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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Erkrankungen des kardiovaskularen Systems sind Haupttodesursachen in Europa
und den USA (Selwyn et al., 2005). In Deutschland hat die koronare Herzkrankheit
(KHK) eine Lebenszeitpravalenz von ca. 30% fir Manner und ca. 15% fur Frauen
(Herold, 2003). Es ist zu erwarten, dass bis zum Jahr 2020 die ischamische Herz-
krankheit auch weltweit die haufigste Todesursache darstellt (Selwyn et al., 2005).
Unter dem Begriff ,ischamische Herzkrankheit* werden Krankheitsbilder zusammen-
gefasst, die auf einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbe-
darf des Myokards beruhen. Dabei wird die Sauerstoffversorgung der Herzmuskula-
tur vor allem durch Stenosen im koronaren Gefal3system gedrosselt, was als Koro-
narinsuffizienz bezeichnet wird. Der klinische Begriff ,koronare Herzkrankheit* (KHK)
bezeichnet die durch Arteriosklerose der Herzkranzgefalie entstandene ischamische
Herzkrankheit. Die dadurch bedingte Myokardischamie manifestiert sich in verschie-
denen Erkrankungsbildern: Angina pectoris, Herzinfarkt, ischamische Herzmuskel-
schadigung mit Linksherzinsuffizienz sowie Herzrhythmus-stérungen und Sekunden-
tod sind nur eine Auswahl von Erkrankungen, die ihr zugeschrieben werden. Fiur das
Auftreten einer KHK wurde eine Reihe von Risikofaktoren gefunden, die sich additiv
verstarken konnen. Risikofaktoren sind: Alter, mannliches Geschlecht, Hyperlipopro-
teinamie, Zigarettenrauch, Hypertonie, Diabetes mellitus, Adipositas und Hyperho-
mocysteinamie (Riede et al., 2003). Das heutige medikamentdése Behandlungssche-
ma der weit verbreiteten Erkrankung beruht lediglich darauf, abgesehen von einem
Risikofaktorenmanagement, einerseits durch Steigerung des Sauerstoffangebotes
und andererseits durch Senkung des Sauerstoffbedarfs die Progredienz der Erkran-
kung zu verhindern (Schitz, 2001). Die Therapie mit Stamm- und Progenitorzellen
zielt nicht nur darauf, die Progredienz der Erkrankung zu stoppen, sondern besitzt
das Potential Uber eine Verbesserung der linksventrikularen Funktion und der Vasku-
larisierung die koronare Herzkrankheit zu therapieren. Die Stammzelltherapie stellt
somit eine ideal erganzende Therapie zu den invasiven Verfahren wie perkutane

transluminale Koronarangioplasie (PTCA) oder der Bypasschirurgie dar.
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Einleitung

1.2 Der Myokardinfarkt: Pathophysiologie und Folgen

Ein Grofteil der Herzinfarkte entsteht im Rahmen einer koronaren Herzkrankheit
(KHK). Wie beinahe alle akuten Koronarsyndrome beim Menschen werden sie fast
immer durch eine Minderdurchblutung in einem Herzkranzgefal® hervorgerufen, die
auf eine atherosklerotische Veranderung der Gefalle mit zusatzlichen Blutgerinnseln
(,Koronarthrombose*) zurlickzufiihren sind und von einer krampfartigen GefalRveren-
gung (Koronarspasmus) begleitet sein kann (Lip et al. 1998; Riede et al. 2003). Das
sich daraus entwickelnde Krankheitsbild hangt von der Schwere, der Lokalisation
und der Dauer der Durchblutungsstorung des Herzmuskels ab. Bei ST-
Hebungsinfarkten (STEMI) zeigt sich im akuten Stadium bei tGber 90 % ein durch
Blutgerinnsel (Thromben) verschlossenes Herzkranzgefal®. Bei einem ,Nicht-ST-
Hebungsinfarkt* (NSTEMI) sind nur in etwa 50 % der Falle Thromben in den Kranz-
gefallen nachweisbar. 65-75 % der ST-Hebungsinfarkte entstehen durch die Ruptur
eines ,vulnerablen“ Plaques, also dem Einriss der diinnen fibrésen Kappe einer ent-
zundlich veranderten lipidreichen GefalRwandveranderung. Etwa 75 % der Infarkte
entstehen an nur leicht oder mittelgradig veranderten Abschnitten der Herzkranzge-
falke. Deutlich seltener ist ein Herzinfarkt Folge einer anderen Erkrankung. In Frage
kommen Verschlisse der HerzkranzgefalRe durch andere Ursachen wie langanhal-
tende ,Verkrampfungen® (Spasmen) bei Prinzmetal-Angina und Embolien bei einer
Endokarditis oder einer disseminierten intravasalen Koagulopathie (DIC) (Bonello et
al. 2006). Auch Blutungen oder Tumoren am Herzen sowie Einrisse der Gefalin-
nenwand (Werner et al., 2003) bei einer Aortendissektion kbnnen zum Verschluss
eines KranzgefalRes und damit zum Herzinfarkt fihren (Park et al., 2007). Wenn sei-
ne Blutzufuhr komplett unterbrochen ist, beginnt der Herzmuskel nach 15-30 Minuten
abzusterben. Dieser Vorgang der Infarzierung beginnt innen, in der den Herzkam-
mern zugewandten Schicht, und setzt sich zeitabhangig nach auflen, zum Herzbeu-
tel hin, fort (Riede et al., 2004).
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Einleitung

1.3 Pathogenese des Remodeling und der Herzinsuffizienz

Das Remodeling nach Myokardinfarkt ist ein entscheidender Faktor fur das Auftreten
einer Herzinsuffizienz. Direkt nach dem Auftreten des Myokardinfarktes beginnen
sich Struktur, GroRe und Form des Ventrikels zu andern (Swynghedauw et al.,
1999). Der segmentale Verlust an kontraktiler Masse flhrt in der Regel bei grolten
transmuralen Infarkten innerhalb der ersten Woche zu Dehnung und Ausdinnung
des Infarktgebietes, was auch als Expansion bezeichnet wird (Hutchins et al., 1978;
Pfeffer et al., 1990). Patienten mit Infarktexpansion besitzen eine héhere Pradisposi-
tion flir das Auftreten von Aneurysmen, Myokardrupturen und fir die Entwicklung
einer Herzinsuffizienz (Schuster et al., 1979; Erlebacher et al., 1982; Jugdutt et al.,
1987). An die Infarktexpansion schlief3t sich eine fortlaufende Erweiterung des nich-
tinfarzierten Ventrikelabschnittes an, die abhangig von der GroRe des Infarktes, von
der ventrikularen Wandbelastung und von der Infarktheilung ist (Pfeffer et al., 1990).
Die gréfldite Wandbeanspruchung im infarzierten Ventrikel liegt an der Grenze zwi-
schen infarziertem und nichtinfarziertem Myokard (Bogen et al., 1980). Die Dilatation
des Ventrikels kann als Kompensationsmechanismus im Hinblick auf die Dysfunktion
des Ventrikels verstanden werden, um das Schlagvolumen trotz abnehmender Ejek-
tionsfraktion aufrechtzuerhalten (Pfeffer et al., 1990). Als weiterer Pathogenitatsfaktor
setzt eine Hypertrophie und Fibrose des verbleibenden nichtinfarzierten Restmyo-
kards ein. Hierdurch wird zunachst die Kontraktionskraft gesteigert und, entspre-
chend dem La-Place-Gesetz, die Wandspannung gemindert.

Es ist bekannt, dass unter anderem Aldosteron, Angiotensin Il und Superoxidanion-
radikale das Fibroblastenwachstum mit einer vermehrten Bildung von Kollagen anre-
gen (Brilla et al., 1993; Siwik et al., 2004; Yamamoto et al., 2005). Das Fortschreiten
der Herzinsuffizienz wird auch durch eine relative Abnahme der Kapillardichte in Re-
lation zur Kardiomyozytenmasse begunstigt, welches zu einer Verminderung der
Koronarreserve flhrt (Breisch et al., 1984; Cannon, 1987). Das anfanglich bestehen-
de Gleichgewicht zwischen der kompensatorischen Dilatation und der Hypertrophie
des Ventrikels gerat schnell ins Wanken, was Auswirkungen auf das Fullungsvolu-
men des Herzens hat und die ventrikulare Erweiterung und Dysfunktion vorantreibt
(Pfeffer et al., 1990). Neben der Hypertrophie kommt es auch im nichtinfarzierten
Myokard zu Nekrosen und Apoptosen, die eine weitere Progression der Herzinsuffi-
zienz fordern (Tan et al., 1991; Olivetti et al., 1997).
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Einleitung

Die Infarktfolgen und Komplikationen werden nochmals in kiirze zusammengefasst:

¢ Im Rahmen der Defektheilung wird das entstandene nekrotische Gewebe in
eine bindegewebige Narbe umgewandelt. Die Akinesie des Narbenbezirkes
fuhrt zu einer gestorten Synergie der Ventrikelkontraktion und wirkt sich un-

gunstig auf die Pumpfunktion aus.

e Murale Thromben im linken Ventrikel kdnnen wiederum Embolien im grof3en
Kreislauf bewirken und so weitere Infarkte in Gehirn, Herz oder anderen Or-

ganen auslosen.

¢ Nach frischem Myokardinfarkt im Bereich des Septums kann es nach Perfora-
tion zur Ausbildung eines Links-rechts-Shunt oder zu einer Ruptur eines Papil-
larmuskels mit Mitralinsuffizienz kommen. Somit kommt zur Kontraktionssto-
rung bei Herzinfarkt eine hdmodynamisch meist schwere Volumenbelastung

des linken Ventrikels hinzu, die oft rasch zum Tode fuhrt.

e Bei transmuralem Infarkt einer Ventrikelwand kann es zu einer Perikardtam-
ponade kommen. In einer Vielzahl der Falle verlauft sie letal. Gedeckte Perfo-
rationen mit Ausbildung eines Aneurysma spurium, wobei das Perikard als

Aneurysmawand dient, sind beschrieben worden.

¢ Im Rahmen des chronischen Verlaufs nach Myokardinfarkt kann es zur Aus-
bildung eines Ventrikelwandaneurysmasacks kommen. Durch systolische
Ausbuchtung des Aneurysmas pendelt Blut innerhalb des Ventrikels hin und
her. Dies bedingt eine Erhohung der Wandspannung und die Dyskinese des
Kontraktionsablaufs und fihrt zu einem Umbau des linken Ventrikels, der auch
als Remodeling bezeichnet wird, mit deutlich erhdhtem diastolischem Druck
und erniedrigtem Herzminutenvolumen. Der Vorgang des Remodeling kann

wiederum zur Ausbildung einer Herzinsuffizienz flhren.
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1.4 Aufbau des Blutgefillsystems

In Einzellern und niederen mehrzelligen Organismen laufen die Transportvorgéange
von Sauerstoff und Nahrstoffen mit Hilfe von Diffusionsprozessen ab. Unabdingbar
fur das Entstehen von héheren Organismen ist die Fahigkeit, Sauerstoff und Nahr-
stoffe zu den einzelnen Zellen zu transportieren. In Vertebraten wird dies durch das
Blutgefalisystem bewerkstelligt. Das Blutgefalsystem ist hierarchisch aufgebaut.
Grole, vom Herz wegfuhrende Gefalde (Arterien), verzweigen sich immer weiter und
fuhren schlieBlich zur Ausbildung eines dichten Kapillarnetzes, welches zum Aus-
tausch von Atmungsgasen und Nahrstoffen dient. Im Anschluss vereinigen sich die
KapillargefaRe und bilden den vendsen BlutgefalRanteil, der wieder zum Herzen zu-
ruckfuhrt. Neben dem vendsen Anteil des BlutgefalRsystems dient auch das Lymph-
system neben seinen immunologischen Aufgaben dazu, interstitielle Flissigkeit zu
sammeln und wieder Uber den Venenwinkel in das Herz zu drainieren (Thews et al.,
2007). Die groReren GefalRe besitzen einen dreischichtigen Aufbau: Die Tunica inti-
ma besteht aus einem einschichtigen Endothel und dem Stratum subendotheliale,
ein feines lockeres Bindegewebe. Als Grenze zur Tunica media fungiert die
Membrana elastica interna. Die Tunica media ist aus ringférmig angeordneten glatten
Muskelzellen aufgebaut. Daneben befinden sich in unterschiedlicher Menge Elastin,
Kollagen und Proteoglykane. Nach auf3en hin befindet sich die Membrana elastica,
die auch noch zur Tunica media gerechnet wird. Die Tunica externa, die auch als
Adventita bezeichnet wird, besteht aus Bindegewebe mit elastischen Fasern
(Mulvany, 1992; Thews et al., 2007). Der Stoffaustausch zwischen Blut und Gewebe
findet in den Kapillaren statt. Kapillaren bestehen aus Endothelzellen, die von Perizy-
ten und einer Basallamina bedeckt sind. Die Funktion der Endothelzellen ist mannig-
faltig und beschrankt sich nicht allein auf eine rein passiv auskleidende Funktion der
Gefallwand. Vielmehr erflllen sie eine Reihe von sensorischen Aufgaben, nehmen
Veranderungen des stromenden Blutes war, reagieren auf vasoaktive Substanzen
und metabolische Faktoren und leiten Informationen an die umliegenden Zellen wei-
ter. Dadurch greift das Endothel aktiv Gber die Steuerung des Gefaldtonus in die Ge-
falregulation ein. Weiterhin erhalt das Endothel die Homdostase von Thrombose
und Fibirinolyse und tritt in Interaktion mit Leukozyten und erméglicht so die Migrati-
on dieser durch das Endothel (Furchgott et al., 1980; Butcher, 1991; Hartwell et al.,
1999).
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Auch spielt das Endothel eine wichtige Rolle in einer Reihe von pathologischen Pro-

zessen wie Allergien, Vaskulopathien und der Atherosklerose.
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Abbildung 1.1: Aufbau und Struktur der Blutgefalle, nach (Jain, 2003)

1.5 Mechanismen der Blutgefilentwicklung

Die Entwicklung von BlutgefalRen ist ein essentieller Vorgang fur die Entwicklung des
Embryos. Sie spielt dartber hinaus auch im adulten Organismus eine wichtige Rolle
im Rahmen von Heilungs- und Regenerationsprozessen. Auch im Rahmen von pa-
thophysiologischen Vorgangen wie dem Tumorwachstum ist sie von hochster Bedeu-
tung und Gegenstand aktueller Forschung. Die Erkenntnisse Uber die Beeinflussung
des Gefal- und Kollateralwachstums mittels Wachstumsfaktoren und Cytokinen fihr-
te auch zu dem Ansatz der therapeutischen Angiogenese und Arteriogenese (Henry,
1999; Freedman et al., 2002; Losordo et al., 2004).
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Es werden zwei Mechanismen der Blutgefallentwicklung unterschieden:

e Vaskulogenese

e Angiogenese

e Arteriogenese
Die embryonale BlutgefaRentwicklung basiert auf der Bildung von BlutgefaRen durch
Hamangioblasten (Carmeliet, 2003). Im Rahmen der Embryonalentwicklung formen
Hamangioblasten im Dottersack Mesenchymalzellagreagate, die auch als Blutinseln
bezeichnet werden. Die inneren Zellen entwickeln sich zu hamatopoetischen Vorlau-
ferzellen, die auleren Zellen zu Endothelvorlauferzellen (Conway et al. 2001). In ei-
nem weiteren Schritt differenzieren die Endothelvorlauferzellen, die auch als Angi-
oblasten bezeichnet werden, zu Endothelzellen, die ein erstes primitives Netzwerk
formen. Die Angioblastendifferenzierung wird durch eine Vielzahl von Wachstumsfak-
toren und ihrer Rezeptoren getriggert und kontrolliert. Als Beispiel wichtiger Wachs-
tumsfaktoren sind hier FGF-2 (bFGF, basic fibroblast growth factor) und VEGF (vas-
cular endothelial growth factor) zu nennen (Carmeliert, 2003). Shalaby et al. konnten
bereits 1995 zeigten, dass in Mausen die Inaktivierung des Flk-1-Gens (auch als
VEGF-Rezeptor 2 bezeichnet) zu einer embryonalen Letatlitdt aufgrund mangelnder
Entwicklung von endothelialen als auch hamatopoetischen Zelllinien fihrt (Shalaby et
al., 1995). In neuerer Zeit ist das Dogma verlassen worden, dass die Blutgefalient-
wicklung aus endothelialen Vorlauferzellen auf die Embryogenese beschrankt ist
(Conway et al., 2001). Tatsachlich findet ein reger Austausch von Progenitorzellen
zwischen dem Knochenmark, Blut und Organen statt. Die Mobilisation und Differen-
zierung von endothelialen Progenitorzellen wird auch im adulten Organismus durch
Cytokine wie VEGF und GM-CSF (granulocyte-monocyte-colony-stimulating-factor)
ermoglicht. Im Rahmen der Angiogenese kommt es zur Aussprossung von neuen
Gefalien aus bereits bestehenden Gefallen (Carmeliet, 2000). Der Prozess der Aus-
sprossung beginnt mit einer NO-vermittelten Vasodilatation der Gefalle. Es kommt
zu einer gesteigerten Gefal3permeabilitat, die zur Extravasation von Plasmaproteinen
fuhrt. Diese stellen ein Gerust fur die sich an dieser Stelle teilenden und migrieren-
den Endothelzellen dar. Die Migration der Endothelzellen wird dadurch ermdglicht,
dass sich die intraendotheliale Zellkontakte I16sen und die Extrazellularmatrix duch
eine Anzahl spezifischer Proteasen abgebaut wird. Im Rahmen der Angiogenese
kénnen sich auch bereits bestehende GefalRe durch Bildung endothelialer Zellbri-

cken in individuelle TochtergefalRe teilen (Conway et al., 2001). Der Mechanismus
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der Angiogenese besitzt auch im adulten Organismus eine grolde physiologische wie
pathophysiologische Bedeutung. Physiologische Vorgange der Angiogenese spielen
sich im Rahmen des Ovarialzyklus und der Placentaentwicklung ab. Pathophysiolo-
gische Angiogenese findet sich im Rahmen des Tumorwachstums, ophtalmologi-
schen und rheumatischen Erkrankungen als auch im Rahmen der Wundheilung. Eine
Reihe von Wachstumsfaktoren regulieren sowohl die embryonale als auch adulte
Angiogenese (Risau, 1997). Sowohl die Cytokine FGF, VEGF als auch ihre Rezepto-
ren beeinflussen die embryonale, neonatale und pathologische Angiogenese
(Carmeliet, 2000). Jedoch zeigen sich auch Unterschiede in der GefalRentwicklung
des Embryos im Vergleich zur pathophysiologischen Angiogenese. Conway et al.
konnten zeigen, dass adulte Gefal’e weniger stark durch einen VEGF-Entzug beein-
flusst werden als embryonale Gefalde (Conway et al., 2001). Im Rahmen des Gefal3-
wachstums ist ebenfalls die Arteriogenese von Bedeutung. Hierbei entstehen aus
einem Geflecht bereits bestehender arterieller Verbindungen gréRere Arterien. De
facto handelt es sich jedoch bei diesem Vorgang nicht um eine Neubildung von Ge-
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1.6 Charakterisierung der Stammzellen

Stammzellen sind Koérperzellen, die sich noch nicht differenziert haben. Das heildt,
sie liegen noch nicht in einer Form vor, die sie fur ihre Verwendung im Organismus
spezialisiert, vielmehr ist ihre spatere Verwendung noch offen. Stammzellen sind in
der Lage, standig neue, organspezifische Tochterzellen zu erzeugen und sich dabei
selbst zu erhalten. Hierzu befahigt sie ein noch nicht vollstandig geklarter Mechanis-
mus von asymmetrischer Zellteilung, der es ihnen erlaubt, einerseits Tochterzellen
mit Stammzelleigenschaften zu generieren, andererseits andere Tochterzellen mit
grélerer Ausdifferenzierung hervorzubringen (Morrison et al., 1997). Unter Totipo-
tenz wird die Fahigkeit verstanden, alle Zellarten und Organe bis hin zu einem selb-
standigen Organismus hervorzubringen. Als die ultimativ totipotente Zelle wird die
Eizelle betrachtet. Die vollkommene Totipotenz bleibt bis zum 8-Zellstadium erhalten.
Im Anschluss daran spricht man von pluripotenten embryonalen Stammzellen, da sie
nicht mehr zu einem vollstandigen Organismus heranwachsen konnen. Im Laufe der
Embryogenese verlieren die Stammzellen ihr Entwicklungspotential, so dass letzt-
endlich die sogenannten fetalen und adulten Stammzellen entstehen. Bis heute
konnten in mehr als 20 Organen und Organsystemen wie unter anderem in Kno-
chenmark, Blut, Herz und Leber adulte Stammzellen nachgewiesen werden. Sie ha-
ben die Aufgabe, lebenslang unterschiedliche organspezifische Ersatzzellen zu pro-
duzieren. Adulte Stammzellen lassen sich in hamatopoetische, mesenchymale, side-
population-Zellen und gewebestandige Stammzellen unterscheiden.

Hamatopoetische Stammzellen (HSC) sind im Knochenmark lokalisiert. Als Kennzei-
chen hamatopoetischer Stammzellen gilt die Expression des Oberflachenmarkers
CD34. Jedoch ist die Expression von CD34 nicht allein auf die hamatopoetischen
Stammzellen beschrankt und wird auch von maturen Endothelzellen exprimiert. So-
mit wird zu weiteren Charakterisieung der Pan-Leukozytenmarker CD45 herangezo-

gen.
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Abbildung 1.3: Entwicklung der humanen und murinen hamatopoetischen Progeni-

torzellen und deren wichtigsten Oberflachenantigenen (nach Dimmeler 2005).

