Asklepios Klinik St. Georg

Abteilung fur Kardiologie

Chefarzt Professor Dr. med. Karl — Heinz Kuck

Autologe Stammzelltransplantation bei
“end-stage heart failure”

Dissertation

Zum Erlangen des Grades eines Doktors der Medizin
Der medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg

vorgelegt von:

Patricia Andrea Faller
aus Bonn

Hamburg 2011



Angenommen von der Medizinischen Fakultat am: 17.02012
Veroffentlicht mit Genehmigung der medizinischen Faultat der Universitat
Hamburg

Prufungsausschuss, der/die Vorsitzende: Professor[K.-H. Kuck

Prifungsausschuss, 2 Gutachter/in: PD Dr. M. Blassm



Inhaltsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis 4
Einleitung 6
Herz-Kreislauferkrankungen und das Gesundheitswesen 6
Aktueller Stand der Stammzellforschung am Herzen 7
Material und Methoden 15
Stammzellgewinnung 15
Zellmarkierung 15
Versuchstiere und Haltung 17
Andasthesie, Intubation und Tiervorbereitung 18
Operation, Generierung des Infarktareals, Zellitgak 20
Nachsorge 23
Organentnahme/Materialgewinnung 23
Materialaufbereitung 24
Immunhistochemie 25
Auswertung 26
Ergebnisse 27
Zellmarkierung 27
Effekte der Stammzellinjektion auf die Gro3e ddarktareals 28
Immunhistochemie 31
Diskussion 34
Uberlegungen zum Zelltyp: MSC und myogene Regeloerat 34
Versuchskonstellation 35
Klinische Aspekte: Von der Zellapplikation bis ZAmswertung
funktioneller Veranderungen 38
Bestimmung der Anzahl der Blutgefal3e 45
Zusammenfassung 46
Literaturverzeichnis 48
Lebenslauf 57
Danksagung 58

Eidesstattliche Erklarung 59



Abkirzungsverzeichnis

ADSC adipose derived stem cells

ANP Atriales natriuretisches Peptid, herzspezifischesbn

5-Aza 5- Azacytidine

BNP brain natriuretic peptide, herzspezifisches Hormon

BOOST Patientenstudie: Bone marrow Transfer to Enhance ST
Elevation

BRDU Bromdesoxyuridin (= chem. Analogon des Nukleosids
Thymin)

CD34 Cluster of Differentiation (= Oberflachenmarkerd+3st
spezifisch fir haematopoetische Stammzellen

CFDA, SE Carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester

CO, Kohlenstoffdioxid

G-CSF Granulocyte - Colony stimulating factor

DAPI Diamidino Phenylindole Dihydrochloride Hydrate

FACS Fluorescence activated cell sorting

FCS fetal calf serum

eGFP green fluorescent proteine

HE Haematoxylin-Eosin

HSC haematopoetische Stammzellen

I.C. intrakoronar

i.m. intramuskular

A2 intravenos

IMDM Iscove's modified Dulbecco’s medium

MAPC multipotent adult progenitor cells

MHC myosin heavy chain



MLC

MSC

rMSC

MYSTAR

NaOH

NOGA

PBS

PDS

RIA/LAD

SCF

SMA

SP

TOPCARE AMI

myosin light chain
Mesenchymale Stammzellen
Mesenchymale Stammzellen der Ratte

Patientenstudie Myocardial Stem Cell administration
after acute myocardial infarction

Natriumhypoxid

3D endokardiales Mapping mittels NOGA Katheter
Phosphate buffered saline ( Puffer)

Polydioxanon (Nahtmaterial)

Left anterior descending, Hauptgefald des Herzens
Stromal cell-derived factor

smooth muscle actin

Side Population

Patientenstudie nach Herzinfarkt mit Vergleich Gabe
von Knochenmark und zirkulierenden Vorlauferzellen



Einleitung

Herz-Kreislauferkrankungen und das Gesundheitswesen

Mit 43% waren Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystém Jahr 2009 laut Statistischem
Bundesamt die haufigste Todesursache in Deutscl{iand

Bei steigender Lebenserwartung und stetig steigekaesten im Gesundheitssystem gilt
es, neue Behandlungsmadglichkeiten fur diese Voldgineit zu finden.

Dies betrifft zwei unterschiedliche Patientengruppe

Patienten die akut erkranken, im Sinne eines Kosyma@lroms (Herzinfarkt)- und
chronisch erkrankte Patienten, bei denen eine $uindgl des Herzmuskels schon Uber
langere Zeit besteht. Die Folge ist haufig eines¢klechterung der Herzfunktion, deren
chronischer Verlauf in eine Herzinsuffizienz mindetder Européischen Union sind von
diesem Krankheitsbild ca. 10 Millionen Patientetrdigen (2).

Neue Strategien sollen die Lebensqualitat der Ratieverbessern und dabei gleichzeitig
die langfristig entstehenden Behandlungskostendfis Gesundheitssystem senken. In
dieser Arbeit soll untersucht werden, ob durch dabe von mesenchymalen
Knochenmarkstammzellen (MSC) eine Reparatur vorhggigtem Herzmuskelgewebe
maoglich ist. Eine Transplantation von MSCs konnténee Neubildung von
Herzmuskelgewebe beglnstigen. Damit besteht die fnbiof, nicht nur eine
Verbesserung der Herzleistung, sondern durch died&tung der Schwere der
Erkrankung auch eine Verbesserung der Lebensqualgéé Patienten zu erreichen.
Mogliche Langzeiteffekte einer erfolgreichen Starefitkerapie konnten z.B. eine
geringere Mortalitat, eine verminderte Morbiditaerbunden mit einer geringeren
Behandlungsbedurftigkeit sein, sowie eine AbsenkisrgMedikamenteneinnahme.
Zielsetzung dieser Arbeit ist es, den Wirkmechaosnder Stammzellen vor Ort im
Herzen bzw. die Interaktion der mesenchymalen Stagtlem mit den Herzmuskelzellen
naher zu beleuchten. Dariber hinaus konnten dieedBigse in Bezug auf eine
Optimierung der zelltherapeutischen BehandlungRirenten von erheblichem Nutzen

sein.



Neben der fiur die Patienten wichtigsten Frage, @b Stammzelltherapie eine neue
Behandlungsoption darstellt, welche zu einer Vesbasg der Lebensqualitat fuhrt, gibt
es auch wissenschaftliche Detailfragen. Von groR#sresse ist dabei u.a. welches der
optimale Zeitpunkt/-fenster der Zellinjektion isiyelcher Zelltyp in Bezug auf die
Myokard-Regeneration den gréf3ten "Benefit” hat obdlie Art und Weise, mit der die
Zellen in das Herz eingebracht werden (periphdrainends, intra-koronar oder intra-

myokardial), eine Rolle spielt.

Aktueller Stand der Stammzellforschung

Patienten, die mit einem akuten Koronarsyndrominnkeankenhaus eingeliefert werden,
sollten innerhalb kirzester Zeit kardiologisch wstieht und - sofern méglich - sofort
interventionell behandelt werden. GoldstandarddeeiBehandlung des Herzinfarktes, der
durch den Verschluss eines oder mehrerer Herzked@g entstanden ist, ist die
Aufdehnung der Verschluss- bzw. Engstellen mitBd#ondilatation sowie das Einsetzen
eines Stents. Dabei handelt es sich um ein dinmadtdgeflecht, welches in die
aufgeweitete KoronargefalRengstelle eingebracht widl diese offen halten soll. Damit
ist der Blutfluss wieder gewahrleistet. Allerdingsdies nicht bei allen Patienten maoglich.
Bei langstreckigen, diffusen Veranderungen oder aNlggstenosen, kann ein Stent nur
bedingt einsetzbar bzw. sinnvoll sein. Stents halmm@em keine unbegrenzte
.Haltbarkeit”; es kbnnen Restenosen auftreten,ags dler Blutfluss erneut eingeschrankt
wird und bei einem Verschluss ein erneuter Herrziktfaesultieren kann. Durch die
Entwicklung von Medikamenten-beschichteten Stentd wersucht, die Restenoserate zu
reduzieren. Besonders bei Patienten mit weiteresikéfaktoren wie Diabetes mellitus
sind Restenosen haufigerlQf. Ist bei komplizierten GefalRverhéltnissen eine
Stentversorgung nicht maoglich, so ist eine Bypapsf@tion indiziert, in der die Engstelle
des Koronargefal3es mit einem Gefallersatz Uberbwiiott Die Langzeitiiberlebensrate
bei MehrgefalRerkrankungen ist dann besser alsdvalli@inigen Stentversorgungs).

In den ersten Tagen nach einem Infarkt scheint ru@anismus zu versuchen,
Selbstreparaturmechanismen zu aktivieren. Durchirbedge Signalstoffe werden dabei
korpereigene Zellen zum Herzen gelockt. Vermutlidndelt es sich um sogenannte

Vorlaufer- oder Progenitorzellen, die infolge dem@nischamie aus dem Knochenmark



freigesetzt werden. Diese gelangen Uber das Bistatgsystem ins Herz. Es gibt
Befunde, dass sich die Zellen nach der Migratiorm ztlerzen in Muskelzellen
differenzieren 8, 39, Gefal3neubildungen konnten ebenfalls beobacteeden L8, 37.
Maoglicherweise beteiligen sich an dieser Reparafmch die adulten kardialen
Progenitorzelleng4), die im Herzen ortstdmmig sind- und Charaktemsgbaften sowohl
von Stammzellen als auch von Herzmuskelzellen tasitJedoch ist Uber die genaue
Aufgabe und den mdglichen Aktivierungs- und Wirkemgchanismus der kardial

endogenen Stammzellen im Herzen bisher wenig békann

Hinweise fur die Existenz korpereigener Selbstrajpmmechanismen ergaben sich nach
Herztransplantationen, bei denen ein weibliches zHan einen mannlichen
Empfangerorganismus verpflanzt wurde. Bei diesersiehen konnten im Spenderorgan
sowohl im Herzmuskelgewebe, als auch innerhalb @efalwénde Zellen gefunden
werden, die positiv fir das mannliche Y-Chromosorarem. Dieser Befund deutet
zweifelsfrei darauf hin, dass Zellen aus dem mé&hel Organismus in das weibliche
Spenderorgan eingewandert siag)(

Allerdings reichen diese korpereigenen Reparatsongtre fur eine erfolgreiche
Selbstheilung nicht ausT).

In den letzten Jahren sind zahlreiche klinischedi®ty die sich mit der ,Sicherheit und
Machbarkeit* sowie der Wirkung von Stammzellen dig Herzfunktion befassen, am
Patienten durchgefihrt wordedil(62.

In den Studien MYSTARZ4, 53 BOOST g86), TOPCARE AMI Q, 6§ u.a., wurden
Infarktpatienten, die zunachst interventionell mneldikamentoés nach dem aktuellen Stand
der Medizin behandelt wurden, zusatzlich StammmeNlerabreicht. Die Patienten
erhielten lhre eigenen (autologen; Spender=Empfargaochenmarkzellen im Rahmen
der Herz-Operation oder minimal-invasiv mittels kKetertechnik. Obwohl die
Studienbedingungen ahnlich sind, werden die Follwbaten insbesondere in Bezug
auf den erhofften positiven Effekt auf die Herzlergy unterschiedlich eingeschatzt und
daher kontrovers diskutiert%, 80, 81, 8y

Trotz vielfaltiger Grundlagenforschung im Labor uimd Tierversuchen gibt es immer
noch viele unbeantwortete Fragen, zum Beispiel eeléellen gegeben werden sollten,
zu welchem Zeitpunkt7@) und auf welche Art und Weise (- Uber einen Kath&t die

Koronargefal3e, - Uber einen Katheter in den Herkelugvon endokardial), oder



chirurgisch in den Herzmuskel (von epikardial)).cAuwie genaue Zellzahl variiert in den
klinischen Studien und auch ein Hinweis auf einandiéstdosis” fehlt bislang36).

In den klinischen Zelltherapiestudien am Herzendeudie weitaus grof3te Anzahl an
Patienten Uber die intra-myokardiale Zellinjektiomge mittels Kathetertechnik

behandelt. Allerdings gibt es Hinweise darauf, désch die direkte intra-myokardiale
Zellinjektion die Auswaschung der Zellen aus deralggbiet deutlich geringer ist und
durch die langere Verweildauer eine bessere Wirkewrzmelt werden kann. Zumindest
deuten Tierversuche darauf hin, dass mit Zellea, diiekt in den Herzmuskel injiziert

wurden, im Vergleich zu der intra-koronaren Applika bessere Ergebnisse erzielt
werden kdnnen3g).

