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SCHRIFTTUM

1 EINLEITUNG

Zum ersten Mal in der Geschichte der Menschheit Ubertrifft die Zahl der
ubergewichtigen und fettleibigen Menschen die Zahl derer, die an Unterernahrung
leiden.

Nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) leiden weltweit Uber 1
Milliarde Menschen an Ubergewicht. Demgegeniiber stehen 800 Millionen
Hungernde. Diese Epidemie der Fettleibigkeit bringt einen Anstieg der mit ihr
verbundenen Krankheiten mit sich. Dazu zéahlen Diabetes Typ Il, bestimmte Krebs-
erkrankungen, und im Besonderen der Komplex der kardiovaskularen Erkrankungen,
die Bluthochdruck, Schlaganfalle, Herzinfarkt und chronisches Herzversagen bein-
halten (POPKIN, 2006). Laut Statistik der WHO liegen weltweit kardiovaskulare
Erkrankungen auf Platz 2 der Todesursachen fur Manner zwischen 15 und 59 und
auf Platz 1 fur Manner und Frauen Uber 60 (WHO, 2003).

Andererseits hat sich das Verstandnis der Pathophysiologie der Atherosklerose
enorm weiterentwickelt. Bis in die 70er Jahre des letzten Jahrhunderts war der
Schwerpunkt der Untersuchungen auf die Verbindung zwischen
Hypercholersterinamie und Atherombildung gesetzt worden, in den 80er Jahren
wurde das Augenmerk auf Wachstumsfaktoren und proliferierende glatte
Muskelzellen gelenkt und aus der Verbindung beider Erkenntnisse entwickelte sich
das Konzept des Atheroms als Friedhof extrazellularer Lipide, eingekapselt in eine
Schicht proliferierender glatter Muskelzellen. Im letzten Jahrzehnt stellte sich dann
heraus, dass es sich bei Atheromen nicht um blande Lasionen handelt, sondern dass
Entzindungsprozesse und die Immunantwort des Koérpers zu einem wesentlichen
Teil an deren Entwicklung beteiligt sind (LIBBY, 2002). Neueste Studien berichten,
dass eine Dysfunktion des Endothels sowie dessen inflammatorische Aktivierung,
aber auch die Aktivierung von Blutzellen, wie z.B. Thrombozyten und Leukozyten,
Vorstufen zur Atherombildung darstellen (MASSBERG et al. , 2002 und
THEILMEIER et al. , 2002).

Und auch im Bereich der Therapie sind einige Fortschritte zu verzeichnen:

Vor allem die Revaskularisation der Koronargefdl3e ist durch die perkutane
transluminale Angioplastie mit Hilfe von Ballonkathetern und anschliel3ender
Stentimplantation verbessert worden ebenso wie die medikamentelle Prophylaxe
durch HMG-CoA-Reduktasehemmer (HRISTOV und WEBER, 2006). Doch bis jetzt
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fehlt es an Mitteln die ventrikulare Funktion nach einem Myokardinfarkt wieder
herzustellen und so die Lebensqualitat und —erwartung der Patienten zu steigern.

Mit der Entdeckung der endothelialen Vorlauferzellen um die Jahrtausendwende
schien dieses Ziel erreichbar zu werden (ASAHARA et al. , 1997). Viele Studien
préklinische, wie klinische wurden auf diesem Gebiet durchgefiihrt, doch mit sehr
unterschiedlichem Erfolg. Wéahrend einige Studien sehr positive Ergebnisse mit der
Zelltherapie vorwiesen, fanden andere nur geringe oder keine Verbesserung der
Herzleistung (ASSMUS et al. , 2002 und JANSSENS et al. , 2006). Neueste
Veroffentlichungen berichten davon, dass durch verschiedene Kaultivierungs-
methoden verschiedene Zellpopulationen gewonnen werden, die sich vor allem in
ihrer Proliferationsfahigkeit und Langlebigkeit unterscheiden (GULATI et al. , 2003
und HUR et al. , 2004 und YOON et al. , 2005). In dieser Studie sollen Zellen durch
verschiedene Kultivierungsverfahren expandiert werden und hinsichtlich ihrer in vitro-
Eigenschaften, aber auch ihres therapeutischen Potentials in einem Myokardinfarkt-

modell in der Nacktratte untersucht werden.
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2 SCHRIFTTUM

2.1 Endothelzellen

Im 19ten Jahrhundert entdeckte von Recklinghausen, dass es sich bei BlutgefaRen
nicht nur um Hohlraume im Gewebe handelt, sonder dass sie mit Zellen ausgekleidet
sind. Es dauerte allerdings noch bis zu den Studien von PALADE und GOWAN in
den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts, bis erkannt wurde, dass das Endothel ein
dynamisches, disseminiertes und heterogenes Organ ist, das lebenswichtige sekre-
torische, synthetisierende, metabolische und immunologische Funktionen erflllt
(FISHMAN, 1982 und MAJNO, 1992).

Endothelzellen kleiden jedes Blutgefal? in jedem Organsystem im Korper aus. Selbst
die Wande dickerer BlutgefaRe sind durchzogen von feinen Vasa vasorum, die
Endothel besitzen. Endothelzellen regulieren den Zufluss von Nahrstoffen, vielen
verschiedenen biologisch aktiven Molekilen und den Blutzellen selbst. Diese
Torhiterfunktion des Endothels entsteht durch das Vorhandensein membran-
gebundener Rezeptoren fir zahlreiche Molekile einschliel3lich Proteine (z.B. Wachs-
tumsfaktoren, koagulatorische und antikoagulatorische Proteine), Lipidtrans-
portpartikel (z.B. Low Density Lipoprotein = LDL), Stoffwechselprodukte (z.B. NO und
Serotonin) und Hormone (z.B. Endothelin-1) ebenso wie durch spezielle Verbin-
dungsproteine und Rezeptoren, die das Zell-Zell- und Zell-Matrix-Zusammenspiel
regeln (CINES et al. , 1998).

Doch Endothelzelle ist nicht gleich Endothelzelle. Es bestehen funktionelle Unter-
schiede zwischen den Endothelzellen der grof3en BlutgefalRe und denen der Mikro-
gefaRe. GroRRe Blutgefal3e besitzen eine Schicht glatter Muskelzellen, deren Kon-
traktion und Relaxation die Hohe des Blutdrucks beeinflusst. Kapillaren hingegen
sind nur grobmaschig von Perizyten umgeben, um dort den Gas- und Stoffaus-
tausch zwischen Blut und Gewebe zu erméglichen (KUMAR et al. , 1987).

Welche Molekile diffundieren kénnen, hangt vom Typ des Endothels ab. In konti-
nuierlichem Endothel gibt es keine Verbindung zwischen der luminalen und der
gewebeseitigen Plasmamembran, aufl3er an den Grenzen zur nachsten Zelle. Die
Zell-Zell-Verbindungen bestehen aus Tight Junctions. Dies verhindert die freie
Diffusion hydrophiler Molekile und bietet einen hohen elektrischen Widerstand, wie
es z.B. im Gehirn fur die Blut-Hirn-Schranke notwendig ist (WOLBURG et al. , 1994).
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Diskontinuierliches (oder sinusoidales) und gefenstertes Endothel besitzt Fenestrae,
Licken oder Poren, die den Stoffaustausch ermdglichen. Bei diskontinuierlichem
Endothel besitzt auch die Basalmembran Licken, wéhrend sie bei gefenstertem
Endothel intakt ist. In der Leber, der Milz und im Knochenmark ist das Endothel
diskontinuierlich und in den Zotten des Darms, endokrinen Drusen und den Glome-
rula der Niere findet man gefenstertes Endothel, das durch seine selektive Perme-
abilitét eine effiziente Absorption, Sekretion und Filtration gewahrleistet (DEJANA,
1996).

Die Endothelréhren sind immer von einer Basalmembran umgeben, die vor allem
Kollagen IV und Laminin enthélt (CARMELIET, 2003).
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2.1.1 Aufbau der Endothelzelle

Die Endothelzelle ist prinzipiell wie jede andere Zelle gebaut, verfigt aber zusatzlich
uber verschiedene Strukturen aus kontraktilen Proteinen. Das kortikale Netz (Cortical
Web) innerhalb der Zellmembran gibt der Zelle Gestalt und Elastizitéat. Es reagiert auf
steigenden intravaskularen Druck mit zunehmender Versteifung. Verschiedene
Membranproteine sind darin verankert, wie z. B. Annexine, E-Selektine und Cadheri-
ne, welche die Adhasion von Leukozyten und Thrombozyten beeinflussen.

Das Aktinfilamentsystem des Zwischenzellraums (Junction-associated Actin Filament
System) kann durch Zusammenziehen und Entspannen die GroRe des Interzellular-
raums beeinflussen und damit den Austausch von Stoffen zwischen dem Blut und
dem subendothelialen Raum. Entziindungsmediatoren, Sauerstoffradikale, Thrombin,
Platelet activating factor (PAF) und steigende Kalziumkonzentration durch Ischamie,
ATP-Erschdpfung und andere toxische Substanzen wirken lockernd auf das Fila-
mentsystem und veréandern so die endotheliale Permeabilitdt (SCHNITTLER et al. ,
2001).

Belastungsfasern (Stress Fibers) verlaufen in allen Richtungen durch das Zytoplas-
ma der Endothelzelle und &hneln in ihrem Aufbau den Aktin-Myosinfilamenten der
guergestreiften Muskulatur. Sie kénnen sich kontrahieren und so die Form der Zelle
an die mechanischen Belastungen des Blutstroms anpassen. Bei schnellerem Blut-
fluss vergroRBern sich die Scherkrafte und die Zelle plattet sich in Ausrichtung des
Blutstroms ab (SQUIRE et al. , 2001).

Die Zellmembran enthalt aul3erdem unterschiedliche lipidreiche Bereiche, die Caveo-
lae, die dem Stoffaustausch zwischen vaskularem und zellularem Kompartment
dienen. Wird dieser durch Toxine oder vasoaktive Substanzen gesttrt, kommt es zu
Odembildung (MINSHALL et al. , 2003).
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2.1.2 Das Endothel als auto- und endokrines Organ

Das Endothel produziert eine Vielzahl unterschiedlicher Molekile, sowohl Agonisten
als auch deren Antagonisten, die zur Homo6ostase notwendig sind. Dazu gehéren
Vasodilatoren und Vasokonstriktoren, Prokoagulanzien und Antikoagulazien,
entziindungsférdernde und —-hemmende, fibrinolytische und antifibrinolytische,
oxidative und antioxidative Substanzen. Dabei Uberwiegen im physiologischen,
ungestorten Zustand, mit bestehendem Stimulus des laminaren Blutstroms, die
Produktion der vasodilatatorischen, antikoagulatorischen, entziindungshemmenden
und fibrinolytischen Substanzen. Wohingegen als Antwort auf Traumata, Mikro-
organismen, Toxine und andere Noxen, welche die Erhaltung des intravaskuléaren
Volumens und der Sauerstoffversorgung bedrohen, die Endothelzellen in einen
aktivierten Zustand UUbergehen, der die Produktion der vasokonstriktorischen,
koagulatorischen, entziindungsfordernden Substanzen begunstigt (CINES et al.,
1998).

2.1.21 Homoostase des Gefalltonus

Zu den potentesten Vasodilatoren zahlt das Stickstoffmonoxid (NO). Es ist ein sehr
kleines, lipophiles Molekiil, das leicht Zellmembranen passieren kann. Gelangt es zu
glatten Muskelzellen, verursacht es eine cGMP-gekoppelte Hemmung der Kalzium-
kanéle, die zur Relaxation des Muskels und damit zu Vasodilatation fihrt. NO wird in
den Endothelzellen durch Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin durch die NO-Syn-
thase (NOS) gebildet (STAMLER et al. , 1992).

Die in den Endothelzellen vorkommende Isoform eNOS ist durchwegs aktiv, kann
aber noch zusatzlich durch rezeptorabhangige Agonisten wie Thrombin, Bradykinin
und Substanz P sowie durch die einwirkenden Scherkrafte des Blutflusses stimuliert
werden (TOPPER et al. , 1996). Der Anstieg der eNOS-Aktivitat durch héhere
Scherkréfte tragt zu dem Ph&nomen der durch steigenden Blutfluss vermittelten
Vasodilatation bei. Dies ist ein wichtiger autoregulatorischer Mechanismus, durch

den die Durchblutung als Reaktion auf Bewegung ansteigt (COOKE und TSAO,
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1994). Die eNOS wird jedoch sowohl in der Menge als auch in der Dauer der
Synthese von NO weit Ubertroffen durch die induzierbare NO-Synthase (iINOS), die in
Endothelzellen als Reaktion auf Entziindungsmediatoren gebildet wird (LOSCALZO
und WELCH, 1995).

NO hat auch antithrombotische Eigenschaften. Es verhindert die Thrombozyten-
adhasion, -aktivierung und —aggregation (MENDELSOHN et al. , 1990).

Des weiteren vermindert NO die vaskulare Permeabilitat, die Synthese der Adha-
sionsmolekule fir Leukozyten und Monozyten sowie die Migration und Proliferation
glatter Muskelzellen. Dagegen unterstitzt es die Migration und Proliferation der
Endothelzellen und die Fibrinolyse. Somit besitzt NO viele antiatherogene Eigen-
schaften (COOKE und TSAO, 1994).

Als Gegenspieler konnen Endothelzellen Angiotensin-I (ATI) mit Hilfe des Angio-
tensine-Converting-Enzyme (ACE) durch Hydrolysierung zu Angiotensin-1l (ATII)
umwandeln. Dieses wirkt nicht nur vasokonstriktorisch, sonder auch prothrombotisch
und antifibrinolytisch. Es stimuliert die Freisetzung von Aldosteron und antidiure-
tischem Hormon (ADH) und wirkt proliferativ auf die glatten Muskelzellen der GefaR-
wande. AulRerdem stimuliert es die Bildung von inflammatorischen Zytokinen und des
Endothelin-Converting-Enzyme. Dieses reduziert Proendothelin zu Endothelin-1 (ET),
welches wiederum ein sehr potenter Vasokonstriktor ist (DZAU, 1987). Die vasokon-
striktorische Wirkung entsteht durch Bindung an den ETa-Rezeptor der glatten Mus-
kelzellen. Bindung an den ETs-Rezeptor der Endothelzellen flhrt zu Freisetzung von
NO, so dass die Wirkung von Endothelin-l nur von kurzer Dauer ist (LEVIN, 1995).
Ein ausgeglichenes Verhéltnis zwischen NO und ATII sorgt fir die vaskuléare Homdoo-
stase. Sie wird nicht nur dann gestort, wenn eine der beiden Substanzen tbermaRig
produziert wird, sondern auch durch verminderte Produktion der anderen. Weitere
vom Endothel produzierte vasopressorisch aktive Substanzen sind das Prostazyklin
(PGI2) als Vasodilatator und Hemmstoff der Thrombozytenaggregation, sowie der
plattchenaktivierende Faktor (PAF), der sowohl vasodilatatorisch als auch —konstrik-
torisch wirken kann, je nach Konzentration und Lokalisation des Gefalies (CINES et
al., 1998).
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Effekt Andere Effekte Sekretion Verbindung Vorstufe
Halt den basalen Parakrin, fort- Gasformiges L-Arginin
NO Vaso GefalRtonus aufrecht, wahrend und freies Radikal
(Stickstoff dilatation | verhindert induziert durch
monoxid) Leukozytenadhésion, Thrombin, ADP,
verhindert Bradykinin,
Thrombozytenadhasion, Substanz P,
-aktivierung und Muskarinagonist
-aggregation, verhindert en, Stress durch
Proliferation und Scherkrafte
Migration glatter
Muskelzellen
PGI2 Vaso Verzogert Parakrin, Eikosanoid Arachidon
(Prostazykiin) | dilatation | Thrombozyten- induziert an saure
aggregation und Stellen mit
-ablagerung Verwirbelungen
im Blutfluss
Wirkt prothrombotisch,
Angio Vaso antifibrinolytisch, mitogen | Parakrin, Peptid mit 8 Angiotensin |
tensin Il konstrik auf glatte Muskelzellen, induziert Aminosauren durch ACE
tion stimuliert Bildung
inflamm. Zytokine und
ECE
PAF Vaso Fordert Juxtakrin, Phospholipid Arachidon
(Plattchen- konstrik Leukozytenadhasion auf induziert saure
aktivierender | tion der Zelloberflache
Faktor)
Vaso Wirkt mitogen auf glatte Parakrin, Peptid mit 21 Preproendo
ET-1 konstrik | Muskelzellen, verandert | induziert durch | Aminosauren thelin-1
(Endothelin- tion die Wirkung anderer Hypoxie, Stress (203 Amino
1 Substanzen durch sauren)
Scherkréfte und
Ischamie
Tabelle 1. Vasoregulatorische Substanzen,
die von Endothelzellen synthetisiert oder aktiviert werden

ADP: Adenosindiphosphat; ACE: Angiotensin Converting Enzyme; ECE: Endothelin Converting

Enzyme
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2.1.2.2 Homoostase der Hamostase

Im ruhenden Endothel werden ebenso pro- wie antikoagulatorische Wirkstoffe gebil-
det. Unter normalen Umstanden tberwiegen die antikoagulatorische Eigenschaften,
das System ist jedoch jederzeit bereit umzukippen, um auf den Notfall einer Gefaf3-

verletzung zu reagieren.

Eigenschaften ruhenden Endothels:

Unstimulierte Thrombozyten kénnen nicht an die Endothelzellmembran adharieren.
Doch unter Einfluss von Entziindungsmediatoren bilden Thrombozyten und Endo-
thelzellen Selektine und Integrine aus, die es den Thrombozyten ermdglichen an der
Endothelwand entlang zu rollen und sich schlieBlich fest daran zu verankern
(FRENETTE et al. , 1995).

PGI2, welches bei Einfluss von Thrombin aus Arachidonsaure gebildet wird,
verhindert die Aggregation von Thrombozyten. Die Matrix, welche die Endothelzellen
umgibt, enthalt Heparansulfat und Glycosaminoglycane (GAGs), die als Katalysator
auf Antithrombin 1l und Heparin Cofactor Il wirken. Beide Substanzen formen
zusammen mit Thrombin und Faktor Xa inaktive Protease-Antiprotase-Komplexe
(MARCUM und ROSENBERG, 1984).

Endothelzellen verfligen Uber einen Rezeptor fir Thrombin, das Thrombomodulin.
Durch Bindung an ihn verliert das Thrombin seine prokoagulatorische Fahigkeiten
(Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin, Plattchenaktivierung, Aktivierung der Faktoren V,
XIIl) und Protein C wird aktiviert. Aktiviertes Protein C (APC) kann mit einem Cofaktor
(Protein S auf Thrombozyten und in Endothelzellen) die Faktoren Va und Vllla
proteolytisch deaktivieren. Das an Thrombomodulin gebundene Thrombin wird
abgebaut (ESMON, 1995).

Auch die exogene Aktivierung der Gerinnungskaskade wird unterbunden. Endothel-
zellen exprimieren Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI), der an den Faktor X
bindet und so den Faktor Ill/VIla/Xa-Komplex inaktiviert (JESTY et al. , 1996). Unter
der Einwirkung von Thrombin, Histamin und Bradykinin produzieren Endothelzellen
Tissue Plasminogen Activator (TPA), der Plasminogen zu Plasmin spaltet. Fangt
Plasmin an Fibrinklumpen abzubauen, so entstehen Fibrindegradationsprodukte
(FDP), die inaktivierend auf Thrombin und Thrombozyten wirken (ERICKSON et al. ,
1985).



SCHRIFTTUM

Hamostatische Eigenschaften des aktivierten Endothel:

Selbst in Abwesenheit einer Gefaliverletzung kann die Gerinnungskaskade durch
Aktivierung der Endothelzellen in Gang gesetzt werden. Der Gewebefaktor (Tissue
Factor: TF) spielt eine entscheidende Rolle darin Endothelzellen von einer anti-
koagulatorischen Oberflache in eine prokoagulatorische umzuwandeln. Unter physio-
logischen Bedingungen wird dieser nicht von Endothelzellen, sondern von glatten
Muskelzellen und Fibroblasten exprimiert. Wirken aber Entztndungsstimuli (z.B.
Endotoxine, bakterielle Lipopolysacharide, Tumornekrosefaktor, Interleukin 1,
Immunkomplexe) auf die Endothelzellen oder Hypoxie und Scherkréfte, so beginnen
die Endothelzellen TF zu synthetisieren (NEMERSON und NOSSEL, 1982). Dieser
wird jedoch nicht ins Blut ausgeschiittet, sondern in Vesikeln in den Endothelzellen
gespeichert (RYAN et al. , 1992). Statt dessen ist es den aktivierten Endothelzellen
selbst moglich die Faktoren VII und IX zu binden und die Koagulation auszulésen
(STERN et al. , 1985).

Die gleichen Stimuli wirken sich negativ auf die Protein C- und Thrombomodulin-
bildung der Endothelzellen aus (ESMON, 1995).

Wirkt Thrombin auf Endothelzellen ein, werden sie stimuliert den in den Weibel-
Palade-Bodies gespeicherten, von-Willebrand-Faktor (VWF) auszuschitten. Freier
VWF fordert Thrombozytenadhésion und die Gerinnung.

Aktivierte Endothelzellen besitzen einen weiteren Rezeptor fur Thrombin, den
Protease-Activated-Receptor-1 (PAR-1). Eine Bindung verandert die Expressions-
eigenschaften vieler thrombotischer und antithrombotischer Molekile, wie z.B. TF,
NO, PAF und PGI2, und lockert den Zell-Zell-Kontakt. Thrombin wirkt auRerdem
mitogen auf Endothelzellen, Fibroblasten und glatte Muskelzellen (GARCIA et al. ,
1995).

Die Bindung von Fibrin férdert Endothelzellproliferation und —migration, sowie Leuko-
zytenadhasion und die Inhibition der PGI2-Synthese (CINES et al., 1998).
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2.1.2.3 Inflammatorischer Eigenschaften des aktivie  rten Endothels

Werden Endothelzellen durch Entzindungsmediatoren aktiviert, exprimieren sie
Adhéasionsmolekuile und produzieren ihrerseits Mediatoren, welche die Entziindungs-
reaktionen des Korpers anregen. Zu den wichtigsten Mediatoren der Aktivierung von
Endothelzellen zéhlen Interleukin-1 (IL-1) und der Tumornekrosefaktor (TNF).

Solche Stimuli induzieren die Produktion von weiteren Zytokinen in den Endothel-
zellen. Zum Teil wirken diese proinflammatorisch, besonders diejenigen, die
Leukozyten rekrutieren und aktivieren. IL-8 und Groa gehéren zu einer Gruppe von
Mediatoren, die durch 4 Cys-Reste charakterisiert wird. Sie wirken chemotaktisch auf
neutrophile und basophile Granulozyten sowie auf Lymphozyten.

Endothelzellen produzieren auch das Monocyte Chemotactic Protein 1 (MCP-1), das
vor allem auf Monozyten wirkt und dessen Produktion z.B. durch oxidiertes Low
Density Lipoprotein angeregt werden kann (MANTOVANI et al. , 1992).

Die Invasion der Leukozyten in das betroffene Gewebe lauft in mehreren Stufen ab.
Zuerst rollen sie an der Gefal3wand entlang, werden langsamer, bis sie schlief3lich
gebunden werden und in das Gewebe transmigrieren kdnnen. Um das zu ermdg-
lichen sind verschiedene Adhasionsmolekile notwendig. Auf den Endothelzellen
gehodren dazu die Gruppe der Selektine und die Gruppe der interzellularen Adha-
sionsmolekule (Intercellular Adhesion Molecules, ICAM), die mit Immunglobulinen
verwandt sind (CARLOS und HARLAN, 1994).

Selektine verfiigen an dem von der Membran am weitesten entfernten Ende Uber
eine Domane, die Kohlenhydrate erkennt (Carbohydrate Recognition Domain, CDR).
Sie bindet an Leukozyten und stellt den ersten Kontakt zwischen ihnen und den
Endothelzellen her. Dadurch rollen die Leukozyten an der GefaBwand entlang und
feste Bindungen sowie die Transmigration werden ermdglicht (MICHIELS, 2003).
E-Selektin ist ein endotheliales Glykoprotein, das die Adhasion von Neutrophilen,
Monozyten, eosinophilen Granulozyten und einiger Lymphozyten unterstiutzt. Es wird
von den Endothelzellen fir maximal 48 h nach Aktivierung durch bakterielle Endo-
toxine und die Entzindungsmediatoren IL-1 und TNF biosynthetisiert und exprimiert
(CARLOS und HARLAN, 1994).

P-Selektin wird von Endothelzellen und Thrombozyten fortwahrend synthetisiert und

in Granula gespeichert. Es kann innerhalb von Minuten zur Zelloberflache verlagert
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werden als Antwort auf Thrombin, Histamin, Komplementfaktoren und andere. Es
unterstitzt die Bindung von Neutrophilen, Monozyten und einiger Lymphozyten.
L-Selektin wird fortwéhrend von Leukozyten exprimiert und spielt eine Rolle bei der
Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten zum Entziindungsgeschehen (EBNET
und VESTWEBER, 1999).

Als Liganden fur Selektine dienen Kohlenhydrate, die Bestandteil von Glykolipiden
oder Glykoproteinen auf der Zelloberflache sind, wie z.B. das Tetrasacharidsialyl
Lewis x (sLex), das von Neutrophilen, Monozyten und einigen Lymphozyten expri-
miert wird. Es bindet vor allem an E-Selektin, mit geringerer Affinitat aber auch an P-
und L-Selektin. Auch Proteine, die auf der Oberflache mehrere Kohlenhydrate
besitzen, wie z.B. Muzine, kénnen als Liganden fir P- und L-Selektine dienen
(BEVILACQUA et al. , 1994).

Endothelzellen exprimieren auch eine Reihe von Molekulen, die der Immunglobulin
(Ig)-familie angehodren und die bei der festen Bindung der Leukozyten an die Gefal3-
wand, welche die Transmigration ermdglicht, mitwirken. An der Leukozytenadh&sion
und —diapedese sind ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD 102), VCAM (Vascular Cell
Adhesion Molecule, CD 106) und PECAM (Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule, CD31) beteiligt (CINES et al., 1998).

ICAM-1 ist ein Glykoprotein, das funf lg-Domanen enthalt und sowohl auf hamato-
poetischen als auch nicht-hamatopoetischen Zellen gefunden wird. Von Endothel-
zellen wird es unter normalen Umstanden in geringen Mengen exprimiert, kann
jedoch durch Endotoxine, IL-1 und TNF fur mehrere Tage hochreguliert werden.
ICAM-2 enthalt zwei Ig-Doméanen und wird von Endothelzellen, Lymphozyten, Mono-
zyten und Thrombozyten exprimiert. Die Expression auf Endothelzellen erfolgt fort-
wahrend und wird nicht durch Entzindungsmediatoren beeinflusst (BEVILACQUA et
al., 1994). Endotheliale ICAM-1 und ICAM-2 unterstiitzen die Adhasion und Trans-
migration von Leukozyten durch Bindung an drei unterschiedliche 32-Integrine. Diese
bestehen aus zwei Untereinheiten: einer a-Kette, in der sie sich unterscheiden (aL,
aM, aX) und einer gemeinsamen 3-Kette. Sie werden als CD11a/CD18 (Leukozyten-
funktionsantigen-1 = LFA-1), CD11b/CD18 (Macrophage Antigen Alpha = Mac-1) und
CD11c/CD18 (CR4) bezeichnet. Granulozyten und Monozyten exprimieren alle drei
32-Integrine, Lymphozyten nur LFA-1. LFA-1 bindet an ICAM-1 und ICAM-2. Mac-1
wird auf Granulozyten und Monozyten durch IL-8 hochreguliert und bindet an ICAM-1
(LUSCINSKAS und LAWLER, 1994). Die Bindungen benétigen eine vorherige
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Aktivierung der Integrine, wie sie z.B. nach der Bindung von Selektinen an Kohlen-
hydratliganden gegeben ist (CARLOS und HARLAN, 1994).

VCAM-1 wird vor allem von Endothelzellen exprimiert und kann, &hnlich wie ICAM-1,
durch Endotoxine, IL1 und TNF fir mehrere Tage hochreguliert werden. Es unter-
stutzt die Adhasion von Lymphozyten, Monozyten und eosinophilen Granulozyten
durch Bindung an a431-Integrin (CD49d/CD29, VLA4), das von neutrophilen Granu-
lozyten nicht exprimiert wird (CARLOS und HARLAN, 1994).

PECAM wird sowohl von Endothelzellen als auch von Thrombozyten und den mei-
sten Leukozyten exprimiert und kann Bindungen mit sich selbst eingehen. Auf Endo-
thelzellen kommt es vor allem an der Grenze zwischen den Zellen vor und tragt zur
Aufrechterhaltung der endothelialen Integritat bei sowie zur Diapedese von Leuko-
zyten durch die GefaBwand (MULLER et al. , 1993).

