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1. Einleitung
1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen

Herzkreislauferkrankungen spielen zurzeit sowohl im medizinischen als auch im
wirtschaftlichen Bereich eine sehr grofle Rolle. Allein in den USA sind bereits Uber 5
Millionen Menschen erkrankt, bei 400.000 Neuféllen pro Jahr. Circa 1,1 Millionen US-
Amerikaner erleiden jedes Jahr einen Herzinfarkt. Fir die meisten Betroffenen endet die
Erkrankung des Herzkreislaufsystems todlich (Kessler und Byrne, 1999). Eine immer weiter
wachsende Lebenserwartung, Bewegungsmangel sowie eine fettreiche Erndhrung vor allem
bei jungen Leuten versprechen einen weiteren Anstieg der Félle mit der Diagnose einer
kardiovaskularen  Erkrankung.  Bluthochdruck, koronare  Herzkrankheit (KHK),
Herzinsuffizienz und Herzinfarkt sind nur wenige Beispiele aus diesem Gebiet. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHQ) rechnet damit, dass Herz-Kreislauf-Erkrankungen bis
zum Jahr 2015 weltweit die meisten Todesfalle verursachen und die bisher konkurrenzlos
fihrenden Infektionskrankheiten von Platz eins verdrangen werden. Nach Schétzungen der
WHO kosten kardiovaskulare Erkrankungen bereits jetzt zwolf Millionen Menschen jedes
Jahr das Leben (Weltgesundheitsorganisation, 2001). Risikofaktoren, die die Entstehung von
Herz-Kreislauf-Erkrankungen beginstigen, sind unginstige Blutfettwerte, Bluthochdruck,
Rauchen, Diabetes, Bewegungsmangel, Ubergewicht und Stress (Life Sciences Portal Baden-
Wiirttemberg, 2008).

Als KHK werden alle Herzerkrankungen bezeichnet, die durch eine Einengung oder den
Verschluss von Herzkranzgefallen entstehen. Diese Stenosen vermindern die Durchblutung
des Myokards und reduzieren seine Energie- und Sauerstoffversorgung. Die KHK kann sich
als Angina pectoris, als Herzinfarkt oder als Linksherzinsuffizienz duern. Sie kann lange Zeit
ohne Symptome verlaufen, obwohl eine Durchblutungsstérung schon ausgebildet ist.

Die Arteriosklerose oder Arterienverkalkung spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung von
kardiovaskularen Erkrankungen. Die schwerwiegendsten und h&ufigsten Komplikationen der
Arteriosklerose sind Herzinfarkt, Schlaganfall, arterielle Verschlusskrankheit sowie die
Bildung wvon Aneurysmen, die zu lebensgefahrlichen Blutungen fihren konnen.
Inzwischen glaubt man, dass die Arteriosklerose sich in mehreren Schritten entwickelt und
von Beginn an von Entziindungsprozessen begleitet ist. Zuerst reichern sich tberschiissige
Fettpartikel aus dem Blut in der Innenwand der Arterie an. Dort werden sie oxidiert, was dazu

flhrt, dass das Immunsystem alarmiert wird. Monozyten und T-Lymphozyten dringen in die



GeféBwand ein; letztere beglinstigen Entziindungen. In der GefaRwand reifen die Monozyten
zu Makrophagen heran, die die Fettpartikel aufnehmen. Die Makrophagen reichern in ihrem
Inneren mehr und mehr Fetttropfchen an, bis sie sich in Schaumzellen verwandelt haben.
Diese Ansammlung aus Schaumzellen, Entziindungszellen, Fett und zerstértem Gewebe wird
dann von Bindegewebe (berdeckt und abgeschlossen. Man bezeichnet diese Ausstiilpung als
Plaque, an der das Blut aber oftmals noch Jahre ungehindert vorbeiflielen kann. Gefahrlich
wird es, wenn die Plaque instabil, also beschadigt wird. Dann namlich kommt die
Gerinnungskaskade in Gang, und es bildet sich ein Thrombus. Wird er zu gro3 oder nicht
rechtzeitig wieder aufgelost, auf natlrlichem Weg oder mit Medikamenten, so stoppt er den
Blutstrom. Geschieht das in einem Herzkranzgeféal3, kommt es zum Herzinfarkt.

Die grolRe Herausforderung der kommenden Jahrzehnte ist nach Meinung der Experten die
Herzinsuffizienz. In den Industrienationen ist sie die einzige Herzerkrankung mit steigender
Héufigkeit. Der Herzmuskel ist bei einer Herzinsuffizienz so geschwécht, dass seine Kraft
nicht mehr ausreicht, um die Blutmenge zu befordern, die fur die Versorgung des Koérpers
notwendig ist. In der Mehrzahl der Falle ist ein Herzinfarkt die Ursache fir eine
Herzschwéche, aber auch eine Uber ldngere Zeit bestehende arterielle Hypertonie, die dem
Herzen standig eine zu hohe Pumpleistung abverlangt, sowie Herzklappenschaden oder eine
Virusinfektion konnen die Erkrankung ausldsen. Wird eine Herzinsuffizienz nicht rechtzeitig
erkannt, ist die Prognose fiir die Patienten schlecht. Innerhalb von vier Jahren stirbt die Halfte
der betroffenen Kranken. Im fortgeschrittenen Stadium tberleben weniger als 50% langer als
ein Jahr.

Die medikamentdse Therapie mit Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmern (ACE-
Hemmern), Betablockern, Diuretika sowie Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten hat die
Situation der Patienten in den vergangenen 20 Jahren deutlich verbessert. Leider wird dieser
Therapieansatz nur als eine Vorbeugung bzw. Verlangsamung des Fortschreitens der o.g.
Erkrankungen eingesetzt. Die zugrunde gegangenen Kardiomyozyten, die glatten
Muskelzellen und Endothelzellen kénnen zum jetzigen Zeitpunkt keine Medikamente heilen.
Eine Herztransplantation ist fiir viele Patienten die letzte Moglichkeit zum Weiterleben. Viele
von ihnen sterben leider infolge der Knappheit der Spenderorgane. Aufgrund der
Organknappheit steht eine Herztransplantation nur Patienten unter 65 Jahren zur Verfligung.
SchlieBlich ~ wurde  nach  alternativen Methoden  der  Behandlung  von
Herzkreislauferkrankungen gesucht. Im Vergleich zur Gentherapie erwies sich die
Anwendung von Stammzellen zur Wiederherstellung des Herzgewebes und der

HerzkranzgefaRe als erfolgversprechend.



1.2 Stammzellen

Der menschliche Kérper besteht aus ca. 200 unterschiedlichen Zelltypen. Ihr Ursprung liegt in
der Zygote. Die undifferenzierten Vorlauferzellen (Progenitorzellen) gewinnen mit jeder
Teilung an Spezialisierung. Am Ende entstehen die hochdifferenzierten und spezialisierten
Zellen des erwachsenen Korpers. Die Zellen, die sich wadhrend der Entwicklung
autoreproduzieren konnen bzw. die Entscheidung treffen, sich an einem bestimmten Zeitpunkt
auszudifferenzieren, nennt man Stammzellen (stem cells, SCs). Allgemein unterscheidet man
zwischen 1. totipotenten Zellen (wie der Zygote), aus denen alle Gewebe einschliel3lich der
Plazenta entstehen und die sich zu einem selbstandigen Organismus entwickeln kénnen, und
2. pluripotenten Zellen, aus denen nur die Zellen der drei embryonalen Keimblétter Ekto-,
Meso- und Entoderm entstehen kénnen, jedoch kein Trophoblast, 3. multipotenten Zellen, wie
den h&matopoetischen Stammzellen (hematopoetic stem cells, HSCs) des Knochenmarks, aus
denen sich verschiedene Blutzelltypen differentieren kénnen, und 4. unipotenten Zellen, die
sich lediglich in eine Zelllinie entwickeln kdnnen. Je nach Herkunft unterscheidet man

embryonale (embryonic stem cells, ESCs) und adulte Stammzellen.

1.2.1 Embryonale Stammzellen

ESCs sind pluripotente Zellen, die die Fahigkeit besitzen, jede Zellart und jedes Gewebe mit
Ausnahme der Plazenta zu bilden. Zum ersten Mal wurden ESCs aus der Maus im Jahr 1981
isoliert und in vitro kultiviert (Evans und Kaufman, 1981; Manin, 1981). SchlieBlich wurden
1998 erste Versuche an menschlichen ESCs durchgefiihrt (Thomson et al., 1998). Die
Isolierung menschlicher embryonaler Stammzellen ist ethisch sehr umstritten und in
Deutschland durch das Embryonenschutzgesetz vom 13. Dezember 1990 verboten. In
Ausnahmeféllen erlaubt das Stammzellgesetz von April 2002 den Import von menschlichen
ESCs, die vor dem Stichtag 1. Januar 2002 gewonnen wurden. Erst vor Kurzem wurde das
Gesetz gelockert, wodurch Forscher jetzt menschliche ESCs importieren durfen, die vor dem
1. Mai 2007 gewonnen wurden. Durch ihre hohe Telomeraseaktivitit konnen sich die ESCs
unbegrenzt teilen. Die Differenzierung kann durch den Zusatz von mehreren
Wachstumsfaktoren in die angestrebte Richtung gelenkt werden (Schuldiner et al., 2001).
Neben den zahlreichen Vorteilen der ESCs sollten auch die Gefahren bei der Nutzung
undifferenzierter Zellen beachtet werden. Einerseits kénnen die transplantierten, von den

ESCs abgeleiteten Zellen jedes Gewebe im Korper ersetzen, andererseits kdnnen sich
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Teratome oder sogar Teratokarzinome wegen eines unkontrollierten Wachstums dieser Zellen
bilden (Andrews, 1998; Kleinsmith und Pierce, 1964).

1.2.2 Adulte Stammzellen

Als adulte Stammzellen werden ausschlieBlich Zellen aus adulten Organen mit der Fahigkeit
zur unbeschrénkten Selbsterneuerung und zur Differenzierung bezeichnet. Im Gegensatz zu
den embryonalen Stammzellen kdnnen die adulten Stammzellen unbegrenzt gewonnen und in
der Forschung eingesetzt werden. Diese Vorteile nutzen die Mediziner aus, um autologe
Stammzelltransplantationen, bei denen man keine immunsuppressive Therapie benétigt,
durchzuftihren. Der Nachteil der adulten Stammzellen besteht in ihrem beschrénkten
Proliferations- und Differenzierungspotenzial im Vergleich zu den ESCs, das auf eine
verminderte Telomeraseaktivitét zurtickgefiihrt werden kann. Die seit langer Zeit herrschende
Meinung, wonach sich die gewebespezifischen Stammzellen ausschlieBlich in die Zellen des
Herkunftsgewebes differenzieren kdnnen, wurde zuletzt infrage gestellt, da zahlreiche Studien
beweisen konnten, dass sich die adulten Stammzellen auch zu anderen Zelllinien entwickeln
kénnen. Diese Eigenschaft wurde als Plastizitat bzw. Transdifferenzierung bezeichnet. In den
letzten Jahren wurden adulten Stammzellen weitere Fahigkeiten zugeschrieben, ndmlich die
Differenzierung der Knochenmarkstammzellen zu Osteoblasten, Chondroblasten (Pittenger et
al. 1999), Myoblasten bzw. Kardiomyozyten (Makino et al., 1999; Wakitani et al., 1995),
stromalen Fibroblasten (Caplan, 1991; Dexter und Testa, 1976; Majumdar et al., 1998),
Tendoblasten (Caplan et al., 1993), Adipozyten (Dennis und Caplan, 1996), allen Blutzellen
(Ferrari et al., 1998) sowie Astrozyten und Neuronen (Kopen et al., 1999; Woodbury et al.,
2000; Beresford, 1989) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Plastizitat adulter Stammzellen

Die Fahigkeit, sich unabh&ngig von der eigenen Herkunft zu ganz unterschiedlichen Gewebezelltypen
entwickeln zu kénnen, bezeichnet man als Plastizitiat. So kdnnen die Knochenmarkstammzellen sich
zu Leber- bzw. Muskelzellen differenzieren. Die Stromazellen aus dem Knochenmark sind im stande
Epithel-, Nerven- und Herzmuskelzellen zu bilden. Die Hirnstammzellen besitzen die Fahigkeit, sich
zu Blutzellen zu entwickeln, die sich ihrerseits zu Osteozyten und Adipozyten differenzieren kdnnen
(Winslow und Kibluk, 2005, S. 88).
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Die wichtigste Eigenschaft der adulten Stammzellen flr die therapeutische Anwendung ist ihr
hoher Plastizitatsgrad, das heil3t die F&ahigkeit der Zellen aus einem Gewebe, sich zu den
verschiedenen Zelltypen der anderen Gewebe zu entwickeln. Es gibt die Hypothese, dass die
Stammzellen von ihrer unmittelbaren Umgebung (Nische) in ihrer Entwicklung beeinflusst
werden konnen, sodass sie entweder in einer Arrestphase verbleiben oder sich zu
Progenitorzellen und schlieBlich zu verschiedenen Geweben differenzieren (Watt und Hogan,
2000) (Abbildung 2).

niche cell stem cell progenitor cell differentiated cell

Abbildung 2: Differenzierung adulter Stammzellen

Der menschliche Kérper ist ein komplexer Mechanismus aus unterschiedlichen Gewebearten. Jedes
Gewebe ist von Stammzellen besiedelt, die dafiir verantwortlich sind, dass so verschiedene Strukturen,
wie Muskelzellen, Driisen-, Knochen- und Bindegewebe sowie Nerven- und Epithelzellen, gebildet
und regeneriert werden. Um dies zu gewdhrleisten, miissen die Tochterzellen der Stammzellen ganz
unterschiedliche Differenzierungswege einschlagen kénnen. Die Entscheidung der Zelle, sich entlang
eines bestimmten Differenzierungsweges zu entwickeln, wird dabei im Wesentlichen durch
Signalgebung aus der unmittelbaren Umgebung (Nische) bestimmt. Die Stammzellen (S) kénnen sich
durch Teilung zu den Vorlauferzellen unterschiedlichster Gewebearten, so genannten Progenitorzellen
(P), entwickeln. Progenitorzellen besitzen eine geringere Proliferationskapazitat und ein begrenztes
Differenzierungspotenzial im Vergleich zu den Stammzellen. Sie stehen aber genauso unter dem
Einfluss der unmittelbaren Umgebung, die ihre weiteren Differenzierungswege bestimmt. Die Potenz
der Progenitorzellen geht mit jeder Teilung ein Stick weit verloren, sodass die ausdifferenzierten
Zellen nur eine bestimmte Gewebeart bilden konnen. ECM = Extrazellulare Matrix.

(Watt und Hogan, 2000, S. 1427).
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1.3 Die Rolle adulter Stammzellen bei der Herzregeneration

Adulte Stammzellen eignen sich fir eine autologe Transplantation ins Herzgewebe nach
einem akuten ischamischen Ereignis. Dabei kénnen sowohl die Entstehung von Tumoren als
Folge einer unkontrollierten Zellentartung als auch Autoimmunreaktionen des Korpers gegen
das Transplantat weitgehend vermieden werden. Der Nachteil einer solchen Transplantation
besteht im limitierten Differenzierungspotenzial der adulten Stammzellen. Im Folgenden

werden verschiedene Zelltypen im Hinblick auf die Herzregeneration in vivo dargestellt.

1.3.1 Herzstammzellen

Friher herrschte die Meinung vor, dass das erwachsene Sdugertierherz keine intrinsischen
Kapazitaten flr eine Selbsterneuerung oder Reparatur besitze. Allerdings hat in den letzten
Jahren eine Reihe von Studien gezeigt, dass im Herzgewebe mehrere Zellpopulationen
vorhanden sind, die die Fahigkeit, sich zu erneuern, besitzen und die sich zu
Herzmuskelzellen, glatten Muskelzellen oder Endothelzellen differenzieren konnen (Beltrami
et al., 2003; Oh et al., 2003; Messina et al., 2004; Martin et al., 2004; Linke et al., 2005;
Laugwitz et al., 2005; Moretti et al., 2006).

Beltrami et al. isolierten 2003 einige Herzstammzellen aus erwachsenen Rattenherzen, indem
sie einen Antikorper gegen den Oberflachenmarker c-Kit verwendeten. Die isolierten c-Kit-
positiven Zellen waren negativ fur die Marker der hdmatopoetischen Zelllinien und fur die
spezifischen Proteine der Myozyten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Fibroblasten;
sie exprimierten aber zum Teil die typischen Herztranskriptionsfaktoren Nkx2.5, GATA4 und
MEF2. Die c-Kit-positiven Herzstammzellen waren klonierbar, multipotent und féhig zur
Selbsterneuerung. Sie waren in der Lage, sich zu Myozyten, Endothelzellen oder glatten
Muskelzellen in vitro zu differenzieren. Bei einer Transplantation in ein ischamisches Herz
konnten diese Zellen bzw. die von ihnen abgeleiteten Zelllinien das infarzierte Herzgewebe
wiederherstellen, die zugrunde gegangenen Blutgefalie neu zu bilden und sich ohne Zellfusion
zu jungen Kardiomyozyten zu entwickeln. Infolgedessen war die ventrikuldre Herzfunktion
erheblich verbessert (Beltrami et al., 2003).

Eine zweite Population der Progenitorzellen im Herzgewebe wurde mithilfe von Antik6érpern
gegen den Oberflachenmarker Sca-1 isoliert (Oh et al., 2003). Diese Zellen exprimieren das
Oberflachenantigen CD31, aber nicht c-Kit, CD45, CD34, Flt-1 oder FIk-1. Sie unterscheiden
sich von HSCs, endothelialen Progenitorzellen (endothelial progenitor cells, EPCs) und

Muskel-Satelliten-Zellen. Darliber hinaus besitzen sie die Eigenschaft der ,,side population -
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Zellen (SP-Zellen), den Hoechst-Farbstoff 33342 zu extrudieren. Nach der Behandlung mit
Cytosin-Analog-5-Azacytidine differenzieren sie sich zu Zellen, die imstande sind, kardiale
Marker in vitro zu exprimieren. Bei einer intravendsen Zellapplikation in infarzierte
Mausherzen sind die SP-Zellen in der Lage, zu dem geschéadigten Herzgewebe zu wandern
und sich zu Kardiomyozyten sowohl mit als auch ohne Zellfusion zu entwickeln.

Die SP-Zellen im Knochenmark wurden zunéchst durch ihre Fahigkeit, den Hoechst-Farbstoff
33342 zu extrudieren, entdeckt (Goodell et al., 1996). Diese Eigenschaft ist mit der
Expression von ATP-binding Cassette Transporter G2 (ABCG2) und MDR1 verbunden.
Martin et al. isolierten ABCG2-exprimierende SP-Zellen sowohl aus embryonalen als auch
aus adulten Mausherzen (Martin et al., 2004). Diese SP-Zellen sind hoch positiv fiir das
Stammzellantigen 1 (stem cell antigen 1, Sca-1), aber schwach positiv fir c-Kit, CD34 und
CD45. Die SP-Zellen unterscheiden sich von den Zellen, die Oh et al. beschrieben haben, da
sie negativ fir CD31 waren (Oh et al., 2003). Diese Zellen sind in der Lage, sich in einer Ko-
Kultur mit den Herzmuskelzellen zu Kardiomyozyten zu differenzieren (Pfister et al., 2005).
Die Transplantation von Sca-l-positiven und CD31-negativen Zellen in Mausherzen fiihrte
nach einem akuten ischamischen Ereignis zu einem deutlichen Anstieg der Gefalineubildung
in dem infarzierten Herzgewebe, zu einer Regeneration von Kardiomyozyten und zur
Verbesserung der Herzfunktion (Wang X et al., 2006).

Eine weitere Population von kardialen Vorlauferzellen wurde aus neonatalen Mausherzen
anhand des Transkriptionsfaktors Islet-1 isoliert (Laugwitz et al., 2005; Moretti et al., 2006).
Die Islet-1-positiven Zellen unterscheiden sich von den anderen Herzstammzellen, indem sie
keinen Hoechst-Farbstoff 33342 extrudieren und keine Oberflachenmarker, wie c-Kit und
Sca-1, exprimieren. Bei der Ko-Kultivierung mit den neonatalen Kardiomyozyten in vitro
konnten sich diese Zellen vollstandig zu Herzmuskelzellen ausdifferenzieren. Laut Moretti et
al. sind die Islet-1-positiven Zellen multipotent und in der Lage, sich zu Kardiomyozyten,
glatten Muskelzellen und Endothelzellen zu entwickeln (Moretti et al., 2006). Es ist jedoch
nicht bekannt, ob diese Zellen mit den gleichen Merkmalen aus dem Herzen eines
Erwachsenen isoliert werden kodnnen. Dartiber hinaus konnte auch nicht nachgewiesen
werden, dass die Islet-1-positiven Zellen das ischdmisch geschadigte Herzgewebe
regenerieren kénnen.

Messina et al. haben die Zellen aus der Subkultur humaner Biopsieproben von Vorhof- und
Ventrikelgewebe bzw. aus murinen Herzen isoliert (Messina et al., 2004). Die Zellen wuchsen
in vitro als selbstadhérenter Cluster, sogenannte Kardiosphéren. Kardiosphéren bestehen aus

klonal gewonnenen Zellen, die einerseits aus proliferierenden c-Kit-positiven Zellen bestehen,
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die sich tberwiegend im Kern befinden (diese Zellen exprimieren Sca-1, KDR/FIk-1 und
CD31), und andererseits aus differenzierten Zellen, die Kardial- bzw. Endothelzellmarker
exprimieren und die Peripherie bilden. Daruber hinaus sind die von den Kardiospharen
abgeleiteten Zellen (cardiospheres derived cells, CDCs) positiv fir CD105, c-Kit, CD90,
CD34 und CD31, aber weitgehend negativ fur MDR1, CD133 und CD45 bzw. fir die meisten
hamatopoetischen Marker (Smith et al., 2007). Dies zeigt, dass sich CDCs phénotypisch
sowohl von humanen Herzstammzellen (c-Kit-positiv, MDRI-positiv) (Urbanek et al., 2003)
als auch von Knochenmarkstammzellen bzw. von EPCs (CD133-, CD34-, CD45-positiv)
unterscheiden. CDCs enthalten Zellen, die phanotypisch den mesenchymalen Stammzellen
(mesenchymal stem cells, MSCs), Fibroblasten (CD105-, CD90-positiv) bzw. Endothelzellen
(CD34-, CD31-positiv) &hneln; die Unterschiede zwischen den c-Kit-positiven und den
CD90-/CD31-positiven CDCs sind aber zum Teil sehr groR3. Die CDCs sind in der Lage, sich
in einer Ko-Kultur mit neonatalen ventrikuldaren Kardiomyozyten aus den Rattenherzen zu
den elektrisch funktionellen Herzmuskelzellen in vitro zu differenzieren. Nach einer Injektion
von CDCs in infarzierte Mausherzen fordern diese Zellen die kardiale Regeneration und
fiihren zur Verbesserung der Herzfunktion (Smith et al., 2007).