Mesenchymalen Stammzellen (MSC) sind ebenfalls im Knochenmark lokalisiert. Sie
lassen sich aus der adharenten Fraktion des Knochenmarks kultivieren. Sie zeichnen
sich durch eine fehlende Expression der Oberflachenantigene CD45 und CD34 aus.
Typischerweise werden auf Stromazellen CD73, CD90 und CD105 exprimiert. Me-
senchymale Stammzellen besitzen ein grolRes Differenzierungsspektrum. Neben ei-
ner Differenzierung in Knorpel-, Knochen- und Fettzellen (Pittenger et al., 1999) ver-

mdgen sie sich auch in Kardiomyozyten zu differenzieren (Makino et al., 1999).

Bei der Erforschung der Stammzellen konnte eine weitere Untergruppe identifiziert
werden: die Nebenpopulationszellen ,Side-population-cells® kurz SP-Zellen. Namen-
gebend war die Fahigkeit dieser Zellen die Farbstoffe Hoechst 33342 und Rhodamin
aktiv mittles eines ATP-bindenden Transporters aus der Zelle auszuschleusen.
Durch diese Eigenschaft bilden sie eine Nebenpopulation in der FACS-Analyse
Hoechst 33342 und Rhodamin gefarbter Stammzellen (Goodell et al., 1996). SP-
Zellen werden neben dem Knochenmark in vielen Gewebearten gefunden, so dass
es Hinweise gibt, dass sie mit gewebestdndigen Stammzellen identisch sind
(Dimmeler et. al., 2005.). Interessanterweise konnen sich SP-Stammzellen auch zu

Kardiomyozyten und Endothelzellen differenzieren (Jackson et al., 2001).
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Die gewebestandigen Stammzellen weisen zum Teil eine unterschiedliche Expressi-
on von Oberflachenmarker in den einzelnen Organen auf. lin/c-kit", Islet-1 oder Sca-
1" sind Oberflachenmarker, die bei gewebesténdigen Stammzellen des Herzens ge-
funden werden konnen (Beltrami et al., 2003; Oh et al., 2003; Laugwitz et al., 2005).
Gewebestandige Stammzellen haben die Aufgabe, untergegangenes Gewebe zu
ersetzen. Als Beispiele fir diese Art von Stammzellen seien die Kryptenzellen der
Dunndarmzotten und die Satellitenzellen der Skelettmuskulatur genannt. Es ist vor-
stellbar, dass nach Erschopfung des Pools der gewebestandigen Stammzellen zirku-
lierende Stammzellen deren Aufgabe bernehmen und in das ischamische Gewebe
einwandern kdnnen und an den Reperationsprozessen teilhaben kénnten (Dimmeler
et al., 2005).

1.7 Charakterisierung der Endothelialen Progenitorzellen (EPC)

Die Beschreibung der Endothelialen Progenitorzellen (EPC) geht auf die Arbeit von
Asahara im Jahre 1997 zurlick (Asahara et al., 1997). Er beschrieb die Existenz von
Progenitorzellen im adulten Organismus, die sich in Endothelzellen differenzieren
und zu einer Verbesserung der Vaskularisation nach Ischamie beitragen kdnnen.
Folgestudien konnten weiterhin zeigen, dass EPC auch an der endothelialen Rege-
neration beteiligt sind (Walter et al., 2002; Werner et al., 2004). In den letzten 10 Jah-
ren wurden verschiedene Arten von Stammzellen gefunden werden, die zur Differen-
zierung eines endothelialen Phanotyps fahig sind. Jedoch besteht bis heute Unklar-
heit Uber den zellbiologischen Ursprung der endothelialen Progenitorzellen. Aus dem
peripheren Blut und Knochenmark lassen sich CD34" oder CD133" hamatopoetische
Stammzellen isolieren, die neben den Stammzellmarker der hamatopoetischen Linie

endotheliale Marker wie zum Beispiel VEGFR2 exprimieren kdnnen.
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Abbildung 1.4: Ursprung und Differenzierung von Endothelialen Progenitorzellen
nach (Urbich et al., 2004).

Neben den Stammzellen hamatopoetischen Ursprungs wurden auch Zellen des mye-
loiden Subtyps gefunden, die auch die Modglichkeit besitzen, sich in Endothelzellen
2003; Rehman et al., 2003). Auch die im vorigen Ab-

schnitt beschriebenen Nebenpopulationszellen ,Side-population-cells® und gewebe-

zu differenzieren (Urbich et al.,

standige Stammzellen konnten als Ursprung endothelialer Zellen identifiziert werden
2002; Beltrami et al., 2003). Somit ist die Differenzierung zur Endothel-

zelle nicht auf eine einzige Stammzellpopulation beschrankt.

(Reyes et al.,

Neben Unterschieden in der Expression von Oberflachenmarker lassen sich die un-
terschiedlichen EPC-Populationen auch an Hand von morphologischen und funktio-
nellen Kriterien klassifizieren. In der Literatur wurden ,spindelférmige® Progenitorzel-

len mit einer niedrigen Proliferationsrate und ,kopfsteinpflasterartige® Zellen mit ei-
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nem groflden Proliferationspotential beschrieben (Lin et al., 2000, Hur et al., 2004). Im
Vergleich zum maturen Endothel unterscheiden sich endotheliale Progenitorzellen
auch durch ein spezifisches Expressionmuster, welches sie innert gegen eine Reihe
von Stressfaktoren macht. Diese aktivierten Gene werden auch als Stammzellgene
,stemness genes” bezeichnet (Ramalho-Santos et al., 2002; Ivanova et al., 2002). Im
Gegensatz zur aerob versorgten Herzmuskulatur kommt es in der Ischamiephase
des Herzinfarkts zur Bildung eines anaeroben Milieus, der Freisetzung von proteolyi-
schen Enzymen und toxischen Substanzen von absterbenden Kardiomyozyten. Im
weiteren Prozess fuhrt das Einwandern von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen zur Freisetzung von Sauerstoffradikalen und weiteren digestiven En-
zymen. Dies verdeutlicht, dass EPC resistent gegenuber proteolytischen Enzymen
und oxidativen Stress sein miussen um ihr proangiogenetisches Potential im Ischa-
miegebiet entfalten zu kénnen. Dernbach und Urbich konnten 2004 nachweisen,
dass EPC auf einem hohen Niveau antioxidative Enzyme wie Mangan-Superoxid-
Dismutase (MnSOD), Katalasen und Glutathionperoxidasen expremieren. Eine kom-
binierte Hemmung von den drei Enzymen fuhrte zu einer Erhdhung der Reaktiven
Sauerstoffspezies (Dernbach et al., 2004). Weiterhin besitzen EPC eine geringe A-
poptosesensitivitat im Vergleich zu maturen Endothelzellen (Urbich et al.,2005; Yao
et al., 2006).

1.8 Ubersicht der tierexperimentellen Stammzelltherapie-Studien

In unterschiedlichen Untersuchungen konnten von verschiedenen Arbeitsgruppen
nachgewiesen werden, dass endotheliale Progenitorzellen (EPC) sowohl an der phy-
siologischen als auch pathologischen Gefalineubildung beteiligt sind. Die Bedeutung
von endothelialen Progenitorzellen (EPC) an der Regeneration des Gefaliendothels
in verschiedenen Organsystemen konnte zuerst von der Arbeitsgruppe Asahara ge-
zeigt werden. Nach Transplantation von Knochenmarkszellen transgener Mause
konnten EPC im peripheren Blut, im Knochenmark, in der Milz sowie im Gefalinetz
bzw. im Stroma von Lunge, Darm, Leber, Skelettmuskulatur, Ovar und Uterus der
Empfangermause nachgewiesen werden (Asahara et al., 1997, Asahara et al,,
1999).

In Matrigelexperimenten konnte in vitro und in vivo eine positive Beeinflussung der

Neovaskularisation durch EPC nachgewiesen werden (Gulati et al., 2003).
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Das regenerative Potential einer Stammzelltherapie von EPC im Rahmen von i-
schamischen Erkrankungen wie zum Beispiel Myokardinfarkt oder periphere arteriel-
le Verschlusskrankheit (pAVK) konnte in verschiedenen tierexperimentellen Modellen
belegt werden. Im Hinterlaufischamiemodell der Maus oder Ratte wurde eine einsei-
tige Ischamie eines Hinterlaufs herbeigefiihrt und anschlielend eine Stammzellthe-
rapie mit EPC oder anderen adulten Progenitorzellen wie Knochenmarksstammzel-
len (BMC) durchgefuhrt. Hierbei konnten verschiedene Arbeitsgruppen unabhangig
voneinander zeigen, dass durch die Transplantation von EPC im Vergleich zu Kon-
trolltieren (Transplantation ausdifferenzierter humaner mikrovaskularer Endothelzel-
len bzw. NaCl-Lésung) die Rate an Nekrosen des Hinterlaufs und Autoamputationen
verhindert werden konnte (Takahashi et al., 1999, Kalka et al., 2000, Urbich et al.,
2003). Weiterhin zeigte sich, dass eine Zelltherapie mit EPC zu einer signifikanten
Erhéhung der Kapillardichte und des Blutflusses flihrt. Anzumerken ist, dass trans-
plantierte EPC nahezu ausschlieBlich in der ischamischen Region des Hinterlaufs
nachweisbar waren (Kalka et al., 2000; Urbich et al., 2003; Hur et al., 2004).

In Herzinfarktmodellen der Ratte und der Maus zeigte sich nach der Transplantation
von EPC eine erhéhte Kapillardichte und ein vermindertes Remodeling (bindegewe-
biger Umbau des Herzens) im Infarktareal sowie eine deutlich bessere linksventriku-
lare Herzfunktion im Vergleich zu Kontrolltieren (Kocher et al., 2001, Kawamoto et
al., 2003). Diese erfolgsversprechenden Ergebnisse fuhrten zur Initiierung klinischer
Studien, die den Einsatz endothelialer Progenitorzellen bei Patienten mit akutem My-
okardinfarkt prifen und im Kapitel 1.7 beschrieben werden. Neben der Gefalineubil-
dung sind EPC auch an der Wiederherstellung einer intakten Endothelschicht betei-
ligt, der so genannten Reendothelialisierung (Walter et al., 2002; Werner et al.,
2003). Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass EPC als vaskulogenetische
Komponente an der physiologischen und pathologischen Gefalineubildung (Vasku-
logenese) im Rahmen der Wundheilung (Asahara et al., 1999), bei ischamischen
Prozessen (Asahara et al., 1999; Kalka et al., 2000; Kocher et al., 2001; Urbich et al.,
2003) der Endothelialisierung von Gefaliprothesen (Peichev et al., 2000) oder ge-
schadigten GefalRarealen (Werner et al., 2003) und beim Tumorwachstum (Asahara
et al., 1999) beteiligt sind. Dartber hinaus konnte in Tierversuchen nachgewiesen
werden, dass EPC an der zerebralen (Zhang et al., 2002), retinalen (Grant et al.,
2002) und lymphoiden Gefalineubildung (Salven et al., 2003) Anteil haben.

Tabelle 1.2 gibt die wichtigsten tierexperimentellen Versuche wieder.
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GULATI et al.
Circ. Res. 2003

Matrigel-Modell

Neovaskularisation A

Anzahl der Kapillare A

TAKAHASHI et al.

Hinterlaufischamie-

Kapillardicht A

Nat. Med. 1999 Modell Blutfluss A
KALKA et al. Hinterlaufischamie- Kapillardicht A
PNAS USA. 2000 Modell Blutfluss A
MUROHARA et al. Hinterlaufischamie- Kapillardicht A

J Clin Invest. 2000 Modell Blutfluss A
IWAGURO et al. Hinterlaufischamie- Autoamputation W

Circulation 2002

Modell

Kapillardicht A

Blutfluss A
HEESCHEN et al. Hinterlaufischamie- Kapillardicht A
Blood 2003 Modell Blutfluss A
URBICH et al. Hinterlaufischamie- Kapillardicht A
Circulation 2003 Modell Blutfluss A
KOCHER et al. Herzinfarktmodell Herzfunktion A
Nat.Med. 2001 Remodeling W

Apoptoserate W

KAWAMOTO et al.

Circulation 2001

Herzinfarktmodell

Herzfunktion A
Remodeling W
InfarktgroRe W

ORLIC et al. Herzinfarktmodell Herzfunktion A
Nature 2001 InfarktgroRe W
ORLIC et al. Herzinfarktmodell Herzfunktion A

PNAS USA. 2001

Kapillardicht A

Remodeling W
KAWAMOTO et al. Herzinfarktmodell Herzfunktion A
Circulation 2003 Remodeling W

InfarktgroRe W

Tabelle 1.2: Ubersicht der wichtigsten tierexperimentellen Stammzellstudien.
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1.9 Ubersicht der klinischen Stammzelltherapie-Studien

Die Stammzelltherapie steht heutzutage nicht mehr allein im Focus der Grundlagen-
forschung. Seit dem ersten klinischen Fallbericht im Jahre 2001 hat sie sich rasant
weiterentwickelt. In einer ersten Fallstudie konnten Strauer et al. mononukleare Kno-
chenmarkzellen Uber einen Ballonkatheter in ein infarziertes wiedereréffnetes In-
farktareal injizieren (Strauer et al., 2001). Hierfir wurde am Tag des Infarktes das
Knochenmark punktiert, Knochenmarkszellen isoliert und flr sechs Tage extrakorpo-
ral kultiviert und dem Patienten im Anschluss injiziert. Vorher sowie 10 Wochen da-
nach wurden die Auswirkungen der Stammzelltransplantation auf Ventrikelfunktion,
InfarktgréRe, Ventrikelgeometrie und Myokardperfusion unter Ruhe- und Belastungs-
bedingungen untersucht. Es zeigte sich eine Verbesserung der Auswurffraktion,
Herzindex und Schlagindex und einer Reduktion der InfarktgroRe (Strauer et al.,
2002). Im Jahre 2002 wurde unter Strauer eine gréliere Studie mit 20 Patienten ver-
offentlicht. Neben einer Standardtherapie mit Medikamenten, Reperfusion mittels
Ballondilatation und Stentimplantation erhielten 10 Patienten autologe, mononukleare
Knochenmarkzellen. Nach drei Monaten zeigten sich eine Verringerung der Infarkt-
grélke und eine signifikante Zunahme der Kontraktilitat (Strauer et al., 2002). Ein wei-
terer Schritt stellte die TOPCARE-AMI-Pilotstudie dar: Hier wurden 31 Patienten
Guidline-gemal therapiert. Neun Patienten erhielten autologe BMC (Bone marrow
cells), weitere 11 Patienten aus dem Blut gewonnene CPC (Circular progenitor cells).
Als Kontrollarm dienten 11 Patienten, die keine Zelltherapie erhalten hatten. Nach
vier Monaten zeigte sich eine signifikante Verbesserung der linksventrikularen Ejekti-
onsfraktion (,Left ventricular ejection fraction* = LVEF) als auch ein Anstieg des
WMSI (,Wall motion score index“) bei beiden Gruppen mit Zelltherapie. In der stan-
dardbehandelten Kontrollgruppe zeigte sich in dem Untersuchungszeitraum keine
Verbesserung der Herzfunktion. Diese Pilotstudie zeigte eindricklich eine Verbesse-
rung nach Stammzelltherapie insbesondere in den angrenzenden Regionen des In-
farktgebietes (Assmus et al., 2002). In der BOOST-Studie wurden von der Drexler-
Gruppe in Hannover 60 Patienten untersucht. 30 Patienten erhielten lediglich eine
Standardtherapie, 30 Patienten wurden zusatzlich mittels BMC therapiert. Die Zell-
applikation erfolgte mittels Niedrig-Ballon-Katheter. Auch hier zeigte sich ein signifi-
kanter Anstieg der LVEF in the Zelltherapiegruppe. Hauptverantwortlich fir die Ver-

besserung der globalen Herzfunktion war auch hier eine Erholung der Randgebiete
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des Infarktes (Wollert et al., 2004). 2004 wurde die TOPCARE-AMI-Studie erweitert:
59 Patienten mit akutem transmuralem Myokardinfarkt wurden gemaf der Guidlines
therapiert und mechanisch rekanalisiert. 29 Patienten erhielten eine intracoronare
BMC-Therapie, die restlichen 30 Patienten eine coronare Zelltherapie von Stammzel-
len aus dem peripheren Blut (circulating progenitor cells, CPC) 3-7 Tage nach prima-
rer Intervention. Eine Angiographie nach vier Monaten konnte die Ergebnisse der
Pilotstudie bestatigen: Es zeigte sich in beiden zellbehandelten Gruppen ein signifi-
kanter Anstieg der linksventrikularen Ejektionsfraktion (Pfeffer et al., 1990) und eine
gleichzeitige signifikante Verringerung des linksventrikularen endsystolischen Volu-
mens. Die Kontrast-MRT-Untersuchung belegte weiterhin eine signifikante Verbesse-
rung der linksventrikuldaren Ejektionsfraktion zwischen dem 4. und 12. Monat nach
Zelltherapie. Daneben zeigten sich eine Reduktion der Infarktgrof3e und eine aus-
bleibende linksventrikulare Hypertrophie. Dies lasst eine funktionelle Regeneration
des infarzierten Ventrikels vermuten (Schachinger et al., 2004). In der Studie von
Janssens et al. wurden 67 Patienten mit akutem Myokardinfarkt eingeschlossen.
Nach Erdéffnung des verschlossenen Gefalkes mittels PTCA wurden 33 Patienten ei-
ne Stammzelltherapie mit Knochenmarkzellen 24 Stunden nach Intervention intraco-
ronar verabreicht. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der HerzinfarktgroRe
jedoch keine Verbesserung des linksventrikuldren Funktion (Janssens et al., 2006).
Die fehlende Funktionsverbesserung konnte sich dadurch erklaren lassen, dass die
Zellen in einem zu frihen Intervall nach Myokardinfarkt appliziert wurden. Ein zu den
bisherigen Studien kontrares Ergebnis erbrachte die ASTAMI-Studie 2006. 47 Pati-
enten erhielten neben der Standardtherapie nach Myokardinfarkt BMC intracoronar
appliziert. Die Kontrollgruppe aus 50 Patienten bekam keine Stammzelltherapie.
Sechs Monate nach Infarkt konnte die Gruppe keine Verbesserung der Herzfunktion
oder eine Reduktion der InfarktgrofRe finden (Lunde et al., 2006). Ursachlich fir das
Therapieversagen der Stammzelltherapie der ASTAMI-Studie kénnte in einer unter-
schiedlichen Zellpraperation und Lagerung der BMC vor Injektion im Vergleich zur
REPAIR-AMI-Studie liegen (Seeger et al., 2007). Die REPAIR-AMI-Studie stellt die
bislang gréfite Multizenterstudie im Rahmen der intrakoronaren Stammzelltherapie
bei akutem Myokardinfarkt dar. Eingeschlossen wurden 204 Patienten. Davon erhiel-
ten 101 Patienten 3-7 Tagen nach Herzinfarkt neben einer Standardtherapie eine
intrakoronare Stammzelltherapie aus BMC. Es konnte gezeigt werden, dass sich die

linksventrikulare Herzleistung signifikant nach vier Monaten und einem Jahr verbes-
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sert hatte. Auch die Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines erneuten Herzinfarktes,

Todes oder erneuter Katheterintervention in der Zelltherapiegruppe war deutlich re-

duziert.

Strauer et al.
Circulation 2002

BMC =10
Kontrolle =10

Regionale Kontraktilitat A
Endsystolisches Volumen W
Perfusion A\

TOPCARE-AMI-Studie BMC = 29 Globale Kontraktilitat A
Circulation 2002 Kontrolle = 11 Endsystolisches Volumen W
J Am Coll Cardiol 2004 CPC =30 Flussreserve A
BOOST-Studie BMC = 30 Globale Kontraktilitat A
Lancet 2004 Kontrolle = 30
Fernandez-Aviles et al. BMC =20 Globale Kontraktilitat A
Circulation Research 2004 | Kontrolle = 13 Endsystolisches Volumen W
ASTAMI-Studie BMC =47 No difference in global con-
Scand Cardiovasc J.2005 | Kontrolle = 50 tractility or infarct size
Janssens et. al. BMC =33 Keine Anderung der globalen
Lancet 2006 Kontrolle = 34 Kontraktilitat

InfarktgroRew
REPAIR-AMI-Studie BMC = 101 Globale Kontraktilitat Az

New England Journal of
Medicine 2006

Kontrolle = 103

Endsystolisches Volumen W

Flussreserve A\

Tabelle 1.3: Ubersicht der wichtigsten klinischen Stammzellstudien nach Myokardin-

farkt.

-30 -




Einleitung

1.10 Wirkungsweise und Mechanismen von Endothelialen Proge-

nitorzellen

Sowohl in tierexperimentellen als auch in klinischen Studien (siehe vorige Kapitel)
konnte gezeigt werden, dass EPC ein grof3es therapeutisches Potential besitzen.
Jedoch ist der genaue biologische Mechanismus bis heute Gegenstand intensiver
Forschung. In der letzten Zeit haben sich zwei groRe Wirkungsansatze der EPC im
Rahmen der Neovaskularisation herauskristallisiert: Zum einen scheinen EPC die
Fahigkeit zu besitzen, aktiv in ein Ischamiegebiet einwandern zu kénnen und dort zu
maturen Endothelzellen zu differenzieren, zum anderen scheinen sie durch Freiset-
zung von Wachstumsfaktoren und Cytokinen die Vaskularisierung zu férdern,
ortsstandige Stammzellen zu rekrutieren und die Apoptose von Myozyten zu verhin-
dern.