Unklar ist desweiteren, welche Zellen am bestenigge¢ sind und ob eine

undifferenzierte Stammzelle eine vollstandige Ddfezierung bis hin zu einer

spezialisierten Muskelzelle durchlaufen kann. Auctuss geklart werden, ob das
Einbringen von Zellen direkt zur Verbesserung derzfunktion fuhrt, oder indirekt die

Ausschittung von Signalstoffen die Selbstreparatghanismen unterstitzen.

Noch schwieriger ist die Situation bei den Patientet einer Herzinsuffizienz. Hier sind
die Umbauvorgange abgeschlossen, und die Pumpfun#éés Herzmuskels ist durch den
vorausgegangenen Schaden eingeschrankt. Die paakMechanismen (Signalstoffe,
die von den Zellen ausgeschuttet werden) sind aadéey als nach einem akuten Ereignis,
wie dem Herzinfarkt. Dies wirft die Frage auf, obide Patientengruppen gleichermal3en
von einer Stammezelltherapie profitieren wirden. Bazahl an Studien, in denen
herzinsuffiziente Patienten mit einer Zelltherap&handelt wurden, ist im Vergleich zu
der groRen Gruppe mit akutem Herzinfarkt sehr gexinger. Perin et al58) haben bei
einem herzinsuffizienten Patienten Stammzellendieifvordere Seite der Narbe, welche
nach zwei langer zurlckliegenden Herzinfarkten tantteen war, injiziert. EIf Monate
nach der Injektion verstarb der Patient. In der @idn wurde das Herz untersucht, und
es zeigte sich eine signifikante Erhéhung von Kamgh an der Injektionsseite. Auch
myogen differenzierte Zellen wurden gesehen. Kastet al. 23) konnten aktuell
Ergebnisse veroffentlichen, die einen positiverelfibei Patienten mit chronischer KHK
und intra-myokardialer MSC-Gabe (Uber das NOGA-Ktthsystem) bestatigen.
Allerdings wurde diese Untersuchung ohne eine Katiguppe durchgefihrt.



Hinweise auf einen moglichen Nutzen der Stammzsiitpie sind somit auch fir
herzinsuffiziente Patienten gegeben, weitere Studied hohere Patientenzahlen sind
jedoch notwendig, um den tatsachlichen "Benefit' Rtezedur zu belegen.

Eine weitere, noch ungeklarte Frage ist, welchdityfe am besten fur die zellulare

Kardiomyoplastie geeignet ist.

Embryonale Stammzellen

Die embryonalen Stammzellen haben das gréf3te Pifleerungspotential, da aus ihnen
alle Zellarten und Gewebetypen hervorgehen konsen,sind pluripotent. Aufgrund
dieser Eigenschafichreibt man den embryonalen Stammzellen das gré@enerative
Potential zu. Die Verwendung dieser Zellen ist @daicht nur aus ethischen Grinden
problematisch. Nach Transplantationsversuchen migrgonalen Stammzellen wurde u.a.
eine erhéhte Inzidenz von Teratokarzinomen festtje€20, 73.

Zudem muss bei der Verwendung von embryonalen Srafien zwangslaufig eine
Immunsuppression erfolgen, da diese Zellen korperfie Zellen sind und eine
AbstoRungsreaktion wie z.B. nach einer Organtramation sehr wahrscheinlich ist. Da
es trotz Immunsuppression zu Abstol3ungsreaktiomemmien kann und die Medikation
dariiber hinaus nicht ohne Nebenwirkungen ist, bestas Risiko, dass embryonale
Stammzellen dem Patienten mehr schaden als nutzen.

Das Verbot einer intensiven Forschung an dieseteZakt kritisch zu sehen, denn
Erkenntnisse, die an diesen Zellen gewonnen werkiamten fir das Verstandnis des
Wirkmechanismus von adulten Stammzellen von erbleéti Bedeutung sein. Die
Forschung an embryonalen Stammzellen ist in Delasdh momentan nur sehr
eingeschréankt maoglich.

Adulte Stromazellen, die dedifferenziert werden@m und dann den Eigenschaften der
embryonalen Stammzellen bzgl. ihrer Pluripotenze#ihnsind die ,induced pluripotent
stem cells” (IPC). Auch hier traten Teratokarzinoau#, so dass an einen Einsatz dieser
Zellen in einem ,Kklinischen Setting” gegenwartigimi zu denken isb(, 62.

ADSCs, skeletale Myoblasten, kardiale und zirkulieende Progenitorzellen

Durch ihre Fahigkeit zur Kontraktion wurden die alen menschlichen Muskelgewebe
stammenden skeletalen Myoblasten (Satellitenzellgehon relativ frih zur Herz-

Regeneration in klinischen Studien eingese®#, (37, 45, 46, 70 Allerdings kam es
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dabei teilweise zu schwerwiegenden Herzrhythmussgan 47, 72, die eine
Implantation von Cardioverter-Defibrillatoren (ICDbtwendig machterd]. Mittlerweile
ist auch der Grund fur die rhythmologische Problgkndekannt. Den skeletalen
Myoblasten fehlt das Membranprotein Connexin-43|ctwes fur die Weiterleitung der
elektrischen Erregung von einer Herzmuskelzelleangeren notwendig ist 2).

Positive Effekte wurden bei der Verwendung von kdeth Stamm- und Progenitorzellen
(54, 79 und ADSCs, aus Fettgewebe isolierten Stammzell@2) beobachtet,
Patientenstudien fehlen jedoch noch.

Die im Blutkreislauf zirkulierenden Progenitorzelleverden ebenfalls durch bestimmte
Signalstoffe ins Herz gelock¥$). Es wird vermutet, dass diese Zellen fir Repaeatu
zur Verfugung stehen, jedoch eher fir kleinere 8ehaFur ein akutes Ereignis ist die

Zellzahl und Kapazitat dieser Zellen nicht ausrerthg9).

Adulte Stammzellen

Das menschliche Knochenmark besitzt eine Vielzattenschiedlicher Vorlauferzellen,
deren Funktion, bei Umsiedlung in ein anderes GewebB. das Herz, noch nicht
vollstéandig bekannt ist.

Jackson et al.30) fuhrten Knochenmarkstransplantationen mit mat&ierZellen und
anschlieBender Ligatur der LAD, dem Hauptkoron&i@efvelches den linken Ventrikel
versorgt, durch. Die markierten Zellen konnten inyokiard nachgewiesen werden und
zwar bei allen Tieren, bei denen die Ligatur duegtigrt wurde. Nicht jedoch in der
Placebogruppe. Dies lasst vermuten, dass ausgklist die Ischamie, bestimmte Signale
oder Botenstoffe freigesetzt werden, welche diem8taellen mobilisieren und zum
Herzen leiten. Nur so ist erklarbar, dass in déarkigruppe Zellen im Herzen wieder

gefunden werden konnten und bei der ,gesunden @fuppht (11, 16.

Die adulten Stammzellen lassen sich zahlreichergntppen einteilen:

Die zwei wichtigsten Gruppen sind die HSC (haemagtische Stammzellen) und MSC
(mesenchymale Stammzellen). Der Vorteil bei demi&srdung von adulten Stammzellen
im Vergleich zu embryonalen ist, dass es keine daréis\kungen durch den Gesetzgeber
gibt. Adulte Stammzellen sind zudem einfach zu baBen. Bei der Verwendung von
autologen Zellen ist keine Immunsuppression notigenrol3ter Nachteil ist das

eingeschrénkte Differenzierungspotential der aduiéammzellen im Vergleich zu den
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embryonalen Stammzellen, die pluripotent sind. $ogehdrt die Identifikation des
geeigneten Zelltyps zu den zentralen Voraussetzufigeeine erfolgreiche Therapie mit
adulten Stammzellen. In Bezug auf die Auswahl daintalen Zelle bei den adulten

Stammzellen gibt es zweifelsohne mehr Variablerb@iglen embryonalen Zellen.

HSC (hamatopoetische Stammzellen)

Nach der Transplantation adulter hamatopoetisckeemi®@zellen (CD34+) mit dem Ziel
deren Differenzierungskapazitdt zu Uberprufen, wurdine erhdohte Anzahl von
KapillargefalRen festgestellt. Die resultierendesbes Durchblutung wurde als Grund fur
den positiven Effekt auf die Herzfunktion gewer{@7). Es konnte kein Nachweis
erbracht werden, dass die HSCs auch zur Myogeragsaden {8, 50, 65, 8p Orlic et
al. 67) behaupten Gegenteiliges, und sehen eine Betegigler HSCs auch an der
Herzmuskelzellneubildung. Dadurch, dass die Zeltediesen Versuchen nicht markiert
waren, fehlt allerdings ein eindeutiger Beweis,sdde HSC fir die Verbesserung der
Herzfunktion verantwortlich sind. Vereinfacht gesagrmutet man derzeit, dass sich
hamatopoetische Stammzellen (HSC) an der Gefal3- numesenchymale Stammzellen
(MSC) an der Herzmuskel-Neubildung beteiligéa,(59, 74.

Mesenchymale Stammzellen und ihre Differenzierung

MSC sind relativ einfach aus einem Knochenmarkpainkti isolieren und lassen sich
unter geeigneten Bedingungen problemlos Uber meHpaissagen kultivieren. Neuere
Befunde deuten darauf hin, dass es sich bei deermolkegmalen Stammzellen um keine
einheitliche Population handelt. So scheint es rimab der MSC Subpopulationen zu
geben wie die MAPCs36@, 69, oder SP (side population) ZelleBO( 67, die durch
jeweils andere Oberflachenmarker unterschiedenamekdnnen. Die Heterogenitat macht
naturlich ein gezieltes Dirigieren der MSC mit Sigrund Botenstoffen in eine bestimmte
Differenzierungsrichtung extrem schwierig. Seit dam wird diskutiert, ob es den
sogenannten ,homing effect” tatsachlich gibt, ala ,Mikromilieu* innerhalb des
Herzmuskelgewebes, welches eine Transdifferenzgerunreifer Vorlauferzellen in
Kardiomyozyten bewirken kann. Fraglich ist, ob es£eitfenster fur die Differenzierung
von Stammzellen gibt. Und, welche Stammzellen sighglicherweise fur eine Angio-
und/oder Myogenese-Induktion eignen. Die Kontakiabmemdglichkeiten zwischen

Zellen sind von erheblicher Komplexitat, so dass Meute nur schemenhafte
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Vorstellungen Uber die hier relevanten Signalkaskaelxistieren, was die Schwierigkeit
einer gezielten Stammzelltherapie vergroRert. Eienageres Verstandnis der
Mechanismen, wie eine Vorlauferzelle z.B. myogdfedenziert, ist Grundvoraussetzung
fur eine effektive Stammzelltherapie am menschhchierzen. Es werden verschiedene
Mechanismen diskutiert, wie sich Zellen entwickelvenn Sie ins Herz transplantiert
werden:

1. Bei der Transdifferenzierung wandeln sich umerei¥orlauferzellen (z.B.
mesenchymale Stammzellen) in eine reife (=auseéifigerte) Zielzelle (z.B.
Kardiomyozyten) um.

2. Bei einer Zellfusion handelt es sich um eine s¢bmelzung zweier
unterschiedlicher Zelltypen, wobei die neu entsteleeZelle die Eigenschaften beider
Ausgangzellen besitzt. Auf diese Weise koénnte ziBe adulte Herzmuskelzelle eine
wesentliche Eigenschaft von Stammzellen- namliehTaiilungsfahigkeit- zurtickerhalten,
so dass die Entstehung neuen Herzmuskelgewebedanmtleine Funktionsverbesserung
denkbar wéaren.

3. Uber “parakrine Mechanismen” konnten z.B. Staefienz aus dem Knochenmark
angelockt und deren Umwandlung in Herzmuskelzealieterstitzt werden. Ob und wenn
ja welche Signalstoffe mdglicherweise von injizegrtStammzellen (oder stimulierten

Kardiomyozyten) ausgeschuttet werden, ist noch Gstgad der Forschung.

