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2 EINLEITUNG

In den westlichen Industrienationen sind die 3 haufigsten Todesursachen die
chronische ischamische Herzerkrankung (10,3%), der akute Myokardinfarkt (7,5%)
und die Herzinsuffizienz (5,9%). In Deutschland erleiden jedes Jahr etwa 280.000
Menschen einen Herzinfarkt. Laut Todesursachenstatistik des Statistischen
Bundesamtes starben in Deutschland im Jahr 2004 fast 62.000 Menschen an einem
akuten Herzinfarkt (2004, Statistisches Bundesamt Deutschland, letzte Aktualisierung
17.11.2005). Auch in den USA erkranken jahrlich 13,2 Millionen Menschen an der
koronaren Herzkrankheit, davon erleiden 7,2 Millionen einen Myokardinfarkt
(American Heart Association, 2003). Selbst wenn TherapiemalRnahmen unmittelbar
nach einem Ereignis eingeleitet werden, fuhrt ein Myokardinfarkt in 5 bis 15% der
Falle innerhalb der ersten 30 Tage zum Tod (Hamm, 2004a; Hamm, 2004b). Somit
bleibt trotz verbesserter und rascherer Moglichkeiten zur Revaskularisierung und
optimierter pra-hospitaler Versorgung die Letalitdt des Herzinfarkts unbefriedigend
hoch.

Durch aktuelle Therapiemdglichkeiten wie Thrombolyse und/oder mechanische
Rekanalisierung durch Ballondilatation oder Stentimplantation kann zwar eine rasche
Reperfusion des unterversorgten Myokardgewebes sichergestellt werden, jedoch gibt
es bisher keine Moglichkeit den Herzmuskel zu regenerieren, und damit bereits
untergegangenes Herzmuskelgewebe zu revitalisieren. Eine rasche
Revaskularisierung verhindert nur, dass infarziertes Myokardgewebe vollstandig
nekrotisiert und so zumindest Teile von kontraktilem Gewebe in den Randzonen

erhalten bleiben.

Bei Kardiomyozyten fuhrt schon ein vierstundiges Sauerstoffdefizit zu irreversiblen
Schaden (Reimer u. Jennigns, 1979; Dumont et al., 2000; Giugliano u. Braunwald,
2003). In den Wochen danach fuhren strukturelle Umbauvorgange am Herzen, das
so genannte postinfartielle Remodelling des Myokards, oft zu todlichen
Komplikationen. Somit ware es erstrebenswert das kardiale Remodelling zu
unterbrechen und den Funktionsverlust nach Myokardinfarkt zu beheben. Eine
Neubildung von Kardiomyozyten im Sinne einer Myogenese, sowie eine Neubildung
von BlutgefalRen (Angiogenese) kdonnten sowohl eine Funktionsverbesserung als

auch einen Schutz vor den problematischen Folgen des kardialen Remodellings



bewirken (Kessler u. Byrne, 1999; Kawamoto et al., 2001). Ein solcher Ansatz wird
bei der (Stamm-) Zelltherapie des Myokardinfarktes verfolgt. In der vorliegenden
Arbeit wurden am Schweineherzischamiemodell die Mdglichkeiten einer autologen
Transplantation von aus dem Knochenmark gewonnenen, mononuklearen Zellen
(MNC) untersucht. Wir untersuchten sowohl den Verbleib der Zellen nach
intramyokardialer und intrakoronarer Injektion, als auch die Ausdifferenzierung der
Zellen und den Einfluss auf die Funktion des durch einen Infarkt ischamisch

geschadigten Schweinemyokards.



3 STAND DER FORSCHUNG

3.1 Das Schwein als Myokardischamiemodell

Aufgrund seiner physiologischen und anatomischen Ahnlichkeit zum menschlichen
Herzen gewinnt das Schweinetiermodell immer mehr an Bedeutung (Swindle et al.,
1984-1988). Bisher wurde der Hund tberwiegend als Tiermodell in kardiovaskularen
Studien eingesetzt. Der Hund hat allerdings als genetisch determinierter
Ausdauerleister ein ausgepragtes Kollateralystem der Koronarien. Das Infarktrisiko
eines Hundeherzens ist sehr gering. Somit ist dieses Herzmodell fur unsere

Fragestellung ungeeignet.

Das Schwein ist besonders als Modell fur Untersuchungen der chronischen
myokardialen Ischamie geeignet, weil es neben einem dem Menschen
vergleichbaren Koronargefalisystem auch die gleichen Merkmale bei der
Kollateralbildung hat. Das Schwein besitzt ein Koronarsystem mit genauso gering
ausgebildeten Kollateralen und Anastomosen wie der Mensch (White et al., 1986,
Maxwell et al., 1987). Auch die Zuordnung des Versorgungsgebietes der in unserem
Versuch okkludierten "left anterior descending artery" (LAD) ist durch die geringe
Kollateralbildung beim Schwein leichter als bei anderen Tiermodellen (Schaper et al.,
1967)

Ahnlichkeiten zwischen Mensch und Schwein gibt es auch auf dem Gebiet der
Herzphysiologie. Die Ruhewerte der Herzfrequenz eines untrainierten Menschen
liegen bei circa 80 Schlagen/Minute (Scheunert und Trautmann, 1987), die
Herzfrequenz des Schweins ist mit 90 Schlagen/Minute unwesentlich hoher
(Engelhardt und Breves, 2000). Bei beiden Spezies betragt das Gewicht des Herzens
etwa 0,5% des Korpergewichts. 5% des Herzzeitvolumens flieRen durch das
Myokard des Menschen (Bdcker et al., 1997) beim Schwein werden dazu je nach
Wachstumszustand 5 bis 10% des Herzzeitvolumens angegeben (Scheunert und
Trautmann, 1987). Herzfrequenz, Herzgréf3e und das Verhaltnis zum Korpergewicht
entsprechen bei einem 25-30 kg schweren Schwein gegenlber anderen Spezies

dem Menschen am ehesten.



3.1.1 Anatomie des Schweineherzens

Das Herz passt sich in seiner Stellung im Brustraum der Form des bilateral
abgeflachten, kielférmigen Brustkorbes an. Dadurch erscheint es, gegenuber der
Lage des Herzens in dem beim Menschen mehr tonnenférmigen Thorax, etwa 90°
um seine Langsachse gedreht. Infolgedessen orientieren sich der rechte Vorhof und
die rechte Herzkammer nach rechts kranial, der linke Vorhof und die linke
Herzkammer nach links kaudal. Beim Schwein ist die breit plumpe Kegelform des
Herzens mit wenig ausgepragter Spitze typisch. Der Margo ventricularis dexter ist
konvex, der Margo ventricularis sinister aber gerade. (Schummer u. Habermehl,1984,
Koch und Berg, 1993).

3.1.2 Vergleich Koronarsystem Schwein/Mensch

Die Koronararterien (Arteria coronaria sinistra und Arteria coronaria dextra)
entspringen der Aorta direkt hinter den Aortenklappen. Die Arteria coronaria sinistra
(LCA) verlauft beim Schwein wie beim Mensch als Truncus communis zwischen dem
Truncus pulmonalis und dem linken Herzohr (s. Abbildung 1). Sie teilt sich beim
Schwein nach etwa 1 cm in den Ramus circumflexus (linke Kammerwand) und den
Ramus interventricularis paraconalis (Versorgung der Herzspitze).

Auch beim menschlichen Herzen teilt sich der Hauptstamm der Arteria coronaria
sinistra (LCA) in die left anterior descending coronary artery (LAD) oder auch Ramus
interventricularis anterior (RIVA) und die left circumflex coronary artery (LCX) oder
auch Ramus circumflexus (RCX). Die linke Koronararterie (LCA) ist mit ihren
Seitenasten fur die Versorgung des linken Vorhofs und des linken Ventrikels
zustandig. Die LCA Ubernimmt einen Grofanteil der Versorgung der proximalen
Anteile des Septums interventrikulare sowie einen Teil der Vorderwand des rechten
Ventrikels. Die LAD versorgt 49% des linken Ventrikels und 28% des rechten. 58%
des Septum interventrikulare werden von ihr versorgt. Die LCX Ubernimmt dagegen
mit 25,5% die Versorgung des linken Vorhofes, verschiedene Teile des linken
Ventrikels, des Papillarmuskels und bisweilen auch des Sinusknotens. Die Teile der
Hinterwand des Herzens, Teile des Papillarmuskels, des Septums, der rechte Vorhof,
der rechte Ventrikel, der Sinusknoten und der Atrioventrikular-Knoten werden von der
right coronary artery (RCA) versorgt (Meyer et al., 1994).

Der Ramus (R) interventricularis paraconalis des Schweines entspricht der left

anterior descending coronary artery (LAD) des Menschen. Auch er versorgt einen
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Teil der rechten Kammer und des Conus arteriosus, die linke Kammerwand und
einen Teil des Septums. In der vorliegenden Arbeit wird an Stelle von Ramus
interventricularis paraconalis auch beim Schwein der Begriff LAD verwendet, um eine
bessere Vergleichbarkeit mit der Human-Literatur zu gewahrleisten. Beim Schwein
teilt sich das Gefal} in den Ramus collateralis prox. und Ramus collateralis dist. auf,
beim Menschen ist es der Ramus lateralis prox. und dist. (Schummer u.
Habermehl, 1984, Feneis et al., 2000).

Fur die Koronarangiographie wird die LAD in drei Abschnitte unterschieden:
1. proximaler Abschnitt bis zum Abgang des R. lateralis prox.,

2. mittlerer Abschnitt zwischen R. lateralis prox. und dist.

3. distales Drittel ab Abgang des R. lateralis dist. (Winkhardt et al., 2005).

Die rechte Koronararterie 1auft zwischen Conus arteriosus und rechtem Herzohr zum
rechten Abschnitt des Sulcus coronarius. Im proximalen Teil zweigt beim Schwein
der R. marginis ventricularis dexter ab, bevor er als R. circumflexus bis zur Faszie
subsinuosa zieht (Schummer u. Habermehl, 1984). Beim Menschen ist der Verlauf
der rechten Koronararterie sehr ahnlich. Im proximalen Teil gehen Abzweigung zum
Sinusknoten und als R. atriales zum Vorhof ab. Im weiteren Verlauf des Sulcus
coronarius teilt diese sich unter vorherige Abzweigung des R. marginalis dext. in den
R. posterolateralis und in den R. interventrikularisposterior, der die Herzspitze
mitversorgt (Feneis et al., 2000, Winkhardt et al., 2005).

11



Abbildung 1 Koronararterien eines Schweineherzens

(aus Schummer und Habermehl, 1984)

a. rechtes Herzohr; b. Linkes Herzohr; c. Margo ventricularis
dext.; d. Margo ventricularis sin.; e. Ventriculus sin.; g. Sulcus
interventricularis paraconalis; h. Conus arteriosus; i. Sulcus
coronarius sin.; k. Apex cordis; |. Incisura apicis

1. Arcus aorta; 2. A.subclavia sin.; 3. A.brachiocephalica; 4.
Truncus pulmonalis; 5. A.pulmonalis sin.; 6. V.azygos sin.;

7. linke Lungenvenen; 8. V.cava cran.; 9. A.coronaria sin.; 10.
ihr R.circumflexus; 11. R.interventricularis paraconalis; 12.
R.collateralis prox.; 13. R.collateralis dist.; 14. A.coni arteriosi;
15. R.prox.ventriculi sin.; 16. R.prox.atrii sin.; 17. R.intermed.
atrii sin.; 18. A.coni ateriosi der A.coronaria dext.; 19.
R.prox.ventriculi dex.; 20 21 V. cordis magna, 20. ihr
R.circumflexus, 21. ihr R.interventricularis paraconalis; 22.
V.ventriculi sin.; 23. Begleitast d. R.interventricularis
paraconalis d. V.cordis magna; 24. V.coniarteriosi;

25. R.ventricularis dext. der V.semicircumflexa dext.

3.2 Definition des Myokardinfarktes

Wird die Wiederbelebungszeit eines Gewebes Uberschritten, entsteht ein Infarkt. Ein
Herzinfarkt ist eine irreversible = Schadigung der  Herzmuskelfasern.
Herzmuskelanteile gehen bei langerem KoronargefalRverschluss durch persistierende
oder rezidivierende Ischamie irreversibel verloren (Meyer, 2000, Hort, 2001). Sobald
die Myokardperfusion so lange unterbunden ist, dass Sauerstoff und Nahrstoffe den
Bedarf des betroffenen Myokards nicht mehr decken kénnen, fihrt dies zu einem

Zelltod der Kardiomyozyten (American Heart Association, 2003).

3.3 Epidemiologie und Pathophysiologie des Myokardinfarktes

Ursache des akuten Myokardinfarktes ist in den meisten Fallen eine sich Uber viele
Jahre entwickelnde Arteriosklerose der arteriellen Gefaldversorgung des Herzens.
Durch Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, Hyperlipoproteinamie oder arterieller
Hypertonie kommt es zu Lipideinlagerungen in die Gefallwand. Wird der Vorgang
nicht unterbrochen, fuhrt dies zu einer Stenosierung der entsprechenden Arterien.
Familiare Disposition und Nikotinabusus verstarken die Tendenz zur
Lipideinlagerung. Wenn einer dieser Plaques rupturiert, wird die Gerinnungskaskade
aktiviert, und der entstehende Thrombus flhrt zum vollstandigen Gefalverschluss
und damit zur Unterversorgung des durch dieses Gefald versorgten
Herzmuskelgewebes. Dies fuhrt zu den typischen pectanginésen Beschwerden des

Herzinfarktes. Als Angina Pectoris bezeichnet man einen Schmerz in der Brust, der
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durch eine Durchblutungsstérung am Herzen ausgelost wird. Meist beruht diese
Durchblutungsstérung auf einer passagaren Engstelle eines Herzkranzgefalles. Beim
Herzinfarkt sind Durchblutung und Sauerstoffzufuhr in einem bestimmten Bezirk des
Herzens auf Dauer unterbrochen, weil eine Koronararterie vollstandig blockiert wird.
Durch den irreversiblen Verschluss kommt es zum Absterben des von dem
Infarktgefal® versorgten Myokardareals und zu einem Ersatz des abgestorbenen
Gewebes durch narbiges Bindegewebe. Also Folgeerscheinung kann der Infarkt zur
hamodynamischen Instabilitat bis hin zum Kreislaufschock, oder gar zur tédlichen
Ventrikelrupturen fihren. Typische Komplikationen des akuten Myokardinfarkts sind
das Auftreten von elektrophysiologischen Erregungsleitungsstérungen und
Arrhythmien (Herold, 2007).

Wird die akute Phase des Myokardinfarktes Uberlebt, bleibt ein geschwachter
Herzmuskel mit reduzierter Kontraktilitdt und Auswurfleistung zurtck. In der Folge
entsteht haufig eine Herzinsuffizienz (Hort et al., 2001). Das geschadigte Herz
versucht die verlorene Kontraktilitdt auszugleichen, dieses so genannte "remodelling"
fuhrt unter anderem zur Verlangerung von Herzmuskelfasern und oft zu

elektrophysiologischen Erregungsleitungsstorungen.

3.4 Infarktpravention bei bestehender Koronarstenose

Die Therapie einer bereits vorbestehenden koronaren Herzerkrankung besteht aus
der Reduktion der Risikofaktoren in Form von Gewichtsabnahme, koérperlichem
Training, guter Einstellung eines Diabetes mellitus und Nikotinabstinenz.
Medikamentés kann mit Acetylsalicylsaure, Betablockern und Statinen interveniert
werden. DarUber hinaus kann mittels perkutaner Angioplastie und Stenting oder einer
aortokoronarer Bypass-Operation die Perfusion des Herzens verbessert werden
(Hort et al., 2001).

3.5 Derzeitige Therapie des Myokardinfarktes

Wenn ein akutes Infarkereignis eintritt, steht die Revaskularisation des Infarktgefalles
im  Vordergrund derzeitiger Therapiebemuhungen. Hierbei spielen der
medikamentdse Ansatz mit Thrombozytenaggregationshemmern (Acetylsalicylsaure,

Clopidogrel, GPIlIb/llla-Rezeptorantagonisten), Antikoagulatien sowie allgemeine
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MalRnahmen (Sauerstoffzufuhr, Sedierung) eine wichtige Rolle. Im Zentrum der
Bemuhungen steht die mechanische Revaskularisierung durch akute
katheterinterventionelle Wiedereroéffnung des Gefalles, in den meisten Fallen mit
primarem oder sekundarem Stenting. Durch eine rasche Revaskularisierung kann
verhindert werden, dass das abhangige Myokardgewebe vollstandig nekrotisiert, so
dass Teile der Myokardfunktion im ischamischen Bereich erhalten werden kdnnen.
Insbesondere bei der Therapie des ST-Hebungsinfarktes ist eine Revaskularisierung
in moglichst kurzer Zeit anzustreben. Hier haben sich die katheterinterventionellen
Optionen gegenuber einer Fibrinolyse in den meisten Untersuchungen als Uberlegen
erwiesen, wenn eine Katheterintervention innerhalb von zwei Stunden nach
Symptombeginn durchgefihrt werden kann (Andersen et al., 2003; Keeley et al.,
2003; Hamm, 2004b). Entsprechend dieser Studienlage empfehlen die nationalen
und internationalen Leitlinien zur Therapie des akuten Myokardinfarktes neben der
medikamentdsen Therapie ein mdglichst rasches interventionelles Vorgehen
(American Heart Association 2003). Jedoch gibt es, selbst wenn man mit allen
aktuellen Therapiemdglichkeiten eine rasche Reperfusion des unterversorgten
Myokardgewebes sicherstellen kann, bisher keine Mdglichkeit Herzmuskelfasern zu
regenerieren und damit bereits untergegangenes Herzmuskelgewebe zu

revitalisieren.

Die Revitalisierung von Herzmuskelgewebe ist das Ziel der Zelltherapie. Durch
Zellersatz soll es gelingen den Funktionsverlust nach Myokardinfarkt zu beheben.
Der zusatzliche Nutzen einer Zelltherapie beim Myokardinfarkt gegenuber der bisher
gebrauchlichen Therapie liegt darin, dass nicht nur der Untergang von
Herzmuskelgewebe verhindert oder verzogert werden soll, sondern dass durch das
Einbringen neuer kontraktiler Zellen geschadigtes Herzmuskelgewebe ersetzt

werden kann.

3.6 Zelltherapie nach Myokardinfarkt

Stammzellen sind Zellen, die sich in einem undifferenzierten Zustand befinden und
sich selbst erneuern kénnen, um eine grof3e Anzahl differenzierter Nachkommen zu
bilden. Auf diese Weise tragen sie zur Bildung, Erhaltung und Regeneration von

Gewebe bei.
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Der Archetyp einer Stammzelle ist die totipotente befruchtete Eizelle, aus der alle
embryonalen und adulten Zelltypen und Gewebe eines multizellularen Organismus
gebildet werden. Im Laufe der Ontogenese nimmt ihre Ausdifferenzerungsfahigkeit
ab. Sie reduziert ihr Differenzierungspotental von totipotent Uber pluripotent und
multipotent nach unipotent. Es ist nach wie vor unklar, wie potent eine applizierte
Zelle sein muss, um hochdifferenziertes Gewebe wie beispielsweise Myokard zu
ersetzen. Am besten wirden sich embryonale Zellen aus frihen Embryonalstadien
zum Beispiel Blastozysten eignen, dies ist allerdings ethisch umstritten da dabei der
frihe Embryo zerstdrt werden muisste.

Eine ethische Problematik besteht beim Einsatz adulter Zellen nicht. Nachdem man
lange Zeit der Uberzeugung war, dass adulte Zellen nur ein eingeschrénktes
Differenzierungspotential besitzen und nur in wenige (Multipotenz) oder nur einen
(Unipotenz) Zelltypen differenzieren konnen, zeigen Forschungsergebnisse der
letzten Jahre, dass adulte Zellen unter bestimmten Bedingungen ein groleres
Differenzierungsspektrum aufweisen koénnten als bislang angenommen (Mdiller-
Ehmsen et al., 2006; Strauer et al., 2001; Taylor et al., 1998). Adulte Stammzellen
lassen sich aus Geweben, wie dem Knochenmark isolieren. Fir viele weitere
Gewebe wie Muskel, Haut, Darm, Leber, Pankreas, Fett- und Nervengewebe konnte
das Vorhandensein von differenzierungsfahigen Zellen nachgewiesen werden (Manz
et al., 2004, Vogelstein et al., 2001).

3.6.1 Skelettmuskelzellen

Im Skelettmuskel wurden Zellen (Skelettmyoblasten) als ruhende, mononukleare
Satellitenzellen beschrieben. Diese Satellitenzellen liegen in der Basallamina, welche
die Muskelfasern umgibt (Mauro, 1961). Es wird davon ausgegangen, dal} diese
Zellen eine Zellpopulation darstellen, welche zur Regeneration des Muskelgewebes
beitragt. Studien haben gezeigt, dass Satellitenzellen proliferieren und Muskelfasern
bilden kdnnen. Auch in vitro konnte eine Differenzierung von Satellitenzellen in
Muskelfasern gezeigt werden (Bischoff, 1990). Im Jahre 1992 wurde erstmals in
einer experimentellen Arbeit versucht untergegangenes Herzmuskelgewebe durch
das Einbringen von Skelettmyoblasten zu kompensieren (Marelli et al., 1992).
Verschiedenen Arbeitsgruppen fuhrten am murinen Tiermodell Versuche mit

Skelettmyoblasten durch, die nach Infarktinduktion sowohl in Ratten (Murry et al.,
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1996) als auch in Kaninchen (Taylor et al., 1998) injiziert wurden. Nach einigen
Wochen zeigte sich eine Funktionsverbesserung der Ejektionsfraktion (Taylor et al.,
1998) sowie eine Expression von spezifischen skelett- und kardialen Markern bei
Spenderzellen im infarzierten Areal; letzteres wurde durch Immunhistochemie
nachgewiesen. Menasché et al. fanden eine Verbesserung der Kontraktilitat des
Herzens nach 5 Monaten (Menasché et al., 2001). Dies konnte allerdings in der
Placebo kontrollierten und randomisierten MAGIC Studie nicht bestatigt werden. Die
97 Patienten, welche mit Skelettmyoblasten intramyokardial behandelt wurden
zeigten keinen Verbesserung der LV Funktion im Vergleich zur Placebogruppe
(n=30) (Menasché et al., 2008).

3.6.2 Endotheliale Progenitorzellen

Auch endothelialen Progenitorzellen (EPC) wird das Potential zugesprochen, bei der
Zelltherapie am Herzen von Bedeutung zu sein. Ihnen wird vor allem die Neubildung
von Endothel zugeschrieben (Assmus et al., 2002, Muiller-Ehmsen et al., 2006). Die
endothelialen Progenitorzellen wurden als aus dem Knochenmark stammende Zellen
im peripheren Blut nachgewiesen und kdnnen in ischamischem Gewebe zur Bildung
neuer Blutgefalle fihren (Asahara et al., 1999b, Kocher et al., 2001, Takahashi et al.,
1999). Eine allgemein anerkannte Charakterisierung der endothelialen
Progenitorzellen ist allerdings unklar. Es gibt Hinweise daflr, dass eine gemeinsame
Vorlauferzelle sowohl fir hamatopoetische als auch endotheliale Zelllinien, ein so
genannter Hamangioblast, existiert (Dieterlen-Lievre et al., 2002, Manz et al., 2004,
Shalaby et al., 1995, Yamashita et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass EPCs
unter dem Einwirken angiogenetischer Wachstumsfaktoren Eigenschaften
endothelialer Zellen annehmen kdnnen (Fernandez et al., 2001, Schmeisser et al.,
2001). Ihre Differenzierungsfahigkeit zu reifen Endothelzellen konnte in vitro und in
vivo nachgewiesen werden (Asahara et al., 1997).

Ischamiezonen mobilisieren Botenstoffe wie den vascular endothelial growth factor
(VEGF), welche z.B. Progenitorzellen aus dem Knochenmark anlocken (Gill et al.,
2001). Im ischamischen Gewebe werden einerseits Botenstoffe exprimiert, aber auch
Rezeptoren ausgebildet, welche die Adhasion, Migration und Differenzierung der
angelockten Zellen steuern (Liesveld et al., 2001). Dieser Reparaturmechanismus
scheint jedoch nur kleine Endotheldefekte zu reparieren und bei einem

Myokardinfarkt nicht auszureichen (Jackson et al., 2001). Es wird vermutet, dass
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durch die gezielte Applikation von Progenitorzellen in das Infarktgebiet die

Reparaturkapazitat vervielfacht werden kann.

Kawamoto et al. fuhrten Untersuchungen mit EPCs am Schwein durch (Kawamoto et
al., 2003). Sie applizierten EPCs durch Katheter basierte intramyokardiale Injektion in
infarziertes Myokard. Vier Wochen nach der Applikation von CD31+ MNC
(Monunukleare Zellen) waren die KollateralgefalRe deutlicher ausgepragt und die
ultrasonographisch gemessene Ejektionsfraktion (EF) stieg signifikant an. In den

Kontrollgruppen war keine Verbesserung festzustellen (Kawamoto et al., 2003).

In der TOPCARE-AMI-Studie wurde die Wirkung von zirkulierenden EPCs bei
Patienten mit akutem Herzinfarkt nach direkter intrakoronarer Injektion evaluiert und
ein positiver Effekt auf das Remodelling festgestellt (Schachinger et al., 2004). Das
Problem bei diesen Zellen ist ihre geringe Verflgbarkeit, da sie derzeit mit hohem
Aufwand aus peripherem Blut gewonnen und in Kultur vermehrt werden mussen.
Kultivieren und Aufzichten bedeutet aber, dass sowohl das Differenzierungspotential
der Zellen vermindert wird als auch das Risiko ihrer kanzerogenen Entartung steigen

konnte.

3.6.3 Fettgewebszellen

Auch subkutanes Fettgewebe enthalt Zellen, welchen ein Potential zur
Differenzierung in verschiedene Zelltypen zugeschrieben wird. Es konnten
Differenzierungen in verschiedene Zelllinien bestatigt werden: Adipogenese,
Chondrogenese, Osteogenese, Angiogenese und Myogenese. Die Fahigkeit sich zu
Kardiomyozyten zu differenzieren, konnte mehrmals in vitro gezeigt werden (Zuk et
al., 2002, Rehman et al., 2004, Morizono et al., 2003). Yamada et al. injizierten aus
dem Fettgewebe gewonnene Zellen in die Infarktrandzone infarzierter Mauseherzen

und fanden eine Ausdifferenzierung in Kardiomyozyten (Yamada et al., 2006).