Die Migration von EPC im Rahmen der Vaskulogenese aus dem Knochenmark in
das Ischamiegebiet wird auch als ,homing®“ bezeichnet. Dieser Vorgang vollzieht sich
in verschiedenen Stufen: Zuerst erfolgt die Mobilisation der Stammzellen aus |hren
Knochenmarksnischen in das Blut (Aicher et al., 2005), der Transport mit dem Blut
zum Ort der Geweberegeneration, der Adhasion an das Endothel (Walter et al.,
2002), die Transmigration durch das Epithel, die Invasion und Migration durch die
extrazellulare Matrix mit Hilfe von Integrinen und Proteasen wie Cathepsin L und die
abschlieRende Differenzierung (Urbich et al., 2005). Im Verlauf der Differenzierung
exprimieren die Zellen erhdhte Spiegel typischer Marker der endothelialen Differen-
zierung wie ,vascular endothelium-cadherin“ (VE-Cadherin), PECAM-1 (CD31), von
Willebrand Faktor (VWF), endotheliale NO-Synthase (eNOS) und E-Selectin (Asaha-
ra et al., 1999; Griese et al., 2003; Masuda et al., 2003). Das Differenzierungspoten-
tial von EPC ist jedoch nicht auf die endotheliale Linie beschrankt. Badorff et al.
konnten 2003 zeigen, dass eine Co-Kultivierung von humanen EPC mit RattenKardi-
omyozyten zu einer Differenzierung funktionell aktiver Kardiomyozyten fihrt (Badorff
et al., 2003).

Neben der Fahigkeit der Differenzierung konnen EPC Uber eine parakrine Sekretion
von Cytokinen und Wachstumsfaktoren die Neovaskularisation im betroffenen Gebiet
beeinflussen. Eine Reihe von Wachstumshormonen wie der ,Vascular endothelial
growth factor* (VEGF), ,Stromal cell-derived factor-1“ (SDF-1), Insulin-like growth
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factor-1 (IGF-1) und ,Hepatocyte growth factor (HGF) konnten in ,in vitro“-Versuchen
identifiziert werden (Urbich et al., 2005).

Status
Fisikodakiorsn, Aher
Dosler , Applikatonsmethods

Profiferation . Stamm-Voriduterzelisn Kembiration mit Cylokinen
Arzahl und furktionak Kapaeititfir: | oo difikatien mitisls Geniranafar

Viabilhat rech Trareplariation
Transdiflerenzierun

'F\I' Mobiliskrung aus dem KM
l“p » Tranaplarke
L

Auvsschiben parakdrsr Fakioren

-
-
g Peention o a
'//— = \ - _\-\--""--..\___
“E f " —_— . -
Parakrine Effakie % » "Erom Tm R »
' e, o LB Zeiusion oo e Erele  —
A, T ra e ez P ¢ !
*‘ 5 \‘1 e i - * \‘
Rekrutierung p ey { Matr
ansdssiger vl = I| Apoptoss won Kardomyazyten L
Stammezallan i ¥ e —  Beknuierung aredsaiger
= + i'/ Stammeslkn Gmglilgglmsmem
Eardiomyozyienprolkraton zusamn‘regel;geﬁung
Vaskularisisring - - lu"
- - /
] Myozytananzahl T
Perfusion T —_— ke ktrame chanische Verbindung) 7
'|\. -\-"'-\-\.H.
I"‘-,. \"\‘ __.,.:-"
) ) _
) Myokardiale Funktion T
Angina J PR {systolisch, diastalisch)

Herzversagen J

Abbildung 1.5: Zusammenfassung moglicher Mechanismen der Stammzelltherapie
nach (Wollert et al., 2005).

1.11 Uberexpression von Genen in EPC mittels viraler Vektoren

Im Rahmen der Doktorarbeit war es notwendig, lentivirale Uberexpressionstechniken
zu etablieren. Daher soll in diesem Kapitel mdgliche virale Expressionssysteme in
eukaryotischen Zellen vorgestellt werden. Virale und nichtvirale Expressionssysteme
dienen dazu Fremd-DNA in eukaryote Zellen einzuschleusen und das Expressions-
verhalten der Zelle zu verandern. Allen gemeinsam ist der Transfer einer angemes-
senen Menge eines therapeutischen Gens, eine mdglichst geringe Immunogenitat
und Toxizitat des viralen Vektors sowie eine mdglichst hohe Biosicherheit des ver-

wendeten Modells. Nicht-virale Transfektionssysteme besitzen eine hohe Biosicher-
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heit (Nishikawa et al., 2001), jedoch verlauft die Transfektion von primaren Zellen wie
EPC noch sehr ineffizient. Viren hingegen sind biologische Systeme, die ihre Gene
effizient in ihre Wirtszellen einschleusen kdnnen. Dieses wird bei der Entwicklung
von viralen Vektorsystemen genutzt. Der adenovirale Gentransfer zeichnet sich
durch einen hohen Titer, guter Transduktionseffizienz bei sich teilenden Zellen und
ein grofRes Wirtsspektrum aus. Der Nachteil liegt in der hohen Immunogenitat und
der transienten Expression des eingeschleusten Gens, da das Adenovirus episomal
in der Zelle vorliegt (Ritter et al. 2002). Weniger immunogen sind Adeno-assoziierte

Viren (AAV), die jedoch nur eine begrenzte Verpackungskapazitat besitzen.

Infektion
Virale Vek- Verpackungs- | von ru- .
Expression Virusart Titer | Immunogenitat
toren kapazitat henden
Zellen
Adenoviren Transient DNA <8kb gering hoch Hoch
Adeno-
assoziierte
. Stabil DNA 4-5kb gering hoch Gering
Viren
(AAV)
Herpes
simplex Transient DNA <50kb gering hoch Hoch
Virus
Epstein- Stabil extrach- . ) .
. DNA <150 kb gering gering Gering
Barr-Virus romosomal
Retroviren Stabil RNA <10 kb gering gering Gering
Lentiviren Stabil RNA <10 kb hoch gering Gering

Tabelle 1.4: Virale Expressionssysteme

Das Genom von Retroviren besteht aus RNA. Der Vorteil der Retroviren besteht in
der stabilen Integration in das Wirtsgenom. Jedoch ist ein transkriptionelles ,Silen-
cing“ der eingeschleusten Zielgene in Retroviren beschrieben worden, welches zu
einer Verklrzung der Transgenexpression fuhrte (Pannell et al., 2001). Der Virustiter
von Retroviren weist haufig nur einen geringen Titer auf, so dass die Transduktion-

seffizienz mittels Ultrazentrifikation oder Beschichtung der Kulturgefalde und an-
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schliellende Zentrifugation nach Aufbringen der Wirtszellen gesteigert werden muss.
Ein weiterer Nachteil ist auch die geringe Transduktionseffizienz in sich nicht teilen-
den Zellen wie EPC.

Der groRe Vorteil von Lentiviren liegt in der stabilen Integration der Zielgene in das
Genom von ruhenden und sich nicht teilenden Zellen (Naldini, 1998). Die Integration
erfolgt Uber die LTR-Integrationssequenzen (Naviaux et al., 1992). Der grofl’e Nach-
teil von Retroviren und Lentiviren liegt in der Entstehung von Onkogenen wahrend
der Integration in das Genom der Wirtszelle (Hu et al., 2000).

Da sich EPC auf Grund ihr geringen Teilungsrate und einer hohen Protesasomenak-
tivitat nur schlecht transfizieren lassen, stellen virale Vektoren ein intelligentes Sys-
tem dar, um das Genom der Progenitorzellen zu verandern (lwaguro et al., 2002;
Kong et al., 2004; Santoni et al., 2006). In der Literatur sind Transduktion von EPC
mit Adenoviren (lwanguro et al., 2002), Herpes simplex Viren (Gomez-Navarro et al.,
2000), Retroviren (Griese et al., 2003; Kong et al., 2004) und Lentiviren (Herder et
al., 2003; De Palma et al., 2003) beschrieben worden.
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1.12 Fragestellung

Trotz einer verbesserten medikamentdsen Therapie und der Moglichkeit einer me-
chanischen Reperfusion ist die Selbstregeneration des Herzens nicht erreicht wor-
den. In diesem Zusammenhang stellt die Therapie mit adulten Stammzellen eine fas-
zinierende Therapieoption dar. Erste Studien, klinisch wie experimentell, zeigen den
Nutzen der Stammzelltherapie. Nichts desto trotz ist der genaue Mechanismus der
Regeneration mittels Stammzelltherapie unklar. Ziel dieser Arbeit ist das Verstandnis
der Vorlauferzellbiologie im Rahmen der Zelltherapie weiter zu ergrinden. Insbeson-
dere soll erforscht werden, ob der Effekt der Stammzelltherapie hauptsachlich auf
einen kurzzeitigen parakrinen Effekt beruht oder ob langfristige Mechanismen wie
Differenzierung oder Zellfusion eine wichtige Rolle spielen. Zu diesem Zweck sollen
die Stammzellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten abgetotet werden. Diese spezifi-
sche Abtétung soll mit Hilfe eines Suizidgens, der viralen Thymidinkinase, erforscht
werden. Weiterhin sollen unterschiedliche Applikationswege im Rahmen der Stamm-
zelltherapie erforscht werden. Daruber hinaus soll versucht werden, die Effizienz der
Zelltherapie durch den Einsatz eines eNOS-Enhancer zu erhdhen.

Zusammenfassend werden in dieser Arbeit folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Etablierung eines lentiviralem Vektorsystems zum Gentransfer in Stammzellen.
Erstes Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung und Klonierung eines lentiviralen Vektor-
systems zur Integration des Selbstmordgens der viralen Thymidinkinase und des
Fluoreszenz-Proteins GFP in das Genom von Stammzellen. Daneben soll die Beein-

flussung der Transkription von EPC durch Transduktion abgeschatzt werden.

2. Untersuchung der physiologischen Inkorporation von Stammzellen in vivo zu un-
terschiedlichen Zeitrdumen im Matrigelmodell und Hinterlaufischamiemodell der
Nacktmaus. Das Neovaskularisationspotential von Stammzellen soll zu unterschied-
lichen Zeiten ermittelt werden. Hierflur sollen TK-transduziertiert EPC zu unterschied-
lichen Zeitpunkten in vivo abgetotet werden und die Neovaskularisation ermittelt

werden.

3. Analyse der kardialen Funktion nach Ischamie und Knochenmarkzelltherapie im

Herzinfarktmodell der Nacktmaus. Nach Stammzellapplikation soll ein mdglicher pro-
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tektiver bzw. regenerativer Effekt der Zellen auf die kardiale Funktion mittels Echo-
kardiographie und MRT untersucht und histomorphologische Analysen erhoben wer-
den. Durch gezieltes Abtdten von TK-transduzierten Zellen zu unterschiedlichen Zeit-

raumen soll ihr Verhalten im Gesamtorganismus untersucht werden.

4. Analyse des Neovaskularisationspotentials und der kardialen Funktion nach Vor-
behandlung  der  Stammzellen mit zwei  ,eNOS-enhancer®  (eNOS-
Transkriptionsaktivatoren) im Rahmen der Zelltherapie. Die eNOS ist eines der be-
deutsamsten Enzyme in der Biologie des Endothels. Dartber hinaus scheint es auch
eine entscheidende Bedeutung im Rahmen der Stammzelltherapie zu spielen. Da die
eNOS gerade in Patienten mit koronarer Herzkrankheit und Diabetes reduziert ist,
soll die Funktion von adulten Patientenstammzellen durch eine Vorbehandlung mit
zwei ,eNOS-enhancer” im Rahmen der Stammzelltherapie verbessert werden. Die

Untersuchung soll in Vivo- und in Vitro-Versuchen erfolgen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Organsismen

Far die in vivo-Experimente Matrigelversuche, Hinterlaufischamie und anteriorer My-

okardinfarkt wurden jeweils athymische Nacktmause NMRI-nu:nu verwendet. Nah-

rung und Wasser stand den Tieren ad libidum zur Verfigung. Auf eine adaquate

Schmerztherapie nach Operation wurde geachtet. Alle Tierversuche wurden vom

Veterindrdezernat des Regierungsprasidiums Darmstadt genehmigt.

2.2 Verwendete Zellen

Zelltyp Anmerkung

HUVEC Humane vendse Nabelschnurendothel-
zellen (Fa. Cambrex)

HEK293 Humane embryonale, mit dem Adenovi-
rus 5 transformierte, Nierenzellen

EPC Endotheliale Progenitorzellen aus huma-
nem Peripherblut

MNC Mononukleare Zellen aus humanem Pe-
ripherblut

BMC Mononukleare Zellen aus dem Kno-

chenmark

Tabelle 2.1: Verwendete Zellen

2.3 Zellkulturmedien

Zelltyp Medium Zusatze
HUVEC Endothelial cell basal 10% fotales Kéalberserum
medium (EBM), Fa. (FCS), Fa. Bohringer Man-
Cambrex nheim, hEGF (10 pg/ml),
Hydrocortison (1 pg/ml), Bovi-
ne brain extract (3 pg/ml),
Gentamycin Sulfat (50 pg/ml,
Amphotericin-B (50 mg/ml).Alle
Fa. Cambrex
HEK293 DMEM 4500 Glucose 10% hitzeinaktiviertes FCS,
with Glutamax, Fa. Gib- | Penicillin/Streptomycin (500
co U/ml), Fa. Gibco
EPC Endothelial cell basal 20% fotales Kalberserum
medium (EBM), Fa. (FCS), Fa. Bohringer Man-
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Cambrex nheim, hEGF (10 pg/ml),
Hydrocortison (1 pg/ml), Bovi-
ne brain extract (3 pg/ml),
Gentamycin Sulfat (50 pg/ml,
Amphotericin-B (50 mg/ml).Alle
Fa. Cambrex

MNC Endothelial cell basal 20% fotales Kalberserum
medium (EBM), Fa. (FCS), Fa. Bohringer Man-
Cambrex nheim, hEGF (10 pg/ml),

Hydrocortison (1 pg/ml), Bovi-
ne brain extract (3 pg/ml),
Gentamycin Sulfat (50 pg/ml,
Amphotericin-B (50 mg/ml).Alle
Fa. Cambrex

BMC X-VIVO, Fa. Cambrex

Tabelle 2.2: Nahrmedien

2.4 Kultivierung von Endothelzellen

Humane vendse Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) wurden in EBM-Medium in T-
75 Kulturflaschen (Greiner, Frickenhausen) bei 37°C, 5% CO,, und 95% Luftfeutig-
keit bis zur 3. Passage kultiviert. Die Passagierung der Zellen erfolgte nach Wa-
schung der Zellen mit 6 ml Phosphatpuffer (PBS; GibcoBRL, Karlsruhe) und gefolg-
ter Trypsinierung der Zellen mit 3 ml Trypsin/EDTA (Béhringer Mannheim) bis zur
Abkugelung der Zellen. Nach Absaugung des Trypsins wurden die Zellen mit 10 ml
Medium von Flaschenboden gespult und zur Zellerhaltung in 250 ml Zellkulturfla-
schen ausgebracht und fur 18 h kultiviert. Zur Durchfiihrung von Versuchen wurden
die Zellen in 6-Well-Platten (Greiner) ausgebracht und fir 18 Stunden kultiviert. Die

eingesetzte Zellzahl pro Well betrug 2 x 10° Zellen.

2.5 Kultivierung von humanen embryonalen Nierenepithelzellen

(HEK 293T)

Zur Kultivierung von HEK293 verwendeten wir DMEM 4500 inkl. Zusatze in T 75-
Zellkulturflaschen (Greiner, Frickenhausen) bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtig-
keit. Das verwendete FCS wurde vor Gebrauch bei 56°C fir 35 min hitzeinaktiviert.
Die Passagierung der Zellen erfolgte nach Waschung der Zellen mit 6 ml Phosphat-

puffer (PBS; GibcoBRL, Karlsruhe) und gefolgter Trypsinierung der Zellen mit 3 ml
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Trypsin/EDTA (Bohringer Mannheim) bis zur Abkugelung der Zellen. Nach Absau-
gung des Trypsins wurden die Zellen mit 10 ml Medium vom Flaschenboden gespult
und zur Zellerhaltung in 250 ml Zellkulturflaschen ausgebracht. Im Rahmen der Vi-
rusproduktion wurden 4 x 10° Zellen 24 Stunden vor Transfektion in 10 cm-

Zellkulturschalen ausgebracht.

2.6 Isolierung von Mononukleiren Zellen und Kultivierung von

EPC

Die Isolierung von mononuklearen Zellen (MNC) aus dem peripheren Blut erfolgte
mittels Dichtegradientenzentrifugation nach Vasa et al. (Vasa et al. 2001). Hierflr
wurden 15 ml Ficoll (Biochrom AG) mit 25 ml, zuvor 1:1 mit PBS verdinnten Blut G-
berschichtet und mit 800 g flir 20 min bei Raumtemperatur ohne Bremse zentrifu-
giert. Nach der Zentrifugation befinden sich die mononuklearen Zellen (MNC) in einer
Interphase zwischen den Schichten. In der Zwischenzeit wurden je nach weiterem
Versuchsdesign 6-well Platten, 24-well Platten oder T-75 Zellkulturflaschen (alle
Greiner) mit Fibronektin (10 ng/ml PBS, Fa. Sigma) fur mindestens 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Vor Ausbringen der Zellen wurde das Fibronektin sorgfal-
tig abgesaugt. Die in der Interphase enthaltenen Zellen wurden vorsichtig mit einer 5
ml Pipette (Greiner) entnommen und in ein 50 ml Falcon-Gefaly tUberfuhrt. Im An-
schluss erfolgte die Zentrifugation fur 10 min bei 800 g und Raumtemperatur. Nach
der Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 50 ml PBS
(GibcoBRL, Karlsruhe) aufgenommen. Dieser Waschschritt wurde zweimal wieder-
holt. Im Anschluss wurden die Zellen gezahlt und in EPC-Medium aufgenommen.
Eine Konzentration von 8 x 10° Zellen pro ml EPC-Medium wurde eingestellt. Pro
Well 6-well Platte wurden 20 x 10°, pro Well 24-well Platte wurden 8 x 10° und pro T-
75 Zellkulturflasche wurden 80 x 10° Zellen eingesetzt. Die Kultivierung erfolgte fiir
drei Tage bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit ohne weiteren Mediumwech-
sel. An Tag 0 und 1 nach Isolation erfolgte fir MNC die Transduktion, fur EPC erfolg-

te sie nach Transdifferenzieung an Tag 3 und 4 nach Isolation.

-39 -



Material und Methoden
2.7 Klonierte Konstrukte

Im Rahmen der Doktorarbeit wurden zwei lentivirale Vektoren kloniert, die die virale
Thymidinkinase als Zielgen enthalten. Die Ausgangsvektoren wurden uns von der
AG Grez, Georg Speyer Haus, Frankfurt zur Verfigung gestellt. Hierbei handelt es
sich um die Verpackungsplasmide 8.91 und PMD2. Als Vektoren der Zielgene dien-
ten die Plasmide SEW und SIEW. Der SEW enthalt einen ,Spleen focus forming vi-
rus Promoter” (SFFV-Prometer) gefolgt von dem Zielgen eGFP, beim SIEW handelt
es sich um einen bicistronischen Vektor mit einem SFFV-Promoter gefolgt von einer
Insertionsstelle flr ein Zielgen Uber eine SAC Il Schnittstelle. Daran schliel3t sich ei-
ne IRES-Sequenz an und das zweite Zielgen eGFP. Als DNA-Donor der viralen Thy-
midinkinase des Herpes simplex Virus Typ | diente das Plasmid pDC316srTK, eine
Gabe von Frau Dr. Anton, LMU Munchen. Mittels PCR-Amplifikation wurde ein TK-
PCR-Produkt mit den passenden Schnittstellen generiert. Uber TOPO-
Zwischenvektoren wurde die TK in den SEW an Stelle des eGFP-Genes Uber die
Schnittstellen BamH | und SBF | inseriert, im Falle des SIEW in die SAC Il Schnitt-
stelle eingebaut. Tabelle 2.3 gibt eine Ubersicht der klonierten Konstrukte, Tabelle

2.4 die Sequenz der verwendten Primer.

Konstrukt | Insert Zievektor Schnittstelle 5°-3°
SETKWS8 | Virale Thymidinkina- | SEW BamHI /SBF |

se Typ |
SITKW7 Virale Thymidinkina- | SIEW SACII / SACII

se Typ |

Tabelle 2.3: Klonierte Plasmidkonstrukte

Konstrukte | sense Primer (5'- 3") antisense Primer (3-5)

SETKW8 GGATCCGAACGCAGATCGAAT | CCTGCAGGGCAATAAACAAGTT
TCGTATGGC GCTCGAAGTCG

SITKW7 CCGCGGCACCGTAGAACGCAG | CCGCGGGCTGCAATAAACAAG
ATCGAATTC TTGCTCGAAG

Tabelle 2.4: Oligonukleotid-Primer zur Klonierung; Restriktionsschnittstellen sind un-
terstrichen.
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2.8 Transfektion von Plasmiden

Im Rahmen der Testung des , TK-Munchen-Plasmid“ wurde HUVEC transfiziert. Hier-
fur wurden 3 pg Plasmid mit 20 pl Superfect (Invitrogen) und 150 ul serumfreies EM-
Medium fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. In Anschluss wurde 1,2 ml EBM-
Vollmedium mit dem Ansatz gemischt, auf die Zellen gegeben und diese fiur 3 Stun-
den bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Danach erfolgte ein Medi-
umwechsel mit 3 ml EBM-Vollmedium und die Zellen wurden fur weitere 18-24 Stun-
den kultiviert. Anschlieiend wurde das Medium abermals gewechselt unter Zugabe
von Gancyclovir zum Medium. Nach 24 Stunden erneuter Mediumwechsel mit Gan-
cyclovirgabe. Zur Auswertung des Experimentes wurde die Zellzahl pro Bildaus-

schnitt bestimmt bzw. ein MTT-Test angewandt.

2.9 MTT-Messung zur Bestimmung der vitalen Zellen

Die Chemikalie Dimethylthiazol-2yl-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) wird in einer
Konzentration von 0,5 mg/ml dem Medium zur relativen Bestimmung der Anzahl vita-
ler Zellen in der Kultur zugesetzt. In der Inkubationszeit von vier Stunden vermdgen
die lebenden Zellen MTT in einen violetten Farbstoff zu verstoffwechseln. Nach ei-
nem PBS-Waschschritt werden die Zellen mittels eines Lysispuffer, bestehend aus
49 ml Isopropanol und 1 ml zwei normaler Salzsaure, aufgeschlossen und die Extink-

tion der Farblésung photometrisch bei 550 nm Wellenlange bestimmt.