Trotz der Existenz dieser Zellpopulationen und ihrer Fahigkeit, das infarzierte Herzgewebe zu
regenerieren, sind diese Mechanismen fir eine komplette Wiederherstellung der Herzfunktion
in vivo unzureichend. Limitierender Faktor ist ein sehr beschranktes Wissen in Bezug auf die
molekularen Netzwerke, die die Proliferation, die Selbsterneuerung und die Differenzierung
der Zellen regeln. Dariiber hinaus ist nicht klar, warum die von mehreren Arbeitsgruppen
beschriebenen Herzstammzellen verschiedene Merkmale aufweisen und wie das
Zusammenspiel von diesen Zellpopulationen untereinander funktioniert. Dennoch bieten diese

Zellen eine potenziell attraktive Quelle fir die Regeneration von Herzgewebe.

1.3.2 Skelettmyoblasten

Die ersten Klinischen Tests fur die Herzzellersatztherapie wurden mit Skelettmyoblasten
durchgefihrt (Menasche et al., 2001; Menasche, 2005). Die Satellitenzellen liegen als
Vorlauferzellen von Skelettmuskelzellen in der Regel in einem Ruhezustand unter der
Basalmembran der Skelettmuskelfasern und proliferieren nur bei den Verletzungen. In diesem
Stadium sind sie zwar Myoblasten, ihre Entwicklung ist aber aufgrund der fortgeschrittenen
Differenzierung auf die myogene Zelllinie beschrankt. Fur die klinischen Studien sind die

Skelettmyoblasten, ihren nicht-kardialen Ursprung ausgenommen, ein idealer Spenderzelltyp.
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Sie kodnnen bei einer Muskelbiopsie des Erkrankten isoliert, rasch in vitro vermehrt und, ohne
das Risiko einer Tumorentstehung, direkt in das geschédigte Herzgewebe transplantiert
werden. Dabei besitzen die Skelettmyoblasten eine hohe Resistenz gegen Ischdmie. Obwohl
die ersten Studien unter Einsatz von Skelettmyoblasten vielversprechend waren, sind die
Langzeitergebnisse aufgrund der fehlenden elektrischen Koppelung der injizierten Zellen mit
dem restlichen Myokard und der Unterschiede in der Kontraktilitdt beider Zelltypen
unbefriedigend (Reinecke et al., 2000). Die tierexperimentellen Studien zeigten, dass sich
implantierte Skelettmyoblasten zu multinukledren Muskelfasern differenzieren. Diese
Muskelfasern zeichneten sich zwar durch ein Kkurzes Aktionspotenzial aus, die
elektrophysiologische Koppelung an die lokalen Herzmuskelzellen jedoch fehlte, da sie keine
Adhésions- und ,, gap junction “-Proteine exprimierten (Reinecke et al., 2000). Trotz dieser
fehlenden Eigenschaften haben mehrere Studien in Tiermodellen die positiven Auswirkungen
der Transplantation von Myoblasten auf die ventrikulére Leistung des Herzens nachgewiesen
(Taylor et al., 1998; Scorsin et al., 2000).

SchlieBlich wurden die ersten Transplantationen von Skelettmyoblasten in klinischen Studien
an Menschen durchgefiihrt. Diese Studien stellten fest, dass die Transplantation technisch
durchfiihrbar und risikoarm ist, gleichzeitig wurde die Differenzierung der Skelettmyoblasten
zu Muskelfasern bestatigt. Einige klinische Studien mit Myoblasten berichten tber eine hohe
Rate von ventrikuldren Arrhythmien und pl6tzliche kardiale Todesfélle, die moglicherweise
durch die Re-entry-Schaltungen zwischen den transplantierten Myoblasten und den
ortansassigen Herzmuskelzellen mit ihrer Heterogenitat der elektrischen Eigenschaften der
Zellmembran erklart werden kdnnten (Leobon et al., 2003; Abraham et al., 2005). Die oben
beschriebenen klinischen Studien waren nicht randomisiert, Placebo-kontrolliert oder
Doppelblindstudien. Die Mechanismen, durch die Skelettmyoblasten angelockt werden und
die zur Verbesserung der Herzfunktion fuhren, sind nach wie vor unklar.

Im Jahr 2005 wurde von Winitsky et al. Gber eine neue Population von Nicht-Satelliten-Zellen
in der adulten Skelettmuskulatur von Mausen berichtet (Winilsky et al., 2005). Diese Zellen
haben die Eigenschaft, sich in der Zellkultur zu den autonom schlagenden skelettmuskel-
basierten  Vorlauferzellen der Herzmuskelzellen (skeletal-based  precursors  of
cardiomyocytes, Spoc) zu entwickeln. Nach einer systemischen Applikation dieser Zellen in
akut infarzierte Mausherzen wanderten sie zur ischdmischen Herzregion und differenzierten
sich zu Kardimyozyten, ohne den Weg der Zellfusion einzuschlagen. Die Spoc kénnten ein

neuer Weg in der Herzforschung und bei der Entwicklung neuartiger Therapiestrategien fur
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Herzerkrankungen sein. Es gibt jedoch noch keine Anhaltspunkte dafiir, dass Spoc in den

menschlichen Skelettmuskeln existieren.

1.3.3 Knochenmarkstammzellen

Die Hauptquelle adulter Stammzellen ist das Knochenmark (KM), das verschiedene
Stammzelltypen, wie HSCs, SP-Zellen, EPCs, MSCs sowie die multipotenten adulten
Vorléauferzellen (multipotent adult progenitor cells, MAPCSs), beinhaltet. Die Versuche der
transgeschlechtlichen Herztransplantationen bei Menschen haben gezeigt, dass weibliche
Herzen in einem ménnlichen Organempfanger eine betrachtliche Anzahl von den Y-
Chromosom-positiven Herzmuskelzellen, GefaRendothelzellen und glatten Muskelzellen
aufwiesen, was darauf hindeutet, dass die zirkulierenden Vorlauferzellen die Fahigkeit
besitzen, sich in das Myokard zu integrieren (Quaini et al., 2002). Eine Reihe von Studien hat
nachgewiesen, dass adulte Knochenmarkstammzellen imstande sind, sich zu
Skelettmuskelzellen (Ferrari et al., 1998; Gussoni et al., 1999; LaBarge und Blau, 2002),
Leberzellen (Lagasse et al., 2000), Nervenzellen (Kopen et al., 1999; Mezey et al., 2000;
Brazelton et al.,, 2000), Herzmuskelzellen (Orlic et al., 2001a; Jackson KA, 2001),
GeféRendothelzellen (Orlic et al., 2001a; Jackson KA, 2001; Asahara et al., 1997) und
Epithelzellen der Haut, Lunge und des Darmes (Krause et al., 2001) zu differenzieren.

Die HSCs sind ein Bestandteil des Knochenmarks und verantwortlich fur die stdndige
Regeneration von Blutzellen. Diese Zellen sind selten: Auf eine HSC kommen ca. 10.000 bis
15.000 Knochenmarkzellen. Im Jahr 2001 haben Orlic et al. berichtet, dass sich die c-Kit-
positiven HSCs aus dem Knochenmark nach der Injektion in die Grenzzone der infarzierten
Mausherzen zu Kardiomyozyten, GeféRendothelzellen und glatten Muskelzellen
differenzierten und zu einer schnellen Regeneration von mehr als 60% des infarzierten
Ventrikels und zu einer deutlich verbesserten Herzfunktion fiihrten (Orlic et al., 2001a).
Jackson isolierte die SP-Zellen aus dem Knochenmark durch ihre Féhigkeit den Hoechst-
Farbstoff zu extrudieren. Er transplantierte diese Zellen in die bestrahlten M&use und
induzierte anschlieBend eine Koronarischamie. Die injizierten SP-Zellen (CD34-negativ, c-
Kit-positiv, Sca-1-positiv) wanderten in die Ischdmiezone, differenzierten sich zu
Kardiomyozyten und Endothelzellen und induzierten die Bildung neuer Funktionseinheiten in
dem geschadigten Herzgewebe (Jackson KA, 2001). Eine andere Studie berichtete Uber die
Differenzierung der c-Kit-positiven HSCs im infarzierten Herzgewebe zu Kardiomyozyten

und Endothelzellen, ohne dass sich diese zu hamatopoetischen Zelllinien entwickelten. Die
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neuen Herzstrukturen wurden ohne Zellfusion gebildet (Kajstura et al., 2005). Diese Studien
weisen auf ein vielseitiges Transdifferenzierungspotenzial von Knochenmarkstammzellen hin.
Jedoch haben einige Untersuchungen zur Differenzierung von HSCs in infarzierten Herzen
gezeigt, dass sich die transplantierten HSCs zu hamatopoetischen Zelllinien entwickelten und
keinen kardialen Phénotyp annahmen (Murry et al., 2004; Balsam et al., 2004; Nygren et al.,
2004). Stattdessen wurde eine Zellfusion als eine alternative Erklarung fur die vorliegenden
Ergebnisse diskutiert. Laut dieser These haben die Stammzellen nur deswegen die Funktion
von Herzmuskelzellen (bernommen, weil sie mit den ortanséssigen Kardiomyozyten
fusioniert sind (Oh et al., 2003; Nygren et al., 2004; Alvarez-Dolado et al., 2003). In den
vergangenen Jahren haben mehrere Untersuchungen mit den unterschiedlichen
Stammzellarten gezeigt, dass die Transdifferenzierung der Stammzellen zu den Zellen der
verschiedenen Organsysteme einschlieBlich des Herzens wenn tberhaupt, dann nur selten
eintritt (Oh et al., 2003; Alvarez-Dolado et al., 2003). Derzeit ist der Mechanismus der Fusion
von Stammzellen von besonderem Interesse. Die Frage, ob die Fusion von solchen
Stammzellen die Regeneration eines ischamisch geschédigten Herzens positiv beeinflussen
konnte, ist noch nicht geklart.

Eine weitere Population im Knochenmark bilden die MSCs. MSCs sind Vorlauferzellen fir
die Zellen des mesenchymalen Ursprungs, wie Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten.
Die menschlichen MSCs aus dem Knochenmark kénnen in vitro kultiviert werden und sich zu
den verschiedenen Kdrperzellen differenzieren (Pittenger et al., 1999). Die Behandlung mit
der DNA-Demethylierungsagenz 5-Azacytidine lenkt die Differenzierung dieser Zellen in
vitro in Richtung Herzmuskelzellen (Makino et al., 1999). Obwohl die differenzierten Zellen
eine Reihe von kardialen Markern exprimieren, &hneln diese Zellen morphologisch starker
den Skelettmuskelzellen (Makino et al., 1999). Mehrere Studien zeigten im Tiermodell nach
einem akuten Myokardinfarkt und der anschlieenden Behandlung mit Knochenmark-MSCs
eine deutliche Regeneration von geschadigtem Herzgewebe und eine Verbesserung der
Herzfunktion. Eine Studie von Tomita et al. an infarzierten Rattenherzen ergab, dass nur die
mit 5-Azacytidine vorbehandelten MSCs in der Lage waren, sich zu Kardiomyozyten zu
differenzieren und somit die Herzfunktion zu verbessern (Tomita et al., 1999). Zwei weitere
Studien verwendeten MSCs ohne Vorbehandlung mit 5-Azacytidine fir eine direkte
Transplantation in nicht infarziertes Herzgewebe. Diese Zellen etwickelten sich zu
Herzmuskelzellen und exprimierten kardiale Marker (Toma et al., 2002; Wang JS et al.,
2000). Trotz der grolRen Anzahl von MSCs bei den Transplantationen war die Anzahl der zu

Kardiomyozyten differenzierten Zellen in beiden Studien extrem niedrig. Obwohl der Einsatz
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von autologen MSCs flr die Behandlung einer akuten Herzischdmie im Schweinemodell zu
einer Verbesserung der kardialen Funktion fiihrte (Shake et al., 2002), verursachte die
intrakoronare Applikation der MSCs in die gesunden Hundeherzen eine akute
Myokardischamie bzw. einen subakuten Herzinfarkt (Vulliet et al., 2004). Eine weitere Studie
berichtete tber erhebliche intramyokardiale Verkalkungen nach einer MSCs-Transplantation
in die infarzierten Herzen (Yoon et al., 2004). Ein groBes Differenzierungspotenzial von
MSCs zu den verschiedenen Zelllinien, wie Knochen-, Knorpel-, Fett- und
Bindegewebszellen, konnte die Erklarung fir die Ergebnisse dieser Studien sein.

EPCs konnen aus dem Knochenmark mobilisiert werden. Sie induzieren nach einer
Ausschwemmung in den Blutkreislauf die GefaRneubildung in adulten Tieren (Asahara et al.,
1999) und reagieren mit einer Zellzahlerhohung auf eine Gewebeischdmie (Takahashi et al.,
1999). EPCs kodnnen aus menschlichem Nabelschnur-, Knochenmark- oder Peripherblut
isoliert werden (Asahara et al., 1997 und 1999; Gehling et al., 2000; Urbich et al., 2003;
Murohara et al., 2000; Shi et al., 1998). Obwohl EPCs aus verschiedenen Quellen stammen
konnen, exprimieren sie alle endothelialen Markerproteine, wie VEGFR2 (vascular
endothelial growth factor receptor 2), von-Willebrand-Faktor (VWF) und eNOS (endothelial
nitric oxide synthase). Bei einer Applikation von EPCs Uber ein peripheres GefaR oder bei
einer Transplantation direkt ins infarzierte Myokard wandern die Zellen zum geschadigten
Gewebe, induzieren die Gefalneubildung und verringern somit die InfarktgroRe (Kocher et
al., 2001; Kawamoto et al., 2001 und 2003). Eine vor Kurzem durchgefiihrte Studie zeigte,
dass die Verbesserung der Herzfunktion nach einer intramyokardialen Injektion von humanen
CD34-positiven Progenitorzellen in das infarzierte Herzgewebe auf eine Kkardiale
Differenzierung der applizierten Zellen zurickzufuhren ist (Iwasaki et al., 2006).
Bemerkenswert ist, dass die Injektion von reifen Endothelzellen oder Endothelzellen aus
menschlichem Nabelschnurblut in die infarzierten adulten Mausherzen die Differenzierung
dieser Zellen zu Kardiomyozyten bewirkt (Condorelli et al., 2001). Einige In-vitro-Studien
zeigten die Transdifferenzierung der humanen EPCs in einer Ko-Kultur mit
Rattenkardiomyozyten zu funktionell aktiven Herzmuskelzellen (Badorff et al.,, 2003;
Koyanagi et al., 2005). Allerdings konnten Gruh et al. in ihrer Studie diese Ergebnisse nicht
belegen (Gruh et al., 2006).

Eine weitere Stammzellpopulation im Knochenmark sind die MAPCs. Sie sind primitiver als
MSCs und EPCs und konnen sich bei einer Injektion in die Blastozyste zu den meisten
somatischen Geweben einschlieBlich Herzmuskel entwickeln. Allerdings differenzieren sich
die MAPCs nach einer Transplantation in vivo nicht zu Kardiomyozyten (Jiang et al., 2002).
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Aus diesem Grund wurden die MAPCs in keinem Tiermodell fir Herz-Kreislauf-
Erkrankungen zur Therapieentwicklung bzw. Bestimmung ihres Differenzierungspotenzials
geprift. Im Jahr 2005 wurde eine neue humane Knochenmarkstammzelle beschrieben (Yoon
et al., 2005). Basierend auf der Oberflaichenmarkerexpression, gehort diese klonal
expandierende Zellart, die von den humanen multipotenten Knochenmarkstammzellen
abgeleitet ist, zu keiner zuvor beschriebenen Knochenmarkstammzellpopulation. Eine
intramyokardiale Transplantation dieser Zellen nach einem akuten Herzinfarkt flihrte zu einer
GeféBneubildung und zur Differenzierung zu Kardiomyozyten. Auferdem wurde eine
Proliferation der ortansédssigen Zellen in den transplantierten Herzen beobachtet. In der Ko-
Kultur wurden Veranderungen des Phanotyps dieser Zellen beobachtet, die einerseits auf die
Differenzierung der MAPCs und andererseits auf die Zellfusion zuruckzufiihren sind (Yoon et
al., 2005).

Obwohl mehrere experimentelle Studien die kontroversen Schlussfolgerungen in Bezug auf
eine kardiale Transdifferenzierung und Reparatur des geschadigten Herzgewebes durch die
Transplantation der Knochenmarkstammzellen nach einem akuten Myokardinfarkt dargelegt
haben, stellt die Injektion der Knochenmarkstammzellen fur die Behandlung des
ischamischen Herzgewebes eine potenzielle Therapiemdglichkeit dar (Cleland et al., 2006;
Wollert et al., 2004). In den meisten Kklinischen Myokardinfarkt-Studien wurden die
Knochenmarkstammzellen oder aus peripherem Blut gewonnene EPCs bei den Patienten
durch eine intrakoronare Zellinjektion transplantiert (Strauer et al., 2002; Assmus et al., 2002
und 2006; Fernandez-Aviles et al., 2004; Wollert et al., 2004; Lunde et al., 2005; Meyer et al.,
2006; Janssens et al., 2006; Zohlnhofer et al., 2006; Schachinger et al., 2006). In anderen
Studien wurden die Patienten mit einer chronischen Herzinsuffizienz entweder durch eine
direkte intramyokardiale Injektion (Stamm et al., 2003; Patel et al.,, 2005) oder
mittels einer Kkatheterbasierten intrakoronaren Applikation von Knochenmarkstammzellen
behandelt (Assmus et al., 2006; Fuchs JR et al., 2003; Perm et al., 2003; Tse et al., 2003).
Obwohl die ersten klinischen Studien die Sicherheit und die relativ leichte Durchfiihrung von
Knochenmarkstammzelltransplantationen bei Herzinfarkt-Patienten belegen (Strauer et al.,
2002; Assmus et al., 2002; Fernandez-Aviles et al., 2004; Wollert et al., 2004), sind die
Ergebnisse von flnf getrennten, randomisierten placebokontrollierten Doppelblind-Studien
nicht eindeutig ausgefallen. Die REPAIR-AMI (Reinfusion of Enriched Progenitor Cells and
Infarct Remodelling in Acute Myocardial Infarction)- und die TOPCARE-CHD-Studie
(Transplantation Of Progenitor Cells And Recovery of left ventricular function in patients
with Chronic ischemic Heart Disease) beschreiben eine nur sehr geringe Verbesserung der

21



Auswurffraktion im Vergleich zu den Kontrollen von lediglich 3 bis 5% (Schachinger et al.,
2006; Assmus et al., 2006). Die Untersuchung der GroRen und der Revaskularisierung von
Myokardinfarkten deutet darauf hin, dass die Patienten nach einer Stammzelltherapie nach 12
Monaten deutlich bessere Ergebnisse aufweisen (Schachinger et al., 2006). AuRerdem haben
Patienten mit einer geringeren ventrikuldren Funktion einen deutlich groReren Nutzen von
dieser Therapieart als Patienten mit vergleichsweise weniger geschadigten Herzen
(Schachinger et al., 2006). Die BOOST-II-Studie (BOne MarrOw transfer to enhance ST-
elevation infarct regeneration) ergab eine signifikante Verbesserung der Auswurffraktion
nach vier Monaten, aber keinen signifikanten Unterschied zwischen Kontrolle und
behandelten Personen nach 18 Monaten (Meyer et al., 2006). Die STEMI (ST-Elevation acute
Myocardial Infarction)- und die ASTAMI (Autologous Stem Cell Transplantation in Acute
Myocardial Infarction)-Studie zeigten, was die Gesamtfunktion des Herzens betrifft, keine
Verbesserung (Lunde et al., 2005 und 2006; Janssens et al., 2006).

Eine Mobilisierung der Stammzellen aus dem Knochenmark stellt ein alternatives Verfahren
zur direkten intrakoronaren oder intramyokardialen Stammzellapplikation dar. Obwohl die
friheren tierexperimentellen Studien nach der Verabreichung von hé&matopoetischen
Wachstumsfaktoren fiir die Mobilisierung der HSCs von einer deutlichen Verbesserung der
Herzfunktion und einer Regeneration des geschadigten Gewebes nach einem Myokardinfarkt
berichteten (Orlic et al.,, 2001a), waren die Ergebnisse der groR angelegten klinischen
REVIVAL-2-Studie (Regenerate Vital Myocardium by Vigorous Activation of Bone Marrow
Stem Cells) zur Prifung dieses Konzepts negativ (Zohlnhofer et al., 2006).

1.3.4 Andere adulte Stammzellen

Spermatogoniale Stammzellen (spermatogonial stem cells, SSCs) kdnnen aus adulten
Maushoden isoliert und kultiviert werden (Guan et al., 2006). Diese Zellen wurden als
multipotente adulte Keimbahnstammzellen (multipotent adult Germ-line stem cells, maGSCs)
identifiziert. Ahnlich wie ESCs sind sie in der Lage, sich zu den Zellen aller drei Keimblatter
einschlieBlich der Kardiomyozyten zu differenzieren. Die gewonnenen Herzmuskelzellen
zeigten die typischen Merkmale von Herzmuskelzellen in frihen Stadien der kardialen
Entwicklung (Guan et al.,, 2007). Die Studie von Skutella (2008) berichtete Uber eine
erfolgreiche Entwicklung der humanen adulten Keimbahnstammzellen aus spermatogonialen

Zellen des humanen adulten Hodens. Die zelluldre und molekulare Charakterisierung dieser
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Zellen ergab viele Ahnlichkeiten mit menschlichen embryonalen Stammzellen. Nach einer
Transplantation in immundefiziente M&use verursachen die Keimbahnstammzellen das
Wachstum von Teratomen. Bei einer Kultivierung humaner adulter Keimbahnstammzellen
unter den Bedingungen, die fur die Differenzierung humaner embryonaler Stammzellen
angewendet werden, entwickeln sie sich zu verschiedenen Arten von somatischen Zellen aller
drei Keimblatter. Der Einsatz von humanen adulten Keimbahnstammzellen aus dem
menschlichen Hoden wiirde die Durchfiihrung der zellbasierten Therapien ohne die ethischen
und immunologischen Probleme, die im Zusammenhang mit menschlichen embryonalen
Stammzellen bestehen, erlauben. Die mdgliche Entartung dieser Zellen schrénkt die
Anwendung von maGSCs ein. Um die maGSCs-Transplantation nach einem Herzinfarkt im
klinischen Alltag zu etablieren, werden noch viele weitere Studien nétig sein, durch die die

Teratomentstehung besser verstanden werden soll.

