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1.EINLEITUNG 

1.1 Myokardinfarkt 

1.1.1. Epidemiologie 

In Deutschland, sowie dem gesamten westeuropäischen Raum stehen Erkrankungen 

des Herz-Kreislaufsystems schon seit vielen Jahren an erster Stelle der 

Todesursachenstatistik. Laut Statistischem Bundesamt erlag 2010 fast jeder zweite 

Verstorbene einer Erkrankung des Kreislaufsystems (41,1%). 

Die wichtigste spezifische Todesursachengruppe war dabei die der ischämischen 

Herzkrankheiten (133 126 Sterbefälle), darunter insbesondere der akute sowie der 

rezidivierende Myokardinfarkt mit insgesamt 59 107 Fällen (62 670 im Vorjahr) (1). 

 

1.1.2.Pathophysiologie 

Beim Myokardinfarkt handelt es sich um eine Akutkomplikation der Koronaren 

Herzerkrankung (KHK), die definiert ist als die Manifestation der Atherosklerose in 

den Herzkranzarterien. Die wichtigsten Risikofaktoren hierfür sind Diabetes mellitus, 

Rauchen, arterieller Hypertonus und Hypercholesterinämie/-triglyceridämie. Der 

pathologische Prozess verläuft so, dass sich über Jahre hinweg Lipide in die 

Gefäßwand einlagern und  hierdurch eine entzündliche Reaktion hervorrufen, was 

zur Adhäsion von Monozyten und T-Lymphozyten führt und (2,3) außerdem die 

glatten Muskelzellen der Intima dazu animiert Kollagen zu produzieren. Im Folgenden 

kommt es dann zur Fibrosierung der Plaques und über kurz oder lang zu einer 

Einengung des Gefäßlumens (4,5,6). Aus Ablagerungen von Plaques an der 

Koronargefäßwand resultiert eine Einengung des Lumens, plötzliche 

Kraftanstrengungen oder Stresssituationen mit stärkeren Blutdruckschwankungen 

können dann auslösende Faktoren für eine Plaqueruptur mit thrombotischem 

Komplettverschluss sein (siehe Abb.1). Eine ausreichende Blut- und damit 
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Sauerstoffversorgung ist so nicht mehr gewährleistet, das betroffene Herzareal wird 

hypoxisch, es kommt zu einer ischämischen Myokardnekrose. 

 

 

 

Abb.1  Schematische Darstellung eines Herzens mit Verschluß der linken Koronararterie (6b) 

 

Hieraus resultiert der Umbau des linken Ventrikels, das Remodelling, gekennzeichnet 

durch Expansion und bindegewebige Vernarbung des Infarktgebietes, sowie  

aneurysmatische Wanddilatation der linken Kammer (7). Eine weitere Reaktion ist die 

Neoangiogenese in der Infarktnarbe, die jedoch unter physiologischen Bedingungen 

nicht ausgeprägt genug ist um den Sauer-und Nährstoffmangel zu kompensieren. 

Die schnelle Reperfusion der verschlossenen Arterie reduziert die Frühmortalität des 

akuten Myokardinfarktes signifikant und verbessert die Langzeitprognose des 

Patienten. „State-of-the-Art“ ist die akute perkutane Koronarintervention PTCA  

(Perkutane transluminale coronare Angioplastie) mittels Ballondilatation sowie 

gegebenenfalls die Einlage eines Stents (PCI) je nach Symptomatik mit oder ohne 

vorrausgegangener intravenöser Fibrinolyse (siehe Abb.2). 
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Abb 2. Koronararterie vor (links) und nach (rechts) Wiedereröffnung mittels PTCA(7b) 

 

Doch auch trotz rascher Wiederherstellung des Blutflusses und medikamentöser 

Langzeitprophylaxe mit ASS, ACE-Inhibitoren, Betablockern oder CSE-Hemmern, 

entwickelt sich auf Grund der o.g. Prozesse nicht selten eine Herzinsuffizienz (8). Die 

terminale Herzinsuffizienz (NYHA IV) ist bestmöglich nur mittels einer 

Herztransplantation therapierbar, wobei die Zahl der Spenderherzen zwar stetig 

steigt, aber immer noch sehr limitiert ist (9). Deshalb liegt die Vision der Kardiologie 

in einer Kausalbehandlung mit der das Remodelling langfristig vermieden oder 

reversibel gemacht werden kann. Eine Therapieoption hierfür könnte die myokardiale 

Stammzelltherapie sein. 

 

1.2. Stammzelltherapie bei Myokardinfarkt 

Als Stammzellen werden physiologische Zellpopulationen bezeichnet, die in der Lage 

sind, sich in unterschiedliche Zelltypen/ Gewebe auszudifferenzieren. Sie werden 

unterteilt in zwei Gruppen, die embryonalen und die adulten Stammzellen. 

 

1.2.1. Embryonale Stammzellen 

Unter embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) versteht man pluripotente Zelllinien, die 

aus der inneren Zellmasse der Blastozyste gewonnen werden. Sie sind in der Lage 

sich in vivo sowie in vitro in Zellen aller drei Keimblätter, also Entoderm, Ektoderm 
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und Mesoderm, zu differenzieren. Da sie sich in vitro in einem ständigen Prozess der 

Selbsterneuerung und Proliferation befinden, können Zellen aller 

Entwicklungsstadien generiert werden, d.h., bezogen auf Kardiomyozyten, sogar 

spontan kontrahierende Herzmuskelzellen (10,11). Humane ES-Zellen, die aus 

Embryonen gewonnen werden, die durch In-vitro-Fertilisation entstanden und  nicht 

mehr für Fortplanzungszwecke in Gebrauch sind, wurden erstmals 1998 von James 

Thomson etabliert (12). Hinsichtlich einer klinischen Anwendung zeigen sich auf 

Grund von Teratogenität und immunologisch bedingten Abstoßungsreaktionen 

Probleme (13). Weiterhin unterliegt die Arbeit mit ES-Zellen aus ethischen Gründen 

starken Limitationen. In Deutschland ist es verboten menschliche Embryonen 

herzustellen, zu klonen oder zu zerstören (14). Bis vor kurzem war lediglich die 

Forschung an aus dem Ausland importierten ES-Zellen die vor dem 1.1.02 gewonnen 

wurden legal. Im April 2008 wurde nun die umstrittene Lockerung des 

Stammzellgesetzes durch den Bundestag beschlossen und der Stichtag für den 

Import  auf den 1. Mai 2007 verschoben (15). 

 

 

Abb. 3 Potenzielle Quellen zur Stammzellgewinnung für die kardiale Regeneration  (16) 
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1.2.2.  Adulte Stammzellen 

Adulte (oder somatische) Stammzellen bilden über die gesamte Lebensdauer des 

jeweiligen Organismus hinweg neue, spezialisierte Zellen. Als wichtigste Quelle gilt 

das Knochenmark, das verschiedene Subtypen von Progenitorzellen wie die 

hämatopoetischen Stammzellen (HSCs), die sog. „Side Population“ (17), 

mesenchymale Stammzellen (MSCs) (18) und multipotente adulte Progenitorzellen 

(MAPCs), eine Subpopulation der mesenchymalen Stammzellen (19) enthält. Für die 

Therapie der ischämischen Herzkrankheiten von Bedeutung sind ebenso 

endotheliale Progenitorzellen (EPCs), umbilikale somatische Stammzellen (USSCs) 

(20), skelettale Myofibroblasten (21, 22) und ortsständige kardiale Stammzellen 

(CSCs) (23) (siehe Abb.4). 

 

Zelltyp Quelle Charakteristika Literatur 

 

Hämatopoetische 

Stammzellen (HSCs) 

 

Knochenmark 

 

CD34+, CD 45+, 
CD133+, c-kit+, sca-1+, 

Lin- 

(16) 

Side Population (SP) Knochenmark Ausschleusen des 
Farbstoffes Hoechst 

33342 über den 
Transportkanal ABCG2 

(24) 

 

Mesenchymale 

Stammzellen (MSCs) 

 

Knochenmark Auf Fibronectin 
adhärente, nicht 
hämätopoetische 
Stromazellen des 
Knochenmarks 

CD44+, CD90+, CD105+, 
Stro-1+, CD34-,CD45-, 

CD133- 

(18) 

Multipotente adulte 

Progenitorzellen 

(MAPCs) 

 

Knochenmark Subtyp der MSCs 
Differenzierung zu 
Zelltypen aller drei 

embryonalen 
Keimblätter 

CD45-, Glykophorin A- 

(19) 

Umbilikale somatische Nabelschnurblut Subtyp der MSCs, 
Differenzierung zu 

(20) 
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Abb.4 Übersicht der Subpopulationen humaner adulter Stammzellen für die Zelltherapie ischämischer 

Herzerkrankungen (35) 

 

1.2.3. Stammzelltransplantation 

Auf dem Gebiet der Kardiologie gibt es die meiste klinische Erfahrung mit Stammzell-

transplantationen, die Applikationsmethoden sind intravaskulär, transepikardial sowie 

transendokardial. In tierexperimentellen Untersuchungen  konnte bereits belegt 

werden, dass humane mononukleare Knochenmarkzellen nach Injektion in die 

Infarktrandzone im infarzierten Myokardgewebe proliferieren und zu 

kardiomyozytären Zellen differenzieren, sodass es zu einer myokardialen 

Regeneration des Herzens kommt (36,37,38), die zu einer Verbesserung der 

globalen Pumpfunktion führt (39). Klinisch wurden bisher ausschließlich Zellen aus 

dem Knochenmark oder dem peripheren Blut eingesetzt (40). Bei allen bisher 

veröffentlichten Studien zeigten sich nach 4-6 Wochen Verbesserungen im Bereich 

Stammzellen (USSCs) 

 

Zelltypen aller drei 
embryonalen 
Keimblätter 

CD 44+; CD90+; 
CD105+, CD34-; 

CD45,c-kit- 

Endotheliale 

Progenitorzellen 

(EPCs) 

 

Peripheres Blut Isolation aus 
mononukleären Zellen 

ex vivo-Kultivierung 

CD31+; CD34+; CD133+, 
CD105+; KDR+, Tie-2+, 

CD45- 

(25, 26) 

 

Residente kardiale 

Stammzellen (CSCs; 

„Cardiospheres“) 

 

Ortsständige 

Stammzellen 

 

Isolation aus 
Myokardbiopsat ex vivo-
Kultivierung negativ für 

hämatopoetische 
Marker hohe 

Telomerase-Aktivität 
aus adulten Herzen: c-
kit+/-, Sca-1-ähnliche 

Epitope+, MDR1+, 
KDR1+ aus neonatalen 

Herzen: Isl-1+ 

(27, 28-33) 

 

Skelettmyoblasten Ortsständige 

Stammzellen 

 

Isolation aus 

Skelettmuskelbiopsat ex 

vivo-Kultivierung, CD56+ 

(34) 
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der Auswurffraktion (Anstiege um 7-9%), der Perfusion des Infarktareals sowie ein 

vermindertes enddiastolisches linkventrikuläres Volumen. Komplikationen bei der 

intrakoronaren Infusion der Zellen wurden nicht beschrieben (41-45). Bezüglich der 

Langzeiteffekte weisen Daten der TOPCARE-AMI-Studie magnetresonanz-

tomographisch auch nach 12-24 Monaten die verbesserte linksventrikuläre 

Pumpfunktion ohne reaktive Hypertrophie nach (46, 47). Prospektiv randomisiert 

konzipierte Studien mit größeren Patientenkollektiven wie die von Janssens et al., bei 

der sich eine Verkleinerung der Infarktfläche zeigte und die skandinavische ASTAMI-

Studie konnten allerdings keine Verbesserung hinsichtlich der Pumpfunktion 

registrieren (48,44). Die in Deutschland durchgeführte multizentrische REPAIR-AMI-

Studie hingegen weist nach vier Monaten eine Verbesserung der linksventrikulären 

Funktion in der mit unfraktioniertem Knochenmark behandelten Gruppe gegenüber 

der Kontrollgruppe (5,5% versus 3% in der Kontrollgruppe, p= 0,01) auf. Im 

Langzeitverlauf nach einem Jahr kam es zu einer ebenfalls signifikanten Reduktion 

der Endpunkte (45). Die BOOST-Studie zeigte zwar einen Anstieg der globalen 

linksventrikulären Funktion sechs Monate nach Transplantation, nicht jedoch in der 

18-Monats-Kontrolle (49) (siehe Abb. 5). 

 

Studie Zelltyp Zellzahl 

(x106) 

 

Patienten Effekte 

 
Strauer et al. 

(41) 

 

BMC vs. Ko. 

 

 

28 20 

vs. 20 Ko 

Regionale 

Kontraktilität (LVA) 

↑Endsystolisches 

Volumen 

(LVA)↓Perfusion 

(Szintigraphie) ↑ 

TOPCAREAMI 

(42, 46, 47, 50, 

51) 

 

BMC 

bzw. EPCs 

 

213 

(BMC) 

bzw. 

16 (EPCs) 

 

30 (BMC) 

bzw. 29 

(EPCs) 

 

BMC:Globale 

Kontraktilität 

(LVA/MRT) ↑Vitalität 

(PET, MRT) 

↑Endsystolisches 

Volumen (LVA)↓ 

Koronare 

Flussreserve (i.c. 

Doppler) ↑ 

BOOST (49) BMC 

vs. random. Ko. 

 

2460 30 

vs. 30 Ko. 

 

Globale 

Kontraktilität (MRT)↑ 
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Abb.5 Intrakoronare Stammzelltherapie bei akutem Myokardinfarkt ( 49a) 

 

 

1.2.4. Stammzellmobilisation 

Neben der Transplantation, bzw. Injektion von Stammzellen in das geschädigte 

Gewebe besteht des weiteren die Möglichkeit der Mobilisation von endogenen 

zirkulierenden Stammzellen aus dem Knochenmark (35, 54). Wachstumsfaktoren wie 

der „granulocyte colony stimulating factor“ (G-CSF), der „ granulocyte-macrophage 

colony stimulating factor (GM-CSF), das Interleukin 3 (IL-3), der „ Vascular 

endothelian growth factor“ (VEGF) und der „stem cell factor“ (SCF) werden vorrangig 

zur Aktivierung der „Mobilisations-Maschinerie“ verwendet. Weitere Substanzen mit 

stammzellmobilisierender Wirkung sind in Abbildung 6 ersichtlich. 

 

Fernandez- 

Aviles (43) 

BMC 78 20 Globale 

Kontraktilität (MRT)↑ 

Endsystolisches 

Volumen (MRT)↓ 

Janssens et al. 

(48) 

 

BMC 304 33 

vs. 34 Ko 

Globale 

Kontraktilität 

(MRT)→Infarktgröße 

(MRT)↓ 

ASTAMI (44, 

52); 

 

BMC 

vs. random. Ko 

87 50 

vs. 50 Ko. 

 

Globale 

Kontraktilität (MRT, 

SPECT, Echo)→ 

Endsystolisches 

Volumen (MRT, 

Echo) → 

Enddiastolisches 

Volumen (MRT, 

Echo) → 

Repair-AMI 

(45, 53) 

BMC 

vs. random. Ko 

236 101 

vs. 103 Ko. 

 

Globale 

Kontraktilität (LVA)↑ 
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Abb.6  Stammzellmobilisierende Substanzen im Überblick (49a) 

  

1.2.4.1. G-CSF 

Bei dem Glykoprotein G-CSF handelt es sich um einen physiologischen 

Wachstumsfaktor, der von hämatopoetischen Zellen wie Makrophagen,  Monozyten 

und Lymphozyten, aber auch von Fibroblasten, Astrozyten und stromalen  

Knochenmarkzellen gebildet wird (66). Zu einer Ausschüttung kommt es bei 

extremen körperlichen Stresszuständen, wie entzündlichen Prozessen und Sepsis 

(67), aber  auch bei akutem Myokardinfarkt (68, 69). Der Faktor erfüllt nach Bindung 

an seinen spezifischen Rezeptor G-CSFR (CD114) , der u.a. von neutrophilen 

Granulozyten, Progenitorzellen, Endothelzellen, Kardiomyozyten  und 

Koronararterien exprimiert wird, essentielle Aufgaben im Bereich der Hämatopoese 

(70-74). Zum einen regt er hämatopoetische Blutstammzellen, genauer die Kolonie-

formende-Einheit-Granulozyt (CFU-G) zur Proliferation und Differenzierung zu 

Granulozyten an (75,76). Auf diese reifen neutrophilen Granulozyten wirkt der Faktor 

dann regulierend hinsichtlich Chemotaxis, Migration und Superoxidproduktion (77-

79). Zum anderen interagiert G-CSF an verschiedenen Stellen mit Rezeptoren und 

Liganden und führt so zur Mobilisation von Stammzellen. Neben dem vaskulär 

endothelialen Cadherin (VE-Cadherin) und der Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) 

Klasse Beispiel Effekte 

 
Wachstumsfaktoren 

(38, 55-58) 

G-CSF; GM-CSF; IL-3; VEGF; 

SCF; EPO 

Aktivierung + Expansion von 

Granulozyten ↑; MMP-9 ↑; 

Chemokine (59-61) CXCL2; CXCL8; SDF-1; IL-8 

 

Direkte Aktivierung von Granulo-

zyten ↑ 

Hormone (62) Östrogen Endotheliales NO ↑ 

Medikamente (63) Statine PI3K/Akt ↑ 

Toxine (64) Pertussis Toxin CXCR4/SDF-1 ↓ 

Stress (65) Intensive Bewegung Endotheliales NO ↑ 

Immunsuppression (64) 

 

Cyclophosphamid; 5-FU Expansion von Granulo-

zyten ↑ 
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spielt hierbei insbesondere der SDF-1/ CXCR-4 – Komplex eine wichtige Rolle (80-

85).  

