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Referat

Der akute Myokardinfarkt (AMI) ist eine der hdufigsten Todesursachen in den westlichen
Industrienationen und gilt nach wie vor als eine der wichtigsten Komplikationen der koronaren
Herzkrankheit (KHK). Um die Therapie sowohl des akuten Myokardinfarktes als auch der sich
haufig entwickelnden chronischen Herzinsuffizienz weiter zu verbessern, werden seit Jahren
verschiedene Ansdtze verfolgt, die einen Ersatz des geschadigten Myokardgewebes anstreben.
Hierzu zéhlt als eine bereits in klinischen Studien untersuchte Therapiestrategie auch der
Einsatz von Zelltransplantationen, wobei viele Fragen sowohl zu den zugrundeliegenden
Mechanismen als auch zur Frage der optimalen Transplantationsstrategie bislang ungeklért sind.
In dieser Arbeit sollen die Effekte der Transplantation verschiedener Zelltypen (von
embryonalen  Stammzellen  abgeleitete  Kardiomyozyten  sowie = Myoblasten  der
Skelettmuskulatur) auf das Myokardgewebe und die Herzfunktion im Herzinfarktmodell der
Maus untersucht werden. Durch Ligatur der linken Koronararterie werden bei ICR-Mausen
ausgedehnte Myokardinfarkte induziert. Eine Woche spater erfolgt die Zelltransplantation (bzw.
die Injektion von PBS als Kontrollgruppe). Uber einen Untersuchungszeitraum von insgesamt
35 Tagen werden regelmdRige echokardiographische Untersuchungen zur Kontrolle der
Herzfunktion und —morphologie durchgefuhrt, und 28 Tage nach den Transplantationen erfolgt
die Organentnahme fur zusatzliche histologische Untersuchungen. Die Ergebnisse belegen, dass
die Transplantation sowohl der Myoblasten als auch der Kardiomyozyten positive Effekte auf
die Funktion und Morphologie des geschéadigten Myokardgewebes ausliben. Neben einer
verbesserten Pumpfunktion des linken Ventrikels kann auch eine Reduktion der durch den
Myokardinfarkt induzierten Fibrose beobachtet werden. Im Vergleich der verschiedenen
Zellarten fuhrt die Myoblastentransplantation eher zu einer Reduktion der Infarktexpansion,
wohingegen die Kardiomyozytentransplantation vor allem einen gunstigen Einfluss auf das
Remodelling hat. Da 28 Tage nach den Zelltransplantationen keine relevanten Mengen an
funktionell integrierten Zellen nachgewiesen werden kénnen, muss man davon ausgehen, dass
die Wirkung der transplantierten Zellen weniger durch eine direkte funktionelle Integration in
das geschadigte Myokard hervorgerufen wird, sondern eher durch indirekte Mechanismen wie

die Freisetzung verschiedener Zytokine resultiert.
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Myoblasten der Skelettmuskulatur im Herzinfarktmodell der Maus, Halle (Saale), Martin-
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1. Einleitung

Der akute Myokardinfarkt und der daraus resultierende Untergang von Herzmuskelgewebe stellt
eine hdufige Ursache von Krankenhauseinweisungen in den Industrienationen dar. Laut
statistischem Bundesamt wurden im Jahr 2012 {ber 217.000 Menschen in Deutschland
aufgrund eines akuten Myokardinfarktes vollstationdr behandelt. Die haufigste Todesursache in
Deutschland im Jahr 2012 war die chronisch ischdmische Herzkrankheit mit 71.655
Verstorbenen (8,2%), der akute Myokardinfarkt war mit 52.516 Verstorbenen (6%) die
zweithdufigste Todesursache [1]. Als Infarkt-Folge kdnnen eine deutlich reduzierte
Pumpfunktion durch untergegangenes Myokard, unterschiedliche Herzrhythmusstérungen und
eine daraus resultierende Belastungseinschrankung auftreten.

Herzmuskelzellen verlieren relativ kurz nach der Geburt die Fahigkeit zur Proliferation und
kénnen so das abgestorbene und erkrankte Gewebe nicht ersetzen [2-4]. Das Ausmal der
Myokardzerstérung wird maRgeblich durch die GréRe des Ischdmieareals, den Grad des
Gefassverschlusses, die Dauer bis zu einer eventuellen Reperfusion, den Grad der
Kollateralenversorgung, den Sauerstoffbedarf des Myokards zum Zeitpunkt des Infarktes und
durch die Intensitat der Reperfusion bestimmt [5]. Aktuell ist noch ungeklért, ob vermeintliche
gewebeeigene Vorlauferzellen, die unldngst identifiziert wurden, beim Ersatz von
abgestorbenem Herzmuskelgewebe eine bedeutende Rolle spielen, insbesondere da sie nur in

einer geringen Anzahl im ausgewachsenen Herzen nachweisbar sind [6].

1.1 Der akute Myokardinfarkt

Eine allgemeine, einfache und in jeder Situation gultige Definition fir den akuten
Myokardinfarkt (MI) existiert heute nicht mehr. Es ist jedoch akzeptiert, dass der Herzinfarkt
den Zelltod der Myokardzellen durch langer wéhrende Minderperfusion (Ischdmie) beschreibt.
Im Jahr 2000 wurde durch die ,,First Global MI Task Force* die ischdmie-bedingte Nekrose des
Myokardgewebes als MI definiert. 2007 wurde durch die ,,Second Global MI Task Force* ein
,Universal Definition of Myocardial Infarction Consensus Document” verfasst, das die
verschiedenen Bedingungen, die zu einem Myokardinfarkt fuhren kdnnen, zusétzlich betont und
beschreibt. Dieses Dokument wurde durch verschiedene internationale Gesellschaften wie
beispielsweise die European Society of Cardiology (ESC) oder die American Heart Assiciation
(AHA) befirwortet und im Folgenden in der Medizin sehr gut akzeptiert, zuletzt auch von der
World Health Organization (WHO) tibernommen [7].

1.1.1 Pathogenese
Pathoanatomisch findet sich bei einem GroRteil der Patienten mit akutem Myokardinfarkt eine
Ruptur einer intrakoronaren Plaque. Diese Ruptur erfolgt in der Regel in einem Bereich einer

vorbestehenden Stenose. Es kommt nach einer Plagueruptur zu einer massiven Exposition



subendothelialen Gewebes und in der Folge zu einer lokalen Thrombusbildung, die dann
letztendlich zum Verschluss des HerzkranzgefédlRes fiihrt [8]. Die Ischdmietoleranz des
Herzmuskelgewebes betrdgt etwa 2 bis 4 Stunden je nach lokalen Gegebenheiten wie
vorhandene Kollateralgefaie oder individuellem Sauerstoffbedarf [9]. Nach dieser Zeit kommt
es sukzessive zum Untergang des durch das betroffene Herzkranzgefal? versorgten
Herzmuskelgewebes. Dieser Untergang kann hdufig durch Wiederherstellung des Blutflusses
innerhalb von 2-4 Stunden verhindert werden. Mit zunehmender Ischdmiedauer kommt es
jedoch zum progredienten irreversiblen Untergang von Herzmuskelgewebe.

Es existieren unterschiedliche Theorien zur Entstehung arteriosklerotischer Veranderungen an
den GefaBwanden. Durch eine Reihe epidemiologischer Studien, wie der Framingham- und der
MONICA-Studie, wurde gezeigt, dass verschiedene Risikofaktoren fir die Entwicklung
arteriosklerotischer Veranderungen an den Gefalwanden existieren. Sowohl die Anzahl als auch
die Auspragung der Risikofaktoren ist entscheidend fiir das individuelle Erkrankungsrisiko [8].
Diese Faktoren unterscheidet man nochmals in beeinflussbare und nicht beeinflussbare
Risikofaktoren [8].

Als mogliche beeinflussbare Ursachen bzw. prédisponierende Faktoren werden unter anderem
der Nikotinkonsum, Fettstoffwechselstorungen (insbesondere erniedrigtes HDL- und LDL-
Cholesterin),  Diabetes  mellitus,  Bluthochdruck, = Hyperurikdmie,  Stress  sowie
Bewegungsmangel, Fehlernahrung und Ubergewicht angesehen. Zu den nicht beeinflussbaren
Faktoren zéhlen das Alter, das ménnliche Geschlecht, hormonelle Faktoren und eine familiare
Disposition [8, 10-12].

Die Sauerstoffausschopfung des Blutes ist in den Koronararterien anndhernd gleichbleibend
hoch [10]. Eine Regulierung des Sauerstoffangebots fur das Herz ist daher im Wesentlichen nur
durch eine Steigerung der Koronarperfusion und hier in erster Linie durch eine Erweiterung der
KoronargefaBe mdglich. Dieser Mechanismus unterliegt einer metabolischen Autoregulation
und orientiert sich am Sauerstoffgehalt der Myokardzellen. Eine Einengung des
KoronargefaBlumens kann etwa ab einer 70prozentigen Stenose zu einer Minderdurchblutung
des Herzmuskels bei Belastung fiihren. Bei noch hohergradigen Stenosen kann das Myokard
auch in Ruhe ischdmisch werden. Als Folge kann es zum partiellen oder vollstandigen Verlust
der Kontraktilitit des betroffenen Herzmuskelgewebes kommen, was als ,,Myokard im
Winterschlaf** (hybernating myocardium) bezeichnet wird. Nach Wiederherstellung der

Durchblutung ist diese Funktionsstérung in der Regel reversibel.

1.1.2 Symptomatik und Diagnostik des akuten Myokardinfarktes
Die meisten Patienten klagen beim Infarktereignis tiber Schmerzen unterschiedlicher Starke und
Qualitat in der Brust. Ein starkes retrosternales Druckgeflihl oder ein Engegeflihl im gesamten

Brustkorb sind typische Symptome. Zusétzlich wird héufig ein ausstrahlender Schmerz vor



allem in den linken Arm, den Hals, die Schulter, den Oberbauch oder in den Riicken
beschrieben. Der Schmerz wird hdufig als Vernichtungsschmerz bezeichnet und geht regelhaft
mit Atemnot, Ubelkeit und Angstgefiihl - bis zu Todesangst - einher. Im Gegensatz zu Angina-
Pectoris-Anfallen bessert sich die Symptomatik nicht durch Anwendung von Nitroglycerin.
Manche Infarkte verursachen aber auch nahezu keine Symptome und werden lediglich in
nachtraglich durchgefuhrten routineméRigen EKG oder vergleichbaren Untersuchungen
festgestellt [8]. Diese symptomlosen Infarkte werden auch als ,,stille® oder ,,stumme* Infarkte
bezeichnet. Der Anteil stummer Infarkte liegt bei Frauen etwa bei 35%, bei Mannern bei ca.
28% [8]. Die Lokalisation des Infarktareals kann zum Teil anhand des EKG-Musters
beschrieben werden.

Als diagnostische Untersuchungsverfahren stehen neben der Elektrokardiographie und
laborchemischen  Untersuchungen auch weitere bildgebende Verfahren wie die
Echokardiographie, die transdsophageale Echokardiographie (TEE), die Farb-Doppler-
Echokardiographie und schlieBlich die Koronarangiographie zur Verfiigung. Insbesondere im
Rahmen der Koronarangiographie kann wéhrend der gleichen Herzkatheteruntersuchung bereits
interventionell mittels percutaner Coronar-Intervention (PCI) die Reperfusion angestrebt

werden.

1.1.3 Therapieansatze des akuten Myokardinfarktes

Die Diagnose akuter Myokardinfarkt kann nur bei einem ST-Hebungsinfarkt (STEMI) bereits
auBerhalb der Klinik gestellt werden. Die Unterscheidung zwischen instabiler Angina pectoris
und nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI) ist erst in der Klinik anhand der Biomarker und
weiterer Diagnostik mdglich. Unter dem Krankheitsbild des akuten Koronarsyndroms fasst man
alle Patienten mit einem STEMI, einem NSTEMI sowie Patienten mit instabiler Angina pectoris
zusammen. Patienten mit dem klinischen Verdacht auf ein akutes Koronarsyndrom sollten
demnach mdglichst mit Arzt-Begleitung sofort in ein Krankenhaus mit adaquater Versorgungs-
und Uberwachungsméglichkeit gebracht werden [13].

Bei allen Patienten mit einem STEMI sollte innerhalb der ersten 12 Stunden unter
Berticksichtigung moglicher Kontraindikationen eine Reperfusionstherapie begonnen werden.
Eine schnellstmdgliche primdre Katheterintervention sollte die bevorzugte Behandlungsstrategie
sein. Durch eine zusdtzliche medikamentdse intravendse Thrombolyse sowie
Thrombozytenaggregationshemmung kann eine Reduktion der InfarktgrofRe durch frihzeitige
Reperfusion des ischdmischen Areals und eine Reduktion der Letalitét erreicht werden [13-15].
Zusétzlich zu Thrombozytenhemmern und Heparin kénnen Betablocker, ACE-Hemmer,
Benzodiazepine oder Opiate indiziert sein. Betablocker senken die Herzfrequenz und verbessern
durch die verldngerte Diastole die Fillung des Ventrikels, verlangern die Zeitspanne der

myokardialen Durchblutung und reduzieren den myokardialen Sauerstoffverbrauch



Bei Patienten ohne ST-Strecken-Hebung (NSTEMI) ist moglichst innerhalb von 24h eine
invasive Diagnostik anzustreben. Thrombozytenaggregationshemmer auf Dauer sowie

Clopidogrel und Heparin werden sowohl peri- als auch postinterventionell empfohlen [13].

1.1.4 Herzinsuffizienz als Spatfolge des akuten Myokardinfarktes

Das adulte Herz ist nicht in der Lage irreversibel geschadigtes und untergegangenes
Myokardgewebe durch neue kontraktile Zellen zu ersetzen, da Kardiomyozyten in der
Perinatalzeit ihre Fahigkeit zur Proliferation verlieren [16, 17].

Im Falle einer zu spaten Rekanalisation bzw. Reperfusion tritt eine irreversible Schadigung des
Myokards ein, was gleichbedeutend mit dem Untergang von funktionellen Herzmuskelzellen
ist. Je nach Ausmall des Myokardverlustes flihrt dies zu einer eingeschrankten Pumpfunktion
und so als Spétfolge haufig zur Herzinsuffizienz.

Die Ursache der Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt liegt zum GroBteil in der reduzierten
linksventrikularen Pumpfunktion. Die Anzahl der an Herzinsuffizienz leidenden Patienten ist in
unserer Gesellschaft aufgrund der verbesserten Uberlebensrate des akuten Myokardinfarktes
zunehmend. In den USA ist die Diagnose Herzinsuffizienz bereits seit einigen Jahren die
flhrende Diagnose fir eine stationdre Krankenhausbehandlung [18]. Auch in Deutschland ist
die Herzinsuffizienz die am hdufigsten vollstationdr behandelte Erkrankung. Im Jahr 2011
wurden laut statistischem Bundesamt iber 380.000 Patienten aufgrund einer Herzinsuffizienz
stationdr behandelt [19]. Zur Therapie der Herzinsuffizienz stehen aktuell vor allem
pharmakologische Verfahren zur Verfiigung. Durch die kombinierte Gabe von -
Rezeptorblockern, Inhibitoren des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, Diuretika und
Digitalis-Glykosiden kann sowohl eine Verbesserung der klinischen Beschwerden als auch eine
Reduktion der Mortalitdt und Morbiditdt erreicht werden [20]. Mechanische
Kreislaufunterstiitzungssysteme (assist devices) sowie Gerate zur kardialen Resynchronisations-
Therapie wurden in den letzten Jahren als zusétzliche Therapie-Optionen etabliert. Bei
persistierender Herzinsuffizienz stellt die Herztransplantation eine weitere wichtige Therapie-
Option dar, ist jedoch aufgrund des eingeschrénkten Organangebotes und der Notwendigkeit
einer lebenslangen Immunsuppression nur fir einen geringen Teil der Patienten verfiigbar [21,
22].

