Aus dem Veterindarwissenschaftlichen Department der Tierarztlichen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Arbeit angefertigt unter der Leitung von Prof. Dr. med. vet. Manfred Stangassinger

Angefertigt am Institut fiir diagnostische und interventionelle Radiologie des
Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitat Miinchen

(Prof. Dr. med. Ernst J. Rummeny)

Zum Einfluss von pluripotenten himatopoetischen
Knochenmarkszellen auf den Apoptoseverlauf nach
experimentellem Myokardinfarkt - in vivo Untersuchungen
mittels molekularer Fluoreszenz- und Computertomographie am
Mausmodell

Inaugural-Dissertation zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwiirde der
Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

von Katja Kosanke
aus Mainz

Miinchen 2013



Gedruckt mit Genehmigung der Tierarztlichen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Joachim Braun
Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Manfred Stangassinger
Korreferent/en: Priv.-Doz. Dr. Gerhard Wess

Tag der Promotion: 09. Februar 2013



In Erinnerung an meine Schwester Franziska Johanna Kosanke

*10.12.1987
130.08.2008

Omnia vincit amor.



Inhaltsverzeichnis

L.

IL

2.1.
2.1.1.
2.1.2.
2.1.3.
2.1.3.1.
2.1.3.2.
2.1.3.3.
2.1.4.
2.2,

2.2.1.
2.2.2.
2.2.2.1.
2.2.2.2.

2.2.3.
2.3.
2.3.1.
2.3.2.
2.3.2.1.
2.3.2.2.
2.3.2.3.
2.3.2.3.1.
2.3.2.3.2.
2.3.2.3.3.
2.3.3.
2.3.3.1.
2.3.3.2.
2.3.3.3.
2.3.4.

118
3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.6.1.
3.6.2.
3.6.3.
3.6.4.
3.7.
3.7.1.
3.7.2.
3.8.
3.8.1.
3.8.2.
3.8.3.

230 01 =3 101D 1
EYod 11101 2
Pathogenese und Pathophysiologie des akuten Myokardinfarktes .........ccsuunue 2
Frithphase der Infarktheilung ... s—————" 2
Myokardiales Remodeling ... 3
Formen des Zelltods .......coimmimmimsmimmsmssmsmnsssnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnans 4
AULOPRAGIE ..oecrrcrirricsnrs s ———————————————————————_ 4
13 £ 5
2 010 010 1 5
Priklinische Modelle und ihre Bedeutung fiir die klinische Kardiologie.......... 6
Einfluf} pluripotenter Knochenmarkzellen auf Infarktheilung und
ReMOAElING ....cviimirimnersisersnssnsnissnissssssssssssss s s sns s s s sassssasssssnsss s snans 7
Wirkungen pluripotenter KnochenmarKkzellen.........ccummmmsmmsmsmmssssmsesssssssssesns 7
Zelluldre und molekulare MechaniSmen ........cmimimmemmemess————ms 9
Stammzellfaktor (SCF) und der Rezeptor c-Kit.........convmrnmsmnsmsmmsmsessmsessmssssmsssssssssnnns 9
Parakrine Wirkung pluripotenter Knochenmarkzellen auf Kardiomyozyten
in der Infarktregion......mssssssss s ——————- 10
Bedeutung pluripotenter Stammzellen fiir die Infarktheilung..........cccuoueeiininns 11
Molekulare Bildgebung beim MyoKkardinfarkt ... 12
HINEErGIrUunNd ...cociimieiimsessmsessnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss sassssassssssssssssnsns 12
1 06 C T 1= 13
Nuklearmedizinische Verfahren........mmmmsmssssssssssms 13
Magnetresonanztomographie........ s ———————————— 14
Optische Verfahren.....mememsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssss 14
Fluoreszenztomographie.......cummmmmmsssssssssssssss s 14
Hybride molekulare Fluoreszenztomographie - Computertomographie....... 15
Optoakustische Tomographie.......ccmmms————————————— 16
Kontrastmittel.....cmmssssssssssssssssssssssssssssssssss s s 17
NuklearmediziniSChe TracCer ... s 17
MRT-Kontrastmittel ... 17
Optische Kontrastmittel.........ocmmmmmmsssssssssssssasmas 18
Bildgebung der Apoptose beim MyokardinfarKkt........cummmmmmmss 19
Material und Methoden........cccommnmmnm————————— 19
Fragestellung ........ccomimmsmsmssmsmisnisssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssnsns 19
Versuchstierhaltung.......c.ccoominmmnmimsmssssssss s 20
B2 a1 T 1] 0 ) o 20
Rekonstitution von KitW /KitW-V-Tieren .....cummmmsmmnssmssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 20
VersuChSPlanuUng......ccommmmsmsmsmsmsmssnssnssssssssssssss s sssssssssssssassssassssassns 21
Operativer MyoRardinfarKkt ... 23
Narkoseeinleitung und Analgesie......cuummmmsmmsmsismsmmsmmssnssss s 23
Operationsaufbau und Intubation.......ccu——————————— 23
Durchfithrung der Infarktoperation.......mmmms s 24
Postoperative Behandlung.........cummmmmmmmsmsssssssssssssssssssssssssssssssss 26
In Vivo BildgebUng .......cccummmmsmimsmismsmnssmssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26
Hybride molekulare Fluoreszenz- und Computertomographie.........cccuuseisnsnnns 26
Magnetresonanztomographie.......m— s ————————— 27
EX Vivo Validierungen ......cummsmmmmsmssmsessmssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 32
GefrierSCRNILEE ..o —————————————— 32
117 0 g 0] 110 10 =3 1 33
5 0 0] 04 34



3.8.4. DUurchflufRZytometrie ... ———————— 34
3.9. StatistiSChe AUSWETTUNE ....ccoceimsmimsmmmsmmsmssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssnsss 36
IV. ErgebniSSe....oimmmmmsmnsssmssssmsssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssassssssssssssssssssssssasnses 37
4.1. In Vivo BildgebUNE ......ccccuimsnmsmnmsmisssmnssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsns 37
4.1.1. FMT Bildgebung der APOPLOSE .......cccumrmmsmsmmsmsmssmssssmssssmssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsns 37
4.1.2. MRT-HerzZfunKtion ... ssssssssssssssssnss 41
4.2, EX Vivo Validierungen ......cummsmmmsmmmsmssmsessmssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 45
4.2.1. GefrierSCRNILLE ... ———————————— 45
4.2.2. 117 0 g 0] 110 10 =3 1 47
4.2.3. 5 0 0] 04 49
4.2.4. DUurchflufRZytometrie ... —————————— 51
4.2.4.1. Erfolgskontrolle der ReKonstitution ... 51
4.2.4.2. Analyse des Apoptosesignals ... ——————————— 52
V. DiSKUSSION .uconieinsmssssmsmssssmssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssassnses 57
5.1. Diskussion des Tierversuchsmodells.........coim———s 57
5.1.1. INFArKtmMOdell . ——————————— 57
5.1.2. Rekonstitution der KitW/KitW-v-Maus .....cccumsmemsmssssmssssmssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 59
5.2. Diskussion der MethodiK........c.coummmnmnnmmnmsnssssssssssssssss s 60
5.2.1. FMT zur Detektion des Apoptosesignals.........mmmmmmmsmssssssssmns 60
5.2.2. Annexin V als Apoptosemarker nach Infarkt ... 61
5.3. Diskussion der ErgebniSSe. ... ssssssssssssssssssnns 62
5.3.1. In Vivo BildgebUNSE ......ccoccuimmimsmismsmismsmnsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsns 62
5.3.1.1. Detektion des Apoptosesignals mittels molekularer Fluoreszenz- und
Computertomographie....ummmmms s ———————————————— 63
5.3.1.2. Untersuchung der Herzfunktion mittels Magnetresonanztomographie......... 64
5.3.2. EX Vivo Validierungen ......cumsmismsmmssmssmsessmssssmssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsss 65
5.3.2.1.  GefrierSChNitte ... —————— 65
5.3.2.2. MOIPROMELTIie .cciorseiimsersmsmssmssssmsassnssssn s snssssnsssssssssssssssssssssssssssnssssnssssnssssnsnssssassssassssansnns 66
5.3.2.3. Histologie und FluoreszenzmikrosSKopie ... 66
5.3.2.4. Durchfluf3ZytOmMetrie ......cucrsmrsmmmsmmmsmismsnismsssssssssssssssssssssssssssssssss s ssssssssassssassssassssassns 67
5.4. 2 15 1 1) ol - 67
VL. FAVEEEY 100 00723 00 2 KT 1) 0 70
VII. Y10 01110 = 1 71
VIIL LiteraturverzeiChnis ... 72
IX. AbKUrzungsverzeiChnis.......ummsmssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 85
X. Abbildungsverzeichnis ... ———————— 87
DaANKSAZUNG ....ciriursmsmssssmssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssasssssssssssassssssssssssssnssssssnssssssnnass 90

II



I. Einleitung

Die Okklusion einer Koronararterie durch einen Thrombus hat einen Infarkt
des Myokards im betroffenen Stromgebiet zur Folge. Durch die unterbrochene
Blutzirkulation wird das nachfolgende Gewebe in einen ischdmischen Zustand
versetzt. Sauerstoff, Nahrstoffe und Signalstoffe, wie Zytokine kénnen nicht
mehr in den betroffenen Muskelabschnitt gelangen, wahrend sich im
ischamischen Herzmuskel schidliche Stoffwechselmetaboliten ansammeln.
Diese Vorgiange bedingen einen Verlust von kontraktilen Herzmuskelzellen
sowohl durch Apoptose, Nekrose und in geringem Ausmafd auch durch
Autophagie (Whelan et al. 2010). Der Zelltod von Kardiomyozyten und damit
der Verlust von kontraktilem Myokard fiihrt im Verlauf nach Infarkt zu
zellularen und extrazelluliren Umbauten und bewirkt damit Verdanderungen
von Geometrie, Masse, Volumen und Funktion des linken Ventrikels, das
sogenannte ventrikuldre Remodeling (Lambert et al. 2008). Derzeit basiert die
Therapie des Myokardinfarkts auf einer moglichst frithzeitigen Reperfusion
des Herzmuskelgewebes durch schnelle Wiedereréffnung der akut
verschlossenen Koronararterie mittels perkutaner transluminarer koronarer
Angioplastie (PTCA). Geschieht dies nicht innerhalb der ersten sechs Stunden
nach Einsetzen der Ischdmie hat das haufig den irreversiblen Untergang von
Herzmuskelgewebe zur Folge (Wolff et al. 2006).

Aufgrund der fehlenden Regenerationsfiahigkeit des Myokards existieren
derzeit noch keine therapeutischen Optionen, afunktionelles, geschadigtes
Myokard zu ersetzen (Fazel et al. 2008). Hoffnungen werden diesbeziiglich auf
pluripotente Stammzellen gesetzt, welche in vitro, wie auch im Tierversuch ein
regeneratives Potential bezliglich der Infarktheilung mit Reduzierung der
Infarktnarbe und Verbesserung von Funktion und Perfusion des linken
Ventrikels aufweisen konnten (Abdel-Latif et al. 2007; Ayach et al. 2006). Erste
klinische Versuche zur Applikation pluripotenter Stammzellen wie die
TOPCARE-AMI-Studie, welche Assmus et al. 2002 veroffentlichten, zeigten
allerdings nur moderate Verbesserungen der Herzfunktion und es bedarf hier
trotz vielversprechender praklinischer Ergebnisse noch einem besseren
Verstindnis der molekularen und zelluldaren Abldufe fiir den therapeutischen
Einsatz (Abdel-Latif et al. 2007; Assmus et al. 2002). Durch die Entwicklung
neuer bildgebender Verfahren wie der molekularen Fluorezenz-
Computertomographie in Verbindung mit der Entwicklung spezifischer
molekularer Sonden erhofft sich die Medizin zusatzliche Erkenntnisse iiber
detaillierte Mechanismen der Infarktheilung sowie eine bessere Evaluation
neuer Therapieansdtze (Breckenridge 2010; Nahrendorf et al. 2007). Ziel
dieser Arbeit ist die Untersuchung der Frithphase des Apoptoseverlaufs nach
Myokardinfarkt am Mausmodell sowie des Einflusses von pluripotenten
hamatopoetischen Knochenmarkszellen auf die Entwicklung des Remodelings
nach Infarkt mit Hilfe nicht invasiver Bildgebung, der molekularen
Fluoreszenz- und Computertomographie (FMT-XCT) und
Magnetresonanztomographie.



II. Schrifttum

2.1. Pathogenese und Pathophysiologie des akuten Myokardinfarktes

Ausloser fiir einen Myokardinfarkt ist meist ein thrombotischer
Gefafdverschlufd, verursacht durch eine akute Plaqueruptur mit konsekutiver
Thrombusbildung. Dieser Gefdfdverschlufé hat den Untergang von
Kardiomyozyten zur Folge (Segers et al. 2008; Wolff et al. 2006). Trotz
verbesserter pharmakologischer Therapien kann der Schaden am Myokard so
grofd sein, dass der Infarktpatient akut oder im Verlauf am progredienten
Herzversagen verstirbt (Heeschen et al. 2004). Die Wundheilung nach Infarkt
wird zundchst bestimmt von einer akuten Entziindungsreaktion, gefolgt von
einer langeren Phase von Gewebeumbildungen mit Proliferation von
Fibroblasten und Abbau kollagener Strukturen, welche die Ausbildung einer
fibrosen Narbe zur Folge hat (Bonvini et al. 2005). Im Laufe der Wundheilung
wird ehemals funktionelles Herzgewebe zunehmend durch nicht kontraktiles
Narbengewebe ersetzt. Im Bereich der Myokardnarbe ladsst sich folglich eine
progrediente Ausdiinnung und Expansion beobachten. Initial nicht
ischamisches Gewebe reagiert auf die zunehmende Wandspannung
kompensatorisch mit Hypertrophie der Kardiomyozyten und einer
sekundaren Dilatation des linken Ventrikels durch Zunahme der
Kardiomyozytenlange. Es resultieren ein erhohtes endsystolisches und
enddiastolisches Volumen, ein verringertes Auswurfsvolumen und ein
erhohter Energievebrauch (Biihling et al. 2004; Weil et al. 2006; Xiang et al.
2009). Nicht alle Kardiomyozyten vollziehen eine Hypertrophie. Ein Teil dieser
Zellen geht aufgrund der gesteigerten Wandspannung durch Apoptose
zugrunde. Durch den Zellverlust steigt die Wandspannung fiir die
verbleibenden Zellen und die Gefahr der Apoptose zunehmend. Es entsteht ein
Circulus Vitiosus. Der progrediente aktive Zellverlust hat schliefdlich die
Insuffizienz des Herzmuskels zur Folge (Weil et al. 2006). Die Verdanderung
von Geometrie, Wandstruktur und Funktion des Herzens durch zellulire und
extrazellulare Umstrukturierungen wird als kardiales Remodeling bezeichnet
(Lambert et al. 2008). Bei massivem Herzversagen bleibt oft als letzte
Therapieoption nur noch die Herztransplantation (Segers et al. 2008).
Zelltherapien auf der Basis von pluripotenten Zellen aus dem Knochenmark
zur Regeneration von Herzmuskelgewebe bieten einen vielversprechenden
Ansatz fiir neue Therapieoptionen (Heeschen et al. 2004).

2.1.1. Frihphase der Infarktheilung

Die erste Stufe der Wundheilung des Infarkts, die Entzlindungsphase, beginnt
direkt nach Verletzung des Gewebes und wird tiberwiegend durch zellulare
Bruchstilicke nekrotischer Zellen ausgelost (Gurtner et al. 2008; Krijnen et al.
2002; Petrovic 2004). Der Untergang von Kardiomyozyten in Form der
Nekrose fiihrt tiber Komplementaktivierung zum Auslésen einer ausgepragten



Entziindungsreaktion. In der Folge setzen Endothelzellen und
Entziindungszellen aus dem Infarktgebiet Entziindungsmediatoren wie
Zytokine, freie Sauerstoffradikale und Adhdsionmolekiile (z.B. ICAM-1) sowie
Chemokine frei. Durch die Chemokine werden Leukozyten aus der Zirkulation
an den Ort der Entzlindung gelockt und koénnen mit Hilfe von
Adhdsionsmolekiilen in den Infarktbereich migrieren (Frangogiannis et al.
2002; Steffens et al. 2009; Tarzami 2011). In den ersten Tagen nach dem
Infarkt kommt es zu einem starken Anstieg der Metalloproteinasen (MMPs) in
der betroffenen Region. Diese werden von Myozyten, Neutrophilen und
Makrophagen sezerniert. Matrixmetalloproteinasen sind eine Gruppe von
Zink-abhangigen Proteasen, welche am Umbau der extrazellularen Matrix
beteiligt sind und somit eine wichtige Rolle in der Entziindungsphase spielen.
Proinflammatorische Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor-a und Interleukin-
1B verstarken die Expression und Aktivitdit von MMPs. Die aktivierten MMPs
bauen die extrazelluldre Matrix sowie Zelldebris im Infarktgebiet ab und
ermoglichen somit die Phagozytose von abgestorbenem Gewebe. Ebenso am
Abbau abgestorbener Herzmuskelzellen beteiligt sind die Cathepsine, welche
aus der Familie der Cysteinproteasen stammen. Sie werden im Rahmen der
Entziindungsreaktion aus Lysosomen von Kardiomyozyten aber auch
Entziindungszellen freigesetzt und bauen ebenfalls Proteine der
extrazelluldaren Matrix ab (Dobaczewski et al. 2010; Lambert et al. 2008; Li et
al. 2012; Lutgens et al. 2007; Vanhoutte et al. 2006). Etwa um den Tag 7 nach
Infarkt  erfolgt im  Mausmodell ein deutlicher  Anstieg der
Makrophagenpopulation (Frangogiannis 2012). Der Macrophage-Colony-
Stimulating Factor (M-CSF) bewirkt hierbei eine Umwandlung der vorher
eingewanderten Monozyten in Makrophagen (Frangogiannis et al. 2002).
Sobald die Wunde von abgestorbenen Kardiomyozyten und entsprechendem
Zelldebris gereinigt ist, kommt es zur Sezernierung von sogenannten ,Stop-
Signalen’ wie Interleukin-10 oder dem Transforming Growth Factor (TGF)-p.
Diese signalisieren den Ubergang zur proliferativen Phase und bewirken einen
Anstieg der Tissue Inhibitor of Metalloproteinases (TIMPs), welche die
Aktivitat der MMPs einschrdanken. Auch im weiteren Verlauf der Wundheilung
spielt das Gleichgewicht von MMPs und TIMPs eine wichtige Rolle bei Bildung
der Infarktnarbe sowie im Rahmen des kardialen Remodelings (Dobaczewski
et al. 2010; Vanhoutte et al. 2006).

2.1.2. Myokardiales Remodeling

Nach einem Infarkt kommt es zu strukturellen Verdnderungen im linken
Ventrikel, dem kardialen Remodeling. Dieser Vorgang ist gekennzeichnet
durch progressive Expansion des Infarktgebiets und Dilatation der linken
Herzkammer mit Verdnderung der Geometrie des Herzens, wahrend nicht
betroffenes Myokard diese Entwicklung mit einer Hypertrophie und
sekundarer Dilatation kompensiert (Frangogiannis 2012; Weil et al. 2006). Das
Remodeling ist ein kontinuierlicher Prozef3, der sich liber Monate und Jahre
fortsetzen kann. Es fiihrt zur Verschlechterung der Herzfunktion und kann
letztlich durch steigende Druckbelastung auf die verbleibenden Zellen deren
Apoptose induzieren. Ein Circulus Vitiosus, welcher im chronischen



Herzversagen enden kann (Kocher et al. 2004; Vanhoutte et al. 2006; Weil et
al. 2006). Auf die friithe Wundheilung folgt eine proliferative Phase, das friihe
Remodeling, welches etwa 7 Tage nach Infarkt beginnt. Hierbei kommt es zur
Anreicherung von Fibroblasten im Wundbereich. Unter dem Einfluf$ von
Gewebespannung, TGF-f und zellulirem Fibronektin entwickeln diese
kontraktile Eigenschaften und werden zu Myofibroblasten. Eingewanderte
Endothelzellen induzieren, angeregt durch angiogenetische Faktoren, wie
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Interleukin-8 oder basic
Fibroblast Growth Factor (bFGF), Neoangiogenese, wahrend Myofibroblasten
zunehmend extrazellulare Matrixproteine wie z.B. Fibronektin sezernieren
und Kollagene vom Typ I und IIl sowie Elastin synthetisieren wodurch eine
neue provisorische Matrix entsteht (Dobaczewski et al. 2010; Vanhoutte et al.
2006). In der Spatphase des Remodelings, ab Tag 21 nach Infarkt, bilden
Myofibroblasten und Fibroblasten ein immer stirkeres Netzwerk an
Kollagenen aber auch elastischen Fasern, wahrend die provisorische Matrix
resorbiert wird. Die Kollagene bilden iiber Quervernetzungen ein stabiles
Narbengewebe. Diese Phase kann sich tiber Monate bis Jahre erstrecken und,
wenn sie nicht suffizient verlauft eine progressive Dilatation des linken
Ventrikels und letztlich eine Verschlechterung der Herzfunktion zur Folge
haben (Basset et al. 2008; Dobaczewski et al. 2010; Sun et al. 2000; Vanhoutte
etal. 2006).

2.1.3. Formen des Zelltods

Obwohl sowohl Nekrose als auch Apoptose und Autophagie den Untergang
von Zellen zur Folge haben, so unterscheiden sie sich doch in ihrer
morphologischen und regulatorischen Charakteristik (Krijnen et al. 2002).

2.1.3.1. Autophagie

Autophagie beschreibt einen intrazelluldar ablaufenden ,Recyclingprozefs’ von
Zellorganellen wie Mitochondrien, endoplasmatischem Retikulum, Proteinen
und Lipiden (Murphy et al. 2008; Whelan et al. 2010). Es werden drei Arten
von Autophagie unterschieden: Die Makrophagie, die Chaperon-vermittelte-
Autophagie und die Mikroautophagie. Bei der Makrophagie umschliefst eine
Doppelmembran das abzubauende Produkt und bildet damit das sogenannte
Autophagosom, welches mit einem Lysosom zum Autophagolysosom
verschmilzt und zu den Abbauprozessen fiihrt (Whelan et al. 2010). Bei der
Chaperon-vermittelten Autophagie werden gezielt Proteine mit einer
bestimmten Peptidsequenz an den Chaperon-Komplex gebunden und zu den
Lysosomen zum Abbau gebracht, wohingegen bei der sogenannten
Mikrophagie das Lysosom direkt liber seine Membran Stoffe aus dem Zytosol
zum Verdau aufnimmt. Autophagie konnte im Infarktmodell sowohl nach
totaler Okklusion als auch nach Reperfusion nachgewiesen werden, die
genauen Ablaufe sowie eine mogliche positive Wirkung sind hier aber noch
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nicht geklart. Bei der Untersuchung von Infarkt und Remodeling steht derzeit
der Zelltod durch Apoptose und Nekrose im Vordergrund (Chiong et al. 2011;
Lietal. 2011; Whelan et al. 2010).

2.1.3.2. Nekrose

Nekrose ist charakterisiert durch eine Dysfunktion der Plasmamembran,
massives Anschwellen der Zelle sowie ihrer Organellen und der darauf
folgenden Ruptur der Zellmembran. Daraufhin kommt es zum
Zusammenbruch der zelluliren Homoostase. Die frei werdenden zelluldaren
Bestandteile 1l6sen im umgebenden Gewebe eine ausgepragte
Entziindungsreaktion mit Aktivierung des Komplementsystems aus.
Neutrophile sowie Monophile und Makrophagen werden durch Zytokine und
Chemokine, welche von Endothelzellen und ansdssigen Entziindungszellen
freigesetzt werden, angelockt, konnen tiber Adhdsionsmolekiile an die
Endothelwand binden und zur Infarktregion vordringen. Erleichtert wird diese
Migration durch die proteolytische Aktivitit der MMPs, welche von
Monozyten, Neutrophilen und Makrophagen sezerniert werden. Makrophagen
iibernehmen nun den proteolytischen Verdau und die Phagozytose der
defekten Zellbestandteile (Frangogiannis et al. 2002; Lambert et al. 2008; Sun
2009; Whelan et al. 2010).

