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3 Einleitung

3.1 Kardiovaskuldre Erkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen in den Industrienationen sowie mit zunehmendem
Industrialisierungsgrad auch in den Schwellenlandern die Haupttodesursache mit enormer
individueller und gesellschaftlicher Relevanz dar. Der Anteil an den diagnostizierten
Todesursachen lag 2006 in Deutschland bei 43,7%, die Lebenszeitpravalenz fir
kardiovaskulare Erkrankungen bei ca. 30% fiir Manner und 15% fir Frauen. Insbesondere die
chronische, ischamische Herzerkrankung (KHK) nimmt mit 9,5% aller Todesfdlle eine
Ausnahmestellung ein. 2006 verstarben in Deutschland 144.189 Patienten an der KHK, 64.796
(73%) an einem akuten Myokardinfarkt (AMI)(Statistisches Bundesamt, 2007).
Pathomechanistisch kommt es zu einer makroangiopathisch-artherosklerotischen
GefaBveranderung. Beglinstigend wirken neben einer genetischen Pradisposition die
Risikofaktoren Hypercholesterinamie, Hypertonie, Adipositas, Rauchen, Diabetes Mellitus,
Alkohol und Stress. Die artherosklerotischen Lasionen, instabile Plaques und Plaquerupturen
fuhren im Herzen zu GefalBthrombosen mit einer koronaren Minderperfusion bzw. einem
Perfusions-Utilisations-Missmatch. Weitere seltene Ursachen myokardialer Minderperfusion
mit konsekutivem Gewebsuntergang sind 1) Endokarditis assoziierte Embolien, 2) die
disseminierte, intravasale Koagulopathie oder 3) lang anhaltende Vasospasmen. Die
Verlegung der Koronararterien ist auBerdem durch Hamorrhagien, Tumoren am Herzen oder
GefaBdissektionen moglich. Als Folge der Minderperfusion kommt es nach einer Ischamiezeit
von 15 bis 30 Minuten zur kardiomyozytdren Malfunktion und im weiteren Verlauf zu einer
irreversiblen Gewebeschadigung. Die betroffene Myokardregion wird dann innerhalb weniger
Wochen durch eine fibrotische Narbe ersetzt (Braunwald und Pfeffer, 1991). Das umliegende
kompensatorisch hypertrophierende Myokard (Cheng et al, 1996) ist einem erhdhten
mechanischen Stress (Olivetti et al, 1990) ausgesetzt und kann zwar kurzfristig durch die
Hypertrophie die Schlagkraft steigern, fihrt aber aufgrund der herabgesetzten
Kompensationsfahigkeit gegenliber erneuter Belastung zur Herzinsuffizienz. Dies ist
unabhéngig von der kausalen Erkrankung (Sarmento-Leite et al., 2001). Nach einem AMI
kommt es auBerdem haufig zu tachyarrhythmischen Erregungsleitungsstorungen, die die

Mortalitat ebenfalls unglinstig beeinflussen.



Bei Patienten, die wegen KHK, AMI oder allgemein terminaler Herzinsuffizienz behandelt
wurden, ist hdufig postinzidentiell eine lebenslange Pharmakotherapie indiziert. Es besteht
wahrend der akuten Phase kurzfristig die Moglichkeit einer Inotropiesteigerung mittels der
i.v. Gabe von Katecholaminen. Die weitere langfristige medikamentdse Behandlung mit ACE-
Hemmern, B-Blockern, Statinen und Thrombozytenaggregationshemmern (z.B. ASS oder
Clopidogrel) ist in ihrer Kreislauf unterstitzenden Wirkung jedoch begrenzt und bleibt
symptomatisch. Mittels Ballonangioplastie oder koronarer Bypassoperation kann bei
vorliegender KHK die myokardiale Perfusion des noch vitalen Myokards verbessert werden. In
erster Linie kurz und mittelfristig als Uberbriickung bis zur Herztransplantation, aber auch
langfristig als sogenannte .destination therapy” sind mechanische
Kreislaufunterstlitzungssysteme einsetzbar (El-Banayosy et al., 1999). Diese sind aber durch
enormen technischen und finanziellen Aufwand gekennzeichnet (Couper et al, 1999).
Insbesondere auch die haufigen unter Einsatz auftretenden Komplikationen wie Blutungen
oder Infektionen limitieren letztendlich die Einsatzdauer (Roell et al., 1997).

Die Lasermyokardrevaskularisation wird als mdgliche therapeutische Option kontrovers

diskutiert (Schofield et al., 1999).
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Abbildung1l Neuanmeldungen und Herztransplantationen

Neuangemeldete Patienten zur Herztransplantation im Vergleich zu durchgeflihrten Transplantationen
in Deutschland von 1997 bis 2006. Trotz strenger Indikationsstellung ist ein deutlicher Uberschuss an
potentiellen Empfangern erkennbar (Quelle: Deutsche Stiftung Organspende, 2007).



Aufgrund der Abnahme von Lebensqualitdt und -erwartung bleibt in letzter Instanz nach
Abwagung der oben genannten pharmakologischen und interventionellen therapeutischen
Optionen bislang nur die Herztransplantation als langfristig erfolgreiche Therapie (Fraund et
al; 1999). Bei Herztransplantationen gibt es trotz enger Indikationsstellung in Deutschland
jedoch eine enorme Diskrepanz zwischen den zur Verfligung stehenden Spenderherzen und
den bendtigten Transplantaten. Den 412 im Jahr 2006 transplantierten Herzen stand ein
Bedarf in der Bundesrepublik von ca. 1000 Spenderherzen gegeniber. Im gleichen Jahr

wurden zusatzlich 745 Patienten neu fiir eine Herztransplantation angemeldet.

Dieses Missverhaltnis zwischen Donorherzen und potentiellen Empfangern nimmt auch
global zu, so dass insgesamt ca. 30% der akzeptierten Patienten auf der
Transplantationswarteliste versterben (Fukushima et al., 1999). Innerhalb eines Jahres nach
Akzeptierung fir eine Transplantation und einem Hochrisiko Score nach HFSS (heart failure

survival score) liegt die Mortalitat ebenfalls bei deutlich Gber 30%.
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Abbildung 2 Mortalitdt auf der Warteliste nach HFSS

Mortalitdt von Patienten auf der Warteliste flr Herztransplantationen geschichtet nach Schweregrad
der Herzinsuffizienz (Quelle: Deng et al., 2000).

Der Therapieerfolg der kardial transplantierten Patienten ist differenziert zu betrachten:

Bei orthotopen Transplantationen fir den Zeitraum von 1993 bis 1995 liegt nach dem
International Register die Ein-Jahres-Uberlebensrate bei ca. 84%, die 5-Jahres-Uberlebensrate
bei 63 %, die 10-Jahres-Uberlebensrate bei nur 43 %, jeweils fir die Zeitrdume von 1982 bis
1995 (Hetzer, 2006). Griinde hierflr sind in erster Linie AbstoBungsreaktionen, Infektionen

und die Transplantatvaskulopathie (Fraund et al., 1999; Schwaiblmair et al., 1999).

Das pra- und perioperative Transplantationsmanagement ist strukturierter und effizienter
geworden. Bei der Beurteilung des Fortschritts der Transplantationen ist allerdings zu
beriicksichtigen, dass das Aufnehmen von kritisch kranken Patienten auf die Warteliste und
der Einsatz von so genannten Marginal-Donorherzen, bedingt durch die zunehmende
Knappheit der Spender, dazu geflihrt hat, dass sich das Therapieergebnis postoperativ nicht

weiter verbessert hat (Deng et al., 2000).

Der bei den terminal herzinsuffizienten Patienten verminderte Allgemeinzustand wird zudem
durch die schwerwiegenden Nebenwirkungen der transplantations-assoziierten
Immunsuppressivagabe beeintrachtigt und die Lebensqualitat der Patienten so teilweise stark

verschlechtert (Schwaiblmair et al., 1999; Crespo-Leiro et al., 2008).

Im Experimentalstadium befinden sich noch Untersuchungen zu transgenen, porcinen
Xenografts (Schmoeckel et al., 1998). Ob diese mittel- oder langfristig Einsatz in der Klinik
finden, ist jedoch trotz erster funktionell viel versprechender Ergebnisse fraglich. Die eventuell
mogliche Ubertragung porciner Retroviren (Martin et al, 1998) auf den Menschen spielt
hierbei eine wesentliche Rolle, obgleich diese in einigen Studien durch RNA-Interferenz

teilweise unterdriickt werden konnte (Paradis et al., 1999; Patience et al., 1998).
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3.2 Zellulare Kardiomyoplastie

Bei Betrachtung des oben beschriebenen Ungleichgewichts zwischen der Anzahl zur
Verfigung stehender Donorherzen und der deutlich gréBeren Zahl an mdoglichen
Empfangern riickt bei der Behandlung der terminalen Herzinsuffizienz, in erster Linie nach
Ausschopfung aller pharmakologischer Therapieoptionen, als mdgliche zusatzliche
therapeutische Anwendung die tierexperimentell erforschte, aber auch in klinischen Studien
untersuchte zellulare Kardiomyoplastie in den Blickpunkt (Acker et al., 1999). Da es sich bei
adulten Kardiomyozyten um terminal differenzierte Zellen handelt, kann das irreversibel
ischamisch geschadigte Myokard vom Herzen selbst funktionell und morphologisch nicht
oder nur bedingt ersetzt und regeneriert werden (Pfeffer und Braunwald, 1990). Es konnte
zwar gezeigt werden, dass auch Herzzellen proliferieren konnen, allerdings ist dieser Effekt,
vermutlich aufgrund der sehr geringen Prolieferationsrate ohne physiologisch-regenerative
Relevanz (Kajstura et al., 1998; Beltrami et al., 2001). Daher wird bei der Kardiomyoplastie in
die kardiale Lasion, das Infarktgebiet oder lbergeordnet in das insuffiziente Myokardareal
eine Zellsuspension appliziert. Dies kann direkt durch Injektion in das Gewebe oder indirekt
Uber Perfusion der Koronarien geschehen (Roell et al., 2002; Suzuki et al., 2000). Die
Anforderungen an die verwendete Zellpopulation sind jedoch hoch. Die Zellen, die zur

Injektion gebracht werden, sollten im Idealfall folgende Kriterien aufweisen:

Die Zellen mussten

1) immunkompatibel,

2) kontraktil,

3) elektrophysiologisch koppelnd,

4) aus sich selbst heraus proliferierend,

5) non-onkogen und non-teratogen sein (Murry et al., 2005).

Ein weiteres wichtiges Kriterium an die ideale Zelle ist die ethische Unbedenklichkeit bei der

Gewinnung.

Im Folgenden werden verschiedene Zelltypen charakterisiert, die experimentelle Anwendung

gefunden haben.
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3.3 Stammzellen

Der menschliche Korper verfligt Giber ca. 200 verschiedene Zellarten, die sich speziell an ihre
jeweiligen Aufgaben angepasst haben. Zellen, die diese Ausdifferenzierung und
Subspezialisierung noch nicht vollzogen haben, bezeichnet man als Stammzellen. Sie
verfligen Uber die einzigartige Moglichkeit, Tochterzellen zu generieren und sich dabei selbst
unbegrenzt zu erneuern und zu erhalten. Die Tochterzellen konnen sowohl zunehmend
ausdifferenzierter sein als auch selbst Uber die Eigenschaften einer Stammzelle verflgen.

Auch eine Entdifferenzierung ist moglich (Koerstenbauer et al., 2006).
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Abbildung 3 Stammzellbaum, Plastizitit, Differenzierung und Dedifferenzierung

Aus der befruchteten Eizelle entsteht Uber die Blastozyste die pluripotente Stammzelle. In vivo
differenziert die Zelle in adulte Stammzellen, weiter in die verschiedenen Keimblatter und schlieBlich in
die einzelnen spezialisierten Zelltypen. Auch eine Dedifferenzierung ist moglich. In vitro lasst sich die
embryonale Stammzelle gezielt reproduzieren und ausdifferenzieren (Nach Koerstenbauer et al.,2006;
Dimmeler et al.,, 2005; Dimmeler et al.,, 2008; Breitbach 2006).
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Die Zygote, als Zelle, welche die komplette Embryogenese durchlauft, stellt dabei die erste
Form einer Stammzelle dar. Aus ihr konnen alle Zellen des Organismus entstehen, man
spricht hier von einer totipotenten Stammzelle. Im Laufe der Ausdifferenzierung der
Tochterzellen lasst die Fahigkeit zur Subspezialisierung in jede beliebige Zelle sukzessive
nach: Von der totipotenten Uber die pluri- und multipotente, hin zur unipotenten Zelle, die
nur noch eine bestimmte Zellart hervorbringen kann. Durch das Differenzierungspotential
und das ontogenetische Alter lassen sich verschiedene Typen von Stammzellen

charakterisieren (Anderson et al., 2001; Morrison et al., 1997).

3.3.1 Embryonale Stammzellen

Seit ihrer erstmaligen Isolierung und Etablierung im Jahre 1981 durch Evans et al. sind
embryonale Stammzelllinien (ES-Zelllinien) Gegenstand intensiver Forschungsbemihungen
von Fachgruppen verschiedenster Subdisziplinen der Biomedizin. ES-Zellen verfligen Uber ein
pluripotentes Differenzierungspotential oder auch eine pluripotente Plastizitat (Odorico et al.,
2001). Das bedeutet, sie konnen sich in Zellen aller drei Keimblatter (Endoderm, Ektoderm
und Mesoderm) und damit in die verschiedenen Zelltypen des Korpers differenzieren, wie z.B.
in funktionelle Kardiomyozyten (Kolossov et al., 2006; Laflamme und Murry, 2005). ES-Zellen
werden aus der inneren Zellmasse von Blastozysten isoliert. Alternativ kdnnen embryonale
Keimbahnzellen zudem aus der Keimbahnleiste isoliert werden. In vitro werden die Zellen auf
embryonalen Fibroblasten, so genannten feeder-Zellen (murine embryonal fibroblasts; MEFs)
kultiviert, um die Zellen in einem undifferenzierten Stadium zu erhalten wird dem
Kulturmedium leukaemia inhibiting factor (LIF) zugesetzt. Durch Anderung der zellkulturellen
Bedingungen kommt es gemaB der Pluripotenz zu einer Differenzierung in Zellen aller drei
Keimblatter. Wird die Zellsuspension als hangende Tropfen (Wobus et al., 1991; Boheler et al.,
2002) ausplattiert, aggregieren sich die Zellen gemaB3 der Schwerkraft zu so genannten
embryoid bodies (EBs) (Evans. 1981). Hierbei bilden sich unter anderem auch autorhythmogen

schlagende Herzzellaggregate (Doetschman et al., 1985; Robbins et al., 1990).
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Abbildung 4 Embryoid bodies

GemaB der Schwerkraft haben sich nach dem hdngenden Tropfen Protokoll (Abb. 4 A) embryoid
bodies aggregiert Abb. 4 B). (Quellen: Abb. 4 A: Pandur P. Biol Cell. 2005 97:197-210; Abb. 4 B: Odorico
Lab; U of Wisconsin)

ES-Zellen und insbesondere humane ES-Zellen (hES) sind von groBem Interesse fiir die
Etablierung von spezialisiert differenzierten Zellen fir eine potentielle Zellersatztherapie.
1998 gelang die erstmalige Etablierung von hES-Zelllinien mit ahnlichen Eigenschaften, wie
sie aus murinen Studien bekannt waren. Die Gewinnung erfolgte aus Uberschissigen
Embryonen nach in vitro Fertilisation (Thomson et al., 1998) und diese hES-Zelllinien konnten
in vitro zu spezifischen Zellen ausdifferenziert werden (Schuldiner et al., 2000; Odorico et al.,
2001). Die induzierte und gerichtete Differenzierung Uber Zytokine ist hierbei Gegenstand
intensiver Forschungsbemiihungen (Itskovitz-Eldor et al, 2000). Zudem wurden 2002 von
Hochedlinger und Jaenisch im Tierexperiment erstmals Blastozysten Uber nukledren Transfer
erzeugt und hieraus murine ES-Zellen isoliert. Bei hES entstehen so neue Ansatzpunkte fir
die Umgehung der Allogenitat und der damit verbundenen Immunreaktion nach
Transplantation. Da hES-Zellen nach in vitro Fertilisation gewonnen werden, ist die Forschung
mit hES-Zellen und von hES-Zellen abstammenden Zelllinien ethisch sehr umstritten. Den
moglichen fundamentalen, positiven Impulsen fir die Forschung und die Therapie von bisher
kausal nicht behandelbaren Krankheiten steht eine emotional oftmals sehr aufgeladene
Debatte Uber den Wirdeschutz des menschlichen Lebens gegenliber (Sugarman, 2008).
Diese auch religids gepragte Diskussion (Heinemann und Honnefelder, 2002) und die
restriktive Gesetzeslage in Deutschland zur Forschung mit hES-Zellen fihren dazu, dass die

Forschung mit hES-Linien in Deutschland im Vergleich zu anderen medizinisch
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forschungsstarken Industrienationen zur Zeit zunehmend in den Hintergrund tritt. Die am
01.04.2008 umgesetzte Novellierung und Liberalisierung des im internationalen Vergleich
sehr restriktiven Stammzellgesetzes und die Verschiebung des Stichtages flir den Import von
ES-Zelllinien auf den 01.05.2007 durch den Deutschen Bundestag bringen neue Impulse zur

Forschung an hES-Zellen - auch im kardiovaskularen Bereich - mit sich.

3.3.2 ES-Zell abgeleitete Kardiomyozyten

Wie bereits beschrieben verfliigen undifferenzierte ES-Zellen Uber ein pluripotentes
Differenzierungspotential und eine gute Vermehrbarkeit, beides Grundlagen fiir einen Einsatz
in der Zellersatztherapie. Bei Implantation von undifferenzierten ES-Zellen in einen syngenen
Empfanger bilden sich allerdings Teratokarzinome aus (Erdo et al., 2003; Kolossov et al.,
2006).

Wie oben beschrieben, koénnen ES-Zellen auch in funktionsfahige Kardiomyozyten
ausdifferenzieren (Menard et al., 2005). Zur Selektion dieser wurden verschiedene transgene
Zelllinien generiert, welche z.B. enhanced green fluorescent protein (EGFP) sowie die Resistenz
gegenliber dem Aminoglykosid Neomycin unter dem herzspezifischen Promotor a-MHC
exprimieren (Klug et al., 1996). In nachfolgenden Protokollen wurde auch die Resistenz
gegenliber dem translationsinhibierenden Nukleosidantibiotikum Puromycin in den ES-Zell
Klon als Selektionsmarker verwendet (Kolossov et al, 2006). Hieraus konnten nach dem
+hangenden Tropfen Protokoll”, zellkultureller Aufarbeitung und der Aufreinigung und
Selektion unter dem entsprechenden Antibiotikum ES-Zell-abgeleitete Kardiomyozyten
selektiert werden (Boheler et al., 2002). Unter immunhistochemischen und zellbiologischen
Kontrollen wurde die Reinheit der gewonnenen Kardiomyozyten auf 299% taxiert (Kolossov
et al, 2006). Die Zellen konnten biochemisch und elektrophysiologisch klar als
Kardiomyozyten charakterisiert werden (Muller et al., 2000; Kehat et al., 2001, Kolossov et al.,
2006). Nach Kardiomyoplastie mit ES-Zell abgeleiteten Kardiomyozyten und Co-
transplantation einer aquivalenten Menge Fibroblasten bildet sich ein funktionelles
Synzytium. ES-Zell-abgeleitete Kardiomyozyten integrieren sich auf Dauer stabil in die
kardiale Lasion, wirken funktionell kardioregenerativ und sind Gegenstand unterschiedlichster
Forschungsansatze, insbesondere zur Arrhythmogenitat nach AMI (Fleischmann et al., 1998;

Kolossov et al.,, 1998; Roell et al., 2007).
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Cardiac a-MHC promoter IRES

Pur” EGFP

—= Cloned, characterized by Dr. J. Robbins (Cincinnati, USA)

s Clontech®

Abbildung 5 Vektorkonstrukt

Unter dem herzspezifischen a-MHC Promotor wird durch Verwendung einer internen ribosomalen
Eintrittsstelle sowohl die Puromycin Resistenz als auch EGFP exprimiert.

3.3.3 Adulte Stammzellen

Postnatal finden sich im Organismus ebenfalls Stammzellen, die spezialisierte Zellen
hervorbringen koénnen. Diese adulten oder somatischen Stammzellen finden sich unter
anderem im Knochenmark, im Blut, in der Haut, im Gehirn, in der Leber, in der Nabelschnur,
im Nabelschnurblut, im Fettgewebe und im Pankreas.