1.1.5 Zukunftsorientierte Therapiekonzepte

Die Herzinsuffizienz entsteht wie oben beschrieben haufig durch den Verlust von kontraktilem
Myokardgewebe. Da das adulte Herz nicht mehr in der Lage ist grofere Areale zum Beispiel
durch Gewebeproliferation eigenstdndig zu reparieren, sollte es ein sinnvoller Ansatz sein,
durch verschiedene Methoden die Anzahl der funktionellen Herzmuskelzellen durch gezielte

therapeutische Eingriffe zu vermehren.
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In den letzten Jahren wurden sowohl in tierexperimentellen Versuchen als auch in klinischen
Studien die Effekte von Zelltransplantationen auf die Herzfunktion nach einem akuten
Myokardinfarkt untersucht [23, 24]. Die Transplantation von autologen Knochenmark-
Stammzellen erscheint demnach machbar und zeigte zudem signifikante Verbesserungen
sowohl bei der linksventrikuldren Ejektionsfraktion, als auch beim Umbau der infarzierten
Ventrikelwand. Zusatzlich wurde das end-systolische linke Ventrikelvolumen nachhaltig
reduziert. Es wurden zusammenfassend positive Effekte auf den gesamten Remodelling-Prozess
festgestellt [23]. Die funktionelle Verbesserung im Sinne einer gesteigerten linksventrikularen
Pumpfunktion nach  Myokardinfarkt durch die Transplantation von autologen
Knochenmarksstammzellen wurde mehrfach beschrieben [24-26].

Als weiterer aussichtsreicher Ansatz gilt der Versuch, durch gezielte molekularbiologische
Interventionen die vorhandenen Herzmuskelzellen wieder in den Zellzyklus zu tberfuhren und
ihnen so die Mdglichkeit zur Proliferation und damit zur Selbstreparatur des geschadigten

Herzmuskelgewebes zu geben [27-30].

1.2 Stammzellen und Zelltransplantation

Eine einfache allgemein giiltige Definition des Begriffes "Stammzelle” ist kaum zu etablieren.
Allgemein akzeptiert ist, dass Stammzellen eine uneinheitliche Gruppe von Zellen sind, die
durch Zellteilung sowohl Vorlauferzellen von hoch differenzierten Zellen wie zum Beispiel
Herz-, Nerven-, Haut- oder Muskelzellen bilden, als auch nach der Teilung erneut als
Stammzellen hervorgehen (self-renewal) [31-33]. Innerhalb der Stammzellen werden die Zellen
sowohl in Bezug auf ihr ontogenetisches Alter, als auch hinsichtlich ihres
Differenzierungspotenzials  unterschieden:  Embryonale = Stammzellen  sowie adulte

postembryonale Stammzellen [33, 34].

1.2.1 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) sind sowohl in vivo als auch in vitro in der Lage sich
undifferenziert zu vermehren, ebenso konnen sie sich in Zellen aller drei Keimblatter
(Endoderm, Ektoderm und Mesoderm) differenzieren. Die erneute Bildung von Stammzellen
wird als self-renewal bezeichnet. Diese Zellen werden daher als pluripotent bezeichnet und
kénnen alle somatischen Zellen wie z.B. Kardiomyozyten, Neuronen oder Chondrozyten bilden
[32, 35-39]. ES-Zellen sind in Zellkultur im Gegensatz zu anderen (primdren) Korperzellen, die
ihre Teilungstendenz in vitro schnell einstellen, unbegrenzt teilbar. Als Ursache wurde unter

anderem eine hohe Aktivitat des Enzyms Telomerase festgestellt [37, 40].



ES-Zellen weisen im undifferenzierten Stadium verschiedene Charakteristika auf, anhand derer
eine Unterscheidung gegenuber den differenzierten Zellen mdoglich ist. Folgende Punkte sind
hierbei von besonderer Bedeutung [41]:
- pluripotentes Differenzierungspotential [42]
- hohe Aktivitat an Alkalischer Phosphatase (AP) [43-45]
- Expression des stage specific embryonic antigen 1 (SSEA-1), einem
Zelloberflachenglykan [46, 47]
- Expression des Zelloberflachenantigen E-Cadherin, welches flr die Zelladhédsion
der friihen Embryonalentwicklung eine Rolle spielt [48, 49]
- Expression des Transkriptionsfaktors Oct4 [50]
- hohe Telomeraseaktivitét [51-53]
- eine hypermethylierte DNA [54]
- eine kurze G1-Phase im Zellzyklus [55]

Um in vitro die Pluripotenz der murinen ES-Zellen aufrecht zu erhalten sind zwei Methoden
beschrieben: Zum Einen kann das Zytokin leukemia inhibitory factor (LIF) [56, 57] direkt
hinzugefiigt werden, alternativ kdnnen mitotisch inaktivierte Fibroblasten als Feederzellen zur
Ko-Kultivierung benutzt werden. Diese sezernieren ein dem LIF entsprechendes Glykoprotein,
welches als differentiation inhibitory activity (DIA) bezeichnet wird [41, 58-60].

ES-Zellen wurden erstmals Anfang der 1980er Jahre aus Blastozyten der Maus isoliert und
kultiviert [61, 62]. Durch die Technik der In-vitro-Fertilisation konnen ES-Zellen aus
tiberschiissigen Blastozyten gewonnen werden. Diese Zellen kdnnen dann in speziellen
Né&hrmedien aufgenommen und kultiviert werden. Hierbei wird der frihe Embryo jedoch
abgetotet; es existiert bis dato kein Verfahren um dies zu verhindern.

Alternativ kann man bereits vorhandene Stammzellen klonen (Zellkerntransfer) [33, 63]. Dazu
wird einer Empfangerzelle (Eizelle) zunachst der Zellkern durch Absaugen mittels Mikropipette
entfernt [64-66]. Danach wird dieser Zellkern der Spenderzelle (Karyoplast) in die
Empfangerzelle (Zytoplast) Ubertragen. Im Anschluss erfolgt die Fusionierung durch elektrische
Impulse (Elektrofusion). Durch Mikromanipulatoren bleibt die Zona pellucida dabei erhalten.
Als weiterer bedeutender Fortschritt gilt die Etablierung erster humaner embryonaler
Stammzelllinien Ende der 1990er Jahre [67].

Aus medizinischer Sicht besitzen ES-Zellen prinzipiell ein groRes Potential im Rahmen von
regenerativen Therapieansétzen. Im Verlauf verschiedener Untersuchungen in vitro zeigten sich
jedoch wiederholt &hnliche Probleme. Nach der Transplantation von ES-Zellen in z.B.
Myokardgewebe entwickelten sich haufig Tumore, insbesondere Terratome [63, 67-69]. Die
Schwierigkeit besteht darin, die transplantierten Zellen frei von undifferenzierten ES-Zellen

oder differenzierten Zellen anderen Gewebetyps zu halten. Nicht zuletzt aufgrund dieser bisher



noch nicht endgultig gelosten Schwierigkeiten und der Gefahr einer AbstoRungsreaktion
bestehen nach wie vor eine grofe Unsicherheit und ethische Bedenken gegentber der
Stammzellforschung mit embryonalen Stammzellen. Insbesondere in der humanen
Stammzellforschung ist es nach wie vor nicht moglich eine adaquate Menge an Stammzellen zu
gewinnen ohne den friihen Embryo zu téten [61]. Diese ,,verbrauchende Stammzellforschung®
wird von vielen Seiten kritisiert. So hat der européische Gerichtshof 2011 ein Urteil erlassen,
demnach es sich bei befruchteten Eizellen bereits um menschliches Leben handelt [70]. In
Deutschland ist sowohl das Zerstéren von humanen Embryonen zum Zwecke der Forschung
(=,,verbrauchende Embryonenforschung®) als auch die Herstellung von Embryonen fiir
Forschungszwecke untersagt. Laut dem Gesetz zur Sicherstellung des Embryonenschutzes
(Stammzellgesetz) nach der letzten Anderung vom 14.08.2008 ist es jedoch unter bestimmten
Auflagen zulédssig, an importierten humanen embryonalen Stammzellen zu forschen, die im

Herkunftsland vor dem 1. Mai 2007 gewonnen wurden (Stichtagsregelung).

1.2.2 Postembryonale/ Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen sind undifferenzierte Zellen, die in einem ansonsten differenzierten
Gewebe oder Organ vorkommen. Sie erneuern sich ein Leben lang, wobei sie einerseits
identische Kopien ihrer selbst erzeugen (self-renewal), andererseits aber auch in spezialisierte
Zellen des jeweiligen Gewebes differenzieren [71]. Sie werden vermehrt in Geweben mit
hohem Regenerationspotential wie beispielsweise Knochenmark, Blut, Leber oder in der
Skelettmuskulatur vorgefunden.

Adulte Stammzellen wurden bisher im Gegensatz zu den ES-Zellen nicht mehr als pluripotent
angesehen. Bis vor einigen Jahren wurde davon ausgegangen, dass sich das
Differenzierungspotential der adulten Stammzellen auf die Ausreifung genetisch determinierter
Gewebe wie zum Beispiel Haut, Leber oder das hamatopoetische System beschrankt. Man war
der Annahme, dass adulte Stammzellen sich nicht in Zellen eines anderen Keimblattes
differenzieren konnten. Deshalb bezeichnete man sie lediglich als multipotent. Sie haben im
Vergleich zu ES-Zellen in vitro nur ein eingeschrénktes Selbsterneuerungsvermégen und wie
oben beschrieben primdr ein eingeschrénktes Differenzierungspotential. In aktuelleren
Forschungen zeigte sich jedoch, dass diese strenge Einteilung so nicht mehr aufrecht zu halten
ist [29, 72, 73]. Es wurde gezeigt, dass Zellen des Knochenmarks, die selbst mesodermalen
Ursprungs sind, sich zu Hauptzelltypen des Gehirns mit ektodermalem Ursprung (Neuronen,
Gliazellen, Astrozyten) differenzieren konnen [74]. Umgekehrt wurden Zellen des Gehirns
(Ektoderm) in Blut- und Muskelzellen (Mesoderm) differenziert [75]. Es wurde ebenfalls
berichtet, dass neuronale Stammzellen aus dem Gehirn erwachsener Méause Zellen aller drei
Keimblatter bilden konnen [76]. Weiterhin umstritten aber in verschiedenen Arbeiten

beschrieben, wurde die Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen zu



Kardiomyozyten [77-79]. In den Gegendarstellungen wird zumeist die Reinheit der
Stammzellen in Frage gestellt. So wiirden die entstehenden Kardiomyozyten sich nicht aus den
h&matopoetischen Stammzellen differenzieren, sondern aus direkten Vorlauferzellen der
Kardiomyozyten [80-82].

Ein grolRer Vorteil adulter Stammzellen ist ihre relativ leichte Verfligbarkeit. Sie sind in jedem
Individuum in ausreichender Anzahl vorhanden und somit wesentlich einfacher zu gewinnen als
embryonale Zellen. So kann zum Beispiel durch eine Beckenkammpunktion ausreichend
Knochenmark zur Stammzellisolierung gewonnen werden, ohne dass der Spender nennenswert
geschadigt wird [63]. Mit der Verwendung adulter Stammzellen kénnten die ethischen
Bedenken einerseits und mogliche Abstoflungsreaktionen andererseits aufgrund autologer
Transplantation umgangen werden. Ebenfalls scheint die Neigung zur Entartung gegentber
embryonalen Stammzellen geringer zu sein [83]. Die Hoffnung, dass adulte Stammzellen bei
der Bekédmpfung vieler Erkrankungen helfen kénnten, stiitzte sich vor allem auf den jahrelangen
Erfolg bei Transplantation von hdmatopoetischen Stammzellen (HSZ) des Knochenmarks bei
Erkrankungen des hdmatopoetischen Systems [79].

Zusétzlich entdeckte man, dass Stammzellen dazu neigen aus Randgebieten in beeintrachtigtes
Gewebe zu wandern [84]. Operationstechniken werden so vereinfacht, da das ohnehin
geschadigte vulnerable Gewebe nicht durch die Manipulation weiter geschéadigt werden muss,
sondern die Injektion oder Transplantation in Randgebiete des Zielgewebes ausreichend ist.
Insbesondere bei der Bekdmpfung von Tumorerkrankungen scheint die Migration markierter

Zellen in den Tumor ein Ansatzpunkt flr eine gezielte Therapie zu sein [84].

1.2.3 Skelettale Myaoblasten

Myoblasten der Skelettmuskulatur - auch Satellitenzellen genannt - sind residente, also
ortsstandige Stammzellen der quergestreiften Muskulatur [85]. Sie befinden sich Uber lange Zeit
ruhend innerhalb der Skelettmuskellzellmembran und werden bei Schadigung oder Verletzung
der Skelettmuskulatur aktiv, um im Rahmen von Reparationsmechanismen geschadigtes
Muskelgewebe zu regenerieren [85-89]. Es wird als bestitigt angesehen, dass die
Regenerationsfahigkeit von Skelettmuskulatur in  den skelettalen Myoblasten bzw.
Satellitenzellen begriindet liegt [90, 91]. Myablastenlinien, die ihre Differenzierungsfahigkeit
erhalten haben, wurden bereits aus verschiedenen Spezies - inklusive Maus und Mensch -
erfolgreich isoliert. Ebenso wurde die Differenzierungsfahigkeit und Bildung von funktionellen
Muskelfasern nach Transplantation von autologen skelettalen Myoblasten in Skelettmuskulatur
mehrfach beschrieben [92, 93]. Im Gegensatz zur Skelettmuskulatur fehlt es dem
Herzmuskelgewebe an einem ahnlichen funktionierenden Stammzellsystem zur Regeneration.
Ventrikuldare Kardiomyozyten sind ohne &duBere Stimulation vom Wiedereintritt in den

Zellzyklus ausgeschlossen. Vergleichbare Satellitenzellen liegen nicht vor [2, 91, 94].



Ein groler Vorteil skelettaler Myoblasten ist ihre einfache Gewinnung aus Muskulatur des
jeweiligen Patienten. Da die Myoblasten in vitro ein hohes Proliferationspotential haben, ist
eine rasche Vermehrung in vitro und in der Folge eine zeitnahe autologe Transplantation oder
gar Anlage von Reserven zur eventuell spéteren Benutzung moglich [87, 95, 96]. Mit der
Benutzung autologer skelettaler Myoblasten wére der Mangel an Spenderorganen bzw. -zellen
und die Notwendigkeit der Immunsuppression sowie das ethische Dilemma, welches mit der
Verwendung von allogenen oder embryonalen Stammzellen verbunden ist, zu 16sen [97]. Es
wird beschrieben, dass Myoblasten eine gute Toleranz gegeniiber Minderperfusion bzw.
Ischamie aufweisen. Diese Eigenschaft ist insbesondere bei der Transplantation in ischdmisches
Herzmuskelgewebe ein groRer Vorteil [98-101]. Skelettale Myoblasten werden schon seit vielen
Jahren als experimentelle Zelltransplantate in Myokardgewebe verwendet [91]. In mehreren
Studien konnte sowohl die Integration solcher Zellen in Narbengewebe am geschadigten
Myokard als auch deren Einfluss auf die Morphologie und Funktion des geschéadigten

Herzmuskelgewebes nachgewiesen werden [87-89].

1.2.4 Kardiale Zelltransplantationen - Ein Vergleich der vorliegenden Ergebnisse von
Myoblasten und ES-Kardiomyozyten
In dieser Arbeit soll die Transplantation verschiedener Zellarten am Myokardinfarktmodell der
Maus untersucht werden. Zur Ubertragung der entsprechenden Stammzellen stehen prinzipiell
mit der intrakoronaren, der intravendsen sowie der direkten Injektion in die Ventrikelwand
verschiedene Methoden zur Verfiigung. In dieser Arbeit werden die Zellen direkt in die
Randzone des Infarktareals injiziert. Dies ist bei Versuchsreihen am Infarktmodell bzw. bei
Patienten nach Herzinfarkt sowie bei Narbengewebe, das kaum spezifische
Oberflachenstrukturen besitzt, die meist genutzte Methode [89].
In dieser Arbeit wurden Myoblasten und von ES-Zellen abgeleitete Kardiomyozyten als
mdgliche Optionen zur Zelltransplantationstherapie nach Myokardinfarkt untersucht. Als
Vergleichsgruppen wurden sowohl Mause untersucht, denen lediglich PBS als Transplantat
injiziert wurde, sowie eine Gruppe von M&usen, bei der kein Myokardinfarkt induziert wurde
(Schein-OP-Gruppe). Die beiden verschiedenen Zellgruppen sind bewusst aus dem Spektrum
der theoretisch denkbaren Zellarten gewéhlt worden, um so unterschiedliche Voraussetzungen
fur die funktionelle Integration in das Myokardgewebe zu gewéhrleisten.
ES-Zellen haben ein hohes Potential an regenerativer Therapie von erkranktem, verletztem oder
zerstortem Gewebe, insbesondere fiir Gewebe mit beschrdnktem Regenerationspotential wie das
Myokardgewebe. ES-Zellen sind auch aufgrund ihrer Pluripotenz eine hervorragende Quelle, da
sie in jede somatische Zelle des Korpers differenziert werden kénnen [41, 101-103]. Sie kénnen
in Kardiomyozyten mit den typischen elektrophysiologischen, strukturellen sowie kontraktilen

Eigenschaften differenziert werden. Teilweise werden sogar Eigenschaften und Proteine von
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speziellen Subtypen wie beispielsweise Vorhof- oder Ventrikelzellen nachgewiesen [101, 102,
104, 105].

