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1. Einleitung

Kardiovaskulare  Erkrankungen stellen in den westlichen Industrienationen die
Haupttodesursache dar. Am Beispiel Deutschland zeigen die vom Statistischen Bundesamt
veroffentlichten Zahlen fir das Jahr 2015 die weitreichenden Folgen dieser Krankheiten. Sie sind
die Ursache fur 39 % der gesamten Todesfalle, wobei hierbei die chronisch ischamische
Herzkrankheit mit 8,2 % sowie der akute Myokardinfarkt mit 5,3% einen besonderen Stellenwert

einnehmen [1] [2].

In den letzten Jahrzehnten wurden auf dem Gebiet der Pravention, Diagnostik und Therapie der
koronaren Herzerkrankung deutliche Fortschritte erzielt. Die Entwicklung neuer medikamentoser
Therapieansatze, optimierte Verfahren der operativen Myokardrevaskularisation sowie der
Aufbau einer vielerorts nahezu flachendeckenden Versorgungsstruktur mit Herzkatheterlaboren
stellen wichtige Meilensteine auf diesem Weg dar. Auch innovative bildgebende Verfahren, wie
zum Beispiel die Magnetresonanztomographie (MRT) oder die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) tragen zur Optimierung der Behandlung kardiologischer Patienten bei, da sie
eine genauere, spezifischere Diagnostik ermdglichen [3]. Diese verbesserten Malnahmen haben
einen deutlich gestiegenen Anteil Uberlebter akuter Myokardinfarkte zur Folge [4], wodurch aber
auch in mindestens gleichem Mal3e die Anzahl der Patienten, die mit Folgeerkrankungen eines
Myokardinfarkts, wie der ischamischen Kardiomyopathie, der daraus resultierenden
Herzinsuffizienz sowie Herzrhythmusstérungen wie ventrikularen Tachykardien oder
Vorhofflimmern konfrontiert sind, steigt [5-7]. Auch vor dem Hintergrund des demographischen
Wandels stellen solche chronischen Erkrankungen eine nicht zu unterschatzende 6konomische
Herausforderung fir Wirtschaft und Gesundheitssystem dar, da durch sie einerseits die
Leistungsfahigkeit der betroffenen Personen und damit auch die Produktivitdt am Arbeitsplatz

beeintrachtigt wird und andererseits auch die Inanspruchnahme von Sozialleistungen steigt [3].

Das Hauptproblem besteht im gemeinsamen Ursprung dieser Erkrankungen: Dem Verlust bzw.
der irreversiblen Schadigung von Kardiomyozyten. Die daraus resultierende funktionelle
Verminderung der ventrikularen Pumpleistung des Herzens bringt unter anderem eine deutliche
korperliche Einschrankung der Patienten mit sich und ist Ursache weiterer Komorbiditaten [8]. Bis
heute existiert bis auf die allogene Herztransplantation keine kausale Therapie, um bereits
zugrunde gegangenes Herzmuskelgewebe wieder zu regenerieren. Dieser Mangel an
therapeutischen Alternativen verscharft die bereits bestehende deutliche Diskrepanz zwischen

bendtigten Spenderorganen und tatsachlich zur Verfugung stehenden Spenderherzen. Trotz
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neuartiger Moglichkeiten, die hochstgradig eingeschrankte linksventrikulare Pumpfunktion durch
beispielsweise implantierbare Herzpumpen wie das ,Berlin Heart“ [9, 10] zu ersetzen, sind diese
Malnahmen stets durch ihr ausgepragtes Nebenwirkungsspektrum zeitlich limitiert und fast
ausschlieRlich zur Uberbriickung der Wartezeit auf ein Spenderorgan indiziert [11]. Deshalb fihrt
der Mangel an Organspendern nach wie vor nicht selten dazu, dass Patienten trotz Listung zur

Herztransplantation nicht bis zur Transplantation Gberleben.

Daher werden in die praklinische Erforschung neuartiger Therapieformen, wie zum Beispiel in die
Stammzellforschung zur Entwicklung zellbasierter Therapieansatze, grof3e Hoffnungen gesetzt.
Hierbei haben sowohl die Entwicklung neuer Monitoringmethoden als auch die Weiterentwicklung
etablierter Verfahren zur objektiven, genauen und standardisierten Evaluation der kurz- und
langfristigen Wirksamkeit dieser vielversprechenden innovativen Therapieansatze einen grofl3en

Stellenwert.
1.1 Myokardinfarkt

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie des Myokardinfarktes

Ein Myokardinfarkt ist definiert als ein nekrotischer Untergang von Herzmuskelzellen mit
Freisetzung von spezifischen Herzenzymen in Zusammenhang mit mindestens einem der
weiteren folgenden Kriterien: Symptomatik einer Ischamie, neuen EKG Veranderungen in Bezug
auf Erregungsruckbildung, Q Zacken oder Schenkelbldécken, Hinweisen auf Verlust von vitalem
Myokard oder neuaufgetretenen Wandbewegungsstorungen in der Bildgebung oder dem
Nachweis eines intrakoronaren Thrombus in der Angioplastie [12]. Weiterhin unterscheidet man
in finf verschiedene Infarkttypen in Bezug auf die Genese der Nekrose. Dabei sind vor allem Typ
| und Typ Il relevant fur den klinischen Alltag. Typ | entspricht einem Perfusionsdefizit aufgrund
eines durch Ruptur eines arteriosklerotischen Plaques entstandenen intraluminalen Thrombus
einer oder mehrerer Koronararterien, wohingegen das Sauerstoffdefizit im Myokard bei einem
Typ Il Myokardinfarkt durch einen KHK- unabhangigen Zustand, wie z.B. Koronarspasmus,
Anamie, respiratorische Insuffizienz und weiteren anderen Ursachen entsteht [12]. Weltweit
erleiden jahrlich ca. drei Millionen Menschen einen ST- Hebungsinfarkt (STEMI) und ca. vier
Millionen Menschen einen Nicht-ST-Hebungsinfarkt. (NSTEMI) [13], wobei 70 % der
Myokardinfarkte auf eine Ruptur atherosklerotischer Plaques zurtickzuflhren sind [14, 15]. Die
Atherosklerose als multifaktoriell verursachte Erkrankung ist daher eine wichtige Vorstufe in der
Pathogenese des Myokardinfarktes (siehe Abb.1). Ursachlich fur die hohe Pravalenz der

koronaren Herzerkrankung ist unter anderem die weite Verbreitung der bisher identifizierten,

8



modifizierbaren Risikofaktoren, wie Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie und
arterielle Hypertonie [16]. Auch eine familiare Pradisposition ist von Relevanz, weshalb die
Untersuchung genetischer Ursachen in den vergangenen Jahren wieder vermehrt ins Zentrum

der Forschungsbemuhungen geruckt ist [17].

Geburt
Genetische Pradisposition
> .
¥ Familienanamnese Priklinisch
Umweltfaktoren
Lifestyle
Diabetes Mellitus
Arterielle Hypertonie L. .
> ‘Dyslipidamie klinisch, Risikofaktoren
periphere arterielle Verschlusskrankheit
koronare Herzkrankheit Klinisch. ch oo
zerebrovaskulare Atherosklerose IRISCA, CONQMSE
e—
‘L—
Apoplex, TIA
Aortenaneurysma 5 g
akuter Extremitdtenverschluss klinisch, akut
¥ Myokardinfarkt
Herzinsuffizienz
Schwerbehinderung L s
klinisch, Endstadium
—
, A
\ 4
Tod

Abbildung 1: Beziehung zwischen Risikofaktoren und der Entstehung von Atherosklerose, modifiziert nach
18]

1.1.2 Pathophysiologie des Myokardinfarkts

Da ein Myokardinfarkt in 70 % der Falle auf eine Ruptur atherosklerosebedingter Plaques

zurUckzufuhren ist [14, 15], wird im Folgenden auch kurz auf deren Pathogenese eingegangen.

Die Atherosklerose und damit die Bildung von atherosklerotischen Plaques beruht auf einer
endothelialen Dysfunktion, welche durch einen Mangel an bioverfligbaren Vasodilatatoren sowie

gleichzeitig bestehender Erhdhung von endothelial freigesetzten vasokontraktilen Faktoren
9



charakterisiert ist [19]. Diese zugrundeliegende Pathologie wird neben anderen Risikofaktoren,
wie z.B. genetische Pradisposition oder Nikotinabusus, durch internistische Grunderkrankungen,
wie Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie oder Hypercholesterinamie, verursacht [19]. Im
Rahmen dieser Erkrankungen fiihrt eine Uberproduktion von reaktiven Oxygenspezies (ROS) zu
erhohtem oxidativem Stress. Durch die Interaktion mit endothelial produziertem Stickstoffmonoxid
(NO) fuhren ROS zu einer geringeren Bioverfugbarkeit von NO [20, 21], wodurch dessen
protektive, antiinflammatorische und antiadhasive Wirkungen verringert werden [19]. Auch die
endothelial vermittelte Flussregulation wird durch ROS beeintrachtigt, wodurch beispielsweise
Scherkrafte entstehen, die zur weiteren Schadigung des Endothels beitragen [22]. Diese
Verletzung des Endothels ist der erste Schritt in der ,Response to injury“- Theorie von Ross,
Glomset und Harker [23].

Hierbei bietet diese entstandene, endotheliale Eintrittsstelle die Mdglichkeit zur Anreicherung von
im Blut zirkulierenden Low-Density-Lipoproteine (LDL) in der GefalRintima, wo diese durch das
oxidierende Milieu verandert werden und aggregieren [24]. Dabei ist ein pathologisch erhohter
LDL-Spiegel im Sinne einer Hypercholesterinamie grundlegend. In Abhangigkeit von gleichzeitig
bestehenden, anderen Risikofaktoren koénnen pathologische atherosklerotische Umbauten
jedoch auch bereits bei niedrigeren LDL- Spiegeln entstehen [25]. Diese oxidierten LDL- Partikel
wiederum stellen einen chronischen Reiz fir das angeborene und erworbene Immunsystem dar.
Sie fuhren auf Endothelzellen zu vermehrter Expression von Chemokinen, z.B. Monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) und Adhasionsmolekulen z.B. Vascular cell adhesion protein
1 (VCAM-1), welche wiederum mit Rezeptoren auf Monozyten interagieren und dadurch deren
Einwanderung und die Differenzierung zu Gewebsmakrophagen stimulieren [26, 27]. Die
Makrophagen transdifferenzieren teilweise in proentzindliche M1- Phanotypen, was zur
Ausschuittung von Zytokinen und ROS fuhrt und wiederum die Oxidation von LDL- Molekulen
fordert. Des Weiteren erkennen phagozytierende Immunzellen Uber Scavenger —Rezeptoren fur
oxidiertes LDL spezifische Oberflachenmarker, was zu deren Phagozytose und zur Entstehung
von Schaumzellen flhrt [24, 25]. Diese Schaumzellen akkumulieren zu Xanthomen und ,fatty
streaks®, welche in diesem Stadium bei rucklaufiger Grunderkrankung noch reversibel sind.
Manche Xanthome entwickeln dagegen aufgrund von Makrophageninvasion und Apoptose bzw.
sekundarer Nekrose von Schaumzellen einen nekrotischen Kern und werden dadurch zu
progredienten atherosklerotischen Lasionen oder sogenannten Plaques [25]. Der fortwahrende
Zelluntergang innerhalb des nekrotischen Kerns und die dadurch bedingte Einwanderung von
Entzindungszellen triggern die bestandige Grolkenzunahme und andauernde Inflammation. Des

Weiteren kommt es zur Migration von SMCs (smooth muscle cells) aus der Media in den, in der
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Intima gelegenen Plaque [28, 29]. SMCs sezernieren Kollagen, Proteoglykane und Elastin, was
die Ausbildung der fibrosen ,Kappe“ des Plaques fordert (siehe Abb. 2 c). Sekundar kommt es
zur Verdickung der arteriellen Intima und damit in der Folge zur Stenosierung des Gefalllumens,
wodurch der koronare Blutfluss beeintrachtigt und klinisch eine stabile Angina pectoris

Symptomatik ausgelost werden kann.

Das akute Koronarsyndrom hingegen wird meist durch eine akute Ruptur instabiler Plaques
verursacht, welche sich durch eine sehr dinne, fibrése Kappe auszeichnen. Dadurch wird das
hoch thrombogene Material des Plaquekerns exponiert und fuhrt Uber Auslosung mehrerer
Signalkaskaden zu einer Thrombusbildung mit konsekutivem partiellem oder vollstandigem
Gefalverschluss. Diese Rupturen kénnen sich spontan ereignen, jedoch stehen sie manchmal
auch in Zusammenhang mit Ereignissen, welche eine Aktivierung des sympathischen
Nervensystems und damit einhergehend eine Erhdhung von Herzfrequenz und Blutdruck
verursachen (Siehe Abb. 2 d) [30].
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a Endotheliale Dysfunktion b -
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Abbildung 2: Plaquegenese a) Darstellung der physiologischen Dreischichtung der humanen GefdBwand mit
Intima, Media und Adventitia, Darstellung der endothelialen Dysfunktion im Sinne des ,Injury” aus der ,Injury and
Response® Theorie b) die ersten Schritte der Atherosklerose beinhalten die Leukozytenadhé&sion am aktivierten
Endothel, deren Einwanderung in die Intima, die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen sowie deren
Phagozytose von Lipiden und die darauffolgende Bildung von Schaumzellen ¢) Die Progression eines Plaques ist
gekennzeichnet durch die Proliferation von residenten Intima SMCs und eingewanderten Media SMCs. Desweiteren
findet eine erhéhte Synthese von extrazelluldrer Matrix wie Kollagen, Elastin und Proteoglykanen statt. Makrophagen
oder SMC’s kénnen in fortgeschrittenen Stadien der Plaques zugrunde gehen, wodurch die zuvor phagozytierten
Lipide wieder freigesetzt werden und ein nekrotischen Kern entsteht d) Die Plaqueruptur hat meist eine
Thrombusbildung, eine schwere Komplikation der Atherosklerose zur Folge. Die konsekutive Einengung des

Gefalllumens bis hin zum vollsténdigen Verschluss des Gefél3es vermittelt die folgende Gewebsischdmie [26].

1.1.3 Sekundare Veranderungen nach Myokardinfarkt

Nach einem Myokardinfarkt, der mit einem relevanten Untergang von Kardiomyozyten
einhergeht, kommt es im betroffenen ischdmischen Areal sowie auch im gesamten restlichen
Ventrikel zu Anpassungsvorgangen, welche als ,Remodeling“ bezeichnet werden. Unter diesem
Begriff werden Ventrikeldilatation, Myokardhypertrophie, Narbenbildung und neurohumorale

Anpassungsreaktionen zusammengefasst [31]. In der akuten Phase nach einem Myokardinfarkt
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haben diese Anpassungsvorgange eine Kompensation der durch den Myokardinfarkt erlittenen
FunktionseinbuRen des Herzens zum Ziel, wobei das Ausmal® der Remodelingvorgange
maldgeblich von der initialen Infarktgréfe abhangt [32]. Die postischamische Phase kann in eine
frlhe (bis Tag 3 post Infarkt) und eine spate Phase eingeteilt werden. In der Frihphase sind vor
allem das Infarktareal und das unmittelbar angrenzende Myokard von Umbauvorgangen
betroffen. In der Spatphase kommt es insbesondere im primar nicht ischamischen Myokard zu

Anpassungsvorgangen [33].

Unmittelbar nach dem Infarktgeschehen migrieren im Blut zirkulierende Entzindungszellen in
Richtung des ischamischen Gewebes. Es kommt zudem zu einer endothelialen Uberexpression
von Adhasionsmolektilen, wodurch vermehrt Monozyten ins Gewebe einwandern, wo sie sich
grolitenteils zu inflammatorischen M1- Makrophagen differenzieren. Monozyten und
Makrophagen produzieren und sezernieren Zytokine, Cathepsine und Matrixmetalloproteinasen,
wodurch die Infarktzone im Verlauf von Zelltrimmern, toten Myozyten und apoptotischen
neutrophilen Granulozyten befreit wird und so der Weg fir Gewebeneubildung und regenerative
Vorgange gebahnt wird [34]. Auf diese Entziindungsphase folgt eine Proliferationsphase, in der
M2- Makrophagen [35] und eingewanderte Myofibroblasten [36] Bindegewebe synthetisieren und
dadurch zu einer Stabilisierung der Infarktnarbe fuhren. Wird dieser biphasische Verlauf
beeintrachtigt oder falsch reguliert, so kann dies zu Infarktausdehnung, einer Ruptur der Narbe
oder zur Ventrikeldilatation fuhren [33, 34].

Langfristig fuhrt der Untergang eines relevanten Anteils funktionsfahiger Kardiomyozyten zu einer
verminderten Auswurfleistung des Ventrikels und somit zu einer systolischen Dysfunktion. Der
daraus resultierende primare Blutdruckabfall fuhrt reaktiv zu einem erhéhten Sympathikotonus
und aufgrund der initialen renalen Minderperfusion zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS). Uber diese beiden Systeme werden verschiedene Kaskaden
aktiviert (siehe Abb. 3), die Uber eine Erhéhung der Vor- und Nachlast durch den Frank- Starling
Mechanismus [37] zu einer temporaren Erhéhung der absoluten ventrikularen Auswurfleistung
fuhren, wobei die relative Auswurfleistung weiterhin vermindert bleibt. Dies bedeutet, dass das
prozentuale Schlagvolumen vermindert ist, das absolut ausgeworfene Volumen jedoch durch ein
erhdhtes enddiastolisches Volumen vorerst aufrechterhalten werden kann. Die anhaltende Druck-
und Volumenbelastung des Ventrikels fuhren jedoch zu einer erhéhten Wandspannung des

Ventrikels, was mit dem LaPlace- Gesetz beschrieben wird.

. P X Radiusr
2 x Wanddicke d
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T = Wandspannung

P= Transmuraler Druck

r = Radius des Ventrikels

d = Wanddicke des Ventrikels

Mit dieser Formel wird auch die Myokardhypertrophie als eine weitere, anfanglich
kompensatorische Konsequenz von erhohter Druck-Volumenbelastung und neurohumeraler
Aktivierung nach akutem Myokardinfarkt verstandlich. Dadurch, dass sich die Wanddicke d im
Nenner dieser Gleichung erhoht, kann die unvorteilhafte Wandspannung gesenkt werden. Durch
diese Kompensationsmechanismen kann eine Herzinsuffizienz jahrelang klinisch stumm
verlaufen (NYHA Stadium I) [38].

Langerfristige Folgen dieser anfanglich kompensatorischen Umbauvorgange kénnen jedoch
Veranderungen der elektrophysiologischen Eigenschaften des Myokards und damit eine erhdhte
Neigung zu Arrhythmien bis hin zum Kammerflimmern sein [38]. Des Weiteren resultiert eine
ausgepragte Myokardhypertrophie ab einem kritischen Herzgewicht von ca. 500 g in einem
Missverhaltnis von Energieversorgung und — bedarf, da die Koronararterien die stark vermehrte
Myokardmasse nicht mehr ausreichend versorgen konnen. Dies fuhrt wiederum zu einem
progressiven Untergang von Kardiomyozyten durch Apoptose, dadurch zu einer eingeschrankten
linksventrikularen Pumpfunktion, einer Ventrikeldilatation und letztendlich durch weitere
Umbauvorgange zu einer Myokardfibrose mit konsekutiver systolischer und diastolischer
Funktionsstorung [32, 33]. Dieser Zustand wird durch die dadurch ausgeldste
Sympathikusaktivierung und Aktivierung des RAAS mit folgender Volumenbelastung,
Nachlaststeigerung und Tachykardie weiter verschlechtert (siehe Abb. 3) [6, 38]. Gerat das
sensible System aus eingeschrankter Herzleistung und adaquaten Kompensationsmechanismen
also aus dem Gleichgewicht, mindet dies in einem Teufelskreis aus ,Koronarinsuffizienz* und
weiterer Aktivierung der sich mittlerweile nachteilig auswirkenden Anpassungsvorgange [6]. Dies
fuhrt zu einer progressiven Dekompensation des komplexen Systems mit parallelem
Voranschreiten der klinischen Manifestation der Herzinsuffizienz, was zu verminderter
Lebensqualitat, erhdhten Hospitalisierungsraten und vorzeitigem Tod, meist verursacht durch

Pumpversagen oder ventrikulare Herzrhythmusstérungen, fahrt [6].
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1.1.4 Klinisch angewandte Therapieoptionen der Herzinsuffizienz

Da bisher neben der allogenen Herztransplantation keine weitere etablierte kausale Therapie fir
die ischamische Kardiomyopathie existiert, wird die einhergehende Herzinsuffizienz
symptombezogen therapiert. Des Weiteren sollte sekundarprophylaktisch eine strenge
Einstellung der beeinflussbaren Risikofaktoren einer koronaren Herzerkrankung erfolgen. Im
Folgenden wird vor allem auf die Therapie der Herzinsuffizienz eingegangen, wobei zwischen
Lebensstil-Modifikationen, einer medikamentésen Stufentherapie und invasiven MalRnahmen

unterschieden wird.

Die Allgemeinmalinahmen bei primar systolischer Herzinsuffizienz basieren auf kaliumreicher,
kochsalzarmer Diat, der Reduktion von kardiovaskularen Risikofaktoren und einem kontrollierten,
sporttherapeutischen Trainingsprogramm. Bei dekompensierter Herzinsuffizienz sind kdrperliche

und seelische Entlastung bis hin zur Bettruhe angezeigt [39].

Der Erfolg der medikamentdsen Therapie der systolischen Herzinsuffizienz basiert vor allem auf
der Unterbindung der Signalkaskaden der beiden SchllUsselsysteme des ventrikularen
Remodelings, des RAAS bzw. des sympathischen, vegetativen Nervensystems mit ihren
Auswirkungen auf verschiedene Organsysteme [40, 41]. Die eingesetzten Medikamente werden
je nach New- York Heart Association (NYHA)-Stadium additiv gegeben, wobei Angiotensin-
Converting Enzym  (ACE)- Hemmer, Beta-Blocker und Aldosteronantagonisten
prognoseverbessernd wirken [42]. Nach aktueller Studienlage hat sich auch eine Kombination
aus Angiotensin Il- Rezeptor-1- (AT1)- Antagonisten und Neprilysin-Inhibitoren als
mortalitatsreduzierend gezeigt und sich sogar der Monotherapie mit ACE-Hemmern in den
Studienendpunkten  Hospitalisierungsdauer, = Progredienz  der  Herzinsuffizienz  und
kardiovaskulare Mortalitat als (iberlegen erwiesen. Trotz der signifikanten Uberlegenheit bleiben
vor einem breiten klinischen Einsatz dieses Medikaments dennoch noch etwaige
Sicherheitsaspekte bzgl. auftretender Hypotensionen und Bildung von vermehrten zerebralen
Beta-Amyloid Plaques abzuklaren [43]. Diuretika, AT1- Rezeptorantagonisten und Ir —Kanal
Inhibitoren wirken sich ohne nachgewiesen Vorteil hinsichtlich der Mortalitat dennoch gunstig auf

die herzinsuffizienzassoziierte Symptomatik aus.

