen als regenerative, zell-basierte Therapie mussen jedoch zahlreiche
Voraussetzungen erfullt sein. In einem nachsten Schritt sollten die Ergebnisse von in-
vitro-Potency-Assays mittels krankheitsbezogener Tiermodelle in-vivo Uberpruft werden,
zunachst als Proof-of-Concept an kleinen Tieren wie Nagern, anschlieRend an grof3en
Saugetieren wie z.B. Schweinen. Die letzte Phase stellt die klinische Studie mit ihrem
mehrphasigen Modell dar.

Zellen zur kardialen Regeneration sind als ATMPs zu klassifizieren. Fur den spateren
Einsatz der Zellen in Patienten ist es wichtig, sich an der EMA-Richtlinie fur diese
Produkte zu orientieren [87]. Diese beinhaltet eine Risikoanalyse, bei der u.a. zu klaren
ist, ob die Zellen proliferieren und/oder sich differenzieren, ob sie eine Immunreaktion
hervorrufen und wie sie appliziert werden. Der Herstellungsprozess muss GMP-konform
sein. Im Fall der sortierten Herzohrzellen, die per Zellkultur vermehrt werden, muss ein
Zellbanksystem etabliert werden. Bei allogenen Zellen miussen Immunreaktionen und
mogliche Ubertragbare Krankheiten in Betracht gezogen werden. Eine bakterielle
Kontamination muss durch ein mikrobielles Screening ausgeschlossen werden. Die
Risikoanalyse schlief3t auch alle verwendeten Materialien und Zusatzstoffe wie Faktoren
und Seren mit ein.

Neben diesen Schritten zur Entwicklung eines Zellprodukts sollten weitere Experimente
durchgefuhrt werden, die die Optimierung der Isolation und Sortierung der Herzohrzellen
zum Ziel haben. AnschlieRend sollte die Charakterisierung und Einordnung des Zelltyps
weiter fortgesetzt werden, denn, ob die isolierten und sortierten Herzohrzellen einen
eigenstandigen Zelltyp darstellen, konnte mit diesen Untersuchungen nicht abschlie3end
geklart werden. Beispielsweise konnten weitere Oberflachenmarker untersucht werden
und neue Mikroarrays sowie quantitative PCRs von Markergenen durchgefuhrt werden.

Weiterhin ist die Entwicklung im Feld der zell-basierten Therapien im Auge zu behalten.
Bereits jetzt wird an Zell-Zell- und Zell-Faktorenkombinationen sowie zellfreien Produkte
aus extrazellularen Vesikeln experimentiert, auch im Rahmen des CardAP-Zell-Projekts.
Und gerade die Ergebnisse dieser Untersuchungen kdonnen wichtige Informationen flr
die allogene Therapie mit sortierten Herzohrzellen bereitstellen.
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