3.6.4 Nabelschnurzellen

Im Jahre 1989 fuhrte Gluckmann die erste erfolgreiche Transplantation von Zellen
aus der Nabelschnur durch (Gluckmann et al., 1989). In der letzten Zeit hat die
Anwendung von Nabelschnurblutzellen immer mehr an Bedeutung gewonnen, denn
auch im Nabelschnurblut konnten z.B. Progenitorzellen gefunden werden. Man
nimmt an, dass die Zellen im Nabelschnurblut weniger differenziert sind als die im
Blut ausgewachsener Organismen und daher weniger stark immunologisch wirken.
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Heterologe Transplantate von Nabelschnurblut rufen interessanterweise keine starke
Abwehrreaktion hervor (Henning et al., 2004). Henning et al. fanden nach
intramyokardialer  Injektion humaner Nabelschnurblutzellen in infarzierte
Rattenherzen eine Verbesserung der kardialen Funktionsparameter (LVEF,
Wanddicke und dP/dt) im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (Henning et
al., 2004).

Auch die Arbeitsgruppe von Stamm arbeitet mit Nabelschnurblutzellen (Ma et al.,
2006). Nach Injektion humaner Nabelschnurzellen in infarzierte Mauseherzen fanden
sie zwar Spenderzellen, die endotheliale Marker exprimierten, doch konnten keine
Hinweise auf eine Differenzierung in Myozyten gefunden werden. Es konnte gezeigt
werden, dass humane Nabelschnurzellen zur Angiogenese in der Lage sind, doch
muss ihre Auswirkung auf die Kontraktilitat weiter untersucht werden (Ma et al.,
2006). Moelker et al. untersuchten die Wirkung von Nabelschnurblutzellen auf den
Myokardinfarkt beim Schwein (Moelker et al., 2007). Magnetresonanztomographisch
wurde kein Unterschied in der linksventrikularen Funktion zwischen der mit Zellen
behandelten Gruppe und der Placebogruppe gefunden. Die Zellen schienen zwar in
der Infarktrandzone zu Uberleben, doch zeigten sie keine Expression endothelialer
oder kardialer Marker. Durch die intrakoronare Injektion der Zellen ist es sogar zu

weiteren Mikroinfarkten gekommen (Moelker et al., 2007).

3.6.5 Knochenmarkzellen

Schon mit Beginn der Stammzellforschung wurde Zellen aus dem Knochenmark ein
hohes Ausdifferenzierungspotential zugestanden. Sie vermdgen sich in verschiedene
Gewebe auszudifferenzieren (Goodell, 2001; Krause, 2001). In vitro zeigten Pittenger
et al. ihr groRes Potential sich in unterschiedlichste Zelltypen zu differenzieren
(Pittenger et al., 1999). Neben der Differenzierung in Osteozyten, Chondrozyten und
Adipozyten konnte gezeigt werden, dass sie sich auch in Kardiomyozyten
weiterentwickeln kdnnen (Makino et al., 1999). Der erstmalige Befund, dass sich
adulte Knochenmarkzellen nach Einbringen in infarziertes Herzmuskelgewebe
moglicherweise zu Herzmuskelzellen differenzieren konnten, flihrte dazu, dass der
Zellersatztherapie eine echte Chance flr den klinischen Einsatz eingeraumt wurde
(Orlic et al., 2001). Knochenmarkzellen haben im Vergleich zu anderen Zellen den
Vorteil, dass sie vom Patienten selbst leicht gewonnen, und somit autolog eingesetzt

werden kdonnen. Die zu beflrchtende AbstolRungsreaktion beim Einsatz heterologer
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Zellen ist bei dieser Art der Zellersatztherapie nicht zu erwarten. Nach
Ausdifferenzierung in Herzmuskelzellen waren Knochenmarkzellen auch anderen
autolog einsetzbaren Zelltypen, wie z.B. Skelettmyoblasten, dadurch Uberlegen, dass
sie keine Fremdzellen im Herzen darstellen (Leobon et al., 2003).

Bisher konnten drei adulte Stammzelllinien im Knochenmark gefunden werden:
Hamangioblasten, mesenchymale Zellen und hamatopoetische Zellen. Man schatzt,
dass der Anteil der hamatopoetischen Zellen an allen mononukledren Zellen im
Knochenmark bei 1-2% liegt (Strauss, 1991). Hamangioblasten sind in der Lage
Gefalde zu regenerieren. Sie wurden bislang nur in embryonalen in vitro Systemen
charakterisiert (Lacaud, 2001). Mesenchymale Zellen (MSC) wurden erstmalig 1968
von Friedenstein et al. beschrieben (Friedenstein et al., 1968). Es sind in vivo
ruhende, nicht phagozytierende, Fibroblasten ahnliche Zellen, die in vitro adharieren
und Kolonien ausbilden. Im Gegensatz zu hamatopoetischen Zellen kénnen sich
MSCs Uber viele Passagen hinweg teilen und sind, in Kultur gehalten, negativ fur
CD34 (Guo, 2001). MSCs haben das Potential sich in Knochen, Fett, Stromamark,
Skelett- und Herzmuskel auszudifferenzieren (Horwitz, 1999, Toma, 2002, Bianco,
2001). Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Verfaillie (Verfaillie, 2002) legen nahe,
dass aus isolierten MSC Gewebe alle drei Grundgewebeschichten (Endo-, Meso-
und Ektoderm) des Korpers gezlchtet werden kdnnen. Dies ist ein weiteres Indiz fur
die Multipotenz der adulten MSC (Jiang et al., 2002).

Eine weitere Stammzellfraktion im Knochenmark stellen die hdmatopoetischen Zellen
(HSC) dar. Sie teilen sich in vivo kontinuierlich, werden in vitro nicht adharent,
imponieren als einfach strukturierte, zytoplasmaarme Zellen mit groRem Kern und
differenzieren sich zu den einzelnen Komponenten des blutbildenden Systems aus
(Bianco et al.,, 2001). HSCs sind gut charakterisiert und die bislang einzige
Stammezellart, die in der klinischen Routine im Rahmen der autologen und allogenen
Transplantation bei hamatologischen Erkrankungen wie Leukamien, Lymphomen
oder multiplen Myelomen eingesetzt wird (Appelbaum et al.,, 2001; Doéhner et al.,
2001; Druker et al., 2002; Harousseau et al., 1995). Neben der Hamatopoese haben
HSCs unter geeigneten Bedingungen auch das Potential sich in andere Zellen wie
Muskelzellen (Ferrari et al., 1998), Herzmuskelzellen (Orlic et al., 2001 b; Mdller et
al., 2002), Hepatozyten (Lagasse et al., 2000), Astrozyten (Kopen et al., 1999) und
Nervenzellen (Brazelton et al.,, 2000) auszudifferenzieren. Ein Problem fur die

therapeutische Verwendung dieser Zellen liegt darin, dass es bis heute nicht moglich
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ist, HSCs Uber langere Zeit ohne Verlust ihres Stammzellpotentials in vitro zu
expandieren. Sie mussen daher immer frisch gewonnen werden.

Wegen des guten Potentials von Knochenmarkzellen, ihrer leichten Gewinnung
durch Knochenmarkpunktion und den bereits vorhandenen Erfahrungen der
Hamatologie, wurden sowohl klinische als auch tierexperimentelle Studien zur

Zellersatztherapie des Myokardinfarktes mit diesen Zellen verstarkt durchgefuhrt.

3.6.5.1 Klinische Studien mit Knochenmarkzellen

Die erste klinische Arbeit mit Transplantation von autologen mononuklearen
Knochenmarkzellen wurde von Hamano und Mitarbeitern in Japan durchgefuhrt
(Hamano et al., 2001). Die Zellen wurden bereits 1999 bei 5 Patienten, wahrend
einer aortokoronaren Bypass-Operation in das Infarktareal injiziert. Bei 3 von 5
Patienten konnte im weiteren Verlauf des Jahres eine deutliche Verbesserung der
myokardialen Durchblutung im Infarktrandgebiet festgestellt werden. Im weiteren
Verlauf gab es andere klinische Studien, die eine ahnliche Zellapplikation einsetzten
(Stamm et al.,, 2003, 2004). Diese intramyokardialen Applikationsmethoden
beinhalten allerdings die Risiken einer Thoraxeroffnung. Diese Intervention kann
jedoch bei einem akuten Infarkt nicht durchgefiihrt werden. Tse et al. vermieden dies
indem sie die Zellen kathetergesteuert intramyokardial injizierten (Tse et al., 2003).

In den meisten Situationen wird die Applikation der Zellen wahrend der
Ballondilatation bei Katheterisierung favorisiert. Strauer und Mitarbeiter waren die
ersten, die mononukleare Knochenmarkzellen ohne Thoraxer6ffnung intrakoronar
appliziert haben. Sie verwendeten einen Niedrig-Druck Ballonkatheter, um die Zellen
in das Infarktgebiet zu injizieren (Strauer et al., 2001). Zur Zellgewinnung wurde bei
den Patienten Knochenmark aspiriert. Die Zellen wurden aufbereitet, kultiviert und 6
Tage nach Infarkt injiziert. 10 Wochen nach Applikation war die Infarktgrof3e bei dem
46 jahrigen Patienten von anfangs ca. 25 % auf 16 % verringert und die
Ejektionsfraktion verbesserte sich um 7%.

Seitdem sind weitere nicht kontrollierte klinische Studien durchgefuhrt worden. 2002
veroffentlichten Strauer et al. eine grofiere Studie mit 20 Patienten, bei denen der
akute Infarkt durch medikamentése Standardtherapie, Reperfusion der Arterie mittels
Ballondilatation und Stentimplantation behandelt wurde. 10 Patienten erhielten

zusatzlich autologe, mononukleare Knochenmarkzellen mittels Niedrig-Druck-
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Balloninfiltration. Im Verlaufe der nachsten 3 Monate verminderte sich bei der
Zelltherapiegruppe die InfarktgrofRe von 30% auf 12% und es konnte eine Zunahme
der regionalen Wandbewegung von 2.0+£1.1 auf 4.0+2.6 cm/s, P=0.028 festgestellt
werden. Die Verbesserung war signifikant verschieden zu der der Kontrollgruppe.
Jedoch lies sich keine Verbesserung der EF sichern (Strauer et al., 2002).

2002 folgte die TOPCARE-AMI-Pilotstudie in die 31 Patienten mit standardmafiger
Behandlung eingeschlossen wurden. Mittels Katheterapplikation bekamen 9 von
ihnen zusatzlich autologe Knochenmarkzellen und 11 Patienten ebenfalls zusatzlich
EPCs aus peripherem Blut. Zwischen den 3 Gruppen bestand kein Unterschied der
Ausgangswerte. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen gab es keinen Unterschied
zwischen der Knochenmark- und der EPC-Gruppe. Bei beiden zellbehandelten
Gruppen stieg im Verlaufe der ersten 4 Monate sowohl die EF von ca. 52% auf 60%
als auch der WMSI (,Wall Motion Score Index“) im infarzierten Bereich von -1,5 auf -
0,5 SD/chord signifikant an. Das linksventrikuldre endsystolische Volumen (LVESV)
verkleinerte sich von 56 auf 42 ml. Die unbehandelte (historische) Kontrollgruppe
verbesserte sich nicht. Bei dieser Studie wurde ersichtlich, dass vor allem die am
Infarktgebiet angrenzenden Regionen eine Verbesserung aufzeigten (Assmus et al.,
2002). Zur Klarung der Frage welche der beiden Zellgruppen einen gréflieren Einfluss
auf die Herzfunktion hat, wurden in einer Folgestudie 5 Tage nach Rekanalisation bei
30 Patienten per transkoronarer Applikation Knochenmarkzellen injiziert, bei 29
Patienten erfolgte die Injektion von EPCs aus dem peripheren Blut. Eine
Angiographie nach 4 Monaten bestatigte wiederum, dass bei beiden zellbehandelten
Gruppen die LVEF von 50% auf 58% aufgrund eines von 54 auf 44 ml
abgesunkenen LVESV, signifikant angestiegen war. Eine Kontrast-Magnet-
Resonanz-Tomographie (MRT) nach einem Jahr belegte eine signifikante
Verbesserung der EF (9,3 £8,0%), eine reduzierte InfarktgroRe und eine
ausbleibende linksventrikulare Hypertrophie. Dies lie} eine funktionale Regeneration
des infarzierten Ventrikels vermuten (Schachinger et al., 2004).

Die BOOST-Studie in Hannover schloss 60 Patienten mit akutem ST-Hebungsinfarkt
ein (Wollert et al., 2004). Bei allen Patienten wurde zunachst lege artis eine
Rekanalisation des InfarktgefalRes durchgefuhrt. Einige Tage spater wurden bei 30
mittels Zufallsprinzip gewahlten Patienten bei einer erneuten Koronarangiographie
autologe mononukleare Knochenmarkzellen Uber das Infarktgefal® infundiert. In

dieser Gruppe zeigte sich nach sechs Monaten bei der kernspintomographisch

21



gemessenen LVEF eine Verbesserung im Vergleich zur Kontrollgruppe. (+6,7%;
Kontrollgruppe +0,7%). Auch diese Studie lie3 erkennen, dass vorrangig die
Randgebiete des Infarktes fur die kardiomyogene Regeneration verantwortlich waren
(Wollert et al., 2004). Im Anschluss an diese Studien mit doch relativ kleiner Fallzahl,
folgten doppel-blind durchgefuhrte, randomiserte, Placebo-kontrollierte Studien. Da
die Ergebnisse solcher Studien ein wesentlich besser verifiziertes Ergebnis bezuglich
der funktionellen Auswirkung von Knochenmarkzellen haben, muissen diese
besonders hervorgehoben werden. Diese neueren Studien mit einer deutlich héheren
Fallzahl zeigen widersprichliche Ergebnisse: Ein gunstiger Effekt einer
mononuklearen Knochenmarktherapie auf die linksventrikuldare Funktion bei
Patienten nach Myokardinfarkt wurde in der REPAIR AMI- Studie gefunden. In dieser
Untersuchung wurden 103 Patienten mit im Mittel 23,6 x 107 Knochenmarkzellen
intracoronar behandelt und 101 Patienten mit Placebo. Hier zeigte sich bei der
Placebogruppe eine Verbesserung der EF von im Mittel 47% auf 50%, wahrend der
Anstieg bei den zellbehandelten Patienten von im Mittel 48 auf 54% signifikant

gréler war (Schachinger et al., 2006).

Janssens und Mitarbeiter behandelten 33 von 67 Patienten mit ST-Hebungsinfarkt
schon innerhalb von 24-48 Stunden nach Infarkt intracoronar mit 30,4 x 10’
mononuklearen Knochenmarkzellen. Untersuchungen der globalen linksventrikularen
Funktion mittels Magnetresonanztomographie konnten keine Verbesserung
gegenuber der Placebogruppe (n = 34) zeigen. Bei der Positronen Emissions
Tomogaphie (PET)-Analyse zur Bewertung der Vitalitat von myokardialem Gewebe,
zeigt sich, dass die mit Zellen behandelten Patienten ein deutlich geringeres
Infarktareal zurtickbehielten. Dies zeigte sich auch in der Kernspintomographie bei
der Analyse der regionalen Wandbewegung der betroffenen Infarktregionen
(Janssens et al., 2006).

Eine weitere doppelblinde randomisierte placebokontrollierte Studie mit einem sehr
homogenen Patientenkollektiv ist die ASTAMI-Studie. 97 Patienten mit ausschlief3lich
ST-Hebungsinfarkt der Vorderwand durch nachgewiesenem Verschluss der LAD
wurden in diese Studie eingeschlossen (Lunde et al., 2006). Die intracoronare
Zellinjektion erfolgte im Mittel sechs Tage nach Myokardinfarkt. Die Herzfunktion
wurde mit verschiedenen Methoden (SPECT, Echokardiographie und MRT) ermittelt.

Der Effekt der Knochenmarkzellen auf die LVEF lag in einer Verbesserung von 0.6%
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(P=0.77) bei der Untersuchung mittels SPECT, bei 0.6% (P=0.70) bei der
echokardiographischen Untersuchung sowie einer Abnahme von 3.0% (P=0.054) bei
der Messung mittels MRT. Demnach konnte bei keiner der Methoden ein zuséatzlicher
Nutzen einer mononukledren Knochenmarkzelltherapie nachgewiesen werden. In der
Arbeit von Chen et al. bekamen 35 (Placebogruppe) von 69 Patienten 18 Tage nach
Myokardinfarkt ein der Zelltherapiegruppe &aquivalentes Volumen an Phosphor
Buffered Saline injiziert. Im Gegensatz zu den meisten anderen Studien wurden in
der Zelltherapiegruppe autologe Uber 10 Tage Kkultivierte Knochenmarkzellen
(mesenchymal stem cells, MSC) (8-10 x 10° Zellen/ml) appliziert. Alle 69 Patienten
wurden Uber 6 Monate zu den gleichen Zeitpunkten untersucht (PET,
Herzkatheterisierung, Echokardiographie). Die LVEF stieg nach 3 Monaten in der
zellbehandelten Gruppe signifikant im Vergleich zu vor Zellinjektion und der
Kontrollgruppe (67 +/- 11% vs 49 +/- 9% und 53 +/- 8%, P < 0.05). Im Verlauf der
folgenden 3 Monate konnte keine weitere Verbesserung der EF festgestellt werden.
Der WMSI verbesserte sich nach 3 Monaten in der Zellgruppe (4.2 +/- 2.5 cm/s vs
2.2 +/- 1.3 cm/s, P < 0.05), aber nicht in der Kontrollgruppe (2.2 +/- 1.5 cm/s vs 2.7
+/- 1.7 cm/s, P > 0.05) (Chen et al., 2004).

3.6.5.2 Tierexperimentelle Studien

Die Auswertungen aller klinischen Studien erlauben keine endgultigen Rickschlisse
auf das Potential der Stammzellapplikation am Herzen. Es ist beim Menschen weder
modglich den Differenzierungszustand noch den Verbleib der Zellen nach Applikation
histologisch nachzuvollziehen. Daher wurden verschiedene tierexperimentelle
Versuchsmodelle entwickelt, um sowohl die Wirkung der Zelltherapie am Herzen
besser nachvollziehen zu kdnnen als auch Informationen tber den Verbleib und

Abbauweg der Zellen nach Applikation zu gewinnen.

Untersuchungen dieser Art begannen am transgenen Ratten-/Mausmodell, da sich
u.a. bei diesen Spezies durch spezifische ,Mauselinien die Zellen leichter
nachweisen lassen. Des Weiteren sind fur Ratte und Maus die fur die
Immunhistologie  notwendigen  Antikérper viel umfangreicher vorhanden.
Immunhistochemisch kann nachgewiesen werden, ob die applizierten Zellen
entsprechende kardiale Proteine ausgebildet haben. Viele dieser Marker sind fur die

Spezies Ratte/Maus vorhanden, nicht aber flirs Schwein.
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Die Gruppe um Jackson (Jackson et al., 2001) untersuchte die Spontanmigration von
Knochenmarkzellen bei Mausen. Es sollte festgestellt werden, ob Einwanderung in
infarziertes Gewebe stattfindet. Hierfir wurde weiblichen Tieren einer Mauselinie das
Knochenmark durch Bestrahlung zerstort und danach durch Knochenmark
mannlicher Mauselinien, welche u.a. das lacZ Antigen exprimierten, ersetzt. 10
Wochen nach diesem Vorgang wurde bei den Knochenmark transplantierten Tieren
die LAD okkludiert. 2-4 Wochen nach Infarktinduktion wurden die Mauseherzen zur
immunhistochemischen Untersuchung enthommen. Aus dem Knochenmark
stammende Zellen mit Y-Chromosom wurden durch die verschiedenen verwendeten
Markierungstechniken im Herzen der weiblichen Mause detektiert. Es wurde
untersucht, welche Art der Regeneration durch die eingewanderten Zellen
entstanden ist und wie weit sich kardiale Eigenschaften ausgebildet hatten. Es zeigte
sich, dass aus dem transplantierten Knochenmark Zellen in die infarzierte Herzregion
eingewandert sind und sich in Myokard (0,02% der vorhandenen Kardiomyozyten)
und Endothelzellen (3% der Blutgefale) differenziert haben (Jackson et al., 2001).
Orlic et al. brachten 2001 an weiblichen LAD ligierten Mausen nach Injektion
mannlicher ,enhanced Green Fluorescent Protein“ (eGFP) Zellen, als Erste den
Befund, dass adulte Knochenmarkzellen (KMZ) nach Autotransplantation in
infarziertes Herzmuskelgewebe zu Herzmuskelzellen differenzieren konnten (Orlic et
al., 2001).

Murry et al. konnten nach Anreicherung der KMZ und intramyokardialer Injektion
keinerlei Ausdifferenzierung der lin-/c-kit+-Zellen zu Herzmuskelzellen feststellen
(Murry et al., 2004). Balsam et al. konnten in einem &hnlichen Versuchsaufbau wie
von Orlic et al. ebenfalls bei den applizierten Zellen keinerlei kardiozytenspezifische
Marker detektieren. Es fanden sich nach 10 Tagen zwar noch vereinzelt Zellen aus
dem Transplantat, jedoch konnten 30 Tage nach Zellapplikation keine markierten
Zellen mehr nachgewiesen werden. Im Bezug auf die Herzleistung fand sich jedoch
nach 6 Wochen echokardiographisch eine moderate aber dennoch signifikante
Verbesserung der Herzleistung (Balsam et al., 2004).

Es stellte sich die Frage, ob sich die von Orlic et al. gefundenen Zellen nun wirklich in
Myozyten ausdifferenziert hatten, oder ob womdglich eine Zellfusion zu den
gefundenen Ergebnissen gefihrt hat. Terada et al. zeigten flr Zellen des
Knochenmarks, dal® sie in vitro mit embryonalen Zellen fusionieren und deren

Eigenschaften annehmen kdénnen (Terada et al, 2002). Alvarez-Dolado et al. zeigten
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die Fusion von (hamatopoetischen) Knochenmarkzellen mit Kardiomyozyten,
Hepatozyten und Purkinje Neuronen in vivo (Alvarez-Dolado et al., 2003). So kann
vermutet werden, dass zumindest ein Teil der beobachteten Plastizitat adulter
Stammellen auf einer Fusion mit gewebe-spezifischen Zellen besteht. Auch Nygren
et al. stellten in ihren Arbeiten lediglich Zellfusion und keine Transdifferenzierung in
Kardiomyozyten fest (Nygren et al., 2004). Die Haufigkeit der beobachteten Fusionen
ist allerdings zumindest in vitro mit 2-11 fusionierten Zellen/10° Knochenmarkzellen
sehr gering (Terada et al., 2002). Auch Harris et al. postulierten, dass die Zellfusion
zwar in vitro moglich ist, in vivo aber so selten ist, dass sie physiologisch keinerlei
Bedeutung hat (Harris et al., 2004).

Unter absolut reproduzierbaren Bedingungen, und in Anlehnung an die von Orlic
2001 durchgefihrten Untersuchungen, injizierten Kajstura et al. c-kit’/eGFP positive
Knochenmarkzellen mannlicher Mause in infarzierte Herzen weiblicher Tiere. Sie
fanden eine funktionelle Verbesserung der Herzfunktion, welche ihrer Meinung nach
auf eine Differenzierung der applizierten Zellen und eine Wiederherstellung des
geschadigten Myokards zurtckzufuhren ist. Der Beweis, dass dies nicht auf eine
Zellfusion zurickzufuhren war, liegt darin, dass alle von ihnen gefundenen neue
Herzzellen einen einfachen Y-Chromosomensatz hatten und nicht, wie den bei einer

Zellfusion zu erwartenden X-und Y-Chromosomensatz (Kajstura et al., 2005).

Neben den obigen Vorteilen bei den beschriebenen murinen Tiermodellen, gibt es
aber auch Nachteile. Die hohe Herzfrequenz (bis zu 600 Schlage pro Minute)
erschwert die genaue Applikation der Zellen, auch ist die Grolle des Herzens
limitierend fur eine genaue Infarktinduktion. Dieses gilt auch fur die funktionellen
Untersuchungen. Daher wurden neben den murinen Studien auch Studien am Hund,
Schaf und Schwein durchgefihrt.

Silva et al. okkludierten nach Thoraxer6ffnung bei 12 Hundeherzen die LAD mit Hilfe
eines Ameroid Constrictors (Silva et al., 2005). 30 Tage spater wurden entweder
100x10° mesenchymale Stammzellen (MSCs) geldst in 10 ml Kochsalzlésung (n=6),
oder reine Kochsalzlésung (n=6) intramyokardial injiziert. Zum Zeitpunkt der
Zellinjektion und nach weiteren 30 Tagen wurden ein Ruhe- und ein
Belastungsultraschall  durchgefihrt. Nach Euthanasie wurden die Tiere
histopathologisch  und  immunhistochemisch  untersucht. Die  Ausgangs-

ejektionsfraktion war in beiden Gruppen gleich. In der Zellgruppe verbesserte sich die
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EF von ca 42% auf 47% im Vergleich zu der Placebogruppe, in der die EF von ca
38% auf 20% weiter abfiel. Ahnlich verhielt es sich bei der stressinduzierten
Untersuchung. Bei der histopathologischen Untersuchung fanden Silva et al. im
Infarktgebiet in der Zellgruppe einen Trend zur geringeren Fibrosierung und hdherer
Gefalidichte. Gemal den histologischen Untersuchungsbefunden differenzierten sich

die MSCs in Endothelzellen und glatte Muskelzellen aber nicht in Myozyten.

Um den Einfluss von autologen, mononukledaren Knochenmarkzellen auf die
Herzfunktion zu untersuchen, applizierten Shake et al. 14 Schweinen kultivierte
Knochenmarkzellen. Die Infarktinduktion erfolgte durch 60 minltige Ligatur der LAD.
Die Zelltransplantation erfolgte intramyokardial 2 Wochen spater. Zur Messung der
regionalen Wandbewegung wurden piezoelektrische Kristalle in der Infarktregion
platziert. Der Grad der Kontraktion war 4 Wochen nach Infarkt mit 5,4% bei der
Zelltherapiegruppe deutlich besser als die 3,4% in der Placebogruppe. Auch war die
Wanddickenabnahme bei den mit Zellen behandelten Tieren deutlich weniger
ausgepragt. In der histologischen Analyse schienen die Zellen bei den Tieren
aufgrund des Nachweises herzmuskelspezifischer Proteine, im Herzen angewachsen
zu sein (Shake et al., 2002).