Neben medikamentdser Therapie bestehen auch minimalinvasive Therapieoptionen, wie zum
Beispiel die Implantation eines Kardioverter- Defibrillators (ICD) oder einer kardialen
Resynchronisationstherapie (CRT) (Siehe Abb. 4). Die Indikation fir eine CRT besteht, wenn zu

einer systolischen Herzinsuffizienz (NYHA Stadium 1l — IV) mit EF < 35 % bei bestehendem
16



Sinusrhythmus eine Asynchronie der Ventrikel aufgrund eines kompletten Linksschenkelblocks
hinzukommt (QRS > 130 ms). Mittels biventrikularen Schrittmachersystemen kann der Ablauf der
Vorhof- und Ventrikelkontraktion sehr prazise stimuliert und aufeinander abgestimmt werden, was
zur Verbesserung von Prognose und Pumpleistung fihren kann [42]. Bei hochgradig
eingeschrankter linksventrikularer Pumpfunktion unter bestehender optimaler medikamentoser
Einstellung kann die Implantation eines ICD erwogen werden. Der ICD dient weniger der
Verbesserung klinischer Parameter, als vielmehr der Primar- bzw. der Sekundarprophylaxe von
ventrikularen Tachyarrhythmien, wie z.B. Kammerflimmern und dem damit einhergehenden
plotzlichen Herztod. Durch eine primarprophylaktische Implantation eines ICDs kann die
Gesamtletalitat von herzinsuffizienten Patienten im fortgeschrittenen Stadium (NYHA II- 1lI, EF <
35 %) signifikant gesenkt werden [44]. Im medikamentds therapierefraktaren NYHA Stadium IV
ist eine ICD-Implantation aufgrund der hohen Wahrscheinlichkeit des Versterbens infolge von
Pumpversagen nicht empfohlen. Hier sollte die Indikation fur die Implantation eines CRT
Systems, eines ventrikularen assist devices bzw. fur eine Herztransplantation gepruft werden
[42].
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therapy
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1.2 Stammzelltherapie nach Myokardinfarkt

In den vergangenen Jahren wurden mit dem Ziel einer kausalen Therapie des Myokardinfarktes
mehrere praklinische Forschungsansatze auf dem Gebiet der Stammzellforschung und
regenerativen Medizin entwickelt. Dabei werden sowohl die verschiedenen Formen von Stamm-
und Progenitorzellen mit ihrem potentiellen Nutzen fur die Therapie des Myokardinfarktes und der
ischamischen Kardiomyopathie als auch verschiedene Applikationswege untersucht, um unter

translationalem Aspekt die optimale Darreichungsform zu entwickeln.

1.2.1 Stammzelltypen

Grundsatzlich sind Stammzellen Zellen mit keiner bis geringer Differenzierung. Es werden
embryonale, fetale sowie adulte Stammzellen unterschieden. Eine weitere Einteilungsmadglichkeit
ist das Differenzierungspotential, wobei das Spektrum Toti-, Pluri-, Mutli- und Oligopotenz enthalt.
Ein Beispiel flr eine totipotente Stammzelle ist die Zygote. Aus ihr entsteht nicht nur der gesamte
Embryo, sondern auch extraembryonales Gewebe, wie z.B. das Amnion oder die Plazenta. Als
pluripotente Stammzellen bezeichnet man Zellen mit der Fahigkeit, sich in alle potentiellen
Gewebetypen der drei Keimblatter, also Ekto-, Meso-, und Endoderm zu differenzieren -
beispielsweise embryonale Stammzellen. Multipotente Stammzellen kdnnen sich in mehr als eine
Zelllinie differenzieren, jedoch nicht in Zelltypen aller drei Keimblatter. Ihnen werden auch adulte
Stammzellen zugeordnet. Diese finden sich bereits bei Sauglingen und dienen als
Regenerationsgrundlage fur Bindegewebe und Organe. Sie differenzieren sie sich zu Zelltypen

des Gewebes, in dem sie vorzufinden sind [45].

Seit der ersten Isolierung pluripotenter Stammzellen aus humanen Embryonen im Jahr 1998 [46]
wurden in die Stammzellforschung groRe Hoffnungen hinsichtlich Entwicklung innovativer
Therapieansatze fir bisher unheilbar chronische Krankheiten, wie beispielsweise Blindheit,
Rackenmarksverletzungen, Diabetes Mellitus Typ | oder auch die ischamische Kardiomyopathie
gesetzt [47]. Durch ihr nahezu unbegrenztes Potential, sich in vitro in undifferenziertem Zustand
bei bestandigem Karyotyp zu teilen [48], stellen sie in der Theorie ein nahezu unerschdpfliches
Zellreservoir dar, das beispielsweise fir Gewebeersatzverfahren (,Tissue Engineering“) genutzt
werden konnte. Das Prinzip dieses Verfahrens ist die Generierung von beispielsweise
Herzgewebe in vitro, um dieses gegebenenfalls bei Infarktgeschehen mit konsekutivem

Untergang von Myokard zum Ersatz des zugrunde gegangenen Gewebes zu nutzen [49].
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Der Einsatz embryonaler Stammzellen in der Kardiologie ist aufgrund massiver
Therapienebenwirkungen bisher auf tierexperimentelle Studien begrenzt [50]. Ein grol3es
Problem stellt die hohe Entartungstendenz embryonaler Stammzellen dar und infolgedessen die
Entstehung von Teratomen. Teratome sind benigne Tumoren aus Gewebe aller drei Keimblatter
[51-53]. Des Weiteren gibt es auch Hinweise auf ein karzinogenes Potential der embryonalen
Stammzellen. Beispielsweise haben Zellen des embryonalen Karzinoms und der Teratosarkome
Oberflachenmarker wie Oct4 und Nanog mit den embryonalen Stammzellen gemein, wodurch

eine potentielle Kanzerogenitat embryonaler Stammzellen méglich erscheint [54-56].

Hinsichtlich einer in vitro Differenzierung embryonaler Stammzellen zu Kardiomyozyten vor
Applikation in das geschadigte Myokard mangelt es aktuell an ausreichend prazisen
Differenzierungsprotokollen und ausreichend selektiven Aufreinigungsverfahren [48]. Weitere
ungeldste Probleme stellen die immunologische Inkompabilitat [57] sowie die fehlende
funktionelle Integration der Zellen in das elektromechanische Gesamtsystem des Herzen dar [58].
Erstere basiert auf der Expression von major histocompatibility complex | (MHC I) Molekullen der
embryonalen Stammzellen, die bereits in geringen Differenzierungsstadien exprimiert werden
und mit weiterer Reifung in ihrer Expression zunehmen [57, 59]. Unter translationalem Aspekt
wlrde dies in der klinischen Anwendung eine Immunsuppression erfordern, um eine
AbstoRungsreaktion der embryonalen Stammzellen zu verhindern. Schlussendlich sind neben
oben aufgefuhrten biologischen Problemen noch die medizinethischen Bedenken zu nennen, die
eine breite Anwendung embryonaler Stammzellen in Forschung und therapeutischem Einsatz mit

sich bringen wirde.

2006 publizierten Takahashi und Yamanaka erstmals Daten zu induzierten pluripotenten
Stammzellen [60]. Uber vektorielle Einbringung der vier Schliisseltranskriptionsfaktoren, Oct4,
Sox2, KlIf4 und c-Myc gelang es, murine somatische Zellen, wie beispielsweise Fibroblasten, zu
dedifferenzieren und zu reprogrammieren, wodurch diese anfanglich unipotenten Zellen zu
pluripotenten Zellen wurden. Ein Jahr spater gelang dies auch erstmals flir humane Zellen [61].
Jedoch konnten mehrere Studien zeigen, dass das Reprogrammieren der Zellen zu genomischen
Instabilitdten und Anomalitaten fuhrt, welche einen betrachtlichen Anteil an bekannten
kanzerogenen Genloci beinhalten [62-64]. Auch bei den eingebrachten ,Pluripotenzfaktoren®
handelt es sich um potentiell karzinogene Faktoren [55, 65]. Ein weiterer Punkt ist, dass als
Vektoren meist dem HI-Virus verwandte Retro- und Lentiviren benutzt werden, wobei das von
ihnen ausgehende Risiko fur den Empfangerorganismus noch nicht abzusehen ist [66]. In kUrzlich

erschienenen Publikationen zeigen induzierte pluripotente Stammzellen jedoch breite
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Anwendung im Bereich der ,organs-on-a-chip® bzw. ,hearts-on a-chip“ Modelle. Mit dieser
Methode konnen Organmodelle hergestellt werden, welche durch ihre Besiedelung mit aus
induzierten pluripotenten Stammzellen gewonnenen, organspezifischen Zelltypen sowie
Mikrofluiden und anderen physikalischen  Gegebenheiten, wie Mechanik oder
elektrophysiologischer Erregung ein organtypisches, physiologisches Mikromilieu erzeugen und
somit eine wichtige Grundlage fur weitere Forschung und personalisierte Medizin schaffen [49,
67, 68].

Zusammenfassend zeigt die praklinische Anwendung humaner, embryonaler und induzierter
pluripotenter Stammzellen bereits grol3en Erfolg und ein aullerordentliches Potenzial, die
regenerative Medizin grundlegend zu verandern, obgleich flr eine endguiltige Etablierung in der
klinisch- therapeutischen Anwendung noch weitreichende wissenschaftliche Anstrengungen

notwendig sein werden.

1.2.2 Adulte Stammzellen

Als adulte Stammzellen werden Zellen bezeichnet, die sich im Gegensatz zu embryonalen
Stammzellen durch Multipotenz auszeichnen, was bedeutet, dass sie sich nicht mehr zu Gewebe
aus allen drei Keimblattern differenzieren konnen, sondern eine deutliche Einschrankung
bezlglich ihrer Selbsterneuerung und ihrem Differenzierungspotential besitzen und nur Zelllinien
aus einem Keimblatt bilden kdnnen [69]. Im Gegensatz zu pluripotenten Stammzellen finden
adulte Stammzellen aufgrund ihres geringen Risikos zur Teratombildung, ihrer einfachen
Gewinnung aus Knochenmark oder Blut und ihrer ethischen Unbedenklichkeit bereits Anwendung

im klinischen Alltag.

Mesenchymale und hamatopoetische adulte Stammzellen finden sich in groRem Mal3e in rotemf
Knochenmark. Jedoch existieren auch organspezifische adulte Stammzellen, welche fir die
Homdostase von Zellab- und aufbau entscheidend sind. Selbst im Herzen, dem lange die
Fahigkeit zur Zellerneuerung ganzlich abgesprochen wurde, konnten organspezifische,
multipotente Stammzellen nachgewiesen werden. Diese Zellen werden als CD34-/CD45-/c-kit+,
CD34-/CD45-/Sca-1+, lin-/c-kit+ oder lin-/Sca-1+ charakterisiert [70]. Jedoch flhren diese
residenten kardialen Stammzellen bei Infarktigeschehen oder anderweitig zu Grunde
gegangenem Myokard nach heutigem Kenntnisstand zu keinem nennenswerten regenerativen
Effekt. Dies ist wohl hauptsachlich der Tatsache geschuldet, dass ihre Anzahl
physiologischerweise zu gering ist, um einen relevanten Zelluntergang durch Zellerneuerung zu
kompensieren [71, 72].
21



Dagegen wurden in praklinischen Therapieansatzen die positiven Effekte von in das
postischamische Myokard eingewanderter adulter Stammzellen bezuglich der Infarktgrof3e, des
endsystolischen Volumens, der linksventrikuldren Ejektionsfraktion und des Uberlebens nach
Myokardinfarkt bereits gezeigt [73, 74]. In klinischen Studien konnten diese positiven Effekte
jedoch nicht immer reproduziert werden [75-80]. Welche Mechanismen praklinisch zu diesem
therapeutischen Effekt fUhren, konnte bisher nicht abschlielend geklart werden. Eine mdgliche
Transdifferenzierung oder Zellfusion eingewanderter adulter Stammzellen zu bzw. mit
Kardiomyozyten wird kontrovers diskutiert [77, 81-84]. Die glnstigen parakrinen Effekte der
eingewanderten adulten Stammzellen bieten hierfir einen, dem allgemeinen Konsens
entsprechenden Erklarungsansatz (Siehe Abb. 5) [84-86].
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Abbildung 5: Parakrine Effekte adulter Stammzellen im ischamisch geschéadigten Herz modifiziert nach [85]

1.2.2.1 Therapeutische Ansatze am ischamisch geschadigten Herzen

Grundsatzlich bestehen zwei verschiedene Mdglichkeiten fur den Einsatz adulter Stammzellen, -
die exogene Applikation sowie die endogene Mobilisierung aus dem Knochenmark durch die
Verabreichung von Medikamenten. Bei der exogenen Zufuhr von Stammzellen haben sich in
frGhen klinischen Studien insbesondere transvaskulare und intramyokardiale Applikationsformen
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etabliert. Die peripher- vendse Gabe sowie die direkte Injektion in den Sinus coronarius sind
hinsichtlich der Menge und zielgenauen Anreicherung der Stammzellen der intrakoronaren
Injektion unterlegen [87]. Bei letzterer bedarf es allerdings einer transienten Okklusion der
Koronararterie mittels Ballonkatheter, um eine lokalisierte Anreicherung der Stammzellen ohne
frUhzeitiges Auswaschen durch den Blutstrom zu ermdglichen [88]. Dieser vorrubergehende
Verschluss kann jedoch zu einer Schadigung des Endothels fihren und sich somit nachteilig
auswirken [89]. Des Weiteren ist der therapeutische Erfolg stark von der Expression von
Homingfaktoren abhangig, welche die Einwanderung der applizierten Stammzellen ins Gewebe
vermitteln [90]. Der Vorteil von epi- bzw. katheterbasierter endokardialer Injektion ist die direkte
Anreicherung der Zellen im interstitiellen Raum des Infarktigewebes ohne Notwendigkeit einer

vorherigen Transmigration und Einwanderung in das geschadigte Gewebe [88].

Die hohe Invasivitat der Applikation, die erforderlichen aufwandigen in- vitro
Aufreinigungsverfahren sowie die bisher nicht eindeutig belegte therapeutische Wirkung [91-93]
verleihen der exogenen Zufuhr von Stammzellen bisher ein unginstiges Nutzen- Risikoprofil,
weshalb bisher nicht von einer breiten klinischen Anwendung in absehbarer Zukunft auszugehen

ist.

Im Gegensatz dazu ist die endogene Mobilisierung der Stammzellen aus dem Knochenmark ins
periphere Blut eine schonendere Methode, die rein medikamentds erfolgen kann. Das gangige
Praparat hierfur ist G-CSF (granulocyte- colony stimulating factor), ein Zytokin, das aufgrund
seiner proliferationsférdernden und mobilisierenden Wirkung auf hamatopoetische Stammzellen
im Knochenmark im Rahmen der Blutstammzellspende bereits seit vielen Jahren breite klinische
Anwendung findet [94]. Durch die Induktion von Metalloproteasen, Kathepsin G und Elastase,
welche maldgeblich am Abbau der zellfixierenden Anker beteiligt sind, werden hamatopoetische
Vorlauferzellen vermehrt aus ihren Stammzellnischen im Knochenmark in das periphere Blut
freigesetzt [95]. Obwohl auch direkte anti-apoptotische und neoangionetische Effekte von G-CSF
uber den Jak/Stat- Signalweg nach hypoxischer Schadigung des Myokards belegt sind, zeigte
eine G-CSF Monotherapie in Patienten nach akutem Myokardinfarkt keinen therapeutischen
Nutzen [96, 97]. Ein Grund hierfir kénnte unter anderem die Bedeutung der SDF-1a / CXCR-4
Achse fiur die Freisetzung hamatopoetischer Stammzellen aus dem Knochenmark und deren
Homing in das Infarktareal sein.
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1.2.2.2 Bedeutung der SDF-1a /CXCR-4 Achse und das Konzept der dualen

Stammzelltherapie

SDF- 1a (stromal cell-derived factor 1) ist ein Chemokin, welches gemeinsam mit seinem
Rezeptor CXCR-4 eine grundlegende Rolle in der embryonalen Organogenese [98] und der
Rekonvaleszenz von ischamisch geschadigtem Gewebe spielt [99]. Die durch einen
Myokardinfarkt ausgeldste Gewebeischamie fuhrt auf molekularer Ebene zu einer Hochregulation
von HIF- 1 (Hypoxie induzierter Faktor) in Endothelzellen, welcher konsekutiv die Expression von
SDF-1a und seine Freisetzung ins periphere Blut induziert. Diese Steigerung ist dabei direkt
proportional zur Reduktion des Sauerstoffgehalts im betreffenden Gewebe [99]. Sobald SDF- 1a
Uber das Blut das Knochenmark erreicht, fiihrt es zu Anderungen im dortigen Milieu, zum Beispiel
zur Induktion der Metalloprotease MMP 2/9, von CD26, Elastase und Cathepsin G. Diese
Veranderungen fihren wiederum zu vermehrter Proliferation von Stammzellen, zu einer erhdhten
Expression von CXCR-4 Rezeptoren auf selbigen sowie zu einem lokalen Abbau von SDF- 1a
(Siehe Abb. 6). Durch den erniedrigten Gehalt des Chemokins im Knochenmark bei gleichzeitig
erhdhter Expression im ischamischen Gewebe entsteht ein Konzentrationsgradient, welchem die
freigesetzten Stammzellen folgen [100]. Am Zielort angekommen, fuhrt die SDF- 1a Expression
auf den Endothelzellen zu vermehrter Adhasion, Migration und vermehrtem Homing von CXCR-

4* Stammzellen.
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Abbildung 6: Physiologischer Ablauf des SDF- 1a induzierten Stammzellhomings nach Ischdamie modifiziert
nach [100]

SDF- 1a unterliegt physiologischerweise dem kontinuierlichen Abbau durch die DPP- IV
(Dipeptidylpeptidase IV / CD26), einer membrangebundenen extrazellularen Peptidase, welche
noch viele weitere Chemokine, wie zum Beispiel CCL5, CCL10, CCL11, CCL22, GLP (glucagon-
like-peptide) und Neuropeptid Y, inaktiviert [101, 102]. Seitdem es im Marz 2007 in Europa als
erste Substanz der DPP IV- Inhibitoren zur klinischen Therapie zugelassen wurde, findet

Sitagliptin in der Therapie des Diabetes mellitus Typ Il Anwendung [103] [102].

Durch die Reduktion des Abbaus von SDF-1a mittels einer Inhibition der DPP-IV ist Sitagliptin
einer der beiden entscheidenden Bausteine des dieser Arbeit zugrundeliegenden
Therapiekonzeptes der ,Dualen Stammzelltherapie® [73, 104]. Das zweite Medikament der
dualen Stammzelltherapie ist G-CSF. Das Zusammenspiel dieser beiden Medikamente optimiert
die bestehende physiologische Reaktion auf Ischamie (siehe Abb. 6) an zwei entscheidenden
Stellen: Durch Sitagliptin wird der chemotaktisch essentielle Konzentrationsgradient von SDF- 1a
in Richtung des ischamischen Myokards stabilisiert, wodurch die durch G-CSF verstarkt
freigesetzten adulten Stammzellen aus dem Knochenmark verbessert in das ischamische
Zielgewebe einwandern kénnen (Siehe Abb. 7). Da beide angewandten Medikamente bereits im

klinischen Alltag eingesetzt werden, ist die duale Stammzelltherapie auch in translationaler
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Hinsicht attraktiv. Praklinisch konnten positive Effekte auf die Infarktgrof3e, die kardiale Funktion

und das Uberleben nach akutem Myokardinfarkt nachgewiesen werden [73].

Mobilisierung von Knochenmarksstammzellen =",
in peripheren Blutkreislauf '
direkte kardiale Effekte: & .
J- Apoptose von a*
2 * aa
. Kardiomyozyten )
% S
C Myokardiales Homing
, von CD34°CD45*
Stammzellen

Spaltung des KP-
Dipeptids von SOF-1a

[~

-~ B A colh durch DPP- IV
Uber_IEben T b 3 . Inhibition von DPP- IV
Kardiale Funktion T
Remodeling J direkte \Q, =
Neovaskularisation T Stimulierung der G — Sitagliptin
Kardiomyozyten

Spaltung von aktivem,
myokardialem SDF-1
(1-68) wird inhibiert

Abbildung 7: Prinzip der dualen Stammzelltherapie modifiziert nach [105]

1.3 Nuklearkardiologische Bildgebung

Die Nuklearkardiologie stellt viele Methoden zur nichtinvasiven Erfassung verschiedener
Parameter der Herzfunktion bereit. Aufgrund der Mdoglichkeit einer Darstellung funktioneller
Stoffwechselvorgange erganzt die nuklearmedizinische Bildgebung die bestehenden,
hauptsachlich morphologisch gepragten Maoglichkeiten im Hinblick auf Diagnosestellung,
Therapieplanung und -kontrolle. Breiten klinischen Einsatz finden hierbei v.a. die Single-Photon-
Emissions- Computertomographie (SPECT) zur Evaluation der kardialen Perfusion sowie die
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) zur myokardialen Vitalitatsdiagnostik. Des Weiteren
existieren Mdglichkeiten zur direkten Darstellung von nekrotischem Gewebe, der kardialen
Pumpfunktion sowie die Abbildung der autonomen Innervation des Herzens [106, 107]. Auch
hinsichtlich der klinischen und wirtschaftlichen Kosten-Nutzen-Relation werden die
prognostischen Aussagen, die die nuklearkardiologische Diagnostik im Vorfeld von invasiven

Therapien erlaubt, immer relevanter. Sowohl die Ubertherapie von Patienten, als auch die
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Durchfuhrung teurer Interventionen ohne klinischen Nutzen, konnen hierdurch nachhaltig
verhindert werden [108, 109].

1.3.1 Diagnostik in der Klinik

Es existieren zum einen vielfaltige Indikationen fur den Einsatz nuklearkardiologischer Verfahren,
zum anderen stehen auch verschiedene Methoden zur Auswahl. Im Folgenden werden
insbesondere diese beleuchtet, welche in Zusammenhang mit dem Themenkreis ischamischer
Kardiomyopathie und Myokardinfarkt stehen. Hierbei sind vor allem 2zwei Klinische
Ausgangspositionen relevant: Die Primardiagnostik bei Verdacht auf eine stenosierende koronare
Herzerkrankung (KHK) sowie die weiterfUhrende Diagnostik zur Risikostratifizierung und
Therapieplanung bei bekannter KHK. Dabei sind die Parameter Myokardperfusion,

Myokardyvitalitat und linksventrikuldre Pumpfunktion von grundlegendem Interesse [106].