Stammzelltherapien sind bei den Forschern schon langst bekannt. Ob es um Knochen-, Binde-
oder Muskelgewebe geht, wurden in vitro und in den Tierversuchen unzahlige Experimente
durchgefuhrt, die viele auBergewdhnliche Eigenschaften der Stammzellen, wie ihr starkes
Proliferationspotenzial, ihre hohe Plastizitat und Immunkompatibilitat, nachgewiesen haben.
Trotz der unbestrittenen Erfolge auf dem Gebiet der Stammzelltransplantation beim
Menschen stellt sich jedoch die Frage, inwieweit die injizierten Stammzellen fur die
Verbesserung der Herzfunktion bzw. die Reparatur des geschéadigten Gewebes verantwortlich

sind.
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1.4 Ziel der Dissertation

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Etablierung eines Ischamie-Reperfusionsmodells,
maoglichst analog zur Situation beim Menschen, und die Untersuchung der
Uberlebensfahigkeit und Verteilung der transplantierten Knochenmarkzellen im ischamischen
Herzen. Die Arbeit hatte folgende Untersuchungspunkte:

1. Etablierung eines Ischdmie-Reperfusionsmodells eines Groftiers (Gottinger

Minischwein)

2. Etablierung der geeigneten Zellmarkierungsmethode fir die Zellenverfolgung in

vivo

3. Untersuchung einer einfachen Kathetertechnik fiir die Zelltransplantation in das

Herzmuskelgewebe

4. Bestimmung des optimalen Zeitpunkts fir die Zelltransplantation nach einem akuten
Herzinfarkt

5. Untersuchung der Uberlebensfahigkeit und Verteilung der MNCs und MSCs im
ischamischen Herzgewebe.
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2. Material und Methoden

2.1 Tiere und Tierhaltung

Im experimentellen Teil der Arbeit fanden ein bis zwei Jahre alte und 33 bis 60 kg
Korpergewicht (KG) schwere Gottinger Minischweine Verwendung. Alle Tiere wurden im
Versuchstiergut Relliehausen gezuchtet und unter standardisierten Bedingungen gehalten. Die
Tiere wurden vor den geplanten Versuchen flr eine Eingewohnungszeit von drei bis finf
Tagen in die tierexperimentelle Einrichtung der Universitétsklinik Gottingen transportiert und
in einer Barrierenanlage mit einer Besatzdichte von ein bis zwei Tieren pro Kéfig gehalten.
Die Raumtemperatur betrug 19 = 2 °C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 bis 60%.
Die Minischweine wurden nach einer postoperativen Phase von zwei Tagen fiir das
versuchsfreie Intervall wieder ins Versuchstiergut Relliehausen gebracht. Die Tierversuche
wurden von der Bezirksregierung Braunschweig geméR 8 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes
genehmigt (509.42502/01-07.01.).

2.2 Materialien
2.2.1 Materialien fir die Durchfihrung operativer Eingriffe

ACS HI-Torque Ruler™ (Guidant Advenced Cardiovascular Systems, Inc.): 0,014 inch,
Lange 190 cm mit flexibler Spitze (DOC®)

Angiographiekatheter Jography (JOMED catheter Inc.): 5F, 0,038 inch, Lange 1 m
AVANTI® Introducer (Cordis Corporation): REF 504-605A; 5F und 7F, Lange 11 cm,
0,038 inch

Cavafix® MT (B.Braun Melsungen AG): Zentraler Venenkatheter, 20G, Lange 32 cm
Flihrungskatheter-Guiding  catheter Zuma™  (Medtronic Inc.): 7F, JR 4.0,
Innendurchmesser 2,06 mm, AulRendurchmesser 2,39 mm, Lange 1 m

Hochdruckhahn (DeRoyal Europe Ltd.): 1050 PSI

Merit Angioplastiepack” (Merit Medical Ireland Ltd.): Ypsilon und Torque

PTCA Dilatation Catheter Maverick  (Boston Scientific SCIMED, Inc.): Ballon 2,0 mm x
20 mm

Supramid (Serag Wiessner): Chirurgisches Nahtmaterial EP 3,5

Trachealtubus (SIMS Portex Limited): GroRe 6,5 - 7 mm

Vesselloops® (Maxxim Medical): Elastisches Band
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2.2.2 Medikamente fur die Durchfiihrung operativer Eingriffe

Aspisol® (DL-Lysinmono-acetylsalicylat, Bayer Vital GmbH): Endkonzentration

200 mg/ml

ASS-ratiopharm® 100 TAH (Acetylsalicylsaure, Ratiopharm GmbH): 100 mg/Tablette
Braunol® (Providon-Jod, B.Braun Melsungen AG): Desinfektion des OP-Gebiets

Cordarex® (Amiodaron, Sanofi-Sythelabo GmbH): Endkonzentration 3 mg/ml

Dipidolor® (Piritramid, Janssen-Cilag GmbH): Endkonzentration 0,3 mg/ml

Forene® (lIsofluran, Abbott GmbH & Co0.KG): nur bei Narkoseeinleitung bzw. bei
Knochenmarkpunktion

Hostaket® (Ketamin, Intervet Deutschland GmbH): Endkonzentration 10 mg/ml

Liquemin® (Heparin, Hoffman-La Roche AG): Endkonzentration 5.000 I.E./ml

NaCl (Natriumchlorid, B.Braun Melsungen AG): 0,9%

Stresnil® (Azaperon, Janssen-Cilag GmbH): Endkonzentration 40 mg/ml

Tardomyocel® (Penicillin/ Streptomycin Depot, Bayer Vital GmbH): 1 ml enthélt 82,6 mg
Benzyl-penicillin-Benzathin, 24,8 mg Benzyl-penicillin-Procain, 156,3 mg Dihydro-
streptomycinsulfat, 1,5 mg Methyl-4-hydroxybenzoat, 0,2 mg Propyl-4-hydroxy-benzoate
Trapanal® (Thiopental-Natrium, BYK Gulden): Endkonzentration 25 mg/ml

Ultravist®-370 (lopromid, Schering AG)

Xylocain® 2% (Lidocain, Astra Zeneca GmbH): Enkonzentration 20 mg/ml

2.2.3 Medien und Substanzen fur die Zellkultur

DMEM (Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium; Invitrogen): 4,5 g/l Glucose, L-Glutamine
FKS (Fotales Kélberserum; Sigma-Aldrich): bei -20 °C aufbewahrt, vor Benutzung aufgetaut,
30 min. im Wasserbad bei 56°C inaktiviert und bei 4 °C gelagert

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung): NaCl 10 g/l, KCI 0,25 g/l, Na;HPO,4 1,44 ¢/l und
KH,PO,4 x 2H,0 0,25 g/l

Trypsinlosung: 0,2% Trypsin 1:250 (Invitrogen) in PBS

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) -Losung: 0,02% EDTA (Sigma-Aldrich) in PBS
Trypsin/EDTA-L6sung: Trypsin:EDTA = 1:1 zur Ablésung der Zellen

B-ME (B-Mercaptoethanol; Promega) -Stammldsung (100x): 7 ul B-ME in 10 ml PBS, steril
filtriert, bei 4 °C fur hdchstens sieben Tage gelagert

NEAA (Nicht-essenzielle Aminoséuren; Invitrogen) -Stammldsung (100x)

Pen/Strep (Penicillin/Streptomycin; Invitrogen) -Stammlésung (100x)
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bFGF (basic fibroblast growth factor; ReproTech Inc.): 10 pg bFGF in 200 pl 5mM Tris, pH
7,6 gelost (50 pg/ml), aliquotiert und bei -20 °C gelagert, 20 pl Aliquots mit 180 ul 0,1%
BSA zu 5 pg/ml verdinnt und hochstens sieben Tage bei 4 °C gelagert

Kulturmedium: DMEM mit 15% FKS, 1x NEAA, 1x B-ME, 1x Pen/Strep und bFGF (5
ng/ml Medium), zur Kultivierung von mononukledren Zellen (mononuclear cells, MNCs) und
MSCs

Lymphozyten-Separationslosung: Ficoll, 1,077 g/ml (PAA Laboratories)

DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol, Sigma-Aldrich) -Stammlésung: 1 mg/ml im Wasser
CM-Dil (Chloromethylbenzamid-1,1"-Dioctadecyl-1-3,3,3",3"-Tetramethylindocarbocyanin-
perchlorat; Molecular Probes) -Stammlésung: 0,25 mg/ml im DMSO (Dimethylsulfoxid;
Sigma-Aldrich)

Entellan: Medium fir Abdeckung der Paraffinschnitte nach HE-Farbung (Merck)

2.3 Methoden

2.3.1 Knochenmarkpunktion

Das Knochenmarkblut wurde zwei Wochen vor der autologen intrakoronaren
Zelltransplantation punktiert. Die Tiere wurden dabei nach 24 Stunden Nahrungskarenz durch
eine intramuskuldre Injektion von Azaperon (10 — 12 ml/50 kg KG) sediert, orotracheal mit
einem 6,5 bzw. 7,0 Tubus intubiert und fir die Dauer des Eingriffs mittels Isofluran
narkotisiert. Ein 2 bis 3 c¢cm langer Schnitt wurde nach Eintreten der Toleranzphase in
Bauchlage (ber den Beckenkamm gelegt und 20 bis 30 ml Knochenmarkblut wurden durch
Unterdruck entnommen (Abbildung 3a und b). Sogleich wurde das entnommene Material mit
Heparin (100 E.l./ml) im Verhéltnis 1:9 verdinnt. AnschlieRend erfolgten die Desinfektion
der Wunde mit einer Providon-Jod-Ldsung und der Wundverschluss. Der Eingriff wurde nach
einer intramuskuldren Injektion von Pen/Strep Depot (3 ml/50 kg KG) und dem Aufwachen
der Tiere beendet.
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Abbildung 3: Knochenmarkpunktion bei Gottinger Minischwein

Die Spina iliaca posterior superior wurde nach einer grindlichen Desinfektion der Operationsflache
Uber den gelegten Hautschnitt manuell aufgesucht und das Knochenmark mit einer Punktionskaniile
anpunktiert (a). 20 bis 30 ml Knochenmarkblut wurden mit den nacheinander aufgesetzten Spritzen
durch Unterdruck kurz und kraftig aspiriert und mit Heparin verdinnt (b). Anschlieend wurde das
entnommene Material innerhalb  weniger Minuten mittels Dichtegradientenzentrifugation
weiterverarbeitet.

2.3.2 Isolierung von mononukledren Zellen aus dem Knochenmark

Die Methode der Dichtegradientenzentrifugation erlaubte die Separation der mononukleéren
Zellen von den (brigen Bestandteilen des Knochenmarks. Das mit dem Gerinnungshemmer
Heparin versetzte Knochenmark wurde innerhalb weniger Minuten nach der Punktion
weiterverarbeitet. Die entnommenen Knochenmarkproben wurden zuerst mit DMEM im
Verhaltnis 1:3 gemischt. Anschliefend wurden 20 ml Lymphozyten-Separationslésung mit 20
ml Knochenmarksuspension in einem Proberéhrchen (berschichtet und bei Raumtemperatur
(RT) und 805 xg 15 Minuten ohne Bremsfunktion zentrifugiert. Die MNCs sammeln sich bei
dieser Art der Dichtegradientenzentrifugation in der Interphase an, wéhrend
Knochenstlickchen, Erythrozyten und Granulozyten aufgrund ihrer hoheren Dichte am Boden
des Rohrchens sedimentieren (Abbildung 4). Die MNCs wurden anschlieend mit einer
Pasteurpipette aus der Interphase sauber abgenommen. Die Zellen der Interphase wurden
dabei mit basal DMEM mindestens 1:2 verdlnnt und bei 445 xg 5 Minuten zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde anschliefend in Kulturmedium resuspendiert und in der
Konzentration von 2 x 10° Zellen/10 cm Kulturschale (Nunc) gegeben. Die gleichmaBige
Verteilung der Zellen wurde lichtmikroskopisch kontrolliert.
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Abbildung 4: Dichtegradientenzentrifugation fur die Isolierung von MNCs

Der Dichtegradient wurde mit Knochenmarksuspension (berschichtet und ohne Bremsfunktion
abzentrifugiert. Die Fraktion der mononukleéren Zellen positioniert sich in der Interphase oberhalb des
Dichtegradienten, wahrend Partikel mit hoherer Dichte am Boden des Gefél3es sedimentieren.

2.3.3 Kultivierung von MNCs und MSCs

Die Anzahl der gewonnenen Zellen konnte mithilfe der Zellkultur vielfach vergroRert werden,
sodass zum operativen Eingriff eine ausreichend grolRe Menge an autologen Zellen aus dem
Knochenmark fir die geplante intrakoronare Transplantation vorhanden war. Die
Kultivierung der MNCs und MSCs fand in Brutschréanken bei 37 °C in einer 5-prozentigen
CO,-Atmosphére statt. 10 ml Kulturmedium wurden fir eine Zellkulturschale von 10 cm
Durchmesser verwendet. Das Medium wurde zweimal wochentlich gewechselt.

Die Isolierung der MSCs beruhte auf der Selektion durch ihre Plastikadhérenz. Die nicht
adhé&renten Zellen wurden beim Mediumwechsel entfernt.

Die Passagierung der MSCs erfolgte, sobald sie konfluent gewachsen waren (ca. 7 — 9 Tage).
Die Zellkulturschale wurde nach Entfernung des alten Kulturmediums mit PBS gespult, um
alle  Mediumreste abzuwaschen. Die abgeldsten Zellen konnten nach Zugabe von
Trypsin/EDTA und nach Inkubation bei 37 °C fir ein bis zwei Minuten aus der
Zellkulturschale abgenommen werden. Die Menge des dabei verwendeten Trypsin/EDTA
betrug 6 ml pro eine 10-cm-Zellkulturschale. Die Zellen wurden vor der Resuspendierung in
der entsprechend grolReren Menge des frischen Kulturmediums zweimal mit PBS gewaschen;
hierbei folgte der Zentrifugation (445 xg, 5 Minuten, RT) jeweils das erneute Auflosen des
Zellpellets in PBS. Die Zellen wurden 1:3 — 1:5 umgesetzt. Bei den Versuchen wurden die

Zellen der 1. und 2. Passage benutzt.
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2.3.4 Zellmarkierung

Um die Zellen nach der autologen Transplantation ins Herzgewebe wieder zu finden, wurden
die kultivierten MNCs und MSCs am Tag vor der Transplantation markiert. Als erste
Markierungsmethode wurde die Transduktion der Zellen mit Adenovirus CMV-B-Gal
(cytomegalovirus-s-galactosidase, MOI 500 (Multiplicity Of Infection 500)) bzw. QBI-
Adeno-GFP  (quantum biotechnology-adeno-green fluoreszenz protein, MOI 500)
durchgefuhrt (Key und Devine, 2003). Im ersten Fall lasst sich die Expression des vom LacZ
(Z-Untereinheit der B-Galaktosidase) -Reportergen kodierten Genprodukts (in diesem Fall (-
Galaktosidase) histochemisch nachweisen. Das Reporterprotein p-Galaktosidase, das in
tierischen Zellen nativ nicht vorkommt, kann durch eine chromogene Reaktion sichtbar
gemacht werden. Die Enzymaktivitat der B-Galaktosidase bildet aus dem Substrat X-Gal (5-
Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-4-D-Galactosid) einen Indigofarbstoff, der in Reportergen-
exprimierenden Geweben als blauer Niederschlag detektiert werden kann. Im anderen Fall
wurde stattdessen das GFP-Reportergen fiir die Expression von grin fluoreszierendem
Reporterprotein bei der Anfarbung der Zellen verwendet. Dieser biologische Marker kann
fluoreszieren und hat einen einzigen Anregungshéhepunkt (excitation) bei ca. 488 nm mit
einem Emission-Peak bei einer Wellenlédnge von ca. 515 nm.

Als eine weitere Markierungsmethode fir autologe Zelltransplantationen fand eine
kombinierte Farbung der Zellen mit den Fluorochromen CM-Dil und DAPI statt. Der
lipophile Membranfarbstoff CM-Dil beinhaltet einen thiol-reaktiven Chloromethyl-Anteil, der
eine kovalente Bindung an zelluldare Thiole ermdglicht. Dadurch ist er stark rot fluoreszierend
und photostabil, wenn er in Membran inkorporiert worden ist. Ein Vorteil dieses Farbstoffs
besteht in seiner schwachen Toxizitat und der Mdglichkeit, ihn direkt im Zellkulturmedium
einzusetzen. Die Zellen wurden fur die Farbung von der Kulturschale abgeldst und zweimal in
PBS gewaschen. Die Inkubation mit der CM-Dil-Stammlésung (10 pl Farbstoff CM-Dil fir
10" Zellen/ml) erfolgte 5 Minuten bei 37 °C und anschlieBend 15 Minuten bei 4 °C. Es
folgten drei Waschschritte mit jeweils 10 ml DMEM, um den Uberschussigen Farbstoff
vollstandig zu entfernen.

Die Fahigkeit des Fluoreszenzfarbstoffes DAPI mit der Desoxyribonukleinsdure (DNS) zu
interkalieren, wurde bei der indirekten DNS-Farbmethode ausgenutzt. Der Farbstoff lagert
sich bevorzugt an AT-reiche Regionen in der kleinen Furche der DNS an und fluoresziert bei
Anregung (excitation/emission: ca. 358/451 nm) im sichtbaren Bereich mit blauer bis cyaner

Farbe. Die Kerne der Zellen wurden mit dieser Methode angefarbt, wéhrend im Zytoplasma
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und auBerhalb der Zellen keinerlei DAPI-Fluoreszenz zu sehen war. Die MNCs und MSCs
wurden nach der CM-Dil-Farbung mit DAPI-Stammlésung (20 pl DAPI-Stammldsung fur
10" Zellen/ml) fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und anschlieRend
dreimal mit DMEM gewaschen. Die Markierungen wurden fluoreszenzmikroskopisch

kontrolliert, und die Zellsuspension fir die Transplantation heparinisiert.

2.3.5 Induktion der Myokardischamie und Zelltransplantation
2.3.5.1 Versuchsprotokoll

Die Versuchstiere wurden zur Darstellung der Unterschiede zwischen einer Transplantation
von MNCs und MSCs und zur Bestimmung des optimalen Zeitpunkts der Zelltransplantation
nach drei verschiedenen Protokollen behandelt (Tabelle 1). Zu Beginn der Versuche wurde
bei jedem Tier eine Knochenmarkpunktion durchgefuhrt und zeitlich versetzt eine akute
Ischdmie mittels einer selektiven Kathetertechnik im Bereich der Herzvorderwand induziert.
Die drei unterschiedlichen Versuchsablaufe wurden wie folgt durchgefuhrt:
Protokoll I:
Die Gottinger Minischweine wurden nach dem akuten Myokardinfarkt (MI) sowie
nach zehn Minuten Reperfusionszeit der KoronargefaBe mit den autologen MNCs
behandelt und, abhéngig von der Versuchsdauer, in drei Gruppen zu je drei Tieren
aufgeteilt (n = 9). Die Versuche wurden jeweils eine Stunde, zwei Tage oder zwei
Wochen nach der Zelltransplantation beendet.
Protokoll I1:
Protokoll 1l entsprach in weiten Teilen Protokoll I (n = 9). Der einzige Unterschied
bestand in der Dauer der Reperfusionszeit zwischen dem akuten Ereignis und einer
Behandlung des ischdmischen Gewebes mit autologen MNCs. Die Transplantation
erfolgte zehn Tage nach der Induktion eines akuten VVorderwandinfarktes.
Protokoll 111:
Die Tiere des Protokolls 111 (n = 14) wurden nach einer Stunde akuter Ischdmie und
zehn Minuten Reperfusionszeit mit den autologen MSCs behandelt. Der Unterschied
zu den Versuchen nach Protokoll | lag allein in der bei der Transplantation
verwendeten Zellart. Bei den vier Minischweinen wurde die Organentnahme eine
Stunde spéter in derselben Narkose durchgefiihrt (n = 4). Die anderen Versuche
wurden nach zwei Tagen (n = 5) bzw. zwei Wochen (n = 5) beendet.

31



Die Versuchstiere nach Myokardischdmie (n = 4) bzw. ohne das akute Ereignis (n = 3), bei

denen keine Zelltransplantation durchgefiihrt wurde dienten als Kontrolltiere (n = 7).

Tabelle 1: Protokoll fur die Durchfiihrung der Zelltransplantation.

Zellart MNCs MSCs
P Protokoll 1 Protokoll 11 Protokoll 111
Appllkatl_onsprqtokoll / Nach 10 Minuten | Nach 10 Tagen | Nach 10 Minuten
Reperfusionszeit
Gruppe = |8 22 2|2 g 2
£15|2|8|2|5/28|5/5/8)8
o |» | K ; o |n | ; o |»n |+ ;
Y |+l | | ¥ |l || ¥ [+d |y |
Anzahl der Versuchstiere (n) 7 (3 (3 |3 |7 |3 |3 |3 |7 (4|5 |5

2.3.5.2 Induktion einer akuten Myokardischamie

Eine akute Ischamie im Bereich der abgehenden Aste des Ramus interventricularis anterior
(RIVA) wurde bei allen Versuchstieren mithilfe einer selektiven Herzkathetertechnik zwecks
einer akuten Gewebeschadigung wund einer anschlieBenden Stammzellbehandlung
durchgefuhrt (Abbildung 5). Die Minischweine wurden mit Azaperon (10 — 12 ml/50 kg KG)
sediert, mit Isofluran narkotisiert und mit einer Thiopental-Natrium-Injektion (3 — 5 ml/50 kg
KG) uber einen zentralen Ohrvenenkatheter betdubt. Anschliefend wurden die Versuchstiere
orotracheal intubiert und mit einem Sauerstoff-Isofluran-Gemisch (5% : 2,5%) beatmet. Die
Operation wurde in Rickenlage durchgefuhrt. Die isotonische Kochsalzlosung (300
ml/Stunde), Piritramid (8 — 9 ml/Stunde) und Ketamin (8 — 9 ml/Stunde) wurden den
Minischweinen kontinuierlich per Infusionspumpe verabreicht. Die Herz- und Atemfrequenz,
die Sauerstoffsdttigung des Blutes und der Blutdruck wurden wahrend der gesamten
Operation berwacht. Das Elektrokardiogramm (EKG) wurde stdndig mit mindestens drei
Ableitungen registriert.