Wie oben beschrieben stellten viele der Arbeitsgruppen eine Zunahme der
Kollateralgefalde nach Stammzellapplikation fest. Fuchs et al. gingen u.a. der Frage
nach, wie es zu dieser Gefalibildung kommen kann und welchen Einfluss diese
Gefallzunahme auf die Herzfunktion haben koénnte. Sie kultivierten Endothelzellen
einerseits in  mit Knochenmarkzellen angereichertem Medium sowie in
knochenmarkzellfreiem Medium. Sie stellten fest, dass die Proliferationsfaktoren
Vascular endothelial growth factor (VEGF) und Monocyte chemotactic protein-1
(MCP-1) bei Anwesenheit von Zellen signifikant anstiegen. In einer in vivo Studie
wurden 21 spezifisch pathogenfreie Schweine von Fuchs et al. untersucht. 14 Tieren
wurde mit Hilfe eines Ameroid Constrictors die linke Arteria circumflex okkludiert, bei
7 wurden mittels transendokardialer Injektion 4 Wochen nach Infarktinduktion
autologe Knochenmarkzellen appliziert. Die Placebogruppe erhielt heparinisierte
Pufferlésung (n=7). Von 7 zusatzlichen Schweinen ohne myokardiale Ischamie
wurde 4 Tieren ebenfalls frisch entnommene Knochenmarkzellen appliziert, 3 der
Tiere erhielten heparinisierte Pufferlosung. Bei den nicht infarzierten Tieren wie auch

bei der Placebogruppe konnte kein Einfluss der Zellen festgestellt werden. Obwohl
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histologisch keine Vermehrung der KollateralefaRe oder eine Zunahme des
GefalRdurchmessers festgestellt werden konnte, fand sich in der Zellgruppe 4
Wochen nach Zellinjektion ein signifikanter Anstieg der regionalen Durchblutung des
Myokards im ischamischen Bereich von 83 auf 98%. Das beweist, dass schon
minimale, histologisch nicht mehr nachweisbare, anatomische Veranderungen im
Kapillarbett groRe Durchblutungsveranderungen bewirken kénnen. Die gefundene
Durchblutungssteigerung kann durch die in der in vitro Studie gefundene Zunahme

von Angiogenesefaktoren wie VEGF und MCP-1 erklart werden (Fuchs et al., 2001).

Der Fragestellung, ob die ins Herz applizierten Zellen ein arhythmogenes Potential
haben, sind Goodchild et al. nachgegangen. Sie untersuchten am Schweinemodell
maogliche Konsequenzen einer intramyokardialen Transplantation mit mononuklearen
Knochenmarkzellen. Vier Wochen nach Infarktinduktion wurden 107 oder 108
autologe MNCs mittels kathetergesteuerter intramyokardialer Injektion gespritzt. In
der Placebogruppe wurde Kochsalzlosung gespritzt. Nach 7 Wochen wurden
elektrophysiologische Untersuchungen durchgefiuhrt, um das rhythmogene Potential
der Zellen zu evaluieren. Es waren keine Arrhythmien sowohl in der mit 107 als auch
in der mit 10® Zellen behandelten Gruppe feststellbar. Nach Euthanasie des Tieres
wurde das Herz histopathologisch untersucht, es wurden keine zellinduzierten
histopathologischen Veranderungen gefunden. Damit kam er zu dem Schluss, dass
diese Art der Zellapplikation aus elektrophysiologischer Sicht sicher ist und nicht zu
Arrhythmien fuhrt (Goodchild et al, 2006).

3.6.6 Weitere Zellen

Neben den oben erwahnten Zellen gibt es auch weitere Untersuchungen, um mit
anderen Zelltypen adulter Stammzellen eine Zellersatztherapie durchzufuhren. So
konnten Laugwitz et al. nachweisen, dass kardiale Progenitorzellen (Islet 1) das
Potential haben sich zu Herzmuskelzellen auszudifferenzieren (Laugwitz et al.,
2008). Eine weitere Zelllinie, die Herzmuskelgewebe eventuell ersetzen kdnnte,
wurde in den iPS Zellen (induced pluripotent stem cells) gefunden. Kim et al. konnten
zeigen, das die ursprunglich aus Fibroblasten von Mausen und Menschen
gewonnenen Zellen sich in verschiedenen Zelllinien weiter ausdifferenzieren kénnen
(Kim, 2008)
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Als eine weitere Quelle adulter Stammzellen werden auch Spermatogonien auf ihr
Potential zur weiteren Differenzierung untersucht. In ihren Untersuchungen konnten
Guan et al. zeigen, dass die Zellen aus den Hoden von erwachsenen Mausen unter
Zellkulturbedingungen ahnliche Eigenschaften entwickeln wie embryonale
Stammzellen (Guan et al., 2006).

3.7 Verbleib der applizierten Zellen

Neben der Fragestellung der Plastizitat der applizierten Zellen, ist auch der Verbleib
dieser Zellen von Bedeutung. Barbash et al. applizierten in vitro vermehrte
Knochenmarkzellen adulter Ratten in 39 koronar ligierte und scheinoperierte Ratten.
Die Applikation erfolge in den linken Ventrikel oder intravenés. Die mit Technetium
(*™Tc) (n=19) markierten Zellen wurden entweder 2 oder 10-14 Tage nach
Myokardinfarkt appliziert. Bei einem Teil der Tiere erfolgte die Darstellung der Zellen
mittels Gammakamera vier Stunden nach Zellapplikation. Herz, Lunge, Leber, Milz
und Knochen wurden zusatzlich nach Tétung des Tieres auf das Vorhandensein von
%MTc untersucht. Bei Tieren mit intravendser Applikation wurden die Zellen
hauptsachlich in den Lungen wieder gefunden, bei der linksventrikularen Applikation
hingegen fanden sich die Zellen vermehrt im Herz und weniger in der Lunge. Bei den
infarzierten Tieren war die Radioaktivitdt im Herzen im Vergleich zu den
scheinoperierten deutlich hdéher. Fir die histologische Analyse wurden bei einem Tell
der Tiere (n=20) die gespritzten Zellen mit LacZ Markergen oder Bromodeoxyuridine
markiert. Die zu untersuchenden Organe wurden zur histologischen Analyse 1
Woche nach Applikation entnommen. LacZ markierte Zellen fanden sich in Leber,
Lunge, Milz und Knochenmark und auch in der Infarktrandzone (Barbash et al.,
2003)

Mdaller-Ehmsen et al. applizierten neonatale Kardiomyozyten mannlicher Ratten in die
durch Ligatur infarzierten Herzen weiblicher Tiere und verwendeten die TagMan-
PCR-Analyse zum Nachweis des Y-Chromosoms in den Empfangertieren. Der
Nachweis erfolgte 3 oder 6 Monate nach Zelltransplantation. Die PCR-Daten der
Untersuchung zeigten, dass mehr als 60% der implantierten Zellen selbst sechs
Monate nach Zelltherapie nachweisbar waren (Muller-Ehmsen et al., 2002b). Jedoch
waren etwa 10 % der injizierten Zellen Fibroblasten, Endothelzellen oder andere

kardiale Zellen, so dass die tatsachliche Zahl der Uberlebenden Kardiomyozyten eher
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geringer einzuschatzen war. Die TagMan-PCR-Analyse des Y-Chromosoms lasst
leider eine Differnzierung zwischen verschiedenen Zelltypen nicht zu. Histologisch
lieRen sich grolke Areale mit neonatalen Herzmuskelzellen im Infarktareal

nachweisen.

Auch bei Untersuchungen am Menschen wurde der Frage nachgegangen welchen
Weg die applizierten Zellen nehmen und wo sie nach der Injektion verbleiben.
Hofmann et al. markierten unselektierte KMZ mit radioaktivem 2-[18F] fluoro-2-deoxy-
D-Glukose (®F-FDG). Die Zellen waren zu 99% markiert bei einer gemessenen
Vitalitdt von 92- 96%. Sie wurden 5-10 Tage nach Stentimplantation injiziert. 6
Patienten bekamen die Zellen intrakoronar appliziert, wobei bei 3 von ihnen die
Fraktion mit CD34+-Zellen angereichert wurde. Bei weiteren 3 Patienten wurden die
Zellen intravends Uber die Vena antecubitalis injiziert. 50-75 min nach Zellapplikation
wurden die Patienten mittels 3D PET (Positron Emission Tomography) untersucht.
Die intravends injizierten, unselektierten Zellen konnten im Herzen nicht eindeutig
von der Hintergrundaktivitat unterschieden werden. Bei den intrakoronar applizierten
unselektierten KMZ wurden 1,3-5,3% der markierten, unselektieten KMZ im
infarzierten Myokard detektiert. Bei der mit CD34+ Zellen angereicherten Fraktion
befanden sich 12,0% bis 21,3% der Gesamtaktivitdt im infarzierten Myokard.
Unselektierte Zellen reicherten sich gleichmafig sowohl im Infarktzentrum als auch
an den Randgebieten an, wohingegen sich CD34+ Zellen hauptsachlich an den
Randgebieten fanden. Der grofdte Anteil der extrakardialen Radioaktivitat konnte in

Milz und Leber gemessen werden (Hofmann et al., 2005).

3.8 Markierung von Zellen vor Injektion in infarzierte Herzen

Die Markierung der applizierten Zellen ist zur Differenzierung wie auch Lokalisation
der applizierten Zellen im Infarkigebiet von entscheidender Bedeutung. Die
wichtigsten Kriterien einer Erfolg versprechenden Markierungsmethode sind die
Markierungseffektivitat, -bestandigkeit, und welchen Einfluss die Markierung auf
Vitalitdt und Funktionalitdt der markierten Zellen hat. Hierfur stehen verschieden
Methoden zur Verfliigung. Sie lassen sich in 6 gro3e Gruppen einteilen: genetische
Marker, Nachweis des Y-Chromosoms, Fluoreszenzmarker, cytoplasmatische

Marker, radioaktive Marker, Eisenmarkierung.
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3.8.1 Zellmarkierung mittels bestimmter Genlinien

Das Prinzip der genetischen Zellmarkierung ist die Expression eines Proteins,
welches von den Donorzellen aber nicht von den Zellen des Empfangertieres
exprimiert wird. So wird es maoglich, applizierte Zellen von den ubiquitar vorhandenen
gleichartigen Zellen des Empfangertieres zu unterscheiden und durch den Nachweis
dieses Proteines zu detektieren. Beispielsweise werden bei Mausen Zellen benutzt,
welche eGFP exprimieren. eGFP-fluoreszierende Zellen kénnen 14 Tage nach
Zellapplikation noch nachgewiesen werden (Orlic et al., 2001a; Balsam et al., 2004;
Murry et al., 2004). Da es sich um eine genetische Zellmarkierung handelt, liegt die
.Markierungseffizienz bei 100%. Es gibt keinen Unterschied in Vitalitdt und
Differenzierungspotential zwischen Zellen der eGFP positiven und eGFP negativen
Méauselinie.

Ein anderer haufig benutzter genetischer Zellnachweis, ist die Verwendung von
Zellen, die LacZ-Protein exprimieren (Jackson et al., 2001). Viral transduziertes LacZ
wurde auch bei weiteren murinen Studien (Wang et al., 2001; Mangi et al., 2003,
Reinecke et al., 2004) und Schweinen (Vale et al., 1999) eingesetzt. Allerdings kann

diese Methode beim Schweinemodell noch nicht effizient durchgefuhrt werden.

3.8.2 Nachweis des Y-Chromosomes

Eine  besondere = Genmarkierung ist die Nutzung des mannlichen
Geschlechtschromosoms. Orlic et al. benutzten als Donorzellen Knochenmarkzellen
aus mannlichen Tieren. Somit konnten die weiblichen Empfanger-Tiere nach
heterologer Transplantation des selektierten Knochenmarks auf das Vorhandensein
des Y-Chromosoms untersucht werden (Orlic et al., 2001a). Auch Muller-Ehmsen et
al. verwendeten eine abgewandelte Form dieser Nachweismethode. Sie injizierten
Kardiomyozyten von mannlichen neonatalen Ratten in infarziertes Herzgewebe
weiblicher Tiere. Mittels TagMan-PCR konnte das Y Chromosom in den weiblichen
Empfangertieren nachgewiesen werden (Muller-Ehmsen et al., 2002).

Generell muss bei der Anwendung genetischer Marker bedacht werden, dass sie
einerseits nur am murinen Tiermodell wirklich etabliert sind und andererseits beim
heutigen Stand der Forschung lediglich flr die Transplantation heterologer Zellen

geeignet sind.
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3.8.3 Zellmarkierung durch fluoreszierende Farbstoffe

Eine Markierungsart flr autologe Zellen ist die direkte Farbung der Zellen mit
fluoreszierenden Farbstoffen. Kocher et al. benutzten 2001 fur ihre Studie 1,1
Dioctadecyl-1-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyaninperchlorat (Dil) zur Fluoreszenz-
Markierung der zu injizierenden Zellen. Das lipophile Fluorochrom Dil ist eine
membran-selektive Zellfarbung und leuchtet im Fluoreszenzmikrokop rot. So kénnen
durch Fluoreszenzmikroskopie die Gewebschnitte auf vorhandene Spenderzellen
untersucht werden (Kocher et al., 2001). Dieser Fluoreszenz-Farbstoff Dil wurde
auch in anderen Studien zum Zellnachweis verwendet (Kawamoto et al., 2001; Vulliet
et al., 2004). Ein weiterer Fluoreszenzfarbstoff ist 4°6-Diamidino-2-phenylindole
(DAPI), welches den Zellkern der zu transplantierenden Zellen anfarbt. Beide
Zellfarbungen sind nicht zytotoxisch (Henning et al., 2006; Tang et al., 2006).

Eine Fluoreszenzmethode mit Gegenfarbung ist die Nachweismethode mit
Bromodeoxyuridin (BrdU). Hierbei werden die Spenderzellen immunhistochemisch
mit Hilfe von anti-BrdU-Antikorpern detektiert. Die Farbeeffizienz liegt bei dieser
Methode ungefahr bei 75%. Tomita et al. wiesen 5 Wochen nach Zelltransplantation
noch implantierte Zellen im Fluoreszenzmikroskop nach (Tomita et al., 1999). Auch
Barbash et al. verwendeten fur die histologische Analyse Spenderzellen, die mit
Bromodeoxyuridine mit einer Markierungseffizienz von 30% markiert waren (Barbash
et al., 2003).

3.8.4 Lichtmikroskopisch nachweisbare Farbemethoden

Neben fluoreszierenden Substanzen bietet auch der lichtmikroskopische Nachweis
des sich im Cytoplasma anreichernden kolloidalen Goldes eine Mdoglichkeit die
applizierten Zellen im Gewebe zu detektieren. Christensen et al. verwendeten 1992
zum ersten Mal diese Markierungstechnik, bei der sie Makrophagen einmal fur 24-48
Stunden und in einer anderen Gruppe bis zu 14 Tage zusammen mit colloidalem
Gold inkubierten (Christensen et al., 1992). Die Markierungseffizienz lag bei etwa
98% und die Vitalitat der Zellen war Uber 14 Tage nicht beeintrachtigt. Schmidt et al.
verwendeten diese Markierungstechnik fir mesenchymale Zellen. Der Nachweis der
Zellen erfolgt lichtmikroskopisch durch Gegenfarbung. Diese Methode bietet
zusatzlich den Vorteil der Moglichkeit des elektronenmikroskopischen Nachweises
(Schmidt et al., 2006).
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3.8.5 Radioaktive Markierungsverfahren

Radioaktive Isotope stellen eine weitere Moglichkeit dar, Zellen zu markieren und
anschlieRend zu detektieren. Gebrauchlich sind die Nuklide "°F, ®*Cu, **™Tc und
"In. Allen gemeinsam ist, dass ihr Zerfall (iber eine Gammakamera detektiert
werden kann. lhre atomphysikalischen Halbwertszeiten liegen fur ®F pei 110
Minuten, fir ®*Cu bei 12,7 Stunden, fur ®*™Technetium bei 6 Stunden und fiir
"Indium bei 2,8 Tagen.

Hofmann et al. markierten unselektierte Knochenmarkzellen mit radioaktivem
BE_.FDG (2-['®F] fluoro-2- deoxy-D-Glukose). Es stellte sich heraus, dass 99% des
applizierten radioaktiven Molekuls zellgebunden war. Die Vitalitdt der markierten
Zellen lag zwischen 92% und 96% (Hofmann et al., 2005). Brenner et al. fanden in
Vorversuchen bei der Markierung von EPCs und HPCs (Hematopoietic Progenitor
Cell) lediglich eine Markierungseffizienz von unter 10% (Brenner et al., 2004). Adonai
et al. zeigen, dass die Aufnahme von "®F_FDG in die Zellen abhangig von der
Verfugbarkeit von Glucosetransportern ist, daher verwendeten sie in ihren Studien
glucosefreies Medium (Adonai et al., 2002). Die geringe Halbwertszeit von "®F-FDG
(110min) und die hohe Eliminationsrate erschweren Kinetikuntersuchungen.

Adonai et al. verwendeten auch ®*Cu zum in vivo Nachweis der applizierten Zellen. In
in vitro Studien fanden sie eine Markierungseffektivitat, die von der jeweiligen
Kupferkonzentration abhing. Nach 5 Stunden erreichten sie eine Aufnahme bei 70-
85% der Zellen. Die markierten Zellen zeigten eine Vitalitdt von 80-85% (Adonai et
al., 2002).

Barbash et al. verwendeten %*"Tc zum Nachweis der intraventrikular oder intravends
applizierten Knochenmarkzellen bei infarzierten Ratten. Die Darstellung der Zellen
erfolgte mittels Gammakamera vier Stunden nach Zellapplikation. Die Zellen zeigten
eine Vitalitat von 99% sowie Adhasion und Proliferation nach erneutem ausplattieren
(Barbash et al, 2003). Penicka et al. untersuchten die Kinetik der
Knochenmarkzellen nach intrakoronarer Injektion mit Hilfe von *™Tc am Patienten
mit und ohne akuten oder chronischen Myokardinfarkt. (Penicka et al., 2007).

Chin et al. wendeten ""'Indium markierte Zellen am Schweinemodell an. Sie wiesen
markierte MSCs mittels ,Single Photon Emission Computed Tomography“ (SPECT)
nach. Sie erreichten eine Markierungseffektivitat von 85,6%, 48 h nach radioaktiver
Markierung lag die getestete Vitalitat bei >95% (Chin et al., 2003).
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Auch die Arbeitsgruppe um Aicher und Brenner verwenden "In zum Nachweis der
applizierten Zellen und sie fanden am Rattenmodell, dass nach 48 und 96 Stunden
die Vitalitat nur noch bei 30% lag, und nach 7 Tagen keinerlei Proliferation oder
Differenzierung der Zellen ex vivo beobachtet werden konnte. Die Angaben zur
Markierungseffizienz in der Arbeitsgruppe Aicher und Brenner schwanken allerdings
zwischen 31,9% (Brenner et al., 2004) und 67% (Aicher et al., 2003) nach einer
Inkubationszeit von jeweils 60 Minuten. Zu Bedenken ist die geringe Auflésung am
murinen Tiermodell, so dass kaum zwischen Herz, Leber und Milz unterschieden
werden konnte (Brenner et al., 2004). Bei T-Lymphozyten liegt die
Markierungseffektivitat bei 70% (Kuyama et al., 1997). Laut Botti et al. liegt die
Vitalitdt von T-Lymphozyten fur 111ln-oxin bei 90% (Botti et al., 1997).

3.8.6 Eisenmarkierung zum Nachweis im MRT

Eine weitere Moglichkeit ist die Markierung der Zellen mit Nanopartikeln aus Eisen
und dem anschlieBenden Nachweis der mit Eisen markierten Zellen mittels
Magnetresonanztomographie (MRT). Auch diese Technik erlaubt die Zellen in vivo zu
verfolgen. Hill erreichte bei mesenchymalen Zellen eine Markierungseffektivitat von
99%. Die Vitalitat und die Diffenrenzierungskapazitat blieb uber einen Zeitraum von 3
Monaten unbeeinflut von der Eisenmarkierung (Hill et al., 2003). Auch Kraitchman
konnte keinerlei Veranderung der MSC nach dem Markierungsvorgang feststellen.
Bei ihm lag die Vitalitat kurz vor Applikation der Zellen bei >95% (Kraitchman et al.,
2003). Bei Nachweisen durch MRT muss bedacht werden, dass Menschen mit
metallischen Implantaten wie Herzzschrittmachern oder Defibrillatoren u.a. von
dieser Art der Zellverfolgung ausgeschlossen sind. Auch muss gesagt werden, dass
fur tierexperimentelle Studien die doch recht personal- und kostenintensiven

Magnetresonanztomographen nicht immer zur Verfugung stehen.
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3.9 Fragestellungen und Ziele der vorliegenden Arbeit

Ziel der hier durchgeflihrten Untersuchungen war es, den funktionellen Nutzen von in
einen Myokardinfarkt transplantierten Knochenmarkzellen zu untersuchen, die
Menge der im Herzen verbleibenden Zellen zu quantifizieren und die eventuelle

Ausdifferenzierung der Zellen zu dokumentieren.
Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Ist am Schweineherz nach permanentem Verschluss der LAD ein funktioneller
Nutzen einer Therapie mit Knochenmarkzellen im Vergleich zu Placebo
nachweisbar?

2. Wie viele autologe Knochenmarkzellen sind 14 Tage nach intrakardialer Injektion
in infarziertes Schweinemyokard noch im Herzen nachweisbar? Wie stellen sich

diese Zellen histologisch dar?

3. Gibt es zwischen intramyokardialer und intrakoronarer Injektion Unterschiede

hinsichtlich des Verbleibs der Zellen am infarzierten Herzen?
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4 MATERIAL UND METHODEN:

4.1 Rahmenbedingungen der Untersuchungen

Die Durchfihrung der Tierversuche erfolgte im Institut fir Experimentelle Medizin
(IfEM), der Medizinischen Klinik Il fur Innere Medizin der Universitat zu Koln
(Herzkatheterlabor) und der Klinik flir Nuklearmedizin. Fir die Studie wurden 2
Monate alte mannliche Hausschweine eingesetzt. Die Tiere hatten zu Beginn der
Studie ein Gewicht von circa 30 kg. lhnen stand Wasser ad libitum zur Verfigung
und sie wurden mit pelletiertem Trockenfutter gefittert. Die Schweine wurden 1
Woche vor Beginn der Studie im Tierstall des Institutes fir Experimentelle Medizin
eingestellt. Die tierexperimentelle Studie wurde geblindet und randomisiert
durchgefiihrt. Die Tierversuche wurden nach Uberprifung und Zustimmung der
Ethikkomission gemass § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetztes genehmigt (50.203.2K
47, 15/02). Der Aligemeinzustand der Tiere wurde taglich durch den verantwortlichen

Veterinar beurteilt.

4.2 Ablauf der Untersuchungen

Die Versuchsdurchfihrung war in 2 Teile gegliedert, Projektteil A diente zur Analyse
der funktionellen Auswirkung der Transplantation von mononuklearen
Knochenmarkzellen (MNC) auf das infarzierte Schweinemyokard, in Projektteil B
erfolgten Untersuchungen zum Zellverbleib und zur Zelldifferenzierung. Fur die
verschiedenen Untersuchungen wurden 2 Infarktmodelle verwendet, eines mit
permaneter Okklusion und eines mit anschlieBender Reperfusion des
Infarktgefasses. Die genauen Untersuchungsablaufe sind in den nachfolgenden

Absatzen aufgelistet.

4.2.1 Funktionelle Untersuchungen zur Auswirkung der MNC auf die LV Funktion
(Projektteil A) :

Die funktionelle Analyse nach Transplantation autologer mononuklearer Zellen in
infarziertes Schweinemyokard erfolgte am permanent okkludierten Infarktgefal®. In
der Gruppe fiur die funktionelle Analyse wurden bei 9 von 15 Tieren mononukleare

Zellen (MNC) gespritzt (Ctx Gruppe) bei 6 Tieren wurde lediglich Medium appliziert
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(Kontrollgruppe). Somit wurden insgesamt 15 Tiere flr die Bestimmung der

funktionellen Auswirkungen eingesetzt.
Bei diesen Tieren erfolgte:

initial eine Myokardinfarktinduktion mittels Embolisationscoil nach funktioneller

Untersuchung mittels Lavokardiographie

Wochen nach Infarktinduktion

funktionelle Untersuchung 2 Woche

Bei jeweils 3 Tieren aus der Ctx- und au
Ctx/Mediumapplikation und zum Zeitpu
Untersuchung durchgefthrt. Der Ablauf
Abb. 2a dargestellt.

=

hebyokardirfarktindukdion

Furktionelle Unterzuchung
mittels Lavokardiographie

0
- Knocherimatkedaktion

- Lawokardingraphie
i)

- FDG-FET Analyss [i Tie
b . vy

]

eine lavokardiographische Uberprifung der Pumpfunktion des Herzens 2

Knochenmarksentnahme 2 Wochen nach Infarktinduktion

Applikation der Zellen 24 Stunden nach Knochenmarkentnahme

n nach Ctx/Mediuminjektion

Euthanasie des Tieres 2 Wochen nach Ctx/Mediuminjektion

s der Kontrollgruppe wurde zusatzlich vor
nkt 2 Wochen danach eine FDG-PET

der funktionellen Untersuchungen ist in

( Injekdinn
ronotukledrer Zelen

\[6 Tiere + 3 Tiere FOG-PET] |

|- Lsuckardiographie
- FOGPET Bnahyme (6 Tiers]
- Euthanasie mit Herzexplantation |

Injekdion Medium |

™

[3 Tiere + 3 Tiere FOGE-PET,
Kartrallgrippe]

mittels Enboleatiorscoil

I A

14d |

Abbildung 2a: Versuchsablauf fur die Tiergru
autologer mononuklearer Zellen in infarziertes

14d !

ppe zur funktionellen Analyse nach Transplantation
Schweinemyokard (Projektteil A)
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4.2.2 Histologie und Zellverbleib bei Infarkten ohne und mit Reperfusion (Projektteil
B):

Es wurden insgesamt 14 Tiere hinsichtlich des Zellverbleibs untersucht.

Bei 5 Tieren erfolgte ein histologischer Nachweis der Zellen im Herzen nach
Infarktinduktion mittels Coilembolisation (Projektteil B1). Davon wurden 3 Schweine
zur Quantifizierung der Zellen mittels Histologie verwendet. Die verbleibenden 2
Tiere mit Uberlebenszeiten von 4 und 8 Wochen nach Zellinjektion wurden fiir die
histologische Darstellung der Zellen genutzt. Zur histologischen Nachweisbarkeit
wurden die applizierten Zellen mit kolloidalem Gold oder Hoechst Dye markiert.
Diese Untersuchungen erfolgten am nicht reperfundierten Infarktgefass
(Coilembolisation). Der Versuchsablauf erfolgte zeitlich analog zur funktionellen

Untersuchung und ist in Abb. 2b dargestellt.

