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1. Einleitung

1. Einleitung

Das therapeutische Potenzial adulter Stammzelleseisvielen Jahren Gegenstand intensiver
Forschung. Neben der seit langem bekannten undeinTHerapie h&matoonkologischer
Erkrankungen erfolgreich eingesetzten hamatopoletis Stammzelle brachte die
Grundlagenforschung der letzten Jahre hervor, demes Vielzahl weiterer Stammzellen im
adulten Organismus existiert. Als eine in vitro fBi€nzierung dieser pluripotenten
Stammzellen zu reifen Zelltypen gezeigt werden kenkam der Gedanke auf, das Potenzial
der adulten Stammzellen fir Therapiezwecke zu nutze

Herzinsuffizienz, eine der haufigsten und bedeustamFolgen eines Herzinfarkts, stellt die
fuhrende Morbiditats- und Mortalitatsursache in demestlichen Industrienationen dar.
Heutige Standardtherapien, vornehmlich beruherfdpharmakologischen Ansatzen, sind
lediglich in der Lage eine Krankheitsprogression arhindern, ohne auf die zugrunde
liegende Pathophysiologie der Erkrankung zu zietgimlich den progressiven Untergang
von funktionellen Herzmuskelzellen. Mit der Entdecg von adulten Stammzellen und
Publikationen uber die in vitro (MAKINO et. al., 99) und in vivo (ORLIC et al., 2001;
MIYAHARA et al., 2006; AMADO et. al, 2005) Differemerungsfahigkeit von
Knochenmarksstammzellen zu Kardiomyozyten, wuraeeaiplosiver Interessensanstieg in
der Nutzung adulter Stamzellen zur ursachlichen ykdrativen® Behandlung der
Herzinsuffizienz beobachtet.

Weitere Untersuchungen in den Folgejahren habeardalgs die Plastizitat adulter
Knochenmarksstammzellen in Frage gestellt, da inniodell keinerlei Transdifferenzierung
festgestellt werden konnte (MURRY et al., 2004; EBXM et al., 2004). Nicht ausreichend
geklart ist ebenso, welche Knochenmarkszellpopat geeignet sind, ob eine vorherige
Kultivierung und Vordifferenzierung von Vorteil jsund in welcher Anzahl, zu welchem
Zeitpunkt und mittels welcher Applikationsart diegellen verabreicht werden missen, um
klinisch relevanten Nutzen aufzuweisen. Klinischedg&n am Menschen unter Verwendung
von Knochenmarksstammzellen zeigten die Durchfikeba und Sicherheit solch einer
Intervention (ASSMUS et al., 2002; FUCHS et al.020) die Ergebnisse hinsichtlich
kardialer Funktionsverbesserung variierten jedoctheldich. Letztlich ist weitere
Grundlagenforschung noétig, um die regulatorischexchénismen der Differenzierung dieser
Zellen zu klaren, und damit Aussagen uber die ¢atgfhe Wirkweise und Effektivitat der

Zelltherapie treffen zu konnen.
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Die vorliegende Arbeit hat sich zum Ziel gemache &olle von exogen verabreichten
Knochenmarkszellen an kardialen Umbauprozessen iybkardinfarkt zu beleuchten.
Hierfir wurden Mause nach experimentell induzierttyokardinfarkt entweder mit
unfraktionierten Knochenmarkszellen oder einer Wirlaufer- (Lin) bzw. reifen (Lir)
Zellen angereicherten Subpopulationen behandeltduiza ist ein Vergleich der
verschiedenen Populationen untereinander moglistbdsteht die Hypothese, dass durch die
Injektion von Knochenmarkszellen in das infarzigderz linksventrikulare Umbauprozesse
verhindert bzw. in ihrem Ausmald abgeschwacht wetdamen. Als Parameter hierfir soll

insbesondere die echokardiographisch bestimmteuatkrikuléare Dilatation dienen.
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2. Grundlagen

2.1 Stammzellen

Als Stammzellen im Allgemeinen bezeichnet man derefellen, die zu Klonalitat,
unbegrenzter Selbsterneuerung und weiterer Diffigeenng fahig sind. Priméar lassen sich
embryonale von adulten Stammzellen unterscheidens Aotipotenten embryonalen
Stammzellen, die erstmals 1981 aus Mausblastozy&ESANS et al., 1981) gewonnen
werden konnten, entwickeln sich alle weiteren sauohen Zellen (wie auch Keimzellen)
eines Individuums. So gelang es auch anhand mectsehkembryonaler Stammzellkulturen
eine Differenzierung in Kardiomyozyten zu zeigere AT et al., 2001). Das therapeutische
Potenzial embryonaler Stammzellen ist dennoch baskh da neben ethischen
Fragestellungen immunologische Reaktionen und diguig zur tumorésen Entartung den
Einsatz dieser Zellen limitieren (NUSSBAUM et &007). Die adulte Stammzelle hingegen,
und hier insbesondere die Knochenmarksstammzelstwdie Vorteile der einfachen
Gewinnung, der guten Kultivierbarkeit ex vivo uiid, als autologes Transplantat verwendet,
keinerlei immunologische Reaktion auf. Auch die &wefder Neoplasiebildung ist trotz
Studien von Rubio et al., die nach Langzeitkultivieg eine spontane Transformation adulter
Stammzellen beobachten konnten, im Vergleich zurgomalen Stammzellen als gering
anzusehen (RUBIO et al., 2005). In den folgendesfi#wrungen mochte ich mich auf die
nahere Charakterisierung der adulten Stammzellschibénken, welche einen zentralen Punkt

in meinen Untersuchungen einnehmen.

2.1.1 Knochenmarksstammzellen

Das Knochenmark beherbergt neben den seit langkanben hamatopoietischen und
mesenchymalen Stammzellen weitere Populationen wadaolten Stammzellen, deren

Charakteristika teilweise noch weiter zu erforschieal.

2.1.1.1 Hamatopoietische Stammzellen

Die hamatopoietische Stammzelle (HSC), deren Vorkem erstmalig 1906 von Alexander
MAXIMOV beschrieben wurde, ist zustandig fur digirglige Erneuerung aller im Blut
vorhandenen Zellen. Lediglich 0,01-0,05% aller Kmmmmarkszellen (HARRISON et al.,

3
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1990) tragen die fur hamatopoietische Stammzellpis¢hen Oberflachenrezeptoren 1.ic-
kit", Sca-I, CD34°, CcD38" (OSAWA et al., 1996; SPANGRUDE et al., 1988).
Hamatopoitische Stammzellen, deren Mobilisierung @m Knochenmark u.a. mittels Stem
Cell Faktor (SCF) sowie Granulocyte-Colony Stimugt Faktor (G-CSF) mdoglich ist,
werden seit mehr als drei Jahrzehnten erfolgreith die autologe und allogene
Knochenmarkstransplantation eingesetzt (GOLDMANNMNalet 2002). Obwohl keine Studie
bisher die Differenzierung von HSC in Kardiomyozyte vitro beweisen konnte, berichtete
Orlic et al. (ORLIC et al.,, 2001la; ORLIC et al.,, ®@®) am Mausmodell von einer
Transdifferenzierung in Kardiomyozyten sowie Gefll&n nach Myokardinfarkt. Diese
Plastizitat wurde allerdings durch weitere Untelsungen in Frage gestellt, die im
Tiermodell  keinerlei  Transdifferenzierung hamatefiecher Stammzellen in
Herzmuskelzellen feststellen konnten (MURRY et2004; BALSAM LB et al., 2004).

2.1.1.2 Mesenchymale Stammzellen

Vor ca. 30 Jahren entdeckten Friedenstein et RIEBENSTEIN et al., 1968) eine weitere
im Knochenmark residierende Zellpopulation adult&tammzellen: mesenchymale
Stammzellen (MSC). Charakteristisch fir diese Zelldie lediglich 0,001-0,01% aller
Knochenmarkszellen reprasentieren (PITTENGER et 2804), ist die Fahigkeit sich in
Zellen mesenchymaler Herkunft zu differenziereng v@steoblasten, Chondrozyten und
Adipozyten. Zudem konnte eine Differenzierung zel8ttmuskelzellen (WAKITANI et al.,
1995, FERRARI et al.,, 1998), Vorlauferzellen newen Zellen (MEZEY et al., 2000;
WOODBURY et al., 2000; ZHAO et al., 2002), Hepatigzy (PETERSON et al., 1999;
LAGASSE et al., 2000; THEISE et al., 2000) sowierddamyozyten in vitro (MAKINO et
al., 1999) und in vivo (MIYAHARA et al., 2006, AMAD et al., 2005) beobachtet werden.
Da eine Transdifferenzierung zu Kardiomyozyteniwowaber lediglich nur in sehr geringem
Ausmal’ stattfand, wurden zudem parakrine Effekter iBereitstellung von Zytokinen als
entscheidender Wirkmechanismus zur Verbesserungaddralen Funktion nach Herzinfarkt
gesehen (GNECCHI et al., 2006).

MSC, die sich durch das Fehlen typischer hamattipoieer Antigene (CD45, CD34, CD14)
bei Expression spezifischer Oberflachenfaktoren Waescular Cell Adhesion Molecule
(VCAM, CD106), Intercellular Adhesion Molecule 1 din2 (ICAM-1 und ICAM-2),
Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule (ALCANGD166) (CONGET et al., 1999)

sowie einer Reihe von Integrinen auszeichnen, meiggdem in vitro und in vivo ein
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immunsuppressives Potenzial (BARTHOLOMEW et al.020was den allogenen Einsatz

dieser Zellpopulation denkbar macht.
2.1.1.3 Subpopulationen

In den letzten Jahren wurden von verschiedenenisgrappen Uber neu charakterisierte
Knochenmarksubpopulationen berichtet, die sichie® kultivieren lassen und teilweise die
Fahigkeit zur gewebsubergreifenden Differenzierbegitzen. Beschrieben wurden in diesem
Zusammenhang folgende Zelltypen: Endothelial PrisgerCells, Side Population Cells,
Multipotent Adult Progenitor Cells, Marrow-Isolatefidult Multilineage Inducible Cells,
Tissue Committed Stem Cells und Very Small Embrgdnke Cells.

2.1.1.3.1 Endothelial Progenitor Cells

Die endotheliale Progenitorzelle (EPC), die sichrnugtlich wie die HSC aus dem
Hamangioblasten (RIBATTI et al., 2002) entwickelzeigt eine Expression der
hamatopoitischen Stammzellmarker CD133 und CD34 iesowdes endothelialen
Markerproteins Vascular Endothelial Growth Factac&tors 2 (VEGF-R2) (PEICHEV et
al., 2000). Neben der physiologischen Differenzigrader EPC in Gefal3endothelzellen, die
mehrfach in vitro und in vivo beschrieben worden(ISNER et al., 2001; QUIRICI et al.,
2001; ASSMUS et al., 2002; KAWAMOTO et al., 2008pnnten wenige Studien zudem
eine Transdifferenzierung in Kardiomyozyten sowohZellkultur (BARDORFF et al., 2003;
KOYANAGI et al., 2005) als auch nach Injektion ingarzierte Herz (IWASAKI et al.,
2006) zeigen.

2.1.1.3.2 Side Population Cells

Bei Side Population Cells, CD3% c-Kit* Sca-1, einer Subpopulation hamatopoitischer
Stammzellen, die durch die Fahigkeit Hoechst Fafbstuszuschleusen charakterisiert sind
(GOODELL et al.,, 1997; SCHARENBERG et al., 2002pnkte nach Einbringung in

infarziertes Myokardgewebe ebenso eine Neubilduleg Kardiomyozyten beobachtet
werden (KAJSTURA et al., 2005; JACKSON et al., 2001
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2.1.1.3.3 Multipotent Adult Progenitor Cells

Die multipotenten adulten Progenitorzellen (MAPCD13" FIk1%™ c-kit CD44 CD45
Major Histocompatibility Complex Klasse/ll', lassen sich aus Kulturen mesenchymaler
Stammzellen aus dem Knochenmark isolieren (REYES&I.et2001; JIANG et al., 2002).
REYES et al. zeigten, dass diese Zellen sich meintzu mesenchymalen sondern auch zu
endothelialen, neuroectodermalen und endodermad#ty@en differenzieren lassen (REYES
et al, 2001). Jedoch wurden MAPCs bisher noch tnidhinsichtlich ihrer
Differenzierungsfahigkeit und ihres therapeutischBotentials im Tier-Infarkt-Modell
untersucht, wobei ein Fehlen der Oberflachenpretdes Major Histocompatibility Complex
Klasse | und Il einen Einsatz fur allogene Transfaiion denkbar macht.

2.1.1.3.4 Marrow-Isolated Adult Multilineage Indblz Cells

Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible Cell$MIAMI) werden als primitive
Subpopulation MSCs angesehen. In vitro lie3 sidle, lvei embryonalen Stammzellen, eine
Expression embryonaler Stammzellmarker (Oct-4, Rex- sowie die
Differenzierungsfahigkeit in alle drei Keimblatteachweisen (D’IPPOLITO et al., 2004).