Fir die Beurteilung der Myokardperfusion stehen zwei nuklearmedizinische Verfahren zur
Verfugung, SPECT und PET. Der ideale Tracer fir diese Untersuchung sollte sich proportional
zum Blutfluss im Myokard verteilen, schnell aus dem Blut extrahiert werden kénnen und bis zum
Ende der Messung stabil im Myokard verbleiben [107]. Mitte der siebziger Jahre hat die
Entdeckung von Thallium-201 zum ersten Mal die Darstellung der myokardialen Perfusion mittels
SPECT ermdglicht, jedoch birgt dieser Tracer durch hohe Strahlenbelastung und eingeschrankte
Bildqualitat einige Nachteile, die seinen klinischen Einsatz limitieren [110]. Erst die Einfuhrung
von ®"Technetium (Tc) gelabelten Perfusionstracern, wie ®°™Tc-Sestamibi und *°™Tc-Tetrofosmin,
ermoglichte Aufnahmen mit hoherer Bildqualitat und, aufgrund der Halbwertszeit des
Technetiums von 6 Stunden, geringerer Strahlenbelastung fur Patienten und Personal [111].
Sestamibi und Tetrofosmin sind lipophile Tragersubstanzen, welche schnell durch
Plasmamembranen diffundieren. Sestamibi reichert sich v.a. in intakten Mitochondrien von
lebenden Zellen an, wahrend Tetrofosmin nur teilweise in Mitochondrien akkumuliert [112].
Aufgrund dieser Eigenschaft kbnnen primare Perfusionstracer auch zur Beurteilung der Vitalitat
von Myokard herangezogen werden [113]. Durch die breite Verfigbarkeit von SPECT-y-Kameras
und die Moglichkeit °™Tc mittels eines Generators vor Ort zu gewinnen, ist die
Myokardszintigrafie eine kostenglnstige Methode, die fur die Diagnostik von ischamischen
Herzerkrankungen gut etabliert ist und breit angewendet wird [114]. Die gated SPECT, eine EKG-
getriggerte SPECT Aufnahme, bietet zusatzliche Informationen wie linksventrikulare
Pumpfunktion, Wandbewegungsstérungen und absolute Ventrikelvolumina, welche alle innerhalb

einer Messung akquiriert und zueinander korreliert werden kdénnen [115].
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Neben dieser ,additional information for free” kdnnen die Patienten anhand der Kombination
dieser Messwerte im Sinne einer Risikostratifizierung in Gruppen, wie z.B. hohes, mittleres und
niedriges Risiko fur Herztod und nichttédlichen Myokardinfarkt eingeordnet werden. Dabei zeigte
sich die poststress Ejektionsfraktion (EF) als bester Pradiktor fir Herztod, wahrend sich flr
nichttodliche Myokardinfarkte die quantitative, reversible Ischamielastbestimmung am besten
eignet [116]. Diese Eingruppierung hat neben der prognostischen Aussagekraft [116] auch
Einfluss auf Therapieentscheidungen. Dabei konnte gezeigt werden, dass Patienten in der hohen
und mittleren Risikogruppe von invasiver Revaskularisation profitieren [117], wahrend Patienten
mit niedrigem Risiko fur Herztod, jedoch bestehendem Risiko fur ein kardiales ischamisches

Ereignis, potentiell eher von medikamentdser Therapie profitieren [118].

Ein weiterer Ansatz fur die Messung der Myokardperfusion ist die Positronen- Emissions-
Tomographie (PET). Sie birgt die Vorteile von besserer ortlicher Auflosung und hoherer
Sensitivitat [119, 120]. Des Weiteren erlaubt die PET in Gegensatz zu den semiquantitativen
Auswertungen der SPECT- Aufnahmen eine absolute Quantifizierung des myokardialen
Blutflusses wahrend Ruhe- bzw. Stressaufnahmen und somit die Bestimmung der koronaren
Flussreserve [113]. Die klinisch etablierten PET- Tracer fiir Perfusionsmessungen sind '3NHs,
H2"°0 und 82Rb [121, 122]. Erstere erfordern fiir inre Herstellung jedoch ein Zyklotron, weswegen
sie nuklearmedizinischen Zentren mit dementsprechend angegliederten Einheiten vorbehalten
sind. #Rubidium kann mit einem - wenn auch kostspieligen - 8Rb- Generator aus dem
Mutternuklid #Strontium hergestellt werden. Es verhalt sich in vivo analog zu Kalium und besitzt
eine Halbwertszeit von 75 Sekunden [123]. Diese kurze Halbwertszeit macht serielle Messungen
in Ruhe und unter Stress innerhalb eines Scans mdglich. Wie auch in der SPECT gibt es bei PET-
Aufnahmen die Mdglichkeit der EKG- Triggerung und der Erstellung ,gegateter Aufnahmen. Die
Zusammenschau von  morphologisch  funktionellen  Daten, wie zum  Beispiel
Wandbewegungsstorungen, mit den Perfusionsmessungen erhoht wiederum die Sensitivitat und
die Spezifitat dieser Methode. Die Entwicklung eines neuen '8F gelabelten Perfusionstracers, '8F-
Flurpiridaz, der gerade in Phase- lll- Studien evaluiert wird, macht durch die breite Verfligbarkeit
und die langere HWZ von '8F den weitlaufigeren Einsatz der PET- Technik zur Messung von

myokardialer Perfusion in naher Zukunft sehr wahrscheinlich [124].

Obwohl auch mit Perfusionstracern die myokardiale Vitalitat beurteilt werden kann, ist die '8F-
Fluordesoxyglukose (FDG) PET der Goldstandard auf diesem Gebiet. Die radioaktiv markierte
Glukose wird uber GLUT-Transporter in die Kardiomyozyten aufgenommen und von dem Enzym

Hexokinase zu '8F-FDG-6-Phosphat metabolisiert. Dieses Molekll nimmt nicht weiter am
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Glukose Stoffwechsel teil, kann jedoch aufgrund seiner negativen Ladung die Zelle auch nicht
mehr verlassen. Konsekutiv kommt es zu einer Akkumulation des Radiopharmakons im
Kardiomyozyten. Da nur lebende Zellen einen relevanten Glukosemetabolismus besitzen, macht

dies '8F-FDG zum idealen Tracer flr Vitalitatsbestimmungen [125].

Eine wichtige Indikation fur die Anwendung nuklearkardiologischer Verfahren ist die Detektion
von hibernierendem Myokard, also Herzmuskelgewebe, welches schlecht bis nicht mehr
perfundiert ist, jedoch noch Glukosemetabolismus besitzt und deswegen als vital gilt (Siehe Abb.
8). Diese Zellen haben ihren Energieverbrauch von Funktions- auf Erhaltungsstoffwechsel
gedrosselt, was bedeutet, dass sie nicht mehr aktiv zur Kontraktion des Herzens beitragen. Die
Feststellung dieses Vitalitats- Perfusions-Mismatches kann jedoch fiir die Therapieplanung und
Indikationsstellung von Revaskularisationsmalinahmen, wie einer Bypass Operation oder einer
Koronarintervention, sehr wichtige Informationen liefern, da Gewebe im Bereich des Mismatches
nach wiederhergestellter Perfusion grundsatzlich dazu fahig ist, seine Funktionalitat wieder zu
erlangen. Es hat sich gezeigt, dass vorangehende Perfusions-Vitalitats-Untersuchungen mittels
PET Patientenkollektive selektionieren konnen, die von einer invasiven Therapie hinsichtlich
postoperativem Langzeitiberleben [126, 127] und klinischem Outcome, gemessen anhand eines
Fragebogens zum funktionellen Status des Patienten, profitieren, wobei letzteres proportional zur
Grolle des gemessenen Mismatches ist [128]. Ungeklart ist bisher die minimal erforderliche
Grole des Mismatches, bei der RevaskularisationsmaRnahmen prognostisch sinnvoll
erscheinen. Di Carli et al. konnten in einer Studie verbessertes Outcome bei einem Mismatch von

mindestens 5 % zeigen [129], wahrend anderweitig 7% angegeben werden [130].
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Abbildung 8: Perfusions- Vitalitatsmismatch der Hinterwand des linken Ventrikels in der PET/SPECT

Von links nach rechts: 1. Spalte: Vitalitat (Tracer: '8F- FDG), 2. Spalte: Ruheperfusion (Tracer: 9mTc-
Tetrofosmin) 3. Spalte oben: Polartomogramm Ruheperfusion 3.Spalte Mitte: Polartomogramm Mismatch in %, 3.
Spalte unten: Myokardnarbe in % ; Polartomogramm: 2- dimensionale Darstellung der Tracerverteilung im
linksventrikuldren Myokard [131]

Die Moglichkeit, Stoffwechselprozesse und Funktionalitat mit einer einzigen Untersuchungsentitat
zu erheben und miteinander zu korrelieren, macht nuklearkardiologische Bildgebung zu einem
wichtigen diagnostischen Baustein. Auch serielle Messungen, also intraindividuelle
Verlaufsuntersuchungen mit geringer Intra- bzw. Interoperatorvariabilitat, sind im klinischen Alltag
von hoher Bedeutung [132]. Periinterventionelle Risikostratifizierung und die Moglichkeit einer
Vorhersage des prognostischen Nutzens invasiver Eingriffe sind hinsichtlich deren
Indikationsstellung von groRem Wert. Wahrend die Vermeidung unnétiger invasiver Eingriffe
naturlich primar dem Wohle des Patienten dient, sind langerfristig auch die positiven

okonomischen Auswirkungen auf das Gesundheitswesen von Bedeutung.

1.3.2 Anwendung in der praklinischen Forschung

Myokardinfarkt, ischamische Herzkrankheit und die oft damit einhergehende Herzinsuffizienz
stellen, wie unter Punkt 1 bereits ausgefuihrt, die Haupttodesursache in westlichen Nationen dar.

Mit der steigenden Anzahl von neuen experimentellen Therapieansatzen steigt auch der Bedarf
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an innovativen Methoden, um die Effektivitat und Auswirkungen dieser Therapien zu messen, zu

Uberwachen und zu evaluieren.

Bevor neue Medikamente in klinischen Studien angewandt werden kdnnen, muss bisher ihre
sichere Anwendung und ihr Nutzen erst in vivo im Tiermodell gezeigt werden. Viele praklinische
Therapien werden deswegen in einem Kleintiermodell der Maus getestet, da dies Vorteile wie
geringe Haltungskosten und eine hohe Bandbreite an etablierten Krankheitsmodellen vereint
[133]. Nicht invasive nuklearmedizinische Bildgebung mit speziell flr Kleintiere entwickelten
Scannern ist in zweierlei Hinsicht sehr vorteilhaft, zum einen sind serielle Messungen und damit
intraindividuelle Verlaufsbeobachtungen moglich und zum anderen ist der Weg von der
experimentellen zur klinischen Anwendung nicht sehr weit, da ahnliche Bildgebungsverfahren

bereits im klinischen Alltag angewandt werden [121].

1.4 Fragestellung der Arbeit

Die Stammzellforschung auf dem Gebiet der adulten Progenitorzellen bietet aussichtsreiche
Mdglichkeiten, innovative Behandlungsmethoden fir die ischamisch bedingte Kardiomyopathie
und Herzinsuffizienz hervorzubringen. In diesem Kontext entwickelte unsere kardiologische
Kooperations-Arbeitsgruppe das therapeutische Konzept der ,dualen Stammzelltherapie® [73,
104, 105]. Das Problem der bisherigen praklinischen Forschung war jedoch unter anderem, dass
die Methoden zur Validierung der Effekte vieler neuartiger Therapien zu invasiv und daher im
Kleintiermodell letal waren und deshalb keine seriellen Untersuchungen am selben Tier

ermdglichten.

Das Ziel dieser Arbeit bestand deshalb darin, die Vitalitatsdiagnostik mittels '8F-FDG PET durch
Erstellen eines alters-, rassen- und geschlechtsgematchten gesunden Normkollektives fur Mause
zu optimieren, anhand einer Referenzgruppe ,Infarkt zu validieren und sie zum seriellen
Monitoring der Effekte der ,dualen Stammzelltherapie® in Anwendung zu bringen. Hinsichtlich

dieser drei Hauptziele ergaben sich folgende Arbeitshypothesen.

1. Der mittels '8F-FDG PET bestimmte Stoffwechseldefekt der Referenzgruppe ,Infarkt

korreliert mit der histologisch bestimmten InfarktgrofRe.

2. Inflammation und Remodelingvorgange nach Myokardinfarkt im nicht ischamischen
Myokard koénnen mittels '8F-FDG- PET gemessen werden und zeigen ohne

therapeutischen Einfluss einen spezifischen Verlauf.
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. Die kombinierte Gabe von G-CSF und Sitagliptin nach kardialer Ischamie hat einen

positiven Effekt auf die Entwicklung der InfarktgroRe im Verlauf.

. Die duale Stammzelltherapie zeigt einen positiven Effekt auf die Entzindungsaktivitat und

das kardiale Remodeling nach akutem Myokardinfarkt im Verlauf.

. Auch globale funktionelle kardiale Parameter werden von der Therapie glnstig beeinflusst.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 LAD- Ligation

Bezeichnung Bezugsquelle

Braunol B Braun, Melsungen

Tupfer MaiMed GmbH, Neuenkirchen

Durapore 1,25¢m x 9,1 m 3M Healthcare, Neuss

Veet Enthaarungscreme Reckitt Benckiser, Slough, Vereinigtes
Konigreich

Bepanthen Augensalbe Bayer, Leverkusen

Dreieckige Saugtupfer, unsteril (SUGI) Kettenbach Medical, Eschenburg

Chirurgisches Nahtmaterial (Ethibond, Ethicon, Norderstedt

Prolene)

Chirurgisches Operationsbesteck Allgaier Instrumente GmbH, Tuttlingen

OP- Mikroskop Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar

Mouse- Ventilator Minivent 845 + Tubus Hugo Sachs Elektronik, March- Hugstetten

Temperaturkotrolimodul FMI Féhr Medical Instruments, Seeheim-
Jugenheim

Warmeplatte mit Rektalkatheter TKM- 0902 = FMI Féhr Medical Instruments, Seeheim-
Jugenheim

Schutzhandschuhe, unsteril Sempercare by Sempermed, Wien,
Osterreich

2.1.2 Micro PET Messung

Bezeichnung Bezugsquelle

Krankenunterlage mit Zellstoffflocken Hartmann AG, Heidenheim

Tupfer MaiMed GmbH, Neuenkirchen

Durapore 1,25cm x 9,1 m 3M, Healthcare, Neuss

Lupenleuchte Luxo LFM 101 Luxo , Oslo, Norwegen

Warmeplatte Beurer GmbH, Ulm

Isotone Kochsalzlésung Fresenius Kabi, Bad Homburg

Katheter:

Schlauch Smiths Medical International Ltd, Hythe,
Kent, UK

Microlance Einmal- Injektionskanilen 30 BD, Heidelberg

Gauge

Inveon Dedicated PET, Preclinical Solutions Siemens Healthcare Molecular Imaging,
Knoxville, TN

Inveon Acquisition Workplace Siemens Medical Solutions, Knoxville, TN

Inveon Research Workplace Siemens Medical Solutions, Knoxville, TN

Nadelhalter F.S.T., Heidelberg

Sekundenkleber UHU, Bihl/ Baden
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Einmalspritze, 1 ml
EKG Triggerung: BioVet

QPS/QGS 2012

2.1.3 Histologie

Bezeichnung
Formalin (Formaldehyd 4 %)

Mehrzweckgefal® mit Schnappdeckel
Mikrotom
Objekttrager

Morphomat, computerassistiertes,
automatisiertes Stereologiesystem:
- Systemmikroskop
- Videokamera
- Tischsteuerung

- Rechner
- Flachbildschirm

Software, Stereologieauswertung

Ausgielstation

Wasserbad
Warmeschrank
Xylol

Ethanol 70 %
Ethanol 96 %
Ethanol 100 %
Deckglaschen
Histokitt

Eosin
Hamatoxylin
Masson
Trichrom
Giemsa

2.1.4 Durchflusszytometrie

Eppendorf Cups 1,5 /2 ml
Zentrifuge Multifuge 3 L-R
Zentrifuge EBA 12R

isotone Natriumchloridlésung

Braun, Melsungen

M2M Imaging, Cleveland, USA; Spin
Systems Pty Ltd., USA

Cedars- Sinai Medical Center, Los Angeles,
CA, USA

Bezugsquelle
Roth, Karlsruhe

Greiner Bio One, Frickenhausen
HM 315, Microm, Walldorf

76 x 26 mm, Starfrost, Engelbrecht,
Ederminde, Nr. 11250

- Olympus BX 41, Tokio, Japan
- Olympus DP 72, Tokio, Japan
- M-SC-DT-3-Tischsteuerung,
Marzhauser
Wetzlar GmbH & Co. KG, Wetzlar
K & R Computersysteme, Miinchen
HP LP 2065 20“-LCD-Monitor, Palo Alto,
USA
- VIS-Visiopharm Integrator
SystemTM Version 3.4.1.0 with
newCASTTM software, Visiopharm
A/S, Denmark
TBS 88 Paraffin Embedding System, Medite
GmbH, Burgdorf
Daglef Platz, Wankendorf
Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
SAV LP, Flintsbach a. Inn
Bundesmonopol- verwaltung fur
Branntwein, Offenbach a. Main

Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &
Co. KG, Sondheim/Rhon

BD Pharmingen, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg
Heraeus Holding, Hanau
Hettich, Bach, Schweiz
B Braun, Melsungen
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PBS (Phosphate Buffered Saline)
BSA (bovine serum albumin)
FACS-R&6hrchen 5 mi

BD Falcon Cell Strainer 70 pl
Vortex-Genie 2
Zentrifugenréhrchen 15 ml

Invitrogen, Carlsbad, USA

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, NUmbrecht

BD Biosciences, Bedford, USA
Scientific Industries, Bohemia, USA
Techno Plastic Products, Trasadingen,
Schweiz

2.1.5 Medikamente, Antikorper und Tracer

Bezeichnung
Ketamin-Hydrochlorid, Ketamin Inresa 10

ml (50mg/1ml)

Xylazin-Hydrochlorid, Rompun 2%
Injektionslésung (20mg/1ml)
Midazolam-Hydrochlorid, Midazolam
ratiopharm 15mg/3ml Injektionslésung
Fentanyl , Fentanyl 0,05mg/ml
Injektionslosung
Medetomidin-Hydrochlorid, Dorbene vet
1mg/1ml

G-CSF (Filmgastrim) ( 300 mg / 0,5 ml)
Fertigspritzen

Sitagliptin, Januvia 100mg (Filmtabletten
zum Einnehmen)

Sitagliptinfutter 2550 mg Sitagliptin/ 1 kg
Futter

Temgesic Ampullen, 0,3 mg
Injektionslosung

BF-FDG

Isofluran

Naloxon-Hydrochlorid, Naloxon Inresa
0,4mg/ml

Atipamezol-Hydrochlorid, Antisedan
5mg/1ml,

Flumazenil, Delta Select: Flumazenil
0,1mg/1ml

F4/80-PerCP, CD206-PE, Gr-1-PE

2.1.6 Versuchstiere, Tierhaltung

Bezugsquelle
Inresa Arzneimittel, Freiburg im Breisgau

Bayer, Leverkusen

Ratiopharm, Ulm

Janssen, Beerse, Belgien

Pfizer Deutschland GmbH, Berlin
Hexal, Holzkirchen

Merck Sharp & Dohme Ltd. / MSD,
Hoddesdon, UK

Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest
Reckitt Benckiser Healthcare, Hull, UK
PET Net GmbH, Erlangen- Tennenlohe
AbbVie Deutschland GmbH und CoKG,
Ludwigshafen

Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg im
Breisgau

Pfizer Deutschland GmbH, Berlin

AlleMan Pharma GmbH, Pfullingen

BD Pharmingen, Heidelberg

Alle Versuche wurden mit mannlichen C57/BI6 Mausen (Charles River AG, Sulzfeld)

durchgefuhrt. Es wurden 2-4 Mause pro Kafig mit pelletiertem Standardfutter und Wasser ad

libitum gehalten. Die Einstreu, welche aus Holzspanen bestand, wurde taglich ausgetauscht. Des
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Weiteren wurden die Mause einmal pro Woche in frische, autoklavierte Kafige umgesetzt. Der
zirkadiane Rhythmus der Mause wurde durch Tageslichtlampen reguliert und einem 12-stiindigen
Tages- und Nachtrhythmus unterworfen. Die Raumtemperatur betrug konstant 24°C, die
Luftfeuchtigkeit 50%.

Die Versuche wurden ordnungsgemal’ nach den Vorschriften der aktuellen Tierschutzverordnung
durchgefuhrt. Die Arbeiten an dem Projekt wurden von der Regierung von Oberbayern in den
Tierschutzantragen (Gz. 55.2-1-54-2532-45-13, Gz. 55.2-1-54-2532-40-12 sowie Gz.55.2-1-54-
2532.3-41-10) genehmigt.

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsaufbau Normkollektiv, Referenzgruppe Infarkt und Therapiegruppe duale

Stammzelltherapie

-~
-

1. PET Scan 2. PET Scan 3. PET Scan
Alter 10 Wochen Alter 14 Wochen Alter 18 Wochen

Abbildung 9: Versuchsaufbau Normkollektiv

Fur die Erstellung des Normkollektives wurde von 10 Wochen alten, gesunden, mannlichen
Mausen der Rasse C57/BI6 ein '8F- FDG-PET Scan erstellt, welcher zweimal im Abstand von vier
Wochen wiederholt wurde (Siehe Abb. 9).

Tag 1. 2
Tag-1 Tag 0 Tag 3 p. OP Tag 14 p.OP Tag 30 p.OP
Baseline LAD- Ligation 1. PET-Scan/ 2. PET- Scan 3. PET- Scan/ Entnahme
PET- Scan Entnahme Histologie Histologie

Abbildung 10: Versuchsaufbau Referenzgruppe Infarkt

Bevor an Tag ,0“ die operative Induktion eines akuten Myokardinfarkts in der Gruppe

.Referenzgruppe Infarkt” erfolgte, wurde am Vortag ein Baseline PET Scan an den Mausen
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durchgefuhrt (siehe Abb. 10). Der 1. postoperative PET- Scan an infarzierten Mausen fand am 3.
postoperativen Tag statt. Bei zwei der drei Versuchsgruppen (siehe Tabelle 1) erfolgte direkt im
Anschluss eine Organentnahme flr die Anfertigung histologischer Myokardschnitte. An den
Tieren der Ubrigen Gruppe wurden an Tag 14 und 30 post OP erneute serielle PET-Scans
durchgefuhrt und nach der letzten Untersuchung an Tag 30 dann das Herz fur die histologische

Untersuchung entnommen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Versuchsgruppen Referenzgruppe Infarkt

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Alter 10 Wochen 11 Wochen 18 Wochen
Baselinescan Ja Ja Ja
1. PET Scan:3 Tage p. OP Ja Ja Ja
2. PET Scan: 14 Tage p. OP Ja Nein Nein
3 PET Scan: 30 Tage p. OP Ja Nein Nein
Histologie 3. Tag p. OP Nein Ja Ja
Histologie 30 Tag p. OP Ja Nein Nein
— >
Tag 1‘ 3. 3. |4. >
TAG 0 Tag 6 p.OP Tag 30 p.OP
LAD_Ll.gat.on N 1. PET Scan 2. PET Scan
.P

Abbildung 11: Versuchsaufbau duale Stammzelltherapie

Die grundlegende Voraussetzung fur die Durchfihrung der Versuchsreihe ,duale

Stammzelltherapie® (siehe Abb. 11) war auch hier die operative Induzierung eines
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Myokardinfarktes an Tag 0. Nach der Operation wurde je nach Behandlungsgruppe die duale
Stammzelltherapie (G-CSF i.p. und Sitagliptin p.o.) oder das Placebopraparat (NaCl i.p. und
Placebo p.o.) bis zum 5. postoperativen Tag verabreicht. Nach Abschluss der medikamentdsen
Behandlung wurde am 6. postoperativen Tag der 1. PET Scan durchgefuhrt. Weiterhin wurde an
Tag 30 eine erneute PET- Untersuchung durchgefuhrt, um den Langzeit-Effekt der Therapie

innerhalb desselben Kollektivs Uberprufen zu kdnnen.

