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Arbeitshypothese

1 Arbeitshypothese

Die bisherigen medikamentdsen und interventionellen Therapiekonzepte der Herzinsuffizienz als
Folge eines Herzinfarkts verfolgen vor allem das Ziel, die bestehende Herzfunktion zu erhalten bzw.
eine Verschlechterung der Herzfunktion zu verhindern oder zu verlangsamen. Dies stellt jedoch keine

kausale Therapie im Sinne einer Wiederherstellung des infarktgeschiadigten Myokards dar.

Die Regeneration von Herzmuskelgewebe durch eine Zelltherapie stellt dagegen ein im Ansatz vollig
neuartiges Therapieverfahren dar. Die Grundlage einer solchen Therapie besteht darin,
untergegangene Herzmuskelzellen durch das Einbringen neuer Zellen zu ersetzen und dadurch die
Myokardfunktion zu verbessern. Zu diesem Zweck wurden sowohl in experimentellen als auch in
klinischen Studien verschiedene Zelltypen auf verschiedene Arten in erkrankte Herzen injiziert.

Obwohl sich durch die Stammzelltherapie teilweise positive Effekte zeigten und Verbesserungen der
kardialen Funktion in Metaanalysen bestdtigten, ist die langanhaltende Wirksamkeit der derzeit

angewendete Stammzelltherapie nicht gesichert.

Dariiber hinaus ist die Existenz potentieller Risiken oder Komplikationen nach Stammzell-
Implantaion insbesondere Herzrhythmusstdrungen, aufgrund der kleinen Fallzahlen der Studien

bisher nicht sicher abzuschétzen.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Frage zu beantworten, ob elektrophysiologische Effekte nach
intramyokardialer Injektion mononuklearer Knochenmarkzellen und mesenchymaler Stammzellen bei
ischdmischer Herzkrankheit entstehen. Die Untersuchung wurde an ischdmischen Tiermodellen und
bei Patienten in der Frithphase nach Myokardinfarkt durchgefiihrt.

Unter Anwendung eines drei-dimensionalen elektromechanischen Mapping-Systems (EMM) wurde
ein lokales endokardiales Elektrokardiogramm sowie bei Patienten mehrfach Langzeit-EKG‘s
aufgezeichnet. Die Analyse dieser Elektrogramme, vor und nach Stammzellinjektion soll hinsichtlich
eines potentiellen arrhythmogenen Substrats beurteilt werden. Dies ist flir die Sicherheit der

degenerativen Therapiestrategien von Bedeutung.
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2 Einleitung

Die koronare Herzkrankheit und die sich daraus ergebenden Komplikationen stellten im Jahr 2008 mit
7,25 Millionen Todesféllen weltweit die hidufigsten Todesursachen dar. Weltweit starben somit ca. 3,8
Mio. Miénner und 3,4 Mio. Frauen durch KHK und ihre Folgen. Die KHK nahm Platz eins vor
Schlaganfall (6,15 Mio.) und Infektionen der unteren Atemwege (3,46 Mio.) in der Liste der 10
haufigsten Todesursachen im Jahr 2008 weltweit ein. (WHO 2011). Wegen der weltweit steigenden
Lebenserwartung rechnet die UN-Organisation mit einer weiteren Zunahme kardiovaskulédr bedingter

Todesfalle um mehr als ein Drittel (37 Prozent) im Jahr 2030 (WHO 2004).

Im Jahr 2007 verstarben allein in Deutschland 58.000 Menschen an den Folgen eines akuten
Herzinfarktes (Statistisches Bundesamt Deutschland Todesursachen-Statistik 2007).

Risikofaktoren wie Hyperlipoproteindmie, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, Adipositas und
Diabetes mellitus sowie familidre Disposition fithren zur Koronarsklerose. Durch chronische
Endothelschiddigung kommt es zu endothelialer Dysfunktion. Subendotheliale Lipidablagerungen
resultieren in Bildung und Wachstum arteriosklerotischer Plaques in den Koronargefdlen. Durch
zunehmende Einengung des Gefialumens kommt es zu einer Koronarinsuffizienz, einem
Missverhéltnis zwischen Versorgung und Bedarf des Herzmuskels, welche zundchst nur unter
Belastung bei erhdhtem Sauerstoffbedarf des Herzmuskels in einer Myokardischdmie resultiert
(Saurbier et al. 2007). Klinische AuBerung ist die belastungsabhiingige Angina pectoris. Im Falle einer
Plaqueruptur mit gefafBverschlieBender Thrombenbildung kommt es zum Myokardinfarkt. Als Folge
oder Komplikation koénnen Herzinsuffizienz, Arrhythmien, linksventrikuldre Thrombenbildung,

Herzwandaneurysmen und plétzlicher Herztod auftreten.

Die Herzinsuffizienz mit ihren Komplikationen, am hdufigsten als Folge eines akuten Myokardinfarkts
mit irreversiblem Verlust von kontraktilem Myokardgewebe, ist die fiihrende Todesursache in den
westlichen Industrienationen. Trotz grof3er therapeutischer Fortschritte mit rascher und vollstandiger
Reperfusion des verschlossenen Herzkranzgefdfies (perkutane transluminale coronare Angioplastie
(PTCA) und Bypass-Operation) sowie optimierter medikamentdser Postinfarkttherapie, kann die
Herzinsuffizienz infolge des myokardialen Remodelings bisher nur unzureichend verhindert werden

(Pfeffer et al. 2003, Pitt et al 2003).
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2.1 Linksventrikulires Remodelling nach akutem Myokardinfarkt

Beim akuten transmuralen Myokardinfarkt geht kontraktiles Myokardgewebe verloren. Durch
nachfolgende Umbauprozesse im Herzen (Remodeling) entsteht schlieBlich die Kklinische
Manifestation einer Herzinsuffizienz mit erhohter Morbiditit und Mortalitdt. Eine Regeneration durch
teilungsfihige Vorlduferzellen findet nur bedingt statt (Beltrami et al. 2003). Die Infarktzone ist
zentral nekrotisch, avital und vernarbt. In Abhéngigkeit von der initialen Infarktgrofie entwickelt sich
ein struktureller Umbau des Ventrikels (Remodeling), das heif3it, es kommt zur Ventrikeldilatation und
zur weiteren Abnahme der Ventrikelfunktion (Bolognese et al. 1997). Durch den rechtzeitigen Einsatz
von pharmakologischen und mechanischen Therapieverfahren ldsst sich die GroBe der sich
entwickelnden Infarktzone begrenzen (Califf et al. 1994 und Antoniucci et al. 1998). Die Riickbildung

einer bereits entstandenen Myokardnekrose ist dadurch nicht moglich.

In einer Metaanalyse von etwa 14.000 Patienten, die nach Herzinfarkt an einer linksventrikuldren
Funktionsstorung litten, lag bei allen Patienten die 1-Jahres-Mortalitit trotz leitliniengerechter
medikamentdser Therapie bei 13% (Pfeffer et al. 2003). Die 5-Jahres-Mortalitdt bei Herzinsuffizienz
in epidemiologischen Studien liegt weiterhin iiber 50% (Owan et al. 2006). Der Grad der
Herzinsuffizienz ist ein Pradiktor des rhythmogenen Herztodes, aber vor allem auch der
Gesamtmortalitdt. Wahrend Rhythmusereignisse durch Implantation von internen automatischen
Defibrillatoren (ICD) addquat therapiert werden konnen und die Mortalitdt gesenkt werden kann
(Moss 2003), muss zur weiteren Senkung der Mortdlitdt vor allem die Verbesserung der

Herzinsuffizienz Therapieziel sein.

Eine Neogenese an Herzmuskelzellen im Sinne einer Myoneogenese sowie, in begrenztem Umfang,
eine Neogenese der Gefédfie im Sinne einer Angioneogenese konnte entsprechend einer Kausaltherapie
eine Verbesserung der Funktion und einen Schutz vor Remodeling bewirken. Dadurch konnte die
zentralnekrotische, avitale und vernarbte Infarktzone erneut durchblutet und mit kontraktionsfahiger
Substanz regeneriert werden. Experimentelle Daten weisen darauf hin, dass dies mit autologen

Knochenmarkzellen moglich ist (Orlic et al. 2001 und Kocher et al. 2001).

2.2 Stammzelltherapie

Die alte Erkenntnis und die Faszination von Regenerationsprozessen im Kdorper erhalten durch die rasch
wachsenden Erkenntnisse aus der Entwicklungsbiologie und Stammzellforschung eine neue Aktualitit.

Die molekulare Einsicht in biologische Prozesse auf der Basis von Stammzellen, tierexperimentelle
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Ergebnisse und klinische Beobachtungen schaffen Hoffnung und haben Visionskraft flir das neue
Forschungsfeld der ,,Regenerativen Medizin". Von besonderem Interesse und klinischer Relevanz ist die
Regenerationsfahigkeit des Herzens. Die traditionelle Lehrmeinung, dass das Herz keine regenerative
Kapazitit aufweist wurde durch neue Erkenntnisse der Stammzellforschung in den letzten Jahren
mehrfach in Frage gestellt (Laflamme MA und Murry CE 2005, Leri et al. 2005).

Es wurden Hinweise dafiir gefunden, dass Kardiomyozyten mitotisches Potential besitzen (Beltrami et
al. 2003, Leri et al. 2005, Oh et al. 2003). Bergmann et. al. konnten mittels der Radiokarbonmethode
in postmortalem humanem Herzgewebe eine endogene regenerative Kapazitit beim Menschen
aufzeigen (Bergmann et al. 2009). Auch die physiologische Mobilisation von
Knochenmarkstammzellen in die Zirkulation und die vermehrte Prisenz von Zytokinen wie z.B.
VEGF (Vascular endothelial growth factor) sprechen zumindest fiir eine gewisse kardiale
Regenerationsfahigkeit.

Bei Tierexperimenten, in denen die Transdifferenzierung von Knochenmarkvorlduferzellen zu
Kardiomyozyten in einem induziertem Myokardinfarkt-Areal bei Nagern beschrieben wurde, konnte
die Regenerationsfahigkeit des Myokards gezeigt werden (Orlic et al. 2001 und Kocher et al. 2001).
Mittels griin-fluoreszierendem Protein (GFP) exprimierenden Vorlduferzellen aus dem Knochenmark
wurde nach intravendser und auch intramyokardialer Injektion neben der Transdifferenzierung auch
ein signifikant positiver Effekt auf Myokardkontraktion, Verkleinerung der Infarktnarbe und
Regeneration, sowie Senkung der Mortalitit demonstriert (Laflamme und Murry 2005). Ahnlich
positive Effekte wurden auch durch Mobilisierung der Vorlduferzellen aus dem Knochenmark durch

Kolonie stimulierenden Faktor (G-CSF) erzielt (Orlic et al. 2001).

Es wurde auBerdem nachgewiesen, dass zirkulierende endotheliale Vorlduferzellen (Progenitorzellen)
nach In-vitro-Kultivierung und erneuter Injektion neue Gefille im ischdmischen Gewebe gebildet
werden konnten (Asahara et al. 1997). Es wurden auch nach Gewebeischdmie vermehrt endotheliale
Progenitorzellen aus dem Knochenmark mobilisiert (Sandri et al. 2005). Diese Hinweise stiitzen das
Konzept, dass die Mobilisation von Vorlduferzellen einem physiologischen Reparaturmechanismus

dient.

AuBerdem gilt der Nachweis der Integration von Kohlenstoff-14-Isotopen in menschlicher DNS von
Kardiomyozyten nach Nukleartests wahrend der Lebensperiode als Zeichen der Erneuerung von
Kardiomyozyten im Verlauf des Lebens (ca. 1% jdhrlich im Alter von 25 Jahren) (Bergmann et al.
2009). Hierbei konnte naturgeméfl nicht bewiesen werden, woher die neuen Kardiomyozyten
stammen. Dariiber hinaus wurden vereinzelt in transplantierten weiblichen Spenderherzen bei
ménnlichen Empfiangern Y-Chromosomen nachgewiesen (in Myozyten und Endothelzellen), was auf
eine extrakardiale Zelleinwanderung schlieen lasst; erginzend fanden sich bei weiblichen Patienten,
die eine Knochenmarktransplantation von Maénnern erhielten, Y-Chromosom-positive
Herzmuskelzellen, was auf neue Kardiomyozyten aus dem Knochenmark schlielen ldsst (Deb et al.

2003, Bayes-Genis 2007 und Quaini et al. 2002).
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Allerdings ist der Nachweis der Transdifferenzierung von Knochenmarkzellen zu Kardiomyozyten
und somit das Konzept der dadurch initiierten Regeneration durch Studien in Frage gestellt worden,
die in &hnlichen experimentellen Modellen keine Transdifferenzierung, sondern eine Zellfusion
zeigten (Murry et al. 2004, Nygren et al. 2004 und Balsam et al. 2004). Inzwischen werden daher statt
des Konzeptes der Regeneration, kardioprotektive und reparative Effekte untersucht, die fiir den
positiven Einfluss von verschiedenen Vorlduferzellen verantwortlich sind: parakrine Effekte durch
verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren, Antiapoptose, Angiogenese, Antiinflammation und
der Einfluss auf die extrazelluldre Matrix (Korf-Klingebiel et al. 2008 und Gnecchi et al. 2008). Diese
parakrinen Effekte wirken kardioprotektiv indem sie das linksventrikuldre Remodelling reduzieren
(Murry et al. 2006 und Laflamme et al. 2005). Relevanten myokardialen Zellersatz leistet nur der

Ansatz des ,.tissue engeenering® (Zimmermann et al. 2006) oder die Herztransplantation.

Aufgrund der préaklinischen Ergebnisse sind inzwischen zahlreiche klinische Studien mit {iberwiegend
knochenmark-abgeleiteten Zellen durchgefiihrt worden, die uneinheitliche Ergebnisse hinsichtlich
einer Verbesserung der linksventrikuliren Herzfunktion aufzeigen (Wollert 2010). Diese Studien
wurden nach akutem Myokardinfarkt bisher vorwiegend mittels intrakoronarer Zellinjektionen
durchgefiihrt. In den préklinischen Arbeiten wurden hingegen {iiberwiegend intramyokardiale
Applikationen verwendet, die auch hinsichtlich der Effektivitdt methodisch Vorteile aufweisen (Hou et
al. 2005 und Freyman et al. 2006). In Hinblick auf eine perkutane intramyokardiale Applikation am

Menschen bietet sich das elektromechanische Mapping mit mapping-gesteuerter Injektion an.

2.3 Stammzellen - Allgemeines

Stammzellen sind Zellen, die sich gegeniiber anderen Zelltypen durch drei Eigenschaften auszeichnen
(Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) 2001; National Institutes of Health 2001):

 Sie sind nicht endgiiltig differenziert.

 Sie haben die Féahigkeit zur fortgesetzten Selbsterneuerung, indem sie sich durch Zellteilungen tiber
lange Zeiten in einem relativ undifferenzierten Zustand erneuern und auch vermehren koénnen.

* Sie haben die Fahigkeit, sich unter geeigneten Bedingungen bzw. unter dem Einfluss geeigneter
Signale zu Zellen unterschiedlicher Spezialisierung zu entwickeln (d. h. zu differenzieren), so z. B. zu
Herz-, Nerven-, Haut- oder Muskelzellen.

Wenn sich eine Stammzelle teilt, bestehen somit fiir die Tochterzellen zwei Moglichkeiten: die
Tochterzelle kann, wie die Mutterzelle, eine Stammzelle bleiben und damit zur fortgesetzten
Selbsterneuerung beitragen. Alternativ kann die Tochterzelle einen Pfad einschlagen, der zu ihrer

endgiiltigen Differenzierung fiihrt. Aufgabe der Stammzellen ist es, zum einen die ungefdahr

10
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zweihundert verschiedenen Zelltypen hervorzubringen, die erwachsene Sdugetiere einschlieSlich des
Menschen aufweisen. Zum anderen erfiillen sie Aufgaben bei der Geweberegeneration und -reparatur,
indem sie differenzierte Zellen nachliefern, um die Funktionsfdahigkeit von Geweben und Organen

dauerhaft aufrecht zu erhalten und um beschidigte oder abgestorbene Zellen zu ersetzen.

2.3.1 Potenzialitit der Stammzellen

Mit der Potenzialitdt wird die Entwicklungsbefédhigung einer biologischen Einheit charakterisiert,
wobei es sich bei dieser biologischen Einheit um einen Zellkern, eine einzelne Zelle oder einen
Gewebeverband handeln kann. Diese Entwicklungsbefdhigung kann unterschiedlich stark ausgepragt
sein und reicht im embryologisch-klassischen Sinne von der Befiahigung zur Ausbildung eines
vollstindigen Individuums (Totipotenz) iiber die Befdhigung zur Ausbildung sdmtlicher Zell- und
Gewebetypen, die ein Individuum ausmachen (Pluripotenz) bis zur Befdhigung, nur noch eine
begrenzte Anzahl von Zelltypen (Multipotenz) oder nur noch einen bestimmten Zelltyp (Unipotenz)
hervorzubringen.

Die Potenzialitidt von Stammzellen spielt in der Stammzelldebatte eine wesentliche Rolle, da fiir die
ethische und rechtliche Beurteilung von grofer Bedeutung ist, ob diese Zellen als totipotent oder

pluripotent einzustufen sind.

