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Einleitung

Der Myokardinfarkt

Kardiovaskulare Erkrankungen wie der Myokardinfarkt spielen heutzutage eine sehr
wichtige Rolle. Koronare Herzerkrankungen, insbesondere der Myokardinfarkt
verursachen mehr Tote, Invalide und grélRere volkswirtschaftliche Kosten als alle
anderen Erkrankungen in der entwickelten Welt zusammen. Auch in Deutschland
belegt der Myokardinfarkt einen der vordersten Platze in der Todesursachenstatistik.
In den USA leiden Uber 12 Millionen Menschen an koronarer Herzerkrankung, und
uber 1 Million Patienten erleiden dort Jahrlich einen Myokardinfarkt (Statistisches
Bundesamt 2007).

Das heutige Konsumverhalten fordert Risikofaktoren und -verhalten wie Hypertonie,
Diabetes, Rauchen, Adipositas, LDL-Cholesterin-Erhdhung, HDL-Cholesterin-
Erniedrigung und Bewegungsmangel. In den Entwicklungslandern kommt es durch
die zunehmende Urbanisierung ebenfalls zu einer Zunahme dieses Lebensstils und
damit auch zur Entstehung dieser Erkrankungen. Dies kann dazu flhren, dass bis
2020 die koronare Herzerkrankung die haufigste Todesursache in der ganzen Welt
sein kann.

Deshalb ist die genaue Erforschung dieser Krankheiten, ihrer Therapie und das
Verhindern von deren Spatfolgen von herausragender Bedeutung fir unsere
Gesellschaft (Statistisches Bundesamt 2007; Selwyn und Braunwald, 2005).

Das Herz ist das zentrale Organ des Herz-Kreislauf-Systems. Das von Blut befreite
Herz eines gesunden Erwachsenen wiegt bei einem Mann etwa 300g und bei der
Frau etwa 270g. Die auldere Form entspricht der eines abgestumpften Kegels. Dieser
liegt so im Thorax, dass seine Spitze nach links unten vorne und die Basis nach
rechts oben hinten zeigt. Es handelt sich um einen Hohlmuskel und besteht
hauptsachlich aus Myokard, welches mit Uber 5% des Herz-Zeit-Volumens durch die
beiden Koronararterien (A. coronaria sinistra und A. coronaria dextra) mit Blut
versorgt wird. Diese munden in ein sehr dichtes, im Interstitium des Herzens
gelegenes Kapillarsystem, das flr die Sauerstoffversorgung der Herzmuskulatur
verantwortlich ist. Das numerische Verhaltnis zwischen Kapillaren und Myozyten
betragt 1:1 (Blutmann, Kirkpatrick, Baba, 2004). Des Weiteren sind histologisch im

Interstitium afferente und efferente Fasern des vegetativen Nervensystems in
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unmittelbarer Nachbarschaft der Kapillaren und der postkapillaren Venolen
nachweisbar, sowie Fibroblasten, Makrophagen / Histiozyten und verschiedene
Bestandteile der extrazellularen Matrix. Die Herzkammern (rechtes und linkes Atrium,
rechter und linker Ventrikel) und die Herzklappen sind mit Endokard Uberzogen, einer
besonders glatten Innenhaut, die aus Endothelzellen und fibroelastischem Gewebe
besteht; wahrend das Herz insgesamt sackférmig von Perikard und Epikard (das
viszerale Blatt des Perikards) umschlossen ist, jeweils Uberzogen von
Mesothelzellen. Zwischen Vorhof und Kammern liegen die Segelklappen (links die
zweizipflige Mitral-, rechts die dreizipflige Trikuspidalklappe) und an den
Ausflussbahnen je eine Taschenklappe (links die Aorten- und rechts die
Pulmonalklappe) (Fleischhauer 1994; Blitmann, Kirkpatrick, Baba, 2004).

Die koronare Herzkrankheit (KHK) stellt per definitionem eine Manifestation der
Atherosklerose an den Herzkranzarterien dar. Flusslimitierende Koronarstenosen
fuhren zu einem Missverhaltnis zwischen dem Sauerstoffbedarf des Myokards, und
dem momentan zur Verfugung stehenden Angebot. Der Schweregrad und
insbesondere die Dauer der durch dieses Ungleichgewicht hervorgerufenen Ischamie
bestimmen die Manifestation in Form von stabiler (belastungsabhangig auftretender)
oder instabiler Angina pectoris (sog. Ruheangina), Myokardinfarkt, chronischer
Herzinsuffizienz oder plétzlichem Herztod (Mellwig und Schmidt, 2005). Beim
Myokardinfarkt kommt es zu einer hochgradigen Stenose bzw. zum Verschluss einer
oder mehrerer Koronararterie(n) und infolgedessen zum Absterben von Gewebe,
also einer ischamischen Myokardnekrose.

Histopathologisch handelt es sich beim Herzinfarkt um eine Koagulationsnekrose der
Herzmuskulatur sprich ein Nekrosetyp in dem es zur Denaturierung zellularer
Proteine kommt, meist infolge einer pl6tzlichen Ischamie. Im Gegensatz zu einer
Kolliquationsnekrose, welche typischerweise in lipidreichen Geweben auftritt in Folge

der Wirkung von hydrolytischen Enzymen (Blitmann, Kirkpatrick, Baba, 2004).

Der akute Myokardinfarkt beruht meist auf dem akuten thrombotischen Verschluss
eines arteriellen Koronargefalles nach Ruptur einer atherosklerotischen Plaque. Es
gibt jedoch auch weit seltenere Ausloser fur ein Infarktgeschehen: Beispiele hierflr
sind thromboembolische Koronarverschlusse aufgrund einer floriden Endokarditis,

Koronarobliterationen aufgrund dissezierender Aneurysmen, oder Gefaldverschlisse
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die auf eine Arteriitis oder eine anatomische Variation im Sinne eines abnormalen
Abgangs der linken Koronararterie aus dem rechten Sinus aortae zurlckzufuhren
sind. Meist ist der betroffene Infarktbereich im linken Ventrikel lokalisiert. Es handelt
sich meist um einen transmuralen Infarkt, der per definitionem alle Wandschichten
umfasst, und mit dem akuten Verschluss eines oder mehrerer Koronargefalie
einhergeht. Bei einer 80%-igen Stenose kommt es Ublicherweise zu einem
Innenschichtinfarkt (auch subendokardialer Infarkt). Hier sind die so genannten
Jletzten Wiesen®, also die von der sauerstoffversorgenden Arterie am weitesten
entfernten Zellen mit der langsten Sauerstoffdiffusionsstrecke betroffen, da die
Koronararterien funktionell als Endarterien fungieren (Blitmann, Kirkpatrick, Baba,
2004).

Das Herz besitzt in Ruhe einen Energiebedarf von etwa 10% des Umsatzes des
gesamten Organismus, obwohl es als Organ nur 0,5% des gesamten Korpergewichts
ausmacht. Bei korperlicher Belastung kann sich der Umsatz bis auf das Zehnfache
steigern, woraus auf einen aeroben Energieumsatz geschlossen werden kann. Eine
weitere physiologische Besonderheit ist die aulerst geringe Ischamietoleranz des
Herzmuskelgewebes bei langer andauerndem Sauerstoffmangel.

Bei einer Unterbrechung des kardialen Blutflusses kommt es zum Sistieren des
aeroben Stoffwechsels, zur Verminderung des Vorrats an Kreatinphosphat, zur
Umstellung auf anaerobe Glykolyse und zum Sistieren der Zufuhr und des
Abtransportes von Substanzen und Metaboliten in das bzw. aus dem Herzgewebe
heraus. Diese Veranderungen gehen mit Pumpversagen und
elektrokardiographischen Veranderungen einher. Wenn der Verbrauch von
energiereichen Phosphaten den Nachschub an ATP uUbersteigt, kommt es zu einer
signifikanten Verminderung von ATP im Gewebe. Unter Verbrauch der
Kreatinphosphatspeicher kann der ATP-Spiegel nur bis zu 5 min im Normbereich
gehalten werden. 80% der ATP-Produktion werden wahrenddessen durch anaerobe
Glykolyse bereitgestellt, welche Glykogen als Substrat bendétigt. Der Anstau von
ADP, AMP und organischem Phosphat stimuliert die Glykogenolyse und die
Glykolyse, die aufgrund der ungunstigen Relation von anaerober ATP-Bildung und
aktuellem myokardialen Energiebedarf den weiteren Abfall des ATP-Spiegels zwar

verlangsamt, aber nicht aufhalten kann.
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Sowohl der Anstau von NADH in der Atmungskette, als auch die starke
Protonenkonzentrationserhdhung vermindern zunehmend den glykolytischen Fluss.
Die Stagnation des Zitratzyklus und der Betaoxidation verursacht eine Anhaufung
langkettiger Fettsauren, die madglicherweise uber  detergentienartige
Lysoverbindungen Membranschaden bedingen. Durch die Anhaufung von Laktat aus
der anaeroben Glykolyse kommt es zur osmotischen Schwellung der Zelle und ihrer
Organellen.

Durch den Anstieg der Laktatkonzentration kommt es des Weiteren zum pH-Abfall im
Myokardgewebe und deshalb zur Azidose, welche den anaeroben Metabolismus
zusatzlich inhibiert. Wahrend dieses Prozesses kommt es zu einer erhdhten
intrazelluldaren  Kalzium-Konzentration durch das Versagen verschiedener
Membranpumpsysteme (darunter die sarkoplasmatische Ca-Pumpe und die Na-/K-
ATPase mit Ruckwirkung auf den Na-/Ca-Austauscher der Zellmembran) (Jennings
et al., 1991; Kobayashi und Neely, 1979; Hierholzer und Schmidt, 1991).

Aulerdem sinkt mit der Unterbrechung des koronaren Blutflusses die kontraktile
Tatigkeit der ischamischen Region. Diese kann den intraventrikularen Druck, der
durch die Kontraktion der normal durchbluteten Areale aufgebaut wird, nicht
bewaltigen, sodass es in dieser Region wahrend der Systole zur Auswdlbung des
Myokards kommt. Die Sarkomere werden somit wahrend der Systole stark
Uberstreckt und beschadigt.

Die kontraktile Dysfunktion wird durch die Erschépfung des ATP-Vorrats und durch
den abnormalen Kalziumgehalt der in den Zellen herrscht, verursacht. Der
verminderte Eintritt von Kalzium zu Anfang der Ischamie scheint flr einige abnorme
Veranderungen des Aktionspotentials und folglich fur das Auftreten von Arrhythmien
verantwortlich zu sein (Crozatier et al., 1977; Lee et al., 1967; Fabiato, 1983).

Makroskopisch zeigt sich beim Menschen nach 6 bis 12 Stunden im Infarktbereich
eine Erblassung wegen verminderter Blutflllung und Myoglobinschwund, zudem eine
Schwellung und ein Odem. Wenn die Koagulationsnekrose deutlich ausgebildet ist,
erscheint das Gewebe innerhalb der ersten 3 Tage lehmfarben und tribe, aulierdem
wird die Konsistenz fester. Anschlieend bildet sich, durch das Einwandern und den
Zerfall von neutrophilen Granulozyten ein schmaler gelber Randsaum aus. Dem folgt
ein rotlicher Saum durch die Ausbildung eines Granulationsgewebes und von

blutgeflllten Kapillaren. Im Laufe der Zeit wird dann die gesamte Nekrose vom
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Granulationsgewebe durchsetzt. Im Rahmen der Umbildung in Narbengewebe
erscheint das geschadigte Gebiet immer mehr grauweil3lich, und die Konsistenz wird
noch fester (Sunni et al.,, 1984; Sepulchre und Fechner, 1992; Staemmler, 1955;
Gould, 1968; Doerr et al., 2000).

Elektronenmikroskopisch kann man innerhalb der ersten 10 Minuten bereits erste
Veranderungen beobachten: Durch die intrazellulare lonenverschiebung kommt es
zum vermehrten Wassereinstrom in die Zelle, was eine Schwellung verursacht. Nach
und nach schwellen auch die einzelnen Zellorganellen wie z. B. Mitochondrien an
und es kommt zu einer Dilatation des sarkoplasmatischen Retikulums. Nach 30
Minuten kommt es zu irreversiblen Veranderungen der Herzmuskelzellen. Diese
erkennt man an folgenden Merkmalen: Das Sarkolemm zeigt eine deutliche
Fragmentierung, und im Zellkern sind deutliche Pyknosen (Pyknose bedeutet die
Schrumpfung des Zellkerns und Verdichtung des Chromatins zu einer einheitlichen
Masse) zu sehen. Aullerdem sind Defekte in der Kernmembran zu finden. Die
Mitochondrien verdichten sich zu ,dense bodies®, und es kommt zu einer deutlichen
Cristolyse (Aufldsung und Verschwinden der Cristae der Mitochondrien). Auch dort
zeigen sich Membrandefekte. Die Sarkomere der Myofibrillen erscheinen deutlich
gedehnt, und die Z-Streifen, wie auch die Basalmembranen weisen ausgepragte
Defekte auf (Blitmann, Kirkpatrick, Baba, 2004; Jennings et al., 1978; Jennings und
Reimer, 1981; Scharper, 1990).

Mittels der Hamatotoxylin-Eosin(HE)-Farbung und der Elastica van Giesson(EvG)-
Farbung kann man lichtmikroskopisch erste histologisch nachweisbare
Veranderungen 4 bis 6 Stunden nach dem Infarkt erkennen. Die nekrotischen
Herzmuskelfasern verlieren ihre Querstreifung. Sie sind verschmalert und weisen
eine verstarkte Eosinophilie als Ausdruck der beginnenden Koagulationsnekrose,
sowie einen feingewellten Verlauf auf. Die Hyperkontraktionsbander der Myofibrillen
sowie das ,myocytic waving“ (gewellte Muskelfasern) sind ein Zeichen der
Myozytenschadigung. Nach 6 bis 24 Stunden weist das Interstitium eine Hyperamie
der Kapillaren und ein eiweiRarmes Odem auf. Diese sind der morphologische
Ausdruck  einer  beginnenden entzundlichen Reaktion.Die infarzierten

Herzmuskelfasern sind nach 2-3 Tagen eosinrot gefarbt, wahrend die Kerne in der
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HE Farbung nicht mehr anfarbbar sind. Aullerdem weist das Interstitium ein
granulozytares Exsudat auf, das von der perinekrotischen Zone aus einwandert.

In den folgenden Tagen nimmt die entzindliche Reaktion weiter zu, und die
nekrotischen Herzmuskelfasen werden von Makrophagen und polymorphkernigen
Granulozyten nach und nach abgebaut. Im Infarktgebiet herrschen nunmehr
Makrophagen, Monozyten, Lymphozyten und Plasmazellen vor und aus dem
interstitiellen Gewebe am Rande sprieBen immer mehr Kapillargefalle in die
Nekrosezone ein.

Um den 14. Tag herum ist die Nekrose vollstandig resorbiert und durch ein
fibrovaskulares narbiges Granulationsgewebe ersetzt, und die Fibroblasten
synthetisieren zunehmend Kollagenfasern, bis nach ca. 6 Wochen die Nekrose
vollstandig mit kollagenem Bindegewebe durchsetzt ist (Riede, 1998; Blutmann,
Kirkpatrick, Baba, 2004).

Mechanismen des ischamischen Zellschadens

Wahrend einer Ischamie kommt es im Gewebe zum Zellschaden und Zelluntergang.
Es gibt zwei Wege, die zum Zelluntergang fuhren kdnnen: die Nekrose und die
Apoptose.

Das Auftreten der Nekrose ist die Folge schwerer Abweichungen von
physiologischen Bedingungen wie Hypoxie und Ischamie, starke Veranderungen der
Umgebungstemperatur, oder Veranderungen der Zellmembranpermeabilitat durch
Toxine. Nekrosen werden somit immer durch starke aufRere Noxen ausgeldst,
niemals durch intrinsische Faktoren der Zelle selbst, und sind somit immer ein
pathologischer Prozess. Nekrose wird auch Onkose genannt. ,Onkos“ kommt aus
dem Griechischen und bedeutet Schwellung wegen der Zytoplasma- oder
Kernschwellung, die wahrend dieses Vorgangs vorkommen.

Die beschriebene Schwellung wird durch einen ATP-Mangel verursacht. Dadurch
kommt es zu einem Funktionsverlust der lonenpumpen, die wiederum zu einer
vermehrten Membranpermeabilitat fluhrt. Es kommt zu einer blasenartigen
Veranderung der Plasmamembran und schlieBlich zur Ruptur. Die Zellorganelle
werden zerstort, und es kommt zum Austritt lysosomaler Enzyme.

Dies fuhrt zu einer starken Involvierung der Nachbarzellen und zu einer Aktivierung

des Immunsystems mit Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und
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Makrophagen in das geschadigte Gewebe (Zatloukal K, RothJ und Denk H, 2004;
Jennings et al., 1975; Kam und Ferch, 2000).

Einige Autoren, wie erstmals Majno und Joris 1995 und spater auch Takemura, die
ausschlielBlich von Apoptose und Onkose sprechen und den finalen Schritt im
Zelluntergang der von apoptotischen und onkotischen Zellen durchlaufen wird als
Nekrose bezeichnen (Majno und Joris, 1995; Takemura und Fujimara, 2006; Kam
und Ferch, 2000). In dieser Arbeit wird der Begriff Onkose mit dem Begriff Nekrose
gleichgestellt.

Die Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, wurde erstmals von Kerr und
Kollegen in den 70er Jahre beschrieben.

Der Begriff Apoptose kommt aus dem Griechischen und bedeutet ,Abtropfen“ oder
»<Abfallen®, wie verwelkte Blatter im Herbst von den Baumen abfallen. Sie ist ein
physiologischer Vorgang in der fetalen Entwicklung oder im Rahmen des
Involutionprozesses. Hierbei kommt es zum Zellersatz im adulten Gewebe (wie zum
Beispiel im Thymus). Aulierdem spielt sie bei einer Vielzahl von pathologischen
Situationen eine zentrale Rolle, wie bei der Elimination infizierter Zellen, bei
Autoimmunerkrankungen, degenerativen Erkrankungen, ischamischer
Gewebsschadigung und insbesondere bei der Krebsentstehung (die Hemmung der
Apoptose fuhrt zu einer Zunahme der Zellzahl) (Zatloukal K, Rothd und Denk H,
2004; Kerr et al., 1972; Kam und Ferch, 2000).

Im Gegensatz zur Nekrose ist die Apoptose eine streng regulierte Serie an
energieabhangigen molekularen und biochemischen Reaktionen, die genetisch
kontrolliert werden.

Eine Zelle, die apoptotisch wird unterscheidet sich von einer nekrotischen Zelle in
vielerlei Hinsicht: Die Zelle schrumpft und 16st sich von den benachbarten Zellen. Das
Chromatin, das im Zellkern kondensiert, wird in Vesikel verpackt und durch
Exozytose aus der Zelle transportiert und von den umgebenden Zellen phagozytiert.
Die Zellmembran bleibt anfangs erhalten und geht erst ganz am Ende des Vorgangs
zugrunde. Aullerdem findet die Apoptose, im Unterschied zur Nekrose, ohne
Entzindungsreaktion statt. In Tabelle 1 sind die wichtigsten Unterschiede zwischen

Apoptose und Nekrose zusammengefasst:
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Apoptose

Nekrose

Physiologisch oder pathologisch
Asynchronischer  Prozess
Zellen

Genetisch reguliert

Spater Verlust der Membranfunktion
Zellschrumpfung

Kondensation des Zellkerninhaltes

Keine Entziindungsreaktion

einzelner

Immer pathologisch

Erfolgt synchron mit vielen Zellen
Verursacht durch starke aufere Noxen
Fruher Verlust der Membranfunktion
Generalisierte Zell- und
Zellkernschwellung
Chromatinzerstérung

Entzindungsreaktion

Tabelle 1: Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose (Kam und Ferch, 2000)
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Nekrose
{Onkose)

Apoptose

Phagozytose Phagozytose
Entzindung keine Entzindug

Abbildung 1: Schematische Abbildung von Apoptose und Nekrose (Onkose) (modifiziert

nach Elsasser et al., 2000)

Die zwei am meisten verbreiteten Methoden zum Nachweis von Apoptose sind zum
einen die histochemische Darstellung der nukledren DNA-Fragmente mittels der
»terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick end-
labeling“ (TUNEL)-Farbung und zum anderen der Nachweis der charakteristischen
.Leiter* von kleinen DNA-Fragmenten (von ca. 180 Basenpaaren) mittels der
Agarose-Gel-Elektrophorese.Apoptotische Zellen kdénnen aufderdem anhand ihres
charakteristischen morphologischen Erscheinungsbildes in der

Elektronenmikroskopie erkannt werden, bei der die Membranintegritat gut beobachtet
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werden kann (Collucci, 1996; Takemura wund Fujiwara, 2006), oder

durchflusszytometrisch durch die Bindung von Annexin V bestimmt werden.

