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1. Einleitung

1.1. Zelltherapie ischamischer Herzerkrankungen

Kardiovaskuldare Erkrankungen stellen in den Industrienationen die haufigste
Todesursache dar [78]. Aus den Daten des statistischen Bundesamtes geht hervor, dass
allein die chronische ischdmische Herzkrankheit, der akute Myokardinfarkt und die
Herzinsuffizienz in 2011 fast 20% der Sterbefdlle in Deutschland verursacht haben.
Wahrend allerdings die Sterblichkeit durch akuten Myokardinfarkt seit 1980 deutlich
gesunken ist, steht die chronische ischamische Herzkrankheit als Folgeerkrankung seit
1992 an oberster Stelle der haufigsten Todesursachen.

Dies ist sowohl auf die Vielzahl effektiver Therapien kardiovaskuldrer Erkrankungen als
auch auf das steigende Alter der Durchschnittsbevolkerung zuriickzufiihren. Allerdings
beginnt bereits kurz nach einem Herzinfarkt das sogenannte "Remodelling" des Herzens,
wodurch trotz aller verfligharen Therapien die Zahl an Herzinsuffizienz erkrankter
Menschen steigt [44].

Nach einem Myokardinfarkt wird der nekrotische Herzmuskel innerhalb weniger Wochen
durch nicht elastisches Narbengewebe ersetzt, welches progressiv dilatiert. Dies fiihrt zu
einer erhohten Volumenbelastung des Ventrikels. Zusammen mit einer Verminderung der
linksventrikuldren systolischen Funktion, wird dadurch auch das nicht-infarzierte Myokard
dilatiert. Zwar wird auf diese Weise ein suffizientes Schlagvolumen gewadhrleistet,
allerdings auf Kosten einer erhohten Wandbelastung, welche zu einer Hypertrophie und
letztlich einer Herzinsuffizienz fiihrt [5].

Durch interventionelle sowie pharmakologische Therapien ist es moglich, den Progress des
Remodellings zu verlangsamen. Die Vernarbung des funktionalen Herzmuskelgewebes ist
jedoch irreversibel. Die einzige kausale Therapie, die im Moment zu Verfligung steht, ist die
allogene Herztransplantation.

Allerdings liegt die Zahl der tiber EUROTRANSPLANT verteilten Herzen deutlich unter
jener der benotigten (Abbildung 1), sodass es zu langen Wartezeiten und im schlimmsten
Fall einer verkiirzten Lebensdauer kommt. Die kardiale Zellersatztherapie als mogliche
weitere kausale Therapie stellt eine attraktive Alternative in Aussicht, welche jedoch fiir
eine weitflachige klinische Anwendung noch optimiert und besser verstanden werden
muss. Mit dem Ziel des Ersatzes infarzierten Gewebes steht unter anderem die Erzeugung

funktionaler Herzzellen wie Kardiomyozyten, Endothelzellen und Zellen des
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Reizleitungssytem aus embryonalen Stammzellen (ES) oder induzierten pluripotenten
Stammzellen (iPS) im Fokus wissenschaftlichen Interesses. Bis zur klinischen Anwendung
sind jedoch noch einige Hiirden - sowohl medizinischer als auch ethischer Natur - zu
iiberwinden. Eine wichtige Voraussetzung fiir die sichere Anwendung der kardialen
Stammzelltherpie ist das Verstandnis des Schicksals der Zellen nach Transplantation im
Zielgewebe und deren Interaktion mit letzterem. Eine unabdingbare Voraussetzung diese
Vorgange am Menschen zu erforschen, sind sichere Methoden in der zelluldren In-vivo-

Bildgebung, um die applizierten Zellen nach der Transplantation longitudinal verfolgen zu

konnen.
1400 -
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Abbildung 1: Bedarfund Verfiigbarkeit von Spenderherzen (Eurotransplant)
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1.2. Kardiale Stammzelltherapie

1.2.1. Ursprung: Myoblasten

Von der Vision getragen untergegangenes Myokard durch transplantierte Zellen zu
ersetzen wurden 1992 von Marelli et al. erstmals Myoblasten (im Hundemodell) autolog
intramyokardial nach Herzinfarkt transplantiert [83]. In den folgenden Jahren wurde diese
therapeutische Option vielfach in Tiermodellen untersucht [27, 70, 125].

Grundlage dieses therapeutischen Ansatzes war die Uberlegung, dass
Skelettmuskelgewebe durch Myoblasten regeneriert werden kann, wahrend ischdmisches
Myokard irreversibel geschadigt bleibt [18, 27]. Die Wirksamkeit kardialer Zelltherapie mit
Myoblasten konnte in mehreren praklinischen Studien [40] gezeigt werden. Myoblasten
weisen zudem ideale Eigenschaften, wie autologe Verfiigbarkeit, einfache In-vitro-
Expansion, ausschliefdliche Differenzierung zu Muskelfasern und Widerstandsfahigkeit
gegeniiber Ischdmie auf. Daraufhin wurden 2001, von Menasché et al. erstmals einem
Patienten mit refraktirer Herzinsuffizienz autolog gewonnene Myoblasten im Rahmen
einer koronaren Bypassoperation intramyokardial transplantiert [88]. Die urspriingliche
Hoffnung, dass die transplantierten Myoblasten im Myokard milieu-abhdngig zu
Kardiomyozyten differenzieren und sich ins Empfangergewebe integrieren wiirden, wurde
jedoch bald wiederlegt [76, 107, 108].

Trotz dieser Riickschlige wurden Myoblasten zur Therapie der ischamischen
Kardiomyopathie unter anderem in der randomisierten, multizentrischen klinischen
Studie "MAGIC" ausfiihrlich untersucht [87]. Die Studie zeigte jedoch, dass die Behandlung
mit autologen Myoblasten die Herzfunktion nicht verbessert und sogar das Auftreten von

Arrythmien beglinstigt.

1.2.2. Knochenmarkstammzellen

Knochenmarkstammzellen (BMSCs) enthalten verschiedene Populationen adulter Stamm-
zellen, darunter die vielfach verwendeten Mesenchymalen Stammzellen (MSCs) und
Hamatopoetische Stammzellen (HSCs).

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind eine Stammzellsubpopulation aus dem Knochen-
markstroma. Aufgrund ihrer Eigenschaft in Kulturschalen adhdrent zu wachsen kénnen sie

von HSCs separiert werden [2].
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1.2.2.1. Mesenchymale Stammzellen

Nachdem es Makino et al. 1999 erstmals scheinbar gelungen war in-vitro aus multi-
potenten mesenchymalen Stammzellen (MSCs) aus dem Knochenmark Kardiomyozyten zu
generieren [80], kam die Hoffnung auf, diese seien in der Lage milieu-abhingig
untergegangene Kardiomyozyten zu ersetzen oder Narbengewebe sogar in solche
umzuwandeln [6].

Im Tiermodell fiihrten transplantierte MSCs nach Myokardinfarkt zu einer verbesserten
linksventrikuldren Ejektionsfraktion (LVEF) und einer Reduktion des Narbengewebes [3,
30].

Auch Kklinisch konnte eine Verbesserung der LVEF nach MSC-Applikation beobachtet
werden [24]. 2005 wurde jedoch Kklar, dass die milieu-abhdngige Differenzierung
hochstens marginal zu dem positiven Effekt beitragt [30, 96].

Ein weiteres Problem stellt das breite Differenzierungspotential mesenchymaler
Stammzellen dar. So wurde in einigen Studien gezeigt, dass transplantierte MSCs im linken
Ventrikel zu Osteoblasten differenziert waren [13, 139]. Dieses nicht unerhebliche Problem

sollte bei zukiinftigen klinischen Studien unbedingt berticksichtigt werden.

1.2.2.2. Himatopoetische Stammzellen

Nachdem Ferrari et al. 1998 zeigen konnten, dass Knochenmarkzellen in Bereiche
induzierter Muskeldegeneration migrieren und sich dort an der Regeneration geschadigter
Myozyten beteiligen [45], begannen viele Gruppen deren regeneratives Potential am
Myokard zu untersuchen.

Kurz darauf gab es Hinweise auf eine Beteiligung hamatopoetischer Stammzellen an der
kardialen Reparatur nach Myokardinfarkt [7, 62].

Orlic et. al veroffentlichten 2001 eine Studie, in welcher sie im Mausmodell nach
intramyokardialer Transplantation autologer hamatopoetischer Stammzellen eine
Verbesserung der linksventrikularen Funktion nachweisen konnten.

Im gleichen Jahr wurden von Strauers Gruppe erstmals einem Patienten Knochenmark-
stammzellen zur Kkardialen Regeneration nach akutem Herzinfarkt intrakoronar
transplantiert [120].

Es wurde postuliert, dass hamatopoetische Stammzellen aus dem Knochenmark sowie
Progenitorzellen aus dem peripheren Blut die Fahigkeit besitzen in-vitro kardial zu

differenzieren [63]. Trotz dieser anfanglich vielversprechenden Hinweise, konnte 2004 die
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Hypothese widerlegt werden, dass hamatopoetische Stammzellen [4, 93, 97] milieu-
abhdngig zu Kardiomyozyten differenzieren.

Obwohl diese Erkenntnisse die Hoffnung des kardialen Gewebsersatzes erschiitterten, ist
die kardiale Stammzelltherapie mit hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark
aufgrund deren sicherer Durchfiihrbarkeit [38] sowie belegtem therapeutischen Effekt
mittlerweile vielfach in klinischen Studien untersucht worden (Tabelle 1). Die Grundlage
dafiir war die langjahrige Erfahrung mit systemischer Stammzelltherapie und der Isolation
von Stammzellen aus dem Knochenmark in der Hamatoonkologie.

Die Mechanismen therapeutischer Wirksamkeit sind bisher unzureichend erforscht,
allerdings wird den transplantierten Zellen ein parakriner Effekt zugesprochen, worauf im
Folgenen noch ndher eingegangen wird. Trotz dieser Defizite konnte in einer Metaanalyse
gezeigt werden, dass die Kkardiale Stammzelltherapie mit hamatopoetischen
Knochenmarkstammzellen einen positiven Effekt im Sinne einer ldngerfristigen Erhohung
der LVEF um etwa 3 % hat und somit das Potential dieser Therapie sowie die

Notwendigkeit ihrer Optimierung unterstreicht [146].

Studie Jahr Zelltyp | Patienten | Applikation LVEF % A

REPAIR-AMI | 2006 BMC 204 3-7 Tage nach M], | 2,5 (4 Mo)

[116] behandelt mit PCI

ASTAMI 2006 BMC 100 4-8 Tage nach MI, | N.S. (6 Mo)

[79] behandelt mit PCI

BOOST [89] | 2006 BMC 60 4-6 Tage nach MI, |6 (6 Mo)
behandelt mit PCI N.S. (18 Mo)

BONAMI 2011 BMC 101 7-10 Tage nach MI, | N.S. (3 Mo)

[114] behandelt mit PCI

HEBE [54] 2011 BMC 82 3-8 Tage nach MI, | N.S. (4 Mo)
behandelt mit PCI

REGENT 2009 BMC 120 3-8 Tage nach M], |3 (6 Mo)

[127] behandelt mit PCI

Tabelle 1: Intrakoronare Stammzelltherapie nach akutem Myokardinfarkt (AMI), ausgewdhlte
Studien

BMC: Bone Marrow Cells N.S. : Nicht signifikant

PCI: Perkutane Koronarintervention LVEF: Linksventrikuldre Ejektionsfraktion
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1.2.3. Pluripotente Stammzellen

Waiahrend Myoblasten und verschiedene Subpopulationen adulter Stammzellen zwar
sowohl in prdklinischen als auch klinischen Studien ihre, wenn auch moderate,
Wirksamkeit bewiesen haben, konnten sie die urspriingliche Wunschvorstellung des
kardialen Gewebsersatzes nicht erfiillen. Im Gegensatz dazu stellen pluripotente
Stammzellen, wie embryonale Stammzellen (ESCs) oder induzierte pluripotente
Stammzellen (iPS) aufgrund ihrer inhdarenten Eigenschaften sich unter Kulturbedingungen
fast unbegrenzt vermehren und zu Kardiomyozyten [67, 86, 137] differenzieren zu konnen
eine aussichtsreiche Quelle fiir die Kkardiale Zellersatztherapie dar. Der therapeutische
Einsatz allogener humaner ESCs kommt aufgund ethischer Bedenken, sowie deren
Tumorigenitdt und Immunogenitat fiir die klinische Translation nicht in Frage [63].

2006 gelang es Yamanakas Gruppe [124] induzierte pluripotente Stammzellen (iPS) als
neue vielversprechende Quelle autologer Stammzellen aus murinen Fibroblasten zu
generieren. 2007 gelang dies auch mit humanen Fibroblasten [123]. Wie ESCs konnen iPS
in Zelltypen aller drei Keimblatter differenzieren [98] und zudem aus verschiedensten
Ursprungszellen generiert werden [119]. Im Gegensatz zu ESCs liegen fiir deren
Verwendung hinsichtlich Ethik und Immunogenitat keine Bedenken vor, da sie aus
patienteneigenem Gewebe hergestellt werden und zudem als autologe Zellen nicht
immunogen sind [53]. Durch Aufreinigung kardiomyozytar differenzierter Stammzellen,
kann das Problem der Tumorigenitat sowohl fiir ECSs [71] als auch fiir iPS [21] gelost
werden.

Um Zellpopulationen kardiomyozytir differenzierter Stammzellen mit einer hohen
Spezifitit aufzureinigen, miissen entsprechende Oberflicheproteine bekannt sein, liber
welche eine solche Aufreinigung moglich ist.

Effiziente Methoden dafiir wurden von David et al. und Bondue et al. entwickelt. Unter der
Kontrolle des Promotors von Mesp1, einem Schliisselfaktor in der frithen kardiovasku-
laren Differenzierung von humanen ES-Zellen [9], wurden entweder GFP [10]
beziehungsweise eine funktionslose Variante das humanen Oberflichenproteins CD4
exprimiert [33]. Uber diese Markerproteine kénnen kardiovaskuliar differenzierte
Stammzellen mittels FACS oder MACS aufgereinigt werden. Dabei werden Reinheiten von
tiber 90% erreicht [10, 33].

Eine noch elegantere Methode wurde von Dubois et al. vorgeschlagen. Sie identifizierten

das Oberflachenprotein "SIRPA", welches spezifisch auf Kardiomyozyten exprimiert wird,
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die von humanen ESCs oder humanen iPS abstammen. Uber einen Antikoérper gegen dieses
Protein gelang eine Aufreinigung kardiomyozytarer Zellen, die auf kardiales Toponin T
positiv sind, von 98% [41].

Der Einsatz verschiedener aus iPS und ESCs generierter kardialer Zellen konnte deren
Wirksamkeit und problemlose Durchfiihrung am Kleintiermodell zeigen (Tabelle 2). In

keiner der Studien wurde die Bildung von Teratomen beobachtet.

Studie Zelltyp | Graft Tier LVEF LV in-vivo
Fibrose | Tracking

Kollosov mES Suspension | Maus A Kath. no no

[71]

Dai [29] miPS Tri-P Maus A Echo V¥ Histo | BLIql

Kawamura | hiPS "Cell-Sheet" | Schwein | A Echo,MRT ¥ Histo | no

[66]

Tabelle 2: Exemplarische Studien kardialer Zelltherapie mit Kardiomyozyten aus ES und iPS

ql: qualitativ, Kath: Millar tip Katheter, m: murin, h: human

Graft: transplantiertes Gewebe, Tri-P: "tricell-patch” aus Kardiomyozyten, endothelialen Zellen,
embryonale Fibroblasten

Echo: Echokardiographie, BLI: Biolumineszenzbildgebung, LV: linksventrikuldre

Damit stellen iPS Zellen zur Zeit die vielversprechendste Quelle fiir regenerative Therapien
des Myokards dar. Vor kurzem wurden von Matsuura et al. erstmals Kardiomyozyten aus
humanen iPS generiert [85].