2.3.2 Physiologische Rolle von Stammzellen

Stamm- und Progenitorzellen, die vom Knochenmark in die Blutbahn freigesetzt werden, sind ein von
der Natur angelegtes Reparatursystem fiir Schadigungen der Organe (Sandri et al. 2005). Im Rahmen
einer Ischdmie kommt es zur Bildung von Botenstoffen, welche in die Blutbahn freigesetzt werden

und die Mobilisation von Progenitorzellen aus dem Knochenmark férdern.

Ischdmisches Gewebe (z. B. Myokardgewebe nach Herzinfarkt) exprimiert dabei Rezeptoren und
bildet Botenstoffe (z. B. Stromacell-Derived-Factor-1, [SDF-1]), die Adhision, Migration und
Differenzierung der Progenitorzellen steuern. Die Differenzierung in bestimmte Parenchymzellen
erfolgt wahrscheinlich iiber Zell-Zell-Kontakte mit den vor Ort bereits vorhandenen, differenzierten
Zellen. Die Kapazitit dieses physiologischen Reparatursystems ist jedoch lediglich fiir eine

geringfligige, langsame Reparatur, moglicherweise als Gegengewicht zur Alterung der Organe oder
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geringer Verletzungen, ausgelegt. Bei einem "Massenunfall" wie dem akuten Myokardinfarkt ist diese

physiologische Reparaturfahigkeit offensichtlich bei weitem tiberfordert (Assmus et al. 2002).

2.3.3 Welche Stammzellen stehen fiir den therapeutischen Einsatz zur Verfiigung?

Mogliche Quellen fiir eine stammzellbasierte Therapie sind neben Knochenmark und Blut die
Skelettmuskulatur, das Fettgewebe sowie embryonale Stammzellen (Abb. 1). Letztere weisen zum
Einen eine sehr hohe Plastizitdt auf, die Differenzierung kann aber auf der anderen Seite auch schlecht
kontrolliert werden. Aus diesen sowie auch ethischen Griinden ist eine klinische Anwendung derzeit
noch nicht absehbar (s. 2.4.). Im Fettgewebe wurde eine hohe Anzahl von Progenitorzellen gefunden,
die zukiinftig eine Quelle fiir Therapien darstellen konnten. Klinisch eingesetzt wurden bisher
Progenitorzellen aus dem Knochenmark, zirkulierende Progenitorzellen, Fettgewebe und
Skelettmyoblasten. Letztere konnen wegen ihrer GroBe nicht, wie Knochenmark- oder zirkulierende
Progenitorzellen intravasal appliziert werden, sondern werden im Rahmen einer Herzoperation oder

perkutan vom linken Ventrikel oder Koronarvenensinus aus direkt in den Herzmuskel injiziert.

Autolog Allogen
Blut Knochenmark Skelettmuskel Fettgewebe Embryonale
Endatheliale Mesenchymale 52 Satellitenzellen Mesenchymale 57 oL
Progenitorzellen Hamatopoletische ST Sca-1=-Zellen WSlde-population®-Zellen
JSide-population”-Zellen LSlde-population®-Zellen

Sca-1+-Zellen
C-kit*-Zellen
WSide-population®-5Z

Abb. 1: Potenzielle Quellen zur Stammzellgewinnung fiir die kardiale Regeneration, SZ: Stammzellen

(Dimmeler et al. 2005)
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2.4 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen sind in den frithen Teilungsphasen totipotent, das bedeutet, dass aus einer
einzigen Zelle ein vollstdndiger Organismus entstehen kann. Ab dem Stadium der Blastozyte findet
man pluripotente Zellen, diese kdnnen sich zu allen Zellen des Organismus weiter entwickeln, aber
keinen vollstdndigen Organismus mehr bilden. Obwohl experimentelle Studien ein groBes Potenzial
fiir embryonale Stammzellen zur Regeneration von Herzmuskelgewebe und zur Verbesserung der
Herzfunktion zeigten (Sakai et al. 1999), ist die Verwendung dieser Zellen jedoch aufgrund ethischer
Bedenken umstritten. Zudem miisste eine Immunsuppression durchgefiihrt werden und es besteht die

Gefahr der malignen Entartung (Korbling et al. 2003 und Wormer et al. 2002).

2.5 Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen sind multipotente Zellen. Die Verwendung autologer adulter Zellen bringt keine
ethischen Bedenken mit sich. Da es sich um korpereigene Zellen handelt, muss auch keine
Immunsuppression durchgefiihrt werden. Zusétzlich sind durch die seit langem etablierten
Transplantationen von Knochenmark bei Leukdmie und anderen Krebserkrankungen und bei
erblichen Blut- und Immunerkrankungen  Erfahrungen mit hédmatopoetischen Stammzellen
vorhanden. Lange Zeit herrschte die Meinung, dass sich nur embryonale Stammzellen in alle Gewebe
differenzieren konnen und adulte Stammezellen auf bestimmte Zellreihen beschrankt waren. Studien
zeigen aber, dass auch adulte Stammzellen sich in mehrere Gewebe weiter entwickeln konnen (Blau
et al. 2001 und Lovell et al. 2004). Malouf et al. (2001) konnten beispielsweise zeigen, dass aus der
Leber entnommene Stammzellen sich nach Injektion in das Herz zu ausgereiften Kardiomyozyten
differenzierten.

Die Klassifizierung von Stammzellen befindet sich noch in der Entwicklung. Inzwischen sind einige

Oberflaichenmarker bekannt, welche eine Stammzelle kennzeichnen.

2.5.1 Knochenmark-abgeleitete mononukleiire Zellen (MNC)

Die 2001 von Orlic et al. veréffentlichten Daten zeigten nach intramyokardialer Injektion von MNC

eine Verbesserung der LVEF durch eine quantitativ und funktionell bedeutsame Transdifferenzierung
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dieser MNCs zu Kardiomyozyten im Sinne einer genuin regenerativen Therapie. Allerdings konnte
eine Transdifferenzierung einer relevanten Anzahl injizierter Zellen in vivo von anderen
Arbeitsgruppen nicht reproduziert werden, sondern eine Fusion der fluoreszenzmarkierten Zellen mit
bestehenden Kardiomyozyten (Murry et al. 2004 und Ziegelhoeffer et al. 2004).

Im Folgenden wurden zahlreiche klinische Studien durchgefiihrt, die knochenmarkabgeleitete
mononukledre Zellen nicht intramyokardial, sondern intrakoronar applizierten. Die Ergebnisse sind
bisher kontrovers: Die TOPCARE-AMI, REPAIR und IACT-Studien zeigten einen Anstieg der LVEF
im Verlauf von ca. 3% (Assmus et al. 2002, Bartunek et al. 2005 und Strauer et al. 2005 ), wéahrend
andere Studien wie LEUVEN (Janssens et al. 2006), ASTAMI (Lunde et al. 2006) und die BOOST-
Studie (Anstieg der LVEF in der Zellgruppe um 5%, in der Kontrollgruppe um 3% nach 18 Monaten)
(Meyer et al. 2006) diese signifikanten Ergebnisse nicht reproduzieren konnten. In der BOOST-Studie
ergab sich auch nach 61 Monaten kein Vorteil insgesamt; allerdings profitierten Patienten mit nahezu
transmuralen Infarkten (Meyer et al. 2009). Die REGENT-Studie, die 160 Patienten mit einer
LVEF<40% einschloss, ergab keinen signifikanten Vorteil hinsichtlich einer Verbesserung der LVEF
bei der mit selektierten CD34(+)CXCR4(+) Zellen behandelten Patienten (Tendera et al. 2009).

Die Vergleichbarkeit der Studien ist eingeschriankt aufgrund unterschiedlicher bildgebender Verfahren
in der LVEF-Messung, der unterschiedlichen Zeitpunkte der Injektion nach Myokardinfarkt (von drei
bis zu zwolf Tage), verschiedener Zellisolierungs- und selektionstechniken. In einer Metaanalyse von
zehn kontrollierten Studien mit 698 Patienten wurde eine kurzfristige LVEF-Verbesserung von 2,97%
aufgezeigt (Lipinski et al. 2007). In einer anderen Meta-Analyse, die 660 Patienten aus sieben
randomisierten, kontrollierten Studien einschloss, wurde eine signifikante Verbesserung der LVEF
von 4,63%, eine Reduzierung der endsystolischen LV-Diameter, eine Reduzierung von
Revaskularisierungen und weniger kumulative Ereignisse an Tod und Re-Infarkten aufgezeigt (Zhang
et al 2009). Dies galt allerdings nur fiir die Patienten, die MNC vier bis siecben Tage nach
Myokardinfarkt erhielten und nicht innerhalb 24 Stunden.

2.5.2 Mesenchymale Stammzellen (MSC)

MSC sind multipotente stromale Knochenmarkzellen, die in Osteoblasten, Adipozyten und
Chondrozyten differenzieren konnen (Pittenger 1999). Auch Kardiomyozyten konnten aus MSC in
vitro durch Demethylierung mit 5-Azacytidin erzeugt werden (Hakuno et al. 2002). Allerdings sind in
der Anwendung im ischdmischen Tiermodell zunehmend angiogene und parakrine Effekte, wie die
Sekretion von VEGF beschrieben worden (Kinnaird et al. 2004). Dabei konnten im ischimischen

Herzen linksventrikuldres Remodelling durch allogene MSC abgeschwicht werden (Caplan et al. 2007
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und Amado et al. 2005). MSC sind auch als Immuntoleranz-induzierend beschrieben worden, und
konnen somit eine Graft-versus-Host-Reaktion und eine AbstoBungsreaktion abschwéchen und eine

Entziindungsreaktion modulieren (Aggarwal et al. 2005).

2.5.3 Skelettale Myoblasten

Skelettmyoblasten (Synonym: Satellitenzellen) stellen Vorlauferzellen von Skelettmuskelzellen dar
und werden durch periphere Muskelbiopsien gewonnen. 2001 berichteten Menasche et al. erstmals
iiber die Implantation autologer Skelettmyoblasten in ein akinetisches Infarktareal bei einem Patienten
im Rahmen einer aortokoronaren Bypass-Operation. Postoperativ kam es zu einer signifikanten und
persistierenden Verbesserung der regionalen und globalen Pumpfunktion. Angesichts der simultanen
Bypass-Operation ist jedoch der Effekt der Zelltransplantation schwer zu beurteilen. Bei Patienten
ohne gleichzeitige Revaskularisationstherapie reduzierten die per Katheter in alte Infarktnarben
injizierten Myoblasten zwar die Symptome der Herzinsuffizienz, verbesserten jedoch die globale
linksventrikuldre Pumpfunktion nicht (Smits et al. 2003).

Obwohl es in den vorausgegangenen umfangreichen Tierexperimenten keinen Hinweis auf eine
arrhythmogene Wirkung der Skelettmyoblastentransplantation gegeben hatte, entwickelten Patienten
nach Myoblasteninjektion ventrikuldre Arrhythmien, die zu Todesféllen fiihrten (Menasche et al.

2003).

2.5.4 Weitere Vorlauferzellen

Die MNC und MSC sind die am hdufigsten klinisch eingesetzten Zellen in der kardiovaskuldren
Medizin. Pilotstudien mit endothelialen CD133+- Progenitor-Zellen, die aus dem Knochenmark oder
aus dem peripheren Blut nach Leukapherese gewonnen werden und zur Neoangiogenese beitragen
sollen, kamen sowohl intrakoronar als auch intramyokardial zum Einsatz (Stamm et al. 2003 und

Manginas 2007).

Priklinisch sind zahlreiche weitere interessante zelltherapeutische Ansétze beschrieben, die genuin
regeneratives Potential besitzen. Hierbei sind vor allem die residenten myokardialen Vorlduferzellen
zu nennen (Beltrami et al. 2003), die auch aus menschlichen Myokard-Biopsien gewonnen werden
konnen und im Nagetier- und Schweinemodell nach In-vitro Expansion und Applikation die LVEF
verbessern konnten (Smith et al. 2007). Unter diesen myokardialen Progenitorzellen sind ,,Side-
Population® (SP)-Zellen (Oyama et al. 2007), c-Kit+-Zellen ( Bearzi et al. 2007) und Sca-1+/c-Kit-
Zellen beschrieben worden (Oh et al. 2003).
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2.6 Applikationsart

Stammzellen werden {iber verschiedene Applikationstechniken intrakardial transplantiert.
Grundsitzlich werden intravaskulére und intramyokardiale Techniken unterschieden. Intravaskulér
werden Injektionen von Zellen entweder in das periphere Venensystem oder intrakoronar nach
Ballonokklusion in die Koronrarterien oder -venen vorgenommen. Intrakardial konnen Stammzellen
via Thorakotomie bei Herzoperationen oder iiber den Katheter perkutan in den Herzmuskel appliziert

werden.

In der Mehrzahl der bisher verdffentlichten klinischen Studien wurden Stammzellen intrakoronar
infundiert. Die intrakoronare Injektion, als einfach zu praktizierende Applikationsart, wurde in
vielen Studien aufgrund ihrer leichten Handhabung und der relativ sicheren Einschwemmung der
Stammzellen verwendet. Sie wurde mit Knochenmarkstammzellen in der TOPCARE-AMI Studie am
Menschen mit Erfolg und ohne relevanten unerwiinschten Wirkungen eingesetzt (Assmus et al.
2002; Britten et al. 2003). Dabei erreichen die Zellen das noch durchblutete Periinfarktgebiet
wiéhrend der ersten Passage, jedoch wird das nicht mehr perfundierte Gewebe ausgespart
(Strauer et al. 2003). Zudem muss bei der intraarteriellen Gabe die Adhédsion und
Transmigration der Zellen durch das Endothel gewéhrleistet werden, um eine méglichst grof3e
Anzahl an Zellen im Infarktgebiet zu retinieren (Wollert et al. 2005).

Eine klinische Studie zeigte schlechtere Ergebnisse bei transvendser Applikation der Stammzellen.
Eine Anreicherung transvends transplantierter Stammzellen im Infarktareal konnte hier nicht gesehen
werden (Hofmann et al. 2005). Die Zellen miissen nach dem first-pass durch die Lunge
rezirkulieren, um die Infarktregion zu erreichen, wobei sie in dieser Rezirkulationsphase auch
in anderen Organen aufgrund von verschiedenen Reizen und Homingfaktoren festgehalten

werden koénnen (Brehm et al. 2002

Das eigentliche Infarktareal wird nur durch die intramuskulére, also entweder transendokardiale oder
transepikardiale Injektion (widhrend Bypasschirurgie oder durch Injektionskatheter (z.B. NOGA
Myo-Star Katheter) erreicht. Verschiedene tierexperimentelle und klinischen Studien zeigten, dass
die perkutane kathetergestiitzte transendokardiale Injektion von autologen Zellen realisierbar,
praktikabel und zuverldssig ist (Fuchs et al. 2001; Perin et al. 2003; Tse et al. 2003). Dabei wird
unter Erstellung einer dreidimensionalen elektromechanischen Karte des linken Ventrikels das
infarzierte Areal des Herzens lokalisiert, so dass Injektionen direkt in das Infarkt- und
Periinfarktgebiet  durchgefiihit werden koénnen. Der Injektionskatheter kann ventrikulédre
Extrasystolen, Tachykardien und Kammerflimmern verursachen bzw. den Ventrikel traumatisieren

und sogar perforieren.
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Losordo et al. beschrieben bei insgesamt 114 kathetergestiitzten Injektionen keine Komplikationen im
Sinne von Arrhythmien, systemischer Embolisierung oder schwerwiegender myokardialer
Traumatisierung (Losordo et al. 2002). Die Verletzung des Herzens durch das Ausfahren der Nadel
des Injektionskatheters wird im Allgemeinen als minimal beschrieben. Trotzdem kann jedoch eine
zu tiefe Injektion (bei langer Nadel) die Wand perforieren. In dieser Studie haben wir die

Nadelldnge auf 6 mm begrenzt, um diese Komplikation zu vermeiden.

2.7 Herzrhythmusstorungen

Zu den potentiellen Komplikationen, die nach myokardialer SZ-Transplantation entstehen konnten,
sind Herzrhythmusstérungen. In den meisten Zelltherapiestudien mit Knochenmarks-Stammzellen
traten zwar bisher keine schwerwiegenden Nebenwirkungen auf, doch geben einige praklinische
Studien klare Indizien dafiir, dass adulte Stammzellen grundsitzlich arrhythmogenes Potenzial
besitzen konnen. Die Heterogenitit der Aktionspotenziale implantierter Zellen kann potentiell
arrhythmogen wirken. Dabei sind Reentry, Ektopie und Automatizitdt von Bedeutung. Dies beziiglich
soll diese Doktorarbeit die Frage beantworten bzw. behandeln ob elektrophysiologische Effekte nach
intramyokardialer Injektion mononuklearer und mesenchymaler Knochenmark-Stammzellen (SZ) bei
ischdmischer Herzkrankheit entstehen. Die Untersuchung wurde an ischdmischen Tiermodellen und

bei Patienten mit akutem Herzinfarkt durchgefiihrt.