Die biochemischen und molekularen Vorgange werden in drei Schritte unterteilt: Die
»Induktions-*, ,Entscheidungs- (Determinations)” und die ,Exekutions-Phase”.

Die ,Apoptoseinduktion® wird durch diverse Stimuli eingeleitet: Hierzu gehoren
Liganden, die an den Fas- Rezeptor oder an den TNF-Rezeptor binden, sowie
Strahlung, Chemikalien, Hitze und der Mangel an Wachstumsfaktoren oder
Hormonen. Die erste Gruppe dieser Stimuli verursacht DNA Schadigungen und
beinhaltet u. a. ionisierende Strahlung und alkylierende Medikamente. Die zweite
Gruppe induziert Apoptose mittels Rezeptormechanismen. Entweder erfolgt die
Rezeptoraktivierung uUber Glukokortikoide (die auf den Thymus wirken), Tumor-
Nekrose-Faktor-a (TNF-a) oder Uber den Entzug von Wachstumsfaktoren (Nerve
Growth Factor, Interleukin (IL)-3) (Rudin und Thompson, 1997; MacLellan und
Schneider, 1997). Die dritte Gruppe beinhaltet biochemische Agenzien, welche die
nachgeschalteten Komponenten der Apoptose-Kaskade verstarken. Phosphatasen
und Kinase-Inhibitoren (wie z.B. Calphostin C, Staurosporine) sind Teil dieser
Gruppe. Die vierte Gruppe enthalt Agenzien, die direkt die Zellmembran beschadigen
wie zum Beispiel Hitze, ultraviolettes Licht und oxydierende Agenzien
(Wasserstoffperoxid). Tabelle 2 zeigt die vier Hauptgruppen von
apoptoseaktivierenden Stimuli (Haimovitz-Friedman et al., 1994; Kam und Ferch,
2000).

DNA Schaden lonisierende Strahlung
Chemotherapie (z.B. Alkylantien)

Aktivierung der Todesrezeptoren Bindung an die Todesrezeptoren (z.B.
Fas Rezeptor und TNF-Rezeptor)
Entzug von Wachstumsfaktoren (z.B. IL-

3, nerve growth factor)

Stimulation der Apoptose Phosphatasen, Kinaseinhibitoren

Direkte Zellschadigung Hitze, ultraviolettes Licht, sauerstofffreie

Radikale, Wasserstoffperoxid

Tabelle 2: Apoptose aktivierende Stimuli
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In der ,Entscheidungsphase” erreichen die Signale der Induktionsphase den Kern.
Dort kommt es zu einer Expression von Protoonkogenen, wie unter anderem c-myc,
c-fos und bcl-2, und zur verminderten Expression von Suppressorgenen, wie zum
Beispiel p53. Diese fordern oder supprimieren die Expression oder Aktivierung von
pro-apoptotischen Mediatoren oder von Mediatoren, welche die Zelle Uberleben
lassen. Die Bcl-2 Gene sind eine Familie von Genen, welche die Apoptose
regulieren. Sie befinden sich auf der Mitochondrienmembran und auf dem
endoplasmatischen Retikulum und kontrollieren die Kalzium — Kanale. Proteine wie
das Bcl-2 und das Bcl-x. verhindern die Apoptose, wahrend die Bcl assoziierten x-
Proteine wie Bax, Bad, Bak, und Bcl-xs die Apoptose vorantreiben (Brown, 1996;
Vaux et al., 1992; Cleary et al., 1986; Hockenbery et al., 1993; Yang et al., 1997).
p53 ist ein nukledres Phosphoprotein, das an die DNA bindet, als Transkriptions-
Faktor wirkt, die Zellproliferation und die DNA-Reparatur kontrolliert. Mutationen von
p53 sind in >50% der Karzinome gefunden worden (z.B. Kolon-Karzinom) und mit
Therapieresistenz assoziiert (Miyashita und Reed, 1995; Donehower et al., 1992).
Das c-myc Gen ist ein Protoonkogen, das die Sequenz des DNA Bindungsproteins
entziffert, welches als Transkriptions-Faktor fungiert und in Anwesenheit von p53 die
Apoptose induziert. Es konnte zudem gezeigt werden, dass auch der Gehalt an c-
myc Protein in vielen Tumoren erhéht ist (Tanuma, 1996;Takemura und Fujiwara,
2006; Roy et al., 1995; Kam und Ferch, 2000).

Wahrend der Exekutions-Phase kommt es letztendlich zur DNA-Fragmentation und
den typischen morphologischen Veranderungen der Apoptose, die im Folgenden
beschrieben werden. Im Gegensatz zur Induktionsphase, die durch verschiedene
Wege und Stimuli eingeleitet werden kann, verlauft die Exekutionsphase immer in
der gleichen Art und Weise (Takemura und Fujiwara, 2006).

Die spezifische Proteolyse wird durch Caspasen durchgeflhrt. Caspasen sind eine
Familie von Cysteinproteasen mit einer Spezifitdt fir Asparaginsaure in einer
Polypeptidsequenz. Beim Menschen sind mehr als 10 Caspasen bekannt, die in
funktionelle Gruppen unterteilt werden konnen. Caspasen bewirken die Apoptose
und vorher ihre Einleitung (Thornberry und Lazebnik, 1998; Reed, 2000; Enari et al.,
1998). Sie ahneln einander in der Aminosauresequenz, der Struktur und der
Substratspezifitat (Nicholson und Thornberry, 1997), und werden alle als Proenzyme

exprimiert, die drei Domanen besitzen: eine NH2-Domane, eine groflde (~20kD) und
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eine kleine (~10kD) Domane. Die Aktivierung beinhaltet eine proteolytische
Prozessierung zwischen den Domanen, gefolgt von der Verbindung der kleinen und
der groRen Untereinheit zu einem Heterodimer. Zwei Heterodimere formen einen
Tetramer mit katalytischen Domanen, die unabhangig voneinander arbeiten.

Die Spaltung von Proteinen durch Caspasen ist nicht nur sehr spezifisch sondern
auch hochst effizient. Die strikte Spezifitat zeigt, dass in diesem Prozess nicht
wahllos Proteine verdaut werden, sondern nur ausgewahlte Proteine koordiniert
gespalten werden. Meist erfolgt diese Spaltung nur auf einer Seite, die mit einem
Verlust oder einer Veranderung ihrer Funktion einhergeht (Walker et al., 1994;
Wilson et al., 1994; Rotonda et al., 1996; Thornberry et al., 1997).

Eine weitere Aufgabe der Caspasen besteht in der Inaktivierung von Proteinen,
welche die Zelle vor der Apoptose schiutzen. Ein Beispiel ist die Spaltung von
ICAD/DFF45, ein Inhibitor derjenigen Nuklease, die fur die DNA-Fragmentation
verantwortlich ist (CAD). CAD (caspase activated deoxyribonuclease) ist in
nichtapoptotischen Zellen als inaktiver Komplex mit ICAD vorhanden. Wahrend der
Apoptose wird ICAD von den Caspasen inaktiviert. CAD kann somit als Nuklease frei
funktionieren. Doch das System ist komplizierter als es scheint, da die CAD, die in
Abwesenheit von ICAD synthetisiert wird, nicht aktiv ist. Das setzt voraus, dass der
CAD-ICAD-Komplex co-translational gebildet wird und das ICAD fur die Aktivierung
und die Inaktivierung der Nuklease verantwortlich ist (Enari et al., 1998; Liu et al.,
1997).

Bcl-2 Proteine sind weitere negative Regulatoren der Apoptose, die von Caspasen
gespalten werden. Diese Spaltung fuhrt jedoch nicht nur zur Inaktivierung dieser
Proteine. Es werden aullerdem Fragmente produziert, welche die Apoptose weiter
vorantreiben. Zudem zerlegen die Caspasen auf direktem Wege Zellstrukturen, wie
die Kernlamina, eine rigide Struktur, die der Zellkernmembran unterliegt und die an
der Chromatinkondensation beteiligt ist. Die Kernlamina besteht aus intermediaren
Filamentproteinen, die Laminine genannt werden. Wahrend der Apoptose werden die
Laminine von den Caspasen nur auf einer Seite gespalten, sodass die Kernlamina
kollabiert. Dadurch kommt es zur Chromatinkondensation (Xue und Horvitz, 1997;
Cheng et al., 1997; Adams und Cory, 1998).

Caspasen zerstoren Zellstrukturen auf indirekte Art, indem sie Proteine spalten, die

das Zytoskelett regulieren, wie zum Beispiel Geloslin, Focal-Adhesion-Kinase (FAK)
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und die p21-aktivierte Kinase 2 (PAK2). Die Spaltung dieser Proteine flhrt zu einer
Dysregulation ihrer Aktivitat. AulRerdem inaktivieren und deregulieren sie Proteine,
die an der DNA-Reparatur, dem SpleiRen und der DNA-Replikation beteiligt sind.
Obwohl der Zusammenhang dieser Spaltungen noch nicht vollstandig verstanden ist,
wird vermutet, dass die zusatzliche Stérung der Reparatursysteme die zellulare
Demontage fordert.

Zudem unterbrechen Caspasen den Kontakt mit umgebenden Zellen, induzieren die
Zelle, die Signale zur Phagozytose anzuzeigen und zerlegen die Zelle in
apoptotische Korper (Kothakota et al., 1997; Wen et al., 1997; Rudel und Bokoch,
1997; Rheaume et al., 1997; Cryns et al., 1997).

Die Regulation der Caspasen erfolgt auf folgende Art und Weise: Ein pro-
apoptotisches Signal aktiviert die Initiatorcaspase, welche ihrerseits die
Effektorcaspase aktiviert, wodurch es dann zum Abbau der Zelle kommt.
Verschiedene Initiatorcaspasen vermitteln verschiedene Signale (Ashikenazi und
Dixit, 1998;Hakem et al., 1998; Kuida et al., 1998).

Es gibt viele Wege um Caspasen zu aktivieren, doch besonders 2 Wege sind bis ins
Detail studiert worden: der Todesrezeptorweg und der mitochondriale Weg.

Der Todesrezeptorweg funktioniert Uber einen Liganden-Rezeptorkomplex
(Fas/CD95) in der Plasmamembran. Dieser Weg wird auch der extrinsische Weg
genannt. Die Bindung des Liganden an den Rezeptor stimuliert die Bindung eines
Adaptermolekuls im Zytosol. Dieser wiederum rekrutiert und aktiviert die Caspasen.
Beim mitochondrialen Weg (intrinsische Weg) kommt es infolge eines externen
Signals zu einer Aktivierung von Proteinen der bcl-2-Familie und der bax-Subfamilie.
Dies fuhrt zur Anheftung dieser Proteine an die Mitochondrienmembran, was
wiederum zu einer Freisetzung von Cytochrom c fuhrt, welches an das cytosolische
Protein Apaf-1 bindet, welches wiederum Caspasen aktiviert (Reed, 1997; Green und
Reed, 1998).
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Abbildung 2: Signalkaskade zur Ausldosung der Apoptose (modifiziert nach Reed,
2000).

Abbildung 2 zeigt die zwei Hauptmechanismen zur Caspaseaktivierung: Der linke
Weg (extrinsicher Weg) kann Uber Mitglieder der TNF Familie von Zytokin-
Rezeptoren wie TNFR1 und Fas induziert werden. Diese Proteine rekrutieren
Adapterproteine zu ihren Death Domains (Todesdomanen), einschliel3lich Fadd,
welches die DED (death-effector domain) — beinhaltende Pro-Caspasen bindet. Es
handelt sich in diesem Falle vor allem um die Pro-Caspase 8 (Salvesen und Dixit,
1997; Wallach et al., 1999; Yuan, 1997).

Der rechte Weg (intrinsischer Weg) wird Uber die Freisetzung von Cytochrom c¢ aus
dem Mitochondrium durch diverse Stimuli induziert. Diese Stimuli beinhalten unter
anderem eine Erhéhung von Bax aus der pro-apoptotischen Bcl-2-Familie. Im Zytosol
bindet Cytochrom ¢ an Apaf-1 und aktiviert es. Im Anschluss bindet und aktiviert
Apaf-1 die Pro-Caspase-9.

Die aktivierten Caspase-9 (intrinsisch) und Caspase-8 (extrinsisch) spalten und
aktivieren die Effektor-Caspase (Caspase-3) (Kuida et al., 1998; Zou et al., 1997;
Saleh et al., 1999; Hale et al., 1996; Reed 2000).
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Morphologische Zellveranderungen:

In der Morphologie der Apoptose unterscheidet man wieder drei Phasen:

In der ersten Phase 16st sich die Zelle von ihren Nachbarzellen durch den Verlust von
Mikrovilli und Desmosomen. Im Zellkern kondensiert das Chromatin und spezielle
Endonukleasen spalten die DNA erst in groRe (50-300 Kilobasenpaare), und
anschlielfend in sehr kleine oligonukleosomale Fragmente, die dann in Vesikel
verpackt werden. Das endoplasmatische Retikulum schwillt an, es kommt zur
Exozytose von Inhaltsstoffen und die Zelle erscheint dichter, da das Zytoplasma
relativ zum Kern an Volumen abnimmt.

In der zweiten Phase bilden die Zellen in einem ,budding“ genannten Vorgang
Pseudopodien, die Zellorganellen und Zellfragmente enthalten. Die Zellfragmente
werden in Vesikel verpackt und als ,Apoptosekoérper” von der Zelle abgespalten.

Im Laufe der dritten Phase wird die Zellmembran durchlassig. Anschliel3end
phagozytieren Makrophagen, endotheliale Zellen und vaskulare Endothelzellen die
Apoptosekdrper und die Vesikel.

Somit wird die Zelle vollstandig entfernt, ohne dass toxische Inhaltsstoffe austreten
(Kerr et al., 1972;Kam und Ferch, 2000).

Apoptose in Herzmuskelzellen und bei Myokardinfarkt:

Wahrend der Embryonalentwicklung spielt die Apoptose wie bei allen anderen
Organen auch im Herzen eine wichtige Rolle.

Apoptotischer Zelltod in Kardiomyozyten findet vor allem in der Embryogenese statt.
Nach der Geburt sind eher die Zellen der Erregungsbildung und -leitung betroffen
(Zellen des Sinusknoten, AV-Knoten und His-Bundel). Auf3erdem hat man
herausgefunden, dass wenige Tage nach der Geburt in der rechten Herzhalfte mehr
Zellen (Kardiomyozyten) apoptotisch zugrunde gehen als in der linken. Das wirde
erklaren, warum das linke und das rechte Herz vor der Geburt gleich viele Zellen
besitzen und spater das linke Herz bedeutend mehr als das rechte (James, 1994;
Kajustra et al., 1995; Takemura und Fujiwara, 2006)

Apoptose im erwachsenen Herzen kann verschiedene Ursachen haben: schwere
Arrhythmien, mechanische Uberdehnung, Hypertonie oder auch Ischamie und
Myokardinfarkt. Interessanterweise konnten Gottlieb und Kollegen 1994 erstmals
beschreiben, dass im Myokardinfarkt nicht nur die Nekrose vorkommt, sondern auch

die Apoptose eine wichtige Rolle spielt. In diesem Falle wurde die Apoptose durch
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ein Ischamie/Reperfusionsmodell an Hasenherzen induziert (Gottlieb et al., 1994). Es
folgten viele Studien wie die von Anversa und Kollegen, die dies bestatigen (Anversa
et al., 1997). Der zellulare Mechanismus lauft vermutlich auf folgende Art und Weise
ab:

Die Hauptaktivierung lauft Gber den mitochondrialen Weg ab. Es sind zwei
apoptogenetische Faktoren bekannt, der ,Apoptosis-inducing factor® (AIF) und das
Cytochrom c. Der AIF, welcher die Caspasen aktiviert, kann auch ohne das
Cytochrom c die Apoptose einleiten. Das Cytochrom c selbst kann es nicht, doch das
Holocytochrom ¢, dem eine Hamgruppe fehlt, wird durch beschadigte Mitochondrien
freigesetzt. Die Mitochondrien kénnen durch reaktive Sauerstoffspezies oder durch
Uberladung mit Kalzium beschéadigt werden. Das Cytochrom ¢ bindet dann an den
~Apoptotic protease-activating factor-1“ (Apaf-1). Da Apaf-1 eine ATP-Bindungstelle
besitzt, wird die Caspase-Kaskade ATP-abhangig aktiviert. Die Caspaseaktivierung
uber die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien wird durch oxidativen
Stress im Zytosols oder im Mitochondrium selbst verursacht. AulRerdem kann diese
durch noch nicht identifizierte Signale, die durch aktivierte sog. Todesrezeptoren an
der Plasmamembran wie Fas- und TNF-Rezeptoren aktiviert werden, auch direkt
ausgelost werden. In Anwesenheit von desoxy-ATP aktiviert Apaf-1 die Caspase-9,
ein Enzym welches sich weit upstream in der Kaskade befindet. Die Caspase-9
aktiviert die Caspase-3, welche ihrerseits CAD aktiviert, was schlussendlich die DNA-
Fragmentation und die Spaltung der Zytoskelettproteine induziert. p53 ist auch an
der Caspase-Aktivierung beteiligt. p53 supprimiert die Transkription von bcl-2 und
induziert PIGs (p53 induced genes), welche die Aktivierung von reaktiven
Sauerstoffspezies amplifizieren und die Zelle Richtung Apoptose steuern (Yaoita et
al., 2000). Scarabelli und Kollegen =zeigten 2002, dass die Apoptose in
Kardiomyozyten nicht nur durch Caspase-9 mediiert ist, sondern bei Reperfusion
auch durch Caspase-8. Man vermutet, dass die Aktivierung Uber die Bindung von
Fas stattfindet. Doch welche Prozesse hierbei genau ablaufen, ist zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht abschlie3end geklart (Scarabelli et al., 2002).

Besonders interessant ist, dass beim Myokardinfarkt die Endothelzellen, sowohl
wahrend der Ischamie als auch bei Reperfusion, nur uber die Caspase-9 apoptotisch
werden. Dies konnte auf eine endogene Produktion von FLIP — einem Caspase-8

Inhibitor — zurlickzufiihren sein.
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Es gibt allerdings neue, widersprichliche Studien zur Rolle der Apoptose beim
Herzinfarkt. 2006 zeigten z. B. Takemuras und Fujiwaras Ergebnisse, dass
Kardiomyozyten im Infarktgebiet eher nekrotisch als apoptotisch sind. Somit ist das
Ausmald von Apoptose und Nekrose noch nicht vollstandig geklart (Takemura und
Fujiwara, 2006; Freude et al., 2000; Ohno et al., 1998).

Therapie des Myokardinfarktes

Die Akuttherapie des Herzinfarktes besteht aus einer Reperfusionstherapie zur
Behebung der ischamischen Ursache und verschiedenen Allgemeinmalinahmen zur
Stabilisierung des Patienten:

Die Reperfusionstherapie sollte bei jedem Patienten innerhalb von 12 Stunden
begonnen werden. Die Reperfusionstherapie hat zum Ziel, die behinderte
Flusspassage aufzuheben und die Organperfusion wiederherzustellen. Hierflr gibt
es im Wesentlichen zwei Mdglichkeiten: Zum einen die Thrombolyse bei der mit Hilfe
von Fibrinolytika versucht wird, den frischgebildeten Thrombus aufzulésen und somit
wieder eine vollstandige Durchblutung zu gewahrleisten. Zum anderen kann man
Patienten auch interventionell mit der perkutanen transluminalen Koronarangioplastie
(PTCA) behandeln, in der mit einem von der Leiste aus intraarteriell vorgeschobener
Katheter die verengten Koronararterien dargestellt werden, und anschliellend mit
einem Ballon dilatiert werden. Dabei kann bei Bedarf ebenfalls ein Stent implantiert
werden, eine Therapieform (PTCA+Stent), die auch als PCI (perkutane koronare
Intervention) bezeichnet wird. Die PTCA wird heute bevorzugt, da sie als
Reperfusionstherapie beim STEMI (Hebungsinfarkt) in 90 Prozent der Falle die
Koronarien wieder eréffnet, wahrend dies nach einer Fibrinolyse nur in jedem zweiten
Fall gelingt. Einige Jahre lang waren die PCl und die altere Thrombolyse
konkurrierende Therapieverfahren beim akuten Myokardinfarkt, jedoch ist nach 23
randomisierten kontrollierten Studien mit insgesamt 7.739 Patienten die Frage der
Uberlegenheit mittlerweile geklart: Die PTCA fiihrt zu signifikant besseren
Ergebnissen (Busk et al., 2008).