Eine weitere Moglichkeit in-vitro Kardiomyozyten zu generieren, ist die direkte sogenannte
"Transdifferenzierung” von Fibroblasten mit einem Cocktail aus kardialen Transkriptions-
faktoren wie Gata4, Mef2C, Tbx5 [60].

Obwohl iPS Zellen pluripotent sind, scheinen sie nicht identisch mit ES-Zellen zu sein. So
unterscheiden sich zum einen deren Transkriptome, zum anderen bleiben epigenetische
Modifizierungen der Urspungszellen bestehen [68, 104]. Inwiefern sich diese Eigenschaften

auf aus iPS Zellen differenzierten Zellen auswirken, ist bislang unzureichend geklart.
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Bevor also Patienten von Therapien mit aus iPS generierten Zellen profitieren werden, ist
ein besseres Verstindnis deren biologischer Eigenschaften vor und nach der
Transplantation sowie deren Funktion in-vivo absolut notwendig [16, 61].

Dafiir sind insbesondere molekulare und In-vivo-Bildgebungstechniken geeignet, welche
sowohl das Uberleben der Zellen als auch deren therapeutischen Effekt darstellen konnen

[52].

Tabelle 3: Studien zur Quantifizierung der Zellretention kardial transplantierter Zellen (Seite
11):
PBMNC: peripheral blood mononucler cells, FACS: Durchflusszytometrie,

NAA: Neutronenaktivierungsanalyse, p.i.: post injectionem
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1.3. Schicksal und Uberleben kardial transplantierter Zellen

1.3.1. Grundlegende Mechanismen und Wirkung

Ziel der kardialen Zelltherapie ist untergegangenes Herzgewebe zu ersetzen, wobei

unabhdngig vom zugrunde liegenden Mechanismus der Reparatur eine moglichst effiziente

Zellapplikation eine wichtige Voraussetzung ist [111]. Im Rahmen einer Vielzahl

praklinischer Studien konnte gezeigt werden, dass die Retentionsraten applizierter Zellen

unabhangig vom Zelltyp, dem Applikationsort und dem Tiermodell gering sind (Tabelle 3).

Autor Tier- applizierte Retention | Messung | MI Methode
modell | Zellen (%) p-i. (Nachweis)

Teng et al. | Ratte Mikrospharen | 6,19% 10 min keiner FACS
2006 [128] 10 um *+4,05%

3x10° i.m.
Hudson et | Schwein | Mikrosphdren | 16,4% 30 min keiner FACS
al. 2007 15 um
[59] 2x 106 im.
Grossmann | Schwein | Mikrosphiaren | 15% sofort keiner FACS
etal. 2002 15 um +*21%
[51] 2x 106 im.
Hou et al. Schwein | PBMNC 11+3% 1h LAD 6d | lIndium
2005 [58] 107 im. vor Tx Gamma

counter

Hofmann Mensch | BMC CD34+ 1,3% 75 min 5-10d FDG-PET
etal. 2005 i.c. -2,6% nach MI
[55]
Freyman et MSC 7% 72h LAD-Lig.
al. 2006 Schwein | 2,5- 500 x 104 NAA
[46] . 3% 14d LAD-Lig.
Templin et | Schwein | hiPS k.A. 3 Mo trans. hNIS
al. 2012 104-1,2 x 107 LAD- SPECT
[126] OKKI.
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Aus der Zusammenschau der in Tabelle 3 zusammengestellten Ergebnisse lasst sich der
Mechanismus des Engraftments, modifiziert nach Teng et al. [128], in Abhdngigkeit von der

Zeit in die drei folgenden Phasen einteilen:

Phase I: Akuter Verlust
Phase II: Chronischer Verlust

Phase III: Uberleben und Anwachsen

> > >
* Anoikis

,Washout” ° Iana"mrTwatlon Uberleben
* Ischamie

A
\4
A
\4
A
v

Stunden Tage Wochen-Monate

Abbildung 2: Phasen der zelluldren Retention

Phase I: akuter Verlust

Den drei Phasen liegt jeweils ein typischer Pathomechanismus zugrunde. In der Phase des
akuten Verlustes werden die injizierten Zellen durch die mechanischen Kontraktionen des
Herzens liber das lymphatisch-vendse System in den Sinus coronarius, den rechten Vorhof
und dann ins pulmonalkapillare System gespilt. Dieser Vorgang scheint innerhalb der
ersten Stunden post injectionem abzulaufen [11, 129].

Durch den Abfluss der Zellen in den rechten Ventrikel gelangen sie in den systemischen
Kreislauf und somit in Organe wie Lunge, Leber, Nieren und Milz [39]. Die Zellen bleiben
hierbei aufgrund des Verhéltnisses ihres Durchmessers zu jenem der Organkapillaren
stecken [11]. Ob durch den Stichkanal eine relevante Zahl injizierter Zellen nach aufden
gedriickt wird, ist angesichts der aktuellen Studienlage nicht klar zu beurteilen. Wahrend
Teng et al. diesem Mechanismus eine untergeordnetet Beutung beimessen [128], konnten
Terrovitis et al. durch Verschluss des Injektionskanals mit Fibrinkleber eine signifikante

Erhohung der retinierten Zellzahl erreichen [129].
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Phase II: chronischer Verlust

Die Phase des chronischen Verlusts beginnt am ersten Tag post injectionem und dauert an,
bis ein Gleichgewicht zwischen Absterben und Uberleben der Zellen erreicht ist. Murrys
Gruppe konnte zeigen, dass der Grofdteil des Zelltodes innerhalb der ersten Woche nach
der Transplantation auftritt. So wurde am ersten Tag nach der Injektion die hochste
Apoptoserate mit 32% und an Tag 7 eine Apoptoserate von 1% gemessen [142].

Fir diesen Zelltod sind vornehmlich drei pathophysiologische Mechanismen

verantwortlich:

Durch das Fehlen einer unterstiitzenden Matrix sind die zu transplantierenden Zellen
schon vor der Injektion einer ersten Hiirde ausgesetzt. Wenn Zellen, die normalerweise
adharent wachsen in Suspension gehalten werden, kommt es zu Anoikis. Dies ist ein
Signalweg, welcher durch den Verlust des Zell-Matrix-Kontaktes adharenter Zellen zum
programmierten Zelltod, dhnlich der Apoptose, fithrt [106, 147]. Fiir die Vorbereitung der
Zellen zur Transplantation werden diese meist enzymatisch mittels Trypsin aus den
Kulturflaschen abgel6st und verbleiben bis zur Injektion in Suspension. Sowohl hierbei, als
auch nach der Injektion im Myokard, wo initial ebenfalls noch keine Zell-Matrix-Kontakte
zwischen transplantierten Zellen und Basallamina vorliegen, fehlen iiber viele Stunden

hinweg wichtige Uberlebenssignale.

Eine weitere Hiirde stellt die insuffiziente Versorgung der transplantierten Zellen im
Zielgewebe dar, da durch den Gefafdverschluss des Myokardinfarkts einerseits und ein
Verklumpen der injizierten Zellen im Suspensionsmedium andererseits deren Versorgung
vornehmlich iiber Diffusion erfolgen muss [111]. So konnte mittels Elektronenmikroskopie
gezeigt werden, dass injizierte Kardiomyozyten innerhalb des ersten Tages nach

Transplantation einen irreversiblen ischamischen Schaden erlitten hatten [142].

Zuletzt stellt auch das inflammatorische Milieu im infarzierten Myokard einen Faktor dar,
welcher zum Absterben transplantierter Zellen fiihren kann. Der heilende Infarkt wird
innerhalb der ersten Tage von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen besiedelt,

welche reaktive Sauerstoffspezies und inflammatorische Zytokine produzieren [94].
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Phase III: Uberleben

Nachdem die Hiirden in Phase I und Phase Il iiberwunden sind, integrieren sich die
transplantierten Zellen mehr oder weniger gut ins Zielgewebe. Dies ist unter anderem
abhdngig vom Zielgewebe und vom verwendeten Zelltyp. Aufgrund der geringen Zahl
tiberlebender Zellen und weniger verfiigharer Methoden zum In-vivo-Tracking ist jedoch

wenig iiber diese Phase bekannt.

1.3.2. Wirkmechanismen

Um nachvollziehen zu koénnen, welche Mechanismen dem positiven Effekt kardialer
Zelltherapien zugrunde liegen, ist es sinnvoll sich die Dimensionen des Zellverlustes vor
Augen zu fithren. Menschliches Herzmuskelgewebe enthdlt etwa 20 Millionen
Kardiomyozyten pro Gramm Myokard [99]. Im Durchschnitt enthdlt ein 200 Gramm
schwerer linker Ventrikel somit 4 Milliarden Kardiomyozyten. Eine Herzinsuffizienz
entsteht bei einem Verlust von 25 % des Ventrikels, wahrend ein Verlust von 40 % im
Menschen einen akuten kardiogenen Schock verursacht [22]. Die Groéfdenordung der
Zellzahlen, die zu ersetzen waren, sind also im Milliardenbereich anzusiedeln.

Die durchschnittlichen Zellzahlen, welche in klinischen Studien transplantiert werden,
liegen jedoch im Grofdenbereich von nur 107-108 [146]. Geht man zudem von dem oben
beschriebenen Zellverlust in Phase I und Phase II aus, welcher die Zellzahl weiter
verringert, wird klar, dass die positiven Effekte nicht auf den alleinigen Ersatz von
Herzgewebe durch transplantierte Zellen zustande kommen kénnen. Vielmehr scheinen die
sogenannten parakrinen Faktoren dabei eine entscheidende Rolle zu spielen [53].

Fiir adulte Stammzellen ist bekannt, dass sie eine Reihe von Zytokinen und Faktoren
sezernieren konnen, welche sich positiv auf das Uberleben umgebender Zellen auswirken
[138]. Fiir diese freigesetzten Faktoren wurde gezeigt, dass sie eine Reihe von postiven
Effekten, wie Angiogenese und Neovaskulogenese [69], reduzierte Apoptose [138] und eine

immunmodulatorische Wirkung [15] auf das Zielgewebe haben.
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1.3.3. Strategien zur Verbesserung der zelluliren Retention im Myokard

Die kardiale Stammzelltherapie zeigt eine nachweisbare klinische Wirksamkeit, obwohl die
Retentionsraten transplantierter Zellen gering sind. Dies lasst vermuten, dass die
Wirksamkeit massiv gesteigert werden kann, indem man die Retentionsraten verbessert.

Ansatzpunkte hierfiir sind die Mechanismen, welche dem Zellverlust in Phase I und II

(Abbildung 3) der zellularen Retention zugrunde liegen.

> >
* Anoikis
* |Inflammation
,Washout” .
* |schamie
Stunden Tage

1. Senkung der Kontraktilidt wahrend | Hemmung von:

der Injektion 1. Anoikis: Matrix [72, 73]
* Adenosin, Kardioplegie [129] 2. Inflammation: Superoxiddismutase
[122]
2. Fixierung der Zellen im Zielgewebe 3. Ischamie: VEGF- Vorbehandlung [109]
* Fibrinkleber [129] 4. Apoptose:
* Magnetisches Targeting [26] * Hitzeschock [74]
* 3D- Gewebepatch [145] e Akt-/Bcl-2 -Uberexpression [77, 81]

Abbildung 3: Mégliche Ansatzpunkte und Strategien zur Verbesserung kardialer Retention

Phase I - der akute Verlust - wird vom mechanischen Washout der Zellen durch
Kontraktionen des Herzens dominiert. Entsprechend kann durch Gabe von Adenosin oder
Injektion unter Kardioplegie [129], durch Minderung der Kontraktilitit, die akute

Retention erhoht werden. Eine weitere Moglichkeit, die Zellen am Transplantationsort zu
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fixieren, stellt die Verwendung von Fibrinkleber [129] oder die Transplantation von
dreidimensionalen "Gewebeflicken" dar [145]. Eine sehr innovative Strategie ist das
magnetische "Targeting" von mit Eisenoxid markierten Zellen im Zielgewebe [26]. Dabei
werden diese mit einem externen Magneten liber das intrazelluldre ferromagnetische

Material am Transplantationsort festgehalten.

Um die transplantierten Zellen in Phase II vor dem Zelltod zu schiitzen, miissen sie
gegeniiber dem inflammatorischen Milieu, der Ischdmie und Anoikis widerstandsfahiger
gemacht werden. Durch eine Hitzeschockbehandlung bilden Zellen Hitzeschockproteine
(HSP). Apoptose [91] sowie Empfindlichkeit gegeniiber oxidativem Stress [121] der
vorbehandelten Zellen werden dadurch vermindert. Somit wird das Uberleben
vorbehandelter Zellen signifikant erh6ht [74]. Wahrend durch Hitzeschockbehandlung ein
zytoprotektives Stadium, vermittelt durch verschiedene Mechanismen, hervorgerufen wird
[111], kann auch direkt an spezifischen Signalwegen angesetzt werden.

Ein Ansatzpunkt hierfiir sind die Signalwege der Apoptose. Durch die Uberexpression anti-
apoptotischer Botenstoffe wie Akt, einer Serin-Threonin-Kinase [81, 142], oder Bcl-2 [77,

95] konnte das Uberleben intrakardial transplantierter Zellen erhéht werden.

Um den Verlust durch Anoikis zu verringern, wurden verschiedene Methoden verwendet,
um den Zellen eine Matrix bereitzustellen, an welche sie binden kénnen, wie zum Beispiel
Matrigel [73] oder eine Kollagenmatrix [72]. Dies fiihrte jeweils zu einem signifikant

hoheren Uberleben.

Mit der Absicht, die Menge reaktiver Sauerstoffspezies im inflammatorischen Milieu des
Infarkts zu verringern, Kkoinjizierten Suzuki et al. das Enzym Superoxiddismutase
zusammen mit Myoblasten nach Induktion eines Myokardinfarktes im Mausmodell.
Dadurch konnte sowohl das Uberleben erhoht , als auch die inflammatorische Reaktion

vermindert werden [122].

Da das ischdmische Milieu im Infarkt eine Gefahr fiir das Uberleben transplantierter Zellen
darstellt, wurde im Rahmen verschiedener Studien versucht, diese Situation durch
Verbesserung der Gefafdversorung zu optimieren. Durch eine Vorbehandlung der
Versuchstiere mit einem VEGF-tragenden viralen Vektor gelang es Retuerto et al. das

Uberleben der transplantierten Zellen zu erhéhen [109].
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1.4. Imaging des Zellschicksals

1.4.1. Einfithrung und Anforderungen

In den vorangegangenen Kapiteln wurde das Potenzial kardialer Stammzelltherapien,
deren Wirkmechanismus sowie Strategien zu deren Optimierung diskutiert. Es liegt auf
der Hand, dass durch eine Verbesserung der zellularen Retention die Wirksamkeit weiter
gesteigert weden kann. Deshalb ist es absolut notwendig, die dem hohen Zellverlust

zugrunde liegenden Mechanismen besser zu verstehen.

Mit dem Ziel der klinischen Translation eignen sich fiir das Tracking des Zellschicksals vor

allem In-vivo-Bildgebungsmethoden, welche die folgenden Anfordungen erfiillen sollten:

* Die Technik sollte moglichst sensitiv sein, eine absolute Quantifizierung der

applizierten Zellen ermdglichen und eine hohe Auflésung bieten.

* Auflerdem sollten dynamische Aufnahmen mdglich sein, um Vorgidnge zeitlich

aufgelost verfolgen zu kénnen.