2.1.1.3.5 Tissue Committed Stem Cells

Eine weitere adulte Stammzellpopulation, die im &mnmark wiederzufinden ist, sind die
Tissue Committed Stem Cells (TCSC). Diese klein¥ICR-4 positiven, CD45Zellen, deren
Anzahl im Laufe des Lebens abnimmt, lassen siclelddie Freisetzung von Chemokinen
wie Stromal-Derived-Factor-1 (SDF-1), welcher tgbisrweise in geschadigten Geweben
vermehrt zu finden ist, aktivieren und an den Qet &chadigung locken, wo sie durch
Differenzierung z.B. in Muskelzellen zur Organregeation beitragen (KUCIA et al., 2006).

2.1.1.3.6 Very Small Embryonic-Like Stem Cells

Very Small Embryonic-Like Stem Cells siedeln sintder frihen Knochenmarksentwicklung
als Abkdmmlinge epiblastarer Zellen im Knochenmamk(RATAJCZAK et al., 2007). Diese
sehr seltene Sca-1in" CD45 Zellpopulation (KUCIA et al., 2005) exprimiert Maar
pluripotenter Stammzellen wie SSEA-1, Oct-4, Nandgr Rex-1, und zeigt Charakteristika
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embryonaler Stammzellen, wie z.B. die grofl3e Keasflk-Relation und die Expression von
Euchromatin (KUCIA et al., 2008). lhre Pluripotereigt sich in vitro an der Fahigkeit zur
Differenzierung in Zellen aller drei Keimblatter (CIA et al., 2008). Eine in vivo
Differenzierung sowie eine Teilnahme an der Regsier von geschadigten Gewebe konnte

bisher allerdings noch nicht gezeigt werden.

2.1.2 Kardiale Stammzellen

Einige Jahre nach Entdeckung adulter Knochenmanksstzellen wurde auch in vielen
weiteren Organsystemen wie Haut, ZNS, Skelettmudketber, Milchdriise und Herz die
Existenz adulter Stammzellpopulationen aufgezéMps das Herz betrifft, konnten Studien
belegen, dass diese Zellpopulationen in der Lagd, ssich zu Kardiomyozyten, glatten
Muskelzellen und endothelialen Zellen zu differemen (BELTRAMI et al., 2003; OH et al.,
2003; MESSINA et al., 2004; MARTIN et al., 2004,NKE et al., 2005; LAUGWITZ et al.,

2005). Dabei ist jedoch noch nicht genau gekldrte® sich bei den als Kardiospharen, ¢-Kit
Sca-T, Islet-IT" sowie SP- Zellen beschriebenen Progenitorzellgkliah um eigenstandige

Zellpopulationen handelt, oder ob sie nicht diebsePopulation von Vorlauferzellen zu
unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten darstelléetztlich wurde aber der traditionelle
Gedanke, dass es sich beim Herzen um ein irreetrsiliferenziertes Organ mit nicht

vorhandener Regenerations- bzw. Heilungskapazudddit, in Frage gestellt.

2.2 Herzinsuffizienz

2.2.1 Epidemiologie

Die Herzinsuffizienz, die mit wiederkehrenden Hdalsationen, hoher Morbiditat und
Mortalitdt verbunden ist, hat sich parallel zum eddfanstieg in der Bevdlkerung der
westlichen Industriestaaten zu einem immer gréfEdanden soziobkonomischen Problem
entwickelt. Bei einer Gesamtpravalenz von 1-2% (ABWt al., 1997) unterstreicht die
Framingham Studie den Einfluss des Alters auf deeztisuffizienzrate. Danach steigt die
Pravalenz bei Mannern von 0,8% im Alter von 50-88rén auf 6,6% im Alter von 80-89
Jahren. Bei Frauen findet sich ein Anstieg von 0e8%#67,9% (HO et al., 1993). Ahnlich wie
die Pravalenzdaten zeigen auch die Inzidenzdatea deutliche Alterskorrelation. Die

Framingham Studie verdeutlicht hierbei, dass dmlighe Inzidenz von 3 Féllen bei 1000
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Méannern im Alter von 50-59 Jahren auf 27 Falle b@00 Mannern im Alter von 80-89
Jahren ansteigt (HO et al., 1993). Ein vergleichbaAnstieg von 2 auf 22 Falle in den selben
Altergrenzen findet sich bei Frauen wieder. Diet®alam Studie, welche zudem die Inzidenz
in der Population der tGber 90 Jahrigen untersuelit $pricht von einer Inzidenz von 47
Fallen bei 1000 Personen in der genannten Alteppgr{BLEUMINK et al., 2004). Neben
den oft erheblichen Einschrankungen der Lebenggudlihrt die Herzinsuffizienz zu einem
deutlichen Verlust an erwarteten Lebensjahren. NdmhHillingdon Herzinsuffizienzstudie
nimmt das Uberleben nach Stellen der Diagnose 8h Bn ersten Monat, 75% nach drei
Monaten, 70% nach sechs Monaten, 62% nach zwoélfakonbis auf 57% nach achtzehn
Monaten ab (COWIE et al., 2000). 80% der Manner uitdo der Frauen unter 65
Lebensjahren mit bestehender Herzinsuffizienz steibnerhalb von acht Jahren. (LLOYD-
JONES et al.,, 2009). Mit einer 5-Jahres Uberlelmasvon ungefahr 25% gleicht die
Mortalitat jener von hochmalignen Tumoren (STEWARITal., 2001). 6% aller Sterbefalle
und damit in absoluten Zahlen ca. 50 000 Todesfjilhgen 2007 in der Bundesrepublik
Deutschland auf das Konto Herzinsuffizienz. Dantiéind die Herzinsuffizienz in der
Rangliste der haufigsten Todesursachen 2007 aufz P3a (Statistisches Bundesamt
Deutschland).

2.2.2 Atiologie

Man spricht von einer Herzinsuffizienz, wenn daszH@cht mehr in der Lage ist, sich selbst
und die anderen Organe ausreichend mit Blut zwovges. Je nach vornehmlich betroffener
Kammer l&sst sich eine Einteilung in Links-, Reelider Globalherzinsuffizienz vornehmen.
Nach dem zeitlichen Verlauf grenzt man zudem dtealderzinsuffizienz, welche sich im
Verlauf von Stunden/Tagen entwickelt, von der ciscmen Herzinsuffizienz, die sich erst
nach Monaten/Jahren manifestiert, ab. Die Haupthiesaowohl der chronischen als auch der
akuten Herzinsuffizienz ist in den westlichen Lamdelie koronare Herzerkrankung, die
wiederum sekundar Uber den plotzlichen VerschluesreKoronararterie, typischerweise
durch einen rupturierten atherosklerotischen Plagque akuten Ischamie und Verlust von
Herzmuskelzellen, definiert als akuter MyokardikfakMI), fluhrt und eine systolische
Ventrikelfunktionsstérung nach sich zieht. Als p#i@a Ursache der Herzinsuffizienz ist
insbesondere die arterielle Hypertonie zu beacltarsie einerseits als Hauptrisikofaktor fur
die Enstehung einer koronaren Herzerkrankung ahensist, und zudem auf direktem Wege

zu einer diastolischen VentrikelfunktionsstérungriliDabei ist das Lebenszeitrisiko an einer
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Herzinsuffizienz zu erkranken flr Personen mit gir@lutdruck >160/90 mmHg doppelt so
hoch wie fir Patienten mit einem Blutdruck <140MMHg (LLOYD-JONES et al., 2002).

2.2.3 Remodeling

Die Mechanismen, die nach einem akuten Ischamgg@eeeinsetzen sind mannigfaltig, und
erstrecken sich sowohl auf zellulare als auch aolekulare Ebene. Besteht die Ischamie
langer als 30 min kommt es zum irreversiblen Urdaegy von Herzmuskelzellen, was
histologisch zunachst als Koagulationsnekrose lsachtvird (KUMAR et al., 2004). Der
myokardiale Zelltod erfordert hierbei Umbauprozesseilibrig gebliebenen Myokardgewebe,
um der steigenden Arbeitsbelastung gerecht zu wer@éeses sogenannte Remodeling
umfasst Dilatation, Hypertrophie, Narbenbildung,umdormonale Anpassungen sowie
Zytokinaktivierung (PFEFFER et al., 1990; SUTTONag&f 2000), deren Ausmal3e dabei vor
allem vom initialen Gewebeschaden abhangig sind.zéwlichen Verlauf lasst sich die
Abheilungsphase, welche sich in den ersten dreeffagach Infarkt abspielt und vor allem
den Infarkt selbst und die umgebene Periinfarktzameh Borderzone genannt, betrifft, von
der Remodelingphase abgrenzen, welche ab demndfiig einsetzt und Prozesse beinhaltet,
die den gesamten linken Ventrikel miteinbeziehelY YIRGURA et al., 2006).

2.2.3.1 Abheilungsphase

Mit Einsetzen der Gewebeschéadigung beginnt dievidding inflammatorischer Prozesse,
die essentiell fur eine schnelle Infarktheilungds{(KLONER et al., 1978; JUGDUTT 1997).
Infiltration des geschadigten Myokards durch Leuken, Resorption
nekrotischer/apoptotischer Zellen, sowie Infarktelsung sind hierbei entscheidende
Ablaufe, welche primar tUber eine Reihe von Zytokin&eigesetzt von den geschadigten
Herzmuskelzellen, mediiert werden. Dabei kommt es ¥ermehrten Expression der
proinflammatorischen Zytokine Interleukif-1(IL-1p), Interleukin-6 (IL-6) und Tumor
Necrosis Factoe: (TNF-0) (DETEN et al., 2002). Zudem ist die Hypoxie fiie dildung
freier Radikale, auch Reactive Oxygen Species (Rfe8annt, verantwortlich, was wiederum
die Freisetzung von Zytokinen veranlasst und zuereiglirekten Schadigung von
Kardiomyozyten und Endothel fiihrt (LEFER et al.0@0 Auch eine Beteiligung adrenerger
Stimuli an der Zytokinexpression wird propagiertBGER et al., 2001) Die Effekte der

freigesetzen Zytokine sind mannigfaltig, synergigti und teilweise ambivalent. Wahrend
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IL-1B die Kollagensynthese unterdriickt (SIWIK et al.0@pist IL-6 an der leukozytaren
Transmigration (ALI et al., 1999) und der Fibroléasproliferation und damit an langerfristig
ablaufenden Remodelingprozessen beteiligt. Die Mvigkvon TNFe hingegen erscheint
ambivalent. Zum einen besitzt es Uber die Bindungramor Nekrose Faktor-Rezeptor 1
(TNF-R1) Apoptose stimulierende Eigenschaften (MBWAN et al., 2002) und Ubt direkte
negativ inotrope Effekte aus (BOZKURT et al.,, 1998)m anderen besitzt es Uber die
Aktivierung von NF«B zytoprotektive Wirkung (CHANDRASEKAR et al.,, 1997Die
entscheidende Rolle der Zytokine ist jedoch inRlekrutierung leukozytarer Zellen zu sehen.
Wahrend der Infiltration von neutrophilen Granultgy und deren Zytotoxizitat ein
erheblicher Anteil der Herzmuskelschadigung nacperesion zuzuschreiben ist (JOLLY et
al., 1986; LITT et al., 1989) ist die Einwanderuran Monozyten, die sich im Infarktgewebe
zu Makrophagen differenzieren, und dort flr die gelzytose des nekrotischen Gewebes
sorgen, essentiell fur die beginnende Infarkthglunfolge der entziindlichen Reaktionen, in
deren Verlauf es zur Aktivierung von Matrix-Metgloteinasen (MMP) (insbesondere MMP
8, freigesetzt von neutrophilen Granulozyten) konf@itEUTJENS et al., 1995), lassen sich
die ersten strukturellen Veranderungen am gescteidigierzmuskel erkennen: MMP's
sorgen fur einen Abbau interzellularer Kollagenwadbngen und damit fur das
Auseinandergleiten der Myozyten, was wiederum meeiAusdehnung des Infarkts, auch
Infarkt-Expansion genannt, resultiert (OLIVETTI eal., 1990). Das Ausmal} der
Infarktausdehnung reicht von klinisch unaufféalligeis hin zu massiven Veranderungen mit

Bildung von Aneurysmen oder gar Rupturen des lirkentrikels (WEISMAN et al., 1988).