Durch die Katheterisierung und die dadurch mdgliche Reperfusionstherapie konnte
die Letalitdt des akuten Myokardinfarktes drastisch gesenkt werden. Doch die
Morbiditat, die mit Herzversagen assoziiert ist, nimmt allmahlich zu.
Interessanterweise erhdht die lebensrettende Angiographie und PTCA die

Ischamie/Reperfusions-Verletzung des Myokards und die Apoptoserate im
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betroffenen Gebiet, was unter Umstanden zum Herzversagen flihren kann (Busk et
al., 2008; Stone und Gersh, 2006; Mellwig K.-P. und Schmidt H. K, 2005).

Die Allgemeinmalinahmen sehen flr Patienten eine medikamentdése Therapie,
engmaschige Uberwachung des Kreislaufs auf einer Intensivstation mit
Reanimationsbereitschaft, Bettruhe und psychische Abschirmung vor. All diese
MaRnahmen zielen darauf ab, die erforderliche Herzarbeit zu reduzieren und damit
das Herz zu entlasten, die Komplikationsrate und die Letalitdt zu senken, dem
Patienten Schmerzen und Angst zu nehmen, und bereits das Remodeling und die
InfarktgroRe positiv zu beeinflussen. Die medikamentdse Therapie besteht aus
Sauerstoff, Nitraten, Heparin, Acetylsalicylsaure, Clopidogrel, 3-Blockern, Morphin,
Statinen und ACE-Hemmer (Genoni et al.,, 2000 (ISIS-2-Studie); Fox et al., 2004
(CURE-Studie); Buller et al., 2003 (MIRACL-Studie); Mellwig K.-P. und Schmidt H. K,
2005).

Da trotz hochentwickelter Therapiestrategien noch immer relativ viele Todesfalle und
Langzeitfolgen nach Herzinfarkt zu verzeichnen sind, bedarf es weiterer Optimierung
aktueller Therapien, aber auch der Erforschung und Etablierung neuer
Therapieansatze. Einige davon sind noch in experimenteller oder zum Teil bereits in
klinischer Erprobung: Insbesondere zu erwahnen sind in diesem Zusammenhang
einerseits die Zelltherapie, andererseits die Therapie mit Wachstumsfaktoren. Diese

Therapieansatze werden im Folgenden detailliert beschrieben.

Stammzellen

Stammzellen sind nicht ausdifferenzierte Korperzellen, die charakteristische
Fahigkeiten besitzen. Diese sind die Fahigkeit zur Proliferation, zur Selbsterneuerung
und zur Differenzierung in spezialisiertes und regenerierendes Gewebe. Man
unterscheidet zwei Hauptgruppen von Stammzellen: embryonale und adulte
Stammmzellen.

Embryonale Stammzellen werden 4 bis 5 Tage nach Fertilisation aus dem 50 — 150
Zellen grof3en Embryo isoliert. Sie sind pluripotent, was bedeutet dass sie sich in alle
Zelltypen differenzieren kénnen.

Im Gegensatz hierzu sind adulte Stammzellen meistens bereits in den verschiedenen
Geweben des Korpers lokalisiert (,gewebestandige Stammzellen®), wo sie unter

anderem als quasi unerschopfliches Reservoir flir beschadigte und alternde Zellen
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dienen. Unter physiologischen Bedingungen sind sie multipotent, was bedeutet, dass
ihr Potential zur Differenzierung geringer ist, und sie sich nur noch in Zellen ihres
jeweiligen Keimblattes differenzieren kdénnen. Verglichen mit adulten Stammzellen
haben embryonale Stammzellen ein deutlich hdheres Differenzierungspotential, doch
sind sie offenbar deutlich schwieriger zu kontrollieren, was zu einer nicht zu
vernachlassigenden Entartungstendenz fuhrt. Sie kdnnen Tumore bilden, die alle
Arten von Gewebe enthalten wie z. B. das Teratom. Der therapeutische Einsatz von
embryonalen Stammzellen wird noch zusatzlich durch die Tatsache erschwert, dass
die Erforschung und die therapeutische Verwendung dieser Zellen mit ethischen
Kontroversen behaftet ist. Aus diesem Grund werden im Folgenden nur adulte
Stammzellen behandelt (Tuch, 2006; Burt et al., 2008).

Endotheliale Progenitorzellen

Das periphere Blut enthalt eine kleine Population von endothelialen Progenitorzellen
(EPC), welche in der Lage sind durch Vaskulogenese (in situ Differenzierung von
Stammzellen in endotheliale Zellen - ECs) und Angiogenese (Proliferation der ECs)
neue Gefalle zu bilden und bestehende Gefalinetze auszubauen.

1997 konnten Asahara und Kollegen nachweisen, dass Zellen aus dem
Knochenmark therapeutische Angiogenese in ischamischem Gewebe induzieren
konnen (Asahara et al., 1997). Spater konnte gezeigt werden, dass diese
endothelialen Vorlauferzellen interessanterweise nicht nur im Knochenmark
enthalten sind, sondern auch im Nabelschnurblut. Dort sind sie in der Lage, im Falle
einer Ischamie den Blutfluss zu erhéhen (Murohara et al., 2000). Phanotypisch und
im Bezug auf funktionelle Eigenschaften &hneln Progenitorzellen fetalen
Hamangioblasten. Im Embryo sind sie im Bereich der Aorta fur die Blut- und
Endothelbildung zustandig (Jaffredo et al., 1998).

Zwei Jahre spater haben Asahara und Kollegen in einem Mausmodell beobachtet,
dass sich EPCs aus dem Knochenmark beim Myokardinfarkt in das Endothelium
kleiner Gefalle in der Randzone des Infarktgebietes integrieren. In einem
athymischen Ratten-Infarktmodell wurden humane Progenitorzellen injiziert, die von
Spendern kamen, die mit G-CSF (Granulocyte-colony stimulating factor)
vorbehandelt wurden. Die behandelten Tiere zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine signifikant gesteigerte Angiogenese in der Periinfarktzone und im Randgebiet

des Infarktes. Die Apoptose von Myozyten der Periinfarktzone zeigte sich deutlich
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vermindert im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies flihrte zudem zu einer verbesserten

ventrikularen Funktion und einer verminderten Narbenbildung(Asahara et al., 1999).
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Abbildung 3: Postnatale Neovascularisation bei pathologischen Stimuli. Es kommt zur

Kapillarbildung durch Angiogenese und Vasculogenese (modifiziert nach lwami et al., 2004).

Early und late EPCs

2003 wurden bei der Zellkultivierung von humanem Peripherblut 2 Arten von Zellen
beschrieben, die nach ihrem zeitlichen Auftreten als ,Early und late EPCs"
bezeichnet wurden. Interessanterweise ahnelten early EPCs denjenigen Zellen, die
von Asahara beschrieben wurden (Gulati et al., 2003).

Early EPCs haben eine spindelférmige Gestalt, besitzen eine kurze Lebensdauer
und ein geringes Proliferationspotential, sind aber in der Lage Wachstumsfaktoren zu
produzieren. Hierbei handelt es sich in erster Linie um VEGF und IL-8, Zytokine, die
proangiogenetisch wirken und die endotheliale Proliferation, Tubulusbildung und
Migration erhdhen. Bei intravendser Injektion im Mausmodell wanderten diese Zellen
in ischamisches Gewebe ein und wurden dort integriert. Aullerdem waren sie in der
Lage, die endogene Angiogenese zu stimulieren. Early EPCs werden zu den

mononuklearen Zellen gezahlt (Hur et al., 2004). Yoon und Kollegen zeigten, dass
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sie eine heterogene Zellpopulation sind, die sowohl CD14+ als auch CD14- Zellen
enthalt. Aus den CD14- Zellen kdnnen sich die late EPCs entwickeln. Aul3erdem
konnten sie zeigen, dass diese Heterogenitat auch in vivo nachweisbar ist. Late
EPCs dagegen sind eine homogene Zellgruppe mit einer kopfsteinpflasterartigen
Anordnung, die endotheliale Marker exprimieren und eine deutlich bessere Kapazitat
zur Proliferation sowie eine hdhere Lebensdauer besitzen(Yoon et al., 2005). Hur
und Kollegen konnten beweisen, dass early und late EPCs CD45, Flt-1, eNOS, vVWF
und CD31 exprimieren. AulRerdem werden VE-Cadherin und KDR bei late EPCs
stabil, bei early EPCs hingegen nur transient exprimiert (Hur et al., 2004).

Interessanterweise zeigten die late EPCs auf Matrigel mehr Potential zur (Neo-
JAngiogeneseinduktion, was nach in vivo Applikation der Zellen in ischamischem
Gewebe gezeigt werden konnte. Die Zellen integrierten sich in diesem Experiment in
die neuen Gefalde. In diesem Ischamiemodell zeigten allerdings beide Zellgruppen
eine deutliche Verbesserung der Angiogenese, was Hur et al. auf die schon oben
genannte Zytokinproduktion durch early EPCs zuruckfuhrten(Hur et al., 2004). Wie
bereits oben beschrieben sezernieren early EPCs grolde Mengen an IL-8 und VEGF.
Interessanterweise exprimieren jedoch beide Zelltypen (early und late EPCs) die
Rezeptoren fur diese Zytokine. Somit fordern early EPCs auf parakrinem Wege die
Proliferation, die Migration und die Fahigkeit zur Tubulusformierung von
Endothelzellen. Yoon und Kollegen injizierten im ischamischen Muskel-Modell ein
Gemisch von early und late EPCs, und konnten sich im Vergleich zur alleinigen
Injektion von early oder late EPCs eine Erhéhung der Perfusion sogar bei Injektion
gleicher Zellzahl zeigen. Histologisch zeigte sich aulerdem im Muskel eine héhere
Kapillardichte in der Gruppe, die das Gemisch von early und late EPCs injiziert
bekommen hat, im Vergleich zu den anderen beiden oben genannten Gruppen sowie
der Kontrolle. Die Proliferation der Zellen im ischamischen Gewebe bei simultaner
Injektion beider Zellgruppen war ebenfalls erhéht im Vergleich zu den anderen
Gruppen. Um den in vivo Effekt zu untersuchen, injizierten die Autoren auf3erdem
beide Zellen in subkutanen Matrigelplugs. Die gemischte Zellgruppe sezernierte
grolle Mengen an MMP-2, MMP-9, und VEGF, zusatzlich zeigte die gemischte
Gruppe aus early und late EPCs eine deutlich schnellere Proliferation und erhdhte
Migration im Gegensatz zu allen anderen Versuchsgruppen. In den Matrigelplugs
konnte eine im Vergleich zu den anderen Gruppen signifikant erhéhte Kapillardichte

nachgewiesen werden, woraus Yoon und Kollegen schlossen, dass early und late
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EPCs synergistisch handeln um die Neovascularisation im Ischamischen Gewebe zu
fordern(Yoon et al., 2005; Rehman et al., 2003; Hur et al., 2004).

Mesenchymale Stammzellen
Mesenchymale Stammzellen (MSC) sind pluripotente Stammzellen, die das
Potenzial haben, sich in verschiedene Gewebe, wie Knorpel, Knochen, Fett,
quergestreifte Muskulatur sowie Herzmuskel zu differenzieren (Makino et al., 1999).
Sie sind im Knochenmark und im peripheren Blut zu finden und werden von der
International Society of Cellular Therapy folgendermalien definiert (Dominici et al.,
2006):

* Die Zellen werden in Zellkultur auf Plastik adharent

* Sie exprimieren CD 105, CD 73 und CD 90

* Sie exprimieren keine hamatopoetischen Markern wie CD 45, CD34, CD14,

CD11b, CD19, CD79a und HLA DR
* Sie besitzen die Fahigkeit zur Differenzierung in Osteoblasten, Adipozyten und

Chondrozyten

Ein Vorteil dieser Zellen besteht in der herabgesetzten Immunogenitat der MSCs im
Vergleich zu anderen Stammzelllinien, die eine Therapie mit allogenem Zellmaterial
erleichtert.

Bei autologer Implantation in einem porcinem Myokardinfarkt-Modell konnte gezeigt
werden, dass MSCs 2zu Kardiomyozyten differenzierten konnten. Die
Ventrikelwandverschmalerung fiel geringer aus, und es kam zu einer Reduktion des
ventrikularen Remodelings sowie zu einer Verbesserung der Herzfunktion (Toma et
al., 2002; Shake et al., 2002).

Min und Kollegen berichteten von einer Verbesserung der Herzfunktion und der
Perfusion bei Co-Transplantation von MSCs mit fetalen Kardiomyozyten (Min et al.,
2002). Die Injektion von mesenchymalen Stammzellen in das infarzierte Myokard im
porcinen Infarktmodell induziert die Uberexpression von kardialem Tenascin und eine
Sprossung des sympathischen Leitungssystems, was interessanterweise zu einer
sympathischen Hyperinnervation des Myokards flhrte. Die Tesnacin-Familie gehort
zu den extrazellularen Matrix Proteinen und ist an der nervalen Regeneration, am
kardialen und vaskuldaren Remodeling sowie an der Neointimaproliferation beteiligt.
Dieser Mechanismus konnte die Verbesserung der Herzfunktion nach der MSC-
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Transplantation erklaren (Pak et al., 2003; Wallner et al., 2001). Doch wurde bereits
gezeigt, dass die induzierte sympathische Hyperinnervation zu gefahrlichen
Tachyarrhythmien fihren kann (Lai et al., 2000; Joester und Faissner, 2001; Cao et
al., 2000).

In den Letzten Jahren wurden diverse klinische Studien durchgefuhrt, in denen
Patienten mit Zustand nach Myokardinfarkt zusatzlich zur Standardtherapie auch mit
Stammzellen behandelt wurden. Diese Studien sind jedoch oft nur eingeschrankt
vergleichbar, da sie sich in vielerlei Hinsicht unterscheiden: angefangen von Art und
Menge der Stammzellen, bis hin zu Applikationszeitpunkt, und -ort. Doch im
folgenden Text werden drei Studien prasentiert die ahnliche Rahmenbedingungen
aufweisen. In der TOPCARE-AMI — Studie (Transplantation of Progenitor Cells and
Regeneration Enhancement in Acute Myocardial Infarction) wurden mehrere Studien
verglichen in denen die intrakoronare Applikation von BMMCs (Bone Marrow
Mononuclear Cells) mit der Applikation von CPCs (circulating progenitor cells)
untersucht wurde. Bei beiden Gruppen zeigte sich eine ahnliche Erhéhung der LVEF,
sowie koronarer Durchblutung. Der beobachtete klinische Benefit hielt mindestens 12
Monate an (Schachinger et al., 2004; Schachinger et al., 2006): Die REPAIR-AMI-
Studie (Reinfusion of Enriched Progenitor Cells and Infarct Remodeling in Acute
Myocardial Infarction) zeigte eine Erhdhung der linksventrikularen Funktion bei
intrakoronare Transplantation von BMMCs bei infarzierten Patienten nach
erfolgreicher PCI (Dill et al., 2009). Die BOOST-Studie (Bone Marrow Transfer to
Enhance ST-Elevation Infarct Regeneration), intrakoronare Applikation von BMMCs
bei STEMI (ST-Elevation Myocardial Infarction), zeigte am Anfang ebenfalls eine
Verbesserung der linksventrikularen Funktion. Nach 18 Monaten jedoch relativierte
sich der klinische Benefit der mit Stammzellen therapierten Patienten im Vergleich
zum Kontrollkollektiv (Schaefer et al., 2006). Im Gegensatz zur REPAIR-AMI- Studie
und der BOOST-Studie, zeigte eine doppelblind randomisierte Studie von Janssens
et al., dass die intrakoronare Verwendung von MNCs 24 Stunden post Infarkt und
nach erfolgreicher PTCA nicht zu einer Verbesserung der linksventrikularen Funktion
fuhrte, wohl aber zu einer signifikanten Reduktion der InfarktigroRe und einer
Erhdéhung der regionalen linksventrikularen Funktion (Janssens et al., 2006). Die
Verabreichung von speziell isolieten MSCs an Patienten mit Z.n. Myokardinfarkt

zeigte ebenfalls eine vielversprechende Erhdhung der linksventrikularen Funktion
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(Chen et al. 2006). Klinische Versuche mit EPCs zeigten jeweils Trends zur
Erhéhung der linksventrikularen Funktion bei akuter und chronischer Ischamie ohne
Nebenwirkungen (Losordo et al., 2007; Erbs et al., 2005; Ge et al., 2006; Bartunek et
al., 2005). In der ASTAMI-Studie (Autologous Stem Cell Transplantation in Acute
Myocardial Infarction) konnte hingegen kein signifikanter Benefit bei intrakoronarer
Applikation von BMMCs gezeigt werden (Beitnes et al., 2009). Abdel-Latif und
Kollegen haben versucht, im Rahmen einer Metanalyse samtliche bisherigen
klinischen Studien zusammenzufassen und zu vergleichen, und kamen zum
Ergebnis, dass die Transplantation von Stammzellen (insbesondere BMCs -
Stammzellen die aus dem Knochenmark stammen) bei akutem Myokardinfarkt und
chronisch ischamischer Herzerkrankung die linksventrikulare Funktion um 5,4%
verbessern, und die Infarktgrofle um 5,49% reduzieren kénnen. Des Weiteren kommt
es zu einer Erniedrigung des endsystolischen Volumens im linken Ventrikel um
4,80ml (Abdel-Latif et al., 2007; Burt at al., 2008). Doch die Mechanismen, die fur die
Benefits zustandig sind, sowie die Grinde weshalb sie teilweise nicht andauern,
bleiben jedoch weiter unklar. Deshalb sind auf diesem Gebiet weitere Studien

notwendig um optimale und dauerhafte Ergebnisse zu erhalten.

Wachstumsfaktoren

Zusatzlich zur Stammzelltherapie gibt es weitere experimentelle Studien Uber die
Verwendung von Wachstumsfaktoren wie VEGF, HGF und IGF1 und 2,da diese
Wachstumsfaktoren bekanntermal3en weitere Stimuli zur (Neo-)Angiogenese geben.
Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) wirkt an Endothelzellen Uber
verschiedene spezifische VEGF Rezeptoren (VEGFR 1-3). Er ist in der Angiogenese
allgegenwartig und spielt auch eine fundamentale Rolle in der
Vaskulogenese(Carmeliet et al.,, 1996)Als Angiogenese bezeichnet man das
Wachstum von Kapillaren, Uberwiegend durch Sprossung aus einem vorgebildeten
Kapillarsystem. Dagegen wird die Neubildung von BlutgefaRen aus den
Endothelialen Vorlauferzellen als Vaskulogenese bezeichnet.

Der Hepatocyte growth factor (HGF) besitzt angiogenetische, antiapoptotische,
antifibrotische und antiinflammatorische Effekte. Interessanterweise konnte in einem
porcinen Infarktmodell eine Verbesserung der kardialen Funktion und Perfusion

durch vermehrte Gefalikollateralbildung nach Gentransfer von HGF gezeigt werden,
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was eine wichtige Rolle von HGF im Rahmen der Angiogenese unterstreicht
(Jayasankar et al., 2005;Jin et al., 2004;Matsumoto et al., 2001; Wang et al., 2006).

Insulin-like Growth Factor (IGF) 1 und 2 sind einkettige Polypeptide, die aus 70 bzw.
67 Aminosauren zusammengesetzt sind. Sie sind strukturell und funktionell dem
Insulin sehr ahnlich. Wahrend Insulin eher flr kurze metabolische Effekte zustandig
ist, sind IGF1 und 2 eher fur Langzeiteffekte und Wachstum verantwortlich. IGF1 und
IGF2 werden in vielen verschiedenen Geweben, wie z. B. in Leber, Herz, Lunge,
Nieren, Pankreas, Milz, Kolon, Gehirn und Hypophyse, in unterschiedlichen
Konzentrationen synthetisiert (Pavelic et al., 2007).

Das IGF1 Gen ist auf Chromosom 12q22-g24.1 lokalisiert. Das IGF2 Gen dagegen
nahe dem Insulingen, auf Chromosom 11p5.5.

IGF1 zirkuliert in relativ hoher Konzentration im Blut. Es wird vorwiegend in der Leber
synthetisiert, entfaltet aber (besonders in der postnatalen Entwicklung) eine sehr
breite Wirkung auf andere Organe. Die IGF1 Produktion wird durch
Wachstumshormone (vor allem STH) und Insulin stark beeinflusst. Diese bewirkt
dann durch eine negative Rickkopplung eine Suppression des jeweiligen Hormons.
Zusatzlich zu den Hormonen selbst wirken sich bestimmte Entwicklungsfaktoren
sowie der Erndhrungszustand ebenfalls auf die Produktion aus (Pollak et al., 2004;
Pavelic et al., 2007). Im Gegensatz zu IGF1 ist die Synthese von IGF2 jedoch relativ
unabhangig von Wachstumshormonen. Die Produktion ist wahrend der fetalen
Entwicklung weit héher als nach der Geburt.