2.7.1 Die haufigsten Formen der ventrikuliren Arrhythmien:

Ventrikuliire Extrasystolen

Ventrikuldre Extrasystolen (VES) nehmen ihren Ursprung im Arbeitsmyokard sowie selten im
spezifischen Reizleitungssystem (Tawara-Schenkel, Purkinje-Fasern). VES fiihren im EKG zu
verbreiterten (Dauer > 120ms) und aufgesplitterten QRS-Komplexen (Siebels und Kuck 2001).
Ventrikuldre Rhythmusstorungen wurden frither anhand der Klassifikation nach Lown eingeteilt. Dies
ist insofern von klinischer Bedeutung, als dass das Risiko fiir das Auftreten lebensbedrohlicher

Arrhythmien mit zunehmendem Grade der Lown-Klassifikation ansteigt.
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Tabelle 1: Klassifikation der VES nach Lown:

Grad
Einfache VES 0 Keine VES
I Monomorphe VES (<30/h)
II Monomorphe VES (>30/h)
Komplexe VES IITa Polymorphe VES
1IIb Ventrikuldrer Bigeminus
IVa Couplets (2 VES hintereinander)
IVb Salven (>3 VES hintereinander)
\% Friih einfallende R/T-VES (R auf TPhanomen)

Inzwischen konnten Hallstrom et al. allerdings zeigen, dass bereits das Auftreten von mehr als zehn
VES pro Stunde bei KHK-Patienten mit einem deutlich erhohten Risiko einhergeht (Hallstrom et al.
1992).

Ventrikulire Tachykardie

Arrhythmien, die aus drei oder mehr Extrasystolen bestehen und eine Frequenz iiber 100pro Minute
aufweisen, werden als Tachykardien definiert. Sie treten hdufiger bei (morphologisch fassbaren)
Herzerkrankungen auf als in normalen Herzen. Die meisten ventrikuldren Tachykardien beruhen auf
Reentry-Mechanismen. Eine asymptomatische, langsame (< 120/min) ventrikuldre Tachykardie wird
als idioventrikuldre Tachykardie bezeichnet. Von einer anhaltenden ventrikuldren Tachykardie wird
gesprochen, wenn eine Tachykardie mehr als 30 Sekunden anhidlt oder aus hdmodynamischen

Griinden eine Unterbrechung erfordert.

2.7.2 Atiologie der ventrikuliren Arrhythmien

Ventrikulére Arrhythmien treten meist in Folge einer chronischen ischdmischen Herzerkrankung (z.B.
als Folgezustand eines Myokardinfarktes) auf. Seltener werden sie bei nichtischdmischen
Kardiomyopathien, metabolischen Stérungen, Medikamentenintoxikation, angeborenen oder
erworbenen Herzfehlern oder beim Syndrom der langen QT-Zeit beobachtet. In seltenen Féllen tritt
eine ventrikuldre Arrhythmie bei Patienten ohne nachweisbare Herzerkrankung auf (Siebels und Kuck

2001).
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2.7.3 Pathophysiologie: Mechanismen der Entstehung der ventrikuliren Arrhythmien

Arrhythmien und insbesondere Kammertachykardien entstehen auf Grund von Stérungen der

Erregungsbildung, der Erregungsleitung oder Erregungsriickbildung (Borchardt U, Hafner 2000).

Mechanismus Stérungen

Automatie Erregungsbildung
Getriggerte Aktivitét Erregungsriickbildung
Reentry( kreisende Erregungen) Erregungsleitung

Bei komplexen Herzerkrankungen (z.B. nach Myokardinfarkt, bei Kardiomyopathien oder

Herzinsuffizienz) liegen diese Stérungen oft in Kombination vor (Haverkamp und Breithardt 2003).

Automatie

Eine Reizbildung beruht auf Abnahme der diastolischen intrazelluliren Membranpotentials bis zu
einem Schwellenwert, an dem ein Aktionspotential ausgeldst wird. Man unterscheidet gesteigerte und

abnorme Automatie.

e Gesteigerte Automatie:
Hierbei handelt es sich um eine Steigerung des physiologischen Prozesses der diastolischen
Depolarisation, vorwiegend im Sinusknoten sowie in Purkinje-Fasern. Dieser Prozess wird durch den
Einfluss von Katecholaminen oder erhohter Temperatur beschleunigt und durch Azetylcholin
verlangsamt. Daran beteiligt sind die normalen Ionenmechanismen der Impulsbildung und der
Azetylcholin-sensitive Kaliumkanal (Ikam, in ventrikulirem Myokard nicht vorhanden). Klinische
Beispiele sind eine inaddquate Sinustachykardie oder ein akzelerierter idioventrikuldrer Rhythmus

(Steinbeck et al. 2000).

e Abnorme Automatie:
Eine abnorme Automatie ist eine Verminderung des Ruhemembranpotential auf -40 bis -50mV durch
Schadigung nicht reizbildender Myokardfasern, so dass diastolische Depolarisation und damit

Aktionspotentiale erzeugt werden kénnen.
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Hierbei kommt es in Arealen, die iiblicherweise nicht zur Impulsbildung befdhigt sind, zum Auftreten
fortgeleitet elektrischer Aktivitit. Uber eine (partielle) Depolarisation des Membranpotentials kann in
den meisten Myokardzellen eine repetitive elektrische Aktivitét erzeugt werden.

Eine abnorme Automatie kann sowohl im atrialen als auch im ventrikuldren Arbeitstmyokard
auftreten. Héufig tritt eine abnorme Automatie bei Ischdmie auf, wenn das normale
Ruhemembranpotential in Purkinjezellen oder im Arbeitsmyokard nicht mehr aufrechterhalten werden
kann. Typischerweise nimmt das Membranpotential auf Werte um -50 mV ab. Ohne dass eine
vollstindige Repolarisation der Zellmembran erreicht wird, erfolgt bereits die nidchste Depolarisation,

in erster Linie getragen durch einen Kalziumeinwertsstrom (Steinbeck et al.).

Getriggerte Aktivitit:

Getriggerte Aktivitdt beruht auf Nachpotentialen in der spéten Repolarisationsphase oder nach
vollstdndiger Repolarisation eines obligat vorangegangenen Aktionspotentials. Unter bestimmten
Umstdnden konnen diese Nachpotentiale die Schwelle zu einer fortgeleiteten Erregung erreichen und
somit eine oder eine ganze Serie von hochfrequenten Zusatzaktionen ausldsen. Der von Cranefield,
Wit u. Hoffman gepréigte Begriff ,,getriggerte Aktivitat” weist darauf hin, dass das Nachpotential nur
die Folge, d.h. getriggert ist durch das vorangegangene Aktionspotential. Mit abnehmendem
Kopplungsintervall einer vorzeitigen Stimulation kommt es zu einer Gréenzunahme des folgenden
Nachpotentials, das in der mittleren Registrierung die Schwelle zu einer fortgeleiteten Erregung
erreicht und eine anhaltende Tachykardie auslost. Ebenso wie diese getriggerte Aktivitdt durch
vorzeitige Stimulation ausgeldst wird, so kann sie auch durch vorzeitige Stimulation unterbrochen

erden (Steinbeck et al. 2000).

Reentry-Mechanismus:

Der Reentry-Mechanismus ist der hiufigste Mechanismus einer ventrikulédren Arrhythmie und kann
bei allen Formen einer strukturellen Herzerkrankung vorkommen. Ein Reentry-Kreislauf bedeutet
,»Wiedereintritt einer Erregungsfront der durch die Einbezichung von Zonen mit unterschiedlichen
Leitungskapazititen in Kreiserregung ermoglicht wird.
Grundlage fiir die Entstehung kreisender Erregung ist das Vorhandensein eines Myokardareals, das

1. im Vergleich zu anderen Myokardbereichen eine langsamere Erregungsleitung aufweist,

2. das Auftreten unidirektionaler Erregung ermoglicht und

3. durch Wiederholung nach urspriinglichem Block einen Wiedereintritt der Erregung erlaubt

(Haverkamp und Breithardt 2003).
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Besonders Randbezirke einer Narbe nach Mpyokardinfarkt weisen sehr heterogene
Leitungseigenschaften auf. Diese Heterogenititen treten auch transversal von endo- nach epikardial
auf und bedingen unidirektionale Leitungsblockierungen, die als fixes anatomisches Substrat das
Auftreten von Reentry-Arrhythmien begiinstigen (im Gegensatz zum funktionellen Reentry, der ohne
anatomisch fixiertes Hindernis kreisen kann).

Neben Infarktnarben kénnen auch chirurgische Narben, fibrotische Verdnderungen bei DCM, ARVC
oder anderen Herzerkrankungen das ventrikuldre Substrat fiir Reentry —Arrhythmien darstellen

(Erdmann et al. 2000).

=
I=a
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1 2
ES -
Y
Reentry

Abb. 2: Das Reentry-Mechanismus (Richard und Klabunde 2011)
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2.7.4 Herzrhythmusstorung nach Implatation embryonaler Stammzellen:

Die Entwicklung von Arrhythmien nach einer Transplantation muriner ES in infarziertes Myokard ist
bislang nicht beschrieben worden (Hodgson et al.2004). Befiirchtungen hinsichtlich des
arrhythmogenen Potential basieren lediglich auf einer In-vitro-Untersuchung an murinen ES (Zhang et
al.2002). Uber die Verwendung humaner ES zur Therapie des Myokardinfarkts liegen bislang
lediglich eine tierexperimentelle Studie vor (Kofidis et al.2006), in der die funktionelle Integration der
applizierten Zellen sowie das Auftreten von Arrhythmien nicht untersucht wurden.

Die ES wurden sogar zur Behandlung der Herzrhythmusstérungen eingesetzt. Zur Zellersatztherapie
bradykarder Arrhythmien mittels humaner ES liegen zwei tierexperimentelle Studien vor (Kehat et al.
2004; Xue et al 2005). Durch eine In-vivo-Implantation humaner ES in die Ventrikelwand adulter
Herzen des Schweins bzw. Meerschweinchens mit komplettem AV-Block konnte in beiden Studien
ein vom Implantationsort ausgehender Ersatzrhythmus erzeugt werden. Ob humane ES unter den von
diesem experimentellen Ansatz stark abweichenden Bedingungen einer Applikation in infarziertes
Gewebe, bei der die atrioventrikuldre Uberleitung intakt wire und die ES einer Fremderregung durch
das umliegende Ventrikelmyokard unterlédgen, ebenfalls ektope Erregungen hervorrufen kénnten, kann
anhand dieser Studien nicht beurteilt werden. AuBerdem konnte nicht gekldrt werden, ob die
transplantierten humanen ES eine elektrische Kopplung mit den adulten Kardiomyozyten des
Ventrikelmyokards eingingen und selbst einen neuen Schrittmacher bildeten, oder ob die
angrenzenden adulten Kardiomyozyten, z.B. durch parakrine Effekte, zur Ausiibung der

Schrittmacherfunktion angeregt wurden.

2.7.5 Herzrhythmusstorung nach Implatation adulter Stammzellen:

Die Ergebnisse der In-vitro-Modelle von Beeres et al. und Chang et al. zeigten, dass die
Leitgeschwindigkeit durch die MSC deutlich reduziert wird. Dies konnte auf ein proarrhythmisches
Potential der MSC hindeuten (Beeres et al. 2005, Chang et al. 2006).

Chen et al. haben in einem Kaninchen-Modell beschrieben, dass MSC lokale Aktivierungszeit
verldngern (Chen et al. 2006).

Dariiber hinaus wurde in einem Groftiermodell gezeigt, dass die MSC die elektrophysiologischen

Zelleigenschaften dndern (Price et al. 20006).

Die geféhrlichsten Herzrhythmusstorungen sind nach der Implantation Skelettmuskelzellen
entstanden. Menasché et al. (2001) implantierten bei einem Patienten mit schwerer ischdmischer

Herzinsuffizienz in einer Bypassoperation Skelettmyoblasten in mehreren vernarbten Regionen.
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Finf Monate spater konnte eine Zunahme der Vitalitdt und der Kontraktilitdt in den vernarbten
Gebieten beobachtet werden (Menasche et al. 2001) . Daraufhin wurde diese Methode bei zehn
weiteren Patienten nach einem Myokardinfarkt durchgefiihrt, welche eine Ejektionsfraktion von unter
35% aufwiesen. Auch diesmal konnte nach 11 Monaten eine Verbesserung der Kontraktilitdt, der
Ejektionsfraktion und der Symptome der Herzinsuffizienz beobachtet werden. Aufgrund von
eingetretenen ventrikuldren Tachykardien musste bei vier Patienten ein automatischer Defibrillator
(ICD) implantiert werden (Menasche et al. 2003).

Mehrere darauf folgende kleine Studien zur Transplantation von Myoblasten bestétigten das gehdufte
Auftreten von Arrhythmien (Wollert u. Drexler 2005). Befiirworter der Zelltherapie mit Myoblasten
verweisen darauf, dass alle bislang durchgefiihrten kleinen Studien aufgrund des Studiendesigns nicht
klar belegen konnten, dass die aufgetretenen Arrhythmien durch die Transplantation der Myoblasten
verursacht wurden und nicht durch die vorhandene Grunderkrankung der Patienten (Menasche 2005).
Die weltweit grofte klinische Phase II Studie mit dem Akronym MAGIC (,,Myoblast Autologous
Graft in Ischemic Cardiomyopathy*) zeigte keine Verbesserung der Herzfunktion bei Infarktpatienten,
Vielmehr zeigte sich in der Zellimplantationsgruppe eine Haufung ventrikuldrer Arrhythmien (Smith
et al. 2008). Interessanterweise konnte in einer neueren Studie im Tiermodell gezeigt werden, dass
genetisch modifizierte Connexin-43 (Cx43) iiber exprimierende Muskelzellen elektromechanisch mit
dem Myokard koppeln. Das Auftreten ventrikuldrer Arrhythmien nach Transplantation dieser Zellen

konnte somit verhindert werden (Roell et al. 2007).

In den vor Beginn klinischer Studien durchgefiihrten tierexperimentellen Studien waren keine
lebensgefahrlichen Arrhythmien beobachtet worden (Smits 2004). Eine funktionelle Integration von
Myoblasten in das Empfangermyobkard findet nicht statt.

Intrazellulére Ableitung in infarzierten Rattenventrikeln nach In-vivo-Transplantation von Myoblasten
bestitigten die fehlende Kopplung zwischen Myoblasten und Empfingermyokard (Leobon et al.
2003). Da Skelettmuskelzellen, also die physiologischen ,,Nachkommen* der Myoblasten, keine Gap
junctions besitzen und eine Erregungsausbreitung zwischen Skelettmuskelfasern nichtstattfindet,

sondern jede Muskelfaser separat neuronal erregt wird, {iberraschen diese Ergebnisse nicht.

Insgesamt haben nur wenige experimentelle und klinische Studien gezeigt dass die Implantation von
Stammzellen ins Myokard elektrophysiologische Verdnderungen verursachen kann. Aber das
Auftreten von tddlichen ventrikuldren Tachykardien in den klinischen Studien nach der Injektion von
Skelettmyoblasten in das chronisch ischdmische Myokard haben Besorgnis und Bedenken iiber die

Sicherheit von Stammzellimplantation verursacht.
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Daher ist es auch sinnvoll, die -elektrophysiologischen Verdnderungen nach der Injektion
mononuklearer und mesenchymaler Stammzellen bei ischdmischer Herzkrankheit zu untersuchen, um

weitere Komplikationen zu vermeiden.

2.8 Elektromechanisches Mapping

Fiir die Untersuchung moglicher Herzrhythmusstérungen ist das elektromechanische Mapping (EMM)
und das Langzeit-Elektrokardiogramm (LZ-EKG) verwendet worden.

Das nichtfluoroskopische endokardiale perkutane elektromechanische Mappingsystem (EMM), durch
welches elektrische, anatomische und mechanische Informationen des Endokards in Echtzeit als
dreidimensionale Karten geliefert werden, wurde in klinischen und tierexperimentellen Studien
ausfiihrlich untersucht. Zuerst wies Gepstein et al. auf die Genauigkeit der Ortlichen Lage-
bestimmung des Katheters sowie der volumetrischen Berechnungen hin (Gepstein et al. 1997).
Weitere Studien untersuchten mittels elektromechanischem Mapping die elektrische und
mechanische Aktivitdt des Herzens sowie den therapeutischen Nutzen bei verschiedenen Arrhythmien
(Gepstein et al. 1998; Natale et al. 1998). Kornowski et al. verglichen erstmals endokardiale
Elektrogrammamplituden vor und nach koronarer Okklusion bei Hunden und zeigten, dass sich
die uni- und bipolaren Elektrogramm-Amplituden um die Haélfte verringerten. Ebenso reduzierte
sich die lokale endokardiale Verkiirzung nach 24 Stunden um 88% (Kornowski et al. 1998). Ferner
wurde festgestellt, dass die Grofle der elektromechanisch ermittelten Infarktareale mit den histologisch,
pathologisch und echokardiographisch ermittelten GrofBen iibereinstimmen und dass sogar die
Transmuralitdt eines Infarktes bestimmt werden kann (Lessick et al. 2000; Wolf et al. 2001). Das
elektromechanische Mapping (EEM) hat sich als eine sensitive Technik erwiesen, um mechanische
Verdnderungen des linken Ventrikels darzustellen (Koch et al. 2001; Lessick et al. 2002; Jorgensen
et al. 2005). Andere Studien verglichen das NOGA-System mit nuklear-medizinischen bildgebenden

metabolischen Verfahren, wie z.B. PET oder SPECT, und wiesen auf den Stellenwert des
elektromechanischen Mappings in der kardiologischen Vitalititsdiagnostik hin (Koch et al. 2000;
Koch et al. 2001). Die zahlreichen Studien, welche sich mit dem EEM beschiftigt haben, deuten auf
die therapeutischen Mdglichkeiten hin, die das Mappingsystem insbesondere in Kombination mit der
kathetergestiitzten transendokardialen Injektion hat. Hierbei konnen Substanzen direkt in das durch
elektrische, anatomische und mechanische Informationen charakterisierte Gewebe appliziert werden
(Smits et al. 2002; Kawamoto et al. 2003). Zu erwéhnen ist, dass das endokardiale Mappingsystem

hohes manuelles Geschick erfordert. Das Trauma, das bei der Injektion entsteht, wird im Allgemeinen
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als nicht relevant und die  Methode der transendokardialen Applikation als sicher und
unbedenklich beschrieben (Fuchs et al. 2006). Denkbar ist, dass die injizierte Fliissigkeit bei zu
groBem Injektionsvolumen durch osmotische Effekte ein Odem auslésen kénnte. Ebenso kann eine
zu groBe Injektionstiefe durch eine lange Nadel zu perikardialen Injektionen fithren mit der Folge
eines Perikardergusses oder einer Perikarditis.