2.10 Plasmidpreparation

Die Plasmidpraparationen wurden mit kommerziell erwerblichen Kits zur Spin-, Midi-
oder Maxipraparation von Plasmid-DNA (Firma Qiagen) durchgefihrt. Die Konzentra-

tion der DNA wurde photometrisch bestimmt.
2.11 Isolation von DNA aus Siugetierzellen

Die DNA Isolation aus Saugetierzellen erfolgte nach Aufschluss der Zellen Uber
QlAshredder-Saulchen und anschlieliende DNA-Aufreinigung mittels DNeasy-

Saulchen (beides Qiagen) nach Herstellerangaben.
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2.12 Isolation von RNA aus Siugetierzellen

Der Aufschluss der Zellen erfolgte ebenfalls mittels QlAshredder-Saulchen. Im An-
schluss daran wurden RNeasy-Saulchen (Qiagen) zur RNA-Aufreinigung nach Her-
stellerangaben benutzt. Zusatzlich erfolgte ein Verdau mit DNase (Qiagen) um eine

eventuelle Kontamination mit genomischer DNA zu vermeiden.

2.13 PCR und RT-PCR

Der Nachweis der Integration der viralen Thymidinkinase nach Transduktion in das
Genom der Zellen erfolgte mittels konventioneller PCR. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde ebenfalls die Expression der eNOS untersucht. Hierflr wurde die aus den Zel-
len isolierte MRNA in cDNA unter Nutzung eines M-MLV Reverse Transkriptase Sys-
tems (Invitrogen) Uberfihrt. Im anschliellend erfogte die semiquantitative Analyse
mittels konventioneller PCR (Invitrogen). Als Gleichsladungskontrolle wurde die Ex-
pression der GAPDH untersucht und die Expression der eNOS als Quotient mit der
GAPDH angegeben. Ein Pipettieransatz fir eine Probe setzt sich wie folgt zusam-
men:

e 1yl cDNA (Maximalkonzentration 250 ng DNA/ul)

e 0,25 pl ANTP (10mM, Invitrogen)

e 3 pl 10 x PCR-Puffer (Platinum Taqg Polymerase Reaction Buffer, Invitrogen)

e 1,2 yl MgCI2 (50 mM)

e 125 ng je Primer

e 0,25 ul Platinum Taq Polymerase (1,4 U; Invitrogen)

e Add 30 pl destilliertes H20

Die gewahlte Annealing —Temperatur lag bei 59°C. Die gewahlte Zyklenzahl lag je

nach Versuch zwischen 18-40 Zyklen. In Tabelle I1.5 sind die Sequenzen der ver-
wendeten Oligonukleotide fur die PCR und RT-PCR aufgefuhrt.

~42 -



Material und Methoden

Konstrukte sense Primer (5'- 3") antisense Primer (3-57)
TK (Integra- CCGGAGCAGAAAATGCCCA | GGGCCCCAAGCACGATGTTGG
tionsnachweis) | CGC T
eNOS CACATTTGGCAATGGGGATC | TGCACTGTCTGTGTTGCTAGAC
TC
GAPDH TTGGTATCGTGGAAGGACTC | TGTCATCATATTTGGCAGGTTT
A

Tabelle 2.5: Oligonukleotid-Primer fliir RT-PCR

2.14 Herstellung von Lentiviren

Die Lentiviren wurden in 293T-Zellen gezuchtet, die mittels Kalziumphosphatmetho-

de transfiziert worden waren. Die Kalziumphosphat-basierte Transfektion beruht auf

der Moglichkeit von Saugetierzellen DNA-Kalziumphosphat-Prezipitate Gber Endozy-

tose aufzunehmen. Die Erbinformation des Virus war auf drei Plasmide verteilt: Das
Plasmid pCMV AR.8.91, im Weiteren kurz 8.91 abgekulrzt, beinhaltete die Gene gag

und pol. Die Hullenproteine env waren in dem Plasmid pMD2.G, kurz PMD2, kodiert.
Abbildung 1.1 verdeutlicht den Aufbau der Plasmide (Zufferey et al., 1997). Die Ziel-
gene zur stabilen Integration in das menschliche Genom waren in dem drittem Plas-
mid SEW oder SIEW untergebracht.
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Abbildung 2.1 Struktur der lentiviralen Helferplasmide. Neben der lentiviralen Kas-

sette beinhalten die Plasmide ein bakterielles Origin, ein SV40 Origin sowie eine

Ampicillin-Resistenz-Gen.
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24 Stunden vor Transfektion wurden 4 x 10° 293T-Zellen in 10 cm Zellkulturschalen
(Greiner) ausgebracht. 30 Minuten vor Transfektion wurde ein Mediumwechsel mit 9
ml DEMEM-Medium durchgeflihrt, dem 1 pl Chloroquin (100 mM) zugesetzt war. Das
Transduktionsgemisch wurde hergestellt und dem Medium zugesetzt. Der genaue
Ansatz fir eine 10 cm Zellkulturschale mit 293T-Zellen ist in Tabelle 11.4 festgehalten.
Danach erfolgte ein Mediumwechsel mit 10 ml DEMEM-Medium.

Nach weiteren 24 Stunden erfolgte der Mediumwechsel mit dem Medium (z.B. EPC-
Medium) der zu transduzierenden Zellen. Nach 24 und 48 Stunden konnte das virus-

haltige Medium bei -80°C weggefroren und gelagert werden.

Tabelle 2.4: Transfektionsansatz fiir eine 10 cm Zellkulturschalte

Substanz Menge/Volumen
CaCl, 2,5M 50 pl

Plasmid 8.91 6,5 ug

Plasmid PMD2 3,5 g

Plasmid mit Zielgen (z.B. SEW mit eGFP) 10 ug

HBS Puffer (50mM HEPES pH 7,05; 280 mM | 500 ul
NaCl; 1,5 mM Na,HPO,; pH 7,12)

Aqua destilata 500 pl

2.15 Lentivirale Transduktion von humanen Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden EPC, MNC und HUVEC mit lentiviralen Vektoren
transduziert. EPC wurden an Tag 3 nach Isolierung, MNC am Tag der Isolierung und
HUVEC 24-48 Stunden nach Passagierung transduziert. Vor der eigentlichen Trans-
duktion erfolgte ein Mediumwechsel. Parallel wurde das virushaltige Medium im
Wasserbad aufgetaut und auf 36°C erwarmt. Nach Zugabe des virushaltigem Medi-
ums (virushaltiges Medium im Verhaltnis zu Zellmedium: 3:7), wurde ein Inkubati-
onszeit von 6-8 Stunden eingehalten. Daran schloss sich ein erneuter Mediumwech-
sel an. Am folgenden Tag wurden die Zellen zur Erh6hung der Transduktionsrate
erneut transduziert. Die Transduktioneffizienz und Integration in das Genom wurde
nach drei Tagen bestimmt, im Rahmen der Tierversuche wurden die EPC 24 Stun-

den nach zweiter Transduktion i.v. appliziert.
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2.16 Matrigel-Assay in der Nacktmaus

Das Matrigelmodell der Maus wird benutzt um die Bildung neuer kleiner Gefalte und
gefalRahnlicher Strukturen in vivo zu erforschen. Hierfur wird am Tag 0 200 ul vorge-
kihltes und damit flissiges Matrigel s.c. in die Ruckenpartie der analogosedierten
Mause injiziert. Durch die Erwarmung auf Korpertemperatur wird die Matrigelmasse
fest. Tieren, die kein Hamatom ausbildeten, wurden einer intravendsen Zelltherapie
mit 1-2 x 10° EPC unterzogen. Je nach Versuchsansatz und Gruppe erhielten die
Tiere an unterschiedlichen Tagen intraperitoneale PBS- oder Gancyclovirinjektionen
(100 mg pro kg/Kérpergewicht). Am Ende des Experiments wurden die Tiere abhan-
gig vom Versuchsansatz nach einer oder zwei Wochen eingeschlafert und die Matri-
gele vorsichtig rausprapariert. Zur Fixierung der Matrigele verwendeten wir 10%
Formalinldsung. Nach Entwasserung und Uberfiihrung in einen Paraffinblock wurden
die Gele geschnitten und immunhistochemisch fiir die Konfokalmikroskopie z.B. mit

einer Lektin- oder ,smooth-muscle-actin“-Farbung (SMA-Farbung) aufgearbeitet.

2.17 Hinterlaufischiamie in der Nacktmaus

Die Induktion der Hinterlaufischamie erfolgt in den analogosedierten Nacktmausen
durch Ligation des proximalen Anteils der femoralen Arterie und des distalen Teils
der Saphena-Arterie sowie samtlichen arteriellen Verzweigungen zwischen den Liga-
turen mit Hilfe eines elektrischen Koagulators. Die dartberliegende Haut wurde im
Anschluss mit chirurgischen Klammern verschlossen. 24 Stunden nach Setzung der
Ischamie erfolgte die intravendse Zelltherapie mit 1-2 x 10° EPC. Je nach Versuchs-
ansatz und Gruppe erhielten die Tiere an unterschiedlichen Tagen intraperitoneale
PBS- oder Gancyclovirinjektionen (100 mg pro kg/Korpergewicht). Abhangig vom
Versuchsdesign wurden nach 2 und/oder 3 Wochen der Blutfluss mit einem Laser-
doppler-Blutfluss-Image-System (moorLDI-Mark 2, Moor Instruments) ermittelt. Nach
ermittlung des letzten Scannwertes wurden die Tiere getdtet und die ischiocruale

Muskulatur auf beiden Seiten entfernt, kryofixiert und der Histologie zugefihrt.
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2.18 Myokardinfarkt in der Nacktmaus

Der Myokardinfarktversuch in der Nackmaus unterteilt sich in drei Teile:
e Die Induktion des Myokardinfarkts (Myokardinfarkt-OP)
¢ Die intracavitare oder intravenose Zelltherapie

e Terminale Narkose mit Organentnahme

Nach Analogosedierung der Tiere werden die Tiere zunachst oral Intubiert und an
das Beatmungsgerat angeschlossen. Es folgte die Desinfektion des Thorax. Nach
Hautschnitt und Praparation der Brustmuskulatur wurde der dritte oder vierte Inter-
kostalraum links aufgesucht. Es erfolgte die Thorakotomie mit einer feinen Schere
und die Darstellung des Herzens. Daraufhin wurde mit dem Operationsmikroskop der
Ramus interventricularis anterior der Arteria coronaria sinistra aufgesucht und ligiert.
Bei den Tieren mit intracavitarer Zelltherapie erfolgte nun die Injektion der Zellen in
das Lumen des linken Ventrikels. Nach Verschluss des Thorax und Hautnaht, wurde
das Tier vorsichtig erwachen gelassen. Zur Infektionsprophylaxe erhielten die Tiere
eine orale Antibiose mit Ampicillin Uber das Trinkwasser. Die intravendse Zelltherapie
von 1-2 x 10° EPC/BMC erfolgte 24 Stunden nach Myokardinfarkt. Je nach Ver-
suchsansatz und Gruppe erhielten die Tiere an unterschiedlichen Tagen intraperito-
neale PBS- oder Gancyclovirinjektionen (100 mg Gancyclovir pro kg/Kérpergewicht).
Die Herzfunktion der Mause wurde je nach Versuchsdesign nach zwei, drei oder vier
Wochen mittels Echokardiographie und/oder Magnetresonanztomographie ermittelt.
Nach der letzten Messung wurden die Tiere in tiefster Narkose ausbluten gelassen
und die Organe insbesondere das Herz entnommen, gewogen, histologisch aufgear-

beitet und die InfarktgroRe bestimmt.

2.19 Statistische Verfahren

Die statistischen Analysen erfolgten mit dem ungepaarten t-Test mit Hilfe des Statis-
tik-Computerprogramm SPSS fur Windows (SPSS Inc, USA) und/oder der Office-
Software Exel (Microsoft, USA). Ein P-Wert von kleiner 0,05 (*) wurde als signifikant

bezeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Gancyclovirbehandlung von TK-transfizierten HUVEC

3.1.1 Testung der Thymidinkinase in HUVEC

Um Zellen in vitro und in vivo spezifisch abtdten zu kdnnen, entschieden wir uns fur
den Gebrauch der viralen Thymidinkinase (TK) des Herpes simplex Virus Typ I.
Zellen, die das Gen der Thymidinkinase exprimieren, vermoégen das Medikament
Gancyclovir (GV), welches chemisch ein Pronukleotid darstellt, zu aktivieren. Die
aktivierte Form des Gancyclovir hemmt irreversibel die Polymerasen der Zelle und
fuhrt zu ihrem Absterben. In einem Vorversuch wurden HUVEC mit dem Plasmid
pDC316srTK transfiziert und 24 Stunden spater fur zwei Tage mit Gancyclovir
behandelt. Anschlielend wurde die Vitabilitdt der Zellen mit einem MTT-Test

ermittelt.
GFP-Vektor GFP-Vektor GFP-Vektor TK-Vektor TK-Vektor TK-Vektor
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Gancyclovirkonzentration
Abbildung 3.1: HUVEC transfiziert mit einem Leerplasmid (grau) oder dem TK-
Plasmid (weil3). Anschlielende Behandlung mit Gancyclovir 0 yM, 5uM oder 10uM

fur zwei Tage. Mittelwert + SEM, n=7, *p<0.05 versus Kontrolle
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Wir konnten zeigen, dass nach Transfektion mit dem Plasmid pDC316srTK und an-

schlielfender Gancyclovirgabe 80% der HUVEC abgestorben waren.

3.1.2. Transduktionseffizienz des Vektors SEW in verschiedenen Zel-

len

Zur Testung der Transduktionseffizienz des lentiviralen Vektors SEW wurden
HUVEC, MNC und EPC an zwei aufeinander folgenden Tagen mit dem lentiviralen
Vektor SEW transduziert. Nach drei Tagen wurde die Transduktionseffizienz mittels
FACS-Analyse der GFP-Expression ermittelt. Es zeigten sich hohe Transduktionsef-

fizienzen von 70 — 90 % in allen drei Zellpopulationen (Abb. 111.2).

120 MNC EPC HUVEC
c A A A
2 100 N\ A4
(})
N
o 80 I l
2 l l
b
5 601
o
o
q 40
LL
‘2 20 |
R
0— T — T /- T
& \© & y : N
\|~°° +O ‘Foo

Abbildung 3.2: Auftragung der Transduktionseffizienz flr verschiedene Verdinnung
des Virusuberstandes mit frischem Medium im Verhaltnis 1:9, 3:7 oder 1:1 im Ver-
gleich zur Kontrolle, unterteilt in die Zellpopulationen MNC (schwarz), EPC (grau)
und HUVEC (weil}). Mittelwert £ SEM, n =4
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3.1.3 Klonierung der Konstrukte SETKWS8 und SITKW7

Da im vorigen Abschnitt gezeigt werden konnte, dass sich Lentiviren fur die Trans-
duktion sowohl von HUVEC als auch EPC und MNC sehr gut eignen, klonierten wir
in zwei lentivirale Vektorkonstrukte, SEW und SIEW, unser Zielgen TK. SEW und
SIEW besitzen den gleichen ,Backbone®. Der SIEW-Vektor vermag im Gegensatz
zum SEW-Vektor zwei Zielgene zu exprimieren. Hierfur besitzt der SIEW-Vektor eine
IRES-Sequenz. Als IRES (interne ribosomale Eintrittsstelle, engl. internal ribosomal
entry site) wird in der Zellbiologie eine Sekundarstruktur der messenger-RNA be-
zeichnet, die ohne weitere so genannte Initiationsfaktoren die Bindung der mRNA an
die Ribosomen vermittelt. Sie ermdglicht zwei Zielgene von einem Promoter ablesen
zu lassen. Hierfur befindet sich nach dem SFFV-Promoter eine SACII-Schnittstelle
zur Insertion des ersten Zielgens. Daran schlief3t sich die IRES-Sequenz an, gefolgt
von dem zweiten Zielgen eGFP. Der SEW besitzt lediglich einen SFFV-Promoter mit
anschlieBendem Zielgen eGFP. Mit Hilfe der Endonukleasen BamH | und SBF | wur-
de das GFP-Gen aus dem Vektor SEW geschnitten und die TK als Zielgen Uber die
BamH | und SBF | Schnittstelle ligiert. Zur Klonierung des Vektors SITKW7 wurde
der Ausgangsvektor SIEW mittels Endonuklease SACII linealisiert und dephosphori-
liert und im Anschluss die TK in die SAC |l Schnittstelle inseriert. Abbildung 1.3 ver-

deutlicht die Klonierungsstrategie.
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Abbildung 3.3: Klonierungsstrategie fir die Vektoren SETKWS8 und SITKW7
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3.1.4 Transduktionseffizienz unterschiedlicher lentiviraler Vektoren

Nach Klonierung der lentiviralen Vektoren SETKW8 und SITKW7 wurde die Trans-
duktionseffizienz in HUVEC und EPC bestimmt. Hierfir wurden HUVEC und EPC mit
den Vektoren SEW, SIEW und SITKW?7 transduziert und die GFP-Expression mittels
FACS ermittelt.
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Abbildung 3.4: Transduktionseffizienz der Vektoren SEW, SIEW und SITKW?7.
Graph A zeigt die GFP-Expression in HUVEC nach Transduktion mit einer steigen-
den Konzentration des Virustberstandes (verdunnt mit frischem Medium). Graph B

zeigt die GFP-Expression in EPC; n = 5.

Hierbei zeigte sich, dass die Transduktionsrate von allen drei Konstrukten in HUVEC
mit 60 — 90% hoch bis sehr hoch waren. In EPC hingegen zeigte sich lediglich beim
SEW eine GFP-Expression von 70 — 80%. SIEW und SITKW?7 erreichten lediglich
eine Expressionsrate von 10 — 20%. Eine Erklarungsmdglichkeit kénnte neben einer
geringen Transduktionsrate der lentiviralen Vektoren SIEW und SITKW?7 in der Posi-
tion des GFP-Gens innerhalb des Plasmids liegen. Im SEW befindet sich das Zielgen
(eGFP) direkt hinter dem Promoter. Beim SIEW und SITKW?7 ist das Gen des eGFP
lediglich das zweite Zielgen und befindet sich hinter der IRES-Sequenz ohne direkte
Beziehung zum Promoter. Dies konnte trotz guter Transduktion zu einer verminder-

ten Expression des eGFP flhren.

-50 -



Ergebnisse

3.2 Biologisches Verhalten von EPC nach Transduktion mit den

lentiviralen Vektoren

Im vorigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass sich lentivirale Vektoren im Allge-
meinen gut dazu eignen EPC, MNC und HUVEC zu transduzieren. Es musste jedoch
im Folgenden der Nachweis erbracht werden, dass unser Vektor SETKW8 und
SITKW?7 in der Lage sind, das Zielgen TK in das Genom von Zellen einzuschleusen
und stabil in das Genom zu integrieren. Dies konnte aus Ermangelung eines spezifi-
schen Antikdrpers nicht mittels FACS-Analyse durchgefuhrt werden. Wir entschieden

uns fur den Nachweis mittels PCR aus genomischer DNA transduzierter Zellen.

3.2.1 Nachweis der Integration der TK in das Genom von HUVEC
und EPC

Der Nachweis der Integration der Zielgens Thymidinkinase (TK) durch Transduktion
mit den Vektoren SETKWS8 und SITKW7 wurde mittels PCR erbracht. Hierbei wurden
EPC und HUVEC an zwei aufeinanderfolgenden Tagen transduziert und nach 72
Stunden die gDNA der Zellen isoliert. Durch Amplifikation mit Hilfe einer PCR konn-
ten in EPC und HUVEC nach Transduktion mit dem SITKW7 und SETKW8 die virale

Thymidinkinase nachgewiesen werden.

SETKWS SITKW7

N

Abbildung 3.5: Nachweis der Integration des Zielgens TK in das Genom von EPC
und HUVEC nach Transduktion mit den Vektoren SITKW7 und SETKWS; n = 3.
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3.2.2 Koloniebildungsfihigkeit und Migrationsverhalten von trans-

duzierten versus untransduzierten EPC

Im vorigen Abschnitt konnten wir nachweisen, dass es durch die Transduktion zur
stabilen Integration des Zielgens TK in das Genom der Zelle gekommen ist. Jedoch
geschieht die virale Integration in das Genom zufallig und kénnte daher das Expres-
sionmuster der transduzierten Zelle andern. Um ein Beeinflussung der Biologie der
transduzierten Zellen ausschlie®en zu kénnen, verglichen wir die Koloniebildungsfa-
higkeit ,,Colony forming“ und das Migrationsverhalten von transduzierten versus nicht
transduzierten Zellen. Nach Transduktion der EPC an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen wurde die Koloniebildungsfahigkeit der transduzierten EPC mit untransduzier-
ten EPC verglichen. Hierbei zeigte sich kein Unterschied in der Anzahl der gebildeten
Kolonien. Siehe Abbildung I11.6.

10 n.s.

7 n.s. n.s.

Anzahl der Kolonien
(4]

Mock SEW SIEW

Abbildung 3.6: Anzahl der gebildeten Kolonien ausgehend von untransduzierten
EPC (weil3) und EPC transduziert mit dem Vektor SEW (grau) und SIEW (schwarz).

Hierbei zeigte sich kein Unterschied in der Koloniebildungsfahigkeit. n = 3.

Das Migrationsverhalten von transduzierten EPC versus untransduzierten EPC wur-
de mit Hilfe einer Boydenkammer untersucht. Als Stimulans diente SDF 1. Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied im Migrationsverhalten transduzierter EPC versus
unbehandelte EPC.
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p=0,28
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Abbildung 3.7: Migrationsverhalten transduzierter EPC versus untransduzierter EPC

mit oder ohne Stimulation mit SDF1; n = 3.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Transduktion unter den von uns ge-

wahlten Bedingungen das biologische Verhalten der EPC nicht signifikant verandert.