IGF2 hat eine regulierende Funktion und wirkt mitogen auf viele verschiedene
Zelltypen.

Die Transkription des IGF2-Gens wird durch vier verschiedene Promotoren (P1-P4)
reguliert. Die monoallelische Expression dieser Promotoren findet meistens in fétalen
und jungen Geweben statt, jedoch reguliert der P1-Promotor vor allem die
Expression in adultem Lebergewebe. Er wird im Gegensatz zu den anderen
Promotoren auf zwei Allelen exprimiert. Das IGF2-Gen kann auf verschiedene Art
und Weise transkribiert werden, sodass verschiedene Protein-Produkte mit
unterschiedlichen Molekulargewichten entstehen. Die aktivste Form hinsichtlich der
IGF-Rezeptor-Bindung ist 7,5 kDa schwer (Tang et al., 2006; Kiess et al.,, 1994;
Pavelic et al., 2007).
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Die biologischen Effekte von IGF1 und 2 werden durch verschiedene
Zelloberfachenrezeptoren vermittelt: den IGF1-Rezeptor (IGF-R1) und den IGF2-
Rezeptor (IGF-R2) sowie auch durch den Insulin-Rezeptor. IGF1 bindet primar am
Typ 1 Rezeptor und hat eine geringere Affinitat fur den Insulin-Rezeptor. IGF2 besitzt
eine hohe Affinitat fir den Typ-2-Rezeptor und eine geringe fir IGF-R1, jedoch keine
Affinitat fir den Insulin-Rezeptor. Interessanterweise wird der biologische Effekt der
IGFs meistens Uber IGF-R1 reguliert. Wie beim Insulin-Rezeptor handelt es sich
hierbei um ein Mitglied der Tyrosin-Kinase-Familie der Wachstumsfaktor-Rezeptoren.
Die Bindung eines Liganden an diesen Rezeptor initiiert eine Signalkaskade, welche
die Zellproliferation, Differenzierung, Migration vermittelt, und anti-apoptotisch wirkt.
Der Typ-2-Rezeptor ist ein kationunabhangiger Mannose-6-Phosphat-Rezeptor und
unterscheidet sich somit grundsatzlich vom Typ-1-Rezeptor. Er ist vermutlich fur die
Entfernung von IGF2 aus dem Kreislauf zustdndig und fiir die Uberfiihrung
lysosomaler Enzyme in die Lysosomen verantwortlich (Kiess et al., 1994; Kornfeld,
1992).

Im Plasma sind IGF1 und IGF2 an Tragerproteine gekoppelt, welche deswegen IGF-
Bindungsproteine (IGF-BP) genannt werden. Bisher konnten sechs solche
Bindungsproteine identifiziert werden. Sie verlangern die Halbwertszeiten der IGFs
im Korper, doch solange IGF1 und 2 im gebundenen Zustand sind, sind sie
biologisch inaktiv (Bell et al., 1985; Clemmons, 2001).

34



Insulin

Insulin
Rezeptor

!

Metabolische
Reaktionen

Zellkern

DNA =—

Zellproliferation

Zelliiberleben

Abbildung 4: Uberblick Uber die Wirkung der Wachstumsfaktoren der Insulinfamilie auf die

Zelle (modifiziert nach Pavelic et al, 2007).

Es ist bekannt, dass IGF1 viele, wenn nicht die meisten anabolischen Effekte der
Wachstumshormone vermittelt, die des Herzens eingeschlossen (Decker et al.,
1995). Bei Wachstumsfaktormangel bewirkt die Therapie mit humanem
rekombinantem Wachstumshormon (rHGF) eine Erhdhung des kardialen Outputs
und der LVEF. Ein ahnlicher Effekt wurde auch nach Gabe von IGF1 beobachtet.
Aulerdem wurde gezeigt, dass IGF1 eine direkte Wirkung auf Myokardzellen hat
(Duerr et al., 1995).

Die Uberexpression von IGF1 und 2 in transgenen M&usen beeinflusst die Migration

der Kardiomyozyten auf positive Art und Weise bei Myokardinfarkt. Es zeigte sich
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eine schnellere Myokardverkirzung und eine verbesserte zellulare Compliance.
Aulerdem konnte die Apoptose von Kardiomyozyten verhindert werden(Su et al.,
2003).

Die exogene Administration von IGF1 verbesserte die kardiale Funktion in
Kardiomyopathie, Ischamie und Reperfusion und Herzversagen, sowie bei Zustand
nach Myokardinfarkt (Buerke et al., 1995).

Beide IGF-Varianten sind mit myokardialer Angiogenese assoziiert. Die wichtige
Rolle von IGF1 bei entzindungs-gekoppelter Angiogenese konnte in einem
Versuchsmodell nach Mikroembolisation im Schweineherz gezeigt werden. Zudem
begunstigt IGF1 die Neovaskularisation, indem es die Expression des VEGF Gens
erhoht. Auch IGF2 kann die Levels an VEGF mRNA erhdhen, was in hepatischen
Tumorzellen demonstriert wurde(Akagi et al., 1998).

2001 =zeigten Kotylar und Kollegen in einem experimentellen porcinen
Mikroembolisationsmodell, dass die exogene Applikation von IGF1 und IGF2 bei
akutem Myokardinfarkt die myokardiale Funktion verbessert. Das Troponin | im
Serum und die DNA-Fragmentation, ein Marker fur den Zelltod, waren infolgedessen
erniedrigt, das Aktin in der Infarkt- und in der Randzone erhéht. Zudem waren mehr
Kapillaren in der Infarkt- und Randzone nachweisbar als in der Kontrollgruppe
(Kotylar et al., 2001).

Die adenovirale Transduktion von Kardiomyozyten mit IGF1 und -2 flhrte zu einer
dosis- und zeitabhangigen Expression von IGF-Proteinen, was interessanterweise
wiederum zu einer signifikanten Reduktion der Apoptose fuhrte. Durch die Produktion
und somit den Anstieg der IGF-Konzentration wird ein nahezu kompletter Schutz vor
Ischamie-/Reoxidationsstress erreicht (Su et al., 2003). Aulderdem verbesserte die
exogene Applikation von IGF2 im infarzierten Schwein die Herzfunktion(Battler et al.,
1995; Le Roith, 1997).
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Problemstellung

Die bisherigen Standardmalinahmen beim akutem Myokardinfarkt zielen in erster
Linie darauf ab, den resultierenden Ischamieschaden maoglichst zu begrenzen. Die
neuen Therapiemdoglichkeiten konnten imstande sein, den Schaden zu ,reparieren®.

Ein wichtiger Mechanismus des myokardialen Zellunterganges ist die Apoptose.
Nach intramyokardialer Applikation von humanen expandierten endothelialen
Progenitorzellen EPCs im experimentellen Myokardinfarkt soll  mittels
immunhistochemischen Farbungen die Anzahl apoptotischer Zellen im Verlauf der
Therapie mit und ohne IGF2 analysiert werden. Weiterhin soll die Bedeutung von
IGF2, das in den EPC nach adenoviralen Gentransfer Uberexprimiert wird, untersucht

werden.
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Material und Methoden

Versuchsplan

Um den histologischen Verlauf des Myokardinfarktes und insbesondere der daraus
resultierenden Apoptose zu beobachten, wird bei Nacktratten durch eine 30-mintige
Ligatur der LAD ein Myokardinfarkt mit nachfolgender Reperfusion induziert (Tag 0).
Die Tiere werden 3 Tage nach Versuchsbeginn beziehungsweise nach 2 Wochen
euthanasiert, die Herzen explantiert, in Paraffin eingebettet, geschnitten und mittels
Hamatoxylin—Eosin (HE)-Farbung, Elastica van Gieson (EvG)-Farbung und
schliel3lich Immunfluoreszenz Troponin |-TUNEL-Farbung untersucht. Humane
Endothelzellen wurden mittels hCD31Antikdrpern identifiziert.

Mithilfe des gleichen Versuchsaufbaus wird die Wirkung von unterschiedlichen
therapeutisch injizierten humanen Stammzelllinien auf die Ausdehnung der Apoptose
erforscht.

Es werden in die Herzen (in der Infarkt- und Periinfarktzone) der Versuchstiere nach
der LAD Ligatur jeweils entweder mesenchymale Stammzellen, early und late
endotheliale Progenitorzellen injiziiert. Wahrend die Gruppen mit Zelltherapie jeweils
1 Million Zellen gelést in 150 pyl PBS ohne Zusatze erhalten, werden der
Kontrollgruppe 150 ul phosphatgepufferte Salzlosung (PBS; Cambrex, Walkersville,
USA) ohne Zusatze injiziert, und anschlieBend wird die Wirkung des
Wachstumsfaktors IGF2 auf die Apoptose in Kombination mit oder ohne Zelltherapie
untersucht. In dieser Versuchsreihe werden zusatzlich Ratten nach 7 Tagen
euthanasiert. Es wird entweder nur IGF2 (,medium-IGF2) injiziert oder IGF2 in
Kombination mit EPCs (,EPC + IGF2%) oder EPCs, die durch einen retroviralen
Gentransfer IGF2 Uberexprimieren (,IGF2-Zellen®). Als Kontrolle fungieren EPCs, die
mit einem Leervektor transfiziert wurden (,LV*). All diese Gruppen werden ebenfalls
mittels der oben genannten Farbungen untersucht.

Gruppengrolle (n=x) bei early EPCs, late EPCs, der Kontroligruppe, die nach 3
Tagen geopfert werden, und der LV-und IGF2-Zellengruppe, die nach 7 Tagen

euthanasiert werden, ist jeweils n=5 Tiere, in allen anderen Gruppen ist n=3 Tiere.
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Versuchstiere

Die Versuche wurden an mannlichen, 4-5 Wochen alten athymischen RNU-Ratten
von Charles River GmbH (Sulzfeld, Deutschland), mit einem Kdrpergewicht von 180-
280g durchgefuhrt.

Die Aufstallung, die Operation und die Organentnahme wurden in den Raumen des
Instituts fur Experimentelle Onkologie und Therapieforschung der Technischen
Universitat Minchen durchgeflhrt, und erfolgten gemal’ den Tierschutzrichtlinien der
Regierung von Oberbayern.

Die histologischen Laboruntersuchungen erfolgten im Institut far Allgemeine

Pathologie und Pathologische Anatomie der Technischen Universitat Minchen.
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Anasthesie

Die RNU-Ratten erhalten eine Narkosemischung aus Midazolam (DORMICUM: 2
mg/kg KG), Medetomidin (DOMITOR- 0,15 mg/kg KG) und Fentanyl (FENTANYL:
0,005 mg/kg KG). Diese wird intramuskular (i.m.) appliziert und halt ca. 1,5-2
Stunden an.

Unmittelbar nach Applikation der Anasthetika wird die Ratte mit Hilfe eines
modifizierten Kinderlaryngoskops mit einer 16GA Venenverweilkantle (VENFLON
PRO, Fa. Becton Dickinson, Helsingborg, Schweden) intubiert.

Die intubierte Ratte wird dann auf einer durch ein steriles Tuch abgedeckten
Warmeplatte in Rulckenlage fixiert. Eine regulare Atmung wird durch eine
volumengesteuerte Beatmungspumpe (Anesthesia Workstation, Voelker GmbH,
Kaltenkirchen, Deutschland) sichergestellt. Die kontrollierte Beatmung erfolgt mit
100% Sauerstoff bei einer Atemfrequenz von 50 bis 60 Atemztige pro Minute.

Durch eine Augensalbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Roche, Grenzach-
Wyhlen, Deutschland) wird die Cornea vor dem Austrocknen geschutzt.

Wahrend der Operation werden Puls und Sauerstoffsattigung durch ein
Pulsoxymeter (Nonin 8600V, Plymouth, USA), das an dem MittelfuRknochen der
Hintergliedmalle befestigt wird, erfasst. Die Temperatur wird durch eine rektale
Sonde gemessen und durch eine unterliegende Warmeplatte konstant zwischen
36,8° C — 37,3°C gehalten.

Nach der Operation erfolgt die Antagonisierung der Narkose durch die Injektion von
Antipamezol (,Antisedan“ 0,75 mg/kg KG) und Flumazenil (,Anexate“ 0,2 mg/kg KG)
subcutan (s.c.).

Zum Zwecke der postoperativen Analgesie flir 3 Tage werden innerhalb dieses
Zeitraums 2-mal im Abstand von 12 Stunden Buprenorphin (Temgesic* 0,1 mg/kg
KG) subcutan (s.c.) und Metamizol (Novalgin®) 2-mal im Abstand von 6 Stunden
verabreicht.

Wegen der langsamen Anflutung von Buprenorphin wird die Primardosis 20 Minuten

vor der Antagonisierung der Anasthesie intramusukar (i.m) verabreicht.

Operation und intramyokardiale Zelltransplantation
Nach der Anasthesie wird die Ratte auf der rechten Seite gelagert. Die linke

Thoraxhalfte wird enthaart und die Haut desinfiziert. Die linke Vordergliedmalie wird
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nach kranial verlagert und fixiert, das Operationsfeld mit einem sterilem Lochtuch
abgedeckt.
Die Thorakotomie erfolgt erst bei vollig erloschenen Reflexen. Der Hautschnitt ist ca.
1,5 cm lang und erfolgt auf Herzhohe, einen Finger breit hinter dem kaudalen Rand
der Skapula parallel zu den Rippen. Dann werden der M. cutaneus trunci und Anteile
des M. latissimus dorsi und des M. ventralis thoracis durchtrennt. Der Thorax wird
durch das Durchtrennen der Mm. intercostales zwischen der 3. und 4. Rippe eroffnet.
Zugang zum Herzen gewinnt man durch Verwendung eines Rippenspreizers. Mit
Hilfe eines feuchten Wattetupfers wird der Lungenanteil Uber dem Herzen nach
dorsal verlagert. Das Perikard wird eroffnet und das Herz aus dem Perikard heraus
verlagert.
Der Ramus interventricularis paracoronalis der A. coronaria sinistra wird unterhalb
des linken Herzohrrandes umstochen. Ein doppelter Knoten wird vorgelegt, ein ca. 5
mm langes Fadenstick (Vicryl 6-0) untergeschoben und der Knoten Uber diesem
Fadenstick zugezogen. Die Ischamie zeigt sich durch ein Erblassen und eine
spatere Zyanose des Myokards. Die Ischamiezeit betragt 30 Minuten.
Im Falle des Auftretens von Kammerflimmern oder einer absoluten Arrhythmie wird
ein kardialer Schlag mit einem sterilen Wattestabchen auf die linke Ventrikelwand
ausgeubt und 0,1 ml Amiodaron (Cordarex®) auf das Herz getraufelt.
Die Reperfusionsphase beginnt mit der Eroffnung der Ligatur, die mit Hilfe eines
Mikrodissektors durchtrennt wird. Die ersten 5 Minuten der Reperfusionsphase
werden direkt am Herzen beobachtet, um bei eventuellem Auftreten von
Kammerflimmern und Arrhythmien intervenieren zu kodnnen. Die Injektion der
Stammzellsuspension mittels einer Insulinspritze (Fa. Becton Dickinson, Helsingborg,
Schweden) erfolgt in der Infarkt- und in der Periinfarktzone. Es werden jeweils 100 ul
Zellsuspension oder 100 ul der Tragersubstanz an 5 Seiten in 1-2 mm Abstand
langsam, um eine Perfusion des umliegenden Gewebes zu ermdglichen, injiziiert.
Die Thoraxhohle wird mit NaCl gespuilt, um Verklebungen zu verhindern. Der Thorax
wird durch das Umschlingen der dritten und vierten Rippe mit zwei Einzelklammern,
die Muskulatur mit einer fortlaufenden Naht und die Haut mit Einzelklammern
verschlossen. Nach der Antagonisierung der Anasthesie wird die Ratte nach
Wiedereinsetzen des Schluckreflexes extubiert und auf den Bauch gelegt.
Die Sauerstoffsattigung wird weiterhin Uberwacht. Im Falle eines Absinkens unter
95% wird die Atemluft mit Sauerstoff angereichert, bis die Ratte eine normale
41



Sauerstoffsattigung bei Raumluft konstant aufrechterhalten kann. Bis zum
vollstandigen Erwachen bleibt die Ratte auf der Warmeplatte.

Die postoperative Versorgung erfolgt wie oben beschrieben.

Euthanasie und Probengewinnung

Nach 3, 7 oder 14 Tagenwerden die Ratten durch eine Uberdosis eines
Anasthetikums (80 - 100 mg/kg KG Pentobarbital, Narcoren®, Rhone-Merieux
GmbH, Laupheim, Deutschland) euthanasiert. Das Herz wird enthommen und
horizontal halbiert. Der untere Teil mit der Herzspitze wird in 4 %-igem Formalin

fixiert, der obere Teil sofort bei - 80°C eingefroren.

Aufarbeitung der Paraffinschnitte

Die formalin-fixierten Herzen werden innerhalb von 24 Stunden in Einbettkapseln
(Sakura Finetec, Zoeterwoude, Netherlands) Uberflhrt und anschlieRend Uber Nacht
entwassert.

Die Praparate werden in flussiges Paraffin (ca. 60°C) eingebettet und auf einer
Klhlplatte abgekunhlt (,TBS 88 Paraffin Embedding System®: Thermal Unit, Cool Unit,
Dispenser Unit, Fa.: MEDITE Medizintechnik, Burgdorf, Germany).

Das gesamte Herz wird mit einem Rotationsmikrotom (Microm HM 335 E, MICROM
GmbH, Walldorf, Deutschland) mit einem Abstand von 30um pro Ebene von proximal
nach distal durchgeschnitten. Es werden Schnitte mit einer Schichtdicke von 2 um
angefertigt. Jeweils 2 Schnitte einer Ebene werden auf SUPERFROST Objekttrager
(Menzel, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen, und nach einer Farbung mit
Elastica van Giesson und H&E histomorphologischen untersucht.

8 Schnitte werden auf SUPERFROST Plus aufgezogen. Damit die Schnitte bei der
immunhistochemischen Behandlung nicht abschwimmen, werden vorher die
Objekttrager mit einer PRITT®-Kleber-Mischung vorbehandelt (1 Teil PRITT®-
Bastelkleber Fa.: HENKEL, Dusseldorf, Deutschland und 2 Teile Poly-L-Lysine-
Lésung, Fa: SIGMA DIAGNOSTICS INC., P.O. BOX 14508 St. Luis, USA).

Hamatoxylin — Eosin — Farbung (HE-Farbung)
Die Schnitte werden in einer absteigenden Alkoholreihe (Xylol 3x2 min, Alkohol
100%, 2x 96%, 70% jeweils 25 sec) entwassert, entparaffiniert und anschlieRend im

Wasserbad 25 sec gespult. Danach werden sie 2x 3 min in Hamatoxylin-Mayer
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(HTX) eingetaucht. Nach zwei Waschschritten (2x 2 min) werden die Schnitte
anschlieend 2 min in Eosin getaucht.

Nach Durchlaufen einer aufsteigenden Alkoholreihe (30 sec in 96%igen Alkohol und
2-mal 25 sec in 100%igen Alkohol) und 2x 1,5 min in Xylol werden die Schnitte mit
Pertex (medite; Burgdorf, Deutschland) eingedeckelt und kdnnen mikroskopisch

betrachtet werden.

g
AL N

Abbildung 5 (VergroRerung 10x): Bild aus dem Herzen einer Ratte 3 Tage nach Infarkt.
Die Kerne und das basophile Zytoplasma stellen sich blau dar und das Zytoplasma, das

Kollagen und die Erythrozyten rot.

HE-Auswertung

Bei der mikroskopischen Auswertung (mit einem Leica DMRB Mikroskop — Leica
Microsystems Wetzlar, Deutschland) der HE-Schnitte wird das Ausmal} des Infarktes
beurteilt.

Innerhalb des Infarktes wird die Nekrose, das Zellinfiltrat sowie dessen
Zusammensetzung (Entztindungszellen und Fibroblasten) semiquantitativ bewertet.
Dies erfolgt auf einer Skala von 0 bis 5. 0 steht flr das nicht Vorhandensein des zu

Bewertenden Merkmals, und 5 fur die maximale Auspragung.