Fiir die Anwendung des NOGA-Systems bendtigt man speziell geschultes Untersuchungspersonal, um
zuverldssige Werte zu erhalten. Mit Erfahrung des Untersuchers verkiirzt sich die Untersuchungszeit auf
ein moderates MaB, anfangs ist allerdings mit wesentlich ldngeren Zeiten zu rechnen. Hinzu kommen

hohe Kosten fiir die Geréte sowie die Ausbildung des Personals (Ben-Haim et al. 1996).
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3 Methode

3.1.1 Das Schwein als Tiermodell

Die Publikationen mit dem Schwein als Tiermodell in der kardiovaskuldren Forschung nehmen immer
weiter zu (Hughes 1986). Mensch und Schwein haben eine fast identische Koronaranatomie, sowie
dhnliche Verhiltnisse bei der Kollateralenversorgung des Herzens (Schaper et al. 1967; White et al.
1986). Die Versorgung des menschlichen Myokards iiber die Koronararterien erfolgt mit ca. 5% des
Herzminutenvolumens (Bocker et al. 2001), die des Schweins mit etwa 5 bis 10% (Scheunert und
Trautmann 1987).

Die Herzphysiologie von Mensch und Schwein sind ebenfalls dhnlich: Der Mensch hat eine
Ruhefrequenz von ungefdhr 75 Schldgen/min, das Schwein eine von ungefahr 80 Schliagen/min
(Engelhardt und Breves 2000). Der mittlere arterielle Blutdruck des Schweins liegt bei 70 bis 90 mm
Hg (Scheunert und Trautmann 1987). Beim Menschen liegt er zwischen 75 und 95 mm Hg (Schmidt
und Thews 2000). Weitere Vorteile des Schweinemodells ist die gute Verfiigbarkeit der Versuchstiere,

sowie die im Vergleich zu anderen Spezies niedrigen Anschaffungs- und Haltungskosten.

Fallavollita et al. (2001) halten Schweine mit implantierten Ameroid Konstriktoren ideal fiir
pharmakologische und mechanische Interventionen im hibernierendem Myokard. Eine graduelle
koronare Okklusion mit Hilfe eines Ameroid Konstriktors um den Ramus circumflexus der linken
Koronararterie ruft nur eine geringgradige Kollateralenentwicklung hervor (Roth et al. 1987). Von
Vorteil ist weiter, dass sich Schweine relativ schnell von intrathorakalen Eingriffen erholen
(Horneffer et al. 1986). Nachteil dieser Spezies ist die Anfilligkeit, spontan oder induziert

Kammerflimmern zu entwickeln (Verdouw et al. 1983).

3.1.2 Koronarangiographie

Mit der Koronarangiographie konnen die Herzkranzgefdfle und deren Kollateralen bildlich dargestellt
werden. Die Stenosen und andere Koronaranomalien konnen sicher, detailliert und reproduzierbar
festgestellt werden (H6fling 1991). Im klinischen Alltag wird diese Untersuchung im Zusammenhang
mit den kardiologischen Funktionspriifungen und der klinischen Symptomatik zur Entscheidung iiber
den einzuschlagenden Therapieweg herangezogen.

Im Rahmen des experimentellen Teils dieser Studie wird die Koronarangiographie fiir die

Dokumentation des Verschlusses des Ameroid-Konstriktors am Schweinemodell genutzt. Im
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klinischen Teil dieser Studie wurden die Patienten nach dem Herzinfarkt koronarangiographiert und

mit PTCA und Stentimplantation versorgt.

3.1.3 Ameroid Konstriktor zur Simulation einer Koronarstenose

Ameroid Konstriktoren bestehen aus Kasein und einem Stahlring, der dieses hygroskopische Material

umgibt (Abb. 3).

Kasein-Inlay Edelstahlring

Abb. 3: Ameroid Konstriktor (Aufnahme aus vorliegender Studie)

Bei Implantation des Konstriktors um eine Arterie kommt es zu Wasseraufnahme durch das Kasein, so
dass der Konstriktor an- und zuschwillt. (Elzinga 1969). Dieser Vorgang fiihrt dazu, dass das Gefal
innerhalb von 14 bis 30 Tagen (selten ldnger) zunichst graduell und schlieBlich vollstindig
verschlossen wird (Elzinga 1969). Die dadurch hervorgerufene Ischédmie kann bis zu 16 Wochen
andauern (Bloor et al. 1992). Ublicherweise wird im Schweinemodell eher eine chronische Ischimie
als ein Infarkt hervorgerufen (Kornowski et al. 2000). Der graduelle Verschluss der Koronararterien
durch einen Ameroid-Konstriktor induziert im Versorgungsgebiet der Arterie hibernierendes
Myokard, besonders in Tieren mit reduzierter Kollateralenbildung (Bolukoglu et al. 1992), (Abb. 4).

Durch den ischdmischen Zustand wird die Ausbildung von Kollateralen induziert (Bloor et al. 1992).
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Abb. 4: Koronarangiographie der linken Koronararterie, LAO 30°-Projektion. Die LCX ist durch den
Konstriktor verschlossen. Von antegrad ist eine Kollateralisierung von Grad 1 sichtbar.

3.1.4 Drei-dimensionales elektromechanisches Mapping

Unter Anwendung von zwei Miniaturmagnetsensoren an der Katheterspitze und drei extrakorporalen
Magnetfeldgeneratoren kann die aktuelle Position und Orientierung des Katheters im Raum bestimmt
werden. Die emittierten Magnetfelder besitzen bekannte rdumliche und zeitliche Merkmale, die jeden
einzeln abgetasteten Punkt in einer drei-dimensionalem Karte durch ihre Koordinaten beschreiben
kann. Aus diesen Punkten wird die endokardiale Oberfldche des linken Ventrikels erstellt und nach
Berechnung in Echtzeit graphisch drei-dimensional virtuell rekonstruiert (Ben-Haim et al. 1996 und
Gepstein et al. 1997). Neben dem lokalen endokardialen Elektrokardiogramm werden uni (UV)- und
bipolare (BV) Potenziale des linken Ventrikels aufgezeichnet, die farblich kodiert dargestellt werden.
Regionen mit niedrigem Potential oder reduzierter Kontraktilitit als Zeichen myokardialer Schadigung
konnen so préazise detektiert werden. Die Lokalisation der Schidigung kann bis auf wenige Millimeter

genau eingegrenzt werden ( Ben-Haim et al. 1996).

28



Methode

Aufbau des Systems und Funktion seiner Komponenten

Katheterlabor

NOGA-System Aufbau

Kontrollraum

Monitor

—

Ma p' |gkatheter

NOGA-Einheit

CED
? Referengkatheter T .

l—‘
I Verbindungsbox

m

Monitor

SG-Arbeitsstation

Lokalisationsunterlage Fuss-Schalter

Abb. 5: Aufbau des NOGA-Systems (aus NOGA-Trainingsmaterials 2003, Biosense Webster Inc., Diamond

Das System fiir das elektromechanische Mapping (NOGA-Mapping) besteht aus folgenden

Komponenten (Abb. 5):

Mappingkatheter:

Am distalen Ende des Katheters befindet sich eine Spitzenelektrode. Proximal von ihr sind ein
Lokalisationssensor sowie eine weitere, ringformige Elektrode in den Katheterschaft integriert. Die

Signale werden in der NOGA Unit verarbeitet. Die Spitze des Katheters ldsst sich durch Vorschieben

des Daumenknaufs biegen (Abb. 6).

Bar, Kalifornien, USA)
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TIP PULLER
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Abb. 6: Spitzenbereich des Mappingkatheters (nach Gepstein 1997)

Reference Patch:

Dieser Referenzkatheter wird unter Rontgenkontrolle unterhalb der Herzsilhouette auf den Riicken
geklebt und ist wie der Mappingkatheter mit einem kleinen Spitzensensor ausgestattet (Abb. 7). Es
ermoglicht die Korrektur der Katheterlokalisation, Bewegungsartefakte beispielsweise durch die
Atmung kénnen korrigiert werden, da das Reference Patch diesen Bewegungen entsprechend folgt und

so eine Berechnung der Abweichung von der eigentlichen Lokalisation des Katheters moglich macht.

Abb. 7: Reference Patch (NOGA-Trainingsmaterial, Fa. Cordis)
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Junction Box:

Der Mappingkatheter und das Reference Patch werden iiber die Junction Box mit dem NOGA-Unit
verbunden.

Location Pad:

Das Location Pad wird in Hohe des Herzens unter dem OP-Tisch angebracht. Es besteht aus drei
Spulen (D1, D2, D3) mit 1, 2 bzw. 3 kHz, die jeweils ein schwaches, unterschiedlich groBes
magnetisches Energiefeld von 5 x 10 bis

5x 10° Tesla emittieren (Abb. 8).

Abb. 8: Elektromagnetische Felder des Location Pad (NOGA-Trainingsmaterial, Fa. Cordis)

Der Lokalisationssensor an der Katheterspitze mif3t die Stirke der magnetischen Felde und somit die

Distanz zu jeder Spule (Abb. 9). Hierdurch wird die Lokalisation der Katheterspitze bestimmt.
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Location of the sensor |

Abb. 9: Lokalisation des Katheters (NOGA-Trainingsmaterial, Fa. Cordis)

NOGA Unit.
Die vom Katheter aufgenommenen Signale werden hier gespeichert, verarbeitet, und mit ihnen

Berechnungen fiir die Erstellung von Maps durchgefiihrt.

Workstation:
Mit der Workstation erfolgt die Darstellung eines dreidimensionalen Bildes (Map) und der Position
des Katheters im Ventrikel tiber zwei Monitore. Am Monitor verfolgt man die Mapping-Prozeduren

mit und eliminiert gegebenenfalls fehlerhafte Signalregistrierungen.

Die Kartierungsprozedur (Mapping)

Der Mappingkatheter wird perkutan durch die Schleuse in die Arteria femoralis eingefiihrt, unter
rontgenologischer Kontrolle in der Aorta herzwérts und mit abgewinkelter Spitze um den Aortenbogen
und durch die Aortenklappe bis zur Apex des linken Ventrikels vorgeschoben. Dort relaxiert man die
Katheterspitze und zieht sie gleichzeitig zuriick, bis sie in gestreckter Form in die Herzspitze fillt.
Unter Rontgenkontrolle wird hier der erste von drei initialen Punkten vom NOGA-System registriert.
Um den zweiten initialen Punkt aufzusuchen, biegt man die Katheterspitze wieder und rotiert den
Katheter wiahrend des Zuriickziehens im Uhrzeigersinn. Im Bereich der Austreibungsbahn unterhalb
der Aortenklappe kann nun der zweite initiale Punkt vom Computer gespeichert werden. Der Katheter
wird gegen den Uhrzeigersinn gedreht und in der Einstromungsbahn unterhalb des Mitral-Anulus der
dritte Initialpunkt definiert. Damit sind die Grenzen der linken Herzkammer markiert. Fiir das
Hinzufiigen weiterer Punkte benstigt man keine rontgenologische Kontrolle mehr, da ein Abbild des
Katheters und ein Strichmidnnchen auf dem Computerbildschirm eine ausreichende Orientierung

gestatten. Um den linken Ventrikel moglichst gleichmaBig zu erfassen, wird der Mappingkatheter zur
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Herzspitze gefiihrt und von dort Richtung Herzbasis zuriickgezogen und dabei in kleinen Abstdnden
Signale gemessen. Danach kehrt man wieder zur Apex zuriick, rotiert den Katheter ein kleines Stiick

und untersucht wiederum entlang der Ventrikelwand wiederum in Richtung Herzbasis.

Die Registrierungen der elektrischen und mechanischen Funktionen (lokales endokardiales EKG und
Katheterspitzenlokalisation) sind an einen bestimmten Zeitpunkt des Herzzyklus, die R-Zacke, also an
das Ende der Diastole gebunden. Die Punkte werden nur in das Map aufgenommen, wenn die
Katheterspitze stabil am Endokard liegt und dies aus der Stabilitdt der lokalen Aktivierungszeit,
Lokalisationsstabilitit, Zykluslingenstabilitdit (Abb. 10), Schleifenstabilitit (Abb. 10) wund
Ubereinstimmung des endokardialen mit dem Korperoberflichen-EKG (Abb. 11) ableitbar ist. Sind

die Kriterien erfiillt, so bestdtigt man den Punkt per Fulpedal und damit die Integration in das Map.

Map . Beference .
Stability Location CL{%) LAT
Poor [ ]
Marginal
Good u |

Abb. 10: Stabilitatskriterien Lokalisation, Zyklusldnge und lokale Aktivierungszeit, Ausschnitt des
Monitorbildes (NOGA-Trainingsmaterial, Fa. Cordis). Die Balken sollen moglichst griin sein, d.h.
den Bereich guter Stabilitdt anzeigen

second cycl

first cycle — I
)
N

Abb. 11: Stabilitdtskriterium Schleifenstabilitit (NOGA-Trainingsmaterial, Fa. Cordis)
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Abb. 12: Stabilititskriterium EKG-Ubereinstimmung, Ausschnitt des Monitorbildes (NOGA-Trainings-
material, Fa. Cordis)

Mit Hilfe der registrierten Signale werden von der NOGA-Unit dreidimensionale Maps erstellt: Das
Unipolar Voltage (UV) Map und das Linear Local Shortening (LLS) Map. Auch globale mechanische
Funktionen wie das enddiastolische Volumen, das endsystolische Volumen und die Ejektionsfraktion
berechnet das NOGA-System automatisch.

Alle Maps sind mit einer regenbogenfarbenen Skala kodiert: Von Rot fiir die niedrigsten Werte {iber
Griin und Gelb zu Violett mit den hochsten Werten.

Auswertung und Analyse der elektrischen und mechanischen Daten

Das NOGA-System bietet verschiedene Moglichkeiten die gesammelten Daten als 3D-Bild
darzustellen. Alle Kartenarten sind farbcodiert, wobei die Farben je nach elektrischer bzw.

mechanischer Aktivitit von rot (minimale Aktivitdt) bis hin zu violett (maximale Aktivitét) variieren.

¢ QRS (QRS-Dauer und Fragmentation)

Zur Beurteilung der lokalen -elektrischen Aktivierung in den mittels EMM aufgezeichneten
Elektrogrammen wurde die bipolare Amplitude als ,,peak-to-peak“-Differenz des Elektrogramms
gemessen. Die lokale Elektrogrammdauer wurde in ms gemessen und die Amplituden in mV.

Wir haben zwei verschiedene Methoden fiir die Beurteilung der Fragmentierung verwendet. Zuerst
wurde der Grad der Fragmentierung quantitativ durch die Anzahl der positiven Elektrogram-
Ablenkungen, die sich von der T-Welle unterscheiden. Zweitens haben wir den Fragmentation-Index-
Algorithmus, der von der NOGA-Software zur Verfiigung gestellt wurde. Der FI ist unabhingig von
der Signal-Amplitude und ist lediglich abhéngig von der Anzahl und der relativen Amplitude der
Fragmente. Fiir ein unfragmentiertes Signal, FI = 1, die minimal mdglichen Werte. Ein FI> 1
entspricht einem fragmentierten Signal. Fiir zwei gleiche Fragmente, wird der Wert 2, usw. Ein

Beispiel fiir FI-Karten ist in Abbildung 20. Cut-off-Werte fiir normale Elektrograme wurden <40ms
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fiir die Dauer,> 1.5mV fiir BV,> 6.9mV fiir UV, Zur Unterscheidung zwischen dem EKG eines
normalen Gewebes und dem EKG eines ischdmischen Gewebes siche die Abb. 13.

Abb. 13a zeigt normale Elektrogramm Morphologie aus einem nicht ischdmischen Myokardgewebe.
Abb. 13b-c zeigt zwei Beispiele fiir Fragmentierung Grad drei mit jeweils unterschiedlichen

Amplituden und bipolare Voltage bei Elektrogrammen in einem ischdmischen Gewebe.

33 ms
A B C i
] 22 ms + l —
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100 ms

Abb. 13: Messung der Dauer des Elektrogramms bzw. der Amplitude (a) und der Fragmentierung (b). Die

Messeinheiten bei Verstarkung von 1mV/cm bei 200mm/s.

e Unipolar Voltage (UV) und bipolare Voltage (BV)

Neben dem lokalen endokardialen FElektrokardiogramm werden uni (UV)- und bipolare (BV)
Potenziale des linken Ventrikels aufgezeichnet, die farblich kodiert dargestellt werden. Regionen mit
niedrigem Potential oder reduzierter Kontraktilitdt als Zeichen myokardialer Schadigung kdnnen so
prazise detektiert werden. Die Lokalisation der Schiadigung kann bis auf wenige Millimeter genau

eingegrenzt werden (Ben-Haim et al. 1996).

