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1. Einleitung

Das therapeutische Potenzial adulter Stammzellen ist seit vielen Jahren Gegenstand
intensiver Forschung. Die Grundlagenforschung der letzten Jahre erbrachte, dass es
neben der seit langem bekannten hamatopoietischen Stammzelle eine Vielzahl wei-
terer Stammzelltypen im adulten Organismus gibt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass eine in vitro Differenzierung dieser Stammzellen zu verschiedensten reifen Zell-
typen moglich ist. Der Gedanke lag nahe, das Potenzial der adulten Stammzellen zu
Therapiezwecken einzusetzen. Hierfur erachtete man insbesondere die mesenchy-
malen Stammzellen als aulerst geeignet, da sie leicht zu isolieren und einfach zu

kultivieren sind.

Viele Menschen sterben jahrlich akut am Herzinfarkt oder aber an dessen Folgen.
Standardtherapien sind nicht in der Lage, langfristig die Entwicklung einer Herzinsuf-
fizienz zu verhindern. Seit Anfang des 21. Jahrhunderts, als Arbeiten Uber die in vitro
(MAKINO et al., 1999) und in vivo (ORLIC et al., 2001) Differenzierung adulter
Stammzellen aus dem Knochenmark zu Kardiomyozyten publiziert worden waren, ist
das Interesse an adulten Stammzellen als zusatzliches Therapeutikum des Myokard-

infarkts beim Menschen sehr grol3.

AuRerst kontrovers wird allerdings diskutiert, ob es tatséchlich in vivo zu einer myo-
kardialen Differenzierung von Knochenmarkszellen kommt. Nicht ausreichend geklart
ist ebenso, welche Zellpopulationen des Knochenmarks geeignet sind fur die Zellthe-
rapie, ob eine vorherige Kultivierung und Vordifferenzierung von Vorteil ist, und in
welcher Anzahl, zu welchem Zeitpunkt und mittels welcher Applikationsart diese Zel-
len verabreicht werden mussen, um klinisch relevanten Nutzen aufzuweisen. Einige
klinische Studien am Menschen haben gezeigt, dass die Applikation autologer Kno-
chenmarkstransplantate sicher ist (ASSMUS et al., 2002; FUCHS et al., 2003). Die
Ergebnisse dieser Studien hinsichtlich kardialer Funktionalitdt und myokardialer Per-
fusion differieren jedoch stark. Offensichtlich ist weitere praklinische Forschung nétig,
um die Effektivitat und die tatsachliche Wirkweise der Zell-Therapie zur Behandlung
des akuten Herzinfarkts zu klaren (LEE et al., 2004; DAVANI et al., 2005; AKAR et
al., 2006).
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Hierfur ist die Etablierung geeigneter Tiermodelle nétig. Die vorliegende Arbeit hat es
sich zum Ziel gemacht, die Rolle endogener und exogen verabreichter Knochen-
markszellen im Infarktgeschehen zu beleuchten. Dazu wurden Fischer 344 Inzucht-
Ratten letal bestrahlt und mit Knochenmark transgener Fischer 344 Ratten, welche
das Marker-Enzym humane Plazentare Alkalische Phosphatase (hPLAP) ubigitar
unter dem R26-Promotor exprimieren (KISSEBERTH et al., 1999) rekonstituiert. Die-
ses hitzestabile Marker-Enzym besitzt den grof3en Vorteil, sowohl Paraffin- als auch
Kunststoff-Einbettung zu Uberdauern, so dass damit eine sensitive und zugleich si-
chere Detektion markierter Zellen in Gewebeschnitten mdglich ist. In diesen Kno-
chenmark-transplantierten Tieren sollte gezeigt werden, inwieweit Knochenmarkszel-
len in die Entzindungsreaktionen und den Heilungsprozess nach Myokardinfarkt, der
durch 30minutige Ligation der linken Koronararterie induziert wurde, involviert sind.
Des Weiteren sollte demonstriert werden, ob die intravendése Verabreichung von
Knochenmarkszellen eine Woche nach Infarktinduktion positive Effekte auf die Ab-
heilung des Infarkts und die Funktionalitdt des Herzmuskels ausubt und ob eine in
vivo Differenzierung von Knochenmarkszellen zu Kardiomyozyten bestatigt werden
kann. Ein drittes Ziel dieser Studie war es, ein Marker-tolerantes Tiermodell zu gene-
rieren, welches, unter Verzicht auf letale Bestrahlung und Knochenmarkstransplanta-
tion, die spezifische Verfolgung transplantierter Zellen in immunkompetenten Tieren
ohne die Gefahr von AbstoRungsreaktionen erlaubt. Dieses Modell sollte in Folge
genutzt werden, um zu klaren, ob intravends verabreichte Knochenmarkszellen in
den geschadigten Herzmuskel gelangen und ob sie dort aktiv in die Infarktheilung

einbezogen werden.
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2. Literatur

2.1 Stammzellen

Als Stammzellen im Allgemeinen bezeichnet man unreife Zellen, die zu unbegrenzter
Selbsterneuerung und weiterer Differenzierung fahig sind. Primar unterscheidet man
embryonale und adulte Stammzellen. Aus einer totipotenten embryonalen Stammzel-
le (ES), der befruchteten Zygote, bilden sich alle weiteren somatischen Zellen eines
Individuums. Die Forschung um die ES ist ethisch sehr umstritten. Zudem zeigte
sich, dass ES ein starke Neigung zur tumordsen Entartung aufweisen (ERDO et al.,
2003). Die adulte Stammzelle hingegen kann zumeist auf sehr einfache Weise ge-
wonnen werden, die Zellen lassen sich ex vivo gut expandieren und kénnen ohne
zusatzliche Immunsuppression als autologes Transplantat dem Patienten, der
zugleich Spender als auch Empfanger ist, verabreicht werden (ZANDER et al.,
2002). Die Gefahr der Entstehung von Neoplasien ist sicherlich geringer anzusehen
als bei den ES, allerdings zeigten Studien von RUBIO et al. (2005), dass nach Lang-
zeitkultivierung auch adulte Stammzellen zu spontaner Transformation neigen.

In den folgenden Ausfuhrungen mochte ich mich auf die adulten Stammzellen be-
schranken, da diese pluripotenten Zellen einen zentralen Punkt meiner Untersu-

chungen einnehmen.

2.1.1 Adulte Stammzellen im Knochenmark

Das Knochenmark stellt das Speicherorgan einer Vielzahl adulter Stammzellen dar.
In den letzten Jahren wurden neben den seit langem bekannten hamatopoetischen
und mesenchymalen Stammzellen eine Reihe von Subpopulationen adulter Stamm-
zellen beschrieben, wobei allerdings unklar ist, ob es sich bei den charakterisierten
Zellpopulationen verschiedener Arbeitsgruppen nicht um identische Populationen
handelt.
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2.1.1.1 Hematopoietic Stem Cells

Bereits Mitte des 19. Jahrhunderts vermutete Julius COHNHEIM (1867), dass es in
differenzierten Geweben zu einer standigen Erneuerung von Zellen kommt und dass
es fur diesen Turnover im adulten Organismus Stammzellen geben muss. Die Quelle
dieser Zellen vermutete er im Knochenmark. Die Existenz einer adulten multipoten-
ten Stammzelle fur die Blutbildung, die hamatopoietische Stammzelle (HSC), wurde
erstmalig 1906 von Alexander MAXIMOV beschrieben. Hamatopoietische Stammzel-
len sind zustandig fur die standige Regeneration aller Zellen des Blut- und Immun-
systems (LAGASSE et al.,, 2001). Lediglich 0,01-0,05% aller Knochenmarkszellen
sind als HSCs zu bezeichnen (HARRISON et al., 1990). Seit bereits mehr als 25 Jah-
ren sind diverse Methoden etabliert, die diese Zellen flir autologe und allogene Kno-
chenmarktransplantationen (KMT) nutzen (ZANDER et al., 2002). Eine Isolierung der
HSCs ist zum einen durch Knochenmarkspunktion, zum anderen durch deren Mobili-
sierung moglich. Zu einer Mobilisierung adulter Stammzellen aus dem Knochenmark
in die Zirkulation kommt es durch Faktoren wie den Stem Cell Faktor (SCF) und den
Granulocyte-Colony Stimulating Faktor (G-CSF). Mittels Diapharese werden infolge
die peripher zirkulierenden HSCs aus dem Blut des Spenders flr die Transplantation

isoliert.

2.1.1.2 Mesenchymal Stem Cells

Vor circa 30 Jahren entdeckten Friedenstein und Kollegen eine weitere im Kno-
chenmark (KM) residierende Zellpopulation adulter Stammzellen: die mesenchyma-
len Stammzellen (MSC). Als Synonyme fur diese Zellpopulation werden auch die
Begriffe Marrow Stromal Cells und Skeletal Stem Cells verwendet (BIANCO et al.,
2001). Charakteristika dieser Zellen sind Plastikadharenz, hohe Proliferationsraten
sowie die Fahigkeit, in vivo und in vitro zu Chondrozyten, Osteoblasten und Adipozy-
ten zu differenzieren (FRIEDENSTEIN et al., 1976; FRIEDENSTEIN et al., 1987). Die
Beobachtungen FRIEDENSTEINs und seiner Kollegen konnten durch andere Ar-
beitsgruppen bestatigt werden. Zudem zeigte man, dass MSCs unter geeigneten Kul-
turbedingungen und ebenso in vivo in der Lage sind, neben Chondro-, Adipozyten
und Osteoblasten unter anderem zu Muskelzellen (WAKITANI et al., 1995; FERRARI
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et al., 1998), Vorlauferzellen neuronaler Zellen (MEZEY et al., 2000; WOODBURY et
al., 2000; ZHAO et al., 2002), Kardiomyozyten (MAKINO et al., 1999; ORLIC et al.,
2001) und Hepatozyten (PETERSON et al., 1999; LAGASSE et al., 2000; THEISE et
al., 2000) zu differenzieren. Ein weiteres Charakteristikum von MSCs ist ihre Hetero-
genitat: Kultiviert man MSCs, die von einer einzigen urspringlich isolierten MSC
stammen, zeigt sich eine starke morphologische Heterogenitat der Zellklone (METS
& VERDONK, 1981). So kann man in frudhen monoklonalen MSC-Kulturen 3 unter-
schiedliche Zellphanotypen beobachten: Kleine, sehr schnell teilende Zellen (RS-
Zellen: rapidly self-renewing), Zellen mit spindelférmiger Morphologie und grolRere
Zellen mit verminderter Replikationsgeschwindigkeit. Solange die Zellen in geringer
Dichte kultiviert werden, Uberwiegen die kleinen RS- und die spindelformigen Zellen.
Diesen spricht man das groRere Differenzierungspotential zu und sie werden als
Vorstufen der groReren, reiferen Zellen angesehen. Wird das Hayflick Limit von 50
Populationsverdoppelungen Uberschritten, dominieren die groReren, reiferen Zellen,
die ihre Teilung einstellen (BRUDER et al., 1997; DIGIROLAMO et al., 1999).

Neben dem ihnen eigenen Stammzellpotenzial obliegt den MSCs die wichtige Funk-
tion, essentielle regulatorische Faktoren und Zytokine flr die Proliferation und Diffe-
renzierung der HSCs bereitzustellen (DEXTER et al., 1977; GORDON et al., 1990;
HAYNESWORTH et al., 1996; WEIMAR et al., 1998). Lediglich 0,001-0,01% aller
Knochenmarkszellen reprasentieren MSCs (PITTENGER et al., 2004), deren Mobili-
sierung in die Zirkulation ebenfalls durch Gabe von Granulocyte-Colony Stimulating

Faktor moglich ist.

Eine weitere Besonderheit der MSC liegt in ihrer vernachlassigbaren Immunogenitat.
Humane mesenchymale Stammzellen exprimieren eine Reihe von Oberflachenmole-
kilen wie Thy-1 (CD90), Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM, CD106), Intercel-
lular Adhesion Molecule 1 und 2 (ICAM-1 und ICAM-2), Activated Leukocyte Cell Ad-
hesion Molecule (ALCAM, CD166), Lymphocyte Functional Antigen-3 (FLA-3, CD58)
und eine Reihe von Integrinen, die Rickschlisse auf eine Interaktion zwischen MSC
und T-Zelle zulassen konnten. Allerdings zeigten Experimente von BARTHOLOMEW
et al. (2002) sowohl in vitro als auch in vivo das immunsuppressive Potenzial adulter
mesenchymaler Stammzellen. Es konnte die Dosis-abhangige Minderung der Prolife-

ration in Mixed-Lymphocyte Reaction (MLR) und in Proliferations Assays durch Zu-
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gabe von MSCs demonstriert werden. Ob diese Verringerung der Lymphozyten-
Proliferation Uber direkten Zell-Zellkontakt mittels VCAM, ICAM oder LFA-3
(PITTENGER et al., 1999; MAJUMDAR et al., 2003) oder aber uber Zytokine vermit-
telt wird, ist nicht geklart (DI NICOLA et al., 2002; TSE et al., 2003). Selbst in/nach
Differenzierung zu Adipo-, Chondrozyten oder Osteoblasten behalten MSCs diese
Fahigkeit zur Reduktion der lymphozytaren Proliferation (LE BLANC et al., 2003). In
vivo zeigt sich das immunsuppressive Potenzial in verlangerter Uberlebenszeit allo-
gener Hauttransplantate nach einmaliger intravendser Verabreichung von MSCs
(BARTHOLOMEMW et al., 2002).

2.1.1.3 Subpopulationen

Verschiedene Arbeitsgruppen berichten in den letzten Jahren Uber neu charakteri-
sierte Subpopulationen aus dem Knochenmark. Auch diese Populationen lassen sich
ex vivo expandieren und verflugen Uber die Fahigkeit zu gewebeulbergreifender Diffe-
renzierung. Beschrieben wurden in diesem Zusammenhang: Endothelial Progenitor
Cells, Side Population Cells, Multipotent Adult Progenitor Cells, Marrow-Isolated
Adult Multilineage Inducible Cells, Tissue Committed Stem Cells und die Very Small
Embryonic-Like Cells (Reviewed in KUCIA et al., 2005b).

2.1.1.3.1 Endothelial Progenitor Cells

Die Endotheliale Progenitorzelle EPC entwickelt sich vermutlich ebenso wie die HSC
aus dem Hamangioblasten (RIBATTI et al., 2002) und wird bei Bedarf aus dem Kno-
chenmark in die Zirkulation mobilisiert (SHINTANI et al., 2001). Eine Isolierung kann
ebenfalls sowohl aus dem Knochenmark als auch aus dem peripheren Blut erfolgen.
Die Charakterisierung erfolgt uber die Expression von CD34, CD133 und des Vascu-
lar Endothelial Growth Factor Receptors 2 (VEGF-R2), welcher auch als Kinase In-
sert Domain Receptor (KDR) oder Flk-1 bezeichnet wird. Im Lauf der Differenzierung
endet die CD133-Expression, stattdessen wird CD31 exprimiert (ASAHARA et al.,
1997; GEHLING et al.,, 2000; PEICHEV et al., 2000; HRISTOV et al., 2003;
ASAHARA et al., 2004). Die Differenzierung von EPCs zu Gefalkendothel konnte so-
wohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden (ISNER et al., 2001; QUIRICI et al.,
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2001; ASSMUS et al., 2002; KAWAMOTO et al., 2003). Einige Studien legen nahe,
dass es durch physisches Training zu einem Anstieg (ADAMS et al., 2004) und durch
Faktoren wie Rauchen, Diabetes oder Hypertension zu einer Verminderung der
EPCs in der Zirkulation kommt (VASA et al., 2001).

2.1.1.3.2 Side Population Cells

Die Side Population-Zellen, CD34/low c-Kit* Sca-1", werden als Subpopulation der
HSCs betrachtet und sind durch Expression des ABDG2-Transporters dazu fahig,
Hoechst Farbstoff 33258 und Rhodamine 123 auszuschleusen (GOODELL et al.,
1997; SCHARENBERG et al., 2002). Eine Isolierung dieser Zellen wurde nicht nur
aus dem Knochenmark, sondern auch aus Muskel und anderen Geweben gezeigt
(McKINNEY-FREEMAN et al., 2002; MAJKA et al., 2003).

2.1.1.3.3 Multipotent Adult Progenitor Cells

Die MAPCs, CD13" FIk1%™ c-kit CD44  CD45 MHC class I" MHC class II', lassen
sich aus Kulturen mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark isolieren
(REYES et al., 2001; Jiang et al., 2002). REYES et al. (2001) zeigten, dass diese
Zellen sich nicht nur zu mesenchymalen sondern auch zu endothelialen, neuroecto-
dermalen und endodermalen Zelltypen differenzieren lassen. In einer Studie de-
monstrierten JIANG et al. (2002), dass MAPCs nicht nur aus Knochenmark, sondern
auch aus Muskel und Gehirn von Mausen isoliert werden konnen. Diese Zellen un-
terscheiden sich in ihrem Phanotyp, ihrer Morphologie und ihrem Expressionsmuster
nicht von den aus dem Knochenmark isolieten MAPCs. Die Tatsache, dass MAPCs
weder Major Histocompatibility Complex (MHC) Klasse | noch MHC Klasse |l expri-
mieren, macht sie fur allogene Transplantationen verfugbar, allerdings birgt das Feh-
len der MHC | Expression zugleich die Gefahr der Elimination durch Naturliche Killer
Zellen (NK-Zellen) des Empfangers (VERFAILLIE et al., 2002; VERFAILLIE et al.,
2003).
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2.1.1.3.4 Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible Cells

Die Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible Cells (MIAMI) werden ebenfalls als
Subpopulation der humanen MSCs angesehen. D’'IPPOLITO et al. (2004) zeigte,
dass auch diese Zellpopulation in vitro in der Lage ist, in Zellen aller drei Keimblatter
zu differenzieren. Ebenfalls lie} sich, wie bei ES, unbegrenzte Kultivierung der Zellen

und die Expression von Stammzell-Markern (Oct-4, Rex-1) nachweisen.

2.1.1.3.5 Tissue Committed Stem Cells

Eine weitere den adulten Stammzellen zuzuordnende Zellpopulation wird als Tissue
Committed Stem Cells (TCSC) bezeichnet. KUCIA et al. (2004) vertreten die Hypo-
these, dass die sehr kleinen (~5-7 um) CXCR4-positiven TCSCs in ahnlicher Weise
wie die HSCs wahrend der embryonalen Entwicklung von der fetalen Leber in die
Knochenmarkshohle einwandern. Die Aktivierung der Zellen geschieht durch die
Freisetzung von a-Chemokinen wie den Stromal-Derived Factor-1 (SDF-1), welcher
durch Osteoblasten, Knochenmarksfibroblasten und endotheliale Zellen sezerniert
wird. Fur diese Hypothese spricht die Tatsache, dass die Isolierung der TCSCs aus
dem Knochenmark mittels eines SDF-1-Gradienten durchgefuhrt werden kann. Eine
Unterscheidung in humane HSCs und humane TCSCs ist durch die unterschiedliche
Expression von CD45 moglich (KUCIA et al., 2005).

2.1.1.3.6 Very Small Embryonic-Like Stem Cells

Die Very Small Embryonic-Like Stem Cells (VSEL) wurden 2006 von KUCIA et al.
beschrieben. Diese homogene Population seltener Sca-1" lin- CD45  Zellen expri-
miert Marker pluripotenter Stammzellen wie SSEA-1, Oct-4, Nanog oder Rex-1, ent-
halt Euchromatin, welches typisch fur ES ist, und zeigt in vitro das Potenzial zur Dif-
ferenzierung in Zellen aller drei Keimblatt-Linien. Zusatzlich konnte gezeigt werden,
dass die Anzahl dieser Zellen im Knochenmark mit zunehmendem Alter abnimmt. Es
ist sehr wohl denkbar, dass die VSELs bei der Isolierung von MSCs nach Ublichen

Protokollen mitisoliert werden, da sie Adharenz zu Fibroblasten aufweisen.
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2.1.2 Gewebslokalisierte adulte Stammzellen

Jahre nach Entdeckung adulter Knochenmarks-Stammzellen wurde vielfach gezeigt,
dass diese nicht nur im Knochenmark, sondern ebenso in verschiedensten Organ-

systemen residieren. So wurden adulte Stammzellen zum Beispiel in

e Haut (WATT, 1998; LAVKER et al., 2000; TAYLOR et al., 2000)

e Zentralem Nervensystem (REYNOLDS and WEISS, 1992; GAGE et al., 1995;
GAGE et al., 2000, )

e Muskel (SCHULTZ & MCCORMICK, 1994; KAWADA et al., 2001)

e Leber (MICHALOPOULOS & DEFRANCES, 1997; ALISON & SARRAF, 1998;
KUBOTA and REID, 2000; SELL, 2001)

e Plazenta (MIAO et al., 2006)

e Milchdrise (WELM et al., 2002) und

e Herzmuskel (BELTRAMI et al., 2003; OH et al., 2003) nachgewiesen.

Unklar ist, ob es in einem Organismus zwei unabhangige ,Stammzellsysteme® gibt
oder ob die im Gewebe residierenden Zellen aus dem Knochenmark stammen und in
weiterer Folge Uber die Zirkulation ihren Platz in den Nischen des jeweiligen Organs

aufsuchen.

Verschiedene Arbeiten demonstrierten die Existenz peripher zirkulierender Stamm-
zellen (ZVAIFLER et al., 2000; KUCIA et al., 2004a; KUCIA et al., 2004b; KUCIA et
al., 2005a). So wurde sowohl die Existenz zirkulierender pluripotenter Stammzellen
(ZHAO et al., 2003) als auch die zirkulierender HSCs (HUSS et al., 2000) sowie En-
dothelialer Vorlauferzellen (ASAHARA et al., 1997; SHI et al., 1998; WOJAKOWSKI

et al., 2004) nachgewiesen.