 

1.2.4.2. Klinische Studien mit G-CSF 

In den bisher durchgeführten klinischen Studien mit G-CSF zeigte sich insgesamt 

eine gute Verträglichkeit ohne das Auftreten schwerwiegender Nebenwirkungen. 

Hinsichtlich der Effektivität der G-CSF-Therapie bei Herzerkrankungen waren die 

Ergebnisse jedoch kontrovers. So konnte in der FIRSTLINE-AMI- Studie und bei 

Kuethe et al. eine im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verbesserte 

Pumpfunktion ein Jahr nach Myokardinfarkt verzeichnet werden. In den darauf 

folgenden Studien REVIVAL-2, STEMMI und G-CSF-STEMI mit verbessertem 

Design und größerer Fallzahl, war dieser  positive Effekt jedoch nicht  nachweisbar, 

auch die Infarktgröße war nicht signifikant geringer. Als möglicher Grund für diese 

Diskrepanz wurde in Hinblick auf die Daten von Harada et al, die eine verminderte 

Effektivität von G-CSF bei verzögerter Gabe (im Tiermodell) postulieren, die Wahl 

des Zeitfensters (FIRSTLINE/90 min post MI  v.s STEMMI,G-CSF-STEMI/31/30 h 

post MI) gesehen (74). Die Mobilisierung mit G-CSF nach einem Schlaganfall zeigte, 

in Abhängigkeit von der National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) eine 

deutliche Signifikanz mit um 20% verbesserten Werten. Die wichtigsten klinischen 

Studien sind in Abbildung 7 zusammengefasst. 
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Abb. 7 Wichtige klinische Studien zur Stammzellmobilisation mit G-CSF Stand 2007 (86) 

 

 

1.2.5. Stammzellhoming 

Neben der Mobilisierbarkeit hämatopoetischer Stammzellen ist eine weitere 

Grundlage und damit Forschungsfokus für diese Therapieform die Rückkehr der i.v. 

transplantierten Zellen in das Knochenmark, genannt „Homing“. Unter „Homing“ 

versteht man den Prozess der gezielten Einwanderung von Stammzellen aus dem 

peripheren Blut in das Knochenmark, mit multifaktorieller Beteiligung von 

Adhäsionsmolekülen, parakrinen Zytokinen, Extrazellularmatrix und chemotaktischen 

Faktoren (87). Die Migration der Stammzellen verläuft dabei, nahezu analog der 

Leukozytenextravasation,  in mehreren Schritten ab: Nach dem noch reversiblen 

„Rolling“ entlang der Gefäßwand kommt es zu einer festen Adhäsion, gefolgt von 

einer transendothelialen Migration und schließlich dem „Einnisten“ in die 

Stammzellnische des Knochenmarkstromas (88,89). Bei Adhäsion und Migration 

spielen Liganden für G-Protein-gekoppelte chemotaktische Rezeptoren (GPR) eine 
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wichtige Rolle, die von Stammzellen exprimiert werden und von denen einige bereits 

identifiziert werden konnten:  

 der Leukotrienrezeptor CysLT1 auf der Oberfläche von zirkulierenden 

Progenitorzellen, (insbesondere unreifen Progenitorzellen, CD34+ 

Leukämieblasten und Komponenten des Knochenmarkmikromilieus) der 

außerdem noch stimulierend auf die Proliferation hämatopoetischer 

Progenitorzellen wirkt ( 90,91) 

  Rezeptoren für den Lipidmediator Sphingosin-1-Phosphat (S1P), 

insbesondere S1P1 in Kombination mit seinem Rezeptoragonisten FTY720, 

die auch in vivo eine Steigerung des Knochenmarkhomings von CD34+/CD38- 

Progenitorzellen zeigten (92,93)  

 der Stromal-cell-derived-factor-1 (SDF-1) mit seinem auf Stammzellen 

exprimierten Rezeptor CXCR4, der durch die Dipeptidylpeptidase IV/CD26 

inaktiviert werden kann. 

 

1.3. Dipeptidylpeptidase IV/ CD26 

1.3.1. Vorkommen 

Die Dipeptidylpeptidase IV (DPPIV, CD26, ADAbp, EC 3.4.14.5.) wurde erstmals 

1966 von Hopsu-Havu und Glenner aus Rattenleber isoliert und als „Glycyl-Prolyl-

Naphtylamidase“ beschrieben (94). Es handelt sich um eine Serinprotease (95) die 

der Untergruppe der Prolyloligopeptidasen (POP) angehört und als solche die 

Fähigkeit besitzt, Dipeptide mit der N-Terminalen Sequenz X-Pro und X-Ala von 

Proteinen abzuspalten (96,97). Ebenfalls zur POP-Familie gehören die Prolyl 

Endopeptidase [EC 3.4.21.26] (98), die Oligopeptidase B [EC 3.4.21.83] (99) und die 

Acylaminoacylpeptidase [EC 3.4.19.1] (100). Die Bandbreite des Vorkommens 

erstreckt sich über die unterschiedlichsten Lebensformen: Neben Mensch und 

Säugetier konnte die DPPIV aus Bakterien, Hefepilzen, Insekten und Pflanzen isoliert 

werden (101-103). Exprimiert auf Endothelzellen, aktivierten Lymphozyten und 

Epithelzellen findet sich CD26 bei Mensch und Tier im gesamten Organismus, 

besonders hohe Konzentrationen zeigen sich allerdings in Plazenta, Niere, Leber 

und Dünndarm (104-107). Eine lösliche Form konnte in Serum und humanem Urin 

detektiert werden (108,109). Für die hier thematisierte Versuchsreihe von Bedeutung, 
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zeigten DNA-Vergleiche von CD26 zwischen Maus und Mensch Homologien von ca. 

89% innerhalb der Eukaryoten (112), die Halbwertszeiten sind abhängig von der 

Zelllinie und variieren zwischen 15 bis 80 Stunden (110,111). 

 

1.3.2. Struktur 

1.3.2.1 Tertiärstruktur 

Die homodimere, membranständige Form der DPPIV gehört zum Typ II der 

integralen Membranproteine (113). Das Molekulargewicht jedes Monomers ist mit 

110 bis 150 kDa beschrieben (114,106,115). Diese Spannweite ist durch 

unterschiedliche Spezies, Gewebeherkunft und den Grad der Glykosylierung zu 

erklären. Die DPPIV ist eine Polypeptidkette aus 766 Aminosäuren, aufgeteilt in 5 

funktionelle Domänen: eine Cytoplasmatische - Domäne aus 6 AS, eine 

Transmembran – Domäne, die das Enzym auf der Zelloberfläche verankert, 

bestehend aus 22AS, eine glykosylierte- (29-323), eine cysteinreiche- (324-551) und 

eine C-terminal-katalytische Region (552-766) die zusammen die extrazelluläre 

Domäne bilden (116) (siehe Abb.8). Bei der löslichen Form fehlen der intrazelluläre- 

und der  Transmembranbereich, hier beginnt die Sequenz zwischen den 

Aminosäuren 29 und 39, die enzymatische Aktivität bleibt dabei jedoch erhalten 

(117-119). 

 

Abb 8.  Aufbau der DPPIV (120) 
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1.3.2.2. Kristallstruktur 

Im Jahr 2003 gelang es verschiedenen Forschungsgruppen auch die Kristallstruktur 

der DPPIV zu entschlüsseln. Jede Monomer-Untereinheit gliedert sich in zwei 

Bereiche auf: Eine a/ß Hydrolase-Domäne mit einem zentralen ß-Faltblatt umgeben 

von a-Helices (katalytische Domäne) und eine ß-Propeller-Domäne aus 8 Faltblättern 

mit jeweils 4 antiparallelen Strängen. (siehe Abb. 9) 

 

 

Abb.9  3-D Struktur der DPPIV (121) 

 

Die Gruppierung zum Dimer erfolgt über Wasserstoffbrückenbindungen an zwei 

Stellen :  zwischen Ile237 – Thr 251 im N-Terminalen Bereich, sowie zwischen Ala 

717 – Thr 736 im C-terminalen Segment.(122,123) Als Substrateingang werden zwei 

Varianten diskutiert: Eine Zugangsmöglichkeit bietet der zentrale Tunnel (T), der sich 

aus der Anordnung der ß-Faltblätter ergibt und über den das katalytische Zentrum 

erreicht werden kann. Alternativ kann der Eintritt über eine etwas größere Höhle (H) 

seitlich am Übergang zwischen ß-Propeller und a-ß-Hydrolasedomäne erfolgen. 

(121) (Siehe Abb.10) 
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                        Abb.10  Vereinfachtes Modell des Substratzugangs der DPPIV 

 

1.3.3. Inhibitoren 

Die DPPIV wird irreversibel aber unspezifisch von den klassischen 

Serinproteaseinhibitoren  Diisopropylfluorphosphat (DFP), Diethylpyrokarbonat und 

PMSF gehemmt (124). Die einzigen bekannten natürlichen Inhibitoren sind neben 

den Xaa-Pro- und Xaa-Ala-Dipeptiden, das HIV-1 Tat-Protein (125) und der N-

Terminus  des TXA2-Rezeptors (126). Die 1984  von Umezawa et al. postulierte 

inhibitorische Wirkung von Diprotin A ( Ile – Pro – Ile ) und Diprotin B ( Val – Pro – 

Leu ) wurde 7 Jahre später widerlegt (127). Die Forschungsgruppe um Rahfeld stellte 

fest, dass es sich bei beiden Peptiden um Substrate der DPPIV handelt und die 

Inhibitorwirkung als „kinetisches Artefakt“ zu bewerten ist (128). Peptidylammon-

iummethylketone, die nach dem Prinzip des Slow-binding-Mechanismus wirken, 

haben eine inhibitorische Aktivität im mikromolaren Bereich, die in wässrigem Milieu 

allerdings durch intramolekulare Reaktionen nur für wenige Minuten anhält (129). 

Letzteres gilt auch für die Peptidboronsäure, einen tight-binding-Inhibitor mit größter 

Effektivität (130, 131). Weitere kompetitive Hemmer sind Substratanaloga (z.B 

Chlormethylketone) und Produktanaloga wie Valpyrrolidine (Val-Pyr), sowie 

Diphenylphosphatester, Thioxoaminosäure-pyrrolidide und – thiazolidide (133-136). 

  

1 

2            3               4                

8               7            6  

5 

-Propeller 
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1.3.4. Substratspezifität 

Wie bereits beschrieben ist die DPPIV in der Lage, die Freisetzung N-terminaler 

Dipeptide von Oligopeptiden und  Polypeptiden zu katalysieren. Vorraussetzung 

dafür ist, dass sich in vorletzter Position  der Peptidkette ein Prolin oder Alanin 

befindet (137, 138). Zusätzlich werden auch Ala, Hydroxyprolin, Serin, Glycin, Validin 

und Leucin an dieser Stelle akzeptiert, allerdings mit abnehmenden 

Spezifitätskonstanten (139), was im Vergleich der k/K-Werte klar ersichtlich ist. (k /K 

zwischen  3   10 M  für Prolin in P . 6 -1 -1 -Position und 4  10 M  für Leucin in  P . 3 -

1 -1 -Position) (140). In der P1`-Position sind alle Aminosäuren mit Ausnahme von 

Prolin, Hydroxyprolin, N-alkylierte Reste und D-Aminosäuren möglich (104). Steht 

Prolin in P1-Position, ist die L-Konfiguration des Aminosäurerestes in P1- und P2-

Position Grundvoraussetzung für die enzymatische Hydrolyse. Substrate mit Alanin 

in P1-Position werden hingegen auch dann noch akzeptiert, wenn die Aminosäure in 

P2-Stellung in D-Konfiguration vorliegt (141,142). 

 

 

Abb 11 : Darstellung der Substratselektivität der DPPIV (142a) 
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1.3.5. Proteaseaktivität 

Durch ihre Proteaseaktivität spielt die DPPIV eine wichtige Rolle als Regulator der 

physiologischen Wirksamkeit von biologisch aktiven prolinhaltigen Peptidhormonen, 

Neuropeptiden und Chemokinen. 

Hierzu gehören die vasoaktiven Neuropeptide Y (PY) und YY (PYY) und die 

Substanz P, welche erst nach „Vorarbeit“ der DPPIV der vollständigen Hydrolyse 

durch Aminopeptidase N (APN) zugänglich ist (143-146). β-Casomorphin, ein 

exogenes Opioidpeptid, das bei der Entwicklung des Nervensystems involviert ist, 

wird durch CD26 Spaltung inaktiviert (147,148). Ebenso verliert das  analgetisch 

wirksame Tetrapeptid Endomorphin-2 seine Funktionsfähigkeit (149). Daneben 

konnte sowohl in vitro, als auch in vivo die Prozessierung der gastrointestinalen 

Peptide Enterostatin, Glucagon-Like-Peptide (GLP) und Glucose-Dependent-

Insulinotropic-Polypeptide (GIP) nachgewiesen werden (143,150-153). Die Hydrolyse 

eines N-terminalen Peptids von Fibrin durch DPPIV führt zur Hemmung der 

Fibrinpolymerisierung und somit zur negativen Beeinflussung der Blutgerinnung 

(154). Des Weiteren greift CD26 in die Wachstumsregulation durch Inaktivierung von 

Somatoliberin (GRF) ein (155,156), hemmt das Chemokin RANTES (157,158)  sowie  

den Stromal-Cell-Derived-Factor-1 (SDF-1) (159). Weitere Substrate mit Struktur 

siehe Abbildung 12. Zusammenfassend kann man sagen, dass sich das 

Wirkspektrum von CD26 hier auf die unterschiedlichsten physiologischen Prozesse 

erstreckt, von der enteralen Proteinresorption, renalen Peptidrückgewinnung, 

Regulation der Insulinproduktion und Chemotaxis von Monozyten über 

Blutgerinnung, Blutdruckregulation, perinatalen Schmerzempfindung und 

Speichelsekretion, bis hin zu Ovulation, Wundheilung und Immunregulation. 
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Abb. 12: Übersicht der DPP IV- spezifischen Substrate ( modifiziert nach (144,159)) 
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1.3.6. Zelladhäsionsmechanismen 

Neben der enzymatischen Aktivität hat CD26 biologische Bedeutung als 

Assoziationsmolekül/Vermittler von Zell-Zell und Zell-Matrix-Adhäsionsprozessen. 

Erstmals 1993/94 gelang Kameoka et al. und de Meester et al. der Nachweis, dass 

es sich bei der DPPIV und dem Adenosindesaminase-Bindeprotein (ADAbp) an der 

Zelloberfläche von T-Zellen um ein und dieselbe Substanz handelt (160,161). Die 

Adenosindesaminase (ADA) reduziert durch Katalyse der irreversiblen 

Desaminierung die lokale Adenosinkonzentration und führt so indirekt zu einer 

Verstärkung der T-Zell-Proliferation, die ansonsten von Adenosin gehemmt  wird 

(162,163). Die genaue Funktion ist noch nicht geklärt, es wird jedoch eine 

immunregulatorische Bedeutung durch die DPPIV/CD26-ADA-Assoziation  

angenommen. 

Unabhängig von der enzymatischen Aktivität existieren Wechselwirkungen zwischen 

CD26 (aus Rattenleber/Mausfibroblasten isoliert) und Kollagen (164,165) sowie 

Fibronektin (166) mit zwei separaten Bindungsstellen in der cysteinreichen Region 

der Extrazellulären Domäne (159). Die Interaktion mit Fibronektin wird auch als 

Mechanismus für metastatische Brustkrebszelladhäsion auf Lungenkapillaren (im 

Rattenmodell) vermutet (167,168). 
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1.3.7. Funktion bei Immunprozessen, HIV 

Wie unter 1.3.1. bereits erwähnt, wird CD 26 ebenfalls auf Lymphozyten, nämlich 

vorwiegend auf aktivierten T- und B-Lymphozyten exprimiert, hieraus wurde auf eine 

Rolle bei der Initialisierung entzündlicher Reaktionen geschlossen (169,170). Des 

Weiteren sind CD 26-positive T-Lymphozyten in der Lage Interferon- γ  zu 

produzieren (171). Dang und Tanaka (1990/1993) konnten eine direkte 

kostimulatorische Funktion der DPPIV/CD26  bei der Aktivierung von T-Helferzellen 

durch Crosslinking-Studien mit monoklonalen Antikörpern gegen DPPIV/CD26 und 

CD3 beweisen (172,173). In der Praxis wurden außerdem bei Transplantat-

abstoßungen und Autoimmunerkrankungen wie Systemischer Lupus Erythematodes 

und rheumatoider Arthritis, Aktivitätsänderungen der DPPIV festgestellt (174-177). 