2.2.3.2 Remodelingphase

Neben den Alterationen die im Infarktareal stattén, unterliegt auch das nichtinfarzierte
Myokard Umbauprozessen. Mit dem abruptem Verlust kontraktilen Herzmuskelgewebe
und dem plotzlichen Abfall des Schlagvolumes (S¥)sucht das Herz zunachst Uber die
Aktivierung von Sympathikus und Renin-Angiotensitddsteron-Systems (RAAS) sowie
der Ausnutzung des Frank-Starling-Mechanismus esreechendes Herzminutenvolumen
(HMV) bei verminderter Ejektionsfraktion (EF) aufté zu erhalten. Dieser initiale
Kompensationsmechanismus |6st aber eine Dilatatemlinken Ventrikels aus, die tGber die
Erhohung des Wandstresses als Stimulus fur die iithgphie des gesamten Herzens dient
(PFEFFER et al., 1990). Wahrend diese Mechanismfamgs noch sinnvoll sind, &ndert sich

dies bei dauerhafter Aktivierung: Die gesteigerta-\und Nachlast belasten das Herz immer
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mehr, die Myokardhypertrohie Uberschreitet eindidaine Grenze - ein Circulos vitiosus
entsteht, der letzlich in myokardialer Insuffizienzsultiert. Einen Anteil an der
fortschreitenden Dekompensation hat zudem die Adlagy von Kollagen nicht nur im
Infarktareal, sondern auch im ,gesunden” umliegeniliyokard, die zu einer zunehmenden
Versteifung des Myokard mit vornehmlicher Relaxasistorung fuhrt. Ausgelost wird dies
Uber die Freisetzung von TGH- aus geschadigten Myozyten, die lber die Stimaration
Makrophagen zur Proliferation von Fibroblasten sowir Transformation von Fibroblasten
in Myofibroblasten fuhrt, welche letztlich mit emAblagerung von Kollagen Typ | und I
vornehmlich in der Infarktzone, in geringerem Aufmaber auch im nichtinfarzierten

Myokardgewebe, reagieren (SUTTON et al., 2000).

/ Myoliardinfarkt \

Leukozytére Reduziertes SV TGF-B1
Infiltration / \ Freisetzung
Aktivierung Sympathikusstimulation Aktivierung des RAAS _
; . X - Chemotaxis von
von MMP’s
: Makrophagen
in ECM ’ . .
+ - Fibroblastenproliferation
Erhohte Adrenalin- Erhéhte AT II
Abbau von und drenalinspiedel Plasmaspiegel
intermyozytarem Noradrenalinspiege
Kollagen Fibroblastentransforma-
+ tion in Myofibroblasten
P
Auseinandergleiten Mvozvtenhvpertrophie
von Myozyten y yt yp P
A Typ I &Il
+ / Kollagenablagerung
- Lokale AT Il Freisetzung +
Mechani- - Aktivierung fetaler
Ventrikulére Wandstress scher Genprogramme
Dilatation Stress - Vermehrung kontraktiler
Proteine
Abheilungsphase (<72 Stunden) > Remodeling

Abb. 1: Vereinfachte Veranschaulichung der Remodelingmszaach Myokardinfarkt (nach SUTTON et al.,
2000) SV, Schlagvolumen; MMP’s Matrixmetalloprotsen; ECM, extrazellulare Matrix; RAAS, Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System; AT I, Angiotensin |
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2.2.4 Therapeutische Moéglichkeiten

Der Remodelingprozess, der noch lange nach Infaititig andauert, und mit erhéhter
Mortalitat einhergeht, kann durch Modifikation ddyeeinflussenden Faktoren, wie
InfarktgroRe, Infarktheilung und ventrikularer Wab@ss, in seinem Ausmall gebremst
werden (HUTCHINS et al., 1978). Der effektivste Watgllt hierbei sicherlich die Reduktion
des initialen Gewebeschadens dar, was durch eiheelbe Reperfusion in Form von
perkutaner transluminaler Koronarangioplastie (PT,CAhrombolyse oder koronarer
Bypassoperation erreicht werden kann. Daneben $dstiber pharmakologische Ansatze,
insbesondere Uber die Blockade des Renin-Angiatellsiosteron-Systems (RAAS),
Einfluss auf den ventrikularen Wandstress nehmen wgalamit eine Reduktion der
myokardialen Umbauprozesse erzielen. Trotz desaEias von mechanischer Intervention
und Pharmakotherapie kénnen beide nicht das uishehl Problem des
Herzmuskelzelluntergangs beheben, so dass es vechunderlich ist, dass die momentan
verfigbaren Therapiestrategien eine ventrikularekkonsminderung oft nicht vermeiden
konnen.

Seit einigen Jahren bemiht man sich, StammzelleTlaérapeutikum zu erforschen bzw.
bereits in klinischen Studien einzusetzen, um &egsale Therapie der Herzinsuffizienz zu
erreichen. Die adulten Stammzellen bieten sich raunft) ihres grol3en Potenzials und der
Maglichkeit der Isolierung, Kultivierung und autglen Transplantation an. Zunéchst muss
man sich jedoch die Frage stellen, was transplaatiStammzellen am infarzierten
Herzmuskel leisten sollen. Denkbar wére zum einérsatz fir die untergegangenen
Kardiomyozyten zu generieren. Weitere Ansatze |&gBnin der Bereitstellung von Zellen,
die an der Neovaskularisation beteiligt sind odebertu parakrine Mechanismen

(Antiapotoseschutz u.a.) positive Einflisse aufdgskardgewebe austiben kdnnen.
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3. Material und Methoden

3.1 Studienprotokoll

Im Folgenden soll das zugrunde liegende Studieokaotitkurz skizziert werden: Am Tag O
wurde bei 124 acht bis zw6lf Wochen alten weiblicheé57B16 Mausen operativ ein
Myokardinfarkt herbeigefiihrt. Nach 24 Stunden wuardell2 Tiere mit zuvor

echokardiographisch geschéatzter Infarktausdehrrr§0% randomisiert um nachfolgend
entweder unfraktionierte Knochenmarkszellen, uereifin-, reife Lin"-Zellen oder

phosphatgepufferte physiologische KochsalzlosumjRntrakardial injiziert zu bekommen.
Mause bei denen echokardiographisch kein Myokaadiferkennbar war, wurden als
scheinoperierte, sogenannte Sham-Tiere, deklaDetTiere wurden in der darauffolgenden
Zeit wochentlich gewogen und am Tag 21 sowie 42 r@geration echokardiographiert. Am

Tag 42 nach Operation erfolgte im Anschluss aredigokardiographie die Totung der Tiere.

Echo
Handamisierung
Stammzell-Injektion

bl Echa
DOperatian Echa Tatung

| | | | | | |

| | | | | | |

Wachen 1] 3 A

Abb. 2: Zeitlicher Studienaufbau

Das Tierschutzkomitee der Universitat Wurzburg ded zugrunde liegende Studienprotkoll
genehmigt. Die Untersuchungen entsprechen den Ehapigen fir die Haltung und Nutzung
von Labortieren, die durch das Nationale Gesunsimstitut der USA herausgegeben

wurden.
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3.2 Versuchstiere

Verwendet wurden acht bis zwo6lf Wochen alte weli@icC57B16 Mause, bezogen von
Charles River Laboratories (Sulzfeld, BRD), die zumitpunkt des Versuchbeginns ein
Kdrpergewicht von 20-25g aufwiesen. Die Tiere wuardei 25°C und 52% Luftfeuchte in
Kafigen zu zwei bis vier Tieren gehalten und mindesublichen Nagetierfutter sowie
Leitungswasser ad libitum versorgt. Licht und Duhké& wechselten im 12 Stunden
Rhythmus.

3.3 Herzinfarktchirurgie und Zellinjektion

Fur die experimentelle Myokardinfarktinduktion werddas Modell von Michael et al.
herangezogen (MICHAEL et al., 1995). Die Mause weardunachst unter einer Etherglocke
betdubt, anschlieBend mit einer Venenverweilkan(B® VenflonTM Pro, Beckton
Dickinson, Heidelberg, BRD) intubiert und an ein eldtierbeatmungsgeréat (Mouse
Ventilator, UGO BASILE biological research appamst@&omerio, Italien) angeschlossen.
Wahrend der volumenkontrollierten Beatmung mit 1&t@mzugvolumen bei einer Frequenz
von 115/min wurde die Narkose mit Isofluran aufteethalten, welches dem Sauerstoff zu
einem Anteil von 1,5Vo0l% beigefugt wurde. Die naikerte Maus wurde auf dem
Operationstisch in Rickenlage gelagert und an detef® mit Klebeband an der Unterlage
fixiert. Der Beatmungsschlauch wurde ebenfalls &tefe um eine Dislokation zu vermeiden.
Die Elektroden des EKG-Geréats (cardiofax GEM, Nilbohden, Rosbach v.d.H., BRD)
wurden angebracht und praoperativ ein EKG aufgbmeic Nachdem die chirurgische
Toleranz geprift worden war und keine Stellreflexehr auslosbar waren, wurde die OP mit
einem linksthorakalen Hautschnitt zwischen dritiend vierter Rippe begonnen. Die
Unterhaut wurde stumpf mobilisiert und an die Musked Faszienrdnder der durchtrennten
Thoraxmuskulatur wurde je ein Haltefaden (Prolere Ethicon, Norderstedt, BRD) gelegt,
welcher nach Anklemmen ein Offenhalten des OP-Gebiermdglichte. Nach dem stumpfen
Durchtrennen der Musculi (Mm.) intercostales zwestldritter und vierter Rippe wurde ein
Wundspreizer eingefuhrt und das Perikard mit eirMdikrodissektor ertffnet. Die linke
vordere absteigende Herzkranzarterie (Left desognaitery = LAD) wurde aufgesucht und
unter mikroskopischer Sicht (OPMI1-FR, Carl Zeis®berkochen, BRD) mittels
chirurgischen Nahtmaterials (Perma-Hand Seide BtBicon, Norderstedt, BRD) proximal
ligiert (siehe Abb. 3).
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[
He

Abb. 3: Schematische Zeichung der héaufigsten Verlaufdforrder LAD bei der Maus. Obere Reihe:
Verlaufsmuster mit einem groRen Hauptgefa3. Untethe: Verlaufsmuster mit friher Bifurkation. Die

operative Ligation der LAD erfolgte zwischen recht@RA) und linken (LA) Herzohr (nach Michael et,al.
1995).

Da eine direkte Sicht der LAD bei der Maus submgtiist, wurde durch eine weitere EKG
Aufzeichnung uberprift, ob die Ligation erfolgreisfar.

Abb. 4: EKG-Aufzeichnung zur Kontrolle der erfolgreichemngnarligation. Die einsetzende Ischamie und die
erfolgreiche Ligation der LAD ist erkennbar an dkutlichen ST-Hebungen in den Ableitungen |, |1 awl.
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AnschlieBend wurde der Brustkorb durch Faszien- Hadtnaht wieder verschlossen, die
Narkose beendet und der Beatmungstubus konnte ufizienter Eigenatmung entfernt

werden. Danach wurden die Tiere zurick in den teoldScantainer, Scanbur A/S,
Karlslunde, Danemark) gesetzt, der auf 25°C un% 3fuftfeuchte eingestellt war. Zur

Schmerzausschaltung erhielt jedes Tier eine intskolére Buprenorphin-Injektion

(Temgesic) von 0,06 mg.

Zur Kontrolle wurde ein Teil der Mause nur scheogrt. Hierfir wurde der oben

beschriebene Zugangsweg gewahlt, wobei die Arter lediglich umstochen wurde und
keinerlei Ligatur erfolgte. Somit entstand auchnkeikennbarer Myokardinfarkt. Sinn dieser
Scheinoperation ist es, zwischen den Auswirkunges Myokardinfarkts und der Operation
an sich unterscheiden zu kdnnen.

Nach 24 Stunden wurden 112 Tiere mit einer gestdréitinfarktausdehnung tber 30%
randomisiert um entweder unfraktionierte Knocherkszellen, unreife, sogenannte Lin

oder reife Lif-Zellen von ménnlichen Mausen (5 x *ellen in 50ul PBS), oder PBS iiber

intrakardiale Injektion zu erhalten. Hierzu wurd#ie Tiere erneut narkotisiert, intubiert und
beatmet, der Brustkorb wurde Uber den gleichen @ggmeg wieder gedffnet und die Zellen
wurden unter mikroskopischer Sicht (OPMI1-FR, Cadiss, Oberkochen, BRD) in den

linken Ventrikel injiziert, wodurch eine sichere plikation gewahrleistet ist.

3.4 Echokardiographische Untersuchung

Die Echokardiographie erlaubt als nicht invasivedgsuchungsmethode die Darstellung der
zyklischen Bewegungsablaufe des Herzens sowieqeiaktativ/quantitative Beurteilung von
HerzgroRe, Wanddicken, Herzklappen und Funkticitalitnsbesondere fur die serielle
Verlaufsbeobachtung linksventrikularer Parameterd udamit der Einschatzung von
Remodelingprozessen ist es ein etabliertes undatdisiertes Verfahren.