Die aufgefuihrten Probleme und sich daraus ergelpeRd®gen lassen sich nur durch eine
umfassende Grundlagenforschung l6sen. Die Ergebn@ss Kklinischen Studien an
mittlerweile Uber 10000 Herzpatienten, die mit Starellen behandelt wurden, geben
aufgrund der unterschiedlichen Daten zur Herzfumigsteigerung (von 0-10%) Anlass zu
andauernden Diskussionen. Auch unterscheiden s&cklidischen Studien in wichtigen
Aspekten. So werden unterschiedliche Zelltypen uipéerschiedliche Applikationsrouten
(intra-vends, peripher, intra-koronar oder intraekgrdial) zu unterschiedlichen
Zeitpunkten verabreicht. Somit gibt es bislang &ea@inheitliche Behandlungsstrategie,
die eine Grundlage fur eine Vergleichbarkeit debdellungserfolgs ware. Somit ist eine
zielorientierte Optimierung der Zelltherapie am swhichen Herzen gegenwartig nur

schwer moglich.
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Diese Arbeit hat das Ziel im Zusammenhang mit deéam@nzelltherapie einige
wesentliche Fragen ndher zu beleuchten.

Welche Zellmarkierung ermoglicht eine effektive nd@ézierung der Stammzellen im
Herzgewebe auch 10 Wochen nach der Injektion?

Eignen sich auch die leicht isolier- und vermehebaMSC fir die Zelltherapie nach
einem kardialen Ereignis?

Kdnnen Stammzellen neues Herzmuskelgewebe gernenaré kann dadurch letztlich

eine Verbesserung der Herzleistung erzielt werden?
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Material und Methoden

Stammzellgewinnung

Die fur unsere Versuche bendtigten Stammzellen ruid einer ersten Versuchsreihe
aus dem Knochenmark der Femuren von 10 ménnlichestakARatten entnommen. Bei
einer Transplantation in weibliche Empféangertieémen die Ubertragenen Zellen dann
ggf. Uber ihr Y-Chromosom nachgewiesen werden. fiiewurden die Ratten mit
Kohlenstoffdioxid (CQ) getdtet. Femur und Tibia wurden mit eiskaltem IMD
((lscove’s modified Dulbecco's medium (Gibco, BRarlsruhe, Deutschland)), einem
Zellkulturmedium dem 10% FCS (fetal calf serum, &ipzugesetzt wurde, mehrmals
durchgesplilt. Nach Zentrifugation wurden die Zellesuspendiert in DMEM/Ham's F12
(Biochrom, Berlin, Deutschland) + 20% FCS (Biochjom 1% Glutamin + 1%
Penicillin/Streptomycin (beides Gibco). Die Knochwarkzellen wurden in eine
Kulturflasche mit 75cmz2 (T75) Uberfuhrt und bei @7hit 5% CQ kultiviert. Nach drei
Tagen wurden die nicht adhérenten Zellen ausgewasdbie adhéarenten Zellen wurden
bis zu einer Konfluenz von 90% Kkultiviert. Fur vez# Zellvermehrungen wurden die
Zellen mit 0,25% Trypsin-EDTA (Gibco) gelést und AD0-500 Zellen/ cm?2 neu
aufgetragen. Diese Zellen wurden teils eingefrormils direkt zur Erprobung der

Zellmarkierung benutzt.

Zellmarkierung

Nach Kultivierung der mesenchymalen Stammzellehembine Markierungsmethode fur
die Stammzellen zu finden, welche auch nach 10 Wiocioch so intensiv war, dass man
sie unter dem Fluoreszenzmikroskop erkennen kovta musste beachten, dass die
Zellen sich teilen und dabei der Farbstoff auctd@nTochterzellen, nicht jedoch an die

Zellen des umliegenden Gewebes, abgegeben werllien so
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eGFP (green fluorescent proteine)

Fur die virale Transduktion, wurde ein 6-well pléenutzt und je well mit 1x103 Zellen
bestickt.Am nachsten Tag wurde ecotrophe eGFP Vektorpartiketugegeben, die
Zellen 1h bei 20°C inkubiert und anschlieRend n@@dXg zentrifugiert. Am nachsten
Tag wurde der Uberstand entfernt und die Zellenwrdthstumsmedium kultiviert.

Die erfolgreiche Transfektion bestand in dem Nadbwaner grin fluoreszierenden
eGFP-positiven Zellpopulation mittels FACScan (Becbickinson) und CellQuest (eine
spezielle Software zur zytometrischen Analyse). BA€Scan beruht auf dem Prinzip,
dass Zellen, welche von einem Laser angestrahltiemereine Lichtemission abgeben.
Jeder Zelltyp, also auch die eGFP markierte Starinzbéesitzt eine spezifische
Emission, so dass Zellen an Hand dieser untersehiegrden konnen.

Zum Klonieren, wurden die Zellen gelost und 0,3letelpro well eines 96-well plates
ausgesat. Die Platten wurden inkubiert, bis eirzadirer Klon sichtbar wurde. Wells mit
eGFP positiven Zellen wurden mit einem Fluoreszékimskop (Olympus 1X81)
identifiziert. Positive Klone wurden in eine Kulflasche mit 25 cm? (T25) transferiert,
kultiviert und in flussigen Stickstoff eingefroren.

Abb. 1: eGFP markierte MSC (fluoreszenzmikroskapés@ufnahme, VergréfRerung x800)
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CEDA, SE

Zuerst erfolgte die Herstellung einer 10mM Stammahigs Dafiir wurden 90ul Gemisch
der Komponenten A und B sowie 35.91ml PBS bendtigs dieser Stammldsung wurden
nun Lésungen in unterschiedlichen Konzentrationengdstellt -15, 20 und 25uM- um die
optimale Darstellung der Zellen auch nach 10 Wochefinden.

Bei ausreichender Konfluenz der Zellen in der Kudl&ische wurden diese vom Boden
mittels Trypsin gelost und anschlieRend zentrifigibis sich ein Pellet bildete. Der
Uberstand wurde verworfen. Es erfolgte die Resusiparder Zellen mit vorgewarmtem
PBS (37°C), welches die Probe enthielt, und diaul@ition fir 15 min bei 37°C. Diese
Vorgehensweise der Zentrifugation, Verwerfen desrsiandes und Resuspendierung mit
frischem vorgewarmten Medium wurde noch zweimalder@olt. Zellen, die mit der
Konzentrationen 20 und 25uM CFDA,SE gefarbt wavamrden fur die Langzeitversuche
verwendet.

Die Zellen wurden kultiviert und im Abstand von jewWg einer Woche unter dem

Fluoreszenzmikroskop kontrolliert.

DAPI

Die Zellen wurden von der Zellkulturflasche geld=ntrifugiert und resuspendiert. Zum
Anfarben mit DAPI (Sigma) wurden die Zellen mit 3tMDM in ein 10ml Réhrchen

gegeben. Es wurden 50ul DAPI / ml Medium hinzugegel20 Minuten bei 37°C
inkubiert, zentrifugiert und in der 25cm? Kultuslzhe T25 zur Kultivierung ausgebracht.

Endorem®

Zusatzlich wurden rMSCs mit superparamagnetischeisengxid-Nanopartikeln
(Endorem®. Guerbet, Sulzbach, Deutschland) markiEndorem® wurde wie in der
Gebrauchsanweisung beschrieben vorbereitet. Vor Dansplantation wurde das

Zellmedium mit 112pg Endorem® / ml versetzt und3arStunden inkubiert.

Versuchstiere und Haltung

Die Untersuchungen wurden an einer Ratteninzudétifivistar-Ratten; Charles River

Laboratories GmbH, Sulzfeld, Deutschland); genehnigrch die Freie Hansestadt
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Hamburg, Amt fir Gesundheit und Verbraucherschitiz;12/2) durchgefihrt. Alle
Versuchstiere wurden unter vergleichbaren Bedingangim Tierstall des
Universitatskrankenhauses Eppendorf bei einerhdgtmittlichen Temperatur von 22 +
2°C gehalten. Die Beleuchtung betrug 16 Stundéd0(6:22:00 Uhr).

Die Wistar-Ratten wurden in Kunststoffkafigen geébal und mit einer
Trockenfuttermischung, bestehend aus Pressfutite(®) gefittert. Trinkwasser stand
den Tieren ad libidum zur Verfigung und wurde &lerage gewechselt. Insgesamt
wurden jeweils 5 Ratten {5oder % Ratten) in einem Kafig zusammen gehalten. Die
Tiere hatten ein durchschnittliches Gewicht von 836+ 34,66g. Zum Zeitpunkt der
Operation betrug das durchschnittliche Alter caMdhaten.

Die eigentliche Versuchsreihe wurde an 15 weiblicAéeren durchgefihrt. Wéahrend
zehn Tiere der zelltherapeutischen Behandlungsgrupgeordnet wurden, bildeten funf
weitere Tiere die Kontrollgruppe. Wahrend die Batlangsgruppe die eGFP markierten
Zellen erhielt, wurde das Nahrmedium (ohne Zellemdie Kontroll-(Placebo-) Tiere
injiziert. In allen Fallen erfolgte die Applikatiomittels direkter intra-myokardialer

Injektion (1ml Injektionsspritze).

Andasthesie, Intubation und Tiervorbereitung

Zu Versuchsbeginn erfolgte zunadchst die Gewichtshesung des Versuchstieres.
Danach wurde die Ratte in einen Glaszylinder gésder vorher mit C@0O, (80:20)
begast wurde. Nachdem das Tier das Bewusstseioreerlhatte, wurde es aus dem
Glaszylinder genommen und auf den Ricken gelegivuEde auf beiden Seiten die Spina
iliaca anterior superior aufgesucht. In der Mitter deiden Spinae konnte nun das
Narkosemittel intraperitoneal appliziert werden, b&eob mit der Nadel senkrecht
eingestochen wurde. Die Aspirationskontrolle warenasslich zum Ausschluss von
Verletzungen oder Punktion der Bauchorgane oder éntravesikuléren Lage.

Das Narkosemittel bestand aus einer Mischung vom@Ro® (0,05ml, wobei
1ml=23,32mg Xylazinhydrochlorid) und Ketavet® (OMmwobei 1mI=100mg
Ketaminhydrochlorid).

Nach der raschen Applikation wurde die Ratte iremhKafig zurtickgelegt und 5-10
Minuten abgewartet, bis das Narkosemittel Uber idieaperitoneal gelegenen Gefalie
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resorbiert worden war und eine anhaltende Bewusgleit bei dem Tier eingetreten war.
Bei ausreichender Analgesie reagierte die Ratteewedf Bestreichen der Barthaare
(Reflex), noch auf den leicht auslésbaren Schmirandttels eines spitzen Gegenstandes
(leichter Reiz, keine Verletzung der Ratte) zwischden Zehen an den Pfoten. Bei
geringster Reaktion der Ratte wurde eine zusailizbsis des Narkosemittels verabreicht
(zwischen 0.1-0.2ml Ketavet® und ggf. weitere 0.09Rompur®). Schmerzreiz und
Reflex wurden regelmallig wahrend der Versuchsduhechhg kontrolliert um, falls
erforderlich, eine weitere Dosis zu verabreicheiesivar jedoch selten notwendig.

Nun wurde die Ratte auf dem Ruicken gelagert undDgieesationsfeld rasiert:

der Thorax rechts bis zur Medioklavikularlinie, Kg1 bis zur Medioaxillarlinie, linken
Rippenbogen und der linke Axillarbeuge.

Zur Intubation wurde die Ratte an den Vorderzéahdes Oberkiefers aufgehangt und
gleichzeitig von einer zweiten Person gehalten, iddas Gewicht des Tieres nicht ,an
dem Oberkiefer hing“. Dieses Vorgehen gewahrlesehen Aspirationsschutz, sowie
eine leichte Fixation des Tieres, welches bei danbation erforderlich war. Mit einem
Otoskop, welches unter Sicht vorsichtig in den fregien Mund vorgeschoben wurde, um
Verletzungen im Rachen zu vermeiden, wurde die IBtiig aufgesucht und eingestelit.
Wichtig war hierbei, die Zunge vorher aus dem Rachem zu ziehen, da sonst das
Blickfeld stark eingeschrankt war. Die Zunge wan guter Kontrollparameter fur den
Sauerstoffgehalt des Tieres. Optimaler Weise warZdinge rosig, bei Sauerstoffmangel

farbte sich die Zunge lila.

Je nach Empfindlichkeit der Ratte im Rachenraum, Iclee sich durch
Schluckbewegungen oder reaktive Hypersalivation gteei wurde ein lokales
Rachenanésthetikum (ein Hub Xylonest®) Uber dasskKojp gegeben. Bei diesem
Vorgang wurde sorgsam darauf geachtet, das Rachsth@tikum gut zu vernebeln, damit
es nicht zu einer massiven Flussigkeitsaspiratem.kAnschlieRend wurde das Otoskop
zurickgezogen und ca. eine halbe Minute abgewattstit das Rachenanasthetikum
wirken konnte. Nach dieser Zeit, wurde das Otoskmeut eingebracht.