Da in jedem Organismus individuelle adulte Stammzellen zur Verfiigung stehen, welche auch
ethisch unbedenklich verwendet werden konnen, bietet sich diese Zellpopulation zum
autologen tissue engineering an. Eine Tendenz zur Entartung dieser im Vergleich zu ES-Zellen
weiter differenzierten Zellen, z.B. in Lymphome, Myelome oder Sarkome, wird zudem nur
selten beobachtet.

Blutbildende, hamatopoetische Stammzellen (HSCs), die gefaBbildenden endothelialen
Progenitorzellen (EPCs) sowie die mesenchymbildenen mesenchymalen Stammzellen (MSCs)
kommen im Knochenmark vor. Das Transdifferenzierungpotential, insbesondere Uber das
vordifferenzierte Keimblatt hinaus, ist aber ausgesprochen umstritten (Murry, 2004; Chen,
2004; Nygren, 2004). Von der Arbeitsgruppe um P. Anversa wurde 2001 die myokardiale
Transdifferenzierung von HSCs beschrieben (Orlic et al, 2001a; Orlic et al, 2001b; Kocher et al.
2007). Es gibt aber auch viele Stimmen, die diese Transdifferenzierung bestreiten und
postulieren, dass z.B. das Auftreten einzelner Herzzellen mit Y-Chromosomen in weiblichen
Empfangern nach mannlicher Knochenmarkstransplantation (Deb et al, 2003) u.a. durch
vereinzelte Zellfusionsereignisse zu erklaren sein kdnnte (Balsam et al, 2004; Murry et al,
2004; Kolossov et al., 2006; Nygren et al., 2004). Das Phanomen der Zellfusion ist derzeit

Gegenstand intensiver Forschungsbemihungen (Nygren et al, 2008). Die postulierte
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Verbesserung der kardialen Funktion im Allgemeinen und der linksventrikuldren
Ejektionsfraktion (EF) im Speziellen nach kardiomyoplastischem Einsatz wurde in zahlreichen
klinischen Studien untersucht und versucht zu reproduzieren (Hamano et al., 2001, Stamm et
al, 2003; Schachinger et al., 2006; Assmus et al, 2006; Lunde et al, 2008). Nach
randomisierten Doppelblindstudien zur Applikation Uber die Koronararterien (Janssens et al.,
2006) oder zur Mobilisierung (Zohlnhofer et al., 2006) konnte jedoch kein positiver Effekt auf
die Linksherzfunktion festgestellt werden. Dennoch ist der Diskurs hierliber nicht endgiltig
abgeschlossen (Phinney, Prockop; 2007). Klinische Studien werden momentan fortgefiihrt,
obgleich auch potentielle Risiken (Vulliet et al, 2004, Villa et al., 2007) wie z.B. durch
intramyokardiale Kalzifizierung beschrieben sind (Breitbach et al. 2007). Aus diesem Grund
wird zur engmaschigen Kontrolle, insbesondere auch unter rhythmogenen Gesichtspunkten

aufgerufen.

3.3.4 Induziert Pluripotente Stammzellen (iPS)

2006 gelang es der Gruppe um Yamanaka erstmals, humane adulte Zellen retroviral induziert
in vitro in einen quasi-embryonalen Zustand zuriickzuversetzen. Im Experiment konnten aus
diesen Zellen Nervenzellen und in neuesten Studien auch funktionale Kardiomyozyten
(Mauritz et al., 2008) redifferenziert werden (Takahashi und Yamanaka, 2006; Yamanaka,
2007). Einer Forschergruppe gelang die Generierung von fertilen Mausen, die direkt von iPS-
Zellen abgeleitet waren. Dies gilt als ein SchlUsselkriterium zur Vergleichbarkeit mit
embryonalen Stammzellen. Als einer der ersten klinischen Ansatze konnte von der
Arbeitsgruppe um Jaenisch Sypmtome des Morbus Parkinson durch iPS abgeleitete
Nervenzellen in der Ratte behandelt werden (Wernig et al, 2008). Von derselben
Arbeitsgruppe konnte im Dezember 2007 eine Sichelzellandmie im Mausmodell mit iPS

behandelt werden (Hanna et al., 2007).

Dieser Ansatz der induzierten Stammzelleigenschaften wird als modglicher Wendepunkt in der
tissue engineering Forschung gewertet. Da die Forschung an iPS-Zellen derzeit aber noch in

den Anfangen steht, ersetzt sie andere Ansatze nicht (Hyun et al., 2007).
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3.4 Embryonale Kardiomyozyten (eCM)

Vordifferenzierte, embryonale Kardiomyozyten werden im Mausmodell durch die Entnahme
embryonaler Herzen gewonnen. Die Ventrikel werden isoliert und zu Einzelzellen dissoziiert.
Diese Zellen besitzen nachfolgend noch bedingt die Moglichkeit, zu proliferieren (Armstrong
et al; 2000) und differenzieren schlieBlich in einen adulten Phanotyp aus. Im Tiermodell
wurde fir diesen Zelltyp zudem in mehreren Studien gezeigt, dass die Transplantation in
geschadigtes Myokard die linksventrikulare Funktion verbessern kann (Roell et al., 2002;
Reinecke et al, 1999). Obwohl ein GroBteil der injizierten Zellen aufgrund der
Myokardischamie nach Transplantation abstirbt (Zhang et al., 1996), kann eine stabile
reproduzierbare Integration der transplantierten eCM in das vorgeschadigte Myokard (Etzion
et al,; 2001; El Oakley et al.; 2001) erreicht werden. Ferner wurden nach Transplantation von
eCM die einschneidensten hamodynamischen Effekte beobachtet, weshalb dieser Zelltyp fir

die nachfolgend beschriebenen Experimente verwendet wurde.

Abbildung 6 transgener Embryo mit a-actin-EGFP Expression

Abb. 6 A zeigt einen transgenen murinen Embryo in Rickenlage unter Fluoreszenzbeleuchtung. Das
transgene Herz exprimiert EGFP und leuchtet unter der Fluoreszenzlampe griinlich. 6 B zeigt einen
anatomisch fixierten Schnitt durch einen murinen Embryo an Tag E14.

(Quellen: 6 A: Roell et al., 2002a; 6 B: Edinburgh mouse atlas project)
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Bei dem in Abb. 6 gezeigten Embryo exprimieren die Kardiomyozyten EGFP unter einem
herzspezifischen Promotor (human cardiac a-actin), wodurch die Zellen nach Transplantation

in vivo unter der Fluoreszenzlampe sichtbar gemacht werden.

3.5 Biomechanistik der Zellersatztherapie

Wie beschrieben gibt es verschiedene Zellpopulationen, die bei der tierexperimentellen
Kardiomyoplastie und partiell auch in humanen Phase-I und Phase-II Studien Verwendung
gefunden haben. Wie genau jedoch zB. embryonale Kardiomyozyten oder ES-Zell
abgeleiteten Kardiomyozyten zu einer Verbesserung der linksventrikularen Leistung fihren,
ist nicht abschlieBend geklart. Neben der aktiven Beteiligung an der myokardialen
Kontraktion, sowie der Integration in den Erregungsleitungsverbund bei Connexin 43
exprimierenden Zellen (Roell et al., 2007; Kolossov et al., 2006), spielen sicherlich auch passive
Effekte bei der zelluldren Kardiomyoplastie eine grofRe Rolle. Wie bereits erwdhnt, proliferiert
nur eine sehr geringe Fraktion der adulten Kardiomyozyten. Bei diesen Zellen kdnnte es sich
um kardiale Stammzellen handeln, die in den letzten Jahren von verschiedenen Gruppen
beschrieben worden sind (Beltrami et al.,2003; Martin et al., 2004; Dawn et al., 2005). Da die
Zellen jedoch keine homogene Zellpopulation darstellen und ihre in vivo Existenz umstritten
ist, bleibt die physiologische und biochemische Funktion dieser Zellen weitgehend ungeklart.
Die mdgliche Aktivierung der proliferierenden Zellen, unter Umstéanden der gewebestdndigen
Herzstammzellen, kodnnte jedoch ein therapeutischer Ansatzpunkt sein. In diesem
Zusammenhang wurde von Ebelt et al. 2007 die Zytokinliberation vor und nach der Injektion
von skeletalen Myoblasten und ES-Zell-abgeleiteten Kardiomyozyten verglichen. Der
Vergleich ist insofern besonders interessant, da skeletale Myoblasten nicht in der Lage sind,
Herzzellen zu bilden. Es zeigte sich in der Studie, dass beide Zellpopulationen zu einer lang
anhaltenden Verbesserung der linksventrikuldaren Funktion und der Gewebearchitektur
fuhrten. Die Gruppe postulierte, dass der funktionell und morphologisch gezeigte Gewinn
teilweise von der Integration der transplantierten Zellen in das intakte Herzgewebe, aber
auch unterhalb der Zellebene, von der Freisetzung von kardioaktiven Zytokinen abhangt.
Diese Effekte werden als parakrine Effekte bezeichnet. Der Begriff parakrin leitet sich
etymologisch aus dem Griechischen ab, aus para: ,daneben” und krinein: ,trennen”. Mit

parakrin bezeichnet man daher den Sekretionsmodus von Einzelzellen, welche Hormone,
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Wachstumsfaktoren, Zytokine o.a. direkt auf die Zellen oder den Zell- und Gewebeverband in
ihrer unmittelbaren Umgebung sezernieren. Dies ist in sofern wichtig, da zelluldre
Differenzierungsvorgange oftmals durch parakrine Sekretionsvorgange gesteuert oder
beeinflusst werden (Gnecchi et al. 2005; Behfar et al., 2004). In wieweit Zytokine jedoch etwa
herzeigene Progenitor- oder Stammzellen aktivieren konnen, ist ungeklart (Barile et al., 2007).
Zellverfolgungstechniken werden zur Klarung empfohlen, wie sich implantierte Stammzellen
in vivo verhalten und wie sie zur funktionellen Verbesserung beitragen (Braun und Martire,

2007).
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3.6 Ziele der Arbeit

Der wissenschaftliche Kenntnissstand zur Behandlung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen durch
zelluldre Kardiomyoplastie hat sich in den letzten Jahren enorm verbessert. Es kamen
verschiedene Zelltypen im Tierexperiment und zum Teil auch in klinischen Studien zum
Einsatz. Im Mausmodell zeigte sich dabei, dass sich z.B. intakte embryonale Kardiomyozyten
nach Transplantation in eine artifizielle kardiale Lasion integrieren und zu einer Verbesserung
der Herzfunktion flihren oder beitragen. Der Mechanismus, der zur Verbesserung der

Herzfunktion fihrt, ist bislang jedoch nicht endglltig geklart.

In dieser Studie soll ein Beitrag zum Verstandnis der Mechanistik nach zellularer

Transplantation geleistet werden. Im Detail soll gezeigt werden,

1) wie sich embryonale Kardiomyozyten nach Implantation im Infarktgebiet

morphologisch verhalten,

2) welchen Einfluss die Zellen auf die Narbenbildung haben,
3) wie die embryonalen Kardiomyozyten die Herzfunktion beeinflussen und
4) wie sich der Extrakt von Zellen, welche nach hypoosmolarer Lyse ihre zellulare

Integritat verloren haben und daher nur noch auf subzelluldrer, Protein- und

Zytokinebene wirken kénnen, im Vergleich zu vitalen, intakten Zellen verhalt.
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4 Material und Methoden

4.1 Tiermodell

Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde als Tiermodell die Maus gewahlt.
Murine Studien haben den Vorteil, dass immunkompatible und transgene Stamme (Klug et
al; 1996) zur Verfigung stehen und auch embryonale Stammzelllinien untersucht werden
kdnnen (Kolossov et al., 1998). Die in dieser Studie verwendeten Mause exprimierten zum Teil
das live reporter gen EGFP (enhanced green fluorescent protein). Urspriinglich entstammt das
Gen der Quallengattung Aequorea Victorea. Es emittiert, durch Fluoreszenzlicht der
Wellenlange 488 nm angeregt, im griinen Spektrum. Diese Emission kann durch selektive
Filter sichtbar gemacht werden (Heim et al., 1994; Chalfie et al., 1994). Verwendet wurden a-
actin EGFP transgene Mause, welche eine sehr hohe EGFP-Expression in Herzmuskelzellen
zeigen, wodurch diese vor einer geringen Hintergrundaktivitat eindeutig detektierbar sind
(Fleischmann et al., 1998). Die Zellfunktionalitat wird durch das EGFP-Konstrukt dabei nicht
beeintrachtigt.

Die Zucht von Mausen ist auBerdem relativ unkompliziert, und die Tiere sind physisch sehr
robust. Daher ist es am Mausmodell méglich, eine groBe Anzahl von Tieren zu untersuchen.
Die Schwierigkeiten der kleinen KorpergroBe und der damit verknlpften komplexen
operativen Vorgehensweise bei in vivo Untersuchungen wurden bereits in der Arbeitsgruppe

gelost und die Techniken etabliert (Roell et al., 2002).

4.1.1 Mauslinien

Die CD1 Wildtyp-Mauslinie wurde auf Grund ihrer physischen Charakteristika fiir das Projekt
ausgewahlt. Die Mause weisen eine stabile, robuste Konstitution auf und erreichen
normalerweise ein Alter von ca. 2 Jahren. Zu einer groBen durchschnittlichen WurfgréBe von

ca. 12 Tieren kommt eine gute Superovulierbarkeit.

4.1.2 Superovulationsinduktion bei Mausen
Um eine mdglichst groBe Anzahl von Embryonen von einer graviden Maus zu erhalten,
wurden den Weibchen Gonadotropine als hormonelle Stimulanz zur Superovulation

appliziert. Simuliert werden mussten die Hormone ,Follikelstimulierendes Hormon” (FSH) und
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,Lutheinisierendes Hormon" (LH). Hierzu wurde der Maus Intergonan 50 IU/ml (engl. PMSG,
pregnant mare serum gonadotropin; Intervet; Boxmeer, Niederlande) als FSH Ersatz und
Ovogest 1500 (Intervet, Boxmeer, Niederlande) als LH Substitution verabreicht. So wurde
erreicht, dass die Tiere in den Ovarialzyklus eintreten und moglichst viele Oozyten in die Tuba
Uterina gelangen und dort befruchtet werden kénnen. Mit einer Injektionsnadel von 0,3 mm
Durchmesser wurde den Mausen eine Dosis von 10 IU Intergonan intraperitoneal injiziert. Die
Ovogest Injektion (10 IU) folgte 46 - 48 Stunden nach der Intergonan Injektion, ebenfalls
intraperitoneal. Die induzierte Ovulation setzte im Zeitfenster von 10 - 14 Stunden ein und
die Mause wurden mit mannlichen Mausen flir 24 Stunden zur Verpaarung in einen Kafig
zusammengesetzt. Bei den Tieren konnte nach 24 Stunden mit Uberpriifung der Vaginalplugs
ein Indiz zum Erfolg der Kopulation erfolgen; dieser Zeitpunkt wurde als Konzeptionstermin

gesetzt.

4.2 Praparation

4.2.1 Entnahme von Embryonen der Maus

CD1 Wildtyp Mause haben normalerweise eine Tragzeit der Embryonen von 20 - 21 Tagen bis
zur Geburt. Tag 1 entspricht dabei bei engmaschiger Kontrolle dem Tag, an dem der
Vaginalplug festgestellt wird. An Tag 14 oder 15 wurden die superovoluierten Mause durch
zervikale Dislokation unter Isofluran Narkose getdtet. Nach dem Fixieren der Maus auf einer
Styropor Platte und erfolgter Hautdesinfektion wurde die Abdominalhdhle mittels einer
medianen Laparatomie eroffnet. Das distale Ende der Cornua-Uteri wurde mit einer
chirurgischen Pinzette gefasst und das Uterushorn mitsamt der eingelagerten Embryonen aus
der Bauchhohle entfernt und in eisgekihlter PBS-Losung (Gibco / Invitrogen, Karlsruhe)
gelagert. Unter einem Stereomikroskop (S8APO, Leica Microsystems GmbH, Solms,

Deutschland) wurden die Embryonen von der Plazenta und der Fruchtblase getrennt.

4.2.2 Entnahme der embryonalen Herzen
Der Kopf der Embryonen wurde mit einer chirurgischen Schere vom Thorax abgesetzt, der

Thorax eroffnet und das Herz stumpf mit einer Pinzette aus dem Embryo prapariert. Die
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embryonalen Herzen wurden in eine kleine Petrischale mit gekihlter PBS-Losung auf Eis

Uberfihrt.

4.2.3 Selektion EGFP-positiver Herzen

Die in einer Petrischale gesammelten embryonalen Herzen wurden unter einem
Fluoreszenzmikroskop (MZ 16F, Leica Microsystems GmbH, Solms, Deutschland) mit einem
EGFP Filter und unter einer HBO103 Fluoreszenslampe betrachtet. Die EGFP-positiven Herzen
leuchteten im Fluoreszenzlicht griin. Diese Herzen wurden von den nicht fluoreszenten
separiert. Die Dokumentation erfolgte Uber eine JenOptik ProgRes C10+ Kamera (JenOptik

AG, Jena, Deutschland) und die dazugehorige ProgRes Capture Pro Software.

4.2.4 Organentnahme aus der adulten Maus

Die zu praparierende Maus wurde nach der linksventrikuldaren Funktionsuntersuchung, (siehe
3.6.5) noch unter vollstandiger Isofluran Narkose stehend, durch zervikale Dislokation getotet.
Nach Er6ffnung des Brustkorbs wurde das Herz vom Lungenparenchym geldst und aus dem
Thorax in gekilhlte PBS-Losung auf Eis Uberfiihrt. Unter einem Stereomikroskop (Leica MZ
16F) wurde die kryoinfarzierte Lasion betrachtet. Die injizierten transgenen Zellen wurden
unter Zuhilfenahme eines Fluoreszenzfilters sichtbar gemacht und das Engraftment der EGFP-

positiven Zellen dokumentiert.

4.2.5 Perfusionsfixation der entnommenen Herzen

Durch die Perfusion nach Langendorff soll eine mdglichst rasche und gleichmaBige Fixierung
des Myokards nach Entnahme der behandelten Herzen erreicht werden. Dazu wurden die
Herzen unter der Stereolupe mit einer feinen Metallkapillare durch die Aorta in den linken
Ventrikel kandliert. Oberhalb der Aortenklappe und der Abgange der Koronararterien wurde
die Aorta um die Kapillare ligiert und somit abgedichtet bzw. das Herz an der
Perfusionskantile fixiert. Bedingt durch die Schwerkraft wurden die Herzen zunachst mit 5 ml
PBS-Losung und darauf folgend mit 15 ml 4% Paraformaldehyd-Lésung (PFA) mit
konstantem Druck von nicht Uber 70 - 80 mmHg perfundiert. Die Herzen wurden
anschlieBend in gekihlte 4% PFA-LAsung Uberflhrt und Gber Nacht bei 4°C gelagert. Die nun
fixierten Herzen wurden danach dreimal fiir 20 min mit PBS-L6sung gewaschen und dann zur

Entwasserung in eine 20%-ige Saccharose-Losung in PBS Uberflhrt. Die Lagerung erfolgt
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ebenfalls bei 4°C fur 24 Stunden. Die fixierten und entwasserten Herzen wurden nun in
Schnappdeckelréhrchen Gberfihrt und in Einbettmedium (Neg 50, Richard-Allan-Scientific,
Kalamazoo, MI, USA) eingebettet. Mit flissigem Stickstoff und gekuhltem Isopropanol
wurden die Herzen nun zligig von basal nach apikal eingefroren und bei -80°C fir weitere

Experimente gelagert.

Abbildung 7 Langendorff Apperatur und kanuliertes Herz

In der Langendorff Apperatur (Abb. 7 A) werden die Herzen fixiert und fir die Kryokonservierung
vorbereitet. In Abbildung 7 B sind die Kanile und die Ligatur um die Aorta zu erkennen (Pfeil). Das
Herz wird dabei abhdngig vom Hohenunterschied zum Perfusat mit einem konstanten Druck
perfundiert.

4.3 Gewinnung embryonaler Kardiomyozyten

4.3.1 Zelldissoziation

Die EGFP exprimierenden und isolierten embryonalen Herzen wurden soweit mdglich mit
Skalpell und Pinzette zerkleinert. Darauf folgend wurden die Gewebestlicke fir 30 min. bei
37°C in 500 pl Kollagenase B-Lsg (1mg/ml; Roche, Mannheim) inkubiert. AnschlieBend wurde
die Kollagenase-L6sung gegen 600 pl KB-L6sung ausgetauscht und das Eppendorf-GefaB bei
Raumtemperatur fir 30 min. in einem Becherglas mittels eines Ruhrfisches bewegt. Durch
anschlieBendes 25-maliges vorsichtiges auf und ab Pipettpieren mit einer 1000 pl Pipette

wurde nahezu eine Einzelzelldissoziation erreicht. Eine Probe zur Zellzahlung wurde
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entnommen und das Eppendorfgefall fir 3 Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert. Nach

Abgesaugen der KB Losung wurden das Zellpellet in DMEM-Medium resuspendiert.