Fur die echokardiographischen Untersuchungen, die Bag 1, 21 und 42 nach
Infarktinduktion durchgefihrt wurden, war eine Nask der Tiere notwendig. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine leichte Kurzanasthemit Isofluran bei spontaner
Eigenatmung gewahlt. Zunachst erfolgte die Narkioggieung bei einer Konzentration von
4% Isofluran ad 100% Sauerstoff. Sobald keine Abvestktion mehr auslésbar war, wurde
die Konzentration des Inhalationsnarkotikums adfI%% gesenkt. Anschliel3end wurden die
Tiere in Ruckenlage an den Extremitaten mit Hedigtfr fixiert und der Thorax wurde mit

handelsiblichen Enthaarungsschaum enthaart. Diekaatiographie wurde mittels eines
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Toshiba Aplio Gerates mit 15 MHz Schallkopf unteerWendung von Ubertragungsgel
(Aquasonic 100, Parker, Hellendoorn, Niederlandelhigefiihrt. Alle Messungen erfolgten
in der parasternalen Kurzachse auf zwei definieeratomischen Levels bei zeitgleicher
Erfassung der Herzfrequenz: in Hohe der Herzspite auf mittlerer Papillarmuskelebene.
Mit ersterer kdnnen Veranderungen in der Infarktneg mit letzterer im Bereich des
Uberlebenden nicht infarzierten Myokards festghsteérden. Hierzu wurden auf beiden
Ebenen sowohl im 2D B-Mode als auch im eindimers®m M-Mode die endokardialen
systolischen und diastolischen Grenzen bestimmn Yesonderem Interesse, da fir das
Remodeling entscheidende Parameter, sind die dali2iMode gemessene linksventrikulare
endsystolische Flache (ESA) und enddiastolischehel& EDA) sowie der im M-Mode
bestimmte linksventrikulare endsystolische Durclsees (ESD) und enddiastolische
Durchmesser (EDD) (siehe Abb. 5)

e e = B e

'.—"'-1‘__,--.:__ e "

Tier mit groBem Myokardinfarkt

Abb. 5: Beispielhafte echokardiographische B-Mode BildeEndsystole (links), Enddiastole (mitte) sowie M-
Mode (rechts) auf Papillarmuskelebene von Sham-{laben) und Tier mit groBRem Myokardinfarkt (unten).
Das Infarkttier zeigt im Vergleich zum Sham-Tier seatlich vergroerte ESA, EDA, ESD und EDD als
Zeichen einer massiven Dilatation des Herzens Ugidhzeitig stattfindenden Remodeling. Zudem ist stiark
verminderte systolische Durchmesserverkirzung rfaskittieres auffallig.

ESA = Endsystolische Flache, EDA = EnddiastolisEtéche, ESD = Endsystolischer Durchmesser, EDD =
Enddiastolischer Durchmesser , IVS = Interventekseptum, PW = Hinterwand
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Unter Verwendung des gemessenen ESD und EDD rsigich die prozentuale systolische
Durchmesserverkirzung des linken Ventrikels (faawl shortening = % FS) als 2D-
Parameter zu ermitteln (% FS = EDD-ESD/EDD).

Die Auswertung aller echokardiographischen Aufnahnegfolgte ohne Wissen um die
Behandlung des jeweiligen Tieres off-line unter Wendung eines off-line Analyse Systems
(NICE, Toshiba Medical Systems, Niederlande). Diegdbnisse wurden durch

Mittelwertbildung aus drei Einzelmessungen gewonnen

3.5 Probensammlung

Nach Durchfihrung der Echokardiographie wurden Tiere am Tag 42 nach Injektion
mittels einer intraperitoneal applizierten Uberdoson Tribromoethanol/Amylene Hydrat
(Avertin) getotet. Zur Entnahme der Herzens wurde d@horax erdffnet und das Herz
mitsamt thorakaler Aorta enthommen. Nach SaubedasgHerzens von Geweberesten wurde
es vor der weiteren Verarbeitung gewogen. Die weitraparation, die in steriler
Kochsalzlésung durchgefiihrt wurde, erbrachte eireniung des Herzens in rechten und
linken Vorhof, sowie rechten und linken Ventrikelpbei das Septum am linken Ventrikel
belassen wurde. Die beiden Vorhofe wurden verwanfghvon den Ventrikeln wurde jeweils
das Gewicht bestimmt. Vom linken Ventrikel wurdemidQuerschnitte angefertigt: Spitze,
mittlerer Ring (ca. 3mm) und Basis. Herzspitzavisaechter Ventrikel wurden in flissigem
Stickstoff, mittlerer Ring in Formalin und Basis BxMethylbutan gelegt. AnschlielRend
wurden die Herzteile einzeln in Eppendorfcups gegebuf Trockeneis gelegt und bei -80°C
fur die nachfolgenden immunhistochemischen und kutéebiologischen Untersuchungen

gelagert.

3.6 Infarktgréf3enbestimmung

Zur InfarktgroRenbestimmung wurde der mittlere Rimgrangezogen, der zunachst nach
histologischen Standardverfahren paraffiniert wurtittels Schlittenmikrotom (HN 40,
Reichert-Jung, Heidelberg, BRD) wurdemund dicke Préaparate angefertigt, die nach
Streckung im warmen Wasserbad und anschlieRendansfBrierung auf Objekttrager
(Thermo Superfrost plus, Fa.Menzel, BraunschwelDBuber Nacht im Warmeschrank bei
56-58°C zum Trocken kamen. Am Folgetag war zurpéaraffinierung der Schnitte zunachst

ein jeweils funfmindutiges Bad in den Lésungen deih@nfolge Xylol I, 11, IIl, Xylol und
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Alkohol abs. (1:1), Ethanol 100%, 95%, 50% notigs Aarbreagenzien diente gesattigte
Pikrinsdure und Sirius-Rot 1% (1g Sirius-Rot auPbmd Aqua destillata) (Firma Sigma-
Aldrich, Muinchen, BRD). Der Ansatz bestand aus 9®kkinsdure und 10ml Sirius-Rot-
Losung, welcher mindestens 24 Stunden vor Gebrduerhestellt wurde. Die Praparate
wurden 30 min gefarbt und anschliel3end mehrfachqma destillata gespilt. Das Entfarben
erfolgte in aufsteigender Alkoholreihe mit Etharu@%, 75% und 95% Uber 1-2 Minuten.
Daraufhin bedurfte es einer Uberfiihrung in XylotuEthanol (1:1), Xylol I, I, Il fiir jeweils

5 Minuten. Zuletzt erfolgte das Eindecken mit Elarel(Entellan, Merck, Darmstadt, BRD).
Die Schnitte wurden anschliel3end unter dem Lichiosikop (Zeiss Axioskop 2, Jena, BRD)
bei 2,5x VergroRerung mit einer integrierten Kamg@raitron Systems Model 14.2 Color
Mosaic, Puchheim, BRD) abfotographiert. Transmuyrddess heil3t durchgehend vom Epikard
zum Endokard reichende, rot gefarbte Areale wurdeninfarktgebiet definiert. Vor den
InfarktgroRenmessungen erfolgte zunachst die Kahiling des Mal3stabs mit Hilfe eines
Eichbildes. Die InfarktgréRe konnte dann am Compumétels planimetrischer Messung
unter zur Hilfenahme eines digitalen BildanalysatdmageJ) durch manuelles Umfahren der
Grenzlangen von infarzierter und nicht infarzierf@rdo- und Epikardialer Oberflache und

nachfolgender Berechnung gestellt werden:
InfarktgroRe [%] = (Endokard Infarkt [%] + Epikahdfarkt [%0]) /2

Endokard Infarkt [%] = Infarktareal Endokard [mmAreal Endokard gesamt [mm] x100
Epikard Infarkt [%] = Infarktareal Epikard [mm] /r@al Epikard gesamt [mm] x100
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Nicht infarzierte .. Infarzierte

epikardiale
Oberfléche

Infarzierte. ~
endokardiale
Oberflache ™A

‘ " Nicht
- <—infarzierte
endokardiale
Oberflache

Abb. 6: InfarktgréRenbestimmung

Links: Foto eines PSR-geféarbten Herzschnittsmitifere Ebene. Transmural rot geférbte Abschmitgekieren
das Infarktareal. Ungeféarbt stellt sich das intdtekardgewebe dar.

Rechts: Markierung von infarzierter und nicht iziarter endo- und epikardialer Oberflache zur Beneag der
InfarktgréRRe.

Nur Tiere bei denen eine histologische Infarktgrder 30% vorlag, wurden fir weitere

Analysen herangezogen.

3.7 Zellpraparation

Knochenmarkszellen wurden aus Tibia und Femur vadinniichen C57/B16 Mausen
gewonnen. Um bei der nachfolgenden Zellseparatiorusspezifisches Bindungsverhalten
der hierbei verwendeten Antikdrper zu verhinderoyden zunachst die Fc Rezeptoren der
Knochenmarkszellen mittels eines monoklonalen Ampkrs gegen das CD32/16
Oberflachenprotein (2.4G2) geblockt. AnschlieRendrde mit Hilfe von Ratten IgG
Antikdrpern, die gegen Oberflachenmarkern von reif@matopoetischen Zellen gerichtet
waren, eine Markierung von LiZellen vorgenommen. Im Einzelnen handelte es sich
Antikdrper gegen B220 (Oberflachenmarker v.a vorZdden, aber auch NK-Zellen,
aktivierte T-Zellen, Subpopulationen von dendrtise Zellen), Gr-1 (Expression durch
Granulozyten und Makrophagen), Mac-1 (Makrophagémagker), CD4, CD8 (beides T-
Zellmarker) und Ter-119 (Erythrozytenmarker). Fig dachfolgende Trennung von Lin
und Lin-Knochenmarkszellen wurde die Methode der magretisellseparation (MACS)
angewandt. Hierflur erfolgte die magnetische Matkigr der bereits mit den primaren
Antikorpern beladenen LirZellen durch Konjugate aus anti-Ratten 1gG derg&ieund

20



3. Material und Methoden

superparamagnetischen Partikeln, genannt Microbed@se bestehen laut Angaben des
Herstellers Miltenyi Biotec aus Dextranpolymerer, chit Eisenoxid beschichtet sind und bei
einer Partikelgrof3e von durchschnittlich 50nm kedeeEinfluss auf Struktur, Funktion oder
Aktivitatsstatus der markierten Zellen nehmen. Be&lsuspension wurde anschlielend auf
eine Trennsaule, die eine Matrix aus ferromagnegisStahlkiigelchen besal3, gegeben und in
Kombination mit einem von aullen angebrachten Perntaragneten konnte ein
Hochgradientmagnetfeld erzeugt werden, das eindseferation ermoglichte. Hierbei
wurden aufgrund des Magnetfeldes die mit Microbeagladenen LifrZellen in der Saule
zurickgehalten, wahrend die unmarkierten dellen die Saule ungehindert passieren
konnten und als LirZellfraktion gesammelt wurden. Nach Entfernung Begynetfeldes und

nachfolgender Spiilung konnte auch die'timochenmarkzellpopulation gewonnen werden.

Zellsuspension

Saule mit —p
Stahlwollmatrix

T

A Fc Rezeptor

A Lin" Oberflachenzellmarker Lin" Zellen Lin” Zellen

A Lin" Oberflachenzellmarker

I Fc Block

* Primérer Antikdrper gegen Lin+
Oberflachenmarker

Depletieren Eluieren
Sekundérer Antikdrper mit Microbead

Abb. 7: Schematische Darstellung der magnetischen Zellaépa. Fc Rezeptoren der Knochenmarkszellen
werden mittels Fc Block abgedeckt. Primare Antikiirpinden an spezifische Oberflachenmarker reifaf L
Zellen. Sekundare Antikdrper, die mit Mikrobead$aden sind, binden wiederum an die primaren Anpkér
Die Zellsuspension wird nun Uber eine speziellenfiséule gegeben, die sich in einem starken Maddetfe
befindet. Magnetisch unmarkierte Lidellen passieren die Saule ungehindert, wahreedndirkierten Lii
Zellen zunachst zurtickgehalten werden und erst Batflernung des Magnetfeldes eluiert werden kénnen.
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3.8 Y-Chromosom Detektion

Um die erfolgreiche Zelltransplantation der marimdic Spendertiere nachzuweisen und deren
Ausmal’ einzuordnen war eine spezifische Y-Chromesobetektion notig. Hierfir erfolgte
zunachst die Gewinnung von genomischer DNA aus uianzierten und nichtinfarzierten
Anteil des linken Ventrikels sowie aus dem rechu@amtrikel. Mit diesem Gewebe wurden
anschlielBend konventionelle und Real-Time PCRsriewendung von Y-Chromosomen
spezifischen Primern durchgefiihrt. Alle PCR Realdio enthielten zudem Primer, die
spezifisch fiur das Myogenin-Gen waren, um einerim@d®CR Kontrolle sicherzustellen. Fir
eine semiquantitative Y-Chromosomen Detektion wuleleSouthern Blot herangezogen.