Bei der in vitro Differenzierung zu Kardiomyozyten entstehen sogenannte embryoid bodies
[106]. Die Differenzierung kann man in drei Phasen einteilen. In der frihen Phase entstehen
Schrittmacher-ghnliche Zellen [55, 107-109]. In der folgenden intermedidren Phase kommt es
zur Ausbildung von Vorhof- und Ventrikelzellen sowie Zellen des Reizleitungssystems des
Herzens [107, 110]. Zuletzt kdnnen in der terminalen Phase gut organisierte Konvolute von
Myofibrillen mit gut differenzierten A-, I- und Z-Banden sowie mit Desmosomen und gap-
junctions nachgewiesen werden. Diese Zellen reagieren sehr sensibel auf R-adrenerge
Stimulation [101, 105].

Bereits in den 1990er Jahren wurden von ES-Zellen abgeleitete Kardiomyozyten in
Myokardgewebe transplantiert, nachdem man zuvor einen Benefit nach Transplantation von
fetalen Kardiomyozyten nachgewiesen hatte [111, 112]. Die damals von Klug et al. in vitro
differenzierten Kardiomyozyten zeigten eine Reinheit von mehr als 99 % und wurden in
Herzen mit Muskeldystrophie Typ Duchenne injiziert. Obwohl hier noch keine speziellen
Effekte untersucht wurden, konnte sowohl das Uberleben der transplantierten Kardiomyozyten
als auch die strukturelle Integration in das lokale Myokardgewebe nachgewiesen werden [112,
113]. Yang et al. transplantierten die Kardiomyozyten 15 Minuten nach
Koronararterienverschluss in das potentielle Infarktareal. 6 Wochen nach Transplantation wurde
hier eine verbesserte Herzfunktion nachgewiesen [114]. Hdmodynamische Messungen zeigten
einen hoheren linksventrikularen Druck (LVSP) sowie einen niedrigeren linksventrikularen end-
diastolischen Druck (LVEDP) nach Zelltransplantation im Gegensatz zur lediglich schein-
transplantierten Vergleichsgruppe [114]. Zusétzlich war die Reaktion auf eine R-adrenerge
Stimulation signifikant verbessert. Auch in den histologischen Auswertungen konnte
morphologisch der Benefit nach Zelltransplantation nachgewiesen werden. In den Arbeiten von
Wetfall et al. konnten die Ausbildung von gap junctions sowie synchrone Kontraktionen nach
Transplantation von embryonalen Stammzellen abgeleiteten Kardiomyozyten nachgewiesen
werden [108]. Der Nachweis der gap-junctions erfolgte durch Férbung mit Connexin 43 [105,
106, 115]. Min et al. transplantierten 2002 erfolgreich von ES-Zellen abgeleitete
Kardiomyozyten in Infarktgewebe nach Myokardinfarkt der Ratte. Im 6-Wochen Follow-up
konnten sowohl echokardiographisch als auch mittels Herzkatheteruntersuchung eine
verbesserte Herzfunktion nachgewiesen werden [103].

Uber die zweite Zellgruppe dieser Arbeit, die skelettalen Myoblasten, wird auch in
verschiedenen Arbeiten die erfolgreiche Transplantation der Zellen in das Myokardgewebe der
Maus beschrieben [88, 116-118]. Diese Zellen wurden ebenfalls schon erfolgreich als
Zelltransplantate in infarziertem Myokardgewebe verwendet [91]. Sie kdnnen sich allerdings

nicht weiter zu Kardiomyozyten differenzieren und integrieren nicht funktionell in das
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umliegende Myokardgewebe, sondern verbleiben isoliert im Myokard. Bereits 1977 wurden
Myoblasten als Zelltransplantate von Yaffe et al. benutzt [119]. Auch von weiteren
Arbeitsgruppen wurden positive Einfllsse dieser Zellart auf die Herzfunktion beschrieben [120-
122]. Auch hier wurden die Myoblasten jeweils vollig unabhdngig vom umgebenden
Herzmuskelgewebe nachgewiesen. In den meisten Arbeiten werden jedoch die Effekte nur
jeweils einer transplantierten Zellart untersucht. Ohne eine alternative Zellart als Referenz unter
analogen Untersuchungsbedingungen sowie identischem Studiendesign macht dies den
Vergleich der jeweiligen Ergebnisse nur schwer mdglich. Zusatzlich zeigt sich in einem
GroRteil der Studien, dass neben den direkten Transplantationseffekten ebenso indirekte Effekte
durch Zytokine und verschiedene Wachstumsfaktoren auf das geschadigte Myokard wirken
kénnen. Um die melRbaren Effekte auf das zuvor geschadigte Myokard nach
Zelltransplantationen vergleichen zu konnen, ist ein Studiendesign mit Verwendung

verschiedener Transplantate und eine sorgféltige Aufarbeitung der Ergebnisse notwendig.
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2. Zielstellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, welche Auswirkungen bei adulten
ICR-Mé&usen durch die Induktion eines Myokardinfarktes im Hinblick auf die Funktion des
linken Ventrikels im Zeitverlauf zu beobachten sind und inwiefern sich diese Infarkt-Effekte
durch die Transplantation von verschiedenen Zellarten beeinflussen lassen. Als Transplantate
sollen dabei sowohl Myoblasten der Skelettmuskulatur, die bekanntlich nicht die Fahigkeit zur
Differenzierung in Kardiomyozyten besitzen, als auch aus embryonalen Stammzellen
abgeleitete primitive Kardiomyozyten (ES-Kardiomyozyten) vergleichend eingesetzt werden.
Als Vergleichsgruppe werden eine scheinoperierte Gruppe (kein Myokardinfarkt) sowie eine
Gruppe mit Myokardinfarkt und folgender PBS-Injektion (Schein-Transplantation) verwendet.
Im Ergebnis soll beurteilt werden, inwiefern eine funktionelle Integration der transplantierten
Zellen, die nur bei den ES-Kardiomyozyten anzunehmen ist, eine Voraussetzung fir eine

Verbesserung der Herzfunktion in diesem Modell darstellt.
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3. Material und Methodik

3.1 Mause

Fur die Versuchsreihen werden adulte M&use des ICR-Stammes mit einem Mindestgewicht bei
Versuchsbeginn von 30g benutzt. Bezogen werden die Mdause von dem Zichter Harlan-
Winkelmann. Die Mduse haben freien Zugang zu Wasser und zu Trockenfutter (ALTROMIN
Standard-Diat 1320). Im Beobachtungszeitraum werden sie in einem klimatisierten Mausstall
im Institut fur Physiologische Chemie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg gehalten.
Der Hell-Dunkel-Wechsel betragt 12 Stunden. Prdoperativ werden die Mause durch
Ohrmarkierungen unter Narkose gekennzeichnet, somit ist eine eindeutige ldentifizierung der
Mause gewadhrleistet. Wahrend der Experimente wird der Gesundheitszustand der Mause

regelmaRig kontrolliert. Alle Tiere werden einmal pro Woche gewogen.

3.2 Echokardiographie

Fur die Echokardiographie werden die Mause mit einer 1,5% Isofluran-Inhalationsnarkose
leicht narkotisiert, alle Untersuchungen finden unter Spontanatmung statt. Verwendet wird ein
Ultraschall-Gerét der Firma Toshiba (Power Vision, 10MHz, Toshiba, Neuss, Deutschland).
Echokardiographien erfolgen jeweils vor allen operativen Eingriffen und werden dann in
wdchentlichen Abstdnden bis zum Tag der Organentnahme wiederholt. Alle Messungen werden
in der parasternalen kurzen Achse in mittlerer Papillarmuskelhéhe durchgefihrt.

Im B-Mode (zweidimensionale Darstellung) wird jeweils die diastolische und systolische
Flache des linken Ventrikels [mm?] auf Papillarmuskelebene durch manuelles Umfahren der
Endokardlinie mit dem Cursor gemessen. Aus den beiden Werten wird anschlieBend die
fraction of area change (FAC) als ein Parameter zur Beurteilung der linksventrikuldren

Pumpfunktion nach folgender Formel berechnet:

(Area diast. — Area syst.)
FAC [%] = x 100
Avrea dist.
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Abb. 1

B-Mode Echokardiographie, Aufnahme in der parasternalen kurzen Achse in mittlerer
Papillarmuskelhdéhe. Bestimmung der Flache des linken Ventrikels in der Diastole (links; Area
diast.) und Systole (rechts, Area syst.). Beispiel einer normalen adulten ICR-Maus.

Im M-Mode wird zundchst die Herzfrequenz durch Ausmessung des RR-Intervalls von drei
Herzaktionen bestimmt. Desweiteren werden die linksventrikuldren Diameter systolisch
(LVIDS) und diastolisch (LVIDD), die systolische und diastolische Wanddicke der
linksventrikuléren Vorder- (LVAWS/D) und Hinterwand (LVPWS und LVPWD) sowie die
Ejektionsfraktion (EF) nach Teichholz und die FS (fractional shortening, fraktionelle systolische
Durchmesserverkiirzung) als Ausdruck der Pumpfunktion des linken Ventrikels bestimmt.

Die fraktionelle systolische Durchmesserverkiirzung (FS) berechnet sich wie folgt:

(LVIDD - LVIDS)

FS=
LVIDD

Abb. 2

M-Mode Echokardiographie, Aufnahme in der parasternalen kurzen Achse (Beispiel einer
normalen adulten ICR-Maus)
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Um eventuelle Messungenauigkeiten auszugleichen, werden alle Messungen sowohl im B-
Mode als auch im M-Mode jeweils dreimal durchgefihrt und gemittelt.

Bei allen echokardiographischen Untersuchungen wird der Untersucher im Hinblick auf die
Gruppenzugehdrigkeit der M&use zu den verschiedenen Therapie- bzw. Kontrollgruppen
verblindet.

3.3 Transplantierte Zellen

3.3.1 Skelettale Myoblasten

Primdre Maus-Myoblasten koénnen in vitro gereinigt, isoliert und vermehrt werden. Von
Skelettmuskeln gewonnene Primérkulturen beinhalten zundchst eine Mischpopulation aus
Myoblasten und Fibroblasten. Die Myoblasten werden nach einem standardisierten Protokoll
isoliert. Durch Generierung optimaler Wachstumsbedingungen u.a. durch das entsprechende
Néhrmedium werden die Myablasten in ca. 1 bis 2 Wochen zu der dominanten Zellart. Nach
knapp 3 Wochen farben sich annahernd 100% der Zellen positiv fiir das Myoblasten-spezifische
Protein Desmin. Zur Verfigung gestellt werden die Zellen freundlicherweise von Frau Dr.
Svetlana Oustanina aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Dr. T. Braun [123, 124].

Zur Gewinnung der Myoblasten werden die Mé&use durch cervikale Dislokation unter CO,-
Inhalation geopfert, anschlieBend werden die Extremitaten mit 70-prozentigem Ethanol gesplilt,
abgetrennt und die Muskeln unter sterilen Bedingungen idealerweise unter dem Mikroskop vom
Knochen und von der Haut getrennt und isoliert. Das Muskelgewebe wird auf einer Petrischale
auf Eis gelagert und stets unter sterilem PBS feucht gehalten. Nun wird das Gewebe mit einem
Rasiermesser zerkleinert bis sich ein Gewebebrei gebildet hat. Unter weiterem Zerkleinern wird
eine Enzymlésung mit Kollagenase/Dispase/Ca,Cl, hinzugefugt. Das so entstandene Gewebe
wird in ein steriles Réhrchen gegeben und bei 37°C fir ca. 20 Minuten inkubiert, bis ein
endglltig homogener Gewebebrei entsteht. Um eine Klumpenbildung zu verhindern, wird die
Suspension stetig vorsichtig mit einer Plastikpipette titriert (ggfs. Filtrieren durch ein 80um
Nylonnetz in einem sterilen Trichter). Nach Zentrifugieren der Zellldsung fur 10 Minuten bei
350g erfolgt die Resuspendierung des Gewebshaufens (Pellets) in F-10-basiertem Nahrmedium
fur primdre Myoblasten und die Ausplattierung in einer kollagenbeschichteten Petrischale. Um
das Zellverhéltnis zunehmend zu den Myoblasten zu verschieben, wird die Petrischale bei 37°C
und unter 5% CO, im Inkubator belassen. Das Nahrmedium wird alle zwei Tage gewechselt.
Sobald die Fibroblasten nicht mehr nachweisbar sind, werden die Myoblasten mit PBS auf eine
neue Schale ausplattiert. Das Nahrmedium wird nochmals auf F-10/DMEM-N&hrmedium
gewechselt. So kann eine schnellere und dichtere Besiedelung mit Myoblasten erreicht werden.
Nach ca. 2 Wochen kénnen die anndhernd Fibroblasten-freien Myoblastenkulturen gewonnen
werden. Die Vitalitat der Zellen wird vor der Transplantation mittels Propidiumiodidausschluss-

Assay getestet und durch ein ,,fluorescence activated cell sorting-System*“ (FACS) ausgewertet
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[30]. Propidium-lodid (PI) ist ein Farbstoff, der die Zellmembran von toten Zellen perforieren
kann, jedoch nicht die intakte Membran von lebenden Zellen durchdringen kann. Diese
Eigenschaft wird in der Durchflusszytometrie zur Lebend-Tot-Diskriminierung von Zellen
verwendet [30]. Im PIl-Assay zeigt sich, dass der tberwiegende Anteil der fur die eigenen
Experimente eingesetzten Myoblasten (91 + 4%) sich nicht mit Propidiumiodid anfarbt, was
auf die Integritat der Zellmembranen schliessen lasst [124]. Wie in Abb. 3 zu sehen ist, ist nur
ein geringer Anteil der Myoblasten fiir den Pl-Farbstofff permeabel und daher instabil bzw.

avital.

104

Avitale Zellen

103

FL2-H
102

Vitale Zellen

10° 104

Abb. 3

Vitalitats-Assay :

Propidium-lodid-Ausschluss (FL2-H)

Die Mehrheit der Zellen ist unmittelbar vor Transplantation vital. Um die Vitalitat der
transplantierten Zellen zu bestimmen, wird ein Pl-Assay durchgefihrt und durch FACS
ausgewertet. Lediglich ein kleiner Anteil der Zellen wird durch den Propidium-lodid- Farbstoff
penetriert und so als avital dargestellt (Beispiel: Skelett-Myoblasten).

Simultan werden die Myoblasten mittels des Fluochromes Dil fiir die spétere ldentifizierung
markiert (siehe 3.3.3.).

3.3.2 Von embryonalen Stammzellen abgeleitete Kardiomyozyten (ES-Kardiomyozyten)

Die aus embryonalen Stammzellen abgeleiteten Kardiomyozyten (ES-Kardiomyozyten) werden
freundlicherweise von Frau Dr. rer. nat. S. Niebriigge aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr.
J. Lehmann (Institut fur Zellkulturtechnik, Technische Fakultit der Universitat Bielefeld) zur
Verfugung gestellt [41]. In einem zuvor optimierten Bioreaktorprozess im 2L-Malistab werden
Kardiomyozyten aus embryonalen Stammzellen differenziert. Verwendet werden hierzu
gentechnisch veranderte embryonale Stammzellen der Maus, die ein Fusionsgen tragen, das die

Expression einer Aminoglykosid-Phosphotransferase unter der Kontrolle des aMHC-Promoter
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realisiert und so den sich differenzierenden Kardiomyozyten eine Resistenz gegeniiber
bestimmten Zytostatika (G418) vermittelt [41]. Die weitere Kultivierung erfolgt in zwei Phasen.
Die embryonalen Stammzellen verklumpen zu Cardiac Bodies und werden so in ein
N&hrmedium geimpft, wo sie fir 9 Tage in Zellen aller drei Keimblatter differenzieren. Im
Anschluss werden Kardiomyozyten durch Zugabe von G418 selektiert. Um die Differenzierung
in die kardiogene Linie zu unterstutzen, wird Retinsdure als Differenzierungsfaktor
hinzugesetzt. Wahrend der gesamten Zeit im Kulturmedium werden sowohl die Anzahl der
Cardiac Bodies als auch deren Funktionsféhigkeit bestimmt. An die Kultivierung schliesst sich
routinemalig eine Charakterisierung der generierten Zellen an. Es werden
durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt, um die Expression von ,,sarcomeric myosin®
als Marker fur Kardiomyozyten zu bestimmen. Durch diese Untersuchungen kann eine Reinheit
der Kardiomyozyten vor Transplantation von Uber 99% nachgewiesen werden. AuBerdem
kénnen mit immunohistochemischen Analysen spezifische kardiale Proteine und ein hoher
myofibrillarer Organisationsgrad der generierten Kardiomyozyten detektiert werden (siehe Abb
4). Direkt vor Transplantation werden die Kardiomyozyten (wie auch die Myoblasten) durch
einen stabilen Fluoreszenzfarbstoff, das Fluochrom Dil (siehe 3.3.3.) wie vom Hersteller
beschrieben markiert. So wird die spatere Identifizierung der transplantierten Zellen ermdglicht.
Die Viabilitdt der Kardiomyozyten wird wie bereits unter 3.3.1. beschrieben mittels
Propidiumiodidausschluss-Assay (FACS) nachgewiesen [41, 125, 126].
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2A

Abb. 4

Nachweis von a-Actin (rot) und Desmin (griin), Zellkernfarbung (blau) an ausplattierten
Kardiomyozyten, die mittels des beschriebenen Verfahrens aus ES-Zellen differenziert wurden
(Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie).