2.1.3.3. Apoptose

Im Gegensatz zur Nekrose handelt es sich bei der Apoptose um ein reguliertes,
Energie abhingiges Zelltodprogramm, welches zur Elimininierung von Zellen
ohne Auslosen einer ausgepriagten Entziindungsreaktion fiihrt (Hamacher-
Brady et al. 2007). Hierbei kommt es zu einem Schrumpfen des Zellkerns und
der Zelle. Das Chromatin des Zellkerns wird kondensiert. Es folgt eine
Fragmentierung des Zellkerns und schliefdlich der Zerfall der Zelle in
apoptotische Vesikel (blebbing). Diese Vesikel enthalten kondensierte
Zellorganellbestandteile sowie Fragmente des Zellkerns und werden rasch
phagozytiert. Im Unterschied zur Nekrose werden keine zellularen
Bestandeteile freigesetzt, weshalb eine Entziindungsreaktion ausbleibt (Krijnen
et al. 2002; Kumar et al. 2003). Ein friihes Anzeichen fiir den Eintritt der Zelle
in das Apoptosestadium ist das Exprimieren von Phosphatidylserin auf der
Oberflache der adufieren Membran der Lipiddoppelschicht, einem Protein,
welches in der intakten Zelle nur auf der inneren Membranoberfliche zu
finden ist (Kumar et al. 2003). Fiir den Verlauf der Apoptose sind zwei Wege,
der intrinsische und der extrinsische bekannt (Whelan et al. 2010). Der
extrinsische Aktivierungsweg wird uber ,death’ Liganden, wie z.B. Fas oder
Tumor Nekrose Faktor (TNF)- a, welche an ,death’ - Rezeptoren an der
Zelloberfliche binden, ausgeldst. Durch die Bindung des Liganden an den
Rezeptor kommt es zur Konformationsianderung des Liganden. Dadurch kann
die Death Domain (DD) des Liganden an die korrespondierende Domane im
Adaptorprotein FADD (Fas-associated via death domain) binden. Es folgt eine
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Aktivierung von Procaspase 8. Ligand, Rezeptor, Adaptorprotein und
Procaspase bilden einen Multiproteinkomplex, DISC (death inducing signaling
complex). Aus der Komplexbildung ergibt sich die Aktivierung der Procaspase
8 zur Caspase, welche nun die Procaspase 3 zur Caspase aktivieren kann und
die Apoptose der Zelle induziert (Whelan et al. 2010). Der intrinsische Weg zur
Apoptose wird liber diverse biologische, chemische und physikalische Stimuli
extrazelluldrer und intrazellulirer Herkunft aktiviert. Hierunter fallen
Hypoxie, oxidativer Stress, Nahrstoffmangel, Schiadigung der DNA und
chemische wie  physikalische Noxen. An  Mitochondrium und
Endoplasmatischen Retikulum werden diese Signale durch pro-apoptotische
Bcl-2-Proteine, unter anderem Bax und BH3-only Proteine, weitergegeben.
Gesteuert von Bax und Bak, einem standig in der Mitochondrienmembran
ansassigen ebenfalls pro-apoptotischen Protein, kommt es zur
Permeabilisierung der mitochondrialen Membran und folglich zur Freisetzung
apoptogener Substanzen in das Zytosol. Eine wichtige Rolle spielt hierunter
Cytochrom C. Normalerweise ungefahrlich fiir die Zelle, bindet Cytochrom C
nach Freisetzung ins Zytosol zusammen mit Desoxyadenosintriphosphat
(dATP) an das Adaptorprotein Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1).
Das Adaptorprotein verdandert seine Konformation, was ein Aktivierungsignal
fiir Procaspase 9 auslost. Die Procaspase, Cytochrom C, dATP und das
Adaptorprotein bilden einen Multiproteinkomplex aus dem die Procaspase 9
aktiviert hervorgeht. Diese kann die Caspasekette durch Aktivierung der
Procaspase 3 bis zur Apoptose der Zelle weiterfithren (Whelan et al. 2010).
Der intrinsische und der extrinsische Apoptoseweg sind liber das Protein Bid
miteinander verbunden. Die aktivierte Caspase 8 aus dem DISC-Komplex des
extrinsischen Apoptoseweges lost eine Spaltung dieses Proteins aus. In der
Folge wandert die Carboxylgruppe des Proteins an die Mitochondrien-
membran und wirkt als Stimulus fiir apoptotische Abldufe. Eine
Gegenregulation der pro-apoptotischen Proteine im intrinsischen
Apoptoseweg libernehmen anti-apoptotische Proteine der BCL-Familie (Danial
et al. 2004). Nach Infarkt kommt es innerhalb der ersten 24 Stunden zu einem
massivem Zelltod der Kardiomyozyten verursacht durch Apoptose, wahrend
Nekrose erst nach 24 Stunden Hochstwerte erreicht (Whelan et al. 2010).
Dadurch ist die Reduktion des Zelltods von Kardiomyozyten durch Apoptose
ein vielversprechender therapeutischer Ansatz, ein progredientes
Herzversagen zu verhindern (Foo et al. 2005).

2.1.4. Praklinische Modelle und ihre Bedeutung fiir die klinische
Kardiologie

Tiermodelle bestimmter Herzerkrankungen dienen zum besseren Verstandnis
der Pathogenese sowie zur Verbesserung von Diagnose, Pravention und
Therapie von Herzerkrankungen des Menschen (Conci et al. 2006). Die im
Tiermodell ablaufende, respektive nachgestellte Pathophysiologie sollte in
ihren  strukturellen und funktionellen Besonderheiten mit der
Pathophysiologie des Menschen soweit wie moglich libereinstimmen und die
Untersuchung von zellularen und molekularen Vorgangen ermoglichen, die so
am Menschen nicht moéglich ware (Conci et al. 2006; Klocke et al. 2007). Lange
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wurden fiir experimentelle Untersuchungen am Herzen nur grofiere
Saugetiere wie Schweine oder Kaninchen verwendet, da man das Mausherz
aufgrund seiner Grofde und Morphologie als experimentelles Modell ausschlof3
(Madamanchi 2004). Durch die Moglichkeit, das Genom der Maus zu
verandern und die mittlerweile grofie Anzahl an bekannten transgenen
Mausen und Knock-Out-Stimmen hat sich in den letzten Jahrzehnten die Maus
als ein essentielles Modell zur Untersuchung der molekularen Vorgange und
zur Entwicklung neuer therapeutischer Ansitze hervorgetan (Patten et al.
2009; Zaragoza et al. 2011). Bei der experimentellen Untersuchung
genetischer oder molekularer Mechanismen treten physiologische und
anatomische Unterschiede des Mausherzen zum menschlichen Herzen wie die
hohe Herzfrequenz oder die abweichende vendse Gefafdversorgung in den
Hintergrund (Doevendans et al. 1998; Madamanchi 2004). Eine der meist
gewdhlten Methoden zur Infarktinduktion ist die Ligatur der linken
Koronararterie, welche sich einfach und prazise reproduzieren lasst (Zaragoza
etal. 2011).

2.2. Einfluf3 pluripotenter Knochenmarkzellen auf
Infarktheilung und Remodeling

Das Herz verfiigt kaum iiber eigene Regenerationsmoglichkeiten. Wenn
Kardiomyozyten im Rahmen eines Myokardinfarktes zugrunde gehen, werden
die betroffenen Zellen durch Makrophagen entfernt, und durch afunktionelles,
minderwertiges Narbengewebe ersetzt (Passier et al. 2008). Die fehlende
Regenerationsfahigkeit des Myokards stellt daher einen limitierenden Faktor
in der Therapie des Myokardinfarktes sowie des konsekutiven Herzversagens
dar. Grofde Erwartungen liegen deshalb in der Entwicklung neuer genetischer
sowie zellbasierender Therapien, welche eine Regeneration von funktionellem
Herzmuskelgewebe ermoglichen und damit helfen, eine regelrechte
Herzfunktion aufrecht zu erhalten (Elnakish et al. 2012).

2.2.1. Wirkungen pluripotenter Knochenmarkzellen

Zur Entwicklung von Therapieansatzen auf Basis pluripotenter Zellen wurden
in den vergangenen Jahren verschiedenste Zelltypen auf ihre therapeutische
Eignung untersucht (Gnecchi et al. 2008; Joggerst et al. 2009). Die klassische
Stammzelle verfiigt iber die Fahigkeit der Selbsterneuerung, Umwandlung zu
bestimmten Vorlduferzellen und letztendlich Differenzierung zur
determinierten Zelle (Wollert et al. 2005). Der Prototyp der Stammzelle ist die
embryonale Stammzelle, die aus der Keimblase des Embryos gewonnen wird.
Diese Zellen verfiigen iiber das hochste regenerative Potential. Das
umfassende Differenzierungsvermogen der embryonalen Stammzellen birgt
allerdings die Gefahr der Tumorgenese. Aufderdem konnte nachgewiesen
werden, dass diese Zellen Subklassen des humanes Leukozytenantigens (HLA)
exprimieren, welche eine Abstofdungsreaktion von transplantierten Zellen
beim Patienten bewirken und somit theoretisch eine begleitende
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immunsuppremierende Therapie erforderlich machen (Elnakish et al. 2012;
Joggerst et al. 2009). Myoblasten, auch Satellitenzellen genannt, sind eine
Gruppe von Gewebestammzellen, die sich in der Basalmembran adulter
Skelettmuskeln befinden (Kocher et al. 2004). In einer Kklinischen Studie
zeigten Infarktpatienten nach Injektion dieser Zellen in das ischamische
Myokard jedoch starke ventrikulare Arrythmien, so dass der Versuch
eingestellt werden musste (Elnakish et al. 2012). Kardiale Stammzellen
existieren als ,Nischenzellen’ im Myokard von Atrium und Apex. Sie bilden eine
Sondergruppe dort residierender Zellen mit dem Potential, sich zu
Kardiomyozyten zu differenzieren. Das mogliche therapeutische Potential
dieser gewebestiandigen myokardialen Stammzellen ist bis dato noch nicht
ausreichend geklart (Joggerst et al. 2009). Eine ganz neue Gruppe bilden die
induzierten pluripotenten Stammzellen. Somatische Zellen werden hierzu tiber
genetische Manipulation zu Zellen herangeziichtet, die den embryonalen
Stammzellen im Verhalten dhnlich sind. Dabei werden die adulten somatischen
Zellen bestimmten Genen ausgesetzt, welche sie ,reprogrammieren’. Diese
neue Zellgruppe verspricht einen alternativen Ansatz zur Schaffung von
Stammzellenlinien mit dem Potential, sich zu Kardiomyozyten zu
differenzieren (Elkanish et al. 2012; Joggerst et al. 2009). Das Knochenmark
stellt eine natiirliche Quelle fiir die Gruppe der adulten Stammzellen dar. Diese
Zellen verfiigen nur noch liber eine eingeschrankte Differenzierungskapazitat.
Hierunter finden sich eine Vielzahl von Zellen wie hamatopoetische und
mesenchymale Stammzellen, sowie endotheliale Vorlauferzellen (Elkanish et
al. 2012; Joggerst et al. 2009). In einem ex vivo Versuch konnten Xaymardan et
al. eine Weiterdifferenzierung von aus Knochenmark gewonnenen
hamatopoetischen Zellen zu Kardiomyozyten-dhnlichen Zellen mit
kontraktilen Eigenschaften nachweisen (Xaymardan et al. 2009). Aber auch im
Tiermodell zeigten hamatopoetische Zellen aus dem Knochenmark das
Potential, sich in der Infarktregion anzusiedeln, sich zu Zellen der kardiogenen
Zelllinie zu differenzieren und am Ersatz des nekrotischen Herzgewebes und
somit der Limitierung des Herzmuskelschadens mitzuwirken (Massa et al.
2005; Orlic et al. 2001(a); Orlic et al. 2001(b); Rota et al. 2007). Auch
mesenchymale Knochenmarkszellen stehen als therapeutische Option zur
Diskussion. Multipotente mesenchymale Knochenmarkzellen finden sich im
Stroma des Knochenmarks und verfligen {Uber die Fahigkeit zur
Differenzierung in Osteoblasten, Chondrozyten oder Adipozyten (Joggers et al.
2009). Praklinische Studien an Mausen nach Herzinfarkt zeigten unter
Therapie mit mesenchymalen Zellen eine Verbesserung der Herzfunktion und
Reduzierung der Infarktgrofde (Fazel et al. 2005; Joggers et al. 2009).
Endotheliale Vorlauferzellen aus dem Knochenmark konnten im
Infarktbereich im Zusammenhang mit Neovaskularisation nachgewiesen
werden und kénnen somit den Verlauf der Infarktheilung begiinstigen (Joggers
et al. 2009; Kocher et al. 2004). Die Anwendung pluripotenter Zellen aus dem
Knochenmark im Rahmen der Infarkttherapie beim Menschen scheint
durchaus vielversprechend, es bedarf aber noch erweiterter Erkenntnisse
tiber die zelluldren Abldufe im humanen Organismus sowie Aufschluf liber
Menge und Zeitpunkt der Zelltherapie (Abdel-Latif et al. 2007). Klinische
Studien mit intrakoronarer oder intramuskuldarer Applikation aus dem
Knochenmark gewonnener mononuklearer Zellen zeigten Verbesserungen von
Schlagvolumen, endsystolischem Volumen des linken Ventrikels sowie der
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Kontraktilitit des Herzmuskels (Assmus et al. 2002; Strauer et al. 2002).
Allerdings liegen zu den klinischen Studien noch keine Langzeitergebnisse vor.
Unklar ist auch die Notwendigkeit einer wiederholten Applikation von
Stammzellen sowie die Applikation genetisch modifizierter Stammzellen
(Abdel-Latif et al. 2007).

2.2.2. Zellulire und molekulare Mechanismen

Pluripotente Zellen aus dem Knochenmark werden tiber den Stammzellfaktor
(SCF) oder den Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF) aktiviert und
haften schlief3lich tiber Adhdsionsmolekiile im geschadigten Areal, von wo sie
mit Hilfe von Chemokinen transendothelial in das geschddigte Infarktareal
migrieren (Kocher et al. 2004; Orlic et al. 2001(a)).

2.2.2.1. Stammzellfaktor (SCF) und der Rezeptor c-Kit

Der Stammzellfaktor ist ein Wachstumsfaktur fiir hamatopoetische
Stammzellen, welcher proliferative und anti-apoptotische Funktionen
tibernimmt (Smith et al. 2001). Lineage negative/Steel-factor positive (lin-/c-
Kit*) Knochenmarkszellen, wie hdmatopoetische Stamm-/Vorlauferzellen
haben das Potential, untergegangenes Herzmuskelgewebe durch
Neovaskularisation und Myogenese zu regenerieren (Ayach et al. 2006). Eine
Verletzung im Herzen wird von entfernten Knochenmarkzellen
wahrgenommen und regt sie zur Migration an. In der Folge differenzieren sie
sich zu im Myokard ansassigen Zellen und ersetzen das geschadigte Gewebe
(Orlic et al. 2001(b)). C-Kit ist ein Mitglied vom Typ IIl der Familie der
Tyrosinkinaserezeptoren. Die Struktur des Rezeptors besteht aus drei
Bestandteilen, einer extrazelluldren Domdne mit einer Bindungsstelle flir den
Liganden, einem mittleren Transmembranbereich und einer
Cyptoplasmadomane, an welcher die Kinase lokalisiert ist (Ayach et al. 2006;
Fazel et al. 2008; Roskoski 2005). Der Stammzellfaktor bindet an den Rezeptor
c-Kit und ermdéglicht dadurch Zelliiberleben, Proliferation, Mobilisation und
Adhasion von Zellen, die c-Kit-positiv sind. Zu diesen Zellen gehoren die
Gruppe der hdmatopoetischen Stammzellen, endotheliale Vorlauferzellen und
kardiale Stammzellen (Xiang et al. 2009). Der Ligand fiir den
Tyrosinkinaserezeptor, c-Kit, liegt in zwei Isoformen vor. Einer
membrangebundenen Form (mKitL) und einer gel6sten Form (sKitL), welche
an den Rezeptor binden kann (Fazel et al. 2008). Eine post-translationale
Spaltung von mKitL an der Zelloberflache setzt die 16sliche Form des Liganden
sKitL frei (Fazel et al. 2008). Verantwortlich fiir die Umwandlung des
membrangebundenen Liganden in die losliche Form sind eine Gruppe
proteolytischer Enzyme. Besondere Bedeutung kommt hierbei den
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) zu, deren Aktivitit durch den Tissue
Inhibitor von Metalloproteinasen (TIMP) reguliert wird (Fazel et al. 2008).
Durch Bindung des Liganden, einem SCF-Homodimer, an zwei Kit-Monomere
kommt es zur Dimerisation des Rezeptors sowie zur Autophosphorylierung im
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Bereich der Cytoplasmadomadne, @ wodurch  Bindungsstellen  fiir
Signaltransduktionsproteine mit SH2-Domanen geschaffen werden (Fazel et al.
2008; Reber et al. 2006; Roskoski 2005). An diese SH2-Domane bindet z.B.
Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3kinase). Durch die Bindung der PI3kinase
werden Chemotaxis, Mitogenese und Zelliiberleben beeinflusst (Smith et al.
2001). Nach experimenteller Ischamieinduktion und folgender Reperfusion
konnten Fazel et al. einen deutlichen Anstieg der geldsten Ligandenform KitL
und einen Riickgang der membrangebundenen Form feststellen. Der 16sliche
Ligand konnte an den c-Kit-Rezeptor binden und eine Mobilisation von
Stammzellen in den Infarkt bewirken (Fazel et al. 2008). Die Bindung des
Liganden an den c-Kit-Rezeptor und die darauf folgende Aktivierung und das
Auslosen von weiteren Signaltransduktionsketten sind entscheidend fiir den
Verlauf der kardialen Reparaturmechanismen. Eine intravendse oder lokale
Gabe von c-Kit positiven Zellen verbessert die Herzfunktion, verstarkt die
Angiogenese und reduziert das negative kardiale Remodeling (Xiang et al.
2009).

2.2.2.2. Parakrine Wirkung pluripotenter Knochenmarkzellen
auf Kardiomyozyten in der Infarktregion

Ein Ansatz zur Pravention oder zur Umkehr des Remodelings nach Infarkt liegt
in der Therapie mit pluripotenten Stammzellen (Uemura et al. 2006). Obwohl
sich nach einer Therapie mit Stammzellen eine Besserung der Herzfunktion
nachweisen lief3, so fehlt es doch am Nachweis der Umwandlung von
Stammzellen in Kardiomyozyten sowie fiir ein dauerhaftes Ansiedeln der
applizierten Stammzellen im geschadigten Myokard. Diese Erkenntnisse und
der Nachweis einer kardioprotektiven Wirkung bereits 24 Stunden nach Gabe
der Zellen im Tiermodell, einem Zeitrahmen, welcher fiir eine Zellregeneration
zu kurz ist, deuten darauf hin, dass die transfundierten Zellen auf andere, am
ehesten parakrine Weise Einflufd auf ihre Umgebung nehmen (Joggerst et al.
2009). Stammzellen sezernieren Faktoren, welche das Uberleben von
ischamischen Kardiomyozyten sichern, Apoptose reduzieren und Angiogenese
induzieren. Sie modulieren die Aktivitat von Proteasen und die Narbenbildung.
Ebenso bewirken sie das Ansiedeln von zirkulierenden und ansassigen
Vorlauferzellen (Joggerst et al. 2009). Bei diesen parakrin wirkenden Faktoren
handelt es sich um eine Vielzahl von Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren (Gnecchi et al. 2008). So konnte man nach Applikation
mesenchymaler Stammzellen oder multipotenter humaner
Knochenmarkzellen unter anderem erhohte Konzentrationen an Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), basic Fibroblast Growth Factor (b-FGF),
Insulin-like Growth Factor I (IGF-I) und Adrenomedullin in infarziertem
Myokard feststellen (Gnecchi et al. 2008). Mesenchymale Stammzellen, welche
das Gen AKT1 tuberexpremierten, zeigten in vitro als auch in vivo einen
zytoprotektiven Effekt an Kardiomyozyten in Ratten, indem sie diese vor der
Apoptose bewahren bzw. schon 72 Stunden nach Infarkt einen positiven
Einflufd auf die Infarktgrofde nehmen konnten (Gnecchi et al. 2005). Eine
parakrine Wirkung von Stammzellen aus dem Knochenmark auf die
Angiogenese in einem Infarktmodell am Schwein konnten Kamihata et al. 2001
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zeigen. 3 Wochen nach der intramyokardialen Zellapplikation, zeigten sich
Verbesserungen von regionalem Blutfluf3, kapillarer Dichte und Herzfunktion.
Im Zusammenhang damit konnten Kamihata et al. 3 Wochen nach Infarkt
einen Anstieg von bFGF, VEGF und Angiopoietin-1 bei den therapierten Tieren
feststellen, welcher bei den Kontrolltieren ausblieb (Kamihata et al. 2001). Zur
Untersuchung der Mobilisation von kardialen Stammzellen durch Stammzellen
aus dem Knochenmark applizierten Amado et al. 2005 intravenos
mesenchymale Stammzellen in infarzierte Schweine. 10 Tage spater konnten
neue Kardiomyozyten nachgewiesen werden, welche sich teilweise auf c-Kit
anfarben liefen. Amado et al. folgerten daraus, dass mesenchymale
Stammzellen, die Mobilisation von kardialen Stammzellen bewirkten und
somit die Regeneration des Myokards erméglichen (Amado et al. 2005). Uber
die Freisetzung parakriner Signalstoffe konnen Stammzellen folglich Einfluf
auf den Verlauf der Infarktheilung nehmen, das Zellliberleben unterstiitzen
und regenerative Vorgange aktivieren (Gnecchi et al. 2008). Die Isolation der
von den Stammzellen sezernierten Faktoren und die Aufklarung der
Wirkmechanismen kann die parakrinen Vorgdnge im infarzierten Myokard
entschliisseln und die Entwicklung der Stammzelltherapie fiir die Behandlung
des ischdamischen Myokards unterstiitzen (Gnecchi et al. 2005).

2.2.3. Bedeutung pluripotenter Stammzellen fiir die
Infarktheilung

Der Myokardinfarkt hat den Verlust von Kardiomyozten zur Folge. Da das
Myokard keine regenerativen Fahigkeiten hat, kann der Ersatz von
Kardiomyozyten nicht durch Neubildung erfolgen. Die Wunde im Myokard
wird durch eine bindegewebige Narbe ersetzt. Effektive klinische Therapien,
um den Verlust der Kardiomyozyten zu verhindern, existieren bis dato nicht
(Elkanish et al. 2012). In praklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass c-
Kit* pluripotente Zellen aus dem Knochenmark reparative Wirkung auf das
verletzte Myokard haben und den Ausgang des Remodelings positiv
beeinflussen konnen (Ayach et al. 2006). Die Transplantation von
pluripotenten Zellen zur Pravention des Herzversagens nach Infarkt stellt
somit eine fiir die Zukunft vielversprechende Therapieméoglichkeit fiir
betroffene Patienten dar (Gnecchi et al. 2008). Zur Diskussion steht eine
direkte Wirkung durch Umwandlung der Stammzellen zu Kardiomyozyten wie
sie Orlic et al. 2001 beschrieben haben oder eine parakrine Beeinflussung der
Umgebung, wobei iiber die Freisetzung von Chemokinen, Zytokinen und
Wachstumsfaktoren der Erhalt von Kardiomyozyten, Riickgang der Apoptose,
eine Verstarkung der Angiogenese und Mobilisation von Kkardialen
Stammzellen initiiert wird (Gnecchi et al. 2008; Joggerst et al. 2009; Orlic et al.
2001(b)). Auch wenn praklinische Studien an der Maus vielversprechende
Ergebnisse beziiglich der positiven Wirkung auf den Erhalt der Herzfunktion
zeigten, so missen Kklinische Studien bis heute einen therapeutischen
Durchbruch (Abdel-Latif et al. 2007). Zohlnhofer et al. publizierten 2006 eine
klinische REVIVAL-2-Studie an Infarktpatienten. Diese basierte auf einer
taglichen Applikation von Granulocyte Stimulating Factor G-CSF iiber 5 Tage.
In dieser Studie konnte zwar eine Mobilisation von Stammzellen nachgewiesen
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werden, doch hatten diese keinen Einflufd auf Infarktgréfie und Herzfunktion
(Zohlnhofer et al. 2006). Die TOPCARE-AMI-Studie welche Assmus et al. 2002
veroffentlichten, konnte dagegen nach einer Therapie mit Stammzellen aus
dem Knochenmark eine positive Wirkung auf die Herzfunktion ihrer Patienten
feststellen (Assmus et al. 2002). Ziel bleibt demnach die weitere Erforschung
der Wirkmechanismen von Stammzellen und der Versuch, die positiven
Ergebnisse aus der Praklinik auf die Klinik zu iibertragen und damit den
Verlust von Kardiomyozyten durch den Infarkt therapieren zu konnen (Abdel-
Latif et al. 2007).