2. Literatur 10

2.2 Plastizitat adulter Stammzellen

Wie bereits erlautert, verfigen adulte Stammzellen tGber das Potenzial zu multipoten-
ter Differenzierung. Diese Fahigkeit wird auch als Plastizitat bezeichnet. BIANCO et

al. (2001) unterscheidet zwei Arten der Plastizitat:

e Orthodoxe Plastizitat
Als orthodox wird beispielsweise die Differenzierung von HSCs zu Blutzellen
bezeichnet, von MSCs zu Chondro- und Adipozyten sowie zu Osteoblasten,
von undifferenzierten zu gewebespezifisch differenzierten Zellen; eine Diffe-
renzierung, die sich immer innerhalb der Keimblattgrenzen abspielt. Demzu-
folge entwickeln sich aus MSC spezifische Zellen des mesodermalen Keim-
blatts.

e Unorthodoxe Plastizitat
Als unorthodoxe Plastizitat wird sowohl die Differenzierung Uber Keimblatt-
grenzen hinweg als auch die Ruckdifferenzierung von einer ausgereiften Zelle

zu einer undifferenzierteren Stufe bezeichnet.
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Abb. 1: Konzept der Stammzellplastizitat (nach BLAU et al., 2001)
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Wie BLAU et al. bedenkt (2001), ist es notwendig geworden, sich von den bisherigen
Vorstellungen der Zell-Differenzierung, die nur in vorgezeichneten Bahnen und in
eine Richtung, von unreif zu hoch spezialisiert, ablauft, zu trennen.

Immer wieder kritisch diskutiert wird, ob es sich bei dieser Plastizitat der Adulten
Stammzellen um eine tatsachliche Differenzierung der Zellen handelt. Erstaunliche
Ergebnisse bringen die Studien von BJORNSON et al. (1999) und JACKSON et al.
(1999). Diese demonstrierten, dass es nach letaler Bestrahlung durch Injektion adul-
ter gewebe-spezifischer Stammzellen zu einer volligen hamatopoietischen Rekonsti-
tution der Tiere kommt. Die Ergebnisse ihrer Versuche lassen vermuten, dass es zu
einer Dedifferenzierung bereits vordifferenzierter gewebe-spezifischer Zellen kom-
men kann. So zeigten HOCHEDLINGER et al. (2003) durch Klonierungs-
Experimente, dass die DNA ausdifferenzierter somatischer Zellen dedifferenzierbar
ist zu einem ,jungfraulichen Typ“ der DNA, wie sie bei frihen ES zu sehen ist. Ob
Enzyme wie Demethylasen, die fur diese Dedifferenzierung nétig sind, auch von dif-
ferenzierten Stammzellen exprimiert werden konnen ist bis dato nicht gezeigt.

Bei Amphibien allerdings scheinen De- und Redifferenzierung die hauptsachlichen

Mechanismen in der Organregeneration zu sein (STOCUM, 2004).

Ob nun die Plastizitat der adulten Stammzellen auf einer tatsachlichen Differenzie-
rung (SATO et al.,, 2005) bzw. einer Transdifferenzierung oder aber auf Zellfusion
(TERADA et al.,, 2002; YING et al., 2002; ALVAREZ-DOLADO et al.,, 2003;
CAMARGO et al., 2004; NYGREN et al., 2004; DREYFUS et al., 2004; NOISEUX et
al., 2006) basiert, muss weiter erforscht werden. Es ist sehr wohl denkbar, dass die
zu beobachtende Plastizitat nicht auf einem einzigen der aufgefuhrten Mechanismen
beruht. Als Beispiel hierfur mochte ich die folgende Studie anfihren: SPEES et al.
(2003) zeigten, dass es bei Kokultivierung von MSC mit durch Hitze inaktivierten al-
veolaren Epithelzellen sowohl zu Differenzierung als auch zu Fusion der MSCs mit
den Epithelzellen kam. Die resultierenden Zellen wiesen spezifische Expressions-
muster und morphologische Charakteristika epithelialer Zellen auf. Aus diesen Daten
kann geschlossen werden, dass sowohl Differenzierung als auch Zellfusion eine ent-
scheidende Rolle spielen in den Beobachtungen vieler Forscher, welche Uber eine

beobachtete Differenzierung von adulten Stammzellen berichten.
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2.3 Gewebe-Turnover und -Regeneration durch adulte Stammzellen

Aus der Literatur ist bekannt, dass es im adulten Organismus zu einer standigen
Gewebeerneuerung kommt. KRAUSE et al. (2001) zeigten, dass es dabei zu einer
Rekrutierung von Zellen aus dem Knochenmark kommt. Ich méchte nun anhand
ausgewabhlter Beispiele aus der Literatur die Differenzierung adulter Stammzellen im
Kontext des physiologischen Zell-Turnovers und der Regeneration beleuchten.
BRAZELTON et al. (2000) zeigten durch Transplantation GFP positiver Knochen-
markszellen in letal bestrahlte Wildtyp Tiere das Auftreten GFP positiver Zellen im
ZNS. Die Zellen wurden vor allem im Bulbus olfactorius, einem Ort starker neuraler
Regeneration, detektiert (0,2-0,3% aller Neuronen). Circa 20% dieser Zellen expri-
mierten neuronale Proteine und der Groliteil wies einen Makrophagen/Microglialen
Phanotyp auf.

KOTTON et al. (2001) beschreiben, dass frisch isolierte und kultivierte Knochen-
markzellen spezifische Marker fur Typ | Pneumozyten, T1a und Aquaporin-5, expri-
mieren. Des Weiteren demonstrierten sie nach Lungen-Schadigung durch Bleomycin
die Differenzierung systemisch verabreichter lac-Z positiver plastik-adharenter Kno-
chenmarkszellen zu Zellen, die morphologisch und molekular als Typ | Pneumozyten
des alveolaren Epithels zu beschreiben sind. Tiere, bei denen keine Schadigung der
Lunge erfolgte, zeigten lediglich eine geringe Besiedlung der Lunge durch die verab-
reichten Zellen. Zudem konnte nur eine geringe Zahl an Zellen in der Milz, nicht aber
in Leber und Herz nachgewiesen werden.

LAGASSE et al. (2000) zeigten die Fahigkeit adulter Stammzellen zur Differenzie-
rung zu Hepatozyten auf. Es wurden weibliche, letal bestrahlte Mause verwendet, die
unter einer hereditaren Tyrosinamie Typ | leiden. Diese Mause entwickeln unbehan-
delt ein fortschreitendes Leberversagen. 7 Monate nach systemischer Injektion von
HSCs lacZ positiver mannlicher Spender, zeigte sich, dass ca. 30-50% der Leber-
masse durch vom Spender stammende Zellen ersetzt worden war. Es konnte sowohl
die Prasenz des Reportergens, des Y-Chromosoms und die Funktionalitat der Zellen
nachgewiesen werden.

Ein Beispiel fur die Regeneration von Muskel stellen die Studien von BITTNER et al.
(1999) und GUSSONI et al. (1999) dar, die mit einem Modell fir die Duchenne’sche
Muskeldystrophie, der mdx-Maus, durchgefuhrt wurden. Es konnte demonstriert wer-

den, dass es nach Transplantation mannlichen, gesunden Knochenmarks in weibli-
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che mdx-Mause zur Rekrutierung von Zellen aus dem Knochenmark und zur Produk-
tion des fehlenden Proteins Dystrophin kam, was zu einer erfolgreichen Therapie-
rung des Krankheitsbilds der mdx-Maus fluhrte.

All diese Beispiele, die einen Einblick geben sollen, wie weit sich die scheinbar un-
begrenzten regenerativen Fahigkeiten der adulten Stammzelle potentiell erstrecken,

stellen nur einen sehr kleinen Teil der publizierten Arbeiten in diesem Bereich dar.

2.4 Myokardinfarkt

Der akute Herzinfarkt lag 2005 in Deutschland mit 7,4% an Platz 2 der haufigsten
Todesursachen. Insgesamt basierten 23% aller Todesfalle auf koronaren Herzkrank-
heiten (Statistisches Bundesamt Deutschland). Es ist somit nachvollziehbar, dass
eine verbesserte Therapie des Myokardinfarkts sowohl im Interesse des Patienten

als auch in wirtschaftlichem Interesse liegt.

2.4.1 Definition

Der akute Myokardinfarkt (M) ist definiert als Verlust von Herzmuskelzellen durch
Nekrose infolge eines Ischamiegeschehens. Eine Ischamie entsteht durch vermin-
derte bzw. ausbleibende Gewebeperfusion und wird als Zustand der Imbalance von
Sauerstoff-/Substratangebot und Bedarf flr die Aufrechterhaltung physiologischer
Funktionen bezeichnet. Ab einer Dauer von 30 Minuten ohne Blutversorgung kommt
es im Gewebe zu irreversiblen Zellschadigungen. Die Klassifizierung von Infarkten
wird aufgrund ihrer GroRe und ihrer Lokalisation vorgenommen. Infarkte bis zu einer
Grole von 10% des linken Ventrikels (LV) werden als kleiner, zwischen 10 und 30%
als mittlerer und ab 30% des LV als grofer Infarkt bezeichnet (ALPERT et al., 2000).

2.4.2 Remodeling

Die Mechanismen, die durch einen Ischamie-Prozess hervorgerufen werden, sind

mannigfaltig, sowohl auf zellularer als auch auf molekularer Ebene. Nach Einsetzen




2. Literatur 14

der Ischamie kommt es zur Nekrose von Herzmuskelzellen und Aktivierung der in-
flammatorischen Kaskade. Dem primaren Zelluntergang folgt die Hypertrophie von
Herzmuskelzellen und ein sekundarer Untergang derselben. Die Infarktheilung unter-
teilt sich in drei zeitlich nicht voneinander abgrenzbare Stadien: Die inflammatori-
sche, die proliferative und die Reifungsphase (FRANGIOGIANNIS et al., 2006). In
der inflammatorischen Phase kommt es zur Rekrutierung von Leukozyten und Pha-
gozytose des toten Zellmaterials. Die proliferative Phase dient zum Ersatz der verlo-
rengegangenen Muskelzellen durch Granulationsgewebe, das in der anschlie3enden
Reifungsphase durch kollagenreiches Narbengewebe ersetzt wird. All diese Umbau-
vorgange am geschadigten Herzen werden als Remodeling bezeichnet. Das Aus-
mass des Remodelings ist direkt proportional zum ursprunglichen Insult und abhan-
gig davon, ob es zu einer Reperfusion des ischamischen Gebiets kommt (PFEFFER
et al., 1991). Studien haben gezeigt, dass sich der im Zuge des Remodelings abspie-
lende Entzindungsprozess durch Reperfusion des Infarkts verstarkt (ENTMANN et
al., 1994). Allerdings wurde zugleich deutlich, dass das Stattfinden der Reperfusion
essentiell fur die Einleitung ein rasches Ablaufen des Heilungsprozesses ist
(HIRAYAMA et al., 1993). Im zeitlichen Verlauf unterscheidet man das frihe und das
spate Remodeling, wobei sich ersteres in den ersten drei Tagen nach Infarkt abspielt
und vor allem den Infarkt selbst und die umgebende Peri-Infarktzone, auch Border
Zone genannt, betrifft. Das spate Remodeling setzt ab dem dritten Tag ein und bein-
haltet Prozesse, die den gesamten Herzmuskel betreffen (TIYYAGURA et al., 2006),
wie die kompensatorische Hypertrophie kardialer Zellen sowie die Dilatation des lin-

ken Ventrikels infolge verminderter Kontraktilitat und Auswurfleistung des Herzens.

2.4.2.1 Inflammatorische Phase des Remodelings

Die Aktivierung inflammatorischer Prozesse beginnt augenblicklich mit Einsetzen der
Gewebeschadigung.

In den 70er Jahren zeigte sich aus Versuchen an Hunden, dass es durch anti-
inflammatorische Therapie zu einer verminderten Narbenbildung bei den Tieren nach
MI kommt (LIBBY et al., 1973). In einer klinischen Studie mit Gabe von Methylpredni-
solon zusatzlich zur Therapie des Herzinfarkts kam es allerdings bei den Patienten
zur Ausbildung ventrikularer Arrhythmien und einer verstarkten Infarktausdehnung

(ROBERTS et al., 1976). Es wurde offensichtlich, dass der Entzindungsprozess es-
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sentiell fir eine schnelle Infarktheilung ist (KLONER et al., 1978; JUGDUTT, 1997),
auch wenn die Reperfusion und die damit gekoppelte Verstarkung der Entzindungs-
antwort in zeitlichem Abstand zum Infarkt geschieht, was als Late Reperfusion be-
zeichnet wird (TOPOL et al., 1992).

Kurz zusammengefasst umfasst der inflammatorische Prozess folgende Ablaufe:

¢ Infiltration des ischamischen Myokards durch Leukozyten
¢ Resorption nekrotischer/apoptotischer Zellen

¢ Induktion der Proliferationsphase

2.4.2.1.1 Initiale Zytokinfreisetzung

Unmittelbar nach Auftreten des Infarkts kommt es zur Expression der pro-
inflammatorischen Zytokine Interleukin-13 (IL-1R), Interleukin-6 (IL-6) und Tumor
Necrosis Factor-a (TNF-a). Als Stimulus flr die Freisetzung der genannten Faktoren
dienen zum einen mechanischer Stress, das Ischamie-Geschehen selbst sowie die
Entstehung freier Radikale. Ist der Infarkt sehr gro3, kann die Freisetzung dieser Zy-
tokine Uber Wochen andauern (IRWIN et al., 1999; DETEN et al., 2002). Mechani-
scher Stress im Myokard wird uber Mechanosensoren ermittelt, daraufhin folgen drei

mdgliche Signal-Transduktions-Kaskaden Uber

¢ Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)
e JAK-Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) und

e Calcineurin-abhangige Signalkaskaden.

Durch den Zustand der Hypoxie kommt es zur Bildung freier Radikale, auch Reactive
Oxygen Species (ROS) genannt, was wiederum die Freisetzung von Zytokinen medi-
iert und zu einer direkten Schadigung von Kardiomyozyten und Endothel flhrt
(DHALLA et al., 2000; LEFER et al., 2000). Wahrend gesundes Myokard in der Lage
ist, der Entstehung und Eliminierung freier Radikale Uber enzymatische Abbauwege
entgegenzuwirken, stehen diese Mechanismen dem geschadigten Herzen nur einge-
schrankt zur Verfugung (FRANGOGIANNIS et al., 2006).
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Ein weiterer durch Stress induzierter Entziindungsregulator ist der Peroxisome Proli-
ferator-Activated Receptor-y (PPAR-y). Tierexperimentelle Studien konnten zeigen,
dass die Antagonisierung von PPAR-y zu einer signifikanten Minderung der Zytokin-
Freisetzung fuhrt (YUE et al., 2001; SHIOMI et al., 2002).

2.4.2.1.2 Effekte der Zytokine

Die Wirkung von TNF-a zeigt sich ambivalent. Zum einen induziert TNF-o Uber Bin-
dung an Tumor Nekrose Faktor-Rezeptor 1 (TNF-R1) Apoptose. Dabei kommt es zur
Rekrutierung eines Proteins, das als TNF Receptor-Associated Death Domain Prote-
in (TRADD) betitelt wird, was schlie3lich Uber Aktivierung von Caspase 8 zur Einlei-
tung apoptotischer Vorgange fuhrt (MAC EWAN, 2002). Alternativ besteht die
Madglichkeit einer Aktivierung von Factor Associated with Neutral Sphingomyelinase
(FAN) (ADAM-KLAGES et al., 1996), was uber die Generierung von Ceramid zu ei-
ner erhdhten Freisetzung von ROS fuhrt und wiederum die Apoptose myokardialer
Zellen mediiert (JARVIS et al., 1994).

Ebenso zeigten Studien, dass die Verabreichung von exogenem TNF-a direkte nega-
tiv inotrope Effekte ausubt und sich in einer progressiven linksventrikularen Dysfunk-
tion des Herzens aulRert (BOZKURT et al., 1998). Ein weiterer Effekt von TNF-a ist
dessen Wirkung auf endotheliale Zellen. Es wurde demonstriert, dass TNF-a in vitro
die Stickstoffmonoxid-Synthese in endothelialen Zellen inhibiert, wodurch es eben-
falls zu verstarkter Apoptose kommt (AGNOLETTI et al., 1999).

Im Gegensatz zu den Apoptose-stimulierenden Effekten von TNF-a, konnten
zugleich zytoprotektive Wirkungen gezeigt werden, die vor allem durch Aktivierung
von NF-kB vermittelt werden. Im inaktiven Zustand findet sich NF-kB an seinen zy-
toplasmatischen Inhibitor IkB gebunden. Durch einen geeigneten Stimulus kommt es
zur Phosphorylierung und Degradation von IkB, wodurch NF-kB frei wird und in den
Zellkern transloziert, wo es die Transkription seiner Zielgene reguliert
(CHANDRASEKAR et al., 1997). Studien an transgenen Mausen, die kardiomyozytar
ein mutiertes IkB exprimieren, welches die Translokation von NF-kB zum Nukleus hin
verhindert, zeigten nach Induktion myokardialer Infarkte eine Zunahme der Infarkt-

groRen und erhohte Apoptoseraten der Herzmuskelzellen (MISRA et al., 2003).
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Desweiteren mediiert NF-kB auch die Transkription anti-inflammatorischer Gene und
die Apoptose von Leukozyten (LAWRENCE et al., 2001; KARIN et al., 2002).
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Abb. 2: Inflammatorische Vorgange am ischamischen Myokard

Nach initialer Zytokinfreisetzung kommt es zu transendothelialer Migration von Neutrophilen
Granulozyten, Monozyten bzw. Makrophagen und Mastzellen. Geschadigte Myozyten
unterliegen nekrotischen oder apoptotischen Mechanismen. In der chronischen Phase
kommt es zur Bildung extrazellularer Matrix (ECM), zu weiterer Apoptose und Hypertrophie
von Myozyten sowie zur Induktion der Angiogenese (nach NIAN et al., 2004).

Wie bereits erwahnt entfaltet TNF-a. sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Wir-
kung. Eine Studie von KURRELMEYER et al. (2000) demonstrierte, dass es bei
Mausen ohne TNF-Rezeptor nach Infarktinduktion zu einer signifikant vergroRerten
Infarktflache und erhodhter Apoptose der Kardiomyozyten kommt. Die pro-
inflammatorische Wirkung geschieht in erster Linie Uber die Aktivierung neutrophiler
Granulozyten und die Induktion des Angiotensin Il Typ 1 Rezeptors auf myokardialen
Fibroblasten und Makrophagen (SCHLAYER et al., 1988; GURANTZ et al., 2005).
Effekte von Angiotensin Il liegen in Fibroblasten-Proliferation und der Synthese
extrazellularer Matrixproteine. Somit spielt TNF-a. Uber Angiotensin |l eine wichtige
Rolle bei der Regulation des strukturellen Umbaus des linken Ventrikels (PENG et
al., 2002).
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2.4.2.1.3 Leukozytare Infiltration des Ischamie-Gebiets

Eine entscheidene Rolle der Zytokine ist in der Rekrutierung leukozytarer Zellen zu
sehen. Weitere Faktoren, die eine Aktivierung der Leukozyten bewirken, waren der
Platelet-Activating Faktor (PAF) und Chemokine wie der Cytokine-Inducible
Neutrophil Chemotactic Factor (CINC), das Epithelial Neutrophil Activating Protein-78
(ENA-78) und andere (JAESCHKE et al., 1997). Die entscheidende Rolle der Leuko-
zyten zeigen verschiedene Studien.

Neutrophile Granulozyten-depletierte Tiere bilden nach Infarktinduktion geringere
InfarktgroRen aus als nicht-depletierte, was vermuten lasst, dass ein erheblicher An-
teil der Herzmuskelschadigung nach Reperfusion den neutrophilen Granulozyten und
ihrer Zytotoxizitat zuzuschreiben ist (JOLLY et al., 1986; LITT et al., 1989). Nach
Aktivierung dieser kommt es durch Interaktion mit Selektinen (BOSSE et al., 1994)
und R2-Integrinen zu transendothelialer Migration, was in neutrophiler Infiltration des
ischamischen Bereichs resultiert (ADAMS et al., 1994; EBNET et al., 1999). Uber
eine Mac-1-ICAM-1-Interaktion ist es den Granulozyten mdglich, an parenchymalen
Zellen zu adharieren (FRANGOGIANNIS et al., 2002) und diese durch direkte zyto-
toxische Einwirkung zu schadigen, was durch die erneute Freisetzung freier Radikale
und von Proteasen geschieht (JAESCHKE et al., 1997).

Auch Monozyten werden Uber Chemotaxis an den Ort der Ischamie rekrutiert, vermit-
telt Uber C5a, Transforming Growth Faktor-beta 1 (TGF-31) und Monocyte Chemo-
attractant Protein (MCP-1) (BIRDSALL et al., 1997). Kommt es zu keiner Reperfusion
des Gewebes, bleibt die Induktion von MCP-1 aus und eine verminderte monozytare
Einwanderung ist die Folge. Die Rolle der Monozyten, die im Infarktgewebe zu
Makrophagen differenzieren, liegt in erster Linie neben der Bereitstellung von Zytoki-
nen und Wachstumsfaktoren (WEIHRAUCH et al.,, 1995) in der Phagozytose des
nekrotischen Gewebes und apoptotischer Myo- und Leukozyten (HASLETT et al.,
1999). Fur die Infarktheilung ist die Beseitigung des Leukozyteninfiltrats und die be-
ginnende Suppression des inflammatorischen Prozesses von grof3er Bedeutung.

Ein wichtiger Faktor in der Unterdrickung der Entzindungsreaktion ist Interleukin 10
(IL-10), dessen Expressionspeak bei 96 bis 120 Stunden nach Einsetzen der Reper-
fusionphase liegt (FRANGIOGIANNIS et al., 2000). IL-10-defiziente Mause wiesen

nach Infarkt-Induktion eine deutlich verstarkte Entzundungsreaktion auf, ersichtlich in
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vermehrtem Leukozyten-Infiltrat und erhdhten Plasma-Konzentrationen von TNF-a
(YANG et al., 2000).

Wesentlich beteiligt am extrazellularen Matrix-Umbau sind die  Matrix-
Metalloproteinasen (MMP), insbesondere MMP-2, MMP-3, MMP-9 und MMP-13,
sowie deren Inhibitoren, die Tissue Inhibitors of Metalloproteinase (TIMP). Im myo-
kardialen Interstitium lokalisiert werden die inaktiven MMPs innerhalb von Minuten
nach Einsetzen der Ischamie Uber pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-o. und
IL-13 aktiviert, was in der Degradation extrazellularer Matrix resultiert. Im weiteren
Verlauf des postischamischen Geschehens kommt es zu einem Uberwiegen der
TIMP-Aktivitat, wodurch es zur Akkumulation von de novo synthetisierten Matrix-
Proteinen kommt (SIWIK et al., 2000). Der Ubergang zur proliferativen Phase wird

eingeleitet.