Die Arteria carotis communis und die Vena jugularis wurden Uber einen medianen
Hautschnitt préapariert. Ein Bollus von DL-Lysinmonoacetylsalicylat (5 ml/50 kg KG),
Heparin (100 E.l./kg KG) und Amiodaron (3 ml/50 kg KG) wurde anschlieRend durch den
zentralen Ohrvenenkatheter appliziert. Die Gefélle konnten mit zwei elastischen Béndern
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angehoben werden. Die Arterie wurde mit 7-F-Schleusen, die Vene mit 5-F-Schleusen
versorgt. Die Vena jugularis wurde proximal der Eingangsstelle mit einer Ligatur
unterbunden. Ein 7-F-Flhrungskatheter wurde durch die Carotis-Schleuse bis zur Aorta
ascendens eingeflhrt, und die linke Koronararterie wurde unter Rontgenkontrolle mithife
einer Kontrastmittelinjektion aufgesucht. Ein Ballonkatheter mit einem Fihrungsdraht konnte
mittels eines Ypsilons eingeflhrt und im Ramus diagonalis 1 bzw. 2 (D1 bzw. 2) des RIVA
platziert werden. Der Ballon wurde fur 60 Minuten entfaltet und sorgte fir den 100-
prozentigen Verschluss des Koronargefdles. Die Ischamieinduktion wurde mittels EKG
kontrolliert und aufgezeichnet. Der Ballon wurde nach einer Stunde entleert, und das vorher

geschlossene Gefall wurde reperfundiert.

Markierte

/_ Stammzellen

Ballonkatheter

RCA, BT

]
|
)
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Abbildung 5: Induktion eines akuten Myokardinfarktes und intrakoronare autologe
Zelltransplantation mithilfe einer selektiven Herzkathetertechnik

Ein Fihrungsdraht mit einem zweilumigen Ballonkatheter wurde nach einer Koronarangiographie der
linken Herzkranzarterie in den Ramus diagonalis 1 des RIVA eingefihrt und im distalen Abschnitt des
GefélRes positioniert. Die akute Ischdmie im Versorgungsgebiet des betroffenen Geféles konnte durch
das Entfalten des Ballons induziert werden. Die Blutzirkulation im D1 konnte nach einer Stunde mit
dem Entleeren des Ballons wiederhergestellt werden. Die in vitro markierten Stammzellen (1 - 3 x 10’
Zellen) wurden durch den Ballonkatheter in den D1, entweder nach der Induktion der akuten Ischdmie
in derselben Narkose oder nach der Entfernung von Kathetern, Wundverschluss und nach
Wiedererwachen der Tiere, zehn Tage spater in einer erneuten Narkose, injiziert.
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2.3.5.3 Intrakoronare Zellinjektion

Das ischdmisch geschadigte Gewebe wurde mittels selektiver Herzkathetertechnik mit
autologen Zellen aus dem Knochenmark behandelt. Die intrakoronare Zelltransplantation
erfolgte zehn Minuten (Protokoll I und I11) bzw. zehn Tage (Protokoll I1) nach einem akuten
Infarktereignis im Rahmen einer Re-Koronarangiografie. Das InfarktgefaB, d.h. Ramus
diagonalis 1 bzw. 2, war koronarangiografisch offen. Nach Positionierung eines 7-F-
Fuhrungskatheters konnte ein zweilumiger Ballonkatheter innerhalb des InfarktgeféaRes
positioniert werden, sodass die Ballonkatheterspitze ca. 5 mm vor dem Beginn der
Infarktzone lag. Der Ballon wurde anschlieend fir kurze Zeit aufgedehnt, und die gesamte
Zellsuspension (1 — 3 x 10" Zellen) tiber ca. 30 bis 60 Sekunden mit Uberdruck distal des
Ballons injiziert. Die Arteria carotis communis sowie die Halswunde wurden verschlossen,
und die Narkose nach der intramuskularen Applikation von Pen/Strep Depot (3 ml/50 kg KG)
beendet. Die Tiere bekamen taglich nach dem Eingriff Acetylsalicylsaure (100 mg/50 kg KG)

mit dem Futter.

2.3.6 Organentnahme, Einbettung der Gewebeproben und Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Organproben wurden bei den Versuchstieren fiir die Bewertung des Erfolges einer
intrakoronaren Zelltransplantation nach einem akuten Myokardinfarkt in der Narkose
entnommen. Eine Allgemeinanésthesie wurde bei den Gottinger Minischweinen am Ende der
erforderlichen Beobachtungszeit, wie unter 2.3.1 beschrieben, eingeleitet, und das Herz wurde
durch eine mediane Thorakotomie aus dem Situs herausprapariert. Alle Proben wurden mit
0,9% NaCl gespult und in Stiucke geschnitten. Jede Herzgewebeprobe umfasste alle
Wandschichten, wobei auf makroskopische Anzeichen einer Myokardinfarzierung besonders
geachtet wurde. Die Gewebestiicke wurden anschlieBend auf einem Schittler (Uetze-
Henigsen) 5 bis 10 Minuten in isotonischer Kochsalzlésung gespult.

Alle Proben kamen dabei direkt nach der Entnahme und dem Spilvorgang in ein
Fixiermedium. Die Praparate wurden in frisch hergestelltem 4-prozentigem gepuffertem
Formaldehyd (Merk) fiir 4 bis 5 Stunden bei RT auf dem Schiittler oder tiber Nacht bei 4 °C
fixiert. Die entnommenen Gewebeproben wurden fir die Lagerung und Auswertung in
Paraffin eingebettet.

Die Einbettung in Paraffin (Sherwood) erfolgte nach Auswaschung des Fixans in einer
automatischen Einbettvorrichtung TP 1020 (Leica).
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Die Gewebeproben konnten anschlieBend an einer ParaffinausgieRstation (Leica) in Wirfel
gegossen werden. Die Schnitte von 4 pum Dicke wurden nach Abkuhlen der Paraffinwirfel
mit einem Mikrotom RM 2165 (Leica) hergestellt. Diese Schnitte wurden zum Strecken in ein
37 °C warmes Wasserbad gebracht, anschlieBend mit einem Pinsel auf einen Objekttrager
(Menzel) aufgezogen und dann auf einer Warmebank getrocknet.

Um die Architektur des Gewebes und um pathologische Veranderungen beurteilen zu kénnen,
wurde eine Ubersichtsfarbung der Gewebeschnitte mit Hamatoxylin-Eosin angefertigt. Mit ihr
gelingt eine gute Darstellung des Gewebes, wobei Zellkerne blau-violett und Zytoplasma rosa
erscheinen. Die interzelluldren Substanzen féarben sich ebenfalls an. Im ersten Schritt wurden
die Schnitte mithilfe von Dimethylbenzen (Xylol) entparaffiniert. Darauf folgte eine
Rehydrierung der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe und Aqua dest. Nach erfolgter
Rehydrierung wurden die Préparate 4 Minuten mit Hamalaun gefarbt und weitere 16 Minuten
unter flieBendem Leitungswasser gewaschen. Die gewaschenen Prdparate wurden im
Anschluss uber einen Zeitraum von 7 Minuten in Eosin gefarbt und danach in Aqua dest.
gewaschen. Nach dem Férben folgte eine Dehydrierung der Praparate unter Zuhilfenahme
einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol. Im letzten Schritt wurden die Préparate mit dem

Abdeckmedium Entellan und mit Deckglasern gedeckt.

2.3.7 p-Galaktosidase-Immunfarbung

Bei den Paraffinschnitten wurde eine p-Galaktosidase-Immunfarbung fiir die Markierung der
CMV-B-Gal-transfizierten MNCs in  verschiedenen Gewebeproben anhand ihres
histochemischen Markers, des LacZ-Gens, durchgefiihrt. Die deparaffinierten Schnitte wurden
10 Minuten mit 5 ml 30-prozentiger Wasserstoffperoxid-Ldsung (Merck) in 45 ml Methanol
(Merck) inkubiert und gewaschen. Die Objekttrager wurden nach einer 10-mindtigen
Behandlung der Schnitte in der Mikrowelle mit 5 ml Citratpuffer-Losung (BioGenex) in 45
ml Wasser abgekuhlt und anschlieBend mit Wasser und tris buffered saline (TBS, Ambion)
gespllt. Im Folgenden wurden die Schnitte mit dem Blocking-Reagenz (LOsung A) aus
Histostain-Plus Kit (Zymed) bedeckt und fiir 20 Minuten bei 37 °C in einer Feuchtkammer
inkubiert. Die Schnitte wurden mit mouse-monoklonal-Antikérper gegen p-Galaktosidase
(Sigma-Aldrich) in den Konzentrationen 1:400, 1:500, 1:1000 und 1:2000 in einer
Feuchtkammer bei 4 °C iber Nacht inkubiert. Die Negativkontrollen wurden nur mit TBS und
4% bovine serum albumin (BSA) behandelt. Die zweite Antikorperlésung (L6sung B, Goat—

anti-mouse) wurde nach dem Waschen der Objekttrdger mit TBS fur 20 Minuten bei RT
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aufgetragen. AnschlieBend konnten die mit TBS gespllten Schnitte fir 10 Minuten bei RT
mit Enzym-Konjugat (Losung C) behandelt und nach dem Waschen mit AEC-Farbreagenz
(Losung D) fur ca. 4 bis 7 Minuten unter einer mikroskopischen Kontrolle angefarbt werden.
Das Anfarben der Schnitte wurde bei der gewinschten Farbintensitat durch mehrmaliges
Waschen mit TBS gestoppt.

Die Schnitte wurden mit Mayer's Hamatoxylin Ldsung (Sigma-Aldrich) fir ca. 20 Sekunden
angefarbt, mit Entellanmedium behandelt und mit einem Deckglas abgedeckt.

2.3.8 Fluoreszenzanalyse

Die transplantierten MNCs und MSCs wurden mithilfe der Fluoreszenz der CM-Dil- und
DAPI-Farbstoffe sichtbar gemacht. Die Auswertung der Préparate erfolgte am Fluoreszenz-
Mikroskop Axiovert 200 (Zeiss). Die markierten Zellen wurden bei verschiedenen Filtern
(fluoresceinisothiocyanat (FITC), carbocyanin 3 (CY3) und DAPI) untersucht, digital
aufgenommen und mit dem Programm AxioVision LE 3.1 ausgewertet. Die GroRe des
Paraffinschnittes bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung entspricht ungeféhr den 20
Blickfeldern bei 10-facher ObjektivvergréRerung. Jeder Schnitt wurde zundchst in 20
Blickfelder unterteilt. Die Gewebeproben aus dem rechten Ventrikel dienten als Kontrolle.
Zuerst wurde die Gesamtzellzahl in 20 Blickfeldern mit HE-Farbung bestimmt. Anschlielend
wurden die CM-Dil/DAPI-positiven Zellen optisch unter oben beschriebenen Filtern
identifiziert und manuell gez&hlt, indem die 20 Blickfelder nacheinander ausgewertet wurden.
Die Zellen wurden nach ihrer Lage in intravasal und extravasal unterschieden. Die Anzahl
der CM-Dil/DAPI-positiven Zellen wurde in Prozent, gemessen an der Gesamtzellzahl,
angegeben. Da bei der Zelltransplantation unterschiedliche Zellzahlen appliziert wurden (1 —
3 x 10" Zellen), wurden die Ergebnisse aller Versuche auf 10 Zellen korrigiert, sodass
schlieBlich die Anzahl der CM-Dil/DAPI-positiven Zellen in Prozent pro 10’ transplantierte

Zellen angegeben und die Zellzahlen untereinander verglichen werden konnten.

2.3.9 Statistische Auswertungen

Alle Versuchstiere wurden auf die Gruppen randomisiert verteilt. Das operative Vorgehen bei
allen Experimenten wurde standardisiert durchgefiihrt. Die erhobenen Daten wurden als
Mittelwerte mit den dazugehdrigen Standardfehlern angegeben. Die statistische
Signifikanzanalyse erfolgte mit einem Student’s t-Test fur abh&ngige Stichproben unter

36



Angabe der p-Werte. Die Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant

gewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms SigmaPlot.
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3. Ergebnisse
3.1 Etablierung eines Ischamie-Reperfusionmodells des Minischweins

Die Induktion eines Myokardinfarktes bei Gottinger Minischweinen erfolgte mit einer
selektiven Herzkathetertechnik (Abbildung 6). Die HerzkranzgefaRe wurden im Rahmen einer
Koronarangiografie dargestellt (Abbildung 6a). Die konstante anatomische Lage der
Herzkranzgefalie bei den Minischweinen erlaubte eine eindeutige Identifizierung des Gefalies.
Durch das Einfiihren des Fihrungsdrahtes mit einem Ballonkatheter in D1 des RIVA
(Abbildung 6b) wurde bei mehreren Tieren eine Herzrhythmusstérung im Sinne einer
Tachyarrhythmie hervorgerufen. Allerdings konnte diese Herzrhythmusstérung durch das
rechtzeitige Zurlickziehen des Katheters vermieden werden. Mit dem Entfalten des Ballons im
D1 fir eine Stunde erfolgte die Induktion eines akuten VVorderwandinfarktes (Abbildung 6c¢).

Die Blutzirkulation im Ramus diagonalis 1 konnte mit dem Entleeren des Ballons

wiederhergestellt werden.
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Abbildung 6: Induktion eines akuten Myokardinfarktes

Ein Flhrungsdraht mit einem zweilumigen Ballonkatheter wurde nach einer Koronarangiografie der
linken Herzkranzarterie (a, Pfeil) in den Ramus diagonalis 1 des RIVA eingefiihrt und im distalen
Abschnitt des GefaRes positioniert (b). Die akute Ischdmie im Versorgungsgebiet des betroffenen
Gefales konnte durch das Entfalten des Ballons induziert werden (c). RCX: Ramus circumflexus.

Die hdmodynamischen Daten wurden zu Beginn der Versuche, zum Zeitpunkt der Ischamie
und zu definierten Zeitpunkten wahrend der Reperfusionsphase aufgezeichnet. Diese
Aufzeichnungen wurden bei jedem operativen Eingriff bis zum kompletten Aufwachen der
Tiere aus der Narkose durchgefiihrt. Der Verlauf der Myokardischdmie im Bereich des RIVA
und seiner Aste wurde mittels EKG dokumentiert und ausgewertet. Abweichungen von der
Norm und Verdnderungen im Verlauf sind in Abbildung 7 aufgefuhrt. Das EKG zeigte im
Vergleich zum nicht pathologischen EKG vor dem Eingriff (Abbildung 7a) wahrend des
akuten Ereignisses typische Verdnderungen (Abbildung 7b) in der elektrischen Aktivitat des
Herzens der Extremitdtenableitungen. In den ersten Minuten bis Stunden ist als Ausdruck der
subendokardialen schamie eine fliichtige Uberhéhung von T-Welle, ein sogenanntes
Erstickungs-T, aufgetreten. Als Folge der lokalen Ischdmie entsteht in diesem anoxischen

Bezirk ein ,,Verletzungsstrom®. Beim transmuralen Infarkt kam es daher zur ST-Elevation mit
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positiver T-Welle und erhaltener R-Zacke (monophasische Deformierung des QRS-
Komplexes). Durch die Ausbildung einer Muskelnekrose entwickelte sich eine pathologische
Q-Zacke und gleichzeitig eine Reduktion der R-Zacke. Im Verlauf kam es zur Riickbildung

der ST-Hebung und zur Ausbildung von terminal negativen T-Wellen.
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Abbildung 7: EKG vor der Operation im Vergleich zum EKG nach der Induktion einer akuten
Ischédmie

Im Vergleich zum nicht pathologischen EKG vor der Operation (a) waren die Verédnderungen in der
elektrischen Aktivitdt des Herzens eine Stunde nach der Induktion einer akuten Ischdmie im Bereich
des Ramus diagonalis 1 des RIVA eindeutig zu sehen. Die kurzfristigen Uberhéhungen der T-Wellen
(Pfeil) und der ST-Strecken-Hebungen (Stern) mit unmittelbarem Ubergang in die T-Wellen traten
initial im Akutstadium des Myokardinfarktes auf (b, 60 Minuten Ischédmie).

Insgesamt wurde bei 36 Tieren eine akute Myokardischdmie mittels selektiver
Kathetertechnik induziert. Davon haben 31 der Gottinger Minischweine tberlebt, was eine
Uberlebensrate von 86,12% bedeutet. Die Induktion des akuten Herzinfarktes verlief bei allen
Versuchstieren  erfolgreich. Die  pathologisch-anatomischen  Veranderungen,  wie
Verklebungen, Flissigkeitsansammlungen oder hyperdmische Bereiche waren bei der
Beurteilung der Brusthohle bei keinem der Minischweine zu erkennen. Alle Versuchstiere, die
mit einer selektiven Kathetertechnik behandelt wurden, wiesen makroskopisch sichtbare
Befunde am Herzen auf. In Eine-Stunde-Versuchen war ausschlieBlich das infarzierte Gefal,
der Ramus diagonalis 1 bzw. 2, makroskopisch veréndert. Eine deutlich sichtbare weiBlich-
blauliche Verhadrtung im Bereich der Ballonokklusion und distal dieser Stelle wies auf die
davor stattgefundene Intervention hin. Das ischdmische Gebiet sah eine Stunde nach dem
akuten Ereignis makroskopisch unauffallig aus. Zwei Tage nach der Ischdmieinduktion
erschien das Infarktareal abgeblasst mit einer randlichen Hyperdmie. Der D1 nahm eine
weillich-glasige Farbe an. Nach einer Erweichungsphase um den 3. bis 7. Tag wurde das

Einsinken der ischdmischen Gewebe zwei Wochen nach dem Infarkt beobachtet (Abbildung
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8a und b). Die beginnende Fibrosierung der Infarktregion zwei Wochen nach der
Ischdmieinduktion ging im weiteren Verlauf in eine narbige Umwandlung des geschadigten
Gewebes uber. Das Nekrosegebiet war bei den Versuchstieren zwei Wochen nach dem akuten
Infarkt von einem Granulationsgewebe umsaumt. Das Infarktzentrum erschien makroskopisch
gelb und war von einem roten Randsaum aus Granulationsgewebe umgeben (Abbildung 8b).
Die entnommenen Herzgewebeproben zeigten die oben beschriebenen pathologischen
Befunde im Bereich der linken Kammervorderwand und des Septums. Die Farbveranderung
umfasste alle Wandschichten von subendo- bis subepikardial. Die beschriebenen Bezirke
waren durch eine leichte Verminderung der Wanddicke aufféllig. Die Veranderungen im
Bereich der Herzvorderwand und des Septums lagen im Versorgungsgebiet des Ramus
diagonalis 1 bzw. 2.

Abbildung 8: Schweineherz zwei Wochen nach einem akuten Myokardinfarkt

Die makroskopischen Veranderungen der Myokardgewebe waren zwei Wochen nach einem akuten
ischdmischen Ereignis im Versorgungsgebiet des Ramus diagonalis 1 des RIVA als ein gelbes,
abgeblasstes, raues Herzmuskelgewebe zu identifizieren. In der Mitte lag ein dinner, zum Teil
unterbrochener Ramus diagonalis 1 (a, Pfeile). Die gelbe Nekrosezone in der Herzvorderwand (b,
Pfeile) war von allen Seiten durch ein Granulationsgewebe von dem nicht betroffenen Myokard
abgegrenzt. Der deutliche Unterschied zwischen Infarktgewebe und gesundem Myokard wies auf ein
akutes Geschehen im oben genannten Versorgungsgebiet hin. Die transversale Ausdehnung des
Infarktes war auf einem L&ngsschnitt durch die Herzvorderwand feststellbar (b). Die Ischdmie betraf
alle Herzwandschichten (= transmuraler Infarkt). Die Wanddicke war in diesem Bereich deutlich
vermindert, und das nekrotische Gewebe war schon zum Teil durch eine derbe weiRliche
Bindegewebsschwiele ersetzt.
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Um die mikroskopischen Verédnderungen des Herzgewebes nach einem akuten
Myokardinfarkt zu untersuchen, wurden die Paraffinschnitte von den Herzproben der
Versuchstiere eine Stunde, 2 Tage und 2 Wochen nach dem ischdmischen Ereignis angefertigt
und mit HE-Losung gefarbt (Abbildung 9). Dies diente der besseren Darstellung der
anatomischen Strukturen und der Unterscheidung des ischamischen Gewebes von den nicht
betroffenen Herzabschnitten.

Die ersten Zeichen des ischdamischen Gewebes konnten schon nach einer Stunde
lichtmikroskopisch festgestellt werden (Abbildung 9, 1 Stunde). Die Kardiomyozyten fielen
histologisch in diesem Bezirk durch eine verstiarkte Zytoplasmaeosinophilie, einen
vergroferten Zellumfang sowie eine wellige Anordnung der Muskelzellen auf. Die Z-Béander
und die Glanzstreifen blieben zunéchst erhalten. Allméahlich wanderten einige Granulozyten
in die Nekrosezone ein. Zwei Tage nach dem akuten Myokardinfarkt waren die Zellkerne
verloren gegangen (Abbildung 9, 2 Tage). Das ischamische Gebiet war aufgelockert. Die
Kardiomyozyten waren schollig zerfallen. Der Rand der Infarktzone war entziindlich
verandert und wies zahlreiche Granulozyten auf. Zwei Wochen altes Infarktgewebe hatte ein
graues Kolorit und war durch Granulationsgewebe umgebaut (Abbildung 9, 2 Wochen).

Die Daten deuten auf einen erfolgreich induzierten transmuralen Myokardinfarkt hin, der im
Verlauf typische Zeichen und Verdnderungen des ischamisch geschéadigten Gewebes
aufweist.
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Abbildung 9: HE-Farbung der Herzgewebe zu verschiedenen Zeitpunkten nach einem akuten
ischamischen Ereignis

Die lichtmikroskopischen Verénderungen im ischdmischen Herzgewebe waren schon nach einer
Stunde bemerkbar. Die Gewebestruktur blieb in diesem Stadium der Ischamie zwar noch erhalten, die
Herzmuskelzellen wiesen schon die verstarkte Zytoplasmaeosinophilie und eine wellige Deformation
auf. Die Einwanderung der Entzindungszellen sorgte fur eine Auflockerung der Gewebe im
Infarktgebiet. Die groBe Anzahl der Granulozyten und Makrophagen am Rande der Infarktzone
deutete zwei Tage spéter auf eine entziindliche Reaktion in dem ischdmischen Gebiet sowie auf eine
vorangegangene Schadigung hin. Die normale Herzgewebestruktur ging zwei Wochen nach dem
akuten Ereignis vollstandig verloren und wurde durch derbes Granulationsgewebe mit zahlreichen
eingeschlossenen Entziindungszellen ersetzt.