3.2.3 Abtotung von TK-transduzierter HUVEC durch Gancyclovir-
behandlung

Zellen vermogen eingeschleuste DNA durch Methylierung und Acetylierung zu inakti-
vieren und die Transkription und Translation des Zielgens zu verhindern. Unser Ver-
suchsansatz der Elimination von TK-transduzierten Zellen duch die Gabe von Gan-
cyclovir wurde an HUVEC bestatigt. Hierfir wurden HUVEC an zwei Tagen mit dem
TK Ubertragenden Vektoren SETKW8 oder SITKW?7 transduziert. Als Kontrolle dien-
ten HUVEC, die mit dem GFP-kodierenden SEW oder SIEW transduziert wurden.
Die transduzierten Zellen wurden fir 48 Stunden mit 0, 10 oder 50 yM Gancyclovir
behandelt. Zur Quantifizierung der lebenden Zellen diente der MTT-Test. Hierbei
zeigte sich eine signifikante Reduktion der Zellzahl um bis zu 80 — 90% sowohl flr
SETKWS8 als auch SITKW7 transduzierter Zellen. In den Vergleichsgruppen zeigte
sich kein toxischer Effekt des Gancyclovir auf die Zellen (siehe Abbildung 3.8 & 3.9).
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Abbildung 3.8: MTT-Assay von transduzierten HUVEC mit der viralen Thymidinki-
nase (SITKW7) oder GFP (SIEW) als Kontrollgruppe nach Behandlung mit 0, 10 oder
50 uM Gancyclovir fur 48 Stunden; n = 3.
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Abbildung 3.9: MTT-Assay von transduzierten HUVEC mit der viralen Thymidinki-
nase (SETKW8) oder GFP (SEW) als Kontrollgruppe nach Behandlung mit 0, 10 o-
der 50 uM Gancyclovir fur 48 Stunden; n =7.
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3.2.4 Abtotung von TK-transduzierter EPC durch Gancyclovirbe-
handlung

Nachdem wir zeigen konnten, dass die gezielte Elimination von HUVEC nach Trans-
duktion mit einem TK-Vektor und Gancyclovirgabe mdglich war, wiederholten wir den
Versuchsansatz mit EPC. Drei Tag nach Isolation der Zellen flhrten wir eine Trans-
duktion an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit dem TK-Vektor SETKW8 und
SITKW?7 durch. Als negative Kontrolle dienten EPC, transduziert mit dem GFP-
Vektor SEW oder SIEW. Nach weiteren zwei Tagen erhielten die DIL-LDL markierten
Zellen Gancyclovir flr 36 Stunden in drei unterschiedlichen Konzentrationen. Hierbei
zeigte sich, dass die Zahl der SETKWS8 transduzierten EPC, signifikant nach Zugabe
von Gancyclovir abgenommen hatte. In der Gruppe der SITKW7 transduzierten Zel-
len zeigte sich eine Abnahme, die jedoch nicht signifikant war. Fir die Elimination

SITKW7-transduzierter EPC waren auch héhere Gancyclovirdosen notwendig.

SEW SETKWS

0 uM Gan.

5 uM Gan.

10 uM Gan.

Abbildung 3.10 : Abtdtung von TK-transduzierter EPC nach Gabe von Gancyclovir.
Zellen mit Dil-LDL markiert.
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Abbildung 3.11: Abtétung der TK-transduzierten EPC (SITKW7) nach der Gabe von
Gancyclovir. Aufgetragen wurden die prozentuale Anzahl der Zellen verglichen zur

Kontrolle der unbehandelten Zellen. n = 2.
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Abbildung 3.12: Abtotung der TK-transduzierten EPC (SETKWS8) nach der Gabe
von Gancyclovir. Aufgetragen wurden die prozentuale Anzahl der Zellen verglichen

zur Kontrolle der unbehandelten Zellen. n = 3.
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3.2.5 Unspezifische Toxizitit von TK-transduzierten Zellen bei
Gancylovirbehandlung

Um eine unspezifische Toxizitat von TK-transduzierten Zellen nach Gancyclovirbe-
handlung auszuschlief3en wurden EPC TK-transduziert und fur 3 Tage mit Gancyclo-
vir behandelt. Der Mediumuberstand der EPC wurde kollektiert und fur 24 Stunden
auf HUVEC und RattenKardiomyozyten gegeben. Als positive Kontrolle dienten
HUVEC und Kardiomyozyten, die mit 1 mM H,O, behandelt wurden. Im Anschluss
wurde die Anzahl der lebenden Zellen mit einem MTT-Assay quantifiziert. Hierbei
zeigte sich sowohl bei den HUVEC als auch bei den Kardiomyozyten keine Redukti-
on der Zellzahl. Eine unspezifische apoptotische Wirkung unseres Versuchsansatzes
auf Zellen in der Umgebung von TK-transduzierten Zellen bei Gancyclovirbehand-

lung konnte somit ausgeschlossen werden.
*=p<0.01

* * * *

0,0

H,0, neg. ASEW ASETKW8 BSEW B SETKWS
Kontrolle
Abbildung 3.13: Ausschluss der unspezifischen Toxizitdt von TK-transduzierten

EPC bei Gancyclovirgabe. Kontrollgruppe behandelt mit 1 yM H20,. n = 3.

In Zusammenschau aller in vitro Ergebnisse konnten wir zeigen, dass sich Lentivira-
len zur Transduktion von einer Vielzahl von Zellen mit sogar sehr geringer Teilungs-
rate wie EPC eignen. Das klonierte Konstrukt SETKW8 ermdglichte die gezielte Eli-
mination von HUVEC und EPC duch die Zugabe von Gancyclovir. Der SITKW7-
Vektor ermoglicht ebenfalls die Insertion des Zielgens TK in das Genom von EPC
und HUVEC. Die funktionelle Abtotung ist jedoch in EPC nur gering ausgepragt, so
dass wir uns entschieden, lediglich mit dem gut funktionierenden SETKWS8 in den

folgenden Tierexperimenten zu arbeiten.
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3.3 Untersuchung des Einflusses von EPC auf die Neovaskularisa-

tion im Matrigelmodell der Nacktmaus

Zur Untersuchung des Neovaskularisationspotentials von EPC wurde zunachst ein
subkutanes Matrigelmodell in der Nacktmaus benutzt. Nach Injektion von Matrigel
kommt es zur Einsprossung von Kapillaren in das Gel. Ermittelt wurde in den einzel-
nen Versuchsgruppen die Anzahl der eingewanderten gefaldassoziierten Zellen im
Randbereich des Matrigels. Nach Isolation und Kultivierung wurden die EPC am Tag
drei und vier nach Isolierung mit dem Vektor SEW oder SETKW8 transduziert. Nach
subkutaner Injektion des Matrigel-Plugs in die Ruckenpartie der Nacktmaus wurden
zwei Stunden spater 210 © transduzierte Zellen intravends in die Maus injiziert. Ein
Teil der Tiere wurde direkt im Anschluss an finf Tagen durch Intraperitonealinjektio-
nen (i.p.) mit Gancyclovir behandelt. In einer Langzeitgruppe erfolgte die erste Gabe
von Gancyclovir eine Woche nach Injektion der Zellen an funf aufeinanderfolgenden
Tagen. Tiere aus der Kurzzeitgruppe wurden eine Woche nach Zellinjektion getotet,
Tiere aus der Langzeitgruppe nach zwei Wochen. Der Matrigel-Plug wurde sorgfaltig
entfernt und der Histologie zugefuhrt. Abbildung 3.14 verdeutlicht das Versuchsde-

sign.

Kurzzeitversuch:

Infusion
TK-transduzierter Gancyclovir (5x)
EPC

@— f [/ rry ﬁoﬁ—

o 78 ~e

i N

| | | | | | 1 | v

Tag 0 Tag 0 Tag0 Tag1 Tag2 Tag 3 Tag 4 Tag 7

Langzeitversuch:

Infusion
TK-transduzierter Gancyclovir (5x)
EPC
moF I
r' \ .
~Ne ™~ _
- g
| | | I | | [
Tag 0 Tag 0 Tag 8 Tag 9Tag 10 Tag 11 Tag 12 Tag 14

Abbildung 3.14: Versuchsdesign der in vivo Matrigelexperimente in der Nacktmaus.
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Die Injektion von TK-transduzierten EPC fuhrte zu einer signifikant hdheren Anzahl
an Kapillaren pro Bildausschnitt im Vergleich zu Tieren ohne EPC-Injektion (TK-EPC:
9.12 + 1.04 versus Kontrollgruppe: 1.87 £ 1.1, p < 0.01, n = 5-6). Zur selektiven Abt6-
tung TK-transduzierter EPC wurde eine weitere Gruppe ab Tag 0 der Zellgabe mit
GC behandelt. Die Gabe von Gancyclovir fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der
Kapillarbildung bei Tieren, die eine Zelltherapie mit TK-transduzierten EPC bekom-
men hatten auf ein ahnliches Mal} wie die Gruppe ohne Zellgabe (1.28 £ 0.55, p <
0.01, n = 5). Um einen allgemeinen Effekt von Gancyclovir auf die Neovaskularisati-
on auszuschlielen, wurden Tiere mit GFP-transduzierten EPC ebenfalls mit Gancyc-
lovir behandelt. Hier zeigte sich keine Reduktion der Kapillarbildung (GFP-EPC mit
GC: 12.56 + 1.18). Um eine physische Beteiligung der infundierten Progenitorzellen
im Verlauf der Gefalibildung zu eruieren, wurde in einer Gruppe der Tiere Gancyclo-
vir erst nach einer Woche appliziert. Die Gabe von Gancyclovir inhibierte signifikant

die Kapillareinsprossung im Vergleich zu Tieren ohne Elimination der EPC.

PBS EPC GFP EPC TK

N N N
4 N N h

n.s. n.s. p <0.01

= A
O 0o NP
Loy

2 . s

Anzahl SMA-positiver Zellen

PBS Gan PBS Gan PBS Gan

Abbildung 3.15: Kurzzeitexperiment. Einfluss von gezielter Eliminierung der EPC
auf die Anzahl von SMA™-Zellen in Matrigel-Plugs durch 5-tdgige Gancyclovirgabe

direkt im Anschluss an die Zellinfusion. n = 4.
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Abbildung 3.16: Langzeitexperiment. Einfluss von gezielter Eliminierung der EPC
auf die Anzahl von SMA™-Zellen in Matrigel-Plugs durch 5-tdgige Gancyclovirgabe

100 pm 100 pm

eine Woche nach Zellinfusion. n = 4.

100 pm

100 pm 100 ym

Abbildung 3.17: Exemplarische konfokale mikroskopische Aufnahmen des Matrigel-

100 ym

langzeitexperiments. ,Smooth-muscle-actin“-Farbung. Vertikal: Gan = Gancyclovir;
PBS = Phosphatpuffer. Horizontal: PBS = Tiere ohne Zelltherapie; GFP = Tiere mit
EPC-GFP-Zelltherapie; TK = Tiere mit EPC-TK-Zelltherapie.
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Wir konnten im letzten Kapitel zeigen, dass die selektive Depletion der infundierten
EPC zum Zeitpunkt der Zelltherapie vollstandig die Neovaskularisierung verhindert.
Eine signifikante Reduktion wurde auch beobachtet, wenn die Aktivierung des Sui-
zidgens erst nach sieben Tagen der Zelltherapie erfolgte. Diese Daten zeigen, dass
infundierte EPC nicht ausschliel3lich Gber parakrine Effekte, sondern auch langfristig

(>7 Tagen) zur Neovaskularisation beitragen.

3.4 Untersuchung des Einflusses von EPC auf die Neovaskularisa-

tion im Hinterlaufischimiemodell der Nacktmaus

Zur Untersuchung der postischamischen Neovaskularisation wurde das Modell der
Hinterlaufischamie in der Nacktmaus gewahlt. Ein Tag nach operativer Ligation der
Arteria femoralis profunda und Arteria femoralis superficialis injizierten wir intravends
2*10° TK-transduzierte EPC. Im Anschluss erhielt ein Teil der Tiere (TK Gan) ab dem
Tag der Zellgabe an sieben aufeinanderfolgenden Tagen eine intraperitoneale Gan-
cyclovirinjektion. Der andere Teil der Tiere mit Zelltherapie (TK PBS) erhielt anstelle
des Gancyclovir lediglich Injektionen einer salinen Lésung (PBS). Als Kontrollgruppe
dienten Tiere ohne Zellinjektion. 14 Tage nach Operation wurde die Durchblutung
der Tiere mittels eines Laserscanners ermittelt. In Anschluss wurden die Tiere geto-
tet.

n <0.05 n=0.063

0,5 - T

0,3 -
0,2
0,1-
0,0

Ratio

PBS TKPBS TK Gan

Abbildung 3.18: Einfluss von EPC auf die Neovaskularisation im Hinterlaufischa-

miemodell der Nacktmaus; n = 5.
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Es zeigte sich, dass die Tiere mit Zelltherapie und anschlieliender PBS-Behandlung
im Vergleich zur Gruppe ohne Zellgabe eine signifikant bessere Durchblutung auf-
wiesen. In den Tieren mit Zelltherapie und Gancyclovirgabe zeigte sich eine Redukti-
on der Durchblutung im Vergleich zur Zelltherapiegruppe ohne Gancyclovir. Diese
Ergebnisse, die die Signifikantskriterien knapp verfehlen (p = 0,063), konnten in einer
weiteren Versuchsserie von Chang-Hwan Yoon signifikant bestatigt werden (Abbil-
dung 3.19).

0,6 - /{ {
0,5 - — -

o ,{’
© 0,4 - —_— -
i2 .
0,3 - .
- -e- -PBS
0.2 —s— EPC SEW
0,1 —e—EPC-TK GV
0 , ;
postop Tag 4 Tag 7 Tag 14 Tag 21

Abbildung 3.19: Einfluss von EPC auf die Neovaskularisation im Hinterlaufischa-
miemodell der Nacktmaus. Direkt nach der OP, an Tag 4, 7, 14 und 21 wurde die
Durchblutung mittels Laserscanner gemessen; Tiergruppen: PBS: Tiere ohne
Stammzelltherapie, EPC SEW: Tiere mit Stammzelltherapie mit SEW transduzierten
EPC, EPC-TK GV: Tiere mit Stammzelltherapie mit TK transduzierten EPC und di-

rekter Gancyclovirgabe; n = 4.
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3.5 Untersuchung des Einflusses von EPC auf die Neovaskularisa-

tion im Herzinfarktmodell der Nacktmaus

Als Modell der akuten kardialen Ischamie diente das Herzinfarktmodell in der Nackt-
maus. Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben dem Einfluss der Zelltherapie beim
Myokardinfarkt auch zwei unterschiedliche Applikationswege der Zelltherapie unter-
sucht: Die intracavitare Zellgabe in den linken Ventrikel sowie die systemische intra-
vendse Zellinjektion. Die potentiell zugrunde liegenden Mechanismen eines parakri-
nen Kurzzeiteffekts der EPC und/oder langfristiger Effekt Gber eine Inkorporation der
Progenitorzellen in neu gebildeten Gefalken konnte dadurch weiter abgegrenzt wer-
den, indem die TK-transduzierten EPC zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch Gan-

cyclovirgabe abgetdtet wurden. Tabelle 3.1 verdeutlicht das Versuchsdesign der ein-

zelnen Versuche.

Name | Art der Zellan- Anzahl Anzahl Gancyc- | Endpunkt | Analyse
Zellgabe zahl der Tiere | der Ver- | lovirgabe
suchs-
serien
AMI-1 | intracavitar Tag 0-7 14 Tage Infarkt-
wahrend 1*10° 36 3 nach Zell- | nach Ope- | groi3e
der OP injektion ration Organge-
(i.p.) (OP) wicht
AMI-2 | intracavitar Tag 12-14 | 15 Tage Echo am
wahrend 2*%10° 3 1 nach Zell- | nach Ope- | Tag 12
der OP injektion ration und 15
(i.p.) nach OP
AMI-3 | intravends Kurzzeit: | 28 Tage Echo am
am Tag 2*%10° 42 4 Tag 14-16 | nach Ope- | Tag 14,
nach der nach OP | ration 18 und
OoP (i.p.) 25 nach
Langzeit: OoP
Tag 21-23 MRT Tag
Nach OP 28
(i.p.)

Tabelle 3.1: Versuchsdesign der Herzinfarktversuche (AMI)
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3.5.1 Auswirkung der intracavitiren Zelltherapie nach Mykard-
infarkt auf Infarktgrofie und Organgewicht (AMI-1)

Nach Ligierung der linken Koronararterie, die zu einem anteriorem Myokardinfarkt
fihrte (AMI), wurden 1*10 © transduzierte EPC intraoperativ in die Cavitat des linken
Ventrikel gespritzt. Durch Aspiration vor und nach der Injektion wurde sichergestellt,
dass wir die Zellen streng intraventrikular und nicht intramural injiziert hatten. Ein Teil
der Tiere mit Zelltherapie erhielt direkt nach Infarktoperation intraperitoneale Gancyc-
lovirinjektionen an acht aufeinander folgenden Tagen. Zwei Wochen nach Operation
wurden die Tiere eingeschlafert und Herz und Lunge entnommen. Das Herz wurde
unter dem Operationsmikroskop in einen rechten und einem linken Ventrikel sepa-
riert. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung des Gesamtkdrpergewicht und des Ge-
wichts der Ventrikel und der Lunge. Um Schwankungen des Koérpergewichts aus-
zugleichen, wurde jeweils der Quotient aus absolutem Organgewicht und Korperge-
wicht gebildet. Das Gewicht des linken Ventrikels zeigte keinen Unterschied in den
einzelnen Gruppen. Lunge und rechter Ventrikel der Versuchstiere mit Zelltherapie
und gefolgter Gancyclovirgabe und Tiere ohne Zelltherapie zeigten ein nicht signifi-

kantes erhohtes Gewicht.

5 - 5
A 7 Bi
4- |
T . l
E’ 3 b 2) 3 1
[=2] o)) 3 b
E 2 4 E 2 4
2
1 17
1
0 T T 1 0 Ij T T T 1
Sham TKPBSTK Gan PBS Sham TKPBS TKGan PBS
20 Legende:
C 1 l Graph A: Gewicht linker Ventrikel/Korpergewicht;
15 Graph B: Gewicht rechter Ventrikel/Kérpergewicht;
2 .0 Graph C: Gewicht Lunge/Kérpergewicht;
)] a
E Sham: Pseudooperierte Tiere, Anzahl der Tiere (n) =
5 2; TK PBS: Tiere mit TK-EPC-Injektion, n = 3; TK-
Gan: Tiere mit TK-EPC-Injektion und Gancyclovirgabe,
0 ‘ ‘ ‘ ' n = 5; PBS: Tiere ohne Zelltherapie, n = 3

Sham TKPBS TK Gan PBS Keine signifikanten Ergebnisse in allen Gruppen.

Abbildung 3.20: Einfluss der intracavitaren Zellthapie nach AMI auf die Organge-

wichte von Herz und Lunge in der Nacktmaus.
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Die InfarktgrofRe wurde nach Entnahme des Herzens verblindet visuell bestimmt. Es
zeigte sich eine signifikante InfarktgrofRenreduktion in der Zelltherapiegruppe ohne
Gancyclovirbehandlung im Verleich zu den Tieren ohne Zelltherapie und der Gruppe

mit Zelltherapie und Gancyclovirbehandlung.
p <0.05

70 1 n.s.

| |
60 - I p <0.05

50 - ]
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InfarktgroBe %
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Abbildung 3.21: Visuell bestimmte InfarktgroRen in den einzelnen Gruppen nach
intraventrikularer Gabe von TK-transduzierten EPC (SETKW 8) mit nachfolgender
Gabe von Gancyclovir (Gan) oder PBS (PBS). Weiterhin Vergleichsgruppe ohne Zell-
therapie (PBS PBS) und Placebo operierte Tiere (Sham). Legende: Sham: Pseudo-
operierte Tiere, Anzahl der Tiere (n) = 2; TK PBS: Tiere mit TK-EPC-Injektion, n = 3;
TK-Gan: Tiere mit TK-EPC-Injektion und Gancyclovirgabe, n = 5; PBS: Tiere ohne
Zelltherapie, n = 3.

3.5.2 Auswirkung der intracavitiren Zelltherapie nach Mykard-
infarkt auf die Herzfunktion (AMI-2)

Im letzten Anschnitt konnte gezeigt werden, dass eine intracavitare Injektion von
EPC zu einer signifikanten Verringerung der Infarktgrof3e flhrt. Eine Elimination in
der ersten Woche der TK-transduzierten Stammzellen durch Gancyclovir verhindert
den positiven Effekt auf die InfarktgroRe. In einer weiteren Versuchsserie wurde bei
drei Tieren nach Herzinfarkt-OP und intracavitare Zellgabe die Herzfunktion der Tiere
vor und nach einer dreitdgigen Gancyclovirgabe mittels Echokardiographie bestimmt.

Das Versuchsdesign wurde analog zum Versuch AMI-1 gewahlt. Jedoch betrug die
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Zellzahl pro Injektion 2*10 © transduzierte EPC. Die Gancyclovirgabe erfolgte an den
Tagen 12-14 post OP. Davor und danach wurde die Herzleistung mittels Echokardio-
graphie bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass die Herzleistung beschrieben duch die
Ejektionsfraktion (EF) und das ,fractional shortening“ signifikant abnimmt und die Tie-
re eine Linksherzinsuffizienz ausbilden, erkennbar an der Zunahme des linksventri-
kularen Durchmessers (LVIDd) des Herzens. Abbildung 3.22 gibt die Ergebnisse

graphisch wieder.
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% Anderung der Ausgangswerte
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Abbildung 3.22: Prozentuale Anderung der Herzleistung nach dreitagiger GV-Gabe.
Folgende Parameter wurden bestimmt: Ventrikularer interner Durchmesser in der
Diastole (LVIDd), ventrikularer interner Durchmesser in der Systole (LVIDs), enddias-
tolisches Volumen (EDV), endsystolisches Volumen (ESV), Ejektionsfraktion (EF),

fractional shortening (FS); n = 3 Tiere.