2.4.2.2 Proliferative Phase

Zur Aktivierung von Mastzellen kommt es in erster Linier durch die gemeinsame Wir-
kung von Stammzell Faktor (SCF), Komplement 3a (C3a) und C5a (MEININGER et
al., 1992). Die Rolle der Mastzellen im Infarktgeschehen liegt in der Synthese von
Substanzen wie Histamin und Tryptase, welche Fibroblasten zu Proliferation und Kol-
lagen-Synthese stimulieren (RUOSS et al., 1991; GRUBER et al., 1997). Eine weite-
re Aufgabe obliegt ihnen in der Produktion von Wachstumsfaktoren wie TGF-i
(PENNINGTON et al., 1992), Basic Fibroblast Growth Faktor bFGF (QU et al., 1995)
und Vascular Endothelial Growth Faktor VEGF (BOESIGER et al., 1998), welche ne-
ben der Fibroblasten-Stimulation auch als Stimulus fur die Angiogenese fungieren
(SHIOTA et al., 2003).

TGF-B spielt eine Schliisselrolle im Ubergang des Infarktgebiets von der Entziindung
zur Fibrosierung. In experimentellen Studien wurde gezeigt, dass sich eine frihe In-
hibierung von TGF-R in erhohter Mortalitat und verstarkter linksventrikularer Dilatati-
on auswirkt (IKEUCHI et al.,, 2004). Vornehmlich lokalisiert in der Border Zone
(DEAN et al., 2005), werden TGF-31 und R2 sehr frih und TGF-R3 erst spater im
Infarktgeschehen hochreguliert (DETEN et al., 2001). Zum einen unterdrickt TGF-R3
die Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen durch mononukleare und endothelia-
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le Zellen und fordert zum anderen die Synthese extrazellularer Matrixproteine wie
Kollagen, Fibronektin oder Tenascin (BASSOLS et al., 1988).

Wie unter 2.4.2.1 besprochen, kommt es nach Abklingen der Entzindungsreaktion
zur Produktion von Matrixproteinen und somit zur Einleitung der proliferativen Phase.
Eine daran beteiligte Zelle, der a-Smooth Muscle Actin positive Myofibroblast wurde
von WILLEMS und Kollegen charakterisiert (1994). Lokalisiert vornehmlich in der
Border Zone fungiert der Myofibroblast im Laufe der Infarktheilung als Hauptquelle
fur kollagene mRNA (SQUIRES et al., 2005). Die Differenzierung vom Fibroblasten
hin zum Myofibroblasten ist wohl letztendlich ein multifaktorielles Geschehen. TGF-f3
ist hierin einer der Schlusselfaktoren (DESMOULIERE et al., 1993; SERINI et al.,
1998). Ein weiterer Stimulus der Myofibroblasten-Differenzierung ist die ,relative
Hyperoxie“, die nach Reperfusion im Infarktgebiet herrscht und ebenso die

Fibroblasten zur Differenzierung anregt (ROY et al., 2003).

2.4.2.3 Reifungsphase

Wahrend der Reifungsphase im Laufe der Infarktheilung kommt es zur Apoptose der
Myofibroblasten und zum Austausch des Granulationsgewebes durch kollagenes
Narbengewebe (FRANGOGIANNIS et al., 2006).

Ein wichtiger Punkt fir eine schnelle Abheilung des Infarkts ist eine ausreichende
Versorgung des Narbengebiets durch Bildung neuer Gefalle, was unter anderem
uber Chemokine reguliert wird. Nach Ischamie kommt es durch TNF-a Freisetzung
von Mastzellen zur vermehrten endothelialen Expression des Interferon-Inducible
Proteins-10 (IP-10). IP-10 fungiert als potenter angiostatischer Faktor, dessen Frei-
setzung circa 24 Stunden nach Einsetzen der Reperfusion durch TGF-3 reprimiert
wird (NIAN et al., 2004). Zusatzlich mediiert TGF- die Freisetzung angiogenetischer
Wachstumsfaktoren wie bFGF und VEGF durch endotheliale und glatte Muskelzellen
(LEE et al., 2000). Die Induktion von VEGF wird neben TGF-R durch den Hypoxia-
Inducible Factor (HIF-1a) mediiert. Dadurch kommt es letztendlich zur Einsprossung
von Gefallen in das Infarktgebiet (FUKUDA et al., 2004). Gleichzeitig bewirkt VEGF
die erhohte Expression von Angiopoietin 2 (Ang-2), wohingegen die Expression von
Angiopoietin 1 (Ang-1) unterdrtckt wird (SANDHU et al. 2004). Angiopoietin 1 und 2

stellen Liganden der Tie2-Rezeptor Tyrosin Kinase dar, welche auf Endothelzellen
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und endothelialen Vorlauferzellen lokalisiert ist. Das Binden von Ang-1 an Tie-2
resultiert in endothelialer Inaktivitat, wahrend die Bindung von Ang-2 an Tie-2, Ang-2
als endogener Antagonist von Ang-1, zur Aktivierung der Endothelzellen und somit
zur Induktion der Angiogenese fuhrt (CONWAY et al., 2001).

2.4.3 Funktionelle Verdnderungen

Infolge der entzindlichen Reaktionen und der Umbauprozesse im Infarkigebiet
kommt es zu einer Reihe von Veranderungen in der Morphologie und Funktionalitat
des Herzens. Eine der ersten Veranderungen am geschadigten Herzmuskel besteht
in der Ausdehnung des Infarkts, auch Infarkt-Expansion genannt, verursacht durch
Zellrupturen und Uberdehnung der Myozyten. Die Klinik reicht von klinisch unauffalli-
gen bis hin zu massiven Veranderungen mit Bildung von Aneurysmen oder gar der
Ruptur des linken Ventrikels (WEISMAN et al., 1988). Als Kompensationsmechanis-
mus zur verminderten Kontraktilitdt des infarzierten Muskels kommt es zu einer
Hypertrophie des Ubrigen intakten Myokards (GOLDMAN et al.,, 1995), allerdings
kann die dadurch verbesserte Funktionalitat auf lange Sicht nicht aufrechterhalten
werden. Mit der Zeit kommt es zu kontraktiler Dysfunktion mit zunehmender Verstei-
fung des Myokards durch vermehrten Einbau von Kollagen nicht nur im Infarkt, son-
dern auch im ,gesunden® umliegenden Myokard. Die eingeschrankte Funktionalitat
des Herzens aufert sich in systolischer und diastolischer Volumenerweiterung des
linken Ventrikels, verminderter Auswurfleistung und fortschreitender Dekompensa-

tion, die letztendlich in myokardialer Insuffizienz resultiert.

2.5 Turnover und Regeneration des adulten Herzmuskels

Lange Zeit dachte man, dass das Herz an sich nicht zu einer Regeneration fahig ist
und sich somit beim adulten Sauger, im Gegensatz zu Amphibien und Fischen
(POSS et al. 2002), in einem postmitotischen Zustand befindet (SOONPAA et al.,
1998; MACLELLAN et al., 2000). In den letzten Jahren wurde diese These aber hef-
tigst diskutiert und die zugrundeliegende Datenlage gestaltet sich aufRerst kontrovers.
Interessante Daten stammen aus dem Bereich der Organtransplantation. Man konnte

nach Transplantation weiblicher Spenderherzen in mannliche Empfanger die




2. Literatur 22

Existenz mannlicher Kardiomyozyten nachweisen (BAYES-GENIS et al.,, 2002;
LAFLAMME et al., 2002; MULLER et al., 2002; QUAINI et al., 2002). Bei BAYES-
GENIS et al. zeigte sich, dass der kardiale Chimarismus, das heisst der Grad an vom
Empfanger stammenden Kardiomyozyten am gesamten Herzmuskel, bei 1-2% liegt.
Auch LAFLAMME et al. und MULLER et al. kamen zu &ahnlichen Ergebnissen
(0,02-1%). GLASER et al. (2002) jedoch konnten keine vom Empfanger stammenden
Kardiomyozyten detektieren, sie sahen lediglich glatte Muskelzellen im GefalRsystem.

In einer Studie von DEB et al. (2003) untersuchte man verschiedene Organe nach
Knochenmarktransplantation eines mannlichen Spenders in einen weiblichen
Empfanger. In diesem Fall konnten mannliche differenzierte Zellen sowohl im Her-
zen, als auch in Leber und Skelettmuskel identifiziert werden. DEB et al. konnten
aulBerdem ausschlielen, dass die neu entstandenen Kardiomyozyten durch Zell-

fusion entstanden waren.

Schon aus diesen humanen Transplantations-Daten wird ersichtlich, dass das Auftre-
ten einer Differenzierung adulter Stammzellen zu Kardiomyozyten umstritten ist. Des
Weiteren lassen die Studien von BAYES-GENIS et al., LAFLAMME et al., MULLER
et al. und QUAINI et al. die Schlussfolgerung zu, dass es zu einer Einwanderung
herzfremder Vorlauferzellen aus dem Knochenmark oder aus anderen Organen
kommen konnte, welche in der Lage sind, im Herzen selbst zu Kardiomyozyten zu
differenzieren.

Die These der Moglichkeit zur kardialen Regeneration wird durch zwei weitere Arbei-
ten untermauert. Zum einen zeigten KAJSTURA und Kollegen (1998), dass es im
Endstadium der Herzinsuffizienz beim Menschen zur Proliferation von Kardiomyozy-
ten kommt, zum anderen demonstrierte BELTRAMI et al. (2001) Uber Expressions-
Nachweis von Ki-67, dass sich nach Myokardinfarkt ein geringer Prozentsatz der
Kardiomyozyten im Peri-Infarktgebiet in Mitose befindet.

Weitere Arbeiten von BELTRAMI et al. (2003) und OH et al. (2003) zeigen, dass eine
Isolierung kardialer Stammzellen aus dem adulten Herzen mdglich ist. Diese Zellen,
die Cardiac Stem Cells (CSC), sind aber offensichtlich im Falle eines Infarkts nicht in
der Lage, in ausreichendem Malde zu einer Regeneration des Herzmuskels beizutra-
gen (PITTENGER et al., 2004; TORELLA et al., 2006).
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Hierzu gibt es eine interessante Studie von PALLANTE et al. (2007), die in vitro zeig-
te, dass die Differenzierung von Knochenmarkszellen zu Kardiomyozyten vor allem
uber den Platelet Derived Growth Factor-a (PDGF-a) und seinen Rezeptor mediiert
wird. Deren Expressionslevel wurden in weiterer Folge in kultivierten Knochenmarks-
zellen juveniler und alter Ratten verglichen und man kam zu dem Resultat, dass es
bei den Zellen der alten Tiere zu einer reduzierten Expression des PDGF-Rezeptors
und somit zu einem gestérten PDGF-Signaling kommt. Infolgedessen war eine

deutliche Reduktion der kardiomyozytaren Differenzierung zu beobachten.

2.6 Autologe Stammzellen als Therapie des akuten Myokardinfarkts

Wie bereits erwahnt, stellt der akute Myokardinfarkt eine weit verbreitete Krankheit
mit hoher Mortalitatsrate dar. Kommt es nicht zum sofortigen Tod des Patienten, ist
als Folge mit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz oder anderen Komplikationen
wie Aneurysmen-Bildung zu rechnen. Seit einigen Jahren bemuht man sich, Stamm-
zellen als Therapeutikum zu erforschen bzw. bereits in klinischen Studien einzu-
setzen. Die adulten Stammzellen bieten sich aufgrund ihres groRen Potenzials und
der Mdglichkeit der Isolierung, Kultivierung und autologen Transplantation an. Zu-
nachst muss man sich jedoch die Frage stellen, was transplantierte Stammzellen am
infarzierten Herzmuskel leisten sollen. Denkbar wéare zum einen, Ersatz fur die unter-
gegangenen Kardiomyozyten zu generieren. Ein zweiter Ansatz lage in der Bereit-
stellung von Zellen, die ihren Beitrag zur Neovaskularisierung beisteuern, aktiv oder
passiv durch Sekretion angiogener Faktoren. Im folgenden Text wird der Status quo
der Forschung im praklinischen Bereich und die Ergebnisse aus bereits durchgefihr-

ten klinischen Studien besprochen.

2.6.1 Therapieansétze

2.6.1.1 Zellulare Myokard-Plastik

Mit der Entdeckung potenter adulter Stammzellen, der Moglichkeit ihrer Kultivierung

und der Erkenntnis, dass diese Zellen sich in vitro durch die Zugabe von 5-




2. Literatur 24

Azacytidine, einem DNA-Demethylans, zu Kardiomyozyten differenzieren lassen
(MAKINO et al., 1999), ruckten diese Zellen als mogliches Therapeutikum fur ischa-
mische Erkrankungen, wie den Myokardinfarkt, ins Blickfeld. Zudem zeigten
CONDORELLI et al. (2001) die in vitro-Differenzierung endothelialer Zellen zu kon-
traktilen Kardiomyozyten. Die Idee der zellularen Myokard-Plastik war geschaffen.
Hierbei steht nicht nur im Vordergrund, das Ausmald der Narbenbildung zu reduzie-
ren, sondern zugleich Ersatz fur nekrotische Myokardzellen und untergegangenes
Endothel bereitzustellen (ORLIC et al., 2001).

Die ideale Zelle fir diesen Therapieansatz sollte folgende Funktionen erflllen:

e Fahigkeit zur Proliferation

o Differenzierung zur kontraktilen Herzmuskelzelle

e Elektromechanische Kopplung an die Nachbarzellen

e Leichte Isolierbarkeit und Kultivierung (SIEPE at al., 2005)

Als erste zeigten ORLIC et al. (2001) nach Gabe Lin™ c-kit" Knochenmarkszellen in
das an den Infarkt angrenzende Myokard die Differenzierung der injizierten Zellen zu
Kardiomyozyten und Endothelzellen. Wahrend eine Reihe weiterer Forscher zu dem
Resultat kamen, dass in vivo die Differenzierung adulter Stammzellen zu Kardiomyo-
zyten moglich ist (TOMITA et al., 1999; JACKSON et al., 2001; ORLIC et al., 2001b;
SHAKE et al., 2002; TOMA et al., 2002; BITTIRA et al., 2003; KAJSTURA et al.,
2005; UEMURA et al., 2006), bestreiten diese These eine Reihe anderer Arbeits-
gruppen (TERADA et al., 2002; BALSAM et al., 2004; MURRY et al., 2004; NYGREN
et al., 2004; YOSHIOKA et al., 2005). So erklarten NYGREN und Kollegen (2004) die
beobachteten Differenzierungen durch das Stattfinden von Zellfusion zwischen en-
dogenen Herzmuskelzellen und den verabreichten Stammzellen. Wahrend ORLIC et
al. die Differenzierung von HSCs zu Endothelzellen und Kardiomyozyten beschrie-
ben, konnten BALSAM et al. (2004) diese Beobachtung nicht bestatigen. Diese Ar-
beitsgruppe arbeitete mit drei unterschiedlichen Knochenmarks-Subpopulationen.
Die Zellen, die nach Transplantation im Herzen nachgewiesen werden konnten, tru-
gen jedoch nicht kardiale Marker, sondern vornehmlich CD45 und/oder Marker fur
B- (B220) und T-Lymphozyten (CD3).
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2.6.1.2 Vaskularisierung des Infarktgebiets

Therapieansatze zur Verbesserung der klinischen Symptomatik nach Myokardinfarkt
mussen allerdings nicht zwingend in der Generierung neuen Myokards liegen. Ein
zweiter Ansatz lage in dem Bemuhen, nach erfolgter Reperfusion die Wiederherstel-
lung einer physiologischen Gewebeperfusion zu férdern.

Verschiedene Studien zeigten, dass es durch Gabe von Knochenmarkszellen zu ei-
ner verbesserten Neovaskularisierung des Infarktgebiets und der Border Zone
kommt (TANG et al., 2004). Die direkten Folgen dieser verstarkten Gefalibildung re-
sultierten in verbesserter Perfusion des geschadigten Herzmuskels, wodurch bereits
geschadigte, hypertrophe Kardiomyozyten vor dem Zelltod bewahrt werden konnten
(SCHUSTER et al., 2004, TANG et al., 2005). Infolgedessen kann man mit einer ver-
ringerten Apoptoserate rechnen, mehr funktionelles, kontraktiles Myokard bleibt er-
halten, weniger Kollagen wird eingelagert und somit wird 1. die Infarktgrof3e reduziert
und 2. der Fibrosierung des linken Ventrikels, und somit einer verringerten Kontrakti-
litat, vorgebeugt.

SCHUSTER et al. (2004) konnten zudem zeigen, dass nach intravenoser Gabe
CD34" mononukleérer Zellen die Induktion myokardialer Zellteilungen zu beobachten
war (doppelt positiv fir Troponin | und Ratten-Ki-67). Es konnte nachgewiesen wer-
den, dass die Neovaskularisierung zum einen auf die parakrine Funktion der trans-
plantierten Zellen (KOBAYASHI et al., 2000) und zum anderen auf ihre eigene Inkor-
poration in die neuen Gefal3strukturen zurickzufuhren ist (KAMIHATA et al., 2001;
KAWAMOTO et al., 2001; KOCHER et al., 2001; KAMIHATA et al., 2002; BITTIRA et
al., 2003; SCHUSTER et al., 2004).

TANG et al. (2005) demonstrierten, dass es nach Transplantation von MSCs zu er-
hohter Expression von bFGF, VEGF und SDF-1a am infarzierten Herzen kommt.
Nach ASKARI et al. (2003) induzierte SDF-1a die Rekrutierung endothelialer Vorlau-
ferzellen und somit die Neovaskularisierung, was sich in dieser Studie wiederum po-
sitiv auf die Funktionalitat des Herzens auswirkte. Die erhdhte Durchblutung im In-
farktgebiet und der angrenzenden Border Zone auflerte sich neben einer verringer-
ten InfarktgréfRe in reduzierter Fibrosierung des Narbengewebes und in Folge in ei-
ner Verbesserung der kardialen Funktion (KAMIHATA et al., 2001; KOCHER et al.,
2001; KAMIHATA et al., 2002; ITESCU et al., 2003; SCHUSTER et al., 2004; TANG
et al., 2004).
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2.6.1.3 Apoptose-Schutz

Ein wichtiger Aspekt ist sicherlich in dem nachgewiesenen anti-apoptotischen Effekt
der Knochenmarkszellen zu sehen. Kardiomyozyten weisen in vitro nach 4 Stunden
der Anoxie hohe Apoptoseraten auf. Kultiviert man allerdings die Zellen unter aquiva-
lenten Bedingungen mit Knochenmarkszellen, wirkt sich dies in einer Reduktion der
durch TUNEL- oder Annexin V-Farbung visualisierten Apoptoserate aus (UEMURA et
al., 2006). Der Mechanismus beruht offensichtlich auf der Aktivierung der Signal-
Transduktion Uber Akt, ein Gen dessen anti-apoptotischer Effekt gezeigt wurde
(Reviewed in FRANKE et al., 1997). Ebenso konnte der zellschutzende Effekt von
Akt auf Modelle der Myokard-Ischamie Ubertragen werden (FUJIO et al., 2000;
MATSUI et al., 2001).

2.6.1.4 Zytokin-Therapie

Neben der direkten Verabreichung reiner Knochenmarkszellen oder vordifferenzierter
Progenitorzellen wurden in verschiedenen Arbeiten die Auswirkungen von Zytokin-
Therapien untersucht.

TAKAHASHI und Kollegen (1999) zeigten, dass es durch exogene Gabe von Granu-
locyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) zur Mobilisierung endothe-
lialer Progenitorzellen an den Ort der Ischamie kommt, was sich in verstarkter Neo-
vaskularisierung auswirkte. Auch die Gabe von Stem Cell Factor (SCF) und Granulo-
cyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) fuhrte zur Rekrutierung adulter Stammzellen
aus dem Knochenmark zum Entzindungsherd hin. Des Weiteren wurde gezeigt,
dass es zur Integration dieser mobilisierten Knochenmarkszellen in das geschadigte
Myokard kam, was wiederum zu einer verbesserten Leistung des Herzmuskels flhrte
(ORLIC et al., 2001b; DAWN et al., 2006).

In vitro konnte demonstriert werden, dass Knochenmarkszellen auf Anoxie mit einer
starken Induktion der Zytokin-Freisetzung reagieren, vor allem VEGF, bFGF, SDF
und auch Insulin-like Growth Factor (IGF), wohingegen bei Kardiomyozyten keine
erhohte Zytokinausschuttung nachgewiesen werden konnte (UEMURA et al., 2006).
Somit kdnnten verabreichte Knochenmarkszellen bzw. MSCs als lebende Zytokin-

Lieferanten dienen.
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Einen ahnlichen Effekt sehen auch YOSHIOKA et al. (2005). Nach Transplantation
CD34" Zellen konnte eine Erhéhung der VEGF-Level gezeigt werden, was sich wie-
derum in verbesserter Funktionalitat des Herzmuskels wiederspiegelte.

Allerdings muss man hierbei an das durchschnittliche Alter der Myokardinfarkt-
Patienten denken. Studien zeigten, dass es bei infarzierten alten Ratten zu einem
weitaus reduzierten Ansprechen auf die Zytokin-Therapie kommt, so dass die Reduk-
tion der Apoptoserate im Vergleich zu jungen Ratten unerheblich war. Demzufolge
konnte bei den alten Ratten keine Verminderung der Ventrikeldilatation als auch der
Myozyten-Hypertrophie nachgewiesen werden (LEHRKE et al., 2006). Diese Beo-
bachtungen lassen darauf schlieRen, dass gerade bei alten Menschen, die den weit-
aus groften Anteil der vom Myokardinfarkt betroffenen Patienten ausmachen, die

Zytokin-Therapie von weniger grof3em Nutzen sein konnte.

2.6.1.5 Immunmodulatorischer Effekt

Ein weiterer Punkt, der gerade erst in den letzten Jahren Beachtung fand, ist die
Auswirkung von MSCs auf das Immunsystem. THUM et al. (2005) erklarten den oft
beobachteten positiven Effekt auf Infarktgrof3e und Funktionalitdt des Herzens nach
Stammzell-Transplantation dahingehend, dass ein groRer Anteil der transplantierten
Zellen sich nicht im Gewebe ansiedeln kann, diese in Folge in Apoptose eintreten
und dass eben diese zusatzlichen apoptotischen Zellen die gesteigerte Expression
anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10 und TGF-3 mediieren. Auch muss man bei
der Transplantation von Zellen immer mit einem gewissen Prozentsatz an Zellen
rechnen, die bereits zum Zeitpunkt der Zell-Gabe apoptotisch in den Empfanger ge-
langen.