Aufgrund der BV und der UV koénnen sowohl Riickschliisse auf den Grad der Fibrosierung in dem
entsprechenden Myokardareal (basierend auf histo-morphologischen Untersuchungen) als auch auf
seine funktionelle Aktivitdt (basierend auf Radionuklid-Untersuchungen am Menschen) geschlossen
werden. Es gelten folgende Grenzwerte (Gepstein et al. 1997, Botker et al. 2001, Marchlinski et al.
2000, und Keck et al. und Wiggers et al. 2003).
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Unipolare Voltage (UV) Bipolare Voltage (BV)
Intaktes Myokard >TmV >1,5mV
Geschidigtes Myokard 5-7TmV 0,5-1,5mV
Narbe <SmV 0,1-0,5mV

Es besteht aufgrund der Fernfeld-Wahrnehmung eine interindividuelle Variabilitdt insbesondere bei
den unipolaren Potenzialen, die durch Richtungsabhingigkeit der Erregungsausbreitung verursacht
sind. Botker et al. empfehlen aufgrund hoherer Spezifitdt und Sensitivitdt eine Normierung der

unipolaren Signale auf die Signalstirke gesunder Areale (Botker et al. 2001).

Abb. 14:

NOGA-Map cines linken Ventrikels nach stattgehabtem Myokardinfarkt (links). Die Farbkodierung (Skala
rechts oben) zeigt gesunde Myokardareale blauviolett (UV bis 15mV) an. Stark geschiddigtes Myokard
(UV<6mV) ist rot dargestellt, die geschddigten Regionen entsprechend der UV gelb, griin und blau. Analog sind
im Map der Myokardbewegung (LLS, Local Linear Shortening) rechts akinetische Areale (LLS<6%) rot
koloriert (rechts).

e Linear Local Shortening (LLS)

Bei der Anwendung des elektromechanischen NOGA™-Mapping wird zusétzlich die
Katheterbewegung an der endokardialen Oberfliche wihrend der Systole und Diastole berechnet
(Ben-Haim et al. 1996, Gepstein et al. 1997). Die Abstandsverkiirzung zwischen den endsystolischen
Mapping-Punkten wird als ,,local linear shortening™ (LLS) berechnet und in Prozent ausgedriickt. LLS
wird als Algorithmus als abstandgewichtete Mittelung der Verkiirzung zwischen einem Indexpunkt

und den benachbarten Mapping-Punkten berechnet (Kornowski et al. 2001).
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Die Aufzeichnung der Amplituden, des lokalen Elektrokardiogramms sowie der Wandbewegung
erfordert eine Lagestabilitdt des Mapping-Katheters am Endokard, die durch verschiedene Kriterien

wihrend der Untersuchung gepriift wird:

Positionsstabilitit (Abweichung der enddiatsolischen Position von >5mm bei zwei aufeinander
folgenden Schldgen), Bewegungsschleifenstabilitit (Abweichung des mittleren Abstandes zweier
Punkte innerhalb aufeinander folgender Bewegungsschleifen >5mm), Abweichung der Zykluslédnge
>10% von der medianen Zykluslinge; Abweichung der Morphologie des endokardialen
Elektrogramms zwischen zwei aufeinander folgenden Schldgen, Abweichung in der lokalen
Aktivierungszeit (LAT) >5ms zwischen zwei aufeinander folgenden Schldgen, Aufzeichnungen bei

Extrasystolie oder nach Extrasystolie.

Als Referenzwerte verwendet man die Werte von Champagne et al. (2003). Hiernach zeichnet sich
ischdmisches Myokard durch LLS-Werte von 6,4 £+ 5,4% aus. Nicht-ischdmisches Gewebe zeigt 17,9
* 3,0%.

3.1.5 Langzeit-EKG (LZ-EKG)

Das Langzeit-EKG ist ein hdufig verwendetes nicht-invasives kardiologisch diagnostisches
Untersuchungsverfahren. Zum Einsatz kommen kontinuierlich und diskontinuierlich registrierende
Systeme in Frage (Bethge wu. Gonska,1988; Steinbeck 1994). Eine kontinuierliche EKG-
Aufzeichnung wird durchgehend iiber mindestens 24 Stunden durchgefiihrt, um eine hohe
diagnostische Sensitivitit zu erreichen (Andresen et al, 1982; Steinbeck 1994). Die
Aufnahmegerite sind klein und leicht, so dass der Patient sie wihrend der gesamten Aufnahme am
Korper tragen kann. Die Aufzeichnung erfolgt dabei mit einem Bandrekorder auf Magnetcassette
oder digitale Festspeicher. Im Anschluss werden die Daten im Auswertungscomputer gespeichert
und ausgedruckt. Um Fehlinterpretationen zu vermeiden, miissen die Ergebnisse der
computerisierten Auswertung jedoch visuell {iberpriift werden. Dazu werden die vollstindigen
(,,full disclosure*) Ergebnisse iiberpriift. Von einer vollautomatischen Arrhythmieanalyse kann also

nicht gesprochen werden (Bethge u. Gonska, 1985; Bethge u. Gonska, 1988).

Das LZ-EKG wurde nur bei der klinischen Studie verwendet, und zwar bei jedem Patienten

wiéhrend der baseline-Phase und follow-up-Phase.
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Folgende Parameter wurden durch LZ-EKG ermittelt und anschlieBend in den beiden Phasen

verglichen:

Rhythmus Sinusrhythmus  oder  Arrhythmia  absoluta  (z.B.:
Vorhofflimmern)

Herz-Frequenz Tachykardie oder Bradykardie

Extrasystolen (ES) Isolierte ES, Couplets, Salven

Sonstige Herzrhythmusstorungen z.B.: Ventrikuldre Tachykardien
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3.2 Eigene Untersuchungen

3.2.1 Zielsetzung

Diese Doktorarbeit soll die Frage behandeln, ob elektrophysiologische Effekte nach intramyokardialer
Injektion mononuklearer Knochenmarkzellen und mesenchymaler Stammzellen bei ischédmischer

Herzkrankheit entstehen.

Die Untersuchung wurde an ischdmischen Tiermodellen und bei Patienten mit akutem Herzinfarkt

durchgefiihrt.

Bei dem experimentellen Tiermodell wurde am RCX- Gefdl3 ein Konstriktor eingesetzt und nach zwei
Wochen wurden die Stammzellen in das RCX-Versorgungsgebiet injiziert und ein
elektromechanisches Mapping (EMM) durchgefiihrt. Nach weiteren vier Wochen wurde ein EMM

wiederholt.

Bei dem klinischen Teil handelt es sich um Patienten mit Zustand nach einem akuten Myokardinfarkt
und Stentimplantation. Nach 5 bis 15 Tagen wurde eine Stammzelleninjektion in das Infarktgebiet und

ein EMM vorgenommen. Nach 6 Monaten wurde ein Kontroll-EMM durchgefiihrt.

Die elektrophysiologischen Effekte wurden hinsichtlich der QRS- Breite, Fragmentierung, unipolare
Voltage (UV) und bipolare Voltage (BV) von den Tieren und Patienten analysiert.

Im Rahmen der klinischen Studie wurden zusétzlich LZ-EKG’s nach 6 Monaten durchgefiihrt.
Vermehrte Fragmentierung und erniedrigte UV sind bekannte Prediktoren fiir Arrhythmien. Diese

Arbeit soll untersuchen, ob Verdnderungen dieser Prediktor-Werte und damit Arrhythmien durch

Stammzellinjektion hervorgerufen werden.
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3.3 Experimentelles Tiermodell

3.3.1 Versuchstiere

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemall § 8 Abs.1 des Deutschen Tierschutzgesetztes vom 25. Mai
1998 durch das Ministerium fiir Umwelt, Natur und Forsten des Landes Schleswig-Holstein
genehmigt (Tierschutzgesetz vom 25. Mai 1998 In: BGBI. [ vom 25.05.1998, S. 1105).

Die Untersuchungen werden an 25 inldndischen klinisch gesunden Schweinen durchgefiihrt. Bei
Ankunft im Institut einige Tage vor Studienbeginn betrdgt ihr Gewicht durchschnittlich 32 kg

(Schwankungsbreite: 27-39 kg). Die Tiere stammen aus einem Ferkelaufzuchtbetrieb.

Drei Schweine starben nach Implantation des Ameroid-Konstriktur und vor der Implantation der
Stammzellen aufgrund pldtzlichen Herztodes. Ein Schwein starb nach der Operation im
Zusammenhang mit Infektionskrankheiten (septical Prozess). Diese Tiere wurden nicht in die Studie

einbezogen.

3.3.2 Versuchsplan und Gruppeneinteilung

Der Versuch findet in 3 Phasen statt. Gruppen von jeweils drei bis vier Tieren werden 3 mal im
Abstand von je 3 Wochen verschiedenen Operationen und Untersuchungen unterzogen. Die Tiere
werden 24 Stunden vor der Operation unter Nahrungskarenz gehalten, wobei Wasser ad libitum zur
Verfiigung steht. In der préoperativen Phase werden die Tiere klinisch untersucht, um den

Gesundheitszustand zu {iberpriifen und die Operationstauglichkeit sicherzustellen.

In der ersten Phase platziert man bei allen Tieren einer Gruppe ein Ameroidkonstriktor - ein offener
Metallring mit einem Kaseinkern (SS-9x4-CS, Type Pie-shaped, Research Instruments, SW,
Escondido, California, USA) - auf dem R. circumflexus der linken Koronararterie (A. coronaria sin.).
Dies erfolgt durch eine Minithorakotomie im 4. Interkostalraum. Der Konstriktor soll einen langsamen

Verschluss des Gefilies bewirken und somit eine kiinstliche, begrenzte Ischdmie hervorrufen.

In der zweiten Phase, nach 2 Wochen wird eine Schleuse in die rechte Leistenarterie (A. femoralis
dextra) gelegt, um mehrere diagnostische Verfahren durchzufithren. Man erstellt eine
Koronarangiographie, um zu kontrollieren ob der Konstriktor komplett oder nur teilweise verschlossen

ist. Danach werden im Ischédmiebereich die Stammzellen implantiert.
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Danach erfolgt eine NOGA-Untersuchung. Die Schleuse wird anschlieend entfernt, die Wunde

verniht und das Tier wird postoperativ versorgt.
In der dritten Phase erfolgen erneut sidmtliche Untersuchungen aus Phase zwei (Koronar-

angiographie und EMM). Nach abschlieBender Mikrosphdrenmessung werden die Tiere noch wéhrend

der Narkose euthanasiert.

Tab. 2: Versuchsablauf (Tiermodell)

Tag Vorgenommene Eingriffe

Erste Phase: Tag 0 Konstriktorimplantation

Punktion des Beckens und Isolation der SZ

Zweite Phase: nach 2 Wochen (baseline) Koronarangiographie

SZ-Implantation

NOGA-Mapping

Dritte Phase: nach 6 Wochen (Follow-up) Koronarangiographie

NOGA-Mapping

Anschlieflende Euthanasie

3.3.3 Isolation der Knochenmarkzellen

Nach der Punktion von 30ml Knochenmark vom Becken wurde die punktierte Substanz aspiriert. Die
Knochenmarkaspirate wurden zunédchst mittels Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt.
Anschliefend wurden die gewonnenen MNC kultiviert und nach zwei Wochen injiziert. Die
Entnahme der MSC aus dem Knochenmark erfolgte wiahrend Ameroid-Konstriktor-Implantation in der
ersten  Woche wie zuvor Dbeschriecben wurde. Kurz nach der Durchfiihrung der
Dichtegradientenzentrifugation wurden die MNC bei 37°C inkubiert und mit 5% CO2 und 10%
fetalen Kalbserum vermischt. Adhdrente Zellen wurden nach Kultivierung bis etwa 90% entfernt. Die
Anzahl der injizierten Zellen betrug 1,7 + 0,8 x 10" fiir die MNC- Gruppe und 2,4 + 12 x 10 fiir die
MSC-Gruppe an 20 Punkten (100ul auf jeden Punkt) fiir jedes Tier.
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3.3.4 Phase 1: Implantation des Ameroid Konstriktors

Anisthesie und perioperative Versorgung der Schweine

Fiir die Pramedikation verwendet man Ketaminhydrochlorid (20 mg/kg KGW), Xylazinhydrochlorid
(2 mg/kg KGW) und Atropinsulfat (1 mg/kg KGW), die in einer Mischspritze aufgezogen und dem
Tier intramuskulér in die laterale Nackenmuskulatur appliziert werden. Nach Verlust des Stellreflexes
werden die Tiere rasiert, gewaschen, abgetrocknet und intubiert. In den Osophagus platziert man fiir
die Dauer der Operation eine Temperatursonde. In die Vena auricularis magna wird ein
Verweilkatheter gelegt. Die Schweine werden in rechts-dorsolateraler Lage auf einem Operationstisch
ausgebunden.

Im OP-Raum erfolgt der Anschluss an ein Narkosegerdt. Die Beatmung erfolgt mit 2,0 Vol%
Isofluran , 35% Sauerstoff und 63% Lachgas. Fiir das Monitoring wéhrend der OP kommen EKG,
Pulsoximeter, Kapnometer und Blutdruckmanschette zur Anwendung. Uber den Venenverweilkatheter
erhilt das Tier zur Fliissigkeitsversorgung Infusionen isotoner Kochsalzlosung. Zur Prophylaxe von
Schmerzen und Infektionen bekommt die Schweine bereits vor der Operation Carprofen (125 mg/Tier
1.v.) und Florfenicol (15 mg/kg KGW i.v.) verabreicht. Die Antibiose wird durchgehend drei bis vier

Tage Uber die Phase 2 hinaus fortgesetzt.

Chirurgische Implantation des Konstriktors

Nach sterilem Abwaschen und Abdecken des Tieres wird mit einem Skalpell auf der linken
Thoraxseite, 2 bis 3 cm lateral des Sternums, etwa 15 c¢cm kaudal des kranialen Sternumendes im 3.
Interkostalraum ein 7 bis 8 cm langer Hautschnitt angebracht. In gleicher Lange wird der Schnitt durch
die Pectoralis- und Zwischenrippenmuskulatur fortgesetzt und schlieBlich Pleuralhohle eroffnet. Ein
eingesetzter Thoraxspreizer hélt das Operationsfeld auf. Nach Eroffnung des Perikards wird auf einer
Liange von 5 cm d ie linke Koronararterie im Bereich des Ramus circumflexus freiprapariert. Zur
Prophylaxe von Thrombenbildung bekommt das Tier zu diesem Zeitpunkt intravends Heparin (5000
IE/10 kg KGW) verabreicht. Um den Ramus circumflexus legt man einen Ameroid Konstriktor (je
nach Léange des frei praparierbaren Gefdflabschnitts Grofle 2,0 mm, 2,75 mm oder 4,0 mm, Typ Pie-
Shaped, Fa. Research Instruments SW, Escondido, Kalifornien, USA) (Abb. 15).
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Abb. 15: Implantierter Ameroid Konstriktor um den Ramus circumflexus (Aufnahme aus vorliegender Studie)

Der Zugang wird nach Blutstillung und Anlage einer Perikard-Drainge wie folgt verschlossen: Das
Perikard ldsst man zur Vermeidung von Perikardtamponaden offen. Mit Einzelfiden aus
resorbierbarem Material adaptiert man Muskelfaszie, einen Teil der Rippen sowie die Pectoralis- und
Zwischenrippenmuskulatur. Im néchsten Schritt werden auf gleiche Weise die Pectoralismuskulatur
und die Subkutis gendht. Fiir die subkutane als auch intrakutane fortlaufende Naht verwendet man
resorbierbaren Faden. Zur Unterstiitzung der Adaptation wird ein topischer Hautkleber auf die Wunde

aufgetragen und kurzfristig ein Kompressenverband angelegt.

Nach Schluss der Operation beendet man die Narkosegaszufuhr, beatmet zunédchst manuell weiter und
verabreicht zur Schmerzprophylaxe Buprenorphinhydrochlorid (0,162 mg/30 kg i.m). Die Tiere
bleiben bis zum Einsetzen der selbstindigen Atmung im OP-Raum unter Beobachtung. Im Stall
werden die Tiere in Einzelboxen untergebracht und unter eine Rotlichtlampe gelegt. Nach Einsetzen
des Schluckreflexes wird extubiert, und der Venenverweilkatheter entfernt. Die Tiere wachen unter

Aufsicht auf.

43



Methode

3.3.5 Phase 2: Kardiologische Untersuchung/Verlaufskontrolle und Zellinjektion

Anisthesie und perioperative Versorgung der Schweine

Fiir die Phase 2 wird im Vergleich zu Phase 1 eine herz- und kreislaufschonendere Injektionsnarkose
gewihlt, um die Belastung des Tieres wihrend und nach der kardiologischen Untersuchung
weitmoglichst zu minimieren. Die Anésthesie und die perioperative Versorgung der Tiere verlaufen
grofBtenteils wie in Phase 1. Die bereits zum Zeitpunkt der Phase 1 begonnene Antibiose wird noch

drei bis vier Tage fortgesetzt.