3.9 Parakrine Sekretion von Zytokinen

Mit dem Wissen, dass Knochenmarksstammzellen Udr@kpne Sekretion von Zytokinen in
der Lage sind das ischamische Herz zu schitzen limkdventrikularem Remodeling
entgegenzuwirken (UEMURA et al., 2006), bestimmigndie Level verschiedener Zytokine
in  Kulturmedien von magnetisch separierten “4inLin*™- bzw. unfraktionierten

Knochenmarkszellen. Hierfur wurde von jeder Zekfran in Dreifachbestimmung mit je
1x1C Zellen pro Probe eine Zellkultur fir 24 Stunden2@Qu Volumen angelegt. Als

Kontrolle diente Kulturmedium ohne Zellen, womitei Untersuchung von Hintergrund
Zytokin Profilen moglich war. Die Zytokine [Inted&in (IL)-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-

5, IL-6, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-17, Gnulozyten Kolonie-Stimulations Faktor
(G-CSF), Granulozyten-Makrophagen Kolonie-Stimwlas Faktor (GM-CSF), Interferon
(IFN)-y, Keratinozyten-abstammendes Chemokin (KC), Makagen Inflammatorisches
Protein (MIP) &, RANTES, Tumor Nekrose Faktor (TNE)-wurden mit Bioplex cytokine

assays (Bio-Rad, Munchen, Deutschland; Immumed GmMEnchen, Deutschland) in

Ubereinstimmung mit dem Herstellerprotokoll gemasse

3.10 Biochemische Nachweise

Als molekularer Marker fur Myokardhypertrophie sellder Gehalt vor- und aMHC
(myosin heavy chain) im infarzierten Myokardgewgleenessen werden. Normalerweise lasst
sich im adulten Mauseherz eine Pradominanz eMdilC gegentubeBMHC finden, die sich
aber bei Eintritt von Myokardhypertrophie bzw. Hasuffizienz zu Gunsten dé¥-Isoform
umdreht (JONES et al., 1996). Da wegen der gerifgengen eine direkte Messung der
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MCH Isoformen zu ungenau wére, wahlten wir einereide Methode bei der wir zunachst
RNA aus dem Gewebe extrahierten, anschlie3end MAcDmschrieben, um dann per Real
Time PCR eine Quantifizierung der im Gewebe engnghao- und BMHC mRNA’s zu

erhalten.

3.10.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Gewinnung erfolgte in mehreren Einzelsdbrit bestehend aus
Gewebehomogenisierung, Phasenseparation, RNA-Redzip, RNA-Waschung und RNA-
Rekonstruktion. Zuletzt wurde der RNA-Gehalt deslder photometrisch quantifiziert. Da bei
allen Schritten die Gefahr bestand, dass die RNAchdun der Umgebung vorhandene
RNAsen zersetzt wird, wurden nur direkt vorher &lataierte ReaktionsgefalRe benutzt und
statt des ublichen destillierten Wassers wurde Hylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser
verwendet, welches die Aktivitdt von RNAsen zerstor

Zunachst wurde von den entnommenen Herzen ein dfvéang schweres gefrorenes
Gewebestlck aus der Herzspitze mit einem lber NathiEPC-Reagenz inkubierten und
autoklavierten Homogenisierungsstab (Ultra TurréabSJanke&Kunkel-IKA Labortechnik,
Staufen, BRD) in 1ml Trizol-Reagenz (TRIzol®Reagenvitrogen, Karlsruhe, BRD) 30 bis
40 Sekunden lang homogenisiert und fur 5 min bainRamperatur inkubiert. Trizol, eine
Losung aus Phenol und Guanidinisothiocyanat, filalkei eine Auflosung von Zellwanden
und anderen zellularen Strukturen herbei, ohnedrdegritat der RNA zu beeinflussen. Fur
die Phasenseparation wurden R0@hloroform (Trichlormethan/Chloroform, Carl Roth,
Karlsruhe, BRD) zur Probe pipettiert, die Probedéir 15 Sekunden krafig geschuttelt, 2 bis 3
min inkubiert und dann Gber 15 min bei 10000 Umdrgfen pro Minute und 4°C
zentrifugiert (Zentrifuge, Biofuge fresco, Heraedanau, BRD). Chloroform trennt dabei die
Losung in eine wassrige und eine organische Pasenassrige Uberstand enthélt dabei die
Gesamt-RNA, Proteine finden sich in der untereranigchen Phase wahrend sich DNA und
zelllulare Bestandteile dazwischen ansammeln. Digsvige Uberstand wurde anschlieRend
abpipettiert und der Trennschritt mit Chloroform rder noch zweimal wiederholt. Fur die
RNA-Prazipitation wurde 0,5ml Isopropranolol (2-pranolol getrocknet, Merck, Darmstadt,
BRD) zur Probe gegeben, diese kurz hin- und hergevei Raumtemperatur fur 10 min
inkubiert und dann bei 10000 Umdrehungen pro Mirflitel0 min bei 4°C zentrifugiert.
Vom erhaltenen RNA-Pellet wurde der Uberstand ebitgj abgekippt und verworfen. Die
RNA-Waschung erfolgte mit 1ml 75% iger EtOH-DEPCsuag (Ethanol absolute, J.T.
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Baker, Mallinckrodt Baker, Griesheim, BRD), die zuellet dazugegeben wurde. Danach
erfolgte die Zentrifugation Uber 10 min bei 1300dlfehungen und 4°C. Nach Abkippen
und Verwerfen des Uberstandes wurde die Probe eimRemperatur fir 10-20 min
getrocknet. Die RNA-Rekonstruktion erfolgte anseRénd in 10 DEPC-HO.
Abschliel3end wurde der RNA-Gehalt der Probe migplstometrischer Messung (Ultrospec
3100 pro, Healthcare Europe, Minchen, BRD) quaneifi.

3.10.2 cDNA-Synthese

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase kann aus RN& dazu komplementare cDNA
hergestellt werden. Diese spezifische RNA-abhan@iyd\-Polymerase bendtigt hierzu als
Startpunkt einen Primer (kurzer, komplementarer EA#schnitt) um ausgehend von diesem
durch Anlagerung von Desoxynukleotiden den zur RK#mplementaren cDNA-Strang
zusammenzusetzen. Falls die cDNA aus der Gesamt-BiN& Gewebeprobe hergestellt
werden soll, so werden unspezifische Primer, meidigo-dT-Nukleotide (10-15
Desoxythymidine), die komplementar zum Poly-A-Schzvaler RNA sind, oder random
Hexamer-Oligonukleotide  (bestehend aus sechs  ufallzusammengesetzten
Oligonukleotiden) verwendet. Fur das Umschreibenerei bestimmten RNA werden
spezifische Primer eingesetzt.

Da bei jeder RNA-Isolation immer ein wenn auch geringer DNA Anteil in der Probe
verbleibt, der bei der nachfolgenden quantitatiReal-Time PCR zu einer Verféalschung der
Ergebnisse fuhren kann, setzen wir dem Schrittetggntlichen cDNA-Synthese den DNA-
Verdau mittels DNAse voraus. Pro Probe wurden hidgy RNA, 1ul 10xReaktion Puffer
(10xReaction Puffer, Sigma-Aldrich, Hamburg, BRDpulul DNAse | (Amplification Grade
DNAse |, Sigam-Aldrich, Hamburg, BRD) in ein RNABeies Reaktionsgefald (Eppendorf-
Cup, Eppendorf, Hamburg, BRD) gegeben und das Gémmst destillierten Wasser auf 0
aufgefullt. Anschlie3end wurden die Proben fir 16 bei Raumtemperatur inkubiert. Durch
darauffolgende Zugabe vomlIEDTA haltiger Stop-Solution (Stop-Solution, Sigalrich,
Hamburg, BRD) und 10 minutiger Inkubation bei 704Gf dem Warmeblock wurde die
DNAse | durch Chelatierung von Calcium- und Magaesonen inaktiviert und hitzebedingt
denaturiert. Zudem fuhrte das Aufheizen zu einardb@rierung sekundarer RNA-Strukturen,
welche bei der Reversen Transkription hinderlictusi

Fur die Herstellung der cDNA wurden zu der zuvorgkstellten 1{l DNAse-Lésung 4l
5xcDNA Synthese kit Puffer (iScript 5xcDNA Syntheki¢é Puffer, BioRad Laboratories,
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Minchen, BRD), welcher eine einheitliche Mischungs &ligo-dT und random primers
enthalt, sowie I Enzymmix (bestehend aus Reverser TranskriptaseRIMAse Inhibitor)
(iscript enzyme mixture, BioRad Laboratories, MigichBRD) und gl destillierten Wasser
hinzugefigt. Das Gemisch wurde dann in einer PCReliae (Mastercycler gradient,
Eppendorf, Hamburg, BRD) zuerst fur 5 min auf 25@armt, anschlieend 30 min bei
42°C inkubiert und dann fir 5 min auf 85°C erhi#&hschliel3end erfolgte eine Kihlung der
Proben auf 4°C.

3.9.3 Realtime-PCR

Die Realtime-PCR stellt, beruhend auf dem Prinzgr therkdbmmlichen Polymerase-
Kettenreaktion, eine Vervielfaltigungsmethode voitener DNA dar, wobei hier zusatzlich
eine gleichzeitige Quantifizierung der DNA moglict. Die PCR besteht grundsatzlich aus
einer Anzahl von ca. 25-50 Zyklen mit jeweils dianzelschritten: Zuerst erfolgt bei 94-96°C
durch Aufbrechen von WasserstoffbriickenbindungenDdinaturierung der doppelstréangigen
DNA in ihre beiden Einzelstrange. Durch Senkung B@emperatur auf 55-65°C wird eine
Hybridisierung der zugegebenen Primer an die vatéae DNA ermdglicht. Ein Vorgang der
auch als Primer-Annealing bezeichnet wird. Die Rrirantsprechen dabei dem 5- bzw. 3'-
Ende des zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitts. \thasen Startsequenzen ausgehend setzt
die DNA-Polymerase bei 68-72°C durch Verwendung dmzigemischten dNTPs
(Deoxyribonukleotidtriphosphate) einen zum bereitgrhandenen komplementaren
Einzelstrang zusammen. Insgesamt kommt es alschalbeeines Zyklus, bestehend aus
Denaturierung, Annealing und Elongation, zur Vemkpng des genetischen
Ausgangsmaterials und durch Durchlaufen mehrer&teryzur exponentiellen Vermehrung
der DNA-Ausgangsmenge.

Die Quantifizierung der DNA Menge bei der Realti€R wird mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen durchgefiihrt, die wiederum eine Verwegdyezifischer Sonden nétig machen.
Dazu gehoren u.a. sogenannte TagMan-Sonden, bedtetus einer zum untersuchenden
Zielgen komplementéaren Oligonukleotidsequenz mpdreerfluoreszenzfarbstoff am 5°- und
Quencherfarbstoff am 3 -Ende. Wird die Sonde duicht der Wellenlange 488nm angeregt,
so wird bei intakter Sonde die fluoreszierende Erors des Reporters durch den Quencher
mittels Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FREBIgrdriickt. Trifft die Tag-Polymerase
nun wahrend eines PCR-Zyklus auf die mit dem komplgaren DNA Strang hybridisierte
Sonde so baut sie aufgrund ihrer 5°-3 -Exonuklddsei@t das 5-Ende der Sonde ab.
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Dadurch kommt es zur rdumlichen Trennung zwischepoRer und Quencher und das

Fluoreszenzemissionsspektrum des Reporters karmeturgemessen werden.

N

T L. It i, I rfr e tr__rrr;
e e e e e e e e e

Abb. 8: Schematische Darstellung der Realtime-PCR mittedgjMan-Sonden. Der vorgegebene cDNA-
Doppelstrang wird zundchst denaturiert und in zémzelstrdnge aufgeteilt. Anschlielend erfolgt die
Anlagerung der Primer und der TagMan Sonde, welnine5 -Ende einen Reporter- und am 3'-Ende einen
Quencherfarbstoff tragt, an das Template. Bei betaligonukleotidsonde wird die Fluoreszenzemissies
Reporters durch den Quencher mittels FluoreszesniRaz-Energie-Transfer (FRET) unterdriickt. Fulet d
DNA-Polymerase bei der Elongation des DNA-Strargeginer Trennung von Reporter und Quencher ldeft d
Floureszenzemission des Reporters ungehindert@bamm durch Messung als MaR fur die amplifizi€@A-
Menge dienen. Nach Abschluss des Reaktionszykbgg tlie DNA erneut als Doppelstrang vor und kann im
darauffolgenden Zyklus erneut als Template verwengeden.
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Geht man von einer 100% Effizienz der PCR aus,®surt es parallel zum exponentiellen
Anstieg der DNA-Menge auch zur exponentiellen Zumalder Fluoreszenzsignalstarke. Der
Zyklus, bei der die Fluoreszenzsignalstarke ersgnakiber dem Wert der
Hintergrundfloureszenz ansteigt wird als sogenann@T-Wert (treshhold-Cycle =
Schwellenwertzyklus) angegeben. Dabei verhalt sldser umgekehrt proportional zum
Logarithmus an eingesetzter DNA. So entsprichtuameine Einheit geringerer CT-Wert der

doppelten Menge an Ausgangs-DNA, respektive RNAtBENnge.