2.2.2 Mausmodell

2.2.21 Ligatur der Left anterior descending artery (LAD)

Durch die intraperitoneale Injektion von 150 pl MMF (0,5 ml Medetomidin (Pfizer: Domitor
1mg/1ml); 1 ml Midazolam (Midazolam ratiopharm 15mg/3ml Injektionslésung); 1 ml Fentanyl
(Janssen: Fentanyl 0,06mg/ml) wurde die Narkose eingeleitet, welche nach ca. 15 Minuten zur
gewunschten chirurgischen Toleranz fuhrte. Vor Beginn der Operation wurde die ausreichende
Narkosetiefe durch das Ausldosen des Zwischenzehenreflexes Uberprift. Um die Maus fur die
Operation zu lagern, wurden alle vier Extremitaten mit Leukoplaststreifen auf einer
Korpertemperatur-gesteuerten Warmeplatte fixiert und der Oberkiefer mit einem Gummiband
befestigt. Das Austrocknen der Augen wurde durch das Auftragen von Augensalbe verhindert.
Anschliel3end wurde die Haut vom Kinn kaudal ca. 1 cm eroffnet und die direkt subkutan gelegene
Glandula mandibularis stumpf mobilisiert, um die Trachea darzustellen. Der Unterkiefer wurde mit
einer Pinzette vorsichtig angehoben, wodurch der Tubus (Metallkantile, 19 Gauche) anschlief3end
unter Sicht auf die Trachea in dieser platziert werden konnte. Die Maus wurde wahrend der
gesamten Operation mit einem Atemzugvolumen von 200 ul und einer Atemfrequenz von 150/
min beatmet. Nach erfolgreicher Intubation wurde direkt ein Wundverschluss mittels fortlaufender
Naht (5,0 Ethibond) durchgefuhrt. Die Regulation der Warmeplatte erfolgte mittels einer rektal
eingefuhrten Sonde, sodass die Korpertemperatur der Maus wahrend der gesamten Operation
konstant auf ca. 37 ° C gehalten werden konnte, was ein Auskuhlen wahrend der Operationszeit

verhinderte.

Als nachste Schritte erfolgten eine Haarentfernung im Bereich der spateren Thorakotomie mittels
Enthaarungscreme sowie eine Desinfektion des Operationsfeldes mittels Jodlésung. Ein 1 cm
langer Hautschnitt auf Héhe des 2. Interkostalraums fihrte zur Sicht auf die Pectoralismuskulatur
und den tiefer gelegenen Musculus rectus thoracis, welche schichtweise auf selber Hohe

durchtrennt wurden. Die Eroffnung des 2. Interkostalraums erfolgte mit einer Mikroschere unter
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besonderer Vorsicht und Schonung der Arteria mammaria sinistra. Um bessere Sicht auf den
linken Ventrikel zu erhalten, wurden die 2. und 3. Rippe mit Faden (5.0 Ethibond) umstochen und
nach kranial bzw. kaudal aufgespannt. Das Perikard wurde stumpf eréffnet woraufhin sich das
schlagende Herz mit Sicht auf die LAD darstellte. Nun wurde mit einem 8,0 Prolene Faden die
LAD intramyokardial ca. 1 mm kaudal des linken Herzohres umstochen und ligiert. Das direkte
Abblassen des Myokardareals distal des Ligationspunktes infolge der unterbrochenen
Blutversorgung stellte eine zuverlassige Erfolgskontrolle fir eine gelungene Ligatur dar.
Daraufhin wurden die Haltefaden entfernt und der Thorax mit einer Einzelknopfnaht luftdicht
verschlossen, um einen Pneumothorax nach Extubation zu verhindern. Nachdem die Muskeln
Schicht fur Schicht fortlaufend vernaht wurden, stellte der Verschluss der Haut mit anschlieRender
Desinfektion das Ende der Operation dar. Ca. 20 Minuten vor der nun folgenden Antagonisierung
der Narkose mittels 200 yl ANF (100 pl i.p. und 100 ul s.c.; 0,5 ml Atipamezol (Pfizer: Antisedan
5mg/1ml) 0,5 ml Flumazenil (Delta Select: Flumazenil 0,1mg/1ml) 3 ml Naloxon (Inresa: Naloxon
0,4mg/1ml) wurden im Vorfeld wahrend der laufenden Operation 50 pl Buprenorphin s.c.
appliziert, um eine ausreichende postoperative Analgesie der Maus zu gewahrleisten. Bei wieder
auslésbarerem Zwischenzehenreflex war eine Narkosetiefe erreicht, bei der die Maus gefahrlos
extubiert werden konnte. Die Gesamtdauer der Operation betrug ca. 40 Minuten. Postoperativ

wurden die Mause durch eine Infrarot Warmelampe vor dem Auskihlen geschutzt.

2.2.2.2 Applikation der dualen Stammzelltherapie und Schmerztherapie

Nach Durchfuhrung der LAD- Ligation wurde noch vor Antagonisierung der Narkose mittels ANF
die Schmerztherapie mit Buprenorphin i.p. (0,05-0,1 mg/kgkG) begonnen, welche dreimal taglich
bis zum 5. postoperativen Tag verabreicht wurde. Auch die Applikation der dualen
Stammzelltherapie wurde am Tag der Infarktinduzierung begonnen. G-CSF wurde unmittelbar
postoperativ i.p. (100 ug/kgKG) verabreicht, wobei die Behandlung taglich bis Tag 5 post OP
weitergefuhrt wurde. Sitagliptin wurde in Form von Futterpellets (500 mg/ kg) 6 Tage lang bis zum
5. postoperativen Tag kontinuierlich zur Verfliigung gestellt. Da die Mause postoperativ zu einer
etwas reduzierten Nahrungsaufnahme neigen, war in vorbereitenden Untersuchungen die
Sitagliptinblutkonzentration von gesunden und ligierten Mausen jeweils bis Tag 5 post OP
bestimmt und die Sitagliptinkonzentration der angebotenen Futterpellets im Anschluss
entsprechend gewahlt worden. Des Weiteren wurde evaluiert, ob die aufgenommene Menge
Sitagliptin eine ausreichende Inhibition der DPP-IV-Aktivitat im Blutserum bewirkt. Es konnte
gezeigt werden, dass mit der gewahlten Sitagliptin- Dosierung von 500 mg/kg der Grad der DPP-

IV Inhibition mit der von CD26/ DPP- IV Knockout Mausen vergleichbar ist [73].
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2.2.3 Histologie

2.2.3.1 Histologische Bestimmung der InfarktgroRe

22311 Organentnahme

Um die Organe zu entnehmen, wurden die Mause erst mit Isofluoran 4% tief narkotisiert und
anschlielend per zervikaler Dislokation getotet. Das Abdomen wurde kaudal des Diaphragmas
eroffnet, um von dort aus die Rippenbdgen 2 cm lateral des Sternums zu durchtrennen und die
ventrale Thoraxwand aufzuklappen. Das Herz wurde am Gefallstamm abgesetzt und
entnommen. AnschlieBend wurden die Herzohren entfernt. Um noch im Herzen befindliche
Blutkoagel weitestgehend zu entfernen, wurde das entnommene Herz mit 10 ml 0,9 % NaCl-
Ldsung sowie anschlieend mit 5 ml Formaldehyd durch die Aorta bzw. den Truncus pulmonalis
gespult. Daraufhin erfolgte die Konservierung in 4 % gepuffertem Formaldehyd; nach 24 Stunden

wurden die Herzen in 70 % Ethanol umgebettet.
2.2.31.2 Aufbereitung fiir die histologische Auswertung

Die Herzen wurden gewogen und Uber Nacht in flissiges Paraffin eingelegt. Beim Lamellieren
der Organe wurden, je nach Lange der Herzen, 5 bis 6 Transversalschnitte von apikal nach basal
angefertigt. Die Dicke der Scheiben betrug ca. 2 mm. Anschliel3end wurden sie in Paraffinblocke
eingebettet und mit dem Mikrotom 4 um dicke Schnitte angefertigt, welche auf Objekttrager
gezogen wurden. Fur die Darstellung der -durch den Infarkt induzierten- morphologischen
Veranderung des kardialen Gewebes wurden je nach Zeitpunkt der postoperativen Entnahme
entweder eine Giemsa (an Tag 3 post OP), oder eine Masson- Trichrom- Farbung (an Tag 30 post
OP) der Schnitte angefertigt. Von allen Proben wurde zudem eine Hamatoxylin-Eosin- Farbung

erstellt.
2.2.31.3 Morphometrie

Die Morphometrie als Methode zur Infarktgrof3enbestimmung stitzt sich auf das Prinzip der
Bestimmung von Volumendichten nach Delesse. Durch das Auszahlen von Punkten, die mittels
eines Punkterasters Uber das auszuwertende Gesichtsfeld gelegt wurden, entsteht ein relatives
Verhaltnis der Punkte, die jeweils die zu bestimmenden Kompartimente des Organs treffen. Dabei
entspricht das Punkteverhaltnis bzw. die Punktedichte (Pp) der Kompartimente zueinander ihrem

Volumenverhaltnis bzw. ihrer Volumendichte (Vv) zueinander [134], [135].
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Pp =VV

Fur die Bestimmung der Infarktgro3en waren drei Volumenverhaltnisse notig:

Vv (Infarkt/ Herz)
Vv (Infarkt/Myokard)

V'V (Myokard/Herz)

Die Bestandteile der Kompartimente wurden wie folgt definiert:

Volumen Herz : Endokard, Myokard, Epikard, Gefalde
Volumen wyokard: Myokard

Volumen infarkt: Infarkt

Um eine ausreichende Genauigkeit der Auszahlung zu erreichen, wurde die Anzahl der

bendtigten Punkte pro Organ durch das Weibel Nomogramm bestimmt [134].

Die anschlieliende Auswertung erfolgte mit dem Morphomaten (Herstellerangaben siehe 2.1.3)
bzw. dem Programm Visiopharm (VIS-Visiopharm Integrator SystemTM Version 3.4.1.0 with
newCASTTM software, Visiopharm A/S). Durch das Erstellen einer Region of interest (ROI) wurde
die auszuwertenden Flachen des Objekttragers festgelegt. Danach wurde die vorher im Weibel
Nomogramm bestimmte Anzahl der bendtigten Punkte pro Objekttrager auf die vom Computer
berechnete Anzahl der Gesichtsfelder angepasst, was in diesem Fall ein Punkteraster von 10 x
10 Punkten und 100 % ausgewertete Flache fur Masson Trichrom Farbungen sowie 75%
ausgewertete Flache fur Giemsa Farbung bedeutete. Pro Objekttrager ergab dies flir Masson
Trichrom gefarbte Herzen 1403 +/- 110 und fur Giemsa gefarbte Herzen 1116 +/- 170 Punkte. Bei
den Herzen, die nur zu 75 % ausgezahlt wurden, wurden die auszuwertenden Gesichtsfelder per

Zufallsprinzip vom Computer bestimmt (siehe Abb. 12).
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Abbildung 12: Beispielhafte Gesichtsfelder der histologischen InfarktgroBenauswertung; Links: Giemsa-
Farbung. Rechts: Masson-Trichrom-Féarbung; Kreuz mit gestrichelter Kreisumrandung ist im Infarktgebiet lokalisiert,

Kreuz mit normaler Kreisumrandung ist im gesunden Myokard lokalisiert

Um die relativen Volumenverhaltnisse in absolute Zahlenwerte umzurechnen ist die Bestimmung
des Herzvolumens notwendig. Mit der vom Archimedischen Prinzip abgeleiteten
Submersionsmethode nach Scherle [134] wurde die spezifische Dichte der Herzen bestimmit.

Dadurch konnte mit der bekannten Masse [m] der Organe ihr Volumen berechnet werden.

V="

p

V = Volumen [ cm3]

m = Masse der Herzen [ g ]

p= Spezifische Dichte der Herzen [g-cm™3]

Mit dem bekannten Volumen V konnte nun Uber die Volumenverhaltnisse VV (infarktHerz) und
VV(MyokardHerz) das absolute Volumen des Infarktes im Verhaltnis zum Volumen Herz bzw. das
absolute Volumen des Myokards berechnet werden. Mit V (myokard) konnte Uber Vv (nfarkt Myokard)

das absolute Volumen des Infarktes bezogen auf das Myokard berechnet werden.
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2.2.3.2 Histopathologischer Inflammationsscore

Die Proben wurden wie in Punkt 2.2.3.1.2 bereits beschrieben aufbereitet. Fir die histologische
Auswertung der Inflammationsaktivitat im nicht-infarzierten Myokard wurden von den Schnitten
Giemsa- Farbungen angefertigt, bevor ein semiquantitativer Inflammationsscore erstellt wurde.
Dieser beruhte auf dem Verhaltnis von Entzindungszellen zu Kardiomyozyten und wurde pro
Maus in jeweils 10 Gesichtsfeldern bestimmt. Hierbei bedeutete zum Beispiel ein
Entzindungsscore von zwei, dass doppelt so viele Entzindungszellen wie Kardiomyozyten in
dem ausgewerteten Gesichtsfeld vorhanden waren. Die Auswertung des Inflammationsscores

erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Pathologischen Institut der LMU Munchen.

2.2.4 Fluorescence activated cell sorting (FACS)

2.2.41 Prinzip des FACS

Das FACS ist eine Form der Durchflusszytometrie - einer Methode, um Zellen bezlglich ihrer

GrofRe, Granularitat und Oberflachenmarker zu unterscheiden und zu charakterisieren.

Die in Suspension befindlichen Zellen werden in eine Messkuvette gesaugt, die mit einer
Tragerflussigkeit gefullt ist, aufgrund welcher ein laminarer Hiullstrom entsteht. Durch die
Querschnittsverringerung der Messkuvette werden die beiden FlUussigkeiten beschleunigt, sodass
sich die suspendierten Zellen perlschnurartig aufreihen und anschliefend einzeln an einem
Laser, z.B. Argonlaser (488 nm), in der Messkammer vorbeigefuhrt werden. (Hydrostatische
Fokussierung). Dabei korreliert die Grofie der Zellen mit der Lichtbeugung, welche in der Achse
des einfallenden Lichts gemessen wird (forward scatter). Die Granularitat der Zellen, welche zum
Beispiel durch intrazellulare Vesikel oder die Grofde und Beschaffenheit des Zellkerns bestimmt
wird, ist proportional zur Lichtbrechung bzw. Reflexion, welche im 90° Winkel zur einfallenden
Lichtachse gemessen wird (sidewards scatter). Desweitern kann Fluoreszenz erfasst werden.
Diese geht entweder von der Zelle selbst aus, zum Beispiel bei transgenen GFP+ Zellen, oder
stammt von vorher hinzugeflgten Antikérpern. Bei letzterem wird die zu untersuchende
Zellsuspension mit einem Antikorper inkubiert, der an einen fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt
ist, wahrend seine Fab- Region spezifisch fur den zu untersuchenden Oberflachenmarker ist
(Schlissel- Schloss- Prinzip). Dies erlaubt eine quantitative Analyse von bestimmten
Zellpopulationen, welche anhand ihrer Oberflachenmarker beispielsweise aus der CD-
Klassifizierung (CD: Cluster of differentiation) charakterisiert werden. Die Elektronen der

Farbstoffmoleklle werden durch den Beschuss des Lasers kurzzeitig auf ein hoheres
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Energieniveau angeregt und emittieren bei der Ruckkehr auf ihr urspringliches Energieniveau
Photonen, welche mittels eines Photodetektors gemessen werden. Das so registrierte
Fluoreszenzlicht ist proportional zu den gebundenen Fluorochrommolekulen und dadurch auch
proportional zu der Anzahl der antikdrpermarkierten Oberflachenantigene. Die Farbstoffe Per-CP
(peridinin-chlorophyll-protein) und PE (Phycoerythrin), welche in diesem Projekt verwendet
wurden, haben alle ein ahnliches Absorptionsmaximum (485- 495 nm), jedoch ein jeweils
charakteristisches Emissionsmaximum, sodass die markierten Zellen trotz Kombination mehrerer
Farbstoffe innerhalb einer Messung voneinander unterschieden werden konnten. Technische
Grenzen werden hierbei durch die spektrale Uberlappung gesetzt, was eine Uberschneidung der

Emissionsspektren zweier Farbstoffe darstellt [136].

2.2.4.2 Entnahme und Aufbereitung der Untersuchungsmaterialien

Die Tiere wurden mit MMF narkotisiert, anschlieRend per zervikaler Dislokation getotet und das
Herz enthnommen. Blutrickstande in den Ventrikeln wurden durch Spulen mit physiologischer
NaCl Loésung entfernt. AnschlieRend wurde das Herz mit einem Skalpell in circa 1 mm grofRe
Stlcke zerkleinert und zusammen mit 6 ml 0,1 %iger Collagenaselésung bei 37°C 40 Minuten
lang in einem Brutschrank inkubiert, um eine weitgehend myozytenfreie Suspension zu erhalten
[137]. Daraufhin wurde die Herzldsung sorgfaltig resuspendiert und durch ein 70 ym Zellsieb
gefiltert. Diese Losung wurde in ein 15 ml Réhrchen Uberfihrt, mit Phosphate buffered saline
(PBS) auf 10 ml aufgefillt und bei 1200 rpm Uber 10 Minuten zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand abgekippt wurde, wurde das Pellet mit Phosphate bufferd saline- Bovine Serum
Albumin (PBS- BSA) auf 10 ml aufgefullt und erneut bei gleichbleibenden Parametern
zentrifugiert. Es schloss sich analog zu den vorrangehenden ein dritter Waschgang mit PBS an.
Daraufhin wurden je 100 ul der Probe in ein Eppendorf Cup gegeben und der jeweilige Antikorper
hinzugefugt, resuspendiert und bei Raumtemperatur 30 Minuten in Dunkelheit inkubiert. Nach
erneutem zweimaligen Waschen mit jeweils 500 pl PBS- BSA (Zentrifuge: Smin bei 2000 rpm,
Raumtemperatur) konnten die Proben in 500 pl PBS resuspendiert und in FACS- Roéhrchen
uberfuhrt und gemessen werden. Die Zellen wurden vor der eigentlichen Analyse bezuglich lhrer
Grolde und Granularitat vorselektioniert (gegated), um Zelldetritus oder avitale Zellen nicht in die

Auswertung mit einfliel3en zu lassen.
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2.24.3 Versuchsaufbau FACS

v

Tag 1. 2. 3. 4, 5. 6. p.oOP
Tag 0: Tag 6:
LAD- Ligation FACS der M1 (F4-

80+/Gr-1+) bzw. der M2
(F4-80+/CD206+)
Makrophagensubtypen

Abbildung 13: Versuchsaufbau FACS

Fir den FACS Versuch wurde an Tag 0 bei 2 Gruppen (therapiert vs. Placebo) mit jeweils 10
mannlichen 10 Wochen alten C57/BI6 Mausen ein Myokardinfarkt induziert. Daraufhin wurde in
der Therapiegruppe, wie unter Punkt 2.2.2.2 beschrieben, die duale Stammzelltherapie
verabreicht. An Tag sechs post OP wurde der FACS Versuch durchgefuhrt. In der Therapiegruppe
konnten n=9, in der Placebogruppe n= 7, Tiere eingeschlossen werden. Es wurden die Herzen
entnommen und aufbereitet. Von Interesse waren die proinflammatorischen (M1, F4-80+/Gr-1+)
bzw. antiinflammatorischen (M2, F4-80+/CD206+) Subtypen der Makrophagen im Herzen [138].

2.2.5 Positronen- Emissions- Tomographie (PET)

2.2.5.1 Prinzip der Positronen- Emissions- Tomographie

Die Positronen- Emissions- Tomographie ist eine Methode, die funktionelle Bildgebung
ermdglicht. Mittels intravendser Applikation radioaktiv markierter Molekule, sogenannter Tracer,
und deren spezifischer Anreicherung im Gewebe, kann ihr Anreicherungsmuster durch
strahlensensitive Detektoren dargestellt werden. Die Wahl des radioaktiven Tracers hangt von
der Fragestellung der Untersuchung ab, so wird beispielsweise fur die Vitalitatsdiagnostik des
Herzens '8F-Fluordesoxyglucose ('8F-FDG) eingesetzt, um die Stoffwechselaktivitat des
Myokards darzustellen, da FDG analog zu Glucose von Herzmuskelzellen aufgenommen wird.
Generell ist es fur diagnostische Zwecke unerlasslich, dass das verwendete Radionuklid zum
einen direkt oder indirekt durchdringende Strahlung erzeugt und zum anderen eine relativ kurze
Halbwertszeit hat. Diese beiden Eigenschaften vereinen sich in den bei der PET- Untersuchung

verwendeten Positronenstrahlern. Diese Tracer erzeugen indirekt Uber die emittierte
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Anihilationsstrahlung bei dem Aufeinandertreffen von Positron und Elektron y—Strahlung, welche
im Gegensatz zu den therapeutisch eingesetzten a- und (3-- Strahlern den Korper des Patienten

durchdringt und somit von den Detektoren des PET registriert werden kann [107] [139].