Auch bei der Pathogenese der HIV-Infektion spielt CD26 eine Rolle. Eine Interaktion 

mit dem gp120/gp41 Proteinkomplex, welcher interzelluläre Membranfusion und 

Apoptose initiiert, konnte nachgewiesen werden, eine erhöhte Expression von CD26 

auf CD4 positiven Zellen korrelierte mit einer ebenfalls erhöhten Apoptoserate (178). 

Martinez-Navio et al. zeigten kürzlich, dass gp120 bei HIV-infizierten andererseits die 

Adenosin-Desaminase-CD26 Interaktionen vermindert und somit die Zytokin-

Produktion hemmt (179). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martinez-Navio%20JM%22%5BAuthor%5D
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1.3.8. CD26 und Diabetes 

Eine große Bedeutung hat die DPPIV in den letzten Jahren vor allem für die 

Behandlung des Diabetes mellitus Typ II gewonnen. CD26 gilt als das Hauptenzym 

bei der N-Terminalen Spaltung und somit Inaktivierung des Glucagon-like-Peptid-1 

(GLP-1) sowie von Glucose-dependent-insulinotropic polypeptide (GIP), die eine 

wichtige Rolle bei der Regulation des Zuckerhaushalts durch Glucose-abhängige 

Stimulierung der Insulinsekretion spielen (151, 180,181). Unmittelbar nach der 

Synthese des GLP-1 in den L-Zellen des distalen Gastrointestinaltrakts, kann die 

DPPIV angreifen und innerhalb von nur 1-2 Minuten bereits 50% des freigesetzten 

GLP-1 inaktivieren, noch bevor dieses in den Blutkreislauf eintreten kann (120,182-

185). Durch Blockade dieser Interaktion mittels DPPIV-Inhibitoren kommt es zu 

vermehrter GLP-1 Aktivität und somit auch gesteigerter Insulinfreisetzung aus den ß-

Zellen des Pankreas, was zu einer signifikanten Senkung der Blutglucose-

konzentration führt. Dies konnte einerseits im Tierversuch bewiesen werden: die 

genetische Inaktivierung von CD26 bei Mäusen führte zu höheren GLP-1-, GIP- und 

Insulin - Konzentrationen im Blut, sowie zu besseren Werten im oralen Glucose-

Toleranz –Test (oGTT) (186). Zum anderen überzeugten die Daten einer klinischen 

Studie von Raz et al. mit 521 Patienten. Hier zeigten sich signifikante Effekte nach 

18-wöchiger Monotherapie mit dem Inhibitor Sitagliptin im Bezug auf ß-Zell-Funktion, 

HbA1c-Werte, postprandiale Zucker- und Insulinwerte im Vergleich zur Placebo-

behandelten Gruppe. Hierbei konnte der HbA1c maximal um 1,2% gesenkt werden 

(187). Ähnlich gute Ergebnisse konnten mit dem CD26-Hemmer Vildagliptin erzielt 

werden (188). Seit April 2007 ist Sitagliptin (Januvia MSD) zur Kombinationstherapie 

mit Metformin oder Thiazolidindion (PPARy-Agonisten) in der EU zugelassen, 

Vildagliptin (Galvus Novartis Pharma) folgte im Oktober 2007 (189). 

                     

Abb. 13: Strukturformeln von Vildagliptin (links) und Sitagliptin (rechts)(189a) 
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1.4. CD26-abhängige Mechanismen  von Stammzellhoming und   

Stammzellmobilisation 

 

1.4.1. Interaktion von CD26 mit SDF-1/CXCR4 -  Stammzellhoming 

SDF-1 ( auch CXCL12 genannt) gehört zur Familie der Chemokine, die mittels 

Interaktion mit ihren jeweiligen Chemokinrezeptoren, auf Prozesse der 

Hämatopoese, der Migration, des Homings, der Mobilisation, Proliferation und 

Überleben von HSC und HPC Einfluss nehmen können (190). Das Protein hat eine 

molare Masse von 8 kDa und setzt sich  aus  68 Aminosäuren zusammen. Bezüglich 

der  Aminosäuresequenz  besteht eine 99%ige Homologie zwischen CXCL12 des 

Menschen und der Maus. Die Erstbeschreibung als chemotaktischer Faktor für 

unreife CD34 Progenitorzellen erfolgte erstmals 1997 von Aiuti et al. (191).  

Exprimiert wird SDF-1 auf Endothelzellen in ischämischen Gebieten (192)  sowie auf  

Stromazellen im Knochenmark (193,194) und weiteren Organen wie Milz, Lunge, 

Leber. Der korrespondierende Rezeptor CXCR4 ist ein Mitglied der CXC-

Chemokinrezeptorfamilie und an das heterogene Protein G 1 gekoppelt. Es ist der  

einzig relevante Chemokinrezeptor auf hämatopoetischen Stammzellen, 

insbesondere den CD34+ Zellen (195). Beim Vorgang des Homings kommt es 

zunächst nach SDF-1 Aktivierung zur Erhöhung der zytoplasmatischen 

Kalziumkonzentration, die CD34+ Zelle „rollt“ daraufhin  mit Hilfe von Integrinen und 

Selektinen dem Gradient folgend an der Gefäßwand entlang, bevor es nach kurzer 

Adhäsion mittels ICAM-1  durch das Endothel hindurch diffundiert und  durch 

erneutes „Andocken“ von CXCR4 an von Stromazellen exprimiertem SDF-1 am 

jeweiligen Zielort fixiert wird (196). Darüber hinaus moduliert SDF – 1 die VLA – 4 

abhängige Adhäsion an Fibronektin und VCAM - 1 (197). Bei dem beschriebenen 

Vorgang spielt die  Bindung von  CXCL 12 an seinen spezifischen Rezeptor CXCR4 

die  entscheidende Rolle (198,199). Wird aktives SDF-1 durch die Ektopeptidase 

CD26, die ebenfalls auf Populationen CD34+ sowie Sca–1+/c-kit+/lin- Zellen 

exprimiert wird (200), am N-terminalen Ende gespalten,  verliert SDF-1 seine 

chemotaktische Wirksamkeit auf zirkulierende CXCR4+ hämatopoetische 

Stammzellen ( 201). ( siehe Abb. 14) 
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Abb. 14: Inaktivierung von CXCL12 durch CD26 

 

Die Arbeitsgruppe um Christopherson konnte in vitro sowie im Mausmodell zeigen, 

dass nach  gezielter Hemmung, bzw. Ablation des CD26 Gens, ein gesteigertes 

Homing von hämatopoetischen Stammzellen und Knochenmark-Spenderzellen aus 

dem peripheren Blut in das Knochenmark stattfindet (201) (siehe Abb 15.). Des 

Weiteren zeigten die CD26 – defizienten Tiere nach Transplantation von Knochen-

markzellen langfristig ein deutlich besseres Engraftment. In einer weiteren in vivo 

Studie an Ratten von Segers et al konnte  bei intramyokardialer Injektion von MMP2- 

und CD26 – resistentem SDF-1 nach Myokardinfarkt eine verbesserte Herzfunktion 

sowie ein vermehrtes Einwandern von Progenitorzellen nachgewiesen werden (202). 
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Abb. 15: Modulation des Homings durch SDF-1 (In-)Aktivierung  (203) 

 

 

1.4.2. Interaktion von CD26 mit G-CSF – Stammzellmobilisation 

Der Mechanismus der Mobilisation von Stammzellen beruht auf komplexen 

Interaktionen zwischen hämatopoetischen Vorläuferzellen, mesenchymalen Zellen, 

extrazellulärer Matrix im Knochenmark und neutrophilen Granulozyten (204,205). Ein 

wichtiger Signalweg der G-CSF-abhängigen Mobilisierung scheint hierbei die 

Unterbrechung der SDF-1/CXCR4 Kaskade zu sein, der genaue Mechanismus ist 

jedoch noch weitgehend unklar (siehe Abb.16). Im Knochenmark sind neben 

Endothelzellen vor allem Osteoblasten  die Hauptquelle für CXCR12;  Semerad et al 

fanden heraus, dass unter G-CSF Behandlung bei Mäusen die Osteoblastenaktivität 

stark vermindert ist, obgleich der G-CSF –Rezeptor nicht auf Osteoblasten exprimiert 

wird (206). Eine indirekte G-CSF induzierte Hemmung der Blastenaktivität  durch 

Herunterregulation von CXCR12 wird vermutet. Auch Petit et al stellten einen Abfall 

des SDF-1 Spiegels nach G-CSF-Gabe fest, dabei korrelierte das Ausmaß der 

CXCR12 Verringerung gut mit der Menge an mobilisierten Stammzellen (85). Wie 

oben beschrieben kann CD26 durch seine Peptidaseaktivität ebenfalls CXCR12 

inaktivieren. Christopherson et al stellten Untersuchungen bezüglich einer Interaktion 

zwischen CD26 und G-CSF an und konnten zeigen, dass es nach G-CSF 

Behandlung  in vitro zu einem signifikanten Anstieg der Expression von CD26 auf 

CD34+/CD38+ Zellen kommt (200). In vivo Studien der gleichen Arbeitsgruppe 
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ergaben, dass unter CD26 Inhibition (partiell durch Diprotin A oder vollständig durch  

Genablation) und gleichzeitiger Behandlung mit G-CSF die Zahl der Progenitorzellen 

im peripheren Blut drastisch abnimmt, das Mobilisationspotential nach 2-tägiger G-

CSF Gabe dem unbehandelter Tiere entspricht (207,208). 

 

 

 

Abb. 16: Mögliche Interaktionskaskade von G-CSF und CD26 (205a) 

 

 

 

 

 



33 
 

1.5. Fragestellung der Arbeit 

Im Hinblick auf die o.g. Forschungsergebnisse zeigt sich die Inhibition der 

Dipeptidylpeptidase IV in Kombination mit G-CSF Gabe als Perspektive in Hinblick 

auf die Therapie mittels Stammzellmobilisation bei ischämischer 

Herzmuskelerkrankung. 

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, bei akutem Myokardinfarkt mittels LAD-Ligation 

am Mausmodell die Kombination der beiden stammzelltherapeutischen 

Therapieansätze hinsichtlich folgender Fragestellungen zu untersuchen: 

 

 Wirkt sich eine mehrtägige G-CSF - Behandlung nach akutem Myokardinfarkt 

bei CD26-/- Tieren positiv auf die Mortalität und die Hämodynamik der Mäuse 

im Vergleich zu unbehandelten Tieren aus? 

 

 

 Kommt es zu einer gesteigerten Stammzellmobilisation bzw. Homing von 

Zellen in das Knochenmark, periphere Blut, Herzgewebe und wenn ja, welche 

Populationen von Stammzellen? 

 

 

 Hat die medikamentöse Behandlung der Knock-Out-Tiere einen Einfluss auf 

das kardiale Remodelling nach akutem Myokardinfarkt? 
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1. Material und Geräte 

 

2.1.1. Allgemeine Chemikalien und Lösungsmittel 

Alle Chemikalien wurden in p.A.-Qualität (von höchstem Reinheitsgrad) bezogen, 

sofern nicht explizit anders vermerkt. 

  

Aqua ad injectabilia B Braun, Melsungen 

Ethanol 75 % Roth, Karlsruhe 

Enzymlösung Millar Instruments, Houston 

Formalin (Formaldehyd 4%) Roth, Karlsruhe 

Natriumchlorid 0,9% Delta select, Pfullingen 

PBS Gibco, Karlsruhe 

 

2.1.2. Allgemeine Laborgeräte 

Hera freeze Gefrierschrank Heraeus, 

Liebherr comfort Gefrierschrank -20°C Liebherr,Biberach 

Liebherr premium Kühlschrank 4°C Liebherr, Biberach 

Rundschüttler Certomat K Certomat K Braun, Melsungen 

Waage Scout pro 400 Ohaus, Giessen 

Eppendorf Zentrifuge 5415 Eppendorf 

Multifuge3 L-R Heraeus 



35 
 

2.1.3. Spezielle Materialien 

 

2.1.3.1 Operationszubehör 

Biofuge 13 Heraeus, Sepateck 

 

 

Braunol®- Lösung B Braun, Melsungen 

Dreieckige Saugtupfer unsteril (SUGI®) Kettenbach Medical, Eschenburg 

Chirurgisches Nahtmaterial (Ethibond 

excel®, Prolene®) 

Ethicon, Norderstedt 

Chirurgisches Operationsbesteck Hugo Sachs Elektronik, March-

Hugstetten 

Haushaltsfaden cotton Gütermann, Gutach 

Leukoplast hospital® BSN medical, Hamburg 

Microlance 3 ®-Einmal-Injektions-

Kanülen Größe 0,9 mm x 40 mm und 0,3 

mm x 13 mm 

Becton Dickinson, Heidelberg 

Schutzhandschuhe unsteril 

(sempercare®) 

Semperit, Wien, Österreich 

Spritzen zu 1 ml (BD plastipak®) Becton Dickinson, Heidelberg 

Tupfer steril (Pagasling®) Hartmann, Heidelberg 

Zellstoff- Ecken (Zelletten®) Lohmann & Rauscher, Rengsdorf 

OP- Mikroskop Stemi® 2000 Carl Zeiss, Jena 
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Mehrzweckgefäß mit Schnappdeckel          Greiner Bio-One, Frickenhausen 

 

 

2.1.3.2. Hämodynamik 

Millar Tip-Katheter (1.4 French) Millar Instruments, Houston 

Millar Aria Pressure-Volume-

Konductance System 

Millar Instruments, Houston 

 

2.1.3.3. Durchlusszytometrie 

2.1.3.3.1 Materialien 

Eppendorf-Cups 0,5ml/ 1,5ml/ 2ml Eppendorf 

Eppendorf-Pipetten 0,1µl – 2,5µl / 2µl - 

20µl / 20µl - 200µl / 200µl - 1000µl 

Eppendorf 

Zugehörige Pipettenspitzen Eppendorf 

Spritzen 1ml/ 2ml (BD plastipak®) Becton Dickinson, Heidelberg 

Cellstar TC-Tube steril 14 ml Greiner bio-one 

Cryotubes TM Vials Nunc, Dänemark 

Petrischale Steriplan Roth, Karlsruhe 

Mouse-Ventilator Minivent® 845 Hugo Sachs Elektronik, March-

Hugstetten 

Kaltlichtlampe/Quelle KL 1500 Opto, Gräfelfing 

Wärmeplatte mit Rektalkatheter  

TKM-0902 

FMI, Seeheim 



37 
 

BSA (Bovines Serumalbumin) Sigma, St.Louis 

Histopaque Sigma-Altrich, Runnymade 

Collagenase IV Gibco, Berlin 

Durchflusszytometrie-Röhrchen Beckman Coulter, Fullerton 

Sheath-Fluid Beckmann Coulter, Fullerton 

Clenz-Reinigungslösung Beckman Coulter, Fullerton 

Durchflusszytometer Coulter Epics XL-

MCL® 

 

Beckman Coulter, Fullerton 

 

 

2.1.3.3.2 Antikörper 

Isotype Control R-PE IgG 2a  BD Pharmingen, Heidelberg 

Isotype Control FITC Rat-IgG 2a BD Pharmingen, Heidelberg 

Isotype Control PerCP Rat-IgG 2b BD Pharmingen, Heidelberg 

CD31   R-PE Rat-IgG 2b BD Pharmingen, Heidelberg 

CD34   FITC eBiosciences 

CD34   FITC Rat-IgG 2a BD Pharmingen, Heidelberg 

CD34   R-PE Rat IgG 2b BD Pharmingen, Heidelberg 

CD26   FITC BD Pharmingen, Heidelberg 

CD45   PerCP Rat-IgG 2b BD Pharmingen, Heidelberg 

Flk-1    R-PE Rat-IgG 2b BD Pharmingen, Heidelberg 

c-kit     R-PE Rat-IgG 2b BD Pharmingen, Heidelberg 

CXCR4  R-PE Rat-IgG 2b BD Pharmingen, Heidelberg 
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Sca-1      R-PE Rat-IgG  2b BD Pharmingen, Heidelberg 

 

 

2.1.3.4. Histologie 

Eosin BD Pharmingen, Heidelberg 

Hämatoxylin BD Pharmingen, Heidelberg 

Masson BD Pharmingen, Heidelberg 

Trichrom BD Pharmingen, Heidelberg 

CD31 BD Pharmingen, Heidelberg 

CD45 BD Pharmingen, Heidelberg 

CD34 BD Pharmingen, Heidelberg 

BrdU BD Pharmingen, Heidelberg 

Mikroskop Axiovert 200 Carl Zeiss 

Mikroskop- Photokamera Axio Cam HRc Carl Zeiss 

 

 

2.1.4. Pharmaka 

Bromodeoxyuridin (BrdU Solution®) BD Pharmingen, Heidelberg 

G-CSF Amgen GmbH, München 

Dexpanthenol (Bepanthen® Augensalbe) Roche, Grenzach-Wyhlen 

Heparin-Na® 25000 iE B Braun, Melsungen 

Ketaminhydrochlorid  Inresa, Freiburg 
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(Ketamin-Inresa® 5%) 

Thiopental-Na (Trapanal® 0,5 g) ALTANA, Konstanz 

Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%) Bayer, Leverkusen 

 

 

2.1.5.  Hard- und Software 

Adobe Photoshop 7.0 Adobe, San Jose 

Axio Vision V4.3 Carl Zeiss, Jena 

Dell Desktop PC Optiplex GX 260 Dell, Round Rock 

HSE Isoheart Hugo Sachs Elektronik,  

March-Hugstetten 

MPCU2PV.exe Hugo Sachs Elektronik,  

March-Hugstetten 

PVAN 2.9. Millar Instruments, Houston 
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2.1.6.  Versuchstiere, Tierhaltung und Tierversuchsanträge 

Die Versuche wurden an 8 - 12 Wochen alten Wildtyp-Mäusen des Stammes 

C57BL/6 mit einem Körpergewicht von 20 bis 25 g (Charles River, Sulzfeld), sowie 

an CD26-/-  Mäusen (Novo Nordisk Dänemark/ Centre d`Immunologie de Marseille 

Luminy – INSERM, Frankreich) selben Alters und Gewichts durchgeführt. Bezüglich 

der Generierung des CD26-Knock-Out siehe Abbildung 17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.17 : CD26 Knock Out : Deletion von Exon 1 und 2 durch homologe Rekombination  (186) 

 

 

Von den CD26-Knock-Out Tieren wurden 5 Paare erworben und die Zucht im S2-

Labor der Medizinischen Klinik 1 und 2, Klinikum Großhadern, LMU, sowie im Institut 

für Chirurgische Forschung (ICF), Klinikum Großhadern, LMU, von zuchterfahrenem 

Tierpflegepersonal weitergeführt. 