&oag
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o 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 26 30 32 34 36 38 40 42
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Abb. 9: Beispielhafte Darstellung eines RT-PCR AmplifikateZyklus-Graphen. Das Fluoreszenzsignal der
unterschiedlichen Proben wird gemessen und gegerryliluszahl aufgetragen. Die Zykluszahl, bei das d
Signal erstmals das Grundrauschen, markiert duiehttdeshold-Schwelle, Uberschreitet, stellt den\EZdrt
dar. Dieser ist umso niedriger, je mehr DNA in deisgangsmenge vorhanden war. Im vorliegenden B#ispi
Uberschreiten die Kurven ganz links bereits naclzyiiden die Schwelle (CT-Wert =15) und enthielteanit

am meisten Ausgangs-DNA, wahrend die Kurve am ggcBildrand erst nach 37 Zyklen die Schwelle Glfértr
(CT-Wert = 37) und damit am wenigsten Ausgangs-Oi¢aessen hat.

Will man anstelle der relativen Vergleichswerte déT-Wert-Bestimmung absolute
Mengenangaben erhalten, so lasst sich dies errgichdem ein klonierter Standard mit
bekannter DNA Konzentration mehrfach verdinnt wikchd die CT-Werte der
Verdunnungsreihe zusatzlich zu denen der Proberden Real-Time PCR Reaktion
mitgemessen werden. Durch anschlieBendes Auftrdgerogarithmus der Ausgangsmenge
gegen den gemessenen CT-Wert fiur jede Probe dend&8theihe lasst sich eine
Standardkurve konstruieren, anhand derer fir jedeekannte Probe der Logarithmus der

Kopienzahl bestimmt werden kann.
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Abb. 10: Entsprechende Standardkurve mit Auftragung derekabnten Proben. Durch die Messung einer
Standardreihe mit bekannter Konzentration (hief, 10/, 1 usw.) kann aus den erhaltenen CT-Werten eine
Standardkurve erstellt werden, auf der dann dieekabnten Proben (Unknowns) anhand ihrer CT-Werte
eingeordnet werden kdnnen. Somit lassen sich dielaten Konzentrationswerte der unbekannten Preoban
der Kurve ablesen und eine quantitative Aussagé@magangs-DNA-Menge ist moglich.

Um eine hohere Vergleichbarkeit der einzelnen Enggsle zueinander zu erlangen, wird die
Expression eines Zielgens auf ein weiteres sogeesartiousekeeping-Gen bezogen, dessen
Expression proportional zur Gesamtgenexpressiogr &alle ist. Dieser Vorgang wird auch
Normalisierung der Expressionsergebnisse genanrdzuDwird der CT-Wert des
Referenzgens vom CT-Wert des zu untersuchenden &drisahiert bzw. bei Verwendung
einer Standardkurve die errechnete Kopienzahl detgehs durch die Kopienzahl der
internen Referenz dividiert. Der Vorteil dieseratelen Quantifizierung besteht darin, dass
man Ergebnisse erhalt, die unabhangig von der Gpsat@inproduktion der Zelle sind, und
die zudem eine niedrige Varianz aufweisen, da 8ktofen wie unterschiedliche RNA
Extraktionseffizienzen sowie Fehler bei der ReatRCR innerhalb einer experimentellen
Probe gleichermal3en das Zielgen als auch das Heegelk-Gen betreffen. GAPDH,
ribosomale Untereinheiten (18S und 28S), Ubiquidiston Untereinheiten un@tAktin sind
die dabei am meisten zur Normierung herangezogenesekeeping-Gene.

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Durchfihguder Realtime-PCR zunachst aus den
Ausgangsverdinnungen der klonierten Standards avonnd BMHC sowie 18S, welche
jeweils 2x18 Molekilefu enthielten, eine zehnfache Verdinnungsreihé, 1¢, 10/, 1¢,
10°, 10" erstellt. Jeweils [@ dieser Proben, sowie der Proben, die durch cDNA#Sse
gewonnen wurden, wurden mit je 1,2&BI Sondenmix (Murine myosin heavy chairbzw.

B (probe dye FAM) und Eukaryotic 18S rRNA endogencastrol (probe dye FAM) Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), 13J5TagMan universal PCR Master Mix kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) und 6u25destillierten Wasser versetzt und in

Dreifachbestimmung in die Vertiefungen einer PCRtel pipettiert. Durch Anzentrifugation
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mit 1500 Umdrehungen/min fir 10 Sekunden wurdemna in den Proben befindliche
Luftblasen entfernt. Die Realtime-PCR wurde daneimem iCycler (BIO-Rad Laboratories,
Munchen, BRD) mit folgendem Programm durchgefihrt:

1. 2 min bei 50°C

2. 10 min 95°C

3. 40-fache Wiederholung von 15 Sekunden 95°C und imscAluss 1 Minute 60°C

4. Belassen bei 15°C
Die nach Abschluss der Messungen erhaltenen CTéMetirden zunéchst hinsichtlich
etwaiger Ausrei3er untersucht, um dann den Mittedlwgeder Probe aus der
Dreifachbestimmung zu berechnen. Fir die relativar@fizierung wurden anschlie3end die
CT-Werte der 18S-Bestimmung jeweils von den CT-Wfertder a- und BMHC-
Bestimmungen abgezogen bzw. die anhand der Stdaaaed errechnete

Konzentrationswerte vom undpMHC durch die der 18S-Bestimmung geteilt.

3.11 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden als Mittelwert Standardfehler angegeben. Uberlebensraten wurdeh du
Anwendung eines Log Rang Tests verglichen. Absdlliteerschiede zwischen den Gruppen
wurden verglichen durch Verwendung eines Mann-Vyititest fir den Vergleich zweier
Gruppen und eines Wilcoxon Tests fur den Vergleigh zeitabhangigen Unterschieden. Als
signifikant wurden Ergebnisse bei zweiseitigers p,05 angenommen. Fur die statistische
Auswertung der Ergebnisse wurde das StatView 8taffsogramm (Abacus Concepts, Inc.,
Berkley, CA, USA) verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Intrakardiale Zellinjektion und Detektion méaicher Spenderzellen

Sechs Wochen nach intrakardialer Injektion von HKrenarkszellen mannlicher
Spenderméuse in weibliche Empfangertiere wurde efsitisemi-quantitativer PCR flr
Y-Chromosomen-spezifische Sequenzen das AusmaRZelktransplantation bestimmt.
Hierbei konnten bei 75% der weiblichen Empfangerseaim infarzierten Myokardgewebe
mannliche Donorzellen nachgewiesen werden, wahsarid im nicht-infarzierten Myokard
sowie im rechten Ventrikel keine Zellen detektieliesen.

Kontrolle Lin+ Lin-

YMT2/B —

Myogenin —

Abb.11: Reprasentativer Southern Blot. Genomische DNA veohten Ventrikel und infarzierten bzw. nicht
infarzierten Anteil des linken Ventrikels Linoder Liri behandelter Mause wurde nach Gewinnung und
Verarbeitung auf eine Zellulosemembran geblottean€ben dienten weibliche und mannliche genomische
DNA, hier in weiblicher DNA auf 1/500 verdinnt, ajsositiv und negativ Kontrolle. Der mannliche
Spenderzellanteil konnte durch semiquantitative P@Rer Verwendung Y-Chromosomen-spezifischer Rrime
(YMT 2/B) in Kombination mit Myogenin-spezifischétrimern als Normierungskontrolle, bestimmt werden.

Die Relation von Donor- zu Empfangerzelle lag dabeBereich von 1/100.000. Dies zeigt
eine, wenngleich nur in geringem Ausmal} stattgefoed erfolgreiche Ansiedelung der
Donorzellen im Myokardgewebe nach Zelltransplaotati
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4.2 Mortalitat

Die Uberlebensraten nach Koronarligation und ams@khder Injektion von unfraktionierten
Knochenmarkszellen, Lin oder Lin-Subpopulationen bzw. PBS unterschieden sich
zwischen den vier Gruppen an Tag 42 nicht signifik@llerdings zeigte sich ein leichter
Trend innerhadly  hit
Knochenmarkszellen sowie CkBubpopulation behandelten Mausen.

zur etwas besseren Uberlebensrate unfraktionierten

100 ¢ l
90 1
80 1 1
70 1 A—
60 1 ~—
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Abb. 12: Uberlebenskurven nach Koronarligation und nachfadge Injektion von unfraktionierten
Knochenmarkszellen, Lin oder Lin- Subpopulationen bzw. PBS. Es lieRen sich keingetdohiede im
postoperativen Uberleben zwischen den vier Grugpeannen.

4.3 InfarktgréRenbestimmung

Die Infarktgrof3e wurde nach sechs Wochen mittedsiptetrischer Messung PSR-gefarbter

Herzschnitte auf mittlerer Papillarebene gemessber Prozentteil des infarzierten
Myokardgewebes an nichtinfarzierten Myokardgewebmgte zwischen den mit PBS, BM

(Bone marrow, Knochenmark), Lirund Lin® behandelten MI Tieren keine statistisch
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signifikante Differenz und betrug fir die PBS-betheiten Mause 51.1 (£3.5), BM 55.6
(+6.4), Lin 57.8 (+3.8) und Lih56.7 (+3.2).

70

60 -
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50

40

30

Infarktgréf3e [%0]

20

10

MI PBS Ml BM MI Lin- MI Lin+

Abb. 13:Prozentualer Anteil der Infarktgrof3e am linken Wikel. Es ergibt sich kein signifikanter Untersetii
zwischen den mit PBS 51.1 (+3.5), BM 55.6 (+6.4h [57.8 (+3.8) und Lih56.7 (+3.2) behandelten M&ausen.

4.4 Korper- und Herzgewicht

Die Koérpergewichte zwischen den scheinoperiertemehi und den mit PBS, Knochenmarks-,
Lin™- oder Lin-Zellen behandelten Infarkttieren zeigten keinenigikanten Unterschiede.

Das Verhaltnis von linksventrikularem Gewicht zurgérgewicht sowie rechtsventrikuléarem
Gewicht zu Koérpergewicht stieg nach Infarkt sigkait an. Wahrend sich bei ersterem von
allen Zellpopulationen die Knochenmarkszellen alksam bezuglich der Reduktion dieses

Verhaltnisses zeigten, war dies bei letzterem &iind Zellpopulation ersichtlich.
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Sham MIPBS | MIBM | MILin® |MIlLin®
PBS
Korpergewicht [g] 22.2+0.723.1+0.4 | 24.2+0.622.7+0.4 | 23.1+0.6
LV- 3.5£0.% | 5.2+0.3t | 4.3£0.1*| 5.3+£0.2% | 5.0+0.2%
Gewicht/Korpergewicht
[mg/g]
RV- 0.9+0.1 | 1.5+0.1*| 1.840.211.6+0.1* | 1.5+0.1*
Gewicht/Korpergewicht
[mg/g]

Tabelle 1:Kdrpergewicht, linksventrikuldres und rechtsvdatliires Gewicht sowie deren Relationen. Die
Daten sind als Mittelwert+SD angegeben. LV=Linkeentfikel, RV=Rechter Ventrikel, ¥0.05 vs. Sham,
1p<0.05 vs. BM.