4.3.2 Bestimmung der Zelldichte

Die Dichte der Zellen wurde mit Hilfe einer Neubauer—Zahlkammer (Faust, KoIn) ermittelt. Mit
einer 0,2% Trypanblau Farbeldsung in PBS wurden die sich in Suspension befindlichen Zellen
auf die Zahlkammer aufpipettiert. Nekrotische oder apoptotische Zellen werden von der
Trypan Farbung blau eingefarbt und lassen sich somit von vitalen Zellen unterscheiden. Die
Anzahl der Zellen auf vier 16-Felder Quadranten wurde bestimmt und der Mittelwert
berechnet. Die Zelldichte in Zellen pro ml ergibt sich aus der Multiplikation des Mittelwertes

mit dem Verdiinnungsfaktor mal 1000.
Z .
dZ(—l) = Mittelwert xV (x) x1000
m

4.3.3 Plattieren der Zellen
Kardiomyozyten Medium:  77,9% (v/v) IMDM
20%(v/v) FKS
1% (v/v) Penicillin (10.000 U/ml) /
Streptomycin (10.000 U/ml)
1% (v/v) nicht essentielle Aminosauren, MEM (100x)

0,1% (v/v) B-Mercaptophenol (25 mmol/I)

Bevor die Zellen, die fir die Zelllysierung vorgesehen waren, dem Lyseprozess unterzogen
worden sind, sollte sichergestellt werden, dass die EGFP-Positivitdt der Zellen nach der
Zelldissoziation nicht verloren gegangen ist. Hierzu wurden die Zellen in Kardiomyozyten
Medium auf mit 0,1% Gelatine beschichtete Deckgldaschen in eine 24-Loch-Platte pipettiert
und das Vorhandensein von EGFP unter dem Fluoreszenzmikroskop dokumentiert. Zudem
wurden Uberschissige Zellen nach den Operationen, die nicht transplantiert wurden,
ebenfalls plattiert. So konnte sichergestellt werden, dass die Suspension der EGFP-positiven
embryonalen Kardiomyozyten, welche bis zur intramyokardialen Injektion auf Eis gelagert

wurde zum Zeitpunkt der Injektion vitale Zellen enthielt.
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4.4 Generierung von Lysaten aus eCM

4.4.1 Lysierung von embryonalen Kardiomyozyten

Ziel des Lysierungsprozesses war es, die intakte Zellstruktur und die Integritat der
Zellmembran zu zerstoren. Nach der Bestimmung der Zelldichte wurden die Zellen in 90 pl
hypoosmolare (0,01 M) PBS-Losung Uberfihrt und fir 10 min. auf Eis auf einem Rittler (DSG
304, Heidolph GmbH®&Co.KG, Schwabach) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen unter
Vermeidung von Schaumbildung ca. 200-mal mit einer 100 pl Pipette auf und ab pipettiert
und so dissoziiert. Es folgte nun eine Zentrifugation mit 13000 rpm (5415D, Eppendorf,
Hamburg) bei 4°C. Das Pellet wurde nun wieder resuspendiert, nach erneuter Zentrifugation
ein weiteres Mal dissoziiert und wiederum zentrifugiert. Der Uberstand wurde isoliert und mit
9,1 ul hyperosmolarer (1 M) PBS Losung isoosmolarisiert. Die Osmolaritat wurde mit einem
Osmometer (Vapro 5520, Wescer, UT, USA) kontrolliert. Das Zellpellet wurde einer
Zellzdhlung unterzogen und dokumentiert. Der isoosmolarisierte Uberstand wurde einer

Proteinmessung nach Bradford unterzogen.

4.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Bradford Test bietet die Moglichkeit, den Proteingehalt einer Probe quantitativ zu
erfassen. Die kationischen, apolaren und hydrophoben Seitenketten der Proteine bilden mit
dem in der Bradford Reagenz enthaltenen Triphenyl-Methan-Farbstoff Coomassie Brilliant
Blau G-250 Komplexe. Durch diese Komplexbildung verschiebt sich das Absorptionsspektrum
auf 595 nm. Bei der ungebundenen Form liegt es bei 470 nm.

Unter Zuhilfenahme eines Photometers kann nun der Anstieg der Absorption bei 595 nm
gegen das freie Reagenz gemessen werden. Die Proteinkonzentration im Lysat der
embryonalen Herzen wurde mit Hilfe einer BSA Verdliinnungsreihe photometrisch ermittelt.
Es wurde eine 10 pg/ml BSA-L6sung angesetzt und eine Verdiinnungsreihe von 9, 7, 5, 3 und
1 pg/ml BSA angesetzt. Zu je 1 ml BSA-Losung wurde 1 ml Bradford Reagenz zugesetzt. Die
zu untersuchende Probe wurde mit einem Volumen von 10 ul in 990 ul destilliertes Wasser
gegeben und darauf folgend mit 1 ml Bradford Reagenz versetzt. Nach griindlichem
Durchmischen der Losung durch mehrmaliges Invertieren wurde nach 10 min. bei 595 nm die

Absorption am Photometer gemessen. Uber Microsoft Excel wurden die gemessenen Daten
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ausgewertet und eine Eichgerade erstellt. Der Proteingehalt der Lysat- Proben konnte so

bestimmt werden.

4.5 Operative Techniken

4.5.1 Kryoinfarkt

Die im nachfolgenden Teil erlduterte Operationsmethode zur kryoinfarzierten kardialen
Lasion hat eine artifizielle, lokale, irreversible nekrotisierende Wirkung auf das Myokard, in
deren Folge eine transmurale Narbe entsteht. Der Kryoinfarkt lasst sich sehr gut in Hinblick
auf die Lokalisation und GroBe der Lasion reproduzieren. Der infarzierte Bereich lasst sich
zudem hervorragend und eindeutig makroskopisch schon intraoperativ vom vitalen Myokard
unterscheiden. Die Ausdehnung des Infarktbereiches ist dabei im Vergleich zum
Ligaturmodell des Ramus Interventrikularis Anterior der Arteria Coronaria Sinistra (LAD—
Ligatur Modell) sehr viel homogener, zudem kommt es bei der LAD — Ligatur nicht immer zu
transmuralen Lasionen. Von Orlic et al. wurde zudem Uber eine bis zu 50%ige Mortalitat bei
der LAD-Ligatur berichtet. Beim Kryoinfarktmodell wurde von Roell et al. in der Arbeitsgruppe

die operative Mortalitat bereits auf unter 10% gesenkt.

4.5.2 Technische Ausstattung

Gasanlage
Asecos TRG 197.80+ Asecos GmbH, Weiherfeld
Waldner MC6 Waldner GmbH, Wangen

Ventilationsmaschine

Hugo Sachs MiniVent 845 Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten
Intubationslampe

Schott KL1500 Schott AG, Mainz

Operationsmikroskop

Leica M651 Leica, Microsystems GmbH, Wetzlar
Drager Forene Vapor Dragerwerk AG, Libeck
Heizplatte u. Narkosekammer Feinmechanische Werkstatt,

Inst. f. Physiologie I, UKB
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Abbildung 8 Operationsplatz und Operationsbesteck

Abb. 8 A zeigt den operative Aufbau fiir die Kryoinfarktoperationen. Die Pfeile in A zeigen auf das
Operationsmikroskop und den Isofluran Vapor. (v.l.n.r.)

Abb. 8 B zeigt das tierchirurgische Instrumentarium flr die Kryoinfarktoperation. Der Pfeil zeigt auf den
Kupferstempel zur Generierung der Kryoldsion mit einem Durchmesser von 4 mm.

4.5.3 Intraoperatives Vorgehen

Die zu operierende Maus wurde in der praoperativen Narkosekammer unter Zufuhr von 40%
Sauerstoff, 60% N,O und 5% Isofluran sediert. Nachdem eine ausreichende Narkosetiefe
erreicht war, welche auch anhand der Abnahme der Atemfrequenz beurteilt wurde, erfolgte
die Intubation der Maus mit Hilfe einer 22G Venenverweilkanile (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland). Die Beatmung erfolgte mit einer Frequenz von 150 Zigen pro
Minute und einem Zugvolumen von 200 pl pro Atemzug. Die inspirative Isofluran
Konzentration wurde nun auf 1.5% reduziert. Die Maus wurde mit Leukosilk (BSN Medical,
Hamburg, Deutschland) in Rickenlage auf der beheizbaren OP-Platte fixiert. Der Thorax
wurde links anterolateral bis etwa zur Medianlinie mit einem Einmalrasierer und nach
Desinfektion mit 70%-iger Ethanolldsung rasiert. Die peri- und postoperative Analgesie bzw.
Infektionsprophylaxe erfolgte durch subcutane Injektion von 100mg/KG Metamizol (Stada,
Bad Vilbel) bzw. 100 mg/KG Cefuroxim (Gibco / Invitrogen, Karlsruhe). Nach Hautschnitt und
Praparation durch die thorakale Muskulatur erfolgte die Thorakotomie linksthorakal im zweit-
oder drittletzten Interkostalraum (ICR) von lateral nach medial mit einer Incisionslange von

ca. 10 mm. In den Intercostalraum wurde ein Selbstspreizer eingesetzt, der den Blick auf
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Lunge und Herz sicherstellte. Das Perikard wurde mit einer Pinzette leicht abgehoben und
langsinzidiert. Ein Kupferstempel mit einem Durchmesser von 4 mm wurde in flissigem
Stickstoff auf ca. -200°C heruntergekiihlt. Die freie linksventrikuldare Wand des Herzens wurde
mit einem Praparationsloffel exponiert und der Kryostempel apexnah fiir 15-20 s aufgesetzt.
Nach Entfernung des Stempels stellte sich das gefrorene Myokard weis dar. Nach
Wiedererwarmung wurde diese Prozedur noch zwei weitere Male wiederholt, um eine

transmurale Schadigung sicherzustellen.

Abbildung 9 Generierung des Kryoinfarktes

Das analgosedierte Versuchstier ist auf der Operationsplatte fixiert. Der Thorax ist linksseitig
ventrolateral im 5. ICR eroffnet. Der Selbstspreizer stellt die Sicht auf das Herz sicher, das im
Praparationsloffel ruht. Nach Aufsetzen des gekihlten Kupferstempels ist die Kryolasion auch
makroskopisch deutlich zu erkennen (Pfeil).
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Nun folgte die unter 4.5.4 beschriebene Zellinjektion. Dem Versuchstier wurde nach der
Zellinjektion und vor dem Thoraxverschluss eine 22G Venenverweilkanille mit zusatzlichen
seitlichen Einldassen konnektiert an eine Heidelberger Verlangerung als Throaxdrainage
eingelegt. Die Kanile wurde dabei kaudal der Schnittstelle subkutan und submuskular
getunnelt und durch den Intercostalraum distal der Thorakotomie in die Thoraxhdohle
vorgeschoben. Die Rippen wurden mit fortlaufender chirurgischer Nahttechnik (6.0 Vicryl,
Ethicon, Johnson8Johnson Deutschland, Nordersted) reponiert und verschlossen. Nach dem
sicheren Vernahen der Rippen wurden die profunden und superfizialen Brustmuskeln und
anschlieBend die Haut vernaht. Die N,O Beimischung wurde bei Beginn des
Thoraxverschlusses beendet, die Beatmung auf 100% O, heraufgeregelt um eine N,O
induzierte Diffusionshypoxie auszuschlieBen. Mit einer an die Heidelberger-Verlangerung der
Drainage angeschlossenen 5 ml Spritze wurde ein Unterdruck im Brustkorb erzeugt und
etwaig angesammeltes Blut sowie die intrathorakale Luft abgezogen. Nun wurde auch die
Isoflurane-Beimischung des Beatmungsgemisches beendet und die Fixation des Versuchstiers
gelost. Nach Wiedereinsetzen der Spontanatmung erfolgte die Extubation, die Drainage
wurde wenig spater unter Sog gezogen. Die Maus wurde in einen Aufwachkafig unter eine
Warmelampe gesetzt und der weitere Verlauf des Aufwachprozesses beobachtet und
Uberwacht. Vor OP-Beginn, sowie an den ersten postoperativen Tagen wurde den
Versuchstieren Metamizol sowie Cefuroxim in einer Dosierung von 100 mg/kgKG i.m. zur

Analgsie sowie Infektionsprophylaxe verabreicht.

4.5.4 Intraoperative zellulire Injektion

Die vorbereitete und mit Lebensmittelfarbstoff (Verdinung 1:100, Patentblau V E131,
Azorubin E122, Brauns-Heitmann GmbH&Co KG, Warburg, Deutschland) dezent kolorierte
Kardiomyozytensuspension mit einer Konzentration von ca. 20.000 - 25000 Zellen/ul und 6l
Volumen wurde mit einer Kapillarspritze (Hamilton, Reno, NV, USA) aufgezogen. Die Spritze
war mit einer 29 G Kanule (B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) armiert. Mit
dem Praparationsloffel wurde nun das Herz so im Thorax mobilisiert, dass die nach den drei
Kryoinfarkt Durchgangen dunkelrot makroskopisch klar erkennbare Lasion in der
Thorax6ffnung gut zu sehen war. Die Injektionskantle der Kapillarspritze wurde daraufhin in
flachem Winkel in die Infarktregion intramyokardial eingestochen und die definierte Menge

an Kardiomyozyten, Kardiomyozytenlysat oder Medium injiziert. Den Erfolg der Injektion
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konnte man auf Grund der Anfarbung der Losung und der damit verbundenen Farbung der

Infarktzone nach der Injektion markroskopisch visuell und digital - fotografisch validieren.

Abbildung 10 intramyokardiale Zellinjetkion

Mit der 29 G Kanile (Stern) und der Kapillarspritze wurde die leicht angefarbte Zellsuspension in die
Infarktregion eingespritzt. Auf dem Bild ist die Blaufarbung nach der Injektion deutlich zu erkennen
(Pfeil). So ist direkt ersichtlich, ob die Injektion erfolgreich war.

4.6 Hamodynamik

Die systolische und diastolische Funktion sind entscheidend fir die kardiale hamodynamische
Leistungsfahigkeit. Nach kardialer Schadigung ist mit Veranderungen, Stérungen oder
Komplikationen dieser Funktion zu rechnen. Um die hamodynamischen Verdanderungen zu
erfassen wurde die kardiale Funktion nach Kryolasion bzw. darauf erfolgter Therapie invasiv
mittels linksventrikuldrer Katheterisierung untersucht.

Die Herzfrequenz definiert die Anzahl der Herzaktionen pro Minute und wird in der Einheit
Schlage pro Minute (bpm) erfasst. Die Herzfrequenz wird in dieser Arbeit als grundlegender
Parameter fiir die Vergleichbarkeit der untersuchten Gruppen untereinander verwendet.

Die Systole oder Kontraktionsphase der Herzaktion ist definiert als die isovolumetrische
Anspannungsphase und die darauf folgende Austreibungsphase. Das Blutvolumen wird

wahrend der Austreibungsphase aus den Herzkammern ins GefaBsystem gepumpt. Die
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systolische Funktion ist aussschlaggebend fiir die Forderleistung des Herzens und wird
beeinflusst von der kardialen Vorlast, der Nachlast und der Kontraktilitat.

Vorlast ist definiert als die volumenabhangige Dehnung der Sarkomere und der daraus
folgenden diastolische Wandspannung des Ventrikelmyokards. Die Autoregulation des
Schlagvolumens (SV) wird durch die Vorlast wesentlich beeinflusst und durch den Frank-
Starling Mechanismus beschrieben: eine Zunahme der Vorlast steigerte bis zu einem
Grenzwert die Kontraktionskraft und damit das kardiale Schlagvolumen. Beeinflusst wird die
Vorlast vom vendsen Rickstrom, dem Aufnahme- und Speichervolumen der vendsen
prakardialen GefaBe, dem Venentonus und dem Blutvolumen, das wahrend der Diastole
aufgenommen wird. In dieser Studie werden als MaB zur Erfassung der diastolischen
Vordehnung das enddiastolische Volumen (EDV) und der enddiastolische Druck (EDP) erfasst
und ausgewertet.

Als Nachlast bezeichnet man die endsystolische Wandspannung des Ventrikelmyokards.
Physiologische GroBen, welche die Nachlast beeinflussen, sind der GefaBwiderstand, die
Compliance der GefdBe, also die GefaBelastizitat, die ventrikulare Wandspannung, die
Beschleunigung der Blutsaule sowie die Viskositat des Blutes. Damit das Schlagvolumen von
den Kompartimenten des Herzens geférdert werden kann, muss der enddiastolische Aorten-
oder Pulmonalisdruck Uberwunden werden. Eine Erhéhung des systemischen oder
pulmonalen GefaBwiderstandes flhrt zu einer Steigerung der Nachlast und darauffolgend zu
einer erniedrigten Auswurfleistung. In dieser Arbeit wurde als charakteristischer Parameter fir
die Nachlast die arterielle Elastance (Ea) gewahlt. Bei der Beurteilung der erfassten Werte ist
jedoch die Volumenflussabhangigkeit zu beachten.

Die Kontraktilitat des Herzmuskels ist definiert als die myokardiale Fahigkeit, bei gleich
bleibender Vor- und Nachlast die Kontraktionskraft zu @ndern. Unter Inotropie versteht man
zudem die positive oder negative Beeinflussung der Kontraktilitat. Positive Inotropie fuhrt
also sowohl in der isovolumetrischen Kontraktion zu einer Erhéhung der maximalen
Zugkrafte als auch in der isotonischen Kontraktion zu einer beschleunigten maximalen
Kontraktionsgeschwindigkeit. In dieser Arbeit wurden als Parameter fir die Kontraktilitat das
Herzzeitvolumen (HZV), also das Blutvolumen, das vom Herzen in einer Minute durch den
Korper gepumpt wird (Herzfrequenz x Schlagvolumen), und die Ejektionsfraktion (EF)
verwendet. Die Ejektionsfraktion oder Auswurffraktion definiert den Anteil des vom Herzen

bei einer Kontraktion ausgeworfenen Blutes (Schlagvolumen) im Verhaltnis zum gesamten
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enddiastolischen Volumen im linken Ventrikel. Bei der Beurteilung der erfassten Messwerte
ist jedoch zu bericksichtigen, dass die Ejektionsfraktion vor- und nachlastabhangig ist. Die
klinisch am haufigsten erfassten und verwendeten Parameter, um die kardiale systolische
Funktion zu untersuchen, sind das HZV und das SV. Sie sind jedoch ebenfalls lastabhangig.
Jeder Parameter fir sich isoliert ist demnach nur bedingt zur Beurteilung der Kontraktilitat
geeignet. Aus dem Gesamtbild und der Relation der Werte untereinander lasst sich die
systolische Herzfunktion jedoch fundiert und differenziert beurteilen.

Neben der systolischen Funktion ist die Diastole fir die Beurteilung der Herzfunktion
ebenfalls von entscheidender Bedeutung. Flr eine normale, physiologische diastolische
Funktion ist eine ungehinderte Dehnbarkeit sowie eine ungehinderte Relaxation erforderlich
(Pirrachio 2007).

Die Diastole ist definiert als die Relaxations- und Fillungsphase des Myokardes vom Schluss
der Pulmonal- und Aortenklappe bis zum Schluss der Tricuspidal- und Mitralklappe. Die
Fillung des Herzens erfolgt in der Diastole und das zu férdernde Volumen wird so bestimmt.
Physiologisch wird die Diastole unterteilt in eine Phase der aktiven Relaxation (Lusitropie) und
eine passive Flllungsphase. In diesem Zusammenhang wird auch der Begriff passive Steifheit
oder Compliance verwendet. Klinisch und funktionell lasst sich die Diastole in vier Phasen

(unterteilen:

a. Die isovolumetrische Relaxationsphase: Durch das Unterschreiten des
Aortendruckes und des intrapulmonalen Druckes im Ventrikel kommt es zum
Schluss der Taschenklappen. Nach dem Offnen der Segelklappen folgt

b. die schnelle Fiillungsphase durch das Unterschreiten des ventriuldaren Druckes
gegeniiber dem atrialen Druck und der Offnung der Mitralklappe. In der
schnellen Fillungsphase werden 70-80% des Fulllungsvolumens erreicht.
Hierauf folgt

c. die passive, langsame Fuillungsphase, in der sich die Druckverhaltnisse
zwischen Vorhof und Ventrikel angleichen. Der Blutstrom zwischen Vorhofen
und Kammern bleibt nahezu konstant, und in dieser Phase werden nur

maximal 5% des Fillungsvolumens erreicht. Die vierte Phase ist
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d. die spate Fullungphase der Ventrikel durch eine Kontraktion der Vorhofe.
Durch einen kurzzeitigen Druckgradienten kommt es zu einem Beitrag an der

ventrikularen Fallung von ca. 20%.