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte in den Tierställen der oben genannten 

Institutionen. 

Die Käfige wurden mit zwei bis vier Mäusen besetzt, der Tag- Nachtrhythmus lag 

immer bei 12 Stunden. Die Luftfeuchtigkeit betrug 55%, der Raum war konstant auf 

24°C temperiert. 

Die Tiere erhielten pelletiertes Futter (Mäuse- Rattenstandarddiät) sowie steriles 

Wasser ad libitum über Flaschen. Die Umsetzung und Autoklavierung der Käfige 

erfolgte einmal die Woche. 



41 
 

Die  Tierexperimente an der Maus wurden ordnungsgemäß entsprechend den 

Vorschriften der Tierschutzverordnung durchgeführt. Die Versuchsreihen wurden von 

der Regierung von Oberbayern genehmigt (AZ: 209.1/211-2531-117/02) 

 

 

2.2. Methoden 

2.2.1. Versuchsaufbau 

Das Grundprinzip der gesamten Versuchsreihe beruhte auf der Induktion eines 

Myokardinfarkts mittels Ligation der linken Koronararterie (LAD) an Tag 0. 

Für die Daten im Hinblick auf Hämodynamik und Histologie wurden die operierten 

Tiere für 6 Tage mit G-CSF, bzw. mit einer NaCl 0,9% Lösung  behandelt und je 

nach Gruppe entweder an Tag 6 oder an Tag 30 Herzkathetermessungen 

durchgeführt, sowie die Herzen zur feingeweblichen Untersuchung entnommen. 

Für die Durchflusszytometrie von Blut und Knochenmark wurden die entsprechenden 

Gruppen nach Operation ebenfalls für sechs Tage mit G-CSF bzw. Kochsalzlösung 

behandelt und an Tag 6 Proben der zu analysierenden Bestandteile gewonnen. 

Die kardiale durchflusszytometrische Untersuchung wurde mit Focus auf das 

Kurzzeithoming bereits an Tag 2 nach Infarkt durchgeführt, die Injektion von G-CSF 

bzw. NaCl-Lösung erfolgte dementsprechend für zwei Tage, dann wurden die Herzen 

zur weiteren Aufbereitung entnommen. (siehe Abb. 18 und 19) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 18 : Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus 

 

 

 
  

Überleben     
Herzfunktion 

Histologie 

LAD-Ligation     

       G-CSF Tag 0-6 

        

Tag 6 Tag 0 Tag 30 

  FACS        FACS 

                  

Histologie       

Tag 2 
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Name der Gruppe Infarkt G-CSF 

(d 0-5) 

Hämodynamik 

/Histologie Tag 6 

Hämodynamik 

/Histologie Tag 30 

1 C57BL/6 MI+G-CSF (+ 

BrdU) d6 

Ja ja Ja Nein 

2 C57BL/6 MI +G-CSF 

d30 

Ja ja Nein Ja 

3 C57BL/6 MI (+BrdU) 

d6 

Ja nein Ja Nein 

4 C57BL/6 MI  d30 Ja nein Nein Ja 

5 CD 26 -/- MI + G-CSF 

(+ BrdU) d6 

Ja ja Ja Nein 

6 CD26 -/- MI + G-CSF 

d30 

Ja ja Nein Ja 

7 CD26 -/- MI  d 30 Ja nein Nein Ja 

 

Abb. 19: Übersicht Hämodynamik- / Histologiegruppen 

 

2.2.2. Mausmodell 

 

2.2.2.1. Infarktinduzierung 

Nach Entnahme des Versuchstieres aus dem Käfig wurde zunächst die Narkose 

eingeleitet. Diese bestand aus einer intraperitonealen Kombinationsinjektion aus 100 

mg/kg Körpergewicht (KG) Ketaminhydrochlorid und 5 mg/kg KG Xylazin-

hydrochlorid. Die Phase der chirurgischen Toleranz trat nach ca. 3-5 Minuten ein und 

hielt ungefähr eine Stunde. Bei längerer Versuchsdauer wurde jeweils nach Bedarf 

nachdosiert (Kombinationsinjektion). 

Nach Wirkungseintritt der Narkose wurde die Maus mit dem Rücken auf eine 

selbstregulierende Wärmeplatte gelegt und die Extremitäten mit Leukoplaststreifen 

auf der Wärmeplatte befestigt, sowie der Oberkiefer mit einem um die Platte 

gespannten Gummiband fixiert. 
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Anschließend wurde mittels eines ca. 1 cm langen medianen Hautschnitts am Hals 

ein Zugang zur Trachea geschaffen und diese dargestellt. Der Unterkiefer wurde nun 

mittels gebogener Pinzette vorsichtig angehoben und der Tubus in Form einer 

stumpfen Metallkanüle (19 Gauge) unter direkter Sicht auf die Luftröhre in diese 

eingeführt (siehe Abb.20). Am kraniale Ende der Kanüle befand sich, über einen 

Gummischlauch miteinander verbunden, das Volumen -gesteuerte Beatmungsgerät. 

Die Beatmung erfolgte nun kontinuierlich mit einer Frequenz von 150 Zügen pro 

Minute und einem Volumen von ungefähr 200 µl. 

 

            

 

Abb.20 : Intubation des Tieres 

 

Nach Kontrolle der korrekten Lage (seitengleiche und regelmäßige Atemexkursion) 

und sorgfältigem Fixieren  des Tubus wurde die Hautinzision mittels U-Naht (5-0 

Ethibondfaden) wieder verschlossen. Anschließend wurde zur Kontrolle und 

Regulation der Körpertemperatur eine Rektalsonde in den Anus der Maus eingeführt, 

die durch ein Rückkopplungssystem für eine relativ konstante Kerntemperatur von 

37,5° C sorgte. Mit einer Schere wurde nun das Fell im gesamten Thoraxbereich 

weitestgehend entfernt und ein diagonal von der linken Axillarlinie (Höhe 3 Rippe) 

ausgehender ca. 2 cm langer Hautschnitt gesetzt. Nach Durchtrennung  der darunter 

liegenden Schichten der Mm. Pectorales major und minor konnte der zweite 

Interkostalraum links aufgesucht werden. Von diesem Zeitpunkt an wurden alle 

weiteren Operationsschritte unter dem Mikroskop durchgeführt. Mit Hilfe der 

Mikroschere erfolgte zunächst die Eröffnung des ICR, dabei wurde die  
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Zwischenrippenmuskulatur sehr vorsichtig auseinanderpräpariert um eine Verletzung 

des Herzens oder des linken Lungenlappens zu vermeiden. Die zweimalige 

Umstechung der zweiten und dritten Rippe mit 5-0  Ethibond-Naht sowie die 

Aufspannung und Fixierung der Fadenenden im Sinne eines Rippenspreizers 

ermöglichte einen freien Zugang zum offenen Herzen. Das Perikard wurde nun 

stumpf  durchtrennt um dann am freiliegenden Herzen die LAD (Left Anterior 

Descendens) aufzusuchen (siehe Abb.21). Nach Lokalisierung wurde das Gefäß 

ungefähr 2 mm unterhalb des linken Herzohres mit einer 8-0 Prolene-Nadel-Faden-

Kombination umstochen und durch mehrmaliges akkurates Verknoten des Fadens 

ligiert (siehe Abb.22). 

 

      

 

Abbildung 21: Situs nach Thoraxeröffnung 

 

Als sicheres Zeichen einer korrekten Ligation zeigte sich eine deutliche Entfärbung 

des linksventrikulären Myokards der Koronararterie (siehe Abb. 23). Nach sorgfältiger 

Blutstillung konnten die „Aufspreizfäden“ des Thorax wieder entfernt und die 

Thoraxmuskulatur in durchgehender Nahttechnik mit 5-0 Ethibond adaptiert werden. 

Vor Verknotung der Naht wurde das Beatmungsvolumen kurzfristig auf ca 220 µl 

erhöht um ein optimales Anlegen der Lunge an die Thoraxwand zu begünstigen. 

Anschließend wurden zunächst die Muskelfaszien, dann die Haut mit identischer 

Technik und –material vernäht, dabei wurde jede Gewebeschicht nach 
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Wundverschluß mit Braunollösung desinfiziert um einer bakteriellen Infektion 

vorzubeugen. 

Die Extubation erfolgte sobald die Maus Aufwachsymptome, wie Schnurrhaarzucken, 

zeigte. Nach Kontrolle der selbstständigen Atmung wurde das Tier dann in eine mit 

Zellstoff ausgelegte Box gelegt und diese bis zum Rücktransport in den Tierstall für 

ca. eine halbe Stunde unter eine Wärmelampe gestellt. Die Gesamtdauer der 

Operation betrug 30 - 45 Minuten. Zum Ausschluss operativer Einflüsse wurden nur 

Tiere in die statistischen Analysen einbezogen, welche die Operation mindestens 24 

Stunden überlebten. 

 

 

Abb. 22: Blick auf den linken Ventrikel                                 Abb.23:  nach LAD- Ligation (49a) 

                 vor Ligation der LAD (49a)         

 

2.2.2.2. Gabe von G-CSF (Granulocyte colony stimulating factor) und 

BrdU (Bromodeoxyuridin) 

Den Tieren der G-CSF-Gruppen wurden jeweils 5-10 Minuten nach Operationsende 

100 µg/kg KG G-CSF intraperitoneal verabreicht. Es folgten je eine tägliche G-CSF-

Injektion (ebenfalls 100 µg/kg KG) für weitere 5 Tage. 

Die Tiere der Kontrollgruppen wurden über den gleichen Zeitraum mit einer Lösung 

bestehend aus 50 µl isotoner Kochsalzlösung (NaCl 0,9 %) behandelt. Des Weiteren 

wurde allen Tieren der Tag-6-Gruppen an Tag 1 bis 5 je eine Dosis BrdU (50 µg/Kg 

KG) intraperitoneal verabreicht. 

 Entfärbung 

LAD 

Linkes Herzohr 

Faden 
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2.2.2.3. Hämodynamische Messungen mittels Herzkatheter 

 

2.2.2.3.1. Grundprinzip der Conductance Methode 

Die Conductance-Methode, von Baan et al. Mitte der 80er entwickelt, ermöglicht die 

zeitgleiche Ableitung von linksventrikulärem Druck und Volumen. Grundlage hierfür 

ist die Veränderung der elektrischen Leitfähigkeit des Blutes im Verlauf der 

Ventrikelaktion (209). Der Katheter mit integriertem Drucksensor (Millar Tip-Katheter 

1.4 French) wird so positioniert, das die distale Elektrode in der Herzspitze des linken 

Ventrikels, die proximale direkt unter der Aortenklappe zu liegen kommt (siehe Abb. 

24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.24: Veranschaulichung der Katheterlage im linken Ventrikel (49a) 

 

 

Druck- Sensor 

Ventrikellumen 

Myokard 

Höhe der Aortenklappe 

Mess-

elektroden 

Herzspitze 
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Die Leitfähigkeit (Conductance) G (t) des durch Wechselstrom induzierten 

elektrischen Feldes zwischen den beiden Elektroden ändert sich mit Zu- oder 

Abnahme des intraluminalen Blutvolumens V (t). Diese Fluktuationen werden 

gemessen und mit folgender Gleichung das linksventrikuläre Volumen berechnet: 

V(t) = (1/α)   (L²/ơb)   (G(t) – G(p)) 

 

V(t): zeitabhängiges ventrikuläres Volumen 

α: Korrekturfaktor: SchlagvolumenConductance / SchlagvolumenReferenzmethode 

L: Elektrodendistanz 

ơb: spezifische Leitfähigkeit des Blutes 

G(t): Gesamtleitfähigkeit 

G(p): Leitfähigkeit des umliegenden Gewebes (parallele Conductance) 

 

Da die Messelektroden nur Leitfähigkeits-Veränderungen, registrieren, ohne dabei 

die Beschaffenheit der unterschiedlichen Strukturen zu berücksichtigen, wird die 

Leitfähigkeit des umgebenden Gewebes (parallele Conductance G (p)) und das 

daraus resultierende Volumen vom Katheter mitgemessen und muss nachträglich 

separat berechnet und vom Gesamtvolumen subtrahiert werden. Dies wurde 

methodisch mittels Injektion von 10 µl hypersaliner Kochsalzlösung (4,5 %) über 

einen Jugularis–Katheter und zeitgleicher Aufzeichnung der Volumenveränderung 

bewerkstelligt. 

Das Volumen V (p) der parallelen Leitfähigkeit wurde dann geometrisch durch den 

Schnittpunkt der Verlaufsgeraden „Salineinjektionsvolumen“ mit der Nullgeraden, die 

den Zustand der leeren Herzkammer (Enddiastolisches Volumen (Ved ) = 

Endsystolisches Volumen (Ves) ) darstellt, bestimmt (siehe Abb.25). 
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Abb.25 : Berechnung von V(p) mittels Geradenschnitt (49a) 

 

2.2.2.3.2. Vena-cava-Okklusion 

Die Technik der Vena-cava-Okklusion wurde angewandt, um die endsystolische 

Elastanz (Ees) als vorlastunabhängiges Maß für die Kontraktilität des linken Ventrikels 

zu berechnen. 

Durch Unterbrechung des venösen Rückstroms zum Herzen (zur Technik siehe 

2.2.3.3.4.) nimmt die Vorlast, das diastolische Füllungsvolumen ab und es kommt zur 

Linksverschiebung und Verkleinerung der Druck-Volumen-Schleifen (siehe Abb. 26 

und 27). 

Legt man eine Linie durch die endsystolischen Punkte, ergibt sich idealerweise eine 

Gerade, welche die endsystolische Druck-Volumen-Beziehung (ESPVR) darstellt und 

deren Steigung E Es entspricht. Je höher die Kontraktilität, umso steiler erscheint die 

Gerade. 

 

 

 

Gerade der hyper-salinen 
NaCl- Lsg.  

Gerade Ved = Ves 

Wert vonV(p) 
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Abb.26: Druck-Volumen-Schleife einer gesunden Maus im Ruhezustand (49a) 

 

 

 

Abb.27:  während Vena-Cava-Okklusion; die Steigung der Geraden entspricht der endsyst. Elastanz 

(49a) 

 

2.2.2.3.3. Ablauf der Messung 

Je nach Versuchsprotokoll wurde die Untersuchung am Tag 6 bzw. Tag 30 nach 

Myokardinfarkt durchgeführt. Die Narkose wurde mit 100mg/kg/KG Trapanal 
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intraperitoneal eingeleitet und analog dem Vorgehen bei der Operation (siehe 

2.2.2.1.) das Tier auf einer Wärmeplatte fixiert sowie intubiert. Unter mikroskopischer 

Vergrößerung erfolgte nun mittels zweier stumpfer Pinzetten die Darstellung der 

rechten Carotisscheide und der darin verlaufenden Arteria carotis communis (ACC). 