1A) a-Actin  1B) Desmin 1C) Overlay 2A) a-Actin 2B) Desmin 2C) Overlay

Die Bilder wurden freundlicherweise von Frau Dr. rer. nat S. Niebriugge (Institut fir
Zellkulturtechnik, Technische Fakultat der Universitat Bielefeld) zur Verfligung gestellt.

3.3.3 Dil-Markierung der transplantierten Zellen

Um die Zellen nach der jeweiligen Transplantation spater leichter nachweisen zu kénnen,
werden die Transplantate in der Zellkultur mit dem fluoreszierenden Zellmarker Dil markiert.
Dieser lipohile Farbstoff besteht aus langkettigen Kohlenwasserstoffketten, mit denen er sich
gut an die Lipoproteine der Zellmembran bindet. Aufgrund der geringen Zelltoxizitat ist der
Farbstoff gut fur langere Beobachtungszeitrdume geeignet. Die Fluoreszenz ist in wéassrigem
Milieu nur gering, die intensive Fluoreszenz ist erst nach Einbau in die Zellmembran darstellbar
[127, 128]. Vor Markierung der Zellen wird das Kulturmedium der Zellen abgesaugt. Die
Zellen werden mit PBS zweimal gespult. Der Farbstoff wird in einer Konzentration von 2pg/mi
aufgetragen und fur 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann erfolgt eine Einlagerung der
Zellkulturen bei 4°C fur weitere 15 Minuten. Diese geringe Temperatur erlaubt es dem
Farbstoff, die Zellmembran zu farben, ohne jedoch via Endozytose in die Zelle einzudringen
und hier in cytoplasmatischen Vesikeln gespeichert zu werden. Im Anschluss erfolgt das
nochmalige Waschen mit PBS [129].
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3.4 Operationen

3.4.1 Induktion eines Myokardinfarktes durch LAD-Ligatur

Die Mause werden unter 2,5% Isofluran-Inhalationsnarkose intubiert und an ein
Beatmungsgerat (MiniVent, Hugo Sachs Elektronik) angeschlossen. Dem Sauerstoff wird fiir
die gesamte Narkose 2,5% Isofluran beigemischt. Die M&use werden mit einem positiven Druck
volumenkontrolliert beatmet. Préoperativ wird den Mausen zusétzlich als Analgetikum 5ug/g
KG Rimadyl subcutan verabreicht. Nun wird in narkotisiertem Zustand zundchst die linke
ventrale Thoraxseite der Méause rasiert. Nach sorgféltiger Desinfektion des Operationsgebietes
erfolgt der Hautschnitt parallel des Rippenverlaufes in Héhe des vierten Interkostalraumes. Jetzt
wird die den Thorax unmittelbar bedeckende Muskulatur (M. pectoralis major et minor)
sorgféltig freigelegt. Die Muskeln werden vorsichtig mit einem 5-0 Faden umlegt und durch
leichte Zugkraft separiert. Nun wird der Thorax Uber einen interkostalen Zugang im vierten
Rippenzwischenraum eroffnet, indem die interkostale Muskulatur scharf durchtrennt wird.
AnschlieBend wird die Lunge vorsichtig zur Seite geschoben, und das Perikard wird freigelegt
und eroffnet. Durch Ligatur der linken Koronararterie wird die hauptsachliche arterielle
Blutversorgung des linken Ventrikels unterbunden und so der Myokardinfarkt provoziert. Das
linke Koronargefass wird hierbei aufgesucht und vor seiner Hauptaufzweigung mit einem Faden
ligiert. Die Ligatur gilt als erfolgreich, wenn das Myokard der anterioren Ventrikelwand sich
blass verfarbt, die Kontraktibilitdt nachlasst und die LAD distal der Ligatur eine livide
Verfarbung annimmt. Abschlielend erfolgt der Wundverschluss in drei Schichten: Zunéchst
lockere Adaptation der Rippen, es folgt die Adaptation der separierten Pectoralis-Muskulatur
und zuletzt der Hautverschluss. Nach der Extubation werden die Mduse wieder zurlick in den
Kafig gesetzt, wo sie unter Aufsicht wieder aufwachen. Zur postoperativen Schmerztherapie
wird den Tieren drei Tage lang Rimadyl als Analgetikum in einer Konzentration von 50ug/ml

dem Trinkwasser beigeflgt.

3.4.2 Schein-Operation

Die Mause werden wie oben bereits beschrieben unter 2,5% Isofluran-Inhalationsnarkose
intubiert und an ein Beatmungsgerat (MiniVent, Hugo Sachs Elektronik) angeschlossen. Dem
Sauerstoff wird fiir die gesamte Narkose 2,5% Isofluran beigemischt. Die M&use werden mit
einem positiven Druck volumenkontrolliert beatmet. Praoperativ wird den Mdusen zusatzlich
als Analgetikum 5pg/g KG Rimadyl subcutan verabreicht. Nun wird in narkotisiertem Zustand
zunachst wieder die linke ventrale Thoraxseite der Mause rasiert und nach sorgfaltiger
Desinfektion des Operationsgebietes erfolgt der gleiche Zugang wie zur LAD-Ligatur. Nach
Freilegung des Perikards wird die Wunde bereits wieder Uber drei Schichten wie unter 3.4.1.
beschrieben verschlossen, ohne dass jedoch eine Manipulation an den KoronargefaRen erfolgt

ist.
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3.4.3 Zell-Transplantationen

Sieben Tage nach der Infarkt-Induktion (LAD-Verschluss) erfolgt die nochmalige Operation der
Tiere zur Durchfuhrung der Zell-Transplantation bzw. PBS-Injektion. Die Mduse werden wie
oben bereits beschrieben unter 2,5% Isofluran-Inhalationsnarkose intubiert und an ein
Beatmungsgerat angeschlossen. Dem Sauerstoff wird fiir die gesamte Narkose 2,5% Isofluran
beigemischt. Die Mé&use werden mit einem positiven Druck volumenkontrolliert beatmet.
Préoperativ wird den Méausen zusatzlich als Analgetikum 5ug/g KG Rimadyl subcutan
verabreicht. Nun wird in narkotisiertem Zustand zunéchst wieder die linke ventrale Thoraxseite
der Mduse rasiert und nach sorgfaltiger Desinfektion des Operationsgebietes erfolgt der gleiche
Zugang wie zur LAD-Ligatur. Nach Freilegung des Perikards wird 3 x 50pul einer Lésung, die
entweder 3*10° Myoblasten oder 3*10° embryonale Kardiomyozyten bzw. nur PBS enthalt, in
die Randzone des Infarktareals injiziert. AbschlieBend folgt erneut der schichtweise

Wundverschluss.

3.5 Organentnahme und In-Situ-Fixierung

35 Tage nach dem operativen Verschluss der LAD (d.h. 28 Tage nach den Zell-
Transplantationen) erfolgt nach der Durchfiihrung der abschlieBenden Echokardiographie die
diastolische in-situ-Fixierung der Herzen und anschlieBend die Organentnahme. Hierflir werden
die Mduse erneut mit 2,5% Isofluran narkotisiert und beatmet. Zundchst wird das Abdomen
er0ffnet und die Aorta abdominalis kanuliert. AnschlieBend wird der Thorax und der rechte
Vorhof (RA) durch Inzision erdffnet. Direkt nach Eroffnung des RA wird (ber die kanulierte
Aorta abdominalis eine Kardioplegie-Losung (50mM KCL + 200IE/ml Heparin in PBS)
infundiert. Der Vorratsbehalter der Kalium-Heparin-Ldsung wird 120cm oberhalb des Maus-
Herzens aufgehangt; somit wird in der Aorta arterieller Blutdruck simuliert. Zeitgleich mit der
Einleitung der Kalium-Heparin-Ldsung Uber die Aorta wird eine weitere Kanille durch das
Myokard bzw. die Narbe direkt in den linken Ventrikel eingefiihrt. Auch hier wird die Kalium-
Heparin-Losung eingeleitet. Im Gegensatz zur ersten Kaniilierung wird der Vorratsbehalter fir
diese Infusion nur ca. 15cm oberhalb des Herzens (= diastolischer Druck im linken Ventrikel)
aufgehangt. Dieser Druck bestimmt letztendlich auch die Vordehnung der Kardiomyozyten, so
dass die Kardiomyozyten in der Diastole fixiert werden. Nach ca. 15 Minuten wird (ber die
liegenden Kanilen mit Hilfe von 3-Wege-Hahnen eine 4%ige Formalin-Losung eingeleitet, die
Druckverhdltnisse (Hohe der Vorratshehélter) bleiben dabei unveréndert. Nachdem 50ml PFA
durch die Aorta infundiert worden sind, werden die Organe entnommen und nochmal kurz mit
4% PFA nachfixiert. Es werden das Herz, die Leber und die Lungen enthommen. Das Herz wird
aus dem umgebenden Gewebe sorgfaltig herausprapariert, und die zu- bzw. abfiihrenden Gefale

werden durchtrennt. Nachdem das Herz aus dem Brustkorb entfernt ist, wird die komplette
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Lunge ebenso getrennt vom umgebenden Gewebe entnommen. Zuletzt wird die Leber unter

Erhalt aller Leberlappen vorsichtig entnommen.

3.6 Histologie

3.6.1 Herstellung und Dokumentation der Schnittpraparate

Nach Organentnahme werden die Organe (Herz, Lunge, Leber) einzeln gewogen. Die Herzen
werden zur Entwasserung in 30-prozentiger Saccharose-Ldsung in PBS (ber 24 Stunden im
Kihlschrank gelagert. AnschlieBend werden die Herzen in Polyfreeze TM Tissue Freezing
Medium TM (Polyscience, Inc.) eingebettet, auf Trockeneis tiefgefroren und bei -20°C gelagert.
Bei der Einbettung wird darauf geachtet, dass bei der spateren Schnittfiihrung
Kurzachsenschnitte entstehen. Am  Gefrierschnitt-Kryotom werden die Herzen in 10um
Schritten von der Herzspitze bis zur Klappenebene komplett geschnitten und auf Objekttrager
aufgezogen, die zuvor mit Vectabond beschichtet werden. Es ergeben sich pro Herz etwa 100
Objekttrager mit jeweils vier bis funf Kryo-Schnitten, die bis zur Durchfiihrung der
histologischen Farbungen ebenfalls wieder bei -20°C gelagert werden.

Um spater fur die Farbungen einen genauen Uberblick tber die Herzposition und Qualitét der
einzelnen Schnitte zu haben, werden die Schnitte zunéchst ungefarbt unter dem Durchlicht-
Mikroskop beurteilt. Dabei wird analysiert, auf welchem Objekttrager sich jeweils die
Herzspitze, die Basis der Papillarmuskeln sowie der Mitralklappenring befindet. Es werden
diejenigen 4 Schnittpraparate herausgesucht, die den Abschnitt zwischen Herzspitze und
Mitralklappenebene in 5 gleich groBe Abschnitte untergliedern, um so die spatere quantitative

Bestimmung der InfarktgroRRe vergleichbar zu gestalten.

3.6.2 Trichrom-Farbung

Trichrom-Féarbungen werden primér zur Unterscheidung von Kollagen und Muskelgewebe
verwendet [130], in den eigenen Untersuchungen wird ein vorgefertigtes Kit der Firma Sigma-
Aldrich verwendet. Das erste Trichrom-System ist auf Mallory zurlickzufihren [131, 132].
Weitere Modifikationen wurden von Masson und Gomori eingefiihrt [131, 133]. Das hier
beschriebene Verfahren beruht auf den Arbeiten von Masson und der Modifizierung von Lillie
[134] mit Verwendung von Anilinblau anstatt eines griinen Farbstoffs zur Farbung von
Kollagen.

Zundachst werden die Gewebeschnitte mit Bouins-Losung nachfixiert, die Zellkerne werden mit
Weigerts Eisen-Hamatoxylin und Zytoplasma sowie Muskelgewebe dann mit Beibrich-
Scharlachrot-Saurefuchsin gefarbt. Nach Behandlung mit Phosphorwolframséure und
Phosphormolybdénsaure wird Kollagen durch eine Farbung mit Anilinblau nachgewiesen. Ein
Spulen in Essigsaure nach der Farbung 18Rt die Abstufung der Farben deutlicher und
transparenter erscheinen [130, 133, 135-139].
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Fur die Farbung werden die vier Objekttrager verwendet, die den Abstand zwischen Herspitze
und -basis in 5 gleiche Abschnitte unterteilen (siehe 3.6.1.). Mit diesen gefarbten Schnitten
werden spéter die InfarktgréRen sowie die linksventrikuldre Zirkumferenz und die Dicken der

jeweiligen Ventrikelwande bestimmt.

Farbeprotokoll

Nach Angaben des Herstellers werden die Objekttrager mit den 10um dicken Schnittpraparaten
zum Auftauen und Spiilen in eine groRe Kivette mit PBS-Puffer fiir 30 Minuten gehéngt, wobei
der PBS-Puffer nach 15 Minuten gewechselt wird. Nun werden die Objekttrager fur 15 Minuten
bei 56°C in Bouins-Lésung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) im Brutschrank fixiert. Im
Anschluss werden die Objekttrager unter laufendem Wasser solange gewaschen, bis jegliche
gelben Farbreste rausgespilt sind. AnschlieBend werden die Objekttrager zunéchst in
deionisiertes Wasser getaucht und danach fur 5 Minuten in Weigerts Iron Hamatoxylin Solution
gefarbt. Hiernach erfolgt ein erneutes Eintauchen in deionisiertes Wasser zum Spiilen und dann
das Eintauchen in Biebrich Scarlet-Acid-Fuchsin fur 5 Minuten. Nach Waschen in
deionisiertem  Wassser ~ werden  die  Préparate  zundchst 5  Minuten in
Phosphotungstic/Phosphomolybdic Acid Solution und dann 50 Minuten in Aniline Blue
Solution gebadet. AnschlieBend werden die Objekttrager fir 2 Minuten in 1%ige Essigsdure
gestellt. AbschlieRend werden alle Objekttrager in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol
entwéssert. Eingedeckelt werden die Objekttrdger mit Entellan und einem Deckglaschen.

Fur die Auswertung wird jeder Schnitt des jeweiligen Objekttragers unter dem
Durchlichtmikroskop betrachtet und per Foto dokumentiert. Die genaue Ausmessung der

Herzen erfolgt mit dem Programm Scion Image (Scion Corporation).

3.6.3 Bestimmung der Myozytenquerschnittsflache

Unter Verwendung von Peanut-Agglutinin wird in dieser Farbung zunachst das interstitielle
Kollagen angefarbt, welches anschliefend unter dem Laser-Mikroskop anhand einer griinen
Fluoreszenz sichtbar wird. Die Férbung gestattet spéater die Bestimmung der
Myozytenquerschnittsflaiche und in Kombination mit einer weiteren Farbung (Rhodamine-
Griffonia (Bandeiraea) Simplicifolia Lectin I-Férbung) die Bestimmung des interstitiellen

Kollagengehaltes im Myokard (siehe Tab. 1).