Einen anderen Angriffspunkt lasst die Arbeit von BARTHOLOMEW et al. (2002)
denkbar erscheinen. Man zeigte in einem Hauttransplantations-Modell an Primaten
eine signifikante Verlangerung der Abstol3ungsreaktion allogener Transplantate nach
einmaliger intravendser Verabreichung von MSCs. Es wird angenommen, dass die
MSCs ihre immunmodulatorischen Fahigkeiten entfalten und somit eine verzdgerte
AbstoRungsreaktion mediieren. So kénnten die MSCs auch am Herzen eine Uber-
schieRende Entziindungsreaktion eindammen und zu einem schnelleren Abheilen

des Infarkts und einer Verminderung der Infarktgrof3e fuhren.
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Anhand all der angeflihrten Beispiele, die die Forschung in den letzten Jahren her-
vorgebracht hat, wird ersichtlich, dass die Frage der Effektivitat der Zelltherapie
selbst in der praklinischen Forschung aullerst heftig diskutiert wird. Zum einen sind
die Mechanismen, denen zum Teil beobachtete positive Effekte der Zelltherapie zu-
zuschreiben sind, nicht geklart, zum anderen kann davon ausgegangen werden,
dass es sich hierbei um ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Faktoren han-
delt, was eine Aufklarung der spezifischen Wirkungsweisen grundlegend erschwert.

2.6.2 Status quo der klinischen Forschung

Trotz der umstrittenen Datenlage in der praklinischen Forschung wurden bereits kli-
nische Studien durchgeflihrt. Die erste Studie, welche die Anwendung adulter Kno-
chenmarksstammzellen als zusatzlichen Behandlungsansatz zu Katheterisierung und
medikamenteller Therapie fur den akuten Herzinfarkt untersuchte, wurde 2002 verof-
fentlicht. Es wurde der Effekt intrakoronar verabreichter mononuklearer Knochen-
markszellen, beziehungsweise peripher zirkulierender Progenitorzellen, auf den Re-
modeling-Prozess untersucht. ASSMUS et al. (2002) konnten zeigen, dass die Zell-
therapie zu verbesserter Funktionalitat und erhohter Kontraktilitat sowie Vitalitat des
Myokards fihrte. Eine Reihe weiterer Studien kam zu aquivalenten Ergebnissen
(STRAUER et al., 2002; STAMM et al.,, 2003; FERNANDEZ-AVILES et al., 2004;
SCHACHINGER et al., 2004; WOLLERT et al., 2004). STRAUER et al. (2005) ver-
wiesen zudem auf den positiven Effekt der autologen intrakoronaren Zelltherapie bei
chronischem Herzinfarkt, d.h. der Verabreichung adulter Stammzellen Monate nach
Erstversorgung des akuten Herzinfarkts.

Wahrend all diese Daten ein euphorisches Bild der Zelltherapie zeichneten, wurden
gerade im Jahr 2006 zwei Studien veroffentlicht, welche die Euphorie dampften. So-
wohl JANSSENS et al. (2006) als auch LUNDE et al. (2006) kamen zu dem Resultat,
dass die Transplantation autologer Knochenmarkszellen keinen Effekt auf die Funk-
tionalitat des geschadigten Herzmuskels ausubte. Wahrend JANSSENS et al. zu-
mindest eine Reduktion der InfarktgroRe nach Zelltransfer beobachtete, konnten
LUNDE et al. keinen Unterschied zwischen der Zelltherapie- und der Kontrollgruppe
nachweisen. Analog dazu zeigten Daten von MEYER et al. (2006), dass der zu-
nachst beobachtete positive Effekt der Zelltherapie der BOOST-Studie nach 6 Mona-
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ten (WOLLERT et al., 2004) sich nach Fortsetzung der Studie nach 18 Monaten
egalisierte.

Demnach gestaltet sich die Datenlage in der klinischen ebenso kontrovers wie in der
praklinischen Forschung. Weitere Studien sind nétig, um sich Klarheit zu verschaf-
fen, ob die Stammzelltherapie im Falle des akuten Myokardinfarkts tatsachlich von

klinischer Relevanz ist.

2.7 Infarkt-Modell Ratte

Ein etabliertes Tiermodell zur Simulierung des Vorderwandinfarkts beim Menschen
stellt die Induktion einer myokardialen Ischamie bei der Ratte dar. Die Infarktinduk-
tion erfolgt durch Ligation der proximalen linken Koronararterie, der Arteria coronaria
sinistra (MICHAEL et al., 1995; siehe Abb. 3). Beim Menschen stellt der Vorderwand-
infarkt die am haufigsten auftretende Infarktform dar. Die pathophysiologischen Ver-
anderungen am Mause- und Rattenherz bis hin zur Entwickung einer Herzinsuffi-
zienz sind mit denen am humanen Herzen zu vergleichen (GOLDMAN et al., 1995).
Es existieren sowohl Modelle, die eine permanente Ligation vorsehen, als auch sol-
che, bei denen die Gewebe-Reperfusion durch Losen der mindestens 30 Minuten
andauernden Ligation eingeleitet wird. Man weil}, dass es ab 30 Minuten zu einer
irreversiblen Schadigung der Kardiomyozyten kommt. Da die kollaterale Blutversor-
gung sowohl bei der Ratte als auch bei der Maus verglichen zu anderen Saugetieren
sehr sparlich ist (AHN et al., 2004), kdnnen InfarktgroRen von bis zu 50% des linken
Ventrikels erreicht werden. Die Tiere zeigen auch bei Induktion solch grof¥flachiger
Infarkte keine klinische Symptomatik.

FISHBEIN et al. (1978) demonstrierten, dass es in den ersten drei Wochen nach In-
farkt zu einer akuten Entzindungsreaktion kommt, die dann in einen chronischen
Entziindungsprozess Ubergeht. Es kommt zur Resorption nekrotischen Gewebes,
Gefaliproliferation und Kollageneinlagerungen. Dieses Remodeling resultiert wie
auch beim Menschen in der Bildung von Narbengewebe.

Somit stellt das Ligations-Modell der Ratte ein Uberaus aussagekraftiges Modell fur

Prozesse am infarzierten Herzen dar.
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Abb. 3: Darstellung der A. coronaria sinistra
Left Coronary Artery (LCA); RCA: right coronary artery; Korrosionspraparat (nach AHN et al.,
2004)

2.8 Modell der hPLAP-transgenen Ratte

Um in Transplantations-Modellen eine Aussage Uber das Schicksal transplantierter
Zellen oder Organe machen zu kdénnen, ist ein geeigneter Zell-Marker erforderlich.
Der ideale Marker sollte verschiedene Charakteristika erfillen. Zum einen darf er
keinen Einfluss auf die Ontogenese des Organismus ausuben, sollte auch nach Zell-
teilungen stabil bleiben und mit einfachen Methoden sowohl in lebenden Zellen als
auch in fixierten Geweben nachzuweisen sein. In diesem Bereich gibt es eine Viel-
zahl verschiedener Ansatze, die je nach Fragestellung unterschiedlich geeignet sind,
jedoch alle Starken und Schwachen aufweisen.

Zum einen besteht die Mdglichkeit, Zellen mittels diverser Farbstoffe zu markieren.
So integriert sich beispielsweise Hoechst Farbstoff 33258 in doppelstrangige DNA
(TOURBAH et al., 1991). Da es jedoch bei der Zellteilung verloren geht, eignet es
sich lediglich als Marker fur nicht-proliferierende Zellen.

Auch bei anderen Labeling-Techniken, wie mit BrdU, Tritium-markiertem Thymidin
oder Dil als Agens, kommt es nach einigen Mitosen zu einem Verlust beziehungs-
weise zu einer Abschwéachung des Signals (MUTJABA et al., 2001).
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Eine Alternative ist eine Transfektion der Zellen mit rekombinanten, Reporter-Gen
tragenden Viren. Ein Problem hierbei ist aber in der geringen Transfektions-Effizienz
und in der Tatsache, dass es oft zu einer Inaktivierung der viral-transduzierten
Marker-Gene kommt, zu sehen (NAVIAUX et al., 1992).

Ein weiterer Ansatz basiert auf der Konstruktion transgener Tiere, die entweder ubi-
quitar oder gewebespezifisch einen geeigneten Marker exprimieren. Beispiele fur
diesen Ansatz waren transgene Tier-Modelle, in denen die Tiere Marker wie das
Green Fluorescent Protein (GFP), 3-Galactosidase, Luciferase oder humane Plazen-
tare Alkalische Phosphatase (hPLAP) exprimieren. Auch diese Marker besitzen Vor-
und Nachteile. Die weiteren Ausflhrungen beschranken sich auf die Alkalische
Phosphatase, den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Marker fur die histochemi-

sche Detektion transplantierter Zellen.

Im humanen Organismus existieren vier Isoenzyme der Familie der Alkalischen
Phosphatasen (AP). Demnach gibt es eine gewebeunspezifische AP (TNAP Tissue
Non-Specific AP) und drei gewebespezifische APs: die Intestinale AP (IAP), die
Keimzellen-AP (GCAP, Germ Cell AP) und die Plazentare AP (PLAP, respective
PAP) (LE DU et al., 2002). Die humane Plazentare AP (hPLAP) wird exklusiv in der
Plazenta von Primaten und von gewissen malignen Tumorzelllinien exprimiert
(BANHAM et al., 1981).

Um hPLAP als Marker-Enzym fur Transplantationsmodelle nutzen zu kénnen, gene-
rierten KISSEBERTH et al. (1999) die hPLAP-transgene Fischer 344 Ratte.

Aus fruheren Studien ist bekannt, dass es unter Verwendung des ROSA [3geo 26
(R26) Promotors zu einer stabilen und ubiquitaren Expression des jeweiligen Trans-
gens kommt (ZAMBROWICZ et al., 1997). Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Expression von hPLAP unter dem R26 Promotor keinerlei Einfluss auf die Ontogene-
se der Tiere ausubt (KISSEBERTH et al., 1999).

Doch was macht nun hPLAP zu einem guten Marker? Aufgrund seiner Hitzestabilitat
behalt hPLAP, im Gegensatz zu GFP oder LacZ, seine enzymatischen Eigenschaf-
ten sowohl nach Paraffineinbettung (KISSEBERTH et al., 1999) als auch nach
Kunststoffeinbettung (UNGER et al., submitted), was ein breites Anwendungsspekt-
rum ermoglicht. Das Enzym Alkalische Phosphatase wird in vielen Zellen des Kor-
pers exprimiert, allerdings unterscheidet sich hPLAP in ihrer Hitzestabilitat von den
ubrigen APs (LE DU et al., 2002). So kénnen endogene APs durch 30 minutige
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Hitzebehandlung inaktiviert werden und der Enyzmnachweis, und somit die Darstel-
lung transgener Zellen, kann durch einfache histochemische Techniken erfolgen
(BOSSI et al., 1993, MUTJABA et al., 2001). Abbildung 4 zeigt Knochenmark eines

transgenen Tiers im Vergleich zu einem Wildtyp.

Abb. 4: Knochenmark einer hPLAP-positiven Ratte (A) und einer Wildtyp Ratte (B)
OriginalvergréfRerung 200fach

Verschiedene Autoren konnten bereits den geeigneten Einsatz der hPLAP-
transgenen Fischer Ratte als Transplantations-Modell fur die Verfolgung neuronaler
Vorlauferzellen zeigen (MUTJABA et al., 2001; LEPORE et al., 2006a; LEPORE et
al., 2006b; MOSHER et al., 2006).

Der Stamm der Fischer 344 Ratte ist ein Inzuchtstamm. hPLAP-transgene Tiere un-
terscheiden sich lediglich in der ubiquitdren membranstandigen Expression der hu-
manen Plazentaren AP von den Wildtyp Fischer 344 Ratten.

Man weiss, dass membranstandige sowie auch intrazelluare Expression eines frem-
den Marker-Proteins zur Abstol3ung dieser Zellen nach Transplantation seitens des
Empfangers fuhrt (ROSENZWEIG et al., 2001). Dieses Problem kann uberwunden
werden, indem Toleranz gegenuber dem Marker durch letale Bestrahlung und nach-
folgende Transplantation des Empfangers mit Marker-exprimierendem Knochenmark
erzeugt wird (HEIM et al., 2000). Diese Methode wurde in der Folge gewahlt, um To-
leranz gegenuber hPLAP-exprimierenden Zellen zu erzeugen. Somit verfugt man
Uber ein Tiermodell, in dem die Ubertragung von Zellen in immunkompetente
Empfanger, ohne zusatzliche Immunsuppression und ohne die Gefahr einer immun-

mediierten AbstoRungsreaktion, mdglich ist.
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2.9 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Anwendung des Modells der letal bestrahlten
und mittels hPLAP-positivem Knochenmark rekonstituierten Fischer 344 Ratte am
Beispiel eines Myokardinfarkt-Modells zu demonstrieren. Es sollte gezeigt werden,
welche Rolle Knochenmarkszellen im inflammatorischen Prozess und in der nachfol-
genden Abheilung nach Myokardinfarkt spielen. Weiters sollte untersucht werden,
inwieweit sich die intravendse Verabreichung von 1x10” Knochenmarkszellen eine
Woche nach Infarktinduktion positiv auf das Herz-Remodeling auswirkt und ob tat-
sachlich eine in vivo Differenzierung zu Kardiomyozyten bestatigt werden kann.

Ein zweites Ziel dieser Arbeit war die Optimierung des bestehenden Tiermodells. Die
Idee war, durch subkutane Injektion hPLAP-positiven Vollbluts in der postnatalen
Phase, zu einem Zeitpunkt, da das Immunsystem des Neugeborenen noch nicht
vollstandig ausgereift ist, belastbare Toleranz gegentber dem Marker-Enzym hPLAP
zu induzieren (BUTLER et al., 2000; PETIT et al., 2004). Somit hatte man ein Tier-
modell geschaffen, mit dem es mdglich ist, in immunkompetenten, Marker-toleranten
und zudem Background-freien Tieren, das Schicksal von transplantierten Zellen oder
gar Organen nachzuverfolgen.

Als nachstes Ziel sollte mittels des modifizierten Modells der neonatal Marker-
toleranten Fischer 344 Ratte gezeigt werden, ob es nach intravendser Verabreichung
von Knochenmarkszellen eine Woche nach Infarktinduktion zu einer Rekrutierung
eben dieser Zellen in das Infarktgebiet kommt und ob sich diese exogen zugefuhrten

Zellen langfristig im geschadigten Herzmuskel ansiedeln.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Fir alle nachfolgend beschriebenen Versuche wurden insgesamt 78 Fischer 344
Ratten bzw. die hPLAP-transgene Fischer 344 Mutante als Spendertiere verwendet.
Alle Tierversuche wurden mit Genehmigung der universitaren Ethikkommission der
Veterinarmedizinischen Universitat Wien und unter Einhaltung der GSP durchgefuhrt.
Die Genehmigung der Tierversuche, GZ:BMBWK-68.205/0055-BrGT/2005, erfolgte

durch das Bundesministerium fiir Bildung, Wissenschaft und Kultur, Osterreich.

3.1.1 Tierhaltung

Die Ratten wurden in den Tierraumen des Instituts fur Pathophysiologie der Veteri-
narmedizinischen Universitat Wien in Makrolon Typ IV Kafigen gehalten. Die Tempe-
ratur im Tierraum betrug im Durchschnitt 24°C, die relative Luftfeuchtigkeit ca. 55%.
Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg wurde ein konstantes Lichtprogramm mit
jeweils 12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit eingehalten. Futter und Trink-
wasser wurden jederzeit ad libitum angeboten. Zuchttiere und Jungratten bis zu ei-
nem Alter von 3 Monaten erhielten Zuchtfutter der Firma Ssniff (V 1324-000), die
ubrigen Tiere Erhaltfutter (V 1534-000).

3.1.2 hPLAP-transgene Fischer 344 Ratte

3.1.2.1 Zucht

Die hPLAP-transgene Fischer 344 Rattenlinie wurde uns freundlicherweise von Eric
P. Sandgren (Department of Pathobiological Sciences, School of Veterinary
Medicine, University of Wisconsin-Madison, Madison, Wisconsin, USA) zur Verfu-
gung gestellt. Ausgehend von 3 weiblichen R26-hPLAP-transgenen Fischer 344 Rat-

ten wurde die Zuchtlinie durch Kreuzung mit mannlichen Wildtyp Fischer 344 Ratten
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etabliert. Die aus dieser ursprunglichen Verpaarung stammende heterozygote F1-
Generation (tg/wt) wurde weiter mit Wildtyp Fischer 344 Ratten verpaart (wt/wt). Da-
bei war es ohne Belang, welches Elternteil das Transgen trug, da es sich um einen
autosomalen Erbgang handelte. Somit erhielt man je Wurf ca. 50% Wildtyp und ca.
50% hPLAP-heterozygot-transgene Fischer 344 Ratten.

3.1.2.2. Histochemische Genotypisierung

Den Ratten wurde nach dem Absetzen von der Mutter im Alter von 3 Wochen durch
Punktion der lateralen Schwanzvene ein Tropfen Blut enthommen und auf Filterpa-
pier verbracht. Um die Inaktivierung der endogenen hitzelabilen Alkalischen Phos-
phatasen zu gewahrleisten, wurde das Filterpapier 30 Minuten im Warmeschrank bei
einer Temperatur von 65°C erhitzt. Nach Sminutiger Inkubation in TNM-Puffer (0,1 M
Tris-HCI, 0,1 M NaCl, 5 mM MgCl,, pH 9,5) wurde das Filterpapier in TNM-Puffer,
dem das Substrat BCIP (0,175 mg/ml Puffer, 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) und der Farbstoff NBT (0,45 mg/ml Puffer,
Nitroblautetrazolium, Sigma-Aldrich, Steinheim) zugesetzt wurde, mindestens 10 Mi-
nuten bei Raumtemperatur inkubiert. War Enzymaktivitat der hitzestabilen humanen
Plazentaren Alkalischen Phosphatase in der Probe vorhanden, kam es zu einer
Dephosphorylierung und Oxidation von BCIP, wobei NBT als Oxidationsmittel diente.
Sowohl BCIP als auch NBT wurden durch diese Reaktion zu einem blauen Farbstoff
oxidiert beziehungsweise reduziert. Somit konnten Tiere, deren Blutproben sich blau
anfarbten, als transgen und solche, deren Blutproben rétlich blieben, als Wildtypen
identifiziert werden. Dieser histochemische Nachweis wurde zu Anfang parallel zur
PCR erstellt, um die Methodik zu verifizieren. Da es keine Diskrepanz zwischen den
histochemisch erstellten Genotypisierungs-Daten und den PCR-Daten gab, ging man
dazu Uber, fir die routinemallige Genotypisierung die histochemische zu wahlen, da

sie zeit- und kostengunstiger ist.
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3.2 Tiermodell

3.2.1 Toleranz-Induktion gegentiber dem Marker-Enzym

Um eine Toleranz der Wildtyp Tiere gegenuber dem Marker-Enzym hPLAP zu er-
zeugen, wurden die Versuchstiere zunachst letal bestrahlt und daraufhin mit hPLAP-
transgenen Knochenmarkszellen transplantiert. Das Ergebnis waren Tiere, die sich in
Folge tolerant gegenuber Zellen oder Organen hPLAP-transgener Ratten zeigten.

Um eine Infektion bei den Ganzkoérper-bestrahlten und knochenmarktransplantierten
Tieren in der aplastischen Phase zu verhindern, wurden diese eine Woche lang unter
Antibiose gestellt (2x taglich 5 mg/kg Baytril 2,5%® s.c., Wirkstoff Enrofloxacin,

Bayer Health Care, Leverkusen)

3.2.1.2 Letale Bestrahlung

Zur Vorbereitung auf die Knochenmarkstransplantation wurden die Versuchstiere
einmalig mit einer Dosis von 8 Gray Ganzkorper-bestrahlt. Fur diese Behandlung
stand der Linearbeschleuniger der Veterindrmedizinischen Universitat Wien zur Ver-
fugung (Siemens Primus, Dosisleistung 200 Monitor units/min). Nach Durchfihrung
der Bestrahlung am Vormittag, erfolgte am Nachmittag des selben Tages und am
Vormittag des darauf folgenden Tages die Knochenmarktransplantation mit Kno-

chenmark hPLAP-transgener Spendertiere.

3.2.1.3 Gewinnung der Knochenmarkszellen

hPLAP-transgene Spendertiere wurden unter Narkose durch Blutentzug aus der Aor-
ta abdominalis getotet. Als Narkose wurde eine peritoneal verabreichte Injektions-
narkose mit Ketamin (50 mg/kg Ketasol®, Graub AG, Bern, Schweiz)/Xylazin (10
mg/kg Xylasol®, Graub AG) gewahlt. Unmittelbar nach Entbluten des Tieres wurden
Humeri, Femora und Tibien entnommen und die Muskulatur abprapariert. Mit einer
Tischsage wurden Humerus und Femur in zwei Teile gesagt. Von der Tibia wurde

lediglich der proximale Anteil weiter verwendet. Die Knochenmarkshdhle wurde je-
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weils durch Absagen der Epiphysen eréffnet. Durch kurzes Anzentrifugieren der
Knochenanteile (3000 U/min) wurde das Knochenmark in Probengefalde Uberfuhrt.
Es erfolgte die Resuspendierung in phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlo-
sung (PBS). Um eine Einzelzellsuspension zu erhalten wurde die Suspension durch
eine Kanule der Grolke 27G und ein engmaschiges Sieb gedruckt. Bis zur weiteren
Verwendung erfolgte die Aufbewahrung der Knochenmarkszellsuspension auf Eis.
Die Auszahlung der Zellen erfolgte in einer Neubauer Zahlkammer. Neben der Zell-
konzentration wurde der Prozentsatz an toten Zellen, welcher durchwegs unter 5%

lag, durch Lebend-Tot-Farbung mit Trypanblau bestimmt.