Chirurgische Platzierung der arteriellen Einfithrschleuse

Die Haut des Innenschenkels der Beckengliedmal3e wird groBfléchig desinfiziert. Mit Einmaltiichern
deckt man das Tier so ab, dass nur noch der Innenschenkel freiliegt. Proximal im Schenkelkanal wird
mit einem Einmalskalpell ein ca. 6 cm langer Hautschnitt gemacht. Zwischen den Muskelbduchen der
Musculi sartorius und gracilis prapariert man stumpf in die Tiefe und stellt die Arteria femoralis dar.
Es werden zwei Fadenschlingen um das GefdB gelegt. Mit einem der beiden Fiden wird das Gefaf3
distal ligiert und mit einer Geféllschere das GefdB proximal dieser Ligatur angeschnitten und eine
8French-Einfiihrschleuse herzwirts in dem Gefall platziert. Nach Entfernung des Dilatators aus der
Schleuse fiihrt man durch einen Fithrungsdraht in das Gefd vor, iiber den man dann die Schleuse
kontrolliert vorschiebt. Uberpriifung des Sitzes und der Durchgingigkeit der Schleuse erfolgen durch
Spiilen mit wenigen Millilitern Heparin-Kochsalzlosung (Verdinnung 5000 IE auf 200 ml). Der
Dilatator wird kurzfristig wieder eingefiihrt, um den zweiten Faden zur Fixierung der Schleuse
proximal um das Gefdl zu knoten, ohne dabei die Schleuse zu komprimieren. Nach erneuter
Entfernung des Dilatators fixiert man beide Fiden an der Ose der Schleuse deckt den Zugang erneut

steril ab.

Um Embolien durch die Manipulation des Katheters in der Blutbahn zu vermeiden erhélt das Tier

einen Bolus Heparin (5000 IE/10 kg KGW i. v.)
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Kardiologische Untersuchung

Koronarangiographie

Mit Hilfe der Koronarangiographie soll der Verschluss des Ameroid Konstriktors und eine eventuelle
Kollateralenbildung dokumentiert werden.

Man fiihrt mit Hilfe eines Fithrungsdrahts einen Angiographie-Katheter durch die Schleuse in die
Arteria iliaca ein und platziert ihn in den Anfangsteil der linken Koronararterie. In die Koronararterie
wird iiber diesen Katheter ein Kontrastmittel injiziert, so dass sich das Gefdl mit seinen
Aufzweigungen rontgenologisch darstellt. Zusitzlich fiihrt man mit dem gleichen Katheter eine
Koronarangiographie der rechten Koronararterie durch, um eine mdgliche Kollateralenbildung

ausgehend von diesem GefaB feststellen zu konnen.

Lavoventrikulographie

Die linksventrikuldren Funktion, insbesondere die Wandbewegungsstdrungen lassen sich mit der
Lavoventrikulographie dokumentieren. Dazu wird ein nach rechts gebogener Pigtail-Katheter mit
einem Fithrungsdraht in die Schleuse eingefiihrt und retrograd durch die Aortenklappe im linken
Ventrikel platziert. Bei rontgenkinematographischer Aufzeichnung  werden mit Hilfe einer
Hochdruck-Injektionspumpe mehrfach 30 ml lomeprol-Kontrastmittel mit einer Geschwindigkeit von
120 ml pro Minute appliziert. Das Kontrastmittel fiillt den linken Ventrikel und erméglicht wahrend
der Kontraktion die Beurteilung der Wandbewegungen. Die Injektionsphase wird am Monitor verfolgt
und auf einem DVD-Medium gespeichert. Man dokumentiert Aufnahmen in der LAO-30°- sowie der
AP-Projektionsebene.

Durchfiihrung des EMM und intramyokardiale Injektion der Stammzellen

Die Injektionen erfolgen unmittelbar nach dem Mapping. Fiir die Injektionsprozedur verwendet man
einen modifizierten Mappingkatheter (Injection Cardiology Catheter, 8 F, Lange 115 cm, Kurventyp B
oder D, 27G-Nadel, Volumen 0,1 ml, Biosense Webster Inc., Diamond Bar, Kalifornien, USA) (Abb.
16, 17) Um eine ausreichende Einstichtiefe zu gewéhrleisten, und der Gefahr von Perforationen zu
begegnen wird vor der Injektionsprozedur die Linge der ausgefahrenen Kaniile sowohl bei geradem
Katheterschaft als auch in gebogener Stellung gemessen. Durch Drehen einer Réandelschraube stellt

man die Lange der Kaniile auf ca. 4 mm ein.
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Auf das Ende des Katheterhandgriffs schraubt man eine 2 ml-Luer-Spritze (Omnifix®, Fa. B. Braun
Melsungen AG, Melsungen) auf (Abb. 16). AnschlieBend wird das Kaniilenlumen mit SZ gefiillt. Der
Katheter wird, wie vorher der Mappingkatheter, im linken Ventrikel plaziert. Im Bereich der "area of
interest" appliziert man intramyokardial 20 Injektionen von jeweils 100 pl SZ. Fiir die Injektion muss
die Katheterspitze im rechten Winkel auf das Endokard gerichtet sein. Der Sitz der Katheterspitze wird
unter Rontgendurchleuchtung und anhand der Stabilitétskriterien kontrolliert. Stimmt die
Katheterposition, so sticht man die Nadel durch Betitigung eines Daumenknaufs am Katheterhandgriff
schnell ins Myokard ein. In diesem Augenblick sollen im EKG eine Extrasystole und eine
Unterbrechung der ST-Strecken-Hebung sichtbar sein. Der korrekte Sitz des Katheters ist aulerdem
noch einmal unter Rontgendurchleuchtung zu kontrollieren. Nun wird {iber einen Zeitraum von 15
Sekunden die Injektion vorgenommen. Die Injektionsstellen erscheinen im NOGA-Map als

rosafarbene Markierung.

Abb. 16: Injektionskatheter mit aufgeschraubter Luer-Spritze (NOGA-Trainingsmaterial, Fa. Cordis)

Abb.17: Spitze des Injektionskatheters mit ausgefahrener Nadel (NOGA-Trainingsmaterial, Fa. Cordis)
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Entfernung der Einfiihrschleuse

Die Einfiihrschleuse wird aus der Arteria femoralis gezogen und das Gefiall sofort mit einem Faden
ligiert. Die Muskeln mit der dazugehdrigen Faszie sowie das subkutane Gewebe werden jeweils mit
Einzelheften adaptiert. Die Haut verschliet man mit einer intrakutanen, fortlaufenden Naht und tragt

zur Unterstiitzung der Adaptation einen topischen Hautkleber auf die Wunde auf.

3.3.6 Phase 3: Follow-up Kontrolle nach 6 Wochen

Anésthesie, prd- und intraoperative Tierversorgung, die chirurgische Platzierung der arteriellen
Einfiihrschleuse sowie die kardiologische Untersuchung und EMM werden wie in Phase 2

durchgefiihrt.

3.3.7 Euthanasie, Sektion und Probenentnahme

Nach Beendigung der kardiologischen Untersuchungen euthanasiert man die Tiere in Narkose. Der
Thorax wird beidseits im Bereich der Rippenknorpelgrenze eréffnet und das Herz nach Durchtrennung
der GefaBle entnommen. Nach Spiilung des Herzens mit Kochsalzlosung werden die Konstriktoren aus
dem Herzgewebe prépariert, um deren vollstindigen Verschluss noch einmal zu iiberpriifen (Abb.
18). AnschlieBend legt man das Herz zur Fixierung fiir die histologischen Untersuchungen in 3,5%ige

Formalinlésung.

Abb. 18: Explantierte Konstriktoren (Aufnahme aus der vorliegenden Studie)
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3.3.8 Histologische Untersuchungen

Aus dem Myokardgewebe schneidet man zwei Blocke (jeweils 1,5 cmx 1,5 cm):
» einen aus dem ischdmischen Gebiet (LCX-Versorgungsgebiet, posterolateral proximal) und
» einen aus einem nicht-ischdmischen Gebiet (linker Ventrikel septumnah, LAD- oder RCA-

Versorgungsgebiet), Kontrollschnitt.

Es soll festgestellt werden, ob sich das AusmaBl von Verdnderungen der beiden Tiergruppen
unterscheidet und ob es sich um akute oder abgeschlossene Prozesse handelt (Rundzellinfiltrate,
Fibrosen, weitere degenerative Verdnderungen). Fiir die Dokumentation wurden digitale

Photographien angefertigt.

Um das betroffene Gebiet post mortem besser wiederzufinden, ist bei den letzten Versuchstieren
unmittelbar vor der Euthanasie mit einem Injektionskatheter intramyokardial grilne Tusche um den

betroffenen Bereich injiziert worden (Abb. 19)

Abb. 19: Intramyokardiale Injektion von griiner Tusche (Pfeile) (Aufnahme aus vorliegender Studie)
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3.4 Klinischer Teil

Die tierexperimentellen Daten der Zell-Injektion wurden partiell in eine klinische Studie umgesetzt.
Dabei wurde an 17 Patienten (60,4+11,4 Jahre alt) 10,545 Tage nach akutem Myokardinfarkt und
Revaskularisation (18 Koronarverschliisse der linken und zwei Verschliisse der rechten
Herzkranzarterie) in die Infarktregion und deren Randbereich (>5mV UV als Zeichen der Vitalitét)
durch einen mapping-gesteuerten Katheter aus dem Knochenmark entnommene MNC injiziert
(baseline). Nach 6 Monaten wurde ein Kontroll-EMM (follow-up) durchgefiihrt.

Bei dem EMM wurden bei jedem Patienten ungeféhr 42+9 endokardiale Punkte gespeichert und in die
Wertung einbezogen. Die Mittelwerte der baseline-Phase wurden mit den Mittelwerten der follow-up-
Phase verglichen. Bei der klinischen Studie gibt es keine Kontroll-Gruppe

An der Studie nahmen 17 Patienten teil, davon eine Frau. In der baseline-Phase haben alle Patienten an

der Studie teilgenommen. In der follow-up-Phase haben 15 Patienten teilgenommen.

Bei 15 Patienten wurde nach sechs Monaten das EMM wiederholt. Bei allen Patienten wurden sowohl

in der baseline- als auch in der follow-up Langzeit-EKG und Echokardiografien durchgefiihrt.

Tab. 3: Einzelne Schritte der klinischen Studie:

Tag Vorgenommene Diagnostik und Procedure

Erste Phase: Tag 0 PTCA/Stentimplantation ber betroffenen
HerzgefdB3e nach dem Myokardinfarkt

Zweite Phase: nach 5-15 Tagen (baseline) Koronarangiographie

SZ-Implantation

NOGA-Mapping

LZ-EKG und Echokardiographie

Dritte Phase: nach 3 Monate Allgemeine Diagnostik wie TTE und LZ-EKG

Vierte Phase: nach 6 Monaten (Follow-up) Koronarangiographie

NOGA-Mapping

LZ-EKG und Echokardiographie
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3.5 Statistik

Die Ergebnisse werden als arithmetischer Mittelwert + STABW (Standardabweichung vom
Mittelwert) dargestellt. Einzelne Datenreihen der baseline- und follow-up-Ergebnisse fiir die SZ- und
Kontrollgruppe beurteilt man zusitzlich anhand des Student-T-Tests. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit
kleiner als 5% galt als signifikant (p-Wert <0,05). Die Daten werden graphisch als Boxplots
prasentiert.

Die Daten werden in Microsoft© Excel 2003 gesammelt. Die statistische Analyse erfolgt mit dem
Software Paket SPSS® (SPSS fiir Windows Version 11.5, Inc. 1989-2002, Chicago, Illinois, USA)
und Sigmaplot/SPW10.0.
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4 Ergebnisse

4.1 Experimentelles Tiermodell

4.1.1 Uberlebensrate

Die Gesamtzahl der im Versuch verwendeten Tiere belduft sich auf 21. Drei Schweine starben vor der
Bewertung nach der Implantation des Ameroid-Konstiktor und vor der Implantation der Stammzellen
aufgrund plotzlichen Herztodes. Ein Schwein starb nach der Operation im Zusammenhang mit
Infektionskrankheiten (septischer Prozess). Diese Tiere wurden nicht in die Studie eingenommen.
Kein Tier starb im Zusammenhang mit der Katheterisierung und Injektionsverfahren. Kein Tier starb

nach der Injektion der Stammzellen und vor Beendigung des Experiments.

4.1.2 Konstriktoren

Bei allen Tieren sind die Konstriktoren zum Zeitpunkt der Entnahme vollstéindig verschlossen. Zur
Uberpriifung des Verschlusszeitraumes der Konstriktoren werden vor der ersten OP 5 Konstriktoren in
vitro getestet. Sie werden zu diesem Zweck in korperwarmer NaCl-Losung inkubiert und téglich

iiberpriift. Nach 10 +/- 2 Tagen sind alle 5 Konstriktoren komplett verschlossen.

4.1.3 Elektromechanisches Mapping (EMM)

Bei 21 Schweinen wurde ein Ameroid-Konstriktor um das RCX-Koronargefdl3 platziert. Nach zwei
Wochen wurde bei neun Schweinen mesenchymale Stammzellen (MSC, n = 9) injiziert, bei sechs
Schweinen mononukledre Stammzellen (MNC, n = 6). Die iibrigen sechs Schweine dienten als
Kontrollgruppe, bei denen keine Stammzellen injiziert wurden (n = 6).

Das EMM wurde zwei Wochen (baseline) sowie sechs Wochen (follow-up) nach Infarktinduktion
durchgefiihrt. Sowohl bei der baseline-Untersuchung als auch bei der follow-up-Untersuchung
wurden ungefihr 68+18 endokardiale Punkte pro Tier gespeichert und in die Wertung einbezogen
(kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen).

Die Fragmentation, QRS-Dauer, UV und BV wurden durch die Workstation des Systems zu den

beiden Zeitpunkten (baseline, follow-up) in den jeweiligen Injektionszonen berechnet.
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Die elektrophysiologische Effekte wurden hinsichtlich der QRS-Breite, Fragmentierung, unipolare
Voltage (UV), bipolare Voltage (BV) und lokale Kontraktion des lokalen EKG’s von allen Tieren

analysiert.
a
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Fiir jedes Tier wurde von allen bewerteten Punkten ein Mittelwert fir jede bestimmte Messung (z.B.
Fragmentation) ermittelt, dann wurde von allen Mittelwerten aller Tiere der gleichen Messung sowohl
in der baseline- als auch follow-up-Phase ein Mittelwert berechnet. Darauthin wurden die Mittelwerte
in den beiden Phasen miteinander verglichen. Auflerdem kann man die drei untersuchten Gruppen

miteinander vergleichen und die Ergebnisse analysieren (Tab. 4 -7).

Sechs Wochen nach der Injektion von MSC bzw. MNC ergaben die EEM keine Zunahme der
Fragmentierung (MSC-Gruppe: 1,4+0,3 vs. 1,310,2; MNC-Gruppe1,4+0,2 vs. 1,3 £0,2; p=NYS).
Bei der Kontrollgruppe zeigte sich eine Zunahme der Fragmentierung (Kontrollgruppe 1,4+3 vs.

1,5+£2; p=NS), die aber auch nicht signifikant war.

Das EMM zeigte keine Verlingerung der Dauer des QRS-Komplexes (MSC-Gruppe: 27,1 £7ms vs.
23,7 £2ms; MNC-Gruppe 27,8+3ms vs. 26,8 £5,6ms; p = NS).

Bei der Kontrollgruppe zeigte sich eine Verlédngerung der Dauer des QRS-Komplexes (Kontrollgruppe
26,8+6ms vs. 23,6+5ms; p=NS).

Das EMM zeigte eine leichte Zunahme der bipolaren Voltage bei der MSC-Gruppe und eine Abnahme
der bipolare Voltage bei der MNC. (MSC-Gruppe: 2,7+0,9mV vs. 2,8 +1,0mV; MNC-Gruppe
2,0+£1,0mV vs. 1,7 £0,4mV; p=NS)

Bei der Kontrollgruppe zeigte sich fast gleiche Endergebnisse in der baseline- und follow-up-Phase

(Kontrollgruppe 2,3+1 vs. 2,3+0,6; p=NS).