Elastica-van-Giesson-Farbung (EvG-Farbung)

Die Schnitte werden automatisch entparaffiniert und gefarbt (Tissue Stainer TST40
von medite, Burgdorf, Deutschland).

Sie werden zur Entwasserung und Entparaffinierug in frisches Xylol (3 mal 2 min.)
und in einer Alkoholreihe mit absteigender Konzentration (Alkohol 100%, 2x 96%,
70% fur jeweils 25 sec) eingetaucht und anschlieBend in Aqua dest. 25 sec lang

gespult. Danach werden sie fir 20 min mit Resorcinfuchsin gefarbt. Anschliel3end
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werden sie 2x 1,5 min in 96% Alkohol eingetaucht und 8 min in HTX-Weigert-Losung
gebadet. Auf 5 min Wasserbad und 2 min in Pikrofuchsin folgt eine aufsteigende
Alkoholreihe (30 sec in 96% Alkohol und 2x 25 sec in 100% Alkohol) und 2x 1,5 min
Xylol.

st die Farbung beendet.

die kollagenen Fasern rot, die Muskulatur gelb und die elastischen Fasern sowie die

Zellkerne schwarz.

EvG-Auswertung
Bei der Auswertung wird mittels der schon oben beschriebenen Skala von 0 bis 5,
die Ausdehnung der Kollagenfasern im Infarktgebiet und somit der narbige Umbau

des Gewebes bewertet.

Immunfluoreszenz

Bei der indirekten Immunfluoreszenz wird das Gewebe mit einem Antikoérper
(Primarantikdrper) inkubiert, der das gewunschte Epitop spezifisch erkennt und daran
bindet. Nach der Inkubation werden Uberschissige Antikorper durch einen
Waschschritt eliminiert. Im zweiten Schritt erfolgt eine Inkubation mit einem
Sekundar-Antikorper, der spezifisch an das Fc-Fragment des Primarantikoérpers
bindet und mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert ist. Bei der Betrachtung
unter dem Mikroskop kann man diesen Farbstoff mittels (Laser-) Licht einer
bestimmten Wellenlangeanregen und somit indirekt die gesuchten Strukturen

darstellen.
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Primarantikorper

CD31
Mouse anti human
IgG1

Cardiac Troponin |
Mouse anti human
IgG1, k

TUNEL
In Situ Cell Death
Detection Kit,

Fluorescein

Firma

Serotec Ltd.,
Kidlington, Oxford, UK

Biomeda Corporation
Foster City, USA

Roche Diagnostic
GmbH, Penzberg

Deutschland

Austestung erfolgt

an

Zellpellet aus
zentrifugierten EC, in

Paraffin eingebettet

Herzgewebe der
Ratte in Paraffin

eingebettet

Verdiinnung der 1:75 1:40 Fertigmischung

Handfarbung

Detektionssystem Indirekte Methode Indirekte Methode

Zu farbende Membranfarbung, Proteinfarbung Kernfarbung

Strukturen Oberflachenantigen

Ziel der Anfarbung Endothelzellen, Kardiale Apoptotische
Thrombozyten, Muskelfibrillen Zellen
Monozyten,

Granulozyten und B-

Zellen

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Antikdrper

Verarbeitung der Paraffinschnitte mit der Fluoreszenz-Doppelfarbung Troponin
l und TUNEL

Beide Farbungen werden am gleichen Tag durchgefihrt, und die Schnitte verbleiben
uber Nacht im Brutschrank bei 56°C.

Zur Entwasserung und Entparaffinierung werden die Schnitte in frisches Xylol und in
eine Alkoholreihe mit absteigender Konzentration eingetaucht und anschlieiend mit
Aqua dest. kurz gespuilt.

Zur Antigendemaskierung kommen die Schnitte in einen Dampfgarer in TRIS-Puffer,
pH 6,0 (DAKO® Target Retrieval Solution, USA). Der Dampfgarer wird 20 min
vorgeheizt, die TRIS-Puffer-Losung dabei in einem Mikrowellengefald erhitzt. Dann

gibt man die Schnitte in die Pufferlosung und erhitzt sie fur weitere 30 min.
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Anschlie®end nimmt man das Mikrowellengefald aus dem Dampfgarer und lasst die
Schnitte 10 min in dem heiRen Puffer abkihlen. Es folgt eine dreimalige Spulung mit
TRIS-Puffer.

Nach Zugabe des Primarantikdrpers gegen Cardiac Troponin | (Biomeda) bei einer
Verdlinnung von 1:40 werden die Schnitte eine Stunde lang inkubiert. Es folgt ein
dreimaliges Spulen mit TRIS-Puffer.

Nun wird der polyklonale Cy3-markierte Sekundar-Antikérper (Dianova GmbH,
Hamburg, Deutschland) in der Verdinnung 1:50 aufgetragen und die Schnitte
werden bei 37°C eine Stunde im Brutschrank lichtgeschitzt inkubiert. Es erfolgt eine
dreimalige Spulung mit dem TRIS-Puffer.

Auf jeden Schnitt gibt man 50 ul des TUNEL-Reaktionsgemisches (Roche). Um
dieses herzustellen werden 100 ul aus der Labelsolution enthommen (fir zwei
Negativkontrollen), dann werden 50 ul (Gesamtvolumen) Enzymsolution in das
verbleibende Volumen der Labelsolution (450ul) gegeben um 500 ul TUNEL-
Reaktionsgemisch zu erhalten.

Die Schnitte werden bei 37°C im Brutschrank lichtgeschutzt eine Stunde lang
inkubiert. Es erfolgt eine dreimalige Spulung mit TRIS-Puffer und die Schnitte werden

anschlie3end eingedeckelt.

Auswertung der Troponin | -TUNEL Farbung:

Bei dieser Farbung bindet ein Antikdrper an das Troponin | der Herzmuskelzelle.
Diese leuchtet somit rot und die TUNEL-Farbung leuchtet grin. Mit dieser Farbung
konnen also apoptotische Herzmuskelzellen erfasst werden. In diesem Falle sieht

man die roten Muskelfasern im Zytoplasma und einen grinen Zellkern in der Mitte.
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Abbildung 7 (20x VergroRerung): Die Troponin | — Farbung zeigt die Querstreifung der
Herzmuskelzelle und die griinen Kerne zeigen dass diese Herzmuskelzellen apoptotisch

sind.

Bei der TUNEL-Troponin I-Doppelfarbung zahlt man die doppelt gefarbten, sprich die
Troponin |- und TUNEL-positiven Zellen (= die apoptotischen Herzmuskelzellen) aus.
Wes werden 8 Gesichtsfelder im Infarktgebiet, im Randgebiet und im Gesunden
(Septum) in der 40fachen VergroRerung mittels Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRB,

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) ausgezahlt.

Verarbeitung der Paraffinschnitte mit der Fluoreszenz-Doppelfarbung: anti-
humanes CD31 und TUNEL

Beide Farbungen werden am gleichen Tag durchgefuhrt und die Schnitte verbleiben
uber Nacht im Brutschrank bei 56°C.

Zur Entwasserung und Entparaffinierung werden die Schnitte in frisches Xylol und in
eine Alkoholreihe mit absteigender Konzentration eingetaucht und anschlieiend mit
Aqua dest. kurz gespuilt.

Zur Antigendemaskierung kommen die Schnitte in einem Dampfgarer in TRIS-Puffer,
pH 6,0 (DAKO® Target Retrieval Solution, USA). Der Dampfgarer wird 20 min
vorgeheizt, die TRIS-Puffer-Losung dabei in einem Mikrowellengefald erhitzt. Dann
gibt man die Schnitte in die Pufferlosung und erhitzt sie fur weitere 30 min.
Anschlie®end nimmt man das Mikrowellengefaly aus dem Dampfgarer und lasst die
Schnitte noch fur 10 min in dem heilRen Puffer abkihlen. Es folgt eine dreimalige
Spulung mit dem TRIS-Puffer.

Nach Zugabe des Primarantikorpers, einem monoklonalen anti CD31 (Serotec) mit
der Verdunnung 1:75, werden die Schnitte 1 Stunde lang bei Raumtemeperatur

inkubiert. Es folgt ein dreimaliges Spulen mit TRIS-Puffer.
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Nun wird der polyklonale Cy3-markierte Sekundar-Antikdrper (Dianova) bei einer
Verdinnung von 1:50 aufgetragen und die Schnitte werden bei 37°C eine Stunde im
Brutschrank lichtgeschuzt inkubiert. Es folgt eine dreimalige Spulung mit TRIS-Puffer.
Auf jeden Schnitt gibt man 50 ul des TUNEL-Reaktionsgemisches (Roche). Fur das
TUNEL-Reaktionsgemisch werden 100 ul aus der Labelsolution enthommen (fir zwei
Negativ-Kontrollen), dann werden 50 ul (Gesamtvolumen) Enzymsolution in das
verbleibende Volumen der Labelsolution (450ul) gegeben um dann 500 ul TUNEL-
Reaktionsgemisch zu erhalten.

Die Schnitte werden bei 37°C im Brutschrank lichtgeschitzt eine Stunde inkubiert. Es
erfolgt eine dreimalige Spulung mit TRIS-Puffer.

Gegengefarbt wird mit DAPI (4", 6 Diamidino-2-Phenyl-indole) Mounting Medium

(Vector). Zum Schluss werden die Schnitte eingedeckelt.

Auswertung der hCD31 — TUNEL Farbung

Um zu analysieren, ob sich die injizierten humanen Zellen in das Rattenmyokard
inkorporiert haben, werden diese mittels anti-humaner CD31 Farbung gefarbt und
konnen so detektiert werden. Die Bilder zeigen die Anwesenheit von humanen
endothelialen Zellen 3 Tage nach dem Myokardinfarkt in der Ratte. Es wurde ein
anti-humaner CD31 Antikorper verwendet. Die positiven humanen Zellen leuchten
rot. Apoptotische Zellen werden mittels TUNEL-Farbung gefarbt (grin). Zellkerne
werden mit DAPI blau gefarbt.

Bei Uberlagerung der Bilder zeigen doppeltpositive Zellen, also diejenigen humanen
Progenitorzellen die apoptotisch sind, aufgrund der blau-grinen Mischung einen

hellblauen Kern und eine rote Zelloberflache.
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Abbildung 8 (20x VergroBerung): Im Infarktgebiet zeigen sich ein Konglomerat an CD31
humanen positiven Zellen (rot), Zelltrimmer von apoptotischen Zellen (griin) und Zellkerne
(blau) angefarbt sind. Die hellblau leuchtende Zelle ist eine injizierte Progenitorzelle, die

apoptotisch ist.

Bei der hCD31-TUNEL-Farbung wird das ganze Herz nach CD31 humanen positiven

Zellen abgesucht, die anschliellend ausgezahlt werden.

Statistische Berechnung und Dokumentation

Die statistische Auswertung erfolgt mit SPSS 10.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Die
Mittelwertunterschiede zwischen den Gruppen werden anhand von t-Tests auf
Signifikanz gepruft. P-Werte (p)<0,05 wurden als signifikant, (p)<0,01 als
hochsignifikant bewertet. Angegeben sind Mittelwert + Standardfehler (SEM).
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Ergebnisse

Ergebnisse der Kontrolltiere

Im Folgenden wird der typische Verlauf eines Herzinfarktes bei Ratten, in diesem
Falle bei Kontrolltieren, anhand der HE-und der EvG-Farbung beschrieben:

Die Schnitte wurden in der HE-Farbung auf Ausdehnung der Nekrose, des
Zellinfiltrates  sowie  dessen  Zusammensetzung (Entzindungszellen und
Fibroblasten) und Gefallanzahl semiquantitativ bewertet.

Die mit EvG gefarbten Schnitte wurden ebenfalls ausgewertet. Bei der Auswertung
wird mittels der bereits oben beschriebenen Skala von 0 bis 5, die Ausdehnung der
Kollagenfasern im Infarktgebiet und somit der narbige Umbau des Gewebes

bewertet. Aus den ermittelten Zahlen wurden Mittelwerte berechnet.

Drei Tage nach dem Infarkt zeigt sich in der HE-Farbung mitten im Infarktgebiet ein
grolles Nekroseareal (Abbildung 9), umgeben von einem dichten, unorganisierten
Zellinfiltrat. Dieses besteht vor allem aus Entzindungszellen (vor allem Monozyten
und neutrophilen Granulozyten) und vereinzelten Fibroblasten. Aulierdem sprossen
erste Kapillaren in das Grenzgebiet ein. Dieses zellreiche Infiltrat befindet sich vor
allem im Randgebiet des Infarktes (Abbildung 10), wahrend das Zentrum weniger
von Zellen besetzt ist und vor allem aus eosinophilem Trimmermaterial besteht.

Die EvG-Farbung bestatigt diese Beobachtung: In den Schnitten sind nur wenige

Kollagenfasern vorhanden.
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Abbildung 9: Ubersicht (iber das
Infarktgebiet, 3 Tage nach Infarkt
(HE-Farbung, 2,5x VergrofRerung).

Abbildung 10: Ausschnitt aus dem
Randgebiet des Infarktes, 3 Tage nach
Infarkt (HE-Farbung, 10x
VergroBerung). Das Infarktgebiet ist
durch eosinophiles nekrotisches und
apoptotisches Gewebe
gekennzeichnet. Vom Rand aus

wandern Entziindungszellen ein.

Nach 1 Woche sind kaum noch Zelltrimmer vorhanden, das Entzindungsinfiltrat
wirkt aufgelockert und ist mit vielen Fibroblasten durchsetzt, die sich teilweise
fischzugartig organisieren (Abbildungen 11 und 12). Das Gewebe ist mit wenigen
mittelgroRen Kapillaren durchsetzt.

Die in der HE-Farbung beobachteten Fibroblasten bilden Kollagen, was in der EvG-

Farbung gut sichtbar ist.
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Abbildung 11: Ubersicht Uber das
Infarktareal, 1 Woche nach Infarkt
(HE-Farbung, 2,5x).

Abbildung 12: Aufnahme des
Infarktgebietes,1 Woche nach Infarkt
(HE-Farbung, 10x), welches ein
aufgelockertes Entzindungsinfiltrat
und einwandernde Fibroblasten

aufweist.

Nach 2 Wochen ist kein Zelluntergang mehr zu sehen. Das betroffene Gewebe
erscheint narbig organisiert (Abbildung 13), die Fibroblasten sind fischzugartig
angeordnet und eingebettet in Kollagen (Abbildung 14), wie auch die EvG-Farbung in
den Abbildungen 15 und 16 bestatigt. Es sind vereinzelt Entziindungszellen zu

sehen, sowie auch kleine bis mittelgrole Gefalle.
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Abbildung 13: Hier ist die Ubersicht
Uber das Infarktgebiet zu sehen (HE-
Farbung, 2,5x, 2 Wochen nach
Infarkt).

Abbildung 14: Auf dieser Abbildung
ist die VergroRerung des vollstandig
fibrosierten Gewebe abgebildet (HE-
Farbung, 20x, 2 Wochen nach Infarkt).

Abbildung 15: Diese Abbildung zeigt
ein mit EvG gefarbtes infarziertes
Rattenmyokard nach 2 Wochen. Das
Bild zeigt in der Ubersicht das
fibrosierte Gewebe, dass sich rot
darstellt (2,5x).



Abbildung 16: In diesem Bild
sind in der 40-fachen
Vergrof3erung rot gefarbte
Kollagenfibrillen abgebildet (EvG-
Farbung, 2 Wochen nach Infarkt).

Semiquantitativ kam es zu folgenden Ergebnissen:

GroRe GroRe der | Dichte und Menge Menge Menge Menge
des Nekrose Verteilung Granulo- Fibroblasten GefaRe Kollagen
Infarkt- des Infiltrates | zyten
areals
3 Tage 4 3 Dichtes 4 2 3-4 0-1
Zellinfiltrat,
am Rand
Nekrose
1 Woche 3 1-2 Locker 3 3 3 3
2 Wochen | 3 0 Organisiert 1-2 5 3 5

Tabelle 5: Auswertung der HE- und EvG-Farbung der Kontrolltiere jeweils nach 3 Tagen, 1
und 2 Wochen. Hier wurden anhand einer Skala von 0 bis 5 die Ausdehnung des
Infarktareals, der Nekrose, der Menge an Granulozyten, Fibroblasten, Gefalte und Kollagen
semiquantitativ gemessen, sowie die Dichte des Infarktes beschrieben. 0 steht flr das nicht

Vorhandensein und 5 flr die maximale Ausdehnung des Merkmales.

Immunfluoreszenz in der Kontrollgruppe
Bei der hCD31-TUNEL-Farbung waren, wie zu erwarten, keine hCD31 positive
Zellen nachweisbar (Abbildung 17).
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Abbildung 17 (hCD31-TUNEL-
Farbung): Kontrolltier 3 Tagen nach
Herzinfarkt. Apoptotische Zelle
(griin). hCD31 positive Zellen sind

nicht zu sehen (40x VergroBerung).

Die Troponin [-TUNEL-Farbung zeigt, dass es ausgehend vom Infarktgebiet aus Uber
den Rand ins Normalgewebe zu einem Absinken der Zahl an apoptotischen Zellen
kommt (siehe Abbildungen 18 - 20).

Im Infarkt- und Randgebiet ist dagegen die Anzahl der apoptotischen
Herzmuskelzellen gleich. Im Gesunden nimmt sie ab.

Dies stellt sich nach 3 Tagen, 1 Woche und 2 Wochen dar mit dem Unterschied,
dass nach 1 und 2 Wochen die Zahl der apoptotischer Herzmuskelzellen im
Infarktgebiet niedriger ist als im Infarktgebiet nach 3 Tagen. Exemplarisch werden im
folgenden Diagramm die apoptotischen Zellen (und ebenfalls im speziellen die

Herzmuskelzellen) nach 3 Tagen dargestellt.
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Troponin -TUNEL-Farbung nach 3 Tagen

12,000
10,000

8,000

6,000 =0=TUNEL +
=#=Troponin+ TUNEL+

Zellen/Gesichtsfeld

4,000

2,000

0,000
Infarkt Rand Gesund

Diagramm 3: Verteilung apoptotischer Zellen im infarzierten Herzen nach 3 Tagen bei
Kontrolltieren. Die Zahl apoptotischer Zellen nimmt bei zunehmender Entfernung zum
Infarktgebiet stetig ab (blaue Linie). Die Zahl apoptotischer Herzmuskelzellen ist im Infarkt

und im Randbereich annahernd gleich hoch (rote Linie).

Abbildung 18 (Troponin-TUNEL-
Farbung): Kontrolltiere 3 Tage nach
Infarkt, Infarktgebiet (10x
VergroRerung). Die rote Farbung zeigt
die Troponin-Fibrillen, und die griine

Farbung zeigt die TUNEL positive Zellen.
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Abbildung 19 (Troponin-TUNEL-
Farbung): Kontrolltiere 3 Tage nach
Infarkt, Randgebiet (20x
VergroRerung). Die rote Farbung zeigt
die Troponin-Fibrillen, und die griine
Farbung zeigt die TUNEL positive

Zellen.

Abbildung 20 (Troponin-TUNEL-
Farbung): Kontrolltiere 3 Tage nach
Infarkt,im Gesunden (40x
VergroBerung). Die rote Farbung
zeigt die Troponin-Fibrillen, und die
grine Farbung zeigt die TUNEL

positive Zellen.

Die grinen Kerne zeigen apoptotische Zellen; bei gleichzeitiger roter Farbung
handelt es sich um apoptotische Herzmuskelzellen.

In den oberen Abbildungen (Abbildung 18 bis 20) zeigt sich das Gefalle der Anzahl
der apoptotischen Zellen vom Infarktgebiet bis zum Gesunden, wovon jedoch nur die
wenigsten Herzmuskelzellen sind.

Diese Untersuchung zeigt somit, dass im Infarktgeschehen die Apoptose eine grole

Rolle spielt. Aber die Kardiomyozyten sind davon nur zum kleinen Teil betroffen.

Auswertung der Zelltherapie und der Zelltherapie mit Wachstumsfaktoren

Zelltherapie in der HE und EvG-Farbung:

Im folgendem wird der Verlauf des Herzinfarktes bei Ratten analysiert, die mit
Progenitorzellen therapiert wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der
Heilungsprozess nach 3 und nach 14 Tagen beobachtet. Es wurden verschiedene

Arten von Progenitorzellen getestet: MSCs, early EPCs und late EPCs. Wie bereits
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oben beschrieben wurde zur Quantifizierung von verschiedenen Merkmalen die

Skala von 0 bis 5 benutzt.