* Die Anwendung muss sicher fiir den Patienten sein und der Tracer darf Kkeine

toxische Wirkung auf die markierten Zellen haben.

Unter diesen Gesichtspunkten werden die im Folgenden vorgestellten, derzeit verfiigbaren,

Methoden diskutiert.
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1.4.2. Zellulire In-vivo-Bildgebung

Das Feld der zelluldaren In-vivo-Bildgebung lasst sich nach Art der Markierung in "direkt"
und "indirekt" unterteilen.

Bei der direkten Markierung werden Zellen mit radioaktiven Tracern oder Eisenpartikeln
markiert und mittels nuklearmedizinischer Bildgebung, wie Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) und Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT),
beziehungsweise Magnetresonanztomographie (MRT) verfolgt.

Bei der indirekten Markierung hingegen werden die Zellen durch die Uberexpression eines
Reportergens genetisch modifiziert. Wird dem Versuchstier nun das Substrat fiir das
entsprechende Genprodukt verabreicht, konnen die Zielzellen unter Verwendung von PET,

SPECT, MRT oder Biolumineszenzbildgebung (BLI) dargestellt werden.

1.4.2.1. Direktes Labeling

Die am haufigsten eingesetzten Imaging Modalitaten sind die Magnetresonanztomographie
(MRT) und die nuklearmedizinsche Bildgebung mit PET und SPECT [136].
Jede Bildgebungsmodalitat hat fiir das Verfolgen des Schicksals transplantierter

Stammzellen jeweils bestimmte Vor- und Nachteile (Tabelle 4).

Sensitivitit | Auflésung Quantifikation Quelle
PET +++ ++ +4+++ [11, 47,129, 134]
SPECT ++ + ++ [11, 47,129, 134]
MRT + +++ - [136]
BLI +++ - ++ [47,131]

Tabelle 4: Vor- und Nachteile verschiedener Bildgebungsmodalitditen

Die MRT bietet die hochste Auflésung und kann die transplantierten Zellen am genauesten
lokalisieren, wahrend ein grofier Nachteil die geringe Sensitivitdt ist ( SPIO: 10-5 mol/Il)
[113].

Fir die MRT miissen die zu trackenden Zellen mit einem Kontrastmittel markiert werden.
Dafiir wurde in bisherigen Studien am haufigsten superparamagnetisches Eisenoxid (SPIO)

eingesetzt. Die Markierung von Stammzellen mit SPIO hat keinen Einfluss auf deren
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Viabilitdt oder Funktion und kann sicher fiir das Zell-Tracking mittels MRT eingesetzt
werden [110]. Allerdings wurde mehrfach berichtet, dass schon am ersten Tag nach der
Transplantation von SPIO-markierten Zellen, der Tracer grofdteils in Makrophagen
lokalisiert war und somit keinen sensitiven Verlaufsmarker darstellt [130].

Weitere Hiirden sind zum einen, dass die Produktion von Eisenoxid in Europa und den USA
trotz klinischer Zulassung mittlerweile eingestellt wurde [105]. Zum anderen stellt bei
vielen potentiellen Patienten die MRT aufgrund eines kiinstlichen Schrittmachers oder
ICDs eine Kontraindikation dar. [143]

Eine Quantifizierung der Retention transplantierter Zellen ist nur mittels SPECT und PET
moglich [136]. Da dies der Fokus der vorliegenden Arbeit ist, wird im Folgenden naher auf
diese Techniken eingegangen.

Die Stirke dieser Techniken liegt in deren Sensitivitit (PET: 10-11 bis 10-12 mol/l und
SPECT: 10-10 bis 10-11 mol/l) [47] und dem Potenzial zur absoluten Quantifizierung der
applizierten Aktivitat als "Prozent der injizierten Dosis" (%ID). Durch moderne Techniken
ist mittlerweile jedoch auch eine gute Auflosung moglich [132]. Dies ermdéglicht immerhin
eine Darstellung anatomischer Stukturen mittels systemischer FDG Applikation mit einer
Auflésung von 1,6 mm im microPET [132]. Fiir eine genauere anatomische Lokalisation der
Zellen miissen PET beziehungsweise SPECT mit CT oder MRT kombiniert werden [47].

Die exakteste Quantifizierung ist mittels PET moglich, wahrend die verwendeten Isotope
bei der SPECT eine ldngere Halbwertszeit haben (Tabelle 5).

Um die Zellen sichtbar zu machen, miissen sie mit einem intrazellular lokalisierten Tracer
markiert werden. Flir die SPECT wird vor allem Indium-111 (111In) und fiir die PET
hauptsachlich [18F]-Fluordesoxyglucose (FDG) verwendet. Der Hauptunterschied zwischen
den beiden Tracern ist ihre Halbwertszeit und somit das Nebenwirkungsprofil (Tabelle 5)

sowie das Anwendungsgebiet.

T 1,2 Bildgebungs- | Zell- Klinik Zell- Quelle
modalitat toxizitat tracking
FDG | 110min PET - + Praxis Studien [55]
111]n | 2,8d SPECT ++ + Praxis Klinik [117]
SPIO | - MRT - Studien Studien [47]

Tabelle 5: Vor- und Nachteile verschiedener Tracer
T 1/2: Halbwertszeit
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Alle oben genannten Tracer wurden bereits im Rahmen klinischer Studien zum Zell-
Tracking untersucht [17, 23, 55, 64, 144]. Allerdings wurden lediglich FDG [55, 64] und
111[n [23, 117] in der kardialen Stammzelltherapie eingesetzt. SPIO hingegen wurde bisher
nur in Studien zum Tracking verabreichter neuronaler Stammzellen bei Hirntrauma [144]
sowie zum Tracken verabreichter dendritischer Zellen bei Melanompatienten verwendet
[35].

Zwar emittieren FDG und Indium radioaktive Strahlung, welche jedoch in den
normalerweise verwendeten Dosierungen keine gesundheitliche Gefdhrdung fiir den
Patienten darstellt [23, 55].

111In wird in der klinischen Diagnostik zur Lokalisierung von Entziindungsherden bei
Fieber unbekannter Ursache klinisch eingesetzt [112]. Ein Vorteil von Indium ist die
langere Halbwertwertszeit, wodurch transplantierte Zellen lber einen ldngeren Zeitraum
getrackt werden konnen. Allerdings wurde mehrfach eine zytotoxische Wirkung von 111In
beschrieben [1, 14]. Dies konnte durch die kurze Reichweite der (3-- Strahlung bedingt sein,
da hierdurch ein Grofdteil dieser Strahlung intrazelluldr absorbiert wird [55]. Aufserdem
wirkt diese Strahlung durch die lange Halbwertszeit von 67 Stunden im Vergleich zu 110
Minuten bei FDG wesentlich langer ein.

FDG ist in der nuklearmedizinischen Bildgebung routinemafdig im Einsatz und wurde
bereits in zwei klinischen Studien komplikationslos zum kardialen Zell-Tracking eingesetzt
[55, 64]. Auflerdem wurde gezeigt, dass die Markierung von Stammzellen mit FDG deren
Viabilitat und Fahigkeit zu differenzieren und proliferieren nicht langfristig beeintrachtigt
[135]. Fiir die klinische Anwendung ist dies eine unabdingbare Voraussetzung.

Somit erscheint FDG ein hervorragender Tracer zu sein. Limitationen sind jedoch die kurze
Halbwertszeit von 110 min und der Efflux von freiem FDG aus markierten Zellen [12], was
beim quantitativen Tracken des Schicksals transplantierter Zellen beriicksichtigt werden

muss.

Das direkte Labeling eignet sich aufgrund der kurzen Halbwertszeit, dem Efflux und der
Verteilung des Radiolabels auf die Tochterzellen nur zum Imaging der ersten Stunden nach

Transplantation der Zellen, also in Phase I (Abbildung 4).
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Phase | Phase Il Phase IlI
o —
direktes Imaging indirektes
Labeling biologischer Labeling
Prozesse

Abbildung 4: Optimale Imaging Technik fiir die jeweilige Phase

Ein inhdrentes Problem der direkten Zellmarkierung ist, dass es nach Transplantation der
Zellen nicht mehr moglich ist, anhand des Signals zwischen lebendigen und toten Zellen zu
unterscheiden. Desweiteren ist es schwierig zwischen intra- und extrazellularem Tracer zu
unterscheiden [136]. Da die Halbwertszeit eingesetzter Tracer relativ kurz ist und ein nicht
unerheblicher Efflux auftritt, ist die direkte Zellmarkierung am besten geeignet, um die
erfolgreiche Injektion zu verifizieren und das Zellschicksal in Phase I zu verfolgen

(Abbildung 4).

Ein grofier Vorteil gegeniiber der indirekten Markierung, bei der das Radiopharmakon
systemisch verabreicht wird, ist, dass kaum stérende Hintergrundstrahlung auftritt.
Dadurch wird die Quantifizierung noch genauer.

Die aktuell sensitivste Methode zur Quantifzierung der Zellen in der frithen Phase ist die
PET. Solange das untersuchte Zeitfenster im Bereich einer Halbwertszeit liegt und der
Efflux mit einberechnet wird, liberwiegen die Vorteile des Tracers FDG.

Mit den Rekonstruktionsalgorithmen OSEM 3D/MAP kann im microPET eine bisher
unerreichte Genauigkeit hinsichtlich Quantifizierung und Auflésung erreicht werden [132].

Damit ist es moglich, das Schicksal transplantierter Zellen im Mausmodell zu verfolgen.
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1.4.2.2.Indirektes Labeling

Waihrend das direkte Zell-Labeling bereits in diversen klinischen Studien zur Anwendung
kam [105], wird das indirekte Zell-Labeling bisher lediglich in praklinischen Studien
eingesetzt, da die transplantierten Zellen dafiir genetisch modifiziert werden miissen und
somit ein Risiko fiir den Patienten darstellen .

Die Zellen werden transfiziert und iberexprimieren dann ein nicht-natives Enzym, Protein
oder einen Rezeptor. Wird dem Empfanger der Zellen nun das entsprechende Substrat
appliziert, interagiert dieses mit dem Protein und erzeugt ein messbares Signal. Dieses
wird nur von lebenden Zellen mit intaktem Metabolismus und ausreichender
Syntheseleistung erzeugt, sodass die transplantierten Zellen und deren Deszendenten mit
einer hohen Spezifitat identifiziert werden konnen.

Am haufigsten wird im Kleintiermodell hierfiir die optische Biolumineszenz-Bildgebung
(BLI) benutzt, wobei Luciferasen als Reportergen dienen. Nach intraperitonealer
Applikation von D-Luciferin wird dieses enzymatisch unter Emission von Photonen
gespalten, was mit einer ultrasensitiven CCD-Kamera detektiert werden kann [19]. Diese
Methode ist im Kleintiermodell zwar sehr sensitiv, billig und nicht toxisch, allerdings ist die
rdumliche Auflosung schlecht und die Gewebepenetration der emittierten Photonen so
gering, dass eine Anwendung im Grofdtiermodell nicht attraktiv ist [47, 131].

Desweiteren kommen Konstrukte zum Einsatz, die iiber radioaktive Substrate mittels PET
oder SPECT das Verfolgen transplantierter Zellen erméglichen.

Durch Uberexpression des humanen Natrium-lodid-Symporters (hNIS) sind die Zielzellen
in der Lage, radioaktives Jod oder ?°mTch aufzunehmen und kénnen somit vom Myokard,
welches diesen Transporter nicht besitzt, abgegrenzt werden. Im gesunden Tier wird der
NIS normalerweise vor allem in Schilddriise, Speicheldriisen, Magen, Plexus choroideus
und laktierenden Milchdriisen exprimiert [36]. Somit kénnen die Zellen sehr sensitiv
mittels PET oder SPECT vom umgebenden Myokard abgegrenzt werden. Eine weitere
Méglichkeit ist die Uberexpression von HSV-tk, wodurch das applizierte Radionuklid
intrazelluldar "getrappt" wird und anschliefend in der PET bildgeberisch dargestellt
werden kann. Die Radiomarkierung mit 124[-Fialuridin unter Verwendung des
Reportergens HSV-tk ist jedoch signifikant instabiler als die Radiomarkierung mit 124] unter
Verwendung des Reportergens hNIS. Zudem koénnte ein longitudinales Verfolgen der
transplantierten Zellen in-vivo durch eine starke Immunantwort des Empfingers der

transgenen Zellen infolge des viralen Proteins HSV-tk behindert werden [90].



Einleitung 23

1.5. Fragestellung der Arbeit

Fir die kardiale Zelltherapie mit adulten Stammzellen wurde in einer Metaanalyse
randomisierter Studien eine signifikante Wirksamkeit gezeigt [146]. Die Retentionsraten
transplantierter Zellen liegen allerdings schon innerhalb der ersten Tage unter 10 % [111].
Dies ldsst hoffen, dass sich die Wirksamkeit noch immens steigern lasst. Dafiir ist es
allerdings notwendig das biologische Schicksal der injizierten Zellen, deren Biodistribution
und Mechanismen, welche der niedrigen Retention zugrunde liegen, besser zu verstehen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Uber die ersten zwei Stunden das Schicksal
transplantierter Zellen in-vivo dynamisch verfolgen zu kénnen. Dafiir sollte eine Methode
verwendet werden, welche sowohl im Kleintiermodell als auch fiir die klinische
Anwendung optimal geeignet ist. Diese Kriterien erfiillt vor allem die direkte
Zellmarkierung mit FDG und einer konsekutiven dynamischen PET-Aufnahme.

Die Methode wurde zwar schon in Mensch und Ratte verwendet, um transplantierte Zellen
tracken und quantifizieren zu kénnen, jedoch reichte die Auflésung und Spezifitit bislang
verwendeter Techniken nicht aus, um sie auf das Mausmodell anzuwenden. Langfristig
sollen zwar Zellen in Kklinischen Studien verfolgt werden, allerdings sind die zugrunde
liegenden Mechanismen des therapeutischen Effektes und des geringen Uberlebens kaum
verstanden. Aus diesem Grund ist es unabdingbar, diese Mechanismen an einem
Modellorganismus zu untersuchen.

Fiir biomedizinische und grundlagenorientierte Fragestellungen ist das Mausmodell
hervorragend geeignet. Im Gegensatz zu grofderen Modelltieren, sind transgene Mduse eine
seit langem etablierte Praxis in der biologischen Grundlagenforschung. Hinzu kommt, dass
gegenwartig nur wenige Ratten ESC-Linien verfiighbar sind [56] und es erst seit 2008
moglich ist Ratten-ESCs undifferenziert in Kultur zu halten. Im Gegensatz dazu sind murine
ESCs schon seit 1981 verfiigbar [84].