Nachdem die Epiglottis gut eingestellt und die $tindnder klar identifiziert wurden,
konnte nach ,Seldinger-Technik® intubiert werden.

Bei diesem Verfahren, wurde ein dunner flexibler, keeiden Enden abgerundeter und
markierter Draht, an den Stimmbandern vorbei eiilggfund damit in die Trachea unter

Sicht eingebracht. Dieser Draht wurde ca. 4 cm atinZeihe der Ratte in dem Korper des
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Tieres belassen. Hierbei war wichtig, dass der Dmaidint zu weit in das Bronchialsystem
eingefuhrt wurde, da es sonst zu einer VerletzigsggRespirationstraktes kommen konnte.
Diese Problematik stellte sich bei den allererstersuchen, woraufhin die anatomischen
Verhéltnisse bzw. Lange und Lage des Drahtes a@r diareits toten Ratte tUberpruft
wurden. Dort erfolgte die Markierung des Drahtesdenenigen Stelle, wo dieser kurz
unterhalb der Stimmbander zum Liegen kam.

Das Otoskop wurde unter Fixation des Drahtes hgemagien wobei der Draht in der
Trachea verblieb. Nun wurde ein Schlauch Uber desthiDgeschoben und an diesem
entlang in die Trachea der Ratte eingebracht. Bai &inbringen des Schlauches kam es
manchmal zu einem Widerstand, der durch vorsichtigeshen, um Verletzungen der
Stimmbander zu vermeiden, tberwunden werden kob¢ekontrolle der richtigen Lage
des Schlauches wurde Uber das Otoskop gewahrldstietichtiger Lage des Schlauches,
wurde die Ratte abgehangt und an das Beatmungsgeyéschlossen.

Hier erfolgte die endgultige Kontrolle, ob der Saidh in der Trachea lag. Die spontane
Atemfrequenz der Ratte adaptierte sich an das Bewjsgerat bei richtigem Sitz des
Schlauches. Ebenso wurde auf ein gleichmaRigeglenchformiges Heben und Senken
des Brustkorbes geachtet. Bei ungleichmaliger Bemgegiurde die Lage des Schlauches
durch vorsichtiges Zurtickziehen korrigiert.

Die Tiere wurden mit 2ml Hubvolumen und einer Fremg von 110/Minute beatmet.
Hierfir wurde ein spezielles Beatmungsgerat fur in€lere verwendet (Columbus
Instruments Ohio). Die Lagerung erfolgte auf einssrgewarmten Gelmatte um
Auskiihlung und Druckstellenbildung zu vermeiden.

Bei dieser Art der Narkose bestand eine chirurgisiobleranz von tber 60 Minuten.

Operation, Generierung einer Kryoverletzung (Infarktareal) und
Zellinjektion

Die Hautdesinfektion erfolgte mittels zweimaligenfi&kagung von gefarbtem Sterillium®,
welches je 5 Minuten einwirkte. Das Operationsgebieirde mit sterilen Tichern
abgedeckt.

Nach vorheriger Uberpriifung der Anasthesie, eréolger Hautschnitt ca. 1,6 cm
unterhalb der linken Axilla. Von parasternal bis ¥edioaxillarlinie wurde eine ca. 2,5-3

cm grof3e Hautinzision vorgenommen.
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Vorsichtige Praparation und Durchtrennung der pséden Muskulatur, bis zum
Rippenzwischenraum. Die interkostale Muskulatur deumittig durchtrennt bis zum
parietalen Blatt der Pleura. Dabei wurde sorgfatgauf geachtet, dass die

A. thoracica interna nicht verletzt wurde. Die R&ewurde mit zwei Pinzetten angehoben
und mit einer Schere vorsichtig eingeschnitten dumethtrennt. Anschlie3end erfolgte das
Einbringen eines Rippenspreizers und die Aufdehmileg) Rippenzwischenraumes. Der
linke Lungenfligel wurde Uber Einlagen von kleinsgenittenen sterilen Kompressen
nach dorsal gedrickt, um einen freien Blick aufldasz zu bekommen.

Das Perikard wurde, wenn maoglich, mit einer Pireethgehoben, durchtrennt und zur
Seite geschoben. Nach diesem Schritt wurde dee Ivkntrikel identifiziert und die
Hautinzision gegebenenfalls vergrol3ert, falls deryostempel in der immer
durchgefuhrten Versuchssimulation nicht eingefisetden konnte oder hakte.

Die Kryoverletzung erfolgte mit einem Metallstemp@ x 6 mm), welcher durch
Eintauchen in flussigen Stickstoff auf -193°C varlabgekuhlt wurde. Der Kihlprozess
des Stempels wurde durchgefiihrt, indem der Stesglahge in den flissigen Stickstoff
eingetaucht wurde, bis keine Blaschen mehr autstie®irekt im Anschluss wurde der
Stempel vorsichtig am Rippenspreizer vorbei in @igoraxhohle eingefihrt und in
Langsrichtung auf das Herz sanft aufgedriickt. Dfelgreiche Kryoverletzung zeigte
sich durch eine Weil3farbung der Ventrikeloberflacheslche sich anfanglich rasch
zurtckbildete, mit jeder neuen Applikation wenites sie schliel3lich ein definiertes Feld
darstellte. Insgesamt wurde der Vorgang der Steappékation 10mal 30sec
durchgefuhrt. Nach funf Kryostempelapplikationenreas eine Pause eingelegt, die je
nach Herzschlag und Farbung des Ventrikels vegii¢ttatte sich der Herzschlag zu stark
verlangsamt, war die Pause langer und wurde naclegsen des Operateurs festgelegt.
Die Zellinjektion erfolgte im Anschluss an die Kmarletzung:

Die Nadel wurde durch den Infarktbereich selberebworgeschoben, dass die schrage
Nadelodffnung vollstdndig im Myokard verschwand usamit der Applikationsort im

Periinfarktbereich lokalisiert war.

Es wurden 50ul Zelllésung an funf vorher festgedagbtellen intramyokardial appliziert.
Die gleichmalige Verteilung der Zellen in der 1mpli&e wurde durch erneutes Mischen
der Losung unmittelbar vor der Injektion gewéahtktisDie erste Injektion erfolgte in der
Nahe der Herzspitze, die weiteren erfolgten symswtraufsteigend. Nach sorgfaltiger

Inspektion der Thoraxhohle wurde der Rippenspreizetfernt. Die Ticher, welche
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abgezahlt waren, wurden entfernt. Die interkostald prathorakale Muskulatur wurde
mit Mersilene® (Ethicon®, FS-1, 3-0, 3/8c) in Eitkaeopfnaht adaptiert. Die

Hautadaptation erfolgte durch PDSII (Ethicon®, #8-1) ebenfalls in Einzelknopfnaht.
Die Wundrander wurden nochmals mit gefarbten Jitemi® abgewischt.

Abb. 2: Direkte intra-myokardiale Injektion der eFarkierten rMSC in den Randbereich der Kryolasion
(ovales dunkelrotes Areal)

Nach Trocknen des Sterilliums® wurde ein sterilenntverband aufgelegt und das Tier
auf die operierte Seite gelegt, um der nicht b&trgn Lunge das Atmen zu erleichtern.
Nach Einschéatzung der Anasthesie wurde bei noapehidem Tubus die Maschine

abgestellt. Zeigte das Tier eine ausreichende teidngnafliige Spontanatmung, wurde der
Beatmungsschlauch entfernt. Bei insuffizienter Atguwurde das Gerat wieder

eingestellt und nach funf bis zehn Minuten ein eteeAbschaltversuch durchgefihrt.

Der Wundverband wurde durch das Tier selber eritfern
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Nachsorge

Postoperativ, jedoch noch in Narkose, erfolgte @imenalige Injektion von Novalgin®
(100mg + 0,5ml NaCl), durch Punktion einer Schwame:

Als Schmerzmittel bekamen alle Tiere 30 Tropfen (ca) Novalminsulfon-ratiopharm®
ins Trinkwasser, welches alle zwei Tage erneuerde/wnd ad libidum zur Verfiigung
stand. Diese Basisanalgesie erfolgte in der erstehé/und wurde dann eingestellt.

Die Tiere wurden nach der Operation fur 10 Wochiezedn in einem Kéfig gehalten,
wobei der Wundheilungsprozess sowie Allgemeinzuktasher Tiere regelmalRig
mindestens 2x pro Woche Uberpruft wurde.

Organentnahme/Materialgewinnung

Zehn Wochen +/- 2 Tage nach dem Operationsterniohgéz die Enthnahme des Herzens
zur weiteren Untersuchung. Dazu wurde das entspnelghVersuchstier zunéchst in eine
spezielle Begasungskammer gesetzt, in die vorheg/@QOm Verhaltnis 80%/20%
eingeleitet worden war. Nach Eintreten der Bewassgikeit, wurde die Begasung auf
reines CQ umgestellt und das Tier fir mindestens 10 Minuteder Kammer belassen.
Ein sicheres Todeszeichen war das Erblassen det smien Augen des Tieres. Dariber
hinaus wurde die Reaktion auf Schmerzreize ernetgstet. Danach wurde das Tier aus
dem Behalter genommen und auf dem Rlcken geldgerfolgte die Thorakotomie, das
Sternum wurde unter der ersten Rippe und oberhall6dRippe durchtrennt. Nachdem
die 2.-5. Rippe beidseits in der Medioklavikuladindurchtrennt wurde, konnte das
Sternum entfernt werden. Das Herz wurde nach Abealer gro3en Gefal3e entnommen.
AulRer dem Herzen wurde in einigen Fallen, eine éJiegin Lungenlappen, ein
Leberlappen, ein Stuck quergestreifte Muskulatus dem M. quadriceps femoris und

Knochenmark aus dem Femur entnommen.
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Materialaufbereitung

Fixation / Pathologie

Die Gewebefixation erfolgte anfanglich Uber die gkgnservierung und spater mit Hilfe

der Formalinfixation.

Kryokonservierung

Die Kryokonservierung erfolgte in einer 4% Parafaliehydldsung. Ein enthommenes
Herz wurde in 20 ml der Lésung Uber Nacht bei 4é@ggert. Die Paraformaldehydlésung
besteht aus 0,8g Paraformaldehyd, 18 ml Aquadest, POXPBS und 4ul 10M NaOH.

Die Losung wurde bei 65°C gemischt und einen pHt\Wem 7,5 eingestellt. Das Gewebe
wurde am folgenden Tag in 3 gleichmallige Stluckehgetien und in flissigen Stickstoff
Uberfuhrt. Nachdem das Gewebe vollstandig erstart wurde es bei -80°C aufbewabhrt.
Mit Hilfe eines Kryomikrotoms wurden Schnittprapraangefertigt, die dann auf

Objekttrager aufgezogen wurden.

Formalin

Die Praparate wurden in einer 3.5% Formaldehydi@stiriert. Zur vollstdndigen
Durchdringung musste das Gewebe fur 24 Stunderein_dsung belassen werden. Im
Anschluss erfolgte die Zerteilung des Gewebes imgl@chgroRe Sticke und die
Einbettung in modifiziertes Paraffin. Zur Einbettuwurde das Gewebe nach Fixation in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert. NamhEhtfernung des Alkohols mittels
Xylol wurde das Praparat mit durch Erwarmung veslgtem Paraffin durchtrankt.
Anschlielend wurde das Gewebe mit einer Giel3formeimen Paraffinwachsblock
eingegossen, der nach Erkaltung aushartete. Mitwlses Mikrotoms wurden
anschlieBend Schnitte (3-6 pm) hergestellt, dieeinem warmen Wasserbad auf

Objekttrager aufgezogen wurden.

Histologische Farbung

Die Herzen wurden in drei Teile geschnitten, wotlas Infarktareal immer maoglichst

mittig durchschnitten wurde.
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In der Aufbereitung wurde das Gewebe in dinnen Behnauf Objekttrager aufgetragen

und routineméalRig Haematoxylin-Eosin (HE) gefarbt.

Zur Ermittlung von Lange, Breite und Tiefe des Narbereiches am Lichtmikroskop

wurden diese Schnitte mit der Elastica van Giesarbung gefarbt. Die Messungen

wurden von einem Kollegen durchgefuhrt, der keimstinisse Uber die Behandlungsart

des jeweiligen Tieres besal3, um moglichst objekbaten zu erhalten.