2.3. Molekulare Bildgebung beim Myokardinfarkt

2.3.1. Hintergrund

Versagt das Herz, lassen sich Verdnderungen auf struktureller, funktioneller
und molekularer Ebene verfolgen (Jaffer et al. 2004). Mit der Entwicklung von
Echokardiographie, koronarer Angiographie, Magnetresonanztomographie
(MRT) sowie  Multi-Detektor = Computertomographie (CT) stehen
hervorragende Modalitaten zur Untersuchung des menschlichen Herzens zur
Verfiigung. Sie ermoglichen sowohl Funktionsuntersuchungen sowie die
Darstellung vaskularer Veranderungen durch Atherosklerose. Allerdings ist es
mit den verfligharen Kklinischen Bildgebungsmodalititen noch nicht
ausreichend moglich, die der Erkrankung zugrunde liegende Pathophysiologie
spezifisch zu verfolgen und darzustellen. Molekulare Bildgebung als nicht
invasives Mittel zur Darstellung physiologischer sowie pathophysiologischer
Prozesse in vivo gewinnt in der praklinischen wie auch der Kklinischen
Forschung immer mehr an Gewicht (Laufer et al. 2008). Trotz allen
Fortschritts bietet die nukleare Bildgebung bei hoher Sensitivitat nur eine
eingeschrankte raumliche Auflésung. Die CT bietet eine hohe rdumliche
Auflésung, ist aber nicht geeignet fiir das Erfassen der Herzfunktion sowie
molekularer Vorgadnge. Die MRT zeigt eine hohe Sensitivitat, hohe raumliche
und zeitliche Auflésung und bietet die Moglichkeiten, die Herzfunktion global
wie auch fokal zu untersuchen. Perfusionsmessungen ermoglichen
semiquantitative Aussagen TUber die Vaskularisierung des Myokards,
respektive  Perfusionsdefekte. Durch die Entwicklung molekularer
Kontrastmittel, welche auch am MRT-Gerat zum Einsatz kommen konnen,
wird eine Detektion auf molekularer und zellularer Ebene moglich (Sosnovik
et al. 2007(a)). Mit der Zusammenfiihrung der verschiedenen Bildgebungs-
modalitaten in hybriden Systemen lassen sich die Limitationen der einzelnen
Modalitaten  teilweise  reduzieren. In der  Positronenemissions-
Computertomographie (PET-CT) kann die limitierte rdumliche Information
des Positronenemissionstomographen (PET) durch die zusatzlichen
anatomischen Informationen des CT ausgeglichen werden. Auf diesem Weg
wird die Lokalisierung des PET-Signals unterstiitzt, wenn auch diese Technik
die rdumliche Auflésung des PET selbst nicht verbessern kann (Leuschner et
al. 2011). Neben den genannten klinischen Modalititen stehen in der
experimentellen molekularen Bildgebung zudem optische Bildgebungs-
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modalitaten, wie Biolumineszenz und Fluoreszenz zur Verfligung. Sie bieten
die Moglichkeit zur Darstellung und Verfolgung pathophysiologischer Prozesse
durch sensitive Detektion von Fluorochromen im Gewebe (Luker et al. 2008;
Sosnovik et al. 2007(b)). Optische Bildgebung scheitert allerdings nicht selten
an der limierten Eindringtiefe des verwendeten Lichtes, sodass beim
Menschen bisher lediglich endovaskuldre Verfahren wie die optische
Kohdrenztomographie Kklinisch zum Einsatz kommen (Cheng et al. 2012;
Leuschner et al. 2011). Ein praklinisches Beispiel fiir die Optimierung einer
optischen Modalitat durch Bildung eines Hybridsystems ist die molekulare
Fluoreszenz- Computertomographie (FMT-XCT.) Das FMT kann wie das PET
nur limitierte anatomische Informationen liefern. Um die Lokalisierung des
FMT-Signals durch anatomische Informationen zu unterstiitzen wird das FMT
mit einem CT kombiniert (Leuschner et al. 2011).

2.3.2. Modalitaten

2.3.2.1. Nuklearmedizinische Verfahren

Als nukleare Bildgebungsmodalitaten haben sich sowohl die PET als auch die
Einzelphotonen-Emissionstomographie (Single Photon Emission Computed
Tomography - SPECT) etabliert (de Kemp et al. 2010; Ntziachristos et al.
2005). PET iberzeugt durch eine hohe Sensitivitit bei der Erfassung von
molekularen sowie metabolischen Prozessen (Rahmim et al. 2008). Die PET
liefert quantitative Aufnahmen von biochemischen Vorgdngen sowie
metabolischen Prozessen in vivo. Fehlende anatomische Informationen
erschweren aber mitunter die Signalzuordnung. Die Einschrankungen in der
raumlichen Auflésung limitieren eine praklinische Bildgebung an der Maus mit
klinischen Geraten und erfordern den Einsatz spezieller Kleintier-geeigneter
Gerate (de Kemp et al. 2010; Rowland et al. 2008). Die SPECT ist eine nukleare
Bildgebung welche konventionelle nukleare Bildgebungstechnik mit Methoden
der CT vereint. Dabei werden ebenso wie beim PET radioaktiv markierte
Pharmazeutika eingesetzt. SPECT arbeitet mit Radionukliden wie z.B.
Technetium, welche y-Strahlen emittieren und eine langere Halbwertszeit
aufweisen. Die y-Strahlen, welche von den applizierten Tracern emittiert
werden, werden von Detektoren in einem 360° Winkel erfasst. Das CT liefert
zusatzliche anatomische Informationen Zur Erstellung der
Bildrekonstruktionen (de Kemp et al. 2010; Gullberg et al. 2010). Der
praklinische Einsatz des SPECT durch gangige klinische Gerate gestaltet sich
aber aufgrund der unzureichenden raumlichen Aufl6sung bei Bildgebung der
Maus als schwierig, weshalb es hier zur Entwicklung spezieller SPECT-Gerate
(USPECT) kam, welche fiir die Bildgebung an der Maus besser geeignet sind
(Beekman et al. 2005; Rowland et al. 2008).
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2.3.2.2. Magnetresonanztomographie

Der Mechanismus der MRT beruht auf der Beeinflussung der im Korper
befindlichen Wasserstoffatome. Die MRT verfiigt liber ein starkes Magnetfeld,
welches dazu flihrt, dass sich die Kerne der Wasserstoffatome im Koérper des
Patienten in einer Richtung ausrichten. Durch radiofrequente Pulswellen wird
diese Anordnung der Atomkerne aufgelost. Die Atome versuchen nun wieder
in den geordneten Zustand zuriickzukehren und l6sen dabei
elektromagnetische Signale aus, welche von den Spulen des MRT Gerates
detektiert werden, woraus eine entsprechende Bildrekonstruktion moglich ist
(Elliot et al. 2010). Die kardiale Magnetresonanztomographie hat sich als
Goldstandard zur Untersuchung von Ventrikelvolumen, Herzfunktion und
Infarktgréfie etabliert (Kramer et al. 2010). Sie stellt eine nicht invasive,
tomographische, nicht ionisierende Option der Bildgebung mit einer hohen
raumlichen Auflésung und einem hervorragendem Weichteilkontrast dar
(Sosnovik et al. 2007(a)). Fir die MRT stehen eine Reihe von verschiedenen
Kontrastmitteln zur Auswahl. Man unterscheidet extrazellulare Kontrastmittel
auf der Basis des paramagnetischen Metalls Gadolinium aber auch sogenannte
Blutpool-Kontrastmittel und eine Gruppe spezifischer molekularer
Kontrastmittel (Bogaert et al. 2012; Sosnovik et al. 2007 (a)).

2.3.2.3. Optische Verfahren

2.3.2.3.1. Fluoreszenztomographie

Zur Untersuchung von molekularen und zellularen Vorgangen des Herzens
kommt in der Praklinik vermehrt die molekulare Fluoreszenztomographie
(FMT) zum Einsatz. Das Prinzip der Fluoreszenzbildgebung beruht auf der
Signalerfassung von angeregten Photonen (Fluoreszenzlicht). Wenn Licht
einer bestimmten Wellenldnge auf ein Molekiil trifft, werden die Photonen
absorbiert. Dadurch erreichen die Elektronen des Molekiils ein hoheres
Energieniveau. Kurze Zeit spater fallen die Elektronen aber wieder auf ein
niedrigeres Niveau zurilick und die Energie wird als Fluoreszenzlicht frei. Der
Weg des Photons wird dabei erheblich durch die vom Gewebe verursachte
Streuung und Brechung beeinflusst (Frangioni 2003; Luker et al. 2008). Um
Fluoreszenzlicht aus tieferen Gewebeschichten detektieren zu konnen, wurden
Strategien entwickelt, die es ermdoglichen, im Nahinfrarot-Bereich Fluoreszenz
mit den Emissionswellenlangen von 650 bis 900 nm zu messen. Bei diesem
Wellenlangenbereich ist die Absorption des Lichts durch Hamoglobin, Lipide
und Wasser am niedrigsten. Auch die Autofluoreszenz ist in diesem Bereich
am geringsten. Somit wird die Sensitivitat fiir Nahinfrarotfluoreszenz (NIRF)-
Kontrastmittel verstarkt und eine Signaldarstellung des Herzens bei Mausen
und Ratten bis zu einer Tiefe von wenigen cm ermoglicht (Frangioni 2003;
Luker et al. 2008; Sosnovik et al. 2007(b); Weissleder et al. 2003). Molekulare
Fluoreszenztomographie ermoglicht eine nicht invasive 3-dimensionale
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Lokalisierung und Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen und arbeitet mit
hoher Sensitivitit (Weissleder et al. 2003). In der Fluoreszenztomographie
werden multiple Punkte auf dem zu messenden Objekt von einer Lichtquelle
(Laser) beleuchtet und die emittierten Signale liber Photodetektoren wie z.B.
CCD (Charge-Coupled-Device)-Kameras erfasst. Um das emittierte Licht mit
spezifischer Wellenldnge quantifizieren zu koénnen, werden verschiedene
Filter vor den Detektoren (Kameras) angebracht (Ntziachristos et al. 2005).
Die Fluoreszenztomographie ermoglicht iiber eine sensitive Detektion von
Fluoreszenzsignalen die Abbildung vaskularer und myokardialer Strukturen.
Die Untersuchung molekularer und zellularer Vorgange wird aber durch die
ihr fehlende anatomische Information erschwert (Leuschner et al. 2011;
Sosnovik et al. 2008).

2.3.2.3.2. Hybride molekulare Fluoreszenztomographie -
Computertomographie

Fiir die Darstellung der Gefiafde und des Herzens aber auch anderer Organe
tiber FMT hat sich die Kombination mit einem Rontgen-CT-Gerat als hilfreich
erwiesen (Abbildung 1). Diese Methode liefert nach Detektion eines
Fluoreszenzsignals zusatzliche Informationen zur Anatomie. Die Modalitat
vereint Laser (680nm, 750nm), CCD-Kamera und eine Rontgenquelle inklusive
Detektor auf einer Gantry und ermdglicht dadurch die Verwendung der CT
Daten zur Erstellung der FMT-Rekonstruktionen (Leuschner et al. 2011).
Durch Rotieren des Rahmens um das Scanobjekt konnen Bildakquisitionen
iber die kompletten 360° aufgenommen werden (Ale et al. 2012). Diese
Methode ermoglicht eine Detektion von Fluoreszenz in vivo, wobei sowohl
Informationen aus CT als auch aus dem FMT miteinander kombiniert werden.
Daten aus den CT-Bildern ermoglichen die Segmentation des Mauskorpers in
Regionen unterschiedlicher Lichtschwachung. Hieraus lasst sich die
tatsachliche Fluoreszenz der FMT-Bilder berechnen und das Fluoreszenzsignal
kann somit prazise detektiert werden (Ale et al. 2012; Sosnovik et al. 2007(b)).
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CCD-Kamera

Strahlenquelle

Strahlendetektor

Laserquelle fiur
2 Laser mit
680 nm und 750 nm

Abbildung 1: Schematische Darstellung der FMT-XCT Hybrid Technologie.
Laserquelle und CCD-Kamera des Tomographen sowie Strahlenquelle des CTs befinden
sich auf einer rotierenden Gantry, welche sich im 360 °© Winkel um das Objekt dreht.

Drehwinkel des um die Maus
rotierenden Gestells 360 °

2.3.2.3.3. Optoakustische Tomographie

Die multispektrale optoakustische Tomographie (MSOT) ermdglicht die
Erfassung optischer Kontraste und Darstellung von Gewebechromophoren mit
Ultraschall. Das System basiert auf der Messung optoakustischer Emissionen.
Ein Laser mit ausgewahlter Wellenlange, z.B. 650 nm, verbringt Lichtsignale
ringformig auf die ausgewdhlte Region, z.B. Herz. Dadurch kommt es zur
Aktivierung von Fluoreszenzfarbstoff, wobei die Energie der Photonen zum
Teil in Warme umgewandelt wird. Durch die Warme dehnt sich die Umgebung
aus und es entsteht eine Druckwelle, welche von einer Reihe hochsensitiver
Ultraschalldetektoren erfasst wird. Aufgrund der Lichtabschwachung durch
das Gewebe ist die Eindringtiefe des anregenden Lasers auf ca. 3 cm
beschrankt (Biihler et al. 2012; Razansky et al. 2009; Razansky et al. 2011;
Taruttis et al. 2012).
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2.3.3. Kontrastmittel

2.3.3.1. Nuklearmedizinische Tracer

PET und SPECT-Bildgebung finden Anwendung zur Darstellung der
Herzfunktion, zur Erfassung von Kammervolumen, Perfusionsverhalten und
Unterscheidung von vitalem Gewebe von infarziertem Myokard (Kramer et al.
2010). Nukleare Radiotracer basieren auf radioaktiven Elementen wie lod,
Sauerstoff, Kohlenstoff und Fluor welche an Substrate wie z.B. Desoxyglucose
gekoppelt werden, welche es ihnen ermoglicht mit im Kérper verwandten
Stoffen wie z.B. Glucose um Bindungsstellen zu konkurrieren und sich in Zellen
anzusiedelt. Durch seinen Zerfall kann der jeweilige Marker detektiert werden
und dadurch pathologische Vorginge darstellen. Da die PET auf den von
Positronen ausgehenden Signalen beruht, werden Tracer verwendet, welche
unter Aussendung von Positronen schnell nach der Injektion zerfallen. Sie sind
deshalb nur fiir kurze Bildgebung geeignet. Fiir die Durchfiihrung von PET-
Untersuchungen an Patienten mit ischamischen Herzerkrankungen wird in der
klinischen Routine 8Fluorodesoxyglucose (FDG) verwendet, welches auch in
der Tumordiagnostik zum Einsatz kommt. FDG konkurriert mit Glucose um
den Transport in die Zelle und kann Bereiche mit erhohtem
Glucosemetabolismus darstellen. Im Vergleich dazu hat der beim SPECT
verabreichte Tracer eine langere Halbwertszeit und verteilt sich im Gewebe
bis er zerfillt und dabei Strahlung abgibt. Hier kommt z.B. ein Tracer aus
Technetium gekoppelt mit 2-Methoxyisobutyl-isonitril (°°mTc-MIBI) zur
Erfassung der Herzperfusion in der Klinik zum Einsatz (Peterson et al. 2010;
Rahmin et al. 2008; Sérensen 2012).

2.3.3.2. MRT-Kontrastmittel

Die Magnetresonanztomographie spielt in der kardialen Bildgebung eine
wichtige Rolle in der Erfassung von funktionellen, morphologischen und
metabolischen Informationen (Bogaert et al. 2012). Durch die vielseitige
Anwendung fiir die Darstellung diverser kardialer Ablaufe wie Vitalitit,
Perfusion, Membranintegritdt aber auch fiir den Einsatz in der Angiographie
bedarf es Kontrastmittel mit verschiedenen Eigenschaften. Man unterscheidet
somit extrazellulare Kontrastmittel, Blutpoolkontrastmittel und eine Gruppe
von spezifischen Kontrastmitteln (Bogaert et al. 2012; Sosnovik et al. 2007(a)).
Extrazellulire Kontrastmittel basieren auf dem paramagnetischen Metall
Gadolinium. Solche Chelate sind thermodynamisch stabil. Diese Kontrastmittel
eignen sich zum Beispiel zur Kontrast verstarkten Darstellung der Gefafse und
zum Nachweis der verzogerten Auswaschkinetik bei Infarkten (Bogaert et al.
2012; Weishaupt et al. 2009). Zur Darstellung der Zirkulation werden
Kontrastmittel benotigt, welche gar nicht, oder nur langsam durch die
Kapillarwdnde diffundieren und dadurch eine lange Verweildauer in den
Blutgefaf3en aufweisen (Weishaupt et al. 2009). Die sogenannten ,Blutpool’-
Kontrastmittel diffundieren gar nicht, oder nur verzégert durch Kapillarwande
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und bleiben deshalb langere Zeit in den Gefafsen (Weishaupt et al. 2009). Diese
Kontrastmittel basieren auf Makromolekiilen mit Gadolinium- oder Eisenkern,
Nanopartikeln, Liposomen, Mizellen und Lipoproteinen (Sosnovik et al. 2007
(a); Weishaupt et al. 2009). Zur Erfassung molekularer Vorgiange bedarf es
Kontrastmitteln, welche an bestimmte molekulare Zielepitope mit hoher
Spezifitat binden. Durch eine Gréfde von 20-50 nm, die Fahigkeit, lange im Blut
zu zirkulieren und die sensitive Detektion mit T2*-Sequenzen, ermoglichen
Kontrastmittel auf der Basis von Eisenoxidnanopartikeln eine zielgerichtete
molekulare Bildgebung (Sosnovik et al. 2008). Das Grundprinzip eines
zielgericheteten Kontrastmittels basiert auf der Bindung einer bestimmten
Zielstruktur, dem ,targeting’, wie z.B. Phosphatidylserin iiber einen Liganden,
welcher an das eigentliche Kontrastmittel, dem Signalgeber, gekoppelt ist
(Weishaupt et al. 2009). Superparamagnetische Eisenoxidnanopartikel (MNPs)
wie z.B. Ferumoxtran sind eine neue Generation von MRT-Kontrastmitteln.
Diese Kontrastmittel haben einen zentralen Eisenoxidkern, umgeben von
einem Karbohydrat- oder Polymermantel. Durch eine Erweiterung des
Polymermantels wie bei den monokristallinen Eisenoxiden (MION) verldngert
sich die Halbwertszeit in der Blutzirkulation und bietet einen lingeren
Zeitraum fiir die Datenerfassung. Die kleine Grofie (30-50 nm), die relativ
lange Halbwertszeit (Maus ca. 11 Stunden) und die hohen Relaxationszeiten
ermoglichen diesen Partikeln die Passage in tiefer gelegene Gewebeschichten
wie bei Atherosklerose- und Myokard-Bildgebung (Sosnovik et al. 2007(a)).
Durch Schaffung von Kontrastmitteln auf der Basis der MNPs und ihrer
Derivate wie z.B. ,cross linked’ monokristalliner Eisenoxide (CLIO) durch
Addition von Bindungsstellen fiir zahlreiche Liganden, kann eine zielgerichtete
Bildgebung vorgenommen werden (Sosnovik et al. 2007(a)). Auch, wenn die
molekulare MRT noch in den Kinderschuhen steckt, versprechen die
praklinischen Entwicklungen neuer molekularer Kontrastmittel grofde
Fortschritte fiir Diagnostik und Therapie (Jaffer et al. 2007; Sosnovik et al.
2007(a)).

2.3.3.3. Optische Kontrastmittel

Fluoreszenzkontrastmittel zeichnen sich vor allem durch ihre Stabilitat aus
und sollten mit hoher Sensitivitit detektierbar sein (Jaffer et al. 2004;
Sosnovik et al. 2008). Man unterscheidet dabei grundsatzlich nicht-selektive
Blutpool-Sensoren, auf bestimmte Epitope zielgerichtete Fluoreszenzsensoren
und im Zielgewebe aktivierbare optische Sensoren. Spezielle vaskuldre
Fluoreszenzmarker zeichnen sich durch ein langes Verbleiben in den
Blutgefiflen aus. Sie ermoglichen die Verfolgung von Angiogenese und
vaskuldrer Permeabilitit bzw. Integritit. Zielgerichtete, ,targeted’,
Fluoreszenzmarker binden spezifisch an Zielmolekiile. Somit bindet z.B
AnnexinVivo750 gezielt an Phosphatidylserin, welches wahrend der Apoptose
an der dufderen Zellmembran exprimiert wird. Aktivierbare ,Smart Probes’
werden erst durch enzymatische Spaltung oder Konversion in situ aktiviert.
Somit kann zum Beispiel gezielt die Aktivitit von Proteasen detektiert und
sichtbar gemacht werden. Eine solche ,Smart Probe’ ist die Sonde MMPSense
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680, welche die Detektion von Metalloproteinasen ermdoglicht (Cassidy et al.
2005; Vasquez et al. 2011; Weissleder et al. 2003).

2.3.4. Bildgebung der Apoptose beim Myokardinfarkt

Marker zur Darstellung apoptotischer Zellen basieren meist auf der Detektion
von Phosphatidylserin an der Aufdenseite der Lipiddoppelschicht zu Beginn
der Apoptose. Phosphatidylserin ist ein Membranphospholipid, welches
physiologisch im inneren Anteil der Lipiddoppelschicht lokalisiert ist. Im
Moment des Zellstresses im Rahmen der myokardialen Ischamie, werden diese
Phospholipide an die dufdere Schicht der Plasmamembran verbracht und
bieten somit eine geeignete Zielstruktur fiir zielgerichtete Bildgebung
(Korngold et al. 2008). Die Eigenschaft, Phosphatidylserin zu binden, wird vor
allem fiir das Protein Annexin V genutzt. 2006 wurde sie aber von Zhao et al.
auch fiir das Protein Synaptotagmin beschrieben (Schutters et al. 2010; Zhao
et al. 2006). Durch Kopplung der oben erwahnten Proteine an nukleare Tracer,
Eisenoxidnanopartikel oder Fluoreszenzstoffe kann Bildgebung von Apoptose
in PET/SPECT, MRT oder FMT moglich werden. Ein nuklearer Tracer fiir
Apoptose entsteht z.B. durch die Kopplung von Annexin V an 2°mTc. Mit der
Verbindung von Synaptotagmin und °°mTc ist ebenfalls eine Detektion von
Apoptose im Herzen moglich (Korngold et al. 2008; Zhao et al. 2006). Die Wahl
der MRT fiir die Darstellung der Apoptose ermdoglicht eine Darstellung mit
hoher raumlicher Auflésung. Fiir die MRT-Bildgebung wurde ein Annexin-V-
gekoppelter Nanopartikel (Annexin-CLIO-Cy5.5) entwickelt, welcher eine
signifikante negative Kontrastverstirkung im Infarktbereich bewirkt
(Sosnovik et al. 2007(a)). In der optischen Bildgebung kénnen auf Annexin V
basierende zielgerichtete Fluoreszenzmarker durch Bindung an die
beschriebenen Phosphatidylserin-Ketten die Apoptose von Zellen auch in
Gewebetiefen von mehreren Zentimetern detektieren. Diese Technik zur
Untersuchung des Herzens bleibt aufgrund der limitierten Eindringtiefe bisher
noch auf Anwendungen in der Praklinik limitiert (Sosnovik et al. 2008).