Unter diesem Gesichtspunkt war das Ziel der vorliegenden Arbeit, eine Methode zum In-
vivo-Tracking intramyokardial transplantierter Stammzellen fiir das Mausmodell zu
etablieren. Damit sollte eine exakte Quantifizierung der Retention transplantierter Zellen

und deren Biodistribution moglich sein.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Allgemeine Chemikalien

Substanz

[18F]-Fluordesoxyglucose

Aqua ad injectabilia

BSA (Bovines Serumalbumin)
DMSO (Dimercaptobernsteinsdure)
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Formalin (Formaldehyd 4%)
Isotone Natrium-Chlorid-Losung
PBS (Phosphate Buffered Saline)
Propidiumjodid (PI)
Tri(hydroxymethyl)-aminomethan
Trypanblau (Trypan blue solution 0,4%)

2.1.2. Proteine und Enzyme

Taq-DNA-Polymerase
DNAase I reaction Puffer
DNAse |
Herculase-DNA-Polymerase
Kollagenase IV (GIBCO®)
Omniscript RT-Kit
Pfu-DNA-Polymerase
RNase-Inhibitor

RNeasy Mini Kit

T4 DNS-Ligase

TRIzol® Reagent

Bezugsquelle
Klinikum RdI, Miinchen

B Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

B Braun, Melsungen

Life Technologies, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Life Technologies, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

GE Healthcare, Buckinhamshire, GB

Life Technologies, Carlsbad, USA
Life Technologies, Carlsbad, USA
Promega, Madison, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA
Qiagen, Hilden

Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA

Qiagen, Hilden

New England BioLabs, Ipswich, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA
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2.1.3. Laborgerite

2.1.3.1 Zellkultur

Brutschrank, IG 150
Centrifuge 5810R
Inkubator CB 150
Inkubator, HERAhybrid 12
Kleinzentrifuge, Mikro 20®

Kiihlschrank/Gefrierschrank Premium®

Mikroskop, Axiovert 200
Multifuge 3 L-R
Sterilbanke, MSC 12
Wasserbad W12
Zentrifuge BR 4

2.1.3.2. Durchflusszytometrie

Durchflusszytometer Coulter Epics XL-
MCL®

Clenz-Reinigungslosung
Durchflusszytometrie-Rohrchen
FACS-Analysesoftware EXPO 32 ADC
Sheath-Fluid

2.1.3.3. microPET

Inveon™ Dedicated PET

Inveon™ Research Workplace

Jouan, Unterhaching
Eppendorf, Hamburg
Binder, Tuttlingen
Heraeus, Hanau
Hettich, Bach, Schweiz
Liebherr, Biberach
Zeiss, Oberkochen
Heraeus, Hanau
Jouan, Unterhaching
Medingen, Arnsdorf

Jouan, Unterhaching

Beckman Coulter, Brea, USA

Beckman Coulter, Brea, USA
Beckman Coulter, Brea, USA
Beckman Coulter, Brea, USA
Beckman Coulter, Brea, USA

Siemens, Miinchen

Siemens, Miinchen
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2.1.3.4.PCR

iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection
System

iQ™ SYBR® Green Supermix

MyiQ™ Single-Color Real-Time PCR
Detection System

Thermocycler TPersonal Kombi

Ultraschall-Homogenisator Sonoplus

2.1.3.5. Infarktmodell

OP- Mikroskop Stemi® 2000
Aktivimeter

Gamma Counter Cobra Quantum

Kaltlichtlampe/Quelle KL 1500
Microliter Spritze 10 pl
Mouse-Ventilator Minivent® 845
Kleintiernarkosegerat
Neubauer-Zahlkammer
Vortex-Genie

VWR™ Rocking Platform

Waage Scout pro 400

Warmeplatte mit Rektalkatheter TKM-

0902

Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Biometra, Gottingen

Bandelin electronic, Berlin

Zeiss, Oberkochen
Veestra, Joure, NL

Perkin Elmer, Waltmham, USA

Opto, Grafelfing

Hamilton, Reno, USA

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten
Drager, Liibeck

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen

Scientific Industries, Bohemia, USA

VW international, Radnor, USA

Ohaus, Giefen

FMI, Seeheim
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2.1.4. Tiermodell

Alle Versuche wurden an 8 bis 12 Wochen alten weiblichen Wildtyp-Mausen des Stammes

C57/BL6 mit einem Koérpergewicht von 20 bis 25 g durchgefiihrt (Charles River, Sulzfeld).

Baktolin wash

Bepanthen® Augensalbe
Braunol®- Lésung
Chirurgisches Nahtmaterial
(Ethibondexcel®, Prolene®)

Chirurgisches Operationsbesteck

Dreieckige Saugtupfer unsteril (SUGI®)
Feather disposable Scalpel No.11 saftety

razor
[sufluoran (Forene®)

Leukoplast hospital®

Microlance 3 ®-Einmal-Injektions-Kaniilen

der Grofien 0,9 mm x 40 mm und 0,3 mm x

13 mm
Parafilm

Saugtupfer steril (Raucotupf®)

Schutzhandschuhe unsteril (sempercare®)

Spritzen zu 1 ml (BD plastipak®)
Sterillium®

Tupfer steril (Pagasling®)

Veet Enthaarungscreme

Zellstoff-Ecken (Zelletten®)

Bode Chemie, Hamburg
Bayer, Leverkusen
B Braun, Melsungen

Ethicon, Norderstedt

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten

Kettenbach, Eschenburg
Feather Osaka, Japan

Abott, Wiesbaden
BSN medical, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg

Pechiney Plastic Packaging, USA
Lohmann & Rauscher, Rengsdorf
Semperit, Wien, Osterreich
Becton Dickinson, Heidelberg
Bode Chemie, Hamburg
Hartmann, Heidelberg

Reckit Benckiser, Slough, UK

Lohmann & Rauscher, Rengsdorf
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2.1.5. Zellkulturmaterialien

Bakterienkulturschalen

Zellfilter

Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit
4,5 g/1 Glucose

FCS

Gelatine, porcine

Geneticin (G418)

Iscove's Modified Dulbecco’s Medium
L-Glutamin

LIF (ESGRO)

PBS (ohne Calcium, Magnesium,
Natriumbicarbonat)

Penicillin (U/ml)/Streptomycin (pug/ml)
f3-Mercaptoethanol

Trypsin-EDTA

Zellkulturschalen (24-Loch-Platten, 6-
Loch-Platten, 10cm-Kulturschalen)

a-Monothioglycerol

Greiner
BD Biosiences, Franklin Lake, USA
Life Technologies, Carlsbad, USA

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Life Technologies, Carlsbad, USA
Biochrom, Berlin

Life Technologies, Carlsbad, USA
Life Technologies, Carlsbad, USA
Life Technologies, Carlsbad, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Life Technologies, Carlsbad, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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2.1.6. Zellen

murine Embryonale Stammzellen der ISREC, Lausanne, Schweiz
Linie GSES aus Agouti 129/SV-Mausen

EGFP-liberexprimierende GSES von David et al. [31]
hNIS-iiberexprimierende GSES siehe unten

Um stabil hNIS {iberexprimierende ES-Zellen zu erhalten, wurden Zellen der Linie GSES
mit dem hNIS-Uberexpressionsprodukt (Abbildung 5) transfiziert. Mithilfe einer
Hygromyzinresistenz wurden Zellklone generiert, welche den Vektor stabil

liberexprimieren.

hNIS-mRNA 2,5 kb (ORF 1,932 kb)

Abbildung 5: hNIS-Uberexpressionsprodukt
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2.1.7. Kultivierungsmedien

Kultivierungsmedium undifferenzierter 500 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Zellen (,,Kultivierungsmedium®) mit 4,5 g/l Glucose

10 Vol% FCS

50 U/ml Penicillin,

50 pg/ml Streptomycin

2 mM L-Glutamin

1 x Nichtessentielle Aminosduren

1000 U/ml LIF

0,1mM f3-Mercaptoethanol

zur Selektion: 0,4 mg/ml Geneticin (G418)

Kultivierungsmedium differenzierter 500 ml Iscove's Modified Dulbecco’s
Zellen Medium
(,Differenzierungsmedium®) 10 Vol% FCS

50 U/ml Penicillin,

50 pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin
1 x Nichtessentielle Aminosiduren

450 pM a- Monothioglycerol

2.1.8. Oligonukleotide

Die gereinigten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech bezogen.
Folgende Oligonukleotide wurden als Primer fiir die RT-PCR zur Quantifizierung der

Expression von Markergenen eingesetzt:

Primer Markergene Sequenz

mGAPDHup812 GAPDH 5" TCTTGGGCTACACTGAGGAC 3’
mGAPDHI0934 GAPDH 5" ACCAGGAAATGAGCTTGACA 3’
hNISup342 hNIS 5" CACCAGCACCTACGAGTACC 3’
hNISlo524 hNIS 5" CAGATAATTCCGGTGGACAG 3’

up = sense, lo = anti-sense
“Zahl” = Position der ersten bzw. letzten Primerbase im ORF des jeweiligen Gens, z. B. betragt die Lange eines

PCR-Produkts mit den eingesetzten Primern up812 und 10934 demnach 123 bp
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkulturmethoden

Die Medien und Losungen fiir die Zellkultur waren autoklaviert oder steril filtriert und
wurden vor Gebrauch in der Regel auf 37°C vorgewarmt. Die Inkubation der Zellen erfolgte

bei 37°C und 5% CO-.

2.2.1.1. Kultivierung der Zellen

Sowohl untransfizierte GSES (murine embryonale Stammzellen) als auch stabil EGFP-
exprimierende GSES wurden in oben beschriebenem Kulturmedium nach
Standardprotokoll [32] bei 37°C und 5% CO: kultiviert und unter Zusatz von 1,000 U/ml
LIF in undifferenziertem Zustand [102] gehalten; ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte
taglich. Es fanden in der Regel 10cm-Schalen (10 ml Medium) Verwendung, welche zuvor
mit 0,1%-iger denaturiertes Kollagen enthaltender porciner Gelatine beschichtet worden
waren, um die Zelladhdrenz zu verbessern (mind. 15 min, 37 °C).

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 70%-80% passagiert: Nach zweimaligem
Waschen mit PBS ohne Calcium (jeweils 8 ml), wurden sie mit 1 ml 1xTrypsin-EDTA im
Brutschrank fiir 1 bis 2 Minuten inkubiert, sodass sie sich durch leichtes Spiilen oder
Klopfen ablésen liefden. Die Trypsinierung wurde dann durch Zugabe von 10 ml des FCS-
haltigen Kultivierungsmediums gestoppt. Nach Zentrifugation (Eppendorfzentrifuge, 2500
Upm, 3 min) und Aufnahme des Sediments in das Medium wurden diese in einer

Verdinnung von 1:5 bis 1:20 erneut ausgesat.

2.2.1.2. Vorbereitung zur Transplantation

Fiir die Transplantation wurden in der Kulturschale angewachsene und undifferenzierte
GSES Zellen, wie oben beschrieben, mit PBS gewaschen und abtrypsiniert. Die auf diese
Weise erhaltene Zellsuspension wurde nach Zentrifugation (Eppendorfzentrifuge, 2500
Upm, 3 min) und Abnahme des Uberstandes in 1 ml 1xPBS resuspendiert. Unter
Verwendung einer Nahbauer Zahlkammer und Trypanblau-Farbung konnten Aliqots je 3 x
106 vitaler Zellen hergestellt werden, welche nach Zentrifugation in 20 pul PBS eiskaltem

PBS resuspendiert und zum OP-Platz gebracht wurden.
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2.2.1.3. Differenzierung der Zellen

Die In-vitro-Differenzierung der GSES wurde in oben beschriebenem Kulturmedium ohne
LIF und ohne G418 nach Standardprotokoll durchgefiihrt [32]:

Nach Ablosen der Zellen mittels 0,25% Trypsin-EDTA und anschlieffendem
Abzentrifugieren wurden sie in Differenzierungsmedim resuspendiert und sodann mit
einer Dichte von ungefdhr 2 x 105 ES Zellen/ml in 10 ml Bakterienkulturschalen tberfiihrt
und kultiviert. Im Gegensatz zu gelatinebeschichteten Zellkulturschalen verhindern diese
eine Zelladhdrenz und erméglichen auf diese Weise eine Suspensionskultur. Dabei bilden
die Zellen Aggregate aus, aus denen sich sog. ,Embryoid“-Kérperchen (EBs) entwickeln.

Diese kugelférmigen EBs wurden nach 2 Tagen in ein neues Medium tiberfiihrt.

2.2.1.4. Konservierung der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen wie oben beschrieben trypsiniert und zentrifugiert. Die
Resuspension erfolgte unter schrittweiser Zugabe des vorgekiihlten Kryomediums bei
einem Titer von 1-5 x 10¢ Zellen/ml pro Kryo-Tube. Die Zellen wurden langsam (1°C/min)
in einem Kryobehélter bei -80°C eingefroren und nach zwei Tagen in fliissigen Stickstoff fiir
eine dauerhafte Lagerung tberfiihrt.

Zum Wiederauftauen der Zellen wurden diese aus dem fliissigen Stickstoff direkt fiir 50
Sekunden in ein 37 °C warmes Wasserbad tiberfiihrt und darin angetaut. Anschliefend
wurde die noch gefrorene Zellsuspension in ein 15ml-Gefaf3 {iberfiihrt, mit 10 ml
Kultivierungsmedium verdiinnt und sofort zentrifugiert, so dass mit anschlieféender
Abnahme des Uberstandes das DMSO enthaltende Kryomedium ziigig entfernt werden

konnte. Die Aussaat der Zellen erfolgte auf zwei 10cm-Zellkulturschalen pro Kryo-Tube.

2.2.2. Tiermodell

Fir die vorliegende Arbeit wurden Tierexperimente an der Maus entsprechend den
Vorschriften der Tierschutzverordnung durchgefiihrt. Die durchgefiihrten Arbeiten
wurden von der Regierung von Oberbayern genehmigt (AZ: 55.2-1-54-2531-31-07) und
entsprachen den Richtlinien fiir die Haltung und Verwendung von Labortieren (NIH-

Publikation Nr. 85/23, National Academy Press, Washington DC, revised 1996).



Material und Methoden 33

2.2.2.1. Haltung der Tiere

Alle Versuche wurden an 8 bis 12 Wochen alten weiblichen Wildtyp-Mausen des Stammes
C57/BL6 mit einem Korpergewicht von 20 bis 25 g durchgefiihrt (Charles River, Sulzfeld).
Die Tiere wurden bei einem 12-stlindigen Tag- und Nachtrhythmus in Einzelkifigen mit
Standardfutter und Wasser ad libitum gehalten. Die Raumtemperatur betrug konstant

24°C, die Luftfeuchtigkeit 50%.

2.2.2.2. Infarktinduzierung und Zelltransplantation

Nach Entnahme des Versuchstieres aus dem Kafig wurde die Narkose in einer
geschlossenen Kammer mittels Isofluoran (5%, 1,5 I/min O:) eingeleitet und danach mit
einer Maske aufrechterhalten. Nun wurde die Maus mit dem Riicken auf eine
selbstregulierende Warmeplatte gelegt. Die Extremititen der Maus wurden mit
Klebestreifen auf der Warmeplatte befestigt. Der Oberkiefer wurde mit einem um die
Platte gespannten Gummiband fixiert. Zur Kontrolle der Korpertemperatur wurde ein
Rektalkatheter in den Anus der Maus eingefiihrt. Mit einem Riickkopplungssystem wurde
dafiir gesorgt, dass die Kérpertemperatur der Maus relativ konstant bei 37,5°C gehalten
wurde. Anschlieflend erfolgte iiber eine circa 2 cm lange longitudinale mediane
Hautinzision an der Halsvorderseite die stumpfe Freiprdparation der Trachea. Danach
wurde der Unterkiefer angehoben und die Trachea unter Sicht mit einer stumpfen
Metallkaniile (19 Gauge) intubiert. Das kraniale Ende der Kaniile wurde iiber einen
Gummischlauch mit einem volumengesteuerten Beatmungsgerat verbunden und die Maus
initial mit einem Volumen von ungefdhr 200 pl mit einer Frequenz von 200 Ziigen pro
Minute beatmet. Anschliefend wurde iiber das Beatmungsgerit Isofluoran (1,5 %, 0,2
1/min) appliziert, um die Narkose aufrecht zu erhalten. Die Haut iiber der Trachea wurde
sodann mittels U-Naht verschlossen (5-0 Ethibond). Nun wurden die Haare im
Operationsfeld mittels Enthaarungscreme entfernt und anschlieffend mit Braunol
desinfiziert. Daraufhin wurde die liber dem Thorax liegende Haut im Bereich des
sichtbaren Herzschlages parallel zu den Rippen mit einer Hautschere eroffnet und auch die
darunter liegende Muskelschicht (Mm. Pectorales major und minor) durchtrennt. Im
Anschluss wurde der zweite Interkostalraum links aufgesucht (zwischen zweiter und
dritter Rippe) und die Zwischenrippenmuskulatur vorsichtig mit einer Mikroschere
durchtrennt. Um einen freien Zugang zu ermoglichen, wurden die zweite und dritte Rippe

jeweils mit einer 5-0 Ethibond-Nadel-Faden-Kombination = umstochen und
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auseinandergezogen. Die Fadenenden wurden mit Klebestreifen ebenfalls auf der
Warmeplatte fixiert.