Immunhistochemie

Die Immunhistochemie besteht im Prinzip aus zwéir®en. In einem ersten Schritt wird
der primare Antikorper eingesetzt, der sich spgdifian das Epitop eines gesuchten
Antigens im Gewebe oder in der Zelle bindet, wobusich der Antigen-Antikérper-
Komplex bildet. Nach Entparaffinierung der Gewelbesite wurde auf die Objekttrager
der Proteinblock aufgetragen und der Objekttragemiindestens 20 Minuten bei 37°C
aufbewahrt. Um die Austrocknung zu vermeiden wurden Objekttrager wahrend der
Wartezeit in einem geschlossenen Gefald gelagetthese vorher auf 37°C erwarmt
worden war. Die Objekttrager wurden aus dem Gefiddoemmen, der Proteinblock
wurde entfernt, der primére Antikdrper vorsichtigfgetraufelt und fir mindestens 2
Stunden bei 37°C inkubiert.

Im folgenden Arbeitsschritt wurde der primare Abtier abgekippt und der Trager
wurde in Tris-Puffer gespllt. Es folgte das Aufeagdes sekundaren Antikorpers und
Inkubation bei 37°C an. Nach 30 min wurde der sdkum Antikdrper abgekippt, mit Tris-
Puffer gespilt und dasselbe Prozedere mit dendutentiAntikdrper durchgefuhrt. Hierbei
handelt es sich um einen StreptABKomplex/AP (Verdilmg: auf 1000u! 10plA und
10uiB).

Dieser wurde ebenfalls fur 30 Minuten bei 37°Ca@arh Objekttrager belassen.

In der Zwischenzeit wurde das Sigma fast red (thaliache Phosphatase), strikt nach
Empfehlung des Herstellers vorbereitet.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Objelg&ndaus dem Bad enthommen, und in
ein- zwischen jedem Waschschritt jeweils erneuerteis-Wasch-Puffer Uberfuhrt.

.Sigma Fast Red* wurde nun fur 10 Minuten auf denasBager belassen und
anschlie3end in ein Wasserbad fur mindestens 4 tetingestellt.

Alle Schnitte wurden nach der Prozedur mit einerakgkischen geschutzt.
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Die Immunhistochemie wurde mit den monoklonalenmrantikbrpern SMA, MHC,

Desmin und Troponin T durchgefiihrt nach o.g. Vosgeh

Auswertung

Die Auswertung der histologischen Praparate emolgiittels eines Olympus IX71
Invertoskops sowie dem Olympus Mikroskop BX-40 @eeiOlympus, Deutschland),
welches mit einem Kamerasystem und der analySI8v8# Version 3.2 (Soft Imaging
Systems GmbH, Munster, Deutschland) ausgestattet lvase Ausrustung erlaubt die
Gewinnung objektiver Messdaten z.B. Uber die Lamyejte und Tiefe des Infarktareals
oder die Anzahl kleinster Blutgefal3e im Untersugsameal. Es wurden zwischen 5 und
18 beliebige Abschnitten eines Praparates eindestadl jeweils 5 wiederum beliebig

ausgewahlte Bezirke analysiert.
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Ergebnisse

Zellmarkierung

CEDA,SE

Die Markierung der Zellen mit dem fluoreszierendeRarbstoff CFDA,SE
(Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl esteipte initial eine starke Intensitat unter
dem Fluoreszenzmikroskop, wobei die einzelne Zatler gut zu identifizieren war. Vor
allem die Zellen, welche mit den Konzentrationenu®@d 25uM angefarbt waren zeigten
eine starke Intensitéat, so dass mit diesen Konaeoen die Langzeitversuche begonnen
wurden. Allerdings konnte bereits nach drei Wochkeine Fluoreszenz mehr
nachgewiesen werden. Mehrere Kontrollversuche tigtsté dieses Ergebnis, so dass die

Zellmarkierung mittels CFDA, SE abgebrochen wurde.

BRDU und DAPI

Weitere Markierungsmethoden mit fluoreszierenderb$taffen wie BRDU und DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole) zeigten ebenfall®iee gute initiale Anfarbbarkeit der
Zellen mit vergleichbarem Ergebnis wie bei CFDA,8&ch 10 Wochen zeigten Zellen,
die unter Verwendung dieser beiden Farbstoffe geféuarden, keine Fluoreszenz mehr.

Endorem®

Endorem® wird haufig bei MRT-Untersuchungen als #astmittel verwendet. Es
handelt sich um nicht fluoreszierende superparaetegie Eisenoxid-Nanopartikel, die
in die Zelle aufgenommen werden. Endorem® eigneh sauch zur histologischen
Auswertung, da die Zellen gut angefarbt und nachVb@hen unter dem Lichtmikroskop
identifizierbar waren. Endorem® wurde erst zu Vehsende getestet, da initial ein

Fluoreszenzfarbstoff gesucht wurde, so dass Ergebmiur flr ein Tier vorliegen.
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eGFP

Der Versuch, mannliche rMSC anhand ihres Y-Chrommswor dem Gewebshintergrund
der weiblichen Empfangerherzen nachzuweisen, nmgsiBie von humanen Sequenzen
abgeleiteten Primer konnten bei Ratten nicht angdetewerden und die Generierung von
funktionierenden Ratten-spezifischen PCR-Primer eitette. Diese Methode hatte
zumindest den eindeutigen Beweis der Existenz (ldimam) Stammzellen im weiblichen
Herzmuskelgewebe ermdoglicht.

Aus diesem Grund wurden eGFP-markierte mesenchy8talamzellen eingesetzt. Diese
speziell mit eGFP-transfizierten Zellen wurden frélicherweise von Prof. Dr. B. Fehse,
Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf, Interdidiriire Klinik und Poliklinik far
Stammzelltransplantation, Forschungsabteilung ZeHd Gentherapie, zur Verfligung
gestellt. Die Zellen fluoreszierten auch nach tb@WwWochen noch so intensiv, dass eine
Detektion im nicht-fluoreszierenden Empfangergewphablemlos mdglich schien. Die
Identifizierung der MSCs sollte zunachst unter dEloreszenzmikroskop erfolgen.
Durch die starke Autofluoreszenz des Narbengewel@esdie Identifizierung einzelner
Zellen jedoch nicht méglich, da das Narbenareakst&luoreszierte als einzelne Zellen.
Die Anderung der Gewebefixierung von Kryokonsemigy auf Formalin erbrachte keine

Veréanderung der Problematik.

Effekte der Stammzellinjektion auf die GroRe des lfarktareals

Von den Zellversuchstieren (n=10) starb ein Tiemiitelbar intraoperativ, ein weiteres
starb innerhalb von 24 Stunden postoperativ. Benanderen Tieren zeigten sich keine
Komplikationen, die in irgendeiner Weise mit demmdgiff assoziiert gewesen waren
(z.B. Wunde am Hinterlauf bei einem Tier).

Nach Aufbereitung der Proben wurde die Vermessumgrudem Lichtmikroskop von
einem unabhangigen Untersucher durchgefihrt. (Tiab.

Es zeigte sich eine Reduktion sowohl in der Flaahedehnung des Infarktareals als auch
bei der Tiefe der Infarktnarbe. Hierbei konnte emtatistische Signifikanz bei der
Flachenausdehnung (p= 0.028), nicht jedoch beReeiluktion der Tiefe der Infarktnarbe
(p= 0.053) festgestellt werden. (siehe Abb. 4, & Mergleich der Myokarddicke zeigte
bei den transplantierten Ratten ein gréRerer Duedser; dieser war jedoch statistisch

nicht relevant (p=0.1).
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Kontrollgruppe (n=5)

eGFP-Gruppe (n=8)

Flachenausdehnung

des Infarktareals

7.634 +/- 1.826 pm

(mittlere Standardabweichun
Konfidenzintervall 95: 5.367;
9901)

5.246 +/- 1.557um

y(mittlere Standardabweichung,
Konfidenzintervall 95: 3.945;
6.548

Tiefe der Infarktnarbe

390 +/- 164 um

(mittlere Standardabweichun
Konfidenzintervall 95: 186;
594)

237 +/- 94 um
j(mittlere Standardabweichung,
Konfidenzintervall 95: 158: 315)

Dicke des Myokards
(Durchmesser an der
grof3ten linearen
Ausbreitung des
Infarkrareals)

1.869 +/- 289 pm

(mittlere Standardabweichun
Konfidenzintervall 95: 1.510;
2.227)

2.269 +/- 439 um

y(mittlere Standardabweichung,
Konfidenzintervall 95: 1.901;
2.636)

Tab.1l: Gegeniberstellung der Messdaten Uber dif&dadiusdehnung der Infarktareale (Lange, Tiefe,

Dicke) von Kontrollgruppe vs. eGFP-Gruppe (compusstiitzte Messung mit Soft Imaging

analySIS- Software an Olympus BX-40 Mikroskop)

Abb.: 3a
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Abb.: 3b
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Abb.3: Grafische Darstellung des Effekts der dieaekintra-myokardialen Injektion von mesenchymalen

Knochenmarkstammzellen auf die GroRe der Infarkimdoei transplantierten Tieren vs. Medium-

behandelter Kontrolltiere: (a) Flachenausdehnursglarktareals, (b) Tiefe der Infarktnarbe,

(c) Dicke (Durchmesser) Myokard
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Abb.4: Normales (gesundes) Myokard (dunkelgriin) WNwtbenareal (hellgrin) eines Tieres aus der

Kontrollgruppe (fluoreszenzmikroskopische Aufnahiiergroéferung x400)

Abb. 5: Normales (gesundes) Myokard (dunkelgrinyl Wharbenareal (hellgriin) eines transplantierten

Tieres (fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, VergréiRg x400)
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Immunhistochemie

Zur Klarung der Frage inwieweit der "homing effdatw. das Mikromilieu innerhalb des
Herzens in der Lage ist, die eingebrachten MSC iohtBng einer ,myogenen®
Differenzierung zu beeinflussen, wurden immunhis&oische Analysen mit den
muskularen Markern MHC (myosin heavy chain), SMAn¢®th muscle actin) und
Desmin durchgefihrt.

Die meisten in der Immunhistochemie eingesetztemakionalen Antikérper sind
spezifisch fir den Menschen. Da Mensch und Ratteeme geringe Artverwandtschaft
verbindet, funktionieren nur wenige human spedifgsmAbs an Rattengewebe.

So gelang es innerhalb von eGFP positiven Trantgilansareale eine Expression friher
myogener Strukturproteine wie Desmin und SMA naaleisen (Abb. 6-8) nicht jedoch
fur MHC. Die starke Autofluoreszenz des Narbenareals betimd=ne einwandfreie
Auswertung mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie .z&rheblich. So war z.B. die
Auswertung einer parallelen Markierung der mesenwign Stammzellen mit SMA oder
Desmin neben der eGFP-Fluoreszenz als Nachweisxteakorporalen Herkunft der
Zellen leider unmaoglich.

Der Nachweis von Troponin-T und T-C, deren Expm@ssauf einen funktionierenden
Kontraktionsapparat hindeuten wirde, gelang nurAzeicytidin-induzierten MSC in der
Zellkultur.  Somit muss davon ausgegangen werden,ss daweder unter
Zellkulturbedingungen noch  durch den ,homing effectinnerhalb des
Herzmuskelgewebes eine Transdifferenzierung vorudegifen Vorlauferzelle (MSC) in
einen kontraktionsfahigen Kardiomyozyten stattfind&llerdings deuten die in-vitro
Ergebnisse auch darauf hin, dass besondere Kuillidpengen eine myogene

Differenzierungsrichtung induzieren konnen, diemlings auf einer frihen Stufe stoppt.
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Abb. 6: Immunhistochemie mit MHC (myosin heavyait}) an einem eGFP positiven Zellnest

(VergroéfRerung x400)

Abb. 7: eGFP positive Zellen im Myokard eines trdastierten Tieres (fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme, VergtRerung x400)
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Abb.8: Ausschnitt aus Abb. 7; eGFP positives Aredit einzelnen fluoreszenz-optisch fur Desmin
positiven MSC (VergréfRerung x200)
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Diskussion

Uberlegungen zum Zelltyp: MSC und myogene Regenerian

Zum Zeitpunkt der Themenstellung dieser Dissenmagab es lediglich Untersuchungen
Uber das regenerative Potential von ,unaufgerenigknochenmark” einerseits und der
hamatopoetischen Subpopulation des Knochenmarkereuseits. Uber die andere groRe
Subpopulation - namlich die mesenchymalen Knochekstemmzellen (MSCs = CD34-)
waren nur sehr sparliche Daten vorhanden. Auchetleutdie an den erstgenannten
Zellgruppen gewonnenen Befunde eher auf den Wirkien@smus einer gesteigerten
Angiogenese hin. Von den MSC war beschrieben, digse-vitro in Osteo-, Chondro-
sowie Adipozyten differenzieren kdnnen. Auch wae dixpression myogener Marker
unter bestimmten Kulturbedingungen moglicd2,( 63. Im Gegensatz zu den HSCs
gelang bei den MSCs der Nachweis der Integratidrzellularer Ebened7, 55, 57, 8B
DarlUber hinaus beobachteten Rasmusson e63)l.s(ark abgeschwéchte graft vs. host
Reaktionen (Abwehrreaktion des Korpers gegentbemden Zellen oder Geweben).
Diese Beobachtung ist von groRem Interesse, weilitdanter gewissen Umstanden ein
therapeutischer Einsatz korperfremder Zellen mduegerter (oder gar ganz ohne)
Immunsuppression, denkbar ware.