3.2.1.4 Durchfuhrung der Knochenmarktransplantation

Die Knochenmarkszellen wurden wie oben beschrieben von einem hPLAP-
transgenen Spender gewonnen. Um ein sicheres Punktieren der lateralen Schwanz-
vene gewahrleisten zu kdénnen, mussten die Tiere mittels einer Kriechrohre fixiert
werden. Nach Hyperamisierung des Schwanzes mit warmem Wasser und Desinfek-
tion, wurde unter gleichzeitiger Stauung des Gefaldes in eine der beiden lateralen
Schwanzvenen ein Venenverweilkatheter (Introcan-W 24G, Braun, Melsungen,
Deutschland) eingefuhrt. Nachdem der korrekte Sitz des Katheters durch Gabe von
ca. 0,1 ml PBS Uberpruft worden war, wurden 4x10° hPLAP-positive Knochenmarks-

zellen in einem Volumen von 300 pl intravends injiziert.

3.3 Myokardinfarkt-Modell

3.3.1 Versuchsaufbau

Alle Tiere fur diesen Versuch, durchwegs weibliche Ratten, stammten aus der Insti-
tuts-eigenen Fischer 344 Zucht. Als Spender wurden wiederum wie beschrieben
hPLAP-transgene syngene Tiere verwendet. Zunachst erfolgte in einem Alter von 14
Wochen die letale Bestrahlung und Knochenmarktransplantation der Wildtyp-
Empfanger. Hierauf wurden die Tiere in vier Gruppen unterteilt. Bei den Tieren der

Gruppe 1 und 2 wurden Infarkte induziert, die Gruppen 3 und 4 dienten als Kontroll-
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tiere (Sham), bei denen lediglich eine Scheinoperation mit Eré6ffnung von Thorax und
Perikard durchgefuhrt wurde. Die OPs wurden drei Wochen nach Bestrahlung und
Knochenmarktransplantation ausgefuhrt. Gruppe 1 und 3 erhielten sieben Tage nach
Infarktinduktion (MI) bzw. Scheinoperation 1x10” hPLAP-positive Knochenmarkszel-
len intravends verabreicht. Die Gruppen 2 und 4 bekamen lediglich die aquivalente
Menge an Puffer injiziert. Tabelle 1 ist die Gruppeneinteilung schematisch dargestellt

zu entnehmen.

Tabelle 1: Gruppeneinteilung Myokardinfarkt-Modell

Gruppe 1 Ligation der Koronararterie 1x10” hPLAP-positive BMC
Gruppe 2 Ligation der Koronararterie Puffer-Injektion
Gruppe 3 Sham-OP 1x10” hPLAP-positive BMC
Gruppe 4 Sham-OP Puffer-Injektion

BMCs: Bone Marrow Cells, Sham-OP: Schein-OP

Die Versuchsenden (VE) mit Entnahme der Herzen erfolgten zu drei verschiedenen
Zeitpunkten: 1, 4 und 16 Wochen nach Zell-Gabe beziehungsweise Puffer-Injektion.
Somit ergaben sich insgesamt 12 Untergruppen. Fur die Infarktgruppen wurde auf-
grund der erwarteten hoheren Ausfallrate n = 4 veranschlagt, fur die Sham-Gruppen
n=3.

Ultraschall-Untersuchungen wurden fur alle Gruppen 1 Woche nach Induktion des
Myokardinfarkts bzw. nach Scheinoperation veranschlagt. Die 2. Examination erfolg-
te einen Tag vor dem jeweiligen Versuchsende. Bei den Tieren, die 16 Wochen nach
Zell- bzw. Puffer-Injektion getotet werden sollten, wurde ein zusatzlicher Ultraschall-
Termin nach 8 Wochen angesetzt. Eine schematische Darstellung des Versuchsauf-

baus ist Abb. 5 zu entnehmen.
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Abb. 5: Versuchsplan Myokardinfarkt-Modell

3.3.2 Infarkt-Induktion

Den Tieren wurde durch 30minutige Ligation der Arteria coronaria sinistra und nach-
folgende Reperfusion eine irreversible Schadigung des Herzmuskels zugefugt und
dementsprechend ein Vorderwand-Infarkt induziert. Die Tiere wurden hierzu am
Abend vor der Operation (OP) mit Carprofen (Rimadyl®, 4,4 mg/kg, s.c., Pfizer Phar-
ma, Karlsruhe, Deutschland) vorbehandelt. Die Narkose der Tiere wurde mit einer
antagonisierbaren Injektionsnarkose, bestehend aus Medetomidin (Domitor®, 0,15
mg/kg, Pfizer Pharma), Fentanyl (Fentanyl-Janssen®, 0,005 mg/kg, Janssen-Cilag
Pharma, Wien, Osterreich) und Midazolam (Dormicum®, 2 mg/kg, Roche Austria
GmbH, Wien, Osterreich), intramuskular (i.m.) verabreicht, durchgefiihrt. Nachdem
die linke Thorax-Seite der Ratte geschoren, die Augen mit Bepanthen® Augen- und
Nasensalbe (Fa. Roche Austria GmbH) benetzt worden waren, wurde das Tier mit-
tels eines Teflon-Katheters (Vasofix 17G, Braun) intubiert. Die Lagerung der Ratte
erfolgte auf der rechten Seite, Bauch zum Operateur zeigend, auf einer bei 37°C ge-
haltenen Warmeplatte (13501, Medax GmbH, Kiel, Deutschland). Wahrend der ge-
samten Dauer der OP war das Tier an ein Beatmungsgerat der Firma Hallowell EMC
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(Modell AWS, Vaélker, Kaltenkirchen, Deutschland) angeschlossen und mit 100%
Sauerstoff kontrolliert beatmet. Der korrekte Sitz des Tubus wurde Uberpruft, das
Beatmungsgerat auf eine Rate von 54 Atemzigen pro Minute mit einem Volumen
von 8 ml eingestellt und die Ratte an ein Pulsoxymeter (Nonin 9700 V, Nonin Medical
Inc., Plymouth, USA) durch Anbringen der Klemme an einem der Hinterbeine ange-
schlossen. Nun folgte die Vorbereitung des Tieres mit Desinfektion der Haut mit
Braunol® (Braun) und 70% Alkohol. Nachdem die chirurgische Toleranz gepruft wor-
den war und keine Stellreflexe mehr auszuldésen waren, konnte die OP mit einem
Hautschnitt zwischen 3. und 4 Rippe begonnen werden. Die Unterhaut wurde stumpf
mobilisiert, der Musculus (M.) cutaneus trunci, Anteile des M. latissimus dorsi und
des M. serratus ventralis durchtrennt und die Rippen freigelegt. Die Eroffnung des
Thorax erfolgte durch stumpfes Durchtrennen der Mm. intercostales zwischen 3. und
4. Rippe. Nun wurde vorsichtig ein Wundspreizer eingeflhrt und das Perikard mit
einem Mikrodissektor erdffnet. Zur Induktion der Ischdmie wurde die Arteria coronaria
sinistra moglichst weit proximal umstochen (Vicryl 6-0, TF-Nadel, Ethicon, Johnson &
Johnson Intl., St-Stevens-Woluwe, Belgien) und vorsichtig ein chirurgischer Knoten
vorgelegt. Nachdem ein Stlick Prolene 4-0 (Ethicon) in den Knoten geschoben wor-
den war, um das spatere Losen der Ligation zu erleichtern, wurde der Knoten vor-
sichtig festgezogen. Der Sitz der Ligatur liel sich durch Erblassen des Herzmuskels
verifizieren. Die Ligation erfolgte fur 30 Minuten. Wahrend dieser Zeit wurde der
Wundspreizer entfernt und der Brustkorb mittels eines mit PBS angefeuchteten
Tupfers verschlossen. Falls es aufgrund fallender Sauerstoffsattigung notwendig
wurde, konnte im Einzelfall eine Zwischenblahung der Lunge erfolgen. Alle 5 Minuten
wurden Herzfrequenz und Sauerstoff-Sattigung im OP-Protokoll vermerkt. Kurz vor
Verstreichen der 30minutigen Ligation, wurde der Tupfer entfernt, der Wundspreizer
wiederum eingeflhrt. Mit einer Pinzette erfasste man vorsichtig, ohne Zug, die Liga-
tion. Mit dem Mikrodissektor wurde vorsichtig der Ligations-Knoten gelost, ohne da-
bei das Myokard zu beschadigen. Auch hier war die Reperfusion des Myokards
makroskopisch zu sehen. Sowohl Vicryl- als auch Prolene-Faden wurden entfernt.
Der Verschluss des Brustkorbs erfolgte mit resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl 4-0)
zunachst uber 2-4 Knopfhefte um jeweils die craniale und die kaudale Rippe. Vor
dem Verknoten wurde die Lunge geblaht, um einem Pneumothorax entgegenzuwir-
ken. Danach wurde die Muskulatur ebenfalls mit Vicryl 4-0 in fortlaufender Naht

adaptiert. Es folgte die fortlaufende Naht des subkutanen Fettgewebes. Die Haut
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wurde mit nicht resorbierbarem Prolene 4-0 in 2-3 U-Heften geschlossen. Nach Be-
endigung der OP bekam das Tier sowohl das Narkose-Antidot, bestehend aus Ati-
pamezol (Antisedan®, 0,75 mg/kg, Pfizer), Flumazenil (Anexate®, 0,2 mg/kg, La Ro-
che) und Naloxonhydrochlorid (Naloxon®, 0,12 mg/kg, Orpha-Devel, Purkersdorf,
Osterreich), als auch Antibiose (2x taglich 5 mg/kg Baytril 2,5%®) und Analgetikum
(1x taglich 4,4 mg/kg Rimadyl®) s.c. verabreicht. Die Wunde wurde mit bakteriostati-
schem Aluminiumspray (Silber-Spray, Heiland Vet GmbH, Hamburg, Deutschland)
bedeckt. Sobald das Tier Schluckreflexe zeigte, wurde es von Beatmungsmaschine
und Pulsoxymeter abgekoppelt und extubiert. Im Anschluss daran bekam das Tier
Novalgin® (Metamizol, Aventis Pharma GmbH, Wien, Osterreich) zur unmittelbaren
Analgesie (ca. 0,1 ml oral) und wurde in einen mit Heu geflllten Kafig verbracht,
entweder auf einer Warmematte oder unter einer UV-Lampe. Die Nachsorge des Tie-
res, Antibiose und Schmerzmedikation, erfolgte Uber 3 Tage. Die nicht-

resorbierbaren Hautfaden wurden 7 Tage nach OP gezogen.

3.3.3 Zell-Applikation

Die praktische Durchfihrung der Zell-Gabe entsprach weitestgehend dem Vorgehen
bei der Knochenmarktransplantation. Die Knochenmarkzellen wurden von einem
hPLAP-transgenen Spender gewonnen und in einer Endkonzentration von 1x10” Zel-
len dem jeweiligen Tier verabreicht. Vor Zellinjektion wurde den Tieren ein Vasodila-
tator, Nitroprussidnatrium (Nipruss®, Schwarz Pharma AG, Monheim, Deutschland),

in einer Konzentration von 1 mg/kg verabreicht.

3.3.4 Probenentnahme

Der Tod der Versuchstiere erfolgte zum jeweiligen Zeitpunkt 1, 4 und 16 Wochen
nach Zell-Applikation unter Ketamin/Xylazin-Narkose durch Blutentzug aus der Aorta
abdominalis. Das Herz wurde enthommen, mit PBS gespult und in 40% EtOH fixiert.
Nach 2-tagiger Fixierung wurde jedes Herz in 4 aquivalent grof3e Sticke von Apex zu

Basis geschnitten.
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Abb. 6: Unterteilung des fixierten Herzens in 4 Sektionen

3.3.5 Histologische Aufarbeitung der Herzen

3.3.5.1 Entwasserung und Einbettung

42

Die Entwasserung der Organproben und Einbettung in Paraffin vollzog sich nach fol-

gendem Schema bei 4°C:

40% EtOH 3
70% EtOH 3

Tage
Tage

Danach wurden die Organe in eine Histokinette verbracht und die Infiltration wurde

wie folgt bei Raumtemperatur fortgesetzt:

70% EtOH 2
80% EtOH 2,5
96% EtOH 25
Isopropylalkohol | 2
Isopropylaklohol I 2,5
Xylol | 2
Xylol Il 2,5
Paraffin | 3

Paraffin I 3

Stunden
Stunden
Stunden
Stunden
Stunden
Stunden
Stunden
Stunden

Stunden




3. Material und Methoden 43

3.3.5.2 Erstellen der histologischen Schnitte

Mit einem Rotationsmikrotom der Marke Microm (HM360, Microm International
GmbH, Walldorf) wurden 5 ym dicke Querschnitte der 4 Herzanteile angefertigt. Da-
zu wurden APES-behandelte Objekttrager verwendet (Superfrost®, VWR Internatio-
nal GmbH, Wien, Osterreich).

3.3.5.3 Histochemie zum Nachweis hPLAP-positiver Zellen

Die Histochemie zur Anfarbung der hPLAP-positiven Zellen basierte auf demselben
Prinzip, welches bereits zur histochemischen Genotypisierung der Tiere unter 3.1.2.2
erlautert wurde. Die Herzschnitte wurden entparaffiniert, Gber Nacht bei Raumtempe-
ratur (RT) mit BCIP/NBT im Dunkeln inkubiert, am nachsten Morgen mit Kernechtrot
(Sigma, Steinheim) gegengefarbt, in aufsteigender Alkoholreihe entwassert und mit
Vectamount® (Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) eingedeckt. Die Schnitte
wurden anschlieRend mittels Lichtmikroskop untersucht. Blau angefarbte hPLAP-
positive Zellen wurden aufgrund ihrer Quantitat, des Zelltyps und der Lokalisation
beurteilt.

3.3.5.4 Masson-Trichrom-Farbung

Durch die Masson Trichrom-Farbung wird das kollagene Bindegewebe, welches den
Hauptbestandteil der Infarktnarbe darstellt, blau angefarbt, wohingegen sich das ge-
sunde Myokard rot darstellt. Je ein Schnitt der in die Auswertung eingehenden 3
Herzebenen wurde entparaffiniert und Uber Nacht bei RT mit Bouinscher Losung
(Sigma) inkubiert. Es folgten Inkubations- und Farbeschritte mit Weigerts Eisen-
Hamatoxylin, Bieberich-Scharlachrot (Sigma), Phophorwolframsaure/ Phosphormo-
lybdansaure-Gemisch (Sigma) und Anilinblau (Sigma). Nach Fixierung in 1%iger Es-
sigsaure wurden die Schnitte dehydriert und wiederum mit Vectamount® eingedeckt
(ROMEIS 1989).
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3.3.5.5 Bestimmung der Infarkt-Grélen mittels Planimetrie

Fir die Planimetrische Ausmessung der Infarktgebiete, des linken Ventrikels und der
gesamten Herzflache wurden die Masson-Trichrom gefarbten Schnitte verwendet.
Blau gefarbte Regionen in typischer linksventrikularer Lokalisation wurden als Infarkt-
regionen definiert. In allen 3 Ebenen wurden sowohl die Infarktflache als auch die
Flache des linken Ventrikels und des gesamten Myokards berechnet. Die Infarkt-
groflke (IG) pro Ebene resultierte aus dem prozentualen Anteil des Narbengewebes

am gesamten linken Ventrikel (LV).

IG [%] = (Flache Infarkt/Flache LV) x 100

Somit errechnete sich die Groe des Infarkts fur jedes einzelne Tier als Mittelwert der

in den drei Ebenen bestimmten Infarkt-Grofien.

Zudem wurde die Flache des linken Ventrikels in Relation zur gesamten Herzflache

berechnet.

3.3.4 Echokardiographische Untersuchung

Die Echokardiographie erlaubt eine nicht-invasive Untersuchung des gesamten Her-
zens. Die zyklischen Bewegungsablaufe des Herzens werden dargestellt und eine
qualitativ/quantitative Beurteilung von HerzgrélRe, Wanddicken, Herzklappen und
Funktionalitat kann erfolgen (SHIMIZU et al., 1998).

Alle Echokardiographischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. vet.
med. Mato Markovic von der Abteilung fur Kardiologie, Klinik fur Interne Medizin und
Seuchenlehre, Veterinarmedizinische Universitat Wien, durchgefuhrt. Die Ratten
mussten flr diese Untersuchung ruhiggestellt werden. In der Literatur ist die Unter-
suchung am wachen Versuchstier beschrieben, jedoch ist hierzu eine Gewdhnung
der Tiere notig und trotz allem kommt es auch hier zu stressbedingten Abweichun-
gen der Messwerte (YANG et al., 1999; TAKUMA et al., 2001). Aus diesem Grund
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wird die echokardiographische Untersuchung zumeist unter Narkose durchgefiihrt
(TAN et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde eine Kurzanasthesie mit Isoflu-
ran (Baxter, Wien, Osterreich) gewahlt. Zunachst erfolgte die Narkoseeinleitung bei
einer Konzentration von 5% lIsofluran unter 100%iger Sauerstoffzufuhr von 2 I/min.
Sobald keine Stellreflexe mehr auslosbar waren, wurde die Konzentration des Inhala-
tionsnarkotikums auf 2% gesenkt. Die Ratte wurde auf beiden Thoraxseiten rasiert
und das aktuelle Korpergewicht bestimmt. Es wurde das Sonographiegerat Vivid Five
(Vigmed Technobiology, USA) mit einem 10 MHz Schallkopf verwendet. Zunachst
wurden die Tiere von der rechten Thoraxseite aus examiniert. Es erfolgte in der
rechtsparasternalen kurzen Achse die Darstellung des Flussprofils der Pulmo-
nalklappe. Anschliel3end wurden auf Niveau der Herzbasis die Durchmesser des lin-
ken Vorhofs und der Aorta verglichen. Die Beurteilung des linken Ventrikels erfolgte
im eindimensionalen M-Mode. Fractional Shortening (FS), Ejection Fraction (EF),
linksventrikulare diastolische (LVDd) und systolische Dimension (LVDs) wurden in 3
aufeinanderfolgenden Zyklen bestimmt. Im Vier- bzw. Funfkammerblick, von der lin-
ken Thoraxseite aus, wurde anschlieBend die Untersuchung der Aorten- und der
Mitralklappe vorgenommen, sowie die Bestimmung der Isovolumetrischen Relaxa-
tionszeit (IVRT).

Die echokardiographischen Untersuchungen wurden 1 Woche nach Infarktinduktion
bzw. Sham-OP und nachfolgend einen Tag vor den Versuchsenden 1, 4 und 16 Wo-
chen nach Zell- bzw. Puffer-Verabreichung durchgefuhrt. Bei den Tieren, die 16 Wo-
chen nach Zell-Gabe geopfert wurden, wurde eine zusatzlicher Ultraschall-Termin

nach 8 Wochen angesetzt. Als Baseline dienten 6 unbehandelte gesunde Tiere.

3.4 Modifizierung des Tiermodells

Die Idee war, durch subkutane Injektion hPLAP-positiven Vollbluts in der postnatalen
Phase, zu einem Zeitpunkt, da das Immunsystem des Neugeborenen noch nicht
vollstandig ausgereift ist, belastbare Toleranz gegentber dem Marker-Enzym hPLAP
zu induzieren (BUTLER et al., 2000; PETIT et al., 2004). Ziel war die Schaffung ei-

nes Tiermodells, welches es ermdglicht, in immunkompetenten, Marker-toleranten
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und zudem Background-freien Tieren das Schicksal von transplantierten Zellen oder

gar Organen nachzuverfolgen.

3.4.1 Vorversuch

In einem Vorversuch wurde die AbstoRungs-Reaktion von Wildtyp Fischer 344 Rat-
ten (n = 2) gegenuber einem Hauttransplantat eines hPLAP-tg Spenders getestet.
Hierzu wurde Haut transgener Spender wie unter 3.4.3.1 beschrieben prapariert und
den Wildtyp-Tieren wie unter 3.4.3.2 erklart eingepflanzt. Als Positiv-Kontrollen wur-
den hPLAP-transgene Hauttransplantate transgenen Tieren (n = 2) und Wildtyp-Haut
sowohl auf Wildtyp-Empfanger (n = 2) als auch auf hPLAP-transgene Tiere (n = 2)

ubertragen.

3.4.2 Toleranz-Erzeugung bei neonatalen Wildtyp-Ratten

Um eine belastbare Toleranz zu erzeugen, wurde neonatalen Ratten, kurz nach der
Geburt, 30ul hPLAP-transgenes Vollblut (Gerinnungshemmer EDTA) subkutan ver-
abreicht. Zunachst wurde bei einem Wurf mit 7 Tieren bei 6 Tieren vier Stunden nach
Geburt subkutan hPLAP-positives Blut injiziert, das siebte Wurfgeschwister diente als

Negativ-Kontrolle.

3.4.3 Hauttransplantation

Die Haut als stark immunogenes Organ des Korpers, diente in diesem Versuch zur
Uberprifung einer belastbaren Toleranz gegeniiber dem Marker-Protein hPLAP.
Jene 6 Tiere, welche neonatal mit hPLAP-positivem Vollblut behandelt worden wa-
ren, und das 7. Tier als Negativkontrolle wurden im Alter von 4 Monaten der Haut-

transplantation mit hPLAP-positiver Spenderhaut unterzogen.
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3.4.3.1 Gewinnung der Hauttransplantate

FUr die Hauttransplantationen wurden Vollhauttransplantate verwendetet. Das trans-
gene Spendertier wurde durch CO, getotet. Es zeigte sich, dass sich die Haut am
Bauch am besten als Transplantat nutzen liel3, da man dort in der Lage war, grof3fla-
chig Haut zu gewinnen und diese leicht von der darunterliegenden Muskulatur zu
trennen war. Die Praparation des Transplantats begann durch eine Hautinzision und
weitere Freilegung mit einer stumpfen Schere. Soweit méglich wurde das subkutane
Fettgewebe vom Transplantat abgelost. Die praparierte Haut wurde gespannt und
mittels Skalpell in ca. 1x1 cm grolde Stlcke geschnitten. Diese Hautsticke wurden
auf einen mit NaCl getrankten sterilen Tupfer verbracht und bis zur Implantation auf

Eis gelagert.