Bei der PET eingesetzte Radionuklide sind keine primaren y-Strahler. Die physikalische
Grundlage ihrer Radioaktivitat beruht auf einem Neutronendefizit im Kern des Radioisotops und
dem daraus resultierenden B*- Zerfall. Er wird durch die Umwandlung eines Protons in ein
Neutron unter Emission eines Positrons und eines Elektron-Neutrinos charakterisiert. Das
Elektron-Neutrino wird nicht weiter detektiert. Das Positron ist ein Antiteilchen mit den
Eigenschaften eines Elektrons, jedoch mit positiver Ladung. Auf seinem Weg durch Materie wird
das Positron durch verschiedene Prozesse abgebremst. Hat es genug kinetische Energie
verloren, so konnen sich Positron und Elektron bei einem Zusammenstol? zu einem Positronium
verbinden, welches unter Emission von Anhiliationsstrahlung vollstandig vernichtet wird (siehe
Abb. 14). Diese Vernichtungsstrahlung besteht aus zwei Photonen bzw. y- Quanten, die mit einer
Energie von je 511 keV annahernd diametral ausgesendet werden. Je nach Art des Radionuklids
wandert das Positron unterschiedlich weit durch das umliegende Gewebe, bevor es langsam
genug ist, sich mit dem Elektron zu verbinden. Je kirzer der Weg des Positrons, desto besser ist

die Ortsauflosung des spater entstehenden Bildes [139], [140].
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Reichweite B*- Zerfall eines Positronenstrahlers

Zuruckgelegter Weg des Positrons

Positronen- Elektronen Annihilation

Annéhernd
kollineare Photonen

Abbildung 14: Zerfall des Radionuklids und Entstehung der y- Quanten durch Annihilation modifiziert nach
[140]

Die aufgenommenen Signale werden in drei Arten von Ereignissen unterteilt. Gewilnschte, wahre
Koinzidenzereignisse (true coincidence event, siehe Abb. 15 links) und fehlerhafte Ereignisse,
wie zum Beispiel ein Zufallsereignis (random event, siehe Abb. 15 mittig) oder ein Streuereignis
(scatter event, siehe Abb. 15 rechts). Diese Fehlerquellen fihren dazu, dass den registrierten
Photonen eine falsche line of response (LOR, gestrichelte Linie mittig und rechts in Abb. 15)
zugeordnet wird und dadurch der Ursprung des radioaktiven Zerfalls falsch berechnet wird. Durch
gute Zeit- und Energieauflosung der Detektoren kdnnen diese Fehlerquellen jedoch verringert

werden.
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Abbildung 15: Verschiedene Typen von Koinzidenzereignissen axialer Schnitt durch Ringdetektor und Kérper;
wahres Koinzidenzereignis (links), Zufallsereignis (mittig) und Streuereignis (rechts) mit wahrer LOR (Pfeile) und
falsch berechneter LOR (gestrichelte Linie) modiziert nach [140]

Der Nachweis der emittierten Photonen gelingt durch Paardetektoren, welche ringférmig um die
Strahlungsquelle  angeordnet sind. Die Detektoren bestehen zum einen aus
Szintillationskristallen, zum anderen aus Photomultipliern. Erstere nehmen die Energie der
eintreffenden y- Quanten Uber den Photoeffekt auf. Hierbei 16st das ankommende Photon durch
vollstandige Ubertragung seiner Energie ein Elektron aus einer inneren Schale eines
Kristallatoms. Der freiwerdende Platz wird von einem Elektron aus einer aufleren Schale,
wiederum unter Emission eines Photons, besetzt. Dieses Photon ionisiert weitere Kristallatome,
welche ihrerseits wieder Photonen freisetzen. Diese Kristallphotonen sind im Bereich des
sichtbaren Spektrallichtes und werden von dem Photomultiplier aufgenommen und in ein
elektrisches Signal umgewandelt. Qualitatsmerkmale der Kristalle sind hierbei unter anderem
eine hohe Dichte und eine hohe effektive Kernladungszahl, eine hohe Lichtausbeute sowie eine
kurze Abkling- und Totzeit. Erstere erhohen die Sensitivitat des Kristalls, was bedeutet, dass
durch diese Eigenschaften die Wahrscheinlichkeit erhoht wird, dass ankommende Photonen mit
den Kristallatomen wechselwirken und damit registriert werden. Eine hohe Lichtausbeute
beschreibt den Umstand, dass pro eingehenden MeV y-Energie viele Photonen freigesetzt
werden. Diese Eigenschaft tragt maligeblich zu der Energieauflésung der Detektoren bei. Die
Abklingzeit ist die Zeitspanne, in der die Photoabsorption und Emission stattfinden. In diesem
Intervall kdnnen keine weiteren Ereignisse detektiert werden, was sich in der Totzeit aul3ert. Somit
fuhrt eine kurze Abklingzeit zu einer kurzen Totzeit. Dadurch wird es moglich, héhere Zahlraten
und damit mehr Aktivitat zu messen [141], [142].
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2.2.5.2 Akquisition, Korrektur und Bildrekonstruktion

Die Datenerfassung erfolgt in Form von Listmode- Dateien. Hier werden alle Ereignisse, z.B. die
Zerfalle, EKG-Triggersignale, laufend in einer Datei gespeichert. Durch eine Histogrammierung
dieser Daten werden dreidimensionale Sinogramme erstellt. Bevor eine Auswertung durchgefuhrt
werden kann, mussen die Sinogramme rekonstruiert werden. Der Vorteil der Listmode-
Datenerfassung besteht in der Moglichkeit der nachtraglichen Verarbeitung und Rekonstruktion

der akquirierten Daten in Abhangigkeit der Fragestellung (z.B. statisch oder getriggert).

Bei der statischen Rekonstruktion wird die Tracerverteilung im Korper uber die Zeit gemittelt und
in einem einzigen Bild dargestellt. Will man jedoch den zeitlichen Verlauf der Tracerverteilung im
Tier darstellen, mussen diese Daten dynamisch rekonstruiert werden, welche dann in einer
Bildsequenz dargestellt werden. Zur Visualisierung der Herzbewegung erfolgt die Rekonstruktion
der EKG-getriggerten Daten. Hierbei kann, wie z.B. in diesem Projekt, ein Herzzyklus in 16
Einheiten unterteilt werden. Bei einer mittleren Herzfrequenz von 500 Schlagen in der Minute
ergibt das eine Intervalldauer und somit eine zeitliche Auflésung des Herzschlages von 7,5 ms
[143, 144]. In diesen rekonstruierten Bildern werden die natlrlichen Bewegungsartefakte des
Herzens korrigiert [145]. Auf Basis dieser Aufnahmen kdnnen kardiale Funktionsparameter wie
die LVEF oder Volumina bestimmt werden [143].

An jede PET- Messung schlief3t sich eine Transmissionsmessung an. Diese dient der Erstellung
der Schwachungskarte (u-map) (siehe Abb. 16). Sie ist notwendig, da ein Teil der y-Quanten,
wahrend sie Gewebe passieren, aufgrund von Comptonstreuung und des Photoeffekts gestreut
werden und somit nicht von den Detektoren erfasst werden. Dies bedeutet, dass somit auch deren
Ursprung, die Zerfalle der Radionuklide, nicht registriert werden. Diese fehlenden Informationen
fuhren zu einer Verminderung der Bildqualitat und auch zu einer Verfalschung der Bildinformation.
Organe, in denen die Streuung weniger stark ist, scheinen ohne Schwachungskorrektur im
Verhaltnis zu anderen Organen, die eine starke Streuung der y- Quanten verursachen, mehr

Tracer anzureichern, obwohl dies nicht der Realitat entspricht (siehe Abb.16) [146].
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Abbildung 16: a: Ganzkérper PET- Aufnahme ohne Schwéchungskorrektur b: mit Schwéchungskorrektur
modifiziert nach [141]

Die Messung zur Schwachungskorrektur erfolgt mit langlebigen Positronenstrahlern, zum
Beispiel einer ’Co- Quelle. In modernen, klinisch eingesetzten PET/CT Scannern ist sie CT-
basiert. Es wird die Strahlungsintensitat mit und ohne Patient in den Ringdetektoren ermittelt und
mit diesen Daten der Schwachungskoeffizient berechnet. Mit Hilfe dieses Koeffizienten kann nun
die Abschwachung der y-Quanten bei der eigentlichen Emissionsmessung um den richtigen

Faktor korrigiert werden [146].

2.2.5.3 Vorbereitung und PET Messung

Die Messungen wurden mit einem Kleintier- PET (Inveon Dedicated PET, Preclinical Solutions,
Siemens) durchgefihrt. Die Mause wurden mit einem Isofluran 1,5 %- Sauerstoffgemisch Uber
eine nasoorale Maske beatmet und wahrend der gesamten Dauer der Tracerapplikation sowie
der PET- Messung narkotisiert. Es wurde bis unmittelbar vor Narkosebeginn Futter und
Flussigkeit zur Verfigung gestellt sowie die Korperkerntemperatur mittels einer Warmeplatte
wahrend des \Versuches konstant im physiologischen Bereich gehalten, um die

insulinbeeinflusste Traceraufnahme in die Zellen glnstig zu beeinflussen.
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Um das '®F -FDG intravends zu applizieren, wurde ein Katheter in eine der paarig ausgebildeten
lateralen Schwanzvenen gelegt. Das Legen des Katheters wurde durch vorherige GefalRdilatation
durch ein Warmwasserbad erleichtert. Durchschnittlich wurden 23 +/- 3 MBq in ca. 100 uL
verabreicht. Direkt im Anschluss wurde der Katheter mit 50 uL physiologischer NaCl —Lésung

gespult.

Um die EKG- Triggerung fur gegatete Aufnahmen zu ermdglichen (siehe 2.2.5.2) wurde je eine
Elektrode an den Vorderlaufen sowie an dem linken Hinterlauf angebracht. AuRerdem konnten
dadurch wahrend der gesamten Messung Herzrhythmus und Herzfrequenz erfasst und
uberwacht werden. Nach 30 Minuten Anreicherungszeit p.i. wurde der 15- minutige 3D list-mode
Scan gestartet, woraufhin unter Verwendung einer externen [¥” Co] —Quelle eine 7-min(tige
Transmissionsmessung flr die spatere Streuungs- und Schwachungskorrektur folgte. Die Mause
wurden nach erfolgter Messung in einen separierten Kafig gelegt, um aus der Narkose zu

erwachen. Im Anschluss wurden sie in ihre normalen Kafige zurlickgesetzt.

2.2.54 Auswertung

2.2.54.1 Rekonstruktion der Daten

Bevor die Daten ausgewertet werden konnten, wurden sie mit der Software ,Inveon Aquisition
Workplace® (Siemens medical solutions, Knoxville, TN) rekonstruiert, normalisiert und bezuglich
folgender Effekte korrigiert: Schwachung, zufallige Ereignisse (randoms), Totzeit (deadtime) und
Streuung (scatter). Die FDG List-mode Dateien wurden fur statische Bilder mittels eines OSEM
3D Algorithmus mit 4 Iterationen und einem MAP 3D Algorithmus mit 32 Iterationen rekonstruiert.
Die endgultigen Bilder bestanden aus einer 128 x 128 Matrix mit einem Zoom von 211 % sowie
einem Glattungsfaktor von = 0,15 [144].

Fir die Rekonstruktion der gegateten Aufnahmen wurde ein Herzzyklus in 16 gleiche Intervalle
(Bins) unterteilt. Die zeitliche Auflésung des PETs ist dementsprechend der Quotient aus der
durchschnittlichen Dauer eines Herzzyklus und 16 Intervallen und entspricht somit bei einer
durchschnittlichen murinen Herzfrequenz von 500 bpm ca. 7,5 ms. Jedes Einzelbild besteht
jeweils aus 128 x 128 x 159 Voxel mit einer GroRe von 0,4 mm x 0,4 mm x 0,8 mm. Die
volumetrische Auflésung betragt ca. 1,5 pL [147]. Um die Kleintierdaten mit einer Software fur
humanmedizinische Anwendungen (QPS 2012®, Cedars- Sinai Medical Center, Los Angeles,
CA, USA) auswerten zu kdnnen, wurde bei allen Bildern die Voxelzahl um den Faktor 10 in jeder

Dimension erhoht [148] [149].
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22542 Normkollektiv und InfarktgroBRenbestimmung

Um ein alters-, geschlechts-, und rassengematchtes Normkollektiv zu erstellen, wurde von acht
gesunden, mannlichen C57/BI6 Mausen im Alter von 10, 14 und 18 Wochen ein ®F-FDG PET

Scan erstellt.

Das Prinzip eines Normkollektivs beruht darauf, einen Referenzwert eines gesunden Kollektivs
fur die spater folgenden Auswertungen der FDG- PET Messungen zu hinterlegen. Dazu wurde
anhand oben genannter Messungen ein gemitteltes Polartomogramm (2- dimensionale Projektion
der Tracerverteilung) des gesamten linksventrikularen Myokards auf eine Kreisflache [150] durch
ein semiautomatisiertes Verfahren des QPS Algorithmus (QPS 2012®, Cedars- Sinai Medical
Center, Los Angeles, CA, USA) erstellt. [151, 152]. Die anschlieRend erhobenen QGS-
Datensatze der Referenzgruppe Infarkt wurden auf den Normkollektivdatensatz normalisiert. Dies
bedeutet, den absoluten Countunterschied zwischen gesundem Myokard der Referenzgruppe

Infarkt und dem Normkollektiv mittels Normalisierungsfaktor anzugleichen.

Zur InfarktgroRenbestimmung anhand der statisch rekonstruierten Bilder wurde fir jeden
Datensatz ein Polartomogramm (siehe Abb. 17 rechte Spalte) des linken Ventrikels erstellt.
Hierfir musste der linke Ventrikel manuell eingegrenzt und entsprechend der Herzachse
ausgerichtet werden. AnschlieRend wurden, wie bereits vorangehend fur Perfusionsdatensatze
beschrieben, mittels einer threshholdbasierten Methode (> 2,5 Standardabweichungen (SD)
gelten als Stoffwechseldefekt) Vitalitatsmismatche in Prozent der Oberflache des
linksventrikularen Myokards angegeben [144, 151, 153]. Die so gemessene Infarktgrofie
entspricht dem total metabolic defect in Prozent [%]. Mittels einer speziellen Erweiterung fur
QPS/QGS kdnnen auch PET Daten valide ausgewertet werden [154-156].
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Abbildung 17: Programmansicht der InfarktgroRenauswertung; Spalte rechts: Polartomogramm Oben:
InfarktgréoBenausdehnung Tag 6, Mitte: InfarktgréBenausdehnung Tag 30 Unten: Differenz- Polartomogramm

zwischen Tag 30 und Tag 6 Spalte links: Transversal- und Coronarschnitte auf verschiedenen Schnitthbhen
22543 Linksventrikulare Pumpfunktion

Die linksventrikulare Pumpfunktion wurde mit dem Programm QGS (QGS 2012 ®, Cedars Sinai
Medical Center,Los Angeles, USA) [156] ausgewertet, nachdem die gegated rekonstruierten
Bilder, wie in Punkt 2.2.5.4.1 beschrieben, fur die Auswertung aufbereitet worden waren. Hierflr
musste der linke Ventrikel bei jedem auszuwertenden Herzen manuell eingegrenzt, entsprechend
der Herzachse ausgerichtet sowie Herzspitze und -basis definiert werden. Auf Grundlage dieser
manuellen Bestimmungen konnte von dem Programm die Herzkontur errechnet werden, welche
anschlie3end visuell nochmals kontrolliert und ggf. erneut angepasst wurde. Die Ejektionsfraktion
(LVEF) wird von QGS automatisch Uber einen Volumen-basierten Ansatz gemessen. Dabei wird
die linksventrikulare Herzhdhle als das Gebiet definiert, welches von Endokard (inklusive
Herzklappe) umgeben ist und planar fir jeden Herzzyklus gemessen [156]. Aus der daraus
entstehenden Zeit-Volumen Kurve konnen endsystolisches sowie enddiastolisches LV- Volumen
abgelesen werden. Aus diesen Daten wird mittels folgender Formel: %LVEF = (EDV- ESV)/ EDV
x 100 die Ejektionsfraktion berechnet [152].
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2.2.54.4 Metabolisches Volumen des linken Ventrikels

Da mit einem '8F-FDG PET Scan funktionelle Stoffwechselprozesse gemessen werden,
beschreiben die auf Bildern dargestellten Strukturen primar keine morphologischen
Gegebenheiten, als vielmehr die Stoffwechselleistung des dargestellten Gewebes. Dennoch stellt
die Bestimmung des metabolischen Volumens eine Moglichkeit dar, indirekt morphologische
Veranderungen Uber die volumetrische Bestimmung metabolischer Veranderungen zu zeigen
[144].

Die Auswertung erfolgte mit der Software ,Inveon Research Workplace® (Siemens medical
solutions, Knoxville, TN). Es wurde eine kubische VOI (Volume of interest) um das Herz gelegt
und als VOlHerz-kubisch bezeichnet. Anhand einer threshholdbasierten Methode wurden zur
Berechnung des metabolischen Volumens 70 % der heilesten Voxel der kubischen VOI
herangezogen und VOluerzzo benannt (Siehe Abb. 18). Aufgrund der im Vergleich zum
umliegenden Gewebe hoheren Aktivitatsanreicherung im myokardstarken linken Ventrikel, war
auf diese Weise eine gute Myokarddelineation mdglich. Dadurch konnte das Zielvolumen,
Myokard des noch stoffwechselaktiven, also nicht nekrotischen linken Ventrikels, genau definiert
werden und von der Software der Zielparameter Volumen in [mm?3] berechnet werden. Samtliche
vom Programm erstellten VOlrerzzo wurden visuell auf eine optimale Myokarddelineation hin
kontrolliert. Fur den Fall, dass ungewunschtes, nicht zum Myokard des linken Ventrikel

gehorendes, Gewebe in die VOlHerzzo miteingeschlossen wurde, erfolgte eine manuelle Korrektur.
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Abbildung 18: Threshholdbasierte Erstellung einer VOI Koronare Ansicht der Maus links; Sagittale Ansicht rechts

Griines Quadrat: VOlyerz-kubisch; Rosa umrandete Flache: VOlyerz30

22545 Organspezifischer Traceruptake

Die Berechnung des organspezifischen Traceruptakes mit der Einheit % Injected Dose per gram
(%ID/g) dient grundsatzlich dem Zweck, die prozentuale Verteilung der insgesamt applizierten

Aktivitat auf bestimmte Zielgewebe- oder -organe zu bestimmen [157].
225451 Cardiac % ID/g

In diesem Projekt war vorrangig die cardiac %ID/g von Interesse. Zur Bestimmung der insgesamt
applizierten Aktivitat wurde eine VOlganzksmper um den kompletten Korper der Maus gelegt. Damit
konnte die insgesamt applizierte Aktivitat pro Volumen mit der Einheit [Bg/ml] und das Volumen

der VOlaanzksrer berechnet werden [mm3]. Dadurch konnte man die Injected Dose (ID) bestimmen

_ Aktivitét [Bq]
"~ Volumen [ml]

VOIGanzkérper X Volumen VOIGanzkérper [mm3x 103]
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Die angereicherte Aktivitat pro Milliliter des nicht- ischamischen Myokards des linken Ventrikels
wurde mit Hilfe der VOlrerzzo berechnet (siehe Punkt 2.2.5.4.4). Daraus ergibt sich fur die

Bestimmung der cardiac %ID/g folgende Formel:

Aktivitat [Bq]
cardiac %B — Volumen [ml]

g ID [Bqlx 1,0 [%]

VOIHerz 30

Die cardiac %ID/g bedeutet, dass die prozentualen Angaben pro g des Organgewebes gemacht
werden und nicht pro Organ. PET Daten werden grundsatzlich in Aktivitat/\Volumen angegeben
(siehe obige Formel), wird allerdings eine Organdichte von 1,0 g/ml angenommen, kénnen die
PET Werte direkt Ubernommen werden [158].

225452 Spleen % ID/g

Die % ID/g der Milz berechnete sich analog zu der unter Punkt 2.2.5.4.5.1 dargestellten Formel
fur die Cardiac %ID/g. Die VOlspieen Wurde manuell in dem Programm Inveon Research Workplace
(Siemens medical solutions, Knoxville, TN) erstellt. Dazu wurde in axialer Schnittbildgebung in
jedem Schnitt manuell eine Region of interest (ROI) tber die Milz gelegt, welche anschliel3end
zu einer VOI zusammengefasst wurden. Daraufhin wurde analog zu der VOlHerz30 €in Threshhold
von 70 % angelegt, um umliegendes diskret anreicherndes Gewebe aus- und lediglich
Milzgewebe einzuschlieRen. Die daraus resultierende VOlspeen wurde fur die weiteren
Berechnungen herangezogen. Auch hier wurden manuelle Kontrollen der korrekten

Organabgrenzung und ggf. Korrektur dieser vorgenommen.
225453  Skeletal Muscle % ID/g

Des Weiteren wurde die %ID/g des Oberschenkels stellvertretend fur Skelettmuskelgewebe
berechnet, um zu Uberpriifen, ob gemessene Unterschiede des '®F-FDG- Traceruptakes im
Herzen an Tag 6 post OP lediglich auf therapiebedingte Veranderungen der zellularen
Glukoseaufnahme zurlickzufihren waren. Um die %ID/g fur den Skelettmuskel zu berechnen
wurde eine standardisierte VOI mit 22 uL in den linken Oberschenkel gelegt. Daraufhin konnte
analog zu der Formel der cardiac %ID/g unter Punkt 2.2.5.4.5.1 der Traceruptake fur

Skelettmuskel berechnet werden.
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2.3  Statistik

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert £ Standardabweichung angegeben. Bei normalverteilten
Daten wurde der gepaarte (verbundene Stichproben) bzw. der nicht-gepaarte T-Test
(unverbundene Stichproben) angewendet. Bei Gruppen mit nicht normalverteilten Daten wurden
der Wilcoxon-Rangsummentest oder der Mann- Whitney U Test verwendet. Unterschiede wurden
bei einem p- Wert < 0,05 als statistisch signifikant angesehen. Unter Annahme eines linearen
Zusammenhangs zwischen normalverteilten Daten wurden Korrelationen mit der Pearson
Korrelation (R) erstellt, welche ein dimensionsloses Mal fur einen linearen Zusammenhang
zweier Merkmale darstellt [159]. Die Korrelation wurde 2-seitig auf Signifikanz gepruft und ab
einem p < 0,05 als signifikant angesehen. Fir den Vergleich zweier Messmethoden wurde
auBerdem das Bland-Altman-Diagramm eingesetzt. Hierbei zeigt eine asymmetrische
Punkteverteilung Uber oder unter der Achse des Mittelwertes der y-Achsenwerte einen

systematischen Fehler der einen in Bezug auf die andere Messmethode [160].
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3. Ergebnisse

3.1 Normkollektiv

Es wurden 8 gesunde, mannliche C57/BI6 Mause im Alter von 10, 14 und 18 Wochen mittels '8F-
FDG-PET Scan gemessen. Zum einen wurden die Messungen dazu benutzt, ein gesundes
Referenzkollektiv fur die weiteren Auswertungen mittels QPS/QGS ® zu erstellen, zum anderen
wurde das metabolische Volumen des gesunden linken Ventrikels gemessen. Die Tiere zeigten
homogene Anreicherungsmuster. Die Daten konnten wie unter Punkt 2.2.5.4.2 beschrieben
gemittelt werden und als Referenz in Form eines Polartomogramms in dem Programm
QPS/QGS® hinterlegt werden.

Bezlglich des metabolischen Volumens konnten wir eine statistisch nicht signifikante
VergroRerung des linken Ventrikels im Alter zwischen 10 Wochen (200 + 23 pl) und 14 Wochen
(224 + 20 pl) zeigen (p= 0,12). Zwischen 10 und 18 (226 £ 12 pl) Wochen zeigte sich jedoch ein
statistisch signifikanter Unterschied (p= 0,01) (siehe Abb. 19).
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Abbildung 19: Verlauf metabolisches Volumen des ménnlichen C57/B16 Normkollektivs
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3.2 InfarktgroBe und metabolisches Volumen nach LAD-Ligation ohne therapeutische

Intervention im Verlauf

3.2.1 InfarktgroBenmessung mittels '8F-FDG-PET

Zur Validierung der InfarktgroRenmessung mittels QPS ® wurde eine Referenzgruppe Infarkt
ohne therapeutische Intervention erstellt, welche die nuklearmedizinische mit der histologischen
Methode zur Infarktauswertung verglich. Das Referenzkollektiv Infarkt war in 3 Gruppen zu je 7
mannlichen C57/BI6 Mausen im Alter von 10 (Gruppe 1), 11 (Gruppe 2) und 18 Wochen (Gruppe
3) eingeteilt. In Gruppe 1 zeigte sich an Tag 30 im PET eine durchschnittliche InfarktgroRe von
21+ 12% in der Histologie 12+ 6 % (p < 0,03, siehe Abb. 20). Fur die Gruppe 2 lie® sich an Tag
2/3 nuklearmedizinisch eine durchschnittliche Infarktgrofle von 38+14 % messen, in der
Histologie 26+ 10 % (p < 0,003, siehe Abb. 20). Auch in der Gruppe 3 wurden an Tag 2/3 die
InfarktgroRen via PET bzw. histologisch bestimmt; es ergaben sich fur die PET 41+ 5% bzw. far
die Histologie 27+ 7%. (p< 0,001, siehe Abb. 20) Die mittels zwei verschiedener Methoden
gemessenen InfarktgrélRen derselben Tiere unterscheiden sich in allen Gruppen statistisch

signifikant voneinander.
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Abbildung 20: Vergleich gemessener Infarktgr6Ben mittels PET (schwarz) bzw. Histologie (griin) mit n=7 je

Gruppe, es zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied
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Abbildung 21: Korrelation nach Pearson von nuklearmedizinisch bzw. histologisch gemessenen

InfarktgroBen an Tag 2/3 bzw. 30 p. Ml mit BestimmtheitsmaRB R?