3.2 Optimierung der Zellmarkierung und Kathetertechnik fur die Zelltransplantation

Die Durchflihrung einer autologen Zelltransplantation erfordert die vorherige Isolierung der
korpereigenen Stammzellen aus dem Knochenmark und deren Kultivierung und Vermehrung
in vitro. Es ist bekannt, dass das Knochenmark tiber mehrere Stammzellpopulationen verflgt.
Circa 0,5 bis 1 x 108 MNCs konnten aus der Knochenmarkprobe von 20 bis 30 ml isoliert
werden.
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Die MSCs haben die Eigenschaft, am Kulturschalenboden zu adharieren. 3 bis 5 Tage nach
der Isolierung bildeten die MSCs mehrere Kolonien am Schalenboden. Die nicht adhérenten
Zellen wurden bei dem Mediumwechsel entfernt. Die verbleibenden adhérenten MSCs
wurden weiter kultiviert (Abbildung 10). Aus 20 bis 30 ml Knochenmarkblut konnten nach
10 Tagen Kultivierung ca. 1 bis 3 x 10’ MSCs gewonnen werden. Die MSCs vom Schwein
zeigten eine spindelformige fibroblastendhnliche Morphologie in vitro (Abbildung 10a und b).
Fur die Transplantation aller MNCs des Knochenmarks wurden sowohl adhérente als auch
nicht adhdrente Zellen kultiviert. Bei den Versuchen wurden ausschliel3lich die Zellen der 1.

bis 2. Passage verwendet.

Abbildung 10: Morphologie von MSCs in vitro

Die mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks weisen eine fibroblastendhnliche Morphologie
auf. Die spindelférmigen Zellen wachsen adhdrent in vitro und behalten ihre Morphologie im Laufe
der ersten Passagen. Die bedeutende Zunahme der Zellzahl vom 7. (a) bis zum 10. Tag (b) nach der
Isolierung ermdglichte eine friihe autologe Transplantation der MSCs.

Zur ldentifizierung im Herzgewebe nach der Transplantation wurden die Zellen markiert. Die
Markierung spielte die entscheidende Rolle bei der spateren Auswertung der
Herzgewebeproben. Zundchst wurden die Zellen mittels des adenoviralen Vektors CMV--
Gal einen Tag vor der geplanten Injektion transduziert.

Das LacZ-Gen aus Escherichia coli, das eine B-Galaktosidase codiert, ist ein klassisches
Reportergen. Die Zellen wurden mit dem Adenovirus CMV-B-Gal transduziert, was zur
Expression der bakteriellen p-Galaktosidase unter Kontrolle des CMV-Promotors fiihrt
(Abbildung 11a).
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Abbildung 11: p-Galaktosidasefarbung im infarzierten Herzgewebe nach Transplantation von
mit dem adenoviralen Vektor CMV-p-Gal transduzierten MSCs

Bei den Versuchen wurde der adenovirale Vektor CMV-B-Gal mit einer LacZ Gen-Kodierung
fur die B-Galaktosidase unter einem konstitutiven Zytomegalievirus-Promotor verwendet (a).
Der Nachweis von LacZ-Gen gelang in den Herzgewebeproben sowohl nach einer autologen
Transplantation von CMV-}-Gal transduzierten MSCs (b und c) als auch bei den Versuchstieren nach
einem MI ohne Einsatz der markierten Zellen (d). Die p-Galaktosidase-Aktivitdt konnte keinen
eindeutigen Hinweis auf die Présenz der transplantierten MSCs im Infarktgewebe der Versuchstiere
geben (Pfeile = B-Galaktosidase-Aktivitat).

Die MSCs wurden mit verschiedenen Konzentrationen des Virus (100 MOI, 500 MOI, 1000
MOI und 2000 MOI) zur Darstellung der Effizienz bzw. der minimalen Virusdosis fir eine
erfolgreiche Transduktion behandelt. 500 MOI fiihrten zu einer Transduktionseffizienz von
95%. Die markierten Zellen wurden fir eine autologe intrakoronare Zelltransplantation
verwendet. Die selektive Kathetertechnik erlaubte eine einfache Identifizierung der
Koronargefalle, eine exakte Positionierung des Katheters im infarzierten Gefa und eine
direkte Applikation der transduzierten Zellen in Infarktgebiet. Dank dieser Technik konnten
die injizierten Zellen das ischdmisch geschadigte Gewebe erreichen.

Eine immunhistochemische Analyse von Herzgewebeproben, die auf der Identifizierung der
B-Galaktosidase-Aktivitat basierte, folgte im Anschluss an eine autologe Transplantation von
MSCs, die mit CMV-B-Gal transduziert wurden. Die Zellen mit B-Galaktosidase-Aktivitat
wurden sowohl in den Proben aus dem Ischdmiegebiet als auch im nicht infarzierten Gewebe
nachgewiesen (Abbildung 11b und c). Die Herzgewebeproben von Versuchstieren nach einem
MI ohne den Einsatz von markierten Zellen dienten als Kontrollgewebe fir den
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histochemischen Nachweis des LacZ-Reportergens. Die Kontrollproben wiesen ebenfalls
Zellen mit B-Galaktosidase-Aktivitat auf, sodass die Identifizierung der transplantierten MSCs
im Infarktgebiet erschwert war (Abbildung 11d).

Diese Daten weisen darauf hin, dass die LacZ-Markierung fir die Detektion der intrakoronar
transplantierten Zellen im Herzgewebe nicht geeignet ist.

Als Né&chstes wurden die MSCs mit dem adenoviralen Vektor QBI-Adeno-GFP transduziert
(Abbildung 12). QBI ist ein Adenovirus der ersten Generation, das GFP-Gen unter der
Kontrolle des CMV-Promotors exprimiert (Abbildung 12a). Wie beim adenoviralen Vektor
CMV-B-Gal fihrte MOI 500 vom adenoviralen Vektor QBI-Adeno-GFP zu einer
Transduktionseffizienz von 95%. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der
Gefrierschnitte von den Tieren, welche die QBI-Adeno-GFP-transduzierten Zellen erhalten
hatten, wies viele multiple punktférmige Fluoreszenzen, vor allem in der Infarktregion, auf
(Abbildung 12b und c). Die fluoreszierenden Signale wurden jedoch auch bei Kontrolltieren
nach einem MI, bei denen keine Zelltransplantation durchgefuhrt wurde, vorgefunden
(Abbildung 12d). Somit konnte zwischen der Autofluoreszenz des infarzierten Myokards und
einer realen Fluoreszenz injizierter MSCs im ischdmischen Herzgewebe nur schwer oder gar
nicht unterschieden werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die GFP-
Markierungsmethode fiir die Identifikation der transplantierten Zellen im ischamischen

Myokard nicht geeignet ist.
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Abbildung 12: Die QBI-Adeno-GFP-transduzierten MSCs im Vergleich zur Autofluoreszenz des
ischamischen Myokards

Der adenovirale Vektor QBI-Adeno-GFP, der ein grin fluoreszierendes Protein kodiert und unter der
Steuerung des CMV-Promotors steht, wurde bei der Transfektion von MSCs angewendet (a). Die
prazise Differenzierung zwischen der Fluoreszenz der markierten Stammzellen und der
Autofluoreszenz des infarzierten Gewebes war nach einer autologen Transplantation der GFP-
positiven Zellen in den ischdamischen Bereich des Myokards erschwert (¢ und d). Die Fluoreszenz des
Herzgewebes stand nicht im Zusammenhang mit der Applikation der markierten Stammzellen,
sondern war von der Schadigung des Gewebes abhédngig (b und c) (Pfeile = griin fluoreszierendes
Signal).

Als Nachstes wurden zwei unterschiedliche Fluoreszenzfarbungen der Zellen fir eine direkte
Visualisierung der transplantierten Zellen nach einem Herzinfarkt erforscht. Wéhrend der
fluoreszierende Farbstoff CM-Dil die Zellmembran der Zellen markiert, farbt der Farbstoff
DAPI die Zellkerne der Zellen an. Auf diese Weise wurden tiber 95% der Zellen mit beiden
Farbstoffen markiert. Jede rot fluoreszierende CM-Dil-positive Zelle hatte in vitro (Abbildung
13a-c) einen eindeutig DAPI-gefarbten Zellkern. Zwei Wochen nach der Transplantation in
vivo konnten die markierten Zellen im Herzgewebe identifiziert werden (Abbildung 14a-e).
Die auf diese Weise markierten Zellen konnten sowohl in der Infarktzone als auch in der
Nicht-Infarkt-Region vorgefunden werden (Abbildung 14d-e). Bei den Kontrollproben ohne
Zelltransplantation wurden keine CM-Dil- bzw. DAPI-Signale detektiert.

47




Abbildung 13: Zellmarkierung mit Fluoreszenzfarbstoffen CM-Dil und DAPI in vitro

Der rot fluoreszierende Farbstoff CM-Dil farbt die Zellmembran der MNCs an (a). Die Zellkerne
wurden in vitro durch die weitere Markierung mit dem DAPI-Farbstoff mit dem Ziel, die applizierten
Zellen in vivo leicht zu bestimmen, sichtbar gemacht (b). Die mit beiden Fluoreszenzfarbstoffen
markierten Zellen konnten eindeutig identifiziert werden. Die Pfeile zeigen auf die entsprechenden
CM-Dil/DAPI-positiven Zellen.

Nicht - Infarkt Infarkt

Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Herzgewebeproben nach der
Applikation der mit CM-Dil- und DAPI-Farbstoff markierten Zellen

Die transplantierten MNCs waren im Myokard durch ein rotes Signal der Zellmembran (a und c) und
eine blaue Farbung des Zellkerns (b und c) zu identifizieren (Pfeile). Die markierten Zellen konnten
sowohl in der Infarktregion (e) als auch im nicht von Ischdmie betroffenen Herzgewebe nachgewiesen
werden (d).
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Die mit CM-Dil und DAPI gefarbten Zellen konnten im Gegensatz zu den pB-Gal- oder GFP-
markierten Zellen verlasslich und eindeutig durch Fluoreszenzmikroskopie der Herzgewebe
identifiziert werden. Fir die intrakoronare Zelltransplantation in das ischdmische Myokard
wurde die selektive Kathetertechnik angewendet. Die markierten Zellen wurden dabei
mithilfe eines Katheters in das Infarktgebiet appliziert. Die nachfolgenden Versuche wurden
ausschlieBlich mit den durch CM-Dil- und DAPI-Fluoreszenzfarbstoffen markierten MNCs
und MSCs durchgefuhrt.

3.3 Zeitpunkt der Zelltransplantation und Uberlebensfahigkeit der Zellen

Des Weiteren wurde der Frage nach dem optimalen Zeitpunkt fur eine autologe
Transplantation nach einem akuten Ischdmieereignis mit dem Ziel der Steigerung der
Effektivitat einer Zelltherapie nachgegangen. Unter Berlicksichtigung der Studien von Wang
JS et al. (2001) und Li RK et al. (2001) Uber den erheblichen Einfluss der unmittelbaren
Umgebung der Stammzellen auf ihre Entwicklung und Differenzierung wurden die
Applikationsprotokolle in der vorgeliegenden Studie so gestaltet, dass ein Teil der
Versuchstiere moglichst rasch nach dem akuten Ereignis und ein anderer Teil nach dem
Abklingen der entziindlichen Phase mit den autologen Zellen aus dem Knochenmark
behandelt wurde. Die Protokolle I und 1l wurden weitgehend identisch gestaltet (Tabelle 1).
Sie unterschieden sich lediglich im Zeitpunkt der Zelltransplantation. Die Gottinger
Minischweine wurden in Protokoll I 10 Minuten nach der Wiederer6ffnung des Ramus
diagonalis 1 und in Protokoll Il 10 Tage nach dem akuten Ereignis mit den autologen MNCs
behandelt. Die Entnahme der Gewebeproben und die fluoreszenzmikroskopische Auszéhlung
der gleichzeitig mit CM-Dil- und DAPI-Farbstoffen markierten Zellen in der Infarktregion
erfolgten eine Stunde, 2 Tage sowie 2 Wochen nach der Zelltransplantation.

Im Protokoll | wurden 0,214 + 0,029% der Zellen nach einer Stunde gefunden. Nach 2 Tagen
bzw. 2 Wochen wurden signifikant mehr Zellen (0,580 £+ 0,101%, p < 0,01 bzw. 0,533 +
0,119%, p < 0,05) identifiziert (Abbildung 15). Die 2-Wochen-Versuche wiesen eine
unveranderte Zellzahl (p > 0,05) im Vergleich zu den 2-Tage-Versuchen auf. Weiterhin waren
bei den 2-Tage- und bei den 2-Wochen-Versuchen mehr Zellen als bei den Eine-Stunde-
Versuchen vorhanden, was auf das Uberleben bzw. die Proliferation der transplantierten

Zellen in der Infarktregion hindeuten kann.
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Im Protokoll Il konnten 0,239 = 0,057% der Zellen nach einer Stunde wiedergefunden
werden. Bei den 2-Tage-Versuchen (0,344 + 0,065%, p > 0,05) und bei den 2-Wochen-
Versuchen (0,363 + 0,100%, p > 0,05) wurden mehr Zellen im Vergleich zu den Eine-Stunde-
Versuchen gefunden; die Ergebnisse wiesen aber keine Signifikanz auf (Abbildung 15).

Die Anzahl der markierten Zellen eine Stunde nach der Transplantation in das Infarktgebiet
der operierten Tiere des Protokolls | (0,214 = 0,029%) und des Protokolls 11 (0,239 + 0,057%)
unterschied sich nicht wesentlich voneinander (p > 0,05, Abbildung 15).

Wesentlich deutlichere Effekte der Zelltransplantation konnten in den 2-Tage-Versuchen
beobachtet werden. Die signifikanten Unterschiede in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der
Stammzellapplikation konnten beim Vergleich von Infarktproben beider Protokolle
festgestellt werden (p < 0,05, Abbildung 15). Wahrend im Protokoll 1 0,580 + 0,101% der
eingesetzten Zellen identifiziert werden konnten, waren im Protokoll Il 0,344 + 0,065% der
markierten Zellen vorhanden.

Bei den 2-Wochen-Versuchen wurden im Protokoll 1 (0,533 + 0,119%) mehr Zellen als im
Protokoll 11 (0,363 + 0,100%) gefunden. Der Unterschied war aber nicht signifikant (p > 0,05,
Abbildung 15).
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Abbildung 15: Fluoreszenzanalyse der Herzgewebeproben aus der Infarktregion nach einer
frihen (Protokoll 1, 10 Minuten) und einer spaten (Protokoll 11, 10 Tage) intrakoronaren
Transplantation von autologen MNCs

Nach einer 10-minitigen Reperfusion und einer anschlieBenden Transplantation von MNCs ins
ischdmische Herzgewebe der 2-Tage-Versuche waren signifikant mehr MNCs in der Infarktregion
vorhanden (Protokoll 1) als nach einer Zelltransplantation 10 Tage nach dem akuten Ereignis
(Protokoll I1). Die Ergebnisse der Eine-Stunde- bzw. 2-Wochen-Versuche wiesen dagegen keine
Signifikanz beim Vergleich beider Protokolle auf. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der
Herzgewebeproben erfolgte anhand der Markierung der zu applizierenden Zellen mit
Fluoreszenzfarbstoffen. Die Darstellung der Zellzahl erfolgte als absoluter Anteil in Prozent, bezogen
auf die 107 transplantierten Zellen + Standardfehler. Signifikante Unterschiede sind mit (***) fir p <
0,001, (**) flr p < 0,01 und (*) fir p < 0,05 markiert.

Diese Daten sprechen fir eine frihe Zelltransplantation, wie sie im Protokoll | der

durchgefuhrten Studie dargestellt ist.

3.4 Zelltyp fur die Zelltransplantation

Die Unterschiede zwischen der alleinigen Transplantation von mesenchymalen Stammzellen
und der Applikation von allen mononukledren Zellen des Knochenmarks sollten in der
vorgeliegenden Studie miteinander verglichen werden.

Die Applikationsprotokolle I und 111 waren so gestaltet, dass sie sich nur im verwendeten
Zelltyp bei der intrakoronaren Transplantation unterschieden (Tabelle 1). Wéhrend im

Protokoll | die Gesamtheit der aus dem Knochenmark isolierten autologen mononukledren
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Zellen transplantiert wurde, wurden die Gottinger Minischweine im Protokoll 111 nur mit den
mesenchymalen Stammzellen behandelt.

Im Protokoll 111 konnten 0,269 = 0,035% der Zellen nach einer Stunde wiedergefunden
werden. Bei den 2-Tage-Versuchen waren signifikant mehr Zellen (0,422 + 0,040%, p < 0,05)
im Vergleich zu den Eine-Stunde-Versuchen vorhanden. Die 2-Wochen-Versuche wiesen
signifikant noch mehr Zellen (0,750 £ 0,174%, p < 0,05) im Vergleich zu den 2-Tage-
Ergebnissen auf. Die Daten der beiden Protokolle deuten auf das Uberleben bzw. die
Proliferation der transplantierten Zellen in der Infarktregion hin.

Die Anzahl der markierten Zellen eine Stunde nach der Transplantation ins Infarktgebiet der
operierten Tiere des Protokolls 1 (0,214 + 0,029%) und des Protokolls 111 (0,269 £ 0,035%)
wies keinen signifikanten Unterschied auf (p > 0,05, Abbildung 16).

Die Ergebnisse der 2-Tage-Versuche liefen genau wie die Ergebnisse der 2-Wochen-
Versuche auch keinen signifikanten Einfluss des eingesetzten Zelltyps bei der Transplantation
auf die Anzahl der applizierten Zellen im Infarktgewebe erkennen (p > 0,05, Abbildung 16).
Waéhrend bei der Transplantation der MSCs 0,422 + 0,040% in 2-Tage-Versuchen und 0,750
+ 0,174% der injizierten Zellen in 2-Wochen-Versuchen im ischdmischen Gewebe vorhanden
waren, wurden beim Einsatz der MNCs entsprechend 0,580 + 0,101% und 0,533 + 0,119%

der Zellen identifiziert.
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Abbildung 16: Fluoreszenzanalyse der Herzgewebeproben aus der Infarktregion in
Abhangigkeit vom eingesetzten Zelltyp (Protokoll I, MNCs; Protokoll 111, MSCs)

Die Auswertung der Verteilung der transplantierten Zellen im Infarktgebiet in beiden Protokollen wies
keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Einsatz von MNCs und MSCs auf. Die
fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Herzgewebeproben erfolgte anhand der Markierung der
zu applizierenden Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die Darstellung der Zellzahl erfolgte als
absoluter Anteil in Prozent, bezogen auf die 10 transplantierten Zellen + Standardfehler. Signifikante
Unterschiede sind mit (***) fur p < 0,001, (**) flr p < 0,01 und (*) fiir p < 0,05 markiert.

Aus den Ergebnissen der Fluoreszenzanalyse ist abzuleiten, dass die Anwendung aller
mononukledren Zellen des Knochenmarks im Vergleich zum Einsatz der mesenchymalen
Stammzellen allein fur die Regeneration des Herzgewebes nach einem akuten ischamischen
Ereignis keinen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der transplantierten Zellen in

Infarktgewebe hat.

3.5 Verteilung der transplantierten Zellen im Herzgewebe

Um die Verteilung der transplantierten Zellen im Herzgewebe zu untersuchen, wurden die
Proben aus der Infarktregion (Infarktgewebe und ,,border zone®) im Vergleich zu den
Kontrollen (Nicht-Infarktgewebe aus dem rechten Ventrikel) analysiert.

Bei allen Gruppen der Protokolle 1 bis Il war eine signifikante Mehrprasenz der injizierten

Zellen in der Infarktregion im Vergleich zu den Kontrollen festzustellen (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Verteilung der transplantierten Zellen der Infarktregion im Vergleich zu den

Kontrollproben

Protokoll Zeitpunkt | Infarktregion (%) | Kontrolle (%) | Signifikanz (p)
I 1 Stunde 0,214 + 0,029 0,046 + 0,013 < 0,001
2 Tage 0,580 + 0,101 0,064 + 0,035 < 0,001
2 Wochen 0,533 +0,119 0,105 + 0,030 <0,01
I 1 Stunde 0,239 + 0,057 0,033 £ 0,018 < 0,001
2 Tage 0,344 + 0,065 0,163 + 0,033 <0,01
2 Wochen 0,363 + 0,100 0,026 + 0,009 <0,01
1 1 Stunde 0,269 + 0,035 0,093 + 0,024 <0,01
2 Tage 0,422 + 0,040 0,035 + 0,011 < 0,001
2 Wochen 0,750 £ 0,174 0,006 + 0,004 < 0,001

Weiterhin wurden die CM-Dil- und DAPI-positiven Zellen je nach ihrer Lage im
Infarktgebiet nach extravasal (Abbildung 17a) und intravasal (Abbildung 17b) gelegen
differenziert.  Diese = Unterscheidung  sollte  einerseits die  Ergebnisse  der
fluoreszenzmikroskopischen Analyse detaillierter darstellen, andererseits die eventuelle

Verédnderung der Lage der injizierten Zellen im Laufe der Zeit nach einem akuten

ischamischen Ereignis im Herzen dokumentieren.

Abbildung 17: Detektion der CM-Dil- und DAPI-positiven Zellen nach einer intrakoronaren
Zelltransplantation ins Schweineherz im Gewebe und in den Geféalien

Die Verteilung der Zellen im Herzgewebe wurde nach ihrer Lage nach intravasal und extravasal bei
der Auswertung der Herzschnitte unterschieden. Die injizierten Zellen in einem BlutgefaR waren in
einer Linie angeordnet, wobei die CM-Dil- und DAPI-positiven Zellen vom tbrigen Gewebe durch
die GefaRwande deutlich abgegrenzt waren (b, Pfeile). Wenn die Zellen nicht durch eine GefaBwand
umhllt waren, wurden sie als extravasal gelegen bezeichnet (a, Pfeile).
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Die Infarktgrenzen bei den Eine-Stunde-Versuchen des Protokolls 1 und Il (Tabelle 1)
konnten nicht eindeutig identifiziert werden, da nach einer Stunde die mikroskopischen
Veranderungen im ischdmisch geschadigten Gewebe nur minimal vorhanden waren, sodass
die entsprechenden Proben auf die Lage der transplanierten Zellen im Herzgewebe nicht
untersucht wurden. Bei den 2-Tage- und den 2-Wochen-Versuchen konnte dagegen die
Infarktregion eindeutig identifiziert werden. Bei allen Gruppen beider Protokolle war eine
uberwiegend intravasale Lage der transplantierten Zellen festzustellen.