Nun wurde unter dem Mikroskop das Perikard entfernt, um am freiliegenden Herzen die
LAD (Left Anterior Descending Artery) aufzusuchen. Nach genauer Orientierung wurde die
LAD ungefiahr 2 mm unterhalb des linken Herzohres mit einer 8-0 Prolene-Nadel-Faden-
Kombination umstochen. Nach sorgfaltiger Lagekontrolle des Fadens wurde die LAD durch
mehrmaliges Verknoten des Fadens ligiert. Die korrekte LAD-Ligation wurde dabei durch
eine deutliche Entfarbung des Myokards des linken Ventrikels iiberpriift. Fiinf Minuten
nach erfolgreicher Ligation wurden an drei Einzelstellen in der Grenzzone des Infarkts je 3
x 106 Zellen in insgesamt 20 pl PBS injiziert.

Im Anschluss wurden die Aufspreizfiden des Thorax entfernt. Die Thoraxmuskulatur
wurde adaptiert und mittels zwei bis drei Stichen in durchgehender Naht mit 5-0 Ethibond-
Faden verndht. Die Haut wurde ebenfalls mittels durchgehender Naht (5-0 Ethibond)
verschlossen.

Die Tiere aus Gruppe 1 (Tabelle 6) wurden intubiert und unter Narkose ins MicroPET
transferiert.

Die Tiere aus den Gruppen 2-4 (Tabelle 6) wurden nach 5 Minuten (Gruppe 2), 60 min
(Gruppe 3) beziehungsweise 120 Minuten (Gruppe 4) getotet. AnschliefRend erfolgte die
Aufbereitung der Herzen wie unten beschrieben zur quantitativen Bestimmung der

retinierten Zellen im Durchflusszytometer.

2.2.3. Radiomarkierung der Zellen mit [18F]-Fluorodeoxyglucose (FDG)

2.2.3.1. [18F]-Fluorodeoxyglucose-Markierung

3 x 106 GSES-Zellen wurden in 500 pl DMEM suspendiert. Nach Zugabe von 20 MBq FDG in
100 pl isotoner NaCl-Losung erfolgte eine 45 miniitige Inkubation bei 37 °C. Danach
wurden die Zellen drei Mal mit 1xPBS gewaschen, der Uberstand verworfen und das Pellet
in 20 pl eiskaltem 1xPBS resuspendiert and den OP-Platz gebracht.

Ein Aktivimeter wurde verwendet um ein erfolgreiches Markieren der Zellen zu

tiberpriifen. Auf3derdem wurde die Zellviabilitat mittles Trypanblaufarbung getestet.
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2.2.3.2. Radiotoxizitat von FDG

Um die Radiotoxizitdt von FDG zu liberpriifen, wurden 3 x 10 GSES in DMEM mit 20 MBq
FDG wie oben beschrieben inkubiert. Zur Kontrolle wurden 3 x 10¢ GSES in DMEM mit
isotoner NaCl-Losung inkubiert. Danach wurden die Zellen in-vitro, wie oben beschrieben,
in Differenzierungsmedium zur Differenzierung gebracht und deren Fahigkeit zu

proliferieren und normale EBs zu bilden lichtmikroskopisch beurteilt.

2.2.3.3. Stabilitit der radioaktiven Markierung mit FDG

Um den Efflux von FDG zu messen wurden 3 x 10° GSES-Zellen wie oben beschrieben
markiert. Nach der 45-minitigen Inkubation wurden die Zellen drei Mal in 1 x PBS
gewaschen. Daraufhin wurde DMEM, welches 5 mM Glucose enthielt, dazugegeben. Somit
sollte ein Milieu erzeugt werden, welches hinsichtlich der Glucosekonzentration den in-
vivo Bedingungen enspricht.

Es folgten wiederholte Messungen der FDG-Retention 0, 20, 40, 60 und 120 Minuten nach
der Radiomarkierung. Ebenso wurde jeweils die Radioaktivitit des FDGs im Uberstand
bestimmt. Dazu wurde zum jeweiligen Zeitpunkt der Uberstand abpipettiert und 50 pl
davon im Gammacounter gemessen. Die verbliebenen Zellen wurden mit 1M NaOH lysiert,
wobei wiederum 50 pl des Lysats im Gammacounter gemessen wurden.

Retentionsraten wurde nun als Prozentsatz der initial aufgenommenen FDG-Aktividt direkt
nach der Markierung (t=0 min) angegeben. Die zeitabhdngigen Retentionsraten wurden in
ein Diagramm tlibertragen und eine Regressionsgerade wurde berechnet. Somit konnte die

Retentionsrate fiir einen beliebigen Zeitpunkt extrapoliert werden.

2.2.4. Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

2.2.4.1. PET-Aufnahme

Die In-vivo-Bildgebung wurde auf einem Kleintier-PET-Scanner durchgefiihrt (Inveon
Dedicated PET, Preclinical Solutions, Siemens Healthcare Molecular Imaging, Knoxville,
TN).

Nach Ligation der LAD und Injektion der FDG-markierten Zellen in die Randzone des
Infarktes wurden die Tiere unter fortbestehender Narkose in den PET Scanner transferiert.

25 Minuten nach Zellapplikation wurde eine dreidimensionale (3D) dynamische "List-
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Mode" Aufnahme iiber 120 Minuten gestartet. Unter Verwendung einer externen [>7Co]-
Quelle wurde direkt im Anschluss ein Transmissionsscan zur Streuungs- und
Schwachungskorrektur gemacht.

Danach wurden 20 MBq FDG tiber die laterale Schwanzvene injiziert , um mittels einer 30
miniitigen "List-Mode" PET-Aufnahme ein anatomisches Landmarking zu erhalten. Dies
war die Voraussetzung, um das Infarktareal deutlich vom Areal des lebenden Myokards
abgrenzen zu konnen. Nach einer zweiten Schwachungsaufnahme wurden die Tiere in
tiefer Narkose durch Genickbruch getotet.

Alle aquirierten Daten wurden mit der Software "Inveon Acquisition Workplace" (Siemens
Medical Solutions, Knoxville, TN) verarbeitet.

Der dynamische Datensatz wurden aus zeitlich aufeinanderfolgenden Einzelbildern
rekonstruiert (6 x 300s, 3 x 600s, 3 x 1200s), wobei 4 Iterationen des "3D ordered subset
expectation maximization” (OSEM 3D) und 32 Iterationen des "3D ordinary Poisson
maximum a-priori" (MAP) Algorithmus verwendet wurden. Der Vergréfderungsfaktor
betrug von 1,42 und ein  von 0,15 verwendet. Jedes 3D Frame bestand aus 128 x 128 x
159 Voxeln (0,51 mm x 0,51 mm x 0,80 mm). Das so rekonstruierte transaxiale "field-of-
view" (FOV) hatte einen Durchmesser von 64 mm und eine Lange von 127 mm.

Die statische Aufnahme fiir das anatomische Landmarking wurde als statisches
Summenbild rekonstruiert, wobei ebenfalls die Algorithmen OSEM 3D (4 Iterationen) und

fastMAP (32 Iterationen) verwendet wurden.

Alle Daten wurden normalisiert und um folgende Effekte korrigiert: zufillige Koinzidenzen,
Totzeit, Zerfall und Schwachung.

Um eine absolute Quantifizierung der eingesetzten Radioaktivitdt garantieren zu koénnen,
wird der verwendete Scanner monatlich entsprechend der Empfehlung des Herstellers
kalibriert. Dazu wird ein Zylinderphantom, welches 6,76 MBq + 1,98 MBq ['8F]-FDG
(Durchschnitt und Standardabweichung in den letzten 12 Monaten) gelost in 20 ml Wasser
enthalt, verwendet. Die Kalibrationsfaktoren ergeben sich aus den detektierten "Counts"
und der eingesetzten Radioaktivitat. Transmissionsdaten werden aus Leeraufnahmen
bestimmt. Diese Methode wurde kiirzlich in dhnlicher Weise von Mannheim et al.

beschrieben [82].
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2.2.4.2. Auswertung der PET-Aufnahmen

Alle PET-Daten wurden mit der Software "Inveon Research Workplace" (Siemens Medical
Solutions, Knoxville, TN) ausgewertet.

Die dynamischen Aufnahmen der injizierten Zellen und die statischen Aufnahmen des
anatomischen Landmarkings wurden fusioniert, wobei ein automatisierter volumetrischer
Fusionsalgorithmus verwendet wurde. Ein optimales "Alignement" wurde anschliefend
visuell von einem Bildgebungsexperten bestatigt.

AnschliefSend wurde eine VOI ("Volume of Interest"), im Areal der Zellapplikation platziert
und die Lage visuell in axialer, coronarer und sagittaler Projektion tiberpriift.

Um die absolute Aktivitit im Herzen zu bestimmen, das heifst jene, welche die am
Injektionsort verbliebenen Zellen reprasentiert, wurde die gesamte Radioaktivtat
innerhalb der VOI berechnet.

Die gesamte injizierte Aktivitdt kann mittels einer Ganzkorper-VOI ermittelt werden. Der
prozentuale Anteil der inijizierten Dosis (%ID) in der Randzone des Infarktgebietes konnte
dann aus dem Quotienten von Ganzkorper-VOI und %ID errechnet werden. Alle Werte
wurden mathematisch um den oben beschriebenen (2.2.3.3.) Efflux korrigiert.

Um auf qualitativer Ebene weitere Informationen iiber die Verteilung der applizierten
Zellen zu erhalten, wurden in reprasentativen VOIs auf den dynamischen Aufnahmen in
den Lungen, im Gehirn und in der Harnblase die Aktivitatskonzentrationen bestimmt. Im

Anschluss wurden daraus Zeit-Aktivitats-Kurven (TAC) erstellt.

2.2.5.RT-PCR

Es wurden murine transgene GSES eines Zellklons verwendet, welche den humanen
Natrium-Jodid-Symporter (hNIS) liberexprimieren. Da alle Zellen vom selben Zellklon
abstammen, ist davon auszugehen, dass die hNIS-Expression jeweils etwa gleich ist. Da das
murine Zielgewebe dieses humane Protein nicht exprimiert, kann theoretisch liber das
Verhaltnis der hNIS-RNA und eines konstitutiv aktiven Gens die Menge an transgenen
Zellen in einer Gewebeprobe ermittelt werden.

Zur Quantifizierung der Zellretention im Herzen wurde eine Real-Time RT-PCR (Reverse
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) durchgefiihrt. Die Methode wurde durch Pfaffl
et al. ausfiihrlich beschrieben [103]. In einem ersten Schritt wurde die Gesamt-RNA (siehe

2.2.5.2.1.) aus jeweils 104, 5 x 104, 105, 5 x 105, 106, 5 x 106, 107, 5 x 107 transgenen
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Spenderzellen isoliert und anschlieffend in cDNA transkribiert (siehe 2.2.5.2.2. ). Im
zweiten Schritt wurden fiir die jeweiligen Mengen an cDNA, mittels RT-PCR, CT-Werte
ermittelt. Die verwendeten Primer waren hNISup342 und hNISlo524.

Das Ergebnis wurde jeweils auf die Menge des konstitutiv exprimierten Genproduktes
GAPDH normalisiert. Hierflir wurden die Primer mGAPDHup812 und mGAPDHI0934
verwendet.

Die Amplifizierung ergab ein Fluoreszenzsignal - dCT-Werte - das proportional zur Menge
des PCR-Produktes war. Aus den jeweiligen, auf GAPDH-TransKkription normierten, 2(-0CT)-
Werten und den dazugehorigen Zellzahlen sollte nun eine Eichkurve erstellt werden. Somit
liefRe sich aufgrund der 2(-9¢T)-Wertes einer Probe die zugehorige Zellzahl bestimmen. Um
den Einfluss von RNA aus myokardialem Gewebe auf die RT-PCR zu analysieren, wurden
Kontrollherzen entsprechend des verwendeten Protokolls fiir Zellen aufbereitet (siehe
2.2.5.2.1.). Dain diesen das hNIS-Gen nicht vorliegt, sollte keine entsprechende cDNA in der
gRT-PCR detektierbar sein.

2.2.5.1. Isolierung von RNA
2.2.5.1.1. Isolierung von Gesamt-RNA aus GSES-Zellen zur Erstellung einer Eichkurve

Mithilfe des RNeasy-Mini-Kits wurde aus jeweils 104, 5 x 104, 105, 5 x 105, 10¢, 5 x 106, 107,
5 x 107 nach Abzentrifugieren (Eppendorfzentrifuge, 2500 Upm, 3 min, Raumtemperatur)
die Gesamt-RNA isoliert. Dies erfolgte nach den Angaben des Herstellers entsprechend dem
Protokoll fiir tierische Zellen. Die gewonnene Gesamt-RNA wurde in 30ul RNase-freiem

Wasser gelost. Die Aufbewahrung der RNA erfolgte bei -80 °C.

2.2.5.1.2. Reverse TransKkription

Fiir die reverse Transkription zur Herstellung der Gesamt-cDNA wurden je 2 pl der
isolierten Gesamt-RNA (siehe 2.2.5.2.1.) eingesetzt. Die Reaktion mit 30 U AMV-reverser
Transkriptase erfolgte in einem Volumen von 20 pl fiir 60 min bei 37°C entsprechend der
Anleitung, es wurden allerdings zusatzlich 24 U RNase-Inhibitor eingesetzt. Anschlief3end
wurde das Volumen durch Zugabe von 20 pl H20 bidest verdoppelt, die Losung auf
Trockeneis eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Fiir die PCR konnten von dieser

Verdinnung direkt je 1 ug des cDNA-Templates eingesetzt werden.
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2.2.6. Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie ermoglicht die Analyse von Zellen auf ihre
spezifischen Eigenschaften wie Grofde, Granularitdit und Fluoreszenz. Durch Markierung
bestimmter  Oberflichenproteine  sowie intrazellulirer = Proteine mit einem
Fluorenszenzfarbstoff oder Verwendung von Zellen, welche fluoreszierende Proteine
liberexprimieren, konnen spezifische Zellsubpopulationen quantitativ und qualitativ
indentifiziert werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit, wurden Zellsuspensionen der lysierten Herzen auf
das Vorhandensein EGFP-exprimierender Zellen untersucht. Diese waren wie oben
beschrieben injiziert worden und reprasentieren die transplantierten Zellen.

In den Messungen wurden jeweils 100.000 Zellen, als reprasentative Auswahl, analysiert.
Die Laser-Exzitation lag flir beide verwendeten Farbstoffe bei 488 nm, der Emissions-
Spektralmessbereich fiir EGFP bei 515-545 nm und fiir PI bei > 650 nm. Die Messung der
in dieser Arbeit gezeigten Daten erfolgte mit dem Durchflusszytometer ,Epics XL, die
Auswertung mit dem Programm ,EXP032 ADC".

Die Zellen wurden zundchst im Vorwarts- (FS) und im Seitwartsstreulicht (SS)
entsprechend ihrer Grofée und Granularitit beziehungsweise PI-Fluoreszenz (bei EGFP-
Detektion) erfasst und so selektioniert (,gegated”), dass tote Zellen und Zelldetritus nicht
in die Analyse mit eingingen.