In dieser Arbeit wird als diastolischer, hamodynamischer Parameter die minimale Rate des
Druckabfalls verwendet (dP/dtmin), welcher den Beginn des isovolumetrischen Druckabfalls

im Ventrikel beschreibt. (Renz-Polster et al., 2006).

4.6.1 Visualisierung der Herzfunktion iliber Druck-Volumen Diagramme

Endsystole
B

R '

¥oma

«— Enddiastole

-
D

Volumen

Abbildung 11 Druck-Volumen Diagramm eines Herzzyklus

Der Isovolumetrischen Kontraktionsphase A folgt die Austreibungsphase B. Die Diastole gliedert sich in
Isovolumetrische Erschlaffungsphase C und Fillungsphase D.

Die Herzaktion lasst sich treffend tiber ein Druck-Volumen Diagramm abbilden. Innerhalb des
Druck-Volumen Diagramms lassen sich vier Phasen unterscheiden. Beginnend bei der
Enddiastole beschreibt A die isovolumetrische, systolische Kontraktionsphase, B die auxotone
Ejektionsphase. Die Strecke C beschreibt die diastolische isovolumetrische Relaxation und D
die Fullungsphase im kardialen Zyklus. Die kontinuierliche Erfassung von Druck-Volumen-
Schleifen war Grundlage fiir die Bestimmung der oben beschriebenen Parameter. Positive
Inotropie, also eine Steigerung der Kontraktilitat, fihrt zu einer Verschiebung der Endystole,

nach links oben.
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4.6.2 Linksventrikulare Funktionsuntersuchung

Die linksventrikuklare Herzfunktion und —leistung wurde in vivo mit Hilfe eines Miniatur-
Herzkatheters analysiert, Druck (p) und Volumen (V) wurden dabei simultan erfasst. Der in
dieser Studie verwendete Katheter SPR-774 (Millar, Houston, Tx, USA) in der groBe 1,4-
French, basiert auf der so genannten Biconductance Technik. Uber die Analyse eines
kontinuierlichen elektrischen Signals wurde so die Ermittlung des realen ventrikuldren
Volumens ermoglicht. Die Messeinheit des Miniaturkatheters flir Druck und
Volumenaufnahme tragt vier 0,25 mm lange Platinelektroden. Die proximalste und am
weitesten distal gelegene Elektrode lagen 4,5 mm auseinander. Die Druckmessung in mmHg
erfolgte Uber ein Miniaturbarometer das im Intervall zwischen zweiter und dritter Elektrode

lokalisiert ist.

Abbildung 12 Messeinheit des Millar-Miniatur-Messkatheters

Das Miniaturbarometer (schwarzer Pfeil) ist zwischen zweiter und dritter Elektrode (weiBe Pfeile)
lokalisiert.

An den Katheter wurde die so genannte Conductanceeinheit angeschlossen, welche ein
elektrisches Feld mit einer Stromstarke von 40 pA und einer Frequenz von 20 kHz generiert.
Als Sendeelekroden dienen die proximal und distal liegenden Elektroden, als Messelektroden
die beiden inneren. Durch die Perfusion des interventriklaren Lumens und den Blutfluss
kommt es zu einer Variation des Leitwertes und damit der elektrischen Feldeigenschaften.
Diese Veranderungen und Variationen in der Signalstarke kdnnen detektiert und in ein auf

Zylinderform idealisiertes Volumensignal mit folgender Formel umgerechnet werden:
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ob beschreibt die spezifische Leitfahigkeit des Blutes, L den Abstand der Katheterelektroden,
G(t) den Gesamtleitwert zu der Zeit t und Gp steht fiir die Parallele Conductance. Bei o
handelt es sich um einen dimensionslosen, konstanten Faktor. Uber unabhingige
Referenzmethoden wurde dieser Wert in der Literatur zuvor bestimmt. Abhdngig vom
Tiermodell variiert dieser Faktor, bei der Maus nahert er sich jedoch 1 an. In der hier
vorliegenden Arbeit wird demzufolge auch 1 als konstanter o-Wert benutzt.

Das bei der Biconductance Technik ermittelte Signal steht in direkter Proportionalitat zum
absoluten intraventrikularen Volumen, allerdings nur, wenn es um die sogenannte parallele
Conductance korrigiert wurde. Als parallele Conductance oder gemeinsamen Leitwert
bezeichnet man alle GroBen, die bedingt durch das Messprinzip Uber die elektrische
Feldstarke, mit erfasst werden. Dazu gehdren in erster Linie das Myokard, das Blutvolumen im
rechten Ventrikel und das Lungenvolumen. Diese GroBen verfalschen die Messergebnisse;
daher ist es angezeigt, diese zu eliminieren.

Variiert nach Baan et al. (1984) kann die parallele Conductance durch Injektion von 0,9 M
NaCl Losung Uber eine Kapillarspritze in die V. jugularis sinister bestimmt werden.

Diese ,Saline Calibration” (Baan et al.; 1984) basiert auf folgendem theoretischen Konstrukt:
Durch die einmalige Injektion von NaCl wurde die Leitfahigkeit des Blutes temporar
verandert. In der Phase, in welcher der NaCl Bolus den linken Ventrikel passiert, wurde Uber
den Millarkatheter der sich verandernde Leitwert jeweils in der Enddiastole und Endsystole
gemessen. Das enddiastolische Volumen (VED) und das endsystolische Volumen (VES) sind
wahrend eines Herzzyklus nur dann gleich, wenn das Herz blutleer und die Werte damit
gleich 0 sind. Uber die Bildung einer Regressionsgrade aus VES und VED kann dieser Zeit-
und Volumenpunkt ermittelt werden. Die ermittelte parallele Conductance muss nun vom
ermittelten Gesamtvolumen abgezogen werden. Dies kann in der GréBenordnung zwischen

40% und 70% liegen.
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4.6.3 Technische Ausstattung

(siehe 4.5.2); zusatzlich:

Conductance Interface Aria Millar Instruments, Houston, Tx, USA
Millar 1,4G Minipress Katheter Millar Instruments, Houston, Tx, USA
Biobench Analysis Software Austin, Tx, USA

4.6.4 Intraoperatives Vorgehen

Die linksventrikulare Katheterisierung und die Erfassung der Druck- und Volumenparameter
erfolgten bei den zu untersuchenden Mausen am vierzehnten postoperativen Tag nach
Generierung der Kryolasion.

Die Tiere wurden wie unter 4.5.3 beschrieben analgosediert, intubiert und in Riickenlage auf
der beheizten Operationsplatte fixiert. Nach einem medialen, zervikalen, longitudinalen
Hautschnitt wurde das Platysma zusammen mit den superfizialen Strukturen am Hals
durchtrennt und abprapariert. Mit zwei Fixationsndhten wurde die Haut nach lateral
transloziert und so ein guter Blick auf das Operationsfeld sichergestellt. Der
Thymusrestkorper wurde in  der Mitte stumpf gespalten und mit dem M.

Sternocleidomastoideus zur Seite prapariert.

Die Arteria Carotis Communis wurde nun auf der rechten Seite dargestellt. Auf der linken
Seite wurde die Vena Jugularis dargestellt. Die A. Carotis Communis wurde mit zwei diinnen
Faden proximal und distal in ihrem freigelegten Verlauf umschlungen. Die distale A. carotis
wurde unterbunden, der proximale nur lose fixiert und soweit unter Zug gesetzt, bis das

GefaBlumen okkludiert wurde.

Die A. Carotis Communis wurde nun mit einer feinen Federschere quer inzidiert und der
Katheter Uber die Aorta Ascendens und durch die Aortenklappe in den linken Ventrikel
vorgeschoben und in der Folgezeit die Druck-Volumenkurven online aufgezeichnet. Fiir die

Auswertung wurden spater einzelne Ausschnitte von bis zu 2 Sekunden extrahiert.
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Abbildung 13 Lage des Millar-Katheters in der A.Carotis Communis dexter

Nach Inzision der Arteria Carotis Communis wird der Katheter (Pfeil) sorgsam retrograd bis zu seiner
endgultigen Lage im linken Ventrikel vorgeschoben.

Pro Tier wurden dabei wahrend 2 bis 4 jeweils 2s langer Intervalle 5 bis 15 Druck-Volumen
Diagramme abgeleitet. Die optische Form der Druck-Volumen Kurven wurde intraoperativ

zudem als Lagekontrolle genutzt.

Auf Grund des Biconductance Messprinzips des Millar Miniaturkathetersystems wurden Gber
die Vena jugularis sinister zur Ermittlung der parallelen Conductance 10pl 10%-ige NaCl-
Losung injiziert. Nach der Erfassung der Werte wurde die Maus durch zervikale Dislokation

getotet und die Herzen wurden entnommen.
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Abbildung 14 Druck-Volumen Kurven

Die Uber den Druck-Volumen Katheter registrierten Signale wurden Uber die Biobench Software
grafisch visualisiert. Die Schleifen wurden intraoperativ zur Lagekontrolle genutzt und die erhaltenen
Daten ausgewertet. Abb. 14 zeigt exemplarisch eine Druck-Volumen Schleife (oben) und die
dazugehorigen Druck- und Volumenkurven.

Auf Grund des Biconductance Messprinzips des Millar Miniaturkathetersystems wurden Uber
die Vena jugularis sinister zur Ermittlung der parallelen Conductance 10ul 10%-ige NaCl-
Losung injiziert. Nach der Erfassung der Werte wurde die Maus durch zervikale Dislokation

getotet und die Herzen wurden entnommen.

4.7 Histologische Verfahren

4.7.1 Schneiden von Herzen am Kryotom

Das jeweils zu schneidende Herz wurde mit Hilfe von Einbettmedium auf dem mobilen
Schnittstempel des Kryotoms (Leica CM30505) befestigt. Die Kammertemperatur betrug -
24°C und die Objekttemperatur -22°C. Das Gewebe konnte nun vorsichtig bei einer
Schichtdicke von 8 um nach einem stets gleichen, dokumentierten und vordefinierten
Protokoll geschnitten werden. Im Abstand von 1 mm wurden zusatzlich zwei Schnitte von 20
pum Dicke (weniger Gewebeverziehung) fur die Sirius-Rot Farbung und die morphometrische

Analyse angefertigt. Es wurden jeweils 2 Schnitte auf beschichtete Objekttrager (Histobond
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Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland) aufgezogen. Die Objekttrager wurden bei -

80°C gelagert und so fiir weitere Experimente gesichert.

4.7.2 Sirius-Rot Farbung
Direkt Sirius Red 80 (Sigma / Aldrich; WI, USA) 01lg
Pikrinsaure Losung 100% (Sigma / Aldrich; WI, USA) 100 ml

Direct Sirius Red und Pikrinsdure Lésung wurden fir 10 min vermischt und die L6sung
anschlieBend filtriert. Fibrotisches Gewebe wird bei der Sirius Rot Farbung in ein dunkleres
Rot gefarbt als das librige Gewebe. Geschadigtes Gewebe kann so bei den Kryoschnitten
identifiziert und lokalisiert werden. Unter visueller Kontrolle wurden die zu farbenden
Kryoschnitte fuir je 5 min in eine absteigende Alkoholreihe und anschlieBend 15-mal in Aqua
bidest eingetaucht. Daraufhin folgte eine aufsteigende Alkoholreihe mit jeweils 15-maligem
Tauchen in 70%, 90% und 2-mal 15-maligen Tauchen in 100% Isopropanol. Die Schnitte
wurden nun fir 2 mal 5 min in Xylol Gberfiihrt und anschlieBend mit Entellan (Merck,

Darmstadt, Deutschland) eingedeckt.

4.7.3 Van Gieson Farbung
Pikrinsaure Losung (100%) 1000 ml Aqua bidest.

Saurefuchsin Lésung 1g Saurefuchsin 50 ml Aqua bidest.

Bei der van Gieson Farbung wird kollagenes Bindegewebe dunkelrot angefarbt,
Muskelgewebe wird gelblich angefarbt. Bei Herzen mit einer Kryoinfarkt Lasion wird so die
Lokalisation der Infarktnarbe gezeigt. Die gesattigte Pikrinsdure Losung wurde zur van Gieson
Farbung abfiltriert und mit 50 ml S&urefuchsin zu einer Stammldsung vermischt. Die
Kryoschnitte wurden aufgetaut und mit dieser Stammlosung 3 min inkubiert. Die
Stammldsung wurde entfernt und das Praparat sofort kurz in eine aufsteigende Alkoholreihe
mit 70%, 90% und 100% Isopropanol und anschlieBend 10 min in Xylol gegeben. Die
Objekttrager wurden anschlieBend mit Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland) als

Eindeckmedium eingedeckt.
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4.7.4 Immunhistochemischer Proteinnachweis

Zur immunhistochemischen Farbung wurden die zu farbenden Gewebe-Kryoschnitte
zunachst mit einem Fettstift (PAP-Pen, Labomedic, Bonn, Deutschland) kreisférmig umrandet.
Hierdurch wurde ein Verlaufen der verwendeten Flissigkeiten verhindert. Die Objekttrager
wurden zundchst viermal mit 0,05M PBS-Losung fiir jeweils 10 min auf einem Schittler
gewaschen. AnschlieBend wurden die Schnitte in 0,2% Triton—-X in PBS permeabilisiert und
nach zwei weiteren Waschschritten zum Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen mit
5%igem Eselserum fir 60 min inkubiert. Nach kurzem Waschen wurde der erste Antikorper
(AK) Uber Nacht bei 4°C in einer mit feuchten Tlchern ausgelegten Kammer inkubiert. Nach
Waschen mit PBS wurde der zweite, fluoreszenzgekoppelte AK mit Spezifitdt gegen den
zuvor verwendeten Erstantikdrper in PBS fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubation wurde nicht gebundener Zweitantikdrper durch dreimaliges Waschen in PBS
entfernt und die Schnitte mit Hoechst Kernfarbunglésung in PBS fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgten zwei weitere Waschschritte, bevor die Objekttrager mit
polyvinyl alcohol mounting medium mit DABCO (Sigma-Aldrich, Buchs, CH) und einem
Deckglaschen eingedeckt wurden.

Zur Auswertung der immunbhistologisch gefarbten Schnitte wurden die Schnitte unter dem
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M mit ApoTome (Carl Zeiss Microimaging, Oberkochem,
Deutschland) und XBO 75 Fluoreszenzlampe sowie Bandpassfiltern fir EGFP, Cy3, Cy5 und
Hoechst (AHF Analysetechnik AG, Tibingen, Deutschland) und einer Zeiss AxioCam MRm
fotografiert und ausgewertet. Als Software wurde Zeiss AxioVision 4.6 verwendet. Die
immunhistologischen Farbungen wurden mit der gleichen VergréBerung (40-fach mit Ol-
Immersions-Objektiv) fotografiert. Zur bestmdglichen direkten Vergleichbarkeit der Bilder
untereinander war bei der Einstellung der verschiedenen Kanale fiir die Fotos zu beachten,
dass die Belichtungszeit gleich eingestellt war und die Bilder mdglichst zeitnah bearbeitet

wurden.

4.7.5 Antigen-Retrieval

Durch die Fixationsprozesse nach Entnahme der Herzen und Vorbereitung des Gewebes zur
Anfertigung der Kryoschnitte kann die Immunreaktivitdit von Geweben teilweise oder
vollstandig verloren gehen. Die Proteine werden durch die Fixierung partiell untereinander

quervernetzt. Die Antigenitat von Proteinen wird u.U. maskiert und Epitope kdnnen von den
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entsprechenden Antikdrpern nicht mehr erkannt werden. Der Begriff Antigen—Retrieval ist
synonym zur Antigen- oder Epitop Demaskierung. Die zu demaskierenden Kryoschnitte
werden dazu in kochenden, 10 mM Zitratpuffer mit einem pH-Wert von 6.0 Uberflhrt und in
der Mikrowelle bei 440 W fur 15 min. gekocht. AnschlieBend ldsst man die Schnitte im
Zitratpuffer 30 min. bei Raumtemperatur abkihlen. Initial eventuell vorhandene EGFP-

Fluoreszenz geht hierbei verloren.

4.8 Antikorper

4.8.1 Vimentin

Vimentin ist als Teil der Intermediarfilmentgruppe ein wichtiger struktureller Bestandteil des
eukaryotischen Zytoskeletts. Es handelt sich um ein Typ-3 Intermediarfilament aus der
Ubergeordneten Gruppe der Desmine. Humanes Vimentin hat eine Molekiilmasse von 53690
Dalton und kommt im Zytoplasma von allen mesenchymalen Zellen wie z.B. Fibroblasten oder
glatten Muskelzellen vor. Obwohl die meisten Intermediarfilamente stabile Strukturen
darstellen, handelt es sich bei Vimentin in Fibroblasten um eine dynamische Struktur die fir
die Zellflexibilitat und den Erhalt der Zellintegritat entscheidend ist. Die Lokalisation und

Positionierung der Zellorganellen wird von Vimentin bedeutsam beeinflusst.

4.8.2 Perlecan

Perlecan ist ein multidomainares Proteoglycan. Es bindet und verknlpft viele Komponenten
der Extrazellularen Matrix und Zelloberflachen Molekdle. Kodiert wird es durch das Heparan
Sulfat Proteoglycan-2-Gen (HSPG2) und wird sowohl von GefaBendothelien als auch von
glattmuskularen Zellen synthetisiert und darauffolgend in der extrazelluldaren Matrix
angelagert. Perlecan ist ein potenter Promotor der Aktivitat von Wachstumsfaktoren wie z.B.

FGF2 und stimuliert endotheliales Wachstum und endotheliale Regeneration.

4.8.3 CD 45
Bei dem cluster of differentiation antigen 45 (friher: leukocyte common antigen) handelt es
sich um ein membranstdndiges Protein mit Oberflaichenrezeptorwirkung und einer

prominenten Bedeutung fiir die immunhistologische und immunhistochemische
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Differentialdiagnostik. Auf Grund der Tatsache, dass sowohl lymphoide als auch myeloide
Zellen CD 45 auf der Zelloberfliche exprimieren, wird es als Pan-Leukozytenmarker

eingesetzt.

4.8.4 Ki67

Bei dem Antigen Ki67 handelt es sich um einen Proliferationsmarker, der am Institut fir
Pathologie der Universitat zu Kiel benannt wurde. Zellen, die sich im Zellzyklus in der G1-, S-,
G2- und M-Phase befinden, exprimieren das Ki67-Antigen. Zellen in der Ruhephase (GO
Phase) exprimieren das Antigen nicht.

In der Tumordiagnostik ist Ki67 Expression ein auBerst wertvoller Praediktor fur die
Feststellung der Wachstumsfraktion und damit direkt far die
Tumorwachstumsgeschwindigkeit. In der hier vorliegenden Arbeit findet Ki67 Anwendung als
allgemeiner Proliferationsmarker nach der Kryoinfarzierung und bendtigt vor der Farbung

eine Epitop Demaskierung.

4.8.5 Lectin

Lectine sind  zuckerbindende Proteine mit einer hohen Spezifitdt fir ihre jeweiligen
funktionellen chemischen Gruppen. In der hier vorliegenden Arbeit wird das Lectin Griffonia
simplificifolia agglutinin I verwendet. Es bindet an aD-Gal aD-GalNAc und wird als Marker fir

Endothelzellen verwendet.

4.8.6 Alpha smooth muscle actin (asmac)
Bei alpha smooth muscle actin handelt es sich um eine Aktin Isoform, die in hohen
Konzentrationen in vaskuldren glatten Muskelzellen vorkommt. AK gegen asmac wurden in

dieser Arbeit als Marker fiir die glatte Muskelschicht von GefaBen verwendet.
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4.9 Morphometrie

Die am Kryotom, wie unter 4.7.1 beschrieben, angefertigten Herzschnitte wurden nach der
Sirius-Rot Farbung flir eine morphometrische Analyse der Infarkt- und Herzarchitektur
verwendet. Ein adultes, murines Herz hat eine basal-apikale Lange von ca. 9 mm. Es wurde im
1 mm Abstand jeweils ein 20 um Schnitt ausgewahlt. Insgesamt also neun Schnitte. So
konnte das Herz anndaherungsweise aus neun jeweils 1 mm dicken Ringscheiben extrapoliert

und dreidimensional rekonstruiert werden.