II1. Material und Methoden

3.1. Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Apoptose im Friihstadium des
Myokardinfarkts mit Hilfe von nicht invasiver Bildgebung in vivo. Apoptose
spielt eine entscheidende Rolle beim Verlust von Kardiomyozyten nach dem
Infarkt und somit auch im Verlauf der Heilung sowie dem myokardialen
Remodeling (Krijnen et al. 2002; Whelan et al. 2010). Zellbasierte Therapien
des Myokardinfarktes konnen die Infarktheilung auf verschiedenenen Wegen
beeinflussen. Daher soll in dieser Arbeit der EinflufR von c-Kit - positiven
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Knochenmarkzellen auf die Apoptose von Kardiomyozyten nach
stattgehabtem Myokardinfarkt untersucht werden.

Die zentralen Hypothesen dafiir lauten wie folgt:

1) Mittels nicht invasiver FMT-XCT Hybridbildgebung kénnen die Apoptose
innerhalb des Myokards sowie die Apoptose-modulierenden Effekte
knochenmarkstandiger c-Kit*- Zellen auf das myokardiale Remodeling in vivo
im Mausmodell dargestellt werden.

2) C-Kit - positive Zellen aus dem Knochenmark haben relevantes Potential,
den Zelltod durch Apoptose von Kardiomyozyten nach Infarkt zu reduzieren
und eine progrediente Verschlechterung der Herzfunktion zu verhindern.

3.2. Versuchstierhaltung

Die Haltung der Mause erfolgt in einem ventilierten Klimaschrank (Tecniplast
Deutschland GmbH, Hohenpeifdenberg) unter taglicher Kontrolle von
Raumtemperatur (20-23 °C) und Luftfeuchtigkeit (55 +/-10 %) und in
kiinstlichem Tag-/Nachtrhythmus (12-Stundenrhythmus). Die einzelnen Tiere
werden in Gruppen von maximal 5 Mdusen in Standardkafigen aus Makrolon
gehalten. Als Einstreu wird Lignocel-Holzgranulat (]J. Rettenmaier & Sohne
GmbH & Co. KG, Rosenberg) verwendet. Zusatzlich wird den Tieren Zellstoff
zum Nestbau angeboten. Als Futter wird autoklaviertes Standarddiatfutter fiir
Ratten und Mause (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage) und Wasser
ad libitum angeboten. Reinigung der Kafige sowie Futter- und Wasserkontrolle
erfolgt 2-mal wochentlich. Das Hygienemanagement verlauft nach FELASA-
Vorgaben.

3.3. Versuchstiere

Als Versuchtiere werden drei Mausgruppen, mannlichen Geschlechts, mit
WBB6F1- Hintergrund gewahlt. Dabei handelt es sich um c-Kit defiziente
KitW/KitW-v- , Kit +/+ (Wildtyp) - und mit Knochenmarkzellen c-Kit positiver
Spender rekonstituierte KitW/KitW- - Mause (Kit*/+ BM & KitW/KitW-v). Wildtyp
und c-Kit-defizienter Stamm werden iiber Jackson Laboratory, Maine, USA
bezogen. Das Tierversuchsvorhaben wurde unter dem Aktenzeichen: 55.2-1-
54-2531-79-09 von der Regierung von Oberbayern genehmigt.

3.4. Rekonstitution von KitW/Kit"-"-Tieren

Um einen c-Kit-rekonstituierten Mausstamm aufzubauen, dienen Kit*/+-
Wildtypmause als Spendertiere. Hierfiir werden die Spendertiere mit einer
Uberdosis Pentobarbitol 500 mg/kg i.p. (Narcoren® Merial GmbH,
Hallbergmoos) getoétet und aus Femur, Tibia und Humerus Knochenmarkzellen
gewonnen. Danach folgt die Bestimmung der Anzahl lebender aus dem
Knochenmark gewonnener Zellen unter dem Mikroskop und darauf basierend
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die Berechnung der Injektionsmenge pro Empfangertier, so dass alle
Empfanger dieselbe Menge von 107 Zellen erhalten. Die Injektion erfolgt unter
aseptischen Bedingungen intravends in die Schwanzvene. Nach einer
Wartezeit von 8 Wochen wird die erfolgreiche Rekonstitution mittels
DurchflufRzytometrie evaluiert und die restliche Gruppe als rekonstituierte c-
Kit* Mause in die Studie aufgenommen.

3.5. Versuchsplanung

Kit*/+-, KitW/KitW-v- sowie die rekonstituierten Maiuse werden in einer
Versuchsreihe zu den Zeitpunkten 6 Stunden, 24 Stunden und 7 Tage nach
Infarktinduktion im FMT-XCT am Helmholtzzentrum Miinchen untersucht. Die
Tiere werden nach jeder Messung getdtet und fiir die Aufbereitung der
Organproben fiir Immunhistologie oder die Anfertigung von Gefrierschnitten
aufbewahrt. Zur Kallibrierung des FMT-XCT-Gerdtes sowie zur Ermittlung
eines Signalwertes ohne Infarkt fiir die verwendete Fluoreszenzsonde
AnnexinVivo750 (PerkinElmer Inc., MA, USA) wird vor Beginn der
Versuchsreihe eine Messung aller drei Versuchstiergruppen ohne Infarkt
durchgefiihrt. Ein weiteres Kollektiv, bestehend aus Tieren aller drei
Versuchstiergruppen wird zur Erstellung von Funktionsanalysen im Verlauf
nach Infarkt im 1,5 Tesla Magnetresonanztomographen (Philips Medical
Systems, Best, Niederlande) am Klinikum rechts der Isar untersucht. Diese
Mause werden zu den Zeitpunkten 0, 24 Stunden, 7 Tage und 21 Tage nach
Infarktinduktion im MRT untersucht. Danach folgt eine Analyse der
Herzfunktion mittels Osirix (http://www.osirix-viewer.com/). Die Herzen
werden am Tag 21 nach Infarkt entnommen und fiir die Erstellung von
Farbungen mit 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid, im Folgenden TTC genannt,
(Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) verwendet und die
Infarktausdehnung mit Hilfe der ImageJ-Software (National Institute of Health,
USA) bestimmt. Eine drittes Kollektiv wird flir Zellanalysen im
DurchflufRzytometer FACS Aria (BD Bioscience, CA, USA) am Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, TU Miinchen
verwendet. Hierflir werden Versuchstiere zu den Zeitpunkten 0, 6 Stunden, 24
Stunden und 7 Tage nach Infarkt getotet, um nach in vivo Applikation der
molekularen Apoptosesonde die zellulire Herkunft des Apoptosesignals zu
untersuchen bzw. die erfolgreiche Rekonstitution von c-Kit defizienten
Mausen mit pluripotenten Knochenmarkzellen zu iiberpriifen. Abbildung 2
zeigt eine schematische Ubersicht iiber den Ablauf der Versuche unter Angabe
von Zeitpunkt nach Infarkt und der dafiir jeweils vorgesehenen Tierzahlen je
Subgruppe an Kit*/*-, KitW/KitW-v- sowie rekonstituierten Mausen.
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Schematische Darstellung der Versuchsplanung unter Einbeziehung

Abbildung 2

der Zeitpunkte nach Infarkt und der jeweils vorgesehenen Modalitit bei Kit*/+-,

KitW/KitW-v- und rekonstituierter Maus (Reko).
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3.6. Operativer Myokardinfarkt

Um einen Myokardinfarkt zu induzieren, wird die linke absteigende
Koronararterie (LAD = left anterior descending artery) ligiert. In diesem
Projekt wird die Ligatur, im Gegensatz zur totalen Okklusion, nach 30 Minuten
Ischamiedauer wieder geoffnet, so dass eine Reperfusion des ischdmischen
Myokards stattfindet.

3.6.1. Narkoseeinleitung und Analgesie

Einleitung wund Aufrechterhaltung der Narkose erfolgt iiber eine
intraperitoneal verabreichte Injektionsnarkose mit Medetomidin-Midazolam-
Fentanyl (MMF). Diese Narkose besteht aus einer Kombination von 0,05
mg/kg Fentanyl (Fentanyl-Janssen®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss), einem
Opioid, 5,0 mg/kg Midazolam (Dormicum®, Hoffmann-La Roche, Grenzbach-
Wyhlen), einem Benzodiazepin, und 0,5 mg/kg Medetomidin (Domitor®,
Pfizer, Karlsruhe), einem alpha2-Adrenozeptoagonisten. Nach Erreichen einer
ausreichenden Narkosetiefe wird den Tieren Bepanthen®-Augensalbe (Bayer
Vital GmbH, Leverkusen) aufgetragen, um einem Austrocknen der Kornea
wahrend der Narkose vorzubeugen. Praemptiv erhalten die Versuchstiere eine
Analgesie mit Buprenorphin (Temgesic®, Essex Pharma, Miinchen) 0,05mg/kg
s.c. und Carprofen (Rimadyl®, Pfizer GmbH, Berlin) 4 mg/kg s.c..

3.6.2. Operationsaufbau und Intubation

Im Rahmen der Infarktoperation wird die Maus vor Durchfiihrung der
Thorakotomie intubiert. Zur Aufrechterhaltung der Atmung wird ein
dedizierter Mausventilator (Hugo Sachs Elektronik-Havard Aparatus GmbH,
March-Hugstetten) verwendet. Fir den Warmeerhalt stehen eine
Wairmematte (Beurer GmbH, Ulm) sowie eine Rotlichtlampe (Philips,
Hamburg) zur Verfligung. Als Tubus dient hierfiir eine 22 Gauge
Venenverweilkdniile (EXEL Safelet Cath, EXELINT International, Co., USA). Die
Maus wird auf dem Riicken gelagert und mit den Vorderzdhnen in einer
Gummihalterung fixiert. Die Extremitdten werden mit Pflaster (Durapore™
3M Deutschland GmbH, Neuss) am Operationstisch befestigt. Die Intubation
wird mit Hilfe eines speziell flir Kleinnager angefertigten Laryngoskops mit
flachen Spatel (Welch Allyn, NY, USA) und einer breiten flachen Pinzette zur
Fixierung der Zunge durchgefiihrt. Sobald der Tubus eingefiihrt ist, wird er
tiber einen Verbindungsschlauch mit dem Beatmungsgerat verbunden und die
korrekte Lage des Tubus Uberpriift. Der Tubus liegt korrekt, wenn sich beide
Lungenhélften im Rhythmus des Beatmungsgerdtes heben. Der Tubus wird
nach Uberpriifung der korrekten Lage mit Pflaster fixiert. Die Maus wird
wahrend des Eingriffs konstant iiber den Ventilator bei 134 BPM
(Beatmungsrate pro Minute) mit einem Volumen von 0,18 ml und einem
Sauerstoffgehalt von 100 % beatmet. Abbildung 3 zeigt beispielhaft die

23



vorbereitende Lagerung der Maus zur Intubation mit Fixierung der
Vorderzihne und Uberstreckung des Kopfes sowie die anschlieRende
Fixierung des Tubus mit Pflaster nach erfolgter Intubation.

Vi

Woom - A
Abbildung 3: Versuchsaufbau Vorbereitung der Maus zur Intubation und Fixierung
des Tubus. Bild links zeigt die Lagerung zur Intubation mit Fixierung der Vorderzihne

und Uberstreckung des Kopfes. Bild rechts zeigt die Fixierung des Tubus nach erfolgter
Intubation.

3.6.3. Durchfiihrung der Infarktoperation

Fiir die links-laterale Thorakotomie wird die Maus auf die rechte Seite
gelagert. Die Hinter- und Vorderlaufe werden mit Pflaster (Durapore™) fixiert.
Mit einem Akkuschergerat, Aeskulap® Exacta, (Aeskulap Suhl GmbH, Suhl)
wird das Fell unterhalb des linken Vorderlaufs vorsichtig abgetragen. Nun folgt
ein dorso-ventraler Hautschnitt auf Hohe des 4. Interkostalraumes. Der
Musculus cutaneus trunci wird stumpf, der Musculus serratus ventralis
thoracis entlang seines Faserverlaufs durchtrennt. Durch vorsichtiges Trennen
der Musculi intercostales externi und interni sowie der Pleura wird der
Brustkorb eréffnet. Die Offnung wird nach links und rechts geniigend
erweitert, um einen Rippenspreizer einfiihren zu koénnen. Mit dem
Rippenspreizer wird das Operationsfeld eroffnet. Sobald der Blick auf das Herz
frei ist, kann das Perikard eroffnet und die linke Herzhalfte freigelegt werden.
Fir die Ligatur ist das linke Herzohr zu lokalisieren. Ca. 2 mm unterhalb des
Herzohres wird die linke absteigende Koronararterie mit einer sich wieder
offnen lassenden Ligatur verschlossen (Abbildung 4). Hierzu wird ein 8-0
Ethilonfaden (Ethicon®, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt)
verwendet. Die Ligatur liegt korrekt, wenn sich im distal der Ligatur liegenden
Myokard eine deutliche Weif3farbung als Zeichen der Ischimie zeigt. Der
Rippenspreizer wird nun geschlossen, um die Zugkrafte auf den kndchernen
Thorax zu reduzieren und ein mit 0,9 %-igem Natriumchlorid (B. Braun,
Melsungen AG, Melsungen) getrdankter Tupfer liber den Brustkorb gelegt, um
das Operationsfeld feucht zu halten. Zum besseren Warmeerhalt kommt die
Wiarmelampe zum Einsatz. Nach 30 Minuten wird die Ligatur mit folgender
Reperfusion des Myokards wieder geoffnet.
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Abbildung 4: Voriibergehend angelegte Okklusionsschlaufe iiber der linken
absteigenden Koronararterie.

Nach erfolgter Reperfusion folgt die Einfilhrung einer 20 Gauge
Venenverweilkaniile (Venisystems™, Hospira Inc., Irland) durch Haut und
Zwischenrippenmuskulatur unterhalb der 4. Rippe als Thoraxdrainage. Mit
einem 6-0 Ethilonfaden (Ethicon® Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt) wird mit 3 Einzelndhten der Brustkorb verschlossen. Dann
erfolgt der schichtweise Verschlufd der Thoraxwand (Abbildung 5). Danach
wird mit einer 1 ml Insulinspritze (B. Braun Melsungen AG, Melsungen) die
verbliebene Luft aus dem Thorax abgezogen, um einen postoperativen
Pneumothorax zu vermeiden und die Thoraxdrainage anschliefdend entfernt.

aal

Abbildung 5: Wieder verschlossener Thorax mit eingefithrter Thoraxdrainage.
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3.6.4. Postoperative Behandlung

Die Narkose wird mit einer Mischung aus Atipamezol 2,5 mg/kg (Antisedan®,
Pfizer Deutschland GmbH, Berlin), Flumazenil 0,5 mg/kg (Anexate®, Roche,
Grenzach-Wyhlen) und Naloxon 1,2 mg/kg (Naloxon®, Inresa, Freiburg) s.c.
(AFN) antagonisiert. Sobald die Maus sichere Abwehrzeichen mit den
Vorderlaufen zeigt, kann sie extubiert werden. Bis zum vollstindigen
Erwachen aus der Narkose verbleibt die Maus unter Sauerstoffzufuhr und
Waiarmelampe. Die praemptiv begonnene Schmerztherapie von Buprenorphin
(Temgesic® Essex Pharma, Miinchen) 0,05mg/kg s.c. und Carprofen
(Rimadyl®: Pfitzer GmbH, Berlin) 4 mg/kg s.c. wird noch fiir 72 Stunden alle 24
Stunden fortgesetzt.

3.7.Invivo Bildgebung

Mittels in vivo-Bildgebung werden sowohl das molekulare Apoptosesignal im
Infarktareal (mittels FMT-XCT) sowie die Entwicklung der Herzfunktion
(mittels MRT) im Zeitverlauf nach Infarktinduktion und Reperfusion
untersucht.

3.7.1. Hybride molekulare Fluoreszenz- und
Computertomographie

Vor Messung mit dem FMT-XCT missen die Mduse im Messbereich enthaart
werden, da das Haarkleid der Tiere Licht im Nahinfrarotbereich absorbieren
oder streuen kann. Hierfiir wird Pilca Enthaarungscreme (Fa. Sodalco s.r.l
Italien) verwendet. Flir diesen Eingriff werden die Tiere mit MMF narkotisiert
und spater mit AFN antagonisiert. Fiir die Messung der Apoptose nach
Reperfusion werden die drei Mausgruppen in Subgruppen mit
Messzeitpunkten 6 Stunden, 24 Stunden und Tag 7 unterteilt. Als Marker fiir
die Apoptose dient die Fluoreszenzsonde AnnexinVivo750 (PerkinElmer Inc.,
MA, USA). Diese wird mit einer Dosis von 100 ul pro 25 g Maus 4 Stunden vor
Beginn der Messung in die Schwanzvene injiziert. Zur Verbesserung des CT-
Kontrastes wird den Mausen kurz vor der Messung das lang zirkulierende CT-
Kontrastmittel ExiTron nano 12000 (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach) in der Dosis 80 ul/25 g Maus injiziert. Die Bildgebung verlauft unter
[soflurannarkose mit 2 % Isofluran (Forene®, Abbott GmbH & Co KaQ,
Wiesbaden) und 1 Liter Sauerstoff. Die Maus wird nach der Narkoseeinleitung
mit Isofluran auf den Untersuchungstisch verbracht und fixiert (Abbildung 6).
Nach Uberpriifung der Position der Maus und Einstellung des Scanbereiches
beginnt die CT-Messung. Im Anschlufd an die CT-Messung startet die Messung
des Fluoreszenzsignals fiir die Apoptose mit dem Fluoreszenztomographen.
Hierbei drehen sich Laser und Kamera tiber die gesamten 360° um das in der
Mitte des Gerates platzierte Mausbett und detektieren Signale im
ausgewadhlten Messbereich. Aus diesen Datensdtzen wird mit Hilfe der
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anatomischen Daten des CT-Bildes ein dreidimensionales Fluoreszenzbild des
Infarktes rekonstruiert. Auf dem Weg durch die Gewebestrukturen kénnen
Signalstarken verandert (geschwécht) werden und zu falschen Informationen
fiihren. Die Schwachungskorrektur des Computertomographen berichtigt
diese Fehlerquelle und ist damit ein Mittel zur Optimierung der
Signalquantifizierung. Nach Beendigung der Messung wird die Maus getotet
und das Herz fiir folgende immunhistologische Auswertungen oder
Gefrierschnitte entnommen. Die To6tung der Tiere geschieht mit einer
Uberdosis Pentobarbitol 500 mg/kg ip. (Narcoren®, Merial GmbH,
Hallbergmoos).

Abbildung 6: Maus auf dem FMT-XCT-Bett vor Beginn der Messung,.

3.7.2. Magnetresonanztomographie

Zur Messung der Herzfunktion wird eine weitere Gruppe Mause an einem 1.5
Tesla Magnetresonanztomographen (Philips Medical Systems) am Klinikum
rechts der Isar zu den Zeitpunkten 0, 24 Stunden, Tag 7 und Tag 21 untersucht
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Darstellung einer rekonstituierten KitW/KitW-v-Maus mit
angeschlossener EKG-Ableitung im MRT.

Die Narkoseeinleitung verlauft tiber 2 % Isofluran und 1 Liter Sauerstoff in
einer Narkosebox und wird anschliefend mit derselben Einstellung
fortgesetzt. Ist die Narkose eingeleitet, wird den Tieren Bepanthen®
Augensalbe (Bayer Vital GmbH, Leverkusen) zur Pravention der
Hornhautaustrockung aufgetragen und die Mause werden in Bauchlage auf
einer Mikroskopiespule (@ 23 mm) fixiert. Eine MRT-kompatible Warmematte
(Thermostat Haake C10, Thermo Electron GmbH, Karlsruhe) schiitzt die Tiere
wahrend des Scanvorgangs vor dem Auskiihlen. Die Narkose wird tiber eine
fiir den MRT-Raum geeignete Andsthesieeinheit (DRE Veterinary, Kentucky,
USA) fiir die Dauer der Messung aufrechterhalten. Die Darstellung der
Herzfunktion erfordert eine EKG-Triggerung. Hierfiir kommt eine MRT-
gangige EKG-Apparatur (SA Instruments Inc, NY, USA) zum Einsatz. Zur
Erfassung des Herzsignals der Maus werden zwei Elektrodennadeln sukutan
rechts und links neben dem Herzen angebracht und mit Pflasterstreifen fixiert.
Das abgeleitete EKG wird laufend an den MRT-Scanner geleitet, um iiber die
Triggerung der MRT-Pulse die Bewegungsartefakte zu reduzieren bzw.
Aufnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten des Herzzyklus zu erstellen. Nach
Anfertigen der Planungssequenzen werden nacheinander ein 2-Kammerblick,
ein 4-Kammerblick sowie kontinuierliche Kurzachsenschnitte mit 1 mm
Schichtdicke iiber den gesamten linken Ventrikel aufgenommen (Abbildung 8
A-C). Die spatere Analyse von endsystolischem Volumen (ESV),
enddiastolisches Volumen (EDV), Schlagvolumen (SV), Ejektionsfraktion (EF)
sowie der Grofie des linken Ventrikels erfolgt tiber die Osirix-Software. Hierfiir
werden manuell je gemessener Schicht die endsystolische Flache des
Endokards und die enddiastolische Flache von Endokard und Epikard
bestimmt (Abbildung 9).
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Abbildung 8C: Ansicht eines im MRT aufgezeichneten Kurzachsenschnittes durch das
Mausherz.

Die herzspezifischen Daten werden nach folgenden Formeln ermittelt:

ESV (Endokard) = Summe der systolischen Endokardflachen x Schichtdicke
EDV (Endokard) = Summe der diastolischen Endokardflachen x Schichtdicke
EDV (Epikard) = Summe der diastolischen Epikardflache x Schichtdicke

SV = EDV Endokard / ESV Endokard

Masse = EDV Epikard - EDV Endokard

EF =SV / EDV Endokard x 100
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3.8. Ex vivo Validierungen

Zur Uberpriifung der Informationen aus der in vivo-Bildgebung wurden
verschiedene Validierungsmoglichkeiten herangezogen, welche im Folgenden
beschrieben werden.

3.8.1. Gefrierschnitte

Um das Fluoreszenzsignal von AnnexinVivo750 aus der FMT-XCT-Messung
beziiglich Lokalisation und Intensitat zu iiberpriifen, wird ein Teil der im FMT-
XCT gemessenen Mause fiir die Gefrierschnitte verwendet. Dies erfordert ein
Einfrieren der getoteten Maus bei -80°C. Spater wird die Maus aus dem -80°C
Gefrierschrank entnommen, der Thoraxbereich abgetrennt und in einem
Gemisch aus OCT (Optimal Cutting Temperature Compound, Sakura Finetek
Europe B.V,, Niederlande) und schwarzer Tinte (India Ink) wieder eingefroren.
Das Praparat wird mit Hilfe eines Kryotoms (Leica CM 150, Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar) in 250 um dicke Schnitte von Basis bis Apex
geschnitten. Anschlieflend erfolgt die Detektion des Fluoreszenzsignals mit
einer speziellen CCD-Kamera (Abbildung 10). Die ex vivo erhaltenen
Fluoreszenzsignale des AnnexinVivo750 sollen die in vivo im FMT-XCT
verzeichneten Signale, und somit die korrekte Rekonstruktion der Daten,
bestatigen.