Bei in-vitro Versuchen konnte nachgewiesen werdass MSC bei der Wahl geeigneter
Kulturbedingungen in unterschiedliche Zelltypen Wigochen-, Knorpel-, Fett- und sogar
in Herzmuskelzellen differenzieren konn@6,(37, 55, 59, §7 Auch die Expression von
.atrial natriuretic peptide* (ANP), ,brain natriuie peptide* (BNP), ,myosin heavy
chain® (MHC) sowie ,myosin light chain® (MLC) konat in mehreren Studien
reproduziert werden und lasst auf eine myogeneem@fizierung schlie3er6?). Trotz
vielfacher Versuche in anderen Laboratorien ist Alireztichtung von funktionsfahigen
Kardiomyozyten nur Tomita et al77) gelungen. Die Versuchsergebnisse von Tomita
mussen angezweifelt werden, denn die in-vitro Défifizierung von Kardiomyozyten aus
MSC erscheint zumindest auf die beschriebene Ad Wveise nicht durchfiihrbar.
Maoglicherweise ist der Mechanismus Uber den Starflemeéhre Wirkung entfalten ein
anderer. So kdnnte der enge Kontakt zwischen Statlerund Herzmuskelzelle oder die
Produktion von Botenstoffen durch die Stammzellede( angeregten Kardiomyozyten)
eine myogene Differenzierung der Stammzellen inehen (1).
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Insbesondere die Frage ob MSC im Mikromilieu deszbgewebes (,homing effect) in
der Lage sind in Kardiomyozyten zu transdiffereremeoder auf eine andere Art die
Neubildung von Herzgewebe induzieren konnen, fulete dem Entschluss, die

mesenchymalen Stammzellen (MSC) als Studienobjeddiavahlen.

Versuchskonstellation

Vordifferenzierung der MSC: Komplexitat der Signalkaskaden noch nicht
entschlisselt

Es scheint ,Myokard-interne* Signale zu geben,die Differenzierung einer Stammzelle
eine Richtung (vor)geben konnteR6). Die Entschlisselung dieser Signale hétte einen
grof3en therapeutischen Nutzen, wenn es z.B. gefanggonsfahige Kardiomyozyten in-
vitro zu Transplantationszwecken in beliebiger Merg zichten. Hiervon allerdings ist
man momentan noch weit entfernDie blosse Ko-Kultivierung von MSC mit
Kardiomyozyten reicht jedenfalls bei weitem nichisaum das Herz-Mikromilieu zu
simulieren. Ob Zellen durch die Kultivierung mit Bz. Kardiomyozyten auch
Eigenschaften verlieren, wie z.B. die Empfanglichki@ die kdrpereigenen Signalstoffe,
konnte bisher auch noch nicht ausgeschlossen wemaninsgesamnhoch zu wenig
Wissen Uber die benétigten Signale/Zellen vorhétysist eine Vordifferenzierung erst
sinnvoll, wenn klar ist, welche Zellen oder Zelieyp fir eine effektive
Regeneration/Reparatur des geschadigten Herzgewetwesndig sind.

Mittels Immunhistochemie konnten in dieser Arbe#&t&h erhoben werden, die darauf
hindeuten, dass mesenchymale Stammzellen (MSC) bestémmten Kulturbedingungen
myogene Eigenschaften entwickeln kdnnen. Die Transation dieser MSC in das
geschadigte Myokard eines Versuchstieres (Ratt)e leine signifikante Reduktion der
Ausdehnung der Infarktflache zur Folge. Auch Toneital. 77, 7§ applizierten Zellen,
welche mit 5-Aza vorbehandelt wurden, einer Sulzstadie eine myogene
Differenzierung fordert. Positive Effekte in Bezagf die Herzfunktion wurden bei der 5-
Aza-Gruppe festgestellt, nicht jedoch bei der Staellgruppe ohne 5-Aza. Im Gegensatz
zu unseren Versuchen wurden die Zellen jedoch \@est Wochen nach dem Infarkt
appliziert. Zu diesem Zeitpunkt sind die parakrirfeignalstoffe andersartig als direkt

nach dem Infarkt. Somit ist es mdglich, dass unbdéke, potente Zellen bei friher
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Applikation positive Effekte auf das Herz haberghtijedoch, wenn die Umbauprozesse
schon im fortgeschrittenen Stadium sind.

Tomita et al. fanden nach der Inkubation von MSQG &Aza nicht nur Troponin |
positive Zellen, sondern beschrieben sogar spoktarrahierende Kardiomyozyten.
Allerdings wurde in zahlreichen Labors versuchgsds Ergebnis zu reproduzieren. Bis
heute sind alle Versuche gescheitert, so dass lfeitvweerden darf, dass die alleinige
Gabe von 5-Aza ausreicht, um MSC zu reifen Kardiomyten zu differenzieren. Wie
bereits erwahnt sind die Signale umliegender odeh aveit entfernt liegender Zellen
wichtig fur die Differenzierung von Vorlauferzell§7). Durch die Kokultivierung mit
Kardiomyozyten bilden Stammzellen eine homogeneuRdipn (homing effect) und
zeigen frihe myogene Entwicklungsstufen. In keinEall ist es allerdings bisher
gelungen, mit Hilfe einer Kokultivierung und/oderarpkrinen Signalen 3@) aus
undifferenzierten oder pra-differenzierten Knocharkstammzellen funktionsfahige

Kardiomyozyten zu generieren.

Zellisolierung, Lagerung und Qualitatskontrollen

Um in Bezug auf die Terminierung der Herz-OP beai &Ratten (Anasthesie und Mini-
Thorakotomie) ein Hochstmalf? an Flexibilitat zu hghveurde zunachst Knochenmark aus
den Femuren genetisch zu nahezu 100% gleicher 8pemd isoliert und prapariert.
Anschlie3end erfolgte eine selektive Expansion BKC in der Zellkultur Uber 2-3
Wochen sowie die Transfektion mit eGFP zu Markigamwecken. Sobald ausreichend
eGFP-MSC vorhanden waren, wurde die Kultur abgétaocdie Zellen eingefroren und
bis zum OP-Termin in flissigem Stickstoff gelagerProliferationsanalysen,
Vitabilitatstests, FACS-Analysen sowie die Immunbthemie der MSC bezlglich
myogener Marker zeigten, dass weder das EinfridrerZellen negativ beeinflusst, noch
ihre Differenzierungskapazitat verloren geht, wientbouts et al. postuliere54). Die
eGFP-Transfektion sowie Tests an den MSCs wurdam#licherweise von Herrn Prof.
Dr. B. Fehse und Frau PD Dr. C. Lange, UKE, Intigilinare Klinik und Poliklinik fur

Stammzelltransplantation, durchgefihrt.

Infarktmodell: ,Kryoverletzung vs LAD-Ligatur*

Unzweifelhaft ware fur die Simulation eines Infamldignisses in der Ratte eine Ligatur

der LAD die physiologischste Losung gewesen. DMsgehensweise hatte jedoch zwei
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wesentliche Nachteile gehabt. Erstens die schvdefgirchfihrung der Ligatur im
Rahmen eines mikrochirurgischen Eingriffs (verkniphit wahrscheinlich hoheren
Verlustraten) und zweitens die unterschiedlichefarkigré3en, bedingt durch das von
Tier zu Tier variierende Versorgungsgebiet der LA®i den Gruppen, die bei Ratten
eine Ligatur der LAD durchgefuhrt habe?9( 33, 36 fehlt der Nachweis, wie grol3 das
ursprungliche Infarktgebiet (bzw. das LAD-Versorgagebiet) war. Bei mini-pigs konnte
die Infarktgré3e mittels MRT, also unter erhOhtexohhischen Aufwand, nachvollzogen
werden 5). Die Versuchskonstellation &hnelt den Bedingungender Klinik und
ermdglicht die Erhebung von Kklinischen Daten mitsamiel3ender histologischer
Begutachtung. Dies war in unseren Kleintierversaateht moglich.

Fur den angestrebten Vergleich der zelltherapéngisbehandelten gegentber den
Placebo-Tieren war die Generierung maoglichst glegobl3er und damit vergleichbarer
Defektgrof3en essentiell. Aus genannten Griindenevdather der Kryolasion der Vorzug
gegeben, obwohl man hier, in Bezug auf die Ablaufié&e schlussendlich zum
Myokardinfarkt fihren, sicher nicht von einer exakiSimulation des Infarktgeschehens
sprechen kann.

Durch den Einsatz des 3x6mm groRen Stempels korsate bei allen Tieren
(zellbehandelten wie Kontrolltieren) eine Lasionrgleichbarer Grof3e gesetzt werden.
Dies ist die Grundvoraussetzung fur eine objekBearteilung der Auswirkungen der
unterschiedlichen Behandlungsarten auf die Defékigyr

Uberdies wurden Tiere vergleichbaren Alters vervet¢ndo dass die Unterschiede in der
HerzgroRe der Ratten keine entscheidende Rolldtepieln Patientenstudien ist die
Verteilung durchaus heterogener. Dartber hinawsrtrieier die Gefal3verschlisse an ganz
unterschiedlichen Stellen im Koronarsystem auf. Kerschluss im Abgangsbereich
(=vorderer Anteil) des GefalRes richtet einen gréfRe&chaden an, als ein Verschluss im
peripheren (=hinteren) Anteil des GefalR3es. Hiertdbesr in der Ausdehnung der
Infarktgebiete erhebliche Diskrepanzen. In der Bhaach dem Infarkt kann eine
Genesung des Patienten, der z.B. weiter rauchtleddler sein als bei einem
Nichtraucher, gleiches gilt fur Diabetiker oder iBaten mit Ubergewicht. Zwangslaufig
sind die Ergebnisse der Nachkontrolle somit auch d@sen Faktoren beeinflusst und
erschweren die Beurteilung des Effekts der Stamoedes.

Versuchsdauer

In den verschiedenen Publikationen differiert deeoBachtungszeitraum zwischen

Zellgabe und Abbruch der Versuche zum Teil erhébli@rlic et al. $6) beschreiben eine
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Besiedlung des Infarktareals mit neu gebildeten Rdlzellen innerhalb von 9 Tagen.
Auch dieses Ergebnis konnte so nicht reproduzierden. Bei Wang et al88) zeigte
sich, dass ein Mindestbeobachtungszeitraum von Wecchen unerlasslich ist. Mit
einigem zeitlichen Puffer wurde unser ,Follow-upifainen Zeitraum von 10 Wochen
festgelegt. Nach Ablauf dieser Zeitspanne erfotliieOrganentnahme mit einer genauen
Begutachtung des Kryoinfarktareals. In den hietiggenden Untersuchungen konnte am
Ende des Versuchszeitraums weder eine ,Bedeckuesyirdarktareals mit Muskelzellen,
noch die kardiale Differenzierung der injizierteellén beobachtet werden. Allerdings
konnten nach 10 Wochen lokal begrenzte Areale geflarwerden, in denen sich eGFP
positive Zellgruppen in das Myokard integriert batt Zudem gelang der Nachweis von
myogenen Markern bei diesen Zellen. Hinweise ané ddifferenzierung von MSC in
funktionsfahige Herzmuskelzellen konnten jedoclhztadler Bemihungen nicht gefunden
werden. Bei den Patientenstudien ist ein wesentfiogerer Nachbeobachtungszeitraum
realisierbar. Auch mussen hier andere EndpunktégdlEgt werden, als in den

Tierversuchen.