Farbeprotokoll

Pro Herz werden fiir diese Farbung jeweils 2 Objekttrager mit den 10pum-Schnitten verwendet.
Zunéchst werden diese fiir zweimal 15 Minuten in PBS in einer groen Kivette gewaschen. Es
folgt die Nachfixierung mit 4% Paraformaldehyd-Losung (PFA) fur 20 Minuten. Nach
erneutem Waschen in 10% PBS fuir 5 Minuten werden die Schnitte zuerst mit PBS (pH 7,2-7,4)
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und anschlieBend mit PBS (pH 5,0) gespiilt. Jetzt wird Neuraminidase mit einer Konzentration
von 3,3U/ml aufgetragen und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danach erfolgt zweimaliges
Spilen mit PBS-Puffer, bevor das Fluorescein-markierte Peanut Agglutinin (5mg/ml Vector
Laboratories) verdunnt auf 20ul/ml fur zwei Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln
aufgetragen wird. Zum Abschluss erfolgt das erneute dreimalige Spilen mit PBS, bevor die
Objekttrager mit Mowiollosung und einem Deckglaschen eingedeckelt werden. Die
Obijekttrager werden tber Nacht im Dunkeln im Kihlschrank gelagert und am Folgetag am
Laser-Scan-Mikroskop (Leica Microsystems Heidelberg GmbH) betrachtet, fotografiert und

ausgewertet.

3.6.4 GefalRkollagenanfarbung

Das GefaB-Endothel der zwischen den Myozyten gelegenen Kapillaren wird durch einen rot
fluoreszierenden Farbstoff angefarbt. In Kombination mit der oben geschilderten Farbung des
Gesamt-Kollagens, das aus dem interstitiellen Kollagen und dem Gefal3-assoziierten Kollagen
besteht (Peanut Agglutinin = griin), kann somit der Kollagengehalt des Interstitiums als

Differenz aus Gesamt-Kollagen und GeféaRanteil bestimmt werden.

Farbeprotokoll

Zunéchst werden die ausgewdhlten Objekttrager fir zweimal 15 Minuten in PBS in einer grof3en
Kivette gewaschen. Es folgt die Nachfixierung der Schnitte mit 4% Paraformaldehyd-L&sung
(PFA) fir 30 Minuten, bevor die Schnitte erneut zweimalig in 10% PBS fir jeweils 5 Minuten
gewaschen werden. Nun wird der Lectin-1- Farbstoff (siehe hierzu 3.6.3. und Tab. 1) in einer
Verdlnnung von 1:400 aufgetragen und flr zwei Stunden bei Raumtemperatur in Dunkelheit
gelagert. Nach erneutem dreimaligem Spilen mit PBS folgt das Eindeckeln mit Mowiol-Losung
und einem Deckgléaschen. Die Objekttrager werden ber Nacht im Dunkeln im Kihlschrank
gelagert und am Folgetag am Laser-Scan-Mikroskop (Leica Microsystems Heidelberg GmbH)

betrachtet, fotografiert und ausgewertet.

3.7 Auswertungen

Die genauen Ausmessungen der histologischen Fotos werden im Programm Scion Image von
Scion Corporation (als Freeware erhaltlich) durchgefihrt.

Zur Auswertung und statistischen Umsetzung werden alle gewonnenen Daten in das Programm
Microsoft Excel 2002 (Microsoft) Ubertragen. Zusétzlich wird das Add-In Winstat, Version
2009.1 fur die Tabellen und Grafiken benutzt. Das Literaturverzeichnis wird mit dem

Literaturmanagementprogramm EndNote 6.0.2 als AddIn fur Word verwaltet.
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3.8 Reagenzien

Herstellung eines 10fach PBS-Puffers (Phosphate buffered Saline)

Zum Ansatz von 1000ml Pufferlésung werden zundchst folgende Bestandteile abgewogen und
vermischt und schlieBlich in einem sterilen wiederverschlielbaren GefaR mit deionisiertem
Wasser auf 1000 ml aufgefullt: 80,0g Natriumchlorid (NaCl), 2,0g Kaliumchlorid (KCl), 14,49
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) sowie 2,0g Kaliumdihydrogenphosphat. Der pH-Wert
wird mit HCI bzw. NaOH auf einen Wert zwischen 7,2-7,4 eingestellt.

Herstellung von Pbn (PBS + 1% BSA + 0,05 % Natriumsaure)
Zum Ansatz von 1000 ml Pbn-Ldsung werden zunachst 990ml PBS-Pufferlésung hergestellt.
Dazu wird der unter 3.2.1. hergestellte PBS-Puffer 1:10 verdunnt. Dann werden 10ml BSA

sowie 0,5ml NaN; hinzugefiigt und fiir 10 Minuten mit dem Ruhrer vermischt.

Herstellung von 4% Paraformaldehyd-Ldsung (PFA-L&sung)

Zum Ansatz von 1000ml PFA-Ldsung werden zunédchst 40g PFA in 800ml deionisiertem
Wasser unter Ruhren auf 60°C unter dem Abzug erhitzt. Nun werden einige Tropfen
Natronlauge (NaOH) zugegeben, bis sich die Losung Kklart. Nun werden 100ml 10% PBS-
Puffer hinzugefiigt. Die Gebrauchslésung wird mit deionisiertem Wasser auf 1000ml aufgefulit.
Es folgt das Filtrieren der Gebrauchslésung. Der pH-Wert wird bei 7,0 eingestellt. Das PFA
wird im Anschluss in 50ml Kunststoff-Réhrchen abgefillt, verschlossen und bei -20°C gelagert.

Herstellung von Mowiol-Lésung

Es werden 2,4g Mowiol und 6g Glycerol in ein Gefal? gegeben und griindlich vermischt. Nach
der Zugabe von 6ml deionisiertem Wasser bleibt die Losung bei Raumtemperatur fiir 4 Stunden
stehen. Anschliefend werden 12ml 0,2M Tris mit einem pH-Wert von 8,5 ergdnzt. Diese
Losung wird nun auf einer Heizplatte unter standigem Rihren auf maximal 50°C erhitzt, bis
sich die Losung Kklart (ca. 10 Minuten). Das Mowiol wird im Anschluss in 10ml Kunststoff-

Réhrchen abgefillt und bei -20°C gelagert.
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Material

Hersteller

Altromin Standard Diat 1320
(=Méusenahrung)

Altromin
Gesellschaft fur Tierernahrung GmbH
Deutschland

Forane®/Forene®
( = Anésthetikum Isofluran)

Dréagerwerk AG Liubeck, Abott GmbH & Co
KG

Rimady!l
(= Analgetikum NSAID)

Pfizer GmbH, Direktionsbereich
Tiergesundheit
76139 Karlsruhe

Polyfreeze™ Tissue Freezing Medium™

Polyscience, Inc. , Warrington, PA 18976

Vectabond™ Reagent for tissue section
adhesion

Vector laboratories Inc.US Headquarter
30Ingold Road, Burlingame, CA 94010

Accustain ® Trichrome Stain (Masson)

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH
Aschenstrasse 5 82024 Taufkirchen bei
Minchen

Accustain ® Bouin's Solution

Sigma-Aldrich® Chemie GmbH
Aschenstrasse 5 82024 Taufkirchen bei
Miinchen

Fluorescein labeled Peanut Agglutinin

Vector laboratories Inc.US Headquarter
30Ingold Road, Burlingame, CA 94010

Rhodamine labeled Griffonia (Bandeiraea)
Simplicifolia Lectin |

Vector laboratories Inc.US Headquarter
30Ingold Road, Burlingame, CA 94010

Dil lipophilic tracer
(= Dil-Farbstoff zur Markierung der Zellen)

Molecular probes, Invitrogen™
Life technologies GmbH
Frankfurter Strasse 129B 64293 Frankfurt

Hoechst 33258, Pentahydrate-FluoroPure™
Grade
(= fluoreszierender Kernfarbstoff)

Molecular probes, Invitrogen™
Life technologies GmbH
Frankfurter Strasse 129B 64293 Frankfurt

Leica Bi-Ocular Mikroskop (Leica DM IL)

Leica Microsystems Heidelberg GmbH
Am Friedensplatz 3 68165 Mannheim

Leica MZFL III, Fluo III ™
(= Fluoreszenzstereomikroskop)

Leica Microsystems Heidelberg GmbH
Am Friedensplatz 3 68165 Mannheim

LEJ ebq 50 Leistungselektronik Jena GmbH
(= Fluoreszenzlichtquelle) Stockholmer Strasse 5 07747 Jena
Leica DM IRE2

(= motorisiertes invertiertes
Fluoreszenzmikroskop)

Leica Microsystems Heidelberg GmbH
Am Friedensplatz 3 68165 Mannheim

Mouse Ventilator Mini Vent (Typ 845)
(= Mausbeatmungsgerat)

Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparatus
Gruenstrasse 1 79232 March-Hugstetten

Microm Typ HM 500 OM Cryostat
Microtome

Microm International GmbH
Otto Hahn Strasse 1a 69190 Walldorf

Leica TCS SP2
(= Laser Scan Mikroskop)

Leica Microsystems Heidelberg GmbH
Am Friedensplatz 3 68165 Mannheim

Ultraschallgerat Power Vision 10 MHz

Toshiba Europe GmbH
Hammfelddamm 8 41460 Neuss

Tab. 1
Benutzte Materialien und Herstellerangaben
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4. Ergebnisse
4.1 Morphometrie
Das Korpergewicht der in den Untersuchungen eingesetzten Méuse im Zeitverlauf ist in Tab. 2

dargestellt.
Mausgewicht vor Infarkt vor Tx 7d nach Tx | 14d nach Tx | 21d nach Tx | 28d nach Tx
a] -7 (0) (+7) (+14) (+21) (+28)
Schein-OP 382+12 |369+09 | 36710 | 37609 | 37414 | 385%0,9
PBS 382+25 |314+12 | 347+18 | 357+18 | 353+18 | 355+16
Myoblasten 340+0,8 | 320+0,7 | 32,7+0,7 | 325+0,6 | 33005 | 344+0,7
Kardiomyozyten | 38,9+09 | 36,2+09 | 351+08 | 358+06 | 364+06 | 368+0,8

Tab. 2
Mittelwerte und Standardfehler des Kérpergewichtes der verwendeten Mause (Einheit g) zum
jeweiligen Zeitpunkt

Im Verlauf zeigen alle Mduse nach Myokardinfarkt zunéchst eine deutliche Gewichtsabnahme.
Nach Transplantation von Myoblasten zeigen die Mause der entsprechenden Gruppe eine
signifikant groRere relative Gewichtszunahme im Vergleich zur Kardiomyozyten-Gruppe (siehe
Abb. 5). Zwischen der PBS und der Kardiomyozyten-Gruppe konnen diesbeziiglich keine
signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden. Bei der scheinoperierten Gruppe zeigte sich
ebenfalls eine Gewichtsreduktion, diese fallt jedoch geringer aus und erreicht bereits wéhrend

des Untersuchungszeitraums wieder das VVorniveau.

—&— Schein-OP Myoblasten —#— Kardiomyozyten —e— PBS

Gewichtsanderung [g]
N

Zeitpunkt (Tage)

Abb. 5

Anderung des Korpergewichtes der Versuchstiere bezogen auf den Tag vor der LAD-Ligatur
(Tag -7); der Tag 0 entspricht dem Tag der Zell-Transplantation. Es zeigt sich ein signifikanter
Unterschied nach 28 Tagen zwischen Myoblasten und PBS sowie zwischen Myoblasten und
Kardiomyozyten (* p<0,05 vs. Kardiom.; # p<0,05 vs. PBS).
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Am Ende der Versuchsreihe werden die Gewichte der verschiedenen Organe gemessen. Hier
zeigt sich, dass die Herzen der scheinoperierten Mause mit einem relativen Gewicht von 7,1 £
0,4mg/g am leichtesten sind. Die Herzen der beiden Stammzell-transplantierten Gruppen zeigen
mit jeweils 9,0 £ 0,4mg/g bzw. 8,4 + 0,4mg/g einen signifikant hoheres relatives Gewicht
(p<0,05) als die der scheinoperierten Gruppe. Die Mauseherzen, denen lediglich Pufferlésung
injiziert wurde, zeigen mit 10,6 £ 0,9mg/g den héchsten Wert (siehe Abb. 6).
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Abb. 6

Relative Herzgewichte (Herzgewicht pro Gramm Korpergewicht der Maus) 28 Tage nach
Zelltransplantationen im Myokardinfaktmodell der Maus. Die relativen Herzgewichte aller
Gruppen mit Myokardinfarkt sind signifikant groRer als die der scheinoperierten Gruppe
(Infarkt-induzierte Hypertrophie). Die Zelltransplantationen fiihren gegenlber der PBS-
Injektion zu einer Verringerung der Hypertrophie (* p<0,05 vs. PBS; # p<0,05 vs. Schein-OP).
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Die Auswertung der Gewichte der anderen Organe ist in Tabelle 3 dargestellt.

Schein-OP Myoblasten Kardiomyozyten PBS
Lunge 461 + 37 | 494 36 53 = 51 576 + 25
[ma]
relatives
Lungengewicht 12 + 01 14 + 01 15 + 0,2 1,7 £ 01
[mg/g]
L[ﬁ?ge]r 2066 + 87 |2061 + 118 2032 * 97 1768 + 113
relatives Lebergewicht 54 + 03 59 + 03 * 55 + 02 * 50 + 0,1
[mg/a]

Tab. 3

Mittlere absolute und relative Organgewichte der Versuchsgruppen 28 Tage nach
intramyokardialer Transplantation der angegebenen Zellarten (d.h. 35 Tage nach operativem
LAD-Verschluss (bzw. Schein-OP) (* p<0,05 vs. PBS).

4.2 Echokardiographie

Um die Anderung der Herzfunktion im Zeitverlauf in vivo iiber den gesamten Zeitraum der
Versuchsreihe beurteilen zu kdnnen, werden die Herzen sowohl praoperativ als auch
postoperativ bis zum Ende des Beobachtungszeitraums einmal pro Woche echokardiographisch
untersucht. Dem Untersucher ist dabei nicht bekannt, aus welcher Untersuchungsgruppe die
einzelnen Mduse stammen. Die Méuse sind lediglich mit fortlaufender Nummerierung an
Schwanz und Ohr markiert. Auch am Kaéfig ist keine weitere Information vorhanden, die eine
Zuordnung der Tiere zu den verschiedenen Gruppen gestattet.

Um eine Aussage Uber die Verédnderungen der LV-Geometrie im Rahmen der Untersuchungen
treffen zu konnen, werden der systolische linksventrikuldre Innen-Diameter (LVIDS) und der
enddiastolische linksventrikuldre Innendiameter (LVIDD) bestimmt. Beide werden in der 1-
dimensionalen Darstellung im M-Mode gemessen. Zusatzlich werden die linksventrikuldre
Hinterwand- (LVPWD und LVPWS) sowie die linksventrikulare Vorderwanddicke (LVAWD

und LVAWS) sowohl diastolisch als auch systolisch gemessen.
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Echokardiographie 28 Tage nach Zell-Transplantation
(d.h. 35 Tage nach LAD-Ligatur/Schein-OP)

Schein-OP Myoblasten | Kardiomyozyten PBS
Herzfrequenz [1/min] 529 £ 17 497 £ 13 * 531+18 534 +11
LVAWD [mm] 0,7 £0,03 05+0,04 *| 05+£0,05 *| 0,3+0,02
LVIDD [mm] 43+0,1 58+0,1 *| 59+01 *| 6,201
LVPWD [mm] 0,8 +0,03 0,7+0,04 *| 0,7+£0,03 *| 050,04
LVAWS [mm] 1,3+0,04 08+01 *| 0,7£01 0,5+0,06
LVIDS [mm] 2,6+0,1 47402 *| 49402 *| 56+0,1
LVPWS [mm] 1,3+0,04 1,1+01 *| 13%0,05 *| 09%0,07
FS 0,4 +0,02 0,19+0,02 *| 0,18+0,02 *| 0,1%0,01

FAC [96] 61+1 35+3 * 35+3 * 22+2

Tab. 4
Im Rahmen der Echokardiographie gemessene Werte 28 Tage nach Transplantation bzw. 35
Tage nach LAD-Ligatur/ Schein-OP (* p<0,05 vs. PBS).

Die scheinoperierten Mause zeigen im Verlauf eine nahezu unverdanderte HerzgroBe und -
funktion. Im Gegensatz dazu kann bei allen infarzierten Mausen eine signifikante Zunahme des
linksventrikularen Diameters sowohl systolisch (LVIDS) als auch diastolisch (LVIDD)

nachgewiesen werden (siehe Abb. 7 und 8).
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Abb. 7

Linksventrikularer Diameter systolisch (LVIDS) unmittelbar vor LAD-Ligatur (d.h. 7 Tage vor
Zelltransplantation (Tx); Tag -7), am Tag der Tx (Tag 0), und im weiteren Verlauf. 28 Tage
nach Tx zeigt sich ein signifikanter Unterschied (# p<0,05 vs. PBS).
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Abb. 8

Linksventrikularer Diameter diastolisch unmittelbar vor LAD-Ligatur bzw. 7 Tage vor
Zelltransplantation (-7), am Tag der Tx(0), und dann jeweils 7, 14, 21 und 28 Tage nach
Zelltransplantation. Nach 28 Tagen zeigt sich ein signifikanter Unterschied fir Myobl. vs. PBS
und fir Kardiom. vs. PBS (# p<0,05 vs. PBS).