3.5.3 Auswirkungen der systemisch intravenosen Zelltherapie nach
Myokardinfarkt (AMI-3)

Nachdem wir nachweisen konnten, dass sich eine intracavitare Zelltherapie nach
Herzinfarkt positiv sowohl auf die histologische GroRRe des Infarktareals als auch auf
die funktionelle Herzleistung auswirkt, untersuchten wir den therapeutischen Effekt

einer systemische intraventse EPC-Zelltherapie. Nach Obliterierung der linken Ko-
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ronararterie wurden 2*10° transduzierte EPC 24 Stunden post operativ systemisch
intravends abliiziert. Die Tiere mit Zelltherapie waren in vier Gruppen unterteilt: Eine
Gruppe erhielt GFP-transduzierte EPC und in der dritten und vierten Woche post o-
perativ jeweils an drei aufeinanderfolgenden Tagen intraperitoneale Gancyclovirinjek-
tionen. Zwei weitere Gruppen von Tieren erhielten TK-transduzierte EPC im Rahmen
der Zelltherapie und in der dritten Woche oder vierten Woche Gancyclovir an jeweils
drei aufeinanderfolgenden Tagen. Die vierte Gruppe erhielt TK-transduzierte EPC,
jedoch keine Gancyclovirapplikation. Jeweils nach zwei, drei und vier Wochen wurde
die Herzleistung mittels Echokardiographie ermittlelt. Nach dem letzten Echo wurden
die Tiere in tiefster Narkose ausbluten gelassen, Gesamtkorpergewicht, Gewicht von
Herz und Lunge bestimmt und im Anschluss die Organe der Histologie zugeflhrt.
Das Versuchsdesign AMI-3 wird in Tabelle 3.1 und in Abbildung 3.23 veranschau-
licht.

Kurzzeitversuch:
Infusion
Infarkt  TK-transduzierter Gancyclovir (3x)
EPC
(O N /& " (O v
~) ~ 0
N
Tag 0 Tag 1 Tag 14 Tag 15 Tag 16 Tag 28
Langzeitversuch:
Infusion .
Infarkt TK-transduzierter Gancyclovir (3x)
% M/& @
Tag 0 Tag 1 Tag 21 Tag 22 Tag 23 Tag 28

Abbildung 3.23: Versuchsdesign des Herzinfarktversuches AMI-3
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In den Tieren, die keine Zelltherapie erhalten hatten, zeigte sich eine eingeschrankte
Herzfunktion im gesamten Zeitraum der Untersuchung. Im Gegensatz dazu flihrte
eine Therapie mit GFP-transduzierten EPC zu einer bleibenden Erhdhung der Herz-
funktion. In den Tieren, die mit TK-transduzierten EPC behandelt wurden fiihrten
Gancyclovirinjektionen an Tag 14-16 post operativ zu einer signifikanten Verschlech-
terung der Herzfunktion. Eine Verschlechterung der Herzfunktion konnte auch in den
Tieren mit TK-transduzierten EPC beobachtet werden nach Gancyclovirgabe an den
Tagen 21 bis 23 post operativ. Die funktionellen Herzdaten sind nochmals in der Ab-

bildung 3.24 graphisch dargestellt.

n=6 n=4 n=38 n=4
PBS EPC GFP EPC TK EPC TK

A A A
N N 3

n.s. p <0.001 p <0.05
N i [ 1

n.s. n.s. 1l p <0.001 I n.s. 1l p <0.05 ! p <0.05 |

/ -

1. Echo
2. Echo
3. Echo
1. Echo
2. Echo
3. Echo
1. Echo
2. Echo
3. Echo
1. Echo
2. Echo
3. Echo

Abbildung 3.24: Ejektionsfraktion (EF) in den einzelnen Tiergruppen nach intrave-
ndser Zelltherapie. Eine dreitadgige Gabe von Gancyclovir ist mittels Flash-Blitz ge-
kennzeichnet. Legende: PBS: Tiere ohne Zelltherapie, n = 6; TK GFP: Tiere mit
GFP-EPC-Injektion, n = 4; EPC TK: Tiere mit TK-EPC-Injektion und Gancyclovir
nach dem 1. Echo, n = 8; Tiere mit TK-EPC-Injektion und Gancyclovir nach dem 2.

Echo, n =4.
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Zur Validierung der Echo-Ergebnisse wurde die Herzfunktion von einem Teil der Tie-
re aus Versuch AMI-3 mittels Magnetresonanztomographie (MRT) ermittelt. Auch
hier zeigte sich visuell wie funktionell eine Verbesserung der Herzfunktion nach Zell-
therapie mit TK-transduzierten EPC. In Ubereinstimmung mit den vorherigen Ergeb-
nissen konnten in der Gruppe nach Zellgabe von TK-transduzierten EPC und Gan-
cyclovirgabe an Tag 14-16 ausgepragte Infarkte sowie eine signifikant eingeschrank-
te Herzfunktion nachgewiesen werden. Abbildung 3.25 und 3.26 veranschaulichen
die Infarktgrole an Hand von MRT-Bildern und das endsystolische Volumen (ESV)

ermittelt aus den MRT-Daten als Parameter fir die Herzfunktion in den einzelnen

Gruppen.
PBS EPC TK Sham
PN
/_Aﬁ e N r—)%
p <0.05
140 1 | p = 0.07 '
120 - I p < 0.05!
| p <0.05
100 - , l
80 -
= T
60 -
40 -
20 - - -
0 T T
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Abbildung 3.25: Ermitteltes endsystolisches Volumen (ESV) aus den MRT-Daten

Sham-operierte Infarktmaus Infarktmaus Infarktmaus Infarktmaus
Maus ohne Zelltherapie mit EPC-TK Gabe mit EPC-TK Gabe mit EPC-TK Gabe &
Gancyclovirgabe

Abbildung 3.26: Reprasentative MRT-Bilder von Versuchstieren aus AMI-3
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Am Ende der Versuchsserie wurden die Tiere getdtet und Herz und Lunge entnom-
men. Zur Bestimmung des Gewichtes des linken und rechten Ventrikels wurde das
Herz unter dem Operationsmikroskop separiert. Weiterhin wurde das Lungengewicht
bestimmt. Um Schwankungen des Korpergewichts auszugleichen, wurde jeweils der
Quotient aus absolutem Organgewicht und Korpergewicht gebildet. Auffallig ist eine
Erhéhung des Quotienten aus linkem Herzgewicht und Kérpergewicht in der Ver-
suchsgruppe mit TK-EPC-Zelltherapie nach Gancyclovirgabe im Vergleich zu den
Tieren ohne Gancyclovirgabe als mdglicher Ausdruck der Hypertrophie der linken
Herzkammer nach Abtétung der EPC. Das Verhaltnis aus rechtem Herz und Ge-
samtkorpergewicht war in der Gruppe ohne Zelltherapie erhdht im Vergleich zu den
Tieren mit Zelltherapie. Das Gewicht des rechten Herzens war ebenfalls in den Tie-
ren erhoht, die an Tag 14-16 post op Gancyclovir erhalten hatten. Dieser Effekt konn-

te in der Versuchstiergruppe mit Gancyclovirinjektionen an Tag 21-23 nicht beobach-

tet werden.
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0,2
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PBS/PBS PBS/PBS GV/IGV PBS/PBS GV/PBS PBS/GV 0 PBS/PBS PBS/PBS GV/GV PBS/PBS GV/PBS PBS/GV
Legende:
SHAM PBS GFP TK

—_— Graph A: Gewicht linker Ventrikel/Kérpergewicht;
Graph B: Gewicht rechter Ventrikel/Korpergewicht;

p<0.05
:: T Graph C: Gewicht Lunge/Kdrpergewicht;
nsl |
. Ok | Sham: Pseudooperierte Tiere, Anzahl der Tiere (n) =
Tg & 2; PBS: Tiere ohne Zelltherapie, n = 9; GFP: Tiere mit
¢ GFP-EPC-Injektion, n = 4; TK: Tiere mit TK-EPC-
: H Injektion, unterteilt in keiner Gancyclovir(GV)-Gabe
] (PBS/PBS), n = 5, GV-Gabe am Tag 14-16 post op

PBS/PBS PBS/PBS GV/IGV PBS/PBS GV/PBS PBS/GV (GV/PBS)’ n= 10’ GV_Gabe am Tag 21_23 post Op, n
=12

Abbildung 3.27: Einfluss der intravendsen Zelltherapie nach AMI auf die Organge-

wichte von Herz und Lunge in der Nacktmaus.
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Das Verhaltnis aus Lungengewicht und Gesamtkdrpergewicht zeigte ein ahnliches
Ergebnis in den einzelnen Gruppen. Das Lungengewicht in der Gruppe mit TK-EPC-
Injektion und Gancyclovirgabe an Tag 14-16 ist im Vergleich zu der Gruppe der Tiere
mit TK-transduzierter EPC-Zelltherapie ohne Gancyclovir erhéht. In der Gruppe mit
TK-EPC-Injektion und Gancyclovirgabe an Tag 21 — 23 zeichnet sich ebenfalls ein
Trend zur Erhéhung des Lungengewichtes im Vergleich zu den Tieren mit TK-
transduzierter EPC-Zelltherapie ohne Gancyclovir ab. lllustration der Ergebnisse in
Abbildung 3.26.

Neben einer verblindeten visuellen Infarktbestimmung nach Entnahme des Herzens
in toto wurde im Versuch AMI-3 die InfarktgroRe auch histologisch an Hand von
Schnitten bestimmt. Hierbei zeigte sich sowohl in der visuellen als auch histolgischen
InfarktgréRenbestimmung eine signifikante Reduktion der Infarktgrole nach EPC-
Therapie im Vergleich zu Tieren ohne Zelltherapie. Nach Gancyclovirgabe an Tag
12-14 oder 21-23 bei Tieren mit TK-EPC-Therapie zeigte sich eine signifikante Gro-

Renzunahme des Infarktes im Vergleich zu Tieren ohne Gancyclovirgabe.

SHAM EPC GFP EPC TK PBS
A
- N
p < 0.01
I p <0.01
80 [ p<o0.01 |
i 1
e 70 p =008 T
° 1 1
3 % I
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5 40
= | I
8 30
= 2
10 ’—T—‘ ’—T—‘
0 T T ]
PBS/PBS GV/GV PBS/PBS GV/PBS PBS/GV PBS/PBS

@ © Q0 O @

Abbildung 3.28: Histologisch bestimmte InfarkigréRe in den einzelnen Gruppen
nach intravendser Gabe transduzierter EPC mit teilweiser nachfolgender Gabe von
Gancyclovir (GV) sowie representative histologische Bilder aus den einzelnen Grup-
pen. Anzahl der Tiere: Sham: n = 2; EPC GFP: n = 3; EPC TK PBS/PBS: n = 4;
EPC TK GV/PBS: n =8; EPC PBS/GV:n=7;PBS: n=7.
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Wir konnten somit im letzten Abschnitt zeigen, dass sich die systemische intravendse
Zelltherapie von EPC nach Myokardinfarkt positiv auf die Herzfunktion auswirkt. Fer-
ner wird auch die InfarktgréRe durch die Therapie mit EPC positiv beeinflusst. Durch
die Gabe von Gancyclovir und die spezifische Abtétung der TK-transduzierten EPC
kam es zu einer Verschlechterung der Herzfunktion und zu einer GroRenzunahme

des Infarktareals.

3.5.4 Untersuchung auf mogliche Gancyclovir-bedingte Organ-
schiiden an den Tieren von Versuch AMI-3

Um eine unspezifische Wirkung des Gancyclovir auf die Organe der Nacktmaus aus-
zuschlief3en, wurden die Organe der Tiere aus Versuch AMI-3 daraufhin von einem
unabhangigen Pathologen untersucht. Es konnten histolgisch keine Schaden an Nie-
re, Milz, Lunge, Darm oder Leber nachgewiesen werden. Abbildung 3.28 zeigt ex-

emplarische Schnitte.

Ubersicht:

Abbildung 3.29: Histologische Aufnahmen muriner Organe nach Gancyclovirbe-
handlung
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3.5.5 Nachweis von humanen Zellen im ischamischen Myokard

Zum histologischen Nachweis von humanen Zellen im Myokard nach Infarkt wurden
die Herzen immunhistochemisch untersucht. Hierbei konnten humane Zellen mittels
ALU-Farbung nachgewiesen werden. Auch ergaben sich Hinweise auf Differenzie-
rung von EPC zu perivaskularen Zellen, endothelartigen Zellen und Kardiomyozyten.

In Tieren, die mit TK-transduzierten EPC behandelt wurden, gelang weiterhin der

Nachweis von apoptotischen humanen Zellen nach Gancyclovirgabe.

Abbildung 3.30: Konfokalmikroskopische Aufnahmen: A Nachweis der Differenzie-
rung von EPC in endotheliale Zellen; B Nachweis der Differenzierung in perivaskula-
re Zellen; C Nachweis der Differenzierung in Kardiomyozyten; D Nachweis von apop-
totischen humanen Zellen nach Gancyclovirgabe. WeilRer Pfeil markiert humane Zel-
len; Blau = Zellkerne; Grune Punkte im Zellkern = ALU-Farbung gegen humane
DNA.
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3.6 ,,Aventis-eNOS-enhancer* (AVE): Ein therapeutischer Ansatz
zur Verbesserung der eingeschriankten zelltherapeutischen Funk-

tion von EPC und BMC

In den vorhergehenden Abschnitten konnte die Bedeutung der Zelltherapie verdeut-
licht werden. Es wurde jedoch von unserer Arbeitsgruppe und anderen gezeigt, dass
die funktionelle Aktivitdt von EPC und BMC von Patienten mit ischdmischer Kardio-
myopathie und Diabetes eingeschrankt ist. Ein Grund flr die Funktionseinschran-
kung kénnte in einer gestdrten Expression der eNOS liegen. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde mit Hilfe von zwei eNOS-Aktivatoren AVE9488 und AVE70119 versucht,
die Funktion der eNOS in Patienten-EPC und -BMC wieder herzustellen. Hierfur
wurde die Transkription in vitro mittels RT-PCR bestimmt. In weiterflhrenden in vivo
Experimenten wurde die Bedeutung mit Hilfe des Matrigelmodells und des Herzin-

farktmodells untermauert.

3.6.1 Gesteigerte eNOS-Expression nach Inkubation der EPC und
BMC mit AVE70119

EPC von gesunden Probanden wurden fir 24 Stunden mit AVE in unterschiedlicher
Konzentration behandelt. Hierbei zeigte sich eine Steigerung der eNOS-Expression
um bis zu 70%. Zur Kontrolle wurden EPC mit dem AVE-L6sungsmittel DMSO inku-
biert.

p <0.05
200 n.s.
180] | [l I
n.s.
160+ | |
< 1404 n.s T
$ 120
['4
E 1001
g [
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40
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0

EPC DMSO EPC 5yM AVE EPC 10 yM AVE EPC 25 uyM AVE EPC 50 pM AVE

Abbildung 3.31: eNOS-Expression in EPC nach 24-stindiger AVE-Inkubation; n = 3
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Ebenfalls wurden BMC von drei Patienten mit KHK mit AVE vorstimuliert. Es zeigte
sich auch hier eine eNOS-Expressionserhdhung im Vergleich zu DMSO inkubierten
BMC. Diese war jedoch nicht signifikant.

n.s.
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Abbildung 3.32: eNOS-Expression in BMC nach 24 stindiger Inkubation mit unter-

schiedlichen AVE-Konzentrationen; n =3

3.6.2 Einfluss von AVE70119 auf das Neovaskularisationspotential
von Patienten-BMC

Nachdem in den in vitro Experimenten eine positive Beeinflussung der eNOS-
Expression nachgewiesen werden konnte, wurde die Neovaskularisation von unbe-
handelten BMC und prainkubierten BMC mit dem Ld&sungsmittel DMSO und
AVE70119 in dem bereits beschriebenen Matrigelmodell der Nacktmaus untersucht.
Hierbei wurde den Tieren nach subkutaner Injektion des Matrigels 1*10° vorbehan-
delter BMC intravends Uber die V. ophtalmica verabreicht. Die Tiere wurden nach 14
Tagen eingeschlafert und das Matrigel entfernt. Die daraus angefertigten Parafin-
schnitte wurden immunhistochemisch mittels smooth muscle actin (SMA) Farbung
aufgearbeitet. Zur Auswertung wurden funf Bilder aus einer konfokalmikroskopischen
Aufnahme im Randbereich des Matrigels ausgewertet. Als Mal} flr die Neovaskulari-
sation wurden die SMA-positive GefalRe gezahlt und statistisch ausgewertet. Es zeig-
te sich eine signifikante Erh6hung der SMA-positiven Gefalle nach Inkubation mit 25
MM AVE70119 far 24 Stunden verglichen mit DMSO behandelten BMC.
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Abbildung 3.33: Signifikante Erhéhung der Kapillardichte durch Prainkubation fir 24
Stunden mit 25 yM AVE im Vergleich zu DMSO behandelten BMC. Unter der Gra-

phik befinden sich reprasentative konfokale Aufnahmen aus den jeweiligen Gruppen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Vorbehandlung mit AVE 70119 die Neo-

vaskularisation von Patienten BMC signifikant steigern kann.

3.6.3 Einfluss von AVE9488 und AVE70119 im Rahmen der BMC-
Zelltherapie im Herzinfarktmodell der Nacktmaus

In einem nachsten Schritt sollte ergriindet werden, in wieweit eine Vorbehandlung mit
den beiden AVE-Substanzen die gestorte Funktion der BMC im Rahmen der Stamm-
zelltherapie bei Herzinfarkt positiv beeinflussen kann. In der ersten Studie wurde die
Wirkung der BMC-Vorbehandlung mit AVE 9488 bei intraventrikularer intraoperativer
Injektion getestet. Zur Bestimmung der Herzfunktion wurde in Kooperation mit Sanofi
Aventis die Herzfunktion mittels Linksherzkatheters bestimmt. Im Anschluss wurde
das Tier getotet, die Infarktgrofde visuell bestimmt und das Gewicht des linken und

rechten Ventrikels sowie der Lunge erhoben. Das Herz wurde weiterhin feinge-
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weblich untersucht. In der zweiten Studie wurden die BMC mit AVE70119 vorbehan-
delt. Die Zellgabe erfolgte intravends Uber die V. ophtalmica. Die funktionellen Herz-
daten wurden mittels Echokardiographie gewonnen. Im Anschluss daran erfolgten

die Infarktgrélienbestimmung sowie die feingewebliche Untersuchung des Herzens.

3.6.4 Einfluss von BMC-Prdinkubation mit AVE9488 auf die Herz-

funktion nach Stammzelltherapie

Drei Wochen nach Operation und Ligation der linken Koronararterie und gefolgter
intraventrikuldrer Stammzelltherapie mit 1*10° BMC wurde die Herzfunktion mittels
invasiven Linksherzkatheters untersucht. Es wurden verschiedene Parameter erho-
ben, von denen die Ejektionsfraktion (EF), das Schlagvolumen, das endsystolische
Volumen sowie die Schlagarbeit die wichtigsten Parameter darstellen. Abbildung
[11.26 zeigt exemplarische Druck-Volumen-Kurven der vier Versuchsgruppen: Tiere
mit Infarkt ohne Zelltherapie, Tiere mit Infarkt und Zelltherapie mit AVE inkubierten
BMC, Tiere mit Infarkt und Zelltherapie mit Losungsmittel DMSO inkubierten BMC

und Placebo (Sham) operierten Tieren.

B 4 EF: 214 -4 EF:43
& x AVE-
Infarct | j = treated
EF: 62
Sham

Abbildung 3.34: Exemplarische Druckvolumenkurven der einzelnen Versuchsgrup-

pen ermittelt mit Hilfe eines Linksherzkatheters.

Es zeigte sich, dass Tiere mit Stammzelltherapie und Prainkubation der Patienten-
BMC mit AVE9488 eine signifikante verbesserte Herzfunktion aufwiesen im Vergleich

zu Tieren ohne Stammzelltherapie. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der
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Herzfunktion in Tieren ohne Stammzelltherapie im Vergleich zu Tieren mit BMC-

Stammzelltherapie, die lediglich in dem Lésungsmittel DMSO inkubiert worden wa-

ren.
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Abbildung 3.35: Verbesserte Herzleistung nach Stammzelltherapie und Vorinkuba-
tion mit AVE. Ermittelte Parameter: Endsystolisches Volumen, Schlagkraft, Schlagvo-
lumen und Ejektionsfraktion. Es zeigt sich in allen Parametern eine Verbesserung
der Herzleistung in zelltherapierten Tieren nach Vorbehandlung mit AVE im Vergleich
zu Tieren ohne Stammzelltherapie. PBS = Tiere mit Infarkt und ohne Zelltherapie
(n=4); DMSO = Tiere mit Infarkt und BMC-Zelltherapie, Vorbehandlung mit LO-
sungsmittel DMSO (n = 4); AVE = Tiere mit Infarkt und BMC-Zelltherapie, Vorbe-
handlung mit AVE (n= 5); SHAM = Tiere ohne Infarkt, pseudooperierte Tiere (n = 4).
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3.6.5 Einfluss von BMC-Priinkubation mit AVE9488 auf das Ge-

wicht der Ventrikel und der Lunge sowie der Infarktgrofie

Im Anschluss an die Linksherzkatheteruntersuchung wurden die Tiere getotet, das
Gewicht der Ventrikel mit einer Feinwaage bestimmt sowie die Infarktgréf3e an Hand
von horizontalen Schnitten bestimmt. Ein gesteigertes Gewicht des rechten Ventri-
kels ist ein Zeichen der Rechtsherzhyperthrophie, die sich in Folge eines vendsen
Ruckstaus bei eingeschrankter Pumpleistung des linken Ventrikels ausbilden kann.
Tiere ohne Zelltherapie wiesen einen schwereren linken und rechten Ventrikel auf als
Tiere mit Stammzelltherapie und Vorbehandlung mit AVE9488. Dieses Ergebnis war
jedoch nicht signifikant. Es konnte auch kein signifikanter Unterschied zwischen der
Zellgabe von AVE vorbehandelten BMC gegenliber DMSO vorbehandelten BMC ge-

funden werden.
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37 Graph B: Gewicht rechter Ventrikel/Kérpergewicht;
o : I Graph C: Gewicht Lunge/Kérpergewicht;
o
E 4 T T Sham: Pseudooperierte Tiere, Anzahl der Tiere (n) =
14 4; Infarkt: Tiere mit Infarkt ohne Zelltherapie, n = 4;
0 DMSO: Tiere mit Infarkt und BMC Zelltherapie,

’ vorbehandelt mit DMSO, n = 4; AVE: Tiere mit Infarkt
und BMC Zelltherapie, vorbehandelt mit AVE, n = 6;

Keine signifikanten Ergebnisse in allen Gruppen.