Endothelzelle Leukozyt
Selektin - Kohlenlydrat

E-Selekdin meme |
sleX
P-Selektin nEReEEE |

Muzin I :
{z.B. Glycam-1) | ) L-Salektin
lgCAM - Integrin
LFA-1
{CD11a/cD18)
~
icam1 QOO0 Mac.1
{CD11hCD18)
]
icam2 wwih La0) CRA
{CD11c/CD18)
VCAM-1 aleoialenliale L 0461
19CAM - IgCAM
PECAM (CD31) PECAM (CD31)

o000 TUTUO

Abbildung 1. Oberflachenmolekiile der Endothelzell- Leukozyten-Adhasion
(modifiziert nach BEVILACQUA et al., 1994)
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2.1.3 Endotheliale Dysfunktion

Intaktes gesundes Endothel, das durch den laminaren Blutstrom stimuliert wird, bietet
eine Oberflache, die antikoagulativ und fibrinolytisch ist, und die verhindert, dass
Leukozyten und Monozyten in gesundes Gewebe einwandern. Bei steigendem
Blutstrom sorgt es fiur die Vasodilatation des Gefalies, und es verhindert die Proli-
feration von glatten Muskelzellen der Intima. Kommt es zu einer funktionellen
Stérung der Endothelzellen, so dass sie diese Aufgaben nicht mehr erfillen kénnen,
entsteht in einem chronischen Pathogeneseprozess Atherosklerose. Verschiedene
Faktoren sind bekannt, die das Risiko einer Erkrankung erhéhen (ESPER et al. ,
2006).

Den meisten der Risikofaktoren gemeinsam ist, dass sie in der Gefaldwand die Pro-
duktion von reaktiven Oxidantien (Reactive Oxygen Species = ROS) anregen. Sie
werden auch im normalen aeroben Stoffwechsel gebildet und der Koérper verfugt tber
natirlich auftretende Antioxidatien wie z. B. die Enzyme Superoxiddismutase und
Glutathionperoxidase, Vitamin E und Vitamin C. Entstehen jedoch ROS im Uberfluss,
kann der Korper ihre Bildung nicht mehr ausgleichen und oxidativer Stress wirkt auf
die Zellen, mit der Folge, dass das Endothel aktiviert wird. Es verkehrt sich von einer
antikoagulatorischen, antiiflammatorischen Umgebung ins Gegenteil. Zu den uner-
wiinschten Wirkungen der ROS gehdren die oxidative Modifikation von DNA, Lipid-
oxidation, Modifikation von Proteinen und Aktivierung redoxsensitiver, proinflamma-
torischer Gene, wie z. B. VCAM-1, ICAM-1 und MCP-1 (NICKENIG und HARRISON,
2002).

Hinzu kommt, dass Tetrahydrobiopterin (BH4) durch oxidativen Stress zerstort wird.
BH4 ist ein Coenzym fiir die endotheliale Nitric Oxide Synthase (eNOS) bei der Pro-
duktion von NO. Fehlt jedoch BH4, wird die eNOS ,entkoppelt* und produziert statt
NO Perioxynitrit (ONOO-) eine weitere hochoxidative Substanz. Dadurch wird der
oxidative Stress weiter gesteigert, und die vasodilatative Wirkung von NO geht
verloren (FORSTERMANN, 2006).
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214 Atherosklerose

Atherosklerotische Lasionen (Atherome) sind asymmetrische Verdickungen der Inti-
ma von Arterien. Sie bestehen aus Zellen (v.a. Makrophagen, T-Zellen, glatten Mus-
kelzellen), Bindegewebsbestandteilen, Lipiden und Zelltrimmern (HANSSON, 2005).
Zur Bildung eines atheromatdsen Plagues kommt es, wenn Low Density Lipoproteine
(LDL) sich aufgrund einer Hyperlipiddmie in die GefaBwand einlagern und dort oxi-
diert werden (LDL-0x)(NAVAB et al. , 1996). LDL-ox ist hochgradig immunogen, wirkt
zytotoxisch auf Endothelzellen und kann in der arteriellen Intima zur Freisetzung von
Phospholipiden fiihren. Diese aktivieren Endothelzellen, so dass sie Entziindungs-
mediatoren (v.a. MCP-1) produzieren, welche Monozyten und T-Zellen anlocken und
Adhasionsmolekile (v.a. V-CAM 1) exprimieren, die eine Bindung ermdglichen.
Migrieren die Monozyten in die Intima, wandeln sie sich unter dem Einfluss von M-
CSF in Makrophagen um und nehmen als solche die LDL-ox auf. Durch die Akku-
mulation der Lipidtropfchen im Zytoplasma werden die Makrophagen zu Schaum-
zellen, dem Hauptbestandteil der Fettstreifen. Sie stellen die erste Stufe in der Bil-
dung eines atheromatdsen Plaques dar (LEITINGER, 2003 und LIBBY, 2002).
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Abbildung 2. Die Rolle der Monozyten in der Entwic  klung der Atherosklerose
(modifiziert nach LIBBY, 2002)
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Die Schaumzellen produzieren nun eine Vielzahl von proinflammatorischen
Substanzen, unter ihnen ROS, TF, Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sowie IL-1 und
TNFa, die auch von T-Zellen produziert werden. IL-1 und TNFa locken weitere
Entzindungszellen an. Gleichzeitig verstarken sie die Bindung von LDL an das
Endothel und die glatten Muskelzellen, so dass mehr LDL eingelagert wird. So kann
ein Teufelskreis entstehen, durch den immer mehr Lipoproteine und Entziindungs-
zellen in die GefaBwand eingelagert werden, bis diese in der Mitte einen nekro-
tischen Kern bilden (ROSS, 1999).

Auffallig ist, dass atherosklerotische Lasionen vor allem an Stellen entstehen, an
denen es zu Verwirbelungen im Blutfluss kommt, wie z.B. Bifurkationen und Aufzwei-
gungen. Laminare Scherkrafte wirken positiv auf die Bildung einiger atheroprotektiver
Substanzen, wie z.B. der antioxidativen Superoxiddismutase. Auch die Produktion
von NO, das die Expression von VCAM-1 inhibiert, wird durch laminaren Blutfluss
gesteigert (TOPPER und GIMBRONE, 1999).

Die Entzindungszellen produzieren Wachstumsfaktoren, welche die glatten Muskel-
zellen anregen, in die Lasion zu migrieren und Uberreichlich extrazellulare Matrix zu
synthetisieren, die eine fibrindse Kappe tber dem Plaque bildet. Einige Zeit kann das
Gefal3 die graduelle Wandverdickung noch durch Dilatation ausgleichen, so dass das
Lumen nicht beeintrachtigt wird (ROSS, 1999). Entsteht aber ein plétzlicher rascher
Anstieg der GrofRenzunahme, kommt es bei einer partiellen Verlegung des Lumens
zu einer Minderdurchblutung, wie es z.B. bei der Angina pectoris der Fall ist. Bei
einer vollstandigen Okklusion des Gefalles kommt es sogar zur Ischamie und
Nekrose, wie es z.B. beim akuten Myokardinfarkt vorkommt. Dies kann durch
unterschiedliche Vorgénge ausgeldst werden: zum einen ist es moglich, dass eine
oberflachliche Erosion des Plaques auftritt, die eine lokale Thrombusentstehung
verursacht. Die Endothelzellen, die das Atherom bedecken, kdénnen durch die
inflammatorischen Zytokine darin oder durch einen Angriff der aktivierten T-Zellen
den Zelltod erleiden. Durch die LDL-ox werden sie zudem dazu angeregt MMPs zu
bilden, die sie von der extrazellularen Matrix ablésen. Wird diese entblof3t, kann sich
dort ein Thrombus bilden (LIBBY, 2002).

Die zweite Moglichkeit besteht darin, dass die fibrinése Kappe, die den Plaque be-
deckt, reif3t. Die Gefahr besteht, wenn die Kollagenschicht, die der starkste Anteil der
Kappe ist, vorher durch entziindliche Prozesse im Inneren ausgedinnt wurde. Ent-

zindungsmediatoren, wie z.B. Interferon-y, inhibieren die Kollagenproduktion der
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glatten Muskelzellen und MMP1, -8 und -13, die von Monozyten und Endothelzellen
produziert werden, kénnen Kollagen spalten. Je héher also der Anteil proinflamma-
torischer Zellen und Substanzen im Plaque, desto dinner ist die Fibrinkappe und
damit auch die Gefahr, dass sie reif3t und der hochthrombotische Inhalt frei wird. So
entstehen ca. % aller akuten Myokardinfarkte (HANSSON, 2005).

Abbildung 3. Thrombus verursacht durch ein rupturi ertes Atherom
Die Stelle zwischen den Pfeilen bezeichnet die Ruptur, A: Querschnitt durch das Gefal3;
B: Detail Rupturstelle; Masson-Trichrom-Farbung (HANSSON, 2005)
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2.2 Vaskularisation

2.2.1 Embryonale Vaskularisation

In der embryonalen Entwicklung ist das Blutgefaf3system das erste Organsystem,
das sich entwickelt. Aus dem Mesoderm wandern Zellen, angeregt durch das
angrenzende Endoderm, Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) und Vascular Endo-
thelial Growth Factor (VEGF) in den Dottersack und bilden dort extraembryonale
Blutinseln. Man unterscheidet aufl3ere Zellen, Angioblasten, die sich abflachen und
weiter entwickeln zu Endothelzellen, und innere Zellen, die sich abrunden und zu
hamatopoetischen Stammzellen werden (PALIS et al. , 1995). Durch diese nahe Ver-
wandtschaft der Zellen wurde die Vermutung begriindet, dass sie eine gemeinsame
Stammzelle, den Hamangioblasten, besitzen (BAILEY und FLEMING, 2003).

Den Vorgang der Gefal3bildung aus sich in situ zu Endothelzellen differenzierenden
Angioblasten nennt man Vaskulogenese. Durch das Zusammenwachsen der Blut-
inseln und die Ausbildung eines Lumens darin entsteht ein primitives Netzwerk.
Spriel3en neue Kapillaren daraus und verzweigen sich, so nennt man das Angio-
genese (RISAU, 1991).

Im Gegensatz zu den Angioblasten im Dottersack entwickeln sich die Angioblasten
im Embryo ohne begleitende Entwicklung h@matopoetischer Zellen. Angioblasten
aus der lateralen Mesodermplatte migrieren und bilden axial im Embryo préendo-
theliale strangartige Strukturen, aus denen sich dann Tubuli entwickeln. Diese bilden
die Ausgangsformen fur den Herzschlauch, die Aorta, die Dottersackvene und die
Kardinalvenen. Daraufhin treten die extraembryonalen und die embryonalen Gefal3e
in Verbindung und die Vorlauferzellen der Blutzellen aus den Blutinseln des Dotter-
sacks beginnen zu zirkulieren und sich zu differenzieren (FLAMME et al. , 1997). Der
primitive Herzschlauch vereint sich mit den gro3en GefaRen und beginnt sich zu
kontrahieren (PATAN, 2000).

In Organen endodermalen Ursprungs, z.B. der Lunge, dem Pankreas und der Milz,
entstehen Gefal3e durch Vaskulogenese. Sind die Organe ektodermalen Ursprungs
(z.B. die Nieren), werden sie durch Angiogenese vaskularisiert (PARDANAUD et al. ,
1989).

Auch nach Einsetzen des Blutflusses wird das primitive Netzwerk noch oft umge-

staltet, ehe es dem adulten Gefal3system gleicht. GeféalRe werden zuriickgebildet, der
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Blutfluss wechselt die Richtung und es entwickeln sich Gefal3e unterschiedlichen
Kalibers. Etablieren sie sich als grol3e GefalRe, werden sie mit glatten Muskelzellen
und einer Lamina elastica interna umhiillt. Die dazu notwendigen Zellen sowie die
Perizyten der MikrogefaRe werden durch Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
rekrutiert und zur Teilung angeregt (BECK und D'AMORE, 1997). Die Proliferations-
rate der Endothelzellen, die wahrend der gesamten Entwicklung hoch bleibt, ist dann
aber beim Erwachsenen niedrig, bedingt durch den proliferationsinhibierenden Ein-
fluss des transformierenden Wachstumsfaktors-3 (Transforming Growth Factor =
TGF-R)(D'AMORE und SMITH, 1993).
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2.2.2 Vascular Endothelial Growth Factor

Der Stimulus zur Angiogenese wird durch Wachstumsfaktoren gegeben, die von den
angrenzenden Perizyten und Lymphozyten freigesetzt werden. Zu diesen angioge-
nen Faktoren zahlen der Acidic Fibroblast Growth Factor (aFGF), der Basic Fibro-
blast Growth Factor (bFGF) und die Thymidin Phosphorylase (TP), die direkt angio-
gen wirken, aber auch der Transforming Growth Factor 3 (TGF-) und der Tumor
Necrosis Factor a (TNF-a), die indirekt wirken (ROBINSON und STRINGER, 2001).
Diese Wachstumsfaktoren wirken jedoch nicht nur auf die Endothelzellen mitogen,
sondern auch auf eine Vielzahl anderer Zellarten (THOMAS, 1996).

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist der einzige Wachstumsfaktor, der nur
auf Endothelzellen wirkt. Er ist in der Angiogenese allgegenwartig und spielt auch
eine tragende Rolle in der Vaskulogenese, wie spater noch besprochen werden soll
(siehe 2. 3. 3 Mobilisierung der EPCs). Der Verlust des VEGF-Allels fuhrt im Maus-
modell zu schweren Entwicklungsstorungen des vaskularen Systems und schlief3lich
zum Tod des Embryos zwischen dem 11. und 12. Tag (CARMELIET et al. , 1996).
VEGF regt Endothelzellen zur Proliferation und Migration an und induziert die
Expression von Proteasen, wie z.B. den urokinase-type und tissue-type Plasminogen
Activator (UPA, tPA). Die Protease befreien die Endothelzellen aus ihren Bindungen
und ermdglichen so deren Migration. Zudem erzeugen sie Spaltprodukte, die ihrer-
seits wieder angiogen wirken. VEGF erhdht auch die vaskulare Permeabilitat, so
dass Plasmaproteine in das umliegende Gewebe austreten kénnen. Aufl3erdem
fordert er das Uberleben von Endothelzellen. Er kann von vielen verschiedenen
Gewebszellen ausgeschieden werden, doch fast ausschlie3lich Endothelzellen
exprimieren Rezeptoren fir VEGF (ROBINSON und STRINGER, 2001).

VEGEF ist eine homodimeres Glykoprotein, von dem 6 Isoformen bekannt sind. Die
Isoformen VEGFi121,VEGF165,VEGF1s3 und VEGFis9 sind weit verbreitet, dagegen
scheinen die Isoformen VEGF4s und VEGF206 vor allem in der Plazenta vorzu-
kommen. Die Isoformen unterscheiden sich in der Anzahl der Aminosauren. Ihre
Lange hat Einfluss auf die Bindungseigenschaften. (ANTHONY et al. , 1994). Mit
zunehmender Lange, binden sie zunehmend stark an Heparin und an die extrazellu-
lare Matrix. So bindet VEGF12 nicht an Heparin und ist frei beweglich, wahrend
VEGFi189e und VEGF206 vollstandig an die extrazellulare Matrix gebunden sind. Sie

konnen durch proteolytische Enzyme, wie z.B. uPA und tPA, aus ihrer Bindung gelost
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und so aktiviert werden. Es existieren noch weitere Proteine, die VEGF stark ahneln.
Platelet Derived Growth Factor (PDGF) enthélt zu 20 % die gleichen Aminosauren
und Placenta Growth Factor (PIGF) sogar zu 53 %. VEGF-B (oder VEGF Related
Factor) ahnelt PIGF und kommt vor allem im Herzen und in Skelettmuskeln vor.
VEGF-C (oder VEGF Related Protein) und VEGF-D (oder c-fos-Induced Growth
Factor) gleichen in der Aminosauresequenz VEGF zu 30 %, und haben einen mito-
genen Effekt auf Endothelzellen (ROBINSON und STRINGER, 2001).

Zwei homologe Rezeptoren, die VEGF binden, VEGFR-1 (oder FMS-like Tyrosin
Kinase-1 = flt-1) und VEGFR-2 (oder Kinase Insert Domain Receptor = KDR und in
der Maus fetale Leberkinase-1= flk-1), werden von Endothelzellen exprimiert. Die
Bindung wird durch eine lange, extrazellulare, immunglobulin-&hnliche Doméne,
vermittelt. AuRerdem besitzen sie eine kurze Domane, die sich durch die Zellmem-
bran erstreckt und einen intrazellularen Abschnitt, der eine Tyrosinkinase enthalt
(THOMAS, 1996). Lymphatisches Endothel verfigt noch Uber einen weiteren
Rezeptor, VEGFR-3 oder Flt-4 (MUSTONEN und ALITALO, 1995).

Nicht allen VEGF-Isoformen und VEGF-ahnlichen Proteinen ist es mdglich an alle
Rezeptoren zu binden (siehe Tabelle 2). Nur die Aktivierung des VEGFR-2 erzeugt
die mitogene und chemotaktische Wirkung auf Endothelzellen. Aktivierung des
VEGFR-1 dagegen scheint dafir verantwortlich zu sein, die Zellen zu Gefal3en
zusammenzufigen (ROBINSON und STRINGER, 2001). Die Aktivierung von
VEGFR-3 beeinflusst die Entscheidung, ob das Gefald zu einer Arterie, einer Vene
oder einem Lymphgefald wird (CINES et al., 1998).

VEGFR-1 (KDR) VEGFR-2 (FIt-1) VEGFR-3
VEGF Bindung Bindung Keine Bindung
PIGF Bindung Keine Bindung Keine Bindung
VEGF-B Bindung Keine Bindung Keine Bindung
VEGF-C Keine Bindung Bindung Bindung
VEGF-D Keine Bindung Bindung Bindung

Tabelle 2. VEGF-Rezeptoren und ihre Bindungspartne r
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2.2.3 Angiogenese

Zellen bendtigen Sauerstoff und Nahrstoffe, deshalb sind sie nie weiter von einer
Kapillare entfernt als 100-200 um, dem Diffusionsabstand von Sauerstoff. Bricht die
Versorgung ab, aktiviert die einsetzende Hypoxie den Hypoxia Inducible Transcrip-
tion Factor (HIF) dadurch, dass der sauerstoffabhdngige Abbau und die Inaktivierung
der HIF-a-Untereinheit ausbleiben. Verbindet sich die a-Einheit mit der, bereits
vorhandenen, B-Einheit, entsteht das funktionstiichtige Protein (WENGER, 2002). Es
induziert die Expression angiogener Mediatoren wie z.B. VEGF, iINOS, PDGF und
Angiopoetin-2 (Ang-2) in der hypoxischen Parenchymzelle. Auch Entziindungszellen
wie Monozyten, Thrombozyten, Makrophagen, Mastzellen und andere Leukozyten
produzieren Stoffe, die direkt oder indirekt die Angiogenese stimulieren (VEGF,
Angl, bFGF, TGF-bl, PDGF, TNF-a, Hepatocyte Growth Factor (HGF), Insulin-Like
Growth Factor-1 (IGF-1) und Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)
(CARMELIET und JAIN, 2000).

Die unterschiedlichen Stoffe Ubernehmen dabei verschiedene Aufgaben. NO dilatiert
das Gefal3, VEGF erhoht die Permeabilitdt des Gefal3es. Dadurch kdnnen Plasma-
proteine (z.B. Fibrin) ausdiffundieren und eine vorlaufige Tragersubstanz fur die
migrierenden Endothelzellen bilden. VEGF steigert auch die Proliferation und Migra-
tion der Endothelzellen, ebenso wie Angiopoetin-2, MCP-1 und PDGF (PUGH und
RATCLIFFE, 2003). Damit die Endothelzellen aus ihrem Platz in der GefalBwand
auswandern kénnen, mussen sie die interendothelialen Zellkontakte lockern und den
periendothelialen Zellverband abbauen. Ang-2 l6st die glatten Muskelzellen und
lockert die extrazellulare Matrix. VEGF und bFGF regen die Endothelzellen an Uro-
kinase Type Plasminogen Activator (UPA) und Tissue Plasminogen Activator (tPA) zu
exprimieren, die beide Plasmin aktivieren sowie unterschiedliche Matrix Metallopro-
teasen (MMP). Es gibt Gber 20 verschieden MMPs, die sich in 5 Gruppen einteilen
lassen: Kollagenasen, Gelatinasen, Matrilysins, Stromelysins und Membrane-type
MMPs (Mt-MMPs) (RUNDHAUG, 2005).

Sie spalten VE-Cadherin und brechen damit die interendothelialen Verbindungen
sowie Integrinbindungen, welche die Endothelzellen in ihrem Platz halten. Gleich-
zeitig demaskieren sie neue Integrinbindungstellen, welche die Migration

ermoglichen. MMPs degradieren die Basalmembran und die extrazellulare Matrix und
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setzen dadurch in der Matrix gebundene, angioregulatorische Wachstumsfaktoren
frei (PEPPER, 2001).

Die Endothelzellen 16sen sich aus ihrem Verband und wandern auf die chemotak-
tischen Stimuli zu, entlang einer provisorischen Matrix, die vor allem Typ | Kollagen,
Fibronektin, Fibrin und Osteopontin enthalt. Sie proliferieren und formen solide Endo-
thelzellstrange, die unter Einfluss von Ang-1 und VEGF wieder ein Lumen bilden
(RUNDHAUG, 2005). Den Stimulus stabile GefalBwande zu bilden, erhalten die
Zellen durch Angiopoetin, das an den Tie-1-Rezeptor bindet (SAHARINEN et al. ,
2005). Die Bindung von Angiopoetin-1 (Ang-1) an den Tie-2-Rezeptor erhdht die
Stabilitat der Bindung der Endothelzellen an die sie umgebende Matrix. Angiopoetin-
2 (Ang-2) dagegen wirkt als Antagonist (SURI et al. , 1996).

Um sich rohrenartig anzuordnen brauchen Endothelzellen den Stimulus ihrer Umge-
bung. Der wird durch die Rezeptorenfamilie der Integrine vermittelt, die gleichzeitig
auch der Bindung an die extrazellulare Matrix und der Migration dienen (SCHWARTZ
et al. , 1995).

AulRerdem missen die Endothelzellen sich untereinander erkennen um nicht zufallig
andere Zellen in die Gefallwand zu integrieren. Dies wird durch die Membranproteine
der Zell-Zell-Verbindungen vermittelt. Ein typisches Protein ist das Vascular Endo-
thelial (VE)-Cadherin, das in Adherens Junctions von Endothelzellen gebildet wird
(GEIGER und AYALON, 1992).

Der mechanische Stress der durchwandernden Endothelzellen induziert die Bildung
von Platelet derived Growth Factor (PDGF). Er fordert die Proliferation und Differen-
tion von Perizyten und glatten Muskelzellen. Lagern diese sich an die Endothelzellen,
inhibieren sie deren weitere Proliferation und Migration und aktivieren den Trans-
forming Growth Factor-f3 (TGF-R). Der sorgt durch die Bildung einer neuen Basal-
membran und die Ablagerung von extrazellularer Matrix fir die Stabilisierung des
neuen GefalRes (CARMELIET, 2003).
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2.2.4 Arteriogenese

Der adaptive Prozess, wéhrend dessen sich kleine Kollateralgefaf3e nach arterieller
Okklusion zu leitfahigen Arterien umwandeln, heil3t Arteriogenese. Meist handelt es
sich um arterio-arteriolare Anastomosen, die einen bis zu 20-fachen Umfang ihrer
AusgangsgroRe erreichen konnen. Im Gegensatz zur Angiogenese spielt in diesem
Prozess die Hypoxie keine Rolle. Der Blutstrom, der pl6tzlich in ein kleines Gefald
geleitet wird, steigert die Scherkréafte und die Wandspannung um ein Vielfaches. Der
dadurch verursachte Stress wirkt als Ausloser fir das Remodeling und aktiviert die
Endothelzellen. Sie beginnen chemotaktische Faktoren (z.B. MCP-1, Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor = GM-CSF, TGF-31) zu produzieren, die
Monozyten anlocken und exprimieren Oberflachenmarker, an die diese binden
kénnen (ICAM-1). Durch die Anlagerung und Invasion der Monozyten, aber auch von
Mastzellen und T-Lymphozyten gewinnt der Vorgang entzindlichen Charakter.
Monozyten wandeln sich zu Makrophagen um und produzieren zusammen mit den
aktivierten Endothelzellen Zytokine (z.B. bFGF, PDGF-B) und Proteasen (MMPSs).
Diese regen einerseits die glatten Muskelzellen und die Endothelzellen zu Proli-
feration an, andererseits l6sen sie die Basalmembran und die extrazellulare Matrix
auf. Dadurch wird die Migration der glatten Muskelzellen ermdglicht. Die glatten
Muskelzellen verlieren wahrend dieser Phase ihre kontraktilen Eigenschaften und
verstarken stattdessen die Proteinsynthese. Das Gefald nimmt an Umfang und
Wandstarke, aber auch an Lénge, zu. Diese Langenzunahme des GefalRes, ohne
Verlangerung des zu durchquerenden Gewebes, fuhrt zu der typischen Korken-
zieherstruktur der Kollateralen. Nach der akuten Phase folgt das Remodeling,
wahrend dessen das Gefal3 eine neue Membrana elastica interna erhalt und sowohl
die Media als auch die Intima wieder aufgebaut werden (CARMELIET, 2000 und
SCHAPER und SCHOLZ, 2003).
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2.3 Stamm- und Vorlauferzellen

Der Grof3teil der Zellen in adulten Organen besteht aus ausdifferenzierten Zellen, die
eine Vielzahl unterschiedlicher, spezifischer Gene exprimieren, angepasst an die
Anforderungen des einzelnen Organs. Gehen diese Zellen zugrunde, gibt es zwei
mdgliche Mechanismen, wie die Geweberegeneration ablaufen kann: einige Zellarten
konnen sich selbst regenerieren, da ihnen die Fahigkeit zu proliferieren erhalten
geblieben ist. Von Hepatozyten, Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Keratinozyten
und Fibroblasten wird angenommen, dass sie diese Fahigkeit besitzen. Jedoch ist ihr
Proliferationspotential beschrankt. Die zweite Moglichkeit besteht darin, dass unter-
gegangenen Zellen durch neu gebildete Zellen ersetzt werden, die von zirkulierenden
oder gewebsstdmmigen Stammzellen abstammen. Das bekannteste Beispiel fir
diesen Mechanismus sind die h&dmatopoetischen Stammzellen, die fortlaufend die
Blutzellen erneuern (ASAHARA und KAWAMOTO, 2004)

Als embryonale Stammzellen werden die Zellen des Embryoblasten bezeichnet.
Dabei handelt es sich um die innere Zellen der Blastozyste, die das Stadium der
Embryogenese nach etwa 5 Tagen darstellt (50 — 150 Zellen). Aus diesen pluri-
potenten Zellen entwickelt sich der gesamte Embryo mit all seinen unterschiedlichen,
hochspezialisierten Zellarten. Als totipotent werden Stammzellen bezeichnet, die sich
sowohl in die Zellen des Embryos, als auch in die Zellen der Plazenta ausdifferen-
zieren konnen. Dazu sind nur befruchtete Eizellen bis zum Morulastadium in der
Lage. Multipotent sind Stammzellen, die in der Lage sind, sich in mehrere verschie-
dene Zellarten auszudifferenzieren. Zu ihnen zahlen auch die hamatopoetischen
Stammzellen (BLAU et al. , 2001).

Die noch nicht ausdifferenzierten Zwischenstadien zwischen Stammzelle und reifer
Zelle heil3en Vorlaufer- oder Progenitorzellen und sie exprimieren unterschiedliche
Oberflachenmarker wéahrend der verschiedenen Stadien ihrer Entwicklung. Stamm-
zellen besitzen eine hohe Proliferationsrate, aber keine funktionellen Eigenschaften
einer ausdifferenzierten Zelle. So besitzt z.B. eine adulte Endothelzelle die Fahigkeit
NO zu synthetisieren. Je weiter eine Zelle sich ausdifferenziert, desto mehr Merkma-
le der adulten Zelle entwickelt sie. Dabei verliert sie ihre ,Stammzellqualitaten” (CAI
et al. , 2004). Eine Stammzelle muss, im Idealfall ein Leben lang, ihre genetische
Information unter Vermeidung der Akkumulation genetischer Mutationen bewahren,

um Zellalterung und Tumorbildung zu verhindern. Mechanismen, die die Intaktheit
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des Genoms wahren, sind Kontrolle der Telomerlange, hohes Vorkommen DNA-
reparierender Enzyme und Regulierung apoptotischer Pathways. Die Stammzelle
muss sich selbst erneuern, aber auch das Reservoir sich ausdifferenzierender
Vorlauferzellen auffillen. Sie muss also unterschiedliche Teilungszyklen durchlaufen.
Entweder entstehen bei der Teilung exakte Kopien ihrer selbst oder Abkommen,
welche die néchste Stufe der Differenzierung darstellen (Vorlauferzellen). Die erste
Teilungsart vermehrt dabei die Anzahl der Stammzellen, wahrend die zweite sie
vermindert. Teilung, bei gleich bleibender Anzahl, ist mdglich, wenn sie sich asym-
metrisch teilt, d.h. sie teilt sich in eine Kopie und eine Vorlauferzelle (MORRISON et
al. , 1997).