9mm

= Gesamtoberflache Myokard

= Gesamtoberflache Infarkt
= Infarktareal mit EGFP — positiven Zellen

Abbildung 15 Schematische Schnittfiihrung fiir die Morphologie

Die Grafik illustriert schematisch die Schnittfihrung durch das Herz. Aus den gemessenen und
errechneten extrapolierten Sdulen von 1 mm Ho6he kénnen die beschrieben Parameter bestimmt
werden.

Mit Hilfe der auf eine 16-fache VergroBerung kalibrierten AxioVision Software (Zeiss) konnte

die linksventrikuladre Flache, das linksventrikulare Lumen und die Flache des Infarktes durch
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manuelles Umfahren ermittelt werden. Die durchschnittliche Wanddicke des Myokards sowie
die durchschnittliche Wanddicke des Infarktes wurden ebenfalls bestimmt. Hierzu wurden
jeweils flr einen Schnitt zwischen 4 und 7 Geraden manuell durch das Gewebe gelegt und die

Mittelwerte errechnet. Die Auswertung und Messung der Schnitte erfolgte geblindet.

Abbildung 16 Exemplarisch vermessener, Sirius-Rot gefarbter Transversalschnitt

Nach Sirius—Rot Farbung wurden die Herzen von Hand vermessen und die erhaltenen Werte Uber die
nachfolgend aufgeflihrten Formeln zur Analyse der Herzarchitektur verwendet. Das durch die
Kryolasion geschadigte Gewebe ist in rot angefarbt, das vitale Myokad erscheint in gelb bis orange.

Aus den ergebenen Werten konnten nun die Myokardflache, die Gesamtlange des
Myokardes, die Lange des Infarktanteiles, die Oberflaiche des Myokardes und die Oberflache
des Infarktareals errechnet werden. In Kenntnis des Abstandes der Schnitte konnte aus den
erhaltenen Daten das Gesamtvolumen des Myokards, das Gesamtvolumen des Infarktes, die
GesamtauBenoberfliche des Myokards, die GesamtauBenoberflache des Infarktes, das

prozentuelle Infarktvolumen und die prozentuelle Infarktoberflache errechnet werden.



Algorithmisch leiten sich die Werte wie folgt ab:

KenngroBe, Abkiirzung, Einheit Algorithmus
Gesamtumfahrung li. Ventrikel Messwert
(LG; mm)

Infarktflache Messwert
(AL, mm?2)

Linksventrikulares Lumen Messwert
(LL, mm?2)

Wanddicke Myokard Messwert
(DM; Median; mm)

Wanddicke Infarkt Messwert

(DI Median; mm)

Linksventrikulare, nicht infarzierte

AM =LG-(LL+AI)

Myokardflache

(AM; mm?2)

AuBenlange Myokard LM = AM
(LM; mm) "~ DM
AuBenlange Infarkt L] _A
(LL; mm) " DI
AuBenoberflache Myokard LM ¢ 1mm
(OM; mm2)

AuBenoberflache Infarkt LI « Imm
(O mm?2)

Gesamtvolumen Myokard Z AM « 1mm
(GM; mm3)

Gesamtvolumen Infarkt Z Al « 1mm

(GI; mm3)

GesamtauBenoberflache Myokard
(GOM; mm?2)

>0l

GesamtauBenoberflache Infarkt
(GOI;, mm?2)

> oM

Prozentuales Infarktvolumen Gl
(%) GM +Gl
Prozentuale Infarktoberflache GOl

(%)

GOl + GOM
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4.10 Statistische Verfahren

Die aus der hamodynamischen Messung und aus der morphometrischen Auswertung
erhaltenen Werte wurden konvertiert und in MS Excel 2003 und SPSS 14 exportiert.

Die erhaltenen Daten wurden einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit anschlieBender
Scheffé-Prozedur als Post-Hoc-Test unterzogen. Auf diese Weise wurden Einzelvergleiche

Uber t-Tests vermieden, die zu einer a—Fehler Kummulation geflihrt hatten.
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5 Ergebnisse

5.1 Transmurale kardiale Schiadigung durch Kryoinfarzierung

5.1.1 Makroskopische Lokalisation der Kryolasion

Die Kryoinfarkt-Operationsmethode generierte eine transmurale myokardiale Lasion im
Bereich der freien linksventrikularen Wand. Das kryoinfarzierte Areal war dabei lokal klar
umschrieben. Makroskopisch im Auflichtbild (Abb. 17 A) und besonders in digitalen
Phasenkontraststufen (Abb. 17 B-D) konnte die Lasion eindeutig vom umgebenden, nicht
infarzierten Gewebe abgegrenzt werden. Das Gewebe in direktem Umfeld um den
Kryostempel wurde durch die Kalteauswirkungen ebenfalls geschadigt, so dass ein
Kupferstempel von 4 mm Durchmesser eine Lasion von ca. 5 — 6 mm Durchmesser erzeugte.

Neben der GroBe war auch die Lokalisation der Lasion hoch reproduzierbar. A

Abbildung 17 Kryoinfarkt makroskopisch in Auflicht Aufnahme- und Polarisationsstufen

Murines Herz 14 Tage nach Kryoinfarkt-Operation mit einem 4 mm Kupferstempel. Die weien Pfeile
weisen auf die runde Infarktzone. In den digtialen, phasenkontrastierten Polarisationsstufen (Abb. 17
B-D) lassen sich Rand- bzw. Zentralzone (weiBe Sterne) deutlicher erkennen. Der weil3e
MafBstabsbalken entspricht 1 mm.
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5.1.2 Mikroskopische Lokalisation der Kryoldsion

Mittels Kryoinfarzierung konnte eine interindividuell homogene, transmurale Narbe erzeugt
werden. Sowohl in der Sirius—rot Farbung (siehe Morphometrie) als auch in der Van Gieson-
Farbung lieBen sich die Ventrikel und das Septumsgewebe durch den Faserzugverlauf und die
anatomische Lokalisation voneinander unterscheiden. Von diesen vitalen Geweben lieB sich
der infarzierte und nekrotische Bereich in beiden Farbeverfahren deutlich abgrenzbar

darstellen.

Abbildung 18 Van Gieson-Farbung nach Kryoinfarkt

In der Van Gieson Farbung ist die Infarktzone deutlich vom vitalen, nicht geschddigten Myokard zu
unterscheiden. Vitales Gewebe ist in gelb bis orange dargstellt. Das durch den Kryoinfarkt geschadigte
Myokard ist rot gefarbt.
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5.2 Transplantation von embryonalen Kardiomyozyten

5.2.1 Integration der transplantierten eCM 3,7 und 14 Tage postoperativ

Intraoperativ wurden 200.000 transgene eCM in 5 ul Loésung in das infarzierte Areal injiziert.
Die Entnahme der Herzen erfolgte nach drei, sieben und vierzehn Tagen. Die Integration der
EGFP-transgenen eCM (Promotor: human cardiac a-actin) in das Wirtsgewebe wurde unter
Verwendung eines Fluoreszenzfilters sowohl makroskopisch nach Entnahme der Herzen als
auch mikroskopisch in angefertigten Kryoschnitten fotografiert und dokumentiert (Abb. 19 A-
D). Das native vitale Myokard verfligte Gber eine diskrete Autofluoreszenz, die aber durch
geeignete Doppelfilter eindeutig von der EGFP-Fluoreszenz unterschieden werden konnte.
Das nektrotische Infarktareal erschien unter der Fluoreszenzlampe dunkel. In das
Wirtsgewebe integrierte Kardiomyozyten zeigten sich sowohl nach 3 und 7, als auch nach 14
Tagen. Nach Injektion von Zell Lysaten aus eCM zeigte sich keine Fluoreszenz. Als Kontrolle
diente die Injektion von PBS-Losung, die ebenfalls erwartungsgemal keine Fluoreszenz

hervorrief.

T7 EGFP T7 EGFP

T7 EGFP T7 EGFP

Abbildung 19 EGFP-Fluoreszenz makroskopisch (A, B) und am kryoperservierten Schnitt (C, D)

Abbildung 19 A und B zeigen makroskopisch im Lasionsbereich integrierte EGFP-positive Zellen 7 Tage
postoperativ. Abbildung 19 C und D zeigen mikroskopische Aufnahmen der gleichen Herzen unter
Verwendung eines Doppelfilters fiir EGFP. MalBstabsbalken in Abb. 19 A und B = 1mm;
MalBstabsbalken in Abb. 19 Cund D = 80 um.
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5.2.2 Tranplantierte eCM elongieren zunehmend von Tag 3 zu Tag 14

Weiterhin wurden die morphologischen Eigenschaften der transplantierten eCM  im
Zeitverlauf untersucht. An Tag drei nach Transplantation war die Mehrzahl der
transplantierten Zellen rund bis rundoval (Abb.20 A). An Tag sieben nach Transplantation
hatte sich die Form der Kardiomyozyten abgeflacht. Die Zellen waren langer und orientierten
sich in ihrer Ausrichtung am umgebenden Wirtsgewebe (Abb.20 B). Vierzehn Tage nach
Transplantation waren die transplantierten eCM weiter elongiert und hatten sich in das
Wirtsgewebe integriert (Abb. 20 C). Zudem war die Querstreifung, ein deutliches Zeichen fir
die Weiterdifferenzierung der transplantierten eCM, zwei Wochen postoperativ. am
deutlichsten sichtbar und mittels immunhistochemischen Methoden (a-actinin-Farbung)

nachweisbar.

Tag 3

Tag 7

Tag 14

T14
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Abbildung 20 Elongation der Kardiomyozyten nach Transplantation im Zeitverlauf

Die transplantierten embryonalen Kardiomyozyten lassen sich durch die native EGFP-Fluoreszenz
deutlich von der nur marginal vorhandenen Autofluoreszenz des umgebenden Infarktgewebes
unterscheiden. Zu beachten ist die im Zeitverlauf von Tag 3 (Abb. 20 A) tUber Tag 7 (Abb. 20 B) zu Tag
14 (Abb. 20 C) erkennbare Elongation der transplantierten Zellen. MaBstabsbalken = 20 um.

5.3 Herstellung von eCM- Lysaten

5.3.1 Trypan-blau Farbung
Bei der unter 4.3.1 beschriebenen Zellzahlung konnten die entnommenen und zur Injektion
vorbereiteten Kardiomyozyten ausgezahlt werden. Aus einem embryonalen Herzen des Alters

E 13.5 - 15.5 konnten zwischen 150.000 und 200.000 Zellen gewonnen werden (Abb. 21)

Abbildung 21 Dissoziierte embryonale Kardiomyozyten vor hypoosmolarer Lyse

Aus einem embryonalen Herzen E 13.5 — 15.5 wurden 150000 bis 200000 Zellen gewonnen.
MabBstabsbalken = 80 um.

Unter Verwendung des unter 4.4.1 beschriebenen Lyseprotokolls und anschlieBender Trypan
blau Farbung zeigte sich, dass durch den Lyseprozess die zelluldre Integritat der embryonalen
Kardiomyozyten vollstandig aufgeldst wurde. Vitale und intakte Zellen wurden nicht mehr

beobachtet. Teilweise waren noch Zellreste und Zelldetritus zu beobachten.
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5.3.2 Korrelation von Zellzahl und Proteingehalt

Der Proteingehalt nach Zelllyse wurde mit der Bradford Methode bestimmt. Im Lysat von
200.000 embryonalen Kardiomyozyten, die Zellmenge welchen den Tieren in der eCM Gruppe
standardisiert injiziert wurden, konnte eine Proteinmenge von durchschnittlich 60,7 ug/ml

quantifiziert werden. Die Anzahl der lysierten Zellen korrelierte dabei mit r=0,99 mit dem

erhaltenen Proteingehalt, die Varianzaufklarung betrugt 99 Prozent (Abb. 22).
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Proteingehalt in ug/ml nach Bradfor:
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Anzahl lysierter Zellen
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Abbildung 22 Korrelation des Proteingehaltes nach hypoosmolarer Lyse zur Anzahl der

lysierten Zellen

Die Grafik zeigt die positive, lineare Regression mit R?=0,9859 des nach Bradford Analyse bestimmten

Proteingehaltes zur Anzahl der lysierten Zellen.
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5.4 Morphometrisch-histologische Analyse

5.4.1 Prozentuales Infarktvolumen

Fir die Gruppe der eCM zeigte sich ein durchschnittliches prozentuales Infarktvolumen von
21,4% + 1,19% (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts) am Gesamtvolumen des
linksventrikularen Myokards. Nach Injektion von Kardiomyozytenlysat ergab sich ein
durchschnittliches prozentuales Infarktvolumen von 8,39% + 0,88%. Bei den Kontrollen lag
das durchschnittliche prozentuale Infarktvolumen bei 10,99% * 1.69%. Eine einfaktorielle
Varianzanalyse mit den drei Faktorstufen eCM, Lysate und Kontrollen mit anschlieBender
Scheffé — Prozedur zeigte signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen (p < 0,05;
F,12 = 28,153). Dies beruht auf einem signifikanten Unterschied der Werte nach eCM

Injektion von den Lysaten (p < 0,05) und den Kontrollen (p < 0,05).

Infarktvolumen [%]

40 4

35 A nicht sig.

] | |

25 -

20 1

%

15 ~

10 4

eCM Lysate Kontrollen

Abbildung 23 Analyse des prozentualen Infarktvolumens

Prozentuales Infarktvolumen der drei untersuchten Kohorten: Mause mit Injektion von embryonalen
Kardiomyozyten, mit Lysaten aus embryonalen Kardiomyozyten und mit PBS Kontrollinjektion. Die
eCM Kohorte unterscheidet sich signifikant von Lysaten und Kontrollen. Kontrollen und Lysate
untereinander unterscheiden sich nicht.
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5.4.2 Mittelwert der Wanddicke des Infarktgebietes

Fir die Gruppe der eCM zeigte sich ein durchschnittlicher Mittelwert der Wanddicke des
Infarktgebietes von 0,52mm * 0,03 mm (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts). Nach
Injektion von Kardiomyozytenlysat ergab sich ein durchschnittlicher Mittelwert der
Wanddicke des Infarktgebietes von 0,22mm + 0,04 mm. Bei den Kontrollen lag der
durchschnittliche Mittelwert der Wanddicke des Infarktgebietes bei 0,24mm + 0,04 mm. Eine
einfaktorielle Varianzanalyse mit den drei Faktoren eCM, Lysate und Kontrollen mit
anschlieBender Scheffé — Prozedur zeigte signifikante Unterschiede zwischen den drei
Gruppen (p £ 0,05; F,,12 = 16,783): Dies beruht auf einem signifikanten Unterschied der
Werte nach eCM Injektion von den Lysaten (p < 0,05) und den Kontrollen (p < 0,05), wahrend

sich zwischen den Lysaten und Kontrollen keine signifkanten Unterschiede zeigten (p=0.937).

Mittelwert Wanddicke Infarktareal [mm]

09 - nicht sig.

0,8 1 *

0’7 - | * I

0,6 1

0,4 1

0,3 1

0,2 1

—
—

0,1 4

eCM Lysate Kontrollen

Abbildung 24 Analyse des Mittelwertes Wanddicke des Infarktes

Mittelwert der Wanddicke der drei untersuchten Kohorten: Mause mit Injektion von embryonalen
Kardiomyozyten, mit Lysaten aus embryonalen Kardiomyozyten und mit PBS Kontrollinjektion. Die
eCM Kohorte unterscheidet sich signifikant von Lysaten und Kontrollen. Kontrollen und Lysate
untereinander unterscheiden sich nicht.
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5.4.3 Infarktoberfldache

Fur die Gruppe der eCM zeigte sich eine durchschnittliche prozentuale Infarktoberflache von
1893% + 0,74% (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts). Nach Injektion von
Kardiomyozytenlysat ergab sich eine durchschnittliche prozentuale Infarktoberflaiche von
21,96% * 1,13%. Bei den Kontrollen lag die durchschnittliche prozentuale Infarktoberflache
bei 21,79% + 1,96%. Eine einfaktorielle Varianzanalyse mit den drei Faktorstufen eCM, Lysate
und Kontrollen mit anschlieBender Scheffé — Prozedur zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Gruppen (p = 0,268; F,12 = 1,532: die Werte nach eCM
Injektion wichen weder von den Lysaten (p = 0,342) noch von den Kontrollen (p = 0,379)

signifikant ab.

Prozentuale Infarktoberflache [%]

40 7 nicht sig.
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Abbildung 25 Analyse der prozentualen Infarktoberflache

Prozentuale Infarktoberflache der drei untersuchten Kohorten: Mause mit Injektion von embryonalen
Kardiomyozyten, mit Lysaten aus embryonalen Kardiomyozyten und mit PBS Kontrollinjektion. Die
Kohorten unterscheiden sich nicht signifikant voneinander.
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5.5 Inmunhistochemische Analyse

5.5.1 Vimentin und Ki67 positive Zellen im vitalen Myokard

Die Abbildungen 26 A-C zeigen jeweils charakteristische Ausschnitte nativen Myokardarealen
in kryoinfarzierten Herzen. In Abbildung A und C wurden die Herzmuskelzellen langs
angeschnitten, in Abbildung B quer. Die Kardiomyozyten waren durch ihre Erscheinungsform
und besonders durch die erhaltene charakteristische Querstreifung (weiBe Sterne in Abb. 26
A-C) identifizierbar. Die Zellen wiesen eine im Fluoreszenzlicht dunkelgriin erscheinende
Autofluoreszenz auf. Die Anzahl Ki67—positiver Kerne, ein Zeichen von Proliferation (weie
Pfeile in Abb. 26 B und C) ist im vitalen Myokard niedrig. Die Vimentin—Farbung ist in den
Interzellularspalten zwischen den Kardiomyozyten lokalisiert und farbt am ehesten dort
lokalisierte Fibroblasten an. In Bezug auf das Volumen Uberwiegen bei weitem die
Kardiomyozyten. Das Ki67- und Vimentin-Verteilungsmuster unterschied sich im vitalen
Myokard im Zeitverlauf nicht. Auch zwischen den 3 untersuchten Gruppen, Mause mit
Injektion von eCM, Mause mit Injektion von Lysaten aus eCM und Mause mit

Kontrollinjektion zeigten sich keine Unterschiede.
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Abbildung 26 Ki67- und Vimentin-Farbung im vitalen Myokard

Die Bilder zeigen reprasentative Ausschnitte aus intaktem und vitalem Myokard, welches durch die
Kryoldsion nicht geschadigt wurde. Die weiBen Sterne markieren Areale mit deutlicher Querstreifung
der Kardiomyozyten. Die weiBen Pfeile zeigen auf Ki67—positive Zellen. Der Ki67-Antikdrper wird unter
Verwendung eines Alexa 488-Zweitantikdrpers griin dargestellt, Vimentin mit einem Cy3-
Zweitantikorper rot dargestellt. Die Hoechst-Kernfarbung erscheint in blau. MaBstabsbalken = 20 pm.
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5.5.2 Nachweis von Fibroblasten und proliferierenden Zellen im Infarkt

In Abbildung 27 ist in der linken Spalte (Abb. 27 A-C) jeweils ein Bild aus der Ubergangszone
von vitalem Myokard zu Infarktgewebe dargestellt, zu erkennen an Morphologie und
Autofluoreszenz der nicht geschadigten, nativen Kardiomyozyten. Die rechte Spalte (Abb. 27
D-F) zeigt jeweils einen zentralen Ausschnitt aus der Infarktzone. Der Zeitverlauf nach
Operation und Injektion ist zeilenweise von Zeile 1: Tag 3 nach Operation, Uber Zeile 2: Tag 7

nach Operation zu Zeile 3: Tag 14 nach Operation gegliedert.

Am dritten Tag nach Operation (Abb. 27 A und D) war sowohl in der Ubergangszone (A) als
auch im zentralen Infarktareal (D) ein deutlich aufgelockerter Gewebeverband erkennbar. Die
vorherrschende Zellform war rund bis rundoval. Sowohl in der Ubergangsregion (A) als auch
im zentralen Infarktareal (D) wiesen davon zahlreiche Zellen eine Ki67-positive Signatur auf
und befanden sich somit in einem proliferierenden Zellstadium. Der Vimentin Antikorper
besitzt eine Spezifitdt fir Bindegewebszellen und zeigte an Tag 3 nach Operation im
geschadigten Gewebe eine sehr deutliche Farbung. Im vitalen Myokard der Ubergangszone

farbten sich wie bereits beschrieben nur vereinzelte Zellen an.

Eine Woche postoperativ (Abb. 27 B und E) waren die meisten Zellen oval bis langsoval
geformt. Auch die Zellkerne waren im Vergleich zu den runden Zellkernen an Tag 3
abgeflacht. Der Narbenverband orientierte sich in seiner Erstreckung deutlich an der
Architektur des Gewebezuges des Ventrikels. Die Ki67—positiven, proliferierenden Zellen
waren weniger zahlreich als an Tag 3. In der Kohorte nach Injektion von eCM zeigte sich
gegenulber der Kohorte nach Injektion von Lysaten und Kontrollen eine vermehrte Anzahl
Ki67—positiver Zellen. In der Inferenzstatistischen Analyse wurde jedoch nach Auszahlung 10
exemplarischer Schnitte kein signifikantes Ergebnis erzielt. Dieses Verteilungsmuster zeigte
sich sowohl in der Ubergangsregion als auch im zentralen Infarktbereich.