Analyse 3 Tage post Infarkt:
Bei Betrachtung der HE-Schnitte fallt in den Zelltherapiegruppen (MSC-, early EPC-
und late EPC-Gruppe) ein vergleichbar grolRer Infarktareal, sowie eine vergleichbar

grolde Nekrose im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bezuglich der Entzindungsreaktion

zeigen sich auch hier im Vergleich zur Kontrolle im allen Gruppen (MSC, early EPC
und late EPC) ahnliche Ergebnisse (Abbildungen 21, 22, 24 und 25). Auch die EvG-
Farbung zeigt das in den MSC- (Abbildung 23) den early EPC- und in den late EPC-
Gruppen ahnlich viel Kollagen vorhanden ist als in der Kontrollgruppe (siehe Tabelle
6).

Abbildung 21: MSC-Gruppe, 3
Tage nach Infarkt, HE-Farbung.
Dort zeigen sich leicht mehr
Leukozyten und Fibroblasten im
Vergleich zur Kontrollgruppe.

(40x VergroRerung)

Abbildung 22: Dieses Bild stammt
aus der MSC-Gruppe und zeigt ein 3
Tage alter Infarkt. Es ist mit der HE-
Farbung gefarbt und zeigen ahnlich
viele Leukozyten und Fibroblasten im
Vergleich zur Kontrollgruppe

(40x VergroRerung).




Abbildung 23: MSC-Gruppe, 3 Tage
alter Infarkt. Dieses Bild zeigt ein mit
EvG gefarbtes Rattenmyokard 3 Tage
nach dem Infarkt, dort sind vereinzelte
Kollagenfibrillen rot angefarbt

(40x VergroRerung).

Abbildung 24 (HE-Farbung, 40x
VergroRerung): Diese Abbildung
zeigt ein dichtes Entziindungsinfiltrat
mit Leukozyten und Fibroblasten

(early EPC-Gruppe 3 Tage).

Abbildung 25 (HE-Farbung, 40x
VergroBerung): Das Bild zeigt
Kapillaren und kleine Gefalle im
Infarktrandgebietder late EPC-Gruppe

nach 3 Tagen.

Analyse 2 Wochen post Infarkt:

Sowohl in der MSC-, early- als auch in der late EPC-Gruppe zeigen sich nach 14
Tagen eine ahnlich hohe Gefal- und Zellzahl als in der Kontrollgruppe (Abbildungen
26 und 27). Zu diesem Zeitpunkt zeigt sich ahnlich wie in der Kontrollgruppe
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ebenfalls eine Reduktion

des

Nekroseareals und der InfarktgroRle.

Die

EntzGndungsreaktion ist ebenfalls vergleichbar zu Kontrollgruppe in der MSC- in der

early- und in der late EPC-Gruppe ahnlich rucklaufig.
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Gefalibildung im Infarkt- und im

Randgebiet im Vergleich zur

siehe im oberen Abschnitt —

Ergebnisse der Kontrolltiere).

Infarkt- und im Randgebiet im

Kontrollgruppe: siehe im oberen
Abschnitt — Ergebnisse der

Kontrolltiere).

Abbildung 26 (HE-Farbung, 40x
VergroRerung): Zwei Wochen nach
dem Infarkt zeigt sich in der early

EPC-Gruppe eine leicht vermehrte

Kontrollgruppe (Bilder Kontrollgruppe:

Abbildung 27 (HE-Farbung, 40x
VergroBerung): Hier ebenfalls zwei
Wochen nach dem Infarkt zeigt sich in
der late EPC-Gruppe (rechts) eine

leicht vermehrte GefalRbildung im

Vergleich zur Kontrollgruppe (Bilder

Untersu-
. GroRe Dichte und Menge Menge
chungs- GroRe des Menge Menge
Zelltyp der Verteilung des Granulo- Fibro-
zeitpunkt Infarktareals GefaBe Kollagen
Nekrose | Infiltrates zyten blasten
Kon- 3 Tage 4 3 Dichtes 4 2 3-4 0-1
trolle Zellinfiltrat, am
Rand Nekrose
1 Woche 3 1-2 Locker 3 3 3 3
2 Wochen 3 0 Organisiert 1-2 5 3 5
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MSC 3 Tage 3 2-3 Dicht, 5 3 3 1-2
unorganisiert
Locker,
2 Wochen 3 0 1 5 3 5
organisiert
Am Rand
Early
3 Tage 4 4 dicht, 3-4 3 3 1
EPCs
unorganisiert
Locker,
2 Wochen 2-3 0 2 4 3-4 5
organisiert
Late Dicht,
3 Tage 4 3 4 2 3 2
EPCs unorganisiert
In Fischzigen
2 Wochen 4 1 organisiert 1-2 5 3-4 5

Tabelle 6: HE- und EvG- Auswertung der Zelltherapie-Gruppen nach 3 Tagen bzw. 2
Wochen. Hier wurden anhand einer Skala von 0 bis 5 die Ausdehnung des Infarktareals, der
Nekrose, der Menge an Granulozyten, Fibroblasten, Gefalle und Kollagen semiquantitativ
gemessen, sowie die Dichte des Infiltrates beschrieben. 0 steht flr das nicht Vorhandensein

und 5 fir die maximale Ausdehnung des Merkmales.

Zelltherapie und Wachstumsfaktor IGF2 in der HE- und EvG-Farbung:

Anschlieend wurde zum einen die alleinige Gabe von IGF2 (im weiteren Verlauf

.,medium-IGF2“ genannt), zum anderen die Injektion von EPCs und IGF2
(,LEPC+IGF2%), aulerdem EPCs, die das IGF2 Uberexprimieren (,IGF2-Zellen®) und
als deren Kontrolle EPCs, die mit einem Leervektor transfiziert wurden, und die somit
keine Uberexpression des Wachstumsfaktors aufweisen (,LV“) untersucht. Wie
bereits oben beschrieben wurde zur Quantifizierung von verschiedenen Merkmalen

die Skala von 0O bis 5 bentzt.

Analyse nach 3 Tagen:

In der IGF2-Zellen-Gruppe zeigt sich nach 3 Tagen im Vergleich zur Kontrollgruppe
die Entzindungsreaktion etwas starker ausgepragt, und es sind mehr Leukozyten
und Kapillaren nachweisbar (Abbildung 28 und 29). In der EPC+IGF2-Gruppe zeigt
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sich kein Unterschied zur Kontrolle. In der LV-Gruppe zeigte sich im Vergleich zur
Kontrolle eine ahnliche ausgepragte Ausbreitung von Granulozyten und in der EvG-
Farbung eine minimal vermehrte Kollagenbildung (Abbildung 30). In der medium-

IGF2-Gruppe wurde ahnlich wie in der Kontrollgruppe eine ausgepragte

Entzindungsreaktion beobachtet.

Abbildung 28 (HE-Farbung, 40x
VergroRerung):

Das Bild stammt aus der IGF2
Zellen — Gruppe und zeigt die
Entzindungsreaktion im
Infarzierten Gewebe, 3 Tage nach
Infarkt.

Abbildung 29 (HE-Farbung, 40x
VergroRerung):

Kapillarbildung in der IGF2-Zellen-
Gruppe 2 Tage nach Infarkt.
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Abbildung 30 (HE-Farbung, 40x
VergroBerung):

Das Bild stammt aus der LV-Gruppe
und zeigt Fibroblasten im Gewebe 3

Tage nach Infarkt.

Analyse nach 1 Woche:

Auch nach einer Woche ahnlich wie in der Kontrollgruppe, zum gleichen Zeitpunkt,
zeigen sich in der LV-, in der IGF2-Zellen-, in der EPC+IGF2-Gruppe eine noch
bestehende Entziindungsreaktion (Abbildung 31 und 32). Aulerdem ist eine etwas
gesteigerte Neovaskularisation im Vergleich zur Kontrollgruppe in der IGF2-Zellen

Gruppe, sowie in der medium-IGF2-Gruppe zu sehen.

Abbildung 31 (HE-Farbung, 40x
VergroBerung): Die Abbildung aus
der LV-Gruppe zeigt im Vergleich
zur Kontrollgruppe ahnlich viele
Lympho- und Monozyten sowie
GefalRe im Infarkt- und Randgebiet

auf.
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Abbildung 32 (HE-Farbung, 40x
VergroBerung): Diese Abbildung
aus der LV-Gruppe weist im
Vergleich zur Kontrollgruppe
ahnlich viele Lympho- und
Monozyten sowie GefalRe im
Infarkt- und Randgebiet auf.

Analyse nach 2 Wochen:

Die Entzindungsreaktion geht nach zwei Wochen fast vollstandig zurlck, dies ist wie
in der Kontrolle auch in allen Gruppen (LV-, IGF2-Zellen-, EPC+IGF2- und medium-
IGF2-Gruppe) nachweisbar. In den IGF2-Zellen- und medium-IGF2-Gruppen sind
etwas mehr Gefalde (3-4 Punkte bei beiden Gruppen) zu finden (Abbildung 33 und
34).

Abbildung 33 (HE-Farbung, 40x
VergroBerung): Nach 2 Wochen
zeigt sich in der IGF2—Zellen—
Gruppe eine leicht vermehrte
Gefalbildung im Vergleich zur
Kontrollgruppe.
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Abbildung 34 (HE-Firbung, 40x

VergroBerung): Hier ebenfalls nach 2

Wochen zeigt sich in der medium-

IGF2-Gruppe eine leicht vermehrte

GefaRbildung im Vergleich mit der

Kontrollgruppe.

Zelltyp Untersuc GroRe GroRe Dichte und | Menge Menge Menge Menge
hungs- des der Verteilung des | Granulo- Fibroblasten GefaBe | Kollagen
zeitpunkt | Infarkt- Nekrose | Infiltrates zyten

areals
Kontrolle 3 Tage 4 3 Dichtes 4 2 3-4 0-1
Zellinfiltrat, am
Rand Nekrose
1 3 1-2 Locker 3 3 3 3
Woche
2 3 0 Organisiert 1-2 5 3 5
Wochen
LV 3 Tage 3 3 Dicht, 3 2-3 3 2
unorganisiert
1 Woche | 3 1 Mittel dicht 3-4 3 3 3
2 4 0 Locker, 2 4-5 3 5
Wochen organisiert
IGF2- 3 Tage 3 3 Locker, 4-5 2 4 0-1
Zellen unorganisiert
Viele Zellen,
1 Woche | 4 1-2 beginnende 4 2-3 3-4 4
Organisation
2
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Wochen | 3 0 Organisiert 2-3 4-5 3-4 5
locker
Dicht,
Medium- 3 Tage 3-4 3 unorganisiert 5 2-3 3 1
IGF2
Locker,
1 Woche | 4 1 organisiert 3 4 3-4 4
2
Wochen | 4 0 Organisiert 2 5 3-4 5
Dicht,
EPC+ 3 Tage 4 3 unorganisiert 4 2 3 1
IGF2
1 Woche Teils dicht,
3-4 1 teils locker | 3 4 3 3-4
angeordnet
2
Wochen | 4 0 Narbe 2 5 2-3 5

Tabelle 7: Auswertung der HE- und EvG- Farbungen in den Zelltherapie mit IGF2 —
Gruppen.

Hier wurden anhand einer Skala von 0 bis 5 die Ausdehnung des Infarktareals, der Nekrose,
der Menge an Granulozyten, Fibroblasten, Gefalle und Kollagen semiquantitativ gemessen,
sowie die Dichte des Infiltrates beschrieben. 0 steht flr das nicht Vorhandensein und 5 fur

die maximale Ausdehnung des Merkmales.
Auswertung der Imnmunfluoreszenz:

Bei einzelner Betrachtung der verschiedenen Gruppen sind folgende Ergebnisse

nachweisbar:

Zelltherapiegruppen ohne Wachstumsfaktoren:

MSCs: 3 Tage nach Infarkt zeigt sich in der Troponin [-TUNEL-Farbung insgesamt
eine hdohere Zahl an TUNEL-positiven- bzw. an apoptotischen Zellen (Infarkt- und
Randbereich). Ausgenommen hiervon ist der gesunde Bereich in dem sich im
Vergleich zur Kontrolle weniger apoptotische Zellen nachweisen lassen. Jedoch sind
die Unterschiede nicht signifikant, und lediglich im Randgebiet zeigte sich ein Trend
an (p=0,096). Anders bei den doppelpositiven Zellen: die apoptotischen
Kardiomyozyten sind in der Gruppe die mit MSCs behandelt wurden 3 Tage nach

Infarkt in allen Bereichen in geringerer Zahl nachweisbar als in der Kontrollgruppe, im
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Randgebiet zeigt sich ein Trend an (p=0,066) und im Normalgewebe zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p=0,044).

2 Wochen nach dem Infarkt zeigt sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung in jedem
Bereich eine Erhdhung der Apoptose in den Zellen, die im Infarktbereich signifikant
ist (p=0,045) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im Gegensatz zur Analyse nach 3
Tagen zeigt sich hier im Randbereich und im Gesunden eine Erhdéhung der
apoptotischen Kardiomyozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe.

In der hCD31-TUNEL-Farbung konnten nach 3 Tagen und nach 2 Wochen keine
menschlichen Zellen entdeckt werden, da die MSCs kein CD31 exprimieren (siehe
Tabelle 8).

Early EPCs: 3 Tage nach Infarkt zeigen sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung wie
auch in den anderen Gruppen eine gleiche Anzahl apoptotischer Zellen im Infarkt-
und Randgebiet im Vergleich zur Kontrolle. Im gesunden Gewebe ist kaum Apoptose
zu beobachten. Allerdings sind im gesamten Herzen weniger doppelpositive Zellen
vorhanden, im gesunden Gewebe signifikant weniger im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p=0,028). Nach 2 Wochen zeigt sich im Vergleich zur Kontrollgruppe in der Troponin
I-TUNEL-Farbung insgesamt eine niedrigere Apoptoserate im gesamten Herzen, mit
einem signifikanten Unterschied im Infarktgebiet im Vergleich zur Kontrolle (p=0,01).
Dagegen sind im Randgebiet und im Gesunden mehr apoptotische Herzmuskelzellen
im Vergleich zur Kontrolle gezahlt worden.

Mit der hCD31-TUNEL-Farbung waren nach 3 Tagen und nach 2 Wochen keine

menschlichen Zellen nachweisbar (siehe Tabelle 8).

Late EPCs: In der mit late EPCs behandelten Gruppe zeigten sich 3 Tage nach
Infarkt in der Troponin [|-TUNEL-Farbung im Vergleich zur Kontrolle mehr
apoptotische Zellen im Infarkt- und Randgebiet. Im gesunden Gewebe war kein
Unterschied nachweisbar. Im Gesunden sind dagegen etwas mehr doppelpositive
Zellen zahlbar als in der Kontrollgruppe. Im Infarkt- und im Randgebiet zeigen sich
weniger apoptotische Herzmuskelzellen als in der Kontrollgruppe. Im Randgebiet ist
der p-Wert 0,08 und zeigt somit einen Trend zu geringerer Apoptoserate an.

In der hCD31-TUNEL-Farbung waren in der late EPC-Gruppe 3 Tage nach Infarkt
menschliche Zellen nachweisbar, von denen nur ein kleiner Prozentsatz apoptotisch

war (1,5%). Nach 2 Wochen zeigt sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung in jedem
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Bereich eine Verminderung der Apoptoserate. Im Infarktgebiet zeigt sich kein
Unterschied der doppelpositiven Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Im Randgebiet
lassen sich etwas weniger und im Gesunden etwas mehr apoptotische
Kardiomyozyten Zellen zahlen als in der Kontrollgruppe, jedoch war der beobachtete
Unterschied nicht statistisch signifikant.

Nach 2 Wochen waren keine hCD31 positive Zellen mehr nachweisbar.

Wenn man den Vergleich zur early EPC-Gruppe zieht, zeigt sich 2 Wochen nach
dem Infarkt ein signifikanter Unterschied zur late EPC-Gruppe, in der signifikant mehr
apoptotische Zellen im Infarktgebiet nachweisbar waren als in der early EPC-Gruppe
(siehe Tabelle 8).

Troponin I- hCD31 -
TUNEL+ TUNEL+ hCD31+ TUNEL+
Infarkt 3Tage
Kontrolle 11,2914 2,1£1,6 0 0
MSC 28,04+10,4 2,61£0,5 0 0
early EPC 14,31+4.2 1,241,2 0 0
late EPC 12,112 1 1,240,4 0 0
Rand 3 Tage
Kontrolle 5,2+0,7 2,11£0,7 0 0
MSC 8,2+1,5+ 0,7+0,2+ 0 0
early EPC 6,9+1,6 4.0+1,6 0 0
late EPC 5,71 0,7+0,3+ 66,5+14,2+ (1,3+£0,7
Gesund 3 Tage
Kontrolle 0,5+0,1 1,1£0,4 0 0
MSC 0,4+0,1 0,3+0,1* 0 0
early EPC 0,2+0,2 0,3+0,1 0 0
late EPC 0,4+0,8 2245, 7* 0 0
Infarkt 2 Wochen
Kontrolle 2,920,5 0 0 0
MSC 4,25+0,3 0 0 0
early EPC 1,14£0,3 0 0 0
late EPC 2,51£0,3 0 0 0
Rand 2 Wochen
Kontrolle 1,310,3 0,8+0,3 0 0
MSC 2+0,2* 0,7¢0,4 0 0
early EPC 0,8+0,2* 0,9+0,3 0 0
late EPC 1,240,2 0,7+0,2 0 0
Gesund 2 Wochen
Kontrolle 0,25+0,1 1,14£0,3 0 0
MSC 0,6+0,2 2,840,7+ 0 0
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early EPC 0,2+0,0 1,4+0,2 0 0
late EPC 0,2+0,0 1,3+0,4 0 0

Tabelle 8: In dieser Tabelle wurden alle Ergebnisse der Zelltherapiegruppen im Vergleich
zur Kontrolle zusammengefasst. Es werden die Mittelwerte + die SEM angegeben. Die
Signifikanten Unterschiede sind mit einem * markiert. Die mit einem + gekennzeichneten
Werte zeigen einen Trend an.

Signifikante Werte bestehen ab eine p Wert von p=<0,05, ein Trend besteht ab einem p=0,05
bis <0,1.

Zelltherapiegruppen mit dem Wachstumsfaktor IGF2:

LV-Gruppe: 3 Tage nach Infarkt zeigt sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung in allen
drei untersuchten Bereichen eine hdhere Apoptoserate, im Infarktbereich zeigt sich
ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,025). Dagegen
sind die Kardiomyozyten weniger apoptotisch als in der Kontrollgruppe. Im
Randbereich zeigt sich lediglich ein Trend zur geringeren Apoptose (p=0,059). Nach
1 Woche zeigt sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung im Infarkt und Randgebiet
insgesamt weniger, im Gesunden hingegen mehr Apoptose. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe sind im Infarkt- und Randgebiet mehr apoptotische Kardiomyozyten
vorhanden, im Gesunden dagegen weniger als in der Kontrollgruppe.
Interessanterweise sind die Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen
allesamt nicht signifikant. 2 Wochen nach Infarkt sind in der LV-Gruppe in Troponin I-
TUNEL-Farbung mehr apoptotische Zellen nachweisbar, und zwar sowohl im Infarkt-
als auch im Randgebiet. Im Infarktbereich ist der Unterschied zur Kontrollgruppe
signifikant (p=0,03), wahrend sich im Randbereich lediglich ein Trend (p=0,094)
zeigt. Im gesunden Normalgewebe und im Randgebiet zeigt sich etwas weniger
Apoptose als in der Kontrollgruppe wahrend im Infarktbereich in etwa gleich viele
doppelpositive Zellen nachgewiesen werden kdnnen.

Interessanterweise konnten in der LV Gruppe zu keinem Zeitpunkt hCD31 positive

Zellen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 9).

IGF2-Zellen: In dieser Gruppe zeigt sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung ein Trend
zu mehr Apoptose im Infarktgebiet (p=0,074). Im Randgebiet und im Gesunden ist
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die Apoptose ebenfalls erhoht. In allen Gebieten sind weniger doppeltpositive Zellen
zu zahlen als in der Kontrollgruppe. Im Randgebiet und im Gesunden ist der
Unterschied signifikant (Randgebiet: p=0,021, Gesund: p=0,043). Nach 1 Woche
zeigten sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung weniger TUNEL positive Zellen als in
der Kontrollgruppe. Wahrend sich im Infarktgebiet lediglich ein Trend beobachten
lie®, wurde der Unterschied im Randgebiet und im gesunden Gewebe statistisch
signifikant (Randgebiet: p=0,018, Gesund: p=0,036). Bei den doppelpositiven Zellen
war im Infarktgebiet kein Unterschied nachweisbar, jedoch im Randgebiet mehr und
im Gesunden weniger apoptotische Kardiomyozyten als in der Kontrollgruppe.