Stammzellen bendtigen eine geschitzte Umgebung, in der sie zwischen Phasen
hoher Aktivitdt wahrend der Proliferation und anschlie3ender Ruhe wechseln kén-
nen. Diese Umgebung bietet ihnen die so genannte Stammzellnische. Sie besteht
aus Stammzellen, deren Nachkommen und Nischenzellen, welche die Stammzellen
von Stimuli abschirmen, die sie zur Differenzierung oder zur Apoptose anregen
konnten. Gleichzeitig verhindern sie auch eine exzessive Stammzellproliferation, die
zu Krebs fihren wirde. Vorlauferzellen hingegen missen die Nische verlassen,
zirkulieren und zu den Orten gelangen kénnen, an denen sie alte Zellen ersetzen
sollen. Im Falle der hdmatopoetischen Stammzellen liegt die Stammzellnische im
Knochenmark neben dem Endost, wobei Osteoblasten, Fibroblasten, aber auch
Stromazellen und vaskulare Zellen des Knochenmarks als Nischenzellen agieren
(MOORE und LEMISCHKA, 2006).

Das Knochenmark enthélt noch weitere Stammzellen, wie z. B. mesenchymale
Stammzellen. Auch in anderem Gewebe finden sich Zellen mit Stammzelleigen-
schaften. Z. B. die Krypten des Darms und die Haarfollikel der Haut enthalten
Stammzellen, die fir Ersatz der abgeschilferten Zellen sorgen und so die Gewebs-
homoostase aufrecht erhalten (URBICH und DIMMELER, 2004).
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Abbildung 4. Stamm- und Vorlauferzellen
StZ: Stammzelle, VZ: Vorlauferzelle, Z: Zellen/-zyten, (Modifiziert nach ASAHARA und

KAWAMOTO, 2004)
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2.3.1 Endotheliale Vorlauferzellen

Lange wurde angenommen, dass Endothel sich durch Proliferation der ausdifferen-
zierten Zellen regeneriert. Doch 1997 entdeckten ASAHARA et al. , dass es moglich
ist, dass sich aus CD34+ hamatopoetischen Vorlauferzellen auch Zellen entwickeln,
die Marker von Endothelzellen exprimieren und die sich in Ischamiegebieten in das
Endothel neuer Blutgefal3e einfligen. Diese Zellen wurden als endotheliale Vorlaufer-
zellen (Endothelial Progenitor Cells = EPCs) bezeichnet (ASAHARA et al., 1997).
KHAKOO und FINKEL definierten diese folgendermalRen: EPCs sind Zellen, die im
Blut zirkulieren, aus dem Knochenmark stammen und sich phéanotypisch und funktio-
nell von Endothelzellen unterscheiden. Sie kdnnen sich in vitro zu Endothelzellen
ausdifferenzieren und in vivo zu Vaskulogenese und zur vaskuldren Homoostase
beitragen (KHAKOO und FINKEL, 2005).

Es wird angenommen, dass im Knochenmark ein gemeinsamer Vorlaufer fir hemato-
poetische und endotheliale Zellen, der Hamangioblast, existiert (SHI et al. , 1998).
Die im Knochenmark vorzufindenden unreifen EPCs gleichen in ihren Oberflachen-
markern den hamatopoetischen Stammzellen (z.B. CD133, CD34, KDR) und sind
von diesen nicht zu unterscheiden. Verlassen die EPCs das Knochenmark und
zirkulieren im peripheren Blut verlieren sie die Oberflachenmarker der unreifen
Vorlauferzellen und exprimieren immer mehr Marker, die eine reife Endothelzelle
aufweist (z.B. VE-cad, P1H12, vWF). Es handelt sich also bei den EPCs nicht um
eine phanotypisch homogene Gruppe, sondern um eine Anzahl unterschiedlicher

Stadien vom Hamangioblasten bis zur fertigen Endothelzelle (IWAMI et al. , 2004).
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Abbildung 5. MutmaRliche Differenzierungskaskade u  nd Expressionsprofile
der endothelialen Vorlauferzellen;

+: positiv, -: negativ, KM: Knochenmark, StZ: Stammzelle, EPC: endotheliale Vorlauferzelle
(modifiziert nach ASAHARA und KAWAMOTO, 2004)
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2.3.2 Quellen endothelialer Vorlauferzellen

Zur Gewinnung endothelialer Vorlauferzellen werden vor allem Knochenmark, Nabel-
schnurblut und peripheres Blut adulter Spender verwendet (HRISTOV et al. , 2003).
Nabelschnurblut enthélt zwar einen vergleichsweise hohen Anteil EPCs, die auch ein
grolRes Proliferationspotential besitzen, da sie aber nicht autolog zum Empfanger
sind, bringen sie das Problem der Immunsuppression mit sich (MUROHARA et al. ,
2000).

Auch das Knochenmark enthélt einen hohen Anteil an Vorlauferzellen, doch es
enthalt auch viele unreife EPCs ebenso wie viele Leukozyten, die proinflamma-
torisch wirken. Zudem ist fir die Gewinnung von Knochenmark ein invasiveres
Vorgehen als fir eine Blutabnahme nétig (IWAMI et al., 2004).

Peripheres Blut adulter Spender hingegen ist relativ leicht zu gewinnen. Doch es
enthalt nur einen geringen Anteil endothelialer Vorlauferzellen, so dass fur deren
therapeutischen Einsatz eine in vitro Expansion sinnvoll ware. Es gibt noch weitere
Zellen auf3er den Abkommen des Hamangioblasten, die sich zu Endothelzellen
ausdifferenzieren kdnnen, wenn sie in einer Umgebung kultiviert werden, die einen
endothelialen Phanotyp fordert. Die mesenchymalen Stammzellen (MSC) und deren
Fraktion, die Multipotent Adult Progenitor Cells (MAPCs) aus dem Knochenmark,
koénnen in vitro dazu angeregt werden einen endothelialen Phanotyp zu entwickeln
(OSWALD et al. , 2004 und REYES et al. , 2002).

AulBRerhalb des Knochenmarks enthélt Fettgewebe multipotente Zellen mesen-
chymalen Ursprungs, die sich zu Endothelzellen entwickeln kénnen (PLANAT-
BENARD et al., 2004). Im Herzen wurden c-Kit+ Zellen gefunden, die sich zu
Myozyten, glatten Muskelzellen und Endothelzellen ausdifferenzieren kénnen
(BELTRAMI et al. , 2003).

GefalRwande selbst enthalten, in einer Zone zwischen den glatten Muskelzellen und
der Adventitia, Zellen, die dazu fahig sind sowohl Endothelzellen als auch Immun-
zellen zu bilden (ZENGIN et al. , 2006).

30



SCHRIFTTUM

2.3.3 Unterschiedliche Arten endothelialer Vorlaufe rzellen

Sowohl in praklinischen als auch in klinischen Studien wurde oft folgenden Methode
zur Gewinnung von EPCs aus peripherem Blut angewandt: die mononuklearen
Zellen wurden durch Zentrifugation gewonnen und in fibronectinbeschichteten
Flaschen mit Gewebskulturmedium mit Zusatzen, die das Wachstum endothelialer
Zellen fordern (z. B. VEGF, Fetal Calf Serum), ausgelegt. Zellen die nach einigen
Tagen adharierten, wurden auf endotheliale Marker (z.B. Aufnahme von Ac-LDL,
VWF, KDR) untersucht und, im positiven Fall, wurden diese Zellen als EPCs bewertet
(INGRAM et al. , 2005). Doch wie sich herausstellte, erhalt man dadurch eine
heterogene Population von Zellen, die sich in Phanotyp, Oberflachenmarkern und
Proliferationsverhalten unterscheiden.

2003 teilte GULATI mononukleéare Blutzellen (Peripheral Blood Mononuclear Cells =
PBMCs) nach Expression des Monozytenmarkers CD14 auf und kultivierte diese. Er
stellte fest, dass CD14+ Zellen bereits nach 7 Tagen auf dem Fibronektin adharier-
ten, von spindelférmiger Gestalt waren und einige endotheliale Marker exprimierten
(CD31, KDR, Tie-2). Sie exprimierten jedoch kein eNOS oder VE-Cadherin und
zeigten auf Matrigel nur geringe Angiogenese. Er bezeichnete diese Zellen als EPCs.
Die CD14- Zellen hingegen adhérierten erst nach 2-3 Wochen, zeigten eine kopf-
steinpflasterartige Gestalt, exprimierten alle endothelialen Marker und zeigten eine
deutlich bessere Kapazitdt zur Angiogenese. Diese Zellen nannte er ,Outgrowth
Endothelial Cells" (GULATI et al., 2003).

Ungefahr zur gleichen Zeit wies auch REHMAN nach, dass die Zellen, die man durch
die bis dahin Ubliche Art der Zellkultur erhielt, zum grof3en Teil von Monozyten ab-
stammten. Er schlug vor diese statt ,Endothelial Progenitor Cells (EPC)" besser
»Circulating Angiogenic Cells (CAC)" zu nennen (REHMAN et al. , 2003).

Auch HUR fand unterschiedliche Zellpopulationen, als er unfraktionierte PBMCs
kultivierte. Nach ca. 5 Tagen fand er spindelférmige Zellen, die jedoch nach 2
Wochen nicht weiter proliferierten und nach 4 Wochen abstarben. Diese Zellen
wurden von ihm als ,Early EPCs (EEPCs)" bezeichnet. Nach 2-4 Wochen traten
kopfsteinpflasterahnliche Zellen in Erscheinung, die tber viele Wochen proliferierten
und sich von anfanglichen 1x10* auf 9 x 10 nach 12 Wochen expandieren lieRen.
Diese Zellen nannte er ,Late EPCs (LEPCs)“. Er verglich sie mit reifen Endothel-

zellen und zeigte, dass sie diese in ihrer Proliferationsrate und ihrer Lebensdauer
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weit Ubertrafen. Er wies bei beiden Versuchsgruppen die Expression von CD45, Flt-1,
eNOS, VWF, und CD31 nach und die Expression von VE-Cadherin und KDR stabil
bei den LEPCs und transient bei den EEPCs. Auf Matrigel zeigten die LEPCs mehr
Angiogenese, doch in einem Ischamiemodell der Hintergliedmal3e der Maus zeigten
beide Versuchsgruppen eine ahnlich gute Verbesserung der Angiogenese. Den
Grund dafir sah HUR darin, dass die EEPCs im Gegensatz zu den LEPCs
angiogene Zytokine (VEGF, IL-8) produzierten, die er im Zelliberstand nachwies
(HUR et al., 2004).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich bei den als Late EPCs oder Out-
growth ECs bezeichneten Zellen um eine homogene Zellpopulation handelt, die aus
dem Knochenmark stammt, den Phéanotyp und viele Eigenschaften einer Endothel-
zelle besitzt, diese aber in der Proliferationsrate und Langlebigkeit Ubertrifft. Die Early
EPCs hingegen sind ein heterogenes Gemisch verschiedener Zellen mit einem
kleinen Anteil an Zellen, aus denen sich spater Outgrowth EPCs entwickeln. Insge-
samt besitzen sie jedoch ein geringes Proliferationspotential und eine kurze Lebens-
dauer, dafir sollen sie in der Lage sein Wachstumsfaktoren zu produzieren.
PEICHEV postulierte, dass die im Blut zirkulierenden CD34+ Zellen sowohl hdmato-
poetische Stamm- und Vorlauferzellen (Hematopoetic Stem cells = HSCs) als auch
zirkulierende Endothelzellen (Circulating Endothelial Cells = CECs) miteinschlofZen.
Als Unterscheidungsmerkmal zu den HSCs zog er den endothelialen Marker
VEGFR-2 (auch KDR, Flk-1, CD 309) heran.

Zur Abgrenzung von CECs verwendete er den Stammzellmarker CD133 (auch
Prominin-like-1, AC133), gab allerdings zu bedenken, dass EPCs diesen Marker mit
zunehmender Reife verlieren. Er stellte fest, dass von der Gesamtpopulation CD34+
Zellen nur etwa 2 % ebenfalls VEGFR-2+ und CD133+ sind (PEICHEYV et al. , 2000).
Im Folgenden werden die Zellen, die aus unfraktionierten PBMNCs und nach kurzer
Kultivierungsphase gewonnen wurden, anders als in gro3en Teilen der Literatur, in
Anlehnung an REHMAN ,angiogene Zellen (AZ)* genannt. Die Zellen jedoch, die
nach Praselektion von CD34 und mehrwdchiger Kultivierungsphase gewonnen

wurden, werden als ,endotheliale Zellen (EZ)“ bezeichnet.
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Abbildung 6. Unterschiedliche Arten der EPCs
CEC: Circulating Endothelial Cells, HSC: Hematopoetic Stem Cells, EPC: Endothelial
Progenitor Cells, EC: Endothelial Cells
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CD- Andere Funktion Vorkommen
Nummer Bezeichnungen
CD14 Lipopolysacharid- Erkennt Antigene auf Makrophagen, Monozyten,
Rezeptor Bakterien und Pilzen Granulozyten, B-Zellen
CD31 PECAM-1 (Platelet Vermittelt Leukozyten- und Endothelzellen, die meisten
Endothelial Cell Adhesion | Thrombozytenadhasion Leukozyten und Thrombozyten
Molecule) bei Entziindung und
Angiogenese
CD34 L-Selektin-Rezeptor, Vermittelt interzellulare Kapillare Endothelzellen,
sca-1 (murin) Zelladhasion, EPC, hdmatopoetische
Stammzellmarker Vorlauferzellen
CD45 LCA (Leukocyte common | T- und B-Zell-Aktivierung Auf allen hamatopoetischen
antigen) Zellen aul3er Erythrozyten
CD54 ICAM-1 (Intercellular Neutrophilenadhésion an B- und T-Zellen, Monozyten,
Adhesion Molecule 1) Endothelzellen bei Entziindung | Endothelzellen, Epithelzellen
CD102 ICAM-2 (Intercellular Stimuliert Immunantwort Lymphozyten, Endothelzellen,
Adhesion Molecule 2) Monozyten, Thrombozyten
CD106 VCAM (Vascular Cell Vermittelt Leukozytenmigration | Endothelzellen, follikulare
Adhesion Molecule 3) durch aktivierte Endothelzellen | dendritische Zellen
CD117 c-kit, Stem-Cell-Factor- Reguliert Entwicklung und Hamatopoetische Stamm- und
Receptor Uberleben von Stammzellen Vorlauferzellen,
CD133 AC133, Prominin-like-1 Stammzellmarker, zellulare Unreife Zellen, besonders
Funktion nicht bekannt héamatopoetische und
endotheliale Stamm- und
Vorlduferzellen
CD141 Thrombomodulin Thrombinmediierte Aktivierung | Endothelzellen, neutrophile
von Protein C Granulozyten, Monozyten und
Thrombozyten
CD142 Tissue factor, Faktor IlI Aktiviert Gerinnung mit Faktor | Physiol. nicht auf Zellen, die
Thromboplastin Vila Kontakt zum Blutstrom haben
(Adventitia, glomerulare
Epithelzellen, Myokard,
Keratinozyten, Stromazellen
von Organen) nach Aktivierung
auch auf Endothelzellen,
Monozyten
CD144 VE-Cadherin Interendotheliales Endothelzellen und manche
Adhasionsmolekl Stammzellen
CD146 MUC1, MCAM (Melanoma | Adhéasionsmolekdil Endothelzellen, vaskulare
Cell Adhesion Molecule) glatte Muskelzellen,
Melanomzellen, aktivierte T-
Zellen
CD184 CXCR4, Stromal Derived | Migration von EPC, EC, HSC, | Endothelzellen, T- und B-
Factor Receptor Proliferation von B- Zellen, dendritische Zellen und
Lymphozyten, Entwicklung des | Monozyten
Herzens
CD202b Tie-2, Angiopoetin-1 Entwicklung und Proliferation Endothelzellen,
Receptor von HSC, Reifung und hamatopoetische Zellen
Stabilisierung der GefaBwande
wahrend Angiogenese
CD309 KDR (human), Flk-1 Schltsselrolle in EPCs, Endothelzellen
(murin), VEGF-Receptor 2 | Vaskulogenese und
Angiogenese
Tabelle 3. CD-Oberflachenmarker (Cluster of Diffe  rentiation),

die Relevanz bei der Charakterisierung von EPCs ha

ben
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234 Mobilisierung endothelialer Vorlauferzellen

Im Blut gesunder adulter Organismen zirkuliert nur eine sehr geringe Anzahl an
EPCs, anders als im embryonalen Kreislauf und in Nabelschnurblut. PEICHEV
schatzt ihren Prozentsatz auf 0,002 % und INGRAM nur auf 0,0001% der Blutzellen
(INGRAM et al., 2005 und PEICHEV et al., 2000). Um im Bedarfsfall nach einem
ischamischen Insult zur Vaskulogenese beitragen zu kdnnen, muss es dem Korper
mdglich sein, Zellen aus dem Knochenmark zu mobilisieren und diese Uber den
Blutstrom zum Infarktgebiet zu transportieren. In den letzten Jahren sind einige
endogene und exogene Substanzen bekannt geworden, welche die Zahl der zirkulie-
renden EPCs durch Mobilisation aus dem Knochenmark erhéhen. Zu den endogenen
Wachstumsfaktoren gehdren VEGF und Stromal Cell Derived Factor-1 (SDF-1), die
von ischamischem Gewebe freigesetzt werden, sowie Granulocyte Colony Stimu-
lating Factor (G-CSF) und Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-
CSF), die bei Entzindungen sezerniert werden. Weitere Wachstumsfaktoren sind
Erythropoetin (EPO), das die Produktion der Erythrozyten anregt und Angiopoetin-1
(Ang-1), das in der Angiogenese eine Rolle spielt (HRISTOV und WEBER, 2004).
Auch von HmG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (Statinen), die zuerst zur Senkung der
Lipidlast atherosklerotischer Patienten eingesetzt wurden, konnte eine Steigerung
der EPC-Mobilisierung gezeigt werden (LLEVADOT et al. , 2001). Sport ist ein
weiteres Mittel, die Zahl der zirkulierenden EPCs zu steigern (LAUFS et al. , 2004).
Auch Ostrogen soll dazu in der Lage sein (IWAKURA et al. , 2003).

Ein Hinweis darauf, dass die EPC-Mobilisierung eine Reaktion des Kérpers ist, um
auf ischamische Insulte zu antworten, ist die Tatsache, dass sowohl nach Myokard-
infarkt als auch in der frihen Phase der kongestiven Herzinsuffizienz die Anzahl der
zirkulierenden EPCs rapide ansteigt. Auch vaskuldre Traumata, wie eine Bypass-
Operation oder Verbrennungen haben einen &hnlichen Effekt (HRISTOV und
WEBER, 2004).

Der Mechanismus, welcher der Mobilisierung zugrunde liegt, ist erst ansatzweise
verstanden. Die meisten Stammzellen im Knochenmark liegen in ihrer Stammzell-
nische in Kontakt mit Stromazellen und Osteoblasten in einer Umgebung, die dafur
sorgt, dass sie in der GO-Phase des Zellzyklus bleiben. Einige andere befinden sich
in der N&he von sinusoidalen GefadRen im Knochenmark. Diese so genannte

vaskulare Nische bietet eine Umgebung, welche die Proliferation und Differenzierung
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der Stammzellen fordert und ihnen gestattet durch das Endothel in den Blutstrom zu
transmigrieren (YIN und LI, 2006).

Damit die Stammzellen aus der Osteoblastennische in die vaskulare Nische migrie-
ren kdnnen, mussen die Zell-Zell-Verbindungen geldst und die Zytokine gespalten
werden, die an die ECM oder die Membranen der Stromazellen gebunden sind, wie
z.B. Kit Ligand (KitL). KitL kann in zwei Formen vorliegen: soluble KitL (sKitL) und
membrane bound KitL (mKitL). Die freie Form erlaubt Migration, wahrend die mem-
brangebundene sie unterbindet. Proteasen wie MMP9 kdonnen mKitL aus dessen
Bindungen spalten und in die freie Form Uberfihren (HEISSIG et al. , 2002). MMP9
wird z.B. durch NO aktiviert, das selbst ebenfalls proliferierend wirkt. Auch im
Knochenmark wird NO durch die eNOS der Endothelzellen der dortigen Gefal3e
synthetisiert. Viele der mobilisierenden Faktoren wirken durch eine Aktivierung der
eNOS im Knochenmark. VEGF aktiviert die eNOS durch Flk-1-vermittelte Phospho-
rylierung und auch die EPC-Erh6hungen durch Statine, Sport und Ostrogen gehen
wohl auf die Steigerung der Aktivitat der eNOS zurlick (AICHER et al. , 2005).

G-CSF hingegen sorgt fur die Ausschittung von Elastase und Kathepsin G aus Neu-
trophilen. Diese Proteasen brechen die Bindungen der Stammzellen zu den Stroma-
zellen auf und spalten SDF-1, das von Stromazellen produziert wird. Dadurch kehrt
sich der SDF-1-Gradient zwischen dem Knochenmarkstroma und den sinusoidalen
BlutgefalRen um und sorgt fiir den Ubertritt der Zellen in das Blut, da die Zellen dem
SDF-1-Gradienten chemotaktisch folgen, wenn SDF-1 an den CXCR-4-Rezeptor auf
den EPCs bindet (AICHER et al. , 2003).
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2.3.5 Homing und Differenzierung endothelialer Vorl  &uferzellen

Nach der Mobilisierung der Zellen mussen die EPCs gezielt zu dem Ort der Neovas-
kularisation gelangen, um dort effizient zum Einsatz zu kommen. Dieser Prozess wird
als Homing bezeichnet. Er beinhaltet auferdem die initiale Adhasion der Zellen an
das aktivierte Endothel oder die offenliegende extrazellulare Matrix, die Transmi-
gration durch das Endothel und die Invasion in das Zielgebiet (DIMMELER et al. ,
2005).

Auch hier sind die genauen Mechanismen nicht vollkommen bekannt, die diesen
Vorgangen zugrunde liegen. Doch man weil3, dass in ischamischem Gewebe die
Aktivierung von HIF zur Produktion von SDF-1 fuhrt. In vitro zeigen EPCs eine
dosisabhéangige Migration auf SDF-1 zu und in vivo verursacht die lokale Applikation
von SDF-1 eine dortige Akkumulation von EPCs (YAMAGUCHI et al. , 2003).
Integrine vermitteln die Adhasion unterschiedlicher Zellen einschlie3lich Leukozyten
und Stamm- und Vorlauferzellen an Proteine der extrazellularen Matrix und an Endo-
thelzellen. Die Invasion der EPCs in ischamisches Gewebe erfolgt durch Adh&sion
an aktiviertes Endothel und anschliel3ende Transmigration. Dabei scheint besonders
[32-Integrin eine Rolle zu spielen (CHAVAKIS et al. , 2005).

Die Reendothelisierung von entblo3ten GefalRen hingegen kommt durch Adhésion
der EPCs an extrazellulare Matrix zustande. Dies wird vor allem durch Vitronectin-
rezeptoren (avi33-Integrin, av35-Integrin) vermittelt (URBICH und DIMMELER, 2004).
Der Differenzierungsprozess zur reifen Endothelzelle, den die Zellen mit Verlassen
der Stammzellnische begonnen hat, wird nun abgeschlossen. Ein Stimulus dafir ist
wiederum SDF-1 (DE FALCO et al. , 2004).

Da VEGF in der embryonalen Entwicklung eine entscheidende Rolle in der Differen-
zierung der Endothelzellen spielt und auch in in vitro-Kulturen diesen Effekt hat, liegt
der Schlusse nahe, dass er auch an dieser Stelle eine Rolle spielt (DIMMELER et al.,
2005). AulRerdem konnte in vitro nachgewiesen werden, dass Mikropartikel, die bei
der Apoptose von Endothelzellen entstehen sowohl die Proliferation als auch die
Differenzierung von EPCs férdern (HRISTOV und WEBER, 2004).
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2.3.6 Aufgaben endothelialer Vorlauferzellen im Kor  per

Lange Zeit wurde angenommen, dass Neovaskularisation postnatal nur noch durch
Angiogenese mittels Proliferation der adulten Endothelzellen stattfindet. Diese ist
jedoch sehr begrenzt. Neuere Studien haben gezeigt, dass das Blut und das
Knochenmark Zellen enthalten, die in vitro endotheliale Merkmale ausbilden
(ASAHARA et al., 1997 und SHI et al.,, 1998). Unterschiedliche Studien haben
bewiesen, dass diese Zellen zur Neovaskularisation nach Gliedmaf3enischamie,
wahrend der Wundheilung, nach Myokardinfarkt oder wéahrend der zyklischen
Organogenese des Endometriums beitragen (ASAHARA et al., 1997 und IWAMI et
al., 2004).

Allerdings variiert das Ausmald der Beteiligung der EPCs an den neuen Gefal3en je
nach Studie zwischen 0 und 90 % (ASAHARA et al., 1997 und KALKA et al. , 2000
und ZIEGELHOEFFER et al. , 2004). Hohe Beteiligung konnte meist in Tumorangio-
genese festgestellt werden (ASAHARA et al. , 1999). Eine Erklarung fir diese unter-
schiedlichen Werte kdnnte darin liegen, dass verschiedene Modelle mit unterschied-
licher Intensitat der Ischamie gewahlt wurden. So ware es moglich, dass eine gering-
gradige Ischamie nur zu einem geringen Stimulus der Mobilisierung und des Homing
fuhrt und dadurch den Anteil der EPCs in den Gefal3en beeinflusst. Da auch unter-
schiedliche Methoden zur Gewinnung der EPCs gewahlt wurden, ware es auch még-
lich, dass nicht die gleichen Subpopulationen von EPCs verwendet wurden. Da sich,
trotz einer geringen Anzahl inkorporierter Zellen, eine verbesserte Neovaskulari-
sation zeigte, liegt es nahe, dass EPCs diese auch auf anderem Weg unterstitzen.
Durch Expression von Wachstumsfaktoren, wie z.B. VEGF, und Zytokinen kénnen
sie sowohl zusatzlich die Angiogenese als auch das Uberleben der adulten Endo-
thelzellen fordern (URBICH und DIMMELER, 2004 und ZIEGELHOEFFER et al.,
2004).

Doch nicht nur nach ischamischen Geschehen kommen die EPCs zum Einsatz. Es
gibt vermehrt Hinweise darauf, dass EPCs auch fir den Ersatz apoptotischer und
nekrotischer Endothelzellen zustandig sind. In Studien konnte gezeigt werden, dass
EPCs GefalRwénde, die nach Ballonverletzung entbl63t waren, wieder reendothelia-
lisierten (GRIESE et al., 2003) und dass sie die Atheroskleroselast ApoE-defizienter
Mause, die cholesterinhaltiges Futter erhielten, senkten, ohne gleichzeitig den
Cholesterinspiegel im Blut zu senken (RAUSCHER et al. , 2003).
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Des weiteren ist bekannt, dass kardiovaskulare Risikofaktoren wie Alter, Bluthoch-
druck, Rauchen, Diabetes, hoher LDL-Cholesterinspiegel sich sowohl auf die Anzahl
als auch die Funktion der EPCs negativ auswirken(VASA et al. , 2001). Umgekehrt
konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einem besonders niedrigen EPC-Level
eine hohere Wahrscheinlichkeit haben kardiovaskulare Symptome zu entwickeln
(WERNER et al. , 2005).

Viele der kardiovaskularen Risikofaktoren schadigen Endothelzellen direkt, indem sie
Apoptose induzieren oder indirekt, indem sie oxidative Substanzen freisetzen, die zur
Entkoppelung der eNOS und so zur Dysfunktion des Endothels fuhren. Wird die
Integritat des Endothels beeintrachtigt, fehlt ihr inhibitorischer Effekt auf die glatten
Muskelzellen und sie fangen an zu proliferieren. Dadurch kénnen Stenosen entste-
hen. Ersetzen jedoch EPCs die apoptotischen Zellen, ist der Prozess gestoppt. Da
jedoch die kardiovaskularen Risikofaktoren auch die Anzahl der zirkulierenden EPCs
senken, kann so ein Teufelskreis in Gang kommen, der dazu fihrt, dass die Athero-
sklerose fortschreiten kann und der schlief3lich in Thrombose und Infarkt endet.

Die Reduktion der zirkulierenden EPCs kann unterschiedliche Ursachen haben: zum
einen ware es moglich, dass im Knochenmark nur ein begrenzter Vorrat an Stamm-
und Vorlauferzellen vorhanden ist, der durch den standigen Verbrauch erschopft
wird. Eine weitere Moglichkeit ware, dass die systemische Entkopplung von eNOS
die Mobilisierung der EPCs aus dem Knochenmark beeintrachtigt. Auch kénnten die
EPCs selbst durch den oxidativen Stress zur Apoptose angeregt werden oder dieser
verandert die Umgebung der EPCs dergestalt, dass sie nicht zu Endothelzellen
ausdifferenzieren kénnen (DIMMELER und ZEIHER, 2004).