Sham Infarkt DMSO AVE

Abbildung 3.36: Ermitteltes Korpergewicht, Gewicht von linkem und rechtem Ventri-

kel sowie der Lunge.
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Die Infarktgrofie wurde an Hand von 2-3 mm dicker Schnitte bestimmt, die mit Hilfe

eine Kryotommessers angefertigt wurden. Angefertigte H.E. Schnitte verifizierten die
bestimmte InfarktgroRle.

Keine AVE9488-

Zelltherapie DMSO-BMC BMC
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Abbildung 3.37: Ermittlung der Infarktgro3e. Es zeigt sich eine kleinere Infarktnarbe

nach AVE vorbehandelter BMC-Stammzelltherapie im Vergleich zu unbehandelten

Tieren.
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Abbildung 3.38: InfarktgréRe in den einzelnen Gruppen. Es zeigte sich eine signifi-
kante Reduktion der InfarktgroRe nach Stammzelltherapie; Infarkt n = 3, DMSO n =
4, AVE =7, Sham = 4.
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Es zeigte sich, dass die Infarktgrofie sowohl in der Gruppe mit DMSO vorbehandel-
ten BMC als auch in der Gruppe mit AVE vorbehandelten BMC signifikant reduziert
war im Vergleich zu der Gruppe von Tieren ohne Stammzelltherapie. Die Vorbehand-
lung mit AVE flhrte im Vergleich zur Kontrollgruppe mit DMSO behandelten BMC zu
einer signifikanten Reduktion der InfarktgrofRe.

3.6.6 Einfluss von BMC-Vorbehandlung mit AVE70119 auf die

Herzfunktion nach Stammzelltherapie

In einer Serie aus 10 Tieren wurde die Wirkung von AVE70119 auf die Herzfunktion
getestet. Operation und Inkubation der Zellen erfolgte wie bei den Versuchen mit
AVE9488. Die Applikation der Zellen erfolgte intravends am Tag nach der Operation.
Die Zellzahl pro Tier betrug 2*10° BMC. Zwei Wochen nach Operation wurde die
Herzleistung mittels Echokardiographie bestimmt.

Es zeigte sich auch hier ein Trend zur Verbesserung der Herzfunktion nach Stamm-

zelltherapie. Darstellung der Ergebnisse in Abbildung 3.39.
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Abbildung 3.39: Funktionelle echokardiographische Daten: Graph A: Endsystoli-
sches Volumen (ESV), Graph B: Linksventrikularer innerer Durchmesser in der Dias-
tole (LVIDd), Graph C: Verkurzungsfraktion (FS), Graph D: Ejektionsfraktion (EF).
PBS = Tiere mit Infarkt und ohne Zelltherapie (n = 2); BMC PBS = Tiere mit Infarkt
und BMC-Zelltherapie (n = 4); BMC AVE = Tiere mit Infarkt und BMC-Zelltherapie,
Vorbehandlung mit AVE (n = 2).
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3.6.7 Einfluss von BMC-Priinkubation mit AVE70119 auf das Ge-
wicht der Ventrikel und der Lunge sowie der Infarktgrofie
Analog zu den Ergebnissen mit AVE9488 zeigten sich auch hier eine Beeinflussung

des Gewichts des rechten Ventrikels nach Vorbehandlung mit AVE9488. Aufgrund

der geringen Anzahl der Falle sind die Ergebnisse jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 3.40: Ermitteltes Gewicht von linkem und rechtem Ventrikel sowie der
Lunge und bestimmte InfarktgroRe. PBS = Mause nach Infarkt-OP ohne Stammzell-
therapie, BMC- = Mause nach Infarkt-OP ohne prainkubierte BMC-
Stammzelltherapie, AVE = Mause nach Infarkt-OP mit AVE prainkubierte BMC

Die Infarktgrofie wurde an Hand von 2-3 mm dicker Schnitte bestimmt, die mit Hilfe
eine Kryotommessers angefertigt wurden. Abbildung 3.40 zeigt die Ergebnisse. Auf
Grund der geringen Anzahl von Tieren zeigt sich lediglich bei den Tieren mit AVE

vorbehandelter BMC Injektion eine signifikante Reduktion der Infarktgrofie.
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Abbildung 3.41: Infarktgrofle nach Zelltherapie mit BMC. BMC unvorbehandelt
(BMC PBS) oder vorbehandelt mit AVE70119.

3.6.8 Vergleich von AVE9488 und AVE70119 an Hand der Infarkt-
grofle

Zum Vergleich der beiden AVE Substanzen wurden die Infarktdaten gepoolt und
graphisch in Abbilldung 3.41 dargestellt. Es zeigt sich lediglich der zelltherapeutische
Effekt einer BMCTherapie nach Infarkt. Ein Unterschied in den beiden Substanzen

konnte nicht gefunden werden.
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Abbildung 3.42: InfarktgrélRen nach systemischer intravendser Behandlung mit und
ohne vorbehandelten BMC
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4. Diskussion

Mit Hilfe von drei unterschiedlichen Tiermodellen, dem subkutanen Matrigelmodell,
dem Hinterlaufischamiemodell und dem Herzinfarktmodell in der Nacktmaus konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass EPC im Rahmen der Zelltherapie ein grol3es
kardiovaskulares Potential besitzen. Besonders die Ergebnisse im Herzinfarktmodell
verdeutlichen die positive Wirkung nach Myokardinfarkt auf Herzfunktion, Infarktgro-
Re und Remodeling. Erstmalig konnten wir nach Klonierung und Etablierung eines
TK-transduzierenden Vektorsystems nachweisen, dass die Wirkung von EPC im zell-
therapeutischen Bereich nicht nur auf eine Kurzzeitwirkung beruhen kann, sondern

dass langfristige Effekte eine entscheidende Rolle spielen.

4.1 Einsatz von lentiviralen Vektoren in der Erforschung von EPC

Zur Erforschung der EPC-mediierten Neovaskularisation wurde ein lentivirales Vek-
torsystem in unserer Arbeitsgruppe etabliert. Es ermdglicht bei hoher Transduktions-
rate um 80% die stabile Insertion von Zielgenen in das Genom von EPC. Eine Ver-
anderung des biologischen Verhaltens der Zellen nach Transduktion konnte in ,in
vitro-“ und ,in vivo-Studien® im Rahmen dieser Arbeit ausgeschlossen werden. Diese
Daten sind koharent mit den Ergebnissen von anderen Gruppen, die ebenfalls mit
genetisch-modifizierten EPC gearbeitet haben (Herder et al., 2003; Ferrari et al.,
2003).

Ein Einsatz des lentiviralen Vektorsystems ist die gezielte Markierung von EPC mit-
tels GFP. Bereits nach drei Tagen konnte eine grunliche Fluoreszenz unter dem Mik-
roskop und im FACS nachgewiesen werden. Eine andere Moglichkeit des etablierten
Vektorsystems ist die Einschleusung eines Suizidgens in die Progenitorzellen. Der
Einsatz der viralen Thymidinkinase als Suizidgen wurde bereits auf anderen For-
schungsfeldern wie der Therapie von Gliomen (Zhang et al., 2007) und der Erfor-
schung von EPC in der Tumorbiologie beschrieben (De Palma et al., 2003). Nach
Klonierung von zwei lentiviralen Vektoren (SITKW7 und SETKW8) konnten wir die
selektive Abt6étung in HUVEC und EPC nach Zugabe von Gancyclovir nachweisen.
Daruber hinaus kénnten Lentiviren in der Zukunft eine wichtige Rolle in der gezielten

Modifikation und Uberexpression von speziellen Genen, die fiir die Differenzierung
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der EPC und die Expression von Wachstumsfaktoren wichtig sind, spielen. Jedoch
darf nie aus dem Auge gelassen werden, dass eine lentivirale Modifikation des Ge-

noms das Risiko einer Zellentartung in sich birgt.

4.2 Vergleich der drei unterschiedlichen Tiermodellen zur Erfor-

schung der EPC-Zelltherapie

Zur Erforschung der EPC mediierten Wirkung im Rahmen der Zelltherapie haben wir
uns drei unterschiedlicher Modelle bedient: Dem nicht-ischamischen Matrigelmodell,
dem Hinterlaufischdmiemodell sowie dem Infarktmodell bei der Nacktmaus. Hierbei
bieten jeweils die einzelnen Modelle Vorteile und beleuchten die einzelnen Mecha-
nismen der Zelltherapie aus unterschiedlichen Blickwinkeln.

Ein nicht-ischamisches Modell zur Erforschung der Vaskularisation und Angiogenese
stellt das ,in vivo" MatrigelImodell in der athymischen Nacktmaus dar und wurde von
Passanati et al. 1992 beschrieben (Passanati et al., 1992). Die subkutan injizierte,
nach Erwarmen auf Korpertemperatur gallertige Masse besteht aus einem Extrakt
des Engelbreth-Holm-Swarm Sarkoms der Maus. Es besteht aus den Hauptkompo-
nenten Laminin, Kollagen IV, Heparansulfat und weiteren Proteoglykanen sowie ei-
ner Reihe von Wachstumsfaktoren wie TGF-$, ,fibroblast growth factor* (FGF) und
Lissue plaminogen activator (tPA). Somit imitiert es die extrazellulare Matrix und die
Basalmembran und ist ein haufig verwendetes ,in vitro® Modell um die angiogeneti-
sche Aktivitat von unterschiedlichen Faktoren zu ermitteln (Nicosia et al., 1990).

Ein ischamisches Modell stellt das Hinterlaufischamiemodell der Maus dar. Dieses
Modell imitiert die periphere arterielle Verschlusskrankheit (paVK). Die Krankheit ist
gekennzeichnet durch eine hohe Morbiditdt und Mortalitat. GefaBrekonstruktion mit
Bypassen, besonders im Bereich der unteren Extremitaten, fuhren auf Grund von
fortschreitenden arteriosklerotischen Veranderungen oftmals nur zu einer temporaren
Verbesserung der Erkrankung. Die Gabe von EPC ist auch hier eine neue Therapie-
option. Eine positive Wirkung der EPC-Stammzelltherapie konnte bereits von unserer
Gruppe (Urbich et al., 2003) und anderen (Kalka et al., 2000; Iwaguro et al., 2002)
nachgewiesen werden (siehe auch Kapitel 1.6).

Der Myokardinfarkt durch Gefallligation in der Maus ist ein Modell zur Erforschung

der EPC-vermittelten Zelltherapie im Rahmen des Myokardinfarktes beim Menschen.
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Die Gruppe um Johns und Olson beschrieben bereits 1954 den experimentellen My-
okardinfarkt durch Ligatur der Koronargefalle bei Mausen, Ratten, Hamstern und
Meerschweinchen, nachdem sie feststellen mussten, dass der Hund fur dieses Mo-
dell nicht geeignet war (Johns et al., 1954). 1997 modifizierten YE et al. die Operati-
onsmethode um die Mortalitat zu verringern und die Inzidenz der Infarkte zu erhdhen.
Mehrere Punkte wurden abgewandelt: Unter anderem verzichteten sie auf die Vorla-
gerung des Herzens aus dem Thorax, entfernten die Luft aus dem Thorax vor des-
sen Verschluss und reicherten die Atemluft der Tiere wahrend der Operation mit
Sauerstoff an (Ye et al., 1997). In dieser Arbeit wurden die dort beschriebenen Modi-
fikationen angewendet. Eine Herausforderung stellt jedoch die GroRe der Nacktmaus
dar, die die Operation und die anschlieRenden Echomessungen schwierig gestalten.
Da flr unsere Untersuchungen humane Progenitorzellen verwendet wurden, konnten
in allen drei Modellen nur Tieren als Empfanger dienen, die eine angeborene Im-
munsuppression besitzen, um eine AbstoRung der transplantierten Zellen durch das
Immunsystem zu vermeiden. Die athymische Nacktmaus erfullt diese Voraussetzun-
gen. Auch von Ratten gibt es eine immunsupprimierte Variante, jedoch scheint die
Auspragung des Immundefektes nicht so ausgepragt wie bei den Nacktmausen zu
sein.

In allen drei Tiermodellen zeigte sich, dass EPC zu einer signifikant gesteigerten
funktionellen Verbesserung beitragen. Besondere Bedeutung wurde der Frage ge-
schenkt, in welchem Zeitrahmen der EPC-vermittelte zelltherapeutische Effekt ab-
lauft. Zu diesem Zweck wurde die EPC zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit Hilfe
des bereits beschriebenen TK-Vektorsystems abgetodtet. Eine Depletion der EPC
konnte sowohl im Kurzzeitexperiment als auch im Langzeitexperiment den positiven
Effekt auf die Neovaskularisation teilweise aufheben und flhrte im Herzinfarktmodell
zu einer Verschlechterung der Herzfunktion. Der histologische Nachweis der EPC im
Ischamieareal konnte im Modell der Hinterlaufischamie und des Herzinfarktes er-
bracht werden. Humane Zellen wurden sowohl perivaskular nachgewiesen, als auch
in einer geringen Anzahl integriert und differenziert im Endothel von Gefallen und in
der Herzmuskulatur als differenzierte Kardiomyozyten. Im Matrigelmodell gelang kein
Nachweis von humanen Zellen. Dies bedingt jedoch nicht zwangslaufig das Fehlen
der EPC im Matrigel. Ein generelles Problem bei immunhistochemischen Farbungen
liegt in dem hohen Proteoglykananteil der Matrix, was zu einer hohen unspezifischen

Hintergrundsfarbung fuhrt. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die selektive
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Depletion der infundierten EPC zum Zeitpunkt der Zelltherapie eine Neovaskularisie-
rung vollstandig verhindert. Eine signifikante Reduktion wurde auch dann beobach-
tet, wenn die Aktivierung des Suizidgens erst zu einem spateren Zeitpunkt im Lang-

zeitmodell erfolgte.

4.3 Zelltherapie im Myokardinfarktmodell in der athymischen

Nacktmaus

Im Rahmen dieser Arbeit wurde besonderes Augenmerk auf die Wirkungsmecha-
nismen von endothelialen Progenitorzellen (EPC) im Rahmen des Herzinfarktmodells
gelegt. Neben der Messung der Herzfunktion mittels Echokardiographie, Katheter
und MRT wurden die entnommenen Herzen histologisch untersucht und die Infarkt-
grolie ermittelt. In diesem Kapitel soll daher gezielt auf das Myokardinfarktmodell der

athymischen Nacktmaus eingegangen werden.

4.3.1 Diskussion der Versuchsdurchfithrung und Komplikationen beim Myo-
kardinfarkt

Zur Durchfuhrung der Ischamie am Mauseherz wurde die linke Koronararterie ligiert.
Hierfir wurde unter dem Operationsmikroskop nach Freilegung des Herzens die lin-
ke Koronararterie unter dem linken Herzohr aufgesucht und das Gefal® durch Umste-
chung ligiert ohne den linken Ventrikel zu punktieren. Es wurde darauf geachtet, ein
moglichst gleichgroRes ischamisches Areal in allen Tieren zu erzeugen.

Trotz aller Sorgfalt konnte es peri- und postoperativ zu Blutungen kommen. Leichte
Verletzungen kleinerer Gefalle oder kleinerer Seitenaste der Koronararterie waren
haufig die Ursache fir geringe bis mittlere Blutungen. Diese waren durch Kompressi-
on gut zu stillen und stellten im weiteren Verlauf kein Problem dar. Hochgradige Blut-
verluste entstanden durch starke Schadigung der linken Koronararterie oder des lin-
ken Herzohrs. Diese Blutungen konnten nicht gestillt werden, weshalb die Tiere
intraoperativ verstarben. Weiterhin war eine gehaufte Sterblichkeit infolge des Myo-
kardinfarktes in den ersten 24 Stunden nach OP zu bemerken. Insgesamt ergab sich
somit eine Sterblichkeit von 35 - 40 %. In vergleichbaren Untersuchungen zur expe-

rimentellen Induktion eines Myokardinfarkts ist in der Literatur eine Sterblichkeit der
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Tiere von 33 % angegeben (Johns et al., 1954), so dass die Sterblichkeit der Tiere
im Rahmen dieses Projekts als vergleichbar eingestuft werden kann. Respiratorische
Probleme konnten bei der Eréffnung des Thorax auftreten, da die Intubation nur mit
einer Atmungskanule ohne Blockierungsballon, wie sie in der Humanmedizin Stan-
dard ist und einen 100% Verschluss mit der Trachea sicherstellt, moglich war. Da-
durch konnte es zu einem kurzzeitigen Kollabieren von einem Lungenfligel kommen,
dem durch Lageveranderung der Kanule und Erh6hung des Atmungsvolumens be-
gegnet wurde. Zum anderen entstanden Respirationsprobleme nach der Okklusion
der Koronararterie. Diese wurden durch eine Lungenstauung (passive Hyperamie)
hervorgerufen, bedingt durch eine verminderte linksventrikulare Funktion. Respirato-
rische Probleme entstanden dabei durch einen Rickstau des Blutes aus der linken
Herzkammer in die Lungenstrombahn. Arrhythmien der linken Ventrikelwand, die in
der postischamischen Phase auftraten, lassen sich auf Uberleitungsstérungen des
Reizleitungssystems des Herzens, die durch die induzierte Myokardischamie ent-

standen, zurtckfihren.

4.3.2 Auswirkung der Zelltherapie und anschlieffende Depletion der EPC auf
die Herzfunktion

Die Herzfunktion wurde in der hier vorliegenden Arbeit anhand der Echokardiogra-
phie und der Magnetresonanztomographie bestimmt. Bei der Echokardiographie
wurden zwolf Parameter gemessen, wobei das endsystolische Volumen (ESV) und
die Auswurffraktion (Ejection Fraction = EF in %) des linken Ventrikels die wichtigs-
ten Parameter darstellen. Das endsystolische Volumen (ESV) gilt als Mal fir die Di-
latation 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 endsystolische Volumen (ESV) der bestim-
mende Faktor fir die Uberlebensrate nach Uiberstandenem Myokardinfarkt (White et
al., 1987). Es wird zwar einerseits durch die Dilatation des Ventrikels beeinflusst, an-
dererseits korreliert es jedoch auch mit der GroRe des Herzens. Diese wiederum
richtet sich bei den 8-12 Wochen alten Tieren, die sich noch im Wachstum befinden,

nach der Korpergréflie. Als Anhaltspunkt fur die KoérpergroRe wurde das Gewicht der
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Mause ermittelt. Es wurde darauf geachtet, dass die Tiere zum Zeitpunkt der Opera-
tion ein vergleichbares Gewicht aufwiesen.

Die Auswurffraktion gibt Auskunft Uber den Anteil des Blutvolumens, der durch die
Kontraktion ausgetrieben wird, am Gesamtblutvolumen der linken Kammer. Er be-
rucksichtigt somit zwei Messgréflien, die sich nach einem Myokardinfarkt verandern:
Das Kammervolumen nimmt durch die Dilatation zu und das Schlagvolumen nimmt
durch die Beeintrachtigung der Wandfunktion ab (Pfeffer et al., 1990). Je niedriger
die EF, desto schlechter ist die Ventrikelfunktion. Die ,left ventricular ejection fracti-
on“ (LVEF) ist der Parameter, der am haufigsten in den klinischen Studien, die Vor-
lauferzellen zur Therapie des Myokardinfarktes einsetzten, zur Einschatzung der
Ventrikelfunktion herangezogen wurde (Assmus et al., 2002; Erbs et al., 2005; Jans-
sens et al., 2006; Strauer et al., 2002; Wollert et al., 2004).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Herzfunktion nach
intracavitarer und intravenéser EPC-Zelltherapie im Vergleich zur Kontrollgruppe, die
lediglich mit einer salinen Losung behandelt wurde, signifikant verbesserte. Diese
Untersuchungsergebnisse decken sich mit den Daten von Kawamoto (Kawamoto et
al., 2001) und Kocher (Kocher et al., 2001), die ebenfalls eine Verbesserung der
Herzleistung im Herzinfarktmodell nach Zelltherapie nachweisen konnten. Der zell-
therapeutische Effekt war in unserer Untersuchung Uber den ganzen Versuchszeit-
raum konstant. Bei Tieren, die mit TK-transduzierten EPC behandelt worden waren,
liel® sich die Verbesserung der Herzfunktion nach Zelltherapie durch die Administra-
tion von Gancyclovir komplett aufheben. Wichtig war hierbei die Beobachtung, dass
sowohl die Gabe von Gancyclovir im Kurzzeitexperiment als auch im Langzeitexpe-

riment zu einer Verschlechterung der Herzleistung fuhrte.
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4.3.3 Einsatz der Magnetresonanztomographie bei der Beurteilung EPC-Gabe
auf die kardiale Dysfunktion im Mausmodell

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist der Goldstandard bei der nicht invasiven
Beurteilung der kardialen Funktion bei Mensch und Maus. So ist es mdglich, mit Hilfe
des MRT kontrastreiche Aufnahmen der einzelnen Gewebearten zu machen und ei-
ne Reihe von physiologischen Parametern zu ermitteln (Weiss et al., 2001). Weiter-
hin kann man an Hand der geometrischen Daten des Herzens rechnergestutzt die
ventrikulare Masse und InfarktgroRe ermitteln (Slawson et al., 1998; Franco et al.,
1998; Wiesmann et al., 2000). In einer Reihe von Untersuchungen konnte auch ge-
zeigt werden, dass sich der Schweregrad einer globalen Dysfunktion im Mausemo-
dell gut mittels MRT beurteilen lasst (Bryant et al., 1998; Jelicks et al., 1999).