HH,
HH_,

Hi —+

LV-Gewicht/Koérpergewicht [mg/g]

Sham PBS MI PBS MI BM MI Lin- MI Lin+

Abb. 14: LV-Gewicht/Kérpergewicht [mg/g]. Es zeigt sich eimit *p<0.05 signifikanter Anstieg des
LV-Gewicht/Kdrpergewicht Verhaltnisses bei den hiattieren im Vergleich zu den Sham Mausen. Behargilu
mit BM-Zellen war von allen injizierten Zellpopuiahen als einzigstes in der Lage diese Relatioreduzieren.
1tp<0.05 vs. BM.
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4.5 BMHC/oMHC-EXxpression

BMHC- und aMHC-Expression wurden nach Organentnahme an Tagud2der Herzspitze
bestimmt und an der Expression von 18S normiert. dém Verhéaltnis vorpMHC- zu
aMHC-Expression konnte eine Aussage hinsichtlich kaydiale Hypertrophie gestellt
werden.fMHC- zu aMHC-Expression stieg nach Infarkt und PBS InjektionVergleich zu
scheinoperierten PBS-behandelten Mausen statistigaifikant an (2.8+0.5 vs. 0.3+0.2) und
konnte durch die Injektion von Knochenmarkszell@®£0.1), aber nicht durch Li(2.3+0.1)

oder Lin" (2.7+0.0) Zellinjektion gebessert werden.

w
>(.
—,

BMHC/aMHC-Expression
=
(0]

5
o L1

Sham PBS MI PBS MI BM MI Lin- MI Lin+

Abb. 15:MHC/aMHC-Expression. Der Unterschied zwischen Ml PB8£0.5) sowie MI Lin (2.3+0.1) zu
Sham PBS Méusen (0.3+0.2) ist mitfp05 signifikant. Signifikanz mit 0,05 ergibt sich ebenso zwischen
MI PBS (2.8+0.5) und Ml BM Mausen (0.8+0.1).
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4.6 Echokardiographische Messungen

Nach der initialen Echokardiographie zum Zeitpudktr Randomisierung an Tag 1 nach
Infarktchirurgie dienten die weiteren Untersuchunge Tag 21 und 42 zur Verifizierung des
Ausmalies linksventrikularen Remodelings. Wie emtazeigten die infarzierten Ventrikel
eine progressive Dilatation mit signifikant grof3er@SA und EDA sowie Durchmessern
sechs Wochen nach Myokardinfarkt. Wahrend sichiddre Behandlung der Infarkttiere mit
Lin*- oder Lid-Zellen, im Vergleich zu PBS behandelten Tieremkdiventrikulares

Remodeling nicht verhindern liel3, konnte durch Ktign von Knochenmarkszellen eine
vergleichsweise verminderte linksventrikulare Catadn beobachtet werden. Dies war vor

allem in Hohe der mittleren Papillarebene ersichtli
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Abb. 16:Echokardiographisch auf Papillarebene gemessek&vintrikulare endsystolische und enddiastolische
Flache an Tag 1 und 42. Es zeigt sich eine sigmifik Dilatation nach Myokardinfarkt (<p,05,tt p<0,01 Tag

1 versus Tag 42). Die Behandlung mit Knochenmatlaz@ach Myokardinfarkt fihrte im Gegensatz zu'Lin
oder Lin-Zellinjektion zu einer Verbesserung linksventriagr Dilatation im Vergleich zu PBS behandelten
Mausen (*g0,05).
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M M M M

PBS BM Lin Lin*
n 13 9 12 11
Herzfrequenz| 521+16 547+13 546%13 577+14
(bpm)
Papillar
ESA[mm?] 20.1+2.8 15.6+1.8 23.7+2.2 20.1+2.2
EDA [mm?3] | 24.4+2.7 21.1+1.7 27.6+3.1 24.8+2.3
ESD[mm] 5.6+0.3 5.1+0.3 5.8+0.3 5.6+0.4
EDD [mm] 6.2+0.3 5.9+0.2 6.4+0.3 6.2+0.4
2D FS[%] 20.2+2.3 28.6+£3.6 27.0+4.9 23.9+3.3
Apikal
ESA[mm] 21.6+2.8 20.7+2.4 25.8+3.0 23.3+2.3
EDA [mm?] 24.7+2.6 24.5+2.4 29.8+3.2 26.6+2.2
ESD[mm] 5.5+0.4 5.5+0.4 6.0+0.4 5.4+0.4
EDD [mm] 5.9+0.3 6.0+0.3 6.4+0.4 6.0+0.4
2D FS[%] 15.5£3.5 19.7£3.4 17.1+3.4 13.3+1.8

Tabelle 2:Echokardiographiemessungen an Tag 42: Die Datehas Mittelwert+Standardfehler angegeben.
n stellt die Anzahl der Tiere in der Studie dar.A=D enddiastolische Flache, ESA = Endsystoliscléelié, FS

= Verkurzungsfraktion, EDD = Enddiastolischer Durasser, ESD = Endsystolischer Durchmesser, 2D =
Zweidimensionalf 0,05 vs. BM.

So war von allen Zellbehandlungen lediglich dieektion von Knochenmarkszellen in der

Lage linksventrikulares Remodeling nach Myokardikifau verbessern.

4.7 Zytokinsekretion

Nach 24 Stunden Inkubation wurden die Zytokinkomzgionen in den Kulturmedien von
Knochenmarks-, Lihund Lin Zellen sowie Medium ohne Zellzusatz bestimmt. ViéabrIL-
1B, IL-2, IL-3, IL-5, IL-10, IL-17, MIP-1n, RANTES, KC und TNFe von allen Zellen in
gleicher Menge produziert wurde, zeigten sich ke dytokinlevels von IL-&, IL-4, IL-6,
IL-12, GM-CSF und

IFNy  signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
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Zellpopulationen. Uberstande von Knochenmarks- ddai-Zellen enthielten signifikant
mehr IL-do, IL-4, IL-6, IL-12, GM-CSF und IFN¢ als Medium allein oder Uberstande von
Lin*-Zellen. Die Zytokinkonzentrationen von Medium urid™-Zellen unterschieden sich bis
auf IL-12, was von den LinZellen signifikant mehr produziert wurde, nichis¢iesamt zeigt
sich hiermit, dass die verschiedenen Knochenmagkdptionen diverse Zytokine in

unterschiedlicher Menge produzieren.

3,5 3,5
3 B 34
2,5 2,5+
= * —
= =
\g 2 — %’ 2
k=™ 2
3 15+ < 15 —
= =
Tl = 1 * —
0,5 — 0,5+
+
0 = 04+——= [
Medium BM Lin+ Lin- Medium BM Lin+ Lin-
60 14
12 T
50
*
10 +
__ 40 —
E £ s _
g 30 2
© * N 6 *
= 2o —— =
4 I
* 1
10 A 24
0 ﬁ 0 ﬁ
Medium BM Lin+ Lin- Medium BM Lin+ Lin-
4 2,5
3,5 =
2 m
3
= * It -
E 55 =
> < £ 1,5
2 ‘|’ >
T — k=t
8 * - > 1
2' 1,5 | i _|_
O] 1]
05+ l =
0,5+
0 0
Medium BM Lin+ Lin- Medium BM Lin+ Lin-

Abb. 17:1L-1a, IL-4, IL-6, IL-12, GM-CSF, IFNy Konzentrationen in den Kulturmedien von Knocherksaar
Lin*- und Lin-Zellen sowie Medium ohne Zellzusatz. Art und AuSmder sezernierten Zytokine variierte
zwischen den verschiedenen Zelllinien.

* p<0,05 vs. Medium,+p< 0,05 vs. BM; 0,05 vs. Lid.
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Ende der neunziger Jahre wurden erstmals Studibhzijgut, die behaupteten, dass adulte
Knochenmarksstammzellen in der Lage sind Zelltigrenzen zu tUberwinden und sich in
Zellen nichtverwandten Gewebes zu differenzierera3&s Aufsehen rief 2001 die Studie
von Orlic et al. hervor, die in groRem Ausmal’ vonee Transdifferenzierung unreifer
Knochenmarkszellen in funktionsfahiges Herzmusketdee sprach (ORLIC et al., 2001a).
Hierbei wurden Lin c-kit" primitive Knochenmarkszellen isoliert und anso®éad in die
Randzone infarzierter Mauseherzen injiziert. Nalgg@od wurde von einer massiven
Regeneration von 60% des infarzierten VentrikelschiiNeubildung von Kardiomyozyten
und endothelialen Zellen berichtet. Bei gleicheeiti verbesserten kardialen
Funktionsparametern sahen die Autoren in der Appibk von Knochenmarksstammzellen
nach Myokardinfarkt eine Moglichkeit das kurz- uiadgfristige Ergebnis von ischamischer
Kardiomyopathie zu verbessern. Noch naher an drmskhe Realitat sollte eine weitere
Studie derselben Autoren an Mausen fuihren, welcinehdmobilisierte Knochenmarkszellen,
hervorgerufen durch Verwendung von Stammzellfak®CF) und Granulozyten-Kolonie-
stimulierenden Faktor (G-CSF), von einer ausgiabigegeneration des infarzierten Herzens
sowie funktionellen Verbesserung berichteten (ORktGl. 2001b). Jedoch kann bei dieser
Studienform Uber die Herkunft der Zellen, die furardale Struktur- und
Funktionsverbesserung verantwortlich  sind, gesfritt werden, da durch die
Zytokinbehandlung auch eine Aktivierung residiem#ardialer Stammzellen denkbar ist,
welche dann zu den beobachteten Ergebnissen gdfatign. Jackson et al., die in ihrer
Studie SP-Zellen aus dem Knochenmark isolierteasaliZellen letal bestrahlten Mausen
transplantierten und nachfolgend einer Herzischatareh koronarer Occlusion/Reperfusion
zufuihrten, konnten eine Migration dieser Zellpopiola ins ischamische Myokardgewebe
beobachten, wo eine Transdifferenzierung in Kargiomyten und Endothelzellen stattfand
(JACKSON et al., 2001). Im Vergleich zu Orlic et aar allerdings das Ausmald der
Beteiligung der Knochenmarksstammzellen an deri&i@m Regeneration mit 0,02% neu
gebildeter Kardiomyozyten bzw. 3% neu gebildetefaGstrukturen sehr gering. Zudem
konnte eine geringgradige Kontamination der injige Zellen mit nichthamatopoietischen
Stammzellen, die moglicherweise fir das beobacHeegebnis verantwortlich sind, nicht
endgultig ausgeschlossen werden.

Ob solche Transdifferenzierungsvorgdnge auch anmsohdéinhen Herzen vonstatten gehen,

wurde anhand von menschlichen Herztransplantaterautht, wo eine Frau als Spender fur
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einen Mann fungierte. Durch den Nachweis des Y-@lmsoms in den Transplantatherzen
sollten mannliche Zellen detektiert werden, welebe extrakardialen Progenitorzellen des
Empfangers abstammen. Mehrere Gruppen haben higekeigt, dass nach Transplantation
eine Repopulation mannlicher extrakardialer Pragerellen ins Spenderherz stattfindet,
welche sich nachfolgend in die Zellkomponenten robklshen Myokardgewebes
differenzieren (LAFLAMME et al., 2002; QUAINI et al 2002). Das Ausmal} des
beobachteten kardialen Chimerismus variiert jed@cheblich untereinander. Wéahrend
Laflamme et al. im Schnitt lediglich 0,04% der Karmdyozyten mannlichen Ursprungs
zuordnete, waren dies bei Quiani et al. 18% del. Marantwortlich flr diese erhebliche
Varianz der Ergebnisse konnten die unterschiediicEeitintervalle der beiden Studien
zwischen Transplantation und Tod des Empfangens daiin Regionen akuter Abstof3ung die
grosste Anzahl Y-positiver Kardiomyozyten zu findsh(LAFLAMME et al., 2002).

Mit der Hoffnung durch Anwendung von Knochenmaréssinzellen nach Myokardinfarkt
eine neue und erstmals kurative Therapiestrategi€iermodell gefunden zu haben, wurden
mehrere klinische Studien durchgefuhrt, mit dem| Zénlich positive Effekte beim
Menschen beobachten zu kdnnen. In der Tat konntenR&PAIR-AMI (Reinfusion of
Enriched Progenitor Cells and Infarct RemodelingAsute Myocardial Infarction) und die
TOPCARE-AMI (Transplantation Of Progenitor Cells dAiRegeneration Enhancement in
Acute Myocardial Infarction) Studien sowie die Sadon Strauer et al. nicht nur die
Durchfuhrbarkeit und Sicherheit einer solchen Weation, sondern auch geringgradige aber
signifikante Verbesserungen der Herzfunktion, gesmesunter anderem in einem bis zu
10%igen Anstieg der Ejektionsfraktion, nachweiseeBCKHACHINGER et al., 2006a;
SCHACHINGER et al., 2006b; STRAUER et al., 2002p @ie beobachteten Ergebnisse
allerdings auf einer Transdifferenzierung extrakadest Progenitorzellen in funktionelles
Myokardgewebe beruhen ist dufRerst fraglich, datrachetzt eine Reihe experimenteller
Studien am Tiermodell die Plastizitdit hamatopiéiesc Stammzellen und damit deren
Potential zur Regeneration von Myokardgewebe imgé&rstellen (WAGERS et al., 2002;
BALSAM et al., 2004; MURRY et al., 2004; DETEN dt,&2004). Murry et al. stellte nach
Injektion von Lirn c-kit™ Knochenmarkszellen nach Myokardinfarkt (die selbe
Knochenmarkssubpopulation, die auch Orlic et al.s&iner Studie verwendete) keine
Differenzierung in Herzmuskelzellen fest, eine Badiiung die von Balsam et al. bestatigt
wurde, der nach Injektion lediglich einen reiferulezytaren Phanotyp (vornehmlich
Granulozyten) im Myokardgewebe auffinden konnte.giéy et al. erweiterte diese

Beobachtungen dadurch, dass er zeigten konnte nuasisierte Knochenmarksstammzellen
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in den Randzonen des Myokardinfarkts mit endogekardiomyozyten fusionieren, aber
keine Transdifferenzierungsfahigkeit besitzen (NYEBDRet al., 2004). Nachfolgend brachten
auch einige Kklinische Analysen wie die STEMI (SB¥#tion Myocardial Infarction) und die
ASTAMI (Autologous Stem Cell Transplantation in AeuMyocardial Infarction) Studien
keine Verbesserung der globalen kardialen Funktiglurch Applikation von
Knochenmarksstammzellen nach Myokardinfarkt he(UBINSSENS et al., 2006; LUNDE et
al., 2005; LUNDE et al., 2006).