Euthanasie

- Herzexplardztion
- hiztologiche Lufbereiting
T 1
o~ =, || 3Ter |
s AN ™| Trateplattation matkister Zallen: ERL LN
n ; : 25% kalloidakn Gold P —
m‘r:gﬁ;:ggﬂg;l - Knmhenﬂaﬂﬁe&fh‘d{ﬁor\—r 25% Hoechet Dve - 1 Tir :
50% niathie Zellen Pt |
. AN SN femg--
[] -t = 1
-------- - VoATE
i 14d 24k 14d i 14d i 28d |

Abb. 2b: Versuchsablauf fir die Tiergruppe zur histologischen Analyse nach Transplantation
autologer markierter mononukleédrer Zellen in infarziertes Schweinemyokard (Projektteil B1)

Bei 9 Tieren wurde der Verbleib autologer Indium'"* (In'""

) markierter mononuklearer
Zellen nach Transplantation in infarziertes Schweinemyokard in vivo szintigraphisch
dargestellt (Projektteil B2).

Bei den Untersuchungen zum Darstellen der applizierten Zellen lassen sich
hinsichtlich der Infarktinduktion 2 Gruppen bilden. Bei 3 Tieren erfolgte die
permanente Infarktinduktion mittels Coil Embolisation analog zur funktionellen
Untersuchung, hier wurden die Zellen intramyokardial injiziert (Projektteil B2 cqi)

(Abb. 3).
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In der zweiten Gruppe wurde der Infarkt durch eine 4 stindige Ligatur der LAD
ausgelost (Projektteil B2 |igatur). Der Zeitpunkt der Zellinjektion wurde in Anlehnung an
die klinischen Studien (Strauer et al., 2002; Wollert et al., 2004; Janssens et al.,
2006) auf 5 Tage nach Infarkt verkurzt. In diesem Teil wurden 3 Tieren die Zellen
intramyokardial verabreicht und bei 3 Tieren erfolgte die Applikation intracoronar
mittels Ballonkatheter. Der genaue zeitliche Ablauf der 9 szintigraphisch
untersuchten Tiere ist Abb. 3 (Projektteil B2 coi) und Abb. 4 (Projektteil B2 Ligatur) zu

entnehmen.

s . "y e - ™y
. i ! - Trareplartation der mit In111 - .
mkaﬂ'm@"qwnn. - Knocherenatesdaktion makieten Zellen ) Szmtgraphle
mithels Embolzatiorscoil - Seirtigraphie - Euthanasie
i\ O \ )
| 14d ' 3h! 24h ' (tl

Abbildung 3: Versuchsablauf fur den Projektteil B2 coy zur szintigraphischen Darstellung des
Verbleibs autologer In""" markierter mononuklearer Zellen nach intramyokardialer Transplantation in
durch permanente Coilokklusion infarziertes Schweinemyokard (3 Tiere)

- -,
E \
- Irrakororare Injekton
rononaklerer Zelken [3 Tiere)
. _ | |- st I .
A i N i, 1 \
-~
futpokardinfarkt duch Feperfision durch ) - Szitigraphie
Ligatur der LAD ‘{ Lésen der Ligatur H'K"mhem‘a”‘mm”}‘ - Euthanasie
-
e N LN | !
T ' R E— - Intraryokardiale Injekiion J
' monarukledrer Zelien (3 Tiere) !
- Seinfigraphie !
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L
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Abbildung 4: Versuchsablauf fir den Projektteil B2 |igar zur szintigraphische Darstellung des
Verbleibs autologer In""" markierter mononuklearer Zellen nach intrakoronarer oder intramyokardialer
Transplantation in durch reversible Ligatur der LAD infarziertes Schweinemyokard (6 Tiere)
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4.2.3 Gruppierung der Tiere

Je nach Fragestellung waren folgende Tiergruppen vorgesehen

Projektteil A

Projektteil B

Projektteil B1

Projektteil B2

4.3 Anéasthesie

Funktionelle Untersuchungen zur Auswirkung der MNC auf die
LV Funktion

Bei 15 Tieren erfolgte eine Untersuchung der Herzfunktion nach
Zelltransplantation.

Davon erhielten 9 Tiere Zellen gespritzt (Ctx Gruppe), 6 Tiere
bekamen stattdessen zellfreies Medium injiziert (Kontrollgruppe,

Placebo).

Histologie und Zellverbleib bei Infarkten ohne wund mit

Reperfusion

Histologische Untersuchung

5 coilembolisierte Tiere wurden mit Gold sowie Hoechst Dye
markierten Zellen versehen und entweder zur histologischen
Quantifizierung oder zur histologischen Darstellung der Zellen

verwendet.

Untersuchung zum Zellverbleib

9 Tiere wurden in die Gruppe zur szintigraphischen
Untersuchung des Zellverbleibs eingeschlossen. In die Gruppe
mit permanenter Okklusion wurden 3 Tiere (Projektteil B2 ¢o), in
die Gruppe mit reversibler Okklusion 6 Tiere eingeschlossen
(Projektteil B2 Ligatur)-

Die Tiere wurden durch intramuskuldre Gabe der Kombination aus Ketamin

(Ketanest® 25mg/ml, Pfizer) in einer Dosierung von 5mg/kg Kérpergewicht und

Azaperon (Stresnil, Janssen Animal Health, Neuss) 0,05 ml/kg Korpergewicht,

pramediziert. Etwa 20 Minuten nach intramuskularer Injektion wurde eine
Venenverweilkanuile (Vasofix®, 22G, B. BRAUN Melsungen AG) in die Vena

auricularis gelegt. FUr die Narkoseinleitung wurde Uber diese Propofol (Propofol-
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Lipuro Ampullen, 1%, 10mg/ml, B. BRAUN Melsungen AG), in der Dosierung von 1-2
mg/kg Korpergewicht, appliziert. Die Tiefe der Narkose wurde mittels Lidreflex
Uberprift. Im Anschluss daran wurde das Tier mit einem Tubus (Trachealtubus,
.oafety Clear® 7mm, Kernen) intubiert und mit einer Kombination aus Sauerstoff und

Raumluft gleichmaRig beatmet.

Die Narkoseaufrechterhaltung erfolgte durch Ketamin 15mg/kg Koérpergewicht/
Stunde. Wahrend der kompletten Narkosezeit wurden die Sauerstoffsattigung und
der Kohlendioxidanteil im Blut mittels eines Atemgasmonitors stéandig Uberwacht. Es
wurde darauf geachtet, dass in der Ausatemluft der pO2 stets zwischen 85 und 100
mmHg und der pCO2 zwischen 35 und 40 mmHg lag. Die Sauerstoffsattigung des
Blutes wurde mittels Pulsoxymetrie transluminal gemonitort. Die Platzierung des
Sensors erfolgte im medialen Mundwinkel, es wurde darauf geachtet, dass die
Sattigung stets oberhalb von 95% lag. Zur Schmerzausschaltung wurde den Tieren
vor Beginn des Eingriffs 0,05 mg/kg KGW Buprenorphin (Temgesic®, Essex Pharma
GmbH) verabreicht.

Nach Beenden des jeweiligen Eingriffes wurde die Narkose reduziert und die Tiere

von der Beatmung entwohnt und extubiert

4.4 Infarktinduktion

Es wurden 2 Infarktmodelle verwendet. Bei den Tieren mit permanenter Okklusion
erfolgte die Embolisierung der LAD mittels eines Coils, in der Tiergruppe mit
reversibler Okklusion wurde der Infarkt mittels Ligation der LAD induziert. Die
Zeitpunkte und Zeitraume der Ischamie und Reperfusion, sowie der Zellinjektion (5
Tage nach Infarkt) wurden an die derzeitige klinische Realitat der Reperfusion eines
Infarktes nach 4 Stunden und an die derzeit in der Klinik durchgefuhrten klinischen

Studien angepasst.

4.4.1 Irreversible Gefal3okklusion durch Coil Embolisation

Die Infarktinduktion erfolgte im Herzkatheterlabor der Klinik Il fir Innere Medizin am
monoplanen Herzkathetermessplatz der Firma Philips. Das Tier wurde in Ruckenlage
fixiert und die Leiste mittels einer alkoholischen Losung desinfiziert. Nach einem

Hautschnitt im Bereich des linken Leistenspaltes wurde durch stumpfe Praparation
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die A. femoralis freigelegt. Die Arterie wurde proximal und distal der vorgesehenen
Schleusenapplikationsstelle mittels eines Mersilene Bandchens (Mersilene grin gefil.,
Ethicon, Johnson&Johnson) angeschlungen und die Blutversorgung mit Hilfe eines
etwa 4 cm langen Stuckes eines Infusionsschlauches unterbrochen. Hierfur wurden
die beiden Enden des Mersilene Bandchens durch den Infusionsschlauch gefuhrt
und mittels einer Arterienklemme fixiert. Die Positionierung einer 7F Schleuse (Cordis
Corporation, Miami, FL, USA) erfolgte mittels Seldinger Technik. Vor Applikation des
Coils erfolgte eine linksventrikulare Angiographie (siehe 4.11) sowie die
Positionierung eines Castillo Katheters (Castillo | (CAS |) 6 F, Cordis, Miami) in der
LAD. Durch Kontrastmittel (Accupaque 300, 300mg/ml, Schering AG) wurde die linke
und rechte Koronararterie dargestellt. Die Aufnahmen erfolgten in latero-lateraler
Projektion bei 0 Grad Neigung der Bildrohre.

Nach Darstellung der Herzkranzarterien wurde die Platzierung des Leggiero Katheter
(Leggiero, 135 cm Fr. 2,7, Terumo Corporation, Tokyo) in der LAD mittels
Koronardraht unterstutzt. Nach Entfernen des Koronardrahtes wurde der Tornado
Embolisationscoil mittels eines ,Pusherdrahtes“ (Coil Pusher Microcoils CP-18-180,
Firma Cook, Bjaeverskov DK) im Leggiero Katheter vorgeschoben. Die Applikation
des Microcoils (Tornado Embolisations Microcoil, soft Platinum A= .018” b, Cook,
Bjaeverskov DK) erfolgte unter Durchleuchtung im distalen Drittel der LAD nach
Abgang des RD2. Der Applikationsort wurde anhand der vorher aufgenommenen
Bilder so gewahlt, dass eine ausreichende Einschrankung der Perfusion erreicht
wurde. Die Vollstandigkeit der Okklusion und der Perfusionsstop wurden nach 5

Minuten mittels einer erneuten Koronarangiographie bestatigt (Abb.5).

Abbildung 5: Koronarangiographie vor (A) und nach (B) Coil- Okklusion der distalen LAD beim
Schwein.
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4.4.2 Reversible Geféallokklusion durch Ligatur

Fur die Infarktinduktion mittels einer reversiblen Ligatur der LAD war, im Gegensatz
zum minimalinvasiven Eingriff der intraarteriellen Infarktinduktion, die Eréffnung des
Thorax notwendig. Nach rechts parasternaler Thorakotomie (siehe 4.10) erfolgte die
Infarktinduktion durch temporare Ligation nach Umschlingung der LAD im distalen
Drittel. Fir die spatere Offnung der Ligatur wurde der Ligaturfaden in einem Schlauch
vor Verschluss des Thorax nach aul3en herausgeflihrt, so dass das Ldsen der Ligatur
zu einem spateren Zeitpunkt ohne Wiedererdéffnen des Thorax moglich war. Die
Ligatur wurde Uber 4 Stunden aufrechterhalten. Die Reperfusion der LAD erfolgte
nach 4 Std. im Herzkatheterlabor der Klinik Il fir Innere Medizin durch Lésen der
Ligatur unter angiographischer Kontrolle. Dazu wurde wie oben beschrieben eine

Koronarangiographie durchgefuhrt.

4.5 Knochenmarkgewinnung

Zur Gewinnung autologer Zellen wurde 2 Wochen beziehungsweise 5 Tage nach
Infarktinduktion eine Punktion des Trochanter Major des Femurs vorgenommen. Die
Entnahme erfolgte mittels einer Knochenmarkstanze am narkotisierten Schwein. Die
Entnahmestelle wurde mittels 4 ml Lidocain (Lidocain 1,0% B. BRAUN Melsungen
AG) durch Umstechung der Stanzstelle lokal anasthesiert. Nach Durchdringung der
Corticalis wurden 40 ml Knochenmark aspiriert. Die Gerinnung des Punktates wurde
durch 1,5 ml Heparin-Natrium (Heparin-Natrium-25000-ratiopharm, Ratiopharm, Ulm)

verhindert.

4.6 Isolation mononuklearer Zellen

Durch  Dichtegradientenzentrifugation  (Ficoll) erfolgte die Isolation der
mononuklearen Zellen (MNC). Hierfir wurde das heparinisierte Knochenmarkpunktat
mit PBS (6.5 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2P0O4, 2.5 mM KCI, 140 mM NaCl, pH 7.2)
in einem Verhaltnis von eins zu eins verdunnt. Das Gemisch wurde durch einen
sterilen 70 ym Nylonfilter in 50 ml Zentrifugenréhrchen (Renner 38008) gegeben. Ein
Teil Lymphozyten-Separationsmedium (Ficoll, Fa. PAA) wurde in ein weiteres
Zentrifugenréhrchen gegeben. Das verdlinnte und gefilterte Knochenmark wurde
langsam und am Rand entlang auf das Lymphozyten-Separationsmedium gegeben.

Im Anschluss daran wurde das Zentrifugenréhrchen unter Vermeidung jeglicher
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Erschitterung in die Zentrifuge gestellt und bei 800 x g, 30 min zentrifugiert. Man liefl3
die Zentrifuge auslaufen ohne zu bremsen. Die entstandene Schichtung der
Dichtegradientenzentrifugation ist in  Abbildung 6  dargestellt. Nach
Dichtegradientenzentrifugation wurde nur die Zwischenschicht in ein frisches
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Diese Zwischenschicht enthalt die bendtigten
mononuklearen Zellen. Dieses wurde auf 30 ml mit PBS aufgefullt und bei 800 x g
erneut 5 min zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde dann in 10 ml PBS

resuspendiert.

Plasmaschicht,
Thrombozyten

‘\\

Zwischenschicht \\
Lymphozyten, N

Monozyten -

=,
e

Ficollschicht,

Granulozyten |

Zellpellett,
Erythrozyten —_

Abbildung 6: Schichtung von heparinisiertem Vollblut nach Dichtegradientenzentrifugation

4.7 Markierung mononukleéarer Zellen

Sowohl flr den den histologischen Nachweis als auch den szintigraphischen
Nachweis wurden markierte Zellen benétigt. Bei einem Viertel der fur den
histologischen Nachweis vorgesehenen Zellen erfolgte die Markierung mittels des
fluoreszierenden Kernfarbstoff Hoechst Dye. Ein weiteres Viertel wurde mit
kolloidalem Gold markiert, die verbleibenden 50% blieben unmarkiert. Fir den
szintigraphischen Nachweis (9 Tiere) wurden alle applizierten Zellen radioaktiv mit

"In markiert. Fir die funktionelle Analyse wurden unmarkierte Zellen verwendet.

4.7.1 Hoechst Dye Markierung

Fur die Hoechst Dye Markierung wurde pro ml Zellsuspension 1 yl Hoechst Dye
hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 10-15 min im Brutschrank bei 37° C
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erfolgte die Zentrifugation bei 800 x g fir 5 min. Das Zellpellet wurde daraufhin in
PBS resuspendiert und abzentrifugiert, nach Wiederholung dieses Vorgangs

resuspendierte man das Zellpellet in 2 ml PBS.

4.7.2 Goldmarkierung

Die fur die Goldmarkierung vorgesehene Zellsuspension wurde in eine mit 10 ml
Medium (DMEM Zellkulturmedium, PAA E15-080) gefiillte Zellkulturschale (10 cm &
Renner 38019) gegeben. Dem Zellkulturmedium wurden 10% FCS (Fetales
Kalberserum, PAA A15-080) und 1% Penicillin-Streptomycin (PAA P11-010)
beigefugt. In die Zellkulturschale wurden weiterhin 250 pl kolloidales Gold (SIGMA G
1402) dazugegeben. Die Zellen wurden Uber Nacht im Brutschrank (37°C) inkubiert.
Am folgenden Tag wurde der nicht-adharente Anteil der Zellen gemeinsam mit dem
Zellkulturmedium in ein Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt und abzentrifugiert. Der
adharente Teil wurde mit PBS abgespllt. Das Ablosen der Zellen von der
Zellkulturschale erfolgte mit 3ml Trypsin/EDTA (PAA L11-002). Gemeinsam mit 10 ml
Medium wurden die Zellen in ein Zentrifugenréhrchen uberfihrt und erneut
abzentrifugiert. Der nicht-adhdrente und der adharente Teil wurden
zusammengebracht und mit PBS resuspendiert, nochmals zentrifugiert und in 2 mi
PBS resuspendiert. Demnach enthielt die entstandene Zellsuspension sowohl die

hamatopoetischen als auch die mesenchymalen Zellfraktionen.

4.7.3 Radioaktive Markierung mit """ Indium

Die Markierung und die spatere Szintigraphie wurden in Kooperation mit der Klinik far
Nuklearmedizin durchgefihrt. Fir den Umgang mit radioaktivem Material wurde eine
Genehmigung eingeholt. Die Genehmigung zum Umgang mit radioaktiven Stoffen flir
dieses Projekt erfolgte durch die Bezirksregierung Kéln am 15.09.04, Az.: 55.8331.1-
U 22/04-H. "Indium wurde fiir die szintigraphische Verfolgung der Zellen verwendet.
Es wurden 70ul "I mit 100p! Tropolon gemischt und in einen ml Zellsuspension
Uberfuhrt. Nach 5 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Zellsuspension
mit 5 ml 0,9%iger Kochsalzlésung verdunnt und bei 800 x g fur 5 min abzentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Nach erneutem Waschen mit Kochsalzlésung wurden

die Zellen in einem ml resuspendiert.
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4.7.4 Vitalitatskontrolle der zu applizierenden Zellen

Vor Applikation der Zellen ins Schweinemyokard wurde fir jede der Resuspensionen
eine Vitalitatskontrolle mit Trypan Blau durchgefihrt. Hierbei wurden aus der
jeweiligen Resuspension 10 uyl entnommen und mit 90 ul PBS verdunnt. 40 ul der
Zellverdinnung wurden in ein Reagiergefall gegeben und 10 ul Trypan Blau
dazugemischt. Nach 3 Minuten erfolgte die Zahlung der nicht blau gefarbten Zellen.
Gemass dem Versuchsansatz sollten flr die funktionellen Untersuchungen
insgesamt 4 x 107 Zellen in das Infarktgebiet appliziert werden. Um diese Zellzahl zu
erreichen wurde aus jeder der Resuspensionen die bendtigte ml Menge entnommen.
Um die zu injizierende Volumenmenge immer gleich zu halten wurde das
Zellgemisch erneut abzentrifugiert und das entstandene Zellpellet in 2 ml
resuspendiert. Diese Suspension wurde zur Injektion in 4 Insulinspritzen a 0,5 ml
aufgezogen.

Fur den szintigraphischen Nachweis wurden die vitalen Zellen mittels der in Absatz
4.7.4. beschriebenen Vitalitatskontrolle mit Trypan Blau gezahlt und jeweils eine
Zellzahl von 108 radioaktiv markierten Zellen appliziert. Fur die intramyokardiale
Verabreichung erfolgte auch die Aufteilung der Zellsuspension auf 4 Insulinspritzen,
fur die intrakoronare Verabreichung wurde das Gesamtvolumen auf 20 ml mit PBS

aufgefullt.

4.8 Wachstumskontrollen der injizierten mononukleédren Zellen

Zur Darstellung des Wachstums wurde ein Anteil mit 1 x 10° Zellen jeder Fraktion der
fur die funktionellen Untersuchungen vorgesehenen Zellen gemeinsam mit 2 ml
Medium in eine Zellkulturschale Uberfuhrt. Alle 3 Tage wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt. Nach 14 Tagen wurde die Ausbreitung des Zellrasens grob quantitativ
beurteilt. Das Uberleben der Zellen wurde als positiv beurteilt wenn ein

durchgehender Zellrasen entstanden war.

4.9 In vitro Teststudien der ""'Indium markierten Zellen

Fir die Messung der Uberlebenszeit der mit ""'Indium markierten Zellen wurde
folgender Ansatz gewahlt. Es wurden 4 mal 20 pl des mit ""'Indium markierten
Zellgemisches ausplattiert und das Zellwachstum nach 6, 24, 48 und 144 Stunden

mit PFA (Paraformaldehyd) 4%ig abgestoppt. Die zum jeweiligen Zeitpunkt noch
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vorhandene Zellzahl, die Anzahl der noch vitalen Zellen und die Apoptoserate
wurden mittels PARP (Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase) Farbung beurteilt.

4.10 Zellinjektion

Bei der Tiergruppe mit permanenter Okklusion mittels Coilembolisation wurden bei
allen Tieren die Zellen mittels intramyokardialer Injektion appliziert. Bei der
Tiergruppe mit reversibler Okklusion durch Ligatur wurden die Zellen bei 3 Tieren

intrakoronar und bei 3 Tieren intramyokardial verabreicht.

4.10.1 Intramyokardiale Zellinjektion

Bei der intramyokardialen Zellinjektion erfolgte die Applikation der Zellsuspension
parasternal durch eine Mini- Thorakotomie. Dafir wurde nach Fixation des wie in
Absatz 4.3. beschrieben anaesthesierten Tier die linke Thoraxwand rasiert, mit einer
alkoholischen Losung desinfiziert und mit einem Elektrokauter ein 15-20 cm langer
Hautschnitt gesetzt. Nach Durchtrennung der oberflachlichen und tiefen
Pektoralismuskulatur wurde die Brusthohle eréffnet. Die Rippen wurden mit einem
Wundspreizer gespreizt und das Perikard mittels einer kleinen Schere eroffnet.

Nach vorsichtigem Lbdsen eventuell bestehender Verklebungen wurde die
Infarktnarbe in der Apexregion dargestellt. Die Injektion der vorbereiteten
Knochenmarkzellen (siehe 4.7.4) oder Medium (Kontrollgruppe), erfolgte von
epikardial durch direkte Nadelinjektion (Nadelstarke 27G). Die Applikation der
Medium oder Zellsuspension erfolgte unter Sicht mit 20 Injektionen & 100 pl in das
Periinfarktareal und in die Infarktregion (Abb. 7). Demnach wurden insgesamt 2 ml

Zellsuspension, aufgeteilt auf 4 Spritzen, injiziert.
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Abbildung 7: Applikation der mononuklearen Zellen in das (Peri-) Infarktgewebe

Um fir die spatere Probenentnahme das Wiederfinden des Applikationsareals zu
erleichtern, wurde bei den zur histologischen Untersuchung vorgesehenen
Schweinen vor Zellapplikation zusatzlich Prolene Faden in das Myokard geknotet.
Der infarzierte Bereich wurde als kreisférmig angenommen und gemass der
Ziffernabfolge einer Uhr in Segmente eingeteilt. Die Position des Coils wurde als 12
Uhr, die maximale Ausdehnung des Infarktbereiches in apikaler Richtung als 6 Uhr
definiert. An diesen beiden Punkten wurden die erwahnten Prolene Faden
eingeknotet. In der Randzone dieses vorgestellten Ziffernblattes sowie ins Zentrum
erfolgte die Injektion der Losungen.
Nach Injektion der Losungen wurde das Herz wieder repositioniert. Ein eventuell
auftretendes Kammerflimmern wurde per Defibrillation behoben. Vor Verschluss des
Thorax wurde 2 Intercostalraume caudal des ersten Schnittes ein weiterer etwa 2 cm
langer Zugang zur Brusthohle hergestellt. Hierliber wurde eine Thoraxdrainage (BBD
Aesculap GmbH) in die Brusthdhle eingefiihrt. Zum Verschluss der Offnung wurde
eine Tabaksbeutelnaht vorbereitet. Nach Entfernen des Thoraxspreizers wurden die
Rippen mit einer Drahtzerklage repositioniert, die Pektoralismuskulatur repositioniert
und fixiert. AbschlieRend wurde mit einer Hautnaht die Wunde verschlossen. Uber
die liegende Thoraxdrainage wurde die verbliebene Luft im Thorax abgesaugt. Die
Lunge wurde uber einen manuellen Beatmungsbeutels (Ambu) 3mal geblaht, zum
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Zeitpunkt der maximalen Blahung wurde die Thoraxdrainage ruckartig entfernt und
die vorbereitete Tabaksbeutelnaht verschlossen. Bei Eintreten des Schluckreflexes
wurde das Tier extubiert. Zur Schmerzsuppression wurde den Tieren 4 mg/kg
Kdrpergewicht Carprofen (Rimadyl 20 ml Injektionslosung, 50mg/ml, Pfizer)
intramuskular verabreicht. Um eine Wundinfektion zu verhindern wurden
prophylaktisch 5 mg/kg Koérpergewicht Enrofloxacin (Baytril 5%, 50 mg/ml, Bayer
HealthCare, Leverkusen) intramuskuldr appliziert. Diese antibiotische Therapie
wurde 6 weitere Tage fortgefihrt. Die Wunde wurde mit sterilen Tupfern abgedeckt

welche mit Fixomull® fixiert wurden.

4.10.2 Intrakoronare Zellinjektion

Bei 3 der Tiere mit Koronarligatur wurden am 5. Tag nach Infarktinduktion die Zellen
intrakoronar appliziert. Die durch den oben beschriebenen (s. 4.7.3) Vorgang
gewonnene Zellsuspension wurde zunachst in 20 ml PBS Lésung suspendiert. Die
Positionierung des fir die Zellapplikation notwendigen Ballon-Koronarkatheters
erfolgte im Herzkatheterlabor der Medizinischen Klinik |1l fur Innere Medizin durch die
in Kapitel 4.4.1 beschriebene Technik. Die Applikation der Zellen wurde in der Klinik
fur Nuklearmedizin in Schritten von 5 ml Portionen durchgeftihrt. Jeweils 5 ml wurden
Uber den liegenden Ballon-Koronarkatheter (Concerto, 2.5 1 20 mm, Occam Int. BV,
Eindhoven, The Netherlands) langsam Uber ca. 1 Minute injiziert. Um die
Druckverhaltnisse und die Flussgeschwindigkeit bei der Injektion der markierten
Zellen kontrollieren zu kénnen, wurde der Ballon wahrend der Injektion flr 3 Minuten
insouffliert und das Infarktgefass kurzzeitig geblockt. Danach folgte eine 3-min(tige
Reperfusionszeit, bevor die nachsten 5 ml injiziert wurden. Diese Prozedur erfolgte in
Anlehnung an die bisher durchgeflihrten grof3en klinischen Studien (Strauer et al.,
2002; Wollert et al., 2004; Janssens et al., 2006).