39



SCHRIFTTUM

2.3.7 Therapeutische Anwendungen endothelialer Vorl  &uferzellen

Unterschiedliche klinische Anwendungen kommen fir die EPCs in Frage: zum einen
konnen sie zur Reendothelialisierung nach Stenting oder Ballonkatheterverletzung
eingesetzt werden, ebenso wie fur den Uberzug vaskularer Implantate mit einer anti-
immunogenen Schicht. Auch die Mdglichkeit Tumorwachstum zu stoppen, durch
gezielte Applikation genetisch veranderter EPCs, die die Vaskularisation des Tumors
aufhalten, wird untersucht (RUMPOLD et al. , 2004). Doch besonders fir die Neo-
vaskularisation ischamischer Gewebe kénnen sie von Nutzen sein, da sie auf einzig-
artige Weise sowohl die Angiogenese als auch die Vaskulogenese anregen kdnnen.
Auch mit dem therapeutischen Nutzen der EPCs nach Myokardinfarkt haben sich
mehrere praklinische Studien beschaftigt. Bereits 1999 verabreichte ASAHARA et al.
Mausen, deren Knochenmark durch Bestrahlung zerstért worden war, markierte
Zellen aus dem Knochenmark gleich alter Mause i. v. in die Schwanzvene. 4 Wochen
nach Knochenmarktransfer wurde die Left Anterior Descending Artery (LAD) der
Méause permanent ligiert. Nach weiteren 7 Tagen wurden die Mause euthanasiert und
das Herz histologisch untersucht. Die markierten Zellen fanden sich in Kapillaren und
Arterien im Periinfarktgebiet wieder (ASAHARA et al., 1999).

KOCHER gewann PBMC durch Leukopherese aus dem Blut von Patienten, die 4
Tage lang mit G-CSF, zur Mobilisierung der hamatopoetischen Zellen, behandelt
worden waren, sortierte daraus die CD34+ Zellen aus und Uberprifte die Expression
verschiedener endothelialer Marker (z.B. KDR, Tie-2, VWF, eNOS). Die Zellen
wurden nach 7 Tagen in Kultur gelabelt und i.v. Ratten verabreicht, die 48 h zuvor
eine Ligatur der LAD erhalten hatten. Die Herzfunktion wurde per Ultraschallunter-
suchung verfolgt und nach 15 Wochen wurden die Ratten euthanasiert. In den
Ratten, die Zellen erhalten hatten, zeigte sich sowohl eine verbesserte Funktion in
vivo, als auch histologisch vermehrte Neovaskularisation sowie reduzierte Apoptose
der Myozyten (KOCHER et al. , 2001).

KAWAMOTO gewann PBMC aus dem Blut gesunder Spender und brachte diese
insgesamt in Kultur. Nach 7 Tagen wurden sie markiert und er verabreichte sie i.v.
Ratten, die 3 h zuvor eine Ligatur der LAD erhalten hatten. Auch hier wurde in vivo
durch Ultraschalluntesuchungen eine verbesserte ventrikulare Funktion und histo-
logisch eine geringere Fibrose festgestellt (KAWAMOTO et al. , 2001).
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Bereits anhand dieser weniger Beispiele wird deutlich, wie viele Variablen in den
Untersuchungen enthalten sind. Die Zellen kénnen entweder aus dem Knochenmark
oder aus dem peripheren Blut gewonnen werden. Wobei es in beiden Fallen mdglich
ist das Rohmaterial unfraktioniert zu verwenden ohne genau zu wissen, welche
Zellen enthalten sind, oder bestimmte Subpopulationen anhand von Oberflachen-
markern auszusortieren (KHAKOO und FINKEL, 2005).

PEICHEV vertritt die Ansicht, dass fur die Identifikation zirkulierender EPCs die
Expression der Oberflachenmarker CD34+, CD133+ und VEGFR-2+ uberprift
werden muss (PEICHEYV et al., 2000).

Zudem hat die Expansion der Zellen in Kultur und deren Dauer einen Einfluss auf die
letztendlich gewonnenen Zellen. Sowohl GULATI als auch HUR zeigten, dass in
endothelialer Zellkultur die Zellen, die bereits nach 7 Tagen adhé&rieren und Kolonien
bilden, nur geringe Proliferation zeigen und nur tber wenige Generationen zu expan-
dieren sind. Die EPCs aber, die sich erst nach ca. 4 Wochen zeigen, besitzen ein
hohes Proliferationspotential, welches sie uUber mehrere Generationen hinweg
behalten (GULATI et al., 2003 und HUR et al., 2004).

Da Patienten mit hohen kardiovaskularen Risikofaktoren und Atherosklerose, also die
Risikogruppe fur Myokardinfarkte, eine reduzierte Anzahl und Funktion der zirkulie-
renden EPCs zeigen, ist besonders hier eine Expansion der Zellen vor Injektion
winschenswert (VASA et al., 2001).

Hinzu kommt, dass typischerweise aus 100 ml Blut, selbst eines gesunden Spen-
ders, nach 7 Tagen 5 Mio. EPCs in Kultur wachsen. Jedoch sind angesichts der
Zahlen, die in Tierversuchen angewendet werden, ca. 500 — 2000 EPCs / g Koérper-
gewicht notwendig, wenn diese systemisch appliziert werden sollen. Um die fiir einen
durchschnittlich schweren Menschen notwendige Anzahl zu erreichen ohne die
Zellen zu expandieren brauchte man 12 | Blut (IWAMI et al., 2004).

Um die Anzahl der zirkulierenden EPCs zu erhdhen, ist es mdglich die Substanzen,
die ihre Mobilisierung stimulieren, systemisch zu verabreichen. Doch sind z.B.
gegenuber der Verabreichung von G-CSF Sicherheitsbedenken laut geworden, da
einige Studien von Nebenwirkungen berichteten (HILL et al. , 2005 und KANG et al. ,
2004). Klinische Studien hingegen konnten zwar keine Nebenwirkungen, aber auch
keine Verbesserung der Ventrikelfunktion oder Verkleinerung der Infarktgrof3e fest-
stellen (ZOHLNHOFER et al. , 2006).
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Die Gabe von Statinen dagegen, scheint sich nicht nur positiv auf die Lipidlast des
Patienten und die Mobilisation der EPCs auszuwirken, sondern auch deren Differen-
zierung und Uberleben zu steigern sowie der Entkopplung der eNOS entgegenzu-
wirken (DIMMELER und ZEIHER, 2004 und FORSTERMANN, 2006). Eine weitere
Strategie besteht darin entweder die Zellen selbst oder das ischamische Gewebe,
durch Gentransfer, zur Expression Uberlebensférdernder oder angiogener Chemo-
kine zu stimulieren (HRISTOV und WEBER, 2004).

In Nabelschnurblut ist etwa die 10-fache Menge an zirkulierenden endothelialen Vor-
lauferzellen (CEPCs) vorhanden, die auRerdem noch Uber ein héheres Proliferations-
potential verfiigen. Der Nachteil an dieser Quelle ist jedoch, dass es sich hierbei nicht
um autologes Material handelt und so eine Immunsuppression notwendig waére.
AulRerdem besteht die Gefahr, dass es durch die hohe Proliferation zu Tumorbildung
kommen kdonnte (MUROHARA et al. , 1999).

Schliel3lich beeinflusst auch die Art der Applikation die Anzahl der Zellen, die tatséch-
lich im Zielgewebe ankommen. Die Methode, die anféanglich gerne in Tierversuchen
verwendet wurde, die Zellen intraventds zu applizieren, hat viele Nachteile. Viele
Zellen gelangen nicht ins Zielgebiet sondern werden vorher, z.B. von der Milz, abge-
fangen, so dass wesentlich héhere Ausgangszahlen notwendig sind. Zudem gibt es
Beflrchtungen, dass die zirkulierenden Zellen an anderer Stelle zu unerwinschter
Angiogenese, z.B. in Tumoren oder diabetische Retinopathie, beitragen kdénnten
(ASAHARA und KAWAMOTO, 2004).

Die lokale Applikation hingegen beschrankt die notwendige Menge auf ein Minimum.
Als Mdoglichkeiten kommen dafir in Betracht: intrakoronare Infusion Uber einen
Ballonkatheter oder intramyokardiale Injektion, entweder endokardial Uber einen
Katheter, oder epikardial wahrend einer Operation. Fur die intrakoronare Infusion
spricht, dass die Zellen in eine Uberlebensfreundliche Umwelt gelangen, in der die
Blutversorgung noch erhalten ist. Die Nachteile sind, dass nicht alle Gebiete erreicht
werden kdnnen und dass die Zahl der infundierbaren Zellen begrenzt ist ohne das
Risiko einer Embolie einzugehen. Beides kdnnte man durch die intramyokardiale
Injektion umgehen, jedoch besteht hier das Risiko die Ventrikelwand zu perforieren.
Auch die Injektion der Zellen in nekrotisches Gewebe ist kaum dazu geeignet deren
Uberleben und Differenzierung zu férdern. Hier bietet die Injektion intraoperativ die
Mdglichkeit die Zellen in das Randgebiet zu applizieren, in welchem das Myokard

noch nicht nekrotisch, sondern nur ,schlafend” ist. Noch besser ist dies nach der
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Identifikation dieser Gebiete durch elektromechanisches Mapping moglich (EMM)
(DIMMELER et al., 2005).

Es sind bereits mehrere klinische Studien durchgefiihrt worden, die jedoch unter-
schiedliche Erfolge verzeichneten. Allerdings konnten in keiner Studie mit Zellen, die
aus dem Knochenmark oder dem Blut stammen, nachteilige Nebenwirkungen festge-
stellt werden. An dieser Stelle seien vor allem Studien angefuhrt, die sich mit der
Behandlung des akuten Myokardinfarkts (AMI) auseinandersetzten. Nur 3 der Stu-
dien waren als randomisierte Doppelblindversuche angelegt (BOOST, ERBS und
JANSSENS). Die beiden groRReren widersprachen sich in ihren Ergebnissen:
wahrend in der BOOST-Studie eine signifikante Verbesserung der linksventrikuléaren
Auswurffraktion (LVEF) der Gruppe, die Knochenmarkszellen erhielt, gegenulber der
Placebogruppe, festgestellt werden konnte, fand Janssens keinen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen (JANSSENS et al., 2006 und WOLLERT et al.
, 2004).

Sowohl in diesen beiden Studien als auch der Mehrzahl der anderen klinischen
Studien sind bis jetzt vor allem unselektiert mononukleare Zellen aus dem Knochen-
mark eingesetzt worden (IWAMI et al., 2004). Die wenigen Studien, die Vorlaufer-
zellen aus dem Blut verwendeten (TOPCARE-AMI, MAGIC, ERBS und WILLER-
SON), haben bis jetzt darauf verzichtet diese nach spezifischen Markern zu selek-
tieren und sie Uber langere Zeit in Kultur zu expandieren. In der TOPCARE-AMI-
Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass die Injektion zirkulierender Vorlaufer-
zellen eine mit der Injektion von Zellen aus dem Knochenmark vergleichbare
Verbesserung der Herzleistung bewirkt (ASSMUS et al., 2002 und BRITTEN et al. ,
2003 und SCHACHINGER et al. , 2004).

Es ware mdoglich, dass die unterschiedlichen Ergebnisse der klinischen Studien durch
das heterogene Ausgangsmaterial der Zellen bedingt sind. Es ware interessant zu
sehen, ob bei einer genauer definierten Subpopulation, wie z.B. den EPCs,
reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden kdnnen. Da es sich bei den typischen
Zielpatienten um Individuen mit reduzierten zirkulierenden Vorlauferzellzahlen
handelt, wéare eine Zellart, die sich in Kultur auf eine Vielfaches expandieren liel3e,
wie die Late Outgrowth EPCs, winschenswert. Noch ist jedoch unklar, ob sie sich
auch aus dem Blut von Patienten gewinnen lassen und ob deren Zellen voll

funktionsfahig sind und zur Neovaskularisation beitragen.
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Studie/Erst Applikations Zelltyp Anzahl Dauer Endpunkte Ergebnis
autor weg Patient | (Mon.)
en
Sicherheit Sicher
Strauer et al., Intrakoronar BM-MNCs 10 3 LVEF Keine Verb.
2002 Kultur Gber InfarktgrofRe kleiner
Nacht
Sicherheit Sicher
TOPCARE-AMI | Intrakoronar 29 BM-MNCs | 59 4 LVEF Verbesserung
Assmus et al., 30 CEPC ESV Verkleinerung
(Britten/Schachi LVWM Verbesserung
nger)
2002, 2003,
2004
LVEF Verbesserung
Stamm et al., Intra- CD133+ 5 9 Myokard- Verbesserung
2003 myokardial BMC durchblutung
Sicherheit Sicher
MAGIC Intrakoronar 10 PBMC 20 6 LVEF Verbesserung
Kang et al., nach
2004 Stimulation
mit G-CSF
7 G-CSF
Sicherheit Sicher
BOOST Intrakoronar BMC 30 6 LVEF Verbesserung
Wollert et al.,
2004
Sicherheit Sicher
Fernandez- Intrakoronar BMC 20 6-11 LVEF Verbesserung
Aviles et al., ESV Verkleinerung
2004 WMSI Verkleinerung
LVEF Verbesserung
Erbs et al., Intrakoronar PBEPC nach | 13 3 LVWM Verbesserung
2005 Stimulation CFR Verbesserung
mit G-CSF Infarktgroe Verbesserung
LVEF Keine Verb
Janssens et al., | Intrakoronar BMC 33 4 Infarktgroe
2006 LV-Funktion

Tabelle 4.

Ventricular Wall Motion, WMSI: Wall Motion Score Index, CFR: Coronary Flow Reserve

Klinische Studien, die autologe Vorlau
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ferzellen nach AMI einsetzten
AMI: Akuter Myokardinfarkt, BM-MNC: Bone Marrow Mononuclear Cells, BMC: Bone Marrow
Cells, CEPC: Circulating Endothelial Progenitor Cells, PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells,
PBEPC: Peripheral Blood Endothelial Progenitor Cells, G-CSF: Granulocyte Colony Stimulating
Factor, LVEF: Left Ventricular Ejection Fraction, ESV: End-Systolic Volume, LVWM: Left




EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Zielvorstellung

Seit Bekannt werden der endothelialen Vorlauferzellen wurde versucht diese zur
Verbesserung der Ventrikelfunktion nach myokardialem Infarkt einzusetzen. Dabei
stellte sich heraus, dass unterschiedliche Methoden, diese aus peripherem Blut zu
gewinnen, zu unterschiedlichen Zellpopulationen fuhrten. In neueren Studien konnte
gezeigt werden, dass die bislang am haufigsten eingesetzte Methode zu deren
Gewinnung, unfraktionierte mononukleare Zellen Uber einen kurzen Zeitraum in
Kultur anzuzichten, eine Population heterogener, maRig proliferativer und kurz-
lebiger Zellen hervorbringt. Werden die Zellen jedoch auf die Expression von CD34
vorselektiert und Uber langere Zeit in Kultur gehalten, so wurde berichtet, dass eine
homogene Population hochproliferativer, langlebiger Zellen entsteht.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es beide Methoden der Kultivierung von endothelialen
Vorlauferzellen mit Zellen aus dem Blut menschlicher adulter Probanden durchzu-
fuhren und die gewonnenen Zellen in ihrer Morphologie, ihrem Wachstumsverhalten,
der Expression von Oberflachenmarkern und ihrer Fahigkeit zur in vitro Angiogenese
zu vergleichen.

Das therapeutische Potential beider Zellpopulationen fir die Verbesserung der
Ventrikelfunktion soll in einem Myokardinfarktmodell der Nacktratte untereinander
und mit einer Kontrollgruppe, die Pufferldsung statt Zellen erhalt, verglichen werden.
In vivo wird die Ventrikelfunktion echokardiographisch durch die Messung der
linksventrikularen Auswurffraktion untersucht. Histologisch wird die Infarktgrof3e, das
Ausdunnungsverhaltnis und der Expansionsindex vermessen und die Angiogenese

untersucht.

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemalf3 88 des deutschen Tierschutzgesetzes vom
25. 05. 1998 von der Regierung von Oberbayern genehmigt. Die Projektnummer
lautet 209.1/211-2531-72/04.
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3.2 Material und Methoden

3.21 Zellkultur

Die Zellkulturarbeiten werden an einer sterilen Reinraumwerkbank (Kojair Biowizard,
Kojair Oy Tech, Finnland) durchgefuhrt. Die Zellen werden in einem Begasungsbrut-
schrank (HeraCell, Heraeus Instruments GmbH, Dusseldorf) bei 37C, 4% CO 2 und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 97% inkubiert.

Alle Materialen und Geréate werden vor ihrem Einsatz desinfiziert oder sterilisiert. Die
Hande werden mit Einmalhandschuhen bedeckt. Das Zellkulturlabor wird in regel-

mafigen Abstanden mittels UV-Lampen bestrahilt.

3.2.1.1 Isolation und Kultur der angiogenen Zellen

Zur Gewinnung der angiogenen Zellen wurden 10-14 ml venéses Blut von gesunden,
adulten Probanden abgenommen. Es wird zu gleichen Teilen mit Ficollreagenz
(Ficoll-Hypaque TM Plus, Amersham Biosience, UK) gemischt und anschlie3end 20
min. bei 1900 U/min. ohne Bremse zentrifugiert (Megafuge, Kendro Laboratory
Products, Osterode, Deutschland). Dadurch separieren sich die Monozyten,
Thrombozyten und Lymphozyten von den Erythrozyten und Granulozyten in einem
Uberstand, der durch das Ficollreagenz stabil abgetrennt wird. Dieser Uberstand wird
abgenommen und dann 2 x mit Phosphatase Buffered Saline (GIBCO, Paisley,
UK)(PBS) gewaschen.

Der Zelluberstand wird in ein Falconréhrchen pipettiert und mit 50 ml PBS zweimal
fir 10 min. bei 1700 U/min. zentrifugiert. Das so entstandene Zellpellet wird in 50 ml
M199 (20 % Fetal Calf Serum, 5ml Penicillin/Streptomycin auf 500 ml Medium)
Uberfuhrt und erneut zentrifugiert. Wiederum wird das Zellpellet in (1 ml)
resuspendiert und die darin enthaltenen Zellen mit einem Zahlgerat (Sysmex KX21,
Norderstedt, Deutschland) gez&hlt. Jeweils 13 Millionen Zellen werden in mit
Fibronectin beschichteten T25 Flasche mit 4-5 ml M199 ausgelegt. Nach 48stlindiger
Inkubation bei 37 T werden die Zellen, die nicht adhériert sind, im Uberstand
entnommen und erneut zentrifugiert, resuspensiert, gezahlt und in Fibronectin
beschichteten Flaschen jeweils 13x10E6 Zellen wieder ausgelegt. Die Zellen werden
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in den Brutschrank verbracht und jeden 2. Tag das Medium (M199) gewechselt.
Jeden Tag werden unter dem Lichtmikroskop in 8 Zahlfeldern mit 100-facher
Vergrol3erung die adharenten Zellen ausgezahlt und deren Mittelwert errechnet. Ein
Zahlfeld besitzt bei 100-facher Vergrélierung eine Grof3e von 156,25 umz2. Die Werte
werden auf 1 mm2 hochgerechnet und eine Wachstumskurve erstellit.

Zur Gewinnung der Zellen werden sie mit Trypsin abgel6st, zentrifugiert und das

Zellpellet in 150 ul EBM2 ohne Zusatze geldst.

3.2.1.2 Isolation und Kultur der endothelialen Zell en

Die endothelialen Zellen werden aus dem vendsen Blut von Patienten gewonnen, die
an einer koronaren Herzerkrankung leiden und im Deutschen Herzzentrum behandelt
werden. Die Proben werden innerhalb von 4 h nach ihrer Gewinnung bearbeitet und
wie oben beschrieben einer Ficoll-Fallung unterzogen.

Die Leukozyten werden mit magnetischen Beads gemischt, die an den CD34-
Rezeptor (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) binden und 30 min. bei
4° C inkubiert. Danach wird die Suspension durch eine Magnetic-Cell-Sorting
(MACS)-Saule (Miltenyi Biotec) laufen gelassen, welche die markierten Zellen
isoliert. Die MACS-Saule wird mehrfach mit HF-Puffer gesplilt, die Sédule aus dem
Magneten herausgenommen und mit 5 ml HF-Puffer nochmals gespult, damit die
CD34+ Zellen aus der Saule gewaschen werden. Der Vorgang wird mit einer neuen
Saule wiederholt, um eine hohere Reinheit der Zellen zu gewéhrleisten.

Nach lIsolierung der CD34+ Zellen werden diese mit einem fluoreszenzmarkierten
Antikérper gegen CD34 (100 pug/ml IgG Maus anti-human CD34-APC BD Bioscience,
USA) fir 45-60 min im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend werden die apoptotischen
Zellen markiert, indem die Zellsuspension fir 10 min mit 7-Aminoactinomycin D (5
pl/ml 7-AAD, BD Bioscience, USA) auf Eis inkubiert wird. Die Anzahl der lebenden
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CD34-positiven Zellen wird durch eine Durchflu3zytometrie (siehe Kapitel 3. 2.2.2)
bestimmt.

Die Zellen werden in einer Neubauer-Zdhlkammer gezahlt und anschlieRend zirka
200 000 Zellen in T12,5 Flaschen (Falcon Flask, BD Biosience, Bedford, USA), die
mit Fibronectin (5 pg/cmz?, Cell Systems Biotechnologie, St. Katharinen) beschichtet
wurden, ausgelegt und mit 3 ml EBM2 bedeckt. Das Nahrmedium EBM2 (Endothelial
Basal Medium, Cambrex, Walkersville, USA) enthéalt in 500 ml folgende Zusatze: 10
ml FBS; 0,2 ml Hydrocortison; 2 ml hFGF-B, 0,5 ml VEGF; 0,5 ml R3-IGF;1, 0,5 ml
Ascorbinsaure; 0,5 ml hEGF; 0,5 ml GA-1000 und 0,5 ml Heparin und wird dreimal in
der Woche gewechselt.

Bei jedem Mediumwechsel wird unter dem Lichtmikroskop begutachtet, ob Zellen
adhéarieren, Zellhaufen bilden oder konfluent werden. Erscheinen sie konfluent,
werden sie mit Hilfe von Trypsin abgeldst, mit PBS gewaschen und ihre Anzahl mit
der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Aus den kontinuierlich bestimmten Zellzahlen
wird ein Wachstumsprofil erstellt. Nach Zentrifugation der Zellen bei 1400 U/min. fur
5 min. werden sie, je nach Anzahl, auf mehrere T25 oder T75 Flaschen verteilt.

Fir die Transplantation in das Rattenherz werden die Zellen mit Hilfe von Trypsin
abgelost, zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in 150 pl von einem

Gemisch aus 498 ul EBM2 ohne Zusatzen und 2 ul Heparin resuspensiert.
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3.2.1.3 Isolation und Kultur der Human Umbilical Ve  in Endothelial Cells

Die Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECS) werden aus Nabelschniren
gewonnen, die in der Abteilung fur Geburtshilfe des Klinikums rechts der Isar von den
Patienten zu Forschungszwecken freigegeben wurden.

Die Nabelschnur wird mit 70%igem Alkohol desinfiziert und dann in PBS eingelegt.
Mit einem alkoholgetrankten Tuch wird das Blut ausgestrichen. Nach Abklemmen der
beiden Enden wird die Vene aufgesucht, in diese an jedem Ende eine Knopfkanule
eingefuhrt und durch eine Ligatur die Vene an den Knopfkanilen fixiert. An beiden
Knopfkaniilen wird ein 3-Wegehahn angeschlossen. Uber einen 3-Wegehahn wird
die Vene zuerst 2-mal mit PBS, dann einmal mit HF-Puffer (100 ml Hank’s Balanced
Salt Solution, GIBCO, USA; 860 ml Aqua dest.; 20 ml 2%iges Fetal Calf Serum,
GIBCO; 10 ml Hepe Buffer Solution, GIBCO; 10 ml Penicillin-Streptomycin, GIBCO)
gespult und anschlieen einmal mit Luft durchgeblasen. Nach Schliel3en eines
Hahns wird die Vene mit 5%iger Collagenase geflllt, die Nabelschnur wird
verschlossen und in Alufolie gewickelt. So wird sie fir 20 min bei 37C im Brut-
schrank inkubiert. Danach wird die Flissigkeit abgelassen und durch zweimaliges
Spllen mit HF-Puffer und einmaligem Durchblasen mit Luft moéglichst viele Zellen
gewonnen. Die Zellsupension wird abzentrifugiert und die Zellen in fibronectin-
beschichteten Flaschen in EBM2 mit Zusatzen ausgelegt. Der Mediumwechsel

erfolgt dreimal die Woche.
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3.2.2 Screening der Zellen

3.2.2.1  Morphologie

Die Beurteilung der Morphologie der Zellen findet unter dem Lichtmikroskop (Axiovert
100 XE, Zeiss, Hallbergmoos, Deutschland) statt. Bei 100-facher VergrofRerung
werden Aufnahmen mit einer digitalen Kamera (AxioCam, Zeiss) gemacht, die auf

dem Computer in dem Programm Axiovision 3.0.6 (Zeiss) ausgewertet werden.

3.2.2.2  DurchfluRzytometrie (FACS)

Es wird das Verfahren des flourescence activated cell sorting (FACS) angewendet,
um die Anzahl der Zellen mit spezifischen Oberflachenmarkern zu bestimmen.

Fur diese Untersuchung missen die Zellen mit Trypsin abgeldst, zentrifugiert, in PBS
gewaschen und das Zellpellet in 600 ul PBS resuspendiert werden. Die Zellen
werden mit Antikdrpern fir 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Sie
binden an bestimmte Oberflachenantigene und sind mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Danach werden die Zellen mit PBS gewaschen, zentrifugiert und in 200 —
250 pl PBS wieder gelost.

Das FACS-Gerat (FACSCalibur, Becton Dickinson, Bedford, USA) arbeitet auf dem
Prinzip der DurchfluRzytometrie. Die Zellen werden durch eine Kapillare gesaugt und
passieren dort einen Laserstrahl. Je nachdem, welche Antikbrper gebunden wurden,
emittieren sie unterschiedliches Streulicht. Anhand dessen kann das Gerat die Zellen
aufteilen und zahlen. Da verschiedenfarbige Laser eingesetzt werden, kdnnen immer
4 Oberflachenantigene gleichzeitig bestimmt werden. Die Ergebnisse werden auf
Computer mit dem Programm CELL Quest 3.3 (Becton Dickinson) aufgezeichnet. Es
werden pro Messung 50-100 000 Events gemessen, bei einer Messrate von 300-500
Events/sec.

Zum Eichen des Nullpunktes wird Aqua dest verwendet, als Isoprobe eine Zellsus-

pension, die nicht mit Antikdrpern inkubiert wurde.
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Sowohl die Early als auch die Late Outgrowth EPCs und die HUVECS werden auf
die Expression der Marker CD14, CD31, CD45, CD34, CD133, VEGFR2, CXCR3
und CXCR4 untersucht.
Folgende Antikorper werden verwendet:
CD14: 5 pg/ml Maus IgG anti-human CD14-PerCP (BD Bioscience, USA)
CD31: 100 pg/ml Maus IgG anti-human CD31 —PE (BD Bioscience, USA)
CD34: 100 pg/ml IgG Maus anti-human CD34-APC (BD Bioscience, USA)
CD45: 50 pg/ml 1IgG Maus anti-human CD45-PE (Coulter Immunotech,
Frankreich)
CD133: 100 pg/ml 1IgG CD133-PE (Miltenyi Biotech, Deutschland)
VEGFR-2: 50 pg/ml Maus IgG anti-human VEGFR-2-PE (R&D Systems,
Deutschland)
CXCR3: 50 pg/ml Maus IgG anti-human CXCR-3-FITC (R&D Systems,
Deutschland)
CXCR4: 50upg/ml Maus IgG anti-human CXCR-4-Fluorescein (R&D Systems,
Deutschland)

3.2.2.3  Matrigel-Angiogeneseassay

Matrigel (Matrigel™Basement Membrane Matrix, BD Biosciences, Bedford, USA)
besteht aus Proteinen, die in der Basalmembran vorkommen. Seine Hauptbestand-
teile sind Laminin, Kollagen IV, Heparansulfatproteoglykane, Entactin und Nidogen.
Da es aus dem Engelbreth-Holm-Swarm-Maussarkom gewonnen wird, enthélt es
dessen Wachstumsfaktoren: vor allem TGF-beta, Fibroblast Growth Factor und
Tissue Plasminogen Activator. Werden Zellen auf diesem Substrat aufgebracht,
koénnen sie, je nach ihrer Veranlagung, netzartige Strukturen ausbilden.

Die Zellen werden aus den Flaschen mit Trypsin abgeldst, zentrifugiert und das Zell-
pellet in 100 yl EBM2 gel6st. Die Suspension wird in eine, mit Matrigel ausge-
schichtete, 96 Wellplatte verbracht und mit 150 ul EBM2 bedeckt.