2 Wochen post Infarkt zeigten sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung im Infarktgebiet
und im Gesunden weniger apoptotische Zellen. Im Randbereich war kein
Unterschied zur Kontrolle zu beobachten. Im Vergleich zur Kontrolle waren im
Randgebiet und im Gesunden weniger apoptotische Kardiomyozyten nachweisbar.
Im Infarktgebiet zeigt sich kein nennenswerter Unterscheid.

Insgesamt liel3en sich zu diesem Untersuchungszeitpunkt im Vergleich zur
Kontrollgruppe keine signifikanten Unterscheide feststellen.

Anders im Vergleich zur LV-Gruppe: Hier zeigt sich in der Troponin I-TUNEL-
Farbung nach einer Woche eine signifikante Erhdhung apoptotischer Zellen im
Gesunden (p=0,049). 2 Wochen post Infarkt dagegen zeigt sich im Vergleich zur LV-
Gruppe im Gesunden eine Verminderung der apoptotischen Kardiomyozyten
(p=0,027).

In der hCD31-Farbung konnte man 3 Tage und 1 Woche nach dem Infarkt
menschliche Zellen nachweisen: nach 3 Tagen waren lediglich 1,6% davon
apoptotisch, nach 1 Woche waren hingegen von den nachgewiesenen

Kardiomyozyten keine mehr apoptotisch (siehe Tabelle 9).

EPC+IGF2: 3 Tage nach dem Infarkt zeigt sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung im
Infarkt- und Randgebiet eine Erhéhung der Apoptoserate. Im Infarktgebiet zeigt sich
ein Trend an (p=0,075), im Randgebiet ist der Unterschied signifikant (p=0,042). Im
Gesunden dagegen zeigt sich eine nicht signifikante Verminderung apoptotischer
Zellen. Unter den Kardiomyozyten kann man dank der simultanen Behandlung mit
IGF2 in allen untersuchten Bereichen eine verminderte Apoptoserate beobachten. Im
Randgebiet ist der Unterschied signifikant (p=0,047) wahrend sich im Gesunden
lediglich ein Trend (p=0,083) abzeichnet. 1 Woche nach Infarkt zeigt sich in der
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Troponin I-TUNEL-Farbung im Infarktgebiet mehr Apoptose als in der Kontrollgruppe.
Im Randgebiet und im Gesunden ist dagegen eine Verminderung zu verzeichnen. Im
Gesunden zeigt sich ein Trend an (p=0,077). Unter den doppelpositiven Zellen war
im Infarktgebiet kein Unterschied, im Randgebiet eine Verminderung und im
Gesunden eine Erhéhung der apoptotischen Kardiomyozyten nachweisbar. 2
Wochen nach Infarkt zeigt sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung im Infarkt- und
Randgebiet eine Erhdhung der Apoptoserate, im Gesunden dagegen eine
Verminderung. Im Infarktgebiet sind gleich viele apoptotische Kardiomyozyten zu
zahlen wie in der Kontrollgruppe, im Randgebiet etwas weniger und im Gesunden
etwas mehr als in der Kontrollgruppe. Im Vergleich zur medium-IGF2-Gruppe zeigt
sich eine signifikante Verminderung der TUNEL positive Zellen (p=0,003) und es sind
signifikant weniger doppelpositive Zellen (p=0,002) im Gesunden nachweisbar. In der
hCD31-TUNEL-Farbung sind 3 Tage nach Infarkt apoptotische Zellen nachweisbar.
Interessanterweise ist davon aber nur ein kleiner Teil apoptotisch gewesen (1,14%)
(siehe Tabelle 9).

Medium-IGF2: 3 Tage nach Infarkt zeigt sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung eine
signifikante Erhdhung der Apoptose im Randgebiet (p=0,011) im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Im Infarktgebiet und im Gesunden ist ebenfalls eine leichte aber nicht
signifikante Erhdhung der Apoptose zu verzeichnen. Bei den doppelpositiven Zellen
zeigt sich im Infarkt- und Randgebiet eine Verminderung der Apoptose, im Gesunden
zeigt sich dagegen eine Erhéhung der Apoptose.

1 Woche nach dem Infarkt zeigt sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung im
Infarktgebiet eine Verminderung, im Randgebiet eine Erh6hung und im Gesunden
wiederum eine Verminderung der Apoptose. Bei den doppelpositiven Zellen zeigt
sich eine Erhéhung im Infarktgebiet und im Gesunden. Im Randgebiet war jedoch
kein Unterschied zu beobachten.

2 Wochen nach Induktion des Myokardinfarktes zeigt sich in der Troponin I-TUNEL-
Farbung eine Erhéhung der Apoptose im Infarkt- und Randgebiet, im Gesunden zeigt
sich dagegen eine Verminderung der Apoptose (p=0,065). Unter den
Kardiomyozyten zeigt sich im Randgebiet und im Gesunden insgesamt eine
Verminderung der Apoptoserate: Im Randgebiet ist der Unterschied signifikant

(p=0,049), im Infarktgebiet dagegen zeigt sich kein Unterschied zur Kontrollgruppe.
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In der hCD31-TUNEL-Farbung kdnnen zu keinem der 3 Zeitpunkte doppeltpositive

Zellen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 9).

hCD31 -
Infarkt 3 TUNEL+ Troponin |- |hCD31+ TUNEL+
Tage TUNEL+
Kontrolle 11,2914 2,1£1,6 0 0
LV 26,1+5,6* 1,7£1,0 0 0
IGF2-Zellen [22,1+55+ 0 64,4+33,5 1+0,4
EPC+IGF2 |14,2+1,4+ 0,110 35,6+£10,3 0,4+0,3
Medium-
IGF2 15,5+2,5 0,240 0 0
Rand 3d
Kontrolle 5,2+0,7 2,11£0,7 0 0
LV 5,8+1,0 0,6+0,2+ 0 0
IGF2-Zellen |7,4%1,2 0,3+0,1* 0,6+0,3 0
EPC+IGF2 |7,1+0,7* 0,5+0,3* 0 0
Medium-
IGF2 8,9+1,1* 0,940,2 0 0
Gesund 3d
Kontrolle 0,5+0,1 1,1£0,4 0 0
LV 0,6+0,2 0,4+0,2 0 0
IGF2-Zellen |1,3%0,7 0,3+0,1* 0 0
EPC+IGF2 |[0,3%+0,1 0,44£0,2+ 0 0
Medium-
IGF2 0,6+0,1 1,610,2 0 0
Infarkt 1Woche
Kontrolle 9,1%£1,1 0 0 0
LV 8,711 0,7+£0,5 0 0
IGF2-Zellen |6,7+0,6+ 0 0,6 0
EPC+IGF2 [9,9+1,3 0 0 0
Medium-
IGF2 9,1%1,5 0,2+0,1 0 0
Rand 1 Woche
Kontrolle 5,4+0,6 0,8+0,3 0 0
LV 4,8+0,6 1,14£0,3 0 0
IGF2-Zellen |3,4+0,3* 0,6+0,3 0 0
EPC+IGF2 |5,2+0,6 0,4+0,2 0 0
Medium-
IGF2 5,6+0,7 0,8+0,4 0 0
Gesund 1 Woche
Kontrolle 0,4+0,1 0,8+0,4 0 0
LV 0,5+0,1 0,940,3 0 0
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IGF2-Zellen |0,2+0,0* ,7£0,3 0 0
EPC+IGF2 |0,2+0,0+ 1,1£0,4 0 0
Medium-

IGF2 0,3+0,1 1+£0,6 0 0
Infarkt 2Wochen

Kontrolle 2,920,5 0 0 0
LV 4,4+0,3* 0 0 0
IGF2-Zellen [2.0+0.2 0 0 0
EPC+IGF2 |3,3%0,5 0 0 0
Medium-

IGF2 3,1+£0,2 0 0 0
Rand 2 Wochen

Kontrolle 1,310,3 0,7+0,3 0 0
LV 2+0,3+ 0,2+0,2 0 0
IGF2-Zellen |1,1+0,2 0,6+0,4 0 0
EPC+IGF2 |[1,4+0,2 0,4+0,2 0 0
Medium-

IGF2 1,7%0,2 0,1+£0,1* 0 0
Gesund 2 Wochen

Kontrolle 0,25+0,1 1,11£0,3 0 0
LV 0,2+0,1 0,7+0,2 0 0
IGF2-Zellen [0,2+0,1 0,9+0,2 0 0
EPC+IGF2 |[0,2+0,1 1,410,4 0 0
Medium-

IGF2 0,1+0,0+ 0,6+0,2 0 0

Tabelle 9: In dieser Tabelle werden die Ergebnisse der verschiedenen Zelltherapiegruppen
mit dem Wachstumsfaktor IGF2 im Vergleich zur Kontrolle zusammengefasst. Es werden die
Mittelwerte + die SEM angegeben. Die signifikanten Unterschiede sind mit einem * markiert.
Die mit einem + gekennzeichneten Werte zeigen einen Trend an.

Signifikante Werte bestehen ab eine p Wert von p=<0,05, ein Trend besteht ab einem p=
0,05bis <0,1.

Bei Betrachtung dieser Ergebnisse fallt auf, dass sich die grofiten Unterschiede
innerhalb der ersten 3 Tage post Infarkt zeigen. Im Randgebiet zeigen die IGF2-
Zellen-Gruppe und die EPC+IGF2-Gruppe eine signifikante Verminderung der
Apoptose in Kardiomyozyten im Gegensatz zur Kontrollgruppe (IGF2-Zellen: p =
0,021 und EPC+ IGF2 p = 0,047). Die Untersuchung der Gruppen Leervektor, MSC
und late EPC ergibt ebenfalls eine nicht signifikante Verringerung der Apoptoserate

bei Herzmuskelzellen und zeigten einen Trend an (p = 0,06; p = 0,07 und p = 0,08).
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Troponin-TUNEL-Farbung im Randbereich
nach 3 Tagen
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Diagramm 4: Troponin I-TUNEL-Farbung im Randbereich nach 3 Tagen. Die blauen Balken
stellen die Gesamtmenge apoptotischer Zellen dar, die roten Balken entsprechen der Menge
an apoptotischen Herzmuskelzellen die pro Gesichtsfeld gezahlt wurden. In der IGF2-Zellen-
und der EPC+IGF2-Gruppe zeigt sich ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle, diese

Gruppen sind mit einem Stern gekennzeichnet. Signifikanz besteht bei einem p<0,05.

Abbildung 35: Diese Abbildung stammt aus der late-
EPC-Gruppe 3 Tage nach Infarkt und zeigt zwei
apoptotische Zellen (griine Zellen) im Randbereich. Die
Herzmuskelzellen stellen sich rot dar. Bei den
Kardiomyozyten sind die Kerne mittelstandig. Diese

zeigen sich wie schwarze Aussparungen mitten in den

Muskelzellen. In diesem Bild zeigt sich, dass die

Kardiomyozyten nicht apoptotisch sind.
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Abbildung 36: Die Abbildung (Kontrollgruppe 3
Tage) zeigt nekrotische Kardiomyozyten, sichtbar
an der aufgelockerten Struktur, und eine

apoptotische Zelle (griine Zelle).

Abbildung 37: Die Abbildung zeigt zwei apoptotische
Zellen im Randbereich. Wieder sind diese grin
dargestellt. Die roten Zellen stellen die
Kardiomyozyten dar. In dieser Abbildung sind die
gewellten Troponinfibrillen besonders gut zu sehen

(Kontrollgruppe 3 Tage).

Abbildungen 35-37: Troponin I-TUNEL-Farbung, 20x VergroRerung

In den oben dargestellten Bildern (Abbildungen 35 bis 37) ist jeweils der Randbereich
des Infarktes in der Troponin I-TUNEL-Farbung dargestellt. Die griin
fluoreszierenden Zellen sind TUNEL-positive Zellen und somit apoptotisch. Die roten
Strukturen sind Troponin-Fibrillen und markieren die Herzmuskelzellen. Es sind im
Vergleich zum Infarktgebiet immer nur vereinzelte apoptotische Zellen zu sehen, wie
in den obigen Abbildungen gezeigt. Die meisten Bilder stammen aus der
Kontrollgruppe, da in dieser deutlich mehr apoptotische Herzmuskelzellen zu finden

waren.

Im Gegensatz zum Randgebiet ist die Apoptose im Infarktgebiet erhdht. Es zeigt sich
aber kaum apoptotisches Geschehen bei Kardiomyozyten. Insbesondere die
Leervektor-Gruppe zeigt einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrolle
auf (p = 0,025), aber auch die IGF2-Zellen—Gruppe (p = 0,074) und die EPC + IGF2—
Gruppe (p = 0,075) weisen einen Trend zur erhdhten Apoptoserate der Nicht-

Kardiomyozyten auf.
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Troponin-TUNEL-Farbung im Infarktbereich nach
3 Tagen
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Diagramm 5: Hier werden die Ergebnisse der Troponin I-TUNEL-Farbung nach 3 Tagen im
Infarktbereich dargestellt. Die blauen Balken stellen die Gesamtmenge aller apoptotischen
Zellen dar, die roten Balken entsprechen der Menge an apoptotischen Herzmuskelzellen die
pro Gesichtsfeld gezahlt wurden. In der LV-Gruppe zeigt sich ein signifikanter Unterschied

zur Kontrolle, und ist mit einem Stern gekennzeichnet. Signifikanz besteht bei einem p<0,05.

Das Diagramm zeigt deutlich, dass in den Testgruppen insgesamt ein Anstieg der
Apoptose stattgefunden hat. AuBerdem ist ersichtlich, dass die Kardiomyozyten im

Vergleich zur Kontrollgruppe davon weniger betroffen sind als im Randbereich.

Abbildung 38: Troponin I-TUNEL-Farbung, LV-
Gruppe, 3 Tage nach Infarkt: apoptotische
Kardiomyozyten (rote Filamente mit griinem Kern)
im Infarktgebiet zusammen mit anderen

apoptotischen Zellen (grin dargestellt).
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Abbildung 39: Troponin I-TUNEL-Farbung des
Infarktgebietsin der EPC+IGF2-Gruppe 3 Tage
nach Infarkt: apoptotische Zellen (griin). Bei den
apoptotischen Zellen handelt es sich hier nicht um
Kardiomyozyten. Diese wirden sich um den Kern

herum rot darstellen.

Kardiomyozyten. Die Myofibrillen zeigen keine
normale Struktur mehr - ein Zeichen der
fortgeschrittenen Apoptose (early EPC—Gruppe 3
Tage nach Infarkt, Troponin I-TUNEL-Farbung).

Abbildung 41: Hier sind wieder apoptotische
Zellen im Infarktgebiet der lateEPC-Gruppe (3
Tage nach Infarkt, Troponin I-TUNEL-Farbung)
zu sehen. Es handelt sich dabei nicht um
Kardiomyozyten. Ein nicht apoptotischer

Kardiomyozyt ist links unten im Bild zu sehen (rot).

Die Abbildungen 38-41 sind in 20 x VergroRerung aufgenommen worden.

1 Woche nach Infarkt fallt in der Troponin I-TUNEL-Farbung auf, dass in der IGF2-
Zellen-Gruppe die meisten signifikanten Unterschiede im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu sehen sind, da in allen drei untersuchten Zonen weniger TUNEL+
Zellen vorhanden sind.

2 Wochen nach Infarkt dagegen zeigen sich in der Troponin I-TUNEL-Farbung die
meisten Unterschiede in der MSC- in der early EPC und in der LV-Gruppe. Dort
zeigen sich unterschiedliche Ergebnisse: In der MSC- und in der LV-Gruppe kommt
es wieder zu einer Erhdhung der Apoptose im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der
early EPC-Gruppe kommt es hingegen zu einer Verminderung der TUNEL positive
Zellen. Unter den doppelpositiven Zellen kommt es im Randgebiet zu einer
signifikanten Verminderung der apoptotischen Kardiomyozyten.

Wenn man die hCD31-TUNEL-Farbung gesondert betrachtet fallt folgendes auf:
Nach 3 Tagen sind sowohl in der IGF2-Zellen-Gruppe, der EPC+IGF2-Gruppe und

der late EPC-Gruppe jeweils Progenitorzellen nachweisbar. Interessanterweise sind
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nach einer Woche nur noch in der IGF2-Zellen-Gruppe Progenitorzellen sichtbar.
Hieraus lasst sich folgern, dass mit IGF2 vorbehandelte Zellen langer am Leben

bleiben.

h CD31-TUNEL-Farbung nach 3 Tagen
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Zellen/Schnittebene

Diagramm 6: hCD31-TUNEL-Farbung 3 Tage post Infarkt. Die blauen Balken zeigen die
gezahlten hCD31+ Zellen. Die roten Balken stellen die apoptotischen humanen
Kardiomyozyten dar. Aus dem Diagramm wird ersichtlich, dass nur in der late EPC-, in der
EPC+IGF2 und in der IGF2-Zellen-Gruppe humane Zellen nachweisbar waren. Nur 1-2% der

humanen Zellen sind apoptotisch.

Die folgenden Abbildungen stammen aus den Gruppen, die in der oben stehenden
Tabelle aufgeflihrt sind und zeigen CD31+ humane Zellen, die in das Herz injiziert
wurden (Abbildung 42 bis 46).
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Abbildung 42 (hCD31-TUNEL-
Farung, 20x): Die Abbildung
zeigt humane Zellen (rot) im
Rattenmyokard (IGF2-Zellen-
Gruppe, 3 Tage nach Infarkt).

Abbildung 43 (hCD31-TUNEL-
Farung, 20x): Hier ebenfalls zeigt
die Abbildung humane Zellen (rot)
im Rattenmyokard (IGF2-Zellen-
Gruppe, 3 Tage nach Infarkt).

Abbildung 44 (hCD31-TUNEL-
Farbung, 10x): Die Abbildung
zeigt humane Zellen (rot). Die
Zellkerne sind blau gefarbt (Late-
EPC Gruppe, 3 Tage nach
Infarkt).



Abbildung 45 (hCD31-TUNEL-
Farbung, 20x): Hier sind ebenfalls
humane Zellen rot angeféarbt.
Zellkerne sind blau gefarbt (Late-
EPC Gruppe, 3 Tage nach
Infarkt).

Abbildung 46 (20x): Die
Abbildung stammt aus der
EPC+IGF2-Gruppe, 3 Tage nach
Infarkt und wurde mit hCD31-
TUNEL gefarbt. Abgebildet sind
zirkular angeordnete CD31+

humane Zellen.

Aus den obigen Abbildungen wird insbesondere ersichtlich, dass sich die humanen
Zellen zirkular angeordnet haben (Abbildungen 42 bis 46). Dies lasst den Eindruck

entstehen sie hatten sich als Gefalle angeordnet.
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h CD31-TUNEL-Farbung nach 1 Woche
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Diagramm 7: hCD31-TUNEL-Farbung nach 1 Woche. Die blauen Balken zeigen die
gezahlten hCD31+ Zellen. Die roten Balken stehen flir die apoptotischen menschlichen
Zellen. Nach einer Woche sind nur IGF2- Zellen noch auffindbar. Davon sind keine

apoptotisch.

1 Woche post Infarkt waren nur in der IGF2-Zellen-Gruppe menschliche CD31
positive Zellen nachweisbar. Interessanterweise waren innerhalb dieser Gruppe alle
diese Zellen TUNEL negativ und somit nicht apoptotisch.

Nach 2 Wochen waren keine hCD31 positive Zellen mehr nachweisbar.
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Diskussion

In dieser Arbeit zeigen sich folgende Ergebnisse:

Bei der TUNEL-Farbung zeigt sich vergleichbar zur Kontrollgruppe drei Tage nach
Infarkt ein Gefalle der apoptotischen Zellzahl vom Infarkt- zum gesunden
Normalgewebe in allen Gruppen (MSC, early EPC, late EPC, LV, IGF2-Zellen,
EPC+IGF2, medium-IGF2). Drei Tage nach Infarkt sind im Infarktgebiet die meisten
apoptotischen Zellen aufzufinden. Die Zahl an TUNEL-positiven Zellen sinkt mit
zunehmendem Abstand zum Infarktgebiet und mit zunehmendem Zeitabstand zum
Infarktgeschehen ab. Auffallig ist aber, dass alle untersuchten Gruppen (MSC, early
EPC, late EPC, LV, IGF2-Zellen, EPC+IGF2, medium-IGF2), drei Tage nach Infarkt
mehr apoptotische Zellen im Infarktbereich aufweisen als die Kontrollgruppe,
insbesondere die LV-Gruppe zeigte einen signifikanten Unterschied auf. IGF2-Zellen-
und EPC+IGF2-Zellen -Gruppe zeigten einen Trend an.