4.11 Funktionelle Analyse der Knochenmarkzelltherapie

Die Pumpfunktion des Herzens wurde mittels einer linksventrikularen Angiographie in
zwei Ebenen ermittelt. Die Aufnahmen erfolgten in einer linksanterioren 30 Grad
Projektion (LAO) und in einer rechtsanterioren 60 Grad Projektion (RAO).
LV-Angiographien zur Beurteilung der linksventrikularen Funktion wurden vor
Infarktinduktion, zwei Wochen nach Infarktinduktion (vor Zell- oder Mediuminjektion)
und zwei Wochen nach Zell- oder Mediuminjektion durchgefuhrt (Abb. 2). Ein 6
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French Pigtailkatheter (Pigtail (Pig) 6 F, 110 cm, Cordis, Miami Lakes, FL, USA)
wurde Uber einen 0,035-inch Fuhrungsdraht (Galeo Hydro 0,0135inch Durchmesser
Guide Wire F, Biotronic, Berlin) in die Aorta ascendens und in den linken Ventrikel
vorgeschoben. Zur Darstellung des linken Ventrikels wurde jodhaltiges Kontrastmittel
(Accupaque 300, 300mg/ml, Schering AG) Uber den Katheter injiziert. Dies erfolgte
durch Anschluss des Katheters an die Kontrastmittelpumpe. Das Kontrastmittel
wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 10 mi/s in einer Gesamtmenge von 20 ml
injiziert. Dies erfolgte unter Kontrolle durch Durchleuchtung. Mittels der entstandenen
Bilder wurden die Parameter linksventrikulares enddiastolisches Volumen (LVEDV),
linksventrikulares endsystlisches Volumen (LVESV) ermittelt. Aus der Differenz
(LVEDV - LVESV) wurde das Schlagvolumen (LVSV) berechnet. Das Schlagvolumen
wurde auf das LVEDV zur Ermittlung der Ejektionsfraktion (EF) bezogen;
EF = (LVEDV - LVESV)/ LVEDV x 100.

Um eine bessere Vergleichbarkeit zu erhalten, wurden die Parameter LVEDV,
LVESV und LVSV auf das Koérpergewicht (KGW) des Schweines bezogen. In der
Humanmedizin wirde man diese Werte normalerweise auf die Korperoberflache
beziehen, da fir Schweine im Wachstum keine Normogramme vorliegen wurden die
oben beschriebenen Parameter lediglich auf das Kdrpergewicht bezogen. Demnach
erhielt man eine Einheit von ml/kg. Zusatzlich zur klassischen LV-Angiographie
wurde eine Analyse der regionalen Wandbewegung durchgefihrt. Hierzu wurde die
Centerline- Methode nach Sheehan eingesetzt (Einteilung des LV- Umfanges in 100

Teilsegmente, Sheehan, et al., 1986)

4

Abbildung 8: Messung der linksventrikularen Ejektionsfraktion Links: vor Infarkt; Rechts: nach Infarkt
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4.12 Messung des intraarteriellen Druckes

Nach Positionierung des Katheters im linken Ventrikel wurde dieser mittels einer
Hochdruckleitung (Hochdruckleitung 75 cm, 1200 psi, Smiths, Kirchseeon) an den
Druckmonitor  des Herzkathetermessplatzes angeschlossen, um den
linksventrikularen Druck zu messen. Um den Aortendruck zu erfassen, wurde
wahrend des Rickzuges des Pigtail Katheters ebenfalls gemessen. Aus den Kurven
wurde der enddiastolische Ventrikeldruck extrahiert, sowie Uber die erste Ableitung

der Maximalwert der Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtmax) ermittelt.

4.13 5F-FDG-PET Analyse zur kardialen Vitalititsdiagnostik

Bei 6 Tieren (3 Kontrolltiere, 3 Ctx Tiere) wurden zusatzlich zur Lavokardiographie
jeweils zwei Positronen-Emissions-Tomographien zur kardialen Vitalitatsdiagnostik
durchgefluihrt. Diese erfolgte das erste Mal zwei Wochen nach Infarktinduktion (vor
Zell- oder Mediuminjektion) und das zweite Mal zwei Wochen nach Zell- oder
Mediuminjektion.

Die Positronen-Emissions-Tomographie unter Verwendung von 18FIuor-2-deoxy-2-D-
Glukose welches vom Herzmuskelgewebe aufgenommen wird, stellt das
Referenzverfahren zur kardialen Vitalitatsdiagnostik dar (Stephen et al. 2003,
Heinrich et al. 2003)

Die "8FDG-PET Untersuchungen wurde mit einem Ganzkdrper-Scanner durchgefiihrt
(Siemens CTI ECAT EXACT 921, Erlangen; Germany). Um die '®F-FDG-Aufnahme
zu verbessern, erhielt jedes Tier 1 Stunde vor der '®F-FDG-Verabreichung 40 g
Glukose per Dauertropfinfusion. Vor der '®F-FDG-Injektion wurden die
Blutglukosekonzentrationen gemessen, bei einem Glukosespiegel groRer 120 mg/dl
wurden 0,5 |LLE. Altinsulin (Actrapid, Novo Nordisk) pro 10 mg erhdhte Glucose
gespritzt. 60 Minuten nach Injektion von 370 MBq 18F-FDG-Injektion begann die
Datenaquisition, bestehen aus Emissions- und Transmissionsmessungen (Dauer 45
min). Die Datenakquisition und —rekonstruktion erfolgte mit ECAT7.2-Software unter
Berucksichtigung einer Zerfalls- und Totzeitkorrektur sowie Korrekturen flr
Streuungen und zufallige Koinzidenzen. Aus den Daten wurden Ubliche kardiale
Schnittbilder (Kurzachsen- und vertikale und horizontale Langachsenschnitte)

generiert und ein Polartomogramm rekonstruiert. Ausdehnung und Ausmal} der
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kardialen Vitalitat distal des ligierten Koronargefalles wurden beurteilt und in
Beziehung zur kardialen Vitalitdt des Gbrigen LV-Myokards gesetzt. Avitales Myokard
wurde eine '8F-FDG-Aktivitdtsaufnahme von < 50% im Vergleich zum gesunden

Referenzsegment mit maximaler "®F-FDG-Aufnahme gesetzt.

4.14 Szintigraphische Verfolgung '"'In markierter Knochenmarkzellen

9 Tiere waren fur die szintigraphische Verfolgung In-111-markierter mononuklearer
Knochenmarkzellen vorgesehen. Die szintigraphischen Untersuchungen erfolgten am
wie in Absatz 4.3. beschrieben narkotisierten Tier. Bei diesen Tieren wurden keine
weiteren Untersuchungen durchgefihrt. Den Tieren mit permanenter Okklusion
wurden 2 Wochen nach Induktion des MI nach der oben beschriebenen Methode
"Indium markierte Zellen appliziert. Die szintigraphische Untersuchung wurde an
einer 2-Kopf-Kamera (Picker Prism 2000, Philips Medical Systems, Best, The
Netherlands) durchgefuhrt.

Bei den Tieren mit LAD-Ligatur und Reperfusion wurden die mononuklearen
Knochenmarkzellen 5 Tage nach Infarktinduktion gewonnen, markiert und in die
infarzierten Herzen injiziert. Die Reperfusion des Infarktgefasses wurde
koronarangiographisch unmittelbar nach Lésen der Ligatur nachgewiesen. Bei
Vorhandensein eines TIMI Ill-Flusses wurden die Tiere in die Analyse mit
einbezogen. 3 Tiere bekamen die Zellen intramyokardial appliziert und bei 3 Tieren
wurden die Zellen ohne Eréffnung des Thorax Uber einen Ballonkatheter intrakoronar
injiziert (Abb. 4). Es kam ein dynamisches Aufnahmeprotokoll zur Anwendung mit
seriellen Aufnahmen unmittelbar nach der in 4.10.1 beschriebenen Zellinjektion bis 2
Stunden nach Zellinjektion unter Einschluss von Ganzkérper- und SPECT-
Aufnahmen. Weitere Ganzkdrperszintigramme und SPECT-Aufnahmen erfolgten 24

h nach Zellinjektion.

4.15 Euthanasie der Tiere

Fur die Euthanasie der fur die histologische Analyse verwendeten Tiere wurde das
wie in Absatz 4.3. beschrieben tief narkotisierte Tier in Rickenlage fixiert. Mit einem
Messer erfolgte die Trennung der sternalen Muskulatur. Mit Hilfe eines

Thorakotomiebesteckes wurde das Sternum durchtrennt, ohne den Herzbeutel zu
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verletzen. Durch einen Thoraxspreizer wurde die Sicht auf das schlagende Herz
hergestellt, nun wurden manuell die Verklebungen und der Herzbeutel weitestgehend
vom Epikard getrennt. Der rechte Vorhof wurde er6ffnet und das Schwein durch
Ausbluten getdtet. Im Anschluss daran wurde das Herz komplett entnommen.

Zur Darstellung noch vorhandener Zellen 4 und 8 Wochen nach Zellapplikation
erfolgte bei einem Tier die Euthanasie erst 4 Wochen nach Zellapplikation, bei einem
Weiteren war dies erst nach 8 Wochen der Fall. Beide Tiere hatten bei Zellapplikation
Gold und Hoechst Dye markierte Zellen erhalten. Die Zellsuspension setzte sich aus
25% Hoechst Dye, 25% Gold und 50% unmarkierten Zellen zusammen.

Bei Tieren die flr die szintigraphische und funktionelle Untersuchung verwendet
wurden, erfolgte die Euthanasie mit Narcoren (Narcoren ad us. vet, Injektionslésung,
Veterinaria AG).

Bei Tieren die fir die szintigraphische verblieb das tote Tier im Anschluss in einer
Gefriertruhe der Nuklearmedizin bis die Radioaktivitat auf das gesetzlich zulassige

Mal} abgeklungen war.

4.16 Histologische Aufarbeitung des Schweineherzens

4.16.1 Fixation der Proben

Direkt nach der Entnahme des Herzens wurde die durch die Prolenefaden markierte
Infarktregion mit der Infarktrandregion gemafl® der Abb. 8 in 10 Gewebeblocke
aufgeteilt. Jeder Block wurde uUber 24h mit 4%igem PFA (Sigma) fixiert. Nach 24
Stunden wurde jede Probe in 3 Schritten mit 0,1 molarem PBS gewaschen, und flr
weitere 24 Stunden in 0,1 molarem PBS (Cambrex) gesplult. Danach wurde die PBS
Lésung durch 18%ige Succhrose Lésung (18 g Succrose auf 100 ml 0,1 mol PBS)
ersetzt. Circa 20 Stunden nach Immersion in Succhrose Lésung wurde die Probe in
Tissue Tec eingebettet und auf -80 Grad Celsius abgekihlt.
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Abbildung 9: Aufteilung und Benennung der 10 Blécke des Infarktareals und der Infarktrandzone
(grauer Kreis) nach Zelltransplantation, die roten Kreuze stellen die applizierten Faden dar.
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4.16.2 Gefrierschnitterstellung

Zur histologischen Analyse wurde jedes der Gewebestlicke im Kryostat geschnitten.
Die Schnittdicke wurde auf 10 um eingestellt. Die Temperatur des Gefrierraumes im
Kryostat betrug -27 Grad Celsius. Die Gefrierschnitte wurden auf beschichtete
Objekttrager (Polysine, Menzelglaser, Art No. J2800AMNZ) aufgebracht. Um die
Zellzahl in verschiedenen Gewebeebenen zu erfassen erfolgte die Wahl der Schnitte
fur die histologische Analyse folgendermalien:

Am Anfang wurde jeder Block in der Mitte durchgeteilt. Von jeder Halfte wurden 10
Schnitte nach dem in Abbildung 10 dargestellten Schema auf die Objekttrager
aufgebracht. Dieser Vorgang wurde an jedem Block beidseitig 10mal wiederholt. Die
Objekttrager auf denen nur ein Schnitt aufgezogen wurde (Abb.10), wurden gefarbt
(siehe nachstes Kapitel) und eingedeckt und fir die Identifikation der Zellen und die
Quantifizierung verwendet. Alle mit 2 Schnitten versehenen Objekttrager wurden bei

-80°C eingelagert.
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Abbildung 10: Darstellung der Schnitttechnik pro Gewebeblock

4.16.3 Farben der Proben

Alle Farbeschritte fanden bei Raumtemperatur statt. Der Nachweis der Gold
markierten Zellen erfolgte mittels einer Gegenfarbung mit dem Silver Enhancer Kit
(Sigma, SE-100, St. Louis, USA). Die Schnitte wurden gleichmalig mit der
Flissigkeit bedeckt und fir 7 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach 2maliger Spullung
mit destilliertem Wasser wurde die Farbung mit 2,5%igen wassrigem Thiosulfat fur 3
Minuten fixiert. Im Anschluss daran wurden die Schnitte mit Entellan eingedeckt. Das
goldmarkierte Cytoplasma war nun lichtmikroskopisch erkennbar (Abb. 11). Die
Darstellung der Hoechst Dye markierten Zellen erfolgte unter dem

Fluoreszenmikroskop. Die Schnitte wurden wassrig eingedeckt.

Abbildung 11: Histologische Darstellung der mit kolloidalem Gold markierten Zellen
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4.17 Histologische Analyse der Spenderzellen

Zur histologischen Analyse wurden alle 10 aus dem Infarktareal generierten Blocke
ausgewertet. In vorrausgegangenen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden,
dass die Zellen nach Applikation nicht mehr migrieren. Da die Zellen in das
Infarktgebiet appliziert wurden, konnte davon ausgegangen werden, dass die sich im
gesunden Myokard befindliche, gegentber der im Infarktgebiet befindlichen Zellzahl
zu vernachlassigen ist. Pro Block wurden 20 Schnitte ausgewahlt. Die goldmarkierten
Zellen je Gesichtsfeld (Zgoia) wurden ausgezahlt und dann auf die Gesamtzellmenge
hochgerechnet. Auf jedem Schnitt lagen 100 Gesichtsfelder von denen je 10
ausgezahlt wurden. Die Summe der gefundenen Zellen in den 10 Gesichtsfeldern
wurde gebildet und mit 10 multipliziert um die Zellzahl pro Schnitt zu erhalten. Aus
den 20 Schnitten wurde die durchschnittliche Zellzahl pro Schnitt gebildet (2coiq/20)-
Da nur ein Viertel der applizierten Zellen mit Gold markiert war, wurde der ermittelte
Wert pro Schnitt mal 4 genommen (feog=4). Um auf die Zellzahl pro Block zu
schlieen ergabe sich bei einer durchschnittlichen Tiefe jeden Blockes von 7000 pm
bei unserer Schnittdicke von 10 uym ein Multiplikationsfaktor von 700 (friere=700).
Ausgehend von einem mittleren Durchmesser der mononuklearen Zellen von 20 um
wurde vereinfachend angenommen, dass jede Zelle auf 2 nebeneinander liegenden
Schnitten nachweisbar ware. Daher wurde die errechnete Zahl noch mal durch 2
dividiert (fzeie/schnitt=0,5), um damit auf die etwaige Zellzahl pro Gewebeblock zu

schliellen.

Zellen pjock = ZGold/ZO X feold X friefe X fzelle/schnitt

Die so gewonnen Zellzahlen pro Block wurden fir alle 10 Blécke addiert, um so auf
die noch vorhandene Zellzahl im Herzen des Tieres zu schlieRen. Um auf den
Prozentsatz der im Herzen verbliebenen Zellen zu schlielen, wurde die ermittelte

Zellzahl im Herzen auf die applizierten 4x10’ Zellen bezogen.
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4.18 Statistische Analyse

Die Melergebnisse werden anhand von Mittelwert + Standardfehler (SEM: standard
error of the mean) beschrieben und graphisch dargestellt. Die Berechnungen zur
Ermittlung von Gruppenunterschieden wurden mit Hilfe des Statistikprogrammes
SPSS 115 der Firma SPSS |Inc. durchgefihrt. Die quantitativen
Untersuchungsergebnisse werden statistisch mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogrammes Excel aus dem Office 2003 Packet der Firma
Microsoft durchgefuhrt. FUr die Vergleiche zwischen beiden Gruppen kam der Mann-
Whitney-U-Test (ungepaarte Stichproben) bzw. der Wilcoxon T Test (gepaarte
Stichproben) zum Einsatz. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5% (p < 0,05)
wurde als statistisch signifikant angesehen.

Fir die funktionellen Untersuchungen wurden folgende Parameter statistisch
verglichen kg, LVESV, LVEDV, SV, EF, LVEDP, dp/dtn.. Da alle Tiere bis zur
Kontrolle vor Medium/Zellinjektion voéllig identisch behandelt wurden, sind sie flir die
Beurteilung des Infarktes flr diese 2 Termine zusammengefasst worden. LVESV,
LVEDV und das SV wurden auf das jeweilige Kdrpergewicht bezogen. Fir die
Beurteilung der Infarktinduktion wurden die Gruppenunterschiede von vor Infarkt zu
nach Infarkt mit Hilfe des Wilcoxontest (gepaarte Stichproben) getestet. Fir die
Beurteilung des Verlaufs nach Medium/Zelltransplantation trennen sich die Gruppen
in die Mediumgruppe (6 Tiere) und die Zellgruppe (9 Tiere). Fir die Beurteilung der
funktionellen Auswirkung der Zellen, sind grundsatzlich 2 Differenzen statistisch
bewertet worden, einmal der Unterschied von vor Infarkt zu nach Infarkt, sowie der
Unterschied von nach Infarkt zu nach Medium/Ctx Injektion. Der Gruppenunterschied
zwischen der Kontrollgruppe und der Ctx-Gruppe wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-
U-Test (ungepaarte Stichproben) ermittelt.

Bei den Tieren, die zur funktionellen Erprobung des Infarktmodells sowie der
histologischen Untersuchung verwendet wurden, wurden keine Gruppenvergleiche
durchgefuhrt. Bei den Untersuchungen zum Zellverbleib erfolgte ein
Gruppenvergleich zwischen den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten mit Hilfe

des Wilcoxontest.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Tierkollektive

Es wurden insgesamt 29 Tiere in die Auswertung mit aufgenommen. Die Darstellung

aller Tiere und die Zuordnung zu den verschiedenen Gruppen ist Tabelle 1 zu

entnehmen.
ScI’:Iwem ausgewertete injizierte Substanz Bemerkungen
r. Untersuchungen
10 Lavokardiographie B unmarkierte MNC
11 Lavokardiographie Medium
12 Lavokardiographie unmarkierte MNC
13 Lavokardiographie Medium
14 Lavokardiographie unmarkierte MNC
% 15 Lavokardiographie unmarkierte MNC
E 16 Lavokardiographie Medium
o < 18 Lavokardiographie unmarkierte MNC
° 22 Lavokardiographie unmarkierte MNC
o 23 Lavokardiographie, FDG-PET Medium
26 Lavokardiographie, FDG-PET Medium
27 Lavokardiographie, FDG-PET unmarkierte MNC
30 Lavokardiographie, FDG-PET unmarkierte MNC
31 Lavokardiographie, FDG-PET unmarkierte MNC
32 Lavokardiographie, FDG-PET Medium
3 Histologie, Quantifizierung Gold, HoDye, Nativ
6 Histologie, Quantifizierung Gold, HoDye, Nativ
m 7 Histologie Gold, HoDye, Nativ Tier hat 8 Wochen Uberlebt
9 Histologie Gold, HoDye, Nativ Tier hat 4 Wochen Uberlebt
_ 33 Histologie, Quantifizierung Gold, HoDye, Nativ
:§ 3| 24 Szintigraphie 111In markierte MNC intramyokardiale Applikation
X o 25 Szintigraphie 111In markierte MNC intramyokardiale Applikation
qo—’- o 28 Szintigraphie 111In markierte MNC intramyokardiale Applikation
n‘: 35 Szintigraphie 111In markierte MNC intrakoronare Applikation
= 37 Szintigraphie 111In markierte MNC intramyokardiale Applikation
§ 39 Szintigraphie 111In markierte MNC intramyokardiale Applikation
o 40 Szintigraphie 111In markierte MNC intrakoronare Applikation
@ 42 Szintigraphie 111In markierte MNC intrakoronare Applikation
43 Szintigraphie 111In markierte MNC intramyokardiale Applikation

Tabelle 1: Liste der untersuchten Schweine und ihrer Zugehdrigkeit
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5.2 Untersuchungen zur Pumpfunktion

5.2.1 Wachstumsparameter zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten

Die Tiere der Kontrollgruppe (n=6) waren im Durchschnitt 30,7+1,4 kg (vor MI),
41,4+1,7 kg (nach M), 49,7+2,1 kg (nach Medium Injektion) schwer. Die Tiere der
Ctx-Gruppe (n=9) waren im Durchschnitt 31,6£0,9 (vor MI), 40,8%£1,4 (nach MI),
51,1£0,9kg (nach Zellinjektion) schwer. Die durchschnittiche Tageszunahme im 28
Tage Untersuchungszeitraum lag in der Kontrollgruppe bei 69516,2 g/Tag, in der Ctx-
Gruppe lag diese bei 679+7,1 g/Tag. Es gab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. Die Gewichte der Tiere zu den unterschiedlichen

Untersuchungszeitpunkten sind in Tabelle 2 aufgelistet.

58



Gewicht LVEDV (RAO) | LVESV (RAO) | LVSV (RAO) LVEF (RAO)
kg ml ml ml %

Schwein 10 31 41 47] 59,0 553 598 263 268 27,8] 328 286 320] 555 516 536

Schwein 12 28 32 49] 520 629 652 11,3 208 155] 40,7 421 498 783 67,0 763
2 Schwein 14 34 43 51] 585 84,1 769 123 301 328] 46,2 539 440 790 642 573
g- Schwein 15 34 43 52| 441 1021 1336] 172 442 558 268 579 77,8 609 56,7 582
6 Schwein 18 36 46 52 619 726 686] 335 456 33,8 284 27,0 348] 459 372 508
5 Schwein 22 31 43 57] 50,0 548 899 166 231 341 335 318 558 669 579 621
(8] Schwein 27 28 36 51] 540 543 685] 195 304 296] 345 239 390 639 440 56,9

Schwein 30 30 42 52| 506 515 950] 151 270 50,21 355 244 448] 702 475 472

Schwein 31 32 41 49] 44,2 643 1157] 16,0 304 434] 282 340 724 639 528 625

Mittelwert 316 408 51,1] 52,7 669 859] 186 309 359 341 36,0 500 649 532 58,3
© Schwein 11 31 41 51 62,7 626 671 127 17,7 242] 500 450 430 798 71,8 64,0
& Schwein 13 34 48 56] 588 77,8 819 16,1 282 321 427 496 498] 726 63,7 608
a Schwein 16 30 42 50] 335 585 60,7 69 134 185] 265 452 423) 793 77,1 696
3 Schwein 23 30 41 50] 434 616 688 103 220 278 331 396 411 763 643 596
‘E Schwein 26 25 35 40] 38,8 542 654 87 164 243 301 379 412 775 698 629
o Schwein 32 34 42 511 604 708 92,71 239 374 3101 365 334 617 604 472 66,6
x Mittelwert 30,7 414 497] 496 643 728] 131 225 26,3] 3655 418 465 743 657 63,9

LVEDV (LAO) | LVESV (LAO) | LVSV (LAO) LVEF (LAO)
ml ml ml %

Schwein 10 753 80,6 989 340 412 473] 413 394 516] 549 489 522

Schwein 12 529 624 828 136 194 323] 393 430 505 742 689 61,0
2 Schwein 14 47,8 683 879 109 254 475 369 429 405] 773 629 46,0
g- Schwein 15 342 618 909 143 366 37,6] 199 253 533] 581 409 586
6 Schwein 18 88,8 63,5 102,6] 486 401 552] 402 234 473] 453 36,8 462
33 Schwein 22 351 586 647 111 272 254] 240 314 393] 685 536 60,8
o Schwein 27 644 673 671 29,7 318 288] 347 355 383] 539 527 57,1

Schwein 30 549 635 84,0 140 31,9 430] 409 316 411 745 498 489

Schwein 31 41,0 742 1036] 150 33,7 466] 260 405 571 634 546 551

Mittelwert 549 66,7 869 212 319 404] 33,7 348 466] 633 52,1 540
© Schwein 11 60,3 788 940 175 288 36,1 429 500 579 710 634 616
& Schwein 13 56,7 81,1 828 165 288 323] 402 523 505 709 645 61,0
g’ Schwein 16 550 77,1 489 111 262 189 439 508 30,1 798 66,0 615
H Schwein 23 48,3 60,2 838 144 284 393] 339 318 445 702 528 531
‘E Schwein 26 284 421 518 79 154 2271 205 26,8 29,01 723 635 56,1
o Schwein 32 56,1 780 97,1 246 405 471 315 375 501 56,1 481 51,6
x Mittelwert 50,8 69,5 76,4 153 280 32,7] 355 415 43,70 70,0 59,7 575

LVEDP +dP/dt Aortendruck Aortendruck
mmHg mmHg/sec mmHG mmHg

Schwein 10 10 10 10] 1384 2804 2639 92 110 102 59 68 58

Schwein 12 5 8 12| 2285 2771 2503 79 80 85| 53 48 55
= Schwein 14 12 11 10] 2391 2007 2932 79 78 75 46 45 40
g- Schwein 15 12 11 13] 1900 1919 2066 86 82 91 46 41 48
6 Schwein 18 9 nd 15] 1900 nd 1690 73 nd 83 50 nd 56
5 Schwein 22 10 16 16] 2108 1811 2012 80 90 96 47 45 58
(8] Schwein 27 9 12 12] 1900 1533 2089 90 80 88 65 55 56

Schwein 30 10 15 15] 1900 1900 1700 95 84 105 58 55 70

Schwein 31 15 12 11] 1774 1800 1600 95 62 78 65 40 47

Mittelwert 10,2 11,9 12,7] 1949 2068 2137] 854 83,3 892] 543 496 542
© Schwein 11 10 15 11] 2900 2897 2400 87 101 85 55 65 52
& Schwein 13 11 15 9] 1482 1900 1834 72 88 75| 45 55 44
g Schwein 16 14 12 9] 2109 2190 2100 84 90 93 45 55 56
3 Schwein 23 19 11 9] 1900 1769 1800 82 74 72 55 49 47
E Schwein 26 7 15 14] 2118 2055 1900 70 82 90 40 43 60
o Schwein 32 18 8 15] 2000 1500 1435 95 75 85 65 55 50
x Mittelwert 13,2 12,7 11,2] 2085 2052 1912 81,7 850 83,3] 50,8 53,7 51,5

Tabelle 2. Gemessene Werte aller Tiere des Projektteil A an den Untersuchungszeitpunkten vor Ml,

14 Tage nach MI und 14 Tage nach Medium/Ctx Injektion fur die Tiere der Ctx-Gruppe (oben) und der

Kontrollgruppe (unten). Fir jede der beiden Gruppen wurde zusatzlich der Mittelwert gebildet. Nicht

durchgefiihrte Untersuchungen sind mit nd gekennzeichnet.
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5.2.2 Systolischer und diastolischer Aortendruck

Beim Vergleich des systolischen Aortendrucks zwischen der Kontrollgruppe und der
Ctx-Gruppe gibt es keinen signifikanten Unterschied. Bei beiden hat er sich im Laufe
der Untersuchung nicht verandert (Kontrollgruppe: vor Ml 81,7+3,8 mmHg, nach MI
85,014,2 mmHg, nach Medium 83,3+3,4 mmHg, Ctx-Gruppe: vor M| 85,412, 7 mmHg,
nach Ml 83,2+2,2 mmHg, nach Ctx 88,8+2,9 mmHg). Fir den diastolischen
Aortendruck konnten folgende Werte gemessen werden Kontrollgruppe: vor M
50,8+3,7 mmHg, nach MI 53,7+3,0 mmHg, nach Medium 51,5t2,4 mmHg, Ctx
Gruppe: vor Ml 50,1+2,4 mmHg, nach Ml 49,7+2,9 mmHg, nach Ctx 53,7+2,2 mmHg.
Eine Auflistung des systolischen und diastolischen Aortendruckes der Tiere zu den

unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten ist der Tabelle 2 zu entnehmen.