Im Infarktgewebe der 2-Tage-Versuche des Protokolls 1 (Abbildung 18) waren 0,152 +
0,054% im Gewebe und 0,428 + 0,116% der applizierten MNCs in GefélRen vorhanden. Die
markierten Zellen wiesen in den 2-Wochen-Versuchen entsprechend zu 0,196 + 0,062% eine
extravasale und zu 0,337 + 0,100% eine intravasale Lage auf. Die Unterschiede waren in

beiden Versuchsreihen signifikant (p < 0,05).
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Abbildung 18: Verteilung der transplantierten MNCs im Infarktgewebe (Protokoll I)

Die 10 Minuten nach einem akuten Myokardinfarkt transplantierten MNCs wiesen in beiden Gruppen
Uberwiegend eine intravasale Lage auf. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der
Herzgewebeproben erfolgte anhand der Markierung der zu applizierenden Zellen mit
Fluoreszenzfarbstoffen. Die Darstellung der Zellzahl erfolgte als absoluter Anteil in Prozent, bezogen
auf die 10" transplantierten Zellen + Standardfehler. Signifikante Unterschiede sind mit (***) fiir p <
0,001, (**) flr p < 0,01 und (*) fur p < 0,05 markiert.
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Ahnliche Ergebnisse wurden bei den entsprechenden Versuchen des Protokolls 111 mit den
mesenchymalen Stammzellen erzielt (Abbildung 19). Bei der Auswertung der
Infarktgewebeproben wurden folgende Unterschiede in der Verteilung der applizierten Zellen
festgestellt. Bei den 2-Tage-Versuchen konnte eine signifikant hohere Anzahl an
transplantierten Zellen intravasal beobachtet werden (p < 0,001). Die Lage der Zellen in der
Infarktregion der 2-Wochen-Versuche unterschied sich nicht wesentlich von einander (p >
0,05). Wahrend 0,093 = 0,016% der CM-Dil- und DAPI-positiven Zellen extravasal und
0,329 + 0,052% intravasal zwei Tage nach der Transplantation vorhanden waren, wies die
Infarktregion bei den 2-Wochen-Versuchen 0,293 + 0,088% der injizierten Zellen im Gewebe
und 0,457 + 0,118% in Gefalien auf.
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Abbildung 19: Verteilung der transplantierten MSCs im Infarktgewebe (Protokoll 111)

Die 10 Minuten nach einem akuten Myokardinfarkt transplantierten MSCs wiesen sowohl nach zwei
Tagen als auch nach zwei Wochen eine (iberwiegend intravasale Lage auf. Im Gegensatz zu den 2-
Wochen-Versuchen war bei den 2-Tage-Versuchen ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der
Zellen festzustellen. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Herzgewebeproben erfolgte
anhand der Markierung der zu applizierenden Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen. Die Darstellung der
Zellzahl erfolgte als absoluter Anteil in Prozent, bezogen auf die 10’ transplantierten Zellen =+
Standardfehler. Signifikante Unterschiede sind mit (***) fir p < 0,001, (**) fur p < 0,01 und (*) fir p
< 0,05 markiert.

Die Verteilung der applizierten Zellen des Protokolls Il nach ihrer Lage in intra- und
extravasal gelegen lieR eine Stunde bzw. zwei Wochen nach der Zelltransplantation keinen

deutlichen Unterschied erkennen (p > 0,05). Bei den 2-Tage-Versuchen konnte dagegen eine
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signifikante Verteilung der Zellen nach intravasal beobachtet werden (p < 0,05). Im
Infarktgewebe der Eine-Stunde-Versuche konnten 0,123 + 0,046% der MNCs extravasal und
0,116 = 0,026% der Zellen intravasal identifiziert werden. Wahrend bei den 2-Tage-
Versuchen 0,096 £ 0,032% extravasal und 0,248 + 0,058% der Zellen intravasal identifiziert
werden konnte, wiesen die Infarktgewebeproben der 2-Wochen-Versuche 0,137 + 0,046% der
injizierten Zellen im Gewebe und 0,226 + 0,074% der MNCs in Gefalien auf.
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Abbildung 20: Verteilung der transplantierten MNCs im Infarktgewebe (Protokoll I1)

Die Unterscheidung nach der intra- bzw. extravasalen Lage der Zellen in Eine-Stunde- und 2-Wochen-
Versuchen wies keine Signifikanz auf. Die 2-Tage-Versuche lie3en eine signifikant groRere Anzahl an
applizierten MNCs intravasal erkennen. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der
Herzgewebeproben erfolgte anhand der Markierung der zu applizierenden Zellen mit
Fluoreszenzfarbstoffen. Die Darstellung der Zellzahl erfolgte als absoluter Anteil in Prozent, bezogen
auf die 10’ transplantierten Zellen + Standardfehler. Signifikante Unterschiede sind mit (***) fiir p <
0,001, (**) fur p < 0,01 und (*) fur p < 0,05 markiert.

Die Ergebnissen der Verteilung der transplantierten Zellen im Herzen lassen darauf schlieRen,
dass ein groRerer Teil der injizierten Zellen bei allen Protokollen unabhéangig von der

Versuchsdauer, dem Zelltyp und dem Zeitpunkt der Transplantation sich intravasal befand.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Knochenmarkpunktions- und Myokardinfarktmodell am
Minischwein etabliert. Die mononukledren Zellen und die mesenchymalen Stammzellen
wurden aus Knochenmarkblut isoliert und in vitro kultiviert.

Die Induktion eines akuten Myokardinfarktes mittels selektiver Kathetertechnik verlief bei
allen Tieren erfolgreich. Die Ischdmie im Versorgungsgebiet des Ramus diagonalis 1 des
RIVA lieR sich mittels EKG und spater auch makroskopisch und mikroskopisch bestétigen.
Die Zellen konnten in vitro erfolgreich mit den Fluoreszenzfarbstoffen CM-Dil und DAPI
markiert und in vivo eindeutig identifiziert werden. Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass
sich die Knochenmarkzellen nach einer direkten Transplantation in infarzierte
Schweineherzen vermehren und im Laufe der 2 Wochen nach der Zelltransplantation
dauerhaft prasent bleiben. Eine friihe intrakoronare Applikation der Zellen nach einem akuten
Myokardinfarkt wies einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu einer spéten
Transplantation auf. Der Einsatz von mesenchymalen Stammzellen im Vergleich zu der
Injektion aller MNCs des Knochenmarkes wies keine signifikanten Unterschiede auf. Die

Uberwiegend intravasale Lage der Zellen konnte bei allen Versuchen belegt werden.

4.1 Das Schwein als Infarktmodell

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Groftiermodell fur einen akuten Myokardinfarkt in vivo
als Ischdmie-Reperfusionsmodell etabliert. Die Notwendigkeit der Entwicklung neuer
pharmakologischer Behandlungen und therapeutischer Interventionen st fiir den
Myokardinfarkt und die Herzinsuffizienz von groRter Bedeutung. Der Weg von der
Entdeckung Uber das Verstandnis hin zur klinischen Anwendung der biologischen
Grundlagen von Myokardinfarkt und Herzinsuffizienz kann nur unter dem Einsatz von
Groltiermodellen, die diesen klinischen Ph&notyp rekapitulieren kénnen, begangen werden.

Bis jetzt werden sowohl aus Unterbringungs- als auch nicht zuletzt aus finanziellen Griinden
in zahlreichen Laboratorien Kleintiere favorisiert. Mausmodelle haben sich in der
Erforschung humaner Erkrankungen bewahrt. Dies liegt zum einen daran, dass die Erfassung
von Daten aufgrund des kurzen Entwicklungszyklus dieser Tieren sehr schnell geht, zum
anderen daran, dass Mause in ihrer genetischen Ausstattung dem Menschen sehr ahneln, was
die GroRe des Genoms und Anzahl der Gene angeht. Die operative Ligierung des RIVA am

Mauseherzen gehort mittlerweile zu den (Ublichen standardisierten Verfahren zur
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Untersuchung morphologischer und biochemischer Folgen eines Myokardinfarktes (Li B et
al., 1997; Patten et al., 1998). Wie bei jedem Tiermodel, so liegt das Augenmerk auch hierbeli
darauf, zu beweisen, dass sich als Folge dieser Operation bei Tieren &hnliche pathologische
Verdnderungen ergeben wie beim Menschen. Auch das Rattenmodell hat beziglich der
Pathophysiologie nach einem Myokardinfarkt viele Gemeinsamkeiten mit der
Pathophysiologie des Menschen, wie z.B. das linksventrikulare Remodelling oder
neurohumorale und molekulare Veranderungen (Hort et al., 1964).

Allerdings bestehen erhebliche Unterschiede zwischen Mdusen und Menschen in Bezug auf
bestimmte Herzmerkmale, wie Herzfrequenz, Sauerstoffaufnahme, Adrenozeptor-
Verhéltnisse und die Reaktion auf den Verlust von regulatorischen Proteinen (Haghighi et al.,
2003; Ginis et al., 2004). AuRerdem scheint die kontraktile Proteinexpression, die von
entscheidender Bedeutung fir die Anregung, die Kontraktion und den Kopplungsprozess ist,
bei beiden Arten unterschiedlich zu sein, vor allem hinsichtlich der Expression ihrer
unterschiedlichen vorherrschenden Myosinisoform (Haghighi et al., 2003). Folglich sind die
Interpretation und der Vergleich der Ergebnisse der Kleintiermodellstudien, insbesondere
nach Induktion von Herz-Kreislauf-Stress, in Bezug auf die menschliche Herzinfarkt- und
Herzinsuffizienz-Pathophysiologie problematisch. Daher sind die Ischamie-Reperfusions-
Grolitiermodelle, die sich viel mehr an die menschliche Physiologie, Funktion und Anatomie
angleichen, wesentlich wichtiger fir die Entwicklung der Kklinischen Therapien und
Interventionen bei der Herzinfarktbehandlung.

Historisch gesehen war das adulte Kaninchen-Modell das primare Modell fur die
Untersuchung der Auswirkungen von Ischdmie und Myokardinfarkt. Das Kaninchen-
Ischdmie-Reperfusions-Modell wurde in den vergangenen Jahren in zahlreichen Studien fir
die Erforschung des myokardialen Remodelling nach einem Herzinfarkt und die Entwicklung
neuer pharmakologischer Therapiekonzepte in der Behandlung akuter und chronischer
Ischdmiefolgen verwendet (Reimer und Jennings, 1979; Jackson BM et al., 2002; Erlebacher
et al., 1989; Jugdutt und Menon 2004; White et al., 1986; Sabbah et al., 1991, 2003 und
2007). Der Nachteil dieses Modells ist das Vorhandensein zahlreicher Kollateralkreisldufe des
Kaninchenmyokards (White et al., 1986), was die Induktion konstanter, gleich grofer
Ischdmiebezirke und folglich die Vergleichbarkeit des Krankheitsverlaufes nach einem
ischamischen Ereignis erschwert.

Aus diesem Grund wurde nach alternativen Tiermodellen der Myokardischdmie, darunter das
Schaf- und Schwein-Ischamie-Reperfusion-Modell, gesucht (Jackson BM et al., 2002;
Weaver et al., 1986; Mukherjee et al., 2003; Zeng et al., 2007; Zhang H et al., 2007; Lu et al.,
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2007; Gorman et al., 1998; Markovitz et al., 1989; Blom et al., 2005). Dank der konstanten
Anatomie der KoronargefalRe, wenig bzw. gering ausgebildeter Kollateralkreildufe und
folglich der Maglichkeit, Infarkte vorhersehbarer Grélie und Lage zu induzieren, sind sowohl
Schafe als auch Schweine fir die Erforschung der Myokardischdmie und das
Postinfarktremodeling geeignet (Weaver et al.,, 1986; Gorman et al., 1998). Die
Einschrankungen bei der Arbeit mit dem Schaf-Modell sind mit den zoonotischen
Erkrankungen der Tiere verbunden. Schafe sind Wiederkduer und erlauben wegen der
Anatomie ihres Magen-Darm-Traktes und ihrer Brustwirbelsédule die Anwendung von
bildgebenden Verfahren (z.B. Sonografie) nur begrenzt, was ein invasives Vorgehen zur
transthorakalen Bildgebung erforderlich macht (Jackson BM et al., 2002; Gorman et al.,
1998).

Mehrere Studien fiihrten die Induktion des Myokardinfarktes mit nachfolgender
Herzinsuffizienz im Schwein-Ischdmiemodell mittels Okklusion eines KoronargefaRes durch
(White et al., 1986). Dabei wurde eine Zunahme der linksventrikularen Dysfunktion mit dem
steigenden Grad der Einengung des Herzkranzgefaes beobachtet. Schweineherzen haben
eine dem Menschen sehr dhnliche  Anatomie der KoronargefdBe bzw. der groben
anatomischen Strukturen, sodass sich das Schwein-Ischdmie-Reperfusionsmodell sehr gut
zum Vergleich mit dem Menschen eignet (Weaver et al., 1986; Mukherjee et al., 2003; Zeng
etal., 2007; Zhang H et al., 2007; Lu et al., 2007).

Durch die Verwendung von Goéttinger Minischweinen, die unter standardisierten
Bedingungen aufwuchsen und gehalten wurden, konnten die Versuche unter streng
kontrollierten Bedingungen stattfinden. lhre Ausprdgung des Koronarsystems ist dem
Menschen insbesondere in der Entwicklung und im Verlauf der linken Koronararterie mit
RIVA und RCX sehr ahnlich (Schummer et al., 1984; Winkhard, 2005; Swindle, 1984;
Swindle et al., 1986 und 1988).

Das Kollateralsystem ist sowohl beim Menschen als auch bei Schweinen weniger stark
entwickelt (White et al., 1986; Maxwell et al., 1987; Schaper et al., 1967). lhr intrakoronarer
Verlauf, ihre verminderte Anzahl, die schwache Entwicklung ihrer Wanddickenstarke und
ihre GroRe, die nicht die normalen Arteriolenstarke erreicht, haben zur Folge, dass das
betroffene Myokard bei Verschluss des RIVA nicht wieder im gleichen Umfang durchblutet
werden kann. Folglich kommt es zum Absterben von Gewebe. Die Inzidenz und GroRe eines
Infarktes ist dadurch beim Schwein viel stirker als beim Hund. Dieser hat ein viel besser
entwickeltes Kollateralsystem; die Auslosbarkeit eines Infarktes ist daher bei ihm umso

schwieriger (Weaver et al., 1986).
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Ein weiterer Vorteil des Schweinemodells ist die anatomische GroRe der Tiere bzw. des
Schweineherzens gegenuber Kleinsaugerherzen, wobei die Préparation, insbesondere die
Katheterisierung der Koronararterien, einfacher durchzufiihren ist. Das Verhéltnis
Herzgewicht / Kdérpergewicht stimmt mit 0,5% bei 25 bis 30 kg schweren Schweinen mit dem
Verhéltnis beim Menschen Uberein. Sind die Schweine schwerer, stimmt das
Grolenverhaltnis nicht mehr; weiterhin gibt es bei diesen Tieren sowohl intraoperativ als
auch postoperativ. mehr Komplikationen. Sie zeigen verstarkt Arrhythmien, die zu
Kammerflimmern und zum plétzlichen Herztod fiihren. AuBerdem ist die Behandlung kleiner
Tiere gegenuber einem 130 kg schweren Farmschwein einfach handlicher und sicherer, was
den ganzen Versuchsaufbau erheblich erleichtert. In der vorliegenden Arbeit wurden
Gottinger Minischweine mit 33 bis 60 kg KG verwendet.

Ein myokardialer Infarkt in Tiermodellen wurde bisher meist in Thorakotomien gezeigt,
wobei der Infarkt unter Sicht durch Ligation des RIVA gelegt wurde (Litvak et al., 1957;
Fuchs S et al., 2001; Liu et al., 2004). Die Uberlegung eines Infarktmodells mittels selektiver
Kathetertechnik hat gegenuber einer Thorakotomie entscheidende Vorteile. Das chirurgische
Trauma ist bei einer Thorakotomie viel grofer als bei der Induktion mittels Ballon. Die damit
verbundenen Komplikationen sind gréfRer und bedingen eine hohere Mortalitatsrate. Da der
Infarkt selber schon eine starke Beeintrachtigung fur das Tier darstellt, ist es sinnvoll,
zusétzliche Belastungen so gering wie mdoglich zu halten. Der Eingriff bei der
Balloninfarktlegung ist dagegen ein minimalinvasiver Eingriff, der sich nur auf den
GeféalRzugang bezieht (Kraitchman et al., 2000; Naslund et al., 1992).

Aullerdem haben Erfahrungen gezeigt, dass die Thorakotomie hinsichtlich der GroRe selber
Einfluss sowohl auf die kardiale Funktion nach einem Infarkt als auch auf den Infarkt zeigt.
Weiterhin sind Artefakte bei der myokardialen Szintigrafie beobachtet worden, diese treten
bei diesen Methoden hadufiger auf als bei geschlossenen Modellen. Die kardiale Funktion,
insbesondere das Herzminutenvolumen, wird auflerdem durch einen hoheren Einsatz von
Anésthesie und Analgesie, die bei so einem groRen chirurgischen Einsatz wie der
Thorakotomie notwendig ist, beeintrdchtigt, und die Belastung ist fiir das Tier erheblich
groRer.

Weiterhin erlaubt der Verschluss des Gefalies mittels Ballon eine weitgehende Kontrolle der
Lokalisation und L&nge der Ischamie. In anderen Studien, die mit Injektion von
thrombogenen Materialien gearbeitet haben, ist die Ischdmiedauer nur schwer kontrollierbar,

und das Risiko fiir weitere nicht vorhersehbare Thrombosen durch Abschwemmen dieser
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Materialien in weitere GefaRabschnitte ist erhoht (Dogne et al., 2005; Suzuki et al., 1999;
Herr et al., 1988).

Die Anwendung von Kathetern und Ballon ist im klinischen Bereich bereits standardisiert.
Die Vorbereitung ist hier einfacher und schneller in ihrem Ablauf. Nach eingeleiteter
Anésthesie und erfolgtem Gefalzugang kann die Katheterisierung des RIVA und die
Platzierung des Ballons bereits in 10 Minuten vollzogen werden. Lokalisation und Zeitdauer
sind exakt kontrollierbar, und eine sofortige Reperfusion ist moglich (Reffelmann et al., 2004;
Krombach et al., 2005).

In der durchgefuhrten Studie konnten wir bei allen Tieren einen Infarkt auslsen, der sich
neben den klinischen Parametern auch in den pathologischen Ergebnissen bestétigen lieR3.
Aussehen und Konsistenz des infarzierten Gewebes verénderten sich makroskopisch in
Abhéngigkeit von der vergangenen Zeit nach dem akuten ischdmischen Ereignis. Die
Uberlebensrate war mit 86,12% sehr hoch.

Die Katheterisierung der KoronargeféaRe bringt neben vielen Vorteilen auch einige kardiogen
bedingte Komplikationen mit sich: Kammerflimmern und ventrikul&re Tachykardien sind als
Komplikationen nach einem Infarkt bekannt und mit einer relativen hohen Mortalitét
verbunden (Kraitchman et al., 2000). Als Ursache kommen Irritationen und Kleine
Verletzungen infrage, die durch die Intervention mit Katheter, Fiihrungsdrahten und durch das
Aufblasen des Ballons hervorgerufen werden. Diese bewirken eine Reizung des
Erregungsleitungssystems, was zu diesen schweren Arrhythmien fiihren kann. Besonders
Schweine sind pradisponierter als andere Tierspezies (Dogne et al., 2005; Kraitchman et al.,
2000; Naslund et al., 1992). Durch die prophylaktische Gabe von p-Blockern, Cordarex®,
Magnesium und Nitroglycerin kann die Gefahr von Arrhythmien gemindert werden. In
vorliegender Studie konnte dies durch die Verabreichung von Amiodaron im Verlauf der
Operation beobachtet werden; die Anzahl von schweren Arrhythmien konnte gesenkt werden.
Aus der Humanmedizin ist bekannt, dass die Uberlebensrate hoher ist, wenn die Moglichkeit
einer sofortigen Defibrillation gegeben ist. Dadurch konnte auch bei unseren Versuchstieren
die Sterblichkeit durch Kammerflimmern intraoperativ minimiert werden. Andere Ursachen
sind Gefalverschliisse, die durch Thromben, Spasmen und durch die injizierten Zellen
hervorgerufen werden. Nach zwei Wochen konnte bei den meisten Tieren die Entwicklung
einer Stenose des infarzierten Gefélies festgestellt werden. Als Ursache kommt eine durch
Uberdehnung des Ballons ausgeloste Endothelverletzung mit folgender Plaquebildung
infrage. Trotz der aufgefiihrten moglichen Komplikationen, ist die Induktion einer

Myokardischamie und die Applikation der Zellen in das Infarktgebiet mittels selektiver
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Kathetertechnik eine minimalinvasive Methode, die nicht nur risikoarm ist, sondern auch

effektiv und die jederzeit kontrollierbar im klinischen Alltag angewendet werden kann.

4.2 Die ldentifikation der Zellen in vitro und in vivo

Bei den therapeutischen Anwendungen autologer Zellen erscheint es notwendig, den Verbleib
der transplantierten Zellen nachzuweisen und den Zeitraum ihres Uberlebens zu bestimmen.
Insofern wird eine Methode bendtigt, um die Zellen zu markieren und in vivo
nachzuverfolgen. Hierbei muss der Marker jedoch mehrere Kriterien erfillen: Er muss
einfach zu detektieren sein, Uber langere Zeit stabil exprimiert werden, durch die Zellteilung
nicht verdinnt werden, in unmarkierten Zellen nicht vorhanden sein, keinen Einfluss auf die
Zellaktivitaten haben (Xia et al., 2005, Xu et al., 2005) und nach der Differenzierung noch
nachweisbar sein. Wichtig bei der Anwendung gentherapeutischer Verfahren ist ferner, dass
erfolgreich transfizierte Zellen einfach zu identifizieren sind. Gegenwartig sind zu diesem
Zweck verschiedene Markergene in Gebrauch (Gunzburg und Salmons, 1997; Norton und
Coffin, 1985; Sawamura, 2001; Slama et al., 1995).