Klinische Aspekte: Von der Zellapplikation bis zur Auswertung
funktioneller Veranderungen

Zeitpunkt der Zellapplikation

Unmittelbar nach einem Myokardinfarkt beginnen im erkgewebe bereits
Umbauvorgange. In der ersten Stunde bildet sichMyiokardfaserddem aus und nach
vier Stunden kommt es zur Koagulationsnekrose. N24¢hStunden bildet sich der
leukozytare Randsaun3)( Ob und wenn ja wann welche Signale ausgeschirgeden,
um korpereigene Reparaturzellen zu mobilisieren, neht bekannt. Es gibt die
Hypothese, dass im Falle eines Gewebeschadens im rzenmde
.Selbstreparaturmechanismen® wirksam werden, dier dileim Menschen nur noch
rudimentér vorhanden sind. Unter der Voraussetzdags daran auch Stammzellen aus
dem Knochenmark beteiligt sind, entstand die Vdstg die zu Reparaturzwecken
bendtigten Zellen aus dem Knochenmark zu isolierehdirekt in das ischamische Areal
zu transplantieren, um damit die organeigenen 8elimaturmechanismen zu

unterstitzen.
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Von nicht unerheblicher Bedeutung ist der Zeitputhdt Zellapplikation. Pittenger et al.
(60) haben intravends funf Millionen MSCs zu untersdhtichen Zeitpunkten appliziert
und die Anreicherung im Myokard verglichen. Bei éesten Gruppe von Versuchstieren
erfolgte die Zellgabe in der unmittelbaren Repedisphase, bei der zweiten Gruppe
zwei Wochen nach dem Myokardinfarkt. Eine Anreicimgy der Zellen im Myokard
zeigte sich nur in der ersten Gruppe. Auch wennupseren Versuchen keine spatere
Zellapplikation verglichen wurde, so zeigte sich emittelbarer Applikation nach dem
Infarkt eine (dauerhafte) Anreicherung von Zellen Myokard. Forrester et al22)
injizierten unbehandelte MSCs nach vier Wochent deigte sich eine Stabilisierung der
Herzfunktion, jedoch keine Verbesserung. Ein méglicGrund hierflr konnte sein, dass
in dieser Untersuchung zwar MSCs benutzt wurden,disem Zeitpunkt aber die
zusatzlich notwendigen koérpereigenen Signalstoitatrmehr (in ausreichender Menge)
gebildet werden.

Eine zeitnahe Applikation der Zellen erscheint aen Grunde sinnvoll, weil die
Umbauvorgdnge am Herzen nach einem Infarkt und NBebenbildung zu diesem
Zeitpunkt noch nicht abgeschlossen sind. Es gibiMdise, dass eine rasche Zelltherapie
das Remodeling erheblich bremsef9,( 76§ und damit einer Vergro3erung des
ischdmischen Areals entgegen wirken kaBB).(Bei mehreren Versuchen zeigte sich,
dass SDF-1 vor allem am ersten Tag nach InfarkRagien im Myokard gebildet wird.
SDF-1 spielt eine wichtige Rolle in der Chemotaxier Stammzellen, so dass die
Wahrscheinlichkeit der zellularen Integration inydWard wahrscheinlicher ist, solange
SDF-1 exprimiert wird 7, 43. Unterschiedliche Ergebnisse zeigten sich bei i@ um.
Gabe der Zellen. Bei der i.v. Gabe scheint die 30Expression besonders wichtig zu
sein, denn hier zeigten sich die besten ErgebrbsseApplikation am ersten Tag, bei
Vergleichen von i.m. Zellgaben wurden die bestegeBnisse erzielt, wenn die Zellen 1
Woche nach einem Herzinfarkt gegeben wurd®h 83. Schéachinger et al68) stellten
eine signifikante Verbesserung von klinischen Patam bei den Patienten fest, die
Knochenmarkzellen ab dem fiinften Tag nach Reperfusihalten haben. Bei Menschen
differiert die Expression von SDF-1, VEGF und F@tatere fur Angiogenese zustandig)
im Vergleich zum Tier, hier befindet sich der Zemjt der maximalen Expression
zwischen drei bis vier Wochen nach einem Infarld kiénnte mit den Beobachtungen der
besseren Ergebnisse nach verzogerter Zellinjekoorelieren 76, 89.
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Application route: Abwdgung zwischen invasiver OP nd medikamenttser
Stammzellmobilisation

Fur das Einbringen von Stammzellen ins Herz gibterschiedene Mdglichkeiten. Eine
der elegantesten Arten (und am wenigsten invadietmoden) ist die Mobilisierung von
Knochenmarkstammzellen durch G-CSF (Granulocytergoktimulating factor)36, 55,
58). Durch die Gabe von G-CSF werden Stammzellen modienmark zur Proliferation
angeregt und gelangen uber das Blutgefal3systenzuna.Zielort Herz. Es zeigte sich
jedoch, dass G-CSF die Bildung von Thromben, bime ®estabilisierung von Plaques
in GefalRen verursacht, dies erhéht sowohl das kfarki- als auch das Schlaganfallrisiko
betrachtlich. Damit erscheint hier das Risiko grofdés der Nutzen einer G-CSF-
Mobilisierung, insbesondere bei solchen Patientehe Dbereits vorbestehende
GefalRveranderungen zeige3b), Zudem zeigt sich bei der Zytokintherapie mit GFC
das Phanomen der Zellfusion von Stammzellen mitdidanyozyten, wenn auch die
Fusionsrate an sich gering isb2]. Diese Zellen besitzen jedoch den vierfachen
Chromosomensatz und sind somit als atypisch aneas&elbst wenn diese Zellen keine
direkten negativen Auswirkungen zu haben scheiig¢res doch sehr fraglich, ob diese
abnormen Zellen sich an einer Verbesserung derdéistiung beteiligen konnen.

Zur Erzielung des moglichst sicheren Verbleibs delten im Myokard, infarktnah und
mit geringen Zellverlusten, erfolgt das Einbringeon Stammzellen ins Herz in den
meisten Tierversuchen auf direktem Weg. Dabei @btdrei Varianten: die intra-
muskulare (i.m.) Injektion und zwar von epikardfalittels Spritze wahrend einer Herz-
OP), die intra-koronare (i.c.) Infusion Uber einderzkatheter in das wiederertffnete
Herzkranzgefald oder die i.m. Injektion mit Hilfes®tdOGA-System (Biologics Delivery
Systems, USA). Bei einer intra-koronaren Injektsamd weniger Zellen im Zielgewebe zu
erwarten als bei der gezielten Injektion ins Myakakllerdings ist fir den Patienten die
direkte Injektion ins Herzmuskelgewebe Uber einer@kotomie, die Eroffnung des
Brustkorbes, so wie sie hier im Tierversuch durchige wurde, weitaus belastender als
die Applikation mittels des NOGA Kathetersystemt ohém von endo-kardial aus intra-
myokardial appliziert werden kann. Diese Methodedvinei Patientenstudien genutzt, um
die Zellen nach einer exakten computer-gestutziari¢fung des Infarktareals gezielt zu
platzieren §, 39.

Bei der intra-koronaren Applikation werden die Z2all distal der aufgeweiteten
GefalRengstelle infundiert. Wahrend der Infusiondvadas Gefal kurzzeitig blockiert, um
einen ,Reflow” zu vermeiden. Auf diese Art und Weigelangen die Zellen in den

Bereich des ischamischen Areals und haben die @€hant Ende der feinsten Kapillaren
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in das Gewebe Uberzutreten und sich dort zu irgegmi Auch ist die Gefahr, dass die
Zellen aufgrund mangelnder Blutversorgung abstertvenimal. Bei vielen Patienten gibt
es allerdings in den feinen Aufastelungen des Gefd@fis weitere Engstellen, die
Katheter-technisch nicht mehr behandelbar sind.b&steht eine betrachtliche Gefahr,
dass die Zellen vor Erreichen des eigentlichengéigletes nicht mehr weiterkommen,
weil infolge der hoch viskésen Zellsuspensionen mgti&efal3verschliisse entstanden sind
(42).

In den meisten Patientenstudien wurden die Zelldper Gidie intra-koronare
Applikationsroute verabreichb8, 54, 66, 86 Im Rahmen von klinischen Studien konnte
schlie8lich auch nachgewiesen werden, dass int@ako applizierte Zellen aus dem
Koronargefal3system in den Infarktbereich einwan@2rn Daten aus klinischen Studien
mit intra-koronarer Zellapplikation konnten zeigetgss nur eine geringe Anzahl von
Zellen Uberhaupt im Myokard verbleibe?l( 28, 42. Daher muss man die Frage stellen,
ob die intra-koronare Applikation fur die erhdhte Auswasef von Zellen aus dem
Herzen verantwortlich sein kann und ob im Gegensizu die intra-myokardiale
Applikation eine hohere Rate an Zellen in der Ikti@gion ermdglicht.

Eine wesentlich invasivere Methode ist die Veratireng der Zellen Uber eine i.m.
Injektion mittels Spritze von der Herzaul3enseitpik@dial) in das Myokard. Beim
Patienten findet dies im Rahmen einer Herz-OP .shattKlein- und Grof3tiermodell
verschafft man sich Uber eine laterale Mini-Thotakde Zugang zum Herzen. Im hier
vorgestellten Kleintiermodell der Ratte ist es tumie Gro3enverhaltnisse auch die
einzige Applikationsmdglichkeit. Dartber hinaus thesl die Erwartung beztglich des
~ochicksals der Zellen* im Myokard so viele Datenewmdglich zu sammeln. Die
Vorstellung war, die Zellen mdglichst in der Infadndzone zu injizieren, und nicht
direkt in das ischamische Myokard, um ein Absterliemch mangelnde Blut- und
Nahrstoffversorgung zu verhinderd4j. Somit sind die Zellen nichganzlich ,vom
Nachschub abgeschnitten®. Im Falle des Einwanderdss eigentliche Infarktareal ware
zudem nur eine kurze Wegstrecke zuriickzulegen.

Aufgrund der beschriebenen Problematik der Detektler eGFP-markierten MSC vor
dem Hintergrund der starken Autofluoreszenz desb&layewebes, wurde ein weiterer
Markierungsversuch mittels Endorem® (Roche, Delgsat) unternommen. Bei diesem
Reagenz handelt es sich um Eisenoxidpartikel, mieReahmen einer Zellkulturpassage
von den Zellen aufgenommen wurden. Auf diese Ad Weise konnte in dieser Arbeit

belegt werden, dass Endorem® markierte Zellenudseringlich in das Periinfarktareal
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injiziert wurden, tatsachlich selbst auch in denreBsh der Kryol&sion einwandern.
Mdoglicherweise ist dies der Grund, warum die imtrgekardiale Injektion insbesondere
der intra-koronaren Applikationroute Uberlegenustl zudem signifikante Unterschiede
zwischen transplantierten und Placebo-Tieren f#isr waren. Die Neubesiedlung des
Infarktareals mit kontraktionsfahigen Zellen wurdeht beobachtet. Jedoch konnten
fluoreszierende Zellen eines frihen myogenen Daffeirerungsstadiums identifiziert
werden. Dieses Ergebnis konnte darauf hindeutess dee MSC im Gegensatz zu den
HSC (hamatopoetischen Stammzelles))( ein eher myogenes Differenzierungspotential

besitzen.

Identifizierung und Schicksal der dauerhaft verblidbenen Zellen im Herzen

Um den Verbleib, eine Migration der Zellen, sowieucla mdgliche
Differenzierungsvorgdnge nachvollziehen zu konnesrschien eine dauerhafte
Markierung der Zellen zur eindeutigen Identifiziegu im Gewebeschnitt sinnvoll.
Anfangliche Versuche mit fluoreszenten Zellmarkregsfarbstoffen wie DAPI oder
BRDU erwiesen sich als ungeeignet fir unsere Zwedee nach 10 Wochen keine
Fluoreszenz mehr nachweisbar war. Einige Grup@én &3 haben lhre Zellen zwar mit
DAPI markiert, die Versuchsdauer betrug aber aueh*,vier Wochen. Amado et al5)
haben MSCs mit DAPI markiert und konnten diese lagis@end sogar nach acht Wochen
noch detektieren. Dieses Ergebnis ist aufgrundhasrvorliegenden Untersuchung nicht
nachvollziehbar. Gemein haben die Versuche, beemddAPI verwendet wurde, dass
fortgeschrittene myogene Differenzierungen beolsohtirden, u.a. positive Ergebnisse
fur Troponin T, welches sich in unserer Arbeit ninohchweisen liel3. Denkbar ware, dass
hier ein mdgliches ,leakage” stattgefunden hat, DAPI wurde an ortsstammige Zellen
abgegeben und diese falschlich als myogen diffezelez MSCs gewertetBeide
Fluoreszenzfarbstoffe (DAPI und BRDU) stehen zudenter Verdacht, durch lhre
Interaktion mit der Zell-DNA zellschadigende Effektu verursacher39).