Die jeweiligen Achsen der Abbildungen (Abbildung 12 A-C) geben die Intensitdt der

Emission der Wellenldngen des Spektralmessbereiches der jeweiligen Fluoreszenz wieder.
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2.2.6.1. Verarbeitung der Proben zur Durchflusszytometrie

Die entnommenen Herzen wurden mit einem Skalpell in circa 1 mm Kkleine Stlicke
zerkleinert und anschliefSend fiir 45 Minuten mit 0,1%-iger Collagenase IV bei 37°C
inkubiert. Anschlieffend wurde die auf diese Weise gewonnene Suspension mit einem 70
mm Zellfilter von Riickstanden befreit, dreimal zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge, 2500
UpM, 3 min) und jeweils mit 1000 pl PBS gewaschen. Anschlieffend wurden die auf diese
Weise isolierten Zellen in 1000 pl PBS resuspendiert und einer quantitativen Analyse auf
EFGP zugefiihrt.

Fiir die Negativkontrolle wurden Herzen auf die gleiche Weise verarbeitet und
anschlieffend im Durchflusszytometer untersucht, wobei keine Zellen transplantiert
wurden.

Fir die Positivkontrolle wurden Herzen 5 Minuten nach LAD-Ligation entnommen und
direkt im Anschluss 3 x 10¢ EGFP-exprimierende Zellen in die Grenzzone des Infarktes
injiziert. Danach wurden die Herzen wie oben beschrieben fiir die durchflusszytometrische
Untersuchung verarbeitet. Da dabei alle injizierten Zellen in der Probe bleiben, wurden die
gemessenen "Counts” 3 x 10°¢ Zellen gleichgesetzt. Die Anzahl der im Herzen verbliebenen

EGFP-Zellen wurden in den Gruppen 2-4 jeweils als Prozent dieser "Counts"” angegeben.

Analytische Messungen wurden in PBS ohne Calcium (250 - 1000 pl pro Probe) nach
Zugabe von Propidiumjodid (PI; 0,05 mg/ml) durchgefiihrt, so dass ausschliefilich lebende
Zellen bei der Auswertung erfasst werden konnten. Propidiumjodid diffundiert in nicht-
vitale Zellen und farbt diese an, indem es an doppelstrangige DNA bindet. PI kann jedoch
die Zellmembran lebender Zellen nicht iiberwinden und wird daher als spezifischer Marker

fiir avitale Zellen in der Durchflusszytometrie genutzt [28, 115].
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2.2.7. Versuchsaufbau

In allen Gruppen wurden, 5 Minuten nach operativer Induktion eines Myokardinfarktes, 3
3 x 10® murine Stammzellen in das Grenzgebiet des Infarktes injiziert.

Die Tiere der Gruppe 1 (Tabelle 6) erhielten mit FDG radiomarkierte GSES-Zellen und
wurden anschlieféend einer dynamischen PET-Untersuchung zur Quantifizierung der am
Injektionsort verbliebenen Zellen bis 120 Minuten p.i. unterzogen. Direkt im Anschluss
erfolgte nach intravenodser Applikation von FDG eine statische PET-Untersuchung zum
anatomischen Landmarking. Danach wurden die Tiere im narkotisierten Zustand per
Genickbruch getotet.

Fir die Gruppen 2-4 (Tabelle 6) wurden den Tieren 5 Minuten, 60 Minuten
beziehungsweise 120 Minuten nach der Injektion von EGFP-exprimierenden Zellen die
Herzen entnommen. Die Organe wurden wie oben beschrieben aufbereitet und die darin
enthaltenen EGFP-Zellen konsekutiv durchflusszytometrisch quantifiziert.

Die beiden folgenden Abbildugen veranschaulichen das experimentelle Design der Studie,

sowie die Einteilung der Gruppen.

Zeitpunkt der Anzahl der
Gruppe | Zellen | Untersuchung p.i. | Methode Tiere
in min
1 GSES 25-125 PET 6
2 EGFP 5 FACS 5 min 6
3 EGFP 60 FACS 60 min 6
4 EGFP 120 FACS 120 min 6

Tabelle 6: Beschreibung der Gruppen
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Abbildung 6: Experimenteller Aufbau der Arbeit
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3. Ergebnisse

3.1. Radiotoxizitiat der Radiomarkierung

Im Hinblick auf die standardmafdige klinische Anwendung der kardialen PET-Bildgebung
fiir das Tracking des Schickals transplantierter Zellen ist es unabdingbar, sicherzustellen,
dass das Radiopharmakon FDG von den damit markierten Zellen problemlos toleriert wird.
Im Klinischen Alltag ist FDG mittlerweile fiir diverse Fragestellungen in der
nuklearmedizinischen Bildgebung fest etabliert und wird von Patienten gut vertragen.
Desweiteren ist es wichtig, sicherzustellen, dass die transplantierten Zellen durch die
Radiomarkierung nicht in ihrer Viabilitdit und Fahigkeit zu differenzieren beeintrachtigt
werden.

Wie aus den Abbildungen 7 A - D ersichtlich ist, war direkt nach der Applikation von 40
MBq/ml (A) des Radiopharmakons (entsprechend 6-50 mBq/Zelle) und 45 Minuten nach
der Applikation (B) keine Verdnderung der Viabilitat der ES-Zellkulturen zu beobachten.
Kontrollen (C,D), welche im gleichen Medium, jedoch ohne [!8F]-FDG, inkubiert wurden,
zeigen zu den Analysezeitpunkten keine erkennbaren Unterschiede.

Auch beim weiteren Kultivieren und mehrfachen Splitten der Zellen iiber zwei Tage waren
keine Auffilligkeiten im Vergleich zur Kontrolle feststellbar (Figure 1 E, F). Im
Differenzierungsmedium bildeten sowohl behandelte Zellen als auch die Kontrollen normal
wachsende EBs (Abbildung 7 G-J]).

Somit war gezeigt, dass weder Viabilitdt noch Differenzierungsfahigkeit durch die Prozedur
der Radiomarkierung verandert werden. Die transplantierten Zellen in Gruppe 1 wurden

daraufhin mit jeweils 40 MBq/ml fiir 45 Minuten in DMEM inkubiert.
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Abbildung 7:

Undifferenzierte mESC Kolonien:

(A) vor der Zugabe von 40 MBq/ml [18F]-FDG und (B) nach 45 Minuten Inkubationszeit.

(C) Kontrolle direkt nach Zugabe von Medium ohne [18F]-FDG und (D) 45 Minuten spditer.

(E) [18F]-FDG -behandelte und (F) Kontroll-Zellen nach zweitdgigem Kultivieren und Splitten.
Differenzierende mESC Kolonien:

mit [18F]-FDG behandelte Zellen 2 (G) und 5 (I) Tage nach Beginn der Differenzierung.
Kontrollen an Tag 2 (H) und Tag 5 (J) nach Beginn der Differenzierung.

3.2. Stabilitiat der Radiomarkierung

Zur Radiomarkierung von Zellen ist FDG hervorragend geeignet, da es iiber
transmembrandre Glucosetransporter (GLUT) in die Zellen aufgenommen und dort wie
Glucose phosphoryliert wird. Somit wird FDG pharmakologisch intrazellular retiniert [49].
Allerdings wurde fiir verschiedene Zellpopulationen, wie humane Leukozyten oder murine
MSCs, nach Radiomarkierung mit FDG ein kontinuierlicher Efflux von Aktivitit aus den
Zellen beobachtet [12, 135]. Dieser Effekt sollte fiir die in der vorliegenden Studie
verwendeten Zellen erfasst und beriicksichtigt werden. Im Analyszeitraum von zwei
Stunden war nach der Markierung mit FDG ein kontinuierlicher Abfall der zellgebundenen
Radioaktivitat zu beobachten, welche im Folgenden als Prozent der initialen FDG-
Aufnahme angeben wird: 91,8% nach 20 Minuten, 81,1% nach 40 Minuten, 74,5% nach 60
Minuten und 49,7% nach 130 Minuten. Aus diesen Daten wurde eine Regressionsgerade
berechnet, um méglichst genau den FDG-Efflux beschreiben und in das Modell einbeziehen
zu koénnen (Abbildung 8). Mithilfe dieser Funktion konnte fiir jeden im PET gemessenen
Zeitpunkt ein entsprechender Korrekturfaktor errechnet werden. Damit war es méoglich

den in-vitro gemessenen Efflux in das In-vivo-Modell mit einzubeziehen.
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Abbildung 8:

Intrazelluldre FDG-Retention: Im Gammacounter wurde 20 min (n=6), 41 min (n=6), 62 min (n=6)
und 132 min (n=6) nach Radiomarkierung mit FDG die Aktivitdt sowohl intrazelluldr als auch im
Uberstand bestimmt. Die prozentuale Retention initial zellgebundener Aktivitit wurde wie folgt
berechnet: (Counts Zellen)/(Counts Zellen + Counts Uberstand). Angegeben sind Mittelwerte der

Messungen =+ SD.
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3.3. Quantitative und qualitative PET-Bildgebung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die FDG-markierten Zellen nach intramyokardialer
Injektion zu verfolgen und deren Retention im Myokard zu quantifizieren. Hierfiir wurde
zundchst eine dynamische Aufnahme zur Quantifizierung und Biodistribution der Zellen
gemacht. Im Anschluss erfolgte nach systemischer intravenodser Applikation von FDG eine
zweite, statische Aufnahme. Diese diente als "anatomisches Landmarking" (Abbildung 9)
zur Lokalisation der transplantierten Zellen.

Durch dreidimensionale Fusion der dynamischen und statischen Aufnahmen war es
moglich, das Infarktareal vom gesunden Myokard abzugrenzen und die radiomarkierten
Zellen im Grenzgebiet des infarzierten Gewebes zu lokalisieren (Abbildung 9, Abbildung
10). Retentionsraten der injizierten Zellen wurden in n=6 Tieren kontinuierlich im
Zeitraum von 25 Minuten bis 120 Minuten "post injectionem" (p.i.) bestimmt. Diese werden
jeweils als Prozent der initial injizierten Zell- beziehungsweise Aktivititsmenge (%ID)
angegeben. Die gemessene Aktivititsmenge im jeweiligen "Volume of Interest" (VOI)
wurde anhand des oben beschriebenen Korrekturfaktors um den FDG-Efflux bereinigt.

Die Retention der Zellen betrug 5,3+1,1 %ID nach 25 min., 5,0+0,9 %ID nach 60 min. und
5.7£1.2 %ID nach 120 min. Diese Ergebnisse deuten auf einen rapiden Verlust der Zellen
am Transplantationsort innerhalb der ersten Minuten nach der Injektion hin. Im Verlauf
weisen die gemessenen und normalisierten Aktivititen jedoch keinen signifikanten
Unterschied mehr auf (Minute 25 vs. Minute 60 P=1.00, Minute 60 vs. Minute 120 P=0.27).
Die Menge retinierter Zellen bleibt nach dem initialen Verlust innerhalb der gemessenen
Zeit konstant. Dies deutet an, dass die Phase des akuten "Washouts" innerhalb des

gemessenen Zeitraumes von 120 Minuten nach der Injektion liegt.
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Abbildung 9:

Dreidimensionale Bild-Fusion der transplantieren, in-vitro mit FDG markierten Zellen und der
FDG- Landmarkingaufnahme

Zu sehen ist eine Ganzkdrper-"Maximumintensititsprojektion” (MIP), die aus der [18F]-FDG
Landmarkingaufnahme rekonstruiert wurde (weif3).

Der gelbe Fleck, welcher im linken Ventrikel lokalisiert ist, stellt das FDG-Signal transplantierter Zellen
dar. (Nicht-vitales Myokard kann in dieser Darstellung nicht abgegrenzt werden, da in der MIP-
Aufnahme Regionen verschiedener Ebenen iibereinanderliegen). Aufser im Myokard wurde zell-

gebundene Aktivitdt in den Lungen detektiert (weifde Pfeile).
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Abbildung 10: Lokalisierung der transplantierten Zellen innerhalb des Myokards

Reprdsentative transaxiale (A) und koronare (B) Schnitte von Fusionsbildern aus transplantierten ES-
Zellen (heller Fleck) und der Landmarkingaufnahme. Letzere wurde etwa 120 min p.i. erstellt. Im
Landmarking kann eine FDG-Aufnahme ins vitale Myokard beobachtet werden, wdhrend im
Infarktareal (weifSer Pfeil) keine FDG-Aufnahme sichtbar ist. Die transplantierten Zellen (heller Fleck)

sind im Grenzbereich des Infarktes lokalisiert.
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Um qualitative Informationen tiber die Biodistribution des freien FDGs im Koérper zu
erhalten, wurden in den dynamischen PET Aufnahmen reprasentative VOIs {iber
verschiedene Organe gelegt. Wahrend in der Lunge die Aktivitiatskonzentration abfiel war
in der Blase ein Anstieg der Aktivititskonzentration zu beobachten (Abbildung 11). Das
Signal im Gehirn reprasentiert freies FDG im Koérper und blieb wahrend der gesamten
Aufnahme niedrig. Dies deutet daraufhin, dass das ein Grofdteil der gemessenen Aktivitat
zellgebunden ist, wahrend die systemische Aktivitatskonzentration keinen relevanten

Einfluss auf die Messungen hat.
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Abbildung 11: Zeit-Aktivitdis-Kurve (TAC) von Gehirn, Lunge und Harnblase
Reprdsentative Daten aus den dynamischen Aufnahmen von Gehirn, Lunge und Harnblase deuten auf
einen Efflux von [18F]-FDG aus den transplantierten Zellen hin. Das Signal im Gehirn reprdsentiert die

Aufnahme freien FDGs.
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3.4. Ex-Vivo-Quantifizierung mittels qRT-PCR

Mit der hochsensitiven Methode des microPET deutete sich an, dass nur ein geringer Anteil
der transplantierten Zellen am Injektionsort verbleibt. In der Annahme, dass die
Retentionsrate etwa 5 % der 3 x 10° Zellen betrdgt, war eine Methode nétig, mit der
Zellzahlen im Bereich von 150 000 zuverlassig verifiziert werden kénnen.

Da die verwendeten murinen Zellen im Hinblick auf zukiinftiges longitudinales In-vivo-
Imaging stabil mit dem humanen NIS transfiziert waren, bot sich die entsprechende
konstitutiv  exprimierte mRNA als idealer Marker zur qRT-PCR-basierten
Zellquantifizierung an.

Nachdem aus den Experimenten im microPET die zu erwartende Retention im Bereich von
5 % lag, wurde bei der Erstellung der Eichkurve ein besonderes Augenmerk auf den

Bereich der unteren 10> Zellen gelegt.

Zellzahl x 10° 2(%¢T) Faktor scr)

1 0,000113472 1

5 0,000171394 1,510455024
10 0,000367974 3,242868963
50 0,000948817 8,361706326
100 0,001694678 14,93481037
500 0,003166721 27,90758402
1000 0,005954209 52,47308699
5000 0,032698183 288,1616152
Kontrollherz 0,000097327 0,857723425

Abbildung 12: Messwerte der qRT-PCR fiir die Erstellung einer Eichgerade von Zellzahl und CT-Wert:
Im Zielbereich der Messung (rot markiert) weichen Zellzahlen und Faktoracr) deutlich voneinander ab.
Der 2(9¢T)-Wert des Kontrollherzens (grau markiert) liegt im unteren Bereich der Zellzahlen von

besonderem Interesse.
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Flir eine zuverlassige Eichgerade miissen die 2(-9¢T)-Werte - die der Menge der hNIS-mRNA
entspricht - proportional zur Zahl der eingesetzten Zellen sein. Zur Erstellung dieser
Eichgerade wurden cDNA aus Zellproben synthetisiert, die sich jeweils um den Faktor 2
oder 5 unterschieden (Abbildung 11).