3.4.3.2 Durchfuhrung der Hauttransplantation

Die Methodik der Hauttransplantation wurde der Literatur entsprechend durchgefuhrt
(COBER et al., 1999). Der Empfanger wurde mit der bereits angeflhrten antagoni-
sierbaren Injektionsnarkose anasthesiert, die Augen des Tieres mit Bepanthen® be-
netzt und das Tier fur die OP auf eine Warmematte verbracht. Die Stelle, an die das
Transplantat eingepflanzt werden sollte, wurde rasiert und desinfiziert. Mittels Skal-
pell wurde ein ca. 1x1 cm groldes Hautstick entfernt. Als Transplantations-Bett eig-
nete sich am besten die Stelle zwischen den Schulterblattern, da das Tier hier weni-
ger in der Lage war, das Transplantat zu zerstéren. Nun wurde das Transplantat ein-
gesetzt, vorzugsweise mit Fellrichtung des Transplantats in entgegengesetzter Rich-
tung zum natirlichen Fellwachstum des Empfangers. Es folgte die spannungsfreie
Adaptation der Wundrander mit Hilfe von Gewebekleber (Epiglu®, Mayer-Haake,
Wehrheim, Deutschland). Um eine eventuelle Beschadigung des Transplantats durch
das Tier selbst zu verhindern, wurde ein beschichtetes Pflaster (Rondopad®, Dewe-
co, Wermelskirchen) mit 4 Knopfheften (Prolene 4-0, Ethicon) an der Haut der Ratte
fixiert. Die Nachbehandlung der Tiere erfolgte auf dieselbe Weise wie unter 3.3.2 be-
schrieben. Das Pflaster konnte nach ca. 3 Tagen oder bei Bedarf auch schon fruher
durch Lésen der Knopfhefte entfernt werden. Es erfolgte eine tagliche Kontrolle der

Transplantate.
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4.3.3 Entnahme von Hautbioptaten

Um das erfolgreiche Anwachsen der transplantierten Hautstlicke verifizieren zu kon-
nen, wurden zu einem spateren Zeitpunkt Hautbioptate am Ubergang von transplan-

tierter Haut zu Empfangerhaut enthommen.

3.4.4 Durchflusszytometrie

FUr Durchflusszytometrische Untersuchungen wurde den neonatal toleranten Tieren
ca. 200ul Vollblut entnommen (Mikrovette® 500 K3E, Sarstedt Ges.m.b.H, Wr. Neu-
dorf, Osterreich). Als ReaktionsgefalRe wurden FACS-Réhrchen benutzt (BD Bio-
sciences, Schwechat, Osterreich). Es wurden pro Tier 50ul Vollblut mit 2ul primérem
Antikérper, Mouse-anti-hPLAP 1gG (Clone 8B6, Dako Cytomation GmbH, Wien,
Osterreich), fir eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. Danach folgten 2 Waschschritte
mit FACS-Puffer (PBS, FCS, Natriumazid), um Uberschissigen, ungebundenen pri-
maren Antikorper zu entfernen; die Zentrifugation erfolgte bei 1200 U/min fur 4 Minu-
ten bei einer Temperatur von 4°C. Hierauf erfolgte die Inkubation mit dem sekunda-
ren Antikérper, wiederum auf Eis und in Dunkelheit. In diesem Fall verwendeten wir
Ratten-adsorbierten, FITC-markierten Goat-anti-Mouse 1gG (Sigma). Wiederum folg-
ten 2 Waschschritte mit FACS-Puffer. Zur Lyse der Erythrozyten in den Proben ver-
wendeten wir 1%ige FACS™ Lysing Solution (BD Biosciences) fur 20 min bei Raum-
temperatur. Nach zwei weiteren Waschschritten wurden die Zellen in 1%igem Para-
formaldehyd (PFA) fixiert. Die Analyse erfolgte am Durchflusszytometer FACScan
der Firma Becton Dickinson. Pro Tier wurde jeweils eine Probe als Leerkontrolle und

eine Isotyp-Kontrolle mitgeflhrt.

3.4.5 Organhistologie

Es wurden sowohl Hautbioptate aus dem Bereich der Hauttransplantate enthommen
als auch Leber, Niere, Herz, Lunge, Milz, Duodenum, Jejunum, Magen, Gehirn, Mus-
kel und Pankreas, um einen eventuellen Background hPLAP-positiver Zellen aus-
schlielen zu konnen. Die Infiltration und Einbettung erfolgte in aquivalenter Weise

wie bereits unter 3.3.5.1 beschrieben.
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3.5 Modifiziertes Myokardinfarkt-Modell

Zunachst wurden fur diesen Versuch 15 neonatal tolerante Fischer 344 Ratten, 7
mannliche und 8 weibliche Tiere, wie unter 3.4.2 beschrieben, generiert. Hauttrans-
plantationen und FACS-Analysen wurden in einem Alter von 8 bis 10 Wochen durch-
gefuhrt. Die Induktion der Myokardinfarkte erfolgte wie unter 3.3.2 erlautert 3 Wo-
chen nach erfolgter Hauttransplantation. Die Tiere erhielten eine Woche nach Infarkt-
induktion, nach vorheriger Verabreichung des Vasodilatators Nitroprussidnatrium,
1x10” Knochenmarkszellen bzw. Puffer intravends injiziert. Je 2 Tiere pro Infarkt-
Gruppe wurden vier Stunden, einen Tag und eine Woche nach Zell- bzw. Puffer-
Gabe getdtet und die Organe flr die Histologie entnommen. Als Kontrolle dienten
scheinoperierte Tiere, denen ebenfalls eine Woche nach Schein-OP Zellen verab-
reicht wurden. Die Herzen wurden wie unter 3.3.5 beschrieben infiltriert und in Paraf-
fin eingebettet. Mittels Rotationsmikrotom wurden 5um dicke histologische Schnitte

angefertigt und die Histochemie zum Nachweis hPLAP-positiver Zellen durchgeflhrt.

Tabelle 2: Gruppeneinteilung des modifizierten Myokardinfarkt-Modells

VE 4 Stunden nach VE 1 Tag nach VE 1 Woche nach
BMC- bzw. Puffer- | BMC- bzw. Puffer- | BMC- bzw. Puffer-

Injektion Injektion Injektion
Gruppe 1: Ml + BMC n=2 n=2 n=2
Gruppe 2: Ml + Puffer n=2 n=2 n=2
Gruppe 3: Sham + BMC n=1 n=1 n =n1

MI: Myokardinfarkt, BMC: Bone Marrow Cells, Sham: Schein-OP, VE: Versuchsende

3.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS 14.0 fir Windows. Fur je-
den einzelnen Parameter wurde pro Gruppe und Faktor Mittelwert und Standardfeh-
ler berechnet. Der Vergleich zwischen den Gruppen Infarkt/Scheinoperation erfolgte
mittels t-Test. Bei Gruppen mit zwei unterschiedlichen Faktoren (Infarkt und Zellga-
be) wurde eine Two-way ANOVA durchgefuhrt. Als signifikant wurden Ergebnisse mit

p < 0.05 angenommen.
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4. Ergebnisse

Ziel der Arbeit war es am Beispiel einer Myokardinfarkt-Studie zu zeigen, dass das
Modell der bestrahlten und mit hPLAP-positivem Knochenmark rekonstituierten
Fischer 344 Ratte hervorragend geeignet ist, um die Migration und die Rolle der Kno-
chenmarkszellen im Infarktgeschehen darzustellen. Der zweite Teil dieser Studie
zielte darauf ab, Background-freie, Marker-tolerante Empfanger-Tiere zu generieren,
so dass die Verfolgung Marker-exprimierender Zellen bzw. die Transplantation von
Organen Marker-exprimierender Spender in immunkompetente Tieren moglich ist.
Weiters sollte die Anwendung des modifizierten Modells auf das Herzinfarkt-Modell

demonstriert werden.

4.1 Myokardinfarkt-Modell

FUr das Myokardinfarkt-Modell wurden letal bestrahlte und mit hPLAP-positivem
Knochenmark transplantierte Tiere verwendet. Die Infarktinduktion erfolgte durch
30minutige Ligation der A. coronaria sinistra mit nachfolgender Reperfusion des
ischamischen Gebietes. Die Verabreichung der Knochenmarkszellen (Bone Marrow
Cells BMC) bzw. des Puffers (Buffer) erfolgte 1 Woche nach Infarktinduktion.

Von urspringlich 56 in den Versuch genommenen Tieren verstarben zwei Tiere im
Anschluss an Bestrahlung und Knochenmarktransplantation, drei Ratten wahrend
der Infarkt-Induktion, zwei scheinoperierte Tiere eine Woche nach Operation, je eine
infarzierte Ratte eine Woche und acht Wochen nach Infarkt-Induktion. Daraus ergibt
sich eine Ausfallsrate von 9% fur die Infarkt-operierten Tiere und eine Ausfallsrate
von 4% fur die scheinoperierten Tiere. Die daraus resultierenden Gruppengrofien

sind Tabelle 3 zu entnehmen.
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Tabelle 3: GruppengrofRen Modell Myokardinfarkt

VE 1 Woche VE 4 Wochen VE 16 Wochen

nach BMC- bzw. nach BMC- bzw. nach BMC- bzw.

Puffer-Injektion Puffer-Injektion Puffer-Injektion
Gruppe 1: Ml + BMC n=4 n=4 n=4
Gruppe 2: Ml + Puffer n=4 n=6 n=4
Gruppe 3: Sham + BMC n=3 n=3 n=3
Gruppe 4: Sham + Puffer n=3 n=3 n=3

MI: Myokardinfarkt, BMC: Bone Marrow Cells, Sham: Schein-Operation, VE: Versuchsende

4.1.1 Histologie

4.1.1.1 Planimetrie

Mittels Planimetrie der Masson Trichrom-gefarbten Herzschnitte wurden in drei Ebe-
nen die InfarkigréRen ermittelt. Tiere, bei denen die InfarktgroRen als zu gering an-
zusehen waren (Infarkt < 6,6% des linken Ventrikels), wurden von der weiteren Aus-
wertung ausgeschlossen, woraus sich eine Reduktion der GruppengrofRen wie folgt

ergab:

Tabelle 4: Endgultige Gruppengrolien Modell Myokard-Infarkt

VE 1 Woche VE 4 Wochen VE 16 Wochen

nach BMC- bzw. nach BMC- bzw. nach BMC- bzw.

Puffer-Injektion Puffer-Injektion Puffer-Injektion
Gruppe 1: Ml + BMC n=4 n=2 n=2
Gruppe 2: Ml + Puffer n=4 n=3 n=2
Gruppe 3: Sham + BMC n=3 n=3 n=3
Gruppe 4: Sham + Puffer n=3 n=3 n=3

MI: Myokardinfarkt, BMC: Bone Marrow Cells, Sham: Schein-Operation, VE: Versuchsende

Mit Hilfe der Planimetrie konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Infarkt-
gruppen mit und ohne Verabreichung von Knochenmarkszellen bezlglich der In-

farktgroRen gezeigt werden. Zu allen drei Totungszeitpunkten wiesen jene Gruppen,
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denen 1 Woche nach Infarktinduktion Knochenmarkszellen intravenos verabreicht
worden waren, signifikant verringerte Infarktgrof3en auf, wie in Abb. 7 graphisch dar-

gestellt.

Infarct area
35+
304
25+
20
154

104 ‘/~ -I

—— [nfarct + Buffer
== |nfarct + BMC

(%)

c ) ) )
1 4 16
Time after BMC/buffer-injection (weeks)

Abb. 7: Prozentualer Anteil des Infarktgebiets am linken Ventrikel
zu den Zeitpunkten 1, 4 und 16 Wochen nach Zell- bzw. Puffer-Gabe
Infarkt-Gruppen mit Zell-Gabe (griin) gegen Infarkt-Gruppen ohne Zell-Gabe (blau)

Left ventricle/heart area

0.7+
@ Infarct + Buffer

Sham + Buffer

@ Infarct + BMC
I I I I Sham + BMC
0.3 p=0.057 for cells
p=0.000 for infarct
0.0
1 4 16

Time after BMC-/buffer-injection (weeks)

0.6+

0.5

0.4

Abb. 8: Verhaltnis von Flache des linken Ventrikels zu gesamter Herzflache
1, 4 und 16 Wochen nach Zell- bzw. Puffer-Gabe
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Quotient aus Flache des linken
Ventrikels zu gesamter Herzflache bei den Gruppen mit Zell-Gabe deutlich erhoht ist
(siehe Abb. 8). Diese Daten spiegeln eine verminderte Kontraktion des kollagenen
Narbengewebes beziehungsweise eine reduzierte InfarktgroRe sowie einen reduzier-

ten Untergang linksventrikularen Myokards wider.

4.1.1.2 Histochemischer Nachweis hPLAP-positiver Zellen

Zum Nachweis hPLAP-positiver Zellen im Herzen wurden Paraffinschnitte histoche-
misch angefarbt.

In den Herzen der Baseline-Tiere, die drei Wochen nach KMT geopfert wurden,
ebenso wie in den Herzen der scheinoperierten Tiere konnten lediglich zu einem ge-
ringen Prozentsatz hPLAP-positive Zellen detektiert werden, in erster Linie endothe-
liale und hamatopoietische Zellen. Man kann davon ausgehen, dass diese Beobach-
tung den physiologischen Zell-Turnover am Herzen widerspiegelt.

Die Anzahl hPLAP-positiver Zellen im Myokard der scheinoperierten Tiere nahm im
Verlauf der Studie zu, sodass 16 Wochen nach Sham-OP bzw. 19 Wochen nach
Knochenmarktransplantation deutlich mehr Marker-exprimierende Zellen, ebenfalls
ausschlieRlich Endothel und hamatopoietische Zellen, nachzuweisen waren. Abbil-
dung 9 und 10 zeigen das Myokard eines Baseline- und eines Sham-Tieres. Blau
angefarbte Zellen reprasentieren hPLAP-positive Zellen, wohingegen die durch

Kernechtrot angefarbten restlichen Zellkerne jene des Empfanger-Tieres darstellen.

Abb. 9: Myokard Baseline, hPLAP-positives Abb. 10: Perivaskulare Lokalisation hPLAP-
Endothel positiver Zellen
Originalvergréferung 200fach Sham 4 Wochen nach Puffer-Gabe
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OriginalvergréfRerung 200fach

Sowohl bei den Sham-Tieren als auch bei den Infarkt-Tieren (Daten nicht gezeigt)

konnten sowohl hPLAP-positive endokardiale als auch hPLAP-positive epikardiale

Zellen identifiziert werden, wie aus den Abbildungen 11 und 12 zu ersehen ist.

Abb. 11: hPLAP-positives Endokard
Sham 1 Woche nach Puffer-Injektion
OriginalvergréfRerung 200fach

x400

Abb. 12: hPLAP-positives Epikard
Sham 1 Woche nach BMC-Injektion
OriginalvergréfRerung 200fach

Die histologischen Praparate der infarzierten Herzen zeigten bereits ungefarbt unter
dem Lichtmikroskop eine deutliche Schadigung des Myokards, was sich in einem

Verlust des geordneten strukturellen Aufbaus des Herzmuskels auf3erte.

In den infarzierten Herzen war sowohl 1 Woche als auch 4 Wochen nach Zell-Gabe
bzw. Puffer-Injektion eine hohe Anzahl hPLAP-positiver Zellen zu finden, welche im
Myokard des linken Ventrikels akkumulierten. Die Lokalisation dieser Zellanhaufung
stimmte mit der Lokalisation der Infarktgebiete Uberein. Morphologisch lieRen sich
insbesondere Leukozyten und Endothelzellen identifizieren. Diese Beobachtung deu-
teten darauf hin, dass es nach Induktion des Ischamie/Reperfusionsschadens zu ei-
ner Rekrutierung von Zellen aus dem Knochenmark kam, welche in Folge in hoher
Zahl in das geschadigte Myokard einwanderten (siehe Abb. 13).

Ferner wurden 4 Wochen nach Zell- bzw. Puffer-Gabe sowohl in beiden Infarkt-
Gruppen als auch bei den Sham-Tieren vermehrt hPLAP-positive Endothelzellen
(siehe Abb. 14), insbesondere in kleineren Kapillaren und vendésen GefalRen detek-
tiert.
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Abb. 13: Leukozytare Infiltration des Infarktgebiets
1 Woche nach Puffer-Injektion, OriginalvergréRerung 100fach (A) bzw. 200fach (B)
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Abb. 14: hPLAP-positives Endothel im Infarkt
4 Wochen (A) bzw. 4 Monate (B) nach Puffer-Gabe, OriginalvergréRerung 200fach

Bei der Gegenuberstellung der Infarkt-Gruppen wurde eine gro3e Diskrepanz zwi-
schen den Infarkt-Gruppen mit und den Infarkt-Gruppen ohne Zell-Gabe bezlglich
der Quantitdt hPLAP-positiver Zellen in den Infarktgebieten offensichtlich. Es zeigte
sich sehr deutlich, dass in den Tieren ohne zellulare Therapie mehr Marker-Protein-
exprimierende Zellen, welche durch die Entzindungsreaktion aus dem Knochenmark
rekrutiert wurden, in das Infarktgebiet migrierten als bei den Tieren mit Zell-Gabe.
Abb. 15 zeigt reprasentativ eine Gegenuberstellung der histochemisch gefarbten In-
farktbereiche von Tieren ohne und mit Zell-Therapie 1 (A, D), 4 (B, E) und 16 (C, F)

Wochen nach Zell- bzw. Puffer-Gabe.
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Ein weiteres Resultat war, dass es 4 Monate nach Infarktinduktion zu einer Reduk-
tion des vornehmlich hPLAP-positiven Zellinfiltrats im Infarktgebiet kam; stattdessen
dominierten hPLAP-negative Zellen. . Einige wenige mobilisierte Knochenmarkszel-
len siedelten sich langfristig in der Infarktnarbe als Endothelzellen an. AuBerst selten
konnten morphologisch hPLAP-positive Fibrozyten identifiziert werden (Daten nicht

gezeigt).

In keinem der untersuchten Herzschnitte konnten hPLAP-positive Kardiomyozyten
nachgewiesen werden, weder bei den Sham operierten Tieren noch nach ischami-
scher Schadigung des Herzmuskels, unabhangig von der intravenésen Verabrei-

chung von Knochenmarkszellen.
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Abb. 15: Vergleichende Darstellung des hPLAP-positiven Zellinfiltrats im Infarktgebiet

A, B und C: Myokard Infarkt-Tiere 1 (A), 4 (B) und 16 (C) Wochen nach Puffer-Injektion

D, E und F: Myokard Infarkt-Tiere 1 (D), 4 (E) und 16 (F) Wochen nach BMC-Injektion
OriginalvergréRerung 12,5fach

4.1.2 Echokardiographie

Die echokardiographische Untersuchung wurde durchgefihrt, um zum einen einen

funktionellen Nachweis fur die erfolgreiche Infarktinduktion zu erheben und zum an-
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deren, um neben der Histologie Aussagen uber eine eventuell verbesserte Herzfunk-
tionalitat infolge der Zell-Therapie machen zu konnen. Zur Beurteilung der Funktiona-
litat wurden die Parameter Ejection Fraction (EF), Fractional Shortening (FS), links-

ventrikulare Dimension diastolisch (LVDd) und systolisch (LVDs) herangezogen.

Es zeigte sich, dass eine Woche nach Operation und vor Zell-Verabreichung ein sig-
nifikanter Unterschied in der Funktionalitat des Herzmuskels zwischen scheinoperier-
ten und Infarkt-Tieren zu sehen war. Sowohl EF, als Mal} fir die Auswurfleistung des
Herzens, als auch FS, als Mal} flr die Kontraktilitat des Herzmuskels, zeigten sich
bei den infarzierten Tieren signifikant erniedrigt. Ebenso waren die Dimension des
linken Ventrikels sowohl systolisch als auch diastolisch signifikant vergroRert, was
sich auf die Dilatation der linken Herzkammer zurtckfuhren lasst. Somit zeigen die
echokardiographischen Untersuchungen ganz deutlich, dass Infarkte relevanter
Grolde induziert wurden, die einen signifikanten Effekt auf die Leistungsfahigkeit des
Herzmuskels ausubten. Desweiteren zeigte die Statistik mittels 2facher ANOVA,
dass der signifikante Unterschied bezuglich Infarktinduktion bzw. Sham-OP in den 4
ausgewahlten Parametern auch im Zeitverlauf 1, 4, 8 und 16 Wochen nach Zell- bzw.
Puffer-Gabe bestehen blieb.

Es ergab sich keine signifikante Verbesserung der kardialen Funktionalitat in Folge
der Zell-Therapie. Lediglich in den Langzeit-Gruppen, bei denen die Echokardiogra-
phie 8 und 16 Wochen nach Zell-Gabe durchgefihrt worden war, zeigte sich eine
tendenzielle Verbesserung bzw. eine Minderung der linksventrikularen Dilatation,
was sich in der Reduktion der Parameter LVDd und LVDs aulderte (siche Abb. 26,
27).

In den Abbildungen 16 bis 27 sind die erhobenen Ultraschalldaten graphisch darge-
stellt. Mit -2 ist die Baseline-Untersuchung an sechs gesunden Tieren benannt. Der
Zeitpunkt O stellt den ersten Ultraschalltermin 1 Woche nach Infarktinduktion und vor
Verabreichung der Knochenmarkszellen bzw. des Puffers dar. Fir die jeweiligen
Zeitabschnitte 1, 4 und 16 Wochen nach Zell- bzw. Puffer-Gabe wurden einzelne

Graphiken fur jeden der 4 Parameter erstellt.
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Ejection Fraction
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Abb. 16: EF vor (-2), 1 Woche nach Infarktinduktion (0) und 1 Woche nach BMC- bzw.
Puffer- Injektion

Fractional Shortening
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Abb. 17: FS vor (-2), 1 Woche nach Infarktinduktion (0) und 1 Woche nach BMC- bzw.
Puffer-Injektion
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Left Ventricular Dimension diastolic
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Abb. 18: LVDd vor (-2), 1 Woche nach Infarktinduktion (0) und 1 Woche nach BMC- bzw.