Tab. 4: EMM: Fragmentation
MSC-, MNC- und Kontrollgruppe nach 2 (baseline) und 6 Wochen (follow-up)

Baseline follow-up

MSC MW 1,45 1,3

STABW 0,29 0,16

P 0,148
MNC MW 1,39 1,33

STABW 0,2 0,18

P 0,53
Kontrollgruppe MW 1,43 1,48

STABW 0,28 0,18

P 0,340

MW= Mittelwert, STABW = Standardabweichung

53



Ergebnisse

Tab. 5: EMM: Fragmentation Index

MSC-, MNC- und Kontrollgruppe nach 2 (baseline) und 6 Wochen (follow-up)

Baseline follow-up

MSC MW 1,44 1,38

STABW 0,19 0,10

P 0,148
MNC MW 1,44 1,44

STABW 0,20 0,20

P 0,84
Kontrollgruppe MW 1,40 1,61

STABW 0,18 0,43

P 0,43

MW= Mittelwert, STABW = Standardabweichung

Tab. 6: EMM: QRS -Dauer (ms)

MSC-, MNC- und Kontrollgruppe nach 2 (baseline) und 6 Wochen (follow-up)

Baseline follow-up

MSC MW 27,1ms 23,7ms

STABW 7,8 2,0

P 0,313
MNC MW 27,8ms 26,8ms

STABW 3,5 5,6

P 0,84
Kontrollgruppe MW 26,8ms 30,6ms

STABW 5,8 5,1

P 0,0506

MW= Mittelwert, STABW = Standardabweichung

Tab. 7: EMM: Bipolare Voltage BV (mV)
MSC-, MNC- und Kontrollgruppe nach 2 (baseline) und 6 Wochen (follow-up)

Baseline follow-up

MSC MW 2,7mV 2,8mV

STABW 0,9 1,0

P 0,1414
MNC MW 2,0mV 1,7mV

STABW 1 0,4

P 0,134
Kontrollgruppe MW 2,36mV 2,35mV

STABW 1,02 0,63

P 0,999

MW= Mittelwert, STABW = Standardabweichung
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Abb. 21: Gesamtvergleich der baseline- und follow-up-Werte des experimentellen Tiermodells

4.1.4 Bestimmung des ischimischen Myokardareals mittels EMM

Das endokardiale elektromechanische Mapping (EMM) zeigte in der sechsten Woche eine signifikant
reduzierte ischdmische endokardiale Oberflache bei den Tieren, die mit MSC behandelt wurden im
Vergleich zu den MNC-behandelten und den Kontrollgruppen-Tieren. Die Kontrollgruppe zeigte im
Verlauf eine vergroBerte ischdmische endokardiale Oberfliche. Die Ergebnisse werden in Abbildung 5
wiedergegeben. Die nominalen und normalisierten Werte der UV nahmen in den ischdmischen
Arealen der mit MSC und MNC injizierten Tieren zu: in der allogenen MSC-Gruppe von 35,0+5,9%
auf 44,0+£2,5% (p=0.008), der autologenen MSC-Gruppe von 45,0+4,7% auf 61,0£6,8 (p=0.004), der
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MNC-Gruppe von 55,5+8,9% auf 56,0+10,1% (p=n.s.), wihrend in der Kontrollgruppe die
normalisierte UV von 53,0+8,4 % auf 37,0+4,8% um 16% abnahm. Die individuelle Differenz der
nominalen UV von der zweiten Woche (Zeitpunkt der Injektionen) bis zur sechsten Woche war:
Kontrollgruppe: -1,2mV vs. MNC-Gruppe +1,5mV (p=0,002) vs. autologe MSC-Gruppe +0,4mV
(p=0,03) vs. allogene MSC-Gruppe +0.75mV (p=0,01). Somit zeigen die Ergebnisse des
elektromechanischen Mappings im Verlauf einen positiven Effekt von mesenchymalen Stammzellen
auf die GroBe des geschiadigten Myokardareals, wéhrend Zellinjektionen mononukleédrer

Knochenmarkzellen das linksventrikuldre Remodelling, wie es in der Kontrollgruppe auftrat,

aufhalten.
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Abb. 21: Die Differenz der ischdmischen endokardialen Oberflache war signifikant reduziert in den Gruppen mit
autologer MSC Injektion ( p=0,004) sowie allogener MSC Injektion (p=0,008). Die Gruppe mit MNC-
Injektionen zeigte keinen signifikanten Unterschied bei grofer Standardabweichung, wéhrend die
Kontrollgruppe eine signifikante Zunahme des ischdmschen Areals aufwies im Sinne eines linksventrikuldren
Remodelling.
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4.1.5 Histologie

Die quantitative morphometrische Post-mortem-Analyse der ischdmischen Regionen ergab einen
signifikant geringeren Grad an interstitieller Fibrose in den mit Zellen behandelter Gruppen. Es zeigte
sich 13,6%3,7% interstitiale Fibrose in der MSC-Gruppe vs. 17,6£5,0% in der MNC- Gruppe vs.
28,7£10,2% in der Kontroll-Gruppe. Die Differenz zwischen MSC-Gruppe und Kontrollgruppe war
signifikant (p=0,01) wie auch die zwischen MNC-Gruppe und Kontrollgruppe (p=0,038). Zwischen
den Zellgruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied (Abb. 9).

C Myocardial fibrosis
45 —
[ p =0.00004 |
40 - p = 0.00237 I
| p=0.235 |
€
¢
3

MsC MNC controls

Abb. 22:

A zeigt eine repréisentative Histologie aus dem Ischdmiegebiet der Kontrollgruppe Elastica-van-Gieson-Farbung)
mit hherem Grad an interstitieller Fibrosierung (rot gefirbte Areale) im Vergleich zu B (Histologie aus der
MSC-Gruppe). C zeigt die Unterschiede der myokardialen Fibrosierung nach morphometrischer Analyse
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4.2 Klinischer Teil

Bei dem klinischen Teil handelt es sich um 15 Patienten mit Zustand nach einem akuten
Myokardinfarkt und Stentimplantation. Nach 5 bis 15 Tagen wurde eine Stammzelleninjektion in das

Infarktgebiet und ein EMM vorgenommen. Nach 6 Monaten wurde ein Kontroll-EMM durchgefiihrt.

Wahrend der Prozeduren kam es in keinem Fall zu anhaltenden ventrikuldren Tachykardien oder
Kammerflimmern. Periprozedural kam es bei keinem Patienten zu einem Perikarderguss,
Perikardtamponade, Myokardinfarkt, Schlaganfall, Infektion, Myokarditis, Endokarditis oder Tod.
Nach zwolf Monaten Beobachtung verstarb keiner der Patienten. In der Nachbeobachtung von zwolf
Monaten traten echokardiografisch keine nachweisbaren Kalzifizierungen oder Tumorformationen auf.
Es war keine Neudiagnose von malignen Erkrankungen zu beobachten. Eine Patientin wurde wegen
chronischen Unterbein-Ulcera hospitalisiert und ein Patient erhielt nach acht Monaten einen femoro-
poplitealen Bypass am linken (nicht bei der Studie punktierten) Bein aufgrund einer zuvor
vorliegenden pAVK. Nach sechs Monaten Beobachtung traten in der Kontroll-Koronarangiografie bei
sechs Patienten (30%) Restenosen der jeweils unbeschichteten Stents (BMS) auf. Vier dieser Patienten
waren zum Zeitpunkt der Untersuchung symptomftrei. Fiinf Patienten erhielten einen medikamenten-
eluierenden Stent in die Restenose-Lésion, ein Patient erhielt eine ACVB-Operation aufgrund neu
aufgetretener Stenosen der Nicht-Infarkt-Gefédfle. Kein Patient zeigte eine Verschlechterung in der
NYHA-Klassifizierung im Verlauf. Drei Patienten wurde aufgrund einer primirprophylaktischen
Indikation ein ICD implantiert.
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4.2.1 Elektromechanisches Mapping

e Fragmentation

Sechs Monate nach MNC-Implantation zeigte sich im EMM keine Erh6hung der Fragmentation in der
Injektionszone: baseline: 3,1+0,3, follow-up 2,9+0,3; p=NS.

Tab. 8: Vergleich der Fragmentierung in der baseline-Phase mit der Fragmentierung in der follow-up-Phase

Pat. Baseline Follow-up
1 3 2,94
2 2,92 2,78
3 2,77 2,75
4 3,63 3,45
5 2,65 2,38
6 2,6 2,55
7 2,89 2,6
8 3,08 3,05
9 3,31 3,19
10 3,18 3,09
11 3,35 3,0
12 3,44 3,36
13 3,1 2,95
14 33 3,2
15 3,31 3,09

MW 3,10 2,95

STABW 0,29 0,30

P 0,20

0 T

Fragmentation Fragmentation
baseline follow-up

Abb. 23: Vergleich der Fragmentierung in der baseline-Phase mit der Fragmentierung in der follow-up-Phase
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¢ QRS-Komplex

Das EMM zeigte keine Verbreiterung der Dauer des QRS-Komplexes in der Injektionszone in der

follow-up-Phase. baseline: 31,7 £7,5ms, follow-up:. 32,1 £8ms, p=NS.

Tab. 9: Vergleich der Dauer des QRS-Komplexes in der baseline-Phase mit der Dauer in der follow-up-Phase

Pat. Baseline Follow-up
1 38,13 41,36
2 32,92 30,4
3 23,13 27,31
4 38,5 40,25
5 25,87 23
6 21,48 17
7 23,03 29,21
8 41,81 37,35
9 33,05 35
10 32,81 29,46
11 29,42 32,79
12 31,16 23,27
13 30,54 32,5
14 24,35 35,33
15 49,21 47,8

MW 31,7 32,1

STABW 7,5 7,9
P 0,732
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Abb. 24: Vergleich der QRS-Dauer in der baseline-Phase mit der QRS-Dauer in der follow-up-Phase
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e Unipolare Voltage (UV)

Das EMM zeigte eine minimale Zunahme der UV in der follow-up-Phase baseline: 5,942; follow-up

6,0:2mV; p=NS.

Tab. 10: Vergleich der UV in der baseline-Phase mit der UV in der follow-up-Phase

Pat. Baseline Follow-up
1 5,25 3,7
2 6,43 6,71
3 3,54 5,34
4 4,31 4,24
5 4,05 5,54
6 5,86 2,6
7 5,65 7,11
8 4,49 3,8
9 13,31 7,01
10 7,02 9,54
11 7,33 6,23
12 6,05 6,45
13 6,1 8,77
14 3,6 7,42
15 5,55 6,18

MW 5,90 6,02

STABW 2,27 1,9
P 0,834
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Abb. 25: Vergleich der UV in der baseline-Phase mit der UV in der follow-up-Phase
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¢ Bipolare voltage (BV)

Das EMM zeigte keine Senkung der BV in der follow-up-Phase baseline: 2,2+1, follow-up 2,0£1mV;
p=NS.

Tab. 11: Vergleich der BV in der basleine-Phase mit BV in der follow-up-Phase

Pat. Baseline Follow-up
1 1,97 2,35
2 2,72 1,5
3 1,64 2,27
4 0,81 2,05
5 2,65 2,76
6 1,69 1,08
7 2,59 3,59
8 1,09 1,51
9 5,57 0,27
10 2,22 2,44
11 2,92 2,01
12 1,6 1,22
13 2,02 3,56
14 2,47 3,14
15 1,31 1,01

MW 2,21 2,05

STABW 1,08 0,96
P 0,695
6
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Abb. 26: Vergleich der BV in der baseline-Phase mit der BV in der follow-up-Phase
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4.2.2 Ergebnisse des Langzeit-EKG

Tab. 12: Ergebnisse des Langzeit-EKG (baseline und follow-up)

Baseline follow-up
MW STABW MW STABW
HF mittel 70 11 64 10
HF min. 56 13 51 7
HF max. 99 15 103 20
Isolierte VES 42 65 18 35
Couplets 5 12 0,6 2,1
Salven 0 0 0 0

In den Holter-EKG-Aufzeichnungen wurden keine anhaltenden ventrikuldren Tachykardien vor und
nach MNC Injektion dokumentiert. Die Anzahl der ventrikuldren Extrasystolen zeigte keinen

signifikanten Unterschied.
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5 Diskussion

5.1 Uberlegung zum Versuchsaufbau des experimentellen Teils der Arbeit

5.1.1 Wahl des Tiermodells

Es stellt sich bei tierexperimentellen Untersuchungen grundsitzlich die Frage nach der Ubertragbarkeit
auf den Menschen. Hierbei kommt es vor allem auf die passende Auswahl der Versuchstierspezies an.
Aufgrund seiner dem Menschen sehr dhnlichen Koronaranatomie hat sich das Schwein hier besonders
auf dem Gebiet der Erforschung der koronaren Herzkrankheit als geeignetes Versuchstier erwiesen
(White et al. 1986; Bocker et al. 2001). Die héufige, in der Literatur beschriebene Nutzung des
Schweines, vor allem des "chronischen ischdmischen Modells" ist wegen der entsprechend bestehenden

Vergleichsmoglichkeiten mit anderen Studien dieser Art von Vorteil (Rahimtoola 1989).

5.1.2 Konstriktormodell und Verlustrate

Das am weitesten verbreitete "chronische Ischdmie-Modell" ist das Konstriktormodell. Es wurde bereits
in mehreren experimentellen Studien zur Erforschung von Revaskularisierungstherapien angewendet.
Dennoch hat auch dieses chronische Modell weiterhin den Nachteil einer relativ hohen Verlustrate von
etwa 30% (Hughes et al. 2003). In unserer Studie zeigte sich eine Verlustrate durch die Konstriktur-
Implantation von nur 12%.

Bei den anderen Methoden, wie z. B. die Methode der Mikroembolisation zur Infarktinduktion betragt
die Verlustrate 38% (Rammos 2009). Weitere tierexperimentelle Modelle akuter myokardialer
Ischdmie verwenden die Methode der Ballonokklusion der Koronargefile mit geringeren
Verlusten (Sasano 2008; Schuleri 2008). Eine Verlustrate von 20% wurde in der tierexperimentellen
Studie Horackovas dargestellt, wobei dort die chirurgische Ligatur der linken Koronararterie
benutzt wurde um einen Infarkt auszulosen (Horackova 2004).

Der Vorteil an dem Konstriktor-Modell die relativ leichte Handhabung sowie der nur langsame,
graduelle Verschluss des Gefilles durch den Konstriktor. Nicht bestitigt hat sich auch die Behauptung
von Carroll et al. (1993), dass der runde Konstriktor im Gegensatz zum ovalen Modell eine héhere
Thrombosegefahr birgt, denn in unserer Studie wurde bei keinem der untersuchten Tiere Anzeichen fiir

einen solchen akuten Verschluss nachgewiesen.
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Aufgrund der ungenauen Angaben zur absoluten Verschlusszeit des Konstriktors ist es schwer fiir alle
Tiere konstante Versuchsbedingungen zu schaffen. Ein weiteres Problem bei diesem chronischen
Ischdmie-Modell ist die nach einiger Zeit einsetzende Kollateralenbildung, welche auch beim Schwein
bei einem retardierenden Totalverschluss ein gewisses Ausmall annehmen kann. Somit wird die
Entstehung eines Ischdmiegebietes verringert wenn nicht sogar vollkommen verhindert. Aufgrund der
guten Kollateralenversorgung am Schweineherzen nach etwa drei Wochen konnten Harada et al. (1994)
wihrend der Dobutamin-Stressechokardiographie keine Wandbewegungsstorungen feststellen.
Verbleibt hingegen ein Restfluss, wie bei einer Stenose, ist die Kollateralenbildung nicht so ausgepréagt
und der Myokardschaden im Vergleich groBer (St. Louis et al. 2000).

In dieser Studie konnte in allen Tieren eine deutliche Wandsbewegungsstdrung in den ischdmischen
Regionen nachgewiesen werden.

Generell gegen dieses Modell spricht der invasive chirurgische Eingriff, der mit nicht unerheblichen

Schmerzen und Beeintrachtigungen der Tiere verbunden sein kann.

5.1.3 Limitationen, Vor- und Nachteile des NOGA-Systems

Ein groBer Vorteil ist es, dass die Erstellung der NOGA-Karten im Gegensatz zu anderen Methoden
fast ganz ohne Rontgenstrahlung mdglich ist (Gepstein et al. 1997; Kornowski et al. 1998b; NOGA -
Trainingsmaterials 2003). Lediglich das Einfiihren des Katheters und die Aufnahme der ersten drei
Punkte muss unter Rontgenkontrolle erfolgen. Beim NOGA wird kein Kontrastmittel bendtigt, so dass
Komplikationen wie Nieren- oder Herzversagen durch allergische Reaktionen auf die Injektion von
hyperosmotischer Losung ausgeschlossen werden kdnnen (Gepstein et al. 1997). Ein weiterer Vorteil
des NOGA-Systems ist die Mdglichkeit, gleichzeitig elektrische und mechanische Informationen {iber
den lokalen sowie globalen Vitalititszustand des Herzens zu sammeln (Gepstein et al. 1997; Gepstein
et al. 1998; Kornowski et al. 1998b; Keck et al. 2002). Durch die Nutzung des speziell entwickelten
Katheters und die 3D Echtzeit Darstellung des Katheters ist es ohne weiteren Aufwand moglich, erst
eine diagnostische Karte zu erstellen und direkt im Anschluss an die Untersuchung eine Therapie, wie
z.B. das injizieren von Wachstumsfaktoren in das Myokard sehr priazise durchzufiihren (Kornowski et
al. 2000). Vorbereitungen und benétigte Voraussetzungen (Einfiihrschleuse, Rontgengerit) flir das
NOGA-Mapping sind identisch mit denen der Koronarangiographie. Daher ist es direkt im Anschluss
an das NOGA-Mapping mdglich, ohne weitere Vorbereitungen eine koronarangiographische

Untersuchung durchzufiihren. Es muss lediglich ein anderer Katheter dafiir verwendet werden.

Fiir die Anwendung des NOGA-Systems benotigt man speziell geschultes Untersuchungspersonal, um

zuverlassige Werte zu erhalten. Mit Erfahrung des Untersuchers verkiirzt sich die Untersuchungszeit
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auf ein moderates Mal3, anfangs ist allerdings mit wesentlich ldngeren Zeiten zu rechnen. Hinzu

kommen hohe Kosten fiir die Gerite sowie die Ausbildung des Personals (Ben-Haim et al. 1996).