Drei verschiedene Mdoglichkeiten der Zellmarkierung in vitro vor der autologen
Transplantation ins Versuchstier wurden miteinander verglichen. Bei allen drei Methoden
konnten die Zellen mit sehr hoher Effektivitat markiert werden. Allerdings waren der Einsatz
des B-Gal-Gens mit dem Genprodukt p-Galaktosidase und die Markierung der Zellen mit dem
GFP im Herzgewebe nach dem MI ungeeignet. Die kombinierte Farbung mit CM-Dil und
DAPI eignete sich besser fir die Identifizierung der transplantierten Zellen in vivo.

Die Markierung der Zellen mit dem LacZ-Gen, dessen Produkt die B-Galaktosidase ist, bietet
eine Mdglichkeit bei der Verfolgung der transplantierten Zellen in vivo (Xu et al., 2005). Die
transduzierten Zellen kénnen mit Antikorpern gegen pB-Galaktosidase sichtbar gemacht
werden. Es ist bekannt, dass die Transfektionseffizienz des p-Gal-Genes generell niedrig ist.
Selbst nach viralem Transfer von p-Gal werden Transfektionseffizienzen von kleiner als 10%
beschrieben (Norton und Coffin, 1985). In der vorgeliegenden Studie konnte die
Transfektionseffizienz fur CMV-B-Gal (MOI 500) bis zu 95% erreicht werden. Es konnte
festgestellt werden, dass nicht nur die transplantierten Zellen, sondern auch die
Kardiomyozyten sowohl im Infarktareal als auch im nicht geschadigten Gewebe positiv fir
die immunhistologische Farbung mit B-Gal-Antikdrpern sind. Diese Tatsache erlaubte uns

keine eindeutige Unterscheidung zwischen den eingesetzten und den orteinsassigen Zellen,
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sodass diese Markierungsmethode fur die Identifizierung der transplantierten Zellen im
Herzgewebe nach einem Myokardinfarkt als ungeeignet bewertet wurde.

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit GFP als genetischer Zellmarker verwendet.
Die Transduktion der MNCs aus dem Knochenmark mit dem adenoviralen Vektor QBI-
Adeno-GFP sollte helfen, die Integration der Zellen im Gewebe mikroskopisch in
Gefrierschnitten  direkt zu belegen, wodurch  Artefakte aufgrund sekundarer
Nachweismethoden vermieden werden sollten. GFP kann ohne weitere Hilfsstoffe mit blauem
Licht (475 nm) zur grinen Fluoreszenzemission (515 nm) angeregt werden (Reichel et al.,
1996). Die Detektion ist denkbar einfach, ohne vorherige Fixierung der Zellen oder
Substratzugabe (Reichel et al., 1996; Jatsch, 2001). Da GFP viele Vorteile in sich vereint,
schien es im Rahmen einer nicht toxischen Dosierung der ideale Marker zur genetischen
Markierung von MNCs zu sein (Xue et al., 2010). Doch wies die fluoreszenzmikroskopische
Auswertung der Gefrierschnitte in unserer Studie eine sehr starke Autofluoreszenz des
infarzierten Gewebes auf, sodass die Differenzierung zwischen der Fluoreszenz der injizierten
Zellen und der Autofluoreszenz des ischdmisch geschadigten Herzgewebes erschwert und in
vielen Féllen unprézise war. Aufgrund der Autofluoreszenz des Myokards (Limbourg und
Drexler, 2005), die sich im gleichen Wellenspektrum wie die GFP-positiven Zellen befindet,
konnte nur schwer zwischen Artefakt und GFP-positiven Zelle unterschieden werden. Die
eingebrachten Knochenmarkzellen kénnen sich im Herzen gewebespezifisch zu
Kardiomyozyten differenzieren (Orlic et al., 2001a und b). Dieser Befund stiitzte sich jedoch
ausschlieBlich auf indirekte Nachweismethoden mittels Immunfluoreszenz. Das birgt gerade
in Geweben mit sehr hoher Autofluoreszenz, wie dem Skelett- oder Herzmuskel, die Gefahr
einer Fehlinterpretation von Fluoreszenzsignalen in sich (Jackson KA et al., 2004). Zudem
kann es im nekrotischen Infarktareal zu einer hohen Hintergrundfluoreszenz kommen, was
auch in der vorliegenden Studie bei den GFP-Versuchen beobachtet wurde.

Eine verbreitete Strategie zur Identifikation der transplantierten Zellen im Gewebe ist die In-
vitro-Markierung der Zellen mit Fluorochromen (Tilkorn et al., 2010; Kikkawa und
Pawlowski, 2007). Nach der Transplantation konnen die fluoreszenzmarkierten Zellen im
Gewebe anhand der spezifischen Anregungswellenldnge der verwendeten Fluorochrome
identifiziert werden. Allerdings konnen hierbei leicht falsch-positive Aussagen getroffen
werden. Sterben fluoreszenzmarkierte Zellen nach der Transplantation im Gewebe, kdnnen
deren Fluorochrome auch von Zellen des Wirtes aufgenommen werden. Beim Bewerten der
Fluoreszenz sind Wirtszellen, die das Fluorochrom aus sterbenden Zellen aufgenommen

haben, nicht von transplantierten fluoreszenzmarkierten Zellen zu unterscheiden. Die
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eindeutige  Identifikation der transplantierten Zellen kann mit einer weiteren
Fluoreszenzmarkierung der Zellkerne der zu applizierenden Zellen durchgefihrt werden.
Wird zur Detektion der injizierten Zellen ein anderes Fluorochrom verwendet, kann durch
eine Ubereinanderlagerung der Fluoreszenzaufnahmen von positivem Kern und positiver In-
vitro-Markierung eindeutig eine transplantierte Zelle identifiziert werden. In der vorliegenden
Arbeit wurden zwei Fluorochrome zur In-vitro-Markierung der Zellen vor der Transplantation
verglichen. Diese Marker sind der Kernfarbstoff DAPI und der Membranfarbstoff CM-Dil.
Die Fahigkeit des Fluoreszenzfarbstoffes DAPI, mit der DNS zu interkalieren, wurde bei der
indirekten DNS-Farbmethode ausgenutzt. Dabei fluoresziert der Farbstoff bei Anregung mit
UV-Licht (Exzitation 358 nm, Emission 451 nm) im sichtbaren Bereich mit blauer bis cyaner
Farbe. Durch die Anlagerung des DAPI-Farbstoffes an die DNS der Zellkerne lieRen sich
nach Transplantation bereits in Gefrierschnitten unter Fluoreszenzanregung deutlich
erkennen.

Der lipophiele Membranfarbstoff CM-Dil hat gegentiber anderen Membranfarbstoffen den
Vorteil, dass er fir die Formalin-Fixierung und die Paraffin-Einbettung verwendet werden
kann, ohne ausgewaschen zu werden. Auch mit CM-Dil lassen sich paraffinisierte Schnitte
und Gefrierschnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop mit griinem Licht (Exzitation 553 nm,
Emission 574 nm) auf die charakteristische Rotfluoreszenz hin untersuchen.

Zur ldentifikation der transplantierten Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit eine
kombinierte Farbung aus zwei Fluoreszenzfarbstoffen verwendet. Durch Ubereinanderlegen
der entstandenen Fluoreszenzaufnahmen konnten die transplantierten Knochenmarkzellen im
Herzgewebe eindeutig identifiziert werden. Durch die fluoreszenzmikroskopische
Auswertung der Gewebeschnitte konnten die applizierten Knochenmarkzellen auch nach zwei
Wochen Versuchszeit eindeutig detektiert werden. Mithilfe der CM-Dil- und DAPI-
Zellmarkierung ist es somit moglich, bereits in Gewebeschnitten die injizierten Zellen zu
identifizieren und ihre Anzahl und Lage zu bestimmen. Durch die in dieser Arbeit etablierte
Methode der Zellmarkierung hat man die Mdglichkeit, die autologen MNCs und MSCs aus
dem Knochenmark in vivo weiter zu verfolgen. Man muss dabei beachten, dass der Farbstoff
infolge der Zellteilung in vivo verdinnt werden kann, sodass die Verfolgung der
transplantierten Zellen fur langere Zeit erschwert werden konnte. In unserer Studie war der
Farbstoff im Laufe der zwei Wochen in vivo stabil, sodass die Zellen eindeutig identifiziert

werden konnten.
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4.3 Zeitpunkt der Zelltransplantation

Nach einem Herzinfarkt wird in dem betroffenen Gebiet eine Reihe zelluldrer und
molekularer Mechanismen in Gang gesetzt, um die bestmdgliche Funktionalitat des Organs zu
erhalten. Die Infarktheilung unterteilt sich in drei zeitlich nicht voneinander abgrenzbare
Stadien: die inflammatorische, die proliferative und die Reifungsphase (Frangiogiannis,
2006). All diese Umbauvorgange am geschadigten Herzen werden als Remodeling
bezeichnet. Im zeitlichen Verlauf unterscheidet man das friilhe und das spate Remodeling,
wobei sich Ersteres in den ersten drei Tagen nach Infarkt abspielt und vor allem den Infarkt
selbst und die umgebende Periinfarktzone, auch Border Zone genannt, betrifft. Das spate
Remodeling setzt ab dem dritten Tag ein und beinhaltet Prozesse, die den gesamten
Herzmuskel betreffen (Tiyyagura und Pinney, 2006), wie die kompensatorische Hypertrophie
kardialer Zellen sowie die Dilatation des linken Ventrikels infolge verminderter Kontraktilitét
und Auswurfleistung des Herzens. Ein entscheidender Faktor des Remodelings ist dabei die
Stabilisierung des Infarktareals, die hauptsachlich durch den Umbau der extrazellulédren
Matrix gewahrleistet wird (Jugdutt et al., 1996; Lutgens et al., 1999). Die Aktivierung dieses
Prozesses geschieht durch die Freisetzung verschiedener Botenstoffe und durch
inflammatorische Reaktionen, an denen vor allem die myeloiden Blutzellen maRgeblich
beteiligt sind (Ren et al., 2003; Nian et al., 2004). Die Aktivierung inflammatorischer
Prozesse beginnt augenblicklich mit dem Einsetzen der Gewebeschadigung. Studien haben
gezeigt, dass der im Zuge des Remodelings abspielende Entziindungsprozess durch
Reperfusion des Infarktes verstarkt wird (Entmann und Smith, 1994).

Die schwerwiegendste und lebensbedrohlichste Komplikation nach einem akuten Herzinfarkt
ist die Herzinsuffizienz. Bei der sich entwickelnden Herzinsuffizienz kann das geschwaéchte
Herz das bendtigte Blutvolumen nicht beférdern. Daraus resultiert eine Unterversorgung der
Koronarien und folglich auch des Herzmuskels, was sich besonders bei Belastung bemerkbar
macht. Klinisch resultiert daraus eine Lungenstauung oder eine arterielle Hypotonie. Durch
frihzeitige ReperfusionsmalRnahmen l&sst sich die akute Sterberate nach einem MI
reduzieren, im Laufe der Zeit entwickelt sich als Spatkomplikation in 42% der Falle die
chronische Herzinsuffizienz (Velazquez et al., 2004). Die Sterblichkeitsrate und die enormen
Kosten bei der Nachsorge solcher Patienten sind dabei deutlich erhoht. Eine weitere
Komplikation nach einem akuten MI ist die Entstehung von Herzrhythmusstérungen.
Besonders ventrikuldare Tachykardien und Kammernflimmern stellen lebensbedrohliche
Komplikationen in den ersten 48 Stunden nach dem Infarkt dar. 20% der Patienten entwickeln

ein Herzkammeraneurysma, das zu einer Perforation des Ventrikels fiihren kann. Aus diesem
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Grund ist die Entwicklung neuer Therapiemethoden fir die Behandlung von Infarktpatienten
im Akutstadium und zur Vorbeugung der spaterer Komplikationen von groRer Bedeutung;
eine davon ist die intrakoronare Applikation der Knochenmarkzellen nach dem akuten MI.
Die Arbeit von Li RK et al. (2001) zeigte, dass die Entziindungsreaktionen am Herzen in der
ersten Woche nach dem Infarkt am stérksten sind und dass daher wahrend dieser Zeitspanne
transplantierte Zellen nicht in der Lage sind, an den Ort ihrer Bestimmung, in diesem Fall den
Herzmuskel, zu gelangen beziehungsweise sich dort anzusiedeln. Strauer et al. (2002)
diskutierte den optimalen Zeitpunkt der Zellinjektion und kam gleichfalls zu dem Schluss,
dass eine Verabreichung zwischen Tag 7 und 14 sowohl am vielversprechendsten als auch fir
die klinische Therapie umsetzbar erscheint. In der vorliegenden Studie wurden die Zeitpunkte
der Zelltransplantation absichtlich in zwei unterschiedliche Remodellingsphasen gelegt. Auf
diese Weise sollte der Unterschied zwischen einer frihen Zelltransplantation direkt nach
einem akuten Ereignis (10 Minuten) und einer spateren Zellbehandlung nach dem Abklingen
der Entziindungsphase (10 Tage) dargestellt werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen fur eine friihe Zelltransplantation nach
einem akuten Myokardinfarkt. Die Ergebnisse der 2-Tage-Versuche unterscheiden sich
signifikant voneinander.

Janssens et al. (2006) beschreiben in ihrer randomisierter Studie, dass aufgrund des
vorhandenen interstitiellen kardialen Odems in den ersten 24 Stunden nach einem akuten Ml
die intrakoronare Zelltransplantation nicht sinnvoll ist. Trotz alledem sprechen die
ansteigende mikrovaskuldare Obstruktion innerhalb der ersten 48 Stunden nach der
Rekanalisation des InfarktgefaBes und das begrenzte Homing der transplantierten Zellen
innerhalb der ersten finf Tage, fur eine friihe intrakoronare Applikation der Zellen.

Strauer und Kornowski (2003) geben den optimalen Zeitpunkt fur eine Zelltransplantation mit
dem 5. bis 7. Tag nach dem akuten MI an. In diesem Zeitraum sind die Anzahl der im Blut
zirkulierenden hdmatopoetischen Stammzellen und die Konzentration endothelialer
Wachstumsfaktoren am groBten. Dabei ist die Entziindugsphase nach einem akuten MI
weitgehend abgeschlossen.

Die unterschiedliche Versuchsdauer sollte zusétzlich das Verhalten der Zellen im
Infarktgebiet klaren. Die Entnahme und Untersuchung der Herzen eine Stunde, 2 Tage bzw. 2
Wochen nach der Operation zeigte, dass die Menge der transplantierten Zellen in den
Infarktregionen im Laufe dieser Zeit konstant blieb. In Gegensatz zu unserer Studie wurde die

Abnahme der Zellzahl nach der Transplantation in einer Studie an Schafen berichtet, in der
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Knochenmarkzellen ins Infarktgebiet injiziert und zwei Monate spéter die Herzen analysiert
wurden (Bel et al., 2003).

Bei einer zeitnahen Zelltherapie nach einem akuten Myokardinfarkt wére es denkbar, dass die
ins Infarktgebiet transplantierten Knochenmarkzellen inflammatorischer Natur sein kénnten
und an den natdrlichen Entziindungs- und Heilungsprozessen des geschéadigten Herzens
mitwirken. Das wiirde die Uberwiegende Prasenz der eingebrachten Zellen im Infarktareal,
jedoch nicht die Konstanz der Zellzahl Gber zwei Wochen nach der Transplantation erklaren.
Die hauptséachliche Lokalisation der CM-Dil- und DAPI-positiven Zellen im geschadigten
Gewebe wurde wahrscheinlich durch die Freisetzung von spezifischen Botenstoffen induziert,
die auch fur die Aktivierung der inflammatorischen Zellen verantwortlich sind. Die
Expression solcher Zytokine, wie des stromal cell derived factor 1 (SDF-1), wird nach einer
Gewebelasion kurzfristig hochreguliert und sorgt fur ein zielgerichtetes Einwandern der
Zellen in die erforderlichen Areale (Askari et al., 2003; Penn et al., 2004). Die Ausschittung
schéadlicher  Stoffwechselprodukte  nekrotischer ~ Zellen und die  mangelnde
Né&hrstoffversorgung im Infarktareal direkt nach der Ischdmiezeit, die zum Absterben der
eingebrachten Zellen fiihren kann, sprechen fiir eine spéte Zelltransplantation. Die Injektion
neonataler Kardiomyozyten in infarzierte Rattenherzen hat gezeigt, dass etwa 90% der
transplantierten Herzzellen, hauptséchlich verursacht durch die ischdmischen Bedingungen im
Infarkt, in Apoptose gehen und sterben (Zhang M et al., 2001). Diese Vorgange sind nach vier
bis sieben Tagen abgeschlossen. Die zu einem spéteren Zeitpunkt durchgefuhrte
Stammzelltherapie wirde den inflammatorischen Charakter transplantierter Zellen
weitgehend ausschlieRen. Eine konstante Prasenz der transplantierten Zellen im Infarktareal
auch nach zwei Wochen legt den Schluss nahe, dass bei der Regeneration des geschéadigten
Herzgewebes nicht nur die entziindlichen, sondern auch viele weitere Prozesse beteiligt sind,
die die Stammzellen in ihrer Anlockung, Differenzierung und Funktion beeinflussen, sodass
die Frage nach einem optimalen Transplantationszeitpunkt zunéchst offen bleibt und weitere
Untersuchungen zur Klarung der molekularen Mechanismen in der Signalkaskade nach einem

akuten Herzinfarkt notwendig sind.

4.4 Zellapplikationsmethoden

Das Ziel jeglicher Zellapplikationsstrategien besteht darin, eine hohe Konzentration an Zellen
in das Bestimmungsgewebe zu bringen, um protektive bzw. regenerative Effekte zu erzielen.

Dabei sollte der Abtransport der transplantierten Zellen in den peripheren Blutkreislauf
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verhindert ~ werden.  Aus  Kkardiologischer ~ Sicht ist  eine intrakoronare,
transendokardiale/transepikardiale, intravendse und intramuskulére Applikation von Zellen
maoglich.

Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit etablierte Applikationsmethode mittels selektien
Kathetertechnik ist minimalinvasiv und stellt einen guten Kompromiss zwischen Praxisnahe
und Machbarkeit dar. Dank einem intrakoronar platzierten Katheter konnten die
Knochenmarkzellen effizient und sicher im ischdmisch geschéadigten Gewebe angereichert
werden. Auf diese Weise konnen die Zellen das Infarktareal in sehr hoher Konzentration
erreichen. Dabei passieren die Zellen das Infarktgebiet wahrend der ersten koronaren
Zellpassage, was die maximale Zellkonzentration am Bestimmungsort erklart (Strauer und
Kornowski, 2003). Aufgrund des Durchmessers des Katheters blieb der Abtransport tber den
RIVA den intraarteriell applizierten Zellen groRtenteils verschlossen, sodass ein relativ hoher
Prozentsatz an Zellen in den Herzkranzgefalien verblieb. In humanen Studien wurde hierbei
der intrakoronar liegende Ballonkatheter abwechselnd aufgepumpt und entleert, um ein
Gleichgewicht zwischen der Zellapplikation mit einer ausreichend langen Retentionszeit flr
die injizierten Zellen und der nétigen Reperfusion fiir das betroffene Myokardgewebe zu
bewerkstelligen (Strauer et al., 2001; Wollert et al., 2004; Hofmann et al., 2005).

Nach Entfernen des Katheters und der daraufhin erfolgenden Wiederaufnahme des
Blutstromes uber den R1 des RIVA wurden einige Stammzellen in den Korperkreislauf
abtransportiert. Ein Grof3teil der applizierten Zellen gelangte aber Uber das nutrielle
Blutsystem in kleinere GefaRe und letztendlich ins Myokardgewebe (und somit auch ins
infarzierte Myokardgewebe). Diese Anndherung &hnelt der eher klinischen VVorgehensweise
der Zelltherapie durch transkoronare Applikation bei Patienten mit akutem MI und kdnnte
folglich als gutes Modell zur Behandlungsoptimierung fur diese Patienten dienen (Assmus et
al., 2002; Strauer et al., 2002; Britten et al., 2003; Chen SL et al., 2004; Fernandez-Aviles et
al., 2004; Kuethe et al., 2004; Schachinger et al., 2004; Wollert et al., 2004).

Die transendokardiale bzw. transepikardiale Zellapplikationsmethode wurde bereits sowohl
bei Schweinen als auch bei Menschen angewendet (Fuchs S et al., 2002). Bei dieser Technik
werden die Zellen mithilfe eines Katheters durch das Endokard bzw. Epikard direkt ins
Herzgewebe injiziert. Diese Applikationsmethode ist risikoreich. Bei Manipulationen am
Herzen konnen Schéden am Endokard, Myokard und Epikard sowie schwer beherschbare
Herzrhythmusstérungen auftreten.

Die intravetdse Zellapplikation ist die am wenigsten invasive Methode, die seit Jahren in der

Hamatologie zur Stammzelltransplantation angewendet wird. Dabei erreichen nur wenige
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injizierte Zellen das Herzgewebe, da lediglich ca. 3% des normalen Herzzeitvolumens
wéhrend der ersten Passage durch die linke Herzkammer flie3t und die Zellen einem
betréchtlichen First-pass-Effekt bei der Passage der Lunge, Milz und Leber unterliegen. Eine
intravendse Zellinjektion mag angesichts der erstmaligen Passage der bis zu 30um groB3en
Zellen durch die 14 bis 16pum engen Lungenkapillaren von Nachteil sein (Gao et al., 2001).
Verglichen mit der intravendsen Injektion, verbesserte die transkoronare Applikation von
Stammzellen deutlich das Homingpotenzial der applizierten Zellen.

Die bisher oft angewandte Form der intramyokardialen Injektion (Orlic et al., 2001a; Murry et
al., 2004) erwies sich bei einer hohen Herzfrequenz und einer geringen Ventrikelwanddicke
rund um den Infarkt als nur schwer durchfiihrbar (Balsam et al., 2004). Somit konnte das
sichere Injizieren der Zellen in den Herzmuskel nicht jederzeit garantiert werden. Die
transkoronare Zellapplikation resultiert in einer signifikant hoheren Anzahl intramyokardial
gelegenen Zellen als die intravendse Injektion. Selbst bei optimaler intravenodser Applikation
wurden nur wenige injizierten Zellen tber einen langeren Zeitraum im Myokard vorgefunden.
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete intrakoronare Zellapplikationsmethode mittels
selektiver Kathetertechnik erwies sich als eine sichere und gut steuerbare Methode, um die
maximale Anzahl der Zellen an den Bestimmungsort zu bringen und kontrolliert zu

applizieren.