Puffer-Injektion

Left Ventricular Dimension systolic
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Abb. 19: LVDs vor (-2), 1 Woche nach Infarktinduktion (0) und 1 Woche nach BMC- bzw.
Puffer-Injektion
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Ejection Fraction
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Abb. 20: EF vor, 1 Woche nach Infarktinduktion und 4 Wochen nach BMC- bzw. Puffer-
Injektion

Fractional Shortening
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Abb. 21: FS vor, 1 Woche nach Infarktinduktion und 4 Wochen nach BMC- bzw. Puffer-
Injektion
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Left Ventricular Dimension diastolic
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Abb. 22: LVDd vor, 1 Woche nach Infarktinduktion und 4 Wochen nach BMC- bzw. Puffer-
Injektion

Left Ventricular Dimension systolic
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Abb. 23: LVDs vor, 1 Woche nach Infarktinduktion und 4 Wochen nach BMC- bzw. Puffer-
Injektion
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Ejection Fraction
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Abb. 24: EF vor (-2), 1 Woche nach Infarktinduktion (0), 8 (8) und 16 (16) Wochen nach
BMC- bzw. Puffer-Injektion
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Abb. 25: FS vor (-2), 1 Woche nach Infarktinduktion (0), 8 (8) und 16 (16) Wochen nach
BMC- bzw. Puffer-Injektion
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Left Ventricular Dimension diastolic
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Abb. 26: LVDd vor (-2), 1 Woche nach Infarktinduktion (0), 8 (8) und 16 (16) Wochen nach
BMC- bzw. Puffer-Injektion

Left Ventricular Dimension systolic
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Abb. 27: LVDs vor (-2), 1 Woche nach Infarktinduktion (0), 8 (8) und 16 (16) Wochen nach
BMC- bzw. Puffer-Injektion
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4.2 Modifizierung des Tiermodels

Im bisherigen Tiermodell wurde Toleranz gegenuber dem Marker-Protein hPLAP
durch die letale Bestrahlung und Transplantation hPLAP-positiven Knochenmarks
erzeugt. Dieses Modell eignet sich zur Verfolgung der Marker-exprimierenden Kno-
chenmarkszellen, allerdings ist eine spezifische Verfolgung einzeln verabreichter Zel-
len wie Organe nicht moéglich, da nicht zwischen eben jenen Zellen und den hPLAP-
positiven Zellen aus dem Knochenmark unterschieden werden kann. Ziel war es, die
neonatale Phase, in der das Immunsystem des jungen Organismus noch nicht voll-
standig ausgereift ist, zu nutzen und durch subkutane Injektion hPLAP-positiver peri-
pherer Blutzellen in neonatale Wildtyp-Tiere Marker-tolerante und zugleich Back-

ground-freie Tiere zu generieren.

4.2.1 Ergebnisse aus dem Vorversuch

Wie erwartet war bei der Transplantation hPLAP-transgener Spenderhaut in naive
Wildtyp-Tiere eine starke AbstolRungsreaktion zu beobachten. Bei 2 von 2 Tieren
kam es ab Tag 6 zur Nekrose des Transplantats. Bei den Wildtyp-Tieren und den
hPLAP-transgenen Tieren, die ein Hauttransplantat eines Wildtyp-Spenders, und bei
den hPLAP-transgenen Tieren mit hPLAP-positivem Transplantat wurde keine Ab-
stoRungsreaktion gesehen und das Transplantat heilte reizlos ein, was spater auch
durch histologische Untersuchung der Hautbioptate vom Ubergang Empfanger-

Spender-Haut bestatigt werden konnte.

4.2.2 Ergebnisse der Hauttransplantationen in neonatal tolerante Empfanger

Als Nachweis, ob die Injektion hPLAP-positiven Vollbluts kurz nach der Geburt, zu
einem Zeitpunkt, da das Immunsystem noch nicht vollstandig ausgereift ist, zu einer
belastbaren Marker-Toleranz fuhrt, wurde ein Wildtyp-Wurf mit sechs Tieren dieser
Behandlung unterzogen. Das siebte Wurfgeschwister diente als Negativ-Kontrolle
und bekam keine subkutane Vollblut-Injektion.

Im Alter von 4 Monaten wurde allen sieben Tieren Haut eines hPLAP-positiven Spen-

ders transplantiert. Es konnte das erfolgreiche Anwachsen der hPLAP-positiven
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Hauttransplantate bei allen sechs behandelten neonatal toleranten Tieren gezeigt
werden, ohne Anzeichen von Entzindungsreaktionen, wohingegen das Kontrolltier
das Hauttransplantat abstieR. In Abb. 28 ist der Ubergang des Hautbioptats von der
hPLAP-positiven Spenderhaut (oben, blau) zur hPLAP-negativen Empfangerhaut
(unten, rosa) zu sehen. Des Weiteren ist das Einwandern hPLAP-positiver endotheli-

aler Zellen vom Transplantat in die Empfangerhaut hinein zu beobachten.

Abb. 28: Hautbioptat: Ubergang Empfanger-Haut (unten, rosa) zu hPLAP-positivem Trans-
plantat (oben, blau)

hPLAP-positive Endothelzellen in der Empfangerhaut sind mittels Pfeilen markiert
Originalvergréferung 200fach

4.2.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde neben der Hauttransplantation, welche zu einer
Uberprifung der belastbaren Toleranz diente, routinemaBig durchgefiihrt, um einen
Background hPLAP-positiver hamatopoietischer Zellen, so wie es bei den bestrahlten
und mit hPLAP-positivem Knochenmark transplantierten Tieren der Fall ist, aus-

schlielRen zu kdnnen.

Bei 5 von 6 neonatal toleranten Tieren konnten keine hPLAP-positiven Zellen detek-
tiert werden und die Ergebnisse der Durchflusszytometrie waren mit jenen der Wild-
typ-Kontrolle vergleichbar (siehe Abb. 29). Das Blut eines von 6 Tieren allerdings

enthielt Zellen, die durch den hPLAP-Antikorper markiert wurden und somit als
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hPLAP-positiver Background zu werten waren (Daten nicht gezeigt). Im Laufe der
weiteren Untersuchungen kam es bei insgesamt 3 von 29 neonatal toleranten Tieren
zu diesem Phanomen. Die Vermutung lag nahe, dass diese hPLAP-positiven Zellen
von proliferierenden, zirkulierenden Vorlauferzellen aus dem lediglich Gerinnungs-
gehemmten, jedoch nicht Proliferations-gehemmten, hPLAP-positiven Vollblut, wel-
ches fur die Toleranz-Induktion verwendet worden war, stammten. Daher gingen wir
in weiterer Folge dazu uber, das Spender-Blut vor Verabreichung zu bestrahlen. In-
folge dieser Modifikation erwiesen sich alle weiteren getesteten Tiere als Back-
ground-frei.

Somit dient die Durchflusszytometrie als Kontrolle, um Tiere mit hPLAP-positivem

Background von weiteren Versuchen ausschlieen zu kdnnen.
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Abb. 29: Overlay Histogramm Durchflusszytometrie
hPLAP-positives Tier (blau) gegen Wildtyp (pink) und neonatal tolerante Tiere (grin und lila)

4.2.4 Organhistologie

Die histologische Aufarbeitung von Organen der Tiere, bei denen neonatal Toleranz
gegenutber hPLAP induziert wurde, wurde ebenfalls wie die Durchflusszytometrie
anfangs als Kontrolle durchgefiihrt, um einen Background hPLAP-positiver Zellen in

diesen Tieren ausschliefRen zu kbnnen.
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Die Organe der neonatal toleranten Tiere wiesen nach Histochemie zur Detektion
hPLAP-positiver Zellen ein identisches Bild zu den Wildtyp-Tieren auf. Es konnten
keine hPLAP-positiven Zellen identifiziert werden, lediglich bei den Tieren, die bereits
in der Durchflusszytometrischen Untersuchung durch einen Background hPLAP-
positiver leukozytarer Zellen aufgefallen waren, konnten in geringem Ausmal}

Marker-positive Zellen angefarbt werden.

4.3 Modifiziertes Myokardinfarkt-Modell

Die Nutzung neonatal Marker-toleranter, Background-freier Tiere zur weiteren Verfol-
gung intravends verabreichter Knochenmarkszellen nach erfolgtem Myokardinfarkt
brachte weitere Ergebnisse: Eine Woche nach Infarktinduktion wurden 1x10” hPLAP-
positive Knochenmarkszellen nach vorangegangener Verabreichung eines Vasodila-
tators intravends appliziert. Die Tiere wurden vier Stunden, einen Tag und eine Wo-

che nach Zell-Gabe getotet.

Abb. 30: Infarktgebiet einen Tag nach BMC-Injektion
Originalvergréferung 100fach

Es wurde beobachtet, dass infundierte Knochenmarkszellen beim gesunden Tier
nicht in das Myokard einwandern (Daten nicht gezeigt). Zudem konnte bei den
Infarkt-Tieren demonstriert werden, dass eine vernachlassigbar geringe Anzahl in-
fundierter Zellen zum Ort der Schadigung gelangte. Demnach konnte keine Rekrutie-
rung infundierter Knochenmarkszellen zum Ischamie-Gebiet hin bestatigt werden,
weder 1 Woche nach BMC-Infusion noch zu den friiheren Zeitpunkten. Abbildung 30
zeigt einen Ausschnitt aus dem Infarktgebiet eines Tieres einen Tag nach Zell-Gabe.
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In diesem Bereich konnten keine Marker-positiven infundierten Zellen identifiziert
werden. Abbildung 31 demonstriert beispielhaft eine der aulerst selten gesehenen
stark hPLAP-positiven Spender-Zellen.

A . . it B_.

Abb. 31: Vereinzelte hPLAP-positive Spenderzellen im Infarktgebiet 1 Tag nach BMC-
Injektion
OriginalvergréRerung 200fach (A) bzw. 400fach (B)

Dieses Experiment zeigt, dass infundierte Knochenmarkszellen nur in geringem
Ausmald an den Ort der Gewebsschadigung gelangen. Eine Differenzierung dieser

Zellen zu Kardiomyozyten konnte nicht bestatigt werden.
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5. Diskussion

5.1 Myokardinfarkt-Modell

5.1.1. Diskussion des Versuchsaufbaus

5.1.1.1 Infarktinduktion

Die Ligation der linken Koronararterie ist generell gut geeignet, grof3flachige Vorder-
wandinfarkte im Rattenmodell zu erzielen, die die pathophysiologischen Geschehnis-
se am humanen Herzen gut widerspiegeln. Nach den gesammelten Erfahrungen an
der Fischer 344 Ratte ist es allerdings nicht mdglich, eine Standardisierung der In-
farktgroRen zu erreichen, da die tatsachliche anatomische Lage der zu ligierenden
Arterie individuell sehr unterschiedlich ist. Weitere Untersuchungen, beispielsweise
die Echokardiographie, sind nétig, um den funktionellen Nachweis fur eine tatsachli-

che Schadigung des Herzmuskels zu erhalten.

5.1.1.2 Zeitpunkt der Zell-Verabreichung und Art der Applikation

Der Zeitpunkt der Zell-Gabe mit 7 Tagen nach Infarktinduktion wurde nach grind-
lichem Studium der Literatur gewahlt. Arbeiten von LI et al. (2001) zeigten, dass die
Entzindungsreaktionen am Herzen in der ersten Woche nach Infarkt am starksten
sind und dass daher wahrend dieser Zeitspanne transplantierte Zellen nicht in der
Lage sind, an den Ort ihrer Bestimmung, in diesem Fall der Herzmuskel, zu ge-
langen, beziehungsweise sich dort anzusiedeln. Auch STRAUER et al. (2002) disku-
tierte den optimalen Zeitpunkt der Zell-Gabe und kam gleichfalls zu dem Schluss,
dass eine Verabreichung zwischen Tag 7 und 14 sowohl am vielversprechendsten

als auch fur die klinische Therapie umsetzbar erscheint.

Als Methode zur Zell-Transplantation stehen theoretisch die intravendse, die intraar-

terielle, die peritoneale, die intrakoronare und die intramyokardiale Verabreichung zur
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Verfligung. Wir wahlten fur unseren Versuchsaufbau die Methode der intravendsen
Zell-Gabe. Da bekannt ist, dass ein betrachtlicher Anteil der infundierten Zellen in der
Lunge zurtckgehalten wird (BARBASH et al., 2003), modifizierten wir die Zellinfusion
durch die vorherige Gabe eines Vasodilatators. Wie GAO et al. (2001) beschrieben
betragt die durchschnittliche GroRe mesenchymaler Stammzellen bei der Ratte zwi-
schen 20 und 24 ym, wohingegen die Lungenkapillaren lediglich einen Durchmesser
von 10-15 ym aufweisen. Dazu kommt, dass MSC nicht die Fahigkeit besitzen, wie
beispielsweise Erythrozyten, ihre Form zu verandern. Wie von GAO et al. gezeigt
kann durch vorherige Gabe eines Vasodilatators die Anzahl der in den gesamten
Kreislauf gelangenden infundierten Knochenmarkzellen erhéht werden.

Vorteile der intravendsen Applikation liegen in ihrer geringen Invasivitat und ihrer
leichten und sicheren Durchfuhrung, sowohl am Tier als auch am Menschen. Man
muss allerdings zugeben, dass Studien, die verschiedene Applikationsarten mitein-
ander verglichen, ergaben, dass die intramyokardiale Verabreichung von Knochen-
markszellen der intravendsen generell Uberlegen ist, da quantitativ mehr transplan-
tierte Zellen im Herzmuskel aufzufinden waren (BARBASH et al., 2003; HAYASHI et
al., 2004; HOFMANN et al., 2005). Trotz der Uberlegenheit der intramyokardialen
gegenuber der intravendsen Zell-Gabe entschieden wir uns fir letztere Methode, da
sie durch die einfache Durchfihrung und geringe Invasivitat fur die klinische Anwen-

dung am Menschen am leichtesten umsetzbar erscheint.

5.1.1.3 Vermeidung von Chimarismus bei den neonatal toleranten F344 Ratten

Wie unter 4.2.3 beschrieben, wurde bei einem der ursprunglich getesteten 6 neonatal
toleranten Tiere in der FACS-Analyse ein Background an hPLAP-positiven Zellen im
peripheren Blut detektiert. Auf Grund dieser Beobachtungen entschloss man sich in
Folge, alle weiteren Versuche zur Toleranz-Induktion ausschlief3lich mit bestrahltem
Vollblut hPLAP-transgener Tiere durchzufihren, um der Chimaren-Bildung entge-
genzuwirken. Aus der Literatur ist bekannt, dass eine Bestrahlung mit 30 Gy die Zel-
len derart schadigt, sodass keine Proliferation mehr stattfinden kann, selbst nicht
durch Stimulierung mit potenten Mitogenen wie Concavalin A (WEINMANN et al.,
2000). Somit wurden alle hPLAP-tg Blutproben vor der Verabreichung mit 30 Gy mit-
tels des Linearbeschleunigers der VU Wien (siehe 3.2.1.2) bestrahlt, um zu gewahr-

leisten, dass samtliche neonatal toleranten F344 Ratten fur die folgenden Versuche
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Background-frei waren. Trotzdem diente die FACS-Analyse weiterhin zur Bestati-

gung, dass keine hPLAP-chimaren Tiere fur die Versuche verwendet wurden.

5.1.2 Diskussion der Resultate

5.1.2.1 Myokardiale Differenzierung endogener Knochenmarkszellen

Zum einen konnte anhand der Baseline und der scheinoperierten Tiere gezeigt wer-
den, dass es am Herzmuskel unter physiologischen Umstanden in erster Linie zu
einer Erneuerung von Endothel und Fibrozyten kommt, und dass diese Zellen aus
dem Knochenmark in das jeweilige Gewebe einwandern. In keinem der untersuchten
Schnitte konnten hPLAP-positive Kardiomyozyten nachgewiesen werden, weder in
Sham- noch in Infarkt-Tieren, unabhangig von der Verabreichung von Knochen-
markszellen.

Diese Ergebnisse stehen in direktem Widerspruch zu Beobachtungen aus der Trans-
plantationsmedizin, wo zu einem geringen Prozentsatz aus dem Knochenmark
stammende Herzmuskelzellen beobachtet wurden (BAYES-GENIS et al.,, 2002;
LAFLAMME et al.,, 2002; MULLER et al., 2002; QUAINI et al., 2002; DEB et al.,
2003). Wahrend QUAINI et al. bis zu 30% an kardialem Chimerismus postulierten,
kamen andere Arbeitsgruppen (BAYES-GENIS et al., 2002; LAFLAMME et al., 2002;
MULLER et al., 2002) auf einen weitaus geringeren Anteil an aus dem Knochenmark
stammenden Zellen im Myokard. Der erstaunlich hohe Chimarismus bei QUAINI et
al. kdnnte daher herruhren, dass die Untersuchungen bereits binnen 4 Wochen nach
Herztransplantation durchgefuhrt wurden, nach Versterben der Transplantations-
empfanger. Somit konnten die chimaren Zellen weniger einen physiologischen Tur-
nover am Herzmuskel widerspiegeln als vielmehr die inflammatorische Infiltration des
Herzmuskels durch Zellen aus dem Knochenmark in Folge von Abstol3ungsreaktio-
nen (TAYLOR et al., 2002). Im Gegensatz dazu stehen die Daten von GLASER et al.
(2002), welche 3 bis 10 Jahre nach Transplantation zwar vom Empfanger stammen-
de Endothel- und glatte Muskelzellen, aber keine Kardiomyozyten nachweisen konn-
ten und somit mit unseren Daten konform gehen.

Auch Studien an diversen Tiermodellen sind sich nicht einig dartuber, inwieweit Kno-

chenmarkszellen an der physiologischen Zellerneuerung im Herzmuskel beteiligt
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sind. Studien von KURAMOCHI et al. (2003) an letal bestrahlten und mit GFP-
positivem Knochenmark transplantierten Mausen zeigten, dass bereits einen Monat
nach Infarktinduktion aus dem Knochenmark stammende GFP-positive Kardiomyozy-
ten in der Border-Zone zu finden waren (0,04% aller Kardiomyozyten). Analog dazu
konnten ORLIC et al. (2001) nach Mobilisierung von Knochenmarkszellen durch
G-CSF und SCF neu differenzierte Myozyten im infarzierten Herzen nachweisen,
wahrend weder NYGREN et al. (2004) noch MOUQUET et al. (2005) in einem ahnli-

chen Modell GFP positive Herzmuskelzellen aus dem Knochenmark finden konnten.

Aufgrund der von uns erhobenen Daten muss allerdings klar gesagt werden, dass
selbst 19 Wochen nach KMT keine Differenzierung von Knochenmarkszellen zu Kar-
diomyozyten zu beobachten war, weder bei scheinoperierten noch bei infarzierten
Tieren. Worauf die Diskrepanz der Daten im Einzelnen zurtckzufihren ist, Iasst sich
nur vermuten. Zum einen kann es durch Uberlagerung in Gefrierschnitten zu falsch
positiven Aussagen kommen, zum anderen wurden zur Verifizierung von Kardiomyo-
zyten zum Teil Marker benutzt, die nicht exklusiv auf Kardiomyozyten exprimiert wer-
den.

Die hier prasentierten Daten kénnen die These der in vivo-Differenzierung von Kno-
chenmarkszellen zu Kardiomyozyten nicht bestatigen und decken sich somit mit den
Ergebnissen von NYGREN et al. (2004).

5.1.2.2 Rekrutierung von Knochenmarkszellen in das Ischamie-Gebiet

Die vorliegende Arbeit zeigt deutlich, dass das inflammatorische Infiltrat im Infarktge-
biet 2 und 5 Wochen nach Infarktinduktion nahezu exklusiv durch hPLAP-positive
Zellen aus dem Knochenmark gestellt wird. Auch BALSAM et al. (2004) und
NYGREN et al. (2004) kommen zu einem ahnlichen Ergebnis.

17 Wochen nach Ischamie dominieren in der Infarktnarbe allerdings nicht mehr die
hPLAP-positiven Zellen, welche in geringer Zahl als Endothelzellen und aul3erst sel-
ten als Fibrozyten im geschadigten Myokard verbleiben, statt dessen dominieren en-
dogene, und daher hPLAP-negative, Zellen die Narbe. Diese Daten weisen darauf
hin, dass zwar fur den Ablauf der inflammatorischen Phase nach Ischa-
mie/Reperfusions-Schaden Zellen aus dem Knochenmark beziehungsweise der Zir-

kulation rekrutiert werden, wobei diese Rekrutierung jedoch temporar begrenzt ist
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und letztendlich nur wenige der angeforderten Zellen im Herzmuskel verbleiben. Das
Narbengewebe des Infarkts wird somit in erster Linie aus lokalen kardialen Zellen
geschaffen. Diese Beobachtung wurde bereits durch YANO et al. (2005) beschrie-
ben, die zeigten, dass sich insbesondere die Myofibroblasten von endogenen kardia-

len Zellen ableiten.

5.1.2.3 Schicksal intravends verabreichter Knochenmarkszellen

Nach intravendser Verabreichung hPLAP-positiver Knochenmarkszellen in neonatal
Marker-tolerante Empfanger eine Woche nach induziertem Myokardinfarkt konnten
lediglich wenige Marker-exprimierende Zellen im Infarktgebiet nachgewiesen werden.
In den Herzen der scheinoperierten Tiere bzw. im umliegenden gesunden Myokard
der Infarkttiere wurden keine Spenderzellen gesehen. Dieses Ergebnis spricht offen-
kundig dafur, dass intravends verabreichte Knochenmarkszellen sich lediglich in ge-
ringem Ausmal} im geschadigten Herzmuskel einfinden.

Was wir ebenfalls ausschlielien konnten, ist eine in vivo Differenzierung der injizier-
ten Zellen zu Herzmuskelzellen. Weder im ersten noch im zweiten Infarkt-Experiment
kam es nach intravendser Gabe von Knochenmarkszellen eine Woche nach Infarkt-
induktion zu einer myokardialen Differenzierung, weder bei scheinoperierten noch bei
infarzierten Tieren. Ebenso konnten wir keine Verstarkung der Neovaskularisierung
des Infarkts durch aktive Inkorporation der applizierten Zellen als Endothelzellen be-

obachten.

Wahrend die Gruppen von JAQUET et al. (2005) und LIMBOURG et al. (2005) zu
ubereinstimmend negativen Ergebnissen gelangten, zeigten Studien anderer For-
schungsgruppen eine in vivo Differenzierung zu Kardiomyozyten. Die meisten Stu-
dien, in denen eine in vivo Differenzierung nachgewiesen werden konnte, basierten
auf einer intramyokardialen Zell-Verabreichung (TOMITA et al., 1999; SHAKE et al.,
2002; TOMA et al., 2002; KUDO et al., 2003; KAJSTURA et al., 2005; NOISEUX et
al., 2006; UEMURA et al., 2006). Die Art der Zell-Applikation konnte einer der Grun-
de flr die unterschiedlichen Resultate sein.