Die unmittelbare Nähe des Nervus Vagus erforderte bei der Präparation besondere 

Umsicht, da eine Verletzung dessen mit hämodynamischen Veränderungen 

einhergeht. Zur besseren Darstellung der ACC wurde unter dem kranialen Ende des 

freiliegenden Gefäßes nun ein Zügel (Cottonfaden) angebracht, locker verknotet und 

mit leichter Spannung fixiert. Durch den hieraus resultierenden Blutrückstau kommt 

es zu einer Erweiterung des Arteriendurchmessers. Um mögliche Blutungen schnell 

unter Kontrolle zu bringen, wurde ein zweiter Faden spannungsfrei um das kaudale 

Ende geschlungen. Während des gesamten Eingriffs wurde das Operationsgebiet 

mehrmals mit isotoner Kochsalzlösung gespült um einer Elastizitätsminderung der 

Gefäßwand und somit Rupturgefahr vorzubeugen.  Verbesserte Stabilität beim 

Einführen des Katheters wurde durch einen Metallspanner gewährleistet, der unter 

die ACC geschoben wurde. Anschließend erfolgte die Gefäßpunktion mittels einer 

kleinen Kanüle und das vorsichtige Einbringen des Katheters in das Lumen. Unter 

ständiger Kontrolle der Druckkurve am Monitor wurde der Katheter die Aorta 

ascendens entlang durch die Mitralklappe in den linken Ventrikel vorgeschoben und 

solange manipuliert, bis eine optimale Einstellung erreicht war. Nach Stabilisierung 

der Hämodynamik wurden die Grundwerte (Basalwerte) der Herzleistung im Verlauf 

über etwa fünf Minuten beobachtet und gespeichert. 

Zur späteren Bestimmung des Realvolumens musste jeweils am Ende der Messung 

die rechte Vena jugularis interna aufgesucht und mehrmals Injektionen (ca 10µl 

Bolus hypersaliner Kochsalzlösung 4,5% NaCl) mittels Katheter vorgenommen und 

aufgezeichnet werden. 

Für die Vena-Cava-Okklusion wurde das Abdomen der Maus mittels einer Schere 

eröffnet. Unter Sicht wurde die Leber zur Seite mobilisiert, um die Vena cava inferior 

exponieren zu können. Nun wurde mit der Pinzette für wenige Sekunden die Vena 

cava inferior abgeklemmt und anschließend wiedereröffnet. Auch hier wurden 

mehrere Messdaten hintereinander erhoben. 
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2.2.2.3.4. Aufzeichnung und Messparameter 

Der Katheter (Millar Tip-Katheter 1.4 French) war durch eine Druckleitung mit  einem 

Druckaufnehmer (Millar ARIA) verbunden, dessen Signale wiederum über einen 

ZweiKanal-Brückenverstärker (HSE) an die Computermessapparatur (Dell) gesendet 

wurden. Die  übermittelten Daten wurden kontinuierlich mittels des Programms HSE 

Isoheart aufgezeichnet und  mit Hilfe der Software Millar PVAN 2.9 im Hinblick auf 

folgende Parameter ausgewertet: 

 Herzfrequenz  (HF) in 1/min 
 

 Maximaler Blutdruck (LVP) in mmHg 
 

 Minimaler Blutdruck (MinP) in mmHg 
 

 Endsystolisches Volumen (ESV)in µl 
 

 Enddiastolisches Volumen (EDV)in µl 
 

 Schlagvolumen (SV) = EDV–ESV (in µl) 
 

 Ejektionsfraktion (EF) = (EDV–ESV)/EDV 100 (in %) 
 

 Herzminutenvolumen (HMV; cardiac output) = HF SV (in µl/min) 
 

 Maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax) in mmHg/sec 
 

 Arterielle Nachlast (Ea) = Endsystolischer Druck (Pes)/SV (in mmHg/ml) 
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2.2.3. Histologie  

2.2.3.1. Herstellung der Paraffinschnitte 

Histologie und Immunhistochemie der Herzen wurden in Kooperation mit dem Institut 

für Pathologie der LMU München durchgeführt. 

 

Am Ende der hämodynamischen Messung wurden die Tiere durch eine Überdosis 

des Anästhetikums euthanisiert, anschließend der Thorax eröffnet, die 

Gefäßhauptstämme durchtrennt und das Herz entnommen. Mit NaCl 0,9%-Spülung 

wurden die Ventrikel über die Aorta von Blutresten gereinigt und dann für 24 Stunden 

in einer 4 %-igen Formalin-Lösung bei 4°C fixiert. Am folgenden Tag wurde das Herz 

in 70%-igen Alkohol umgelagert und durch eine Entwässerungsmaschine geschickt. 

Abschließend erfolgte die Einbettung des Herzens in Paraffin. Für die histologischen 

Bestimmungen wurden vom Herzen mit einem Paraffin-Schneidegerät Scheibchen 

von 4 µm Dicke hergestellt, auf saubere, silanisierte Adhäsions-Objektträger 

aufgezogen und 24 Stunden bei 37°C getrocknet. 

 

 

2.2.3.2. Bestimmung der Morphologie 

 

2.2.3.2.1. Infarktgröße 

Die Infarktgröße wurde planimetrisch erhoben (siehe Abb.28). Pro Versuchstier 

wurden mikroskopisch jeweils vier Herzschnitte im Abstand von 2mm von der 

Herzspitze bis zur Herzbasis ausgewertet. Der prozentuale Infarktanteil ergab sich 

aus dem Quotienten von infarzierter Fläche (AI) und Gesamtfläche des linken 

Ventrikels inklusive Septum (LV). 

 

              AI in mm2   

------------------------------- =  I in %  

                LV in mm2 
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Abb.28 : Schematische Darstellung der Infarktgrößenbestimmung anhand von 4 histologischen 

Schnitten von der Herzspitze zur Basis (49a) 

 

Um auch die Längsausdehnung des Infarktes zu berücksichtigen, wurde 

anschließend noch der Quotient aus Längsausdehnung der Infarktfläche und der 

Gesamtlänge des linken Ventrikels berechnet. 

      Längsausdehnung des Infarktareals in mm 

Längsausdehnung (Infarktfläche) =  

 Gesamtlänger linker Ventrikel in mm 

 

Dieser Wert wurde mit dem Mittelwert der vier prozentualen Infarktanteile 

multipliziert. Daraus ergab sich die Infarktgröße in Prozent (bezogen auf den 

gesamten linken Ventrikel). 

 

 

 

 

1-2mm 

2mm 

2mm 

2mm 1 apikal 

2 

3 
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2.2.3.2.2. Wand- / Septumdicke und Granulationsgewebe 

Die Vermessung der Wanddicken und des Granulationsgewebes wurde mithilfe der 

Software Axiovision (Vergrößerung 15-fach) durchgeführt. Ausgewertet wurden 

jeweils die Gewebsschnitte auf Höhe des Papillarmuskels, entsprechend Schicht 2 in 

Abb.28 in Masson-Trichrom-Färbung. Zunächst teilte man das Infarktgebiet in 5 

Sektoren von identischer Größe ein. Innerhalb jedes Segments wurde die Stelle mit 

der geringsten Wandstärke bestimmt und die Dicke im Lot gemessen. Aus dem 

Mittelwert der 5 Distanzen ergab sich die Wanddicke im Infarktareal in mm. 

Nach selbem Schema erfolgte die Bestimmung der interventrikulären Septumsdicke . 

Der Anteil des Granulationsgewebes im Infarktgebiet wurde nach Ausmessung der 

Infarktfläche sowie der Nekrosefläche in mm 2 folgendermaßen berechnet: 

 

        Infarzierte Fläche in mm2 - Fläche aller nekrotischen Areale in mm2 

Granulationsgewebe (in%)= 

                 Infarzierte Fläche in mm2 

 

2.2.3.3. Immunhistochemie 

Bei der immunhistochemischen Färbung der Schnitte wurde nach der Avidin-Biotin-

Peroxidase-Complex-Methode (ABC) verfahren. 

Nach Herstellung der Gewebeschnitte wie unter 2.2.4.1 beschrieben, wurden diese in 

Xylol drei Mal für 5 Minuten entparaffinisiert und anschließend in drei Zyklen a 10 

Minuten mit 100%igen, 96%- und 70%- Alkohol rehydriert. Anschließend wurde die 

endogene Peroxidase für 10 Minuten mittels 7,5%-igem Wasserstoffperoxid 

inaktiviert. Nach Spülung in Aqua dest. und TRIS-Lösung folgte die Inkubation mit 

den jeweiligen Primärantikörpern (siehe 2.1.2.) bei Raumtemperatur für eine Stunde. 

Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die gebundenen Primärantikörper für die 

Lichtmikroskopie mit Hilfe eines sekundären Antikörpers (siehe 2.1.2.), der an einen 

Komplex aus Avidin und biotinylierter Peroxidase (ABC) gebunden ist, visualisiert. 

Die spezifische Farbreaktion entsteht hier durch die Reaktion der Peroxidase mit 

dem in der Färbelösung enthaltenen Aminoethylcarbazol.  Zur Beendigung der 
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Färbung wurden die Objektträger mit Aqua dest. gewaschen, dann die Kernfärbung 

mit Mayers Hämatoxylin durchgeführt und die Histoschnitte abschließend mit Kaisers 

Glyceringelatine eingedeckt. 

 

2.2.3.3.1. BrdU-Färbung 

2-Bromo-5-desoxyuridin (BrdU), ein Analogon des Thymidin, wird während der S-

Phase des Zellzyklus in die zelluläre DNA integriert und kann immunhistochemisch 

im Zellkern nachgewiesen werden. BrdU ist ein Marker für Zellproliferation und auf 

Grund seiner kurzen Bioverfügbarkeit lässt sich schließen, dass sich BrdU+ Zellen 

zum Zeitpunkt der Injektion im Prozess der Zellteilung befunden haben. 

 

2.2.3.3.2. Ki67-Färbung 

Ki67  ist ebenfalls ein Proliferationsmarker und färbt die sogenannte Wachstums-

fraktion an. Während des Zellzyklus wird dieses Antigen in der G1-, in der S-, in der 

G2- und in der M-Phase exprimiert, nicht aber bei ruhenden Zellen in der G0 Phase. 

 

2.2.3.3.3. Anti-CD31 (CD31) 

Bei CD31 (PECAM-1, platelet endothelial cell adhesion molecule 1) handelt es sich 

um ein Adhäsionsmolekül, das vor allem in den interzellulären Verbindungen von 

Endothelzellen in hoher Konzentration vorkommt. PECAM 1 wird, aber deutlich 

schwächer, auch von Thrombozyten, Monozyten, neutrophilen Granulozyten und 

einigen speziellen T-Zell-Populationen exprimiert. Es kommt nicht auf Fibroblasten, 

Epithelien, Muskelzellen oder anderen Nicht-Gefäßzellen vor. Die Färbung von 

Gefäßen mit Antikörpern gegen CD31 ist somit eine ideale Methode, um (Neo-) 

Angiogenese  für das menschliche Auge sichtbar zu machen. 
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2.2.3.3.4. Anti-CD45 (CD45) 

Die Tyrosinphosphatase CD45 (L-CA , Leukocyte common antigen,  T200), ist ein 

Transmembranprotein. Es wird auf nahezu allen differenzierten Zellen des 

hämatopoetischen Systems exprimiert, ausgenommen Erythrozyten und 

Plasmazellen und fungiert als Pan-Leukozytenmarker. 

 

2.2.4. Durchflusszytometrie 

 

2.2.4.1. Grundprinzip der Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie geht auf Wallace Coulter zurück, der das „Coulter-Prinzip“ 

zur elektronischen Zählung und Größenbestimmung mikroskopischer Partikel erfand 

und erstmals 1956 einen nichtoptischen Blutkörperchenzählautomaten zum Patent 

anmeldete (210). 

Das Verfahren ermöglicht die quantitative Bestimmung und Klassifizierung von Zellen 

anhand ihrer Oberflächenproteine. Das Prinzip der Analyse beruht auf der Antigen-

Antikörper-Interaktion, die mittels monoklonalen fluoreszenzmarkierten Antikörpern 

durchgeführt wird. 

Blut, Knochenmark und Herzgewebe wurden mit dieser Methode auf das 

Vorhandensein verschiedener Stammzelloberflächenantigene untersucht, was durch 

die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen mit unterschiedlichen 

Emissionsspektren ermöglicht wurde. Verwendete Farbstoffe waren Fluorescein-

Isothiocyanat (FITC, 515-545 nm), Peridinin Chlorophyll-A-Protein (PerCP, >650 nm) 

und Phycoerythin (PE,564-606 nm). 

Die mit oben genannten Stoffen markierten Zellen werden durch einen 

monochromatischen Laserstrahl angeregt und auf ein höheres Energieniveau 

angehoben. Durch Emission von Photonen, die mittels eines Photodetektors 

quantifiziert wird, fallen sie dann wieder auf ihr ursprüngliches Energielevel zurück. 

Die gemessene Emissionsrate verhält sich proportional zur Menge der gebundenen 

Antikörper und lässt so Rückschlüsse auf die Oberflächenstruktur zu. 

Da sich die Spektren teilweise überschneiden, bzw. eng beieinander liegen, wird für 

jede Probenreihe eine Kontrolle mit Isotypen (unspezifisch bindende Antikörper der 
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jeweiligen Spektralfarbe) benötigt. Dies ermöglicht eine Eichung der einzelnen 

Kanäle, sodass die Zellen sich ganz exakt nach den jeweiligen 

Oberflächenmolekülen auftrennen lassen. 

Die Grundfärbung aller Proben erfolgte mit CD45 (FITC-markiert) und CD34, bzw 

CD26 (jeweils PerCP-markiert) sowie mit einem individuellen Stammzellmarker ( 

CD31, c-kit, sca-1, CXCR4, Flk-1)der PE-markiert wurde. 

 

2.2.4.2. Isolierung des Untersuchungsmaterials 

 

2.2.4.2.1. Blut und Knochenmark 

Nach Narkotisierung und Lagerung wurde analog zur Intubationseinleitung ein ca. 

1cm langer medianer Hautschnitt beginnend an der Unterkieferkante durchgeführt, 

die beiden Thymuslappen stumpf voneinander gelöst und die darunter liegende 

Arteria carotis communis grob freipräpariert. Es folgte die Eröffnung des Gefäßes mit 

der kleinen Operationsschere. Das unmittelbar darauf entströmende Blut wurde mit 

einer 2ml Spritze aspiriert, in die zur Vermeidung der Gerinnung bereits 155l 

Heparin aufgezogen worden waren. Für den nächsten Arbeitsschritt wurde das 

bereits anämische Tier mit einer Überdosis Trapanal (ca. 400l i.p) euthanisiert. An 

beiden Hinterbeinen  wurden nach Hautschnitt an der lateralen Femurkante und 

Abpräparieren der Muskulatur, die Oberschenkelknochen unterhalb des 

Schenkelhalses und oberhalb der Kondylen gekappt und entnommen. Jeder 

Knochen wurde dann mit Ethanol und Papiertüchern von Geweberesten gereinigt 

und anschließend das darin enthaltene Mark mit PBS-gefüllten Spritzen (4ml pro 

Femur ) und 0,9 mm  Kanülen herausgespült, in Röhrchen aufgefangen und mittels 

Pipette suspendiert. Auf zwei bereits mit 1ml Histopaque gefüllte Zentrifugenröhrchen 

wurden nun 1ml Blut, bzw 4ml Knochenmarksuspension mit großer Vorsicht 

aufpipettiert, ein Vermischen der Phasen musste hier tunlichst vermieden werden um 

eine präzise Auftrennung der verschiedenen Probenbestandteile zu gewährleisten. 

Nach 30 Minuten in der Zentrifuge ( Bremse 1, Rotationsgeschwindigkeit 1100x/min ) 

zeigten sich in jedem Röhrchen drei Schichten. Die mittlere Phase  aus 

mononukleären Zellen  wurde isoliert und in ein frisches Gefäss überführt. 
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2.2.4.2.2. Herzgewebe 

Die Entnahme des Herzens erfolgte wie unter 2.2.3.1. bereits beschrieben. Im 

Anschluss wurde das Organ retrograd über die Aorta ascendens mehrmals gut mit 

isotoner Kochsalzlösung durchspült um eine komplette Blutleere zu gewährleisten. In 

einer Zellkulturschale wurde das Gewebe mit einem Skalpell in kleine Stückchen 

zerlegt und 6 ml Collagenaselösung IV 0,1% hinzu pipettiert. Im Zellkulturschrank 

erfolgte der Gewebeverdau bei 37°C  für 30 Minuten. Anschließend wurde die 

Lösung fünf Minuten lang mit der 1000l Pipette resuspendiert, durch ein 40m 

Zellsieb in ein 50ml Röhrchen gefiltert und in ein Zentrifugenröhrchen überführt. 