5.2.3 Funktiosnverdnderung durch Infarktinduktion

Bei den 15 untersuchten Tieren nahm das SV/kg KGW nach Myokardinfarkt in der
RAOQO Projektion von vor Ml 1,13+0,24 ml/kg KGW auf 0,94+0,24 ml/kg KGW nach Mi
mit p=0,011 ab, in der LAO Projektion von vor MI 1,10+0,27 ml/kg KGW auf
0,9240,24 ml/kg KGW mit p< 0,001 ab.

Auch die EF nahm nach Myokardinfarkt erwartungsgemall ab, RAO vor MI
68,712,6% auf RAO nach MI 58,2+2,9% mit p< 0,001, LAO vor MI 65,942,6% auf
55,3+2,5% mit p< 0,001. Das heift,
Verschlechterung der EF um 10,51£0,25% (Abbildung 12).

es ergab sich eine durchschnittliche

RAO LAO
n=15 Vor MI Nach Ml | p vor Ml zu Vor MI Nach Mi p vor Ml zu
nach Ml nach Ml
LVEDV/KGW (ml/kg) 1,7+0,25 1,6+0,3 0,211 1,7+0,46 1,7+0,25 0,467
LVESV/KGW (mi/kg) 0,52+0,2 | 0,67+0,2 0,002 0,6+0,32 0,74+0,16 0,015
LVSV/IKGW (mi/kg) 1,13+0,24 | 0,94+0,24 0,011 1,1+0,27 0,92+0,24 0,001
LVEF (%) 68,7+2,6 | 58,2129 < 0,001 65,9+2,6 55,3+2,5 < 0,001

Tabelle 3: Mittelwerte und SEM der lavokardiographisch erhobenen Funktionsdaten des Herzens fir
alle Tiere des Projektteil A (n=15) zu den 2 Untersuchungszeitpunkten vor und nach Infarkt, sowie die
p-Werte vor MI versus nach MI. Die rechtsanteriore Projektion (RAO) steht im linken Tabellenteil, die
linksanteriore Projektion (LAO) im rechten Tabellenteil
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EF vor Ml im Vergleich zu nach Ml
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Abbildung 12: Mittelwerte und SEM der Ejektionsfraktion von den Untersuchungszeitpunkten vor Ml
(linkes Balkenpaar) und 14 Tage nach MI (rechtes Balkenpaar) fir alle Tiere des Projektteil A (n=15).
Die schraffierten Balken stellen die rechtsanteriore Projektion (RAO) dar, die gepunkteten die
linksanteriore Projektion (LAO). Die Abnahme von vor Ml zu nach MI war mit p<0,001 signifikant,
zwischen LAO und RAO besteht kein Unterschied.

Auch die Parameter LVEDP und dp/dtnax wurden zur Infarktbeurteilung
hinzugezogen. LVEDP nahm zu (vor Ml 11,4+1,00 mmHg, nach MI 12,2+0,7 mmHg,
p= 0,231, dp/dtmax zeigte keine signifikante Veranderung (vor MI 2003,4+93,4
mmHg/sec, nach MI 2061,1£120,8 mmHg/sec) (Tabelle 4).

n=15 Vor MI Nach MI poer dlay

nach Ml

LVEDP (mmHg) 14 + 1.0 22 = 07 0.231
dP/dt (mmHg/sec) 20034 + 934 |20611 + 1208| 0467

Tabelle 4: Mittelwerte und SEM von LVEDP und dp/dt;.« von den Untersuchungszeitpunkten vor Ml
und 14 Tage nach Ml fir alle Tiere des Projektteil A (n=15)
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5.2.1 Einfluss der Zelltherapie auf die LV-Funktion nach Myokardinfarkt

Zur Beurteilung der Auswirkung der applizierten Losung (Medium oder Zellen) auf die
Pumpfunktion des Herzens wurden die 15 Tiere des Projektteil A auf die Ctx Gruppe
(9 Tiere) und die Kontrollgruppe (6 Tiere) aufgeteilt. Fur diese Gruppen wurden die
Parameter auf das jeweilige Korpergewicht bezogen und gemittelt. Bei der
Kontrollgruppe blieb die EF zwei Wochen nach Mediuminjektion unverandert mit
Tendenz zu weiterer Reduktion (RAO nach MI 65,714,2%, nach Medium Injektion
63,91£1,5%, LAO nach MI 59,7£3,0%, nach Medium Injektion 57,5+1,8%). In der
zelltherapierten Gruppe hingegen war die EF 2 Wochen nach Zellinjektion héher als
vor Zellinjektion (RAO- Projektion nach MI 53,2+3,2% zu nach Ctx 58,3+2,8%, LAO
Projektion 52,1+3,3% vor Ml zu 54,0+2,0% (Abb. 13 und 14).
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Abbildung 13: Linksventrikulare Auswurffraktion (RAO 60) der Kontrollgruppe (linke Gruppe, grau)
und der Ctx-Gruppe (rechte Gruppe, schwarz) jeweils vor Infarkt (linke Saule), 2 Wochen nach Infarkt
(mittlere Saule) und 2 Wochen nach Zell- oder Mediuminjektion (rechte Saule).
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Abbildung 14: Linksventrikulare Auswurffraktion (LAO 30) der Kontrolltiere (linke Gruppe, grau) und
der zelltherapierten Tiere (rechte Gruppe, schwarz) jeweils vor Infarkt (linke Saule), 2 Wochen nach
Infarkt (mittlere Saule) und 2 Wochen nach Zell- oder Mediuminjektion (rechte Saule).
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Um die Veranderung der Funktionsparameter zwischen der Zelltherapiegruppe und
der Kontrollgruppe vergleichen zu kénnen, wurde in jeder der beiden Gruppen die
Differenz zwischen nach Medium/Ctx Injektion zu nach MI gebildet (z.b. LVEF nach
Ctx/Medium — LVEF nach MI) (Tab.5)

Kontrollgruppe Ctx Gruppe
nach nach nach Ctx - | nach Ctx- | p (3-2) Cix | p (3-1) Ctx

Medium (3) -|Medium (3) {|| nach MI vor Mi zu (3-2) zu (3-1)

nach Ml (2) | vor MI (1) Medium Medium
LVEDV/kg (ml) -0,08+0,06 | -0,14+0,13 |[ 0,03+0.16 ]-0,0003+0,23 0,388 0,523
LVESV/kg (ml) O] -0,01+0,06 | 0,11+0,05 || -0,05+0,08 0,11+0,1 0,388 0,477
LVSV/kg (ml) § -0,07+0,1 -0,25+0.13 0,09+0,1 -0,11+0,15 0,164 0,477
LVEF (%) -1,5+4,4 -10,2+3,6 5,1+2,3* -6,7+3,2 0,043 0,185
LVEDV/kg (ml) -0,14+0,16 | -0,11+0,16 || 0,06+0,11 -0,04+0,2 0,164 0,432
LVESV/kg (ml) 2 -0,02+0,06 | 0,17+0,05 [ 0,02+0,07 ] 0,13+0,12 0,388 0,523
LVSV/kg (ml) ~| -0,12+0,11 | -0,28+0,13 || 0,04+0,09 | -0,16+0,12 0,288 0,432
LVEF (%) -2,3+1,7 -12,54+2,4 1,643,3 -9,2+4,0 0,131 0,131

Tabelle 5: Auflistung der Unterschiede zwischen Werten nach Medium/Ctx und nach Ml (Differenz)
und nach Medium/Ctx und vor MI (Differenz) und der dazugehdrigen p-Werte. Darstellung erfolgt fur
RAO (oben) und LAO (unten).

Die Anderung des Schlagvolumens nach Zellinjektion im Vergleich zu nach
Myokardinfarkt in der RAO-Projektion lag bei 0,09+0,1 mil/kg KGW gegenlber
-0,07+0,1 in der Mediumgruppe (p= 0,164). Fur die LAO-Projektion ergaben sich
folgende Werte, Ctx-Gruppe 0,04+0,09 ml/kg KGW und Kontrollgruppe -0,12+0,11
ml/kg KGW (p= 0,288). Die Unterschiede im LVESV, LVEDV und dem LVSV fir die
LAO und RAO Projektion sind in Abbildung 15 und 16 dargestellt.

Fur die Ejektionsfraktion ergaben sich folgende Werte (RAO Projektion: Ctx-Gruppe
+5,1£2,3%, Kontrollgruppe -1,5t4,4 (p= 0,043); LAO-Projektion: Ctx-Gruppe
1,613,3%, Mediumgruppe -2,3+1,7% (p= 0,131)) (Abb.17).

Auch fur den linksventrikularen enddiastolischen Druck (LVEDP Kontrollgruppe
+1,310,8; Ctx Gruppe -0,111£0,31 mmHg) und sowie flir die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dt max Kontrollgruppe -74+21 mmHg/sec; Ctx
Gruppe 16562 mmHg/sec) wurde diese Differenz gebildet (Abb. 18). Der
Unterschied des linksventrikularen enddiastolischen Druckes (LVEDP) lag in der
Kontrollgruppe bei 1,33 mmHg wohingegen er in der Ctx Gruppe bei -0,11 mmHg lag
(p=0,038). Fir die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dt max) ergab sich in
der Kontrollgruppe ein Unterschied von -74mmHg+21 wahrend er in der Ctx Gruppe
bei 165+62 mmHg lag (p=0,015).
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Abbildung 15: Unterschied der LVEDV, LVESV, LVSV bezogen auf das jeweilige Kdrpergewicht
nach Medium/Ctx und nach MI (Differenz) in der RAO Projektion. Die grau karierten Balken stellen die
Tiere der Kontrollgruppe (n=6) dar, und die schwarz schraffierten Balken die Tiere der Ctx-Gruppe

(n=9).
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LAO 30: Vergleich nach Ctx/Medium mit nach Ml
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Abbildung 16: Unterschied der LVEDV, LVESV, LVSV bezogen auf das jeweilige Kdrpergewicht
nach Medium/Ctx und nach MI (Differenz) in der LAO Projektion. Die grau karierten Balken stellen die
Tiere der Kontrollgruppe (n=6) dar, und die schwarz schraffierten Balken die Tiere der Ctx-Gruppe
(n=9).
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Abbildung 17: Unterschied der EF nach Medium/Ctx und nach MI (Differenz) in der RAO (linkes
Balkenpaar) und LAO (rechtes Balkenpaar) Projektion. Die grau schraffierten Balken stellen die Tiere
der Kontrollgruppe (n=6) dar, und die schwarz schraffierten Balken die Tiere der Ctx-Gruppe (n=9)
dar.
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Abbildung 18: Unterschied des linksventrikularen enddiastolischen Druckes (LVEDP) (linkes
Balkenpaar) und der maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dt .«x) (rechtes Balkenpaar) nach
Medium/Ctx und nach MI (Differenz). Die grau karierten Balken stellen die Tiere der Kontrollgruppe
(n=6), und die schwarz schraffierten Balken die Tiere der Ctx-Gruppe (n=9) dar.

5.2.2 Analyse der regionalen LV Funktion

Neben der globalen LV- Funktion wurden auch Analysen zur regionalen LV- Funktion
durchgeftihrt. Hierzu wurde die Centerline- Methode nach Sheehan eingesetzt
(Einteilung des LV- Umfanges in 100 Teilsegmente/Chords, Sheehan et al., 1986).
Abbildungen 19 und 20 zeigen die Daten der Analyse in RAO und LAO. In RAO
zeigte sich 2 Wochen nach Mediuminjektion im Vergleich zu nach Myokardinfarkt
eine Abnahme der Kontraktilitdt im nicht vom Infarkt betroffenen Myokardareal,
welche in der Zelltherapiegruppe nicht beobachtet wurde (Chords 10-45, Abb. 22). In
der LAO- Projektion wurde kein Unterschied der regionalen Wandbewegung
gefunden (Abb. 19 und 20). Nach Zusammenfassung der linksventrikularen
Regionen in Infarktregion (Chords 50-90) und Nichtinfarktregion (Ubrige Chords) war
kein signifikanter Unterschied in der Entwicklung der regionalen Kontraktilitat

zwischen Medium- und Zell- behandelten Tieren erkennbar (Abb. 21).
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Abbildung 19: Analyse der regionalen Wandbewegung in RAO 60 mit der Centerline- Methode nach
Sheehan (Sheehan, et al., 1986) bei Schweinen, denen 2 Wochen nach Myokardinfarkt entweder
Medium (links) oder autologe mononukledre Knochenmarkzellen (rechts) injiziert wurden. Das
Infarktareal befindet sich etwa zwischen Teilsegment 50 und 90.
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Abbildung 20: Analyse der regionalen Wandbewegung in LAO mit der Centerline- Methode nach
Sheehan (Sheehan, et al., 1986) bei Schweinen, denen 2 Wochen nach Myokardinfarkt entweder
Medium (links) oder autologe mononukledre Knochenmarkzellen (rechts) injiziert wurden. Das
Infarktareal befindet sich etwa zwischen Teilsegment 50 und 90.
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Abbildung 21: Analyse der regionalen Wandbewegung im Infarktareal (Chords 60-90) und auRerhalb
des Infarktareals (links RAO, rechts LAO).

5.2.3 InfarktgréBenbestimmung mittels Positronenemmissionstomographie (PET)

Die Bestimmung der Infarktausdehnung mittels FDG-PET-Analyse ergab
vergleichbare InfarktgroRen fir beide Gruppen (Ctx Gruppe 16,7£1,7%;
Kontrollgruppe 13,3+1,7%). Nach zwei Wochen zeigte sich weder in der Ctx Gruppe
noch in der Kontrollgruppe eine Veranderung der InfarktgroRe im Vergleich zur
Gesamtflache des linken Ventrikels (bulls eye view, Ctx Gruppe 15,8+1,9 %,
Kontrollgruppe 13,6+0,8 %) (Abb. 22).
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Abbildung 22: ¥F-FDG- PET Analyse nach Myokardinfarkt; Links vier Original- Tomographien von
einem Medium- behandelten (oben) und von einem Zell- behandelten (unten) Tier vor (links) und 2
Wochen nach (rechts) Injektion. Im rechten Teil der Abbildung sind die Mittelwerte der Analysen fir je
3 Tiere abgebildet die entweder mit Medium (graue Saulen) oder mit mononukledren
Knochenmarkzellen behandelt wurden (schwarze Saulen).
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5.2.4 Wachstumskontrollen der injizierten mononukleéren Zellen

Die Betrachtung der ausplattierten Zellen unter dem Mikroskop nach 14 Tagen
ergab, dass die Zellen adharent wuchsen und eine spindelartige Form zeigten und
die Kulturschale durchgehend bewachsen war. Bei einem Tier konnten die Zellen

aufgrund von einer Brutschrankkontamination nicht ausgewertet werden.

5.3 Untersuchungen zur histologischen Darstellung der Zellen

Es wurden 5 Tiere mit Gold sowie Hoechst Dye markierten Zellen versehen, wovon
bei 3 Tieren die Herzen 2 Wochen nach Zellinjektion entnommen wurden, bei den

anderen beiden jeweils 4 und 8 Wochen nach Zellinjektion.

5.3.1 Histologische Darstellung der injizierten markierten Zellen

Die Gold und Hoechst Dye markierten Zellen waren bis zu einem Zeitraum von 8
Wochen nach Injektion im Schweinemyokard histologisch nachweisbar. Bei der
histologischen Untersuchung 2 Wochen nach Transplantation wies ein grofier Teil
der Zellen deutliche morphologische Schaden auf, ein geringer Teil war in Form und
Struktur den Myokardzellen ahnlich (s. Abb. 22b). Bei allen Tieren fanden sich in den

"Einstichregionen" deutliche "Zelldetritusansammlungen® (Abb. 22c).
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Fluoreszenzdarstellung

Nativdarstellung

Abbildung 22b: Histologischer Nachweis der transplantierten mononukledren Zellen im (Peri-)
Infarktgewebe von Schweinen (LAD- Verschluss) zwei Wochen nach Injektion. Darstellung der

Hoechst Dye markierten Zellen (oben) und Darstellung der mit kolloidalem Gold markierten Zellen
(unten)
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Abbildung 22c: Histologischer Nachweis der Einstichregion der transplantierten mononuklearen

Zellen zwei Wochen nach Injektion.

5.3.2 Histologische numerische Auswertung der injizierten markierten Zellen

Bei den 3 Tieren mit Herzentnahme 2 Wochen nach Zellinjektion wurden die vor
Applikation markierten Zellen histologisch ausgezahlt. Nach 2 Wochen verblieben im
Mittel 4,7+0,5 x 10° Zellen, was einem Prozentsatz von 11,8+1,3% der urspringlich 4
x 10 injizierten Zellen entspricht. Die Zellzahlen pro Block und Tier sind der Tabelle

6 zu entnehmen.

Schwein 3 |Schwein 6 |Schwein 33
Zellen/Block 1 |625333 532023 461482
Zellen/Block 2 624999 587977 387851
Zellen/Block 3 507445 356172 301342
Zellen/Block 4 435222 402161 314658
Zellen/Block 5 513125 498723 423115
Zellen/Block 6 464877 565277 449552
Zellen/Block 7 720861 534521 324556
Zellen/Block 8 534472 599479 165444
Zellen/Block 9 |575112 423211 435622
Zellen/Block 10 533221 419122 467378
| Blécke 1-10 5534667 4918667 3731000

Tabelle 6: Gesamtzellzahl der einzelnen Blocke nach Auszahlung mittels Lichtmikroskopie
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5.4 Untersuchung zum Zellverbleib

Fur die szintigraphischen Untersuchungen wurden 1 x 108 Zellen verabreicht, die im
Mittel eine Radioaktivitat von 89,7+11,3 MBq hatten.

5.4.1 Szintigraphie der Tiere

Bei den 3 Tieren, die '"Indium markierte Zellen intramyokardial in das durch
Coilembolisation infarzierte Herz gespritzt bekamen, war nach 24 Stunden noch
22+2% der initial im Herzen nachweisbaren Radioaktivitdt messbar. In in vitro
Teststudien zeigte sich, dass die Zellen durch die Markierung in den ersten 24

Stunden nicht nachhaltig geschadigt werden.

Bei den Tieren mit LAD-Ligatur (4 Std.) und Reperfusion ist in der dynamischen
Szintigraphie der Herzregion zu erkennen, dass unmittelbar nach intramyokardialer
Zellinjektion die Herzregion gleichmaRig radioaktiv markiert bleibt (Abb. 23). In der
quantitativen Analyse waren zum Zeitpunkt 1,0 Stunden nach Injektion 22+1% der
applizierten Gesamtaktivitat im Herzen nachweisbar. Diese Zahl fiel nach 24 Std. auf
16£2% ab (P=0,07). Die restliche Radioaktivitdt akkumulierte sich in den
extrakardialen Organen (Tab. 7 und Abb. 24).
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Abbildung 23: Dynamische Szintigraphie unmittelbar nach intramyokardialer Injektion von "ndium-
markierten mononukledaren Knochenmarkzellen in infarzierte Herzen (mit Reperfusion) (1 Aufnahme
alle 30 Sek., Start links oben, Ende rechts unten).
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Abbildung 24: Quantitative Analyse des Verbleibs radioaktiv markierter Knochenmarkzellen 1,0 Std.
und 24 Std. nach intramyokardialer Injektion (links) und nach intrakoronare (rechts) in infarzierte
Herzen bei reperfundiertem InfarktgefaR.
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Abbildung 25: Dynamische Szintigraphie unmittelbar nach intrakoronarer Injektion von " 'Indium-
markierten mononukledren Knochenmarkzellen in infarzierte Herzen nach Reperfusion (eine
Aufnahme alle 15 Sek.). Die Zellen wurden Uber einen liegenden Ballonkatheter mit insouffliertem
Ballon injiziert (durchgehende Pfeile, 3 Min. Inflation). Danach wurde der Ballon desouffliert und es
fand eine 3 minutige Reperfusion statt (gestrichelte Pfeile, 4 Wiederholungen).

ANT DYN.

111

Intramyokardiale Applikation
(n=3)
24 Std.

Intrakoronare Applikation
(n=3)
24 Std.

1 Std. 1Std.

Gesamt 100% 100% 100% 100%

Thorax

65£2,3%

Herz

22+0,7%

Lunge

43+2,9%

55+1,1%
16£1,9%
39+1,3%

5715,6%
7+1,7%**
50+4,0%

56+5,5%
4+0,1% *
52+5,6%

Abdomen

21+4,0%

26+1,7%

29+5,5%

33+4,3%

Oberbauch

17+4,3%

Leber]

13£3,1%

2242,5%
17£1,0%

2615,5%
22+5,9%

30+4,4%
24+3,1%

Milz 4+0,9% 5+1,6% 4+0,2% 6+1,7%

Tabelle 7: Zellverbleib '''In-markierter mononuklesrer Knochenmarkzellen nach intramyokardialer

(links) oder intrakoronarer (rechts) Injektion bei reperfundierten Infarktgefal® p<0,01 intrakoronar vs.
intramyokardial)

Bei intrakoronarer Gabe der Zellen zeigte sich in der dynamischen Szintigraphie,
dass mit Zellinjektion bei verschlossenem Koronargefald (aufgeblasener Ballon) ein

starkes radioaktives Signal in der Herzregion nachweisbar war. Unmittelbar mit
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Beginn der Reperfusion (desoufflierter Ballon) zeigte sich jedoch ein deutlicher Abfall
der Signalintensitat im Herzen und eine deutliche Signalzunahme im Bereich der
Lungen (Reperfusion fur drei Minuten, vier Injektionen) (Abb. 25). Nach Abschluss
der intrakoronaren Injektion (1,0 Std.) waren noch 7+2% der Gesamtaktivitat im
Herzen nachweisbar (n=3). Innerhalb von 24 Stunden sank die Aktivitat weiter auf
4+0,1 % (P=0,2). Die intramyokardiale Zellappliation war sowohl nach 1,0 Std.
(P=0,001) als auch nach 24 Stunden (P=0,003) effektiver im Vergleich zur
intrakoronaren Injektion (in Tab. 7 und Abb. 24). Die Verteilung der Aktivitat auf die
extrakardialen Organe veranderte sich sowohl nach intrakoronarer Gabe als auch
nach intramyokardialer Injektion im Verlauf von 24 Stunden (24 Std. vs. 1,0 Std.)
nicht. Eine die intramyokardiale Applikation mit der intrakoronaren Applikation

vergleichende Darstellung findet sich in Abb. 26.
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Abbildung 26: Direkter Vergleich des Zellverbleibs im Herzen 1,0 Std. und 24 Std. nach
intramyokardialer vs. intrakoronarer Applikation der Zellen in infarzieten Schweineherzen (mit
Reperfusion)
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6 DISKUSSION

Bei unseren Untersuchungen an 29 Schweinen konnten hinsichtlich des funktionalen
Einflusses, des Zellverbleibs, der Ausdifferenzierung von mononuklearen
Knochenmarkzellen nach Applikation ins Infarktgebiet folgende Ergebnisse

festgestellt werden:

1. In der mit autologen mononukledren Knochenmarkzellen behandelten
Gruppe war eine geringe Verbesserung der LV-Auswurffraktion (globale
Funktion) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Medium Injektion) nachweisbar.
Jedoch konnten bezuglich der Gro3e des Infarktes wie auch fur die regionale
Wandbewegung keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen

festgestellt werden.

2. Bei den Schweinen mit permanenter GefalRokklusion des Herzkranzgefalles
und intramyokardialer Applikation der Zellen konnten diese Zellen bis zu 8
Wochen im Infarktareal nachgewiesen werden. Szintigraphisch gemessen
verblieben innerhalb von 24 Stunden etwa 20% der applizierten Zellen im
Herzen. Histologisch ausgezahlt waren es nach 2 Wochen in etwa 10% der
applizierten Zellmenge. Histologisch konnte keine Ausdifferenzierung der

Zellen nachgewiesen werden.