Abbildung 10: Kryotom (Leica CM 150) mit angebrachter CCD-Kamera.
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3.8.2. Morphometrie

Zur Bestimmung der Infarktausdehnung werden die Herzen nach dem Téten
der Tiere entnommen und bei -20°C fiir 45 Minuten eingefroren. Danach
werden sie mit Hilfe einer gekiihlten Schneidevorlage fiir Mausherzen (Zivic
Instruments, Pittsburgh PA, USA) in 1 mm Scheiben geschnitten und in einer
Losung von 2,3,5 Triphenyltetrazoliumchlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen) bei 37°C fiir ca. 30 Min. unter regelmafiigem Aufschiitteln in
einem Blockheizer (Stuart® Bibby Scientific Ltd., UK) inkubiert. Nach 30
Minuten werden die Schnitte aus dem Blockheizgerdt entnommen und auf eine
beschriftete Glasplatte in der Reihenfolge Basis-Mitte-Apex aufgebracht. Es
folgt eine 10-miniitige Einwirkzeit in Formalin. Nach 10 Minuten wird das
Formalin wieder vorsichtig abgetupft. Durch Reaktion mit Dehydrogenasen in
gesundem Gewebe wird das Tetrazolium zu Formazan reduziert und zeigt eine
intensive Rotfarbung, wahrend geschidigtes Gewebe keine Farbreaktion zeigt
und sich weifdlich-gelb vom vitalen Gewebe absetzt. Mit einer digitalen
Spiegelreflexkamera Nikon D90 (Nikon GmbH, Diisseldorf), welche mit einem
Makroobjektiv von 70 mm ausgestattet ist (Sigma Deutschland GmbH,
Roedermark), werden die Schnitte fotographiert und anschlief3end auf einen
Computer iibertragen (Abbildung 11). Uber das Programm Image ] wird pro
Herz jede einzelne geschnittene Schicht manuell zur Bestimmung von
Gesamtflache, Gesamtfliche ohne rechten Ventrikel, Hohlraumfliache des
linken Ventrikels, Hohlraumflache des rechten Ventrikels und Infarktflache in
mm? bearbeitet. Bei Beriicksichtigung von einer Schichtdicke von 1 mm lassen
sich, nach Bildung von Durchschnittswerten aus allen Schichtmessungen,
folgende Volumina errechnen:

Muskelvolumen des linken Ventrikels =
Volumen des linken Ventrikels mit Hohlraum - Hohlraumvolumen des linken

Ventrikels

Gesamtvolumen des Myokards =

Gesamtvolumen des Herzschnittes - (Volumen des linken Hohlraums +
Volumen des Hohlraums des rechten Ventrikels)

Infarktvolumen in % Gesamtvolumen =

Infarktvolumen x 100 / Gesamtvolumen des Myokards

Infarktvolumen in % Volumen des linken Ventrikels =

Infarktvolumen x 100/ Muskelvolumen des linken Ventrikels

Aus den berechneten Daten kann die Infarktausdehnung bei den einzelnen
Versuchstieren erfasst und miteinander verglichen werden.
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Abbildung 11: Darstellung der Schneidvorrichtung (linkes Foto) und von 1 mm
dicken Gewebeschnitten, welche am Tag 21 mit 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid angefirbt wurden (rechtes Foto).

3.8.3. Histologie

Zur Untersuchung des Fluoreszenzsignals des AnnexinVivo750 und zum
Nachweis apoptotischer Zellen wird die Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt.
Fiir die Erstellung der Immunhistologie mit Unterstiitzung des Instituts fiir
Pathologie am Helmholtzzentrum Miinchen werden die Herzen direkt nach der
FMT-XCT Messung entnommen und in Stickstoff schockgefroren. Die in
Stickstoff tiefgefrorenen Herzen werden in koronale Schnitte von 12 pm Dicke
geschnitten und diese mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Hierfiir
werden die Proben zusdtzlich mit Hoechst 33424 (Invitrogen®, Life
Technologies, UK) sowie dUTP nick end labeling (TUNEL-Farbung, In-situ-cell
death detection kit, Roche, Penzberg) angefarbt. Hoechst 33424 ist ein
lipophiler Farbstoff, welcher die Zellmembran lebender Zellen durchdringt
und die DNA anfarbt, wiahrend die TUNEL-Farbung an die 3’0OH Gruppen der
fragmentierten Desoxyribonukleinsdure apoptotischer Zellen bindet.
Zusatzlich erfolgt eine Anfertigung von Hadmatoxylin-Eosin-Farbungen (HE),
welche als Ubersichtsvorlage fiir die Fluoreszenzmikroskopie dienen. Fiir die
Erstellung der Farbungen wird so vorgegangen, dass abwechselnd ein Schnitt
fiir HE-Farbungen und der nachfolgende fiir Fluoreszenzfarbungen verwendet
wird. Die Fluoreszenzfarbungen werden im Axio Imager Z2 upright Mikroskop
(Carl Zeiss GmbH, Oberkochen) analysiert. Fiir das AnnexinVivo750-Signal
dient ein Cy 7 Filter, welcher mit einem Emissionsfilter, 785 LP, modifiziert
wurde (AHF Analysetechnik AG, Tiibingen). Die TUNEL-Farbungen werden mit
einem 09 Filterset (488009-9901-000, Carl-Zeiss GmbH, Oberkochen) und die
Hoechst-Farbungen mit einem 01 Filterset (488001-9901-000, Carl-Zeiss
GmbH, Oberkochen) untersucht.

3.8.4. Durchflufdzytometrie

Um eine Zuordnung des Apoptosesignals zu den verschiedenen
Zellpopulationen zu ermoglichen, sowie das molekulare Fluoreszenzsignal des
in vivo applizierten AnnexinVivo750 korrekt ex vivo zu quantifizieren, wird
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auf die Durchflufizytometrie zuriickgegriffen. Im Durchfluf$zytometer wird das
emittierte Fluoreszenzsignal der markierten Zellen in einer Suspension nach
Anregung durch entsprechende Laser gemessen. Von den in dieser Arbeit
verwendeten drei Mausgruppen werden jeweils zwei Tiere zu den Zeitpunkten
6 Stunden, 24 Stunden und am Tag 7 post operationem nach der Injektion von
AnnexinVivo750 getdtet und die Herzen zur enzymatischen Aufbereitung und
Markierung entnommen. Die Herzen werden zum Infarkt hin halbiert und nach
Entfernung des Thrombus gewogen. Danach werden die Gewebeproben
homogenisiert und in ein Gemisch aus Collagenase 1, Collagenase XI,
Hyaluronidase, DNAse I (Sigma Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen), HEPES
Puffer (Gibco®, Life Technologies, UK) und mit 2% bovinen Serumalbumin
(Invitrogen®, Life Technologies, UK) versetzten PBS (Phospat buffered saline,
Gibco®, Life Technologies, UK) gegeben. Die Inkubation erfolgt fiir 45 Minuten
bei 37 °C unter regelmafdigem Aufschiitteln. Danach werden die Herzproben
durch einen 40 pm Nylonfilter (BD Falcon ™, BC, NJ, USA) gefiltert, mit PBS
erganzt und zentrifugiert. Anschlieffend wird das Zellpellet in PBS
resuspendiert und jeweils 5 pl fiir die Zellzahlung entnommen. Fiir die
Zellzahlung wird Tryphanblau (Gibco®, Invitrogen Corporation, UK)
hinzugefligt. Tryphanblau ist ein Farbstoff, welcher die Zellmembran intakter
Zellen nicht, die von geschadigten oder sterbenden Zellen aber durchdringen
und diese damit blau farben kann. Die Zahlung erfolgt mit einer Neubauer-
Zahlkammer unter dem Mikroskop. Die Farbung der Zellsuspension erfolgt in
zwei Schritten. In einem ersten Schritt werden den Proben CD11b Antikérper
(Clone M1/70, Biolegend, San Diego, USA) und Propidiumiodid (Apoptosis
Detection Kit I, BD Pharmingen, San Diego, USA) hinzugegeben und fiir 30
Minuten bei 4 °C inkubiert. Propidiumiodid dient dem Ausschluf3 toter Zellen.
Zum Ausschluf? von lin*-, also bereits weiter differenzierten Zellen, werden die
Antikoérper CD90, CD49b, B220, NK 1.1, Ly6g verwendet (BD Biosciences,
USA). Nach 30 Minuten werden die Proben mit PBS gewaschen und als
nachstes die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen vorbereitet. Dieser
Schritt ist notwendig, um den Antikorpern einen intrazellularen Zugang zu
ermoglichen bei gleichzeitiger Fixierung des Antigens, welche ein Auswaschen
verhindert und einem Erhalt der morphologischen Zellcharakteristik
gewahrleistet. Hierfiir wird jeder Probe 500 ul Cytofix/Cytoperm™ Losung
(BD Biosciences, Belgien) zugegeben, geriittelt und fiir 20 Minuten bei 4°C
belassen. Nach 20 Minuten werden die Proben zweimal gewaschen, um das
Formalin zu entfernen, und die Proben mit 1:10 verdiinntem
Cytofix/Cytoperm™ Puffer (BD Biosciences, Belgien) resuspendiert und der
Uberstand abzentrifugiert. Nun folgt der zweite Farbungsschritt. Da von jeder
zu untersuchenden Maus zwei Proben vorbereitet wurden, werden hierfir die
Zellsuspensionen von Wildtyp, KitW/W-v und rekonstituierter Maus in zwei
Gruppen aufgeteilt, welche entweder ein Gemisch A: Cyto-Puffer (BD
Pharmingen, San Diego, USA), FITC-AnnexinV (Apoptosis Detection Kit II, BD
Pharmingen, San Diego, USA), Caspase 3 PE (Clone (€92-605, BD
Pharminogen™, Belgien) oder Gemisch B: Cyto-Puffer, FITC c-Troponin T
(Clone 7E7, HyTest Ltd., Finnland), Caspase 3 PE erhalten. Dann werden die
Proben fiir 30 Minuten im Dunkeln bei 21°C belassen. Nach 30 Minuten folgt
ein weiterer Waschvorgang der Proben. Anschlief3end werden sie zentrifugiert
und ein letztes Mal vor der Messung mit Pufferlésung resuspendiert. Die
Messung am FACS wird mit einem roten Laser bei 635 nm und einer
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Filterkombination von 755/LP und 780/60 BP zur Detektion des
AnnexinVivo750 vorgenommen.

3.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wird mit dem Prism Graph Pad Software 6.0
(Graph Pad Software Inc., La Jolla, USA) ausgefiihrt. Zur Berechnung der
Irrtumswahrscheinlichkeit (p) wird ein Wert von p<0,05 als statistisch
signifikant angesehen. Signifikante Werte sind mit * gekennzeichnet. Als
statistische Tests werden hierbei eine 1-faktorielle ANOVA (Analysis of
Variance) zur Erfassung mehrerer Gruppen beziiglich eines Fakors und eine 2-
faktorielle ANOVA zur Untersuchung von 2 Faktoren verwendet. Bei
Durchfiihrung mehrerer statistischer Signifikanztests, welche auf diesselben
Daten zuriickgreifen, wird der Bonferroni-post-hoc Test angewandt, um die
Signifikanz eines einzelnen Tests zu verhindern. Hierfiir wird das Alpha-
Niveau (0,05) durch die Anzahl der vorgenommenen Tests dividiert.
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IV. Ergebnisse

4.1. In vivo Bildgebung

4.1.1. FMT Bildgebung der Apoptose

Zur Kallibrierung des FMT-XCT-Gerates sowie zur Erfassung eines
Signalwertes fiir die verwendete Fluoreszenzsonde bei Versuchstieren ohne
Infarkt wurden nicht infarzierte Tiere aller drei Versuchsgruppen vorab im
FMT-XCT gemessen. Um die Apoptose in der frithen Phase nach stattgehabtem
Myokardinfarkt zu untersuchen sowie einen moglichen anti-apoptotischen
Effekt c-Kit positiver Knochenmarkzellen zu erfassen, wurden die drei
Versuchsgruppen  KitW/ KitW-v,  Kit*/* und die reKkonstituierten
Kit*/*BM>KitW/KitW-v Mause zu den Zeitpunkten 6 Stunden, 24 Stunden und 7
Tage nach Infarktinduktion mit der FMT-XCT am Helmholtzzentrum,
Neuherberg gemessen. Allen Tieren wurde 4 Stunden vor der Messung die
Fluoreszenzsonde AnnexinVivo750 injiziert (100ul/25g). Ein positives
Fluoreszenzsignal der applizierten Sonde konnte bei allen Tieren detektiert
und mit Hilfe der CT Aufnahmen in der anterio-lateralen Wand des linken
Ventrikels lokalisiert werden. Die Software des CTs errechnet das 3D Volumen
aus den gemessenen Rohdaten. Diese Rekontruktionsmethode liefert korrekte
Rekonstruktionen der Fluoreszenzverteilung im gemessenen Versuchstier,
indem sie Informationen von FMT als auch Daten des Rontgen-CT verwendet.
Auf Basis des XCT Datensatzes erfolgt eine Segmentierung des Messobjektes in
Bereiche mit spezifischen optischen Eigenschaften. Daraus wird ein 3D Modell
des Gewebeaufbaus berechnet, auf dessen Basis die Schwachungskorrektur
erfolgt, sodass jeder Gewebeart (Luft, Lunge, Muskel/Weichgewebe, Knochen)
ihre spezifischen optischen Eigenschaften zugeordnet werden. Abbildung 12
zeigt ein isosurface rendering von rekonstruiertem FMT- und CT-Volumen,
welches mit dem Programm Amira (Visage Imaging, Burlington, USA)
angefertigt wurde. Abbildung 13 zeigt eine transversale Darstellung von in
vivo erstellten FMT-XCT-Aufnahmen von KitW/KitW-v-Tieren im Vergleich mit
Kit*/+-Tieren zu den Messzeitpunkten 6 Stunden, 24 Stunden, 7 Tage nach
Infarkt. Der weifde Pfeil kennzeichnet dabei das Fluoreszenzsignal (tlirkis) des
zuvor applizierten AnnexinVivo750 in der Wand des linken Ventrikels im
Herzen (rot). Wahrend die Kit*/+-Maduse 6 Stunden nach Infarktinduktion ein
mit den KitW/KitW-v-Tieren vergleichbares Apoptosesignal aufwiesen, fiel das
in vivo gemessene Apoptosesignal bei den Kit*/+-Tieren im weiteren Verlauf
deutlich ab. Im Vergleich dazu zeigten die KitW/KitW-v-Tiere eine liber den
gesamten Messzeitraum prolongierte und im Vergleich zu den Kit*/+-Mausen
signifikant erhohte Apoptoserate.
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Signal der
Fluoreszenz-
sonde

Abbildung 12: Darstellung einer Hybridvisualisierung von Fluoreszenzsignal
und Rontgen-CT basierender anatomischer Segmentierung mit Abbildung von
Herz (rot) und Signal der Fluoreszenzsonde (tiirkis) im Infarktareal.
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Abbildung 13: Darstellung von in vivo FMT-XCT-Aufnahmen von KitW/KitW-v-
Miusen im Vergleich mit Kit+*/+-Mausen zu den Messzeitpunkten 6 Stunden, 24
Stunden, 7 Tage nach Infarkt. Der weifde Pfeil kennzeichnet das Fluoreszenzsignal

des AnnexinVivo750 in der Wand des linken Ventrikels. RV: rechter Ventrikel, LV:
linker Ventrikel.
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Die Signalquantifizierung wurde auf Basis der FMT-XCT-Rekonstitution
vorgenommen. Diese Signalquantifizierung basiert auf einer Analyse von
Voxeldaten. Voxel sind dreidimensionale Bildpunkte, welche Informationen
tiber Lange, Breite und Tiefe tragen. Ein Voxel gilt hierbei als positiv flir die
injizierte Fluoreszenzsonde, wenn die Signalintensitat (SI) im Voxel hoher ist,
als der Durchschnittswert der Signalintensitit im Herzen + zwei
Standardabweichungen. Abbildung 14 zeigt eine Analyse der fiir die
Fluoreszenzsonde positiven Voxel der Kit*/*-Maus im Vergleich zur
KitW/ Kit W- v-Maus zu den Zeitpunkten 6 Stunden, 24 Stunden, 7 Tage nach
Infarkt. Die Kontrollgruppe der Kit*/+-Mause lasst ein Abfallen des
Apoptosesignals bis zum Endes des Mefdzeitraum verfolgen. Die c-Kit-
defizienten Mause hingegen zeigten eine stiarkeres Signal als die Kit*/*-Mause,
welches auch bis zum Ende des gesetzten Mefdzeitraums von 7 Tagen
prolongierte.
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Abbildung 14: Grafische Darstellung der voxelbasierten Signalquantifikation
der FMT-XCT-Rekonstruktionen von Kit*/+- und Kit¥/KitW-v-Mausen zu den drei
Messzeitpunkten 6 Stunden, 24 Stunden und 7 Tage nach Infarkt.

Um den anti-apoptotischen Effekt therapeutisch applizierter c-Kit*-Zellen zu
untersuchen, wurde die Signalintensitit von Kit*/*-Mausen und c-Kit-
defizienten Mausen mit dem Signal von rekonstituierten Mausen verglichen.
Abbildung 15 ist ein Vergleich koronarer Ansichten der FMT-XCT-Bilder aller
drei untersuchten Mausgruppen zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Infarkt.
Wahrend Kit*/+-Maus und KitW/KitW-v-Maus zu diesem Zeitpunkt ein
deutliches Apoptosesignal aufwiesen, imponierte das Signal bei der mit
pluripotenten Knochenmarkzellen rekonstituierten Maus schwacher.
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Kit+/* KitW/KitW-v Kit+/+ BM = KitW/KitW-v

Abbildung 15: Darstellung des Fluoreszenzsignals in FMT-XCT-Aufnahmen in
koronaren Ansichten aller drei Mausgruppen zum Zeitpunkt 24 Stunden nach
Infarkt. Der weifde Pfeil kennzeichnet den Infarktbereich. RV: rechter Ventrikel, LV:
linker Ventrikel.

Abbildung 16 =zeigt die Signalquantifikation auf Basis der fiir die
Fluoreszenzsonde positiven Voxel aus der FMT-XCT-Messung aller drei
Versuchsgruppen. Der Signalverlauf der c-Kit-defizienten Mause demonstriert
zum Zeitpunkt 6 Stunden nach Infarkt ein deutlich héheres Fluoreszenzsignal
der Apoptosesonde als die beiden Vergleichsgruppen sowie ein konstant
hohes Apoptosesignal bis zum Tag 7 post Infarkt. Das Apoptosesignal von
Wildtypmaus und rekonstituierter Mausgruppe nahm dagegen ab dem
Zeitpunkt 6 Stunden ab, wobei die Signalreduktion bei der rekonstituierten
Maus am deutlichsten ausfiel.
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Abbildung 16: Grafische Darstellung der Signalquantifikation anhand positiver
Voxel der FMT-XCT-Bilder aller untersuchten Mausgruppen iiber den gesamten
Messzeitraum zum Zeitpunkt 0, 6 Stunden, 24 Stunden und 7 Tage nach Infarkt.
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Zur Kontrolle der aus der Voxelanalyse erhaltenen Daten wurde eine zweite
Signalquantifizierung durchgefiihrt. Hierbei wurde das Fluoreszenzverhaltnis
(Fluoreszenzratio) der maximalen Signalintensitdt im infarzierten Herzen in
Verhaltnis zu der durchschnittlichen Signalintensitat des Fluoreszenzsignals in
der Lunge ermittelt. Abbildung 17 zeigt den Verlauf der Fluoreszenzratios des
FMT-XCTs aller Mausgruppen iiber alle gemessenen Zeitpunkte. Die
Ergebnisse bestitigen einen Riickgang des Apoptosesignals bei Kit*/*- aber
auch bei den rekonstituierten Mausen. Fiir die c-Kit-defizienten Mause lief3en
sich mit beiden Quantifizierungsmethoden signifikant hohere Signalwerte im
Vergleich zu Kit*/*-Mausen und rekonstituierten Mausen feststellen.
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Abbildung 17: Grafische Darstellung der Analyse der Fluoreszenzratio von
Fluoreszenzsignal im Herzen zum Hintergrundsignal aus der Lunge.

4.1.2. MRT-Herzfunktion

Zur Bestimmung der Herzfunktion erfolgte eine Messung der Herzfunktion
aller Mause der drei Versuchsgruppen zu den Zeitpunkten 0, 24 Stunden, Tag 7
und Tag 21 im Magnetresonanztomographen. Die gewonnenen Daten wurden
tiber das Osirix-Programm zur Ermittlung von endsystolischem und
enddiastolischem Volumen, Schlagvolumen, Auswurfsfraktion (Ejektions-
fraktion) und Ventrikelmasse ausgewertet.

Abbildung 18 zeigt den Verlauf des endsysstolischen Ventrikelvolumens bis
Tag 21 nach dem Infarkt bei den drei Versuchsgruppen. Die Kontrollgruppe
der Kit*/*-Mause zeigten eine gemafiigte Steigerung des endsystolischen
Volumens iiber den Mefdzeitraum bis Tag 21 nach Infarkt. Die KitW/KitW-v-
Mause hingegegen liefen einen signifikanten Anstieg des endsystolischen
Volumens verfolgen und setzten sich zu Tag 21 deutlich von den Kontrolltieren
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ab. Rekonstituierte Mause zeigten dagegen eine gemaf3igte Steigerung, dhnlich
der Kontrollmiuse und konnten sich deutlich von den nicht mit c-Kit*-Zellen
rekonstitutierten Mausen differenzieren.
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Abbildung 18: Grafische Darstellung des Verlaufs des endsysstolischen
Ventrikelvolumens bis Tag 21 nach Infarkt bei allen drei Mausgruppen.

Abbildung 19 zeigt die Entwicklung des enddiastolischen Ventrikelvolumens
bei Kit*/+-, KitW/KitWv - und rekonstituierter Maus bis Tag 21 nach Infarkt. In
Bezug auf das enddiastolische Volumen liefden sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den untersuchten Mausgruppen verzeichnen.
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Abbildung 19: Grafische Darstellung der Entwicklung des enddiastolischen
Ventrikelvolumens bis Tag 21 nach Infarkt bei allen drei Mausgruppen.
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Abbildung 20 stellt die Entwicklung des Schlagvolumens des linken
Ventrikels iber den Zeitraum von 21 Tagen bei c-Kit defizienter Mausgruppe,
rekonstituierter Mausgruppe und Wildtyp dar. Das Schlagvolumen des linken
Ventrikels zeigte bei allen drei Gruppen tuber den Zeitraum von 21 Tagen
eine abnehmende Tendenz, wobei es bei den KitW/KitW-v-Mdusen signifikant
starker zuriickging. Wildtypmause konnten sich das Schlagvolumen bis Tag 7
weitgehend erhalten, zeigten aber einen Riickgang des Schlagvolumens zu
Tag 21. C-Kit defiziente Mduse liefden dagegen einen signifikanten Verlust des
Schlagvolumens liber den Zeitraum von 21 Tagen verfolgen. Sie verloren
iiber 50 % ihres anfanglichen Schlagvolumens bis zu Tag 21. Im Gegensatz
dazu konnten die mit pluripotenten Knochenmarkzellen rekonstituierten
Mause einen deutlichen Erhalt des Schlagvolumens demonstrieren. Diese
Gruppe konnte sich somit zum Tag 21 ca. 80 % des zum Zeitpunkt 0
gemessenen Schlagvolumens erhalten.
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Abbildung 20: Grafische Darstellung vom Verhalten des Schlagvolumens bis Tag
21 nach Infarkt bei allen drei Mausgruppen.

Die Grafik in Abbildung 21 zeigt die Entwicklung der Auswurffraktion
(Ejektionsfraktion) iiber den Zeitraum bis Tag 21 nach Infarkt in allen
untersuchten Mausgruppen. Kit*/*-Miuse zeigten nur eine gemafigte
Reduktion der Auswurffraktion. Dahingegen demonstrierten Mause der KitW-
/KitW-v-Gruppe einen signifikanten Riickgang der Auswurffraktion. Im
Gegensatz dazu konnten sich die rekonstituierten Mause ihre
Auswurffraktion deutlich erhalten.
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Abbildung 21: Grafische Darstellung der Entwicklung der Ejektionsfraktion
bis Tag 21 nach Infarkt bei allen drei Mausgruppen.