14 Tage postopertiv (Abb. 27 C und F) waren die Zellen und auch die Zellkerne sowohl in der
Ubergangsregion (C) als auch in der zentralen Infarktzone (F) elongiert. Der Gewebeverband
prasentierte sich verdichtet und die Zellen waren entlang der Zugrichtung des
Narbenverlaufes ausgerichtet. Es lieBen sich kaum mehr Zellen identifizieren, die ein Ki67-

positives Signal aufwiesen. Nur sehr wenige Zellen wurden durch den Vimentin Antikorper
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markiert, wobei auch an Tag 14 in der Ubergangsregion mehr Zellen Vimentin—positiv sind

als in der zentralen Infarktzone (F).

Zusammenfassend lasst sich beschreiben, dass die Anzahl der Ki67-und auch der Vimentin—-
positiven Zellen sowohl in der Ubergangszone (Abb. 27 A-C) als auch in der zentralen
Infarktzone (Abb. 27 D-F) im Zeitverlauf, von Tag 3 Uber Tag 7 zu Tag 14, abnahm. Nach
Injektion von eCM proliferierten an Tag sieben vermehrt Vimentin—positive Zellen als nach
Injektion von Kontrollmedium oder Lysaten. Anonsten lieBen sich zwischen den untersuchten
Gruppen in Bezug auf die Zellproliferation und das Vimentin Verteilungsmuster jedoch keine

Unterschiede beobachten.

Ubergangszone Infarktzone

Tag 3

Tag 7

Tag 14
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Abbildung 27 Ki67 - und Vimentin-Farbung im Infarktgebiet

Der Ki67 Antikorper ist mit einem Alexa 488 Zweitantikdrper griin dargestellt, Vimentin ist mit einem
Cy3 Zweitantikorper rot dargestellt. Die Hoechst-Kernfarbung ist blau dargestellt. Die linke Spalte
(Abb. 27 A-C) zeigt jeweils den Ubergang von vitalem Myokard zu infarziertem Myokard nach Injektion
von eCM. A an Tag 3 nach der Kryolasion, B an Tag 7, C an Tag 14. Die Abbildungen der rechten Spalte
(Abb. 27 D-F) zeigen jeweils einen Ausschnitt dem zentralen Bereich der Infarktzone. D an Tag 3, E an
Tag 7 und F an Tag 14 nach der Lasion. MaBstabsbalken = 20 ym.

5.5.3 Uberlappung der Vimentin-Firbung und der Ki67-Firbung

In Abbildung 28 A und B ist jeweils der identische Ausschnitt aus einem zentralen Abschnitt
des Infarktes an Tag 3 nach Kryoinfarzierung dargestellt. Die weiBen Pfeile weisen in Bild A
und B exemplarisch jeweils auf die identischen Zellen. Der Ki67-Antikdrper wies bei allen
untersuchten Zellen eine Uberschneidung mit der Hoechst — Kernfarbung auf. Zudem wurde
untersucht, in wieweit sich die Ki67-positiven Zellen auch uber ein Vimentin-Signal
charakterisieren lieBen. Bei allen untersuchten Zellen zeigte sich dabei, dass Zellen, die positiv
fur den Proliferationsmarker Ki67 waren, auch eine positive Farbesignatur fir den Marker

Vimentin aufwiesen.

Abbildung 28 Uberschneidung der Ki67- und Vimentin-Firbung

Der Ki67 Antikorper ist mit einem Alexa 488 anti-Hase Zweitantikorper griin dargestellt, Vimentin ist
mit einem Cy3 anti-Huhn Zweitantikdrper rot dargestellt. Die Hoechst-Kernfarbung ist blau gezeigt.
Abbildung A zeigt nur die Hoechst-Kernfarbung und das Signal der Vimentin-Férbung. Abbildung B
zeigt zusatzlich den Kanal fiir die Ki67-Farbung in griin eingeblendet. Die weilen Pfeile weisen in A
und B jeweils auf die identischen Zellkerne. MaBstabsbalken = 20 um.
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5.5.4 Lectin—-Farbung zum Nachweis von GefaB3en im vitalen Myokard

Die Zellen des Gewebeverbandes lieBen sich, wie bereits beschrieben, durch ihre
charakteristische Zellform und die erhaltene Querstreifung als Kardiomyozyten identifizieren.
In rot lieBen sich zahlreiche geschlossenen, quer angeschnittene vaskulare Strukturen
erkennen, welche einen Teil der Mikrovaskularisierung des Myokardes widerspiegeln (weil3e
Pfeile). Ganz vereinzelt lassen sich im vitalen Myokard Zellen erkennen, die ein positives

Signal fur den Pan-Hamatopoesemarker CD 45 aufwiesen (weiler Stern).

Abbildung 29 Lectin - positive Kapillaren im vitalen, nicht infarzierten Myokard

Die Lectin — Farbung ist rot dargestellt. Der CD45 Antikorper ist mit einem Cy5 anti — Ratte
Zweitantikdrper in weil3 dargestellt. Die Hoechst-Kernfarbung erscheint in blau. Die weifen Pfeile
weisen auf durch die Lectin Farbung dargestellte GefaBe. Der weiBe Stern weist auf eine CD 45 positive
Zelle. MaBstabsbalken = 20 pym.

5.5.5 Lectin—-Farbung zum Nachweis von GefaB3en im Infarktbereich

Am dritten Tag nach Operation (Abb. 30 A und D) war sowohl in der Ubergangsregion (A) als
auch im zentralen Infarktareal (D) wie bereits beschrieben ein deutlich aufgelockerter
Gewebeverband mit runder bis rundovaler Zellform erkennbar. Sowohl in der
Ubergangsregion (A) als auch im zentralen Infarktareal (D) wiesen davon zahlreiche Zellen
eine Lectin-positive Signatur auf. Im vitalen Myokard der Ubergangszone griff die Lectin-

Farbung nur vereinzelt im Interzellularraum an.

An Tag 7 nach Generierung der Narbe (Abb. 30 B und E) zeigte sich auch hier, wie auch in
4.7.2 beschrieben, in den untersuchten Schnitten eine eher ovale bis langsovale Zellform.

Auch die Zellkerne waren im Vergleich zu den runden Zellkernen an Tag 3 abgeflacht. Der
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Zellverband orientierte sich in seiner Erstreckung deutlich an der Architektur des
Gewebezuges. Die Lectin—positiven Zellen waren weniger zahlreich als an Tag 3. Dieses
Verteilungsmuster zeigte sich sowohl in der Ubergangsregion als auch im zentralen
Infarktbereich. 14 Tage nach Operation (Abb.30 C und F) waren die Zellen und auch die
Zellkerne sowohl in der Ubergangsregion (C) als auch in der zentralen Infarktzone (F)
elongiert. Der Gewebeverband war verdichtet und die Zellen entlang der Zugrichtung des
Narbenverlaufes ausgerichtet. Es lieBen sich kaum mehr Zellen identifizieren, die ein Lectin-
positives Signal aufwiesen. Das Verteilungsmuster der Lectin-Farbung unterschied sich
innerhalb der untersuchten Gruppen, Mause nach Injektion von eCM, nach Injektion von

Lysaten aus eCM und nach Injektion von Kontrollmedium nicht.

Ubergangszone Infarktzone

Tag 3

Tag 7

Tag 14
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Abbildung 30 Lectin - Farbung im Infarktgebiet

Die Lectin-Farbung ist in rot dargestellt. Die Hoechst Kernfarbung ist blau dargestellt. Der weile Pfeil
in 30 F weist auf einen EGFP-positiven Kardiomyozyten. MaBstabsbalken = 20 pm.

5.5.6 Inflammation nach Kryoldsion bzw. zellularer Kardiomyoplastie

Blutzellen wurden Uber den Pan-Hamatopoesemarker CD 45 nachgewiesen. Am dritten Tag
nach Kryoldsion (Abb. 31 A und D) war sowohl in der Ubergangsregion (A) als auch im
zentralen Infarktareal (D) ein aufgelockerter Gewebeverband erkennbar. Sowohl in der
Ubergangsregion (A) als auch im zentralen Infarktareal (D) wiesen zahlreiche Zellen eine CD
45-positive Signatur auf. Im vitalen Myokard der Ubergangszone waren nur sehr vereinzelt
CD 45-positive Zellen zu erkennen. An Tag 7 nach Generierung der Narbe (Abb. 31 B und E)
orientierte sich der Zellverband in seiner Erstreckung deutlich an der Architektur des
Gewebezuges. Insgesamt wiesen weniger Zellen als am dritten post-OP Tag ein CD 45-
positives Signal auf. 14 Tage postoperativ (Abb. 31 C und F) lieBen sich kaum mehr CD 45-

positive Zellen nachweisen.

Das Verteilungsmuster der CD 45-Farbung unterschied sich innerhalb der untersucnten
Gruppen, Injektion von eCM, Injektion von eCM Lysaten und Injektion von Kontrollmedium

nicht
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Ubergangszone Infarktzone

Tag 3

Tag 7

Tag 14

Abbildung 31 CD 45-Farbung im Infarktgebiet

Der CD 45 positive Zellen sind durch Verwendung eines Cy5 Zweitantikdrpers weil3 dargestellt. Die
Hoechst Kernfarbung erscheint in blau. Der weif3e Pfeil in Abb. 31 F zeigt einen transplantierten, EGFP —
positiven Kardiomyozyten. Der MaBstabsbalken entspricht 20 pm.
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5.5.7 Nachweis von glatter Muskulatur iiber die assmac-Farbung

Mit Hilfe des asmac — Antikdrpers konnten u.a. glatte Muskelzellen in der GefaBwand von
KoronargefaBen dargestellt werden. In Abbildung 32 ist exemplarisch eine Arteriole im
Bereich der Infarktregion dargestellt, welche Uber eine glatte Muskelschicht verfiigt.

Weder das Verteilungsmuster noch die Quantitat (2-6 pro Schnitt) der asmac—positiven
GefaBe anderte sich im untersuchten Zeitverlauf. Auch zwischen den drei untersuchten
Gruppen, Mause nach Injektion von eCM, Mause nach Injektion von Lysaten aus eCM oder

Mause nach Injektion von Kontrollmedium, wurden keine Unterschiede festgestellt.

Abbildung 32 asmac-positive GefdaBe im Infarktgebiet

Die Abbildung zeigt Durchlichtaufnahmen eines Ausschnittes aus der Infarktregion 14 Tage nach
Operation. Der asmac Antikorper ist iber das DAB (3,3'-Diaminobenzidin) — Entwicklungsprotokoll in
schwarz dargestellt. MaBstabsbalken = 20 um.
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5.5.8 Nachweis von Extrazellularmatrix am Beispiel des Perlecan Proteins

In Abbildung 33 A sind EGFP-positive embryoriale Kardiomyozyten an Tag 14 nach Operation
als Ubersichtsaufnahme dargestellt. Abbildung 33 B zeigt dabei das korrespondierende Bild
nach PERLECAN Farbung und DAB Entwicklung. Der weiBe Rahmen stellt die entsprechende
Region dar, die fir die 400-fache VergroBerung (vergl. Abb. 34 F) ausgewahlt wurde.

In Abbildung 34 ist in der linken Spalte jeweils ein Bild aus der zentralen Infarktzone nach
Injektion von Kontrollldsung dargestellt. Die rechte Spalte zeigte jeweils einen zentralen
Ausschnitt aus der Infarktzone nach Injektion von eCM in einem Gebiet, in dem die ~CM nach
Injektion angewachsen sind und in einem korrespondierenden Vergleichsschnitt unter der
Fluoreszenzlampe ein EGFP-positives Signal zeigen (s. Abb 33). Der Zeitverlauf nach
Operation und Injektion ist zeilenweise von Zeile 1: Tag 3 nach Operation, Uber Zeile 2: Tag 7

nach Operation zu Zeile 3: Tag 14 nach Operation gegliedert.

Sowohl in der Gruppe nach Injektion von Kontrollmedium (Abb. 34 A-C) als auch in der
Gruppe nach Transplantation von embryonalen Kardiomyozyten (Abb. 34 D-F) zeigt sich, wie
bereits beschrieben, eine Verdichtung der Narbenstruktur und eine Orientierung der Zellen
entlang des Gewebeverbandes. In der Kontroll- und Lysatgruppe zeigte sich eine leichte
Zunahme der Perlecan-Farbeintensitat von Tag 3 zu Tag 7. Am 14 postoperativen Tag war
nahezu keine Perlecan Expression zu sehen. Nach Injektion von eCM in in das Infarktgebiet ist
vor allem eine Woche postoperativ, also wahrend der Konsolidierung der Narbe, ein
deutliches Perlcan Signal zu sehen. Dabei war die Perlecan Expression vor allem um die

transplantierten eCM lokalisiert.

T14 EGFP
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Abbildung 33 Ubersicht zur Auswahl der Schnittregion in Abbildung 34

Abbildung 33 A zeigt EGFP—positive embryonale Kardiomyozyten an Tag 14 nach der Operation. Abb.
33 B zeigt einen korresponierenden Schnitt mit PERLECAN Farbung nach DAB Entwicklung. Der weiB3e
Rahmen stellt die entsprechende Region dar, die fiir die 400-fache VergréBerung (vergl. Abb. 34 F)
ausgewahlt wurde. Der weiBe MaBstabsbalken entspricht 80 um.

Kontrollen eCM

Tag 3

Tag 7

Abbildung 34 Perlecan Firbung im Infarktgebiet

Das Bild zeigt Durchlichtaufnahmen, jeweils aus einem zentralen Abschnitt der Infarktzone. In der
linken Spalte (Abb. 34 A-C) ist ein Herz nach Injektion von PBS L&sung dargestellt, in der rechten
Spalte (Abb. 34 D-F) ein Herz nach Injektion von eCM. Der Perlecan-Antikorper ist Gber das DAB-
Entwicklungsprotokoll schwarz dargestellt. MaBstabsbalken = 20 uym.
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5.5.9 Kontrollen

Bei der immunhistochemischen Analyse wurde Uber eine Antikorper Kontrollfarbung
sichergestellt, dass es sich bei den angewendeten Farbungen um fiir den jeweiligen Marker
spezifische Farbungen handelte. Anstelle des ersten Antikorpers wurde wahrend des
Farbeprotokolls PBS-Losung auf den Schnitt aufgebracht. Es wurde anschlieBend kontrolliert,
ob der zweite Antikorper auch ohne den ersten Antikorper eine unspezifische Farbung
hervorrief. Diese Kontrollen wurden fiir alle hier gezeigten Farbungen durchgefiihrt.
Exemplarisch (Abb. 35) wird hier eine Kontrolle von einer Kombinationsfarbung von Ki67 und
Vimentin mit den Zweitantikorpern Alexa 488 anti-Hase und Cy3 anti-Huhn in vitalem
Myokard 14 Tage nach Operation und Injektion von PBS-Losung in den Infarktbereich
gezeigt. Die beiden hier verwendeten Zweitantikdrper Alexa 488 anti-Hase und Cy3 anti—

Huhn riefen keine unspezifische Farbung hervor.

Abbildung 35 Kontrollfiarbung von Ki67 und Vimentin ohne ersten Antikorper

Die verwendeten Zweitantikorper Alexa 488 anti-Hase (griin) und Cy3 anti-Huhn (rot) rufen keine
unspezifische Farbung hervor. Die hohe Autofluoreszenz des Myokardes lasst sich durch geeignete
Doppelfiter gut von dem hier nicht erkennbaren griinen Ki67 Signal unterscheiden. MaBstabsbalken =
20 um
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5.6 Himodynamische Analyse

5.6.1 Herzfrequenz

Mause, welchen eCM in die myokardiale Lasion implantiert worden waren, zeigten 14 Tage
postoperativ eine durchschnittliche Herzfrequenz von 541,45 + 31,84 bpm (Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts). Nach Injektion von Kardiomyozytenlysat ergab sich eine
durchschnittliche Herzfrequenz von 551,61 + 23,80 bpm. Bei den Kontrollen lag die
durchschnittliche Herzfrequenz bei 576,56 + 20,61 bpm.

Eine einfaktorielle Varianzanalyse mit den drei Faktorstufen eCM, Lysate und Kontrollen mit
anschlieBender Scheffé — Prozedur zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Gruppen (p = 0,609; F,,20 = 0,508). Die Werte nach eCM Injektion wichen weder von den
Lysaten (p = 0,962) noch von den Kontrollen (p = 0,632) signifikant ab.

Herzfrequenz [bpm]

nicht sig.

800 - nicht sig.

900 -+

nicht sig.
700 g

600 -
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bpm

400 A

300 -

200 +

100 -

eCM Lysate Kontrollen

Abbildung 36 Analyse der Herzfrequenz

Gezeigt wird die durchschnittliche Herzfrequenz in Schlagen pro Minute (bpm) der drei untersuchten
Kohorten 14 Tage postoperativ: Mause nach Injektion von embryonalen Kardiomyozyten, mit Lysaten
nach hypoosmolarer Lyse aus embryonalen Kardiomyozyten und mit PBS Kontrollinjektion. Die drei
untersuchten Kohorten unterscheiden sich nicht signifikant voneinander.



-72 -

5.6.2 Schlagvolumen

Fir die Gruppe der Mause nach Transplantation von eCM zeigte sich ein durchschnittliches
Schlagvolumen von 39,26 ul + 3,82 ul (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts). Nach
Injektion von Kardiomyozytenlysat ergab sich ein durchschnittliches Schlagvolumen von
28,61 pl £ 1,32 pl. Bei den Kontrollen lag das durchschnittliche Schlagvolumen bei 29,81 ul +
1,59 ul. Eine einfaktorielle Varianzanalyse mit den drei Faktorstufen, eCM, Lysate und
Kontrollen mit anschlieBender Scheffé — Prozedur zeigte signifikante Unterschiede zwischen
den drei Gruppen (p < 0,05; F,,20 = 5,836). Dieser Effekt kann auf ein signifikantes Abweichen
der Werte nach eCM Injektion von den Lysaten (p < 0,05) und den Kontrollen (p < 0,05)
zurtickgefiihrt werden, wahrend sich zwischen den Lysaten und Kontrollen keine signifkanten

Unterschiede zeigten (p=0,934).
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Abbildung 37 Analyse des Schlagvolumens

Gezeigt wird das durchschnittliche Schlagvolumen der drei untersuchten Kohorten in pl: Mduse mit
Injektion von embryonalen Kardiomyozyten, mit Lysaten nach hypoosmolarer Lyse aus embryonalen
Kardiomyozyten und mit PBS Kontrollinjektion. Die Kohorte nach Injektion von eCM unterscheidet sich
sowohl von der Kohorte nach Lysatinjektion als auch von der Kontrollkohorte signifikant.
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5.6.3 Herzzeitvolumen

In der eCM Gruppe wurde mittels Linksherzkatheter 14 Tage postopertiv ein
durchschnittliches Herzzeitvolumen von 20957,76 pl / min £ 2019 pl / min (Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts) gemessen. Nach Injektion von Kardiomyozytenlysat ergab
sich ein durchschnittliches Schlagvolumen von 15890,79 pl / min + 1204,29 pl / min. Bei den
Kontrollen lag das durchschnittliche Schlagvolumen bei 17016,51 ul / min £ 682,07 ul / min.
Eine einfaktorielle Varianzanalyse mit den drei Faktorstufen eCM, Lysate und Kontrollen mit
anschlieBender Scheffé — Prozedur zeigte signifikante Unterschiede zwischen den drei
Gruppen (p < 0,05; F,,20 = 3,729): nach Auswertung der Einzelvergleiche wichen die Werte
nach eCM Injektion jedoch von den Kontrollen (p = 0,151) nicht signifikant ab. Auch im
Vergleich mit den Lysaten (p = 0,052) wurde im Einzelvergleich knapp kein signifikantes

Ergebnis erzielt.
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Abbildung 38 Analyse des Herzzeitvolumens

Gezeigt wird das durchschnittliche Herzzeitvolumen in pl / min der drei untersuchten Kohorten:
Mause nach Injektion von embryonalen Kardiomyozyten, mit Lysaten nach hypoosmolarer Lyse aus
embryonalen Kardiomyozyten und mit PBS Kontrollinjektion. Die untersuchte Gruppe nach eCM
Injektion unterscheidet sich nicht signifikant von den Lysaten und den Kontrollen. Lysate und
Kontrollen untereinander unterscheiden sich ebenfalls nicht signifikant.
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5.6.4 Ejektionsfraktion

In der eCM Gruppe zeigte sich eine durchschnittliche Ejektionsfraktion von 50,78% + 3,19%
(Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts). Nach Injektion von Kardiomyozytenlysat ergab
sich dagegen eine durchschnittliche Ejektionsfraktion von 40,45 + 2,67%. Bei den Kontrollen
lag die durchschnittliche Ejektionsfraktion bei 39,15% + 1,21%. Eine einfaktorielle
Varianzanalyse mit den drei Faktorstufen eCM, Lysate und Kontrollen mit anschlieBender
Scheffé — Prozedur zeigte signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen (p < 0,05;
F,,20 = 6,544). Dies beruht auf einem signifikanten Abweichen der Werte nach eCM Injektion
von den Lysaten (p < 0,05) und den Kontrollen (p £ 0,05), wahrend sich zwischen den Lysaten

und Kontrollen keine signifkanten Unterschiede zeigten (p=0,929).
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Abbildung 39 Analyse der Ejektionsfraktion

Gezeigt wird die durchschnittliche Ejektionsfraktion in Prozent der drei untersuchten Kohorten: Mause
nach Injektion von embryonalen Kardiomyozyten, mit Lysaten nach hypoosmolarer Lyse aus
embroynalen Kardiomyozyten und mit PBS Kontrollinjektion. Die untersuchte Gruppe nach eCM
Injektion unterscheidet sich signifikant von den Lysaten und den Kontrollen. Lysate und Kontrollen
untereinander unterscheiden sich nicht signifikant.
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5.6.5 Enddiastolisches Volumen

Fur die eCM Gruppe zeigte sich ein durchschnittliches enddiastolisches Volumen von 70,71 pl
+ 6,54 pul (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts). Nach Injektion von
Kardiomyozytenlysat ergab sich ein durchschnittliches enddiastolisches Volumen von 65,86 pl
+ 4,03 pl. Bei den Kontrollen lag das durchschnittliche enddiastolische Volumen bei 70,02 pl
+ 3,6 pl.