Sie werden tber Nacht inkubiert und am néchsten Tag wird die Gefal3bildung unter
dem Lichtmikroskop (Axiovert 100 XE, Zeiss) in 50-facher Vergrol3erung beurteilt und

mit einer digitalen Kamera (AxioCam, Zeiss) fotographisch dokumentiert.
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3.2.3 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchstiere dienen mannliche RNU-Nacktratten, da diese keinen Thymus
besitzen und so auf Xenotransplantate nicht mit einer Immunantwort reagieren. Die
Tiere stammen aus der Zucht der Charles River GmbH (Sulzfeld, Deutschland) und
wiegen zwischen 180 und 280 g.

Sie bendtigen aufgrund ihrer Immunsuppression eine moglichst pathogenarme
Umwelt. Dies wird im Tierstall des Zentrum fur praklinische Forschung im Klinikum
Rechts der Isar durch folgende MaRnahmen gewabhrleistet: die Makrolon-Einzelkafige
vom Typ Il werden vor der Verwendung dampfsterilisiert und mit entstaubter und
entkeimter Holzfasereinstreu (Fa. Altromin, Lage, Deutschland) befillt. Die Atemluft
wird durch einen Luftfilter (Fa. Techniplast, Italien) gefiltert und dann direkt in die
Kafige eingeleitet. Dabei wird die Luftfeuchtigkeit bei 50-55% gehalten und die
Temperatur bei 20-23 C.

Als Futter erhalten die Tiere ein bestrahltes Zuchtfutter fur Ratten und Ma&use
(Rattenpellets, Fa. Altromin, Lage, Deutschland) sowie autoklaviertes Wasser ad
libitum.

Eine Zeitschaltuhr sorgt fir einen ausgeglichenen 12 h Tag/Nachtrhythmus.

Die Operationen, Ultraschalluntersuchungen sowie die Organentnahme finden in den
Operationsraumen des Zentrum fir préklinische Forschung im Klinikum Rechts der
Isar statt.
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3.24 Versuchsaufbau

1. Hauptversuch

Der Versuch dauert 14 Tage. Es gibt 3 Versuchstiergruppen:

1.: Kontrollgruppe (10 Tiere): Injektion von 150 pl EBM2 ohne Zusatze

2.: Versuchsgruppe A (10 Tiere): Injektion von 1 Millionen angiogener Zellen gelést in
150 pl EBM2 ohne Zusatze

3.: Versuchsgruppe E (14 Tiere): Injektion von 1 Millionen endothelialer Zellen gelost
in 150 ul EBM2 ohne Zusatze

Einige Tage vor der Operation wird eine Ultraschalluntersuchung durchgefthrt und

die Ausgangswerte des endsystolischen Volumens (ESV) und der Auswurffraktion

(Ejection Fraction = EF) als MaR fur die myokardiale Funktion ermittelt.

Am Tag 0 erfolgt die Thorakotomie mit Ligatur der LAD (Ramus interventricularis

paraconalis der Arteria coronaria sinistra ; left anterior descending artery) und 30-

minatiger Ischdmie des Myokards. Daraufhin wird die Ligatur geldst und es kommt

zur Reperfusion. Den Tieren der Kontrollgruppe wird 150 pl EBM2 ohne Zuséatze, an

5 Stellen im Periinfarktgebiet in das Myokard injiziert. Die Tiere der Versuchsgruppe

A erhalten 1 Millionen angiogene Zellen und die Tiere der Versuchsgruppe E

erhalten 1 Millionen endotheliale Zellen, jeweils geltst in 150 pl EBM2 ohne Zusétze.

Am Tag 7 und 14 wird erneut echokardiographisch die ESV und die EF gemessen

und am Tag 14 wird im Anschluss daran die Ratte euthanasiert und das Herz

enthommen.
Pra OP Tag0 Tag?7 Tag 14
Echokardio- Thorakotomie mit Ligatur Echokardio- Echokardio-
graphie der LAD fdir 30 min., graphie graphie,
Reperfusion und Tétung
/ Injektion der Zellen/ Organentnahme
Pufferlésung
Kontrollgruppe I I |
Versuchsgruppe Ap }
Versuchsgruppe E I I
Tag0 Tag 3
N Thorakotomie mit Tétung und

Ligatur der LAD fir  Organentnahme
30 min., Reperfusion

und Injektion der

Zellen/Pufferlésung
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2. Kurzzeitversuch

Der Versuch dauert 3 Tage. Es gibt 3 Versuchstiergruppen:

1.: Kontrollgruppe (10 Tiere): Injektion von 150 pl EBM2 ohne Zusatze

2.: Versuchsgruppe A (10 Tiere): Injektion von 1 Millionen angiogener Zellen gelést in
150 pl EBM2 ohne Zusatze

3.: Versuchsgruppe E (14 Tiere): Injektion von 1 Millionen endothelialer Zellen gelost
in 150 ul EBM2 ohne Zusatze

Am Tag 0 erfolgt die Thorakotomie mit 30 minutiger Ischdmiephase nach Ligatur der

LAD und anschlieBender Reperfusion. Die Tiere der Kontrollgruppe erhalten 150 pl

EBM2 ohne Zusatze intramyokardial, die Tiere der Versuchsgruppe A 1 Millionen

angiogene Zellen und die Tiere der Versuchsgruppe E 1 Millionen endotheliale

Zellen, jeweils geldst in 150 ul EBM2 ohne Zusétze.

Am Tag 3 wird die Ratte euthanasiert und die Organe werden entnommen.
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3.25 Versuchsdurchfuihrung

3.2.5.1 Anasthesie und Monitoring

Die Ratten werden mit einer vollstdandig antagonisierbaren Dreifachnarkose
anasthesiert. Diese besteht aus einem alpha2-Adrenozeptoragonisten (0,15 mg/kg
Medetomidin, Dormicum®, Roche, Grenzach-Wyhlen), einem Benzodiazepin (2
mg/kg Midazolam, Dormitor®, Pfizer, Karlsruhe) und einem Opioid (0,005 mg/kg,
Fentanyl®, ratiopharm, Ulm). Eine einmalige intramuskuldre Applikation hélt ca. 40 —
60 Minuten und kann durch wiederholte Gaben verlangert werden.

Nach Erreichen des chirurgischen Toleranzstadiums werden die Tiere mit einem
Venenverweilkatheter (VENFLON PRO, 16GA, Fa. Becton Dickinson, Helsingborg,
Schweden) intubiert und an ein Beatmungsgerat (Anesthesia Workstation, Voelker
GmbH, Kaltenkirchen) angeschlossen. Das Gerat beatmet die Ratten mit 100 %
Sauerstoff mit einer Frequenz von 55 Atemzigen pro Minute und einem Atemzug-
volumen von 10 ml.

Um die Kornea vor Austrocknung zu schitzen appliziert man Augensalbe
(Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Roche, Grenzach-Wyhlen).

Fur die Operation werden die Ratten in Seitenlage auf einer Warmeplatte gelagert
und die Vorderbeine in nach kranial gestreckter Lage fixiert.

Zum Monitoring der Vitalfunktionen dienen ein Pulsoximeter (Nonin 8600V) und eine
rektales digitales Thermometer. Die gemessene Temperatur liegt zwischen 36,5 und
37,5 .

Eine halbe Stunde vor Operationsende verabreicht man den Tieren Buprenorphin
(0,1 mg/kg KG Temgesic®, Essex, Deutschland) s.c. als Analgetikum. Die Gabe wird
im Abstand von 12 h tber 3 Tage wiederholt.

Die Anasthesie wird durch Atipamezol (0,75 mg/kg KG ANTISEDAN®, Pfizer,
Karlsruhe) und Flumazenil (0,2 mg/kg KG ANEXATE®, Roche) s.c. antagonisiert.
Nach wiedererlangen des Schluckreflexes erhalten die Ratten Metamizol-Natrium
(Novalgin®, Sanofi-Aventis, Frankfurt a.M.) per os als zusétzliche Analgesie. Auch

dies wird ebenfalls Uber 3 Tage in 12 stiindigem Abstand wiederholt verabreicht.
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3.25.2 Echokardiographie

Die Untersuchung erfolgt in Vollnarkose unter Sauerstoffbeatmung. Es wird ein
mobiles Ultraschallgerat aus der Humanmedizin (GE Vivid Five, Horten, Norwegen)
mit einer 10 MHz-Sonde verwendet.

Zur Ermittlung der Auswurffraktion (Ejection Fraction = EF) wird die Sonde parallel
zum Sternum angelegt um einen L&ngsschnitt des linken Ventrikel auf Mitralklappen-
ebene im B-Mode zu erhalten. Planimetrisch wird das enddiastolische und das
endsystolische Volumen ermittelt. Daraus errechnet man anhand der Simpson-
Formel die EF, indem man das Schlagvolumen durch das enddiastolische Volumen
teilt. Das Schlagvolumen ergibt sich aus der Subtraktion des endsystolischen
Volumens vom enddiastolischen Volumen. Dieser Parameter gibt einen Hinweis auf
das Pumpvermégen des Herzens. Das endsystolische Volumen vermittelt einen
Eindruck der Dilatation des Ventrikels durch das Remodeling. Die Messung wird 4-

mal pro Untersuchung durchgefuhrt und die Mittelwerte errechnet.
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Diastole Systole

Gesundes Rattenherz:

Anatomische Strukturen

Planimetrische Messung

Rattenherz 2 Wochen
nach Infarkt:

Anatomische Strukturen

Planimetrische Messung

Abbildung 7. Sonographische Messung der Auswurffra ktion
A-D: Gesundes Rattenherz; E-H: Rattenherz 2 Wochen nach Infarkt
A/B, E/F: Anatomische Strukturen (LV: linker Ventrikel; LA: linkes Atrium;
PM: Papillarmuskel; Ao: Austreibungsbahn der Aorta)
C/D, G/H: Planimetrische Messung: (EDV: Enddiastolisches Volumen;
ESV: Endsystolisches Volumen)
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3.2.5.3  Thorakotomie und Transplantation der Zellen

Die Operation erfolgt unter Vollnarkose mit Sauerstoffbeatmung.
Die Ratte wird auf der rechten Seite liegend auf einem Warmetisch platziert und die
Vorderbeine, nach kranial gestreckt, ausgebunden. Die linke Thoraxwand wird
rasiert, mit Alkohol entfettet und mit Povidon-Jod-L6sung (Braunol®, Fa. Braun,
Melsungen) desinfiziert. Mit einem sterilen Lochtuch wird das OP-Feld abgedeckt.
Die Haut wird mit einem Skalpell durchtrennt, beginnend auf halber Hohe des Thorax
im 3. Interkostalraum ca. 4 cm nach ventral.
Mit einer Metzenbaumschere prapariert man sich stumpf durch den M. cutaneus
trunci, den M. latissimus dorsi und den M. serratus ventralis. Die Mm. intercostales
werden mit der geschlossenen Schere durchstoRen und die Offnung durch Spreizen
ihrer Schenkel erweitert, bis man einen Rippenspreizer einsetzen kann.
Das Perikard wird mit einem Mikrodissektor erdffnet, wobei es vermieden wird das
darin eingelagerte Fett zu verletzen, da darin oft groRere Blutgeféale verlaufen.
Der Ramus interventricularis paraconalis der A. coronaria sinistra wird mit einem
Faden (Vicryl, 6-0, TF-1-Nadel, Ethicon, Norderstedt) umstochen und ein chirurgi-
scher Doppelknoten vorgelegt. Ein kurzes Fadenstick (Prolene, 0-0, Ethicon) wird
eingelegt um das Wiederertffnen zu erleichtern. Durch Anziehen des Knotens ver-
schlie3t sich der R. interventricularis paraconalis und es entsteht eine Myokard-
ischamie. Diese zeigt sich durch eine blassere Farbe des Myokards im Infarktgebiet
und einen deutlichen Anstieg der Herzfrequenz. Bei einigen Tieren kommt es auch
zu Herzarrhythmien oder sogar zu Kammerflimmern. In diesem Fall wird 0,1 ml
Amiodaron (Cordarex®, Sanofi-Aventis, Frankfurt a.M.) auf das Herz getropft und mit
einem sterilen, feuchten Wattestab dem Herzen ein impulsgebender Stups versetzt.
Nach einer halben Stunde endet die Ischamiephase und die Ligatur wird mit einem
Mikrodissektor erdffnet. Dies fihrt zu einer Reperfusion des Myokards, was erneut
Arrhythmien hervorrufen kann.
Mit einer Insulinspritze (U-40, Fa. Becton Dickinson, Helsingborg, Schweden) werden
nun die jeweilige Zellen bzw. bei der Kontrollgruppe die Pufferlésung an 5-6 Stellen
in der Periinfarktzone intramyokardial injiziert. Es wird versucht den Infarkt in gleich-
mafigen Abstanden ringférmig zu umstechen.
Ehe die Rippen mit Einzelheften (Vicryl, 3-0, SH-1-Nadel, Ethicon) verschlossen
werden, wird durch kurzzeitig erhdhtes Atemvolumen die Luft aus dem Thorax
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entfernt. Die Muskulatur und die Unterhaut werden durch eine fortlaufende Naht
(Vicryl 6-0, TF-1-Nadel, Ethicon) und die Haut mit U-Heften (Vicryl 3-0, SH-1-Nadel,
Ethicon) verschlossen.

Nach Antagonisierung der Anasthesie, wird mit der Extubation bis zum Wieder-
erlangen des Schluckreflexes gewartet. Das Tier wird zur Erhaltung der Kérper-
temperatur unter eine Rotlichtlampe gesetzt und Sauerstoff in den Kéfig eingeleitet.
Da die Tiere als Nebenwirkung auf das Buprenorphin mit Allotriophagie reagieren,
wird der Kafig mit autoklaviertem Heu eingestreut. Die postoperative Analgesie wird

wie oben beschrieben durchgefihrt.

Abbildung 8. Thorakotomie mit Ligatur der LAD
A: Hautschnitt
B: Erdffnung des Thorax (HO: Herzohr, LAD: Left Anterior Descending Arterie,
RS: Rippenspreizer)
C: Ligatur der LAD (Lig.: Ligatur, FS: Fadenstick zur Vereinfachung der Wiedereréffnung)
D: Injektion der Zellen in das Myokard nach Reperfusion (ISp.: Insulinspritze)
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3.2.5.4 Intraoperative Komplikationen

Wahrend der Operation treten drei verschiedene wesentliche Komplikationen auf:
Blutverlust, reduzierte Sauerstoffséattigung und Arrhythmien.

Der Blutverlust wird unterschieden in geringgradigen, mittelgradigen und hoch-
gradigen Blutverlust. Blutungen von weniger als 0,1 ml gelten als geringgradig und
werden z.B. durch die Einstichlécher im Myokard verursacht. Als mittelgradig werden
Blutungen bis 0,5 ml gewertet und sie kénnen z. B. dann entstehen, wenn bei der
Zellinjektion ein anderes Koronargefal3, z.B. eine Vene verletzt wird. Was dartber
hinaus geht, gilt als hochgradiger Blutverlust und tritt z. B. bei Verletzung der LAD
oder der Vena thoracica interna auf.

Die periphere Sauerstoffsattigung wird wahrend der Operation mit einem Pulsoxi-
meter Uberwacht und betragt zu Anfang der Operation 100 %. Sie wird beeintrachtigt
durch die Eréffnung des Thorax, wodurch die linke Lunge kollabiert, und durch die
Herzinsuffizienz nach Ligatur der LAD. Schwankungen im Bereich zwischen 90 und
100 % nach Ligatur werden in der Auswertung nicht beriicksichtigt, da sie durch die
Art des Eingriffes bedingt sind. Gewertet wird ein Abfall unter 90 % oder sogar unter
85 %, wobei die Uberlebenschancen sich unter 90 % nach 5 Minuten und unter 85 %
bereits nach 1 Minute deutlich verringern.

Herzrhythmusstorungen kdnnen zu drei verschiedenen Zeitpunkten der Operation
auftreten: wahrend der Ischamiephase, zu Beginn der Reperfusion und nach Injek-
tion der Zellen. In der Auswertung wird nur das deutlich sichtbare Auftreten von

Kammerflimmern berilicksichtigt, da nur in diesem Fall interveniert wird.

3.2.5.5 Euthanasie und Organentnahme

Die Toétung erfolgt in Vollnarkose, durch Injektion von Pentobarbital (300 mg/kg
Narkoren®, Merial, Rohrdorf) intravends in den Venenwinkel.

Nach Eintritt des Todes wird der Thorax erodffnet und das Herz entnommen. Die
Gefal3stamme sowie die Herzohren werden entfernt und aus den Kammern das Blut
mit physiologischer Kochsalzlosung ausgespilt. Das Herz wird anschlieRend mit
einem Skalpell quergeteilt. Die apikale Halfte wird in 4 %iger Formaldehydldsung
fixiert. Aus der atrialen Halfte wird das Infarktgebiet ausgeschnitten und beide Stiicke

bei — 80C eingefroren.
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3.2.6 Probenaufbereitung

3.2.6.1 Histologie

Die formalinfixierten Proben werden in Parafin eingebettet und aus den Bldcken
werden mit einem Rotationsmikrotom (Microm HM 335 E, Fa.: MICROM International
GmbH, Walldorf, Deutschland) 2 um dicke Scheiben geschnitten. Pro Ebene werden
Schnitte fur folgende Farbungen angefertigt:

- Masson-Trichrom-Farbung (MT)

- Immunhistochemische Farbung mit Antikbrpern gegen Aktin glatter Muskelzellen

- Immunhistochemische Farbung mit Antikdrpern gegen von-Willebrand-Faktor
Zwischen den Ebenen ist ein Abstand von 30 um. Je nach der GroéRe des Herzens

ergeben sich so 10-14 Ebenen pro Herz.

3.2.6.2 Ventrikelmorphologie

Zur Bestimmung der ventrikularen Morphologie werden die Masson-Trichrom-
Schnitte ausgewertet. Das kollagene Bindegewebe, das mit Narbengewebe des
infarzierten Gebietes gleichgesetzt wird, ist in dieser Farbung tiefblau, die Zellkerne
rot und das Zytoplasma rosa.

Die Schnitte werden in 10-facher Vergrof3erung fotografiert und mit dem Programm
AXIO VISION (Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Deutschland) gespeichert. Nach
Eingabe in das Bildanalyseprogramm Sigma Scan Pro 5, Image Analysis Version
5.0.0 (Aspire Software International, Ashburn, USA) werden die Flache des linken
Ventrikels (total LV area), die Flache der linken Kavitat (cavity area) und der des
blauen Infarktbereichs (infarction area) vermessen. Die Wanddicke im vernarbten
Infarktbereich (scar thickness) und des nicht-infarzierten Septums (septal thickness)
werden ebenfalls erfasst.

Daraus wird der prozentuale Anteil der Infarktgrof3e sowie der Kavitat am gesamten
linken Ventrikel (infarction areal/total LV area; cavity arealtotal LV area), das
Verdunnungsverhaltnis (thinning ratio: scar thickness/septal thickness) der Herzwand
und der Expansionsindex (expansion index: (cavity area/total LV area)x(septal

thickness/scar thickness)) errechnet.
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3.2.6.3 Immunhistochemie

Es werden folgende Farbungen angefertigt:

- Aktinfarbung: (Monoclonal Mouse Anti-Human Alpha Smooth Muscle Actin Clone
la4, DakoCytomation, Carpinteria, USA)

- von-Willebrand-Faktorfarbung: (Rabbit anti-human vVWF-Antikorper, Linaris,

Wertheim-Bettingen, Deutschland)

a) Aktinfarbung

Aktin ist ein Filamentprotein in Muskelzellen. Der verwendete Antikdrper in dieser
Farbung bindet nur an das Aktin glatter Muskelzellen. Mit dieser Farbung lassen sich
glatte Muskelzellen und somit GefaBwéande gréRerer Gefalie darstellen.

Die Schnitte werden Uber Nacht in einen 56°C warmen Brutschrank gestellt, mit Xylol
und einer absteigenden Alkoholreihe entparafiniert und mit einem Tris-Puffer (60,59
Trizma-Base, 700 ml Aqua dest., 2N HCL, 90 g NaCl) eingestellt. Der Antikorper
wird aufgetragen und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem
Spilen mit Tris-Puffer wird der biotinylierte Sekundarantikdrper (Biotinylated anti-
rabbit and anti-mouse immunoglobulins in phophate buffered saline, LSAB2-
Reagenz 1, DakoCytomation) hinzugegeben und fir 10 Minuten inkubiert. Wieder
wird dreimal gespilt und dann das, mit alkalischer Phosphatase markierte,
Streptavidin fur 10 Minuten dazugegeben (Streptavidin conjugated to alkaline
phosphatase in PBS, LSAB2-Reagenz 2, DakoCytomation). Nach erneutem Spulen,
folgt die Farbung mit Red Chromogen (Liquid permanent red chromogen,
DakoCytomation) fiir 10 Minuten und schlie3lich die Gegenfarbung fir 1 Minute mit
Hamalaun. In einer aufsteigenden Alkoholreihe werden die Schnitte entwassert und
anschlieBend mit Eindeckmedium (Pertex®, Fa. Medite, Burgdorf, Deutschland)
eingedeckelt.

Die Farbung folgt dem Prinzip eines Sandwich-ELISA. Der Primarantikdrper bindet
an das Protein, der biotinylierte Sekundéarantikbrper an den primaren. Das Strept-
avidin hat eine hohe Affinitdt zu dem Biotin und kann durch seine Markierung mit
alkalischer Phosphatase mit dem Chromogen reagieren. Dadurch entsteht die
eigentliche Féarbung.

Durch diese Farbung stellen sich die glatten Muskelfasern braunrot dar und das

Herzmuskelgewebe blassrosa. Unter dem Lichtmikroskop werden in einer 200-
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fachen Vergro3erung jeweils 8 Sichtfelder im Infarktgebiet und 8 im Randgebiet pro

Schnitt ausgezahlt.

b) von-Willebrand-Faktorfarbung

von-Willebrand-Faktor (VWF) ist ein Glykoprotein, das an der Gerinnung beteiligt ist.
Es ist vorhanden in Thrombozyten, subendothelialem Gewebe und den Weibel-
Palade-Bodies der Endothelzellen. Er farbt die Endothelzellen in kleinen Kapillaren
an.

Das Gewebe wird mit 0,05 g Protease (geldst in 50 ml Tris-Puffer) fir 20 Minuten
demaskiert, anschlie3end mit dreimal mit Tris-Puffer gespult und mit Blockierlésung
(Vectastain®, Blocking Kit) behandelt.

Der Primarantikorper wird aufgetropft und fur 60 Minuten inkubiert. Es wird dreimal
mit Tris-Puffer gespult. Der Sekundarantikdrper (Vectastain®, Biotinylated Antibody
IgG anti Rabbit) wird fur 30 Minuten aufgetragen und danach dreimal gespdilt. Mit
dem Avidin, das mit alkalischer Phosphatase markiert wurde (Vectastain®, ABC-AP-
Kit, AP-Reagenz) werden die Objekttrager fur 60 Minuten inkubiert und danach
dreimal gespult. Die Farbung erfolgt mit LPR-Chromogen fur 10 Minuten und die
Gegenfarbung mit Hamalaun fur 1 Minute Nach erneutem Spllen werden die
Schnitte in der Alkoholreihe entwassert und anschlieRend eingedeckelt.

Die braunrot angefarbten Strukturen kénnen in einer 200-fachen Vergréf3erung in

jeweils 8 Gesichtsfeldern im Infarktgebiet und im Randgebiet ausgezahlt werden.

3.2.6.4 Statistische Berechnung und Dokumentation

Die statistische Auswertung erfolgt mit SPSS10.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Die
Mittelwertsunterschiede zwischen den Gruppen werden anhand von t-Tests auf
Signifikanz geprift. Das Signifikanzniveau wird auf eine Irrtumswahrscheinlichkeit

p<0,05 gesetzt, ist p<0,01, werden die Mittelwertsunterschiede als hochsignifikant
beurteilt. In den Klammern hinter den Mittelwerten wird der Standardfehler (SEM)

angegeben.
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Screening der Zellen

3.3.1.1 Anzahl CD34-positiver Zellen nach immunomag  netischer

Zellsortierung

Die Gesamtzahl aller Zellen in der Zellsuspension wird in der Region 1 (R1)
gemessen. Diese betragt 56214 Zellen. Die Anzahl der apoptotischen Zellen wird in
der Region 3 (R3) gemessen und betragt 6315 Zellen. CD34+ Zellen werden in der
Region 4 (R4) gemessen. Deren Anzahl betragt 45195 Zellen. Daraus ergibt sich,
dass 90,1 % der lebenden Zellen nach der immunomagnetischen Zellsortierung
CD34+ sind.

G 80 Macs CD 34.009

— 3 Region  Zellen Events %
o R1 Gesamtzellzahl 56214 100
=3 _. R3 Apoptotische el Fiios
a R3 Zellen
g R4 CD34+ Zellen 45195 80,40

10" 10° 10
CD 34 FITC

Abbildung 9. Bestimmung der Anzahl CD34+ Zellen
FACS-Analyse der CD43+ Zellen nach deren Anreicherung durch immunomagnetische
Zellsortierung (repréasentatives Beispiel).
R1: Gesamtzahl der Zellen; R3: apoptotische Zellen; R4: CD34+ Zellen; 7 AAD: 7 Amino-
actinomycin D; FITC: Fluoresceinisothiocyanat
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3.3.1.2  Morphologie und Wachstumsverhalten der Zell  en

Angiogene Zellen:

Die anfanglich ausgelegten Zellen besitzen eine runde Gestalt. Nach ca. 4-5 Tagen
adhérieren die ersten Zellen. Sie sind von spindelformigem Aussehen. Sie
vermehren sich bis etwa zum 7.-14. Tag in Kultur, erreichten dann ihr
Wachstumsmaximum und gehen danach in der Anzahl wieder zurlck. Initial werden
13x10E6 mononukleare Zellen ausgelegt. Nur ein geringer Anteil von ihnen adhariert
und bildet Kolonien. Das Wachstumsmaximum liegt zwischen 1-2x10E6 angiogener
Zellen.

Endotheliale Zellen:

Die anfanglich ausgelegten Zellen besitzen eine runde Gestalt. Nach ca. 2-3 Wochen
wachsen Kolonien. Diese Zellen sind von sehr regelméfigem Aussehen und zeigen
die fur Endothelzellen typische kopfsteinpflasterédhnliche Morphologie. lhre Anzahl
steigt rasch von einigen wenigen Zellen an, so dass sie nach kurzer Zeit eine
konfluente Zellschicht bildeten. Das Wachstum hélt uber mehrere Wochen an. Die

initial ausgelegte Menge liegt zwischen 1-8x10E5. Nach mehreren Wochen in Kultur

konnen sie Zellzahlen von 1x10E11 erreichen.

Abbildung 10.Morphologie der Zellen in Kultur
Aufnahme der Zellen in 100-facher VergrofR3erung
A: HUVEC (human umbilical vein endothelial cell) nach 9 Passagen mit kopfstein-
pflasterahnlicher Morphologie
B: Endotheliale Zellen nach 5 Passagen mit kopfsteinpflasterdhnlicher Morphologie
C: Angiogene Zellen nach 3 Tagen mit spindelfdrmiger Morphologie
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Abbildung 11.Wachstumszunahmen der Zellen
(Reprasentatives Beispiel) Die endotheliale Zellen vervielfachten sich von anfanglich 10E5
auf Uber 10E10, die angiogenen Zellen nur von 10E5 auf 10E6

3.3.1.3 Angiogeneseassay

Die Fahigkeit kapillare Strukturen auf Matrigel zu bilden unterscheidet sich deutlich
zwischen den Zellarten. Endotheliale Zellen sind, wie auch HUVECS, in der Lage ein
Netzwerk kapillarer Strukturen auszubilden. Angiogene Zellen sind jedoch dazu nicht
fahig.

Abbildung 12.Angiogeneseassay auf Matrigel
30000 Zellen in 96 Wellplatte nach 24 h in 50-facher Vergré3erung
A: HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) bilden tubuléare Strukturen
B: Endotheliale Zellen bilden tubuléare Strukturen
C: Angiogene Zellen zeigen keine Tubulusformation
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3.3.1.4 Durchflu3zytometrie

Endotheliale Zellen:

Diese Zellen sind deutlich positiv fur Marker, die auch von Endothelzellen exprimiert
werden, wie z.B. CD31, VEGFR-2 und CXCR-4. Sie sind ebenfalls positiv fir Marker,
die als Marker endothelialer Vorlauferzellen gelten, wie z.B. CD 133 und CD34, sie
sind hingegen negativ in der Expression von Oberflachenmarkern, die auf anderen
Blutzellen zu finden sind, wie z.B. CD 14, CD 45, aul3er einer sehr geringgradigen

Expression des Markers hamatopoetischer Vorlauferzellen CXCR-3.