Insgesamt ist somit weiterhin neben der Frage thstiRitat von Knochenmarksstammzellen
deren Einflussvermégen auf RemodelingvorgangattigirDa zudem weiterhin nach dem
geeignetsten Zelltyp fur solche Fragestellungeruggswird, wurden in dieser Arbeit die
Wirkungen von drei verschiedenen Knochenmarkspdipuaen (unfraktionierte
Knochenmarkszellen, Lin bzw. Lin"-Subpopulationen) auf das ventrikulare Remodeling
untersucht. Hierbei konnte durch Injektion von akfronierten Knochenmarkszellen, aber
nicht durch Lin- oder Lin-Zellinjektion, eine Verbesserung linksventrikid&aHypertrophie
und eine Abschwachung linksventrikularer Dilatatio@obachtet werden (FRANTZ et al.,
2008). Diese Ergebnisse korrelieren sehr gut zermeer klinischen Studie von Assmus et al.
(ASSMUS et al., 2006). In dieser randomisiert-kolirten Studie erhielten 75 Patienten mit
Zustand nach Myokardinfarkt und stabiler ischameschlerzerkrankung, entweder keine
Zellinfusion, Infusion mit zirkulierenden Vorlautegllen oder Infusion von unfraktionierten
Knochenmarkszellen in die Koronararterie, welche fiie Versorgung des meist
dyskinetischen linksventrikularen Areals zustandsgy Hier zeigte sich, dass lediglich
Patienten, welche der Infusion von Knochenmarkemellugefihrt wurden, eine moderate
aber signifikante Verbesserung linksventrikulargrkEonsfraktion aufwiesen.

Worauf beruhen die unterschiedlichen Effekte dessl@edenen Zelllinien? Bei der geringen
Ansiedelungsrate von  donorspezifischen  Knochenmalen im  infarzierten
Myokardgewebe, welche in unserer Studie lediglithBereich von 1/100000 lag, scheint
eine direkte Verbesserung der kardialen Funktiomies&influssnahme auf linksventrikulare
Remodelingvorgange beruhend auf einer Neubildung Mardiomyozyten, sei es durch
Transdifferenzierung oder Zellfusion, eher unwahesalich. Vielmehr rickt eine neue
Hypothese in den Mittelpunkt des Interesses: rdplantierten Stammzellen setzen l6sliche
Faktoren wie Zytokine und Wachstumsfaktoren frag duf parakrine Art und Weise
Remodelingvorgange  modifizieren, indem sie Einflusauf  Zytoprotektion,
Neovaskularisierung und indirekte kardiale Regaimmranehmen. Uemura et al. beleuchteten

die Potenz parakriner Faktoren, sezerniert von Kanmarksstammzellen, linksventrikulére

40



5. Diskussion

Remodelingvorgange abzuschwachen (UEMURA et abD06Q2 Hierbei konnten
Knochenmarksstammzellen, nach in vitro Prakondigémmg unter hypoxischen
Bedingungen, effektiver linksventrikulare Dilatatioabwenden und linksventrikulare
Ejektionsfraktion verbessern, als nicht konditiotéeZellen. Verantwortlich daftr scheint
eine  Hochregulierung verschiedenster Zytokine, Ngagnsfaktoren und insbesondere
antiapoptotischer Proteine zu sein, die auf pamaekwirkungsweise den Zelluntergang von
Kardiomyozyten in der Randzone des Infarkts unterkin. Takahashi et al. zeigte, dass
allein durch die Injektion des zellfreien Uberstasd gewonnen aus Kultur von
Knochenmarkszellen, in akut infarzierte Rattenhereen Anstieg der Kappilardichte, ein
Ruckgang der Infarktgrof3e sowie eine VerbesserwrgHerzfunktion zu beobachten sei
(TAKAHASHI et al., 2006). Ein Ergebniss, was ebemrssd die Freisetzung verschiedenster
Zytokine zuriickzufiihren ist, und sich wie bei Uemnat al. durch Hypoxie weiter verstarken
lasst. Gnecchi et al. lieferte weitere Daten zutestlitzung dieser parakrinen Hypothese:
Der zellfreie Uberstand von mesenchymalen Stamindtiren, insbesondere solchen,
welche vorheriger Hypoxie ausgesetzt wurden, Ul protektive Wirkung auf ischdmisches
Herzmuskelgewebe aus (GNECCHI et al., 2005). Umpdieakrinen Wirkungsweisen von
Knochenmarkszellen weiter aufzuschlisseln fuhrteninwitro Messungen von bestimmten
Zytokinkonzentrationen in  den  Uberstanden der \eesienen  kultivierten
Knochenmarkszellpopulationen durch. Wir fanden beerkein klares Muster in der
Zytokinregulation in vitro. Wéahrend einige Zytokineie TNF und Chemokine, keinerlei
Regulation unterlagen, wurden andere Zytokine degeborenen als auch der adaptiven
Immunantwort wie Il-&, 1l-4, IL-6, 1I-12 und IFNy hochreguliert (FRANTZ et al., 2008).
Die Rolle von Il-&n, II-4, IL-6, 1I-12 und IFNy bezuglich ihrer Einflussnahme auf
Infarktheilung und linksventrikularen Remodelingpessen ist gegenwartig unklar,
wenngleich man weil3, dass all diese Zytokine nagloKdrdinfarkt hochreguliert werden.
Dagegen existieren zu den Zytokinen GM-CSF und Im6éhrere Studien. IL-6 spielt
hauptsachlich in der Frihphase nach Myokardinfaik¢ Rolle, in der es Uber die Induktion
von Oberflachenadhasionsmolekilen auf Myozyten machfolgende Neutrophileninvasion
(KUKIELKA et al., 1995) die Resorption von nekratien Gewebe beschleunigt und zur
Wundheilung beitragt (DETEN et al., 2002). Auf dederen Seite erfillt es langfristig keine
zentrale Funktion in der Steuerung linksventriketdRemodelingprozesse (DETEN et al.,
2002), was in der Studie von Fuchs et al. an eweegleichenden Untersuchung von II-6
knockout Mausen und Wildtyp-Mausen nach Infarktiktcan beleuchtet wurde, wo sich die

beiden Mausetypen hinsichtlich Mortalitatsratennk$iventrikularer Dilatation und
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Hypertrophie nicht unterschieden (FUCHS et al.,30Wber die Effekte, die GM-CSF auf
das ischamische Myokard ausubt, herrschen divemgier Meinungen. Wahrend unter den
Autoren Einigkeit tber die Potenz von GM-CSF best¥brlauferzellen des Knochenmarks
in die periphere Zirkulation zu mobilisieren, gdfavacic et al. davon aus, dass GM-CSF
multiple direkte und indirekte positive kardiovakine Effekte besitzt, die neben einer
Neovaskularisation des ischdmischen Myokards aunk &eduktion des myokardialen
Schadens nach Infarkt inkludieren (KOVACIC et 2D07). Dies soll vor allem tber direkte
protektive Wirkung von GM-CSF auf das umliegende okbrdgewebe bewerkstelligt
werden. Auf der anderen Seite spricht Maekawa .eG®I-CSF negative Einflisse auf das
linksventrikulare Remodeling nach akutem Myokardikf zu (MAEKAWA et al., 2004)
Hierbei konnte durch Induktion von GM-CSF eine hkfaxpansion in Assoziation mir einer
inadaquaten Kollagenablagerung beobachtet werderelches letztlich in einer
verschlechterten kardialen Funktion miindete.

Letztlich muss man feststellen, dass unsere zelitypezifischen Effekte sich nicht durch die
Hoch- oder Runterregulierung eines einzelnen Zylarklaren lassen. Vielmehr scheint ein
komplexes Expressionsmuster der verschiedenen ifgtaind Wachstumsfaktoren, abhangig
von der jeweiligen Zellpopulation, zu existieremelches durch wechselseitige Interaktion
untereinander Einfluss auf die Remodelingprozessech n Myokardinfarkt ausibt.
Insbesondere das Expressionsmuster der unfraktieni&nochenmarkszellen scheint dabei
in der Lage zu sein das linksventikulare Remodaijingstig zu beeinflussen. Allerdings muss
man einraumen, dass unsere in vitro Zytokinmessusgeh nicht eins zu eins auf in vivo
Bedingungen ubertragen lassen kdnnen.

Da immer noch der endgultige Beweis einer myok#edi&Regeneration durch die Injektion
von Vorlauferzellen ausgeblieben ist, postuliertalMét al., dass die positiven Effekte, die
unter Zellinjektion zu beobachten sind, allein passNatur sind, und hierbei vornehmlich
auf Veranderungen linksventrikularer Geometrie beru In der Tat konnte durch Injektion
von nicht-kontraktilen Material eine Verbesserumgkdventrikularer Remodelingprozesse
nach Myokardinfarkt beobachtet werden (WALL et @8D06). Dennoch sprechen die Daten
der vorliegenden Arbeit klar gegen die Behauptuags unabhéngig von injizierten Material
die gleichen Ergebnisse zu finden sind, da diecgieinjektionsmenge verschiedener Zellen
verschiedene Effekte auf das linksventrikulare Reéefing hatte.

Insgesamt wurde in der vorliegenden Arbeit gezaigiss durch die Transplantation von
unterschiedlichen Knochenmarkszellsubpopulationeterachiedliche Resultate hinsichtlich

des Ausmaldes linksventrikularen Remodelings naclokisiylinfarkt erzielen lassen. Dass
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5. Diskussion

dieser Prozess sich einzig und allein durch die aBdlung mit unfraktionierten

Knochenmarkszellen bremsen liel3, fihren wir aubikrame Zytokineinflisse zuriick, da die
Zytokinexpressionslevel der verschiedenen Zellpagamen in vitro teils erheblich

divergierten. Letzlich wird somit auch eindruckdvdle Komplexitat der Interaktion von

Knochenmarkszellen mit ischamischen Myokardgewedrdeautlicht und es werden weitere
Untersuchungen nétig sein, um den genauen Wirknmesinais zu identifizieren, welcher far
die positive Einflussnahme auf das linksventrikell&emodeling verantwortlich ist. Sollte
dies gelingen, ist auch ein therapeutischer Einsabn Knochenmarkszellen nach
Myokardinfarkt denkbar.
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6. Zusammenfassung

Der unbefriedigende Erfolg heutiger Standardthemamur Reduktion von Morbiditat und
Mortalitat der ischdmisch bedingten Herzinsuffizdmeruht zum Teil darauf, dass es sich
hierbei nicht um einen kausalen Behandlungsansaiddit. Bei Knochenmarksstammzellen
hingegen hat man aufgrund ihrer Charakteristika de¢lonalitat, unbegrenzten
Selbsterneuerung und Differenzierungsfahigkeit Haffnung den ursachlichen Prozess der
Erkrankung, den progressiven Untergang von funkllen Herzmuskelzellen, positiv
beeinflussen zu kénnen und somit eine Verbessewartjaler Funktion nach Myokardinfarkt
zu erzielen. Um die Rolle und das Potential veestdmer Knochenmarkszellpopulationen auf
das linksventrikuldre Remodeling nach Myokardinfank untersuchen, wurde auf das Maus-
Infarkt-Modell zuriickgegriffen. Nach experimentefieMyokardinfarkt durch Ligation der
vorderen absteigenden Koronararterie erfolgte esawelie intramyokardiale Injektion von
unfraktionierten Knochenmarkszellen oder einer Wirlaufer- (Lin) bzw. reifen (Lif)
Zellen angereicherten Knochenmarkszellsubpopulat@ogleich mit keiner Zellpopulation
entscheidend Einfluss auf Uberlebensrate und ItfaiRe genommen werden konnte, zeigte
sich eine signifikante Verbesserung des linksvkal@iren Remodelings nach Injektion von
unfraktionierten Knochenmarkszellen, welche hingederch Behandlung mit Liroder Lin
Zellen ausblieb. Gemessen wurde dies einerseits raafekularer Ebene, wo der
linksventrikulare Hypertrophiemarker, bestehend @islC/aMHC-Ratio signifikant gesenkt
werden konnte, andererseits auf echokardiograpdiisEiibene, wo sich eine signifikante
Verminderung linksventrikularer Dilatation nachwesis lieR. Da sich die untersuchten
Zellpopulationen hinsichtlich in vitro gemessengtakinexpressionslevel teilweise erheblich
unterschieden, missen die beobachteten ResultatBugammenhang mit stattgefundener
parakrine Zytokinsekretion gesehen werden.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass sich dig Behandlung mit unfraktionierten
Knochenmarkszellen, hingegen nicht mit Linoder Lini  angereicherten
Knochenmarkszellsubpopulationen, eine partiellebesserung kardialer Remodeling- und
Funktionsprozesse nach Myokardinfarkt am Mausmoeielen liel3, die womadglich auf

parakrinen Zytokineffekten beruhen.
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