Eine einfaktorielle Varianzanalyse mit den drei Faktorstufen eCM, Lysate und Kontrollen mit
anschlieBender Scheffé — Prozedur zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Gruppen (p = 0,736; F,,20 = 0,311). Die Werte nach eCM Injektion wichen weder von den

Lysaten (p = 0,776) noch von den Kontrollen (p = 0,995) signifikant ab.
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Abbildung 40 Analyse des enddiastolischen Volumens

Gezeigt wird das durchschnittliche enddiastolische Volumen der drei untersuchten Kohorten: Mause
mit Injektion von embryonalen Kardiomyozyten, mit Lysaten nach hypoosmolarer Lyse aus
embryonalen Kardiomyozyten und mit PBS Kontrollinjektion. Die Kohorten unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander.
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5.6.6 Enddiastolischer Druck

Fir die Gruppe der eCM zeigte sich ein durchschnittlicher enddiastolischer Druck von 9,29
mmHg + 2,8 mmHg (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts). Nach Injektion von
Kardiomyozytenlysat ergab sich eine durschnittlicher enddiastolischer Druck von 6,51 mmHg
+ 2,36 mmHg. Bei den Kontrollen lag der durchschnittliche enddiastolische Druck bei 6,9
mmHg £ 1,32 mmHg.

Eine einfaktorielle Varianzanalyse mit den drei Faktorstufen, eCM, Lysate und Kontrollen, mit
anschlieBender Scheffé — Prozedur zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Gruppen (p = 0,647; F,,20 = 0,446): die Werte nach eCM Injektion wichen weder von den
Lysaten (p = 0,683) noch von den Kontrollen (p = 0,754) signifikant ab.
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Abbildung 41 Analyse des durchschnittlichen enddiastolischen Drucks

Gezeigt wird der durchschnittliche enddiastolische Druck in mmHg der drei untersuchten Kohorten:
Mause nach Injektion von embryonalen Kardiomyozyten, mit Lysaten nach hypoosmolarer Lyse aus
embryonalen Kardiomyozyten und mit PBS Kontrollinjektion. Die drei untersuchten Kohorten
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander.
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5.6.7 Minimale intraventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit

Fir die eCM Gruppe zeigte sich eine durchschnittliche minimale intraventrikulare
Druckanstiegsgeschwindigkeit von -6739,89 mmHg / s + 373,44 mmHg / s (Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts). Nach Injektion von Kardiomyozytenlysat ergab sich eine
durchschnittliche minimale intraventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit -5927,82 mmHg /
s + 527,38 mmHg / s. Bei den Kontrollen lag die durchschnittliche minimale intraventrikulare
Druckanstiegsgeschwindigkeit bei -7257,64 mmHg / s + 359,1 mmHg / s. Eine einfaktorielle

Varianzanalyse mit den drei Faktorstufen eCM, Lysate und Kontrollen mit anschlieBender

Scheffé — Prozedur zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen (p

0,107; F,,20 = 2,505): die Werte nach eCM Injektion wichen weder von den Lysaten (p

0,439) noch von den Kontrollen (p = 0,709) signifikant ab.
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Abbildung 42 Analyse der minimalen intraventrikularen Druckanstiegsgeschwindigkeit

Gezeigt wird die durchschnittliche minimale intraventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit in mmHg /
Sekunde der drei untersuchten Kohorten: Mause nach Injektion von embryonalen Kardiomyozyten, mit
Lysaten nach hypoosmolarer Lyse aus embryonalen Kardiomyozyten und mit PBS Kontrollinjektion. Die
drei untersuchten Kohorten unterscheiden sich nicht signifikant voneinander.
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5.6.8 Arterielle Elastance

Fir die eCM Gruppe zeigte sich eine durchschnittliche arterielle Elastance von 2,47 mmHg /
ul £ 0,24 mmHg / ul (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts). Nach Injektion von
Kardiomyozytenlysat ergab sich eine durchschnittliche arterielle Elastance von 3,36 mmHg /
ul £ 0,82 mmHg / ul. Bei den Kontrollen lag die durchschnittliche arterielle Elastance bei 3,36
mmHg / pl £ 0,54 mmHg / pl.

Eine einfaktorielle Varianzanalyse mit den drei Faktorstufen eCM, Lysate und Kontrollen mit
anschlieBender Scheffé — Prozedur zeigte signifikante Unterschiede zwischen den drei
Gruppen (p < 0,05; F,,20 = 4,239): nach Auswertung der Einzelvergleiche wichen die Werte
nach eCM Injektion jedoch von den Kontrollen (p = 0,6) nicht signifikant ab.

Auch im Vergleich mit den den Lysaten (p = 0,06) wurde im Einzelvergleich knapp kein

signifikantes Ergebnis erzielt.
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Abbildung 43 Analyse der Arteriellen Elastance

Gezeigt wird die durchschnittliche arterielle Elastance in mmHg / pl der drei untersuchten Kohorten:
Mause nach Injektion von embryonalen Kardiomyozyten, mit Lysaten nach hypoosmolarer Lyse aus
embryonalen Kardiomyozyten und mit PBS Kontrollinjektion. Die drei untersuchten Kohorten
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander.
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6 Diskussion

In den vergangenen Jahren hat sich die zelluldre Kardiomyoplastie zu einem neuen, viel
versprechenden Forschungsschwerpunkt auf dem kardiovaskuldaren Gebiet entwickelt.
Momentan werden in grundlagenwissenschaftlichen Ansadtzen (Murry et al.,, 1996; Taylor et
al,, 1998; Roell et al., 2002; Suzuki et al., 2004) und in diversen klinischen Studien (Strauer et
al, 2002; Assmus et al., 2002; Stamm et al., 2003; Stamm et al., 2004; Wollert et al., 2004;
Badorff et al.,, 2003; Meyer et al., 2006) die zu Grunde liegenden zellularen und molekularen
Mechanismen aufgeklart sowie die klinische Durchfihrbarkeit dieses Therapieansatzes
untersucht. Langfristig konnte mittels zelluldrer Kardiomyoplastie eine kausale Therapie der
terminalen Herzinsuffizienz erfolgen, was momentan nur durch eine Herztransplantation
erreicht werden kann. Weiterhin weisen neuere Studien darauf hin, dass auch nach einem
Herzinfarkt auftretende Herzrhythmusstérungen mittels zellularer Ersatztherapie glinstig

beeinflusst werden kénnen (Roell et al., 2007).

In der hier vorliegenden Arbeit soll ein Beitrag dazu geleistet werden, die Mechanistik der
zelluldren Kardiomyoplastie weiter zu erkldren. Die postulierten parakrinen Effekte, die an der
kardioregenerativen Wirkung nach Zelltherapie in eine Herzladsion beschrieben sind (Dai et al.,
2007; Formigli et al., 2007; Gnecchi et al. 2005; Behfar et al., 2004), beziehen sich u.a. auf die
subzelluldare Wirkung von Proteinen und Zytokinen. So wird im Rahmen eines
Myokardinfarktes sowohl Uber Botenstoffe als auch Uber zelluldre Strukturen (z.B. CD 45-
positive myeloide Blutzellen) eine Entziindungsreaktion ausgeldst, die wiederum zellulare und
molekulare Umbaumechanismen in Gang setzt, die den myokardialen Schaden begrenzen
und die kardiale Funktionalitdt soweit moglich erhalten (Ren et al., 2003; Nian et al., 2004).
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, in wieweit durch
hypoosmolare Lyse gewonnene zelluldre Proteine, welche nur auf der beschriebenen
subzelluldren Protein- und Zytokinebene wirken kdnnen, sich im Vergleich zu vitalen, intakten
embryonalen Kardiomyozyten nach intramyokardialer Transplantation in einem murinen
Lasionsmodell verhielten. Die mittels embryonalen Kardiomyozyten oder Zelllysaten
behandelten Tiere bzw. Herzen wurden postoperativ. sowohl morphologisch als auch
funktionell untersucht. Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf die Beeinflussung der

Narbenbildung gelegt; die myokardiale Pumpfunktion wurde invasiv unter Verwendung der
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Linksherzkatheter-Technik untersucht. Als Kotrollgruppe dienten Tiere, bei welchen nach
myokardialer Lasion Kontrollmedium injiziert wurde. Die in der Ratte (Ciulla et al. 2004; Murry
et al. 1996) und am Hasen (Taylor et al., 1998) beschriebene und bereits in der Arbeitsgruppe
etablierte Operationstechnik (Roell et al, 2002) zur Generierung einer transmuralen
Kryoldsion am Mausmodell konnte erfolgreich nachvollzogen werden. Hoch reproduzierbar in
Bezug auf Lokalisation und GréBe wurde eine kryoinduzierte myokardiale Lasion generiert,
und das Gewebe wurde durch die Kalte (Mazur, 1970) akut irreversibel geschadigt. Durch die
verlassliche Wiederholbarkeit der linksventrikularen Schadigung fihrte dies zu
standardisierten Bedingungen fiir die nachfolgenden funktionellen in vivo Analysen und die
histomorphologischen Untersuchungen. Ebenfalls reproduziert wurde die standardisierte
Injektion von Zellsuspension in die kardiale Lasion (Roell et al., 2002). Der Erfolg der direkten
Injektion in das Infarktgebiet konnte durch die Anfarbung mit einem Lebensmittelfarbstoff
sichergestellt werden. Wie in der Literatur beschrieben, stellt die Kombination der
Generierung der Lasion und der intramyokardialen Injektion in einer operativen Sitzung eine
valide und reliable Methodik dar, um eine dem klinisch auftretenden Myokardinfarkt
vergleichbare ischamische Lasion zu erzeugen und zelltherapeutische Strategien in vivo

untersuchen zu kénnen (v.d.Bos et al., 2005; Roell et al., 2002).

In der hier vorliegenden Studie wurden drei verschiedene Kohorten vergleichend Uber einen
Zeitraum von 14 Tagen untersucht. Die erste Kohorte bestand aus Mausen, denen transgene
embryonale Kardiomyozyten, die an Tag 14.5 post conceptionem aus graviden CD1-Mausen
gewonnen wurden, nach der Kryoldsion implantiert wurden. Durch die Verwendung eines
transgenen Mausmodells (Fleischmann et al., 1998), welches das live-reporter-Gen EGFP unter
dem muskelspezifischen a-actin Promoter exprimierten, zeigten diese Herzzellen eine
deutliche detektierbare EGFP-Fluoreszenz. Mdgliche Artefakte auf Grund von sekunddren
Nachweismethoden entfielen auf diese Weise. Zwar gibt es Berichte Uber eine mdgliche
Veranderung der Herzzellen durch die EGFP-Expression (Huang et al, 2000), in einer sehr
groBen Zahl anderer Studien wurde das EGFP-Konstrukt jedoch erfolgreich und ohne
Veranderung der Herzzellen verwendet. Nach intramyokardialer Injektion der embryonalen
Kardiomyozyten hatten sich Teile der transplantierten Zellpopulation an den untersuchten
Zeitpunkten nach 3, 7 und 14 Tagen stabil in die durch den Kryostempel geschadigte

Myokardregion integriert. Die Zellen zeigten makroskopisch unter der Fluoreszenzlampe ein
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deutliches EGFP-positives Signal innerhalb des Kryoinfarktes. Es integrierten sich jedoch bei
weitem nicht alle Zellen in das ischamisch geschadigte Gewebe, da ein Teil vermutlich wieder
aus dem Injektions- und Inzisionskanal austrat oder durch die Zirkulation in den Blutkreislauf
gelangte (Muller-Ehmsen et al., 2002). Zudem wurde an infarzierten Rattenherzen und der
Transplantation von embryonalen Kardiomyozyten bereits gezeigt, dass ca. 90% der
angewachsenen Zellen in einen Apoptoseprozess libergehen. Als Hauptgrund hierflir wurden
die ischamischen Umgebungsbedingungen in der Lasionszone angesehen (Zhang et al,
2001).

Auch mikroskopisch war es mdglich, die implantierten Zellen zu identifizieren und bis zur
Einzelzellebene hin zu untersuchen. Im Zuge der narbigen Umwandlung des Lasionsareals
elongierte die Zellform der transplantierten eCM von runden Zellen an Tag 3 Uber rund- bis
rundoval an Tag 7 zu Tag 14, und die Zellen fiigten sich in die entstehende
Gewebearchitektur ein, eine Grundvoraussetzung fur ihre Funktionalitat. Die transplantierten
Zellen waren an Tag 14 nach Injektion neben ihrer Fluoreszenz auch durch ihre schmalere,
schlankere und weniger volumindése Form von den nicht geschadigten nativen
Kardiomyozyten unterscheidbar. Die fiir kardiale Zellen charakteristische Querstreifung lie3
sich ebenfalls insbesondere an Tag 14 nach Transplantation feststellen. Auch unter
zellphysiologischen Aspekten ist eine Entwicklung hin zu einem zunehmend adulten
Phanotyp beschrieben (Roell et al., 2002). Innerhalb der Arbeitsgruppe wurde bereits in
frGheren Studien die Kontraktilitdit bzw. die elektrische Kopplung von transplantierten
embryonalen Kardiomyozyten beschrieben (Roell et al., 2002; Roell et al., 2007). Aufgrund der
Vordaten und der im Rahmen der vorliegenden Studie erhobenen Messwerte stellen diese

Tiere eine ideale Vergleichsgruppe zur Untersuchung weiterer Therapieformen dar.

In einer zweiten untersuchten Kohorte wurde Mausen, bei gleichem experimentellen Aufbau
wie bei der ersten Kohorte, Zelllysat aus dissoziierten eCM injiziert. Die Zellen wurden durch
hypoosmolare Losung und die damit verbundene Diffusion von Flissigkeit in die Zellen zum
Aufquellen und schlieBlich zum Platzen gebracht. Auf diese Weise verloren die Zellen ihre
zelluldre Integritat. Nach Isoosmolarisierung mit hyperosmolarer Losung korrelierte der
Proteingehalt der entstandenen Losung hoch signifikant positiv mit den zuvor ausgezahlten
Zellen. Da bei der Lyse durch hypoosmolare PBS-Lésung keine Chemikalien verwendet

werden mussten, welche auch potentiell subzellular schadigend wirken kénnten, ermoglicht
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die hier verwendete Methode Zelllysate relativ schonend zu gewinnen bei nahezu
vollstandiger Lyse aller Zellen. Durch die Korrelation der Zellzahl mit der erhaltenen
Proteinmenge mit R*=0,9859 konnte demonstriert werden, dass die injizierte Proteinmenge
in etwa der Menge Protein entsprach, die durch die Injektion von nicht lysierten eCM in die
Lasion eingebracht wurde. Als weiterer Indikator einer vollstandigen Zelllyse konnte nach

intramyokardialer Transplantation keine EGFP-Fluoreszenz detektiert werden.

Als dritte Kontrollkohorte wurde weiteren Versuchstieren, wieder im standardisierten
Versuchsaufbau, Zellkulturmedium injiziert. Auch bei diesen Mausen wurde ebenfalls
erwartungsgemall  keine  EGFP-Fluoreszenz im Injektionsareal nachgewiesen. Die
Morphologie der Infarktregion nach Kontrollinjektion unterschied sich nicht von der nach
Injektion von Zelllysaten. Ein weiterer Fokus der Untersuchungen lag auf den
makroskopischen Auswirkungen der transplantierten Zellen auf die Herzarchitektur. Dies
wurde - in diesem Detailgrad erstmalig - an einem extrapolierten Herzen mit histologisch
gefarbten Kryoschnitten untersucht. Dabei konnte wie bereits in makroskopischen
Phasenkontrastaufnahmen der explantierten Herzen erkennbar, gezeigt werden, dass sich die
GroBe der erzeugten Kryoldsion in Bezug auf die Oberflache zwischen den untersuchten
Gruppen nicht signifikant voneinander unterschied. Diese Tatsache unterstreicht die
Vergleichbarkeit der Lasionen durch den Kryostempel und die damit verbundenen
standardisierten Versuchsbedingungen. Das Infarktareal war dabei im Gegensatz zu der nicht
durch den Kryoinfarkt geschadigten Region deutlich ausgediinnt. Wahrend sich nach
Injektion von Lysaten keine signifikanten Unterschiede zu den Kontrollen zeigten, kam es
nach Transplantation von eCM in die Infarktnarbe jedoch zu einer signifikanten Zunahme der
Wanddicke des Infarktareals von 0,24 + 0,03 mm (Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwerts) bei der Kontrollgruppe auf 0,52 + 0,04 mm. Daraus bedingt kam es auch zu
einem Anstieg des Volumens des Infarktanteils auf 21,4% + 1,19% gegeniiber der
Kontrollgruppe mit 10,99% + 1.69%. Eine Dickenzunahme insbesondere der nekrotischen
Infarktzone konnte sich giinstig auf die physiologischen Kompensationsmechanismen des
Herzens, das sogenante remodeling, auswirken. Mittels immunhistochemischer Farbungen
wurde untersucht, wie sich die Narbe und der Heilungs- oder Regenerationsprozess im
Zeitverlauf auf zellularer Ebene darstellten. Im Einzelnen wurde untersucht, welche Zellen in

besonderem Umfang an der Narbenbildung und der Narbenentwicklung beteiligt waren.
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Zudem wurde untersucht, in wieweit Zellen im Zeitverlauf nach Narbengenerierung
proliferierten und mdglicherweise die Wanddickenzunahme bedingen kdnnten, und um

welche Zellen es sich bei dieser Zellfraktion handelte.

An Tag drei nach Generierung der Kryolasion sowie der Transplantation von eCM, Lysaten
oder Kontrollmedium wurde ein massiver Anstieg von proliferierenden Zellen innerhalb des
Infarktgewebes beobachtet. Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei dieser
proliferierenden Zellpopulation vermutlich um Fibroblasten handelte, welche positiv flr
Vimentin als Fibroblastenmarker und Ki67 als Marker fur Zellproliferation farbten. Im
Gegensatz dazu konnten im vitalen Myokard nur sehr wenige proliferierende Zellen
nachgewiesen werden. Ubereinstimmend mit einer vor kurzem publizierten Studie (Grisel et
al.; 2008) konnte gezeigt werden, dass es sich auch hier sich um interstitielle Zellen und nicht
um Herzmuskelzellen handelte. Die Anzahl proliferierender Zellen nahm im untersuchten
Zeitverlauf wieder deutlich ab. Einhergehend mit dieser Abnahme wurde auch das Uber
Vimentin dargestellte Signal fir die Identifikation von Fibroblasten von Tag 3 lber Tag 7 hin
zu Tag 14 schwacher. Diese Abnahme ist unter Umstanden (v.d. Bos et al., 2006) durch die
zunehmend kollagends durchbaute Infarktnarbe wahrend der Wundheilungsprozesse
erklarbar. Nach Transplantation von eCM zeigte sich an Tag 7 nach der Lasion eine
gegenulber den Vergleichsgruppen erhdhte Anzahl an Ki67-positiven, proliferierenden Zellen,
die jedoch inferenzstatistisch keine Signifikanz erreichte. Auch hier kann auf Grund der
Vimentin-Uberschneidung der proliferierenden Zellen von Fibroblasten ausgegangen werden.
Die drei untersuchten Kohorten, Herzen nach Transplantation von eCM, nach Transplantation
von Lysaten aus eCM sowie Kontrollen, wiesen in Bezug auf die proliferierenden Zellen, die
Fibroblastenverteilung und in der Entwicklung im Zeitverlauf ansonsten keine in dieser Studie

nachweisbaren Unterschiede auf.