Angiogene Zellen:

Bei den endothelialen Markern zeigen sich diese Zellen positiv fur das relativ
unspezifische CD 31, jedoch kaum fir VEGFR-2 und CXCR4. Sie sind kaum fur
CD34 und nicht fur CD133 positiv. Sie zeigen sich zwar fir CD14 negativ, jedoch
zeigen sie sich positiv fir CD45, einem Marker, der vor allem von Leukozyten
exprimiert wird, und fir CXCR-3, der vor allem von hdmatopoetischen Vorlauferzellen

exprimiert wird.
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Abbildung 13.Expression der Oberflachenmarker
(Reprasentatives Beispiel)
Die helle Kurve stellt die Isoprobe bzw. die Eigenfluoreszenz der Zellen dar, die
dunkle Kurve die Fluoreszenz der markierten Antikorper. Eine Uberlagerung der
beiden Kurven bedeutet, dass der Marker nicht exprimiert wird.

Endotheliale Marker: CD31, VEGFR-2 und CXCR-4
Progenitorzellmarker: CD34 und CD133

Monozytenmarker: CD14, Leukozytenmarker: CD45;
Marker auf hAmatopoetischen Vorlauferzellen: CXCR-3
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3.3.2 In vivo Untersuchungen

3.3.2.1 Mortalitat

Kurzzeitversuch:
Von insgesamt 15 Tieren Uberleben 15. Dies entspricht einer Mortalitat von 0 %. Alle

Tiere kbnnen in die Auswertung einbezogen werden.

Hauptversuch:

Von insgesamt 42 Tieren uberleben 34. Dies entspricht einer Mortalitat von 19 %. In
der Kontrollgruppe tberleben 10 von 14, in der Versuchsgruppe E 14 von 18 und in
der Versuchsgruppe A 10 von 10. Somit betrdgt die Sterblichkeitsrate der
Kontrollgruppe 29 %, der Versuchsgruppe E 22 % und der Versuchsgruppe A 0 %.
Insgesamt 7 der Tiere sterben an hochgradigem Blutverlust wahrend der Operation,
1 Tier der Kontrollgruppe stirbt an unkontrollierbaren Arrhythmien, nach Ligatur der
LAD.

Die Versuchsauswertung bezieht sich auf 34 Tiere, die verstorbenen Tiere werden
nicht in die Wertung mit einbezogen (siehe Tabelle 5).
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3.3.2.2 Komplikationen

Kurzzeitversuch:

Im Kurzzeitversuch erleiden 60 % der Tiere sowohl in der Kontrollgruppe, als auch in
der Versuchsgruppe E nur einen geringgradigen oder keinen Blutverlust (3 Tiere)
und jeweils 20 % einen mittelgradigen und einen hochgradigen Blutverlust (1 Tier). In
der Versuchsgruppe A erleiden jeweils 40 % der Tiere keinen oder einen mittel-
gradigen (2 Tiere) und 20 % einen hochgradigen (1 Tier) Blutverlust.
Kammerflimmern tritt bei jeweils 20 % der Tiere der Kontrollgruppe und

Versuchsgruppe A (1 Tier) auf.

Hauptversuch:

In der Kontrollgruppe treten bei 57 % der Tiere geringgradige oder keine Blutverluste
auf (8 Tiere), bei 14 % mittelgradige Blutverluste (2 Tiere) und bei 29 % hochgradige
(4 Tiere). Von diesen 4 Tieren sterben 3 an den Folgen des Blutverlustes.

In der Versuchsgruppe E verlieren 56 % der Tiere nur geringgradig oder kein Blut (10
Tiere), 17 % mittelgradig (3 Tiere) und 28 % verlieren hochgradig an Blut (5 Tiere).
Von diesen 5 Tieren sterben 4 an den Folgen des Blutverlustes.

In der Versuchsgruppe A sind es 80 % der Tiere, die geringgradige oder keine Blut-
verluste erleiden (8 Tiere) und jeweils 10 %, die einen mittelgradigen oder hoch-
gradigen Blutverlust erleiden (je 1 Tier).

Kammerflimmern tritt bei 36 % der Tiere der Kontrollgruppe auf (5 Tiere), bei 33 %
der Tiere der Versuchsgruppe E (6 Tiere) und bei 20 % der Tiere der
Versuchsgruppe A. Nur bei einem Tier der Kontrollgruppe kann das Kammerflimmern
nicht durch lokale Gabe von Cordarex® unter Kontrolle gebracht werden und das
Tier stirbt an den Folgen. Es konnen Kkeine Signifikanzen zwischen den

Unterschieden festgestellt werden.
Ein Absinken der O2-Sattigung unter 90 % tritt nur in Zusammenhang mit

hochgradigen, nicht stillbaren Blutungen auf.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht signifikant (siehe Tabelle 5).
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Kontrollgruppe Versuchsgruppe E  Versuchsgruppe A

3 Tage: Anzahl % Anzahl % Anzahl %
Mortalitat 0 0 0 0 0 0
Blutverlust 0 3 60 1 20 2 40
+ 0 0 2 40 0 0

++ 1 20 1 20 2 40

+++ 1 20 1 20 1 20
Kammerflimmern 1 20 0 0 1 20
14 Tage: Anzahl % Anzahl % Anzahl %
Mortalitat 4 29 4 22 0 0
Blutverlust 0 3 21 9 50 6 60
+ 5 36 1 6 2 20

++ 2 14 3 17 1 10

+++ 4 29 5 28 1 10
Kammerflimmern 5 36 6 33 2 20

Tabelle 5. Mortalitdt und Komplikationen
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden; Versuchsgruppe A: Gruppe
der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden; +: geringgradiger Blutverlust < 0,1
ml; ++: mittelgradiger Blutverlust 0,1-0,5 ml; +++: hochgradiger Blutverlust > 0,5 ml
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3.3.2.3 Gewicht

Das durchschnittiche Gewicht der Ratten betragt vor der Operation in der
Kontrollgruppe 256 g (+ 9), in der Versuchsgruppe E 264 ¢ (x11) und in der
Versuchsgruppe A 227 g (x 6). Am Tag 14 betragt es in der Kontrollgruppe 244 g (+
11), in der Versuchsgruppe E 274 g (= 9) und in der Versuchsgruppe A 237 g (£ 11).
Somit ergibt sich fur die Ratten der Kontrollgruppe ein Gewichtsverlust von 12 g (+
6), fur die Ratten der Versuchsgruppen A und E jedoch jeweils eine Gewichts-
zunahme von 10 g (x 10/9). Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht
signifikant (siehe Tabelle 6, Abbildung 15).

Kontrollgruppe Versuchsgruppe E Versuchsgruppe A

MW SEM MW SEM MW SEM
Pra OP 256 9 264 11 227 6
Tag 14 244 11 274 9 237 11
Zunahme -12 6 10 10 10 9

Tabelle 6. Gewicht und Gewichtszunahmen der Ratten  in Gramm
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferldsung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden; Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden; Préa OP: Ausgangswert
vor Myokardinfarkt; Tag 14: Wert 14 Tage nach Myokardinfarkt; Zunahme: Differenz zwischen
Tag 14 und Pra OP; MW: Mittelwert, SEM: Standardfehler

Gewicht Gewichtszunahme
300 25
280 | 207
= 15 | }
E 260 : S 101 ‘
= 240 1 @ g
8 1 | £
220 1 = T ‘
200 1 > 57 Kontroligruppe  Versuchsgruppe E Versuchsgruppe A
-10 1
Pra OP Tag 14 15
B Kontrollgruppe O Versuchsgruppe E O Versuchsgruppe A 20

Abbildung 14.Gewicht und Gewichtszunahme der Ratt  en in Gramm
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden; Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Die Unterschiede zwischen
den Gruppen sind nicht signifikant. Pra OP: Ausgangswert vor Myokardinfarkt; Tag 14: Wert 14
Tage nach Myokardinfarkt; Gewichtszunahme: Differenz zwischen Tag 14 und Pra OP
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3.3.2.4 Echokardiographische Untersuchung

Die echokardiographische Messung des enddiastolischen und endsystolischen
Volumens und die sich daraus ergebende Auswurffraktion (EF, %) erfolgt bei den
drei Gruppen des Hauptversuchs, der Kontrollgruppe, der Versuchsgruppe E und der
Versuchsgruppe A bei allen Tieren vor der Operation und am Tag 14.

Bei der Messung des endsystolischen Volumens (ESV) wurden folgende Werte
ermittelt: sie betrug vor der Operation in der Kontrollgruppe 100 pl (= 8), in der
Versuchsgruppe E 112 ul (= 9) und in der Versuchsgruppe A 90ul (= 7). Nach 14
Tagen lag die ESV in der Kontrollgruppe bei 174 pl (£ 2), in der Versuchsgruppe E
bei 159 pl (£ 1) und in der Versuchsgruppe A bei 139 pl (= 14). Die entspricht in der
Kontrollgruppe einer Zunahme von 74 pl (x 2), in der Versuchsgruppe E von 47 ul (+
1) und in der Versuchsgruppe A von 49 pul (z 1). Die Unterschiede zwischen den
Gruppen sind nicht signifikant, jedoch ist die Zunahme zwischen der ersten Messung
(pra OP) zur zweiten Messung (14 Tage) innerhalb der Gruppe fur alle 3 Gruppen
signifikant (siehe Tabelle 7, Abbildung 16).

Kontrollgruppe Versuchsgruppe E Versuchsgruppe A

MW SEM MW SEM MW SEM
Pra OP 100 8 112 9 90 7
Tag 14 174 20 159 11 139 14
Zunahme 74 20 47 10 49 10

Tabelle 7. Endsystolisches Volumen in Mikroliter
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Pra OP: Ausgangswert
vor Myokardinfarkt; Tag 14: Wert 14 Tage nach Myokardinfarkt; Zunahme: Differenz zwischen
Tag 14 und Pra OP; MW: Mittelwert, SEM: Standardfehler

Die Werte des endsystolischen Volumens und des Gewichts vor der Operation
zeigen eine Korrelation, die jedoch 14 Tage nach der Operation verloren geht (siehe
Abb. 15).
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Abbildung 15. Endsystolisches Volumen und ESV-Zuna
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Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferldsung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:

Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden; Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen sind nicht signifikant. ESV: Endsystolisches Volumen; Pra OP:

Ausgangswert vor Myokardinfarkt; Tag 14: Wert 14 Tage nach Myokardinfarkt
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Abbildung 16. Korrelation zwischen endsystolischem
Vor dem Myokardinfarkt lasst sich eine Korrelation der Werte erkennen, diese geht jedoch
14 Tage nach Infarkt verloren. ESV: Endsystolisches Volumen; Pra OP: Ausgangswert vor
Myokardinfarkt; Tag 14: Wert 14 Tage nach Myokardinfarkt
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Fur die Auswurffraktion ergeben sich im arithmetischen Mittel folgende Werte: vor der
Operation betragt die EF der Kontrollgruppe 56 % (+ 2,1), der Versuchsgruppe E 56
% (= 2,6) und die der Versuchsgruppe A 57 % (+ 0.9). 7 Tage nach Ligatur der LAD
sinkt die EF der Kontrollgruppe auf 46 % (+ 3,2), die der Versuchsgruppe E jedoch
nur auf 51 % (+ 5,2) und die der Versuchsgruppe A auf 48 % (+ 3). Nach 14 Tagen
betragt die EF der Kontrollgruppe 45 % (x 4,7), die der Versuchsgruppe E mit 51 %
(x 3,1) und die der Versuchsgruppe A 50 % (+ 4,1). Die beiden Versuchsgruppen A
und E zeigen nach 14 Tagen eine signifikant hdhere Auswurffraktion als die

Kontrollgruppe (siehe Tabelle 8, Abbildung 18).

Kontrollgruppe Versuchsgruppe E Versuchsgruppe A
MW SEM MW SEM MW SEM
Pra OP 56 2.1 56 2.6 57 0.9
Tag 7 46 4,5 51 5.2 48 3
Tag 14 45 4.9 51 3.1 50 4.1

Tabelle 8. Linksventrikulare Auswurffraktion in P rozent
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferldsung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Pra OP: Ausgangswert
vor Myokardinfarkt; Tag 7: Wert 7 Tage nach dem Myokardinfarkt; Tag 14: Wert 14 Tage
nach dem Myokardinfarkt; MW: Mittelwert, SEM: Standardfehler
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Abbildung 17.Linksventrikulare Auswurffraktion in Prozent
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferldsung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Pra OP und nach
7 Tagen sind die Unterschiede zwischen den Gruppen nicht signifikant. Nach 14 Tagen
sind die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen A und E und der Kontrollgruppe
signifikant; * : Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05; Pra OP: Ausgangswert vor Myokardinfarkt;
Tag 7: Wert 7 Tage nach dem Myokardinfarkt; Tag 14: Wert 14 Tage nach dem Myokardinfarkt
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3.3.3 Histologie

3.3.3.1 Infarktgrofe

Das Infarktareal wird auf den mit Masson-Trichrom gefarbten Schnitten, wie in
Kapitel 3.2.6.2 beschrieben, ausgemessen und daraus die relative Infarktgrof3e als
prozentualen Anteil des linken Ventrikels errechnet.

Nach 3 Tagen werden folgende Mittelwerte errechnet: in der Kontrollgruppe 26 %
(£ 5), in der Versuchsgruppe E 24 % (+ 4) und in der Versuchsgruppe A 27 % (+ 5).
Nach 14 Tagen werden folgende Ergebnisse ermittelt: in der Kontrollgruppe 26 %
(x 2), in der Versuchsgruppe E 21 % (x 2) sowie in der Versuchsgruppe A 21 % (x 2)
des linken Ventrikels.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht signifikant (siehe Tabelle 9,
Abbildung 20).

Abbildung 18. Infarktareal in der Masson -Trichrom -Farbung
Querschnitte der Rattenherzen, fotografiert in 7-facher Vergré3erung unter dem
Lichtmikroskop. Blaues Gewebe (Inf.): Infarktareal, dunkelrotes Gewebe: gesundes
Myokard, LV: linker Ventrikel, RV: rechter Ventrikel, A-C: Kurzzeitversuch (3 Tage);
D-F: Hauptversuch (14 Tage); A/D: Kontrollgruppe, B/E: Versuchsgruppe E;
C/F: Versuchsgruppe A
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Kontrollgruppe Versuchsgruppe E Versuchsgruppe A

MW SEM MW SEM MW SEM
3 Tage 26 5 24 4 27 5
14 Tage 26 2 21 2 21 2

Tabelle 9. Relative Infarktgroe in Prozent des linken Ventrik  els
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. 3 Tage: Werte des
Kurzzeitversuchs; 14 Tage: Werte des Hauptversuchs; MW: Mittelwert; SEM : Standardfehler

Relative Infarktgrof3e
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Abbildung 19. Relative InfarktgroRe in Prozent des linken Ventrik  els
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A: Gruppe
der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Die relative Infarktgré3e gibt das
Verhaltnis von infarziertem Gebiet zur Gesamtgrofe des linken Ventrikels an. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen sind nicht signifikant. LV: linker Ventrikel; 3 Tage: Werte des Kurzzeit-
versuchs; 14 Tage: Werte des Hauptversuchs

Die Spannbreite der Infarktgréf3en liegt nach 3 Tagen in der Kontrollgruppe zwischen
10 und 45 % des linken Ventrikels, in der Versuchsgruppe E zwischen 10 und 35 %
und in der Versuchsgruppe A zwischen 13 und 45 %.

Im folgenden werden Infarkte von weniger als 10 % des linken Ventrikels als sehr
klein bezeichnet, Infarkte zwischen 10-20 % als klein, Infarkte zwischen 20-30 % als
mittelgrol3, Infarkte zwischen 30-40 % als groR und Infarkte, die Uber 40 % des linken
Ventrikels einnehmen als sehr grofRe Infarkte.

Nach 3 Tagen zeigen 40 % der Herzen der Kontrollgruppe kleine Infarkte, aber

jeweils 20 % der Herzen mittlere, grof3e und sehr grol3e Infarkte. Hingegen zeigen 40
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% der Herzen der Versuchsgruppe E mittelgrof3e Infarkte und grof3e Infarkte und 20
% kleine. Jeweils 20 % der Herzen der Versuchsgruppe A zeigen mittelgrol3e, grole
und sehr groRRe Infarkte und 40 % kleine Infarkte.

Keines der Herzen zeigt nach 3 Tagen einen sehr kleinen Infarkt.

Nach 14 Tagen konnen in der Kontrollgruppe InfarktgréRen zwischen 12 und 42 %
des linken Ventrikels gefunden werden, in der Versuchsgruppe E zwischen 8 und 34
% und in der Versuchsgruppe A zwischen 10 und 32 %.

60 % der Herzen der Kontrollgruppe zeigen einen mittelgrof3en Infarkt, 10 % einen
kleinen, 20 % einen groBen und 10 % einen sehr grofRen Infarkt. In der
Versuchsgruppe E zeigten 57 % der Herzen einen mittelgrof3en Infarkt, 21% einen
kleinen, 14 % einen sehr kleinen und 7 % einen grof3en Infarkt. Bei den Herzen der
Versuchsgruppe A fanden sich bei 40 % der Herzen mittelgrof3e Infarkte, bei 30 %
kleine, bei 20 % sehr kleine und bei 10 % grol3e Infarkte.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht signifikant (siehe Tabelle 10,
Abbildung 21).

InfarktgréRe Kontrollgruppe Versuchsgruppe E ~ Versuchsgruppe A

3 Tage Anzahl % Anzahl % Anzahl %
0-10% 0 0 0 0 0 0
10-20% 2 40 1 20 2 40
20-30% 1 20 2 40 1 20
30-40% 1 20 2 40 1 20

>40% 1 20 0 0 1 20
14 Tage Anzahl % Anzahl % Anzahl %

0-10% 0 0 2 14 2 20
10-20% 1 10 3 21 3 30
20-30% 6 60 8 58 4 40
30-40% 2 20 1 7 1 10

>40% 1 10 0 0 0 0

Tabelle 10. Verteilung der Infarktgrof3en
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde; Versuchsgruppe E: Gruppe
der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A: Gruppe der Tiere,

welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. 3 Tage: Werte des Kurzzeitversuchs; 14 Tage: Werte

des Hauptversuchs; Infarktgrof3e: relative Infarktgrof3e in Prozent des linken Ventrikels
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Abbildung 20. Verteilung der Infarktgrof3en
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen sind nicht signifikant. 3 Tage: Werte des Kurzzeitversuchs; 14 Tage:
Werte des Hauptversuchs; 0-10 %: sehr kleine Infarkte; 10-20 %: kleine Infarkte; 20-30 %:
mittelgrof3e Infarkte; 30-40 %: grofRe Infarkte; >40 %: sehr grofRe Infarkte
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3.3.3.2 Ausdunnungsverhaltnis

Die durchschnittliche Dicke des infarzierten Wandabschnittes und des gesunden
Septums werden ermittelt und ins Verhaltnis gesetzt.

Die Mittelwerte nach 3 Tagen betragen in der Kontrollgruppe 1,07 (x 0,05), in der
Versuchsgruppe E 1,16 (x 0,11) und in der Versuchsgruppe A 1,17 (x 0,05). Die
Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht signifikant.

Nach 14 Tagen betragen die Werte in der Kontrollgruppe 0,85 (+ 0,09), in der Ver-
suchsgruppe E 1,1 (x 0,07) und in der Versuchsgruppe A 1,15 (x 0,09). Die Unter-
schiede sind signifikant zwischen der Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe E
(p=0,05) sowie der Versuchsgruppe A (p=0,02). Der Unterschied zwischen den Ver-
suchsgruppen A und E ist nicht signifikant (siehe Tabelle 11, Abbildung 21).

Kontrollgruppe Versuchsgruppe E Versuchsgruppe A

MW SEM MW SEM MW SEM
3 Tage 1,07 0,05 1,16 0,11 1,17 0,05
14 Tage 0,85 0,09 1,1 0,07 1,15 0,09

Tabelle 11. Das Ausdinnungsverhéltnis (Thinningra  tio)
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferldsung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. 3 Tage: Werte des
Kurzzeitversuchs; 14 Tage: Werte des Hauptversuchs MW: Mittelwert, SEM: Standardfehler

Ausdiinnungsverhéltnis

14
*%

1.3 %
1.2 | |

0.9 4
0.8 4
0.7 4
0.6 4
0.5

3 Tage 14 Tage

B Kontrollgruppe O Versuchsgruppe E O Versuchsgruppe A

Abbildung 21.Das Ausdinnungsverhaltnis (Thinning ratio)
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferldsung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen nach 3 Tagen sind nicht signifikant, doch nach 14 Tagen sind die
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen A und E und der Kontrollgruppe signifikant. * :
p=0,05; **: p=0,03. 3 Tage: Werte des Kurzzeitversuchs; 14 Tage: Werte des Hauptversuchs
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3.3.3.3 Expansionsindex

Der Expansionsindex wird aus der Gré3e des linken Ventrikels und der Kavitat sowie
aus den durchschnittlichen Wanddicken des Infarktes und des Septums errechnet.
Nach 3 Tagen ergeben sich folgende Werte: in der Kontrollgruppe 33 % (x 5), in der
Versuchsgruppe E 21 % (£ 3) und in der Versuchsgruppe A 22 % (x 3). Die
Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht signifikant.

Nach 14 Tagen steigen die Werte an: in der Kontrollgruppe auf 61 % (+ 5), in der
Versuchsgruppe E auf 28 % (x 3) und in der Versuchsgruppe E auf 32 % (4). Die
Unterschiede sind hochsignifikant zwischen der Kontrollgruppe und der Versuchs-
gruppe E (p=0,001) sowie der Versuchsgruppe A (p=0,004). Der Unterschied
zwischen den Versuchsgruppen E und A ist nicht signifikant (siehe Tabelle 12,
Abbildung 22).

Kontrollgruppe Versuchsgruppe E Versuchsgruppe A

MW SEM MW SEM MW SEM
3 Tage 33 5 21 3 22 3
14 Tage 55 5 28 3 32 4

Tabelle 12. Der Expansionsindex
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden; Versuchsgruppe A: Gruppe
der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden; 3 Tage: Werte des Kurzzeitversuchs;
14 Tage: Werte des Hauptversuchs; MW: Mittelwert; SEM: Standardfehler
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Abbildung 22.Der Expansionsindex (expansion index )
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferldsung injiziert wurde; Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden; Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Die Unterschiede zwischen
den Gruppen nach 3 Tagen sind nicht signifikant, doch nach 14 Tagen sind die Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen E und A und der Kontrollgruppe signifikant. * : p = 0,001.
**: p =0,004. 3 Tage: Werte des Kurzzeitversuchs; 14 Tage: Werte des Hauptversuchs
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3.34 Immunhistochemie

3.3.4.1 Von-Willebrand-Faktorfarbung

Zur Darstellung kleiner Gefale werden die histologischen Schnitte mit einem
Farbstoff, der an einen Antikdrper gegen von Willebrand Faktor (vWF) gekoppelt ist,
gefarbt und die Gefalldichte, wie in Kapitel 3. 2. 3. 6 a) beschrieben, ermittelt. Nach
drei Tagen ergeben sich folgende Werte: im Infarktgebiet in der Kontrollgruppe 2,6

(x 1), in der Versuchsgruppe E 4,7 (+ 2,1)und in der Versuchsgruppe A 3,2 (£ 1,4).
Im Randgebiet betragt die Anzahl der Gefal3e pro Gesichtsfeld in der Kontrollgruppe
11,9 (x 7,5), in der Versuchsgruppe E 8,5 (£ 3,4) und in der Versuchsgruppe A 13 (=
7,1). Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht signifikant.

Nach 14 Tagen steigt die Anzahl der Gefal3e im Infarktgebiet in der Kontrollgruppe
auf 10,7 (£ 1,7), in der Versuchsgruppe E 11,1 (x 1,5) und in der Versuchsgruppe A
auf 8,7 (£ 0,9). Im Randgebiet ergeben sich nach 14 Tagen folgende Werte: in der
Kontrollgruppe 3,8 (= 0,4), in der Versuchsgruppe E 58 (£ 1) und in der
Versuchsgruppe A 3,9 (+ 0,8). Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht
signifikant (siehe Tabelle 13, Abbildung 24).

Kontrollgruppe Versuchsgruppe E Versuchsgruppe A

MW SEM MW SEM MW SEM

3 Tage Infarkt 2,6 1 4,7 2,1 3,2 14
Rand 11,9 7,5 8,5 3,4 13 7,1

14 Tage Infarkt 10,7 1,7 11,1 15 8,7 0,9
Rand 3,8 0,4 5,8 1 3,9 0,8

Tabelle 13. Anzahl der von-Willebrand-Faktor-posit  iven Gefalie
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferldsung injiziert wurde; Versuchsgruppe E: Gruppe
der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A: Gruppe der Tiere,
welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. 3 Tage: Werte des Kurzzeitversuchs; 14 Tage:
Werte des Hauptversuchs; MW: Mittelwert; SEM: Standardfehler
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Abbildung 23.Von-Willebrand-Faktor-positive Zelle  n 14 Tage nach Infarkt
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde. Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Randgebiet: in einem
Sichtfeld ist sowohl infarziertes, als auch gesundes Myokard sichtbar. Um die GefaR3dichte
zu untersuchen wurden VWF-haltige Zellen in den GefalRwanden mit einem Antikorper
markiert. Reagiert dieser mit Chromogen, farben sich die Zellen rot an, wahrend die um-
liegenden Zellen nur schwach rosa angefarbt werden. 200-fache Vergrof3erung.
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Abbildung 24.Anzahl der von-Willebrand-Faktor-pos itiven Gefalle
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde. Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen sind nicht signifikant. 3 Tage: Werte des Kurzzeitversuchs; 14 Tage:
Werte des Hauptversuchs; SF: Sichtfeld
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3.3.4.2 Aktinfarbung
Zur Darstellung groRerer Gefal3e werden die histologischen Schnitte mit einem
Farbstoff gefarbt, der an einen Antikdrper gegen das Aktin der glatten Muskelzellen
gekoppelt ist. Die Schnitte werden, wie in Kapitel 3.2.3.6. beschrieben, ausgezahlt.
Nach 3 Tagen werden im Infarktgebiet folgende Werte ausgezahlt: in der Kontroll-
gruppe 9,6 (£ 5), in der Versuchsgruppe E 8,2 (x 2,9) und in der Versuchsgruppe A
8,2 (= 1,6) GefalRe pro Gesichtsfeld. Im Randgebiet werden folgende Werte ermittelt:
in der Kontrollgruppe 9 (x 6), in der Versuchsgruppe E 8,3 (= 3,9) und in der
Versuchsgruppe A 5,1 (+ 1,3) GefaRe. Die Unterschiede zwischen den Versuchs-
gruppen E und A und der Kontrollgruppe sind signifikant.
Im Durchschnitt werden nach 14 Tagen pro Sichtfeld im Infarktgebiet in der Kontroll-
gruppe 11,6 (+ 1,8) aktinpositive Zellen gezahlt, in der Versuchsgruppe E 7,6 (x 0,6)
und in der Versuchsgruppe A 10,8 (x 2,8). Im Randgebiet werden folgende Werte
ausgezahlt: in der Kontrollgruppe 4,9 (= 0,7), in der Versuchsgruppe E 5,3 (x 0,5)
und in der Versuchsgruppe A 3,2 (+ 0,5) GefalRe. Die Unterschiede zwischen den
Gruppen sind nicht signifikant (siehe Tabelle 14, Abbildung 226).