In unserer Untersuchung wurde daher bei einem Teil der Tiere (AMI-3-Versuch) die
Herzfunktion nicht nur echokardiographisch sondern auch mit Hilfe der Magnetreso-
nanztomographie (MRT) untersucht. Hierbei konnten die echokardiographischen Be-
funde bestatigt werden. Die linksventrikulare Funktion wurde durch die Zelltherapie
mit EPC signifikant verbessert. Wurden Tiere, die zuvor eine TK-transduzierte Zell-
therapie erhalten hatten, in der dritten Woche post OP mit Gancyclovir behandelt, so
trat eine signifikante Verschlechterung der Herzleistung auf. Diese war sowohl an-
hand der funktionellen Herzdaten, als auch im Vierkammerblick des Herzens visuell

sichtbar.

4.3.4 Einfluss der Zelltherapie auf die Infarkitgrofie

Ein weiterer wichtiger Untersuchungsparameter im Rahmen dieser Arbeit war die
InfarktgroRe. Hierbei zeigte sich, dass eine Zelltherapie mit EPC zu einer signifikan-
ten Verringerung der Infarktgrof3e im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgrup-
pe fuhrte. Diese Erkenntnisse decken sich mit Daten von Kawamoto, der ebenfalls
eine Verringerung der Infarktgrof3e nach i.v. EPC-Gabe beschrieben hat (Kawamoto
et al., 2001). In den Tieren, die mit TK-transduzierten EPC behandelt worden waren,
konnte weiterhin eine signifikante Gro3enzunahme des Infarktareals festgestellt wer-
den, wenn die Tiere in der dritten oder vierten Woche Gancyclovir erhalten hatten.

Bei Tieren nach GFP-transduzierter EPC-Gabe flihrte die Gancyclovirgabe nicht zu

-90 -



Diskussion der Ergebnisse

einer VergroRerung des Infarktareals, was die selektive Wirkung unseres TK-

Vektorsystems unterstreicht.

4.4 Limitation des TK-transduzierenden Vektorsystems

Bei dem Einsatz von Medikamenten bei Mensch und Tier muss bertcksichtigt wer-
den, dass unspezifische Effekte die Therapie und wissenschaftliche Ergebnisse be-
einflussen kdénnen. Von Gancyclovir ist bekannt, dass es in héheren Dosen nephro-
toxisch wirken kann (Smee et al., 1996). Um eine unspezifische Toxizitat der Gan-
cyclovirgabe zu untersuchen, wurden ,in vitro“-Kontrollexperimente durchgefihrt.
Hierbei zeigte sich in der eingesetzten Dosierung keine unspezifische Beeinflussung
in EPC, HUVEC und Kardiomyozyten. Weiterhin wurde in den Tierexperimenten ein
Teil der Tiere mit GFP-transduzierten EPC als Kontrollgruppe und anschliel3ender
Gancyclovirgabe behandelt. Auch hier konnte ein unspezifischer Einfluss des Gan-
cyclovir ausgeschlossen werden. Bei einem Teil der Tiere wurden nach Beendigung
der Experimente die Organe Herz, Lunge, Milz, Leber, Dinndarm und Niere zur his-
tologischen Begutachtung durch einen unabhangigen Pathologen entnommen. In
Formalin fixierten, HE-gefarbten Paraffinschnitten wurden keine mikroskopischen
Veranderungen an den Organen festgestellt. Somit konnte die Gabe von Gancyclovir
als harmlos eingestuft werden. Dies wird auch von anderen Gruppen bestatigt (Nis-
hihara et al., 1997; Kawashita et al., 1999).

Beim Einsatz der viralen Thymidinkinase und anschlieBender Gancyclovirgabe im
Rahmen der Tumorgentherapie wurde weiterhin ein sogenannter ,Bystander-Effekt"
auf untransduzierte Zellen beobachtet. Hierbei kam es bei Gancyclovirgabe auch
zum Absterben von nichttransduzierter Zellen im Umfeld von transduzierter Tumor-
zellen nach Gancyclovirgabe. Der ,Bystander-Effekt® beruht auf der Fahigkeit von
Gancyclovir-Triphosphat, durch die virale Thymidinkinase aus dem ,Prodrug“ Gan-
cyclovir phosphoryliert worden ist, GUber Gap-Junctions in benachbarte Zellen zu ge-
langen und somit auch dort einen zytotoxischen Effekt entfalten zu kdnnen. Beim
Verlassen der Zelle in den interstitiellen Raum wird Gancyclovir-Triphosphat dage-
gen schnell von kdrpereigenen Phosphatasen in Gancyclovir zurickgefuhrt und da-

mit inaktiviert.
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Kein Bystander Effekt

/ Keine ,,Gap junction“

,»Gap junction®

Bystander Effekt

Abbildung 4.1: Bystander Effekt: Gancyclovir (GV) wird von allen Zellen aufgenom-
men, jedoch nur in den TK-transduzierten Zellen (roter Zellkern, TK) aktiviert. Akti-
viertes Gancyclovir (GCV-P) wird duch die Ausbildung von Gap junction von den
transduzierten Zellen in untransduzierte Zellen transportiert und wirkt auch dort to-
xisch Uber Hemmung der zelleigenen Polymerasen. Apoptotische Zelle: Rosa Cy-

toplasma.

Neben dem ,Bystander-Effekt” ist eine immunologische Antwort auf die absterben-
den Zellen moglich. Es konnte im Rahmen von tumorbiologischen Untersuchungen
gezeigt werden, dass die Therapie mit der viralen Thymidinkinase und anderen Sui-
zidgenen neben dem direkten zytotoxischen Effekt unter bestimmten Umstanden
auch eine systemische Immunreaktion gegen das behandelte Tumorgewebe auslo-
sen kann (St. Clair et al., 1987; Balzarini et al., 1993; Moolten et al., 1986; Ezzeddine
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et al., 1991). Ein solcher immunmodulatorischer Effekt ware im Rahmen der Tumor-
therapie mit Suizidgenen sehr wiinschenswert, um die antitumorale Wirkung der Sui-
zidgene zu verstarken. Fir die Induktion einer Immunreaktion scheint es wichtig zu
sein, dass die behandelten Zellen durch Nekrose absterben und nicht durch Apopto-
se zu Grunde gehen (Keller et al., 1981). Beim Einsatz von athymischen Nacktmau-
sen wurde eine nur eingeschrankte immunologische Antwort auf den ,Bystander Ef-
fekt® gefunden (Colombo et al., 1995). Diese eingeschrankte spezifische zellulare
Aktivitat lasst sich durch das Fehlen von T-Zellen in den athymischen Nacktmausen
erklaren.

Ein direkter Einfluss des Bystander Effekt auf die Ergebnisse dieser Arbeit lasst sich
nicht komplett ausschlie3en. Es wurden jedoch keine typischen Zeichen wie hamor-
ragischen Infarzierungen in den drei Tiermodellen gefunden, die ein Hinweis flr ei-
nen abgelaufenen ,Bystander Effekt* sein kdnnten (Ram et al.,, 1994). Das Ver-
suchsdesign aller ,in vivo-Versuche® beinhaltete den Einsatz von athymischen
Nacktmausen, was ebenfalls eine immunologische Antwort sehr unwahrscheinlich
macht. Weitere Versuche sind jedoch nétig, um zu einem abschliel3enden Ergebnis
zu kommen. Der Nachweis eines vorhandenen ,Bystander Effekt” wirde zumindest
beweisen, dass die im Rahmen der Zelltherapie infundierten TK-transduzierten Zel-
len funktionelle ,Gap-junktion“-Verbindungen mit den umliegenden Zellen eingegan-

gen sind.

4.5 Biologische Wirkung von EPC im Rahmen der Zelltherapie

In der hier vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe von drei Tiermodellen die positive
Wirkung einer EPC-Zelltherapie aufgezeigt werden. Bereits in anderen Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass EPC zu einer gesteigerten Neovaskularisation beitra-
gen. Hierbei spielt die Sekretion von proangiogenetischen Wachstumsfaktoren eine
grolie Rolle, die mature Endothelzellen zur Teilung und Migration anregen (Rehman
et al., 2003; Urbich et al., 2005). Weiterhin konnten EPC perivaskular und in Kapilla-
ren integriert nachgewiesen werden (Kawamoto et al., 2003). Die Inkorporationsrate
in sich neu bildenden Kapillaren wird zwischen 2-29% angegeben und scheint von
der Isolationsart der endothelialen Progenitorzellen, Applikationszeitpunkt und Appli-

kationsform stark abzuhangen (Urbich et al., 2004).
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Ein weiterer Wirkmechanismus der EPC-Zelltherapie kénnte auf einem zytoprotekti-
ven Effekt beruhen. Durch die Sekretion von parakrinen Faktoren kdnnten EPC die
gesteigerte Apoptoserate von Myozyten im Infarktrandbereich senken und durch eine
Akquirierung von gewebestandigen Stammzellen den endogenen Reparaturmecha-
nismus aktivieren (Urbich et al., 2005; Gnecchi et al., 2005; Uemura et al., 2006). In
einer kurzlich erschienen Arbeit konnten weiterhin Myozyten nach allogener mesen-
chymaler Stammzelltherapie nachgewiesen werden, die eine Aktivierung ihres Zell-
zyklus erfahren hatten. Eine direkte Differenzierung der mesenchymalen Stammzel-
len konnte ausgeschlossen werden, so dass eine Aktivierung von ortsstandigen
Stammzellen im Herzen durch die mesenchymalen Stammzellen als sehr wahr-
scheinlich erscheint (Mazhari et al., 2007). Eine Aktivierung der kardialen Stammzel-
len ,in vitro“ durch |6sliche Faktoren von EPC konnte bereits in unserer Arbeitsgrup-
pe nachgewiesen werden (Urbich et al., 2005).

Die stammzelltherapeutische Wirkung kénnte weiterhin auch auf einem antiinflamma-
torischen Effekt beruhen. Im Rahmen des Heilungsprozesses nach Myokardinfarkt
durchlauft das Herz einen natlrlichen Entzindungsprozess. Dieser kann zu Umbau-
prozessen im Herzen flihren, dem so genannten Remodeling, welches die Herzfunk-
tion einschrankt und in der Ausbildung einer Herzinsuffizienz minden kann. Nach
Applikation von mesenchymalen Stammzellen konnte eine Runterregulation von Zy-
tokinen wie TNF-alpha, IL-1beta und IL-6 nachgewiesen werden, die am Remodeling
des Herzens beteiligt sind (Le Blanc et al., 2006). In verschiedenen Arbeiten wurde
auch eine Reduktion der Fibrose durch Stammzelltherapie nachgewiesen (Kocher et
al., 2001; Kawamoto et al., 2003). Der genaue Wirkungsmechanismus, der zu einer
Verringerung der Fibrose fuhrt, ist jedoch unklar. Alleine durch eine Reduktion der
Apoptoserate der Myozyten konnte der Vorgang der Fibrosierung der Herzmuskula-
tur eingeschrankt werden. Es gibt jedoch zumindest bei mesenchymalen Stammzel-
len Anzeichen, dass sie auch primar die Fibrosierung durch die Sekretion von Zyto-
kinen Uber eine Hemmung der Fibroblastenproliferation und einer Reduktion der Kol-
lagensynthese beeinflussen kénnen (Ohnishi et al., 2007).

Eine Differenzierung von EPC in Kardiomyozyten wird in der Litheratur kontrovers
diskutiert (Orlic et al., 2001; Murry et al., 2004). Die Inkorporations- und Differenzie-
rungsrate der Zellen im Rahmen der EPC-Stammzelltherapie scheint jedoch nur sehr
gering zu sein (< 0,1%). Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen (ES) scheinen

adulte Stammzellen spezifische Stimuli zu bendétigen, um in Kardiomyozyten zu diffe-
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renzieren. Eine kirzlich erschienene Veroffentlichung stutzt die Theorie, dass eine
Differenzierung von adulten Stammzellen in Kardiomyozyten nur im Rahmen einer
endogenen Reparation myokardialer Schadigung im Saugetierorganismus erfolgen
kann (Hsieh et al., 2007).

Somit kénnte die Wirkung von endothelialen Progenitorzellen (EPC) im Rahmen der
Stammzelltherapie auf verschiedenen Mechanismen beruhen:
e Parakrine Effekte, die zu
o einer gesteigerten Angiogenese
o einer reduzierten Apoptoserate
o einer Reduktion der Entziindung im Myokard
o einer Aktivierung von gewebestandigen Stammzellen

positiven Beeinflussung des Remodeling flihren.

O

e Differenzierung in Endothelzellen

o Differenzierung in Kardiomyozyten

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass sich die Wir-
kung der EPC nicht nur mit einer Kurzzeitwirkung, zu denen die Aktivierung der An-
giogenese und die Verhinderung der Apoptose von Myozyten gehdren, erklaren las-
sen. Nach Depletion der EPC im Langzeitversuch waren starke Effekte auf Neo-
vaskularisation, InfarktgroRe und Herzfunktion nachweisbar. Eine Mdglichkeit fur die
Erklarung der Langzeiteffekte ware die Differenzierung von EPC in Kardiomyozyten
und Endothelzellen oder die Fusion von EPC mit Kardiomyozyten. Der Vorgang der
Differenzierung konnte in dieser Arbeit tatsachlich beobachtet werden. Jedoch macht
die geringe Anzahl der differenzierten Zellen im Myokard (< 0,1%) es flr sehr un-
wahrscheinlich, dass dadurch alleine die Langzeiteffekte erklart werden konnen.
Vielmehr Iasst sich vermuten, dass die Langzeiteffekte auf eine Beeinflussung des
Remodeling des Herzens zuruckzufuhren sind. Auch ware es denkbar, dass durch
eine Zelltherapie mit EPC die Phase der endogenen Regeneration durch gewebe-
standige Stammzellen verlangert und aufrechterhalten wird.

Ein nicht auszuschlieBender artifizieller, aber in dieser Arbeit nicht offensichtlich beo-
bachteter Faktor konnte im ,Bystander-Effekt® Tk-transduzierter Zellen liegen. Er
wlrde dazu fuhren, die Wirkung der EPC im Langzeitverlauf durch Mitbeeinflussung

des umliegenden Gewebes wie Myokard oder Endothel Uberzubewerten. Ein vor-
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handener ,Bystander-Effekt* wirde jedoch die Integration der EPC in das umliegen-
de Gewebe und die Ausbildung von ,Gap junction nachweisen, was an sich auch
einen Erkenntniszuwachs bedeutet. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass erst-
malig sowohl ein Kurzzeiteffekt als auch ein Langzeiteffekt der EPC-basierten Zell-
therapie nachgewiesen werden konnten. Um genauere Aussagen uUber den Lang-
zeiteffekt machen zu kénnen sind weitere Untersuchungen vonnéten. Abbildung 4.2
demonstriert noch einmal die moglichen Mechanismen im Rahmen der Stammzell-

therapie mit endothelialen Progenitorzellen (EPC).

EPC@@
//Q\

Perivaskulédre Endotheliale Parakrine Kardiale

Mechanismen: Inkorporation Differenzierung Faktoren Differenzierung Zellfusion
o V v
DDDGDD _
. Verbesserung der Kardiale R ti
Funktion: ardiale Regeneration

Revaskularisation

Abbildung 4.2: Modgliche Mechanismen der kardialen Regeneration im Rahmen der

Stammzelltherapie mit endothelialen Progenitorzellen

-96 -



Diskussion der Ergebnisse

4.6 Beeinflussung der Stammzellfunktion durch die eNOS-
Aktivitit

Im Rahmen dieser Arbeit konnte, in Ubereinklang mit anderen Gruppen, bestatigt
werden, dass die Stammzelltherapie mit Progenitozellen die Neovaskularisation, die
Herzfunktion und das Remodeling nach Herzinfarkt entscheidend verbessern kann.
Jedoch gerade die Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK), ischamischer Kar-
diomyopathie (ICMP) und Diabetes, die eine hohe Pravalenz fir das Auftreten eines
Herzinfarktes oder einer ,Peripheren arteriellen Verschlusskrankheit” (PAVK) haben,
weisen mononukledre Knochenmarksstammzellen (BMC) und endotheliale Progeni-
torzellen (EPC) mit einer eingeschrankten funktionellen Aktivitat auf (Vasa et al.,
2001; Tepper et al.,, 2002; Heeschen et al.,, 2004). Eine eingeschrankte NO-
Bioverfugbarkeit ist wiederum ein Kennzeichen flr Patienten mit Arteriosklerose
(Zeiher et al., 1993). In verschiedenen Arbeiten konnte nachgewiesen werden, dass
NO ein Schlisselglied fur endotheliales Wachstum (Ziche et al., 1994), Migration
(Murohara et al., 1999) und vaskulares Remodeling (Rudic et al., 1998) und Angio-
genese (Murohara et al., 1998) darstellt. Aus diesem Grunde lag es nahe, die Ex-
pression der eNOS durch Prainkubation mit einem eNOS-Enhancer zu steigern.

Wir konnten zeigen, dass der Einsatz eines eNOS-Enhancer die Expression von
eNOS in EPC signifikant erhéht. Weiterhin zeigte sich im ,in vivo Matrigel“-Modell
eine signifikante Steigerung der Neovaskularisation nach der Vorbehandlung von
Patienten-BMC mit AVE im Vergleich zu unbehandelten BMC des gleichen Patien-
ten. Im Herzinfarktmodell fihrte die Vorbehandlung mit AVE zu einer signifikanten
Verbesserung der Herzleistung und zu einer Reduktion der Infarktgré3e nach Vorbe-
handlung der BMC im Vergleich zu nicht behandelten BMC. Somit kénnte eine Vor-
behandlung von BMC und EPC bei Patienten mit eingeschrankter eNOS-Aktivitat

den Benefit einer Zelltherapie erheblich steigern.
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5. Zusammenfassung

Entscheidend fir die Sauerstoffversorgung im ischamischen Gewebe ist die Bildung
von Blutgefalten. Dieser Vorgang findet im erwachsenen Organismus in Form von
Arteriogenese, Angiogenese und Vaskulogenese statt. Die Entdeckung, dass endo-
theliale Progenitorzellen (EPC) aus dem Knochenmark mobilisiert werden koénnen,
um sich im Ischamiegebiet an der Bildung neuer Kapillaren zu beteiligen, eroffnet
einen vollkommen neuen therapeutischen Ansatz. In der hier vorliegenden Arbeit
konnte in drei unterschiedlichen Tiermodellen, dem Matrigelmodell, dem Hinterlauf-
ischamiemodell und dem Infarktmodell der Nacktmaus gezeigt werden, dass eine
Zelltherapie mit EPC die Neovaskularisation steigert und zu einer myokardialen
Funktionsverbesserung beitragt.

Der entscheidende Beitrag der Arbeit liegt jedoch in der Erforschung des Zeitraums
der Wirkung der Stammzelltherapie. In allen drei Tiermodellen konnte durch ein spe-
zifisches Abtéten der mit der viralen Thymidinkinase (TK) transduzierten EPC der
positive Effekt auf die Neovaskularisation gestoppt werden. Im Herzinfarktmodell der
Nacktmaus kam es sogar zu einer signifikanten Verschlechterung der Herzfunktion
sowie zu einer Vergroferung des Infarktareals. Dieser Effekt war durch Apoptose der
Zellen in der dritten und vierten Woche nach Infarkt und Zellinfusion zu beobachten.
Somit besitzen EPC nicht nur eine Rolle in der initialen Freisetzung von Zytokinen,
sondern tragen auch langfristig zur Aufrechterhaltung des zelltherapeutischen Effek-
tes bei. Ob hierfur allein der Mechanismus der Differenzierung verantwortlich ist,
bleibt in weiteren Untersuchungen abzuklaren. Denkbar ware auch eine Beeinflus-
sung des Remodeling Uber parakrine Langzeiteffekte.

Im zweiten Teil der Doktorarbeit wurde versucht, das eingeschrankte zelltherapeuti-
sche Potential von Progenitorzellen von Patienten mit ,Koronarer Herzkrankheit®
(KHK) und ischamischer Kardiomyopathie mit Hilfe zweier eNOS-
Transkriptionsverstarker, ,eNOS-enhancer, zu verbessern. Im Matrigelmodell der
Maus konnten wir eine Verbesserung des Neovaskularisationspotentials von Kno-
chenmarkszellen (BMC) von Patienten nach Prainkubation mit dem eNOS-enhancer
nachweisen. Auch im Myokardinfarktmodell der Maus konnten eine Verbesserung
der Herzfunktion und eine Reduktion der InfarkigréRe beobachtet werden. Beim di-
rekten Vergleich der beiden eNOS-enhancer konnte kein Unterschied gefunden wer-

den.
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Zusammenfassend leistet die hier vorliegende Arbeit einen wichtigen Beitrag zum
Verstandnis fur die Bedeutung von Progenitorzellen im Rahmen der Stammzellthera-
pie nach Myokardinfarkt. Ferner wurde die Mdglichkeit aufgezeigt, durch gezielte Be-

einflussung der Progenitorzellen ihr therapeutisches Potential signifikant zu steigern.
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