Abbildung 22 zeigt eine Ubersicht iiber die Entwicklung der Masse des linken
Ventrikels iiber den Zeitraum von Tag 0, 24 Stunden, 7 Tage und 21 Tage
nach Infarkt bei Wildtyp, rekonstituierter Maus und c-Kit defizienter Maus.
Die Berechnung der Gesamtmasse des linksventrikuldren Myokards, also von
infarziertem und gesundem Gewebe, dnderte sich im Verlauf nicht signifikant
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen.
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Abbildung 22: Grafische Darstellung der Entwicklung der Masse des linken
Ventrikels bis Tag 21 nach Infarkt bei allen drei Mausgruppen.
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4.2. Ex vivo Validierungen

4.2.1. Gefrierschnitte

Nach jeder FMT-Messung wurden die Tiere getotet und von den Herzen
transversale Gefrierschnitte im Kryotom angefertigt. Das Fluoreszenzsignal
wurde dabei mit einer eigens dafiir angebrachten Kamera, welche mit einem
Filterapparat zur Erfassung der Wellenldnge von 750 nm ausgeriistet ist,
detektiert. Die Aufnahmen ermdoglichten einen Vergleich mit den Signalen aus
den FMT-XCT-Messungen (ex vivo versus in vivo). Die Aufnahmen der
Gefrierschnitte konnten iibereinstimmend mit den Fluoreszenzbildern aus
der FMT-XCT-Messung die Lokalisation der Apoptose-Sonde erfassen. Auch
hier zeigte sich ein deutliches Fluoreszenzsignal des AnnexinVivo750 in der
antero-lateralen Wand des linken Ventrikels. Abbildung 23 zeigt eine
Darstellung des detektierten Fluoreszenzsignals der Sonde in einem FMT-
XCT-Bild 6 Stunden nach Infarkt (Bild A; weifRer Pfeil). Bild B zeigt eine
korrespondierende Lokalisation des Fluoreszenzsignals (weifSer Pfeil)
derselben Maus nach Toten des Versuchstieres. Ein positives Apoptosesignal
konnte in geringem Ausmafd auch im Bereich der Operationswunde
nachgewiesen werden.

A

| .

Abbildung  23: Bild A: FMT-XCT-Darstellung des  emittierten
Fluoreszenzsignals einer Kit+/+- Maus wahrend der Messung im FMT-XCT zum
Zeitpunkt 6 Stunden nach Infarkt (weifder Pfeil). Bild B: Detektiertes Signal der
Fluoreszenzsonde aus einem Gefrierschnitt derselben Maus in vergleichbarer
Hohe (weifder Pfeil).

Abbildung 24 zeigt eine grafische Darstellung der Fluoreszenzratios von
Kit*/+-, KitW/KitWv-, und rekonstituierter Maus zu den Zeitpunkten 0, 6
Stunden, 24 Stunden und Tag 7 nach Infarkt, welche anhand der
Gefrierschnitte ermittelt wurden. Die c-Kit-defiziente Mausgruppe setzte sich
dabei deutlich von der Wildtypgruppe mit einem prolongierten
Fluoreszenzsignal vom Zeitpunkt 6 Stunden bis Tag 7 nach Infarkt ab.
Rekonstituierte Mause zeigten dagegen ein niedrigeres Signal als die
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Kontrollgruppe und KitW/KitW-v-Mause, welches zum Zeitpunkt Tag 7
deutlich zurtiickging.
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Abbildung 24: Grafische Darstellung der Fluoreszenzratio aller Mausgruppen zu
den Zeitpunkten 0, 6 Stunden, 24 Stunden und 7 Tage nach Infarkt.

Abbbildung 25 ist eine grafische Darstellung der Gegeniiberstellung der
Fluoreszenzratio (Maximales Signal des Myokards/Durchschnittssignal der
Lunge) der FMT-XCT Bilder (in vivo) im Vergleich zum Fluoreszenzverhaltnis
der Gefrierschnitte (ex vivo). Die Daten des FMT-XCT sind in schwarz, die
Daten der Gefrierschnitte in blau dargestellt. Die lineare Regression der zu
den Zeitpunkten 6 Stunden, 24 Stunden und Tag 7 nach Infarkt gemessenen
Fluoreszenzratios veranschaulichen einen geringen Abfall der Werte bei den
Ergebnissen der Gefrierschnitte der c-Kit-defizienten Maus. Auch die
Fluoreszenzratios berechnet aus den in vivo FMT-Daten zeigten in der
KitW/KitWv- Gruppe keinen signifikanten Abfall. Die Kit*/*-Mause
demonstrierten in beiden Modalititen einen starken Steigungsabfall und
verloren bis Tag 7 tiber 50% des Ausgangswertes. Zur Erstellung der Ratios
wurden jeweils 3-6 Mause aus der FMT-Gruppe und 6-8 Gefrierschnitte pro
Maus verwendet.
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Abbildung 25: Grafische Gegeniiberstellung der Fluoreszenzratios von FMT-
XCT (schwarz) und Gefrierschnitten (blau) von KitW/KitW-v-Mausen und Kit+/+-
Miéusen zu den Zeitpunkten 6 Stunden, 24 Stunden und 7 Tage nach Infarkt.

4.2.2. Morphometrie

Zur Bestimmung der Infarktausdehnung in den einzelnen Gruppen wurden die
Mausherzen aus dem MRT Kollektiv nach der letzten Messung am Tag 21 nach
Infarkt entnommen, geschnitten und mit 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid
(TTC) gefarbt. Vitales Gewebe setzt sich dabei von totem Gewebe in
deutlichem Farbkontrast von dunkelrot zu gelblich-weif$ ab.

Abbildung 26 ist eine exemplarische Ubersicht einer zum Zeitpunkt Tag 21
nach Infarktinduktion erstellten TTC-Farbung aller drei Mausgruppen. Im
Unterschied zu Wildtyp und rekonstitutierter Maus zeigte die mit Gendefekt
behaftete KitW/KitW-v-Maus eine deutlich starkere Ausdiinnung der Wand des
Ventrikels und Expansion des Infarkts. Aus den TTC-Schnitten konnte mittels
Image] das Infarktvolumen als prozentualer Anteil am gesamten linken
Ventrikelvolumen bestimmt werden. Die Auswertung des Infarktvolumens
belegte eine deutlich geringere Ausdehung des Infarktareals bei den
rekonstituierten Mausen im Gegensatz zu den c-Kit defizienten KitW-/KitW-v-
Mausen. Auch die Kit*/*-Mause konnten sich deutlich von den c-Kit defizienten
Mausen absetzen (Abbildung 27).
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TTC-Farbung
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Kit*/* BM — KitW/KitW-

Abbildung 26: Fotografische Ubersicht der Herzschnitte aller Mausgruppen von
der Herzbasis zur Herzspitze nach Farbung mit Triphenyltetrazoliumchlorid
zum Zeitpunkt 21 Tage nach Infarkt.
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Abbildung 27: Grafische Darstellung des Infarktvolumens der drei untersuchten
Mausgruppen, ermittelt anhand der TTC-Schnitte zu Tag 21 nach Infarkt.
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4.2.3. Histologie

Das vor der Messung im FMT-XCT injizierte AnnexinVivo750 wurde ex vivo
nach Toten der Versuchstiere auf seine Lokalisation im infarzierten
Herzmuskelgewebe hin tiberpriift.

Hierbei konnte festgestellt werden, dass AnnexinVivo750 verstdarkt in den
Bereichen mit positiver TUNEL-Farbung auftrat. Wahrend die Wildtyp-Maus
ein eher schwaches und iiber den Zeitraum (6 Stunden - Tag 7) abnehmendes
Signal fiir TUNEL und AnnexinVivo750 zeigte, blieben bei den c-Kit-defizienten
Mausen beide Signale erhoht.

Rekonstituierte Mause hingegen verhielten sich ahnlich den Wildtyp-Mausen
mit visuell niedrigerem TUNEL und begleitend niedrigerem Annexinsignal als
KitW /KitW-v-Mause.

Abbildungen 28 und 29 zeigen die Ergebnisse der TUNEL-Farbungen, und die
Lokalisation des AnnexinVivo750 im infarzierten Myokard. Zellkerne wurden
mit Hoechst 33342 angefarbt (blau kodiertes Signal in den Abbildungen 28
und 29). Die TUNEL-Farbung (griin) zeigt apoptotische Zellen im infarzierten
Myokard (Abbildung 28). Hamatoxylin-Eosin-Schnitte zeigen das jeweils
zugrundeliegende Myokard. Abbildung 29 ist eine Darstellung des in vivo
verabreichten AnnexinVivo750 (rot). Sowohl die TUNEL-Farbung, als auch das
Fluoreszenzsignal des in vivo applizierten AnnexinVivo750 zeigten bei der
Wildtypmaus einen Riickgang des Signals ab 6 Stunden bis Tag 7 nach Infarkt.
C-kit defiziente KitW/KitW-v-Mduse wiesen dagegen ein prolongiertes TUNEL-
und AnnexinVivo750-Signal Uber den gesamten Messzeitraum auf. Im
Gegensatz dazu zeigten rekonstituierte Mause einen deutlichen Riickgang der
TUNEL-Farbung sowie des applizierten AnnexinVivo750 zum Zeitpunkt sieben
Tage nach Infarkt.
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Abbildung 28: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung nach TUNEL-Firbung
der apoptotischen Zellen im infarzierten Myokard (griin). Himatoxylin-Eosin-
Schnitte zeigen das jeweils zugrundeliegende Myokard. Zellkerne wurden mit Hoechst
33342 angefarbt (blau). Die Skala in den Hamatoxylin-Eosinfirbungen zeigt 200 pum,
die Skala in den Fluoreszenzaufnahmen 50 pum.
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Abbildung 29: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Signals von
AnnexinVivo750 (rot). Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angefarbt (blau). Die
Skala in den Fluoreszenzaufnahmen zeigt 50 pm.
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4.2.4. Durchfluf3zytometrie

4.2.4.1. Erfolgskontrolle der Rekonstitution

Zur Uberpriifung, ob c-Kit positive Zellen nach der Rekonstitution im Myokard,
respektive im Infarktareal nachweisbar sind, wurden Herzproben von
Wildtyp-Mausen, KitW/KitW-v-Mausen und rekonstituierten Mausen zu den
Zeitpunkten 0 (vor Induktion des Infarkts) und 7 Tage nach Infarkt nach
Prozessierung mittels Durchflusszytometrie untersucht.

Abbildung 30 zeigt Histogramme der Durchflufdzytometrie zur Analyse der
Anzahl von c-Kit positiven Zellen aus den Zellsuspensionen eines Kollektives
(jeweils 3-4 Tiere pro Versuchsgruppe) ohne Infarktinduktion im Vergleich zu
einem Kollektiv 7 Tage nach Infarkt. In den Darstellungen lasst sich ein Fehlen
von c-Kit positiven Zellen bei KitW/KitW-v-Mausen sowie eine Repopulation von
c-Kit positiven Zellen bei den rekonstituierten Mausen verfolgen.

Kit+/+ BM —

ohne Infarkt
ZelleN —m8 —— 5

Isotyp-Kontrolle
Zellen——m8 >
ZelleN——M8M —— 5

'
vy T——

c-Kit———> c-Kit ————— c-Kit

c-Kit——— > c-Kit——— > c-Kit——— >

7 Tage nach Infarkt
Zellen —
Zellen —>
Zellen ——— >

Abbildung 30: DurchflufRzytometrische Histogramme zur Darstellung der
Anzahl an c-Kit positiven Zellen in Zellsuspensionen aller drei Mausgruppen vor
und 7 Tage nach Infarkt.

Abbildung 31 zeigt die grafische Darstellung der Anzahl c-Kit positiver Zellen
in Prozent an der Gesamtanzahl der Zellen, vor sowie 7 Tage nach Infarkt.
Wahrend KitW/KitW-v-Mduse kaum iiber c-Kit-positive Zellen im Myokard,
respektive im Infarktgebiet verfligten, zeigten c-Kit rekonstituierte Tiere
bereits vor Infarkt eine signifikante Population c-Kit positiver Zellen. 7 Tage
nach Infarkt demonstrierten sowohl der Wildtyp als auch die rekonstituierte
Maus einen deutlichen Anstieg an c-Kit positiven Zellen. C-Kit defiziente Maduse
zeigten nach Infarktinduktion keinen signifikanten Anstieg von c-Kit positiven
Zellen im Infarktareal.
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Abbildung 31: Grafische Darstellung des durchfluflzytometrisch erfassten
Anteils der c-Kit* - Zellen im Herzmuskelgewebe ohne Infarkt sowie 7 Tage nach
Infarkt in den einzelnen Versuchsgruppen.

4.2.4.2. Analyse des Apoptosesignals

Um das Apoptosesignal des in vivo applizierten AnnexinVivo750 den
entsprechenden  Zellpopulationen  zuordnen zu  koénnen, wurden
Zellsuspensionen infarzierter Herzen mittels Durchfluf3zytometrie untersucht.
Von den untersuchten drei Mausgruppen wurden die Herzen zu den
Zeitpunkten 6 Stunden, 24 Stunden und Tag 7 nach Infarktinduktion
entnommen und fiir die Messung im DurchflufRzytometer aufbereitet.
Abbildung 32 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse aus der Durchfluf3zytometrie
zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Infarkt zu allen drei untersuchten
Mausgruppen. Die Fluoreszenzsonde wurde den Tieren 4 Stunden vor der
Totung intravenos appliziert. Abbildung 32A ist eine Darstellung der
Differenzierung von Kardiomyozyten (i) und myeloiden Zellen (ii). Zur
Differenzierung dieser Zellpopulationen wurde eine Farbung auf kardiales
Troponin T und CD11b vorgenommen. Kardiales Troponin T ist ein
Proteinkomplex der Herzmuskelzellen und dient zur Identifizierung der
Kardiomyozyten. CD11b, ein Mitglied der Familie der Integrine, welches vor
allem auf Granulozyten, Monozyten und Makrophagen exprimiert wird, dient
der Identifizierung myeloider Zellen.

Tote Zellen wurden durch Farbung mit Propidiumiodid abgegrenzt. Ebenso
wurden lin* -Zellen vorab mit den Antikérpern CD90, CD49b, B220, NK 1.1,
Ly6g ausgeschlossen.

Abbildung 32B zeigt eine Darstellung der Apoptose von Kardiomyozyten und
myeloiden Zellen. Hierfiir wurden die Zellen auf Caspase 3 gefarbt. Das
AnnexinVivo750-Signal stammte von der in vivo applizierten Sonde. Die
Zahlen der einzelnen Quadranten zeigen prozentuale Mittelwerte fiir die
jeweiligen positiven/negativen Zellen.
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Abbildung 32C stellt die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) des detektierten
Fluoreszenzsignals in einem Histogramm dar. Die vertikale Linie in den
Abbildungen ist das Ergebnis einer Negativkontrolle eines nicht mit der Sonde
injizierten Tieres und zeigt den Ubergang von Autofluoreszenz zum
spezifischen Fluoreszenzsignal, welches von der Sonde ausgeht.

Kardiomyozyten von KitW/KitW-v-Mausen zeigten in der Farbung auf Caspase 3
und in der Kontrolle des AnnexinVivo750-Signals die meisten positiven Zellen.
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Abbildung 32. A: Durchfluf3zytometrische Zellanalyse zum Zeitpunkt 24
Stunden nach Infarkt. Farbung auf CD11b und Troponin T nach Ausschluf von lin*-
sowie Propidiumiodid-positiven Zellen mit entsprechender Abgrenzung von
Kardiomyozyten (i) und myeloiden Zellen (ii). B: Intrazelluldre Caspase-3-Farbung
und Annexinsignal nach Injektion von AnnexinVivo750 in vivo. Die Zahlen der
einzelnen Quadranten zeigen prozentuale Mittelwerte von positiven/negativen
Zellen. C: Histogramm des Fluoreszenzsignals; die vertikale Linie markiert das
Ergebnis eines nicht-injizierten Tieres als Negativkontrolle.
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Die Abbildungen 33-35 zeigen die Quantifizierung von Gesamtzellzahl sowie
der Anzahl der Kardiomyozyten und myeloiden Zellen in den
Zellsuspensionen, normalisiert auf das Gewicht des verwendeten
Myokardgewebes. Die Anzahl der Zellen definierte sich als Zellen pro 1mg
infarziertem Myokardgewebe, berechnet als totale Zellzahl pro 1 mg Gewebe x
Prozent der erfassten Zellen. KitW/KitW-v-Mduse wiesen im Vergleich zu
Wildtyp und rekonstituierter Maus einen progressiven Verlust von
Kardiomyozyten auf. Die Anzahl der lebendigen Kardiomyozyten der
rekonstituierten Mausgruppe war zum Tag 7 im Gegensatz zur c-Kit-
defizienten Gruppe signifikant erhoht. Die c-Kit defizienten Mdusen zeigten
hier einen deutlichen Riickgang von tber 50 % im Vergleich zum
Ausgangswert 6 Stunden nach Infarkt. Die Anzahl myeloider Zellen stieg bei
der rekonstituierten Mausgruppe zum Tag 7 auf das dreifache des
Ausgangswertes an.
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Abbildung 33: Grafische Darstellung der Gesamtzellzahl pro mg
Herzmuskelgewebe fiir alle Mausgruppen iiber den gesamten Messzeitrahmen.
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Abbildung 34: Grafische Darstellung der Gesamtzahl der Kardiomyozyten pro
mg Herzmuskelgewebe fiir alle Mausgruppen iiber den gesamten
Messzeitrahmen.
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Abbildung 35: Grafische Darstellung der Anzahl myeloider Zellen pro mg
Herzmuskelgewebe fiir alle Mausgruppen iiber den gesamten Messzeitrahmen.

Abbildung 36 zeigt eine Pie-Chart-Darstellung zu den Zeitpunkten 6 Stunden,
24 Stunden und 7 Tage nach Infarktinduktion bei allen drei verwendeten
Mausgruppen. In dieser Abbildung wird der prozentuale Anteil der fiir das
Fluoreszenzsignal verantwortlichen Kardiomyozyten, myeloiden Zellen und
anderen Zellen abgebildet. Der Anteil am Fluoreszenzsignal errechnete sich
aus dem gesamten Signal fiir in vivo appliziertes AnnexinVivo750. Das totale
Signal fiir AnnexinVivo750 definierte sich aus der pro 1 mg Herzmuskel fiir
den Sensor positiven Zellzahl. Wahrend myeloide Zellen nur geringfligig zur
Entstehung des Fluoreszenzsignals von AnnexinVivo750 beitrugen, domierten
Kardiomyozten als Hauptquelle fiir das gemessene Apoptosesignal.
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Abbildung 36: Piechart-Darstellung der prozentualen Anteile von
Kardiomyozyten, myeloiden Zellen und anderer Zellen am Apoptosesignal zu
den Zeitpunkten 6 Stunden, 24 Stunden und 7 Tage nach Infarktinduktion.
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V. Diskussion

Durch neue Diagnostikmethoden und Therapien konnen immer mehr
Patienten mit akutem Koronarsyndrom oder Myokardinfarkt erfolgreich
therapiert werden. Sie versterben aber grofdtenteils spater an den Folgen des
entstandenen Herzversagens (Klocke et al. 2007).

Ziel der Therapie ist dabei die umgehende Wiederherstellung des koronaren
Blutflusses nach Gefafdverschluf3, um das betroffene Gewebe schnellstmoglich
wieder mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgen zu konnen und die Funktion
des Organs wieder herzustellen bzw. zu sichern (Conci et al. 2006). Ischamie
gefolgt von Reperfusion sind die Hauptausloser fiir die Apoptose von
Kardiomyozyten. Der Beginn des Untergangs von Kardiomyozyten durch
Apoptose ldsst sich bereits in den ersten 2-4 Stunden nach Infarkt nachweisen.
Auch zeigten Tiermodelle einen starken Anstieg der Apoptoserate nach
Wiedereroffnen des Gefdfles und Reperfusion des Gewebes im Vergleich zur
bleibenden totalen Okklusion (Fliss et al. 1996; Krijnen et al. 2002; Laufer et al.
2008; Whelan et al. 2010). Der Verlust von Kardiomyozyten lasst sich vom
Herzen selbst kaum kompensieren, da das Myokard tiber kein regeneratives
Potential verfligt (Frangogiannis 2012). Neue Hoffnungen ruhen daher auf
pluripotenten c-Kit positiven Zellen. Diese Zellen haben eine Vielzahl positiver
Effekte im Rahmen der Heilung sowie der Regeneration von infarziertem
Myokard und konnten in Tiermodellen eine deutliche Verbesserung der

Herzfunktion nach experimentellem Myokardinfarkt zeigen (Abdel-Latif et al.
2007).

5.1. Diskussion des Tierversuchsmodells

5.1.1. Infarktmodell

Um die pathologischen Mechanismen aufzukldren, die flir ein progredientes
Herzversagen nach Infarkt verantwortlich sind sowie fiir die Entwicklung und
Evaluierung neuer Therapieansitze sind geeignete Tiermodelle unabdingbar
(Klocke et al. 2007). Fiir die Nachstellung kardialer Pathologien existieren
Tiermodelle an Maus, Ratte, Hund, Kaninchen und Schwein. Ein fir die
Forschung geeignetes Tiermodell sollte leicht reproduzierbar, vergleichbar
und zeitlich planbar sein sowie die Pathologie der zu untersuchenden
Krankheit moglichst genau nachstellen (Klocke et al. 2007; Zaragoza et al.
2011). Das Schwein ist aufgrund der anatomischen Ahnlichkeit des Herzens zu
dem des Menschen als Modell sehr gut geeignet (Zaragoza et al. 2011). Auch
am Hund wurden bereits Studien zum Herzversagen durchgefiihrt, jedoch ist
die Struktur des Hundeherzens aufgrund diverser kardialer Kollateralgefafde
nur schwer auf den Menschen iibertragbar und die durch Ligatur einer
Koronararterie induzierten Infarkte sind nur recht klein (Klocke et al. 2007).
Das Kaninchen weist in der Struktur der Sarkomerproteine Ahnlichkeiten zum
Menschen auf. Unter den Kaninchen wurde ein Stamm geziichtet, welcher von
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selbst einen Infarkt entwickelt (WHHLMI-Kaninchen), was einen chirurgischen
Eingriff erspart (Zaragoza et al. 2011). An der Ratte wurde die Okklusion der
linken Korornararterie bereits 1979 von Pfeffer et al. vorgestellt (Pfeffer et al.
1979). Eine Modikation dieser Methode besteht in einer temporaren
Okklusion einer Koronarie gefolgt von einer Reperfusion. Die
pharmakologische Induktion eines Herzschadens wurde im Rahmen der
Anwendung von Isoproterenol entwickelt. Isoproterenol fiihrt zur Induktion
von Nekrose der Kardiomoyzyten und hat eine Dilatation des linken Ventrikels
sowie eine Hypertrophie des Herzmuskels zur Folge. Eine weitere Methode,
welche bei der Ratte zur Anwendung kommt, besteht im Setzen von
elektrischen Verbrennungen auf das Rattenherz. Letztere Methode hat sich
allerdings als nur schwer reproduzierbar herausgestellt, wiahrend die Therapie
mit Isoproterenol sowie die chirurgische Intervention effiziente und
reproduzierbare Modelle darstellen (Patten et al. 2009; Zaragoza et al. 2011).
In den letzten Jahrzehnten hat sich immer mehr die Maus als Versuchstier fiir
die Untersuchung der koronaren Pathologie hervorgetan. Durch die
Aufschliisselung des Mausgenoms und die Moglichkeit, genetische Modelle zu
entwickeln, in denen einzelne Gene Ulberexpremiert, geloscht oder mutiert
werden konnen, erdéffnen sich neue Forschungsansitze. Somit stehen den
Forschern heute eine breite Auswahl an Knockout-, konditionellen -
Knockout- und transgenen Mausstimmen als Modelle zur Verfligung. Mit Hilfe
dieser Modelle ergeben sich Maoglichkeiten, trotz anatomischer und
physiologischer Unterschiede zum menschlichen Herzen gezielt zellulare und
molekulare Ablaufe nachzustellen. Aufderdem stellen die von der Ratte auf die
Maus tubertragenen Modelle von chirurgischer totaler Okklusion oder
Reperfusion erfolgreich reproduzierbare Modelle der Infarktinduktion dar
(Klocke et al. 2007; Zaragoza et al. 2011). Der fiir diese Studie gewahlte c-Kit-
Mutant mit WBB6F-Hintergrund zeigt als KitW/KitW-v - Maus eine Mutation in
beiden Kopien des c-Kit-Gens, dem sogenannten Stammzellfaktorrezeptor
(Ayach et al. 2006; Weller et al. 2007). Die Mutation an einem Allel (W) fiihrt
zum Verlust der Transmembrandomane des c-Kit Proteins. Die Mutation am
Allel fiir KitW-v zeigte eine Punktmutation der Tyrosinkinasedomane des
Rezeptors, was zu einer massiven Storung der Signalkaskade fiihrt (Fazel et al.
2006). In der Vergangenheit konnte mit diesem Maustyp bereits ein
Zusammenhang zwischen Ausfall der c-Kit-Funktion und der Entwicklung
einer ventrikularen Dilatation bis hin zum Herzversagen nach
experimentellem Myokardinfarkt gezeigt werden (Ayach et al. 2006; Cimini et
al. 2007; Fazel et al. 2006). Dieser heterozygote c-Kit-Mutant verfiligt liber eine
normale Lebensspanne und ist der einzigste c-Kit-Mutant, welcher einen
Defekt in der Mobilisation von hamatopoetischen Stammzellen bei gleichzeitig
normaler Zellzahl aufweist (Fazel et al. 2006). Diese Mutanten zeigen auch
reduzierte Mastzellzahlen, Storungen der Melanogenese, Anamie, Sterilitat,
Dermatitiden und Magenulzera und kommen deshalb auch im Rahmen der
Untersuchung von Allergien und Autoimmunkrankheiten zum Einsatz
(Grimbaldeston et al. 2005; Weller et al. 2007). Das Modell der totalen
Okklusion der Koronararterie an der Maus wurde 1978 von Zolotareva et al.
beschrieben (Zolotareva et al. 1978). Um das am Menschen vorkommende
Krankheitsbild des Herzversagens trotz wieder hergestellter Perfusion
nachzubilden, wurde 1995 zum ersten Mal das Modell der Ischdamie-
Reperfusionsverletzung an der Maus von Michael et al. beschrieben (Michael
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et al. 1995). Inzwischen wurden mehrere Modelle zur Durchfiihrung der
Reperfusionsverletzung entwickelt. In einem Modell, wie auch in dieser Arbeit
verwendet, wird der linke Ast der vorderen Koronararterie ligiert und nach
einer Zeit der Ischdmie wieder zur Reperfusion geodffnet. Ein anderes
Reperfusionsmodell basiert dagegen auf der Analyse der ischdmischen
Prakonditionierung des Herzens. Hierzu wird die Koronararterie wiederholt
verschlossen und wieder geoffnet, gefolgt von einem langerem Gefafdverschluf3
und spaterer Reperfusion (Conci et al. 2006; Zaragoza et al. 2011). Mit dem
von uns verwendeten Versuchsmodell ldsst sich so die Reperfusion des
Gewebes nach Infarkt und die damit verbundene Apoptose von
Herzmuskelzellen darstellen und zu verschiedenen Zeitpunkten untersuchen.