Kontrollgruppe Versuchsgruppe E Versuchsgruppe A

MW SEM MW SEM MW SEM

3 Tage Infarkt 9,6 5 8,2 2,9 8,2 1,6
Rand 9 6 8,3 3,9 51 1,3

14 Tage |Infarkt 10,8 1,9 7,6 0,6 10,8 2,8
Rand 4,7 0,8 5,3 0,5 3,2 0,5

Tabelle 14. Anzahl der aktinpositiven Gefalle
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde. Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. 3 Tage: Werte des
Kurzzeitversuchs; 14 Tage: Werte des Hauptversuchs; MW: Mittelwert; SEM: Standardfe
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Abbildung 25. Smooth-Muscle-Cell-Actin-positive Z  ellen 14 Tage nach Infarkt
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferldsung injiziert wurde. Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Randgebiet: in einem
Sichtfeld ist sowohl infarziertes, als auch gesundes Myokard sichtbar. Um die GefaRdichte
zu untersuchen wurden die glatten Muskelzellen in den GefaBwanden mit einem Antikdrper
gegen Aktin markiert. Reagiert dieser mit Chromogen, farben sich die Zellen rot an, wahrend
die umliegenden Zellen nur schwach rosa angefarbt werden. 200-fache VergréRerung
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Abbildung 26.Anzahl der aktinpositiven GefalRe
Kontrollgruppe: Gruppe der Tiere, welchen Pufferlésung injiziert wurde. Versuchsgruppe E:
Gruppe der Tiere, welchen endotheliale Zellen transplantiert wurden. Versuchsgruppe A:
Gruppe der Tiere, welchen angiogenen Zellen transplantiert wurden. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen sind nicht signifikant. 3 Tage: Werte des Kurzzeitversuchs; 14 Tage:

Werte des Hauptversuchs; SF: Sichtfeld
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4 DISKUSSION

4.1 Einleitung der Diskussion

Nachdem ASAHARA 1997 berichtete, dass im peripheren Blut endotheliale Vorlau-
ferzellen zirkulieren und diese in der Lage sind die Neovaskularisierung in einem
Modell der Hintergliedmal3enischamie bei der Maus zu verbessern, wurden mehrere
préklinische, wie klinische Studien durchgefihrt, die versuchten, EPCs zur Verbesse-
rung der myokardialen Funktion nach Infarkt anzuwenden (ERBS et al. , 2005 und
KANG et al., 2004 und KAWAMOTO et al.,, 2001). In den Studien wurden unfrak-
tionierte PBMNCs verwendet, die nur fur kurze Zeit in Kultur expandiert wurden und
von spindelférmiger Gestalt waren (ASSMUS et al., 2002 und BRITTEN et al., 2003).
Diese Zellen zeigten nur begrenztes Proliferationspotential. Andere Studien berich-
teten jedoch von einer anderen Art von EPC, welche aus dem Knochenmark
stammen und im peripheren Blut zirkulieren. In diesen Studien entwickelten sich
nach langerdauernder Inkubation von mononukledren Zellen bei Anwesenheit von
VEGF Zellen mit kopfsteinpflasterartigem Aussehen und wesentlichem hoherem
Proliferations- und Uberlebenspotential. LIN wies nach, dass diese Zellen aus dem
Knochenmark stammten und GULATI, dass sie von der CD14- Fraktion der mono-
nuklearen Zellen abstammten (GULATI et al., 2003 und LIN et al. , 2000). OTT et al.
konnten 2005 zeigen, dass sich diese Zellen aus Nabelschnurblut und dem Blut G-
CSF-behandelter Probanden gewinnen und expandieren lieBen und die Ventrikel-
funktion von Nacktratten nach Myokardinfarkt verbesserten (OTT et al. , 2005).

In der vorliegenden Studie wurden beide Arten von Zellen, die wir als angiogene
Zellen und endotheliale Zellen bezeichneten, aus dem Blut adulter humaner Spender
gewonnen und in vitro hinsichtlich ihrer Morphologie, ihres Wachstumsverhaltens,
ihrer Uberlebensdauer, der Expression von Oberflichenmarkern und ihres
angiogenetischen Potentials verglichen. Wir verglichen sie auch mit Human Umbilical
Vein Endothelial Cells, die wir als Prototyp der Endothelzelle heranzogen.

Um den therapeutischen Effekt auf infarziertes Myokard zu untersuchen, wendeten
wir beide Zellarten in einem Myokardischamiemodell in der Nacktratte an. Es wurden
die linksventrikulare Funktion, die InfarktgréRe und die Gefal3bildung in den Ver-
suchsgruppen E, in der den Tieren endotheliale Zellen transplantiert wurden, und A,
in der die Tiere angiogene Zellen erhielten, im Vergleich mit einer Kontrollgruppe

untersucht.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse der in vitro Versuche

4.2.1 Diskussion der Ergebnisse der Zellkultur

Als Ausgangsmaterial fur beide Zellkulturen werden die mononuklearen Zellen aus
peripherem Blut adulter humaner Probanden verwendet. Fur die Gewinnung der
endothelialen Zellen werden die mononuklearen Zellen mit immunomagnetischen
Beads auf die Expression des Oberflachenmarkers CD34 vorselektiert. Diese
Methode wurde urspriinglich von ASAHARA beschrieben, jedoch gab er an, dass die
CD34+ Zellen, auch nach Selektion mit immunomagnetischen Beads, nur etwa 15%
der Gesamtzellzahl ausmachten (ASAHARA et al., 1997). In der vorliegenden Studie
werden die CD34+ Zellen auf circa 90 % angereichert.

CD34 wird von hamatopoetischen Stammzellen, endothelialen Vorlauferzellen und
Endothelzellen kleiner Gefal3e exprimiert. Monozyten, die eine hohe Plastizitat
besitzen und angeblich in einer, den endothelialen Phanotyp begunstigenden Kultur,
zu Endothelzellen transdifferenzieren kénnen (REHMAN et al., 2003), werden durch
diesen Schritt entfernt.

Die angiogenen Zellen werden nach dem Protokoll gewonnen, das von HILL ver-
wendet wurde (HILL et al. , 2003). Nach diesem Protokoll werden die PBMNCs
anfanglich tiber Nacht inkubiert, am nachsten Tag der Uberstand abgenommen und
die darin enthaltenen Zellen erneut ausgelegt. Durch diesen Schritt sollen schnell

adhéarierende Zellen, wie z.B. zirkulierende Endothelzellen, entfernt werden.
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422 Diskussion der Ergebnisse der Durchflulzytome  trie (FACS)

Mehrere unterschiedliche Zellarten, die im Blut zirkulieren kdnnen, in einer Umge-
bung, die den endothelialen Phanotyp fordert, diesen exprimieren: endotheliale
Vorlauferzellen, hdmatopoetische Vorlauferzellen, zirkulierende Endothelzellen und
Monozyten (INGRAM et al., 2005). Endotheliale Vorlauferzellen sind die Abkommen
des Hamangioblasten, die dem endothelialen Differenzierungsweg folgen. Diese sind
ein sehr geringer Anteil der PBMNC, doch sie sind hochproliferativ. In der Literatur
wird beschrieben, dass sie folgende Marker exprimieren: CD34, CD133 und VEGF-
R2 (PEICHEV et al., 2000) und CD31 (GULATI et al., 2003 und HUR et al., 2004).
Die hamatopoetischen Vorlauferzellen sollen anfanglich einen sehr &hnlichen
Phéanotyp besitzen wie die endothelialen Vorlauferzellen. Auch diese exprimieren
anfanglich CD34, CD133 und VEGF-R2, verlieren aber CD133 und VEGF-R2, wenn
sie beginnen sich zu Blutzellen auszudifferenzieren. Zirkulierende Endothelzellen, die
aus der GefalRwand abgeschwemmt wurden, besitzen den Phéanotyp reifer
Endothelzellen, d.h. sie exprimieren VEGF-R2 und kapillare Endothelzellen auch
CD34, jedoch nicht CD133. Sie besitzen jedoch ein geringeres Proliferationspotential
und sind ebenfalls in nur in geringer Anzahl prasent. lhre Anzahl wird bei gesunden
Individuen auf ca. 5 Zellen/ml Blut geschéatzt, nimmt aber durch GeféaRRerkrankungen,
unter anderem auch nach akutem Herzinfarkt, zu (BLANN und PRETORIUS, 2006
und WOYWODT et al. , 2002).

Eine weitere Zellpopulation in peripherem Blut, die in angiogener Zellkultur Zellen mit
endothelialem Phéanotyp hervorbringen kann, sind Monozyten (SCHMEISSER et al. ,
2001). Diese sind in groRer Anzahl in peripherem Blut vertreten, bis zu 8 % der
MNCs eines gesunden Menschen, und es gibt Grund zu der Annahme, dass ein
Grol3teil der endotheldhnlichen Zellen, die nach kurzzeitiger Kultivierung unfraktion-
ierter PBMNCs entstehen, von Monozyten abstammen (GULATI et al., 2003 und
REHMAN et al., 2003 und YOON et al., 2005). Reife Monozyten exprimieren CD14
und CDA45.

Die FACS-Analyse der angiogenen Zellen zeigt, dass es sich dabei nicht um eine
homogene Population endothelialer Vorlauferzellen handelt: die fur diese Zellen
typischen Marker (CD34, CD133 und VEGF-R2) werden nur von einem kleinen Anteil
der Zellen exprimiert. Antikdrper gegen unspezifische Marker, wie z.B. CD31 und

CXCR4, die sowohl von Endothelzellen, wie auch von den meisten Leukozyten
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exprimiert werden und CXCRS3, das auf hamatopoetischen Vorlauferzellen und
Leukozyten zu finden ist, werden von einem grof3en Anteil der Zellen gebunden.
Auch CD45, ein Leukozytenmarker, wird von einigen Zellen exprimiert. Uberraschend
ist, dass CD14, der Monozytenmarker, nicht exprimiert wird. Da die Durchflul3zyto-
metrie jedoch erst nach langerer Zeit in Kultur durchgefihrt wird, um die dafir not-
wendigen Zellzahlen zu erreichen, ist es moglich, dass die Zellen diesen Marker
unter dem Differenzierungsdruck der Wachstumsfaktoren verlieren. Differenzieren
sich Monozyten zu Makrophagen verlieren sie CD14 und auch SCHMEISSER 2001
beschrieb, dass CD14 von Monozyten nach einiger Zeit in Kultur herunterreguliert
wird, wahrend CD45 erhalten bleibt und endotheliale Marker hochreguliert werden.

Die endothelialen Zellen hingegen zeigen eine deutliche Expression aller Marker
endothelialer Vorlauferzellen (CD34 und CD133) und von Markern, die auch auf
Endothelzellen zu finden sind (CD31, VEGFR-2 und CXCR4). Sie exprimieren keine
Marker, die fur Leukozyten (CD45) oder Monozyten (CD14) typisch sind. Die gering-
gradige Expression von CXCR3 kann mdoglicherweise das Vorhandensein einer
geringen Anzahl an hamatopoetischen Vorlauferzellen bedeuten. Diese Zellen
gleichen den endothelialen Vorlauferzellen. Sie besitzen ein hohes Proliferations-

potential und die Potenz sich zu Endothelzellen auszudifferenzieren.
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4.2.3 Diskussion der Ergebnisse der Morphologie, de s

Wachstumsverhaltens und des Angiogeneseassays

Die Untersuchung der Morphologie und des Wachstumsverhaltens der beiden
Zellkulturen stimmt mit den Beschreibungen von GULATI und HUR uberein (GULATI
et al.,, 2003 und HUR et al., 2004): die angiogenen Zellen adharieren schnell, sind
von spindelformiger Gestalt, geringer Proliferation und tberleben nur 10-14 Tage in
Kultur. Die endothelialen Zellen hingegen adhérieren erst nach etwa 2 Wochen, sie
haben eine kopfsteinpflasterahnliche Morphologie, die stark derer reifer
Endothelzellen &hnelt und sie Uberleben in Kultur tber mehrere Wochen. Doch vor
allem sind sie hochproliferativ und lassen sich bis auf mehrere Milliarden Zellen
expandieren. Diese Eigenschaft deutet darauf hin, dass es sich bei diesen Zellen
nicht um adulte Endothelzellen handelt, die aus der GefalRwand ausgeschwemmt
wurden, sondern um noch nicht ganz ausdifferenzierte frische Vorlauferzellen.

Das Matrigel-Angiogeneseassay zeigt den endothelialen Charakter der endothelialen
Zellen: wie Endothelzellen bilden diese auf Matrigel tubulare Strukturen. Die angio-
genen Zellen hingegen sind dazu nicht in der Lage.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich bei den Zellen, die wir nach der
Selektion von CD34+ Zellen und langerer Kultivierungsphase gewinnen, um eine
Zellpopulation handelt, welche die typischen Marker endothelialer Vorlauferzellen
exprimiert, eine endotheliale Morphologie besitzt, in Kultur sehr langlebig und
hochproliferativ ist und die in vitro Angiogenese zeigt. Diese Zellen nennen wir
endotheliale Zellen.

Bei den Zellen, die aus unfraktionierten mononuklearen Zellen und kurzer Kulti-
vierungsphase gewonnen wurden hingegen handelt es sich um Zellen, die kein
eindeutiges Markerprofil besitzen, von spindelfdrmiger Gestalt sind, die in Kultur nur
kurze Zeit Uberleben und wenig proliferieren und die in vitro keine Angiogenese

zeigen. Diese Zellen nennen wir angiogene Zellen.

92



DISKUSSION

4.3 Diskussion des Versuchsaufbaus

Da die therapeutische Wirkung der beiden Zellpopulationen auf das infarzierte
Myokard untersucht werden soll, ist es notwendig ein Myokardinfarktmodell zu
wahlen. In der vorliegenden Studie wird ein Ischamie/Reperfusionsmodell verwendet.
Dieses Modell ahnelt der Situation, die in der Praxis am haufigsten vorkommt, da das
vordringlichste Therapieziel bei einem akuten Myokardinfarkt die rasche Eréffnung
des betroffenen Gefalies ist. Die Wiedererdffnung bewahrt zwar einerseits geféahr-
detes Myokard vor dem Untergang, verursacht andererseits jedoch Reperfusions-
schaden. Verantwortlich dafiir sind unter anderem osmotische Veranderungen, die
Bildung freier Radikale, Anderungen im Gehalt des freien Kalziums und des pH-
Werts sowie einwandernde Granulozyten (SEIFERT, 2000). Bei Ratten beginnt die
Nekrose der Kardiomyozyten bereits 13 Minuten nach Ligatur der Koronararterie und
setzt sich progressiv fort, bis sie nach ca. einer Stunde 100 % des Versorgungs-
gebietes betrifft (HORT und DACANALIS, 1965). Eine Ischamiephase von 30
Minuten bietet somit einen guten Kompromiss um ein moglichst groRes Infarktgebiet
bei einer kirzestmoglichen Narkosedauer fir die Ratte zu erzielen.

JOHNS und OLSON beschrieben bereits 1954 den experimentellen Myokardinfarkt
durch Ligatur der KoronargefalRe bei Mausen, Hamstern, Meerschweinchen und
Ratten, nachdem sie festgestellt hatten, dass der Hund fur dieses Modell nicht
geeignet ist. Sie konnten nachweisen, dass durch diese Methode die hdchste
Inzidenz von Infarkten in der Ratte zu produzieren war (JOHNS und OLSON, 1954).
1997 modifizierten YE et al. die Operationsmethode um die Mortalitdt zu verringern
und die Inzidenz der Infarkte zu erhdhen. Mehrere Punkte wurden abgewandelt:
unter anderem verzichteten sie auf die Vorlagerung des Herzens aus dem Thorax,
entfernten die Luft aus dem Thorax vor dessen Verschluss und sie reicherten die
Atemluft der Tiere nach der Operation mit Sauerstoff an (YE et al. , 1997). In dieser
Studie werden die dort beschriebenen Modifikationen angewendet.

Da menschliche Zellen verwendet werden, kénnen diese nur Tieren, die eine ange-
borenen Immunsuppression besitzen, transplantiert werden um eine Immunabwehr
der korperfremden Zellen zu vermeiden. Die thymuslose Nacktratte erfillt diese
Voraussetzungen. Auch von Mausen gibt es eine immunsupprimierte Variante, aber

da die Echokardiographie zur Messung der Ventrikelfunktion angewandt wird, eignen
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sich Mause nicht als Versuchstiere, da an diesen Tieren mit herkémmlichen Ultra-
schallgeraten keine verwertbaren Daten erhoben werden kdnnen.

Fir die Applikation der Zellen gibt es folgende Mdglichkeiten: die systemische
Applikation in eine Vene, die intrakoronare Applikation Gber einen Ballonkatheter und
die intramyokardiale Transplantation. In einer Studie wurden Patienten nach einem
Myokardinfarkt Knochenmark enthommen, radioaktiv markiert und nach Applikation
mit einem PET-Scanner der Verbleib der Zellen dokumentiert. Es zeigte sich, dass
nach Verabreichung der Zellen tber die Armvene sich 85 % von ihnen in Leber und
Milz anreicherten, wahrend im Myokard keine messbare Anreicherung zu finden war.
Auch nach intrakoronarer Verabreichung der Zellen tiber einen Ballonkatheter, wurde
ein Grof3teil von ihnen in Leber und Milz wiedergefunden und nur 1,3-2,6 % im
Myokard. Wurden statt unfraktioniertem Knochenmark CD34+ Zellen verabreicht,
steigerte sich deren Verbleib im Myokard auf 14 -39 % (HOFMANN et al. , 2005). In
der vorliegenden Studie werden die Zellen wahrend der Thorakotomie direkt ins
Myokard transplantiert, um derartige Zellverluste zu vermeiden.

Durch die Transplantation in das Periinfarktgebiet soll sichergestellt werden, dass die

Zellen nicht in nekrotisches ,lberlebensfeindliches” Gewebe gelangen.
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4.4 Diskussion der in vivo erhobenen Ergebnisse

4.4.1 Mortalitdt und Komplikationen

YE et al. gaben an, durch die, von ihnen eingefiihrten, Modifikationen die Mortalitat
des Myokardinfarktmodells auf 27 % gesenkt zu haben (YE et al.,, 1997). Die
Mortalitéat des Hauptversuches betragt 19 %. 87,5 % der frihzeitig verstorbenen
Tiere erliegen einem zu hohen Blutverlust wahrend der Operation, der durch
Verletzung der LAD oder der A. thoracica interna verursacht wird. Die Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen (Versuchsgruppe A: 0 %, Versuchsgruppe E: 22 %)
und der Kontrollgruppe (29 %) sind nicht signifikant.

Die Haufigkeit des Kammerflimmerns betragt in den meisten Gruppen 33-36 %. Aus-
nahmen bilden die Versuchsgruppe A im Hauptversuch (20 %) und die Versuchs-
gruppe E im Kurzzeitversuch (0 %). Nur ein Tier in der Kontrollgruppe verstarb an
unkontrollierbaren Arrhythmien. Dies spricht daflr, dass die Transplantation der
Zellen keine erhohte Arrhythmieinzidenz verursacht, sondern dass das Auftreten von
Kammerflimmern mit der individuellen Pradisposition der Ratten zusammenhangt.
Insgesamt scheint die Transplantation der Zellen in das Myokard keine vermehrten

Komplikationen zu verursachen.

4.4.2 Echokardiographie

In der vorliegenden Studie wird anhand der Echokardiographie das endsystolische
Volumen (ESV) und die Auswurffraktion (Ejection Fraction = EF) des linken
Ventrikels ermittelt. Das ESV gilt als Mal3 fur Dilatation des Ventrikels, die durch das
Remodeling nach dem Infarkt verursacht wird. In Studien konnte gezeigt werden,
dass eine zunehmende Dilatation des linken Ventrikels mit einer progressiven
globalen kardialen Dysfunktion einhergeht (GAUDRON et al. , 1993). Zugleich ist das
ESV der bestimmende Faktor fir die Uberlebensrate nach uberstandenem
Myokardinfarkt (WHITE et al. , 1987). Es wird zwar einerseits durch die Dilatation des
Ventrikels beeinflusst, andererseits korreliert es jedoch auch mit der GroéRe des
Herzens. Diese wiederum richtet sich bei den 8-12 Wochen alten Tieren, die sich
noch im Wachstum befinden, nach der KorpergrofRe. Als Anhaltspunkt fur die
Korpergrofl3e wurde das Gewicht der Ratten ermittelt. Hierbei fallt auf, dass die Tiere

der Versuchsgruppen wéahrend der 2 Wochen nach dem Infarkt im Durchschnitt 10 g
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zugenommen haben, die Tiere der Kontrollgruppe jedoch 12 g abgenommen haben.
Dies spricht auch fur eine grofRere Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens der
Tiere. Aufgrund der hohen Varianz (SEM: 6-10) sind die Unterschiede jedoch nicht
signifikant. Betrachtet man das ESV, so ist zu bemerken, dass es in der
Kontrollgruppe zu einer grof3eren Zunahme (74 ul) als in den Versuchsgruppen A
und E (ca. 50 ul) kommt. Wiederum sind die Unterschiede aufgrund der hohen
Varianz (SEM: 10-20) nicht signifikant. Betrachtet man nun beide Groéf3en
zusammen, so stellt man fest, dass das ESV und die Korpergréf3e der Ratten vor der
Operation korrelieren: die schwersten Ratten (Versuchsgruppe E: 264 g) besitzen die
groRten Ventrikel (112 pl), die etwas leichteren (Kontrollgruppe: 256 g) etwas
kleinere (100 upl) und die leichtesten Tiere (Versuchsgruppe A: 227 g) auch die
kleinsten Ventrikel (90 pl). Zwei Wochen nach dem Infarkt zeigen jedoch die Tiere,
die sogar an Gewicht verloren haben (Kontrollgruppe: 12 g), die grof3te Zunahme des
ESV (74 upl). Die spricht dafur, dass die Zunahme des Volumens nicht durch
Wachstum, sonder durch Dilatation des Ventrikels verursacht wurde. Die geringere
Volumenzunahme der Ventrikel der Versuchsgruppentiere (ca. 50 ul) bei gleich-
zeitiger Gewichtszunahme (10 g) kann als geringere Dilatation durch ginstigere
Infarktheilung ausgelegt werden.

Die Auswurffraktion gibt Auskunft Gber den Anteil des Blutvolumens, der durch die
Kontraktion ausgetrieben wird, am Gesamtblutvolumen der linken Kammer
(FLACHSKAMPF, 2002). Er bertcksichtigt somit zwei MessgroéRen, die sich nach
einem Myokardinfarkt verdndern: das Kammervolumen nimmt durch die Dilatation zu
und das Schlagvolumen nimmt durch die Beeintrachtigung der Wandfunktion ab
(PFEFFER und BRAUNWALD, 1990). Je niedriger die EF, desto schlechter ist die
Ventrikelfunktion. Die LVEF ist der Parameter, der am haufigsten in den klinischen
Studien, die Vorlauferzellen zur Therapie des Myokardinfarktes einsetzten, zur
Einschatzung der Ventrikelfunktion herangezogen wurde (ASSMUS et al., 2002 und
ERBS et al.,, 2005 und JANSSENS et al.,, 2006 und STRAUER et al. , 2002 und
WOLLERT et al., 2004).

Laut unseren Messungen liegt die LVEF einer gesunden Nacktratte bei ca. 56 % (+/-
2 %). Zwei Wochen nach Myokardinfarkt sinkt sie in der Kontrollgruppe auf 45 %,
wahrend sie in der Versuchsgruppe A nur auf 50 % und in der Versuchsgruppe E nur
auf 51 % sinkt. Dies bedeutet eine signifikante Verbesserung der Ventrikelfunktion in

beiden Versuchsgruppen gegentiber der Kontrollgruppe.
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4.5 Diskussion der histologischen Ergebnisse

45.1 InfarktgréRe

Wie bereits KOCHER 2001 stellen wir das Bindegewebe des Infarktgebiets mit einer
Masson-Trichrom-Farbung dar. Dies zeichnet sich mit einer deutlichen dunkelblauen
Farbung gegen das dunkelrot gefarbte, unverdnderte Myokard ab, so dass mit Hilfe
eines Computers das Infarktgebiet planimetrisch vermessen und das Verhéaltnis zur
GesamtgrélRe des linken Ventrikels berechnet werden kann (PFEFFER et al. , 1979).
Da bei der Ratte Fibronektin, Laminin und Kollagen vom Typ IV schon nach 2 Tagen
in das Granulationsgewebe im Infarkt eingelagert werden, ist die Messung zu einem
frhen Zeitpunkt mdglich (SEIFERT, 2000).

Nach 3 Tagen zeigen alle drei Gruppen ahnlich gro3e Infarktgebiete (Kontrollgruppe
26 %, endotheliale Zellen 24 % und angiogene Zellen 28 %). Die Unterschiede sind
nicht signifikant. Nach 14 Tage sind die Infarktgebiete der beiden Versuchsgruppen
(21 %) jedoch kleiner als die der Kontrollgruppe (26 %). Die Unterschiede sind
wiederum nicht signifikant, lassen jedoch einen Trend erkennen (p=0,1/0,08).

Die Infarktgrof3e ist abhéangig von der GroRe des Versorgungsgebietes des ligierten
GefalRes, der Infarktdauer und davon, ob eine Reperfusion stattfindet oder nicht.
Obwohl die beiden letzten Parameter in dem vorliegenden Versuch standardisiert
sind, kann, wegen der variierenden Koronararterienmuster, bei verschiedenen
Herzen eine Okklusion an derselben Stelle unterschiedliche Infarktgrof3en
verursachen (SEIFERT, 2000). Wie bereits von YE et al. beschrieben, gibt es bei
Ratten unterschiedliche Verzweigungsmuster der linken Koronararterie, so dass es,
auch bei einer standardisierten Vorgehensweise, nicht moglich ist gleichméRig groRe
Infarkte nach Ligatur der LAD zu produzieren (YE et al., 1997). ANVERSA fand bei
der Untersuchung der InfarktgroRen von 23 Ratten Unterschiede zwischen den
prozentualen Anteilen des Infarkts am Volumen des linken Ventrikels zwischen 1,3 %
und 23 % (ANVERSA et al. , 1986). In der vorliegenden Studie schwankt die relative
Infarktgré3e aller Tiere des Hauptversuches zwischen 7 % und 42 %, und die der
Tiere des Kurzzeitversuches zwischen 10 % und 45 %. Eine Aufschlisselung der
jeweiligen Gruppen in sehr kleine, kleine, mittelgrof3e, groRe und sehr grolRe Infarkte
lasst kein Verteilungsmuster erkennen. Es ist deshalb nicht mdglich eine Aussage

Uber den Einfluss der Zellen auf die Infarktgrof3e zu treffen.
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4.5.2 Ausdinnungsverhéltnis und Expansionsindex

Das Ausdinnungsverhéltnis gibt an, wie stark die Ventrikelwand sich im
Infarktgebiet, gegentber dem gesunden Septum, verschmaélert hat (PFEFFER und
BRAUNWALD, 1990). Ein Ausdunnungsverhaltnis knapp Uber 1 spiegelt die
physiologische Situation wieder, in der das Septum etwas schmaéler ist als die freie
Wand. Nimmt jedoch die Wanddicke der freien Wand im Infarktgebiet ab, verschiebt
sich das Verhaltnis unter 1. In der vorliegenden Studie zeigen alle drei Gruppen 3
Tage nach dem Infarkt noch ein Ausdiinnungsverhéltnis von tber 1, jedoch 14 Tage
danach liegt es nur in der Kontrollgruppe unter 1, wéahrend beide Versuchsgruppen
noch knapp uber 1 liegen. Die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen E und A
und der Kontrollgruppe sind signifikant.

Der Expansionsindex verbindet das Ausdinnungsverhaltnis mit dem Verhéltnis von
Ventrikel zu Kavitat. Er quantifiziert sowohl den Grad der Wandausdiinnung, als auch
den Grad der Dilatation des Ventrikels (HOCHMAN und CHOO, 1987). Auch hier
zeigt sich bereits nach 3 Tagen ein erhghter Expansionsindex in der Kontrollgruppe
gegenuber den Versuchsgruppen. In allen drei Gruppen nimmt der Index im Verlauf
der 14 Tage nach dem Infarkt zu, jedoch ist die Zunahme in der Kontrollgruppe
wesentlich drastischer als in den Versuchsgruppen. Wiederum ist der Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und den Versuchsgruppen nach 14 Tagen signifikant.
Beide GroRRen zusammen ergeben einen Eindruck, wie umfassend sich die Mor-
phologie des linken Ventrikels im Rahmen des Remodelings veréandert hat. In der
vorliegenden Studie ist diese Veradnderung in der Kontrollgruppe wesentlich
deutlicher ausgepréagt, als in den Versuchsgruppen.

Der Umbau des Ventrikels wird durch drei Faktoren beeinflusst: die InfarktgroRle, die
Infarktheilung und hamodynamische Wandbelastungen.

Geht man davon aus, dass die Applikation der Zellen die InfarktgroRe nicht beein-
flut, sondern diese nur von der Grofl3e des Versorgungsgebietes der ligierten
Arterie abhangt, so missen die geringere Dilatation und die geringere Abnahme der
Wanddicke durch Unterschiede in der Infarktheilung bedingt sein.

Remodeling nach Myokardinfarkt wird unterschieden in eine frihe Phase(<72 h), die
vor allem das Infarkt- und Periinfarktgebiet betrifft und eine spate Phase (>72 h),
wahrend der sich die Geometrie und die Grol3e des gesamten linken Ventrikels

verandert. In der frihen Phase findet vor allem die Infarktexpansion statt. Expansion
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entsteht bevor und wahrend das nekrotische Gewebe abgebaut wird, und noch ehe
Kollagen eingelagert wird, um die Zugfestigkeit wiederherzustellen (PFEFFER und
BRAUNWALD, 1990). In dieser Phase kann es zu einer akuten Dilatation und
Verdinnung des Infarktgebietes kommen, die nicht durch zusatzliche
Myokardnekrose, sondern durch Auseinanderrutschen der Myofibrillen entsteht
(HUTCHINS und BULKLEY, 1978). Die Ursache dafir ist die Degradation der
Kollagenverbindungen zwischen den Myozyten durch MMPs neutrophiler
Granulozyten (SUTTON und SHARPE, 2000).

In der spaten Phase soll der Ausfall der untergegangenen Kardiomyozyten von dem
gesunden Gewebe kompensiert werden. Eine Steigerung der Kontraktilitdt wird durch
Hypertrophie der verbliebenen Myozyten erreicht. Diese wird initiiert durch die myo-
kardiale Dehnung, die das lokale Renin-Angiotensin-Systems sowie die Freisetzung
autokriner und parakriner Faktoren (z.B. Noradrenalin, ET-1, bFGF und IGF-1)
aktiviert (BOGOYEVITCH et al. , 1994 und YAMAZAKI et al. , 1995).