 

2.2.4.3. Aufbereitung des Untersuchungsmaterials 

Das weitere Vorgehen war bei den drei verschiedenen Zellproben identisch. 

Die Zellsuspension wurde mit PBS auf 6ml Flüssigkeit verdünnt und dann für 10 

Minuten bei 800 Umdrehungen/min (Bremse 3) zentrifugiert. Von dem so 

entstandenen Zellpellet am Boden des Gefäßes wurde die Flüssigphase abpipettiert 

und erneut bis auf 6 ml mit PBS aufgefüllt. Ein Zentrifugationsschritt mit gleichen 

Einstellungen folgte, wieder wurde der Überstand entfernt, jedoch diesmal mit 6 ml 

PBS –BSA 2%  ( BSA verhindert unspezifische Proteinbindungen) resuspendiert und 

erneut für 10 Minuten zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt vor der Inkubation 

wurde das Pellet in einer entsprechenden Menge PBS-BSA2%  gelöst (Anzahl der 

Proben x 50l PBS-BSA2% + 30 l PBS-BSA2%). Dann je 50 l Zellsuspension zu 

den zwischenzeitlich mit PBS-BSA2% Lösung und den Antikörpern vorbereiteten 

Eppendorf-Cups zugegeben und für 60 Minuten bei 4° C inkubiert. Das Handling mit 

den Antikörpern musste soweit wie möglich unter Ausschluss von Licht geschehen, 

da diese nicht photostabil sind. 

Nach Ende der Inkubationszeit wurden abschließend zwei Waschschritte mit jeweils 

200l PBS-BSA2% bei 2000 Umdrehungen/min für 5 Minuten vorgenommen. Darauf 

folgte die Lösung der Pellets in 100l PBS-BSA2%. Abschließend wurde die 

entstandene Zellsuspension in bereits vorbereitete Reagenzgläser überführt und mit 

der enthaltenen Trägersubstanz, ebenfalls PBS-BSA2%, vermischt (Knochenmark: 

800l / Blut u Herz: 400l) 
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2.2.4.4. Messung und Analyse der Proben 

Als repräsentative Auswahl wurden bei jeder Analyse 10.000 Zellen im Blut, 20.000 

Zellen im Knochenmark und 50.000 Zellen im Herzgewebe gemessen. Die 

Zellsuspension wird aus den Probenröhrchen gesaugt und mit hoher 

Geschwindigkeit durch eine  Stahlkapillare geschossen. Mit der Trägerflüssigkeit wird 

ein laminarer Hüllstrom erzeugt. Beim  Eintreten in die Messkammer werden die 

Zellen so stark beschleunigt, dass sie einzeln  hintereinander aufgereiht den 

Analysepunkt erreichen (hydrodynamische Fokussierung). Am  Analysepunkt werden 

die Zellen von einem Argonlaserstrahl der Wellenlänge 488 nm erfasst  und über die 

Lichtstreuung können mit Photodetektoren Größe, Granularität und verschiedene  

Fluoreszenzen gemessen werden. Das in die Vorwärtsrichtung gestreute Licht 

bezeichnet man  als „forward light scatter“. Dieser Parameter dient in erster Linie als 

Maß für die Größe der  Zellen. Das im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl 

gestreute Licht hängt  hauptsächlich von der intrazellulären Granularität ab und wird 

als „sideward scatter“  bezeichnet. Man kann anhand dieser beiden Messungen auf 

die Identität und Vitalität  einzelner Zellpopulationen schließen. 

 

2.2.5. Statistische Analyse 

Die Ergebnisse wurden als Einzelwerte oder in ihrer Gesamtheit als Mittelwert± 

Standardfehler des Mittelwertes (MW±SEM) dargestellt. Signifikante Unterschiede 

wurden entsprechend den Anforderungen mit dem ungepaarten Student´s t-Test bzw 

ANOVA-Analyse, gefolgt vom Bonferroni Test ermittelt. Ein p-Wert<0,05 wurde als 

statistisch signifikant angenommen und in den Abbildungen entsprechend 

gekennzeichnet. 
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3.ERGEBNISSE 

 

3.1. Überleben nach 30 Tagen 

Um den Einfluss einer Stammzellmobilisation mittels G-CSF in Kombination mit einer 

DPPIV Depletion zu untersuchen, wurde zunächst das Überleben von infarzierten 

Wildtyp- und CD26-/- -Mäusen mit und ohne G-CSF Behandlung 30 Tage nach 

Myokardinfarkt analysiert. Abbildung 29 zeigt das kumulative Überleben G-CSF-

behandelter CD26 -/- Tiere (CD26-/- + MI + G-CSF; n= 15) verglichen mit G-CSF 

behandelten Wildtyp-Mäusen ( wt+ MI+G-CSF; n=18), unbehandelten CD26-/- Tieren 

(CD26-/- + MI; n= 11) und unbehandelten Wildtyp-Mäusen (wt + MI; n=15) 30 Tage 

nach Myokardinfarkt. Die Mortalität war in allen Gruppen zwischen Tag 3 und Tag 5 

am höchsten (15 % - 40 %). Als Todesursache konnte bei post mortem 

entnommenen Herzen häufig eine Ventrikelruptur mit konsekutiver 

Perikardtamponade nachgewiesen werden. Hinsichtlich des Überlebens zeigte sich 

ein signifikanter Unterschied in der Überlebenskurve G-CSF behandelter CD26-/- 

Tiere (73,3 % Überlebende nach 30 Tagen; n=11/15) verglichen mit G-CSF 

behandelten Wildtyp-Mäusen (55,6 % Überlebende; n=10/18) und den 

unbehandelten Kontrollgruppen  (wt 40 % Überlebende; n=6/15 und CD26-/-  46,6 %  

Überlebende; n=7/15). 

 

Abb.29: Überleben nach 30 Tagen (230) 
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3.2. Histologie 

 

3.2.1. Infarktgrößen 

Wie im Methodenteil ausführlich beschrieben, wurde an Tag 6, sowie an Tag 30 die 

Fläche des Infarktareals planimetrisch bestimmt. 

6 Tage nach Infarkt (gemessen als Granulationsgewebe + Nekrose) zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen. Die 

durchschnittliche Infarktfläche betrug bei unbehandelten Wildtyp und CD26-/- Tieren 

40,6 % ± 4,0  bzw. 42,7 % ±1,9, sowie bei G-CSF behandelten Wildtyp- und CD26-/- -

Mäusen 42,5 % ± 5,0 bzw. 42,2 % ± 2,9  bezogen auf die Gesamtfläche des linken 

Ventrikels (siehe Abb. 30). 

 

                   

Abb.30 : Infarktgröße nach 6 Tagen (230) 

 

 

30 Tage nach Myokardinfarkt konnte dagegen eine signifikante Reduktion der 

Infarktfläche (gemessen als Fibrosefläche der LV-Wand) in beiden G-CSF 

behandelten Gruppen verzeichnet werden. Wie in Abb.30 ersichtlich waren die 

Infarktflächen für die einzelnen Gruppen: wt + MI  33,6 ± 2,6%, CD26-/- + MI 

31,5±1,7%, wt + MI + G-CSF  23,3±3,7% und CD26-/- + MI + G-CSF 22,4 ± 2,8%. Es 
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zeigte sich ein signifikanter Unterschied von 8,2 – 11,2 % der Infarktfläche zwischen 

den G-CSF behandelten und unbehandelten Tiergruppen. Ein Knock-out von 

DPPIV/CD26 führte in diesem Fall zu keinen signifikanten Veränderungen. 

 

            

Abb.31 : Infarktgröße nach 30 Tagen (230) 

 

 

3.2.2. Wanddicken der linksventrikulären Vorderwand 

Obwohl sich die Infarktflächen der G-CSF behandelten Gruppen nicht signifikant 

voneinander unterschieden, zeigten sich dennoch deutliche Differenzen in der 

Wanddickenabnahme nach Myokardinfarkt. Abbildung 32. zeigt exemplarische 

Masson-Trichrom-Färbungen von Herzen der jeweiligen Behandlungsgruppen. 

Anhand dieser Schnitte konnten die Wanddicken des infarzierten linken Ventrikels 6 

Tage sowie 30 Tage nach Myokardinfarkt untersucht werden. 
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Abb.32 linksventrikuläre Wanddicken 30 Tage nach MI (230) 

 

 

Nach 6 Tagen betrug die linksventrikuläre Wanddicke der unbehandelten Wildtyp-

Gruppe 0,5mm±0,05, in der unbehandelten CD26-/--Gruppe 0,52mm±0,05, in der G-

CSF behandelten Wildtyp-Gruppe 0,67mm±0,09 sowie in der G-CSF behandelten 

CD26-/--Gruppe 0,84mm±0,08. Statistisch gesehen ergab sich ein signifikanter 

Unterschied der Wanddicke in der G-CSF behandelten CD26-/- -Gruppe verglichen 

mit allen  unbehandelten Vergleichsgruppen. (siehe Abb.33) 
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Abb.33: linksventrikuläre Wanddicke 6 Tage nach MI 

 

30 Tage nach Infarkt zeigte sich in allen Gruppen die erwartete Abnahme der 

Wanddicke auf Grund des abgeschlossenen Remodellingprozesses. Analog zu Tag 

6 zeigte sich bei G-CSF behandelten CD26-/- Tieren (0,48mm ± 0,01) ein signifikanter 

Unterschied hinsichtlich der Wanddicke verglichen mit unbehandelten Wildtyp- 

(0,13mm ± 0,01), unbehandelten CD26-/--Mäusen (0,21mm ± 0,01) sowie G-CSF 

behandelten Wildtyp Tieren (0,28mm ± 0,03).  (siehe Abb. 34) 

 

Abb.34 linksventrikuläre Wanddicke 30 Tage nach MI (230) 



65 
 

3.2.3 Neoangiogenese -  CD31+ Kapillaren in der Infarkt-Grenzzone 

Wie im  Methodenteil bereits beschrieben, ist CD31 ein Adhäsionsmolekül, welches 

von allen Endothelzellen stark exprimiert wird und geeignet ist, Angiogenese zu 

beurteilen. Bei der Auswertung immunhistochemischer Schnitte 6 Tage nach 

Myokardinfarkt waren im Bereich der Borderzone (Grenzgebiet um den Infarkt) G-

CSF behandelter CD26-/- Tiere signifikant mehr CD31 positive Kapillaren detektierbar 

(1923,79 ± 76,2 Zellen pro mm2) verglichen mit unbehandelten Wildtyp- (926,58 ± 

66,06 Zellen pro mm2) bzw. CD26-/- -Mäusen (1130,12 ± 64,59 Zellen pro mm2) sowie 

G-CSF behandelten Wildtyp Tieren (1107,05 ± 174,42 Zellen pro mm2) (siehe Abb. 

36). In Abbildung 35 sind exemplarisch immunhistochemische CD31 Färbungen aus 

der Randzone der unterschiedlichen Behandlungsgruppen dargestellt. 

 

 

Abb. 35: Immunhistologische Anfärbung von CD31+ Kapillaren an Tag 6 (230) 

 

 

Abb. 36 : Anzahl der CD31+ Zellen in der Borderzone an Tag 6 (230) 

 

0,0 

500,0 

1000,0 

1500,0 

2000,0 

2500,0 

wt + MI 

CD26-/- + MI 

wt + MI + G-CSF 

CD26-/- + MI + G-CSF 

* 

ns 

   
  Z

e
lle

n
  p

ro
 m

m
2  

d 6 



66 
 

3.3. Hämodynamik 

 

3.3.1. Messungen der Herzfunktion 

Nachdem sich hinsichtlich der Mortalität, der Infarktfläche sowie der Wanddicken 

signifikante Unterschiede in G-CSF behandelten CD26-/- Mäusen abzeichneten, 

wurden die Auswirkungen auf die Herzfunktion der überlebenden Tiere 30 Tage nach 

Myokardinfarkt mittels Milar-Tip-Katheter-Messungen gemessen. Es wurden in vivo 

Herzfrequenz, endsystolischer Druck, Herzminutenvolumen, Auswurffraktion (EF) 

und die arterielle Nachlast bestimmt. In Abbildung 37 sind repräsentativ Druck-

Volumen-Kurven der verschiedenen Gruppen abgebildet. 

 

 

  

wt + MI                             CD26-/- + MI 

                             

                                     wt + MI + G-G-CSF             CD26-/- +MI + G-CSF 

     

 

Abb.37 Druck-Volumen-Kurven der einzelnen Gruppen an Tag 30 (230) 
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3.3.2. Herzfrequenz 

Die durchschnittliche Herzfrequenz der Wildtyp + MI (431,04 ± 38,82), CD26-/- + MI 

(423,59 ± 33,08), Wildtyp + MI + G-CSF (437,56 ± 17,61) sowie der CD26 + MI + G-

CSF-Gruppe (414,18 ± 12,23) ergab statistisch keinen signifikanten Unterschied. 

(siehe Abb.38)  

 

 

Abb.38:  Herzfrequenz 30 Tage nach MI 

 

 

3.3.3. Linksventrikulärer endsystolischer Druck 

Hinsichtlich des endsystolischen Drucks des linken Ventrikels zeigte sich ein 

signifikanter Unterschied der G-CSF-behandelten CD26-/- Gruppe (83,63 mmHg ± 

1,75) zu beiden unbehandelten Vergleichsgruppen (Wildtyp + MI 69,17 mmHg ± 2,4; 

CD26 + MI 73,14 mmHg ± 3,70), jedoch nicht zu den G-CSF behandelten Wildtyp 

Tieren (80,41 mmHg ± 2,18). Diese wiederum zeigten sich bezüglich der Wildtyp-

Vergleichsgruppe ebenfalls mit signifikant höherem Druckwerten, gegenüber der 

CD26 + MI Gruppe ergab sich ebenfalls ein Unterschied, das Signifikanz-Niveau 

wurde hierbei allerdings nicht erreicht. ( siehe Abb. 39) 
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Abb. 39: Endsystolischer Druck des linken Ventrikels an Tag 30 

 

3.3.4. Herzminutenvolumen 

Das Herzminutenvolumen der G-CSF-behandelten CD26-/- Tiere (4988,08 l/min ± 

201,04 ) war signifikant verbessert verglichen mit infarzierten wt-Tieren (3094,91 

l/min ± 706,38 ). Gegenüber den beiden anderen Gruppen CD26 + MI (3871,18 

l/min ± 439,14 ) und  wt + MI + G-CSF (4230,17 l/min ± 748,54 ) war die 

Pumpleistung deutlich ausgeprägter, statistisch gesehen allerdings nicht signifikant.( 

siehe Abb.40) 

 

Abb. 40: Herzminutenvolumen an Tag 30 
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3.3.5. Ejektionsfraktion (EF) 

Die Auswurffraktion an Tag 30 nach Myokardinfarkt zeigte sich in der CD26 + MI + 

G-CSF-Gruppe (42,13 % ± 1,54) signifikant verbessert verglichen mit allen anderen 

Gruppen, insbesondere auch gegenüber den G-CSF behandelten Wildtyp Tieren 

(30,21 % ± 3,34). Letztere zeigten im Vergleich mit den unbehandelten Tieren (wt + 

MI 19,02 % ± 0,72 und CD26 + MI 21,39 % ± 1,13) ebenfalls eine signifikant 

verbesserte EF. ( siehe Abb. 41) 

 

 

Abb.41 :  Auswurffraktion an Tag 30 (230) 

 

 

3.3.6. Arterielle Nachlast 

Die arterielle Nachlast gibt an, welcher Druck aufgebracht werden muss, um einen l 

Blut auszuwerfen. Diese war  bei unbehandelten Wildtyp-Mäusen (10,95 mmHg / l ± 

2,05) im Vergleich zu den anderen drei Gruppen deutlich erhöht, ein 

Signifikanzniveau konnte bei hohem Fehlerindikator jedoch nicht erreicht werden. Die 

restlichen Gruppen, CD26 + MI (7,88 mmHg / l ± 0,70), wt + MI + G-CSF (7,94 

mmHg / l ± 1,96) sowie CD26 + MI + G-CSF (7,32 mmHg / l ± 0,63) zeigten 

lediglich gering unterschiedliche Datensätze ohne Signifikanzen. ( siehe Abb. 42) 
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Abb. 42:  Arterielle Nachlast an Tag 30 

 

 

3.3.7. Enddiastolisches Volumen 

Hinsichtlich des enddiastolischen Volumens im linken Ventrikel zeigte sich analog zur 

höheren Auswurffraktion in der CD26 + MI + G-CSF Gruppe (22,78 µl ± 2,19) ein 

signifikant geringeres Restvolumen bezogen auf alle Vergleichsgruppen. Die Gruppe 

der G-CSF behandelten Wildtyp-Mäuse (32,35 µl ± 2,74) zeigte gegenüber den 

unbehandelten Tieren wt + MI  (41,03 µl ± 4,95) und CD26 + MI (42,8 µl ± 2,68 ) 

ebenfalls ein signifikant niedrigeres Volumen. Zwischen den letztgenannten 

Versuchsgruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied. ( siehe Abb. 43) 
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Abb.43: Enddiastolisches Volumen an Tag 30 (230) 

 

 

3.4. Stammzellmobilisation und –Homing 

 

3.4.1. Stammzellmobilisation 

Die Mobilisation von Stammzellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut 

wurde mittels Durchflusszytometer am 6. Tag nach Myokardinfarkt untersucht. Es 

wurde die Ko-Expression des Panleukozytenmarkers CD45, mit bekannten 

Stammzellmarkern wie CD34, c-kit und Sca-1 analysiert. Ebenfalls wurde die Ko-

Expression des wichtigen Homingfaktor-Rezeptors CXCR4 untersucht. FACS 

Analysen zur Ko-Expression von CD45+/CD34+ ergaben für G-CSF behandelte 

Wildtyp (1,83 % ± 0,20) bzw. CD26-/- Tiere (1,63% ± 0,24) signifikant höhere Werte 

von CD45+/CD34+ Blutstammzellen verglichen mit unbehandelten Tieren ( wt + MI 

0,45% ± 0,05; CD26 + MI 0,49% ± 0,02). ( siehe Abb. 44) 
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Abb.44: CD45
+
/ CD34

+ 
Zellen im peripheren Blut 

 

Bei der Sub-Analyse CD45+/CD34+/CXCR4+ Blutzellen zeigte sich ein ähnliches Bild. 