5.1.2. Rekonstitution der KitW/Kit"-v-Maus

Der Stammzellfaktor spielt eine entscheidende Rolle bei Aktivierung und
Auslosung der Migration von pluripotenten Zellen aus dem Knochenmark, die
den Rezeptor c-Kit exprimieren (Philo et al. 1996). Bereits 2001 beschrieben
Orlic et al. die Transplantation von c-Kit positiven Zellen in einem
Myokardmodell. Hierbei wurden C57BL/6 Mausen wahrend der
Infarktoperation c-Kit positive Knochenmarkzellen ins Herz appliziert. 9 Tage
nach Infarkt konnte bei den therapierten Tieren im Gegensatz zu der nicht
therapierten Kontrollgruppe eine Population proliferierender Myozyten im
Infarktareal verzeichnet werden (Orlic et al. 2001(b)). 2003 beschrieben
Kuramochi et al. ebenfalls ein Mausmodell mit Transplantion von c-Kit
positiven  Knochenmarkzellen welche in die Schwanzvene von
knochenmarkabladierten Empfingermdusen appliziert wurden. 5 Wochen
nach Applikation der Spenderzellen konnte eine signifikante Population von c-
Kit positiven Zellen nachgewiesen werden. Histologische Untersuchungen der
Herzen von infarzierten Empfangertieren einen Monat nach Infarktinduktion
lieRen c-Kit positive Zellen in der Ubergangszone des Infarkts feststellen
(Kuramochi et al. 2003). In unserem Versuchsansatz wurden c-Kit defizienten
KitW/KitW-v-Tieren unter aseptischen Bedingungen 107 Knochenmarkzellen
von c-Kit positiven Spendertieren iiber die Schwanzvene appliziert. Eine
Analyse auf c-Kit-positive Zellen mit Hilfe der Durchflufdzytometrie zeigte
tibereinstimmend mit den von Kuramochi et al. beschriebenen Ergebnissen 8
Wochen nach Applikation der Spenderzellen in die Schwanzvene eine
signifikante Population von c-Kit positiven Zellen im Myokard der vormals c-
Kit defizienten Mdause. Nach Infarktinduktion konnte in unserem Versuch
gezeigt werden, dass KitW/KitW-v-Tiere die Anzahl c-Kit positiver Zellen kaum
steigern und gerade einmal 1/3 der fiir die rekonstituierten Mause
verzeichneten Werte erreichen konnten. Diese Ergebnisse bestitigen die
Ergebnisse von Orlic et al. aus dem Jahr 2001. Damals wurde beschrieben, dass
c-Kit positive Zellen in den Infarktbereich migrieren und sich dort ansiedeln
(Orlic et al. 2001(b)). Auch Cimini et al. konnten 2007 erfolgreich
Knochenmarkzellen von Spendertieren in c-Kit-defiziente Empfangertiere
transferieren und von einer Reduzierung der Infarktgrofde und des
Dilatationsausmafdes bei den behandelten Tieren nach Infarktinduktion
berichten (Cimini et al. 2007).

59



5.2. Diskussion der Methodik

5.2.1. FMT zur Detektion des Apoptosesignals

Eine Inhibierung der Apoptose kann den Verlust von Kardiomyozyten
reduzieren und damit eine Regeneration der betroffenen Zellen erméglichen.
Eine frithzeitige und nicht invasive Detektion der Apoptose stellt somit einen
wichtigen Schritt in der Diagnose und Therapie des Myokardinfarkts dar
(Leuschner et al. 2011; Narula et al. 2006).

In dieser Studie wurde zur in vivo Detektion der Apoptose in infarzierten
Mausen ein Hybridsystem aus molekularer Fluoreszenztomographie und
Computertomographie verwendet. Verschiedene Bildgebungsmodalititen
wurden bereits zur Detektion der Apoptose in vivo evaluiert. Die nuklearen
Modalitaten SPECT und PET verfligen lber eine hohe Sensitivitit bei der
Detektion des nuklearen Tracers. Beide Modalitaten eignen sich sehr gut zur
Erfassung von Kammervolumina, Perfusion und Viabilitit des
Herzmuskelgewebes. Allerdings kann die fehlende anatomische Information
sowie die limitierte rdaumliche und zeitliche Auflésung der PET die
Interpretation der Bilddaten erschweren (de Kemp et al. 2010; Kramer et al.
2010). Um die Auflésung bei der Bildgebung von Kleintieren zu verbessern
wurden PET und SPECT Gerate speziell fiir Kleintiere entwickelt (Golestani et
al. 2010). Da die Messung im PET auf den Signalen von Positronen basiert, sind
die verwendeten Kontrastmittel eher kurzlebig und ermoglichen deshalb
kaum ldangere Aufzeichnungen von molekularen Vorgiangen iiber Stunden und
Tage. Die im SPECT verwendeten nuklearen Tracer verfligen liber eine langere
Halbwertszeit. Somit eignet sich das SPECT-Gerat z.B. fiir Aufnahmen von
langerer Dauer wie filir eine Stressaufnahme des Herzens iiber 3- 4 Stunden
(de Kemp et al. 2010; Kramer et al. 2010; Rahmim et al. 2008). Im Gegensatz
zur PET ist im SPECT auch die Erfassung mehrerer Tracer gleichzeitig moglich
(Golestani et al. 2010).

Eine Modalitat, welche nicht auf Strahlenexposition basiert, stellt die MRT dar.
Die MRT ermdoglicht die regionale Verteilung von applizierten Kontrastmitteln
mit Messungen von Herzfunktion, Herzperfusion und Viabilitit zu
kombinieren. Neben der Funktionsanalyse bietet die kardiale
Magnetresonanztomographie unter der  Anwendung  spezifischer
Kontrastmittel die Moglichkeit zur Abbildung molekularer Vorgiange wie der
Apoptose. Soll die MRT fiir molekulare Bildgebung eingesetzt werden so wird
die niedrige Sensitivitit der MRT im Vergleich zu nuklearen
Bildgebungsmodalititen zur Herausforderung und bedarf speziell dafiir
entwickelter neuer Tracer (Kramer et al. 2010; Sosnovik et al. 2007(a)). Fir
die Detektion der Apoptose wurden Kontrastmittel auf der Basis von
Eisenoxidnanopartikeln entwickelt. Sosnovik et al. konnten 2009 eine
erfolgreiche Studie zur Bildgebung der Apoptose an Mausherzen mit einem
Annexin-gekoppelten Eisenoxidnanopartikel: =~ AnxCLIO-Cy5.5. vorstellen
(Sosnovik et al. 2009). Mit der noch relativ neuen mulitspektralen
optoakustischen Tomographie (MSOT) kann die Dynamik verschiedener
Fluoreszenzmarker im Organismus untersucht werden. Da diese Technik auf
Ultraschall basiert, ermoglicht sie die Darstellung optischer Kontraste sowie
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von Gewebebiomarkern in einer real-time mode und erfasst zligig einzelne
Bilder des Objektes wie z.B bei der Maus in <1ms (Razansky et al. 2011). Im
Vergleich dazu benotigt das FMT-XCT je nach Starke des Signals der Sonde 1-5
Sekunden zur Erfassung der Fluoreszenzquelle (Ale et al. 2012). Ein Problem
bei der MSOT-Bildgebung stellt allerdings die mogliche Bildgebungstiefe,
welche auf ca. 3 cm limitiert ist (Razansky et al. 2011). Da diese Modalitat noch
recht jung ist, wird sich ihr Potential erst in den kommenden Jahren zeigen.
Die fiir die Messung im Fluoreszenztomographen verwendeten
Fluoreszenzsonden tliberzeugen dagegen vor allem durch ihre Stabilitat und
die fehlende Toxizitiat (Leuschner et al. 2011). Die Fluoreszenztomographie
ermoglicht die Lokalisierung und Quantifizierung einer Fluoreszenzsonde im
Gewebe mit hoher Sensitivitdt. Dabei detektiert sie auf nicht invasive Weise
und in vivo drei-dimensionale molekulare Informationen im Versuchstier
(Weissleder et al. 2003). Ein grof3er Vorteil dieser Modalitat ist die Moglichkeit
gleichzeitig eine Vielzahl von Fluoreszenzproben zu applizieren und
abzubilden, dadurch kann z.B. gleichzeitig ~ Apoptose- und
Makrophagenaktivitit quantifiziert werden (Leuschner et al. 2011). Die
Quantifizierung der Daten wird allerdings durch die heterogenen optischen
Eigenschaften der Gewebestrukturen erschwert, vor allem, wenn das
untersuchte Objekt starke Unterschiede in Absorption und Streuung zeigt (Ale
et al. 2012). In der ,Stand-alone’ Fluoreszenztomographie ist aufgrund der
fehlenden anatomischen Informationen die Interpretation vaskuldrer und
myokardialer Vorginge schwieriger sowie eine verldssliche Quantifizierung
aufgrund einer fehlenden Schwachungskorrektur nicht méglich (Leuschner et
al. 2011). Das in dieser Studie verwendete FMT-XCT vereint die Eigenschaften
von Fluoreszenztomographie und Computertomographie in einem Gerat.
Somit liefert dieses Gerdt sowohl umfangreiche Informationen iiber die
Verteilung und Konzentration von molekularen Fluoreszenzsonden als auch
anatomische Informationen aus der CT-Messung (Leuschner et al. 2011;
Nahrendorf et al. 2007). Desweiteren bietet die Verbindung beider Gerate in
einer Einheit die Bildgebung eines Versuchstieres in nur einem Messvorgang
in gleichbleibender Position und ermoglicht so eine Datenerfassung, welche
eine reale Bildrekonstruktion liefert (Ale et al. 2012; Freyer et al. 2010).
Bezliglich der Eindringtiefe bleibt das FMT-XCT mit einer Tiefe von ca. 2 cm
aber dhnlich wie das MSOT limitiert (Ntziachristos et al. 2005). Die Validierung
der FMT-XCT-Daten tUber Gefrierschnitte und Analyse des Fluoreszenzsignals
hat sich bereits als Goldstandardmethode etabliert (Ale et al. 2012;
Sarantopoulos et al. 2011).

5.2.2. Annexin V als Apoptosemarker nach Infarkt

Zur Detektion der Apoptose wurde in dieser Studie eine Fluoreszenzsonde auf
der Basis von Annexin V gewahlt (AnnexinVivo750). Annexin V bindet das im
Frithstadium der Apoptose an der dufieren Membran der Lipiddoppelschicht
der Zelle exprimierte Phosphatidylserin (Korngold et al. 2008). Annexin V
kommt sowohl in vitro z.B. in Kombination mit einem Fluoreszenzmarker zur
immunhistologischen Untersuchung aber auch im Rahmen der in vivo
Bildgebung haufig zur Anwendung (Korngold et al. 2008). Die Kombination
von Annexin V mit einem Kontrastmittel ermdéglicht je nach Eigenschaften des
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Kontrastmittels eine Apoptosedetektion in der jeweiligen
Bildgebungsmodalitdt. Somit kann mittels Annexin V gekoppelter
superparamagnetischer Nanopartikel (AnxClio-Cy5.5), Apoptose mit hoher
raumlicher Auflosung im MRT detektiert werden. An Technetium-29m
gekoppelt, kommt Annexin V auch im SPECT zur Anwendung (Korngold et al.
2008; Sosnovik et al. 2007(a)). Dumont et al. beschrieben 2001 die
erfolgreiche Detektion von AnnexinV-Signal in einem in vivo Infarktmodell der
Maus mit einem Stereomikroskop. Direkt nach Eintritt der Reperfusion
konnten sie ein starkes Signal von Annexin V feststellen und die betroffenen
Zellen als Kardiomyozyten identifizieren (Dumont et al. 2001). Neben Annexin
V existieren noch weitere Zielepitope sowie Molekiile, welche zur Detektion
von Apoptose in Betracht kommen. Synaptotagmin ist ein weiteres Peptid,
welches an Phosphatidylserin binden und somit zur Darstellung von Apoptose
verwendet werden kann. Dieses Peptid kann sowohl an einen Nanopartikel
gekoppelt und zur Messung der Apoptose im MRT als auch in Verbindung mit
99mT(C in der SPECT-Bildgebung eingesetzt werden (Korngold et al. 2008). Zhao
et al. veroffentlichten 2006 eine Studie an infarzierten Ratten, in der
Synaptotagmin als Alternative zu Annexin V getestet werden sollte. Hierzu
wurde Synaptotagmin an 2°mTc gekoppelt und mit SPECT die Apoptose im
Infarktareal gemessen. Hier bedarf es noch weiterer Klarung von Kinetik und
Wirkung dieses Peptids, um das Potential von Synaptotagmin als Alternative
zu Annexin V endgliltig bewerten zu konnen (Zhao et al. 2006).

Caspasen sind eine Familie von Proteasen, welche im aktivierten Zustand
Instrumente der Signalleitung der Apoptoseabldufe sind. lThre Aktivierung
resultiert in einer Kette von weiteren Caspaseaktivierungen und endet in der
Apoptose der Zelle. Ein Analog des 18F- Isatin Sulfonamid, welches aktivierte
Caspase 3 detektiert, konnte bereits erfolgreich im micro-PET eingesetzt
werden. Flir die Erfassung in der Fluoreszenz- und Biolumineszenzbildgebung
liegt der Schwerpunkt auf der Entwicklung inaktiver Caspasemarker, welche
nach Kontakt mit der Protease aktiviert werden und ein Fluoreszenzsignal
aussenden (Korngold et al. 2008). 2004 veroffentlichten Messerli et al. einen
Bericht iliber eine speziell fiir die Detektion von Caspase 1 angefertigte
Fluoreszenzsonde (Messerli et al. 2004). Zusammen mit dem an NIRF-
Sensoren gekoppelten Annexin stellen die an Fluoreszenzstoffe gekoppelten
Caspase-Sensoren vielversprechende Maoglichkeiten fiir die molekulare
Bildgebung in vivo dar.

5.3. Diskussion der Ergebnisse

5.3.1.Invivo Bildgebung

Messungen am lebenden Tier wurden mittels molekularer Fluoreszenz- und
Computertomographie (FMT-XCT) am Helmholtzzentrum Miinchen und am
Magnetresonanztomographen am Klinikum rechts der Isar, Miinchen
durchgefiihrt.
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5.3.1.1. Detektion des Apoptosesignals mittels molekularer
Fluoreszenz- und Computertomographie

Bereits 1996 beschrieben Fliss et al. sowie Kajstura et al. einen Anstieg der
Apoptoserate nach Infarktinduktion bei Ratten (Fliss et al. 1996; Kajstura et al.
1996). Im Jahre 1997 konnten Bialik et al. eine Studie der Apoptose bei
Mausen nach Infarktinduktion vorstellen. Wildtypmause mit induzierten
Infarkt zeigten bereits 4 Stunden nach Ligatur der Koronararterie steigende
Raten an apoptotischen Zellen. Zum Tag 3 beschrieben Bialik et al. eine
Reduktion der Apoptoserate und konnten zu Tag 7 keine Apoptose mehr
nachweisen (Bialik et al. 1997). Dumont et al. berichteten im Jahr 2000 von
der Untersuchung der Apoptoserate von Mdusen nach induziertem Infarkt mit
Hilfe von Annexin V. Die Untersuchung des Signals von Annexin V an
Herzschnitten im Lichtmikroskop zeigte einen deutlichen Anstieg der
Apoptoserate im Zeitrahmen von 90 Minuten nach einer 30 minttigen
Okklusion einer Koronararterie. Eine kiirzere Okklusionszeit reduzierte die
Apoptoserate in den folgenden 90 Minuten (Dumont et al. 2000). Die
voxelbasierte Signalquantifikation der in dieser Arbeit vorgenommenen FMT-
XCT-Messung zeigt zum Zeitpunkt 6 Stunden nach Infarktinduktion einen
Anstieg des Apoptosesignals bei allen drei gemessen Mausgruppen. Ab dem
Zeitpunkt 6 Stunden nimmt das Apoptosesignal von Wildtypmaus und
rekonstituierter Maus deutlich ab. Unsere Ergebnisse finden somit
Ubereinstimmung mit den vorab beschriebenen Untersuchungen von Bialik et
al. sowie Dumont et al.. Sie unterstiitzen aber auch die von Fliss et al. sowie
Kajstura et al. an Ratten beschriebenen Ergebnisse zur Apoptoserate nach
Infarktinduktion. Der Verlauf des Apoptosesignals bestitigte den in der
Literatur beschriebenen starken Anstieg (burst) der Apoptose in den ersten 6
Stunden nach Infarkt, wahrend es im Lauf der Infarktheilung zu einem
Abklingen des Apoptosesignals kommt, welches aber auch tiber Tag 7 hinaus
erhalten bleibt und an der Entstehung des Herzversagens beteiligt ist
(Vanhoutte et al. 2006; Whelan et al. 2010). Im Vergleich dazu zeigten c-Kit
defiziente Mduse aus unserem Versuch iiber die Messzeitpunkte 24 Stunden
und 7 Tage nach Infarktinduktion ein prolongiertes Apoptosesignal, wahrend
die rekonstituierten Mause eine signifikant niedrigere Apoptose im Verlauf
aufwiesen. Dies verweist auf die positive Wirkung von pluripotenten c-Kit
positiven Spenderzellen auf c-Kit defiziente Maduse, welche Ayach et al. 2006
bereits teilweise beschrieben, dabei jedoch den Fokus der Arbeit auf die
Expression anti-apoptotischer Gene legten. Knochenmarksabladierten
WBB6F-KitW/KitW-v-Mdusen wurden hierbei intravendés Knochenmarkzellen
aus Femur und Tibia von Wildtyp-Spendertieren verabreicht. Diese Tiere
zeigten eine geringere Apoptoserate, gefolgt von verbesserter Herzfunktion
und Neoangiogenese (Ayach et al. 2006). Orlic et al. hatten bereits 2001
dhnliche Ergebnisse erzielen kénnen (Orlic et al. 2001 (b)). Cimini et al.
beschrieben 2007 nach der Gabe von pluripotenten Zellen eine geringere
Narbenausdehnung und eine Verbesserung der Herzfunktion (Cimini et al.
2007). Die in dieser Arbeit gezeigte erfolgreiche Bildgebung mit der
Fluoreszenzsonde AnnexinVivo750 belegt ihre Eignung fiir die in vivo
Detektion und Quantifizierung der Apoptose nach experimentell induziertem
Myokardinfarkt. Das erfolgreiche Monitoring der c-Kit Rekonstitution in vivo
mittels FMT-XCT nach Myokardinfarkt zeigt zudem, dass diese Technologie fiir
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die in vivo Evaluierung neuer zellbasierter Therapieansiatze des
Myokardinfarktes geeignet ist.

5.3.1.2. Untersuchung der Herzfunktion mittels
Magnetresonanztomographie

Bei der MRT handelt es sich um eine nicht invasive Bildgebungsmodalitat,
welche die quantitative Erfassung von Herzfunktion, Myokardvolumen und
Infarktgréfie ermoglicht (Hiller et al. 2008). In dieser Arbeit wurde die MRT-
Messung vorgenommen, um einen Zusammenhang von in vivo detektierter
Apoptose und einer moglichen Auswirkung der Apoptose von Kardiomyozyten
auf die Herzfunktion zu priifen. Die KitW/KitW-v- Maus zeigte bis Tag 21 einen
signifikanten Anstieg des endsystolischen Ventrikelvolumens, wahrend der
rekonstituierte Maustyp im Vergleich dazu nur einen gemafdigten Anstieg
verfolgen liefs. Besonders auffillig stellte sich die Zunahme des
endsystolischen Volumens bei den KitW/KitW-v- Mausen zu Tag 7 und Tag 21
dar. Auch der Wildtyp zeigte im Vergleich zur c-Kit defizienten Maus nur einen
mafdigen Anstieg des endsystolischen Volumens. Eine Analyse des
Schlagvolumens des linken Ventrikels iiber den Zeitraum von 21 Tagen lief
bei allen drei Mausen eine abnehmende Tendenz des Schlagvolumens
verfolgen. Den stirksten Riickgang demonstrierten dabei die KitW/KitW-v-
Mause. Die rekonstituierten Mause hingegen zeigten einen deutlich
niedrigeren Abfall des Schlagvolumens als die c-Kit defizienten Tiere.

Die Auswertung der Auswurfsfraktion iiber 21 Tage nach Infarkt zeigte fiir die
c-Kit-defizienten Tiere eine signifikante Abnahme. Im Vergleich dazu konnten
sich die rekonstituierten Mause ihre Auswurffraktion deutlich bis zum Tag 21
auf tiber 70 % des Ursprungswertes vor Infarkt erhalten. Der Wildtyp zeigte
im Vergleich zu den KitW/KitW-v-Mdusen ebenfalls nur mafdige Verluste der
Auswurffraktion. In einem Modell mit Okklusion und folgender Reperfusion an
der Maus zeigten Ross et al. 2002 tber die Dauer von 4 Wochen nach
Infarktinduktion eine signifikante Zunahme des endsystolischen Volumens des
linken Ventrikels und damit verbunden eine starke Abnahme der
Auswurffraktion (Ross et al. 2002). Auch Yang et al. konnten 2004 ein
Infarktmodell mit Reperfusion an der Maus beschreiben, welches mit Hilfe der
MRT untersucht wurde. 24 Stunden nach Infarkt zeigten die Mause einen
starken Anstieg des endsystolischen Ventrikelvolumens und eine signifikante
Reduktion der Auswurfsfraktion des linken Ventrikels (Yang et al. 2004).