Trotz signifikantem Unterschied beider Methoden in Bezug auf absolute Werte, zeigte sich eine
gute, lineare Korrelation, der histologisch und PET- tomographisch gemessenen InfarktgroRen.
Fir alle Tiere gepoolt ergibt sich aus dem Bestimmtheitsmaf R?= 0,83 der Korrelationskoeffizient
R =0,91. Da R positiv ist und zwischen 0,8 und 1,0 liegt, kann von einem positiven, sehr starken
linearen Zusammenhang dieser beiden Methoden gesprochen werden (p < 0,0005; siehe Abb.
21). Poolt und korreliert man die unterschiedlich gemessenen Infarktgré3en der Gruppen 2 und
3 miteinander erhalt man das BestimmtheitsmalR R?= 0,74 mit R= 0,86 (siehe Abb. 22; p <
0,0005). Fir die Gruppe 1 und die Korrelation an Tag 30 ergibt sich ein R?= 0,85 mit R= 0,92
(siehe Abb.23; p< 0,003).
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Abbildung 22: Korrelation nach Pearson von nuklearmedizinisch bzw. histologisch gemessenen
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Des Weiteren zeigte sich in einem Bland-Altmann-Plot innerhalb der Limits of agreement eine
systematische Bias mit Uberschatzung der InfarktgréBe durch die nuklearmedizinische Methode
im Vergleich zur histologisch bestimmten InfarktgroRe (n= 21,Limits of agreement: 25%, bzw. -
2%, Mittelwert (TMD-Vvinfarkt/Myokard): 12+ 7%, siehe Abb. 24).
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Abbildung 24: Bland-Altmann-Plot zum Vergleich der nukleramedizinischen und histologischen Methode zur
Messung der InfarktgroRe. Es kann eine systematische Uberschitzung der InfarktgréBe durch die MicroPET
gezeigt werden, n= 21, Obere und untere Linie: Limits of agreement, mittlere Linie: Mittelwert der Differenzen

aus total metabolic defect und Vv Infarkt/Myokard

3.2.2 Metabolisches Volumen nach LAD-Ligation des Referenzkollektivs Infarkt

Es wurde das metabolische Volumen des linken Ventrikels vor der LAD-Ligation (Baseline)
gemessen sowie am 3., am 14., und am 30. postoperativen Tag. Es werden die gepoolten Daten
von Gruppe 1 und Gruppe 2 dargestellt, da sich die metabolischen Volumina der beiden Gruppen

im Baselinescan nicht signifikant voneinander unterscheiden. (Gruppe 1: 176,9+ 15,4 pl, Gruppe
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2: 168,8+ 14,9 ul p= 0,33) Im postoperativen Verlauf fallt auf, dass das metabolische Volumen
am 3. postoperativen Tag (150,0 £ 14,1 ul; n=12) im Vergleich zum Baselinescan (172,86 + 15,64
MI; n=16) signifikant abfallt (p=0,013; siehe Abb. 25). Im Verlauf steigt das metabolische Volumen
zwischen Tag 3 post OP und Tag 14 post OP (196,01£19,92 pl n= 4) bzw. 30 post OP (208,30 +
19,20 pl n=7) signifikant an (p= 0,02 bzw. p= 0,000003). Zwischen Tag 30 und Tag 14 lasst sich

eine weitere tendenzielle VergroRerung feststellen, die jedoch nicht mehr signifikant ist.
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Abbildung 25: Baselinescan der gesunden Tiere mit postoperativem Verlauf des metabolischen Volumens

an Tag 3, 14 und 30 postoperativ (Gruppe 1 und 2 des Referenzgruppe Infarkt gepoolt)

3.2.3 Kardialer Traceruptake (Cardiac %ID/g)

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Anstieg des kardialen Traceruptakes der gesunden
Tiere im Baselinescan von 32,4 £ 3,7 %ID/g (n= 24) auf 50,2 + 5,9 %ID/g (n= 19) an Tag 3 nach
LAD- Ligation (p= 0,01). Zwischen Tag 3 und Tag 14 (39,4 + 3,2 %ID/g; n= 4) zeigte sich ein
statistisch signifikanter Abfall der cardiac %ID/g (p=0,046). Vergleicht man Tag 14 post OP mit
Tag 30 post OP (41,1 £ 5,7 %ID/g; n=7), so ist kein signifikanter Unterschied mehr feststellbar
(Siehe Abb. 26).
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Abbildung 26: Zeitlicher Verlauf der cardiac %ID/g der Referenzgruppe Infarkt am 3., 14. und 30. Tag post OP
3.3  Therapiemonitoring der dualen Stammzelltherapie

3.3.1 Serielle Verlaufsuntersuchung der InfarktgroRe

An Tag 6 post OP zeigt sich fur die Placebogruppe eine durchschnittliche InfarktgroRe von 40,0
1+ 9,3 % (n=10). Fir die behandelten Tiere zeigt sich 39,8 + 9,3 % (n=13). Im Verlauf stieg die
InfarktgroRe in der Placebogruppe geringfligig an, jedoch ohne statistische Signifikanz zu
erreichen, am Tag 30 post OP hatte sie den Wert 41,4 + 10,1% (n=10, p=0,382). Die dual

therapierte Gruppe zeigt jedoch eine signifikante Reduktion der Infarktgrof3e im Verlauf und fuhrte
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von einer anfanglichen InfarktgroRe an Tag 6 post OP von 39,8 + 9,3 % zu einer Infarktgrof3e von
37,2 £ 8,5% an Tag 30 post OP (n=13; p=0,002; siehe Abb. 27).
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§ 36 - p = 0,002

35

Tag 6 - Tag 30

Abbildung 27: InfarktgroRenverlauf zwischen Tag 6 p.OP und Tag 30 post Ml therapierte Gruppe vs. Placebo

Vergleicht man die Nettounterschiede miteinander, so unterscheiden auch sie sich statistisch
signifikant. (A Total metabolic defect: Tag 30- Tag 6 Placebo: 1,4 £ 1,44% (n=10); A Total metabolic
defect Tag 30- Tag 6 Verum: -2,7 £ 0,67% (n=13); p=0,015; siehe Abb. 28).
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Abbildung 28: A InfarktgroRe zwischen Tag 30 und Tag 6 der Placebo bzw. der dual therapierten Gruppe

3.3.2 Metabolisches Volumen

Es kann festgestellt werden, dass die therapierte Gruppe zwischen Tag 6 und Tag 30 einen
signifikant geringeren Anstieg des metabolischen Volumens aufweist, als die Placebogruppe.
(Verum:A=21,1 £ 13,5 ul; n=13; Placebo: A=34,5 + 12,6 ul; n=10; p=0,03; siehe Abb. 29).
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Abbildung 29: Differenz des metabolischen Volumens (Tag 30- Tag 6 post Infarkt) von Placebogruppe (links)

und Verumgruppe (rechts)

Des Weiteren besteht vor allem in der Placebogruppe eine sehr starke, positive Korrelation (R=
0,83, p=0,003) zwischen Infarktgrélie an Tag 30 (Total metabolic defect) und metabolischem
Volumen an Tag 30 (siehe Abb. 30).
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Abbildung 30: Korrelation der InfarktgroBe und metabolischem Volumen an Tag 30 post Infarkt der

Placebogruppe mit n=10

Dieser Zusammenhang wurde auch in der Therapiegruppe Uberpruft, wobei hier eine weitaus

schlechtere, positive Korrelation (R=0,47; p= n.s.) ermittelt wurde (siehe Abb. 31).
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Abbildung 31: Korrelation von Total metabolic defect und metabolischem Volumen an Tag 30 post Infarkt der

Verumgruppe mit n=13

3.3.3 Kardialer Traceruptake (Cardiac %ID/g) und kardiale Inflammation

Es wurde die Stoffwechselaktivitdt des Myokards an Tag 6 und Tag 30 bei Placebo- sowie
Verumgruppe gemessen. Dabei fallt auf, dass sich die beiden Gruppen an Tag 6 post MI
signifikant voneinander unterschieden (Verum: 38,9 + 10,8 %ID/g, n=13; Placebo: 49,6 + 10,9
%ID/g, n=10; p = 0,037). Im Verlauf sank die cardiac %ID/g der unbehandelten Gruppe bis Tag
30 signifikant (p < 0,001) auf einen Wert von 39,4 + 10,1 %ID/g, wahrend der Traceruptake der
dual therapierten Gruppe mit einer Anreicherung von 40,1 £ 8,1 %ID/g an Tag 30 im Verlauf stabil
blieb (p= n.s.; siehe Abb. 32).
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Abbildung 32: Verlauf und Vergleich der cardiac % ID/g von Placebo- und Verumgruppe an Tag 6 bzw. 30 post
OoP

Ein daraufhin ermittelter histopathologischer Inflammationsscore zeigte keine Unterschiede in der

Anzahl der Entziindungszellen im nicht-infarzierten Myokard (n= 7; p= 0,898; siehe Abb. 33).
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Abbildung 33: Histologischer Inflammationsscore im Herzen Vergleich zwischen Placebo- und Verumgrupppe

an Tag 6

Des Weiteren-wurden an Tag 6 mittels FACS die proinflammatorischen (M1, F4-80+/Gr-1+) bzw.
antiinflammatorischen (M2, F4-80+/CD206+) Subtypen der Monozyten bestimmt, wobei sich
zeigte, dass behandelte Tiere signifikant mehr antiinflammatorische M2- Monozyten aufwiesen
als Placebotiere (Verum: 1,1 £ 0,1;n=9; Placebo: 0,3 £ 0.1; n=7; p < 0,001; siehe Abb. 34).
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Abbildung 34: Makrophagen- Shift im Myokard der therapierten Tiere an Tag 6

Weiterhin wurde auch die Stoffwechselaktivitat der Milz quantifiziert. Dabei fallt auf, dass die
Verumgruppe an Tag 6 in der Milz signifikant mehr '8F-FDG anreichert als die Placebogruppe.
(Verum: 7,6 £ 1,5 %ID/g; n=13; Placebo: 5,7 + 2,3 %ID/g; n=10; p = 0,048; siehe Abb. 35).
Wahrend die Verumgruppe einen deutlichen, signifikanten Abfall der Traceranreicherung in der
Milz zwischen Tag 6 und Tag 30 verzeichnete, (Verum Tag 6: 7,6 £ 1,5 %ID/g; Verum Tag 30: 4,7
1 0,8 %ID/g; p<0,00001; siehe Abb. 35) blieb die %ID/g der Placebogruppe zwischen Tag 6 und
Tag 30 auf einem ahnlichen Niveau. (Placebo Tag 6: 5,7 £ 2,3 %ID/g; Placebo Tag 30: 5,1 £ 1,5
%ID/g; p= n.s.; siehe Abb. 35). An Tag 30 unterscheiden sich die beiden Gruppen nicht mehr

signifikant.
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Abbildung 35: %ID/g der Milz im Verlauf Placebo- und Verum Gruppe Tag 6 bis Tag 30 post Ml

Des Weiteren wurde die Traceraufnahme in den Skelettmuskel an Tag 6 gemessen. Dabei konnte
kein Unterschied zwischen Placebogruppe (1,6 + 0,3 %ID/g) und Verumgruppe (1,6 + 0,7 %ID/qg)
festgestellt werden (p= 0,289, siehe Abb. 36).
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Abbildung 36: Traceraufnahme des Skelettmuskels der Placebo- (links) sowie der Verumgruppe (rechts) an

Tag 6 post OP

3.3.4 Linksventrikulare Ejektionsfraktion

Die dual therapierte Gruppe zeigte bereits an Tag 6 post MI eine tendenziell bessere
linksventrikulare Ejektionsfraktion als die Placebogruppe, jedoch war kein statistisch signifikanter
Unterschied nachweisbar. (Verum: 41 + 5%, n=13, Placebo: 37 £ 5%; n=10, p= n.s.; siehe Abb.
37) Der Parameter zeigte in beiden Gruppen zwischen Tag 6 und Tag 30 einen stabilen Verlauf.
Es waren jeweils keine maligeblichen Veranderungen festzustellen (Verum Tag 6: 41 + 6 %, und
Tag 30: 40 £ 9%; n=13, p=n.s.; Placebo Tag 6: 37+ 5% und Tag 30: 38+ 9%;n= 10, p= n.s. siehe
Abb. 37).
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Abbildung 37: Linksventrikulare Pumpfunktion von Placebo- und Therapiegruppe im Verlauf
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4. Diskussion

Neuartige Therapien, die eine kausale Therapie von ischamisch geschadigtem Myokard
ermdglichen kénnten, sind aktuell ein auRerordentlich wichtiger Gegenstand wissenschaftlichen
Interesses. Damit einhergehend verlangt es nach Methoden zur praklinischen Validierung der
Effekte dieser experimentellen Therapieansatze. Hierbei hat sich die nuklearmedizinische
Bildgebung als vielseitige, wenig invasive und unter translationalen Gesichtspunkten sehr

vielversprechende funktionelle in-vivo Bildgebung herauskristallisiert.

Ziel dieser experimentellen Arbeit war deshalb, die Optimierung der praklinischen kardialen
Diagnostik mittels "®F-FDG-PET anhand der Etablierung eines Normkollektivs als Basis fiir die
folgenden InfarktgréRenbestimmungen der Referenzgruppe Infarkt, welche anhand von
Korrelation mit histologischen Daten validiert werden sollte. Zusatzlich sollte die so etablierte
Methode der InfarktgroRenmessung mittels Micro PET im Rahmen des Projektes ,'®F-FDG-PET
zum Monitoring der Therapieeffekte der dualen Stammzelltherapie mittels Sitagliptin plus G-CSF

nach akutem Myokardinfarkt im Mausmodell” in Anwendung gebracht werden.

Normkollektive sind fur die Auswertung nuklearmedizinischer Daten von grundlegender
Bedeutung, denn sie dienen als gemittelte Referenz der Auspragung eines Merkmals. Da man
jedoch nicht fur alle Mause die gleichen Standards festlegen kann, erfordern vor allem drei
Sparten das Erstellen separater, spezifischer Normkollektive: Alter, Geschlecht und Rasse. Aus
diesem Grund wurde ein Normkollektiv etabliert, bei dem alters-, geschlechts- und
rassengematchte Referenzgruppen erstellt wurden, um sie den zuklnftigen Auswertungen
zugrunde zu legen. Des Weiteren wurde eine Referenzgruppe Infarkt erstellt, welche anhand des
neu etablierten gesunden Normkollektivs ausgewertet sowie anhand von Korrelation mit den
histologisch ermittelten InfarktgroRen validiert wurde. Aulerdem wurde anhand der
Referenzgruppe Infarkt eine  Negativkontrolle fur PET-tomographisch  messbare,
pathophysiologische Veranderungen nach Myokardinfarkt anhand des organspezifischen FDG-
Uptakes und des metabolischen Volumens erstellt. Hierbei konnte ein spezifischer Verlauf von
Inflammation und Remodeling des Remote- Myokards nach Ischamie gezeigt werden. Die durch
die Daten und Ergebnisse des Normkollektivs sowie der Referenzgruppe Infarkt optimierte
Methode des '®F-FDG-Kleintier PETs fand anschlieRend ihre Anwendung im Therapiemonitoring
der dualen Stammzelltherapie nach akutem Myokardinfarkt [73, 104, 161]. Mit keiner der im
Vorfeld angewandten Methoden, wie Millar-Tip-Kleintierherzkatheter, FACS oder Histologie sind

aufgrund ihrer hohen Invasivitat serielle in-vivo Untersuchungen moglich gewesen, weshalb die
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Effekte der dualen Stammzelltherapie mittels '8F-FDG-MicroPET in seriellen Messungen
reevaluiert wurden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Infarktgrof3e, ungunstiges Remodeling
und postischamische Inflammation des nicht infarzierten Myokards durch die Therapie gunstig
beeinflusst wurden. Funktionelle Parameter wie z.B. die linksventrikulare Pumpfunktion blieben

durch die Therapie jedoch unverandert.

Zusammenfassend konnten in diesem Projekt folgende, anfanglich postulierte Hypothesen

bestatigt bzw. widerlegt werden:

1. Die nuklearmedizinische InfarktgroRenbestimmung durch die '8F-FDG-MicroPET auf
Basis des erstellten Normkollektivs konnte durch eine Referenzgruppe Infarkt mittels
Korrelation mit den jeweiligen histologisch bestimmten InfarktgrofRen als Methode

validiert werden.

2. Die Daten der Referenzgruppe Infarkt konnten einen spezifischen Verlauf des kardialen
FDG Uptakes sowie des linksventrikularen metabolischen Volumens des nicht-
ischamischen Myokards nach Myokardinfarkt ohne weitere postoperative Behandlung

zeigen.

3. Die Infarktgrof3e wurde durch die Behandlung mit G-CSF und Sitagliptin nach kardialer

Ischamie im Verlauf signifikant reduziert.

4. Die duale Stammzelltherapie reduzierte die postischamische Entziindungsaktivitat sowie
das kardiale Remodeling im Sinne einer Hypertrophie des nicht-infarzierten Myokards

nach Myokardinfarkt.

5. Die linksventrikulare Ejektionsfraktion blieb als Funktionsparameter von der dualen

Stammzelltherapie unbeeinflusst.

4.1 Optimierung der '8F-FDG-PET zur Anwendung am Kleintiermodell

Die Maus als Hauptvertreter des Kleintiermodelles ist aus der heutigen praklinischen Forschung
nicht mehr wegzudenken. Kurze Generationszeiten, kostenglinstige Haltung und vor allem die
Maoglichkeit, durch genetische Veranderungen z.B. Knockout Modelle zu erstellen machen Mause
zu idealen Versuchstieren, um pathophysiologische Grundlagen von Erkrankungen aufzuklaren
sowie neue Therapien zu entwickeln [162, 163]. Aus diesen Grinden ist die Maus als in-vivo
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Modell auch auf dem Gebiet der kardiovaskularen Forschung weit verbreitet. Die Vielzahl
experimenteller Therapieansatze auf dem Gebiet des Myokardinfarkts erfordert Methoden, um
ihre Effekte in verschiedenen funktionellen und morphologischen Kategorien zu evaluieren. Dabei
sind neben der Erarbeitung spezifischer molekularer Prozesse haufig auch Veranderungen von
HerzgroRe bzw. -form, der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) und Infarkigrofie
beziehungsweise das Uberleben von Interesse [73, 164, 165]. Die '®F-FDG-PET steht als Micro-
PET fur Untersuchungen am Kleintiermodell zur Verfigung und bietet durch ihre geringe
Invasivitat als innovative Methode die Moglichkeit, Follow-up Daten am selben Tier zu erheben
[166]. Histologische Untersuchungen, FACS-Analysen, und auch die Erhebung kardialer
Funktionsparameter mittels Kleintier-Herzkatheter erfordern in der Regel das Toéten der
entsprechenden Tiere oder sind derart invasiv, dass die Tiere regelhaft im Anschluss an die
Untersuchung versterben. Dementsprechend ist der Bedarf an Versuchstieren im Rahmen dieser
Methoden im Vergleich zu weniger invasiven, seriellen Methoden erhoht. Des Weiteren erfordert
die Anwendung von Kleintier- Herzkatheteruntersuchungen im Mausmodell eine lange
Ausbildungszeit, wobei selbst erfahrene Anwender mit Verlusten noch wahrend der Messungen
rechnen mussen [166]. Wahrend die korrekte Ergebnisinterpretation bei der FDG-PET ebenfalls
einen entsprechend tiefgehenden Erfahrungsschatz bedarf, ist die technische Durchfihrung nach

kUrzerer Zeit deutlich weniger verlustbehaftet.

Wie die PET sind Echokardiographie, MRT sowie CT wenig invasive Methoden, welche
longitudinale Untersuchungen ermdglichen und bereits auch auf murine Modelle anwendbar sind.
Ihnen allen ist gemein, dass sie teure und bisher in der praklinischen Forschung zwar weitgehend
etablierte jedoch noch keine breit eingesetzten Untersuchungsmethoden sind [167]. Die
Echokardiographie im Mausmodell war bisher meist darauf beschrankt Aussagen zu
hamodynamisch- morphologischen Aspekten zu treffen, wobei sich in den letzten Jahren Ansatze
entwickelt haben, auch InfarktgrolRen oder Inflammation darzustellen [168-170]. Die 2D-
Echokardiographie ist im Vergleich zu tomographischen Methoden, welche die 3D Darstellung
von MI- Modellen ermoglichen, eine weniger geeignete Methode zur Darstellung von irregularen
Ventrikelformen und Differenzen der Wanddicken [171]. Eine Herausforderung der am
Kleintiermodell angewandten Echokardiographie ist die Erstellung des auszuwertenden
Bildmaterials selbst, hohe Herzfrequenzen sowie kleine Schallfenster sind hierbei vor allem zu
nennen [167]. Es erfordert Erfahrung und gute Fahigkeiten des Untersuchers auf diesem Gebiet
und birgt dementsprechend eine hdhere untersucherabhangige Variabilitat der Messwerte als

tomographische Methoden [172].
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Die kardiale MRT in der Kleintierforschung ist eine zunehmend durchgefuhrte, nicht-invasive
Methode zur Evaluation von kardialen Funktionsparametern, Wanddicke und myokardialer
Muskelmasse. Sie ermdglicht die genaue, wiederholte Messung von eben genannten Parametern
ohne operator bias uber langere Zeit und ist somit anderen Untersuchungsmethoden, wie z.B.
hamodynamischen Katheteruntersuchungen oder der Echokardiographie, tuberlegen [173]. Nach
Injektion von Gadolinium-basiertem Kontrastmittel kann Uber das late-gadolinium- Enhancement
(LGE) auch eine Aussage zu Myokardvitalitat bzw. InfarktgroRe getroffen werden [174].
Einschrankungen in der Anwendung der MRT sind zum einen der Bedarf an Atemmandvern
wahrend der Akquisition und zum anderen verminderte Bildqualitat bei kardialen Arrhythmien
[167].

Die Mikro- CT dient bisher vor allem der hochaufldsenden anatomischen Bildgebung. Jedoch
konnen mit Hilfe von Blutpool-Kontrastmitteln in 4D- CT Aufnahmen, also mit zeitlicher Auflosung,
auch funktionelle kardiale Parameter, wie beispielsweise die LVEF gemessen werden [175, 176].
Neuartige nanopartikel-basierte Kontrastmittel er6ffnen der Spektral-CT-Bildgebung in ersten
Studien auch die Mdglichkeit fir molekulare Bildgebung [177]. Dennoch ist letztere Methode
bisher klinisch sowie praklinisch noch nicht ausreichend etabliert, um breite Anwendung zu
finden. Weitere Limitationen der CT sind der im Verhdltnis zu anderen
Schnittbildgebungsmethoden schlechtere Weichteilkontrast sowie unter translationalen

Gesichtspunkten die Strahlenbelastung [176].