Die Anzahl an CD45+/CD34+/CXCR4+ Zellen waren in beiden unbehandelten 

Versuchsgruppen (wt + MI 0,023% ± 0,01 ; CD26 + MI 0,025% ± 0,01) signifikant 

niedriger verglichen mit G-CSF behandelten Tieren ( wt + MI + G-CSF 0,36% ± 0,18; 

CD26-/- MI + G-CSF 0,36% ± 0,11). ( siehe Abb. 45) 
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Wie in Abbildung 46 ersichtlich, war die Anzahl an CD45+/c-kit+ (0,99% ± 0,21), 

CD45+/CD31+ ( 38,43% ± 5,53 ) und CD45+/Sca-1+ (33,49% ± 5,39) Blutzellen bei G-

CSF behandelten CD26 -/- Tieren ebenfalls signifikant deutlich höher gegenüber den 

drei Vergleichsgruppen. 

 

 

Abb. 46: CD45
+
/c-kit

+
, CD45

+
/CD31

+
, CD45

+
/Sca-1

+
 Zellen im peripheren Blut 

 

 

3.4.2 Expression von Stammzellmarkern auf CD26+ Zellen aus dem 

Knochenmark und peripheren Blut 

Die Durchflusszytometrische Analyse mononuklearer CD45+ Zellen bei  Wildtyp 

Tieren zeigte eine CD26 Expression von durchschnittlich 30 % ± 3,66 im 

Knochenmark und  12 % ± 3,05 im peripheren Blut. Wie zu erwarten war die CD26 

Expression bei CD26-/- Tieren sowohl im Blut als auch im Knochenmark kaum 

messbar. (siehe Abb. 47) 
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Abb.: 47 Expression von CD45
+
 und CD 26

+ 
Zellen im Knochenmark (BM) und peripheren Blut (PB) 

(230) 

 Eine erweiterte Sub-Analyse der CD45+/CD26+ Zellen bei Wildtyp-Mäusen ergab 

sowohl im Knochenmark  als auch im peripheren Blut  eine hohe Ko-Expression  von 

CD31 (KM: 90,7 %; Blut: 89,6%), sowie von Sca-1 (KM: 29,3 %; Blut: 64,6%). Andere 

Stammzellmarker wie CD34 (KM: 21,1 %; Blut: 4,2 %) und c-kit (KM: 23,9 %; Blut: 

3,8 %) sowie der „Homing-Rezeptor“ CXCR4 (KM: 8,2 %; Blut: 2,7 %) waren 

ebenfalls exprimiert, zeigten jedoch geringere Werte. (siehe Abb. 48) 

 

Abb. 48: Expression von Stammzellmarkern auf CD45
+
/CD26

+
 Zellen im Knochenmark und peripheren 

Blut bei Wildtyp-Mäusen (230) 
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Des Weiteren wurde wie in Abbildung 49 ersichtlich die Ko-Expression von CD26 auf 

den vorgenannten Stammzellpopulationen untersucht. Im peripheren Blut zeigte sich 

eine relative hohe Co-Expression von CD26 auf CD34+, CXCR4+, Sca-1+, c-kit+ 

sowie CD31+ Blutzellen mit Werten zwischen 56% - 68%. Auch im Knochenmark 

waren durchschnittlich etwa 50 % der Zellen auch Träger von CD26, lediglich bei c-

kit+ Zellen ergaben sich mit 27,7 %  geringere Messdaten.  

 

 

 

Abb. 49: CD26 Expression auf verschiedenen Stammzellpopulationen bei Wildtyp-Mäusen (230) 

 

 

3.4.3. Stammzellhoming in das Herz 

Untersucht wurde hier mittels Durchflusszytometrie die Anreicherung verschiedener 

Stammzellpopulationen im Myokard zwei Tage nach Infarkt. Unterschieden wurden 

eingewanderte Blutstammzellen und endogene Stammzellen im Herzen selbst. Um 

Blutstammzellen zu detektieren wurden die kardialen Zellpopulationen zusätzlich mit 

dem Panleukozytenmarker CD45 gefärbt, der auf nahezu allen zirkulierenden 

mononuklearen Blutzellen exprimiert wird. Endogene kardiale  

Stammzellpopulationen exprimieren kein CD45 und kein CD34, so dass der 

Ausschluss dieser Blutzell-Marker zur Identifikation endogener Zellpopulationen 

herangezogen werden konnte. 
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3.4.3.1. Blutstammzellen 

In Hinblick darauf, dass aktives SDF-1 die Migration Gefässwachstum fördernder 

CD34 Progenitorzellen triggert (198) untersuchten wir die Anzahl  CD34+  Zellen im 

Herzen 2 Tage nach Infarkt. Um die aus dem peripheren Blut eingewanderten Zellen 

zu detektieren, wurde der hämatopoetische Marker CD45 zusätzlich verwendet. In 

der Gruppe der infarzierten, G-CSF behandelten CD26-/- Tiere zeigte sich ein 

deutlich signifikanter Anstieg des Anteils CD45+/CD34+ Progenitorzellen (1,65 % ± 

0,17) gegenüber allen anderen Gruppen (wt + MI: 0,41 % ± 0,05; CD26 + MI: 0,81 % 

± 0,08; wt + MI + G-CSF: 0,94 % ± 0,14%). In Abbildung 50. sind diese Ergebnisse 

nochmals beispielhaft im Auswertungsraster dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 50 : Einwanderung CD45
+
/CD34

+ 
Blutstammzellen in das Myokard (230) 

 

Auch innerhalb der jeweiligen Untergruppen von CD45+/CD34+/c-kit+, 
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ergaben sich signifikant höherer Werte in der CD26 + MI + G-CSF Gruppe 

gegenüber den drei Vergleichsgruppen. Weiterhin ergaben sich signifikante 
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CD26 + MI verglichen zur unbehandelten wt + MI Gruppe. Die genauen Daten sind 

den Abbildungen 51. und 52. zu entnehmen. 

 

 

Abb. 51 (oben) und 52 (unten): Einwanderung (Homing) von Blutstammzellen in das infarzierte 

Myokard 
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Dabei war auf über 80 % der CD 45+/CD34+ Zellen im Myokard der mit G-CSF 

behandelten CD26-/- Tiere der „Homing-Rezeptor“ CXCR4 nachweisbar, ebenso 

zeigte sich eine sehr hohe Anreicherung des Stammzellmarkers Sca-1 ( 92,2%) ( 

siehe Abb. 53.) 

 

 

Abb. 53: Subpopulationen von in das Myokard eingewanderten Stammzellen/-markern in der Gruppe 

CD26
-/-

 + MI + G-CSF 

 

 

3.4.3.2. Endogene kardiale Stammzellen 

Zur Quantifizierung endogener kardialer Stammzellen, die nicht aus dem Blut 

einwandern, sondern direkt  im  infarzierten Herzgewebe ansässig sind, wurde der 

Anteil CD45-/CD34-/c-kit+ und CD45-/CD34-/Sca-1+Zellen bestimmt. 

Hinsichtlich der Population endogener CD45-/CD34-/c-kit+ kardialer Stammzellen 

zeigten sich signifikant höherer Werte bei G-CSF behandelten CD26-/- Tieren(0,27 % 

± 0,04) gegenüber allen Vergleichsgruppen (wt + MI 0,08 % ± 0,02; CD26 + MI 0,14 

% ± 0,02, wt + MI + G-CSF  0,07% ± 0,02) (siehe Abb. 54).  
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 Abb. 54: Endogene c-kit 

+ 
Stammzellen im Herzen nach MI  

  

 

Kein signifikanter Unterschied ergab sich zwischen den vier Versuchsgruppen 

bezüglich endogener CD45-/CD34-/sca-1+ Zellen, wobei sich auch hier ein Trend zu 

höheren Werten bei CD26-/-  Tieren ergab (wt + MI 14,01 % ± 1,15; CD26 + MI 11,88 

% ± 3,49; wt + MI + G-CSF 16,46 % ± 1,55; CD26 + MI + G-CSF 23,32 % ± 2,82). ( 

siehe Abb. 55) 
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4. DISKUSSION 

 

Bei den durchgeführten Untersuchungen hinsichtlich der Auswirkung von CD26-

Inhibition auf das Homing und die Mobilisation von Stammzellen nach G-CSF 

Behandlung bei stattgehabtem Myokardinfarkt konnte gezeigt werden: 

 

 Die Gabe von G-CSF bei CD 26 -/- Tieren führt zu einer signifikant besseren 

Überlebensrate (> 20 %) nach 30 Tagen im Vergleich zu den Kontrollgruppen. 

 

 30 Tage nach LAD-Ligation kann  bei den G-CSF-behandelten CD 26 -/- 

Tieren ein deutlich besseres kardiales „Outcome“ verzeichnet werden. Die 

verbesserte kardiale Pumpfunktion korreliert hierbei mit einer geringeren 

Infarktgröße und einer verminderten Abnahme der linksventrikulären  

Vorderwanddicke  gegenüber den Vergleichsgruppen. 

 

 Inhibition der Dipeptidyl-Peptidase IV führt in Kombination mit G-CSF-

Stimulation zu einer vermehrten Mobilisation von Stammzellen aus dem 

Knochenmark in das periphere Blut. 

 

 Unter Hemmung von CD26 und G-CSF-Gabe kommt es zu einem 

gesteigerten Homing von CD34+/CXCR4+ Progenitorzellen in das Herz mit 

Folge einer verbesserten Neoangiogenese und Zellproliferation. 
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4.1. G-CSF-Behandlung unter CD 26 Inhibition senkt die Mortalität und 

verbessert die Pumpfunktion 

Dass die Gabe von stammzellmobilisierenden Zytokinen wie G-CSF eine wirksame 

Therapie nach akutem Myokardinfarkt darstellt, wurde im Jahr 2001 erstmals von der 

Gruppe um Anversa/Orlic gezeigt (211). Die behandelten Tiere hatten dort eine um 

68% niedrigere Mortalität als die Kontrolltiere. Dies war assoziiert mit einer 

geringeren Infarktgröße (-40%) und einer signifikant höheren Auswurffraktion. 

Bezüglich der Mortalität kamen Deindl et al. zu ähnlichen Ergebnissen. Nach 5-

tägiger G-CSF-Behandlung überlebten 30 Tage post MI 68,8% aller Tiere gegenüber 

46,6% überlebender Tiere in der Kontrollgruppe (212). Es zeigte sich des Weiteren 

eine gesteigerte Neoangiogenese/ Arteriogenese. Analog hierzu auch unsere 

Ergebnisse: wir konnten zeigen, dass in beiden G-CSF- behandelten Gruppen das 

Überleben nach 30 Tagen signifikant besser war. 20 % mehr CD 26-/- Tiere 

überlebten nach G-CSF-Gabe gegenüber den Vergleichsgruppen. Assoziiert war die 

geringere Mortalität mit einer besseren Pumpfunktion. Die gemessene Herzfrequenz 

in den einzelnen Gruppen zeigte hierbei kaum Unterschiede, was den Einfluss eines 

Kraft-Frequenz-Effektes ausschließt. Die Neoangiogenese war ebenfalls gesteigert, 

was ursächlich für eine geringere Infarktfläche durch Versorgung über Kollateralen 

sein könnte. Harada postulierte 2005 die kardioprotektive/-regenerative Wirkung von 

G-CSF beruhe primär auf Hemmung der Apoptose, nicht auf Mobilisierung von 

Stammzellen. Nach Bindung von G-CSF an seinen Rezeptor komme es zur 

Aktivierung der Janus family Tyrosin Kinase (JAK) sowie des Signal Transducer and 

Activator of Transcription 3 (STAT3) (213,214) welche wiederum einen antiapop-

totischen Effekt über Inhibition von Bcl-2 und Bcl-xL ausüben (74). Obwohl in 

unseren Versuchsreihen nur in der Kombination von G-CSF-Stimulation und DPPIV 

Hemmung eine deutliche Reduktion der bindegewebigen Vernarbung des 

Infarktgebietes verzeichnet werden konnte, hat auch SDF-1α allein 

nachgewiesenermaßen über Phosphorilierung von ERK und AKT eine 

antiapoptotische Wirkung (215). Die verminderte Apoptose  kann erklärend für die 

deutlich dickere Wandschicht des linken Ventrikels nach MI und G-CSF Behandlung 

sein. Durch verlangsamte/verminderte Wanddickenabnahme in G-CSF behandelten 

CD26-/- Tieren kommt es, nach dem Gesetz von Laplace (Wandspannung ≈ 

Ventrikeldruck x Ventrikleradius / Wanddicke), zu einer Reduktion der 
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Wandspannung, was ggf. der Dilatation des infarzierten Herzens entgegenwirkt. Dies 

wiederum bedeutet ein vermindertes Risiko für eine Herzruptur, die häufigste 

Todesursache bei C57BL/6-Mäusen nach Infarkt (216). 

 

 

4.2. G-CSF Gabe mobilisiert Stammzellen im Wildtyp und CD26-/- Tier 

Die positive Wirkung von G-CSF auf die Mobilisation von Stammzellen ist bereits seit 

längerem bekannt. Im klinischen Alltag wird es seit längerem bereits bei 

immunsupprimierten Patienten nach Knochmarktransplantation verwendet (217,218). 

Die genauen Wirkmechanismen sind sehr komplex und die Forschung fördert immer 

wieder neue Aspekte zu Tage. Gesichert ist die Mitwirkung von Proteasen wie MMP9 

und  Cathepsin G im Knochenmark, die zu einer Spaltung der SDF-CXCR4-, c-kit-

SCF sowie der VLA4-VCAM-Achse führen und somit Stammzellen freisetzen (80-85). 

Eine Steigerung der Mobilisation von CD45+/CD34+ und CD45+/CD34- Zellen aus 

dem Knochenmark in das peripheren Blut von infarzierten Wildtyp-Mäusen  nach G-

CSF Behandlung konnte in unserer Arbeitsgruppe 2006 nachgewiesen werden (128). 