In der Gegeniiberstellung der Zellzahlen und der entsprechenden 2(-9¢T)-Werte sollten also
"Zellzahl x 104" und Faktor(act) libereinstimmen. Dies ist insbesondere im Kritischen
Bereich um 105 Zellen nicht der Fall und die Erstellung einer Eichkurve der erforderlichen
Genauigkeit somit nicht moglich.

Zudem liegt der gemessene 2(9¢N-Wert fiir hNIS-cDNA im Bereich des Wertes von 104
Zellen. Das heifdt, dass im Zielbereich das Messergebnis durch das Vorhandensein von
cDNA aus dem myokardialen Gewebe stark beeintrachtigt wird. Aus diesem Grund wurde
fiir die Ex-vivo-Quantifzierung der Zellen alternativ die Durchflusszytometrie gewadhlt,

welche eine Messung auf Einzelzellebene gewahrleistet [50].
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3.5. Validierung der quantitativen PET-Ergebnisse mittels Durchflusszytometrie

Das Ziel der Arbeit war, die am Ort der Transplantation retinierten Zellen in der frithen
Phase von zwei Stunden p.i. moglichst exakt quantifizieren zu kénnen. Um die dafiir
eingesetzte Methode der Positronenemissionstomographie zu verifizieren, wurden
durchflusszytometrische Messungen durchgefiihrt. Dazu wurden murine EGFP-
tiberexprimierende ES-Zellen transplantiert. Die Herzen wurden je nach Gruppe 5 Minuten,
60 Minuten oder 120 Minuten p.. entnommen, zur Analyse aufbereitet und im
Durchflusszytometer auf die Anzahl retinierter Zellen untersucht. Als Referenzwert diente
die Messung der "Counts" aus der Positivkontrolle. Dazu waren 3 x 10° EGFP-
exprimierende Zellen in ein explantiertes Herz injiziert worden. Die Herzen wurden wie in
den folgenden Versuchen zur durchflusszytometrischen Untersuchung aufbereitet und
gemessen. Die Anzahl der "Counts” wurde gleich 100% der injizierten Zellen gleichgesetzt.
Im Durchflusszytometer wurden Kkardiale Retentionsraten transplantierter Zellen von
jeweils 5,4+2,3 % 5 min (n=6), 6,4+1,3 % 60 min (n=6) und 4,8+1,7 % nach 120 min nach
der Injektion in die Grenzzone des Infarktes gemessen (Abbildung 13). Diese Daten
unterschieden sich nicht signifikant von den in den PET-Untersuchungen gemessenen
Retentionsraten und bestdtigen damit die Anwendbarkeit der auf OSEM 3D / MAP-
Rekonstruktion beruhenden Methode zur Quantifizierung der transplantierten Zellen

(Abbildung 14).
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Abbildung 13: Ex-vivo-Verifizierung der Zellretentionsraten nach intramyokardialer Injektion
mittels Durchflusszytometer

Bilder reprdsentativer durchflusszytometrischer ~Messungen, bei denen dissoziierte Herzen auf
transplantierte EGFP-exprimierende Zellen untersucht wurden. Die graue Wolke stellt die
Zellpopulation des Empfdngergewebes dar, wdhrend die griine Wolke die transplantierten Zellen
darstellt.

(A) Positivkontrolle: Ex-vivo-Injektion von 3 x 10¢ Zellen , unmittelbar nach Entnahme des Herzens.
Griin markierte Zellen stellen 100 % der injizierten Zellfraktion dar.

(B) Herzentnahme 5 Minuten nach In-vivo-Zellinjektion von 3 x 106 EGFP-exprimierender Zellen. 5 %
der injizierten Zellen sind zu diesem Zeitpunkt noch im Herzen nachweisbar.

(C) Negativkontrolle: Entnommenes Herz ohne injizierte Zellen.
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Abbildung 14: Gemessene Zellretention nach intramyokardialer Zellinjektion in der PET und
im Durchflusszytometer

Die durchflusszytometrisch gemessenen Retentionsraten nach 5 min (n=6), 60 min (n=6) und 120 min
(n=6) unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p>0,05). In gleicher Weise war bei den aus
PET-Aufnahmen bestimmten Retentionsraten nach 25 min, 60 min und 120 min (n=6) kein
signifikanter Unterschied feststellbar. Aufserdem unterschieden sich die mit den jeweils verwendeten
Techniken ermittelten Retentionsraten nicht signifikant voneinander (p=0,9, 0,06, 0,3). Angegeben
sind Durchschnittswerte = SD. Damit bestdtigt sich, dass die Quantifizierungsmethode von FDG-

markierten Zellen im PET valide ist.
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4., Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte eine Methode zum Positronen-Emissions-Tomographie
basierten In-vivo-Imaging der initialen Retention intramyokardial injizierter Stammzellen

im Mausmodell etabliert werden. Die wesentlichen Ergebnisse waren:

1. Etablierung einer quantitativen In-vivo-Zellverfolgungstechnik im Mausmodell.

2. Optimierung der quantitativen zellularen Bildgebung durch Verwendung der
Rekonstuktionsalgorithmen OSEM 3D und MAP, sowie der Einfiihrung einer Efflux-

Korrektur.

3. Verifizierung der PET-Ergebnisse zur Quantifizierung von transplantierten Zellen

mittels Durchflusszytometrie ex-vivo auf zellularer Ebene.

4. Nach intramyokardialer Zellapplikation findet ein akuter Zellverlust statt, sodass
bereits nach 5 Minuten nur noch 5 % der transplantierten Zellen am Injektionsort

sind. Diese Retentionsrate bleibt iiber 120 Minuten p.i. konstant.

5. Der Grund fiir den akuten Zellverlust ist eine mechanische Auswaschung, die dazu

fiihrt, dass die Zellen in der pulmonalkapilldaren Strombahn stecken bleiben.
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4.1. Das Mausmodell in der kardialen Stammzelltherapie

Um die Relevanz der Etablierung des Mausmodells fiir das In-vivo-Tracking von
Stammzellen zu verstehen, ist es wichtig, sich vor Augen zu fiithren, wie und warum
Modellorganismen fiir bestimmte Fragestellungen eingesetzt werden. Dies soll im
Folgenden fiir die kardiale Stammzelltherapie veranschaulicht werden.

Im Jahre 1992 wurde von Marelli et al. erstmals das Konzept der kardialen Zelltherapie
vorgeschlagen [83]. Zwei Dekaden spater liegen bereits Ergebnisse aus randomisierten
klinischen Studien vor, welche die therapeutische Wirksamkeit von adulten Stammzellen,
wie BMSCs, zur Therapie nach Myokardinfarkt belegen [146].

Obwohl die Translation in die Klinik also bereits erfolgt ist, bleiben auf dem Weg "from
bench to bedside" die zentralen Fragen nach dem Optimum hinsichtlich Zelltyp und Zahl,
sowie Zeitpunkt und Route der Applikation noch immer weitgehend ungeklart [141].
Derartige Fragestellungen konnen in einem geeigneten Modellorganismus praklinisch
untersucht werden. Vereinfacht ldsst sich die Entwicklung einer neuen Therapie auf

zellularer oder molekularer Ebene in drei Stufen einteilen:

1. "Proof of the principle": Identifizierung eines Zielproteins/Signalweges
2. Uberpriifen der Wirksamkeit einer bestimmten Therapie

3. klinische Translation

Fiir jedes dieser Stadien sind jeweils bestimmte Modellorganismen besonders geeignet.

Das Mausmodell ist kostenglinstig und hat zudem eine kurze Generationszeit. Somit
koénnen leicht grofdere Fallzahlen fiir Studien und folglich eine hoéhere statistische
Teststarke erreicht werden. Der grofdte Vorteil ist jedoch die Verfligbarkeit zahlreicher
relevanter transgener und Knockout-Stimme [140]. Damit stellt die Maus das Tiermodell
der Wahl dar, wenn es darum geht, Zielgene und -proteine fiir die Entwicklung neuer
molekularer und pharmakologischer Therapien zu identifizieren [101].

Kleintiermodelle waren zwar mafdgeblich am Verstindnis der kardialen Pathophysiolgie
des Menschen beteiligt, jedoch unterscheiden sich Nager- und Menschenherz hinsichlich
Architektur, Frequenz und Proteinexpression voneinander [140]. Fiir den Schritt der
klinischen Translation ist es daher wichtig, Grofdtiermodelle einzusetzen, da in letzteren
die gleichen technischen Mittel und Zugangswege, z.B. NOGA Mapping und CT-

Koronarangiographie [126], wie am Patienten verwendet werden konnen. Aufgrund der
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ahnlichen GrofRe und kollateralen Koronarversorgung von humanen und porcinen Herzen
ist das Schweinemodell hierflir am besten geeignet [101]. Die kardiale Stammzelltherapie
nach Myokardinfarkt mit dem Ziel der Geweberegeneration hat zwar alle oben
aufgefiihrten Stufen der Therapieentwicklung durchlaufen, jedoch fehlt immer noch die
Antwort auf die grundlegende Frage nach Zielproteinen und -signalwegen, die der
therapeutischen Wirksamkeit zugrunde liegen. Solange also die molekularen
Wirkmechanismen und die Interaktion intramyokardial transplantierter Zellen mit dem
Zielwebe nicht besser verstanden sind, ist es kaum maoglich, das Potenzial der kardialen
Stammzelltherapie voll auszuschopfen. Fiir diese grundlegenden Fragestellungen sind
genetisch modifizierbare Tiere unabdingbar, um Zielgene und -proteine zu identifizieren
[101, 140].

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit molekularer und pharmakologischer Therapien
kardiovaskularer Krankheiten werden meistens Ratten verwendet [101]. Diese sind
ahnlich wie Mause giinstig zu halten und bieten zudem Vorteile hinsichtlich verfiigbarer
technischer Gerdte und der einfachen Durchfiihrbarkeit von operativen Eingriffen. So
wurden in mehreren praklinischen Studien FDG-markierte Zellen intramyokardial
transplantiert und deren Retention konsekutiv mittels PET-Bildgebung quantifiziert [11,
129].

Das Mausmodell ist jedoch fiir grundlegende biomedizinsiche Fragestellungen aufgrund
der weiten Verfiigbarkeit embryonaler Stammzellen und genetisch modfizierbarer Tiere
dem Rattenmodell klar tiberlegen [101, 140].

Hinzu kommt, dass die murine Stammzellbiolgie - im Vergleich zu allen anderen
kardiovaskuldren Tiermodellen - viel weiter entwickelt ist. Seit 1981 sind murine ESCs
verfiigbar [84], murine iPS-Zellen wurden erstmals 2006 generiert [124] und 2008 wurde
zum ersten Mal die Erzeugung von Kardiomyozyten aus murinen IPS-Zellen publiziert [86].
2009 gelang es David et al. durch Vorwartsprogrammierung aus murinen ESCs
kardiovaskuldre Vorlduferzellen zu erzeugen [34]. Vor Kurzem gelang es zwei Gruppen
sogar durch direktes Reprogrammieren aus murinen Fibroblasten Kardiomyozyten zu
gewinnen [42, 60].

Im Gegensatz dazu sind gegenwartig nur wenige Ratten ESC Linien verfiigbar [56]. Erst seit
2008 ist es moglich Ratten ESCs undifferenziert in Kultur zu halten. Die erste transgene
Ratte wurde im Gegensatz zur Maus (1982 [100]) sogar erst im Jahre 2010 erzeugt [65].
Letztlich wurde das kardiovaskuldre Differenzierungspotential von Ratten iPS Zellen- im

Gesatz zu jenem von Maus IPS Zellen - bisher noch nicht beschrieben.
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Die Generation von iPS-Zellen aus Grofdtiermodellen wie Schwein und Hund ist seit 2009
(Schwein [43]) und 2010 (Hund [118]) zwar moglich, allerdings konnen fiir beide
Tiermodelle ES-Zellen unter Kulturbedingungen nicht in undifferenziertem Zustand
gehalten werden [133].

Zusammenfassend ldsst sich somit sagen, dass das Rattenmodell im Gegensatz zum
Mausmodell zum aktuellen Stand der Forschung nicht das Kleintiermodell der Wahl fiir
genetische Modifikationen ist. Auflerdem fehlen Techniken, um grofiere Mengen
transplantierbarer, aus Stammzellen hergestellter Kardiomyozyten zu gewinnen.

Aus diesem Grund ist es von grofier Relevanz, dass nun eine zuverldssige und klinisch
anwendbare Methode fiir das quantitative In-vivo-Tracking des Schicksals intramyokardial

transplantierter Stammzellen im Mausmodell verfligbar ist.
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4.2, PET: Bildrekonstuktion

Das grofdte Hindernis um PET-basierte Bildgebung kardialer Stammzelltherapien im
Mausmodell zu etablieren, liegt in der hoheren Auflosung, welche im Vergleich zu
grofieren Tiermodellen notwendig ist.

Deshalb stand bei Studien zum kardialen Zell-Tracking bisher das Rattenmodell im
Vordergrund, fiir welches die Verwendung OSEM-2D-basierter Rekonstruktionsalgorith-
men ausreichend ist [11, 129].

Um PET-basierte Bildgebung fiir das Mausmodell zu etablieren, wurde eine Kombination
aus dem dreidimensionalen iterativen Rekonstruktionsalgorithmus OSEM 3D und
demiterativen Rekonstruktionsalgorithmus MAP verwendet. Griinde daflir waren die
folgenden:

Mit OSEM 3D / MAP lasst sich eine durchschnittliche raumliche Auflésung von 1,65+0,06
mm Uber das gesamte Sichtfeld erreichen, wodurch die hohe raumliche Auflésung und
Sensitivitat des Inveon microPETs ausgenutzt werden kann. Dadurch ist diese Technik den
2D Rekonstruktionsalgorithmen deutlich iiberlegen [132].

Zudem wiirde kiirzlich eine Studie publiziert, in welcher gezeigt werden konnte, dass sich
Aktivitatskonzentrationen unter der Verwendung des MAP-Algorithmus wesentlich
exakter bestimmen lassen, als mit einer 2D-basierten Rekonstruktion. Diese Uberlegenheit
beruht vor allem auf einer besseren rdaumlichen Auflésung und einem geringeren
Partialvolumeneffekt [25].

Die verwendeten OSEM 3D und fastMAP Rekonstruktionsalgorithmen sind in der
Rekonstruktionssoftware des Herstellers enthalten. Deren Verwendung wurde von
Disselhorst et al. ausfiihrlich beschrieben [37]. Die einzelnen Parameter - Anzahl der
Frames und Iterationen, Vergroferungsfaktor, , Grofde der Matrix - wurden vom Autor

der Studie so gewahlt, dass ein optimales Bild rekonstruiert werden konnte.



Diskussion 61

4.3. Stabilitit der Radiomarkierung

Das Prinzip der zelluldren Radiomarkierung mit FDG beruht auf der Eigenschaft tierischer
Zellen, FDG als Glukoseanalogon, iiber Glukosetransporter (GLUT) ins Zellinnere zu
transportieren und dort durch das Enzym Hexokinase zu phosphorylieren. Da das
phosphorylierte FDG jedoch nicht der Glykolyse zugefiihrt wird, wird es als Tracer
intrazellular "getrappt” [49].

Allerdings wird nicht das gesamte aufgenommene FDG sofort phosphoryliert, sondern
steht vielmehr in einem Gleichgewicht aus Phosphorylierung, Dephosphorylierung,
Transport in die Zelle und einem Efflux aus der Zelle hinaus [20, 135].