Durch die histologischen und immunhistochemischen Farbungen konnte auBerdem gezeigt
werden, dass es nach Generierung der Kryoldsion im Infarktgebiet zu einer massiven
inflammatorischen Antwort im ischamisch geschadigten Infarktareal kam. Insbesondere drei
Tage nach der Operation zeigten viele Zellen ein positives Signal fir den Pan-
Hamatopoesemarker CD45. Die Entziindungszellen waren an ihrer Signalgebung und auch an

ihrer charakteristischen Form identifizierbar, jedoch nicht vollkommen gleichmaBig tber den
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Infarktbereich verteilt. Vielmehr gab es Zonen, in welchen CD45-positive Zellen besonders
gehauft anzutreffen waren, ohne dass bei diesen Zonen wiederum ein auffélliges oder
repetitives Verteilungsmuster erkennbar gewesen wire. In der Ubergangszone vom vitalen
Myokard in den Infarktbereich an Tag drei nach Operation konnten besonders viele
Leukozyten dargestellt werden. Besonders deutlich wurde die starke Entziindungsreaktion im
Vergleich mit vitalem, nicht geschadigten Myokard, in dem kaum CD45-positive Zellen zu
finden waren und in dem demzufolge auch kein entziindlicher Prozess stattfand. Im
untersuchten Zeitrahmen nach der Operation nahm die akute Entziindungsreaktion im
Folgezeitraum nach Tag 3 wieder ab, so dass an Tag 14 kaum noch Blutzellen detektierbar
waren. Innerhalb der untersuchten Kohorten unterschied sich die CD45-Verteilung nicht.
Auch nach Transplantation der eCM konnte keine veranderte Immunantwort gezeigt werden,
die Uber CD45 nachweisbar waére. Diese Daten decken sich mit dem beschrieben
weitgehenden Abschluss der primdren Geweberegeneration in der Maus und in der Ratte
und der Abnahme der Beteiligung von Entziindungszellen (Ren et al., 2003; Nian et al., 2004).
Auch die Lysate hatten keinen Effekt auf die Entziindungsreaktion, obwohl theoretisch
injizierte Zytokine zu einer vermehrten Infiltration von Blutzellen in das Infarkareal hatten
fihren konnen. Die Beteiligung von Entziindungszellen beruht daher wahrscheinlich nicht in
erster Linie auf Zytokinen, sondern war vielmehr durch die apoptotischen und nekrotischen
Herzzellen bedingt. Eine Beteiligung von Zytokinen an der Inflammation im Infarktareal,
welche aktiv von den nativen Kardiomyozyten der Ubergangszone der Myokardlasion

ausgeschuttet werden kdnnten, ist dennoch mdglich.

Gegenstand des wissenschaftlichen Interesses war auBerdem, wie sich die Vaskularisierung im
vitalen Myokard und insbesondere auch im Infarktbereich darstellte, da fir eine
regelgerechte Herzfunktion die Versorgung mit Sauerstoff essentiell ist. Daher konnte eine
verbesserte Vaskularisierung evtl. die Zunahme der Pumpfunktion bedingen. Innerhalb des
vitalen Myokards konnte eine dichte und fein ausgepragte Kapillarisierung Uber die
Lektinfarbung dargestellt werden. Die angefarbten Endothelzellen bildeten geschlossene
Lumina und deuteten auf eine suffiziente Perfusion hin. In der kryoischamisch geschadigten
Infarktzone konnte diese Kapillarisierung mittels Lectin jedoch nicht mehr dargestellt werden.
Lectin farbte im Infarktgebiet partiell auch Fibroblasten und band nicht mehr selektiv an

vaskulare Strukturen. Neben den feinen Kapillaren konnten Uber die asmac-Farbung sowohl
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im vitalen Myokard als auch in der Infarktzone wenige groBe, glattmuskulare GefaBe
dargestellt werden. Durch die Schadigung und Auflésung des Kapillarnetzes (Huwer et al.,
1998) kann die makrovaskulare Reperfusion (v.d.Bos et al., 2005, Reffelmann et al., 2003)
durch diese wenigen groBen GefaBe jedoch nicht an die einzelnen Zellen gelangen und die
durch die Kryolasion hervorgerufene Ischdamie nicht kompensieren. Eine veranderte
Vaskularisierung durch die Transplantation von eCM, Lysaten oder den Kontrollen konnte in
diesem Experiment nicht nachgewiesen werden. Dennoch ist es moglich, dass die
transplantierten Zellen einen Einfluss auf die GefaBneubildung haben. Dass Zytokine oder
andere Botenstoffe an einer moglichen Neoangiogenese nach Infarkten beteiligt sind, ist
sogar wahrscheinlich (Imanishi et al., 2008) und erfordert weitere Studien mit einem langeren

Nachbeobachtungszeitraum.

GroBe Bedeutung kommt bei den ablaufenden Umbaumechanismen nach einer
Gewebeschadigung der extrazellularen Matrix und im Besonderen auch dem Proteoglycan
Perlecan zu (Nakahama et al., 2000). Die extrazelluldre Matrix dient nicht nur als wichtiges
Reservoir fir Zytokine, ihr kommt auch eine ausgesprochen wichtige Funktion beim
Wasserhaushalt der Gewebe, bei der Form-, und Stabilitatsgebung von Geweben, der
Gewebeelastizitat, der Signaltransduktion und - in diesem Zusammenhang besonders
hervorzuheben - der Modulation von Wundheilungsprozessen zu (Ajad et al, 1998).
Insbesondere auch die Stabilisierung des Infarktareals soll durch den Umbau der
extrazellularen Matrix gewahrleistet werden (Jugdutt et al., 1996; Lutgens et al., 1999). Daher
wurde in dieser Arbeit an Hand des Perlecan-Antikdrpers untersucht, in wieweit es durch die
Transplantation von eCM oder den aus den lysierten eCM extrahierten, transplantierten
Zytokinen und Proteinen zu einer Modulation der Ausbildung extrazelluldrer Matrix im

Vergleich zur Kontrollkohorte im Zeitverlauf kam.

Nach Tranplantation von transgenen eCM in das Infarktareal kam es, insbesondere in der
Region, in welcher die transplantierten embryonalen Kardiomyozyten stabil in die Lasion
integriert hatten und Uber das EGFP-Signal eine Fluoreszenz gezeigt wurde, zu einer
erhdhten Expression von Perlecan. Insbesondere 7 Tage nach der Operation konnten Uber
den Perlecan-Antikorper vermehrt anfarbbare Elemente und Strukturen der extrazelluldren

Matrix nachgewiesen werden. Die Co-Lokalisation mit den eCM kdnnte darauf hindeuten,



- 86 -

dass Perlecan vermehrt durch die eCM gebildet wird. Es kam im Zeitverlauf zu einem
deutlichen Verdichtungs- und Kondensationsprozess in der Infarktnarbe. Durch die Perlecan-
Farbung wurde die Erstreckung und Ausrichtung des geschadigten Zellverbandes im
beobachteten Zeitverlauf entlang der vorherrschenden Gewebearchitektur zusatzlich
besonders deutlich. An Tag 14 nach OP hatte sich ein dichtes Narbengewebe ausgebildet.
Gegentlber Tag 7 kam es jedoch wieder zu einer Abnahme der Darstellbarkeit von Perlecan.
Dennoch war auch zu diesem Zeitpunkt mehr Perlecan darstellbar als in der Lysat- und
Kontrollgruppe. Zwischen der Kohorte nach Transplantation von Lysat aus eCM und von
Kontrollmedium lieB sich kein Unterschied in der Perlecan-Verteilung und damit in der
Ausbildung der extrazellularen Matrix erkennen. Diese Ergebnisse geben Anlass zu der
Vermutung, dass durch die Implantation der eCM eine verstarkte Auspragung der
extrazellularen Matrix bewirkt wird, ein wichtiger Faktor fiir die Stabilisierung und die
Elastizitat im Infarktgebiet nach einer Kryoldsion. Diese parakrinen Effekte konnten mittels

Injektion von isolierten Zellproteinen nicht imitiert werden.

Neben der histologischen und immunohistochemischen Aufarbeitung wurden die Tiere aller
drei Versuchsgruppen in vivo invasiv mittels Linksherzkathetertechnik untersucht. Anhand der
abgeleiteten Druck-Volumendiagramme konnte dabei die linksventrikuldre Funktion
visualisiert werden. Insbesondere die vergleichbaren Herzfrequenzen als globale Parameter
stellten wichtige Marker zur generellen Vergleichbarkeit der untersuchten Gruppen
untereinander dar. Es wurde weiterhin untersucht, ob sich die untersuchten Gruppen in Bezug
auf die Vorlast unterschieden. Als Parameter dienten das enddiastolische Volumen und der
enddiastolische Druck, die jedoch keine signifikanten Unterschiede zeigten. Auch in Bezug
auf die Nachlast, die anhand des endsystolische Drucks und der arterielle Elastance bestimmt
wurde, unterschieden sich die Gruppen nicht signifikant voneinander. die diastolische
Funktion, indexgebend ware hier die minimale Rate des Druckabfalls, zeigte nach Injektion
von Kontrollmedium, Lysaten oder eCM keine signifikanten Unterschiede. Die vergleichbaren
hamodynamischen Rahmenbedingungen, angezeigt durch Vorlast, Nachlast und Diastole
lassen eine Betrachtung der linksventrikulare Kontraktilitat zu. Nach Injektion von eCM und
anschlieBend nachgewiesenem EGFP-positivem Signal innerhalb der Infarktzone zeigte sich
eine Verbesserung der durch den Druck-Volumen-Katheter visualisierten und erfassten

Pumpfunktion des linken Ventrikels. Durch die Integration der eCM stieg die Ejektionsfraktion
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von 39,15% + 1,21% bei den Kontrollen auf 50,78% + 3,19% nach eCM Injektion an. Die
Herzen nach Lysatinjektion unterschieden sich mit 40,45 + 2,67% nicht signifikant von den
Kontrollen. Die verbesserte Kontraktilitat wird zusatzlich durch eine Zunahme des
Schlagvolumens unterstrichen. Nach eCM Injektion zeigte sich mit 39,26 pl + 3,82 p
gegenulber den Kontrollen mit 29,81 ul £ 1,59 p und den Lysaten mit 28,61 ul + 1,32 pl ein
signifikant erhohtes Schlagvolumen. Das Herzzeitvolumen als relevanter Parameter fir die
Forderleistung des Herzens war nach Injektion von eCM ebenfalls erhoht. Mit einem Anstieg
auf 20957,76 pl / min £ 2019 pl / min gegeniiber den Kontrollen mit 17016,51 pl / min +
682,07 pl / min und den Lysaten mit 15890,79 ul / min £ 1204,29 ul / min wurde jedoch
knapp kein signifikantes Ergebnis erzielt. Dennoch kann hier in Bezug auf den Einzelvergleich
der eCM mit den Lysaten mit einem p — Wert von 0.052 inferenzstatistisch von einem Trend
zur Signifikanz gesprochen werden. Die eCM haben durch ihre Integration in der geschadigte
Gewebe zu einer erhéhten Pump- und Forderleistung des Hohlmuskels beigetragen.
Insbesondere die gesteigerte Ejektionsfraktion nach Implantation von eCM als in der Klinik

bedeutsamer Parameter unterstreicht die verbesserte kardiale Leistungsfahigkeit.

Zusammengefasst integrieren sich transgene eCM nach Transplantation stabil in das
Infarktareal und entwickeln sich zu einem adulten kardiomyozytdren Phanotyp. Die
Lasionszone wurde innerhalb von 7 Tagen durch eine fibrotische Narbe ersetzt. Die
linksventrikuldre Pumpfunktion und Kontraktilitdt wurden durch die transplantierten Zellen
verbessert. Dies kdnnte zum einen durch die Beteiligung der transplantierten Zellen an der
Herzaktion und die lokale, aktive Generierung von Kraft geschehen (Roell et al.,, 2002). Zum
anderen konnten auch passive Faktoren wie die Wundstabilisierung durch vermehrte
Ausbildung extrazellularer Matrixproteine fiir die Verbesserung verantwortlich sein. Die
Induktion der vermehrten Auspragung der extrazellularen Matrix und deren Beteiligung an
den Wundheilungsprozessen und der Narbenstabilitat und Elastizitat kénnte durchaus auch
auf parakrinen Effekten durch die transplantierten eCM beruhen. Auch eine vermehrte
proliferative Aktiviat der Fibroblasten nach eCM Implantation kdnnte fiir eine hohere
Steifigkeit des Infarktgewebes sowie die gemessene Dickenzunahme im Bereich der Lasion
verantwortlich sein und so zu einer verbesserten linksventrikularen Pumpfunktion beitragen.
Die Herstellung von Zelllysaten durch hypoosmolare Ldsung stellt eine schonende

Moglichkeit dar, die zellulare Integritat aufzuheben und eine korrelierende Menge Zellextrakt
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zu erhalten. Durch die Tranplantation der Extrakte nach hypoosmolarer Lyse von eCM war es
jedoch nicht moglich, die Herzfunktion oder die Narbenbildung in den in dieser Studie
untersuchten Parametern Uber das Niveau der Kontrollgruppe hinaus zu verdandern oder zu

beeinflussen.

Durch die in dieser Studie durchgefiihrte Lysierung von Zellen und die einmalige Injektion
von Zellextrakt konnte der Effekt der transplantierten eCM nicht imitiert werden. Dennoch
gibt es weiterhin eine Vielzahl interessante Aspekte, die in Bezug auf den Einfluss parakriner
Effekte in der zelluldren Ersatztherapie am Herzen untersucht werden kdnnten. Bedingt durch
die gewahlte Methodik und die einmalige Injektion von Extrakten aus lysierten Zellen wurde
in dieser Studie nicht untersucht, welchen Einfluss Stoffe besitzen, die von eCM aktiv
sezerniert werden. Experimentell ware es z.B. moglich, den Uberstand von sich in Kultur
befindlichen Kardiomyozyten zu transplantieren. Hierdurch hatte man auch die Mdglichkeit,
den Einfluss der aktiv sezernierten Fraktion der Zellen zu untersuchen. Dennoch wiirde auch
diese Studie ein strukturelles Defizit aufweisen. Sie wiirde sich wie die vorliegende Arbeit auf
eine einmalige Gabe von Stoffen beschranken. Die transplantierten embryonalen
Kardiomyozyten ingrierten sich jedoch bereits an Tag 3 stabil in die Lasion. Der mégliche
Wirkungszeitraum bis zur Feststellung der hamodynamischen Verbesserung ist somit
erheblich langer. Es war den Zellen konstant moglich, Zytokine, Botenstoffe und Mediatoren
zu sezernieren und so Einfluss auf die Geweberegeneration zu nehmen. Mit implantierbaren
Pumpen fir das Mausmodell, die konstant Zelllysate oder Zelliberstande infundieren
wuirden, konnte hierflr ein neuer experimenteller Ansatz entstehen. Auch neue bildgebende
Verfahren konnten fiir die in vivo Darstellung in der Zellersatztherapie in Zukunft neue

Ansatze bieten (Judenhofer et al., 2008).

Das komplizierte und komplexe Zusammenspiel verschiedener biochemischer und
zellphysiologischer Vorgange macht die zellulare Ersatztherapie am Herzen zu einem
schwierigen und mechanistisch teilweise noch véllig offenen Untersuchungsgebiet. Weitere
Studien sind nétig, um weitergehende Erkenntnisse ber den kardiomyoplastischen Einsatz

von verschiedenen Zellpopulationen oder parakrinen Botenstoffen zu gewinnen.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde im Mausmodell eine kalteinduzierte kardiale Lasion
erzeugt. Durch hypoosmolare Lyse wurde die zelluldre Integritdit embryonaler
Kardiomyozyten aufgelost. Der Extrakt — unter anderem Proteine und Zytokine — wurde den
Mausen intraaoperativ in die Infarktregion transplantiert. Diese Experimente wurden mit den
Ergebnissen nach Transplantation von nicht lysierten embryonalen Kardiomyozyten und einer
Kontrollkohorte verglichen. Es wurde untersucht, ob durch die Injektion von Zellysaten der in
der Literatur beschriebene positive Effekt auf die Herzfunktion durch die Implantation der

eCM imitiert werden konnte.

Transgene, EGFP-positive embryonale Kardiomyozyten wurden aus Embryonen an Tag E13.5
- E14.5 gewonnen. 2x10° Zellen wurden entweder fiir die Injektion prapariert oder in
hypoosmolarer Losung lysiert. In 12 bis 18 Wochen alten weiblichen CD1 Mausen wurde eine
linksventrikulare Kryoldsion von ca. 4 mm Durchmesser generiert. Die eCM oder das eCM —
Lysat wurden, verdliinnt in 5 pyl PBS-Ldsung, intramyokardial in die Lasion injiziert. Mause,
welche nur reine PBS-L&sung injiziert bekamen, dienten als Kontrollgruppe. Nach 3, 7 und 14
Tagen postoperativ. wurden die Herzen zur histologischen Analyse entnommen,
kryokonserviert und geschnitten. Zusatzlich wurde an Tag 14 die in vivo Hdmodynamik mit
einem Linksherzkatheter untersucht. An den Gefrierschnitten wurde eine detaillierte
morphometrische Analyse Uber Sirius-Rot Farbungen durchgefihrt. Auf zelluldrer Ebene
wurden die Herzen immunhistochemisch durch asmac-, Ki67-, Vimentin-, CD45-, Lectin- und

Perlecan-Farbungen analysiert.

Makroskopisch und durch die Morphometrie war eine hoch reproduzierbare kardiale Lasion
darstellbar. Die Wanddicke und das Volumen der Infarktregion war in der eCM — Gruppe
signifikant gesteigert (p<0.05). Nach eCM Injektion wurden angewachsene EGFP — positive
embryonale Kardiomyozyten in der Lasion beobachtet. Die Zellen integrierten sich in den
Gewebeverband und elongierten zunehmend von Tag 3 zu Tag 14 im Rahmen der
Auspragung eines im Zeitverlauf zunehmend adulten Phanotyps. Im Linksherzkatheter zeigte
die eCM - Gruppe signifikant erhohte Werte fiir das Herzzeitvolumen, das Schlagvolumen

und die Ejektionsfraktion gegeniliber der Kontrollgruppe (p<0.05). Immunhistochemisch
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wurde eine friihe postoperative Hochregulation von Extrazellularmatrix-Proteinen Uber das
Perlecan- und proliferierender Zellen iber das Ki67-Signal in der eCM Gruppe, jedoch nicht in
der Lysat- und Kontrollgruppe gezeigt. Durch die hypoosmolare Lésung konnte eine
vollstandige Zelllyse erreicht werden. Nach Bradford Testung wurde gezeigt, dass der
gemessene Proteingehalt positiv mit der Anzahl der lysierten Zellen korrelierte. Die Mause
nach Lysat Injektion unterschieden sich jedoch in allen untersuchten morphometrischen,
histologischen und hamodynamischen Parametern nicht signifikant von den Mausen der

Kontrollgruppe.

Die beobachtete hamodynamische Verbesserung durch die injizierten eCM nach der
kardialen Schadigung basiert vermutlich auf mehreren Einflussfaktoren: Zum einen ist in der
Literatur eine aktive Kotraktilitatssteigerung durch die intergrierten, elektrisch koppelnden
eCM beschrieben. Weiterhin spielen aber auch passive Effekte wie die Zunahme der
Wanddicke eine wichtige Rolle: Die vermehrte Proliferation von Fibroblasten und die
vermehrte Darstellbarkeit von Extrazellularmatrix fihren wie in der vorliegenden Studie
gezeigt werden konnte, Uber eine Wanddickenzunahme zu einer hdheren Elastizitat und
Stabilitat im Infarktgewebe. Diese parakrinen Effekte wurden nur durch die Injektion von eCM
mit intakter Zellstruktur vermittelt und konnten nicht durch die Injektion von Proteinen und

Zellbestandteilen dieser Zellen imitiert werden.
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