3. Bei den Tieren mit reperfundiertem Infarktgefal® waren nach 24 Stunden etwa
16% der intramyokardial applizierten Zellen und nur ca. 4% der intrakoronar

applizierten Zellen im Herzen nachweisbar.
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6.1 Das Schweineherz als Infarktmodell und die Wahl der LAD als Infarktgefaf

Grundsatzlich stellt sich die Frage, welches Tiermodell am besten geeignet ist, um
zum Menschen vergleichbare Werte bei der Behandlung eines Myokardinfarktes zu
liefern. Untersuchungen am Schweineherz sind sinnvoll, da die Auspragung des
Koronarsystems am Schweineherz dem am menschlichen Herz insbesondere in der
Entwicklung und im Verlauf der linken Koronararterie mit LAD und LCX sehr ahnlich
ist. (Schummer et al., 1984, Winkhardt et al., 2005, Swindle et al., 1984-1988). Das
Kollateralsystem am Schweineherz ist wie beim Menschen weniger stark entwickelt
und die Versorgung des linken Ventrikels hangt ausschliel3lich von der LAD ab. Der
intrakoronare Verlauf der LAD, die verminderte Anzahl von Kollateralen, die geringe
Wanddicke und ihr geringes Lumen hat zur Folge, dass bei Verschluss der LAD ein
grolBer Teil des linksseitigen Myokards betroffen ist. Folglich kommt es beim
VerschluBR zum Absterben grofler Gewebeareale. Wir haben in unseren
Untersuchung die Okklusion in das untere Drittel der LAD gesetzt, da eine dortige
Unterbrechung des Blutflusses eine ausreichende aber nicht lebensbedrohliche
Infarktnarbe entstehen lasst.
Ein Verschluss der LAD beim Hundherz fuhrt zu sehr viel geringeren Schaden, da
dessen Kollateralsystem sehr viel besser entwickelt ist. Daher eignet sich das
Hundeherz weniger als Infarktmodell (Schaper et al., 1967, White et al.1986). Auch
der Anteil des Herzens am Gesamtgewicht ist beim Hund sehr viel groRer (0,7%) als
beim Mensch (0,49%). Durch die gezielte Auswahl einer bestimmten Gewichtsklasse
der Schweine (25-35kg) wurde in der vorliegenden Studie sichergestellt, dass der
Herzorganindex (Herzgewicht/ Kérpergewicht) mit 0,5% ahnlich dem des Menschen
ist (Dickhuth, 2007). In Folge dessen hat das Schweinemodell bei kardiologischen
Fragestellungen in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen. Es gibt
verschiedene Stenosemodelle beim Schwein zur Untersuchung von chronischen
Ischamien sowie akuten Infarktereignissen, die einerseits zum Verstandnis des
pathophysiologischen Geschehens eines Infarktes und andererseits die Fahigkeit zur
therapeutischen Angiogenese untersucht haben (Fallavollita et al., 1997, Roth et al.,
1987, Litvak et al., 1957).
Die Form der Applikation von Zellen, ob intrakoronar oder intramyokardial ist fur die
im Herzen verbleibende Zellzahl von entscheidender Bedeutung. Hinsichtlich der
Fragestellung zur Applikationsart bestimmen Grofle und Gefallanatomie des
verwendeten Tierherzens die Vergleichbarkeit zum Menschen. Praxisnahe
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Applikationsmethoden, wie die der intrakoronaren Injektion kénnen nur &aulerst

eingeschrankt bei murinen Spezies durchgeflhrt und bewertet werden.

6.2 Technik der Infarktinduktion

Ein myokardialer Infarkt in Tiermodellen wurde bisher meist nach Thoraxeroffnung
induziert, wobei der Infarkt unter Sicht durch Ligation der LAD gelegt wurde (Litvak et
al., 1957, Fuchs et al., 2001, Liu et al., 2004). Die Induktion eines Infarkts mittels
Coilembolisation hat gegenuber einer Ligatur bei Thorakotomie entscheidende
Vorteile. Das chirurgische Trauma ist bei einer Thorakotomie viel groflier, als bei der
Induktion mittels eines Coils. Die mit einer Thorakotomie verbundenen
Komplikationen sind hdher und oft letal. Da der Infarkt selbst schon eine starke
Beeintrachtigung fur das Tier darstellt, ist es sinnvoll zusatzliche Belastungen so
gering wie moglich zu halten. Erfahrungen haben gezeigt, dass die Thorakotomie
selbst Einfluss auf die kardiale Funktion nach einem Infarkt hat (Kraitchman et al.,
2000). Die kardiale Funktion, insbesondere das Herzzeitminutenvolumen wird
aulRerdem durch den hoheren Einsatz an Analgetika und Anasthetika, wie sie bei
einer Thorakotomie gefordert sind, negativ beeintrachtigt. Die Gesamtbelastung fur
das Tier wird dabei erheblich erhdht. Der Eingriff fir eine Coilembolisation ist
gegenuber der Thorakotomie minimal invasiv. Er fordert nur die Schaffung eines
Gefalizugangs (Kraitchman et al., 2000, Naslund et al., 1992). Weiterhin erlaubt der
Verschluss des Koronargefasses mittels Coilembolisation eine genaue Kontrolle der
Lokalisation des Infarktes. Durch die Angiographie ist die Koronaranatomie bekannt
und es kdénnen Herzinfarkte mit homogener Gréf3e erzeugt werden. In den von uns
durchgeflihrten Untersuchungen erfolgte die Applikation des Coils im distalen Dirittel
der LAD nach Abgang des RD2, so dass die Perfusion hinreichend eingeschrankt
und der Infarkt ausreichend grof3 aber nicht letal war. Die in unserem Ansatz
gewahlte Infarktinduktion durch Coilembolisation ist auch fur die Auswertung der
funktionellen Auswirkung der Zellen sinnvoll, da durch das nicht reperfundierte
Infarktgefal® eine Verbesserung nicht auf die Wiederdurchblutung des Kranzgefalies
zurUckzufuhren ist, sondern nur alternative Mechanismen dafur in Frage kommen.
Fur die Anwendung im klinischen Alltag muss jedoch bericksichtigt werden, dass die
Uberwiegende Anzahl von Koronargefalten wiedererdffnet wird und somit eine

Reperfusion des Infarktareals ermdglicht wird.
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Bei der Gruppe der Tiere mit Zelltransplantation nach Reperfusion war dieses
Infarktmodell nicht mdglich, da sich ein einmal durch Coil verschlossenes Gefald nicht
mehr 6ffnen lasst. Daher musste flr diese Untersuchungen ein Infarktmodell mit Hilfe
der Thorakotomie gewahlt werden. Eine temporare Ballonokklusion tUber 4 Stunden
war aus versuchstechnischen Gegebenheiten nicht mdglich. Da bei diesem
Projektteil ausschliel3lich die Frage der Applikationseffizienz im Vordergrund stand,
wurde in dieser Gruppe auf Funktionsuntersuchungen verzichtet und lediglich der
Frage nachgegangen, welche Applikationsmethode (intrakoronar vs. intramyokardial)
die hochste Anreicherung von Zellen am Herzen ergibt. Dadurch war die oben
beschriebene Problematik der eingeschrankten Vitalitat nach Thorakotomie nicht von
Bedeutung, da bei dieser Tiergruppe die kardiale Funktion nicht untersucht wurde
und die Tiere nur 6 Tage nach Infarkt Gberleben mussten. Die Ligatur der LAD

erfolgte hier unter Sicht an der gleichen Stelle wie bei den coilokkludierten Tieren.

6.3 Wahl des Zeitpunktes der Zelltransplantation

Es gibt zahlreiche Argumente fur die Wahl des Zeitpunktes einer Zelltherapie nach
Myokardinfarkt. Einerseits ist es auf Grund des pathophysiologischen Geschehens
und der entstehenden Entzindung im akuten Infarkt nicht sinnvoll Zellen in dieses
frische Infarktareal zu transplantieren, doch sollte auf der anderen Seite auch nicht
zu lange gewartet werden, da die Stammzellapplikation vor Beginn des kardialen
Remodellings erfolgen sollte (Li et al.; 2001). Der Wirkmechanismus injizierter
Knochenmarkzellen ist noch nicht bekannt, so dass davon ausgehend kein
bestimmter Zeitpunkt favorisiert werden muss. Ziel der vorliegenden Studie war es,
den Einfluss der Knochenmarkszellen auf die LV-Funktion nach Myokardinfarkt
unabhangig von den endogenen Regenerationsvorgangen zu untersuchen. Daher
wurde fur die funktionellen Untersuchungen mit 14 Tagen nach Myokardinfarkt ein
Injektionszeitpunkt mit weitgehend abgeschlossener narbiger Umbildung des
infarzierten Myokardareals gewahlt. Ein solch spater Zeitpunkt entspricht auch der
klinischen Realitat zur intramyokardialen Injektion, da eine intramyokardiale Injektion
beim Menschen lediglich im Rahmen einer Bypassoperation stattfindet, die in der
Regel nicht vor Ablauf von 14 Tagen nach Infarkt durchgefiihrt wird. Dartiber hinaus
haben Schachinger et al. gerade bei spateren Injektionszeitpunkten (allerdings bei
intrakoronarer Applikation) einer Verbesserung der LV-Funktion beobachtet
(Schachinger et al., 2005). Fernandez-Aviles behandelte in einer klinischen Studie 20
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Patienten ca. 14 Tage nach Myokardinfarkt intrakoronar mit Knochenmarkzellen
(Fernandez-Aviles et al., 2004). In dieser Arbeitsgruppe wurde der relativ spate
Zeitpunkt der Zellapplikation, hier 14 Tage, gewahlt, um eine Beeinflussung der
Zellen durch inflammatorische Zellen zu vermeiden. Auch die Ergebnisse dieser
Arbeitsgruppe zeigen, dass eine kardiale Funktionsverbesserung auch nach gro3erer
Zeitspanne zwischen Myokardinfarktbehandlung und intrakoronarer Zellapplikation
moglich ist (Fernandez-Aviles et al., 2004). Jedoch muss angemerkt werden, dass
eine noch durchgreifendere Funktionsverbesserung als die in unseren
Untersuchungen beobachtete durch eine KM-Zelltherapie nach Myokardinfarkt
verpasst worden sein konnte, sollte der Wirkmechanismus doch gerade die frihen
Umbauvorgange nach dem Infarktereignis beeinflussen.

Fur die Fragestellung der Applikationseffizienz nach intramyokardialer oder
intrakoronarer Injektion wurde der Applikationszeitpunkt dem der klinischen Studien
angepasst. Die intrakoronare Applikation mittels Katheterinjektion wird am Menschen
unter den heutzutage Ublichen Gesichtspunkten innerhalb eines sehr kurzen
Zeitraumes nach akutem Infarkt durchgefuhrt. In den klinischen Studien werden
heute routinemallig die Zellen circa 5 Tage nach akutem Infarktereignis appliziert
(Strauer et al., 2002; Wollert et al., 2004; Janssens et al., 2006). In der bisher
gréBten randomisierten klinischen Studie konnten Schachinger et al. eine signifikante
Verbesserung der LV-Auswurffraktion feststellen, sie applizierten die Zellen
intrakoronar zeitnah (3-6 Tage) nach Reperfusion (Schachinger et al., 2006). Aus
diesen Grinden erfolgte die Zellapplikation in diesem Versuchsteil 5 Tage nach

Infarktinduktion

6.4 Wahl der verwendeten Zellen

In unseren Untersuchungen wurden mononukleare Zellen aus dem Knochenmark
verwendet, die lediglich durch Ficoll Gradienten Zentrifugation aufgereinigt wurden.
Eine solche Zellfraktion enthélt sowohl Zellen der hdmatopoetischen Reihe, CD34"
Zellen, mesenchymale Zellen wie auch eine Vielzahl anderer Zellpopulationen. Da
bisher noch nicht geklart ist, welche Zellen aus der mononuklearen Fraktion
tatsachlich die am besten geeigneten Zellen fir eine Therapie am Herzen sind,
wurden die mononuklearen Zellen ohne weitere Aufbereitung fur die
Zelltransplantation verwendet. Auch wird diskutiert, dass eine weitere Kultivierung
der Zellen ihr Ausdifferenzierungspotential beeinflussen kdnnte (Assmus et al.,
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2002), daher wurden die Zellen Uber Nacht im Kihlschrank gelagert und nicht
ausplattiert. Die von uns gewahlte Zellfraktion entspricht der in den klinischen
Studien verwendeten und liefert somit die vergleichbarsten und fur die Anwendung
beim Menschen reproduzierbarsten Ergebnisse (Strauer et al., 2002; Assmus et al.,
2002, Wollert et al., 2004; Janssens et al., 2006; Schachinger et al., 2006).

6.5 Farbemethoden

Mit der Markierung des Zytoplasmas mit kolloidalem Gold und der Kernmarkierung
mit Hoechst Dye, haben wir die Methoden gewahlt, von welchen die geringste
Zellfunktionseinschrankung bekannt war und ein Nachweis der Zellen Uber einen
Zeitraum von bis zu 8 Wochen gewahrleistet war (Henning et al., 2006; Tang et al.,
2006, Schmidt et al., 2006). Von den in der Einleitung genannten Farbemethoden
sind die genetischen Marker aufgrund fehlender transgener Zuchtlinien beim
Schwein nicht mdglich, auch der Nachweis des Y-Chromosomes entfiel auf Grund
der in der Fragestellung vorgeschrieben Randbedingung nur autologe Zellen zu
verwenden. Mit der von uns gewahlten Markierungsmethode konnten die Zellen
innerhalb von 20 h markiert werden. Fur die Markierung mit kolloidalem Gold konnten
wir diese Eigenschaft in eigenen Versuchen innerhalb der Arbeitsgruppe verifizieren.
Somit haben wir die bisher nur zur Thrombozytenmarkierung (Christensen et al.
1992) verwendete Goldmarkierung eingesetzt und konnten zeigen, dass diese
Farbemethode effektiv und zellschonend ist. Des Weiteren konnten die kolloidalen
Goldpartikel bis zu 8 Wochen nachgewiesen werden. Um einen alternativen
Nachweis der Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie zu ermdglichen, wurde ein Teil
der Zellen mit Hoechst Dye markiert. Diese Technik wurde gewahlt, da in vielen
Untersuchungen ihr erfolgreicher Einsatz beschrieben wurde (Henning et al., 2006;
Tang et al., 2006). Diese Markierung hatte des Weiteren den Vorteil, dass flr den
Nachweis der Zellen keine Gegenfarbung notwendig war.
FUr die Fragestellung des Nachweises der Zellen in vivo, wurde eine
Markierungsmethode bendtigt, welche zulasst, die Zellen in vivo im Empfangertier zu
verfolgen. Fur diese Fragestellung stand keine Methode mit hoher
Markierungseffektivitat und langerfristiger Vitalitdt der Zellen zur Verfligung. Mit
"ndium wurde ein Zellmarker gewdhlt, der die Vitalitdt der Zellen nachhaltig
schadigt. Da allerdings fir diese Fragestellung nur Kurzzeitbeobachtungen (bis 24
Stunden) gefragt waren und auch keine Aussagen zu funktionalen Auswirkung
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getroffen werden sollten, konnte die eingeschrankte Vitalitdt der Zellen in Kauf

genommen werden.

6.6 Funktionelle Auswirkung der applizierten Zellen

Trotz des geringen Zelliberlebens, der niedrigen Zahl der transplantierten Zellen im
Herzen und der histologisch nicht nachweisbaren Ausdifferenzierung, wurde in der
Lavokardiographie in der Ctx Gruppe eine leichte Verbesserung der globalen LV-
Funktion nach Injektion autologer mononukledrer Knochenmarkzellen beobachtet.
Wahrend erwartungsgemal die linksventrikulare Ejektionsfraktion zwei Wochen nach
Myokardinfarkt signifikant geringer war als vor dem Infarkt (Abnahme ca. 10 %), und
es bei den mit Medium behandelten Tieren zu einer weiteren leichten Abnahme der
Auswurffraktion kam, stabilisierte sich die Auswurffraktion der zelltherapierten Tiere
mit Tendenz zur leichten Zunahme im Vergleich zum Zeitpunkt vor Zelltherapie
(Messungen zwei Wochen nach Zelltherapie oder Medium-Injektion). Auch fir die
anderen Funktionsparameter konnten ahnliche Befunde ermittelt werden. Hinsichtlich
des Preloads (LVEDP) konnte in der Citx-Gruppe 14 Tage nach Zelltransplantation
ein leichter Abfall des LVEDP im Vergleich zum Zustand nach Myokardinfarkt
gefunden werden, wohingegen er in der Kontrollgruppe weiter anstieg. Der
Kontraktilitatsparameter dp/dtmax zeigte in der Ctx-Gruppe einen deutlichen Anstieg
zum Zeitpunkt 14 Tage nach Zelltransplantation, wohingegen er in der
Kontrollgruppe weiter gefallen ist. Der Kontraktilitatsparameter dp/dtmax ist allerdings
abhangig vom Aortendruck. Da sich der Aortendruck in unserer Untersuchung nicht
signifikant geandert hat, und auch kein relevanter Trend zu finden war, genugt es die
Unterschiede der absoluten dp/dtn.x Werte zu betrachten. Bei den absoluten
Parametern LVEDV, LVESV, LVSV konnte zwar eine ahnliche Tendenz festgestellt

werden, doch waren die Unterschiede nicht signifikant.

Grundsatzlich stellt sich allerdings die Frage, welchen Einfluss die Gewichtszunahme
der Tiere auf die Veranderungen am Herzen hatte. Beim Kdrpergewicht haben wir
eine durchschnittliche Gewichtszunahme der Schweine von 679-695 g/Tag
gemessen. Das bedeutet eine Gewichtszunahmerate von circa 2% pro Tag.
Abgeleitet von den lavokardiographischen Volumenmessungen zeigt sich, dass auch
das Herz in gleichem Mal3e, also in 14 Tagen um circa 28%, wie das ganze Schwein
an Gewicht zugenommen hat. Da davon auszugehen ist, dass das Infarktareal nicht
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mitgewachsen ist, wird verstandlich warum der Kontraktilitatsparameter dp/dtmnax in
der Kontrollgruppe sich von vor Infarkt zu 14 Tage nach Infarkt nicht verandert hat.

Bei der EF spielt die Gewichtszunahme der Tiere eine sehr viel geringere Rolle, da
das aktuelle LVSV immer auf das LVEDV bezogen wird. Die Parameter LVEDV,
LVESV, LVSV hingegen sind wachstumsabhangig und wurden aus diesem Grund
durch das zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt ermittelte Kérpergewicht geteilt.

Allerdings ist bis heute nicht geklart, wie weit LVEDP vom Wachstum abhangig ist.
LVEDP hangt unter anderem vom Blutvolumen ab. Es muss diskutiert werden, ob ein
Teil der Gewichtszunahme der Tiere eventuell auch auf durch Herzinsuffizienz
bedingte = Wassereinlagerung  zurickzufihren ist. Bei der regionalen
Wandbewegungsanalyse nach Sheehan wurde kein Hinweis dafir gefunden, dass
die regionalen Kontraktilitatsverbesserungen im Infarktareal und seinen
Randgebieten durch Zelltherapie hervorgerufen wurden. Somit muss der geringe
positive Einfluss der Zelltherapie auf eine globale Verbesserung der Pumpfunktion
des Herzens zurlickgefuhrt werden. Fur die Vermutung, dass globale Faktoren fir die
Funktionsverbesserung verantwortlich sind, spricht, dass diese bei gleich bleibend
fehlender Vitalitat der Zellen im Infarktareal auftrat und beobachtet wurde, obwonhl
fast keine Zellen mehr nachweisbar waren. Von der erhofften Regeneration des
Myokards durch sich in Myokardzellen differenzierende Knochenmarkzellen, kann
daher nicht ausgegangen werden. Als globale Parameter sind eventuell parakrine
Faktoren anzusehen, die das nicht geschadigte Myokard positiv beeinflusst haben
(Ciulla et al., 2003, Kinnaird, et al., 2004b; Kinnaird, et al., 2004a; Gnecchi, et al.,
2005). Auch wenn die erhoffte Myokardregeneration ausblieb konnte doch eine
Verbesserung der absoluten Auswurffraktion des Herzens um 10% gefunden
werden. Die hier nachgewiesene Verbesserung der Herzfunktion konnte schon in
Studien an der Ratte von Orlic et al. festgestellt werden (Orlic et al., 2001) und wurde
auch in weiteren klinischen Studien bestatigte. In der TOPCARE-AMI-Pilotstudie
(Assmus et al., 2002) verbesserte sich die EF in der zellbehandelten Gruppe
innerhalb der ersten 4 Monate mit 8% in der gleichen Grof3enordnung wie in unseren
Untersuchungen. Auch die nachgewiesene Verbesserung der EF um circa 6% in der
BOOST-Studie konnten wir basierend auf unseren Ergebnissen bestatigen (Wollert
et al.,, 2004). Die Untersuchung von Schachinger und Mitarbeitern fand einen
Unterschied der Herzfunktion zwischen Kontrollgruppe und Ctx Gruppe von 4%

(Schachinger et al., 2005). Auch bei einer groReren Zeitspanne zwischen
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Myokardinfarktbehandlung und intrakoronarer Zellapplikation konnten Fernandez-
Aviles et al. eine kardiale Funktionsverbesserung zeigen (Fernadez-Aviles et al.,
2004).

Neben den positiven Befunden bezuglich der funktionalen Auswirkung der
applizierten Zellen, gibt es jedoch auch einige kontroverse Ergebnisse. In der
doppelblind randomisierten placebokontrollierte ASTAMI-Studie in die 97 Patienten
mit ausschliellich ST-Hebungsinfarkt der Vorderwand eingeschlossen wurden,
konnte mittels SPECT, Echokardiographie und MRT keine signifikante Verbesserung
durch die Applikation mononuklearer Zellen gefunden werden (Lunde et al., 2005).
Auch Janssens und Mitarbeiter konnten keine Verbesserung der globalen
Pumpfunktion statistisch sichern. Zusatzlich zur Untersuchung der Pumpfunktion
untersuchten Sie aber auch die Vitalitat des myokardialen Gewebes durch FDG-PET-
Analyse. Hierbei wurde festgestellt, dass die mit Zellen behandelten Patienten ein
etwas geringeres Infarktareal zurtickbehielten (Janssens et al., 2006). In den von uns
durchgefuhrten FDG-PET Untersuchungen konnten allerdings hinsichtlich der
InfarktgroRe keine Unterschiede zwischen Kontrollgruppe und Ctx-Gruppe gefunden
werden, so dass in unseren Untersuchungen der Remodeling-Prozess nach
Myokardinfarkt anscheinend unbeeinflusst blieb.

Beim Vergleich der klinischen Studien mit unseren Untersuchungen am Schwein, ist
zu bedenken, dass bei Versuchen am Menschen immer eine Standardtherapie
zusatzlich zur Zelltransplantation durchgefihrt wird. Dies schlie3t unter anderem die
Heparinisierung ein. Dadurch haben die transplantierten Zellen eventuell ein anderes
Wirkungspotential, da ihnen durch die Gerinnungshemmung und die gesteigerte
Aktivitat zur Aufldsung thrombotischen Materials mehr geschadigtes Infarktgewebe
zuganglich ist. In unserer Untersuchung wurde dagegen keine Heparinisierung und
keine Revaskularisation durchgefuhrt, damit die funktionellen Auswirkungen
moglichst alleine auf die applizierten Zellen zurlickgefihrt werden kénnen. Allerdings
ist es denkbar, dass auch die Uberlebensbedingungen der applizierten Zellen bei
nicht reperfundierten Infarktgefald aufgrund von Sauerstoffmangel geringer sind. In
weiteren Untersuchungen muss daher ermittelt werden, welchen Einfluss Heparin
und eine Reperfusion auf den Zellverbleib und die funktionelle Verbesserung durch

eine Therapie mit Knochenmarkzellen hat.
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6.7 Zellmigration und Ausdifferenzierung der transplantierten Zellen

Bei den Untersuchungen in der Gruppe mit permanentem LAD-Verschluss durch
Coilembolisation konnten nach intramyokardialer Injektion der Zellen in das Infarkt-
und Periinfarktareal immer noch etwa 20% der Zellen nach 24 Stunden im Herzen
nachgewiesen werden. Mittels der semiquantitativen histologischen Auswertung
konnte nach 2 Wochen ein Prozentsatz von 11,8+1,3% der urspringlich 4 x 10’
injizierten Zellen nachgewiesen werden. Ein grofter Teil der wieder gefundenen
markierten Zellen wies morphologisch deutliche Schaden auf. Dies bedeutet, dass
die Zahl der verbliebenen vitalen Zellen als wesentlich geringer einzuschatzen ist.
Ein langerfristiger Verbleib mononuklearer Knochenmarkzellen nach Injektion in das
Infarktareal wurde von Muller-Ehmsen et al. am Rattenmodell nachgewiesen. Es
zeigte sich, dass 1-2% der implantierten Zellen auch nach sechs Wochen noch im
Herzen der Tiere nachweisbar waren (Muller-Ehmsen et al., 2005a, 2006). In unserer
Untersuchung waren die Gold- und Hoechst Dye- markierten Zellen bis zu einem
Zeitraum von 8 Wochen nach Injektion im Schweinemyokard histologisch
nachweisbar. Wir haben nach 8 Wochen noch ca. 1% wieder gefunden. Die in der
Einstichregion gefundenen Anhaufungen von Zelldetritus wurden nicht mitgezahlt.

In frGheren Arbeiten fanden Miller-Ehmsen et al. nach Applikation neonataler
Kardiomyozyten in infarzierte Herzen, dass nach 6 Monaten noch mehr als 60% der
implantierten Zellen nachweisbar waren (Muller-Ehmsen et al., 2002b). Jedoch kann
vermutet werden, dass etwa 10 % der injizierten Zellen Fibroblasten, Endothelzellen
oder andere kardiale Zellen waren, die eventuell sogar proliferierten, so dass die
tatsachliche Zahl der Uberlebenden Kardiomyozyten eher als geringer einzuschatzen

war.

Hinsichtlich der Frage, ob eine (Trans-) Differenzierung von autologen
Knochenmarkszellen zu Kardiomyozyten maoglich ist, konnten wir feststellen, dass ein
sehr geringer Teil der Zellen in Form und Struktur den Myokardzellen ahnlich war.
Auffallig war, dass diese Zellen lediglich in intaktem Myokard (Randzone) zu finden
waren (s. Abb. 23b). Aufgrund fehlender Zellmarker und Nachweismethoden, war
keine genaue Graduierung der (Trans-) Differenzierung in Kardiomyozyten maoglich.
Die Beurteilung der Zellen erfolgte gemaf} ihrem histologischen Erscheinungsbild und
der Integration in das umliegende Gewebe. Dass eine Differenzierung in
Herzmuskelzellen mdglich ist, konnte von Jackson et al 2001 anhand von spontan
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migrierten Knochenmarkzellen (Jackson et al., 2001), sowie Orlic et al. die adulte
Knochenmarkzellen in infarziertes Herzmuskelgewebe von Ratten transplantierten
(Orlic et al., 2001), gezeigt werden.