Der Erhalt von endsystolischem Ventrikelvolumen und Auswurffraktion sowie
die dufderst positive Bilanz des Schlagvolumens belegen die positive Wirkung
der applizierten pluripotenten Knochenmarkzellen auf die Infarktheilung von
c-Kit defizienten Mausen (Ayach et al. 2006).
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5.3.2. Ex vivo Validierungen

Nach Durchfiihrung der Lebendmessungen mit dem FMT-XCT wurden den
Versuchstieren die Herzen entnommen und fiir Gefrierschnitte oder
histologische Auswertungen aufbereitet.

Die im MRT am Klinikum rechts der Isar zur Funktionsmessung verwendeten
Tiere wurden am Ende der konsekutiven Messungen am Tag 21 getotet und
die Herzen zur Untersuchung der Morphometrie weiter verarbeitet. Mittels
DurchflufRzytometrie konnte der Erfolg der Rekonstitution der c-Kit
defizienten Mduse in einem separaten Kollektiv tiberpriift und der Beitrag der
einzelnen Zellpopulationen auf das Apoptosesignal nach Infarkt tberpriift
werden.

5.3.2.1. Gefrierschnitte

Die Validierung von Daten aus dem Fluoreszenztomographen iber die
Anfertigung und Auswertung von Gefrierschnitten gilt als zuverldssige und
etablierte Methode (Sarantopoulos et al. 2011). Aufnahmen der Gefrierschnitte
lokalisierten die Sonde in der anterio-lateralen Herzmuskelwand des linken
Ventrikels, analog zu den in vivo FMT-XCT-Untersuchungen. In den ersten 24
Stunden nach Infarkt konnte ein Apoptosesignal auch im Bereich der
Operationswunde nachgewiesen werden. Ale et al. konnten 2012 mit dieser
Methode die in vivo Ergebnisse der FMT-Bildgebung von verschiedenen
Tumormodellen und Osteogenesis Imperfecta erfolgreich bestatigen,
allerdings kann es durch den Gefriervorgang zu gewissen Lageveranderung
der Maus und dadurch zu leichten Abweichungen der Gefrierschnitte von den
FMT-Bildern kommen (Ale et al. 2012). Die Quantifizierung des
Fluoreszenzsignals in der vorliegenden Arbeit zeigte ein prolongiertes und
signifikant hoheres Signal bei den c-Kit defizienten Tieren. Im Vergleich dazu
wiesen Kit*/*-Mause ab dem Zeitpunkt 6 Stunden nach Infarkt ein riicklaufiges
Apoptosesignal auf. Rekonstituierte Mduse zeigten ebenfalls zundchst einen
Signalanstieg und ab dem Zeitpunkt 24 Stunden zum Tag 7 hin jedoch eine
signifikante Abnahme des Signals im Vergleich zu den c-Kit defizienten Tieren.
Das prolongierte Signal der c-Kit-defizienten Tiere gegenliber dem
abklingenden Signal der beiden Vergleichsgruppen, welches sich in den
Gefrierschnitten verfolgen lisst, findet somit Ubereinstimmung mit den aus
den FMT-XCT-Bildern zuvor gewonnenen Messergebnissen. Das deutlich
prolongierte Apoptosesignal in den Herzschnitten der c-Kit-defizienten Mause
lasst auch auf die fehlende kardioprotektive Wirkung der c-Kit positiven Zellen
schliefRen und bestatigt die Untersuchungen von Ayach et al. (2006) und Orlic
et al. (2001) zu den positiven Wirkungen von c-Kit positiven pluripotenten
Zellen auf den Verlauf der Myokardheilung nach Infarkt. Sowohl Ayach et al.
als auch Orlic et al. konnten eine verstarkte Ventrikeldilatation und
Verschlechterung der Herzfunktion bei Mausen, welche iiber keine c-Kit
positiven Zellen verfligen, aufzeigen (Ayach et al. 2006; Orlic et al. 2001(b)).
Auch Fazel et al. konnten 2006 eine Studie veroffentlichen, in der sie
kardioprotektive c-Kit*-Zellen aus dem Knochenmark c-Kit defizienten
KitW/KitW-v-Mausen i.v. applizierten. Nach Infarktinduktion konnten diese
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Mause im Gegensatz zur nicht rekonstituierten Kontrollgruppe den
genetischen Defekt kompensieren und zeigten eine Verbesserung der
Herzfunktion sowie eine Reduktion der Apoptose (Fazel et al. 2006).

5.3.2.2. Morphometrie

Die Analyse der Infarktschnitte nach Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-
Farbung in dieser Arbeit zeigte eine deutliche Expansion und ein
fortschreitendes Ausdiinnen der linken Ventrikelwand zum Zeitpunkt 21 Tage
nach Infarktinduktion in den c-Kit defizienten Mausen, wahrend Kit*/*-Mause
die Ausdiinnung deutlich geringer halten konnten. Dahingegen zeigten die c-
Kit rekonstituierten Mduse eine deutlich geringere Infarktexpansion im
Vergleich zu den c-Kit defizienten Tieren. Cimini et al. beschrieben 2007 in
einer Infarktstudie an Kit*/+-Madusen und KitW/KitW-v-Mausen zu Tag 14 nach
Infarktinduktion eine rapide Dilatation des linken Ventrikels von c-Kit-
defizienten Mausen anhand transversaler ex vivo erstellter Herzschnitte. Eine
Analyse des Infarktvolumens zeigte hier eine deutlich grofdere Infarktflache
bei den defizienten Mdusen als bei den Wildtypmausen (Cimini et al. 2007).
Ayach et al. wahlten 2006 ein Infarktmodell, welches auf der intravendsen
Transplantation von c-Kit positiven Spenderzellen in c-Kit defiziente
KitW/KitW-v-Mause basierte. Diese rekonstituierten Mduse zeigten nur geringe
Zunahmen des endsystolischen Volumens, wahrend c-Kit defiziente KitW /KitW-
v-Mause eine deutliche Dilatation des linken Ventrikels, begleitet von einem
grofieren Infarktanteil am Herzmuskel vorwiesen (Ayach et al. 2006). Aus der
Analyse der Infarktgrofde auf Basis der TTC-Schnitte ldsst sich folgern, dass die
Rekonstitution von c-Kit defizienten Mdusen einen protektiven Einflufd auf das
Myokard ausiibt und dadurch die Infarktfliche deutlich kleiner bleibt, als bei
den c-Kit defizienten Tieren.

5.3.2.3. Histologie und Fluoreszenzmikroskopie

In dieser Arbeit wurden von den im FMT-XCT gemessenen Tieren
histologische Schnitte angefertigt und das Signal des in vivo applizierten
AnnexinVivo750 ex vivo im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Gleichzeitig
erfolgte eine Bestatigung der Apoptose mittels etablierter TUNEL-Farbung.
AnnexinVivo-Signal war verstarkt in Bereichen mit positiver TUNEL-Farbung
nachweisbar. Zeigte die Wildtypmaus iiber die Messspanne von 6 Stunden bis
Tag 7 ein abklingendes Signal fiir TUNEL wie auch fiir AnnexinVivo750, so
blieben doch beide Signale bei der c-Kit-defizienten Mausgruppe tlber die
gesamte Messzeit erhalten. Mit Knochenmarkzellen rekonstituierte Mause
demonstrierten dagegen im Vergleich zu den c-Kit defizienten Mausen ein
tiber die Messzeitspanne erniedrigtes Apoptosesignal. Diese Daten bestatigen,
dass die Fluoreszenzsonde AnnexinVivo750 dort akkumuliert, wo eine
vermehrte TUNEL-Farbung zu finden ist. Monceau et al. beschrieben 2006 die
gleichzeitige Verwendung von Annexin V und TUNEL-Farbung zum Nachweis
apoptotischer Zellen. Auch hier konnte ein Zusammenhang vom Auftreten der
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TUNEL-Farbung und der Lokalisierung von Annexin V festgestellt werden
(Monceau et al. 2006). Bei ihren Studien iiber den Zusammenhang von
Knochenmarkzellen und Apoptose verwendeten auch Uemura et al. (2006)
sowie Xu et al. (2007) TUNEL-Farbung und die Farbung mit Annexin V fiir den
Nachweis von Apoptose (Uemura et al 2006; Xu et al. 2007).

5.3.2.4. Durchfluf3zytometrie

Mittels Durchflufdzytometrie konnte in den durchgefiihrten Experimenten das
Fluoreszenzsignal der in vivo applizierten Apoptosesonde AnnexinVivo750
tiiberwiegend apoptotischen, Caspase-3 positiven Kardiomyozyten zugeordnet
werden, wahrend apoptotische myeloide Zellen nur einen geringen Beitrag
zum Apoptosesignal lieferten. C-Kit defiziente KitW/KitW-v-Maduse zeigten
diesbeziiglich die meisten Caspase-3 positiven Zellen unter den drei Gruppen.
Eine Analyse des Verlustes an Kardiomoyzyten zeigte, dass mit
Knochenmarkzellen rekonstituierte Mause im Vergleich zu den c-Kit
defizienten Mdusen im Messzeitraum von 7 Tagen nur geringe Verluste an
Kardiomyozyten erlitten. Bialik et al. beschrieben bereits 1997, dass nach
Infarkt im Mausmodell hauptsachlich Kardiomyozyten von Apoptose betroffen
waren. Mause mit Infarkt zeigten deutliche Apoptose der Kardiomyozyten im
Gegensatz zu einer Vergleichsgruppe ohne Ligatur (sham-operated) (Bialik et
al. 1997). Eine Analyse von Herzproben auf c-Kit positive Zellen in der
vorliegenden Arbeit zeigte auflerdem ein Fehlen dieser Zellen bei c-Kit
defizienten Mdusen. Rekonstiutierte Tiere konnten dagegen eine Repopulation
c-Kit-* -Zellen im Myokard nachweisen. Wahrend c-Kit defiziente Tiere nach
Infarkt keine Reaktion an c-Kit*-Zellen zeigten, so belegt die Untersuchung bei
den rekonstituierten Tieren einen Anstieg dieser Zellpopulation. Aus unseren
Ergebnissen ldasst sich schliefen, dass die Applikation von pluripotenten
Knochenmarkzellen bei c-Kit defizienten Tieren zu einer Repopulation dieser
Zellen im Myokard fiihrt und positiven Einflufs auf den Erhalt der
Kardiomyozytenpopulation ausiibt. Ayach et al. konnten 2006 an einem
dhnlichen Modell mit rekonstituierten KitW/KitW-v-Mdusen nach Infarkt eine
kardioprotektive Wirkung von pluripotenten Knochenmarkzellen vorstellen.
Nach einer Rekonstitution mit Knochenmarkzellen zeigten die therapierten
Mause eine Repopulation von c-Kit*-Zellen (Ayach et al. 2006).

5.4. Ausblick

Auch wenn innovative optische Modalititen momentan nur in der Praklinik
zum Einsatz kommen, so versprechen sie doch Ansatze zur Entwicklung neuer
Therapien und Diagnostikmdéglichkeiten fiir Patienten. Das Problem der
Translation von praklinischen Ergebnissen aus dem Feld der optischen
Bildgebung ist durch die, physikalisch bedingte, geringe Eindringtiefe des
Lichtes limitiert. Im Hinblick auf eine klinische Applikation ladsst sich dieses
Problem nur umgehen, wenn die Lichtquelle sowie die Detektoreinheit nahe
an das biologische Target herangebracht werden konnen.
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Auf der Basis von Nahinfrarotfluoreszenz entwickelten Jaffer et al. 2008 einen
intravasalen Angiographiekatheter, welcher die Erfassung der Aktivitit von
Cysteinproteasen  im  atherosklerotischen = Plaque @ wahrend  der
Katheterisierung des Blutgefiafdes ermoglichte. Kaninchen wurde hierbei ein
Cysteinprotease-aktivierbares NIRF Kontrastmittel (Prosense750) injiziert. 24
Stunden nach der Injektion konnte liber den Katheter in der Arteria iliaca ein
Nahinfrarotsignal aus dem atherosklerotischen Plaque lokalisiert werden.
Diese Methode bietet neben den existierenden Bildgebungsmodalititen,
welche die Erfassung von Plaquestrukturen ermdoglicht auch die Visualisierung
von spezischen molekularen und zellularen  Aspekten des
Entziindungsprozesses in atherosklerotischen Plaques (Jaffer et al. 2008). Eine
morphologische Detektion des Plaquestadiums gestaltet sich schwierig,
deshalb sind diagnostische Methoden, welche die Vulnerabilitat des Plaques
sichtbar machen konnen von grofiem Nutzen. Eine Optimierung der
Detektionsmethode mittels optischer Bildgebung wie oben beschrieben kann
den Erfolg der Katheterbehandlung, welche bis jetzt noch hohe Rezidivraten
aufweist moglicherweise verbessern (Waxman et al. 2006).

Die Entwicklung neuer Biomarker in Kombination mit der optischen
Bildgebung kann helfen, pathophysiologische Vorgiange wiahrend bzw. nach
der myokardialen Ischiamie weiter aufzuklaren und damit neue Ansaitze fiir
pharmakologische Therapien am Patienten erdéffnen (Hausenloy et al. 2008;
Jaffer et al. 2004; Sosnovik et al. 2008).

Die sich nach dem Infarkt entwickelnde afunktionelle Narbe im
Herzmuskelgewebe stellt ein bisher therapeutisch nicht l6sbares Problem dar
(Maki et al. 2012). Stammzelltherapien setzen an den limitierten regenerativen
Moglichkeiten des Herzens an, auch wenn die Kklinische Effizienz noch
verbreitet in Frage gestellt wird (Wollert et al. 2005). Hoffnung beruht darauf,
dass Stammzellen als pluripotente Zellen die Fahigkeit besitzen, sich auch im
Empfangerorganismus nach therapeutischer  Applikation zu voll
funktionsfahigen Kardiomyozyten zu differenzieren. Pluripotente Stammzellen
konnen weiterhin die Neoangiogenese anregen und dadurch die Heilung des
Herzmuskels fordern (Maki et al. 2012; Wollert et al. 2005). Orlic et al. zeigten
2001 einen Mausversuch mit induzierten Infarkt, in welchem sie neun Tage
nach Infarkt proliferierende Myozyten und Endothelzellen sowie glatte
Muskelzellen nachweisen konnten (Orlic et al. 2001(b)). Uemura et al. konnten
2006 zeigen, dass aus dem Knochenmark stammende Zellen unter Ischamie
Uberlebensfaktoren freisetzen und die Apoptose von Kardiozyten in
Nachbarschaft zum Infarktbereich verhindert wird. Eine vorherige
Prakonditionierung von Knochenmarkzellen durch Anoxie konnte den
positiven Einflufd der transferierten Zellen auf den Verlauf der Apoptose
unterstiitzen und ventrikulire Umbauten, welche zum Rickgang der
linksventrikuldren Funktion wund letztlich zum Herzversagen fiihren,
weitgehend einddmmen (Uemura et al. 2006). Xu et al. beschrieben 2007
ebenfalls einen positiven EinfluR von Knochenmarkzellen in der frithen
Heilungsphase des ischamischen Herzens mit Eindimmung der Apoptose und
Erhalt der Herzfunktion (Xu et al. 2007).

Fiir die Applikation von Zellen ist ein Zugang liber die Blutgefafie oder eine
direkte Applikation in den Herzmuskel moglich. Fiir die intravendse
Applikation konnten in der Praklinik schon Nachweise iiber eine Verbesserung
der Herzfunktion an Mausen erbracht werden. Fiir die Klinik steht die Frage
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im Vordergrund, ob die Zellen letztendlich tatsachlich das sogenannte Homing
vollziehen und sich am vorgesehenen Ort niederlassen, deshalb wird hier eine
intrakoronare Applikation Uber einen Ballonkatheter als moglicherweise
vorteilshaft diskutiert (Wollert et al. 2005).

Stammzelltherapien am Menschen stecken noch in den Kinderschuhen. Noch
ist nicht klar, wann der richtige Zeitpunkt zur Applikation der Zellen ist und
wie viel oder wie oft appliziert werden sollte (Abdel-Latif et al. 2007; Maki et
al. 2012). Klinische Studien wie TOPCARE-AMI oder REPAIR-AMI konnten
keine signifikanten Aufschliisse iiber die Wirkung der Stammzellen am
Menschen geben (Abdel-Latif et al. 2007). Maki et al. konnten kiirzlich eine
klinische Studie mit Infarktpatienten vorstellen, denen Stammzellen 3 Tage
nach Infarkt intrakoronar appliziert wurden. Als Bildgebungsmodalitidten
wurden hierbei PET und MRT verwendet. Im Unterschied zu fritheren Studien
welche auf der Herzkatheteranwendung alleine basierten, hatten die Patienten
zundchst eine Lysetherapie und dann eine Katheterbehandlung erhalten. Maki
et al. konnten nur leichte Verbesserungen der Ventrikeldilatation bei
therapierten Patienten verzeichnen, wodurch sich die therapierten Patienten
kaum von der Placebo-therapierten Kontrollgruppe abgrenzen liefden (Maki et
al. 2012). Um das Potential der Stammzellen weiter zu erforschen bedarf es
dringend klinischer Langzeitstudien (Abdel-Latif et al. 2007). Neue molekulare
Bildgebungsmaoglichkeiten konnen in Zukunft helfen, die genauen zelluldaren
und molekularen Vorgiange im Rahmen von Stammzelltherapien besser zu
untersuchen und damit die Entwicklung neuer Therapieansatze vorantreiben
(Nahrendorf et al. 2007).
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VI. Zusammenfassung

Der Verlust von Kardiomyozyten infolge von apoptotischen Vorgiangen nach
einem Myokardinfarkt spielt bei den zellularen Umbauten des Herzmuskels
und der damit verbundenen Entwicklung eines Herzversagens eine
entscheidende Rolle. Von Therapien mit pluripotenten Stammzellen aus dem
Knochenmark erhofft man sich eine positive Wirkung auf den Verlauf der
Infarktheilung.

In dieser vorliegenden Studie wurde der Verlauf der Apoptose nach Infarkt
mittels nicht invasiver in vivo durchgefiihrter molekularer Fluoreszenz- und
Computertomographie (FMT-XCT) untersucht und eine anti-apoptotische
Wirkung von pluripotenten Knochenmarkzellen auf das geschadigte Myokard
in vivo detektiert. Hierfiir kamen drei verschiedene Mausgruppen, c-Kit-
defiziente KitW/KitW-v-Mause, Wildtypmause Kit*/* und mit c-Kit*
Knochenmarkzellen rekonstituierte Kit*/*BM>KitW/KitW-v-Mause zum Einsatz.
Die Infarktinduktion erfolgte iiber eine 30 miniitige Ligatur der LAD, gefolgt
von einer Reperfusion des ischamisch geschiadigten Myokardareals. Die drei
Mausgruppen wurden zu den Zeitpunkten 6 Stunden, 24 Stunden sowie 7 Tage
post operationem nach Injektion von  AnnexinVivo750, einem
Fluoreszenzmarker fiir Phosphatidylserin, im FMT-XCT untersucht. Analog
erfolgte eine Messung der Herzfunktion mittels MRT zur Ermittlung von
endsystolischem und enddiastolischem Volumen, Schlagvolumen,
Auswurffraktion und Ventrikelmasse. Hierfiir wurde ein zweites Kollektiv aus
KitW/KitW-, Kit*/+ und rekonstituierten Kit*/* BMa>KitV/KitW-v-Madusen zu den
Zeitpunkten 0, 24 Stunden, 7 Tage und 21 Tage nach Infarkt gemessen. C-Kit-
defiziente Mduse zeigten ein iiber sieben Tage ansteigendes und prolongiertes
Apoptosesignal und damit verbunden eine Verschlechterung der Herzfunktion.
Die mit Knochenmarkzellen rekonstituierten Mause jedoch zeigten ein
schwicheres und zum Tag7 signifikant niedrigeres Apoptosesignal mit
begleitend deutlich geringerer Verschlechterung der Herzfunktion.
Gefrierschnitte und immunhistologische Auswertungen konnten das Signal der
Fluoreszenzsonde im infarzierten Gewebe lokalisieren. Untersuchungen der
Zellsuspensionen mittels Durchflusszytometrie belegten, dass vor allem
Kardiomyozyten Quelle des molekularen Apoptosesignals waren. Insgesamt
konnte mit dieser Studie die Moglichkeit der in vivo Darstellung der Apoptose
nach Infarkt mittels FMT-XCT erfolgreich vorgestellt werden. Aufierdem
bestatigte sich die Hypothese, dass pluripotente Zellen aus dem Knochenmark
einen positiven Einfluss auf den Verlauf des Herzinfarkts haben. Die
Verwendung molekularer Bildgebungsmodalititen eroffnet somit den Weg zur
Entwicklung neuer Diagnostik- und Therapiemdéglichkeiten des Herzversagens
nach stattgehabtem Infarkt. Ebenso konnen diese neuen Technologien bei der
Evaluierung neuer, Zell-basierter Therapien erfolgreich eingesetzt werden,
und damit die Entwicklung und Translation von Stammzelltherapien in die
klinische Medizin beschleunigen.
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VII. Summary

Impact of pluripotent hematopoietic stem cells on apoptosis after induced
myocardial infarction - in vivo study using hybrid Fluorescence Molecular
Tomography and X-ray Computed Tomography in a mouse model

Loss of cardiomycytes following apoptosis after myocardial infarction plays an
important role concerning cellular remodeling processes of the heart muscle and
development of heart failure. Therapies based on stem cells derived from bone
marrow are supposed to have a positive impact on the healing of the heart.

In this study we examined apoptosis following myocardial infarction using a
hybrid system of Fluorescence Molecular Tomography and X-ray Computed
Tomography (FMT-XCT) non invasively and in vivo to prove the positive impact
of bone marrow derived stem cells on the infarcted heart.

Therefore we used three groups of mice, c-Kit deficient KitW/Kit W-v-, wildtype
Kit*/+- and reconstituted Kit*/*BM=KitW/KitW-v-mice that had been injected with
bone marrow derived c-Kit * stem cells. Induction of the infarct was performed
via ligation of the LAD for a duration of 30 minutes followed by reperfusion of the
tissue. All three groups of mice were scanned for apoptosis by FMT-XCT at 6
hours, 24 hours and 7 days after myocardial infarction. Before the measurements
the mice were injected with AnnexinVivo750, a fluorescence sensor for
phosphatidylserine. At the same time we measured a second group of c-Kit
deficient KitW/KitW-v-, wildtype Kit*/*- and reconstituted Kit*/*BM>KitW/ Kit W-v-
mice at time points 0, 24 hours, 7 days and 21 days after infarction with MRI to
detect heart function concerning endsystolic and enddiastolic volume, ejection
fraction and mass of the ventricle.

C-Kit deficient mice showed an increased and prolonged apoptosis until day 7 as
well as a decrease in heart function. Mice that had been injected with bone
marrow derived c-Kit* cells showed reduced apoptosis and a significant decrease
of the signal at day 7 as well as a preservation of heart function.

Cryoslices and immunohistology localized the fluorescence probe in the infarcted
myocardium. Analysis of cell suspensions by flow cytometry proved that
cardiomyocytes were the predominant source of the AnnexinVivo750 signal.
Altogether this study presents a successful application of the FMT-XCT
technology for in vivo detection of apoptosis after myocardial infarction.
Furthermore it was possible to show a positive effect of infarct healing by
pluripotent cells derived from bone marrow.

The use of molecular imaging modalities are promising tools for the development
of new strategies for diagnosis and therapy and might help in the prevention of
heart failure.
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