Die '®F-FDG-PET stellt eine sehr sensitive Methode zur Beurteilung des Myozytenstoffwechsels
und somit zur Beurteilung der Viabilitat des Myokards dar [174]. Daruber hinaus kdnnen jedoch
auch indirekt Rilckschlisse auf Morphologie und Funktion gezogen werden.
Wandbewegungsstorungen, Pumpfunktion und kardiale Remodelingvorgange, wie Hypertrophie
oder Dilatation, kdnnen somit abgebildet und bewertet werden [143, 144]. Dieser ,one-stop-shop®,
also die Maoglichkeit, viele Parameter mit einer Untersuchung bestimmen zu kdnnen, bedingt die
hohe Zeiteffizienz sowie die Verringerung der bendétigten Versuchstierzahl und macht die PET zu
einem sehr vorteilhaften bildgebenden Verfahren der praklinischen Forschung. Limitierend in der
praklinischen Anwendung der PET-Bildgebung ist die nétige Infrastruktur sowie die Kosten fur die
Herstellung und Anwendung von Radioisotopen, wie z.B. '8F-FDG. Aufgrund dessen kann diese
Technik oft nur an Standorten mit Klinik-angebundenen Laboren mit Zyklotron und
Radiopharmazie angewendet werden [178]. Des Weiteren sind noch die lediglich indirekten

Aussagen bezuglich anatomischer Strukturen, eingeschrankte Bildqualitat bei kardialen
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Arrhythmien und fur die klinische Anwendung, die Strahlenbelastung, als weitere begrenzende

Eigenschaften der PET zu nennen.

Aufgrund des hohen Informationsgewinns pro Messung im Hinblick auf funktionelle und
anatomische Parameter sowie der gut reproduzierbaren, weitgehend untersucherunabhangigen
Verlaufsmessungen mit reduziertem Bedarf an Versuchstieren wurde in dieser Arbeit die
Optimierung und weitere Validierung der '8F-FDG-MicroPET in Bezug auf Follow up-
Untersuchungen nach kardialer Ischamie im Kleintiermodel angestrebt und erfolgreich
durchgefuhrt.

4.2 Validierung der Infarktgr6Benmessung mittels EKG-getriggerter '8F-FDG-microPET

anhand histologischer InfarktgroBRenbestimmung

Der weithin anerkannte Goldstandard flr die Bestimmung von Infarktgrof3en ist nach wie vor die
histologische Auswertung [167]. Fur serielle Untersuchungen ist diese Methode jedoch nicht
geeignet, da Tiere fur die Erstellung der histologischen Schnitte getdtet werden muissen. Die
Etablierung und Optimierung weniger invasiver Methoden, um serielle Untersuchungen der
InfarktgroRe, aber auch anderer Parameter, wie z.B. der Ejektionsfraktion, moglich zu machen,
hat daher einen hohen Stellenwert. Eine innovative Methode stellt die '8F-FDG-PET dar. Seit der
Entwicklung von Kleintier-PET-Scannern [179] und EKG-Triggerung [180] kann die PET die
notige hohe Auflésung leisten, derer es bei der Bildgebung von Kleintieren wie Mausen bedarf.
Ein Ziel dieser Arbeit war die Validierung der '8F-FDG-MicroPET anhand einer bereits etablierten
Methode, der histologischen Auswertung. Es konnte bestatigt werden, dass die Messung mittels
8F—FDG-MicroPET valide ist und Verlaufsmessungen innerhalb dieser Methode durchfiihrbar

und verlasslich sind.

Die mit microPET gemessenen Infarktgrof3en unterscheiden sich zwar statistisch signifikant von
den histologisch ermittelten Infarktgrof3en, korrelieren jedoch sehr gut mit diesen. Wie in
vorangegangenen Studien [181, 182] fallt auch in diesem Projekt bei einem direkten Vergleich
der absoluten Werte auf, dass mittels '®F-FDG-PET die myokardialen Stoffwechseldefekte
durchgehend grofRer gemessen werden, als die jeweiligen histologisch ermittelten InfarktgroRen.
Statistisch konnte belegt werden, dass die nuklearmedizinisch gemessenen InfarktgréRen hierbei
systematisch Uberschatzt werden. Aufgrund der Diskrepanz der absoluten Werte dieser beiden
Methoden sind direkte Vergleiche wenig aussagekraftig. Jedoch kann aufgrund ihrer hohen

Korrelation sowie des systematischen Bias die PET zur Bestimmung der Infarktgrof3e als valide,
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stabile Vorgehensweise angesehen werden. Solange man sich zur Datenerhebung innerhalb

dergleichen Methode bewegt, sind longitudinale Entwicklungen vergleichbar.

Die Uberschatzung liegt vermutlich hauptsachlich darin begriindet, dass der Parameter
,InfarktgroRe” in diesen Untersuchungen jeweils unterschiedlich definiert wird. Wahrend es sich
in der histologischen Auswertung um den relativen, prozentualen Volumenanteil des
Infarktgebietes am Myokardvolumen handelt, so stellt die prozentuale InfarktgrofRe in der PET
einen threshholdbasierten Oberflachendefekt im Verhaltnis zur Gesamtoberflache des Ventrikels

dar.

Eine mdgliche Ursache ist, dass in der PET Zellen bereits dann als Teil des Infarktgebietes gelten,
wenn sie keinen aktiven Glukosestoffwechsel mehr betreiben und aus diesem Grund kein '8F-
FDG anreichern. Diese Zellen kénnen aus histologischer Sicht aber noch die Strukturmerkmale
von Kardiomyozyten aufweisen und deshalb in dieser Methode nicht zur Narbe gezahlt werden.
Zum anderen wurde in dieser Arbeit in der histologischen Auswertung das relative Volumen von
Infarktgebiet zu Myokardvolumen bestimmt. Da das Narbengewebe in der Infarktzone jedoch im
Vergleich zu gesundem Myokard sehr ausgedunnt ist, ist das Infarktvolumen im Verhaltnis auch
geringer. Dies tragt ebenso dazu bei, dass die InfarktgrofRen in der histologischen Auswertung
geringere Werte erreichen als in der PET Analyse. Dieser Unterschied betrifft Auswertungen, bei
denen die Infarktnarbe bereits ausgepragt ist, also eher Analysen, die ca. ab Tag 6 nach
Myokardinfarkt-Induktion durchgefuhrt werden [181]. Ein weiterer Punkt ist, dass in der PET
epikardnahe nicht transmurale Infarkte durch die Analyse der Ventrikeloberflache wahrscheinlich

starker ins Gewicht fallen als in der histologischen Auswertung.

4.3 Metabolisches Volumen und spezifischer Verlauf von Inflammation und

Remodeling der postinfarkt Phase der Referenzgruppe Infarkt

Das metabolische Volumen ermoglicht eine indirekte Darstellung des Volumens des
linksventrikularen Myokards, welches durch '®F-FDG-PET Messungen ermittelt werden kann. Mit
dieser Methode kann eine Quantifizierung der stoffwechselaktiven Myokardmasse erfolgen,
woruber Verlaufsbeobachtungen und Veranderungen des linksventrikularen Myokardvolumens
z.B. im Rahmen einer linksventrikularen Hypertrophie gemessen werden konnen. Wahrend das
metabolische Volumen in der Onkologie bereits als prognostisches Tool durch die indirekte
Bestimmung der Tumorlast etabliert ist [183, 184], wurde unseres Wissens nach das
metabolische Volumen in diesem Projekt [144] erstmalig zu Messungen und indirekten
Ruckschlissen auf morphologische Eigenschaften des Herzens herangezogen. Ziel war, durch
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Visualisierung von stoffwechselaktiven Myozyten lebendes Myokard darzustellen und somit
Ruckschlisse auf die morphologischen Veranderungen des nicht infarzierten Myokards des
linken Ventrikels ohne therapeutischen Einfluss zu ziehen sowie den physiologischen Verlauf an

gesunden Tieren in verschiedenen Altersstufen zu beurteilen.

In dieser Arbeit konnte so an gesunden Tieren des Normkollektivs gezeigt werden, dass sich das
Myokardvolumen im Alter von 10 Wochen signifikant von dem der Tiere im Alter von 18 Wochen
unterscheidet. Die alteren Tiere zeigen groRere Myokardvolumina, was sich am ehesten mit
Wachstumsprozessen der Mause zwischen 10 und 18 Wochen erklaren lasst [185]. Diese durch
naturliches Wachstum bedingte signifikante Veranderung dieses Messparameters ist eine
wichtige Erkenntnis fir weitere Untersuchungen an Therapiegruppen im Rahmen von
Tiermodellen fir kardiovaskulare Erkrankungen, da es hilft, natlrliche von gegebenenfalls
therapiebedingten Unterschieden einzuordnen und voneinander abzugrenzen. Der Verlauf des
metabolischen Volumens der Referenzgruppe Infarkt zeigt beispielsweise deutlich den
postoperativen Abfall der vitalen Myokardmasse durch die Induktion eines Myokardinfarktes
sowie den signifikanten Anstieg im Verlauf. Hierbei ist auffallend, dass der postoperative Anstieg
den des wachstumsbedingten Zuwachses in absoluten Messwerten Ubersteigt, sodass von einer
zusatzlichen Hypertrophie im Rahmen von postischamischen Remodelingvorgangen
ausgegangen werden muss. Linksventrikulare Hypertrophie im Rahmen des Remodelings kann
dabei eine adaquate, kompensatorische Reaktion auf ein Ischamieereignis sein, um der tber den
Frank- Starling Mechanismus erhohten Wandspannung entgegen zu wirken und das
Schlagvolumen aufrecht zu erhalten. Die initial kompensatorischen Anpassungsvorgange konnen
jedoch auch in anhaltendes, nachteiliges Remodeling ohne funktionellen Benefit, sondern
gegenteiliger funktioneller Verschlechterung Gbergehen [186, 187]. Dabei ist es eine bisher nicht
zufriedenstellend geldste Herausforderung, den genauen Zeitpunkt des Umschlagens der
anfanglich kompensatorischen in eine nachteilige Dynamik zu erkennen [186]. Auf molekularer
Ebene ist neben der Expression von ischamieinduzierten Genen in Kardiomyozyten und den
konsekutiven Anpassungsvorgangen im Sinne einer Hypertrophie unter anderem die Proliferation
von Fibroblasten im infarzierten sowie nicht-infarzierten Myokard zu nennen. Remodeling und
insbesondere die Hypertrophie als eines seiner Hauptbestandteile geschieht, abgesehen von
einer Leistungssport bedingten Hypertrophie, hauptsachlich im Rahmen pathologischer
Veranderungen und fuhrt zumeist bei anhaltend erhéhter Wandspannung sowie einem
verstarkten Ungleichgewicht von Energiebedarf und —angebot zu weiterer Ischamie und mundet

damit in einen Teufelkreis und vorranschreitender Herzinsuffizienz [186].
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Rechtsventrikulare Messungen des metabolischen Volumens waren aufgrund der geringen
Muskelmasse im Kleintiermodell im gleichen Setting nicht realisierbar. Des Weiteren muss
angemerkt werden, dass das metabolische Volumen eine genaue Darstellung der
morphologischen Gegebenheiten im Kleintiermodell, wie sie mit Echokardiographie, MRT bzw.

CT moglich ist, nicht leisten kann.

Ein weiterer mittels ®F-FDG-MicroPET quantifizierbarer Messparameter ist der organspezifische
postoperative FDG Uptake des nicht infarzierten Myokards. Es konnte ein spezifischer Verlauf in
der post Myokardinfarktphase ohne therapeutischen Einfluss verzeichnet werden. Hierbei zeigte
sich in der Referenzgruppe Infarkt ein ausgepragter Anstieg am 3. postoperativen Tag sowie ein
Abfall an Tag 14 postOP, ohne vollstandig auf das Ausgangsniveau zuriickzukehren. Der Verlauf
zwischen Tag 14 und Tag 30 postOP zeigt gleichbleibende, tendenziell geringfligig erhdhte Werte
im Vergleich zum Baselinescan. Dies weist grundsatzlich auf eine deutlich gesteigerte
Stoffwechselaktivitat im nicht-ischamischen Myokard im kurzfristigen postoperativen Verlauf hin.
Eine erhdhte Stoffwechsellage mit gesteigertem Glukoseverbrauch wird im Wesentlichen durch
drei Vorgange ausgelost: Entzindungsaktivitat, Wachstumsprozesse sowie erhohter

Arbeitsaufwand.

Wachstumsprozesse spielen im Rahmen der Hypertrophie nach Myokardinfarkt, wie mit den
Daten des metabolischen Volumens dargestellt, eine wichtige Rolle. Jedoch konnen diese den
ausgepragten kurzfristigen Anstieg nicht suffizient erklaren, da Wachstum im Rahmen der
Hypertrophie laut unseren Daten im murinen Modell vor allem zwischen Tag 3 postOP und Tag
14 postOP messbar ist, wahrend in diesem Zeitrahmen der kardiale FDG- Uptake bereits wieder
abfallt.

Eine Erhéhung des Workloads des Remote Myokards nach Wegfall eines signifikanten Anteils
des kontraktilen Herzmuskelgewebes mit konsekutiver Aktivierung einer neurohumeralen Antwort
zur Aufrechterhaltung des systemischen Blutdrucks erscheint naheliegend. Was gegen diese
Theorie als alleinigen Grund fur die Erhéhung des FDG Uptakes spricht, ist der signifikante Abfall
zwischen Tag 3 und Tag 14, da von einer persistierend erhohten Belastung auszugehen ist. Diese
Annahme wirde auch zu den an Tag 14 und Tag 30 weiterhin tendenziell erhohten
Stoffwechselaktivitaten des Remote-Myokards passen. Ein mdglicher zusatzlicher Grund fur die
messbaren Veranderungen des Glukosestoffwechsels des nicht infarzierten Myokards ist die
Umstellung von Fettsaure- auf Glukosemetabolismus von ischamischem oder hibernierendem

Myokard [188, 189]. Ischamisches Myokard wurde bei unseren Messungen des Remote

83



Myokards zwar nicht berucksichtigt, hibernierendes Myokard jedoch wird aufgrund seines

weiterhin bestehenden Stoffwechsels zu nicht ischamischem Myokard gezahit.

Es wird zunehmend die These vertreten, dass das nichtinfarzierte Myokard regelhaft
postischamischen Entzindungsprozessen unterliegt [34, 190, 191], weshalb die vermehrte
Traceranreicherung an Tag 3 post Ml neben o.g. Grinden hochwahrscheinlich auch auf
ablaufenden Entziindungsprozessen zu basieren scheint. Es konnte gezeigt werden, dass
aufgrund einer Erhéhung von Adhasionsmolektlen und proinflammatorischen Cytokinen, welche
aus dem ischamischen Myokard freigesetzt werden, eine vermehrte Einwanderung von
Leukozyten in das nicht ischamische Myokard stattfindet [191]. Lee et al. konnten in lhrer
Publikation 2012 den Zusammenhang zwischen einer erhohten Anzahl an eingewanderten
Makrophagen und Monozyten mit einem erhohten kardialen '8F-FDG Uptake nach Myokardinfarkt
herstellen. Hier konnte gezeigt werden, dass die Entzindungszellen selbst erhohten
Glukoseuptake aufweisen [190]. Ein 5 Tage post MI gemessener, erhdhter Glukoseuptake im
Infarktgebiet ging hier mit schlechteren funktionellen Parametern, wie ESV, EDV oder EF in den
6 monatigem Follow up Untersuchungen einher. Dieser Zusammenhang konnte nicht flr das
nicht infarzierte Myokard gezeigt werden [189]. Dies konnte unter anderem an dem nicht
vollstandig erfassten, in dieser Publikation postulierten verzogerten Peak der kardialen
Inflammationsreaktion des Remote Myokards liegen, welcher ca. um Tag 10 post Infarkt auftreten
soll [190].

Tag 14 sowie Tag 30 post Ml ist die gemessene kardiale Glukoseaufnahme im Vergleich zu Tag
3 post Ml signifikant abgesunken und im Vergleich zur Baselinemessung, wenn auch tendenziell
weiterhin erhdht, nicht mehr signifikant verandert. Somit ist davon auszugehen, dass sich
relevante metabolische Veranderungen zwischen Tag 1 und Tag 14 post Infarkt abspielen. Um
die exakte Dynamik dieser Veranderungen aufzuzeigen, bedarf es jedoch weiterer engmaschiger

Untersuchungen.

4.4 Verminderung des kardialen Entziindungsgeschehens sowie der InfarktgroBe fiihrt
zu geringerem linksventrikularem Remodeling unter Therapie mit Sitagliptin und
GCSF

Im Rahmen des seriellen Therapiemonitorings der dualen Stammzelltherapie nach

Myokardinfarkt wurden Placebogruppe und therapierte Gruppe hinsichtlich Infarktgrofe,

metabolischem Volumen sowie postischamischem, insbesondere kardialem FDG Uptake

evaluiert und miteinander verglichen. Dabei wurde vorrangehend ein positiver Einfluss der
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angewandten Therapie auf besagte Messparameter postuliert, was im Verlauf bestatigt werden

konnte.

Die Daten des FDG Uptakes, gemessen in %ID/g, wurden unmittelbar nach Beendigung der
dualen Stammzelltherapie an Tag 6 erhoben. Da der Traceruptake von FDG auch im Herzen an
den Insulinhaushalt gekoppelt ist [113] und das in der dualen Stammzelltherapie enthaltene
Sitagliptin Einfluss auf selbigen nimmt, wurde initial untersucht, ob mdgliche gemessene
Unterschiede in der Traceraufnahme aufgrund einer durch die duale Stammzelltherapie
modulierte, zellulare Blutzuckeraufnahme zustande kommen. Sitagliptin bewirkt durch die
Inhibition der Dipeptidylpeptidase IV unter anderem die Stabilisierung des Molekils Glukagon-
like- Peptide- 1 (GLP-1), welches in der Darmmukosa bei oraler Glukoseaufnahme ausgeschiittet
wird und eine vermehrte Sekretion von Insulin bedingt. Der Einfluss von GLP-1 greift jedoch vor
allem nach oraler Glukoseaufnahme und kaum nach intravenos applizierter Glukose. Dieses
Phanomen wird auch Inkretin- Effekt genannt [192, 193]. Da das "8F- FDG bei der PET intravends
appliziert wird, war davon auszugehen, dass weniger durch Sitagliptin stabilisiertes GLP-1 aus
der Darmmukosa freigesetzt und konsekutiv weniger relevantes Insulin ausgeschuttet wurde.
Diese These wird durch die Ergebnisse des Traceruptakes des Skelettmuskelgewebes gestitzt,
da die Glukoseaufnahme in quergestreifter Muskulatur auch insulinabhangig ist. An Tag 6 gibt es,
im Gegensatz zu der gemessenen kardialen Glukosaufnahme, keinen Unterschied des
Traceruptakes der Oberschenkelmuskulatur zwischen Therapie- und Placebogruppe. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Veranderungen der kardialen Glukoseaufnahme nicht
durch eine von der Sitagliptin- Therapie beeinflusste Traceraufnahme, beispielsweise aufgrund
von damit verbundener veranderter Rezeptorexpression, zustande gekommen sind, sondern

vielmehr die tatsachlichen Veranderungen der Stoffwechselaktivitat abzubilden scheinen.

An Tag 6 fiel bei der Auswertung des kardialen Anreicherungsprofils des Tracers in der dual
therapierten Gruppe im Vergleich zur Placebogruppe ein signifikant reduzierter Wert auf, wobei
sich die Anreicherungsniveaus der beiden Gruppen an Tag 30 aneinander anglichen und in etwa

die Ausgangswerte der Therapiegruppe von Tag 6 erreichten.

Dies weist grundsatzlich auf eine gesteigerte Stoffwechselaktivitdt im nicht-ischamischen
Myokard der Placebogruppe an Tag 6 hin. Wie im vorangehenden Diskussionspunkt bereits
thematisiert, wird dies im Wesentlichen durch drei Vorgange ausgelost: Entzindungsaktivitat,

Wachstumsprozesse sowie erhdhter Arbeitsaufwand.
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Wachstumsprozesse und erhohter Workload sind beides mogliche Ursachen fur einen
gesteigerten Energiebedarf des Remote Myokards nach Ischamie. Jedoch ist in beiden Fallen
weniger mit therapeutisch bedingten, kurzfristigen postischamischen Unterschieden zu rechnen.
Der gesteigerte Arbeitsaufwand des nicht infarzierten Myokards durch den Wegfall einer
signifikanten Menge von funktionsfahigem Herzmuskelgewebe wurde so kurzfristig, eher von der
Therapie unbeeinflusst, in beiden Gruppen gleichermal3en erhoht sein. Ein Unterschied bezuglich
der Hypertrophie im Rahmen der Therapie ist eher im langerfristigen Verlauf nach ischamischem

Ereignis zu erwarten.

Entzlindungsprozesse spielen nach akutem Myokardinfarkt, neben dem ischamischen Gewebe
selbst, auch in indirekt betroffenem Gewebe, wie z.B. dem verbleibendem nicht ischamischen
Myokard, eine wichtige Rolle [34, 190, 191], weshalb die vermehrte Traceranreicherung an Tag 6
post MI, wie auch bereits in der Referenzgruppe Infarkt gezeigt, am ehesten auf ablaufende
Inflammation zurtckzufuhren ist. Ein weiterer Hinweis auf eine ablaufende Entziindungsreaktion
ist die Mitbeteiligung der Milz, welche in beiden Gruppen an Tag 6 eine erhohte
Stoffwechselaktivitat im Vergleich zu Tag 30 zeigte. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die
Milz postischamisch als Entzindungszelldonor fungiert [194] und dadurch eine erhohte
Stoffwechselaktivitat erklaren lasst [195-197].

Grundsatzlich ist bei beiden Gruppen an Tag 6 im Vergleich zu Tag 30 post OP eine gesteigerte
Glukoseaufnahme der Milz zu verzeichnen. Es fallt jedoch insbesondere auf, dass sich die
Niveaus der Gruppen an Tag 6 signifikant voneinander unterscheiden. Dabei verhalt sich die
Stoffwechselaktivitat der Milz kontrar zu der ermittelten Glukoseutilisation im Herzen. Die
Therapiegruppe zeigt dementsprechend eine vermehrte Anreicherung der radioaktiv markierten
Glukose in der Milz. Dies ist am ehesten mit der bekannten Wirkung von G-CSF, einem
Bestandteil der applizierten Therapie, auf die Milz zu erklaren: Es fuhrt zu einer GroRenzunahme
der Milz, wodurch die vermehrte Traceraufnahme in der Therapiegruppe mit medikamentos

bedingten Wachstumsprozessen erklart werden kann [198].

Des Weiteren wurde an Tag 6 eine histologische Quantifizierung der Entziindungszellen im
Myokard durchgefiihrt. Der gebildete Inflammationsscore, der durch das Verhaltnis von
Entzindungszellen zu Kardiomyozyten charakterisiert wurde, zeigte keine quantitativen
Unterschiede der Entzindungszellen zwischen Placebo- und Therapiegruppe, welche die

Unterschiede in der kardialen Glukoseaufnahme zwischen den beiden Gruppen erklaren konnten.
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Da kein Unterschied in der Quantitat der Entzindungszellen nachgewiesen werden konnte,
wurde weiterhin die Art ihrer Differenzierung und Aktivierung untersucht. Infarzierte Herzen sind
reich an Makrophagen, welche die Fahigkeit besitzen, Entzindungsvorgange zu regulieren. Bei
Regenerationsprozessen des heilenden Herzens wird der Macrophage-Colony-Stimulating-
Factor (M-CSF) hochreguliert, welcher die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen
induziert [199]. Entscheidend sind hierbei die entstehenden Makrophagen- Subpopulationen.
Grundsatzlich sind zwei Klassen zu differenzieren: Proinflammatorische M1-Makrophagen mit
starker antimikrobieller Wirkung, welche grole Mengen an Entziindungsmediatoren freisetzen
und anti- inflammatorische M2- Makrophagen, welche durch erhdhte phagozytare Aktivitat
gekennzeichnet sind [200-202]. Vor wenigen Jahren konnte erstmals gezeigt werden, dass die
Inhibition der DPP-IV durch Sitagliptin moéglicherweise zu einem Shift der Makrophagen-
Subpopulationen von M1 zu M2 fihrt, die Expression proinflammatorischer Zytokine verringert
sowie geringere Werte von CRP und IL-6 im Blut zur Folge hat [203]. Kurzlich konnte dieser
Sitagliptin-bedingte Shift auch in einem Arteriosklerose- Mausmodell gezeigt werden, wobei
angenommen wird, dass dieser Effekt der DPP-IV Inhibition die gefalprotektive Wirkung
vermittelt [138]. In dieser Arbeit konnte im Einklang mit vorherigen Publikationen ein signifikanter
Anstieg der antiinflammatorischen M2- Makrophagen im Myokard der mit G-CSF und Sitagliptin
behandelten Tiere an Tag 6 in der FACS- Analyse gezeigt werden [144]. Dieser Makrophagen-
Shift stellt die wahrscheinlichste Erklarung der in der PET an Tag 6 gemessenen Unterschiede
des kardialen Traceruptakes dar und untermauert damit die Hypothese, dass dual therapierte

Tiere ein geringer entzindetes Remote-Myokard aufweisen.