Die Ventrikeldilatation findet sich nach Transplantation von Myoblasten bzw. ES-
Kardiomyozyten nur in geringerem Ausmaf, als dies ohne Zelltransplantation (d.h. nach

alleiniger PBS-Injektion) zu beobachten ist.
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Als weitere Parameter werden die diastolische und systolische Wanddicke der
linksventrikuléren Hinterwand (LVPWD und LVPWS) sowie der Vorderwand (LVAWD und
LVAWS) bestimmt (siehe Abb. 9-11).
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Abb. 9

Linksventrikulare posteriore Wanddicke in der Diastole der jeweiligen Gruppe im Zeitverlauf.
Myoblasten und Kardiomyozyten unterscheiden sich signifikant von der PBS-Gruppe (# p<0,05
vs. PBS).

Unmittelbar nach LAD-Ligatur IaRt sich in allen drei Gruppen lediglich ein geringer Verlust der
Wandstéarke der Herzhinterwand nachweisen. Im Verlauf dunnt die Hinterwand der PBS-
Gruppe jedoch weiter aus, wohingegen nach Transplantation von Kardiomyozyten oder
Myoblasten keine weitere Reduktion der Herzhinterwanddicke zu beobachten ist.

Bei der Auswertung der Herzvorderwanddicken zeigt sich 7 Tage nach LAD-Ligatur eine
deutliche Abnahme der Wanddicke in allen drei Infarkt-Gruppen. Im Verlauf zeigt sich jedoch
lediglich in der PBS-Gruppe eine kontinuierliche weitere Ausdiinnung der Vorderwand. In
beiden transplantierten Gruppen zeigt sich keine weitere Reduktion der Wanddicke, nach 28
Tagen sogar eine geringe Zunahme der Vorderwanddicke. Hier konnen signifikante
Unterschiede zwischen der Kardiomyozytengruppe und Myoblastengruppe gegeniiber der PBS-
Gruppe gemessen werden (siehe Tab. 4). Zwischen der Myoblastengruppe und der

Kardiomyozyten-transplantierten Gruppe lassen sich keine relevanten Unterschiede feststellen.
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Abb. 10
Linksventrikuldre diastolische Vorderwanddicke der jeweiligen Gruppe im Zeitverlauf,

Myoblasten und Kardiomyozyten unterscheiden sich 28 Tage nach Transplantation gegeniiber
der PBS-Gruppe signifikant (# p<0,05 vs. PBS).
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Abb. 11

Linksventrikulare systolische Vorderwanddicke der jeweiligen Gruppen im Zeitverlauf
Die systolische Vorderwanddicke der Myoblastengruppe unterscheidet sich signifikant von der
PBS-Gruppe (# p<0,05 vs. PBS).

Die FS (fraktionelle systolische Durchmesserverkiirzung) ist ein berechneter Wert, der sich aus
dem linksventrikularen Diameter sowohl diastolisch als auch systolisch ergibt. Die FS kann als

ein Mal} der linksventrikularen Pumpfunktion angesehen werden.
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Im Zeitverlauf zeigt sich, dass ohne die Transplantation von Zellen (PBS-Gruppe) nach
Induktion des Myokardinfarktes eine progrediente Abnahme der FS auftritt. Am Ende der
Experimente zeigt sich in dieser Gruppe die niedrigste FS. In den beiden Zell-transplantierten
Gruppen stabilisiert sich die FS zwar deutlich unter der nur scheinoperierten Gruppe (entspricht
etwa dem Ausgangsniveau), jedoch mit einer signifikant hoheren FS als bei der PBS-Gruppe.
Beim Vergleich der beiden Transplantationsgruppen lassen sich keine nennenswerten

Unterschiede nachweisen.
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Abb. 12

Die fraktionelle systolische Durchmesserverkiirzung (FS) der jeweiligen Gruppe im Zeitverlauf.
Die FS sowohl der Myoblastengruppe als auch die der Kardiomyozyten unterscheiden sich
signifikant gegentiber der PBS-Gruppe (# p<0,05 vs. PBS).

Im B-Mode in der kurzen parasternalen Achse wird auRerdem 2-dimensional die fraction of area
change (FAC) als weiterer Parameter der systolischen LV-Funktion bestimmt (siehe 3.2.).

In Analogie zu den Verdnderungen, die im Hinblick auf den Parameter FS bereits beschrieben
wurden, findet sich eine deutliche Abnahme der FAC nach Induktion der Myokardinfarkte.
Ohne die Durchfiihrung einer Zelltransplantation (PBS-Gruppe) kommt es auch in der Folgezeit
zu einer weiteren progredienten Abnahme der FAC. Diesem Trend kann durch die beiden
verwendeten Transplantationsprotokolle entgegengewirkt werden, wobei Werte der Schein-OP-

Gruppe auch hier nicht erreicht werden.
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Abb. 13

Die fraction of area change (FAC) der jeweiligen Gruppe im Zeitverlauf. 28 Tage nach
Zelltransplantation zeigen sich signifikant hohere Werte fiir die zelltransplantierten Gruppen
gegeniber der PBS-Gruppe (# p<0,05 vs. PBS).

4.3 Histologie

4.3.1 InfarktgroRen- und Wanddickenbestimmung

Zur Bestimmung der InfarktgroRen und zum Ausmessen des linksventrikuldren Diameters
sowie der Wanddicken werden die Herzen der Tiere anhand histologischer Kryoschnittpréparate
aufgearbeitet. Zur Bestimmung der Wanddicken, Umfénge und Flachen sowie Infarktgrofien
werden ausgewahlte Schnitte in einer bestimmten Herzebene mit TriChrom wie unter 3.6.2.
beschrieben gefarbt. Um eine mdglichst genaue Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu
gewdhrleisten, werden hierfir die 4 Gewebeschnitte ausgewahlt, die den linken Ventrikel

jeweils in 5 &quidistante Bereiche einteilen (von Apex bis Basis).
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14-B PBS

14-C Myoblasten 14-D Kardiomyozyten

Abb. 14

InfarktgroRenbestimmung mittels TriChrom-Féarbung an 10um dicken Kryoschnitten adulter
ICR-Mé&use 28 Tage nach Transplantation der verschiedenen Zellarten (d.h. 35 Tage nach
operativer Induktion eines Myokardinfarktes durch Ligatur der linken Koronararterie)

14-A) Kontroll-Herz einer scheinoperierten Maus (Schein-OP) ohne Infarkt

14-B) Infarziertes Herz mit folgender PBS-Injektion

14-C) Infarziertes Herz mit folgender Myoblasten-Transplantation

14-D) Infarziertes Herz mit folgender Transplantation von ES-Kardiomyozyten

Die Abbildung 14 zeigt die Préparate vergleichbarer Herzebenen jeder der vier
Versuchsgruppen. In Abbildung 14-A ist das Herz einer scheinoperierten Maus dargestellt. Die
normale Anatomie des Herzens 18Rt sich hier gut nachvollziehen. Der linke Ventrikel stellt sich
rund dar und zeigt eine sehr kraftige gleichmaRige Muskulatur. In der &duReren Ventrikelwand
erkennt man Koronargefdsse. Am Innenrand des Ventrikels sind zwei Papillarmuskeln
angeschnitten (diese lassen sich sehr gut auch in Abb. 14-C und 14-D erkennen), sie ragen leicht
in das Ventrikellumen hinein. Die freie Ventrikelwand geht nach rechts in das Septum
interventriculare Uber. Dieses trennt den groBen muskelstarken linken Ventrikel vom deutlich
kleineren und bei weitem nicht so muskelstarken rechten Ventrikel. Im Vergleich zu diesem

gesunden Herzen weisen die unter 14-B — 14-D dargestellten Herzen folgende Unterschiede auf:



36

Unter 14-B bis 14-D ldsst sich im Bereich der linksventrikuldren Vorderwand ein deutlicher
transmuraler Infarkt anhand der blau gefarbten Narbe erkennen. Hier ist das ehemalige
Muskelgewebe abgestorben und fibrinds umgebaut, was an der blauen Farbung zu erkennen ist.
Aulerdem ist in diesem Bereich die Ventrikelwand, insbesondere im Vergleich mit dem nicht-
infarzierten Herz unter 14-A, erheblich ausgediinnt. Je nach Auspragung der InfarktgréRe findet
sich auch eine zunehmende Dilatation des linken Ventrikels. Bei dem in Abb. 14-D
dargestellten Herz lassen sich die Papillarmuskeln noch gut abgrenzen. Bei jedoch noch
ausgepragterem Infarkt sind auch die Papillarmuskeln betroffen. Diese lassen sich dann nicht
mehr von der Infarktnarbe abgrenzen und ragen dementsprechend nicht mehr in das
Ventrikellumen hinein (siehe 14-B). Weiterhin zeigt sich in der Regel das muskulare Septum
interventriculare im chronischen Stadium nach Myokardinfarkt kompensatorisch deutlich
verdickt (siehe hierzu insbesondere Abb. 14-B und 14-C).

Beim Vergleich der infarzierten Herzen untereinander zeigen sich ebenfalls erkennbare
Unterschiede. Abb. 14-B zeigt das Herz einer Maus, der eine Woche nach Infarzierung lediglich
PBS injiziert wurde. Abb. 14-C und 14-D zeigen hingegen Herzen mit einem Myokardinfarkt,
denen eine Woche nach Infarzierung entweder Myoblasten oder Kardiomyozyten transplantiert
wurden. Alle drei Gruppen zeigen eine ausgeprégte Infarktnarbe. Diese unterscheidet sich
jedoch bereits leicht in ihrer Ausdehnung. Bei der PBS-Gruppe erkennt man einen extrem
ausgepragten Infarkt, der nahezu die gesamte Zirkumferenz der freien Ventrikelwand einnimmt
und bis an das Septum interventriculare heranzieht. Betroffen sind auch die zuvor beschriebenen
Papillarmuskeln, die in der Abb. 14-B gar nicht mehr zur Darstellung kommen. Die beiden Zell-
transplantierten Herzen zeigen ebenfalls eine deutliche Infarktnarbe, die sich jedoch zumeist
nicht Uber die komplette Zirkumferenz des linken Ventrikels ausdehnt. Die Papillarmuskeln
lassen sich weitgehend abgrenzen und ragen deutlich in das linksventrikulére Lumen hinein.
Durch Ausmessen der Infarktausdehnung auf den 4 Standard-Schnittebenen pro Herz kann man
die o0.g. morphologischen Veranderungen quantifizieren. Hier zeigt sich, dass die mittlere
Infarktausdehnung der PBS-behandelten Madause bei 49,4 + 3,2% der gesamten
linksventrikuldren Zirkumferenz liegt. Damit ist sie signifikant héher als die der Myoblasten-
Gruppe. Hier liegt die Infarktausdehnung bei 33,9 + 3,5% (p<0,05 vs. PBS).

Die Infarktausdehnung der Tiere, die als Transplantat ES-Kardiomyozyten erhalten haben, liegt
bei 40,3 + 3,2% und ist ebenfalls deutlich, jedoch nicht signifikant niedriger als die der PBS-
Gruppe (p<0,07 vs. PBS).
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Abb. 15

Mittlere Infarktausdehnungen der drei Untersuchungsgruppen 28 Tage nach Zelltransplantation.
Die scheinoperierten Mause haben kein Infarktareal und sind daher nicht mit dargestellt. Nach
Myoblastentransplantation zeigen sich signifikant geringere Infarktgrossen (# p<0,05 vs. PBS).

Im weiteren Verlauf der Analysen werden die Wanddicken der Herzen sowie die Umféange und
Flachen der Ventrikel gemessen. Hier zeigt sich, dass insbesondere das Septum interventriculare
bei allen infarzierten Madusen kompensatorisch hypertrophiert. Das Septum ist im Vergleich zur

scheinoperierten Gruppe signifikant verdickt (siehe Abb. 14).
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Abb. 16

Vergleich der histologisch bestimmten Dicken des Septum interventriculare der jeweiligen
Herzen 35 Tage nach LAD-Ligatur bzw. Schein-OP. Die Septumdicken unterscheiden sich bei
allen drei infarzierten Mausegruppen signifikant von der scheinoperierten Gruppe,
untereinander jedoch nicht signifikant (# p<0,05 vs. Schein-OP).
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Beim Vergleich der Vorderwand-Dicke zeigt sich in Ubereinstimmung zu den
echokardiographischen Untersuchungen die deutlichste Abnahme der Wandstarke bei der PBS-
Gruppe. Wie in Abb. 17 zu erkennen, nimmt die Wanddicke der VVorderwand der beiden Zell-
transplantierten Mdusegruppen zwar auch deutlich ab, jedoch geringer als dies bei der PBS-
Gruppe der Fall ist.
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Abb. 17

Vergleich der histologisch bestimmten Vorderwand (VW)-Dicke der linken Ventrikel. 35 Tage
nach Infarkt weisen die drei Gruppen eine signifikant geringere VW-Dicke gegeniber der
Schein-OP-Gruppe auf. Gegenuber der PBS-Gruppe zeigt sich flr die zelltransplantierten
Gruppen eine deutlich geringere Abnahme der Wanddicke (# p<0,05 vs. PBS; * p<0,05 vs.
Schein-OP).

Sowohl fir die laterale Ventrikelwand (LW) als auch firr die Hinterwand (HW) lassen sich
ebenfalls die oben beschriebenen Unterschiede nachweisen. Die laterale Ventrikelwanddicke
unterscheidet sich signifikant (p<0,05) zwischen der Kardiomyozyten-Gruppe und der PBS-
Gruppe (siehe Abb. 18 und Abb. 19).
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Abb. 18
Vergleich der histologisch bestimmten lateralen (LW)-Dicke der linken Ventrikel 35 Tage nach
Infarkt ( # p<0,05 vs. PBS; * p<0,05 vs. Schein-OP; Myobl. vs. PBS p=0,051).
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Abb. 19

Vergleich der histologisch bestimmten Wanddicken fir die Hinterwand (HW) des linken
Ventrikels. Nach Infarkt weisen die drei Gruppen eine signifikant geringere HW-Dicke
gegeniber der Schein-OP-Gruppe auf (* p<0,05 vs. Schein-OP).
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4.3.2 Remodelling nach Myokardinfarkt - Bestimmung der Myozytenquerschnittsflache
sowie der interstitiellen Kollagenfraktion

Im Rahmen des Post-Infarkt-Remodellings werden typischerweise Prozesse initiiert, die zum
einen zu einer deutlichen Myozytenhypertrophie, zum anderen aber auch zu einer diffusen
interstitiellen Fibrose durch vermehrte Kollagensynthese fiihren konnen [23, 140, 141]. Zur
weiteren Beurteilung des Post-Infarkt-Remodelling wird deshalb in den 10um dicken
Kryoschnitten wie unter 3.6.3. beschrieben das interstitielle Kollagen angefarbt. Fur die
Auswertung unter dem Mikroskop wird das primar vom Infarkt nicht betroffene Septum
interventriculare (,,remote myocardium*) aufgesucht und fotografiert. Das interstitielle Kollagen
im Myokard stellt sich hier fluoreszierend griin dar und liegt zwischen den Kardiomyozyten.

Somit wird deren Form und GroéRRe sichtbar.
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20-C Myoblasten 20-D Kardiomyozyten

Abb. 20

10um Kryoschnitte adulter ICR-Méause 28 Tage nach den Zell- bzw. PBS-Transplantationen
(d.h. 35 Tage nach Myokardinfarkt/Schein-OP). Gezeigt ist jeweils ein exemplarischer
Ausschnitt aus dem Septum interventriculare. Das Kollagen ist griin angeférbt.

20-A — Scheinoperierte Gruppe (kein Infarkt)

20-B — PBS-Gruppe

20-C — Myablasten-Gruppe

20-D — Kardiomyozyten-Gruppe

In Abb. 20 sind histologische Abbildungen der vier Versuchsgruppen dargestellt. Abb. 20-A
zeigt einen représentativen Ausschnitt aus dem Septum interventriculare einer scheinoperierten
Maus ohne Myokardinfarkt. Hier zeigt sich das Kollagen nur sehr zart zwischen den einzelnen
Kardiomyozyten. Die Kardiomyozyten selbst sind relativ klein, und die Form der einzelnen

Myozyten erscheint insgesamt sehr homogen.
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Im Vergleich dazu zeigen die Préparate der tbrigen Gruppen deutliche Unterschiede. In Abb.
20-B dargestellt ist ein typischer Ausschnitt aus dem Septum interventriculare einer Maus nach
Myokardinfarkt und folgender PBS-Injektion. Insgesamt fallt der deutlich vermehrte
Kollagengehalt auf. Die Griinzeichnung zwischen den einzelnen Myozyten ist stark verbreitert.
Die Myozytenquerschnittsflachen sind im Vergleich zu dem nicht infarzierten Herz wesentlich
groler.