Pro Tier wurden insgesamt ca. 1,4 Mill MSC in fiumterschiedliche Injektionsorte in die
Randzone rund um die Infarktnarbe verabreicht. IBroatisch war die Bestimmung der
tatsachlich im Myokard verbliebenen Zellen, da esmehreren Zeitpunkten Zellverluste
gibt:

Unsere eigenen Untersuchungen haben ergeben, nl@ssungiinstigen Bedingungen bei
einer intramyokardialen Injektion direkt in das lsgfende Herz bis zu 50% der Zellen

wahrend der Systole wieder aus dem Einstichkarralisgepresst werden, bzw. weil3 man
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heute, dass unter ungunstigen Umstanden innerhaiiper Stunden tGber 60% der Zellen

aus dem Myokard verschwunden sird)( Dariiber hinaus ist davon auszugehen, dass

durch mangelnde Blutversorgung und fehlende Integran das Zielgewebe innerhalb
der ersten Tage nach Zellapplikation weitere Zellerioren gehen. Nach einem Zeitraum
von acht Wochen konnten bei den Versuchen mit Eamd@-markierten MSCs ein

Verbleib im Myokard von 42,4%+/-15 festgestellt den 5).

Die Beobachtung, dass nur ein kleiner Teil der wirsglich injizierten Zellen im

Transplantationsareal verbleibt, fihrt zu folgentderlegungen:

1. Da es bisher noch nicht gelungen ist eine asrde Menge an Zellen dauerhaft
im Herzen zu deponieren, konnte noch keine entdehde Verbesserung der
Herzleistung herbeigefihrt werden.

2. Die letztlich geringe Anzahl an injizierten el steht in keinem Verhéaltnis zu der
tatsachlich  erzielten Verminderung der Infarktflach oder der in
tierexperimentellen  Untersuchungen sowie Patietuden festgestellten
Funktionsverbesserung des Herzet®).(

Wenn die Verbesserung/Veranderung der Herzfunkticht von der Zellzahl abhéngig

ist, dann mussen an der urspriinglich angenommegpothese, dass die Zellen sich in

Herzmuskelzellen umwandeln, bzw. dass Funktion®gsdrungen direkt proportional

sind mit der Menge an injizierten Zellen, Zweifelgemeldet werden. Allerdings ist auch

ein alternativer indirekter Wirkmechanismus denki&o konnte z.B. die Ausschittung
von Signalstoffen (parakrine Mechanismen) die titesnigen Zellen in ihren

Reparaturaufgaben unterstitzdrr,(49. Zielprozesse sind auch hier die Mechanismen,

die dem Herzen helfen sich zu regenerieren wie zdse Steigerung der

Neovaskularisation?@) und die Reduzierung oder Verhinderung des Renragléll).

Funktionsmessung

Die Beurteilung der Herzfunktion erfolgt bei Patemstudien in der Regel mit Hilfe der
Herzultraschalluntersuchung (Echokardiographie) rodeim Rahmen einer

Koronarangiographie. In beiden UntersuchungeniesHagrzauswurfleistung (EF=ejection
fraction) der Messparameter. Modernere bildgebérelgahren zur Bestimmung der EF
sind z.B. das kardio-MRT oder das MFI (Magnetfafthging). Die Ergebnisse bezuglich
der Herzfunktion bei den Patientenstudien zeigee grof3e Varianz. Bei der ASTAMI-
Studie @1) zeigt sich eine Verbesserung bei BelastungszeitHardfrequenzrate, jedoch

keine Verbesserung der Symptome der Herzinsuffzzi8chachinger et al6{, 69 geben
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in lhrer Studie nach vier Monaten eine signifikamMerbesserung der LV-Funktion an,
allerdings fehlt die Vergleichsgruppe, die keindlefe erhalten hat. Beim follow-up im
Boost-Trial (Injektion von gereinigten Knochenmaghken) konnte im Vergleich zur
konventionell behandelten Patientengruppe, nachssedonaten eine signifikante
Verbesserung der EF mittels Kardio-MRT nachgewieserden 19), 18 Monate spater
waren diese signifikanten Unterschiede zwischenZédr und Placebogruppe nicht mehr
nachweisbar4g).

Im Gegensatz zu echokardiographisch gewonnen Eiggem ist die mikroskopische
Vermessung des Infarktareals besser objektiviedsmdie Echokardiographie selbst eine
Untersucher-abhéngige Interpretation der Messdatgfisst. Somit muss hier fur eine
moglichst verblindete Beurteilung durch echokardipdpisch erfahrene Arzte gesorgt
werden.

Die Funktionsmessung mittels Echokardiographieneewen Tierversuchen wurde nach
mehreren frustranen Versuchen verworfen. Es konmigine aussagefahigen Bilder
erhoben werden, da die verwendeten SchallkopferaB §ir Ratten waren. In dieser
Arbeit war es nicht moglich eine Korrelation zwisohder Herzfunktion und Infarktgroe
herzustellen. Da in der Immunhistochemie nur frithggene Marker positiv waren, ist
von einer Verbesserung der EF - zumindest aufgnend gebildeter Kardiomyozyten -
nicht auszugehen. Gruppen wie Orl&5) gelang im Kleintiermodell die Erhebung von
echokardiographischen Daten. Diese zeigten eindbégserung des enddiastolischen
Drucks im linken Ventrikel.

Exakte und vor allem objektive Daten Uber den Hffekwie Hinweise Uber einen
maoglichen Wirkmechanismus von Vorlauferzellen inrzém, konnten mittels Computer-
gestitzter Morphometrie am Mikroskop erhoben wer@@ilympus BX-40 mit Software
analySIS, Ver. 2.0). Dabei stand die BestimmungAdesdehnung der Infarktflache und —
tiefe im Vordergrund. Zwei unabhéngige Untersucfidgiten die lichtmikroskopische
Vermessung an gefarbten Gewebeschnitten durch, d¢lermtnis dariber, welches
Praparat zu welchem Behandlungsarm gehdort. Im ¥etgl zu einem Befund im
Herzultraschall unterliegen die histologischen Brape keiner weiteren Veranderung
mehr. Allerdings kann aus den Messdaten weder Aussage Uber das Befinden (des
.Patienten®) noch eine tatsachliche Funktionsvesbasg abgeleitet werden. In der
vorliegenden Arbeit konnte der Nachweis einer digante Reduktion der
Flachenausdehnung des Infarktareals (p=0.028) e gelltransplantierten Tieren

erbracht werden. Die Tiefe der Infarktnarbe (p=B)d%owie die Dicke (Durchmesser) des
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Myokards (p=0.1) am Punkt der grof3ten Infarktausdely zeigten ebenfalls bessere
Werte fur die transplantierten Tiere, ohne allegdirstatistische Relevanz zu erreichen.
Damit konnte diese Arbeit Daten liefern, die zeigdass mesenchymale Stammzellen
(MSC) den Prozess des ,Remodelings® vermindern uwld Herzregeneration

unterstitzen. Darlber hinaus scheinen die Zellem Reparatureigenschaften durch die
Kultivierung nicht zu verlierenAllerdings misslang es eindeutige Hinweise auf den

Wirkmechanismus der MSC zu erarbeiten.

Bestimmung der Anzahl der Blutgefalie

Bei der Auszahlung der Gefal3e innerhalb der tramsigiten Herzareale zeigte sich im
Vergleich zu den unbehandelten Myokardregionen ieneBh der Injektionsstellen in
etwa eine Verdoppelung der GefalRanzahl. Allerdirefsdies sowohl auf die Tiere zu, die
zelltherapeutisch behandelt wurden, als auch augjemigen, die lediglich
Zellkulturmedium (Placebo) erhielten. Das legt dgchluss nahe, dass nicht etwa die
transplantierten MSC fur die drastische Vermehrdeg Gefal3e verantwortlich waren,
sondern die Myokardverletzung durch Einstich un@kition scheint hier der ,Trigger”
gewesen zu sein.

Ein ahnliches Ergebnis konnten Askari et 8).4eigen, hier wurden allerdings statt MSC
skeletale Myoblasten verwendet. Kontroll- und Mystengruppe zeigten beide erhdhte
GefalRneubildungen unter VEGF, nur in der Myoblagteppe konnte eine
Funktionsverbesserung festgestellt werden. EinduSstolgerung hieraus ist, dass eine
Funktionsverbesserung beziehungsweise eine Mindeden InfarktgréRe nur durch die
Injektion von Zellen erzielt werden kann. Positiviekte durch die alleinige Stimulation
der Angiogenese sind hierfiir nicht ausreichet). (
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Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigt sich, dass trotz vielertm-und in-vivo Untersuchungen sowie
auch einer steigenden Anzahl klinischer Studies,Wasen Uber adulte Stammzellen und
ihr Nutzen fur die Therapie bei Patienten mit ka@n@m Herzerkrankung noch in den
Anfangen steckt.

In dieser Arbeit konnte durch die Untersuchungen Kdmntiermodell gezeigt werden,
dass die Injektion mesenchymaler Stammzellen direllte Randzone des kryoverletzten
Myokards zu einer statistisch signifikanten Redwktider Infarktausdehnung fuhren.
Viele Aspekte sind jedoch weiterhin vollig unklémsbesondere konnte der Mechanismus
Uber den die Zellen das ,Remodeling” stoppen bztarksvermindern nicht geklart
werden. Allerdings scheint der Befund, dass unréibglduferzellen unter dem Einfluss
des Mikromilieus bzw. des ,homing effects® des Hmz in funktionsfahige
Kardiomyozyten transdifferenzieren nicht langerttbed zu sein. Am wahrscheinlichsten
ist, dass durch die Zellapplikation parakrine Methkiaen angekurbelt werden, die eine
Verbesserung der kardialen Situation bewirken. $oviirden die injizierten Zellen nur
indirekt fur den positiven Effekt verantwortlichiseEs ist zum gegenwartigen Zeitpunkt
fraglich, ob die Zellen tatséchlich eine Funktiombesserung bewirken kdonnen. Aber
selbst wenn bei einem schwerkranken Herzpatientare @&/erschlechterung der
Herzleistung verhindert werden kénnte, so ware dieggroRer Fortschritt. Ob Uberhaupt
und wenn ja bei welchen kardiologischen Krankhddsbn eine Stammzelltherapie den
grofdten Nutzen erbringt, missen weitere StudiegepeiZumindest wurden bisher im
Rahmen der unterschiedlichen Stammzelltherapiedte@ne Nebenwirkungen fir den
Patienten beschrieben, so dass diese Behandluatggstr zum gegenwartigen Zeitpunkt
allgemein als sicher gilt. Langzeituntersuchungberib Jahre missen zeigen, ob sich
Auswirkungen auf Messparameter wie Medikamentemaedh, Frequenz der
Krankenhaus/Arztbesuche, Morbiditat oder Mortaldt@monstrieren lassen.

Dariber hinaus sollten im Rahmen der Grundlagedforsg die zellularen
Wirkmechanismen in den Fokus genommen werden, uidiest direkt am Patienten dies
nicht leisten kénnen. Auch muss an dieser Stehewrdie Problematik des Verbots der
Forschung an embryonalen Stammzellen erwéahnt weldater allen Zellarten haben
embryonale Stammzellen das grof3te Differenzierustgspial und eignen sich daher wie
kein anderer Zelltyp fir Studien in Bezug auf dieifng einer Stammzelle zu einer

ausdifferenzierten und spezialisierten Korperz@l8. Kardiomyozyt). Die Optimierung
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der Stammzelltherapie héngt in entscheidender Wiageneuen Erkenntnissen aus der
Grundlagenforschung ab. Madglicher Weise ist die s&bfuisselung mal3geblicher
Faktoren, die in der jeweiligen Differenzierungdtade eine Rolle spielen ohne das
Studienobjekt "'embryonale Stammzelle” gar nichthlithrbar. Sicher ist nur, dass eine
Lockerung der Umgangsgenehmigung und die damitwetlbnen Erleichterungen in der
Erforschung der speziellen Eigenschaften dieserleZelder Entwicklung neuer

Therapiestrategien mit adulten Stammzellen eindreldichen Geschwindigkeitsschub
verleihen wirden.

Trotz der erwdhnten Problematiken und Schwéacheskisie der Stammzelltherapie ein

betrachtliches regeneratives Potential. Allerdimashren sich die Hinweise, das der
Mechanismus Uber den die Stammzellen wirken voaldidher Komplexitat ist und viele

Einzelfaktoren eine Rolle spielen. Erst wenn dehtige Zelltyp gefunden ist und die

wesentlichen Signalkaskaden zwischen transplaatieftellen und Zielgewebe besser
verstanden sind, wird sich die Herzleistung und itdeemch die Lebensqualitat der

Patienten signifikant verbessern.
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