Auch SDF-1 in seiner aktiven Form wurde von Aiuti et al. bereits 1997 eine Rolle bei 

der Mobilisation von CD34+ Progenitorzellen zugeschrieben (191).  Ein kleiner, 

jedoch signifikanter Prozentsatz dieser Zellpopulation exprimiert ebenfalls CD26 auf 

seiner Oberfläche, über negative Rückkopplung kommt es so wohl zur Autoregulation 

(200). Zur Stammzellmobilisation mittels G-CSF postulierte die Gruppe um 

Christopherson,  CD26 sei essentiell für die G-CSF induzierte Mobilisation von 

Progenitorzellen aus dem Knochenmark (207,208). Diese Aussage, ebenfalls auf 

Grundlage von Forschung am CD26-/- Mausmodell gestellt, zeigt eine Diskrepanz zu 

unseren Ergebnissen. Unsere Daten zeigen nach G-CSF Behandlung sowohl in der 

Wildtyp- als auch in der CD26-/--Gruppe eine signifikant gesteigerte Mobilisationsrate 

von CD45+/CD34+ und CD45+/CD34+/CXCR4+ Zellen. Des Weiteren konnten 

signifikant mehr CD45+/c-kit+, CD45+/CD31+ und CD45+/Sca-1+ Populationen bei den 

behandelten CD26-/- Tieren gegenüber allen Vergleichsgruppen detektiert werden. Im 

Gegensatz zu der These von Christopherson et al., dass es nach G-CSF-Gabe zu 

einer gehemmten Mobilisation von Progenitorzellen in CD26-/- Tieren in das 

periphere Blut kommt, zeigen unsere Daten sogar eine Verbesserung. Mögliche 
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Gründe für die Diskrepanz finden sich im unterschiedlichen Versuchsaufbau. Zum 

einen erfolgte die Gabe von G-CSF bei Christopherson nur über 2, bzw 4 Tage 

hinweg mit 2x täglicher Gabe von 2,5 µg G-CSF , während in unserem Modell eine 

Behandlung über 6 Tage mit  100 µg/kg KG /d durchgeführt wurde. Sowohl das 

Zeitintervall, als auch die Dosis ist in unserer Studie größer gewählt. Zum anderen 

erfolgte die Bestimmung der Mobilisationsrate bei uns über Durchflusszytometrie des 

jeweiligen Mediums mit Stammzelloberflächenmarkern, wohingegen die andere 

Forschungsgruppe das Medium zunächst für 7 Tage mit FBS, EPO und SCF 

bebrütete und anschließend  „ Colony forming units“ analysierte. Ein alternativer 

Erklärungsansatz wäre auch, dass die Mobilisation der Stammzellen über aktives 

SDF-1 in größerem Ausmaß getriggert wird, als bisher angenommen. Diesem Ansatz 

entsprechen die aktuellen Ergebnisse einer Studie von Fadini et al, die nach Gabe 

von Sitagliptin (DPPIV Inhibitor, siehe 1.3.8.) bei Patienten mit Diabetes Typ 2 

sowohl einen Anstieg von SDF-1 als auch eine vermehrte Mobilisation von 

endothelialen Progenitorzellen feststellen konnten (229). Eine Weiterführung der von 

Aiuti et al begonnenen Untersuchungen der  SDF-1 Kaskade  wird diesbezüglich 

weitere Erkenntnisse liefern. 

 

 

4.3.   G-CSF Gabe unter CD 26 Hemmung führt zu einem vermehrten 

Homing von CD34+/CXCR4+ Progenitorzellen in das Herz 

Wie unter 1.4.1 bereits beschrieben, nimmt SDF-1 eine wesentliche Rolle beim 

Homing von Progenitorzellen ein, insbesondere in Hinblick auf CD34+  

hämatopoetische Stammzellen, die den korrespondierenden Homingfaktor-Rezeptor 

CXCR4 exprimieren (195). Nach SDF-1 Aktivierung kommt es über die Erhöhung der 

zytoplasmatischen Kalziumkonzentration unter Mitbeteiligung von Integrinen und 

Selektinen zur gradientengerichteten Wanderung der CD34+/CXCR4+ Zellen, welche 

dann nach Erreichen des Zielortes durch Bindung von SDF-1 mit seinem Rezeptor 

CXCR4 fixiert werden (196). In früheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, 

dass SDF-1 in seiner aktiven Form über Bindung an seinen Rezeptor CXCR4 zu 

einem  verbesserten Homing von Stammzellen in das Knochenmark führt (190, 

200,201).  
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Im Herzen konnte nach Ischämie eine „Hochregulation“ von SDF-1 über HIF1-a 

nachgewiesen werden, welche allerdings nur für 48 Stunden anhält  (192, 219, 220). 

Die Inaktivierung des wichtigen Homingfaktors wird durch CD26 mittels 

Peptidabspaltung bewirkt. Durch Verwendung des CD26 „ Knock-Out“ Modells wurde 

dies in der vorliegenden Versuchsreihe unterbunden und somit SDF-1 in seiner 

aktiven Form erhalten (siehe Abb.56).  

Unserer Hypothese nach sollte durch gezielte Ausschaltung der SDF-1-

inaktivierenden Ektopeptidase CD26 das Stammzellhoming in das ischämische 

Myokardgewebe verbessert werden. 

Entsprechend dieser Vermutung konnten in der vorliegenden Arbeit deutlich mehr 

CD45+/CD34+ Zellen im infarzierten Myokard nachgewiesen werden, insbesondere in 

Kombination mit G-CSF- Gabe. CD34+ Progenitorzellen, welche c-kit, sca-1 und 

CD31 ko-exprimierten zeigten ebenfalls eine Steigerung des myokardialen Zell-

Homings. Analog hierzu die Ergebnisse von Askari et al. und von Segers et al., die 

(wenngleich in einem invasiven Versuchsmodell) nach Transplantation von SDF-1 

exprimierenden Fibroblasten, bzw. CD26/MMP2 (Proteolyse resistentes SDF-1) ein 

gesteigertes Homing von Stammzellen beobachten konnten (198, 202).  

 

Abb.56 Mechanismus und Auswirkungen des gesteigerten Homings von CXCR+ Progenitorzellen 

durch Hemmung der CD26-Aktivität am ischämischen Herzen.(232) 



85 
 

 

Die positiven Effekte von G-SCF auf das infarzierte Herz wurden bereits unter 4.1 

erörtert. Die Wirkung von SDF-1 in seiner aktiven Form beruht vermutlich auf zwei 

verschiedenen Mechanismen.  

Wie in Abb. 56 aufgezeigt, werden zum einen von den vermehrt rekrutierten 

CD34+/CXCR4+ und c-kit/CXCR4+ Progenitorzellen proangiogenetische und 

antiapoptotische Wachstumsfaktoren exprimiert. Hierzu gehören der Insulin-like-

growth-factor, der vascular-endothelial-growth-factor und der hepatocyte-growth-

factor, welche Neoangiogenese und eine reduzierte Apoptose von Kardiomyozyten 

bewirken (231,232). Die eingewanderten c-kit+ Zellen könnten weiterhin über 

parakrine Mechanismen endogene kardiale Stammzellen stimulieren und somit 

indirekt an einer myokardialen Regeneration beteiligt sein, wie kürzlich in der Arbeit 

von Loffredo et al beschrieben (233). Bezüglich der Quelle von potentiellen kardialen 

Progenitorzellen konnte Smart et al. 2007 zeigen, dass das Peptid Thymosin ß4 

(Tß4) epikardiale Progenitorzellen stimuliert und somit die Neoangiogenese fördert 

(235). In der neuesten Studie dieser Forschungsgruppe konnte mittels genetischer 

Zellmarkierung 7 Tage nach Myokardinfarkt gezeigt werden, dass Wilms-Tumor-1 

(Wt1+) positive Progenitorzellen im Herzen in der Lage sind, sich zu Kardiomyozyten 

zu differenzieren. Mittels MRT wurden 28 Tage nach Infarkt signifikant bessere 

kardiale Funktionsparameter (insb. EF, enddiast./systol. Volumen) sowie ein 

besseres Outcome verzeichnet (236). 

 Zum anderen könnten intrinsische Effekte eine Rolle spielen, welche direkt über eine 

Stimulation von CXCR4-Rezeptoren durch SDF-1 die Proteinkinase B (PKB/Akt) in 

Endothelzellen und Kardiomyozyten aktivieren und somit die Neoangiogenese 

fördern und die Apoptose verhindern (232,234). 

Grundsätzlich bleibt vor diesem Hintergrund unklar, welche Rolle die SDF-1/ CXCR4-

Achse bei direkten und indirekten Reparaturprozessen nach Myokardischämie spielt. 

Weiterhin ist unklar, ob SDF-1/ CXCR4-Interaktionen endogene kardiale 

Stammzellen stimulieren und somit zu einer Verbesserung der kardialen 

Regeneration führen. 
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4.4. Limitationen der Arbeit 

Die Testreihen dieser Arbeit wurden allesamt am Tiermodell durchgeführt. Das 

angewandte Mausmodell, die Induktion eines Myokardinfarkts mittels LAD-Ligation, 

ist in der kardiologischen Forschung bereits seit längerem etabliert (223). Die 

pathophysiologischen Abläufe bei Tier und Mensch sind nahezu identisch, wenn 

auch im Gegensatz zum Menschen die KHK / Atherosklerose beim Tier eher selten 

(gerade im Hinblick auf die Risikofaktoren Diabetes, Adipositas, Nikotin) ist und eine 

infektiöse Genese ursächlich im Vordergrund steht. Beim Menschen ist im 

Akutstadium die schnelle Wiedereröffnung des verschlossenen Herzkranzgefäßes 

mittels PTCA (224) oder Lyse-Therapie (225) Goldstandard, dies lässt sich im 

Mausmodell nur schwer verwirklichen. Ebenso kann anhand dieses Mausmodells 

nicht geklärt werden, ob die Gabe von Medikamenten wie 

Thrombozytenaggregationshemmern, die beim Menschen nach akutem 

Myokardinfarkt standardmäßig eingesetzt werden, die Versuchsergebnisse 

beeinflussen würde (226,227).  

Die Tiere wurden des Weiteren nicht nur einem Myokardinfarkt, sondern auch noch 

vorausgehend einer ebenfalls stark belastenden Operation ausgesetzt. Hiermit 

verbundene Folgen/ Komplikationen wie z.B. Infektionen konnten in der Studie nicht 

verifiziert und somit berücksichtigt werden. Ein Teil der Versuche wurde mit C57BL/6 

Wildtypmäusen durchgeführt, der andere Teil mit genetisch veränderten, nämlich 

CD26 KO Tieren. Berücksichtigt werden muss hierbei, dass jegliche genetische 

Manipulation auch zu Veränderungen im gesamten Organismus, bzw. einzelner Teile 

führen kann, auch wenn die verwendeten Tiere anatomisch keinerlei Unterschiede 

zeigten. 

In Hinblick auf die Planung klinischer Studien sind weiterführende Untersuchungen 

bezüglich der pharmakologischen Hemmung von CD26 unerlässlich. Diesbezüglich 

wurden in unserer Forschungsgruppe bereits Experimente mit Diprotin A 

durchgeführt, die Tendenz entsprach weitgehend den Ergebnissen dieser Arbeit. 

Aktuell wurde von Zhang D. et al ebenfalls eine Arbeit veröffentlicht in der eine 

bessere myokardiale Funktion des infarzierten Mäuseherz nach Diprotin A Gabe 

postuliert wird (128).  
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Die durchgeführten Untersuchungen bezogen sich auf zwei verschiedene 

Botenstoffe, G-CSF und CD26, deren Wirkung zwar schon teilweise aber noch lange 

nicht gänzlich entschlüsselt werden konnte. Die Mitwirkung weiterer Faktoren an der 

Kaskade der Stammzellmobilisation und des –homings speziell am Myokard ist 

sicherlich anzunehmen und muss in der Zukunft noch weiter erforscht werden. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

Die koronare Herzkrankheit (KHK) und der hieraus resultierende Myokardinfarkt 

führen bereits seit mehreren Jahren die Statistik der Todesursachen in Europa an. 

Nach Ausschöpfung der präventiven Maßnahmen, rückt der Fokus der Forschung 

somit mehr und mehr auf Möglichkeiten der kardialen Regeneration „post eventum“ 

mittels Stammzelltherapie. Bereits seit längerem etabliert und in klinischer Testung 

ist hier der Granulozyten - Kolonie - stimulierende Faktor ( G-CSF), der bei Mäusen 

angewendet durch Mobilisierung von Stammzellen in das infarzierte Herzgewebe zu 

einer verbesserten Herzfunktion und längerer Überlebenszeit führte. Als wichtige 

Komponente beim Homing von adulten Stammzellen konnte des Weiteren der  

Stromal-Cell-Derived-Factors (SDF1/ CXCR4) identifiziert werden, der durch die 

Ektopeptidase Dipeptidylpeptidase IV ( CD26 ) inaktiviert wird. Nach Hemmung von 

CD26, welches klinisch bis dato hauptsächlich Bedeutung bei der Diabetes-Therapie 

hat, konnte ein vermehrtes Homing von Stammzellen aus dem peripheren Blut in das 

Knochenmark festgestellt werden. Als wichtiger Signalweg der G-CSF-abhängigen 

Mobilisierung wird ebenfalls die Unterbrechung der SDF-1/CXCR4 Kaskade 

vermutet, der genaue Mechanismus konnte jedoch noch nicht verifiziert werden. Das 

Ziel dieser Arbeit bestand darin, bei akutem Myokardinfarkt (mittels LAD-Ligation) am 

Mausmodell mit genetischem CD26 „Knock out“ die Kombination der beiden 

stammzelltherapeutischen Therapieansätze hinsichtlich Überleben, Herzfunktion, 

Remodelling und Stammzellwanderung in das Knochenmark, periphere Blut und 

Herzgewebe zu untersuchen. Die Gabe von G-CSF bei CD 26 -/- Tieren führte zu 

einer signifikant besseren Überlebensrate (> 20 %) nach 30 Tagen im Vergleich zu 

den Kontrollgruppen. Des Weiteren konnte nach einem Monat eine geringere 

Infarktgröße bei den G-CSF behandelten Tieren und bei den genetisch veränderten, 

mit G-CSF behandelten Mäusen außerdem eine signifikant größere Dicke des linken 

Ventrikels, sowie eine gesteigerte Angiogenese (gemessen an der Zahl der 

Kapillaren mit CD31 positiven Zellen) festgestellt werden. Untersuchungen bezüglich 

der Herzfunktion, bezogen auf die Parameter Herz-Minuten-Volumen, 

endsystolischer Druck, Auswurffraktion  und enddiastolisches Volumen zeigten 

signifikant positive Ergebnisse. Mittels Durchflusszytometrie wurde des weiteren die 

Mobilisationsrate von Stammzellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut 

bestimmt, auch hier konnten signifikant höhere Werte bei den mit G-CSF therapierten 
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Gruppen gemessen werden, was die These der Mitbeteiligung von CD26, an der G-

CSF-abhängigen Mobilisationskaskade untermauert. Die Analyse des Herzgewebes 

ergab ein gesteigertes Homing von CD34+/CXCR4+ Progenitorzellen in das Herz mit 

Folge einer verbesserten Neoangiogenese und Zellproliferation unter Hemmung von 

CD26 und G-CSF-Gabe. In Hinblick auf die erhobenen Daten, ist wohl der 

Synergismus zwischen G-CSF Behandlung und Inhibition von CD26 der Schlüssel 

zur Stammzelltherapie nach Myokardinfarkt, die genauen Mechanismen sind im 

weiteren Verlauf zu klären und hinsichtlich einer möglichen zukünftigen Anwendung 

beim Menschen, weitere Versuchsreihen mit medikamentöser Hemmung der 

Dipeptidylpeptidase IV in Kombination mit G-CSF-Gabe, durchzuführen. 
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Abkürzungsverzeichnis 

ACC        Arteria carotis interna 

AKT       antiapoptotische Kinase 

AS          Aminosäure 

BMC      unfraktioniertes Knochenmark 

BrdU      Bromodeoxyuridin 

CD26     siehe DPP IV 

CFU-G     Colony forming unit- Granulocyte 

CSC        ortsständige kardiale Stammzelle 

DPP IV   Dipeptidylpeptidase IV 

EF           Ejektionsfraktion 

EPC        endotheliale Progenitorzelle 

EPO        Erythropoetin 

ER           Endoplasmatisches Retikulum 

ERK        extrazellulär Signal-regulierte Proteinkinase 

ESPVR    endsystolische Druck-Volumen-Beziehung 

ES-Zelle  Embryonale Stammzelle 

FACS      fluorescence activated cell sorting 

FBS         fetal bovine serum 

FGF          Fibroblast Growth Factor 

FITC         Fluorescein-Isothiocyanat 

G-CSF      Granulocyte-colony stimulating factor 

GM-CSF  Granulocyte macrophage-colony stimulating factor 

HIF-1        Hypoxie induzierbarer Faktor 1 

HMV        Herzminutenvolumen 

HPT          Hyperparathyreoidismus 

HSC          Hämatopoetische Stammzelle 

HWZ         Halbwertszeit 

ICAM-1    Intercellular Adhesion Molecule 1 



116 
 

IGF-1        Insulin like Growth Factor 1 

KG            Körpergewicht 

KHK         Koronare Herzkrankheit 

KO            Kontrolle 

LAD         Left Anterior Descendens 

LDL          Low-Density-Lipoproteine 

LVA         Linksventrikuläre Angiographie 

LVP          Linksventrikulärer Druck 

MAPC      Multipotente adulte Progenitorzelle 

MI            Myokardinfarkt 

MMP-9    Matrix-Metalloproteinase-9 

MRT        Magnetresonanztomographie 

MSC         Mesenchymale Stammzelle 

PCI           Perkutane Koronarintervention 

PE             Phycoerythin 

PECAM-1 Platelet endothelial cell adhesion molecule 1 

PerCP        Peridinin Chlorophyll-A-Protein 

PTCA        Perkutane transluminale coronare Angioplastie 

PTH           Parathormon 

PTHrP       Parathormone-related Peptide 

SCF           Stem cell factor 

SDF-1        Stromal Cell Derived Factor 1 

SPECT       Einzel-Photon-Emissions-Computertomographie 

Tβ4            Thymosin β 4 

USSC        Umbilikale somatische Stammzelle 

VEGF        Vascular Endothelial Growth Factor 

Wt1            Wilms-tumor 1 gene 
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