Dabei spielt fiir das Zell-Tracking vor allem der Efflux von FDG nach der Radiomarkierung
eine bedeutende Rolle. So konnten Botti et al. 2 Stunden nach der Radiomarkierung von
Lymphozyten mit FDG einen Efflux von fast 50% des initial in die Zellen aufgenommenen
FDGs messen [12].

Das freigesetzte FDG tragt jedoch nicht zu einem signifikanten Hintergrundsignal bei, da es
vom Gewebe, welches die transplantierten Zellen umgibt, nur zu einem kleinen Teil
aufgenommen wird [135]. Der Grofsteil des freigesetzten Radiopharmakons wird iiber den
systemischen Blutkreislauf im ganzen Korper verteilt.

Aus diesem Grund wurde von Blackwood et al. erstmals vorgeschlagen, bei der Etablierung
von Methoden zur Quantifizierung radiomarkierter intramyokardial transplantierter
Zellen, das aus letzteren freigesetzte Radiolabel im Zielorganismus mit einzuberechnen [8].
Um dieses Konzept zu integrieren, wurde in der vorliegenden Arbeit der zelluldre Efflux
von FDG in-vitro im zeitlichen Verlauf bestimmt. Mit der daraus errechneten
Regressionsgeraden konnte der zelludre Efflux in die Quantifizierung der Aktivitit in den
analysierten VOIs miteinbezogen werden. Auf diese Weise ist es moglich, die Menge
retinierter Zellen mit einer hohen Genauigkeit zu bestimmen.

Durch die Kombination dieser Korrektur mit der hochsensitiven PET-Bildgebung konnte in
der vorliegenden Arbeit eine genaue Methode etabliert werden, radiomarkierte Zellen nach
intramyokardialer Injektion zu verfolgen und im Zeitverlauf Aktitivitidtskonzentrationen

am Transplantationsort zu messen.
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4.4. Qualitative RT-PCR

Um die oben beschriebene PET-basierte Methode fiir die in-vivo Quantifizierung
intramyokardial transplantierer Zellen zu iiberpriifen, sollten die damit festgestellten
Retentionsraten im Zeitverlauf mit einem etablierten Messverfahren ex-vivo verifiziert
werden. Dafiir war in einigen publizierten Studien die quantitative PCR (qPCR) eingesetzt
worden. Entweder auf der Ebene genomischer DNA mittels qPCR [48, 92, 129] oder der
Genexpression mittls qRT-PCR [57, 75]. Fiir die Quantifizierung {iber genomische DNA
dient meist das SRY-Gen mannlicher Spenderzellen in einem weiblichen Empfangertier als
Zielgen. Uber die relative Menge an Kopien des SRY-Gens im Verhiltnis zu einem
autosomalen Gen, wie z.B. Osteopontin, wurde in diesen Studien versucht, die absolute Zahl
transplantierter mannlicher Zellen in weiblichen Herzen der Empfangertiere zu ermitteln
[92].

Ein Nachteil dieser Methode ist, dass weder autologe Transplantationen noch
Zellapplikationen des gleichen Geschlechts quantifiziert werden koénnen. Fiir
anschlieffende Studien ist geplant, autologe, aus iPSCs gewonnene Kkardiomyozytar
differenzierte Zellen zu transplantieren. Aus diesem Grund erschien die Etablierung einer
Methode zur Quantifizierung auf Genexpressionsebene fiir die vorliegende Arbeit
sinnvoller.

Le Visage et al. applizierten in einer Studie zum Tracking von MSCs transgene Zellen,
welche das Markerprotein GFP iiberexprimieren [75]. Uber das Verhiltnis der Expression
von GFP zu fiir native Proteine kodierende mRNAs wie GAPDH, konnten die
transplantierten Zellen liber eine qRT-PCR quantifiziert werden.

Analog dazu wurden in der vorliegenden Arbeit murine Zellen transplantiert, welche den
humanen Natrium-Jodid-Symporter (hNIS) iliberexprimieren. Da nur ein einziger Zellklon
eingesetzt wurde, wurde angenommen, dass die Menge der ins Genom integrierter DNA
jeweils die gleiche ist. Da die Zellen im Zielgewebe des Empfangertiers kein hNIS
exprimieren, sollte nach Normierung auf die Expression von GAPDH eine Quantifizierung
der transplantierten Zellen mittels gRT-PCR maéglich sein.

Allerdings stellte sich bereits beim Erstellen der Eichkurve heraus, dass die Quanitfizierung
definierter Zellzahlen im Zielbereich von circa 10> Zellen ziemlich ungenau ist und die
gemessenen Werte durch in den Proben enthaltene kardiale DNA deutlich beeinflusst wird.
Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit statt der qRT-PCR die Durchflusszytometrie zur

Bestimmung der zelluldaren Retentionsraten ex-vivo verwendet (siehe 4.5.).
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4.5. Quantitative PET In-vivo-Bildgebung und Validierung mittels
Durchflusszytometrie

Sowohl in der PET als auch durchflusszytometrisch wurden zum jeweils frithest moglichen
Zeitpunkt Retentionsraten von etwa 5% gemessen. Dieser Zeitpunkt war aus technischen
Griinden in der Durchflusszytometrie 5 Minuten und in der PET 25 Miunten nach der
Injektion der Zellen in die Randzone des Infarktes.

Es tritt also ein massiver Zellverlust innerhalb der ersten Minuten nach Transplantation
auf.

In der dynamischen Messung bis 120 Minuten nach der Injektion waren keine signifikanten
Anderungen der Retentionsraten messbar. Diese Beobachtung bestitigt die Hypothese,
dass der initiale massive Zellverlust die grofdte Hiirde fiir ein erfolgreiches Anwachsen der
Zellen im Zielgewebe ist [128].

Auch andere Gruppen haben Studien publiziert, in welchen ebenfalls ein massiver
Zellverlust - wenn auch weniger ausgepragt - nach intramyokardialer Injektion von Zellen
im Rattenmodell gezeigt werden konnte [11, 129]. Vergleichbare In-vivo-Studien fiir das
Mausmodell existieren bisher allerdings nicht.

Der dieser Beobachtung zugrunde liegende Mechanismus wurde bereits von Bonios et al.
im Rattenmodell beschrieben [11]. Es ist anzunehmen, dass die injizierten Zellen tiber das
lymphatisch-venoése System und den Sinus coronarius in den rechten Vorhof gespiilt
werden und von dort aus iiber den rechten Ventrikel in den Lungenkreislauf gelangen. Hier
bleiben sie aufgrund ihrer Gro6fde in den pulmonalen Kapillaren stecken [11]. Diese
Beobachtung konnte in der vorliegenden Studie auch im Mausmodell gemacht werden, da
die transplantierten Zellen vor allem in den Lungen detektiert wurden (Abbildung 4).

Die Ursache fiir diesen Zellverlust ist wahrscheinlich mechanischer Natur und wird
mafdgeblich durch die Kontraktilitit des Herzens bestimmt. Diese These untermauern
Versuche von Terrovitis et al. (2009), in welchen sie Zellen in kardioplegierte Herzen von
Ratten injizierten, beziehungsweise nach Zellapplikation den Stichkanal mit Fibrinkleber
verschlossen. Durch beide Mafdnahmen konnte die zellulire Retention - durch die
Minimierung der mechanischen Extrusion des schlagenden Herzens - signifikant erhoht
werden [129].

Dieser Zusammenhang erklart auch, warum die initialen Retentionsraten im Mausmodell

noch geringer sind als jene, die von Terrovitis et al. und Bonios et al. im Rattenmodell
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beoachtet wurden, denn Ratten haben mit circa 300 s-1 eine deutlich niedrige Herzfrequenz
als Mause mit circa 600 s1.

Nach diesem massiven Zellverlust direkt nach der Transplantation bleibt die
Retentionsrate am Injektionsort mit 5% jedoch bis 120 min p.i. stabil.

Die mittels PET-Bildgebung gewonnenen Daten wurden mit einer unabhangigen Technik
ex-vivo verifiziert. Dazu wurden murine EGFP-liberexprimierende ES-Zellen entsprechend
dem gleichen Protokoll wie fiir die PET-Messungen nach LAD-Okklusion transplantiert. Die
Quantifizierung der retinierten Zellen erfolgte dann nach Entnahme des Herzens
durchflusszytometrisch. In vergleichbaren Studien im Rattenmodell wurde bislang die
qualitative RT-PCR verwendet [11, 129], welche jedoch lediglich indirekte Informationen
liber die transplantierten Zellen im Sinne eines CT-Wertes liefert. Zudem konnten wir
zeigen (siehe 4.4.), dass die Zellquantifizierung mittels gRT-PCR iiber das Reportergen
hNIS im Zielbereich um 105 Zellen keine ausreichend genaue Methode fiir die Fragestellung
der vorliegenden Arbeit ist.

Aus diesem Grund wurde die Durchflusszytometrie verwendet, welche den Vorteil bietet,
transplantierte ESCs auf zelluldarer Ebene zu quantifizieren [50]. Die Retentionsraten von
5% konnten sogar schon 5 Minuten p.i. durchflusszytometrisch verifiziert werden.

Wie oben beschrieben, konnte mittels PET ein Grofdteil der transplantierten Zellen in den
Lungen detektiert werden (Abbildung 9). Dort verblieben sie relativ lang nach der
Injektion, was die intrazelluldre Lokalisierung des FDG bestétigt. Der In-vivo-Efflux konnte
indirekt beobachtet werden, da freies FDG vor allem {liber die Harnwege ausgeschieden
wurde, was sich in einer ansteigenden Aktivitatskonzentration in der Blase duf3erte.

Trotz der hohen Expression von Hexokinase im Gehirn [49] war die zerebrale FDG-
Aufnahme gering. Dieser Effekt lasst sich durch die Narkose mit Isofluoran erklaren.
Ahnliche Beobachtungen wurden vor kurzem von Wolfs et al. publiziert [135].
Zusammenfasssend ldsst sich somit sagen, dass die PET-basierte Methode sehr gut
funktionert. Da nur vitale Zellen in der durchflusszytometrischen Messung berticksichtigt
wurden, ist zudem davon auszugehen, dass hauptsachlich lebendige Zellen in der VOI zur

Quantifizierung erfasst wurden.
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5. Zusammenfassung

In den letzten zwanzig Jahren wurde die kardiale Stammzelltherapie unter verschiedensten
Aspekten untersucht. Fiir die Applikation von Knochenmarkstammzellen nach akutem
Myokardinfarkt konnte in klinischen Studien bereits eine therapeutische Wirksamkeit
nachgewiesen werden. Die diesem postiven Effekt zugrunde liegenden Mechanismen sind
bisher lediglich marginal verstanden. Zudem wurde das ultimative Ziel des Ersatzes
untergegangenen Myokards bisher nicht erreicht.

Seit kurzem besteht die Moglichkeit, aus iPS-Zellen durch Vorwartsprogrammierung
Kardiomyozyten in brauchbaren Mengen zu generieren und durch geeignete Verfahren
hochspezifisch aufzureinigen. Damit konnen die Hiirden der embryonalen Stammzell-
therapie wie ethische Bedenken, Immunogenitat und Teratogentitdt iiberwunden werden.
Fiir einen Myokardersatz durch in-vitro erzeugte Herzzellen ist es jedoch unabdingbar, das
Schicksal der transplantierten Zellen und deren Interaktion mit dem Zielgewebe zu
verstehen.

Dafiir ist das Verstdndnis grundlegender Mechanismen, wie Signalwegen und beteiligten
Proteinen, eine unabdingbare Vorraussetzung. Genau fiir diese Fragestellungen ist das
Mausmodell mit seiner hervorragenden genetischen Modifizierbarkeit, am besten geeignet.
Flir das Mausmodell gab es bislang jedoch keine, fiir die klinische Translation geeignete
Methode, das initale Schicksal intramyokardial transplantierter Stammzellen in-vivo zu
verfolgen.

Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit eine Methode fiir das Mausmodell etabliert, mit
welcher das Schicksal FDG-markierter Stammzellen wahrend der intialen Phase nach
Injektion quantitativ und hochsensitiv mittels Posititronen-Emissions-Tomographie
dargestellt werden kann.

Es zeigte sich, dass die initiale Auswaschung fiir den Grofiteil des frithen Zellverlustes
verantwortlich ist. So waren bereits nach wenigen Minuten nur noch 5 % der
transplantierten Zellen am Injektionsort lokalisiert. Uber die Zeitspanne der Messung blieb
die Retentionsrate von 5% jedoch konstant. Ein Grofdteil der ausgewaschenen Zellen
konnte Uber den Zeitraum der Messung von 120 Miunten p.i. in den Lungen detektiert
werden. Alle Messergebnisse, welche unter Verwendung der PET-basierten Methode
generiert wurden, konnten mit einer unabhangigen Ex-vivo-Messtechnik verfiziert werden.
Hierfiir wurde die Durchflusszytometrie verwendet, welche eine Zellquantifizierung auf

Einzelzellebene ermoglicht.
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Die vorliegende Arbeit unterstreicht die Bedeutung einer verbesserten initialen Retention
transplantierter Stammzellen. Gleichzeitig stellt sie eine nuklearmedizinische Methode zu
Verfiigung, mit welcher die initiale Retention in-vivo hochsensitiv und auf quantiativer
Ebene darsgestellt werden kann. Fiir die Optimierung der kardialen Zelltherapie, steht

damit ein geeignetes Bildgebungsverfahren zur Verfiigung.
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% ID
99mTch
BLI
BMSC
BSA
cDNA
CT

DMSO
EB
EDTA
EGFP
ES
FCS
FDG
G418
GAPDH
GFP
GLUT

hiPS
hNIS
HSC
HSP
HSV-tk
i.c.
i.d.R.
i.m.

ICD

Prozent der injizierten Dosis
metastabiles Technetium
Biolumineszenz-Bildgebung
Knochenmarkstammzelle

Bovines Serumalbumin
komplementiare DNA
Computertomographie

Tag

Dimercaptobernsteinsaure

Embryoid bodies
Ethylendiamintetraacetat

Enhancend Green Fluorenscent Protein
Embryonale Stammzelle

Fotales Kalberserum
[18F]-Fluorodeoxyglucose

Geneticin
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Green Fluorescent Protein
Glukosetransporter

Stunde

humane induzierte pluripotente Stammzelle
humaner Natrium-Jodid-Symporter
hamatopoetische Stammzelle
Hitzeschockprotein
Herpes-simplex-Virus-Thymidinkinase
intrakoronar

in der Regel

intramyokardial

Implantierbarer Kardioverter-Defibrillator
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iPS induzierte pluripotente Stammzelle

k.A. keine Angabe

LAD left anterior descending artery

LIF Leukemia inhibitory factor

LVEF linksventrikuldre Ejektionsfraktion

MACS Magnetic Associated Cell Sorting

MAP ordinary-Poisson maximum a-priori

MBq Megabecquerel

mES murine embryonale Stammzelle

MI Myokardinfarkt

min Minute

MIP Maximumintensitatsprojektion

miPS murine induzierte pluripotente Stammzelle
Mo Monat

MRT Magnetresonanztomographie

MSC mesenchymale Stammzelle

NaOH Natriumhydroxid

OSEM 3D ordered subset expectation maximization
p.i. post injectionem

PBMNC Periphereal Blood Mononuclear Cell

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerasekettenreaktion

PET Positronen-Emissions-Tomographie

PI Propidiumjodid

PTCA perkutane transluminale Koronarangioplastie
RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
SD Standardabweichung

SPECT Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie
SPIO Superparamagnetisches Eisenoxid

TAC Zeit-Aktivitats-Kurve

T1,2 Halbwertszeit

Tx Transplantation

UpM Umdrehungen pro Minute
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VEGF
VOI

Vascular Endothelial Groth Factor

Volume of Interest
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