Bei unerfahrenem Personal besteht die Gefahr, dass bestimmte Gebiete des Ventrikels aufgrund ihrer
Geometrie und der mechanischen Gegebenheiten bei der Datenkollektion ausgelassen und somit die
Ergebnisse verfilscht werden (Gepstein et al. 1997). So ist es z.B. schwierig, direkt neben den
Papillarmuskeln den Katheter in die richtige Position zu bringen und ihn stabil zu halten, was bei
unerfahrenen Untersuchern zu nicht verwertbaren Daten fithren kann (Lessick et al. 2002). Der
Herzrhythmus muss wihrend der gesamten Untersuchung relativ stabil sein, da Daten fiir einen Punkt
iiber mehrere Herzschlige gesammelt werden. Dies ist vor allem aufgrund der Dauer der
Untersuchung oft schwierig (Gepstein et al. 1997). Durch die Verwendung eines "Pacers" konnen
Herzfrequenz und Zyklusldnge auch iiber einen ldngeren Zeitraum stabil gehalten werden (Lessick et
al. 2002). Bei manueller Filterung der NOGA-Daten kann es, je nach Untersucher, zu Schwankungen
bei den entfernten Punktanzahlen kommen. Daher sollte man hauptsidchlich mit der automatischen
Filterung arbeiten (Lesssick et al. 2002). Beim Vergleich der NOGA-Karten mit einem
zweidimensionalen Verfahren (Echokardiographie) besteht zudem noch eine gewisse Ungenauigkeit,
da die Zuordnung der anatomischen Strukturen des 3D-Bildes im Vergleich mit dem 2D-Bild trotz der

vergleichbaren Segmenteinteilung schwierig ist (Botker et al. 2001).

5.1.4 Vergleich der verschiedenen Stammzellen

Bisher liegen keine Daten vor, welche Art der Stammzellen am besten geeignet wire, um in der
Kardiologie eine Anwendung zu finden. Grundsitzlich ist festzuhalten, dass die Priparation
unselektierter und selektierter mononukledrer Knochenmarkstammezellen klinisch am einfachsten und
schnellsten auszufiihren ist und somit auch bei der Behandlung eines akuten Myokardinfarkts
angewendet werden kann. Die Mehrzahl der aufgefiihrten Zelllinien, wie endotheliale Vorlduferzellen,
mesenchymale Stammzellen oder skelettale Myoblasten miissen in einem, meist mehrere Tage oder
Wochen, andauernden Prozess in Zellkulturflaschen angeziichtet werden. Deshalb sind sie in der

klinischen Akutsituation fiir eine autologe Transplantation nicht einsetzbar.

5.1.5 Gewebeschaden

In dieser Arbeit wurde histologisch keine Abwehrreaktion gesehen. Dies bestétigten auch andere

Studien, welche von allogener MSC Gebrauch machten (Dai et al. 2005 und Kinnaird et al. 2004).
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Dariiber hinaus wurde beschrieben, dass MSC eine gewisse Toleranz induziert, welche fiir die
Reduktion der graft-versus-host-disease, der Abwehrreaktion und der Regulierung der
Entziindungsreaktion verantwortlich sein kdnnte (Aggarwal et al. 2005; Le Blanc et al.2003).

Andere Autoren hingegen beschrieben eine zellulire und humorale Immunantwort bei drei
untersuchten Schweinen (Poncelet et al. 2007).

Erst kiirzlich wurden Kalzifizierungen nach MNC und MSC Injektion beschrieben (Breitbach et al.
2007). Wir bestitigen Kalzifikationen in sechs von 15 Tieren, aber wir haben auch, Kalzifizierung bei
Schweinen festgestellt, die lediglich nur ein Placebo erhielten. Es ist nicht sichergestellt, ob die
Injektion selbst Kalzifizierungen der Zellen verursacht.

Zwei unabhéngige Pathologen interpretierten diese als degenerative Kalzifizierungen im Rahmen der
chronischen Ischdmie. Ob die Konzentration der injizierten Zellen ebenso fiir diese Befunde
verantwortlich ist, miisste in zusétzlichen Experimenten erwiesen werden.

Im Hinblick auf die myokardiale Arrhytmogenitit und die Kontraktion scheinen diese kleinen
Mikrokalzifizierungen als nicht relevant.

Da die positive Wirkung der Zell-Injektion in der aktuellen Studie auch zu einem geringeren Grad der

interstitielle Fibrose gefiihrt hat, kann man dieses Phanomen als nicht relevant erachten.

5.2 Arrythmogenitit und Sicherheit

Wir untersuchten die Merkmale von endokardialen Elektrogrammen vor und nach perkutaner
intramyokardialer Stammzell-Injektion im Modell der chronischen koronaren Erkrankungen sowohl
im experimentellen Tiermodell als auch in einer klinischen Studie bei Patienten mit Zustand nach
Myokardinfarkt. Wir haben das arrhythmogene Substrat an der Injektionsstelle von MSC und MNC im
ischdmischen Tiermodell und MNC in der klinischen Studie untersucht. Hierbei fand sich sowohl im
Tiermodell als auch in der klinischen Studie keinen Hinweis fiir einen negativen Einfluss auf das

arrhythmogene Substrat in diesem Bereich, gemessen an den lokalen Elektrogrammen.

In der klinischen Studie haben wir zusétzlich bei jeden Patienten ein LZ-EKG in der baseline- und
follow-up-Phase durchgefiihrt. Alle Patienten hatten sowohl in der baseline- als auch in der follow-up
Phase durchgehend einen Sinus-Rhythmus. Anhaltendes Vorhofflimmern oder ventrikuldre

Tachykardien wurden nicht nachgewiesen.
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5.2.1 Ursachen der Herzrhythmusstorungen nach Zellinjektion

Da eine Transdifferenzierung adulter Stammzellen zu voll funktionsfihigen Kardiomyozyten
umstritten ist, ist davon auszugehen, dass im Rahmen aktueller klinischer Studien keine relevante
funktionelle Integration transplantierter adulter Stammzellen im Sinne eines aktiven Beitrags zur
Kontraktion des Empfangerherzens stattfindet. Trotzdem muss beachtet werden, dass eine gewisse
elektrische Kopplung zwischen Empfangerkardiomyozyten und trasplantierten adulten Stammzellen
auch ohne kardiale Transdifferenzierung vorhanden ist. Humane mesenchymale Stammzellen
exprimieren Connexine und bilden intakte Gap junctions mit den Kardiomyozyten des Hundes aus

(Valiunas et al. 2004).

Bei mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmarkstroma wurde in Studien unter speziellen
Kulturbedingungen eine Differenzierung in myozytendhnliche Zellen beobachtet. Nach Injektion
dieser Zellen in Infarktgewebe zeigten sich eine Funktionsverbesserung sowie eine Verhinderung von
Remodelingprozessen (Pittenger 2004). Weitere Vorteile dieser Zellen sind ihre Expandierbarkeit in
vitro und ihre geringe Immunogenitat (Pittenger 2004). Problematisch fiir die praktische Anwendung
der mesenchymalen Stammzellen im klinischen Alltag erscheint jedoch ihr arrhythmogenes Potential.
In einer Studie, in der menschliche mesenchymale Stammzellen mit ventrikuldren Myozyten
neonataler Ratten kokultiviert wurden, zeigte sich, dass die Mischung der beiden Zelltypen
Arrhythmien hervorrufen kann (Chang 2006). Man nahm an, dass der Reentrymechanismus bei
heterogenem Myokard aufgrund der elektrischen Kopplung unerregbarer mesenchymaler Stammzellen

mit Myozyten erhdht ist, die dann eine verlangsamte Erregungsleitung aufweisen.

In ecinem In-Vitro-Modell fiir Erregungsblockierungen, bei dem zwei Areale neonataler
Rattenkardiomyozyten durch einen bis zu 450um breiten Spalt separiert wurde, konnte eine
Erregungsausbreitung zwischen beiden Arealen durch eine Plattierung humaner mesenchymaler
Stammzellen in den Spalt erzeugt werden (Beeres et al. 2005). Die Geschwindigkeit der
Erregungsausbreitung war jedoch um den Faktor elf reduziert. Dariiber hinaus ergaben intrazelluldre
Aktionspotentialableitungen, dass Potentiale der Stammzellen ein deutlich reduziertes
Ruhemembranpotential (-23+13mV) sowie eine stark verminderte Amplitude (15+8mV) aufweisen.
Es lag also kein typisches kardiales Aktionspotential vor.

Als Folge dieser Inhomogenitét der Erregungsausbreitung und der Aktionpotenialparameter ist eine
Induktion von Arrhythmien (Erregungsblockierungen, Reentry-Tachykaredien) durch eine

Transplantation adulter Stammzellen theoretisch nicht auszuschlieen.

Chen et al. berichten in diesem Sinne {iber eine verlidngerte lokale Aktivierungszeit nach MSC-

Injektion in einem Herzinsuffizienz-Modell (Chen et al. 2006). Auch in einem Grofitiermodell wurden
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drei Monate nach intravendsen MSC-Injektionen kiirzere effektive Refraktirzeiten gemessen (Price et
al. 2006). Auf der anderen Seite fanden Mills et al. eine reduzierte Arrhythmieinduzierbarkeit in einem

Infarkt-Modell der Ratte nach MSC-Injektionen (Mills et al. 2007).

In klinischen Studien bei Patienten mit chronisch-ischdmischer Herzkrankheit ohne
Revaskularisierungsoption, bei denen MNC intramyokardial wie auch in unserer Studie injiziert
wurden, sind keine vermehrten Arrhythmien beschrieben worden (Fuchs et al. 2006, Perin et al.
2004). Die MNC verédnderten die elektrophysiologischen Eigenschaften im injizierten Areal nicht
(Beeres et. al. 2007) und es ergab sich auch kein Unterschied in der programmierten
Ventrikelstimulation im Vergleich zur Kontrollgruppe (Meyer et. al. 2006). In allen Studien, bei denen

MNC intrakoronar injiziert wurden, ergab sich auch kein Hinweis fiir vermehrte Arrhythmogenitét.

Die geféhrlichsten Herzrhythmusstérungen sind nach der Implantation Skelettmuskelzellen
entstanden. Menasché et al. gelang es, die sogenannten Satellitenzellen, eine Art Vorlduferzellen oder
Myoblasten der Skelettmuskulatur, aus Biopsien quergestreifter Muskulatur zu isolieren und in vitro
zu expandieren. Operativ oder durch transepikardiale Injektion wurden diese Zellen, Patienten mit
bereits bestehender ischdmischer Kardiomyopathie oder direkt nach einem akuten Myokardinfarkt in
ein akinetisches Infarktareal transplantiert (Herreros 2003, Menasché 2003, Pagani 2003).

Postoperativ kam es zu einer signifikanten und persistierenden Verbesserung der regionalen und
globalen Pumpfunktion. Angesichts der simultanen Bypass-Operation ist jedoch der Effekt der
Zelltransplantation schwer zu beurteilen. Bei Patienten ohne gleichzeitige Revaskularisationstherapie
reduzierten die per Katheter in alte Infarktnarben injizierten Myoblasten zwar die Symptome
der Herzinsuffizienz, verbesserten jedoch die globale linksventrikulire Pumpfunktion nicht
(Smits et al.). Obwohl es in den vorausgegangenen umfangreichen Tierexperimenten keinen
Hinweis auf eine arrhythmogene Wirkung der Skelett-Myoblastentransplantation gegeben hatte,
entwickelten Patienten nach Myoblasteninjektion ventrikuldre Arrhythmien, die zu Todesfillen
fiihrten (Menasche et al. 2003). Deshalb war fiir die in der Phase-1I-Studie MAGIC (,,Myoblast
Autologous Graft in Ischaemic Cardiomyopathy) die simultane Implantation eines automatischen
Defibrillators (ICD) obligat (Menasche et al. 2005).

Die klinische Phase-II -Studie MAGIC  zeigte keine Verbesserung der Herzfunktion bei
Infarktpatienten. Vielmehr zeigte sich in der Zellimplantationsgruppe eine Haufung ventrikuldrer

Arrhythmien (Smith et al. 2008).

Skelettmuskelzellen exprimieren allerdings per se nicht die notigen Adhésionsproteine oder
Connexine, die eine elektromechanische Kopplung mit dem Myokard ermdglichen (Reinecke et al.

2000, Rubart et al. 2004).
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Nach Myoblasteninjektion aufgetretene ventrikuldre Arrhythmien sind auf die ektopische elektrische
Aktivitdt der transplantierten Skelettmuskelzellen zuriickzufiihren, die keine zelluldren Kontakte mit
den Kardiomyozyten des Empféngerherzens ausbilden (Leobon et al. 2003).

In vitro-Experimente zeigten, dass die transgene Expression des ,,Gap-Junction“-Proteins Connexin
43 die Arrhythmogenitit humaner Skelettmyoblasten in Kokultur mit neonatalen
Rattenkardiomyozyten deutlich reduzierten (Abraham et al. 2005).

Interessanterweise konnte in einer neueren Studie im Tiermodell gezeigt werden, dass genetisch
modifizierte Connexin-43 (Cx43) iiber exprimierende Muskelzellen elektromechanisch mit dem
Myokard koppeln. Das Auftreten ventrikuldrer Arrhythmien nach Transplantation dieser Zellen konnte
somit verhindert werden (Roell et al. 2007).

Neben diesen rhythmogenen Nebenwirkungen sind von Breitbach et al. wie auch in unserer Studie in
deutlich geringerem Ausmalf histomorphologisch vermehrte relevante Kalzifikationen in Arealen nach
MSC-Injektion beschrieben worden (Breitbach 2007) mit potentiell arrhythmogener Wirkung. Der

Sicherheitsaspekt bei der intramyokardialen Injektion darf also nicht auller Acht gelassen werden.
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5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Wir fanden vier Wochen nach MSC- und MNC-Injektion beim ischdmischen Tier-Modell keine
elektophysiologische Verdnderung bzgl. der Fragmentierung, QRS-Breite, unipolare und bipolare
Voltage im injizierten Ischdmie-Gebiet.

In der klinischen Studie, &nderte die Implantation von MNC nicht die elektrophysiologischen
Eigenschaften des Myokards. Die Ergebnisse des EMM nach sechs Monaten, nach intramyokardialer
Implantation von MNC, zeigten keine Verschlechterung der elektrophysiologischen Effekte
hinsichtlich der QRS- Breite, Fragmentierung, unipolare Voltage (UV), bipolare Voltage (BV) und
lokale Kontraktion des lokalen EKG’s.

Dariiber hinaus zeigten LZ-EKG nach sechs Monaten keine Vermehrung von Arhythmien.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Anwendung von SZ aus dem Knochenmark zur Therapie
von Patienten mit einer chronischen Myokardischdmie nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
am ischdmischen Schweineherzen und Patienten in der Frithphase nach akutem Myokardinfarkt
vielversprechend ist. Durch die SZ-Implantation sind keine negativen Verdnderungen der

elektrophysiologischen Eigenschaften des injizierten Myokards nachgewiesen worden.

Die Zukunftsperspektive der Behandlung des Myokardinfarkts durch die adulten Stammzellen sind
vielfdltig und haben das Ziel, Stammzellmarkierungen vorzunehmen, das Stammzellschicksal zu
verfolgen, die Applikationsmechanismen zu verbessern, die Zellidentifikation spezifisch
vorzunchmen, das Homing, d.h. die Einnistung der Zellen in das Gewebe zu verbessern und mogliche
Komplikationen zu vermeiden. Weitere Untersuchungen und Forschungen in diesem Bereich sind auf

jeden Fall noch erforderlich.
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6 Zusammenfassung

Diese Doktorarbeit soll die Frage behandeln, ob elektrophysiologische Effekte nach intramyokardialer
Injektion mononuklearer Knochenmarkzellen und mesenchymaler Stammzellen bei ischédmischer
Herzkrankheit entstehen.

Aus vorherigen Experimenten und klinischen Studien geht hervor, dass die Ursachen fiir potentielle
Herzrhythmusstorungen bei Stammzell-Implantation nach Myokardinfarkt die Heterogenitdt der
Aktionspotentiale und die Leitungsverzogerung der elektrischen Signale durch die Stammzellen sein
konnen. Dariiber hinaus kann die intramyokardiale Injektion von Stammzellen in das lebensfdahige
Myokard die lokale Erregungsleitung verdndern und zur Auslésung von Herzrhythmusstorungen

fithren.

Die hier vorgestellte Arbeit zeigt sowohl tierexperimentelle als auch die klinische Anwendung der
perkutanen transendomyokardialen Zellinjektion in der frithen Postinfarktphase.

Vor einer direkten transendokardialen Injektion von Stammzellen erfolgte ein elektromechanisches
Mapping (NOGA — Mapping) zur Erstellung eines dreidimensionalen Bildes des linken Ventrikels.
Dies ermdglicht eine Unterscheidung von vitalem, geschidigtem und vernarbten Myokard. Uber einen
speziellen Katheter werden die Stammzellen transendothelial direkt in das ischdmisch geschidigte
Myokard injiziert.

Die elektrophysiologischen Effekte bei dieser Arbeit wurden hinsichtlich der QRS- Breite,
Fragmentierung, unipolare Voltage (UV) und bipolare Voltage (BV) des lokalen EKG’s von den
Tieren und Patienten sowohl bei Stammzellinjektion als auch in der Nachbeobachtungsphase
untersucht und analysiert. In der Nachbeobachtungsphase zeigten sich keine Verdnderungen der
elektrophysiologischen Eigenschaften.

In der klinischen Studie wurden die Herzrhythmusstérungen zusitzlich mittels Langzeit-EKG
untersucht. Auch hier zeigte sich keine Vermehrung von Herzrhythmusstérungen in der follow-up-

Phase.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten daraufhin, dass keine elektrophysiologische Effekte nach
intramyokardialer Injektion mononuklearer Knochenmarkzellen und mesenchymaler Stammzellen in

der Frithphase nach akutem Myokardinfarkt entstehen.
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