Demgegenuber muss beachtet werden, dass verschiedene Arbeitsgruppen die
Ausdifferenzierung autologer Knochenmarkzellen nicht nachweisen konnten (Murry
et al., 2004; Balsam et al., 2004).

6.8 Applikationseffizienz und Verbleib von mononuklearen und

mesenchymalen Knochenmarkzellen nach Myokardinfarkt

In den meisten klinischen Studien werden zum heutigen Zeitpunkt die Zellen
intrakoronar appliziert, dies erfolgt nach Reperfusion des beeintrachtigten
Herzkranzgefasses. Die durch den Kathetereingriff minimal invasive Methode
ermoglicht es die Zellen kurz nach akutem Myokardereignis zu transplantieren. Bei
der hier durchgeflihrten Untersuchung zum Vergleich der intramyokardialen versus
der intrakoronaren Applikation wurden die Bedingungen der klinischen Studien
weitestgehend Ubernommen (Zellinjektion mehrere Tage nach Infarkt, mehrfache
intrakoronare Zellinjektion), so dass hier erstmals ein valider Hinweis auf den
Zellverbleib von mononukledren Knochenmarkzellen unter den Bedingungen der
klinischen Studien vorgelegt werden kann.
Bei den bei permanentem LAD-Verschluss durchgefuhrten Untersuchungen, waren
nach intramyokardialer Injektion der Zellen in das Infarkt- und Periinfarktareal etwa
20% der Zellen 24 Stunden nach Injektion noch szintigraphisch nachweisbar. Durch
Rekanalisation des Infarktgefalles 4 Stunden nach Ligatur, verringerte sich bei
gleicher Applikationsart die Zahl der im Herzen verbleibenden Zellen auf etwa 16%
nach 24 Stunden. Bei der intrakoronaren Injektion direkt ins rekanalisierte
Infarktgefal® waren demgegenuber nur ca. 4% der Zellen nach 24 Stunden
szintigraphisch nachweisbar.
Ahnliche Daten wurden von Hou et al. gefunden, die bei Schweinen eine
vorubergehende Myokardischamie durch Ballonokklusion der LAD ausldsten und
anschlielend circa 2,6+0,3% der intrakoronar applizierten Zellen im Herzen
wiederfanden (Hou et al., 2005). Nach intramyokardialer Gabe wurden 11+3% der
Zellen gefunden. Jedoch muss bei der Diskussion dieser Studie berlcksichtigt
werden, dass die Ischamiezeit nur 45 Minuten betrug, so dass keine transmurale
Myokardschadigung entstanden sein kann. Darlber hinaus wurden mononukleére
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Zellen aus dem peripheren Blut verwendet, die unmittelbar nach Reperfusion des
Gefales in nur einmaliger Injektion intrakoronar appliziert wurden.

Damit unterscheiden sich die Bedingungen, die von Hou et al. gewahlt wurden
deutlich von unseren Studienbedingungen und ebenso von den Bedingungen,
klinischer Studien zur Zelltherapie (Strauer et al., 2002; Assmus et al., 2002; Wollert
et al., 2004; Janssens et al., 2006).

Hofmann und Mitarbeiter haben in der BOOST-Studie, deren Studienbedingungen
mit unseren vergleichbar waren, bei sechs Patienten den Verbleib der injizierten
Knochenmarkzellen durch FDG-PET-Analyse bis zu einer Stunde nach Applikation
verfolgt (Hofmann et al., 2005). Dabei fanden sie einen vergleichbaren Prozentsatz
an im Herzen verbleibenden Zellen von 1,3 % bis 5,3 %. Im Gegensatz zu unseren
Untersuchungen am Schwein fanden sich bei den Patienten der BOOST-Studie Uber
85% der Radioaktivitat im Bereich der abdominalen Organe. Bei den von uns
durchgefuhrten Untersuchungen fanden sich etwa 50% der Zellen in den Lungen
wieder. Ahnliches beobachteten auch Penicka et al. bei der Verfolgung von "ndium
markierten Zellen (Penicka et al., 2005). Hier fand sich, dass 18 Stunden nach
intrakoronarer Gabe bei Patienten mit Myokardinfarkt nur 1% der Zellen im Herzen
nachweisbar waren. Durch Anreicherung der CD34-positiven Zellfraktion (n=3)
konnte bei Hofmann et al. die Applikationseffizienz im Herzen auf 12% bis 21,3 %

gesteigert werden (Hofmann, et al., 2005).

Zur Fragestellung des Verbleibs der applizierten Zellen aulerhalb des Herzens,
zeigte sich bei unseren Untersuchungen, dass bei reperfundiertem Infarktgefald 24
Stunden nach intramyokardialer Gabe mehr als 80 % der Zellen aullerhalb des
Herzens zu finden waren. Der grofte Teil an Radioaktivitat lie3 sich bei der
intramyokardialen Applikationsart in der Lunge nachweisen (ca. 40%), gefolgt von
der Leber mit ca. 17% und der Milz (ca. 5%). Nach intrakoronarer Gabe wurden nach
24 Stunden sogar bis zu 95% der Zellen aulderhalb des Herzens gefunden (Lunge
ca. 50%, Leber ca. 23%, Milz ca. 5%). Diese Zahlen unterscheiden sich deutlich von
den in der klinischen Studie von Hoffmann et al. erhobenen Befunden, bei denen
eine Stunde nach Zellapplikation mehr als 85% der Zellen intraabdominal in Milz und
Leber gefunden wurden (Hofmann et al., 2005). Diese Diskrepanz kann einerseits
durch Speziesunterschiede erklart werden, aber auch auf die unterschiedliche

Behandlung nach akutem Infarktereignis zurlckgefihrt werden. Es st
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wahrscheinlich, dass durch die Heparinisierung des Menschen zum Zeitpunkt der
Zellapplikation die Gerinnung unterdrickt und somit nicht die Lunge als
Thrombosefilter gewirkt hat und Milz und Leber viele Kreislaufpassagezyklen nutzen
konnten um die Zellen aus dem Blut zu entfernen. Dies konnte auch durch die
Untersuchung von Hou et al. bestatigt werden, die am Schweinemodell ebenso wie
bei unsere Untersuchung den Grofteil der extrakardialen Zellen in der Lunge
nachweisen konnten, gefolgt von Leber und Milz (Hou et al., 2005).

Dow et al. haben den Zellverbleib neonataler Rattenkardiomyozyten nach Injektion in
Ratten nach 60-minttiger Koronarokklusion und dreistindiger Reperfusion bzw.
permanenter Koronarokklusion untersucht (Dow et al., 2005). Auch in dieser Studie
wurde gefunden, dass weniger Zellen im Herzen verbleiben wenn eine Reperfusion
stattfindet. Ebenso wurden die Spenderzellen bei allen Tieren in den Lungen und bei
etwa der Halfte der Tiere in der Leber, in den Nieren und in der Milz nachgewiesen.
Ciulla et al. untersuchten 2003 die Moglichkeit und Effizienz der intravendsen
Knochenmarkzellapplikation im Vergleich zur intramyokardialen Injektion. 7 Tage
nach der Zellapplikation konnten im Herzen markierte Knochenmarkzellen nur im
infarzierten Gewebe entdeckt werden, im Schnitt lag deren Anzahl bei 8 Zellen pro
Gewebeschnitt. In der Milz konnten durchschnittlich 3 gefarbte Zellen detektiert
werden. Im Knochenmark der Empfangertiere konnten nach der Transplantation
0,8% gefarbter Zellen nachgewiesen werden. Jedoch wurden in anderen
Zielorganen, wie Lunge, Leber und Niere Kkeinerlei transplantierte Zellen
nachgewiesen. Um diese Daten zu erklaren, stellten Ciulla et al. die Hypothese einer
Cytokin-Kaskade auf, welche die injizierten Zellen zum beschadigten Gewebe fuhren
wurde (Ciulla et al., 2003)

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sowie der vergleichbaren Studien zeigen,
dass die Applikationseffizienz und die Zahl der verbleibenden Zellen am Herzen bei
intramyokardialer Injektion deutlich hdher liegen, als bei der intrakoronaren Injektion.
Da in den Kklinischen Studien, in denen eine Verbesserung der Herzfunktion
beobachtet wurde (Assmus et al., 2002; Wollert et al., 2004; Schachinger et al.,
2005) die Zellen intrakoronar verabreicht wurden, muss Uberlegt werden, ob die
Anwesenheit der Zellen fur die Funktionsverbesserung uberhaupt notwendig ist.
Wenn diesbezlglich aber doch die Annahme besteht, scheint die intramyokardiale
Injektion der intrakoronaren Uberlegen zu sein, welches beim klinischen Einsatz der

Zelltherapie bedacht werden muss. Da hierzu noch keine eindeutigen Ergebnisse
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vorliegen, sollte dartber nachgedacht werden, die Applikationseffizienz auch bei
intrakoronarer Applikation zu verbessern. Dies koénnte zum Beispiel durch
langsamere Injektion der Zellen oder langere Ballonokklusion des Gefalkes wahrend
der Injektion erreicht werden. Da bislang die Applikationstechnik noch nicht genauer
validiert wurde, mussen verschiedene Ansatze noch genauer untersucht werden,
bevor Uber die optimale Applikationsmethode eine genaue Aussage getroffen werden

kann.

6.9 Auswirkung der applizierten Zellen

Die ursprungliche Erwartung an die Zelltherapie war und ist, dass sich die
applizierten Zellen in schlagende Herzmuskelzellen ausdifferenzieren. Diese
Transdifferenzierung wurde anfangs von einigen Arbeitsgruppen gefunden (Orlic, et
al.,, 2001, Shake et al.; 2002) aber im Laufe der Jahre mehrfach widerlegt. Derzeit
wird davon ausgegangen, dass Knochenmarkzellen nicht in Myokardzellen
ausdifferenzieren. Falls doch bei applizierten Zellen kardiale Marker gefunden
wurden, wird von alternativen Mechanismen wie z.B Zellfusion ausgegangen (Terada
et al, 2002, Alvarez-Dolado et al., 2003). Auch in den von uns durchgeflhrten
Untersuchungen sind keine Hinweise dafur gefunden worden, dass sich die
applizierten Zellen wirklich zu Herzmuskelzellen differenzieren kénnen. Die Zellen,
die sich histologisch der Herzstruktur angepasst hatten, waren lediglich im intakten

Myokard angesiedelt.

24 Stunden nach intramyokardialer Injektion ins nicht reperfundierte Infarktgefass,
waren bis zu 20% der Zellen und nach 2 Wochen 11% der applizierten Zellen noch
im Herzen zu finden. Ubersetzt man diesen Prozentsatz der im Herzen
wiedergefundenen Zellen in absolute Zellzahlen, so ergibt sich flir unsere Versuche,
dass von den 40 x10° injizierten Zellen 24 Stunden nach intramyokardialer
Applikation etwa 8 x10° und nach 2 Wochen noch etwa 4,4 x10° der Zellen im
Herzen nachweisbar waren. Nach intrakoronarer Applikation verbleiben nur noch
etwa 1,5 x10° Zellen im Herzen. Selbst wenn all diese Zellen zu Kardiomyozyten
(trans-) differenzierten, ist es angesichts der Zahl der im linken Ventrikel des
Schweines normalerweise vorhandenen Kardiomyozyten (ca. 10.000 x 10°) nicht
vorstellbar, dass eine solch geringe Zellzahl (etwa ein Promille) zu einer
entscheidenden Verbesserung der Pumpfunktion fuhren kann. Auch aufgrund
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unseres FDG-PET Befundes, in dem hinsichtlich der GroRe des Infarktareals kein
Unterschied zwischen Kontroligruppe und Ctx Gruppe gefunden wurde, muss
angenommen werden, dass die applizierten Zellen keinen direkten Einfluss auf die

Vitalitat des nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff versorgten Infarktareals haben.

Dennoch wurde in unseren Untersuchungen eine moderate Verbesserung der
Pumpfunktion in der Ctx Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden. Falls sich
diese und die in einigen experimentellen und Kklinischen Studien gezeigten
Verbesserungen der LV-Pumpfunktion (Orlic et al., 2001; Assmus et al., 2002;
Wollert et al., 2004; Schachinger et al., 2005) bestatigen sollten, muss ein anderer
Wirkmechanismus als die Ausdifferenzierung in Kardiomyozyten postuliert werden.
Abgeleitet von den in unseren und anderen Untersuchungen gefundenen Zellzahlen
in Abhangigkeit der Zeit bestehen 2 Moglichkeiten fir den Einfluss der applizierten
Zellen auf das Infarktgewebe. Entweder hat die groRRe Zellzahl, die kurz nach
Applikation im Infarktgebiet vorhanden war eine hinreichende und andauernde
Signalwirkung hinterlassen oder die wenigen im Infarktbereich verbliebenen Zellen
haben das Potential Uber einen deutlich langeren Zeitraum zu wirken. Erstere
Uberlegung ist aufgrund des biologischen Potentials einer Zelle eher
unwahrscheinlich.

Als mdgliche Art der Zellkommunikation kdonnten parakrine Mechanismen eine Rolle
spielen (Ciulla et al., 2003, Kinnaird et al., 2004b; Kinnaird et al., 2004a; Gnecchi et
al., 2005). Auch Ciulla et al. stellten die Hypothese auf, dass eine Cytokin-Kaskade
geeignet ist, Zellen in den geschadigten Bereich zu locken (Ciulla et al., 2003). Eine
Art dieser parakrinen Botenstoffe, die diese Zellen aussenden koénnten, sind die
Angiogenesefaktoren. Mehrere Studien zeigen, dass in erster Linie eine
Neovaskularisierung des infarzierten Myokards fur die gefundene Regeneration des
Herzgewebes verantwortlich ist (Takashahi et al., 1999; Asahara et al., 1999;
Murohara et al., 2000; Kawamoto et al., 2001; Kocher et al., 2001). Kocher et al.
haben zum Beispiel humane CD34+ Zellen 48 Stunden nach Infarktinduktion
intravends in Ratten injiziert. Sie fanden in der Cix Gruppe im Gegensatz zur
Kontrollgruppe einen Anstieg der Kapillardichte am Randgebiet und im infarzierten
Bereich, wobei Kapillaren, welche das humane CD31 exprimierten, sich
vorzugsweise im Zentrum des Infarktbereiches ansiedelten. Kapillaren welche das

murine CD31 exprimierten siedelten sich mehr in der Randzone an. Funktionell
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konnten eine signifikante Verbesserung der EF und eine Verminderung der
Infarktgrof3e nachgewiesen werden (Kocher et al., 2001).

Es kann angenommen werden, dass durch die Neoangiogenese die Apoptose
hypertrophierter Myozyten im Periinfarktareal eingeschrankt wird und es zu einer
signifikanten Reduktion von Kollagenablagerungen und somit zu einer anhaltenden
Verbesserung der Herzfunktion durch Minimierung der Narbenbildung kommt
(Kawamoto et al., 2001; Kocher et al., 2001). Durch die Minimimierung der
Narbenbildung kénnte es dann im langerfristigen Verlauf zur Reduktion des kardialen
Remodellings und somit zur nachhaltigen Funktionsverbesserung kommen. Dies
erklart auch, dass neben Untersuchungen, die die Verbesserung der
linksventrikularen Funktion relativ frih nach Myokardinfarkt und Transplantation von
Skelettmyoblasten (Taylor et al., 1998; Menasché et al., 2001; Jain et al., 2001),
Knochenmarkzellen (Orlic et al., 2001) und fetalen Kardiomyozyten (Soonpaa et al.,
1994; Scorsin et al., 1997; Etzion et al., 2001) gefunden haben, dies auch bei
Studien, die die Auswirkung der Zellen Uber einen langeren Zeitraum untersucht
haben, nachweisbar war. Es gibt Studien, die nachweisen konnten dass die
Zelltherapie auch einen langfristigen gunstigen Einfluss auf die linksventrikulare
Funktion hat (Chen et al., 2004, Muller-Ehmsen, et al., 2002a, Schachinger et al.,
2004 , Wollert et al., 2004, ).

6.10 Zusammenfassung und Beurteilung

Bei den Untersuchungen zum Thema “Transplantation autologer Knochenmarkzellen
nach Myokardinfarkt am Schwein - Uberleben, Differenzierung und funktioneller
Einfluss“ wurde am Schweineherzischamiemodell die Mdglichkeit einer autologen
Transplantation von aus dem Knochenmark gewonnenen, mononuklearen Zellen
evaluiert. Es wurden sowohl der Verbleib der Zellen nach intramyokardialer und
intrakoronarer Injektion, als auch die Ausdifferenzierung der Zellen und der Einfluss
auf die Funktion des durch einen Infarkt ischadmisch geschadigten
Schweinemyokards untersucht. Hierfir wurde bei insgesamt 29 Schweinen ein
Infarkt induziert, dies erfolgte je nach Fragstellung entweder durch permanente
Coilokklusion oder durch reversible Ligatur der LAD. Die Injektion der Zellen wurde
bei einem Teil der Tiere intramyokardial 14 Tage nach Infarktinduktion, sowie bei
einer weiteren Tiergruppe intrakoronar in Anlehnung an die durchgeflihrten
klinischen Studien mit intrakoronarer Injektion 5 Tage nach Infarkt durchgefuhrt.
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Bei 15 Tieren erfolgte eine Untersuchung der Herzfunktion nach
Knochenmarkzelltransplantation, hierfir wurden 9 Tieren mononukleare Zellen und 6
Tieren zellfreies Medium intramyokardial injiziert. Bei einer Untergruppe von 6 Tieren
aus den 15 Tieren (3 Ctx, 3 Placebo) wurde zusatzlich zu der Lavangiographie eine
FDG-PET Untersuchung durchgeflhrt. Bei einer weiteren Tiergruppe (n=5) wurden
die Zellen vorab mit Gold sowie Hoechst Dye markiert und bis zu einem Zeitraum von
8 Wochen histologisch nachgewiesen. Fur die Darstellung des Zellverbleibs nach
intramyokardialer (n=6) oder intrakoronarer (n=3) Injektion wurden bei 9 Schweinen

In""" markierter mononukleére Zellen injiziert.

Trotz einer histologisch nicht nachweisbaren Ausdifferenzierung der Zellen, war in
der mit mononukledren Zellen behandelten Gruppe eine Verbesserung der LV-
Auswurffraktion (globale Funktion) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Medium
Injektion) nachweisbar. Bezuglich der Grof3e des Infarktes wie auch fur die regionale
Wandbewegung konnten keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
festgestellt werden. Bei szintigraphischen sowie histologischen Untersuchungen in
der Gruppe mit permanentem LAD-Verschluss durch Coilembolisation und bei
intramyokardialer Injektion der Zellen in das Infarkt- und Periinfarktareal konnten
szintigraphisch immer noch etwa 20% der Zellen 24 Stunden nach Injektion im
Herzen nachgewiesen werden. In der histologischen Untersuchung konnte nach 2
Wochen ein Prozentsatz von 11,8+1,3% der urspriinglich 40 x 10° injizierten Zellen
nachgewiesen werden. Die applizierten Zellen konnten bis zu 8 Wochen im
Infarktareal gefunden werden. Ein grofRer Teil der wiedergefunden markierten Zellen

wies morphologisch deutliche Schaden auf.

Bei den durchgefihrten Untersuchungen waren bei permanentem LAD-Verschluss
und intramykardialer Injektion der Zellen in das Infarkt- und Periinfarktareal etwa 20%
der Zellen 24 Stunden nach Zellinjektion noch szintigraphisch nachweisbar. Wenn
das Infarktgefal® 4 Stunden nach Ligatur rekanalisiert wurde, verringerte sich bei
gleicher Applikationsart die Zahl der im Herzen verbleibenden Zellen auf etwa 16%
nach 24 Stunden. Bei der intrakoronaren Injektion direkt ins rekanalisierte
Infarktgefal® konnten nur noch ca. 4% der Zellen nach 24 Stunden szintigraphisch

nachgewiesen werden.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen dieser Arbeit, dass eine kardiale

Zelltherapie auch beim Schwein mit einer geringen Verbesserung der globalen LV-
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Pumpfunktion verbunden sein kann. Beim Einsatz von Knochenmarkzellen
verbleiben jedoch nur wenige Zellen kurz-, mittel- und langfristig vor Ort, und die
Ergebnisse der histologischen Untersuchungen machen eine Transdifferenzierung
der applizierten Zellen zu Myokardzellen unter den hier eingesetzten
Untersuchungsbedingungen eher unwahrscheinlich.

Das Fehlen von Nachweisen, dass sich Knochenmarkzellen zu Kardiomyozyten
ausdifferenzieren sowie das Fehlen einer Revitalisierung des infarzierten Areals
gemeinsam mit der geringen Menge an im Herzen verbleibenden Zellen, lasst
schlussfolgern, dass eine Regeneration des infarzierten Myokards nicht erfolgt ist,
sondern alternative Mechanismen fir die beobachtete Funktionsverbesserung
verantwortlich waren. Es sind demnach weitere Untersuchungen notwendig, um die
genaue Auswirkung autologer Knochenmarkzellen auf das Myokard zu erklaren. Erst
nach Beendigung der aktuellen grofien randomisierten und Placebo-kontrollierten
Multicenterstudien kann das wahre Potential einer Knochenmarkzelltherapie zur

Behandlung des Myokardinfarktes beurteilt werden.

6.11 Summary and conclusion

Cell therapy is seen as a novel promising therapy for myocardial infarction. In
contrast to the current therapeutic options aiming at revascularization, attenuation of
myocardial loss and treatment of consecutive heart failure, the aim of cardiac cell
therapy is to regenerate injured myocardium and replace cells that were lost by

ischemia.

The study of ,Bone Marrow Cell Transplantation following Myocardial Infarct of Pigs—
Survival, Differentiation and Functional Impact evaluated the possibility of
autologous transplantation of bone marrow generated mononuclear cells on a pig
myocardial ischemia model. The study monitored the survival and persistence of
mononuclear (MNC) bone marrow cells after intramyocardial or intracoronary
application into infarcted hearts and investigated whether a global/general or regional
functional improvement could be observed. In 29 pigs myocardial infarction was
induced by either permanent coil embolisation or reversible ligation of the LAD. In
one part of the test group the cell injection was performed intramyocardial 14 days

after myocardial infarction, for a smaller number of the test animals the cells were
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applicated intracoronary 5 days after myocardial infarction in conjunction with the

clinical studies of intracoronary application.

In the group of 15 pigs with permanent occlusion of the left anterior descending
coronary artery (LAD), the functional impact of treatment with mononuclear bone
marrow cells was investigated. Mononuclear cells were injected into 9 animals in
comparison to medium control (n=6) and levangiography was performed. In 6 pigs (3
Ctx, 3 Placebo) out of the 15 animals an additional FDG-PET anaylsis was done. To
investigate the persistence and differentiation of the cells, gold and Hoechst Dye
labelled cell were injected into another group of animals (n=5) and histologically
observed for up to 8 weeks. To investigate cell persistence after intramyocardial
(n=6) or intracoronary (n=3) injection, In111 labeled mononuclear cells were injected
into a group of 9 pigs.

Despite a histologically not detectable differentiation of the injected cells a trend
towards stabilization of LV ejection fraction was observed 2 weeks after direct
intramyocardial MNC injection (n=9) in comparison to medium control (n=6). This
was mainly due to increased stroke volume in the cell-treated animals, however,
other parameters, such as regional wall motion and scar size (18F-FDG-PET

analysis) of the tissue remained unaltered.

Cell persistence was also tested in pigs with myocardial infarction; both semi
quantitatively by histology and quantitatively by scintigraphy in the group of
permanent coil occlusion of the LAD and intramyocardial injection. Scintigraphy
showed, 20% of the cells continuing intact 24 h after direct cell injection (open thorax,
111Indium- labelled cells) into the infarct and periinfarct area. 2 weeks after cell
injection 11.8+1.3% of the injected 40 x 10° cells could be traced with histological
semi quantitative analysis (Gold and Hoechst Dye labelling, same infarct and
injection modalities). The applied cells were found up to 8 weeks in the infarcted
areal. The maijority of the retraced cells showed large morphological damages. In the
setting of acute myocardial infarction (LAD- occlusion) and reperfusion (after 4 h),
111Indium- labelled cells were applied by either intracoronary (n=3) or
intramyocardial (n=3) injection and monitored up to 24 h. During this time, more cells
remained in the heart after intramyocardial (16%) than after intracoronary injection
(4%).
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In conclusion the data shows that cardiac autologous cell therapy can go along with a
small functional benefit of the global LV function. However, cell survival and cardiac
persistence of autologous mononuclear bone marrow cells are poor. This is the case
independently from application time, but with intramyocardial injection proving more
effective that intracoronary injection. The histological results make it unlikely that
under the conditions of this study a transdifferentiation of the applied cells to

myocardial cells took place.

Due to the lack of proof that bone marrow cells can differentiate into cardiomyocytes
and the absence of revascularisation of the infarcted areal combined with the low
amount of intracardial persisting cells, it can be concluded that a regeneration of the
infarcted myocardium has not occurred, and alternative mechanisms were
responsible for the observed functional improvement. Further studies are necessary
to explain the correct impact of autologous bone marrow cells on the myocardium.
Only after the completion of the ongoing randomised, placebo controlled multicenter
studies, the true potential of the bone marrow cell therapy to treat myocardial

infarction can be judged.
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8 ANHANGE

8.1 Abkurzungsverzeichnis
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1,1'-Dioctadecyl-1-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyaninperchlorat

distalis

Druckanstiegsgeschwindigkeit
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Endotheliale Progenitorzellen
expiratorischer CO2

Fetales Kalberserum

18F-FDG (2-[18F] fluoro-2- deoxy-D-Glukose)
Hamatopoetische Stammzellen

Institut fur Experimentelle Medizin
Korpergewicht

Koronare Herzkrankheit
Knochenmarkzellen

Left anterior descending coronary artery
Left anterior oblique

Linke Koronararterie

Left circumflex coronary artery
linksventrikulares enddiastolisches Volumen
linksventrikulare Auswurffraktion
linksventrikulares endsystolisches Volumen
Schlagvolumen

Myokardinfarkt

Mononukleare Zellen
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MRT
MSC
PARP
PBS
PFA

Prox
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RIVA
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SPECT
VEGF
WMSI
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111|n
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Poly-(ADP-. Ribose)-Polymerase
Phospate buffered saline
Paraformaldehyd
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Ramus

rechte Koronararterie

Ramus circumflexus

Right Anterior Oblique
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standard error of the mean

Single photon emission computed tomography
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