Um diese Beobachtung genauer zu untersuchen, werden einzelne Kardiomyozyten
ausgemessen, um die Hypertrophie in Abhéangigkeit der jeweiligen Gruppe im Verlauf

einordnen zu konnen.
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Abb. 21

Mittelwerte der Kardiomyozytenquerschnittsflache des Septum interventriculare in um?2 adulter
ICR-Méuse 28 Tage nach Transplantation bzw. 35 Tage nach LAD-Ligatur (# p<0,05 vs. PBS;
* p<0,05 vs. Schein-OP)

Die mittlere Kardiomyozytenquerschnittsflache der scheinoperierten Tiere ohne Infarkt liegt bei
156 + 2um2. Die Kardiomyozyten der PBS-Gruppe zeigen mit 233 + 4um?2 den grofiten Wert.
Die Myoblasten-Gruppe liegt mit 211 + 2um?2 ebenso wie die ES-Kardiomyozyten-Gruppe mit
215 + 3um?2 zwischen den zwei erstgenannten Vergleichsgruppen. Die Zell-transplantierten
Gruppen unterscheiden sich untereinander nicht signifikant, zeigen aber im Vergleich zu der
PBS-Gruppe beide eine deutlich kleinere Myozytenquerschnittsflache (jeweils p<0,05 vs. PBS).
Fur die genaue Quantifizierung des interstitiellen Kollagens ist die Abgrenzung gegentiber dem
Kollagen der myokardialen BlutgefaRe erforderlich, das sich in dieser Farbung ebenfalls griin
anfarbt. Daher erfolgt parallel zur Kollagen-Farbung eine Visualisierung der Blutgefalie durch
einen rot-fluoreszierenden Farbstoff (siehe 3.6.4.). Im Folgenden wird die Differenz beider

Farbungen ermittelt und so der interstitielle Kollagengehalt errechnet [142].
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22-A Schein-OP 22-B PBS
22-C Myoblasten 22-D Kardiomyozyten
Abb. 22

Geféallendothelanfarbung im Septum interventriculare mit Rhodamine-Griffonia (Bandeiraea)
Simplicifolia Lectin I, 35 Tage nach LAD-Ligatur bzw. Schein-OP. Der jeweilige
GeféaRkollagenanteil ist fiir alle 4 Gruppen auf einem vergleichbaren Niveau und zeigt keine
signifikanten Unterschiede.
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Gesamter GefaRkollagen- Interstitielles
Kardiomyozyten Kollagen-Anteil ag Kollagen
. g Anteil .
querschnittsflache am am in %
in umz2 Septum in % Septum in % (Gesamt ISC - GefaR-
(inkl. Gefake) P Kollagen)
Schein-OP 156 + 2 6,8+0,3 1,3+0,1 55+0,2
Myoblasten 211+25 *# 78+04 1,4+0,1 6,4+04 *
Kardiomyozyten 215+2,7 *# 6,8+0,3 1,3+0,1 55+0,3 #
PBS 233+3,7 * 8,1+0,3 1,3+0,1 6,8+ 0,3 *

Tab. 5
Interstitieller Kollagenanteil des Septum interventriculare 28 Tage nach Zelltransplantation
bzw. 35 Tage nach LAD-Ligatur (# p<0,05 vs. PBS; * p<0,05 vs. Schein-OP).

Bei der Untersuchung des interstitiellen Kollagenanteils (ohne GeféRkollagen) im Septum
interventriculare zeigt sich, dass durch die Induktion des Myokardinfarktes eine Zunahme des
Kollagengehaltes im Sinne einer interstitiellen Fibrose ausgelost wird. Allerdings bestehen
zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen deutliche quantitative Unterschiede. Die
Mauspréparate, denen lediglich PBS injiziert wurde, weisen den hdchsten Kollagenanteil auf
(6,8 + 0,3%). Der Kollagengehalt in den Herzen, denen ES-Kardiomyozyten transplantiert
wurden, ist mit 5,5 + 0,3% signifikant geringer ausgeprégt (p<0,05 vs. PBS).

Auch in der Myoblasten-Gruppe ist der Anteil im Vergleich zu PBS-behandelten Tieren etwas
geringer, jedoch kann hier kein signifikanter Unterschied ausgemacht werden. Gegeniiber der
Myoblasten-Gruppe zeigt die Kardiomyozyten-Gruppe im Trend einen geringeren, jedoch
ebenfalls nicht signifikant unterschiedlichen Kollagen-Anteil (p=0,07 Myobl. vs. Kardiom.)
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Abb. 23

Interstitieller Kollagenanteil adulter ICR-Mause 28 Tage nach Zell- und PBS-Transplantation
bzw. 35 Tage nach LAD-Ligatur/Schein-OP errechnet als Differenz zwischen Gesamtkollagen
und GefaRkollagen im Septum interventriculare (# p<0,05 vs. PBS; * p<0,05 vs. Schein-OP).

4.3.3 Direkter Nachweis der transplantierten Zellen

Um zu unterscheiden, ob der direkte funktionelle Einbau der transplantierten Zellen oder eher
indirekte Mechanismen die Ursache fur die beobachteten Effekte sind, wird nun versucht, die
transplantierten Zellen durch histologische Verfahren nachzuweisen. Wie unter 3.3.1. und 3.3.2.
bereits geschildert, werden sowohl die Myoblasten als auch die von embryonalen Stammzellen
abgeleiteten Kardiomyozyten durch das membranstdndige Fluorochrom Dil vor der
Transplantation markiert (siehe auch 3.3.3.).

Zunéchst werden in der TriChrom-Féarbung alle Schnitte sorgféltig durchgesehen und die
entsprechenden Schnitte ausgewéhlt, auf denen potenzielle Myoblasten oder Kardiomyozyten
im Bereich des Stichkanals (entstanden durch Injektion der Zellen wéhrend der Transplantation)
zu sehen sind. Zur Kontrolle werden ebenfalls vergleichbare Schnittebenen der PBS-
Kontrollgruppe ausgewahlt. Vor Kontrolle unter der UV-Lampe des Mikroskops werden die
Schnitte mit dem Farbstoff Hoechst 33258 zur Visualisierung aller Zellkerne (blaue Féarbung)
angefarbt. In der Kontroll-Gruppe der mit PBS behandelten Mduse kdnnen Zellen mit typischer
Dil-Fluoreszenz weder nach 2 noch nach 28 Tagen nachgewiesen werden (Abb. 24-E).

48 Stunden nach der Transplantation konnen sowohl die Myoblasten als auch die
Kardiomyozyten anhand der Dil-Fluoreszenz gut im Gewebe nachgewiesen werden. Dies
beweist, dass bei der Transplantation eine addquate Menge der Zellen in das Myokard gelangt
ist (Abb. 24-A und 24-C). Nach 28 Tagen jedoch sind nahezu keine Myoblasten mehr
nachzuweisen, wohingegen sich weiterhin vereinzelte ES-Kardiomyozyten in den betreffenden
Herzen finden lassen (Abb. 24-B, 24-D).
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Die genauere Analyse der ES-Kardiomyozyten 28 Tage nach der Transplantation zeigt jedoch,
dass die transplantierten Zellen (berwiegend durch Narbengewebe von dem Rest-Myokard
isoliert sind und keine funktionelle Integration stattgefunden hat (Abb. 24- F).

2 Tage nach Transplantation 28 Tage nach Transplantation
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TriChrom-Farbung der
Kardiomyozyten

Abb. 24

Schicksal der Dil-markierten Kardiomyozyten (A, B, F) und Myoblasten (C, D) in den

Empfangerherzen 2 Tage nach Transplantation (A und C) und dann 28 Tage nach

Transplantation (B, D, F)[30]

A-E: Fotos mit dem Fluoreszenz-Mikroskop, rot = Dil (Zellmarker, der zur Markierung vor
Transplantation genutzt wurde), blau = Kernfarbung (Hoechst 33258)

F: Trichrom-Féarbung
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5. Diskussion

Der akute Myokardinfarkt ist eine der wichtigsten Komplikationen der koronaren Herzkrankheit
(KHK) wund ist nach wie vor eine der haufigsten Todesursachen in den westlichen
Industrienationen. Es gibt mittlerweile eine Reihe von etablierten Therapieansétzen,
insbesondere die rasche Reperfusion des ischamischen Myokards, die im Verlauf der letzten
Jahre zu einem schrittweisen Ruickgang der Infarktsterblichkeit gefuhrt haben [143-146]. Nicht
nur in Deutschland hat dies aufgrund der demographischen Entwicklung in Verbindung mit der
zunehmenden Uberlebenstendenz nach akutem Myokardinfarkt [99] jedoch zu einer Zunahme
der Patienten gefiihrt, die eine chronische Herzinsuffizienz entwickeln [147]. Unabhangig vom
Schweregrad belduft sich die Inzidenz der chronischen Herzinsuffizienz mittlerweile in Europa
auf ca. 2,3 — 3,7 pro 1000 Einwohner und Jahr [144]. In den USA stellt die Herzinsuffizienz seit
einigen Jahren sogar die haufigste Einweisungsdiagnose zur stationaren Therapie dar.

Bei der Therapie sowohl des akuten Myokardinfarktes als auch der sich haufig entwickelnden
chronischen Herzinsuffizienz sind die etablierten pharmakologischen Ansatze nach wie vor das
Mittel der ersten Wahl. Daruber hinaus stehen insbesondere im chronischen Stadium der
Herzinsuffizienz weitere Therapieoptionen wie mechanische Kreislaufunterstiitzungssysteme
(assist devices) sowie Gerdte zur Resynchronisations-Therapie zur Verfiigung. Die
Herztransplantation als Therapieoption ist durch die stark eingeschrankte Verfiigbarkeit von
Spenderherzen stark limitiert. Um in Zukunft die Therapieoptionen nach Myokardinfarkt weiter
zu verbessern, werden seit einigen Jahren weitere Alternativen diskutiert, die sich mit der
Therapie des bereits geschadigten Myokardgewebes beschéaftigen. Hierbei erscheint die
Transplantation von Stammzellen ein viel versprechendes Konzept zu sein. Trotz ermutigender
Resultate erster Klinischer Studien, die deutlich positive Einflisse von Zelltransplantationen auf
die gestorte Herzfunktion belegen, sind die genauen zugrundeliegenden Mechanismen nach wie
vor nicht komplett geklért.

Zu Beginn der eigenen Arbeiten war weitgehend unklar, welche Mechanismen im Einzelnen fiir
die positiven Effekte der Zelltransplantationen verantwortlich sind. Es sollten daher im Rahmen
der eigenen Experimente zwei grundsatzlich verschiedene Zellreihen im Herzinfarktmodell der
Maus als Transplantate eingesetzt und die sich ergebenden Effekte verglichen werden, um so
Riickschliisse auf die zugrunde liegenden Mechanismen ziehen zu kénnen. Zum einen wurden
skelettale Myoblasten verwendet, die keine Kardiomyozyten mehr bilden kdnnen und auch nur
in geringem Mal zur Fusion mit Kardiomyozyten in der Lage sind [91]. Zum anderen wurden
von embryonalen Stammzellen abgeleitete Kardiomyozyten verwendet, die bereits in vivo einen
Kardiomyozyten-Ph&notyp erworben hatten und so zur funktionellen Integration in das nach
dem Infarkt verbliebene Rest-Myokard befahigt sein sollten. Trotz vollig unterschiedlichen

Ursprungs der jeweiligen transplantierten Zellen sind in den vorgestellten Untersuchungen
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ahnliche Verbesserungen im Hinblick auf die Herzfunktion und Herzmorphologie nachweisbar.
Allerdings finden sich im Vergleich der beiden Zellarten einige relevante Unterschiede.

Vor LAD-Ligatur werden alle M&use echokardiographisch untersucht. Hier zeigt sich fiir den
untersuchten Mausstamm ICR ein mittlerer Wert fir den linksventrikuldren diastolischen
Innendiameter von 4,3 £ 0,1 mm. In der Literatur finden sich mit 4,23 + 0,48mm [148], 3,6 +
0,01mm [149] oder 4,31 + 0,08mm [150] vergleichbare Werte.

Nach LAD-Ligatur entsteht im entsprechenden Versorgungsgebiet ein histologisch
nachgewiesener Myokardinfarkt, in dessen Folge sich eine deutliche linksventrikulére
Dilatation in allen drei Infarkt-Gruppen entwickelt (Spannweite: LVIDD 5,8 £ 0,1mm bis 6,2 +
0,1mm); bei der Schein-OP-Gruppe findet sich erwartungsgemal keine LV-Dilatation (4,3 +
0,1mm). In der Literatur zeigen sich vier Wochen nach Myokardinfarkt mit 5,5 £ 0,2mm [149]
ebenfalls ahnliche Werte.

Zusétzlich zur linksventrikularen Dilatation zeigt sich nach LAD-Ligatur eine Verschlechterung
der linksventrikularen  Pumpfunktion, welche Uber die fraktionelle systolische
Durchmesserverkiirzung (FS) und die ,,fraction of area change” (FAC) dargestellt wird (Siehe
Abb. 12+13). Nach den Zelltransplantationen finden sich jedoch im Zeitverlauf zunehmend
Unterschiede zwischen den verschiedenen Infarkt-Gruppen.

Echokardiographisch werden fir beide Zellarten funktionelle Vorteile nachgewiesen. 28 Tage
nach der Transplantation von Myoblasten oder Kardiomyozyten zeigt sich sowohl systolisch als
auch diastolisch eine deutlich geringere linksventrikulére Dilatation. Exemplarisch zeigt sich in
der Myoblasten-Gruppe eine signifikant geringere linksventrikulare Dilatation (LVIDD = 5,8 £
0,Imm) als in der PBS-Gruppe (LVIDD = 6,2 = 0,1mm p<0,05). Der linksventrikuldre
systolische Diameter (LVIDS = 4,9 + 0,2mm) zeigt fir die Kardiomyozyten-Gruppe einen
deutlich kleineren Wert als in der PBS-Gruppe (LVIDS = 5,6 + 0,14mm; p<0,05), was einer
geringeren Dilatation entspricht. Zusatzlich zur Reduktion der linksventrikuldren Dilatation
zeigt sich eine Verbesserung der linksventrikularen Pumpfunktion. Die FS ist sowohl nach
Myoblastentransplantation (FS = 0,19 + 0,02) als auch fur die Kardiomyozytengruppe (FS =
0,18 + 0,02) signifikant groRer als fur die PBS-Gruppe (FS = 0,10 £ 0,01; p<0,05). Tsutsui et
al. beschreiben in ihrer Arbeit eine FS von 0,17 + 0,02 vier Wochen nach LAD-Ligatur [149],
Kinugawa et al. beschreiben vier Wochen nach LAD-Ligatur fur die unbehandelte Gruppe eine
FSvon 0,12 + 0,01 [151].

Die FAC zeigt sich ebenfalls 35 Tage nach Myokardinfarkt und demnach 28 Tage nach
Transplantation mit jeweils 35 + 3% fir beide transplantierten Gruppen hdéher als bei der PBS-
Gruppe (22 = 2%). In der Literatur zeigen sich aquivalente Werte von 36,0 + 3,5% [150] fiir
adulte Mause nach ischamischem Myokardinfarkt und folgender Gentherapie. Auch die

Arbeitsgruppe Collins et al. beschreibt eine FAC von 22 + 10% nach ischdmischem
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Myokardinfarkt bei CD-1-Mé&usen durch LAD-Ligatur [148], so dass die oben beschriebenen
Werte als Vergleichsmafe herangezogen werden kdnnen.