Die vorliegende Arbeit zeigte, dass es mittels der intravendsen Zell-Applikation zu
hohen Zellverlusten kommt und dass nur wenige der infundierten Zellen am Bestim-

mungsort angelangen. Des weiteren kdnnte die Tatsache, dass die Zellen durch die
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intramyokardiale Gabe direkt in ein Umgebungsmilieu, welches sich positiv auf eine
mogliche Differenzierung zu Kardiomyozyten auswirken konnte, verbracht werden,
eine Rolle spielen.

Es liegen jedoch auch Publikationen vor, welche beschrieben, dass es selbst nach
intravendser Gabe von Zellen zu einer Differenzierung zu Herzmuskelzellen kam
(BITTIRA et al., 2003; NAGAYA et al., 2004; MISAO et al., 2006). Im Gegensatz zu
unseren Untersuchungen wurden in diesen Studien allerdings kultivierte und ange-
reicherte MSCs zur Therapie eingesetzt, wohingegen in der vorliegenden Arbeit
1x10” frisch isolierte Knochenmarkszellen intravends verabreicht worden waren.
Geht man davon aus, dass lediglich 0,001 bis 0,01% aller Knochenmarkszellen
MSCs darstellen (PITTENGER et al., 2004), so wurden den Tieren maximal 100 bis
1000 relevante Zellen injiziert. Es ware zu diskutieren, ob eine Erhdhung der Zell-
Zahl bzw. vorherige Kultivierung und Anreicherung von MSCs zu einer myokardialen
oder endothelialen Differenzierung der Zellen gefuhrt hatte. CIULLA et al. (2003)
zeigten, dass nach Verabreichung mononuklearer Knochenmarkszellen eine Woche
nach Infarktinduktion diese ausschlieRlich im Infarktgebiet, nicht aber im umliegen-
den Myokard, und zu einem geringen Prozentsatz in der Milz nachzuweisen waren.
Auch KOTTON et al. (2001) zeigten, dass es zu einem exklusiven Homing intravends
verabreichter Knochenmarkszellen zum Ort der Gewebeschadigung, in diesem Fall
der Lunge, kam, in den restlichen Organen aber kaum bis keine infundierten Zellen
nachzuweisen waren. Diesen Studien nach kommt es zu einer gezielten Rekrutie-
rung der intravends verabreichten Zellen zu Orten der Gewebsschadigung. Diese
Beobachtung kann durch die vorliegende Arbeit jedoch nicht bestatigt werden. Eben-
so wie HOFMANN et al. (2005) beschrieben, konnten nach intravendser Applikation
ledliglich wenige einzelne Spender-Zellen im Infarktgebiet nachgewiesen werden.

Es muss festgehalten werden, dass weder eine de novo Differenzierung von Spen-
derzellen zu myokardialen Zellen noch Anzeichen der Zellfusion mit endogenen
Myokardzellen beobachtet werden konnte, weder in den Herzen scheinoperierter

noch in den Herzen infarzierter Tiere.

5.1.2.4 Effekt der Zell-Therapie auf die kardiale Funktionalitat

Die echokardiographischen Untersuchungen ergaben einen signifikanten Unter-

schied in der Funktionalitat, anhand der 4 ausgewahlten Parameter Ejection Fraction
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EF, Fractional Shortening FS, linksventrikulare Dimension diastolisch LVDd und
systolisch LVDs, zwischen den infarzierten und den scheinoperierten Tieren. Wie
auch bei LITWIN et al. (1994) zeigten die Infarkttiere vermindertes FS und verminder-
te EF, wohingegen sich die Dilatation des Ventrikels durch erhéhte Werte von LVDd
und LVDs manifestierte. Somit zeigten alle infarzierten Tiere, die in die Auswertung

einbezogen worden waren, eine deutliche Beeintrachtigung der kardialen Funktion.

Im Zuge dieser Arbeit konnte keine Verbesserung der kardialen Funktionalitat in Fol-
ge der Zell-Verabreichung gezeigt werden. Auch hier gibt es eine Vielzahl wider-
spruchlicher Daten in der Literatur. Wahrend in erster Linie praklinische Studien eine
Verbesserung der linksventrikularen Funktionalitdt sowohl nach intravenoser
(LIMBOURG et al., 2005; MA et al., 2005; BOOMSMA et al., 2006; SCHUSTER et
al., 2006), intramyokardialer (TANG et al., 2004; ZHANG et al., 2004) als auch nach
intrakoronarer (KAMIHATA et al., 2002) Zell-Gabe demonstrieren, weichen aktuelle
Studien aus der klinischen Forschung mehr und mehr von diesen Beobachtungen ab
(STAMM et al., 2003; TANG et al., 2005; JANSSENS et al., 2006; LUNDE et al.,
2006; MEYER et al., 2006; SCHACHINGER et al., 2006).

Es muss deutlich gesagt werden, dass die Echokardiographie eine Methode mit ho-
her Varianz-Anfalligkeit darstellt und einen erfahrenen Untersucher erfordert. Ebenso
muss betont werden, dass die finalen GruppengroéfRen mit 2 bis 3 Tieren pro Gruppe
zu klein sind, um mit den in dieser Arbeit erhobenen Daten eine definitive Aussage
uber den Effekt der Zell-Therapie bezuglich der Funktionalitat des infarzierten Herz-
muskels machen zu kdnnen. Dennoch lasst der Trend zu einer verminderten Ventri-
kel-Dilatation 16 Wochen nach Zell-Gabe die Moglichkeit offen, dass die Zell-
Therapie einen positiven Langzeiteffekt auf die Funktionalitdt des Herzmuskels be-

wirkt.

5.1.2.5 Einfluss der Zell-Therapie auf die InfarktgrofRe

Wie den Daten aus der Planimetrie zu entnehmen ist, kam es in dieser Studie wie
auch bei anderen (KAMIHATA et al., 2002; XU et al., 2005; MISAO et al., 2006;
NOISEUX et al., 2006) durch die intravendse Gabe von Knochenmarkszellen nach

Infarkt zu einer signifikanten Verminderung der Infarktgro3en. Daraus resultierte ein
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verbesserter Quotient aus Flache des linken Ventrikels zu gesamter Herzflache und
eine verminderte Ausdunnung des linksventrikularen Myokards. Eine Reduktion der

InfarktgroRe zieht folgende Konsequenzen nach sich:

a) Es kommt zu einem verminderten Untergang myokardialer Zellen,

b) somit bleibt mehr vitales, funktionelles Myokard erhalten,

c) durch die verminderte Narbenbildung wird einer Fibrosierung des linken
Ventrikels vorgebeugt, was zu

d) einer Verbesserung der Kontraktilitat und in Folge zu

e) einer verbesserten Leistung des Herzmuskels fihren sollte.

Warum es durch die Zell-Therapie zu einer derart drastischen Reduktion der Infarkt-
groflen kommt, ist nicht geklart und soll im Folgenden diskutiert werden. Ansatzpunk-
te zur Klarung der stark differierenden Ergebnisse, sowohl in der Echokardiographie
als auch in der zum Teil beobachteten in vivo myokardialen Differenzierung waren
zum einen im Zeitpunkt der Zell-Verabreichung, zum anderen in der Qualitat und
Quantitat der verabreichten Zellen sowie in der Applikationsart zu sehen. Ein weiterer
Punkt ist, dass man Ergebnisse aus Maus- bzw. Rattenmodellen nicht universell auf
den Menschen ubertragen kann.

Die Zeitpunkte der Zell-Gabe in der Literatur variieren von 1 Stunde bis hin zu 14 Ta-
gen nach Induktion der Ischamie. Ebenso wurde zum einen mit unkultivierten Kno-
chenmarkszellen, wie in dieser Studie, als auch mit kultivierten oder vordifferenzier-
ten Zellen bzw. Subpopulationen in variierenden Konzentrationen von 1x10° bis

5x108 Zellen gearbeitet.

Es mussten die Daten grof® angelegter Studien verschiedener Forschungsgruppen,
welche mit abgeglichenen Protokollen bezuglich der Isolierung, Kultivierung und Ver-
abreichung definierter Zellpopulationen und Zellkonzentrationen zu definierten Zeit-
punkten arbeiten, verglichen werden, um tatsachlich herausfinden zu kdnnen, ob die
Zell-Therapie von funktionellem Nutzen ist, welche Zellpopulation daflir geeignet ist,
in welcher Konzentration und zu welchem Zeitpunkt diese verabreicht werden mus-
sen, um eine effektive klinische Wirkung entfalten zu kdnnen. Dabei muss auch die
klinische Durchfuhrbarkeit im Auge behalten werden. Es ist sicherlich interessant,

dass eine Zell-Therapie, die eine Stunde nach Induktion des Infarkts durchgefiihrt
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wurde, zu einer Verbesserung der kardialen Funktionalitat fihrt (BOOMSMA et al.,
2006), jedoch ist eine Umsetzung in die klinische Behandlung von Herzinfarktpatien-
ten nicht mdglich, da die Zeitspanne zwischen Stattfinden des Infarkts und Diagno-

se/Therapie Stunden bis Tage betragt.

5.1.3 Hypothesen zur Wirkweise transplantierter Knochenmarkszellen

Wahrend eine Reihe von Arbeitsgruppen positive Effekte der Zell-Therapie in erster
Linie der Generierung neuen, funktionellen Myokards (TOMA et al., 2002;
BELTRAMI et al., 2003; SHAKE et al., 2002; BITTIRA et al., 2003; NAGAYA et al.,
2003) bzw. der aktiven Beteiligung an der Neovaskularisierung des geschadigten
Herzmuskels zuschreiben (TAKAHASHI et al., 1999; KAMIHATA et al., 2001; TANG
et al., 2004), stellen andere die Hypothese auf, dass die Zell-Therapie durch die Be-
reitstellung von Wachstumsfaktoren (TANG et al. 2005; UEMURA et al., 2006) die
Situation nach Infarkt verbessert.

Die Wirkung der Knochenmarkszellen konnte, wie auch bereits schon andere Ar-
beitsgruppen vermuteten, auf einem immunmodulatorischen Eingreifen in das In-
farktgeschehen oder auf einer generalisierten Immunsuppression basieren. Wir
konnten feststellen, dass es nach Verabreichung von Knochenmarkszellen zu einer
verminderten zellularen Infiltration des Infarktgebiets kam. Diese Beo-bachtung kénn-
te bedeuten, dass es durch die Gabe von Knochenmarkszellen nach Myokardinfarkt
zu einer Minderung des Entzundungsprozesses kommt, was in Folge zu einer ver-
minderten Rekrutierung von Zellen aus dem Knochenmark zum Ischamie-Gebiet hin
fuhren und letztendlich durch die Dampfung der Entziindungsreaktion eine Minde-
rung der InfarktgroRe bewirken konnte.

MISAO et al. (2006) demonstrierten, dass es nach intravendser Verabreichung von
Knochenmarkszellen zu einer verminderten Freisetzung von TGF-3 und MMP-1 im
infarzierten Herzen kommt, was sich in verminderten Infarktgréf3en und verbesserter
Funktionalitat aulRerte. Klnische Studien konnten zeigten, dass durch Infusion von
MSCs eine Reduktion von Graft-versus-Host Reaktionen erreicht werden kann
(RINGDEN et al.,, 2006; YANEZ et al., 2006). Und auch die Arbeit von
BARTHOLOMEW et al. (2002) zeigte durch einmalige Infusion von MSCs an Prima-
ten die verlangerte Uberlebensrate von Hauttransplantaten. Die zuletzt genannten

Beispiele lassen vermuten, dass es durch die Verabreichung der MSCs zu einer all-
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gemeinen Unterdriuckung des Immunsystems kam, was wiederum eine Verzogerung
bzw. Minderung der AbstoRungsreaktionen nach sich zog. Eine generalisierte Im-
munsuppression konnte sich positiv auf Entzindungsgeschehnisse auswirken, da so
uberschieldende inflammatorische Reaktionen unterdrickt wirden und ein schnelle-
res Abheilen der Infarktnarbe gewahrleistet wirde. Daneben kame es beispielsweise
durch Unterdrickung der TGF-3 Freisetzung zu einer verminderten Produktion extra-
zellularer Matrix, was sich wiederum in einer Reduktion der InfarktgroRe zeigen wur-
de.

Eine weitere mogliche Erklarung ware, dass das Immunsystem des Empfangers
durch die Zell-Transplantation und die dabei stets co-infundierten apoptotischen Zel-
len Uberwaltigt wird, so dass es infolge dessen zu einer Reduktion der lokalen in-
flammatorischen Reaktion am Herzen kommt (VOLL et al., 1997; THUM et al. 2005).

5.2 Modifiziertes Tiermodell

Die erfolgreiche Etablierung des modifizierten Tiermodells konnte demonstriert wer-
den. Die generierten Tiere zeigten gegenuber Hauttransplantaten hPLAP-positiver
Spender keinerlei AbstoRungsreaktionen und wiesen, nach routinemafiger Bestrah-
lung des Spenderbluts, welches zur Induktion der Toleranz verwendet wurde, keinen

Background an hPLAP-positiven Zellen auf.

Bisher wurden fur Transplantations-Studien fast ausschlieRlich Tiermodelle verwen-
det, die zumindest eines der folgenden schwerwiegenden Defizite aufwiesen:

Entweder musste man die Empfangertiere einer immunsuppressiven Therapie unter-
ziehen oder aber immundefiziente SCID-Mause oder athymische Nacktratten als
Empfanger wahlen. Hinzu kam, dass die Moglichkeiten fur Langzeitstudien begrenzt
waren, da mit einer Abschwachung des Marker-Signals oder einer Absto3ungsreak-

tion zu rechnen war.

Nun ist es mdglich, Marker exprimierende Zellen beziehungsweise Organe in im-
munkompetente, Marker tolerante Empfangertiere zu transplantieren, ohne Absto-
Rungsreaktionen erwarten oder Immunsuppressiva einsetzen zu mussen. Da man
auf die Knochenmarktransplantation als Mittel zur Toleranz-Erzeugung verzichten

kann, verfugt man Uber Tiere, die keinen Background an Marker exprimierenden Zel-
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len aufweisen und in denen transplantierte Zellen spezifisch verfolgt werden kénnen.
Hinzu kommt, dass transplantierte Zellen in einfacher Weise histochemisch nachge-
wiesen werden kdonnen, sowohl nach Paraffin- als auch nach Kunststoffeinbettung,
was eine Nutzung fur Untersuchungen an Weichgeweben als auch an Hartgeweben
wie Knochen/Knorpel ermoéglicht. Ferner ist dieses Modell geeignet, Langzeitunter-
suchungen zu Zelltransplantationen durchzufuhren, da keine AbstoRungs-
Reaktionen zu befurchten sind. Ein weiterer Vorzug liegt in der Tatsache, dass das
etablierte Modell fir komplexe Untersuchungen an pathologischen Vorgangen unter
Berucksichtigung der Implikation aller entzindungsbedingten Prozesse genutzt wer-
den kann, wie dies beispielsweise bei verschiedenen Ischamie/Reperfusions-
modellen fur ein vollstandiges Verstehen der Ablaufe notwendig ist. Wollte man diese
Modelle bis dato nutzen, musste man zur Verfolgung transplantierter Zellen auf im-
mundefiziente Tiere zurlckgreifen, welche in vollig veranderter Weise auf ein Ent-
zindungsgeschehen reagieren und somit nicht die tatsachlichen Ablaufe in einem

immunkompetenten Organismus widerspiegeln.

5.3 Ausblick

Das Myokardinfarkt-Modell hat sehr aufschlussreiche Ergebnisse geliefert, die zu
einem weiteren Verstandnis der Wirkung intravenos verabreichter Knochenmarkszel-
len auf das kardiale Remodeling fuhren kdnnen.

Zunachst konnte demonstriert werden, dass die infundierten Zellen nur in aul3erst
geringem Malde in das geschadigte Myokard gelangen. Somit liegt der in dieser Stu-
die gezeigte Effekt auf das Ausmal} der Infarktgrof3e nicht in der Generierung neuen
Myokards. Ebenso konnte keine Neovaskularisierung des Infarktgebiets durch die
infundierten Zellen beobachtet werden. Es wird die Hypothese aufgestellt, dass es
infolge der Ubertragung von Knochenmarkszellen entweder zu einer generalisierten
Immunsuppression des Organismus und infolgedessen zu einer abgeschwachten
Entzindungsreaktion nach Myokardinfarkt kommt oder aber dass die transplantierten

Zellen selbst immunmodulatorische Effekte austben.

Weitere Untersuchungen sind noétig, um die Zusammenhange zwischen der Verab-

reichung von Knochenmarkszellen und einer Verbesserung der kardialen Situation
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nach Myokardinfarkt zu beleuchten und um tatsachlich bestatigen zu kénnen, inwie-
weit die Zell-Therapie Uber immunmodulatorische Effekte in das kardiale Remodeling

eingreift.

Kommt es zu einer Verifizierung der Hypothese, hatte dies Auswirkungen auf eine
weitere zukunftige Applikation von Knochenmarkszellen in der Humanmedizin, spe-
ziell in der Therapie des akuten Herzinfarkts. Die Gewinnung von Knochenmarkszel-
len, sei es durch Biopsie oder Diapharese, und deren Kultivierung ist leicht durch-
fuhrbar. Auch die Injektion der Zellen 1 Woche nach Infarkt ist fur die Klinik eine rea-
listische und umsetzbare Zeitspanne.

Als Konsequenz der Therapie ware eine Schadensbegrenzung post-ischamischer
Ablaufe zu sehen: Es kame zu einer Reduktion der Infarktnarbe, damit zu vermehr-
tem Erhalt viablen Myokards, zu verbesserter Kontraktilitdt und Funktionalitat des
Herzmuskels und infolgedessen zu einer verbesserten Prognose bezlglich Mortalitat

sowie der Entwicklung einer kongestiven Herzinsuffizienz.
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6. Zusammenfassung

Die therapeutische Effizienz der Stammzell-Therapie am Herzinfarkt-Patienten wird
nach wie vor stark kontrovers diskutiert. Ziel dieser Studie war es, mit Hilfe des Tier-
modells der letal bestrahlten und mit Marker-exprimierendem Knochenmark rekonsti-
tuierten Fischer 344 Ratte, die Rolle endogener Knochenmarkszellen in den Ablau-
fen nach Myokardinfarkt aufzuzeigen. Als Marker wurde die humane Plazentare
Alkalische Phophatase (hPLAP) gewahlt, welche sich durch ihre Stabilitat und das
simple histochemische Nachweisverfahren auszeichnet. Die Ergebnisse des
Myokardinfarkt-Modells zeigten, dass beinahe samtliche Zellen des inflammatori-
schen Infiltrats im Infarktgebiet aus dem Knochenmark stammten, wahrend die letzt-
endlich resultierende Infarktnarbe in erster Linie durch endogene kardiale Zellen ge-
bildet wurde. Wenige aus dem Knochenmark stammende Zellen siedelten sich lang-
fristig im Infarktgebiet als Endothelzellen an. Zur Klarung der Frage, ob die Zell-
Therapie einen positiven Effekt auf das Heilungsgeschehen und die Funktionalitat
des Herzmuskels nach Myokardinfarkt hat, wurden eine Woche nach Infarktinduktion
1x10” hPLAP-positive Knochenmarkszellen intravends injiziert. Als Folge war eine
signifikante Reduktion der Infarktgréf3en im Vergleich zu Tieren ohne Zell-Therapie
zu beobachten. Des Weiteren konnte nach Zell-Gabe eine verminderte Infiltration
des ischamischen Gebiets mit inflammatorischen Zellen gezeigt werden. Entgegen
Beispielen aus der Literatur konnte keine Differenzierung zu Kardiomyozyten, weder
aus endogenen noch aus exogen verabreichten Knochenmarkszellen, bestatigt wer-
den. Die Hypothese liegt nahe, dass der positive Effekt der intravendsen Zell-
Therapie in einer Immunmodulation der entzindlichen Prozesse nach Ischamie bzw.
in einer generellen Immunsuppression begrindet ist.

Nach Modifizierung des bestehenden Tiermodells, was eine Verfolgung Marker-
exprimierender Zellen in Marker-toleranten, Background-freien und zugleich immun-
kompetenten Tieren ermoglichte, konnte gezeigt werden, dass nach Infarktinduktion
intravends verabreichte Knochenmarkszellen nur zu einem geringen Prozentsatz in
den infarzierten Herzmuskel gelangen, was die These bestarkt, dass positive Effekte
der Zell-Therapie weniger der Schaffung neuen Myokards oder der aktiven Beteili-
gung der transplantierten Zellen an der Neovaskularisierung des Infarkts zuzuschrei-
ben sind, sondern dass diese auf einer Modulation des Entzindungsgeschehens be-

ruhen konnten.
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7. Summary

The role of endogenous and intravenously administered bone marrow cells in

left ventricular remodeling after myocardial infarction

The therapeutic potential of systemically or locally injected bone marrow cells (BMC)
or mesenchymal stem cells in myocardial infarction (Ml) is a very controversial issue.
Using human placental alkaline phosphatase (hPLAP) as a genetic marker for cell
tracking, we examined the therapeutic efficacy and the homing of intravenously ad-
ministered, hPLAP labeled cells in marker tolerant, immunocompetent rats after in-
duction of MI. The marker enzyme hPLAP provides superb histological detection
quality in paraffin and plastic sections. The influx of bone marrow-derived cells during
tissue repair was monitored in wild-type inbred Fischer 344 rats reconstituted with
bone marrow from transgenic F344 rats expressing hPLAP under the control of the
ubiquitous R26 promoter. Four months post-MI, we found that the mesenchymal cells
in the scar tissue were almost exclusively of local origin. Intravenous administration
of 1x10” BMC from hPLAP transgenic donors administered 1 week post-MI pro-
foundly reduced the infiltration of the infarction site by bone marrow-derived cells,
and also the infarction area. No differentiation of endogenous nor exogenous BMCs
was observed. To examine the homing of intravenous hPLAP labeled BMC in M|l we
established a background-free syngeneic model for long-term histological cell track-
ing in the absence of immune-mediated rejection of labeled cells in immunocompe-
tent animals. Skin grafts showed that neonatal exposure of wild-type F344 rats to
hPLAP transgenic F344 cells results in lifelong tolerance to hPLAP expressing
tissues and cells. Using this model of neonatally tolerized marker tolerant rats, we
showed that only very few hPLAP labeled BMC injected intravenously one week
post-MI homed to the infarction site. Therefore, we hypothesize that the beneficial
effect of intravenous BMC on left ventricular remodeling after Ml is caused by

systemic immunomodulation.
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