Wie auch schon in mehreren Vorstudien [73, 105] konnte auch in der seriellen
Untersuchungsmethode ein positiver Effekt der dualen Stammzelltherapie auf die InfarkigroRe
gezeigt werden. Die entlang der SDF 1a/CXCR-4 Achse vermehrt einwandernden
hamatopoetischen Stammzellen rekrutieren Uber parakrine Effekte pra-apoptotische
Kardiomyozyten, induzieren Neovaskularisation durch Sekretion von proangiogenetischen
Faktoren wie VEGF [204] und stimulieren residente kardiale Stammzellen [73]. Es konnte bis
heute nicht abschlieBend geklart werden, ob hamatopoetische Stammzellen Uber
Transdifferenzierung zur myokardialen Regeneration beitragen kdnnten [77, 81, 205]. Was jedoch
als erwiesen erscheint, ist, dass residente kardiale c-kit+ Stammzellen sich in vitro und in vivo zu
Kardiomyozyten differenzieren kénnen [206-208]. Jedoch sind diese Effekte, falls sie im adulten
Herzen noch existieren, so marginal, dass sehr unwahrscheinlich ist, dass diese zu einer
funktionellen Verbesserung fuhren [206]. Daher ist davon auszugehen, dass die hauptsachliche

Wirkung eingewanderter Progenitorzellen auf parakrine Effekte zurtickzuflhren ist.
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Verminderte Entzindungsaktivitat und eine kleinere InfarktgroRe im Verlauf bedingen
hdchstwahrscheinlich die geringere linksventrikulare Hypertrophie, welche in der behandelten
Gruppe beobachtet werden konnte. Daflir spricht unter anderem die sehr gute positive Korrelation
von InfarktgroRe und Hypertrophie in der Placebogruppe - je groRer der Infarkt, desto starker
ausgepragt war die Hypertrophie. Dies bedeutet im Umkehrschluss, dass kleinere Infarkte und
verbesserte Infarktheilung geringeres ventrikulares Remodeling im Sinne einer Hypertrophie
nach sich ziehen [32]. Eine unkontrollierte und verlangerte Entzundungsreaktion nach einem
Myokardinfarkt wird bereits mit verstarkt ausgepragtem, linksventrikularem Remodeling in
Verbindung gebracht [202]. Des Weiteren konnten Chan et al. auch in einer Patientenstudie einen
Zusammenhang zwischen der Entziindungsaktivitat im ischamischen sowie nicht- ischamischen

Myokard und extrazellularer Matrixexpansion im nichtinfarzierten Myokard herstellen [209].

In Zusammenschau der erzielten Ergebnisse und der aktuellen Datenlage ist davon auszugehen,
dass die vorteilhaften Effekte der dualen Stammzelltherapie gegenuber der Placebotherapie
geringeres kardiales Remodeling bedingen. Dieses Resultat konnte unter anderem zum
praklinisch bereits gezeigten verbesserten Uberleben der Therapie- gegeniber der

Placebogruppe beigetragen haben [73].

4.5 Kein Nachweis eines therapeutischen Benefits von funktionellen Parametern

Obwohl Infarktgrofie, Inflammation und Remodeling in der Therapiegruppe signifikant gunstiger
verliefen als in der Placebogruppe, unterschied sich die linksventrikulare Pumpfunktion zu keinem
der gemessenen Zeitpunkte wesentlich von den Werten der Placebogruppe. Dies widerspricht
dem anfanglich angenommenen positiven Einfluss der dualen Stammzelltherapie auf funktionelle

Parameter, wie die LVEF.

Eine mogliche Erklarung dafur ist, dass die Placebotiere trotz ihrer Nachteile hinsichtlich der eben
genannten Parameter dennoch die Fahigkeit haben, den funktionellen Verlust durch die
Myokardinfarkte sehr gut zu kompensieren. Dies liegt zum einen daran, dass das Mausmodell,
welches in dieser Arbeit verwendet wurde, keine global kardiovaskular erkrankten Mause enthielt
und dadurch der Leistungsausfall aufgrund des Myokardinfarktes durch das weiterhin
bestehende, bisher gesunde Myokard gut kompensiert werden konnte. Hier waren Infarktmodelle
der Maus, welche Komorbiditaten, wie zum Beispiel systemische Atherosklerose, beinhalten,
moglicherweise besser geeignet, da sie mehr der klassischen Patientensituation im klinischen
Alltag entsprechen wirden. Bisher existieren bereits mehrere Mausmodelle fur Atherosklerose,
wie beispielsweise LDLR -/- oder ApoE- defiziente Mause. Letztere waren das erste Modell, das
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atherosklerotische Lasionen ahnlich derer im Menschen darstellen konnte [210, 211]. ApoE -/-
Mause entwickeln aufgrund einer Stérung des Abtransports von LDL- und VLDL Partikeln durch
LDLR und LDLR verwandter Proteine eine massive Hypercholesterinamie, wodurch bereits in
einem Alter von 10 Wochen erste Anzeichen einer Makroangiopathie festzustellen sind, welche
sich bis zu einem Alter von 15 Wochen zu einer manifesten Atherosklerose der grolRen Gefale
entwickeln [163, 212]. Dabei ist die Auspragung der Atherosklerose durch hochkalorische
Ernahrung intensivierbar. Neben Hyperlipidamie ist auch Diabetes mellitus ein weitverbreiteter
kardiovaskularer Risikofaktor. Behandelt man ApoE-/- Mause mit Streptozotozin, so induziert man
Diabetes mellitus Typ 1 und kann somit beide Risikofaktoren in einem Modell vereinen [213].
Bemerkenswerterweise entwickeln Mause mit beiden Risikofaktoren besonders in
Koronararterien und Aorta eine vermehrte Atherosklerose. Dennoch fehlt bisher ein Modell, in
dem Mause aufgrund von Plaqueruptur spontane Myokardinfarkte entwickeln. Dies liegt vor allem
daran, dass in gangigen Mausstdmmen nach Ruptur eines Plaques sehr selten eine
Thrombusbildung stattfindet. Um die Thrombosierung nach Plaqueruptur wahrscheinlicher zu
machen und ein Herzinfarktmodell zu schaffen, welches nicht mehr der operativen Induktion eines
Myokardinfarktes bedarf, ist ein moglicher Ansatz, genetisch modifizierte Mausmodelle wie die

Faktor V-Leiden-Maus mit erhdhter Gerinnungsneigung zu benutzen [213].

Zum anderen sind die Unterschiede in der Infarktgrof3e zwar statistisch signifikant unterschiedlich
und beeinflussen sehr wahrscheinlich Parameter wie Inflammation und Remodeling,
moglicherweise waren die Unterschiede aber dennoch zu gering, um die linksventrikulare
Pumpfunktion nachhaltig zu verbessern. D’Egigio et al. konnten zeigen, dass in der
Humanmedizin erst ab einem Unterschied > 7% hibernierendem Myokard eine Revaskularisation
einen prognostischen Vorteil bringt [130]. Dies zeigt, dass kleine Unterschiede in der Ausdehnung
von nicht kontraktiilem Myokard keinen signifikanten Effekt auf die globale funktionelle

Herzleistung haben muissen.

Die in dieser Arbeit erstellten Daten stehen nicht im Einklang mit den vorrangehend erhobenen
praklinischen Daten, in welchen die LVEF mittels Druck- Volumen Kurven Uber Millar-Tip-
Kleintier-Herzkatheter gemessen wurde. Diese Studien konnten statistisch signifikante
Unterschiede der LVEF zwischen placebo- und verumtherapierten Tieren zeigen [73]. Die kardiale
Druck- Volumen— Messung mittels Conductance Katheter ist der Goldstandard zur Bestimmung
der LVEF [214]. Wahrend die Messungen mit Techniken, wie Echokardiographie und kardialem
MRT, stark von Vor- und Nachlast abhangig sind, so kdnnen Kontraktilititsmessungen mittels

Conductance-Katheter erhobener Druck-Volumen-Kurven unabhangig davon angewendet
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werden [215]. Clark et al. konnten in einer Studie die Uberlegenheit von kathetergestiitzten Druck-
Volumen Messungen gegenuber Messungen mittels Echokardiographie im Infarktmodell der
Maus zeigen [216]. Jedoch sind bei Untersuchungen mittels Millar- Tip- Katheter aufgrund ihrer
hohen Invasivitat keine intraindividuellen Verlaufsmessungen mdglich [217], was Raum flr

zusatzliche Fehlerquellen bietet.

Wahrend die praklinischen Messungen der LVEF in murinen Modellen mittels '®F-FDG- PET
bereits mehrfach anhand von kardialen MRT Messungen validiert wurde [218-220], so finden sich
in der Literatur keine direkten Vergleiche zwischen kathetergestiitzten Verfahren und der '8F-
FDG-PET. Diesbezlglich waren weitere praklinische methodenvergleichende Studien von Vorteil,

um methodenspezifische Vergleichbarkeit der erhobenen Daten zu gewahrleisten.

Maglicherweise beeinflusst die duale Stammzelltherapie mit ihren Vorteilen in Bezug auf
Hypertrophie, InfarktgroRe und Inflammation auch weniger die systolische Pumpfunktion, als
vielmehr die diastolische Relaxationsfahigkeit des linken Ventrikels. Die diastolische Dysfunktion
oder auch Herzinsuffizienz mit erhaltener linksventrikularer Ejektionsfraktion entsteht vor allem
bei Grunderkrankungen, welche die Compliance des Ventrikels vermindern und zu einem
ungunstigen Verhaltnis von Ventrikeldicke und Ventrikelvolumen fuhren. Hierbei sind vor allem
arterielle Hypertonie oder die Aortenklappenstenose zu nennen, jedoch unter anderem auch die
ischamische Kardiomyopathie [221]. Da in unserem Studiendesign lediglich die linksventrikulare
Ejektionsfraktion als funktioneller Outcomeparameter festgelegt wurde, konnte diesbezuglich ein

maglicher, gunstiger therapeutischer Einfluss maskiert worden sein.

4.6 SITAGRAMI- Studie

Aufgrund der praklinisch gezeigten positiven Effekte der dualen Stammzelltherapie mit G-CSF
und Sitagliptin [73, 104, 105, 222] wurde 2010 durch unsere kardiologische Kooperations-
Arbeitsgruppe die randomisierte, doppelblinde, multizentrische, placebo-kontrollierte
SITAGRAMI-Studie mit 100 eingeschlossenen Herzinfarkt-Patienten initiiert. In diesem
Studiendesign wurden Patienten der Verumgruppe nach akutem Myokardinfarkt mit
anschlielender perkutaner Koronarintervention (PClI) fir 5 Tage mit G-CSF und fur 28 Tage mit
Sitagliptin behandelt. Daraufhin wurde nach sechs Monaten mittels Kardio MRT die links- sowie
rechtsventrikulare Pumpfunktion sowie weitere funktionelle Parameter, wie beispielsweise
Infarktvolumen und enddiastolisches (EDV) bzw. endsystolisches Volumen (ESV) gemessen.
Nach einem Jahr Follow- up wurden die aufgetretenen Effekte der dualen Stammzelltherapie
evaluiert [161]. Im Verlauf konnte zwar die Sicherheit und Umsetzbarkeit der Therapie mit
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Sitagliptin und G-CSF gezeigt werden, jedoch waren keine signifikanten Verbesserungen der

funktionellen, kardialen Parameter durch die duale Stammzelltherapie zu erkennen [223].

Maogliche Ursachen fur die Divergenz der praklinischen und klinischen Daten finden sich zum
einen in den Limitationen, die allen Tiermodellen inharent sind, wie beispielsweise sich
unterscheidende spezifische Stoffwechseleigenschaften oder Krankheitsmodelle, die immer nur
eine Annaherung an die eigentliche Pathologie von humanen Krankheitsentitaten sind [224, 225].
Zum anderen kdnnten die mdglicherweise auch im Menschen bestehenden glinstigen Effekte der
dualen Stammzelltherapie auf das kardiovaskulare System durch moderne, interventionelle
RevaskularisationsmalRlnahmen abgeschwacht oder vollstandig verdeckt worden sein [226], da
im Gegensatz zu den praklinisch verwendeten Modellen mit chronischer Koronarokklusion im
klinischen Setting aus ethischen Grinden als primare therapeutische Mallnahme eine
schnellstmogliche Reperfusion des betroffenen myokardialen Versorgungsgebietes des initial

verschlossenen Gefaldes angestrebt wurde.

4.7 Nuklearmedizinische Bildgebung- zukiinftige Entwicklungen

Das Potential der nuklearkardiologischen Bildgebung, pathophysiologische Aspekte der
ischamischen Herzinsuffizienz darzustellen, macht sie zu einem wichtigen diagnostischen Tool,
um die komplexe Pathogenese dieser Krankheit besser zu verstehen. Durch den Einsatz von
unterschiedlichen Tracern kdnnen bereits frGhe Veranderungen auf molekularer Ebene und in
verschiedenen Funktionsbereichen detektiert werden. Die Quantifizierung von Vitalitat und
Perfusion mittels PET und SPECT Technik ist klinisch bereits zu einem wertvollen diagnostischen
Mittel geworden, um durch nicht-invasive Messungen die Funktionalitat des Herzens beurteilen
zu konnen, Indikationen fir invasive Verfahren zu stellen bzw. Verlaufsuntersuchungen
durchzufihren. Neue Angriffspunkte des molekularen Imaging sind Neoangiogenese,
sympathische Innervation sowie die Aktivitat von Matrix- Metalloproteinasen im ischamisch
geschadigten Herzen. Diese Biomarker konnten Veranderungen in der Fruhphase des
ventrikularen Remodelings charakterisieren und somit den Patienten den Zugang zu Therapien
in sehr fruhen Phasen ihrer Erkrankung ermdglichen. Auch die Einteilung in Risikogruppen
scheint hierbei ein wichtiger Punkt zu sein, beispielsweise kann die Abbildung der sympathischen
Innervation einen Beitrag zur Entscheidungsfindung bzgl. der Indikation zur ICD- Implantation
leisten [113]. Eine weitere wichtige zuklnftige Entwicklung ist die klinische Etablierung der
Darstellung vulnerabler, arteriosklerotischer Plaques. Obwohl die invasive

Herzkatheteruntersuchung mit FFR Messung aktuell den Goldstandard flr die Beurteilung einer
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koronaren Herzkrankheit ist, korreliert der Grad der koronaren Stenose, wenn uberhaupt, nur sehr
schwach mit dem Risiko fur ein kardiales Ereignis [227]. Mittlerweile weil® man, dass weniger der
Grad der Stenose, als vielmehr die biologische Zusammensetzung des Plaques und seine
Stoffwechselaktivitdt eine Rolle fur die Rupturwahrscheinlichkeit spielen [228].
Nuklearkardiologische Verfahren koénnen hier aufgrund ihrer Fahigkeit, molekulare
Stoffwechselprozesse abzubilden, einen wichtigen Beitrag leisten. Kirzlich veréffentlichten Joshi
et al. eine prospektive klinische Studie, in der gezeigt werden konnte, dass das '8F- NaF- PET/CT
vulnerable Plaques und deren assoziierte Regionen mit erhdhter Inflammation,
Kalzifizierungsprozessen und Nekrose darstellen kann [229]. Wahrend '8F-Fluorid ein
vielversprechender Marker fir Plaquevulnerabilitat bleibt, sind auch andere PET- Tracer, wie '8F-
FDG und %Ga- DOTATATE oder SPECT Tracer, wie ™Tc- Hydrozinonikotinamid, Gegenstand
aktueller Untersuchungen [227]. Die immer genauere Erforschung pathophysiologischer,
molekularer Prozesse kardiovaskularer Erkrankungen bietet immer mehr Angriffspunkte fur die
spezifische nuklearkardiologische Bildgebung, welche durch die stete Entwicklung von neuen
Radiopharmaka realisiert wird und den Weg der personalisierten Medizin in der Zukunft ebnen
wird. Einen weiteren entscheidenden Entwicklungsschritt der molekularen Bildgebung stellt die
weitere Etablierung und Anwendung von Hybridgeraten, wie SPECT/CT, PET/CT und PET/MRT
dar, welche es ermdglichen, simultan morphologische und funktionelle Daten zu akquirieren und

so in einem ,one-stop-shop“- Verfahren wichtige Informationen zu generieren [230].

4.8 Limitationen

Limitationen dieser Arbeit finden sich beispielweise in dem zugrunde liegenden Tiermodell der
permanenten LAD Ligation. Im Kklinischen Alltag finden sich aufgrund einer mittlerweile
flachendeckend etablierten Herzkatheterversorgung weitgehend Verschluss- Reperfusions-
Situationen, deren post Infarkt Metabolismus sich anders verhalt als bei abgelaufenen, nicht
wiedereroffneten Herzkranzgefallen. Somit sind hierbei andere Herausforderungen, wie
beispielweise der Reperfusionsschaden, zu erwarten [231]. Des Weiteren wurde bei der
Infarktinduzierung lediglich das visuelle Abblassen des Myokards unmittelbar nach LAD Ligation
als Erfolgskontrolle eingesetzt. Andere Arbeitsgruppen kontrollierten die erfolgreiche Ligation
auch Uber elektrophysiologische Ischamiezeichen im EKG. Dadurch konnte durch eine
zusatzliche objektivere Methode die erfolgreiche Ligation validiert werden [173]. Insbesondere im
zweiten Teil der Arbeit, bei der Testung des Effektes der dualen Stammzelltherapie, ware es von
Interesse gewesen, dass initial induzierte Infarkte eine gewisse GroRe nicht Uber- bzw.

unterschreiten. Dazu ware eine nicht invasive Messung der Infarktgrof3e am ersten Tag post
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Ligation geeignet. Hierdurch konnte eine Bias durch initial sehr kleine bzw. sehr grof3e Infarkte
bei der Therapiebewertung vermieden werden [170, 232], dies war in unserem Versuchssetting

protokollbedingt jedoch nicht moglich.
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5. Zusammenfassung

Eine potente, klinisch sicher anwendbare Therapie, um myokardiales Gewebe durch
Zellersatzverfahren oder durch Stammzelltherapien wiederherzustellen bzw. de novo zu
synthetisieren, ist bereits seit langer Zeit Gegenstand intensiver Forschungsarbeit. Der grolRe
Pool an verschiedenen Stammzelltypen, kombiniert mit unterschiedlichen Applikationstechniken
und —zeitpunkten, ergeben eine Vielzahl von Parametern, die getestet werden mussen. Hinzu
kommt, dass viele Mechanismen und Parameter, die den Effekt der Therapien beeinflussen,
bisher weder verstanden sind noch gut erfasst werden kénnen. Diese Fille an Therapieansatzen
bendtigt daher sensitive, gut validierte Monitoringmethoden mit einem hohen Grad an Effizienz.
Dabei ist es von Vorteil, wenn sich sowohl die angewandte Therapie als auch die
Monitoringmethoden der praklinischen Forschung unter translationalem Aspekt bereits an
klinischen Gegebenheiten orientieren, sodass die potentiell folgende Integration in den klinischen

Alltag einfach umzusetzen ware.

Die Optimierung der '8F-FDG-PET verbessert eine bereits in der Klinik eingesetzte Methode, die
serielle Beobachtungen an Mausen maoglich macht und gleichzeitig den Vorteil des one-stop-
shops bietet, was bedeutet, dass mit einer Untersuchung viele verschiedene Parameter erhoben
werden konnen. Im Falle der PET sind diese primar funktioneller, stoffwechselabbildender Natur,
jedoch kann indirekt auch auf morphologische Gegebenheiten rlickgeschlossen werden. Dies
macht diese Methode aus zeitdtkonomischen und vor allem auch ethischen Grinden zu einem
sehr vorteilhaften Validierungssystem fur praklinische Therapieansatze. Mit der Etablierung eines
gesunden Normkollektivs, bzw. einer Referenzgruppe Infarkt, wurde eine Basis fur weiteres
Monitoring von Infarkttherapien mittels PET geschaffen. Auf dieser Grundlage konnten im
Folgenden erhobene Daten ausgewertet und durch Therapie verursachte Unterschiede besser
detektiert werden. Aulerdem wurde erstmals das metabolische Volumen als indirekter
Messparameter fur kardiale Hypertrophie herangezogen. So konnten bei der konkreten
Anwendung der '8F-FDG-PET zum Therapiemonitoring der dualen Stammzelltherapie bestehend
aus Sitagliptin plus G-CSF im Infarktmodell der Maus signifikante Unterschiede der Infarktgrofie
festgestellt werden. Des Weiteren konnte durch die Moglichkeit der funktionellen Bildgebung der
gunstigere Verlauf des Inflammationsgeschehens des nicht-infarzierten Myokards in der
Therapiegruppe verzeichnet werden, woraufhin der pathophysiologische Mechanismus mittels
FACS genauer spezifiziert wurde. Durch funktionelle Bildgebung konnten auch indirekt
morphologische Daten erhoben werden. Das metabolische Volumen spiegelte erstmalig die

linksventrikulare Hypertrophie wieder, wobei gezeigt wurde, dass dual therapierte Tiere im
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Vergleich zur Placebogruppe geringer ausgepragte Remodelingvorgange im Sinne einer
Hypertrophie aufwiesen. EKG-getriggerte, gegatete Aufnahmen ermoglichten auch Aussagen zur
Entwicklung der linksventrikularen Pumpfunktion. Auf diesem Feld manifestierte sich im Verlauf

kein Einfluss der dualen Stammzelltherapie.

In Zusammenschau der in dieser Arbeit erhobenen Daten ist es gelungen, eine
Monitoringmethode flr kardiale, praklinische Therapieansatze weiterzuentwickeln und teilweise
erstmalig anzuwenden. Bezlglich des Therapieeffektes der dualen Stammzelltherapie konnten
in einem longitudinalen Studiendesign erganzende Erkenntnisse gewonnen werden. Auf dem
Gebiet der Regeneration oder de-novo-Bildung von geschadigtem oder zugrundegegangenem
kardialen Gewebe bleiben weiterhin viele Fragen offen, die von groRtem gesellschaftlichen und
gesundheitsokonomischen Interesse sind. Auch die Entwicklungen der nuklearkardiologischen
Bildgebung versprechen viele Neuerungen mit hoher klinischer Relevanz. Aus diesen Grunden
sollten die kardial- regenerative Medizin sowie die nuklearkardiologische Bildgebung weiterhin

ein zentrales Anliegen wissenschaftlicher Anstrengung bleiben.
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