Die Troponin I-TUNEL-Farbung zeigt speziell das Verhalten der apoptotischen
Kardiomyozyten im Infarktgeschehen auf. Grundsatzlich fallt auf das sowohl in der
Kontrollgruppe wie auch in den anderen Gruppen (MSC, late EPC, LV, IGF2-Zellen,
EPC+IGF2, medium-IGF2) bis auf die early EPC-Gruppe die apoptotischen
Herzmuskelzellen nur einen geringen Teil der apoptotischen Zellen im
Infarktgeschehen ausmachen. Bis auf die bereits erwahnte early EPC-Gruppe
scheint sich dieser Effekt durch die Zelltherapie (MSC, late EPC-Gruppe) und durch
die Zelltherapie mit Wachstumsfaktor (LV, medium-IGF2, IGF2-Zellen, EPC+IGF2)
noch zu verstarken.

Die EPC + IGF2- und die IGF2-Zellen-Gruppe zeigen in dieser Farbung, drei Tage
nach Infarkt, einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe auf.

Mit der hCD31-Farbung wurden transplantierte endotheliale Progenitorzellen
detektiert. Drei Tage nach Infarkt waren in der lateEPC-, in der EPC+IGF2-
Zellgruppe sowie in der IGF2-Zellen-Gruppe menschliche Progenitorzellen
nachweisbar. Eine Woche nach Infarkt waren diese nur noch in der IGF2-Zellen-
Gruppe nachweisbar.

Bei der hCD31-TUNEL-Farbung waren drei Tage nach Infarkt nur 1-2 % der
nachgewiesenen hCD31 positiven Zellen in den oben beschrieben Gruppen
apoptotisch. Nach einer Woche waren keine doppelpositive Zellen mehr

nachweisbar.
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Drei Tage nach Infarkt zeigt sich im Infarktgebiet eine erhdhte Apoptoserate. Auffallig
ist ebenfalls eine erhdhte Leukozyten- und Fibroblastenzahl bei Zelltherapie mit und
ohne Wachstumsfaktoren, im Vergleich zur Kontrollgruppe, die sich im Infarktgebiet
in der HE-Farbung darstellt. Ein injektionsbedingtes Artefakt ist eher
unwahrscheinlich. Da die Kontrollgruppe ebenfalls eine Injektion mit PBS erhielt,
musste sie konsequenterweise ebenfalls eine erhdhte Apoptoserate zeigen, was
jedoch nicht der Fall war. Des Weiteren ware dieser Effekt nicht nur auf das
Infarktgebiet begrenzt. Der beobachtete Effekt konnte auch durch die
Progenitorzellen selbst ausgelost werden, die als exogen eingebrachte Xenografts
eine verstarkte Entziindungsreaktion hervorrufen kdénnten. Da die injizierten Zellen
jedoch eher im Randbereich, nahe ihrer Injektionsstelle gefunden wurden, musste
dieser Effekt dort besonders stark auftreten. Doch dort zeigt sich die Apoptose
erniedrigt im Vergleich zum Infarktgebiet. Eine weitere mogliche Hypothese ware,
dass das IGF2 alleine bzw. die Progenitorzellen durch Zytokinsekretion die
Entzindungszellen anlocken, dadurch die Bildung von Granulationsgewebe fordern
und somit gleichzeitig die Entziindungsreaktion verstarken. Einige zum Teil bereits in
der Einleitung erwahnte Studien zeigten, dass Stammzellen nach Herzinfarkt durch
parakrine Wirkungen die Wundheilung fordern und die GroRRe des Infarktgebietes
reduzieren (Kupatt et al. 2005; Gnecchi et al. 2005; Uemura et al. 2006, Yoon et al.,
2005, Gnecchi et al. 2008). Dies kénnte hier zutreffen wie in den obengenannten
Studien, die den positiven Effekt der Stammzellentherapie und von
Wachstumsfaktoren auf das Remodeling und die Funktion aufzeigten (Kupatt et al.
2005; Gnecchi et al. 2005; Uemura et al. 2006, Yoon et al., 2005, Gnecchi et al.
2008).

Wie bereits oben erwahnt kommt es durch die Zelltherapie mit und ohne
Wachstumsfaktoren zu einer Erhéhung der Apoptoserate im Infarktbereich, was sich
aulBerdem in einer starker ausgepragten Entziindungsreaktion in der HE-Farbung
wiederspiegelte. Bereits Hori und Nishida zeigten einen unmittelbaren
Zusammenhang der Entzindungsreaktion bei Myokardinfarkt und Apoptose. Die
durch den Myokardinfarkt ausgeschutteten reaktiven Sauerstoffspezies und
inflammatorische Zytokine regulieren Uber den TNF die Apoptose (Hori und Nishida,
2008).
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Im Randbereich des Infarktareals hingegen kommt es zu einer deutlichen Reduktion
der Apoptose in Herzmuskelzellen. Signifikant ist dieser Effekt in der
Versuchsgruppe, die zusatzlich mit Wachstumsfaktoren therapiert worden ist. Schon
andere Gruppen wie zum Beispiel Takahashi und Kollegen konnten zeigen, dass die
Stammzellentherapie einen protektiven Effekt bei ischamischen Herzmuskelzellen
durch parakrine Sekretion hat (Takahashi et al., 2006; Yoon et al., 2005; Uemura et
al., 2006).

Ein weiterer Grund fur die reduzierte Apoptose ware die von uns beobachtete
gesteigerte Neovaskularisation. In den Randbereichen des Infarktgebietes sind die
Zellen am langsten der Hypoxie ausgesetzt. Durch die vermehrte Kapillarbildung, die
in beiden Gruppen vorhanden, aber in der Wachstumsfaktorgruppe am starksten
sichtbar war, kommt es friher zur gesteigerten Sauerstoffzufuhr und damit zur
Normoxie, was den Untergang von Herzmuskelzellen reduzieren kann (Uemura et al.
2006; Hinkel. et al. 2008; Mirotsou et al. 2007; Alfaro et al., 2008).

Die oben genannten Beobachtungen stimmen gut mit den Ergebnissen bisheriger
Studien Uberein: Yoon und Kollegen zum Beispiel zeigten anhand eines
Ischamiemodells, dass die Implantation der Zellgruppen early und late EPC sowohl
einzeln, aber insbesondere zusammen zu einer generellen Verminderung der
apoptotischen Kardiomyozyten flhrt. In beiden Untersuchungen konnte ebenfalls
eine antiapoptotische Wirkung der Zelltherapie auf Kardiomyozyten gezeigt werden
(Yoon et al, 2005; Jiang et al. 2008).

In der late EPC-Gruppe waren zum Untersuchungszeitpunkt noch humane Zellen
nachweisbar. Interessanterweise weisen diese Zellen in unserem Infarktmodell
zudem einen nachhaltigen kardioprotektiven Effekt auf. Wir gehen davon aus, dass
dies unter anderem auf eine starke Wirkung parakrin sezernierter Faktoren
zuruckzufuhren ist, die kirzlich von Dubois und Kollegen beschrieben wurde. Die
Autoren der erwahnten Studie konnten bei Implantation von late EPCs in einem
porcinen Myokardinfarkt-Modell eine erhéhte PLGF-Sekretion nachweisen, die eine
antiapoptotische Wirkung hatte (Dubois et al., 2010).

Bei Betrachtung der Zelltherapiegruppen mit dem Wachstumsfaktor IGF2 zeigt sich
ebenfalls eine generelle Erhdhung der Apoptose im Infarktgebiet und eine

Verminderung der apoptotischen Kardiomyozyten im Randgebiet. Auch hier sind die
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starksten Veranderungen 3 Tagen post Infarkt zu sehen. In der IGF2-Zellen-Gruppe
und der medium-IGF2-Gruppe war zu diesem Zeitpunkt eine starker ausgepragte
Entzindungsreaktion als in den anderen Gruppen zu sehen.

An dem Beobachtungszeitpunkt: 1 Woche nach Infarkt waren in der IGF2-Zellen-
Gruppe die meisten Unterschiede zu verzeichnen. Es zeigten sich in der HE-Farbung
mehr Gefalle, Mono- und mehr Granulozyten als in der Kontrollgruppe aber vor allem
eine verringerte Apoptose in allen Bereichen. Die IGF2-Zellen-Gruppe war jedoch die
einzige Gruppe, in der humane CD31 positive Zellen auch 1 Woche nach Infarkt
nachgewiesen werden konnten.

Zudem waren 2 Wochen nach Infarkt etwas mehr Gefalle in der IGF2-Zellen-Gruppe
zu zahlen. Dieses Phanomen zeigte sich ebenfalls in der medium-IGF2-Gruppe.
Humane Progenitorzellen (hCD31 positive Zellen) wurden sowohl in der IGF2-Zellen-
Gruppe und in der EPC+IGF2-Gruppe entdeckt.

Interessant ist ebenfalls die Anordnung der hCD31 positiven Zellen. Die zirkulare
Anordnung der auf diese Art identifizierten Endothelzellen lasst die Neuformation von
Gefallen vermuten, was mit der von uns gezeigten vermehrten Gefalbildung in den
Versuchsgruppen mit Gabe von IGF2 korrelieren wirde.

Diese Ergebnisse, der HE-Farbung und der morphologischen Beschreibung der
Zellanordnung sind rein semiquantitativer Natur und sind mit den bisherigen Studien
konkordant, in der IGF2 proangiogenetische Wirkungen aufweist, wie zum Beispiel in
der Studie von Kotylar und Kollegen, die die Wirkung des IGF2 auf das infarzierte
Herz von Schweinen untersuchten (Kotylar et al., 2001).

Die von uns beobachteten positiven Effekte waren vorrangig in der IGF2-Zellen-
Gruppe sowie in der medium-IGF2-Gruppe zu verzeichnen. In diesem Falle hebt sich
wieder die Wichtigkeit des schon vorher beschriebenen vermutlich parakinen
Effektes hervor, der in diesem Falle durch IGF2 mediiert wird. Kim und Kollegen und
Kwon und Kollegen beobachteten in ihren Studien den proangiogenetischen Effekt
des IGF2s Uber die Regulierung der Expression des Faktors VEGFs welches
wiederum zur verstarkten Neovaskularisation fuhrte (Kim et al., 2005, Kwon et al.,
2004, Chao and D"Amore, 2008).

Wenn man die Zellgruppen mit und ohne Wachstumsfaktor miteinander vergleicht
sind die meisten Unterschiede in der IGF2-Zellen-Gruppe zu sehen. Wie schon oben
beschrieben ist es die einzige Gruppe in der die CD31 humanen positiven Zellen

nach 3 und nach 7 Tagen nachgewiesen werden konnten, auf3erdem deutet sich
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eine vermehrte GefalRneubildung im Vergleich zur Kontrollgruppe, zu allen 3
Zeitpunkten an. Das IGF2, welches von der IGF2-Zellen-Gruppe vermehrt sezerniert
wird (Sitz, 2006), wirkt sich somit positiv auf die Neoangiogenese aus und wirkt
kardioprotektiv auf die gefahrdeten Kardiomyozyten vor allem im Randebereich.
Diese Mechanismen kdnnten sich positiv auf das Remodeling und somit auch auf die
Funktion auswirken. Somit wirde sich die These Uber die vorrangige Rolle des
parakrinen Mechanismus im Heilungs- und Remodeling-Prozess bei Myokardinfarkt
bestatigen (Gnecchi et al., 2009; Nguyen et al., 2010; Dubois et al., 2010).

Beim Vergleich der zwei untersuchten Therapiegruppen treten in erster Linie zwei
grol3e Unterschiede zutage: Wie schon oben angesprochen, ist die antiapoptotische
Wirkung auf die Herzmuskelzellen im Randbereich in den IGF2 Behandlungsgruppen
ausgepragter. Dies kdnnte auf eine direkt antiapoptotische Wirkung des
Wachstumsfaktors selbst zuriickzuflhren sein: Kotylar und Kollegen konnten bei der
Administration von IGF1 und -2 bei Herzinfarkt an weiblichen Schweinen eine
signifikante Reduktion des Zelltodes in Kardiomyozyten zeigen, was unter anderem
zur Selektion von IGF2 fur dieses Studienprotokoll flhrte.

Die in den von uns durchgefuihrten hCD31-Farbungen beobachteten Morphologien
legen auRerdem nahe, dass die gefarbten Zellen sich zu Gefalten angeordnet haben
(Abbildungen 44 - 45). Dieser Effekt lasst sich ebenfalls durch die Proliferations-
induzierende Wirkung des IGF2 erklaren (Kotylar et al., 2001; Clemmons 2001).

Interessanterweise bleibt jedoch unklar, was mit den injizierten Zellenweiter
geschieht. In dieser Arbeit konnten sie in allen Gruppen zwar nach 3 Tagen
nachgewiesen werden, jedoch nur in der IGF2-Gruppe noch nach einer Woche
detektiert werden. Diese Ergebnisse decken sich mit denen einer anderen Studie, die
ebenfalls EPCs bis zu einer Woche nach Injektion in ischamisches Gewebe
nachweisen konnte. Doch Suzuki und Kollegen fanden heraus, dass 80% der
eingebrachten Myoblasten innerhalb der ersten 24 Stunden durch oxydativen Stress
und freie Radikale, die im geschadigten Herzen gehauft vorkommen, zugrunde
gehen. Weitere 8,6% sterben durch die Zytokin-vermittelte Entzindungsreaktion
innerhalb der ersten 72 Stunden (Suzuki et al. 2004). Somit verbleibt nur ein sehr
kleiner Prozentsatz der injizierten Zellen, um den erhofften therapeutischen Effekt zu

erzielen. In der Tat kdnnen auch hier relativ wenige Zellen (ca. 60 Zellen pro
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Gesichtsfeld) im Vergleich zur injizierten Anzahl aufgefunden werden. Auch in
anderen Studien konnte gezeigt werden, dass (unabhangig vom Zelltyp) der grofte
Anteil der Zellen innerhalb der ersten Wochen stirbt (Balsam et al., 2004, Noiseux et
al., 2006, Nakamura et al, 2007). Denkbar ware ebenfalls eine Anti-Transplant-
Reaktion. Die Versuche wurden zwar an thymuslosen Ratten durchgeflihrt, doch
kann eine Immunreaktion nicht ausgeschlossen werden, die zu einem gewissen Mal}
an AbstolRung geflhrt haben kdnnte, der die menschlichen Zellen zerstort hat.

Im Rahmen unserer Untersuchungen konnten wir nur einen geringen Prozentsatz (1-
2%) der Zellen identifizieren, die apoptotisch werden. Eine weitere Mdglichkeit ware,
dass die injizierten Zellen nekrotisch werden. Jedoch musste sich das Milieu 3 Tage
post Infarkt bei fortbestehender Perfusion soweit stabilisiert haben, dass es die
Zellen nicht mehr weiter schadigt. Auch Empfangerzellen werden zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr nekrotisch. Die wahrscheinlichste Maglichkeit ist, dass die
Zellen sich weiterentwickeln und ausdifferenzieren und infolgedessen ihre ,normale“
Markerexpression verlieren. Infolge dieser sogenannten ,Transdifferenzierung“ waren
sie durch unsere Farbungen nicht mehr zu identifizieren. Suzuki und Kollegen
konnten aulRerdem nachweisen, dass es ab der 24sten Stunde zu einer Proliferation
der Myoblasten kommt. Ein weiteres Argument, das flr die Differenzierung spricht ist
die GefaRanordnung, die sich in den schon oben besprochenen Bildern zeigt
(Abbildungen 44 - 45). Diese zeigen, dass sich die Zellen in das Zielgewebe

integrieren und dort eine Funktion austben (Kupatt et al., 2005; Suzuki et al., 2004).

Tierversuche und erste klinische Studien zeigten nach Injektion von Stammzellen
eine Verbesserung der Funktion schon wenige Tage post Infarkt. Dieser schnelle
Effekt und der deutliche Benefit sind jedoch vermutlich weniger auf die
Transdifferenzierung, Fusion oder die Entstehung neuer Kardiomyozyten
zuruckzufuhren. Vielmehr wird nach und nach ein Konsens erreicht, dass diese
Effekte vielmehr durch parakrine Sekretion der Stammzellen verursacht werden: Sie
fordern dadurch die Angiogenese, verhindern die Apoptose der Herzmuskelzellen
und aktivieren die ortsansassigen Stammzellen (Fuchs et al., 2001; Kamihata et al.,
2001; Kocher et al., 2001; Uemura et al., 2006; Cho et al., 2007).

Ob die Gruppen, die zusatzlich mit dem IGF2 behandelt wurden einen - wie zu
erwarten - positiven Effekt auf das Remodeling und eine bessere Funktion aufweisen

wird derzeit im Rahmen einer weiteren Arbeit untersucht.
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Limitationen: In dieser Studie ist untersucht worden ob und wie viele Zellen
apoptotisch sind und ob insbesondere die Kardiomyozyten betroffen sind. Doch
welche Zellen apoptotisch sind bleibt weiter unklar. Interessant ware eine zusatzliche
Farbung mit einem Leukozyten-Marker. Bereits in der HE-Farbung hat sich eine
Erhéhung der Entziindungsreaktion angedeutet. Mit einer spezifischen Farbung
konnte eine Erhdhung der Leukozyten bewiesen werden, gleichzeitig kdnnte man
untersuchen ob und in welchem Ausmal} diese Zellen apoptotisch werden um somit
ihre Rolle im Infarktgeschehen besser einordnen zu kdbnnen, zudem wurde ein
GefalRmarker uns erlauben die Wirkung der Zelltherapie mit und ohne

Wachstumsfaktoren auf die Gefallneubildung quantitativ zu erforschen.
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Schlussfolgerung

Die beobachteten Effekte (proangiogentischen Effekt, Augmentation der
Entzindungsreaktion und antiapoptotischer Effekt auf Kardiomyozyten), sind am
ehesten auf die parakrine Sekretionder Progenitorzellen beziehungsweise auf das
IGF2 zurlckzuflhren. Im Infarktbereich kommt es durch Chemotaxis zu einer
ausgepragteren Entziindungsreaktion mit einer erhéhten Anzahl von
Entzindungszellen. Dementsprechend sind dort auch mehr apoptotische Zellen
nachweisbar.

Im Gegensatz dazu wird im Randbereich die antiapoptotische Wirkung der
Stammzellen offensichtlich. Interessanterweise ist diese Wirkung bei simultaner
Applikation von IGF2 noch ausgepragter. Ahnliche Effekte treten auch im Rahmen
der beobachteten Neovaskularisation auf: Eine Behandlung mit IGF2 flhrt zu einer
gesteigerten Gefallneubildung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Durch diese erhdhte
Gefalidichte wird die Ischamiezeit der Zellen in der Periinfarktzone verkurzt, was in
einer weiteren Reduktion der Apoptose resultiert.

Insgesamt ist die Rolle, die die Apoptose im Verletzungs- und Heilungsprozess beim
Myokardinfarkt spielt, nicht vollstandig geklart, und weitere detaillierte
Untersuchungen werden notig sein. Ein tieferes Verstandnis der Prozesse, die zu
Apoptose bzw. Nekrose beim Herzinfarkt flhren sind jedoch verbunden mit der
Hoffnung, diese jeweils besser kontrollieren und eventuell positiv beeinflussen zu
kénnen. Trotz intensiver Forschung im Bereich der Stammzelltherapie bei akutem
Myokardinfarkt ist es jedoch leider bisher noch nicht gelungen das Verfahren als
klinische Standardtherapie zu etablieren. Von der Darreichungsform der Zellen Uber
den richtigen Zeitpunkt, und die Art der verwendeten Stammzellen, bis zur Therapie
mit oder ohne Wachstumsfaktoren: viele Details bedlrfen noch weiterer Optimierung.
Doch die vorgelegte Arbeit zusammen mit bisherigen Studien zeigen dass die
Stammzelltherapie - insbesondere in Kombination mit IGF2 — ein grol3es
therapeutisches Potential besitzt und einen weiteren notwendigen Schritt zur

verbesserten Therapie des Myokardinfarktes darstellt.
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Zusammenfassung

In einem Herzinfarktmodell bei der Nacktratte wurden die Effekte einer
Transplantation von Progenitorzellen und der Einfluss von IGF2 auf die lokale
Apoptose und Entziindungsreaktion untersucht. Es zeigte sich im Infarktbereich eine
gesteigerte Entziindungsreaktion und eine erhdhte Apoptoserate von Zellen, die
keine Herzmuskelmarker exprimieren. Im Randbereich fanden sich mehr Gefalte
und weniger apoptotische Herzmuskelzellen. Dies kdnnte durch parakrine Effekte der

Progenitorzellen erklart werden.
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