Gleichzeitig wird versucht, die reduzierte Auswurfleistung durch VergroRerung des
enddiastolischen Volumens auszugleichen, so dass das Schlagvolumen nicht ver-
ringert wird. Dies soll durch Dilatation des Ventrikel erreicht werden. Da aber gleich-
zeitig durch neuronale und hormonale Mechanismen die Vorlast erhéht wird, steigt
die Wandspannung. Dadurch wird eine weitere Dilatation des Ventrikels und sogar
die Apoptose weiterer Kardiomyozyten verursacht. Dieser Prozess kann schlie3lich
zu einer Herzinsuffizienz fiuhren (ANVERSA et al. , 1998 und PFEFFER und
BRAUNWALD, 1990). Remodeling des Ventrikels kann sich tber Wochen oder
Monate hinziehen, solange bis die Zugfestigkeit des Narbengewebes die
ausdehnend wirkenden Krafte ausgleicht (SUTTON und SHARPE, 2000).

Insofern hat die Infarktheilung einen entscheidenden Einfluss auf das Remodeling.
Die Infarktheilung lauft in drei Phasen ab: der inflammatorischen (3-72 h), der
proliferativen (72 h-7 d) und der Reifungsphase (7-14 d) (Die Zeitraume beziehen
sich auf reperfundierte Infarkte der Maus (FRANGOGIANNIS, 2006), da fur die Ratte
keine &hnlich detaillierten Angaben in der Literatur zu finden sind). Wahrend der
inflammatorischen Phase werden Leukozyten durch die Aktivierung der Chemokin-
und Zytokinkaskade rekrutiert. Die Zytokinkaskade zeichnet sich durch hohe
Komplexitat aus: ein Zytokin Ubt dabei viele verschiedene, biologische Effekte auf
unterschiedliche Zellarten aus, und ahnliche Zytokine kdnnen Uberlappende,

ahnliche oder aber auch gegensatzliche Effekte auf die gleichen Zellarten haben
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(KISHIMOTO et al. , 1995). Einige Zytokine sollen hier kurz aufgrund ihrer
prominenten Rolle im Entziindungsgeschehen erwahnt werden. TNF-a wird sehr frih
im infarzierten Myokard freigesetzt und gilt als Ausloser der Zytokinkaskade, da es
die Expression von IL1B, IL6 und IL10 in Monozyten und von IL1B, IL6 in
Endothelzellen induziert. Daruber hinaus beeinflusst es die Proliferation von
Kardiofibroblasten sowie deren Synthese extrazellularer Matrixproteine und soll
zudem noch eine antiapoptotische Wirkung auf Kardiomyozyten haben
(FRANGOGIANNIS, 2006 und KURRELMEYER et al. , 2000).

IL8 besitzt chemotaktische Wirkung auf neutrophile Granulozyten und reguliert die
Aktivierung entzundlicher Prozesse. Gleichzeitig wirkt es stark angiogen, und soll
auch in der Wundheilung eine wichtige Rolle spielen (FRANGOGIANNIS, 2004 und
MUKAIDA, 2000).

MCP-1 hingegen ubt eine chemotaktische Wirkung auf Monozyten, T-Zellen und
naturliche Killerzellen aus. Es induziert ebenfalls Angiogenese sowie Arteriogenese,
und steigert die Synthese von Kollagen und MMPs der Fibroblasten
(FRANGOGIANNIS, 2006 und GU et al. , 1999).

Neutrophile Granulozyten und Makrophagen reinigen die Wunde von toten Zellen
und Gewebstrimmern. Jedoch scheint es, als ob die neutrophilen Granulozyten
dabei mitverantwortlich fir die Reperfusionsschaden sind. Einerseits setzen sie
Sauerstoffradikale und proteolytische Enzyme frei, die zytotoxisch auf die
Kardiomyozyten wirken koénnen (FRANGOGIANNIS, 2004). Andererseits ist es
moglich, dass sie die Mikrozirkulation nach Reperfusion beeintrachtigen, indem sie
an das aktivierte Endothel binden und Leukotriene freisetzen, die eine intravasale
Gerinnung auslosen kénnen (GOLDSTEIN, 1990). Monozyten und die von ihnen
abstammenden Makrophagen setzen weitere Zytokine und Wachstumsfaktoren frei,
die zu der Bildung von Granulationsgewebe und Angiogenese fuihren, wie z.B. bFGF,
TGF-B und VEGF (GANZ, 1993).

Sind die nekrotischen Zellen beseitigt, muss die Entzindung abklingen und die
Reparatur des Gewebes sowie die Narbenbildung beginnen. Dazu mussen die
infiltrierten Neutrophilen abgeraumt werden, die Zytokin- und Chemokinproduktion
inhibiert werden und die Fibroblasten aktiviert werden. Zu diesem Zeitpunkt kommt
vor allem IL10 und TGF-R eine Schlusselrolle zu. IL10 wird grofdtenteils von

Lymphozyten und Monozyten exprimiert, und inhibiert die Produktion von IL1, TNF-a,
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IL6 und IL8. Gleichzeitig stabilisiert es die extrazellulare Matrix durch Anregung der
Produktion von Tissue Inhibitor of Metalloproteinases (TIMP)(MOSMANN, 1994).
TGF-I3 wird als inaktiver Komplex von vielen Zellen produziert und kann z.B. von
Proteasen, wie Plasmin, MMP-2 und MMP-9 aktiviert werden. Es unterdriickt die
Zytokin- und Chemokinproduktion der Makrophagen und Endothelzellen. Die
Fibroblasten regt es zur Proliferation und TIMP-Expression an sowie zur Synthese
extrazellularer Matrix (CHEIFETZ et al. , 1988 und FRANGOGIANNIS, 2006).
Wahrend der proliferativen Phase produzieren aktivierte Myofibroblasten Proteine der
extrazellularen Matrix und bilden so das Granulationsgewebe. Sie verfligen Uber
kontraktile Proteine (smooth muscle cell actin) und kdnnen damit Zugkrafte austben
(TOMASEK et al. , 2002).

Ein weiterer wichtiger Bestandteil des Granulationsgewebes sind die Blutgefalie, die
den hochgradig metabolisch aktiven Zellen die benotigten Nahrstoffe und Sauerstoff
liefern. Durch die Ischamie wird die Expression von HIF-1 initiiert. HIF-1 regt die
Produktion von VEGF an, welches wiederum die Angiogenese in Gang setzt (siehe
Kapitel 2.2). Auch Zytokine der Entziindungsreaktion sind in der Lage die VEGF-
Expression anzuregen, wie z. B. TGF-[3, IL-1 und IL-6. Andere Faktoren, wie Ang-2,
FGF, HGF und PDGF, vermdgen die Angiogenese zu modulieren (WARE und
SIMONS, 1997). Initial wird ein reiches Netzwerk an Kapillaren gebildet. Doch nur
wenige Kapillaren werden mit Perizyten ummantelt, und diejenigen, die keine Hiille
erhalten haben, werden wieder zurlickgebildet, so dass das reife Narbengewebe
blutgefalarm ist (REN et al. , 2002).

In der anschlielBenden Reifungsphase gehen die Fibroblasten und vaskularen Zellen
apoptotisch zugrunde, und Kollagen wird in das Narbengewebe eingelagert.

Es handelt sich bei der Infarktheilung und dem Remodeling um hochkomplexe
Vorgange, die durch hdmodynamische, genetische und neurohumorale Faktoren
beeinflusst werden kdnnen und deren geregelter Ablauf einer fein ausgewogenen
Balance der beteiligten Zytokine und Chemokine bedarf.

Dadurch ergeben sich vielfaltige Mdglichkeiten, wie die transplantierten Zellen das
Remodeling durch Freisetzung von Mediatoren beeinflussen konnten. Zytokine
kénnen sowohl zur Angiogenese beitragen, wie auch zu den verschiedenen Stadien
der Entztundungsreaktion. MMPs und deren Inhibitoren kénnen den Auf- und Abbau
der extrazellularen Matrix modifizieren, und Wachstumsfaktoren kénnen Zellen vor

Apoptose bewahren.
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Doch bis jetzt gibt es nur unvollstdndige Informationen zu der Sekretion von Mediato-
ren durch adulte endotheliale Vorlauferzellen. KUPATT et al. analysierten die Genex-
pression embryonaler endothelialer Vorlauferzellen und fanden heraus, dass diese
eine grof3e Vielfalt an Proteinen unterschiedlicher Signalwege ausschitten kénnen.
Es fanden sich Zytokine (z.B. IL14, IL25 und CSF-1,), Chemokine, Wachstums-
faktoren (z.B. FGF), IGF-1, angiogene Faktoren (z.B. VEGFa, VEGFs, PDGFa und
TGF-a) und verschiedene MMPs und Proteaseinhibitoren (z.B. MMP2, 14, 15 und 24
und TIMP1, 2 und 3). Inwieweit die Genexpression embryonaler und adulter Vorlau-
ferzellen Ubereinstimmt, ist jedoch unklar, da ebenso Gene entdeckt wurden, die fur
die embryonale Entwicklung von Bedeutung sind (z.B. des BMP/wnt-Signalwegs)
(KUPATT et al. , 2005).

Diese ausfuhrliche Aufschliisselung der Gene ist bis jetzt fur adulte Vorlauferzellen
noch nicht durchgefuhrt worden. XU et al. untersuchten die Zytokinproduktion der
Knochenmarkszellen von Mausen anhand eines ELISA. Es zeigte sich, dass diese
VEGF, bFGF, SDF-1 und IGF-1 exprimierten und dass ihr Zelluberstand Kardiomyo-
zyten vor Apoptose schiitzen konnte.

Sowohl HUR et al. als auch REHMANN et al. untersuchten die Sekretion der Zellen,
die in der Literatur als ,Early Endothelial Progenitor Cells“ bezeichnet werden, und
die in dieser Arbeit angiogene Zellen genannt werden. HUR et al. wiesen nach, dass
sie VEGF und IL8 produzierten, und REHMANN et al. wiesen die Sekretion von
VEGF, HGF, G-CSF und GM-CSF nach (HUR et al., 2004 und REHMAN et al.,
2003).

HE et al. hingegen beschéftigten sich mit der Zytokinexpression der Zellen, die in der
Literatur ,Late Outgrowth Endothelial Progenitor Cells®, und von uns endotheliale
Zellen genannt werden. Sie konnten die Produktion von MCP-1, TGF-3 und vor allem
von IL8 nachweisen und zeigen, dass IL8 zu einem grol3en Teil verantwortlich fur die
mitogene Wirkung der EPCs auf Endothelzellen ist (HE et al. , 2005).

Unsere Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass die Kokultur der endothelialen Zellen
zusammen mit glatten Muskelzellen der Blutgefal3e und Fibroblasten beide Zellarten
zur Proliferation anregten. In dem Zellmedium, in dem die endothelialen Zellen kul-
tiviert worden waren, konnten erhdhte Spiegel von IL8 und VEGF mittels ELISA
nachgewiesen werden(GROHA, 2006).

Jedoch wurden in all diesen Studien Untersuchungsmethoden verwandt, die nur den

Nachweis bringen, ob sich bestimmte, vorausgesetzte Proteine im Untersuchungsgut
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befinden oder nicht. Es ist also wahrscheinlich, dass die so untersuchten Zellen noch
weitere Mediatoren exprimieren, nach denen bislang nicht gesucht wurde.

Insgesamt gibt es Grund zu der Annahme, dass die geringere Dilatation des
Ventrikels nach Verabreichung von EPCs zumindest zum Teil durch parakrine
Effekte vermittelt ist. Die Applikation von Zellen, die eine Bandbreite verschiedener
Mediatoren exprimieren, koénnte dabei der Applikation einzelner Zytokine oder
Wachstumsfaktoren tiberlegen sein.

Ob die parakrine Wirkung der Zellen die Hauptursache der Funktionsverbesserung
ist, lieRe sich durch eine Wiederholung der Versuches feststellen, in dem den Tieren
statt der Zellen der Uberstand der Zellkultur verabreicht wird.

Die Applikation der Zellen kdnnte noch einen weiteren Vorteil vor der einmaligen
Verabreichung von Mediatoren bieten: je nachdem wie lange die Zellen im
geschadigten Gebiet verbleiben, sezernieren sie die Substanzen iber langere Zeit
und Uben so einen dauerhaften Stimulus aus. Es ware jedoch auch mdglich, dass sie
nicht an der Injektionsstelle verbleiben, sondern von den einwandernden
Entzindungszellen phagozytiert werden, in das umliegende Gewebe migrieren oder
sich in bestehende oder neue Gefal3e inkorporieren. Die bisherigen Studien
beschéftigten sich vor allem mit der Mdglichkeit, dass die Zellen als Bausteine neuer
GefaRe dienen und konnten unterschiedlich hohe Beteiligung an vaskuléaren
Strukturen feststellen. Wahrend ASAHARA et al., KOCHER et al. und KAWAMOTO
et al. in ihren Studien die Inkorporation von Vorlauferzellen in BlutgefalRe nach
Ligatur der LAD im Tierexperiment nachwiesen (ASAHARA et al, 1999 und
KAWAMOTO et al., 2001 und KOCHER et al., 2001), konnten ZIEGLHOEFFER et al.
nach Ischamie der Hintergliedmalie keine und KUPATT et al. nach Myokardinfarkt
und Reperfusion keine klinisch relevante Beteiligung der Vorlauferzellen feststellen
(KUPATT et al., 2005 und ZIEGELHOEFFER et al., 2004). Es ist unklar, ob diese
Diskrepanzen durch Messfehler (z.B. falsch positive Ergebnisse durch Angrenzen
fluoreszenzpositiver Zellen, statt Kolokalisation) oder  durch Unterschiede im

Versuchsaufbau (z.B. Ischamie und Reperfusion statt Ligatur) verursacht werden.
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4.5.3 Angiogenese

Die Ergebnisse der Untersuchung der Angiogenese zeigen keine signifikanten Unter-
schiede. Weder die Anzahl der Kapillaren (von-Willebrand-Faktor), noch die Anzahl
der Gefal3e mit glatter Muskelschicht (smooth muscle actin) ist nach 3 oder nach 14
Tagen in den Versuchsgruppen signifikant gesteigert. Dies ist vor allem fur die
endothelialen Zellen Gberraschend, da diese in dem in vitro-Angiogeneseassay eine
deutliche Bildung tubuldarer Strukturen zeigten. Auch die Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe, die besagen, dass die endothelialen Zellen L8 und VEGF
sezernieren, lassen eine Steigerung der Angiogenese erwarten, da beide
Substanzen Angiogenese und Proliferation der Endothelzellen anregen (GROHA,
2006).

Es besteht die Mdglichkeit, dass die Untersuchungszeitpunkte unginstig gewahlt
sind, da die Angiogenese im Granulationsgewebe nur fur kurze Zeit hochreguliert
wird und viele der GefalRe wahrend der Narbenreifung wieder zurtickgebildet werden
(REN et al., 2002). Andererseits ist es ebenso mdglich, dass die gewéhlte Unter-
suchungsmethoden nicht geeignet ist dem komplexen Prozess der Angiogenese
gerecht zu werden. So ist es nicht mdglich zwischen neu gebildeten und bereits
vorhandenen GefalRen zu differenzieren. Da nur drei Schnitte aus dem gesamten
Herzen gefarbt und ausgezéahlt werden, wird effektiv nur ein sehr kleiner Ausschnitt
des relevanten Gebietes bewertet und die Varianz der Ergebnisse ist sehr hoch
(Standardfehler bis zu 7,5). Der Nachweis des Anteils endothelspezifischer Proteine
im Gewebe durch Immunoblotting oder der RNA-Nachweis kdnnten exaktere
Angaben liefern (WARE und SIMONS, 1997).
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4.6 Zusammenfassung der Diskussion

Die Ergebnisse der Zellkultur und der in vitro-Versuche bestéatigen die Aussagen
neuerer Untersuchungen, dass unterschiedliche Protokolle der Zellkultur zu
unterschiedlichen Arten endothelialer Vorlauferzellen fiilhren: nach Kultivierung der
gesamten mononukledren Zellen treten nach kurzer Zeit Zellen in Erscheinung, die
nur geringgradig proliferieren, kein eindeutiges Muster an Oberflachenmarkern
exprimieren und vermutlich von Monozyten oder Makrophagen abstammen.
Dagegen sind die Zellen, die nach Praselektion des CD34-Markers und langerer Zeit
in Kultur auftreten, hochproliferativ, haben ein eindeutiges Markerprofil und sind
vermutlich Abkommen des Hamangioblasten.

Uberraschend sind die Ergebnisse des Tiermodells, bei dem beide Zelltypen nach
Ischamie und anschlie3ender Reperfusion in das Myokard von Nacktratten trans-
plantiert wurden. Trotz der Unterschiede in der Zellkultur, zeigten die beiden
Versuchsgruppen A und E eine etwa gleich hohe Verbesserung der Auswurffraktion.
AuRerdem konnten geringere Zunahmen des endsystolischen Volumens in beiden
Versuchsgruppen, verglichen mit der Zunahme in der Kontrollgruppe, festgestellt
werden und eine Zunahme des Korpergewichts, wahrend die Tiere der
Kontrollgruppe abnahmen. Jedoch konnte fur beide Parameter, aufgrund der hohen
Spannbreite der Werte, keine Signifikanzen ermittelt werden. Die Auswahl gleich
grof3er, ausgewachsener Tiere wirde fur diese Parameter den Vergleich erleichtern.
Die Infarktgrof3e, die nach 3 Tagen nur geringe Unterschiede zwischen den drei
Gruppen zeigte, lie nach 14 Tagen einen Trend zu kleineren Infarkten in den
Versuchsgruppen erkennen. Wiederum war die hohe Varianz der Werte der Grund
dafir, dass die Unterschiede nicht signifikant waren.

Die Messung zweier Parameter, die das Remodeling des linken Ventrikels
charakterisieren (Ausdinnungsverhdltnis und Expansionsindex), gab deutliche
Hinweise darauf, dass in den Versuchsgruppen ein geringerer Umbau des Ventrikel
stattfand. Beide Parameter zeigten bereits nach 3 Tagen bessere Werte in den
Versuchsgruppen und nach 14 Tagen waren die Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe signifikant. Um das Remodeling weiter
quantifizieren zu kdnnen, hatten Untersuchungen am intakten Herzen Aufschluss

geben konnen, wie z.B. die Untersuchung des Herzgewichtes oder des
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Kammervolumens. Leider wurde dies erst bei der Auswertung festgestellt, so dass
neue Versuche notig gewesen waren.

Der Mechanismus, durch den die transplantierten Zellen das Remodeling
beeinflussen, konnte nicht ganz geklart werden. Es gibt Hinweise aus der Literatur
sowie aus unserer eigenen Arbeitsgruppe, dass endotheliale Vorlauferzellen
verschiedene Mediatoren sezernieren, die in die Infarktheilung eingreifen konnten.
Leider sind die Daten noch nicht vollstandig, wie es z.B. flir embryonale endotheliale
Vorlauferzellen der Fall ist (KUPATT et al., 2005). Zur Abklarung inwieweit parakrine
Mechanismen fur die Funktionsverbesserung verantwortlich sind, kdnnte eine Studie
beitragen, in der statt der Zellen der Uberstand aus der Zellkultur verabreicht wird.
Die Untersuchung der Angiogenese mit Hilfe immunohistochemischer Farbungen liel3
keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe
erkennen. Dies Ergebnis widerspricht den meisten der bislang zu diesem Thema
veroffentlichten Studien (ASAHARA et al.,, 1997 und KALKA et al, 2000 und
KAWAMOTO et al., 2001). Ebenso widerspricht es den Erwartungen, geht man von
der Annahme aus, dass die therapeutischen Effekte durch parakrine Mechanismen
vermittelt sind, da in diesem Zusammenhang besonders die Expression von IL8 und
VEGF immer wieder genannt wird. Beide Proteine haben eine proliferative Wirkung
auf Endothelzellen und wirken angiogenetisch. Eine Untersuchung des Anteils
endothelialer RNA im Gewebe konnte eine exaktere Bestimmung des Blutgefaf3-
anteils im Gewebe liefern. Diese Untersuchung ist momentan in unserer
Arbeitsgruppe in Vorbereitung.

Insgesamt scheinen die endothelialen und die angiogenen Zellen die gleiche oder
eine sehr ahnliche, therapeutische Wirkung auszutiben, jedoch besitzen die endo-
thelialen Zellen den Vorteil, dass sie sich in Kultur auf ein Vielfaches expandieren
lassen. Dieser Vorgang kann allerdings mehrere Wochen in Anspruch nehmen,
jedoch uberstehen die Zellen das Einfrieren Uber langere Zeit nahezu unbeschadet.
Sollte sich die therapeutische Wirksamkeit der Zellen auch in klinischen Versuchen
erweisen, ware es eine mogliche Strategie, Patienten mit einem bekannten erhdhten
Herzinfarktrisiko, eine prophylaktische Expansion ihrer endothelialen Zellen anzu-

bieten um sie im Notfall einsetzen zu konnen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Durch neue Methoden der Intervention ist die Mortalitat des akuten Myokardinfarktes
drastisch reduziert worden, doch die Schadigung der Myozyten fihrt haufig im wei-
teren Verlauf zu Herzversagen und damit zu einer Beeintrachtigung der Lebensquali-
tat und —erwartung der Patienten. Die Entdeckung adulter Stamm- und Vorlaufer-
zellen erregte die Hoffnung, dass durch Transplantation der Zellen in das infarzierte
Gewebe die kontraktile Funktion wiederhergestellt werden kann. Ein potentiell thera-
peutisch einsetzbarer Zelltyp sind endotheliale Vorlauferzellen, doch ist deren Anzahl
im Blut begrenzt und bis jetzt fehlen exakte Protokolle zu ihrer Gewinnung.

In der vorliegenden Studie wurden zwei unterschiedliche Methoden der Kultivierung
endothelialer Vorlauferzellen aus peripherem Blut angewandt, die haufig in vorher-
gehenden Studien eingesetzt wurden. Die Zellpopulationen wurden in vitro in ihrem
Wachstumsverhalten, ihrer Morphologie, der Oberflachenmarkerexpression und
ihrem angiogenetischen Potential verglichen. Dabei zeigte sich, dass Zellen, die aus
unfraktionierten mononukleéaren Zellen gewonnen wurden, nur kurze Zeit in Kultur
uberlebten, wenig proliferativ waren und unterschiedliche Marker exprimierten. Diese
Zellen nannten wir angiogene Zellen. Zellen, die aus CD34+ mononukleéren Zellen
gewonnen wurden, tberlebten dagegen bis zu 20 Wochen in Kultur, waren hoch-
proliferativ und sehr homogen in ihrer Markerexpression. Diese Zellen nannten wir
endotheliale Zellen. Beide Zellarten wurden nach experimentellem Myokardinfarkt in
das Myokard thymusloser Nacktratten transplantiert und die Ventrikelfunktion
sonographisch uberpruft. In beiden Versuchsgruppen zeigte sich nach 14 Tagen eine
signifikante Verbesserung der Ventrikelfunktion, verglichen mit der Kontrollgruppe,
die nur das Kulturmedium erhalten hatte. Doch es konnte keine signifikante Beein-
flussung der InfarktgroRe gemessen werden. Die Untersuchung der Morphologie des
linken Ventrikels zeigte eine geringere Abnahme der Wanddicke des Infarktgebietes
und einen kleineren Expansionsindex in den Versuchsgruppen. Die Untersuchung
der GefalRbildung nach 3 und nach 14 Tagen zeigte keine Steigerung in den
Versuchsgruppen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass unterschiedliche Kultivierungsmethoden deutlich
unterschiedliche Zellpopulationen hervorbringen, die jedoch nach Transplantation in

das Infarktgebiet sehr @hnliche Auswirkung haben, namlich die Verbesserung der
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Ventrikelfunktion und gunstige Beeinflussung des Remodelings, die vermutlich durch

parakrine Effekte hervorgerufen wird.
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6 SUMMARY

Mortality due to acute myocardial infarction has been drastically reduced by optimal
means of intervention, but loss of myocytes is leading to heart failure later on and
with it to an impaired quality and expectancy of the patient’s life. The research of
adult stem and progenitor cells gave hope that transplantation of these cells into
infarcted tissue could restore its contractile function.

One potentially therapeutically viable kind of cells are endothelial progenitor cells, but
there are only limited numers of cells available. Also at present there is no consensus
how best to obtain endothelial progenitor cells.

In this study we used two different procedures of culturing endothelial progenitor cells
from peripheral blood that had been applied regularly in earlier studies and compared
both cell types with each other, regarding their manner of growth, their morphology,
expression of surface markers and their angiogenic potential on matrigel.

It turned out that cells, which were obtained from unfractioned mononuclear cells,
survived only for a short period of time in culture, showed little proliferation and
expressed different kinds of markers. We called these cells angiogenic cells.

Cells which were obtained from CD34+ mononuclear cells on the other hand survived
in culture for up to 20 weeks, were highly proliferative and showed a homogenous
expression of markers. We refered to these cells as endothelial cells.

Both kinds of cells were transplanted into the myocardium of athymic nude rats, after
experimental infarction and the ventricular function was assessed via sonography.
After 14 days a significant improvement of the ventricular function was found in both
cell groups compared to the control group that had only received culture medium, but
no significant effect on the size of the infarction was found. Assessment of left
ventricular morphology showed a significant decrease of ventricular dilation and wall
thinning in infarction area.

Vessel formation was studied after 3 and 14 days, using markers for smooth muscle
cells and von Willebrand factor-positive cells. No differences were found in
angiogenesis.

These results show that different ways of obtaining endothelial progenitor cells lead
to distinctly different cell populations which however have very similar effects after
transplantation into the infarcted area, which is an improvement of ventricular

function and remodeling, probably caused by paracrine effects.
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FITC Fluoresceinisothiocyanat

flk-1 fetale Leberkinase-1

flt-1 FMS-like Tyrosin Kinase-1

FS FadenStick

g Gramm

GA Gentamycin-Amphotericin

GAG GlycosAminoGlykane

G-CSF Granulocyte Colonie Stimulating Factor
GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
hEGF human Epidermal Growth Factor
hFGF-B human Fibroblast Growth Factor

HGF Hepatocyte Growth Factor

HGF Hepatocyte Growth Factor

HIF Hypoxia Inducible Transcription Factor
HO Herzohr

HSC Hematopoetic Stem Cell

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cell
ICAM Intercellular Adhesion Molecules

IGF Insulin-Like Growth Factor

IL Interleukin

INOS inducible NO-Synthase

ISp Insulinspritze

KDR Kinase Insert Domain Receptor

KitL Kit Ligand

LA Linkes Atrium

LAD Left Anterior Descending Artery

LDL Low Densitiy Lipoprotein

LEPC Late EPCs

LFA-1 Leukozytenfunktionsantigen

Lig Ligatur

LPS Lipopolysacharide

LSAB Labeled StreptAvidin Biotin
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

LV
LVEF
LVWM
MACS
MAPC
MCP-1
mKitL
MMP
MSC
MT-Farbung
MW
NO
NOS
PAF
PAR
PBEPC
PBMC
PDGF
PE
PECAM
PerCP
PGI2
PIGF
PM
RAAS
RNA
RS

RV
SDF-1
SEM
sKitL
sLex
TF
TFPI

Linker Ventrikel

LinksVentrikularen AuswurfFraktion
Left Ventricular Wall Motion
MAgnetic-Cell-Sorting

Multipotent Adult Progenitor Cells
Monocyte Chemotactic Protein
membrane bound KitL
Matrixmetalloproteinase
Mesenchymale Stammzellen
Masson-Trichrom-Féarbung
Mittelwert

Stickstoffmonoxid

NO-Synthase
PlattchenAktivierender Faktor
Protease-Activated-Receptor
Peripheral Blood Endothelial Progenitor Cells
Peripheral Blood Mononuclear Cells
Platelet Derived Growth Factor
Phycoerythrin

Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule
Peridinin Chrolophyll Protein
Prostazyklin

Placenta Growth Factor
PapillarMuskel

Renin Angiotensin AldosteronSystem
RiboNucleic Acid

RippenSpreitzer

Rechter Ventrikel

Stromal Cell Derived Factor-1
Standard Error of the Mean

soluble KitL

Tetrasacharidsialyl Lewis x

Tissue Factor

Tissue Factor Pathway Inhibitor
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TGF
TNF

TP

TPA
tPA

uPA
VCAM
VE-Cad
VEGF
VEGF-B
VEGF-C
VEGF-D

WHO
WMSI

Transforming Growth Factor
Tumornekrosefaktor

Thymidin Phosphorylase

Tissue Plasminogen Activator
tissue-type Plasminogen Activator
urokinase-type

Vascular Cell Adhesion Molecule
Vascular Endothelial Cadherin
Vascular Endothelial Growth Factor
VEGF Related Factor

VEGF Related Protein
c-fos-Induced Growth Factor
von-Willebrand-Faktor

Worl Health Organisation

Wall Motion Score Index
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