Zur Vervollstandigung wurde echokardiographisch die Dicke der Ventrikelvorder- und
hinterwand 28 Tage nach Zelltransplatation sowohl in der Systole als auch in der Diastole
gemessen. Mit einer diastolischen anterioren Wanddicke (LVAWD) von 0,53 + 0,04mm fur die
Myoblastengruppe und 0,52 + 0,05mm fir die Kardiomyozytengruppe zeigte sich die
Vorderwand signifikant dicker als nach PBS-Injektion (LVAWD = 0,34 + 0,02mm; p<0,05).
Die diastolische linksventrikulare posteriore Wanddicke (LVPWD) ist fiir beide transplantierten
Gruppen (Myobl. 0,73 + 0,04mm und Kardiom. 0,70 £ 0,03mm) ebenfalls signifikant (p<0,05)
dicker als in der PBS-Gruppe (0,54 £ 0,04mm). Mit Werten zwischen 0,66 + 0,04mm bis 0,92 £
0,2mm fir die Hinterwand des linken Ventrikels nach ischamischem Myokardinfarkt adulter
Mause zeigen sich auch in der Literatur vergleichbare Werte [148, 152].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die durchgfiihrte LAD-Ligatur der Literatur
entsprechende groBe Myokardinfarkte induziert wurden. 28 Tage nach Transplantation von
Myoblasten oder ES-Kardiomyozyten wird jedoch eine geringere Infarktexpansion im
Vergleich zur PBS-Gruppe beobachtet. Die Funktionsparameter entsprechen nicht den
Vergleichswerten ohne MI, sind jedoch signifikant besser als ohne Zelltransplantation. Dies
kann zum einen durch die geringere Infarktexpansion und zum anderen durch ein
moglicherweise besseres Remodelling erklart werden. Die Integration der transplantierten
Zellen in das bestehende Myokard oder die Generierung neuer funktionell eingebundener
Myokardzellen sind potentielle Erklarungen, wie die Verbesserungen in Morphologie und
Funktion erreicht werden konnten. In den daraufhin durchgefuhrten histologischen
Untersuchungen werden diese Ergebnisse kontrolliert und weiter spezifiziert.

Im Rahmen der histologischen Untersuchungen mittels TriChrom-Féarbung bestétigt sich eine
ausgepragte Infarktausdehnung als mdgliche Ursache fiir die in der Echokardiographie
beschriebene linksventrikuldre Dilatation. Der Anteil von infarzierter Ventrikelwand an der
gesamten Ventrikelzirkumferenz liegt mit 49,4 + 3,2% in der PBS-Gruppe am hdochsten. 28
Tage nach Myoblastentransplantation zeigt sich in der entsprechenden Gruppe mit 33,9 + 3,5%
eine deutlich kleinere Infarktausdehnung. In der Kardiomyozyten-Gruppe zeigt sich ebenfalls
eine deutlich geringere Infarktausdehnung (40,3 + 3,2%). In der Literatur findet man nach LAD-
Ligatur durchaus differierende Werte fir die Infarktausdehnung, beispielsweise 28 + 2,8% bei
Michael et al. [153] und 44,6 + 2,1% bei Lutgens et al. [154] ; die eigenen Werte liegen damit
im oberen Bereich der publizierten Spannweite. Degabriele et al. beschrieben 2004 eine starke
Abhéangigkeit der Infarktausdehnung von der Hohe der LAD-Ligatur [155]. Um groRe
transmurale Infarkte mit niedriger Mortalitat zu induzieren, sollte nach Angabe der genannten

Autoren 3mm distal des atrioventrikuldren Ubergangs die LAD-Ligatur erfolgen [155]. In
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Abhéngigkeit der Ligaturhohe kann die Infarktausdehnung von 8% bis Uber 60% variieren
[155].

Bei der mikroskopischen Ausmessung der linksventrikularen Wanddicken bestatigt sich
weitestgehend das Ergebnis der echokardiographischen Untersuchungen. Nach Myokardinfarkt
zeigen sich die Vorder-, Hinter- und laterale Ventrikelwand deutlich ausgedtinnt als Ausdruck
des Myokardinfarktes und des damit verbundenen Verlustes an funktionellem Myokardgewebe.
Nach PBS-Injektion findet sich die ausgepréagteste Reduktion der Wanddicken (HW-Dicke 0,53
+ 0,08mm; LW-Dicke 0,43 = 0,07mm; VW-Dicke 0,55 + 0,07mm). Sowohl nach Myaoblasten-
als auch nach Kardiomyozytentransplantation zeigt sich eine geringere Wandausdinnung.
Lutgens et al. beschreiben mit durchschnittlich 1,5mm fir die Ventrikelwand von
scheinoperierten Mausen sowie 0,5 = 0,3mm fiir infarziertes Myokard funf Wochen nach LAD-
Ligatur vergleichbare Werte [154].

Das Septum interventriculare ist im angewendeten Infarktmodell aufgrund der Koronaranatomie
der Maus primar nicht von der Ischamie betroffen (Versorgung durch weit proximal aus der
LAD abgehende Septalarterie) und zeigt deshalb andere Verdnderungen als die vom Infarkt
betroffene freie Wand des linken Ventrikels: im Rahmen des kardialen Remodelling-Prozess
entwickelt sich kompensatorisch eine als ungiinstig anzusehende Septum-Hypertrophie. Zur
Quantifizierung dieses Prozesses wird die mittlere Kardiomyozytenquerschnittsflache des nicht
infarzierten Septum interventriculare (= remote myocardium) histologisch untersucht. Hier zeigt
sich nach Myokardinfarkt eine deutliche Zunahme der mittleren
Kardiomyozytenquerschnittsfliche (MCSA). Die Schein-OP-Kontrollgruppe zeigt mit 156 *
2um? die kleinste MCSA. Nach alleiniger PBS-Injektion ist die Zunahme der MCSA im
Rahmen des Remodellings am gréBten (MCSA 233 + 3,7um?). Nach Transplantation sowohl
von Myoblasten (211 = 2,2um?) als auch von Kardiomyozyten (215 + 2,7um?) findet sich
jeweils eine signifikant kleinere MCSA. In der Literatur werden ebenfalls MCSA-Werte adulter
Mauseherzen von 130 bis 150um2 fiir scheinoperierte Méause angegeben, nach LAD-Ligatur und
folgendem Myokardinfarkt werden 260um?2 bis 302um? beschrieben [156-158]; die eigenen
Werte finden sich ann&hend in diesem Bereich.

Bei der weiteren Untersuchung des kardialen Remodelling des ,,remote myocardium* zeigt sich
35 Tage nach Myokardinfarkt auBerdem eine Verénderung des interstitiellen Kollagenanteils im
Septum interventriculare im Sinne einer interstitiellen Fibrose. Wahrend in der scheinoperierten
Gruppe lediglich 55 = 0,2% Kollagen nachgewiesen werden kann, zeigt sich nach
Myokardinfarkt und PBS-Injektion mit 6,8 = 0,3% ein deutlich héherer Kollagenanteil. 28 Tage
nach der Transplantation von Myoblasten ist gegeniber der PBS-Gruppe das Ausmald der
Fibrose geringer ausgepragt (6,5 = 0,4%), nach Kardiomyozyten-Transplantation sind diese
Werte mit 5,5 + 0,3% sogar nochmals niedriger (p<0,05 vs. PBS) und unterscheiden sich nicht

mehr signifikant von der Schein-OP-Kontrollgruppe. In der Literatur zeigen sich fur gesunde
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adulte Mause ebenfalls Werte von 4,5 bis 5,5% fir das interstitielle Kollagen [146, 157, 158],
was weitgehend deckungsgleich mit den eigenen Untersuchungen ist. Vier Wochen nach
Myokardinfarkt adulter Mduse (ICR oder C57BL) werden Werte von 6% bis 11% beschrieben
[146, 157, 158]. Die hier deutlichere Schwankung der Werte kann durch verschiedene Ansétze,
wie den jeweils verwendeten Maus-Stamm, Methode der Kollagen-Quantifizierung und
Unterschiede in der Infarkt-GroRRe der Versuchstiere, erkléart werden. Yang et al. beschreiben in
ihrer Arbeit sogar eine weitere Zunahme der interstitiellen Fibrose bis 4 Monate nach
Myokardinfarkt, dann bleibt der interstitielle Kollagenanteil in ihren Untersuchungen bei 13%
konstant [157].

Zusammenfassend kann man sagen, dass es nach LAD-Ligatur in jeder Infarkt-Gruppe zu einem
ausgepragten Myokardinfarkt mit Ventrikeldilatation und adverse remodelling kommt. Die
Zelltransplantationen, reduzieren das Ausmaf dieser ungunstigen Veranderungen, ohne jedoch
eine vollstandige Normalisierung der Herzfunktion herstellen zu konnen. Der Einwand, dass
eventuell primédr unterschiedliche Infarktausdehnungen vorliegen konnten, ist sehr
unwahrscheinlich, da in den echokardiographischen Untersuchungen 7 Tage nach LAD-
Verschluss (d.h. direkt vor den verschiedenen Behandlungen) eine gleichmé&Rige Reduktion der
linksventrikuldren Pumpfunktion beobachtet wird. Die Art und Weise des Remodellings
scheint nicht nur von dem AusmaR der Infarktausdehnung, sondern auch von der Art der
transplantierten Zellen abhangig zu sein. Obwohl nach Myoblastentransplantation eine deutlich
geringere Infarktausdehnung beobachtet wird, findet hier dennoch ein vergleichsweise
ausgepragtes adverse remodelling statt. Dagegen liegt der interstitielle Kollagenanteil fur die
Herzen nach Kardiomyozyten-Transplantation trotz groRerer Infarktausdehnung deutlich
niedriger als fiir die Myoblastengruppe.

Friihere Uberlegungen waren vor allem davon ausgegangen, dass die tranplantierten Myoblasten
in den Herzen der Versuchstiere Kardiomyozyten-ahnliche Zellen bilden, welche im Myokard
funktionell eingebaut werden und aufgrund direkter Kontraktilitdt die Herzfunktion
insbesondere systolisch verbessern [88]. Die eigenen Untersuchungen legen dagegen eher nahe,
dass vor allem eine Zytokin-Sekretion flr die Umbauvorgénge und positiven Einflisse auf das
geschadigte Myokard verantwortlich sein kdnnte. Dies gilt insbesondere, da 28 Tage nach
Transplantation keine Myoblasten mehr nachgewiesen werden konnen. Als Beleg fur die
suffiziente Transplantation vitaler Zellen in das betroffene Myokardareal werden exemplarische
Herzen bereits 48 Stunden nach Transplantation entnommen. Hier kdnnen die transplantierten
Myoblasten sicher nachgewiesen werden. Dementsprechend werden Myoblasten erfolgreich
transplantiert, deren Uberleben kann jedoch nur fiir kurze Zeit nachgewiesen werden. Dies lasst
den Schluss zu, dass die 0.g. Effekte bereits in der Frihphase nach der Transplantation in Gang
gesetzt werden. Die geringere Infarktexpansion untermauert die Theorie der eher friihen Effekte

der Myoblastenbehandlung nach Ml.
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Diese Hypothese, dass Zytokine bzw. die Aktivierung von endogenen Signalkaskaden fir
positive Einflisse von transplantierten Zellen nach Myokardinfarkt verantwortlich sind, konnte
mittlerweile in weiterflihrenden Versuchsreihen belegt werden [28, 30, 159-165]. Als
Ergdnzung zu den hier vorgestellten Experimenten wurden zwischenzeitlich von Ebelt et al. mit
Hilfe einer Western Blot-Analyse untersucht, welche Zytokine und Wachstumsfaktoren durch
Myoblasten und Kardiomyozyten sezerniert werden [30]. Hier zeigt sich, dass sowohl die
Myoblasten als auch die Kardiomyozyten ein komplexes, teils vergleichbares Gemisch von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen freisetzen. Dies sind zum Teil proinflammatorische
Zytokine, Kardiomyozyten-stimulierende Wachstumsfaktoren oder die Angiogenese
stimulierende Zytokine. Beide Zellreihen sezernieren Zytokine wie IL-1a, IL-4, TNF-8 und
MCSF sowie Stimulantien flr die Zellmotilitat und das interstitielle Remodelling (OSM, EGF)
[30]. In den folgenden Untersuchungen konnte die Freisetzung o0.g. Stoffe nach
Zelltransplantation nachgewiesen werden. Es erscheint nachvollziehbar, dass solche komplexen
Zusammensetzungen an Zytokinen und Wachstumsfaktoren einen entscheidenden Einfluss auf
das Myokardgewebe haben koénnen. Es bleibt also weiter abzuwarten, inwiefern die
Zelltransplantation oder doch direkte Injektion von Wachstumsfaktoren oder Zytokinen in
geschadigtes Myokardgewebe ein sinnvoller und erfolgversprechender Therapieansatz nach
Myokardinfarkt darstellt. Um funktionsunfdhiges Herzmuskelgewebe zu reparieren oder
zerstOrtes Gewebe zu ersetzen, wére es fur die Zukunft ideal, wenn man Zellen gewinnen
kénnte, die sowohl strukturell als auch funktionell in das bestehende Herzmuskelgewebe zu
integrieren sind. Aufgrund der bekannt hohen GefalRversorgung der Herzmuskelzellen muss
diese sicher ebenso berticksichtigt werden wie eine so exakte Einpassung der Zellen, dass sie
auch bei der elektrischen Erregungsausbreitung nicht zu asynchroner Funktion fiihren und somit

durch neue Probleme erkauft werden [89].
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6. Zusammenfassung

Eine Reihe von Studien beschaftigen sich mit der Zelltransplantation als mégliche Therapie
nach akutem Myokardinfarkt. In dieser Arbeit sollen die Effekte der Transplantation
verschiedener  Zelltypen  (embryonale  Kardiomyozyten  sowie  Myoblasten  der
Skelettmuskulatur) auf das Myokardgewebe und die Herzfunktion im Mausmodell untersucht
werden.

Nach Induktion eines akuten Myokardinfarktes durch Ligatur der linken Koronararterie werden
sowohl echokardiographische Untersuchungen als auch histologische Analysen nach
Organentnahme durchgefiihrt. Sowohl die Transplantation von Myoblasten als auch die von
embryonalen Kardiomyozyten filhren zu positiven Auswirkungen in Bezug auf die
Myokardfunktion und -morphologie nach Myokardinfarkt. Es kann zwar keine
Wiederherstellung der ursprunglichen Herzfunktion erreicht werden, jedoch werden ein weiterer
Funktionsverlust und die Zunahme der Myokardfibrose deutlich reduziert. Die Effekte der
einzelnen transplantierten  Zellarten  unterscheiden sich insofern, als dass die
Myoblastentransplantation eher zu einer Reduktion der Infarktexpansion fihrt, wohingegen die
transplantierten Kardiomyozyten vor allem einen gunstigen Einfluss auf das Remodelling
haben. Dennoch kénnen 28 Tage nach den Zelltransplantationen keine relevanten Mengen an
funktionell integrierten Zellen nachgewiesen werden. Dies spricht dafur, dass die
transplantierten Zellen ihre Wirkung weniger durch eine direkte funktionelle Integration in das
geschadigte Myokard ausuiben, sondern eher durch indirekte Mechanismen wie die Freisetzung

verschiedener Zytokine.
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8. Thesen

1. Die proximale Ligatur der linken Koronararterie bei adulten ICR-Mausen verursacht
einen ausgepragten Myokardinfarkt, welcher echokardiographisch und histologisch
nachgewiesen werden kann.

2. Mittels serieller Echokardiographie koénnen die sich infolge des Myokardinfarktes
entwickelnden Veranderungen der Herzfunktion und Herzmorphologie nachgewiesen
werden. Die Dicke der lateralen, anterioren und posterioren Wand des linken Ventrikels
nimmt nach LAD-Ligatur stark ab. Durch Kompensationsmechanismen kommt es nhach
LAD-Ligatur zur reaktiven Hypertrophie des Septum interventriculare, und der innere
linksventrikuldare  Durchmesser nimmt nach Infarzierung als Zeichen der
Ventrikeldilatation zu.

3. Die Transplantation sowohl von Myoblasten als auch von embryonalen
Kardiomyozyten wirkt dem progredienten Pumpleistungsverlust und der zunehmenden
Dilatation des linken Ventrikels entgegen.

4. Die Transplantation von Myoblasten fuhrt bereits nach 7 Tagen zur Stabilisierung der
Herzfunktion, wohingegen die positiven Effekte der ES-Kardiomyozyten erst nach 28
Tagen echokardiographisch ein dhnliches Niveau erreichen.

5. Die Grolie der einzelnen Myozyten des Ventrikelseptums nimmt nach LAD-Verschluss
im Sinne einer kompensatorischen Hypertrophie signifikant zu. Diesem Phédnomen des
»adverse remodelling* kann durch Transplantation sowohl der Myoblasten als auch der
ES-Kardiomyozyten entgegengewirkt werden.

6. Insgesamt sprechen die erhobenen Befunde dafiir, dass die positiven Effekte der Zell-
Transplantationen vor allem in indirekten Effekten wie der Sekretion von Zytokinen
begriindet liegen und sich nicht auf die funktionelle Integration oder Bildung neuer
Muskelzellen zuriickfiihren lassen.
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