4.5 Zelltyp fur die Zelltransplantation und die Verteilung der applizierten Zellen im

Herzgewebe

In der vorliegenden Arbeit wurden MNCs und MSCs fir die autologe intrakoronare
Zelltransplantation verwendet. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass MSCs in der Lage
sind, sich zu den mesodermalen Zelltypen, wie Knochen-, Knorpel-, Fett-, Endothel- und
Muskelzellen, zu differenzieren (Caplan, 1991; Bruder et al., 1994; Majumdar et al., 2000;
Prockop, 1997; Pittenger et al., 1999; Phinney et al., 1999; Oswald et al., 2004). Ferner gibt es
auch Hinweise darauf, dass die MSCs zu Zellen anderer Keimblatter, wie Astrozyten (Kopen
et al., 1999) und Neuronen (Woodbury et al., 2000), reifen kdnnen. Ein grolRer Vorteil der
MSCs liegt darin, dass sie leicht aus dem Knochenmark zu isolieren und anzureichern sind,
sodass die fur klinische Studien nétigen hohen Zellzahlen keine Einschrénkung ihrer
Anwendbarkeit darstellen (Bruder et al., 1997; Pittenger und Martin, 2004). In der
vorliegenden Arbeit wurden MSC-Populationen aus Schweinen aufgereinigt und in Kultur

genommen. Die Wachstumseigenschaften und die Morphologie der Zellen waren dabei gut
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reproduzierbar und deckten sich mit den in der Literatur beschriebenen Daten (Conget und
Minguell, 1999; Tropel et al., 2004). Die MSCs exprimieren eine Vielzahl unterschiedlicher
Oberflachenproteine, ein individueller Marker fir die MSCs ist jedoch nicht bekannt. Die
Reinheit der Stammzellpopulationen wurde durch ihre Adharenz definiert. Dabei waren die
Zellen zu 99% positiv fur CD105, CD73 und Vimentin. Wie die durchflusszytometrischen
Untersuchungen der Zellen gezeigt haben, waren alle MSC-Populationen nach ein bis zwei
Passagen frei von Blutzellen und exprimierten ein typisches Set von Oberflachenantigenen
(Conget und Minguell, 1999; Deans und Moseley, 2000; Minguell et al., 2001).

Es st bekannt, dass die MSCs im Laufe der Zeit ihre verschiedenen
Differenzierungsmoglichkeiten einblfRen (Digirolamo et al., 1999; Minguell et al., 2001;
Baksh et al., 2004). Die schlechte Reproduzierbarkeit der Differenzierung von MSCs zu
mesodermalen Gewebetypen, wie Muskeln, Sehnen oder Endothel, und zu ektodermalen
Zellen des Nervensystems konnte dadurch zu erklaren sein, dass diese
Entwicklungspotenziale dabei vergleichsweise frih verloren gehen. Andererseits wurden die
meisten dieser Phanomene nur auf Basis phéanotypischer Kriterien oder der Expression
bestimmter Gene belegt; funktionelle Kriterien der differenzierten Zelltypen wurden nicht
untersucht. Das konnte auch zu Fehlinterpretationen in Bezug auf das Stammzellpotenzial
gefuhrt haben, wie es bei der Entwicklung neuronaler Zellen gezeigt wurde (Bertani et al.,
2005).

Die Studien mit MSCs geben viele Anhaltspunkte dafur, dass durch die Anreicherung der
Zellen in vitro bestimmte Eigenschaften, unter anderem auch ihr Differenzierungspotenzial,
verandert werden. Auch andere fur therapeutische Zwecke wichtige Merkmale kdnnen durch
die Kaultivierung beeinflusst werden, wie das Einwandern und Anwachsen in dem
geschadigten Gewebe (Rombouts und Ploemacher, 2003; Vacanti et al., 2005). Um den
Verlust dieser Eigenschaften mdglichst niedrig zu halten, wurden in unserer Studie
ausschliel3lich die MSC-Populationen der ersten zwei Passagen eingesetzt. Um die fur die
klinische Verwendung der MSCs ausreichenden Zellzahlen zu erhalten, ist es jedoch
unabdingbar, die Zellen in vitro zu expandieren. Daher ist es in Zukunft dringend erforderlich,
das Verhalten und die Veranderung der MSCs in vitro genauer zu untersuchen und
Aufreinigungs- und Kultivierungsprotokolle zu entwickeln, die eine Anreicherung mdglichst
undifferenzierter Stammzellen ermdglichen.

Die Transdifferenzierung der MSCs zu Herz- (Wang JS et al., 2000; Tomita et al., 2002) und
Endothelzellen (Chen J et al., 2003; Davani et al., 2003) nach einer Transplantation in

infarzierten Herzen wurde durch unterschiedliche Studien belegt. In einem Teil dieser

71



Arbeiten wurden die Zellen vor der Transplantation allerdings mit 5-Azacytidin und/oder
Amphotericin kultiviert, wodurch eine Konditionierung bewirkt worden sein konnte. Das
wurde in einer Studie mit unbehandelten bzw. mit 5-Azacytidin-behandelten MSCs bestatigt,
in der nur die vorbehandelten Stammzellen Kardiomyozyten gebildet hatten (Bittira et al.,
2002). Der Einsatz dieser epigenetisch wirksamen Substanz in klinischen Studien ist jedoch
problematisch, da die Demethylierung der DNS auch eine Aktivierung von Tumorgenen zur
Folge haben konnte, die eine Transformation der Zellen verursacht (Rainier und Feinberg,
1988). Zudem wurde in keiner der Studien untersucht, ob die stammzellabgeleiteten
Herzzellen durch Fusion entstanden waren oder ob tatsachlich eine Differenzierung der MSCs
stattgefunden hatte. Daruber hinaus zeigten die transplantierten Zellen oftmals zwar die
Expression bestimmter Muskelmarker, erinnerten morphologisch jedoch mehr an glatte
Muskelzellen oder Fibroblasten. Ausgereifte Kardiomyozyten mit vollstdndiger Organisation
der Sarkomerstruktur und mit Glanzstreifen konnten dagegen nicht nachgewiesen werden
(Wang JS et al., 2001; Shake et al., 2002; Nagaya et al., 2004).

Da die mesenchymalen Stammzellen nur eine Subpopulation des Knochenmarks bilden,
wurden in der vorliegenden Arbeit weitere Versuche mit der Gesamtheit aller mononukledren
Zellen aus dem Knochenmark durchgefuihrt. Die Ergebnisse weisen keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem Einsatz der MSCs allein und dem aller MNCs des Knochenmarks
auf.

Strauer et al. (2001) fuhrten die erste intakoronare Knochenmarkzelltransplantation nach
einem akuten MI bei Menschen durch und erreichten damit eine deutliche Verbesserung der
linksventrikularen Pumpfunktion und eine Reduktion des vetrikularen Remodelings.

Die TOPCARE-AMI-Studie belegte weiterhin die positive  Auswirkung der
Zelltransplantation auf ischdmisch geschwachtes Herzgewebe nach dem Einsatz von
autologen Knochenmarkzellen und zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen (Assmus et
al., 2002).

Die BOOST-Studie beschreibt die Verbesserung der linksventrikuldaren Funktion innerhalb
der sechs Monate nach der Transplantation von Knochenmarkprogenitorzellen in infarziertes
Myokard (Wollert et al., 2004). Die Kontrolluntersuchung nach 18 Monaten wies wiederum
keinen Unterschied zwischen der Zelltransplantations- und der Kontrollgruppe auf (Meyer et
al., 2006). Diese Studien zeigten, dass die intrakoronare Zelltransplantation nur innerhalb der
ersten sechs Monate eine positive Auswirkung auf die Herzfunktion hat und langfristig keinen

Schaden bei den Patienten verursacht.
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Die REPAIR-AMI-Studie unterstltzte die Ergebnisse der BOOST-Studie und verzeichnete
einen deutlichen positiven Effekt der Zelltransplantation (MNCs) innerhalb des ersten Jahres.
Besonders die Patienten mit einem sehr schweren Herzinfarkt und einer Ejektionsfraktion
unter 25% profitierten von einer Zellbehandlung (Schachinger et al., 2006).

Die ASTAMI-Studie wiederum wies keine Verbesserung der Herzfunktion nach einer
Transplantation von MNCs im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Allerdings wurde in dieser
Studie nur eine geringe Anzahl von MNCs transplantiert (Lunde et al., 2006).

In der durchgefiihrten Studie wiesen die Herzabschnitte nach einem akuten ischamischen
Ereignis und einer anschlielenden Transplantation der mit den Fluoreszenzfarbstoffen
markierten MSCs eine deutliche Présenz der transplantierten Zellen im Infarktgebiet im
Vergleich zu Nicht-Infarktarealen auf. Die Versuche mit allen mononukledren Zellen
bestatigten dieses Ergebnis. Weiterhin wies unsere Studie in allen Versuchen signifikante
Unterschiede in der Verteilung der applizierten Zellen zwischen ischamischem Gewebe und
Kontrollproben auf.

Wahrend Orlic et al. bereits nach neun Tagen eine Transdifferenzierung der eingebrachten
Zellen zu Kardiomyozyten nachgewiesen hatten (Orlic et al., 2001a), konnte aufgrund der hier
gezeigten Versuche eine solche Entwicklung der Knochenmarkzellen nach einer direkten
Transplantation in infarzierte Schweineherzen ausgeschlossen werden, da diese zum grofiten
Teil eine intravasale Lage aufwiesen. Die Menge der applizierten Zellen in den Infarktarealen
blieb Uber die ganze Zeit konstant.

Neuere Studien deuten darauf hin, dass die mit mesenchymalen Stammzellen transplantierten
Herzen zwar eine Funktionsverbesserung zeigen, dass diese jedoch wie auch bei den
hamatopoetischen Vorlauferzellen durch andere Mechanismen als durch Transdifferenzierung
zu Kardiozyten hervorgerufen wird. Die beschriebene Neovaskularisierung der infarzierten
Herzen scheint eher durch parakrine Effekte begriindet zu sein als durch eine aktive
Teilnahme der MSCs an der Bildung neuer GeféRRe (Chen J et al., 2003; Nagaya et al., 2005;
Gnecchi et al., 2005). Es ist bekannt, dass MSCs in der Lage sind, eine Vielzahl von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen zu generieren (Haynesworth et al., 1996; Majumdar et al.,
1998). Genexpressionsanalysen von MSCs und entsprechende Proteinnachweise haben die
Produktion einer Reihe unterschiedlich wirkender gefalbildender Substanzen belegt, die unter
hypoxischen Bedingungen zum Teil noch deutlich gesteigert wurde (Kinnaird et al., 2004).
Die daraus resultierende angiogene Wirkung wurde auflerdem noch in einem Ischamie-
Modell an den Hinterbeinen von Md&usen bestatigt. Auch der Umbau des Infarktgewebes

konnte durch die im Herzen angewachsenen MSCs positiv beeinflusst werden (Tomita et al.,
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2002; Shake et al., 2002). Wie andere Studien gezeigt haben, flihrt der verminderte Einbau
von Kollagenfasern in das geschadigte Gewebe nach Transplantation von MSCs zu einer
weniger steifen Narbe und damit zu einer besseren Dehnbarkeit und Funktionalitdt des
Ventrikels (Mangi et al., 2003; Xu et al., 2005).

Die urspringliche Annahme und Grundlage der Kklinischen Studien st die
Transdifferenzierung der in den Infarkt eingebrachten Zellen zu Kardiomyozyten. Die
fenlende Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse und die teilweise unzureichenden
Nachweismethoden flhrten jedoch zu kontroversen Diskussionen (ber die vermeintliche
Plastizitat der Stammzellen. Um die Transdifferenzierung eines Zelltyps zu einem anderen
sicher zu belegen, misste die Ausgangspopulation Klar definiert und im besten Fall klonaler
Natur sein, eine Verdnderung der Zelleigenschaften aufgrund einer vorangegangenen
Kultivierung ausgeschlossen werden, die Umformung in einer signifikanten Zahl der Zellen
stattfinden und der Phéanotyp der konvertierten Zellen auch auf funktioneller Ebene
demonstriert werden (Anderson et al., 2001). Mehrere Studien haben gezeigt, dass vielen der
durch Differenzierung erklarten Phanomene auch ein anderer Mechanismus zugrunde liegen
konnte, wie beispielweise die Fusion der transplantierten Zellen mit nativen Zellen (Wagers
und Weissman, 2004). Zellfusionen sind an verschiedenen physiologischen und
pathologischen Prozessen in Sdugetieren beteiligt (Chen EH und Olson, 2005). Das Potenzial
von Knochenmarkzellen, mit somatischen Zellen zu fusionieren, wurde auch in anderen
Geweben beobachtet. An leberkranken Mausen wurde nachgewiesen, dass transplantierte
Knochenmarkzellen keine neuen Leberzellen durch Transdifferenzierung bildeten, sondern
mit bestehenden Hepatozyten fusionierten (Vassilopoulos et al., 2003; Wang X et al., 2003).
Ahnliche Ergebnisse lieferte die Transplantation von HSCs in Toxin-geschadigte
Skelettmuskeln (Camargo et al.,, 2003). Dabei wurde gezeigt, dass die von den
Knochenmarkstammzellen abgeleiteten Muskelzellen durch Fusion inflammatorischer
myeloider Zellen mit regenerierenden Fasern entstanden waren. Diese Resultate wiesen
darauf hin, dass dieser VVorgang einen natirlichen Prozess im Rahmen einer physiologischen
oder pathologischen Gewebeerneuerung nach Schadigung darstellte.

Die Verbesserung der ventrikuldaren Funktionsparameter nach Applikation von
Knochenmarkzellen wurde sowohl im Tiermodell (Kocher et al., 2001; Orlic et al., 2001a und
b) als auch in Kklinischen Studien an Patienten berichtet (Strauer et al., 2002; Assmus et al.,
2002; Stamm et al., 2003; Wollert et al., 2004). Angesichts der Uberwiegend intravasalen
Lage der transplantierten Zellen konnte in der vorliegenden Arbeit keine Transdifferenzierung

von Knochenmarkzellen zu Kardiomyozyten gesehen werden. Die transplantierten Zellen
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kdnnen dennoch eine Verbesserung der Herzfunktion durch indirekte Mechanismen bewirken.
Die bessere Erhaltung der den Infarkt umgebenden Zellen und der verdnderte Umbau des
geschadigten Gewebes und der extrazelluldren Matrix durch inflammatotrisch wirksame
Zellen konnten zu einer verminderten InfarktgréRe beitragen, wie es von verschiedenen
Arbeitsgruppen beschrieben wurde (Kocher et al., 2001; Orlic et al., 2001b; Strauer et al.,
2002). Die Bewertung der InfarktgroRBen ist bei Kleintieren allerdings schwierig, da das
geschadigte Areal je nach Beschaffenheit des Herzens und dem Ausmal} der Ischamie
innerhalb der untersuchten Gruppen und Kontrollgruppen sehr grofRen Schwankungen
unterworfen ist. Vor allem mit dem in Nagern verwendeten Ligaturmodell der linken
Koronararterie variiert die Grof3e des betroffenen Bereichs erheblich und ist daher schlecht
vergleichbar. Die Gottinger Minischweine weisen dagegen eine konstante Anatomie der
HerzkanzgeféaRe auf, sodass die infarzierten Areale in ihrer GrofRe und Ausdehnung konstant
reproduzierbar waren. Eine weitere mogliche Ursache einer verbesserten Herzfunktion nach
Transplantation oder Mobilisierung von Knochenmarkzellen ist die Freisetzung parakriner
Mediatoren, die zu einer verstarkten Aktivierung anderer Zellen, wie kardialer (Beltrami et
al., 2003; Oh et al., 2003; Laugwitz et al., 2005) oder endothelialer (Takahashi et al., 1999;
Shintani et al., 2001) Vorlauferzellen, fhren. Ein wichtiger Aspekt zukiinftiger Forschung
wird daher die weitere Untersuchung der einer Funktionsverbesserung zugrunde liegenden
Mechanismen darstellen.

Der Einsatz von Stammzellen bei der Infarkttherapie birgt durch ihre nicht vollstandig
geklarten Differenzierungswege und den unbekannten Einfluss unterschiedlicher Zellen auf
ihre Entwicklung und Plastizitat einige Risiken. Ein Zwischenfall wurde nach intrakoronarer
Applikation von MSCs in gesunde Herzen von Hunden beschrieben, die eine Woche nach der
Injektion Mikroinfarkte mit fibrotischen Verdnderungen des Gewebes und infiltrierenden
Makrophagen in den Arealen mit angewachsenen Zellen zeigten (Vulliet et al., 2004). Das
konnte allerdings auf die GroRe und die starke Adhé&sionsfahigkeit der Zellen zurlickzufiihren
sein, die zu einer Verstopfung der kleinen Kapillaren gefiihrt haben kénnten (Gao et al., 2001;
Barbash et al., 2003). Die mesenchymalen Stammzellen flihrten bei wenigen Versuchen zu
Verkndcherungen im Myokard. Diese potenziell schadlichen Strukturen kénnten Arrhythmien
und unter Umsténden sogar Perforationen der Herzwand induzieren. In dem geschadigten
Gewebe werden Stoffe freigesetzt, die die MSCs zu einer Knochendifferenzierung anregen.
Diese Faktoren konnen direkt durch nekrotische Herzzellen oder indirekt durch

inflammatorische Zellen sezerniert werden, und auch eine direkte Interaktion mit den MSCs
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konnte eine Rolle spielen. Die molekularen Mechanismen, die eine Differenzierung der MSCs
regulieren, sind komplex und nur unvollstandig gekléart.

Die Uberwiegend intravasale Lage der transplantierten Zellen in der durchgefiihrten Studie
kann durch die intrakoronare Applikationsmethode erklart werden. Der geringere Anteil der
Zellen auBerhalb der GefélRe konnte darauf hinweisen, dass nur wenige Zellen die
GeféaBwénde passieren bzw. Uber die geschédigten Kapillaren das Herzgewebe erreichen. In
beiden Fallen waren die Zellen eindeutig zu identifizieren. Die konstante Anzahl der
injizierten Zellen Uber zwei Wochen im geschadigten Herzgewebe deutet auf das Uberleben
nach der Transplantation in vivo hin. Dabei wurde keine Fusion oder Transdifferenzierung der
Zellen zu Kardiomyozyten beobachtet. Die Funktion der transplantierten Zellen und ihre
Rolle bei der Myokardregeneration sind noch nicht vollstandig geklart und bendtigen weitere
Untersuchungen.

Weiter ist es notwendig, die Komponenten der Reparaturmechanismen zu untersuchen und zu
verstehen. Es gilt ndher zu untersuchen, welche Boten- und Signalstoffe vom ischdmischen
Herzen produziert werden und zur Chemoattraktion der Stammzellen flihren. Durch ein
besseres Verstandnis dieser Mechanismen (Mobilisation, Homing, Differenzierung) kénnen
die Differenzierungsfahigkeit und Funktionalitdat der Zellen nach der Transplantation

optimiert werden.
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5. Zusammenfassung

Die Transplantation von mononukledren autologen Knochenmarkzellen ist ein
vielversprechender Ansatz fur die Regeneration nach einem Myokardinfarkt. Es war das Ziel
dieser Studie, ein Infarktmodell beim Schwein zu etablieren sowie die Verteilung der
transplantierten autologen MNCs und MSCs aus dem Knochenmark im Schweinherzen nach
einem Infarkt zu untersuchen. Weiterhin sollten die am besten geeignete
Zellmarkierungsmethode sowie der optimale Zeitpunkt fir die Zelltransplantation in vivo
entwickelt werden.

In 32 Schweinen (33-60 kg, Infarkttiere mit Zellinjektion n=32, Kontrolle n=7) wurde ein
Infarkt durch Verschluss des Ramus diagonalis 1 des RIVA mittels eines angioplastischen
Ballons Uber eine Stunde induziert. Es konnte bei allen Tieren ein Infarkt induziert werden,
der sich durch Verénderungen im EKG und spéter auch makroskopisch und mikroskopisch
bestatigen lieR. Unseren Ergebnissen zufolge konnten wir ein Infarktmodell am Schwein
mittels einer minimal invasiven Methode entwickeln. Die hohe Inzidenz von ventrikuléren
Tachykardien und Kammerflimmern sind die héaufigsten Komplikationen nach einem
Myokardinfarkt und mit einer hohen Mortalitat verbunden. Durch prophylaktische Gabe von
Antiarrhythmika und Antikoagulanzien sowie die Optimierung des Versuchablaufs konnten
diese Probleme minimiert werden. Dieses Modell eignet sich durch optimale Kontrolle der
Lokalisation und Dauer des Infarktes flir Myokardischamie-Studien und erlaubt im Bereich
der Stammzellforschung neue Madglichkeiten. Nach der 10-Minuten- bzw. 10-Tage-
Reperfusion wurden die MNCs und MSCs in einer Zellsuspension (1 — 3 x 10’ autologe
Zellen/Versuchstier) durch den Ballon direkt in das Infarktgebiet injiziert. Zuvor wurden
diese Zellen aus dem Knochenmark gewonnen, in vitro Kkultiviert und mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die zu transplantierenden Zellen
in vitro mittels Fluoreszenzfarbstoffen CM-Dil und DAPI markiert und in vivo eindeutig
identifiziert werden konnten. Die Markierung der Zellen mithilfe der adenoviralen Vektoren
CMV-B-Gal und QBI-Adeno-GFP war nicht optimal, da die Kardiomyozyten selbst eine f3-
Galaktosidase-Aktivitat aufwiesen bzw. die Autofluoreszenz des infarzierten Herzgewebes
die Identifizierung der transplantierten Zellen erschwerte. Eine friihe intrakoronare
Applikation (nach 10 Minuten) der Zellen nach einem akuten Myokardinfarkt wies bei den 2-
Tage-Versuchen einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu einer spéten
Transplantation (nach 10 Tagen) auf. Die Applikation der isolierten Population der MSCs im
Vergleich zur Injektion aller MNCs des Knochenmarkes wies keine signifikanten
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Unterschiede auf. In unserer Studie konnten wir zeigen, dass die transplantierten Zellen aus
dem Knochenmark lber zwei Wochen im infarzierten Gewebe bleiben. Die injizierten Zellen
befanden sich Uberwiegend im infarzierten Gewebe. Die Verteilung der Zellen im Herzen war

sowohl im Infarkt- als auch im Nicht-Infarkt-Gebiet intravasal signifikant groRer als im

Gewebe.
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