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1. Einleitung

Herz- und Kreislauferkrankungen stellen ein globales Gesundheitsproblem dar und
sind seit vielen Jahren filhrend in den Todesursachenstatistiken der westlichen
Industrienationen. Etwa ein Drittel aller Personen weltweit sterben an
kardiovaskuldren Erkrankungen, malgeblich bedingt durch die chronisch
ischdmische Herzkrankheit und den akuten Myokardinfarkt (Thygesen 2007). Der
Begriff Herzinfarkt beschreibt die Nekrose von Herzmuskelzellen auf Grund einer
langer andauernden Durchblutungsstéorung. Die Behandlung des akuten
Myokardinfarkts hat in den letzten Jahrzehnten einen erheblichen Wandel erfahren,
welches zu einer wesentlichen Senkung der Sterblichkeit gefiihrt hat. Obwohl seit der
Framingham Studie zudem vermehrt Wert auf priventive MaBnahmen mit
Einddmmung der modifizierbaren kardiovaskuldren Risikofaktoren gelegt wird,
erleiden dennoch etwa 280.000 Menschen in Deutschland pro Jahr einen Herzinfarkt

(Hamm 2004).

1.1. Myokardinfarkt

Die Mehrzahl der Herzinfarkte entsteht im Rahmen einer koronaren Herzkrankheit
bei bestehender Arteriosklerose der Koronargefile durch die Ruptur von
thromboembolisch wirkenden Plaques mit konsekutiver Durchblutungsstérung des
Myokards (DeWood 1980). Die Symptome und Manifestationsformen eines
Myokardinfarktes reichen von der asymptomatischen und stummen Ischidmie tiber die
instabile Angina pectoris bis hin zum transmuralen, hdmodynamisch wirksamen
Myokardinfarkt und dem konsekutiven plétzlichen Herztod.

Eine ldnger anhaltende Koronararterienokklusion von 15 bis 20 Minuten filihrt iiber
eine Minderversorgung des Herzens mit Blut und Sauerstoff zundchst zu einer
Gewebehypoxie und schlieBlich zu einer Gewebeanoxie. Es resultieren eine
Gewebenekrose und ein Verlust von kontraktiler Muskelmasse. Die Kardiomyozyten
sind nicht in der Lage das nekrotische Gewebe zu regenerieren und das infarzierte
Areal des Herzens vernarbt. Nach Infarkt findet im Herz ein ventrikuléres
Remodeling statt, die Myozyten werden durch Bindegewebe ersetzt und das Herz

dilatiert (Pfeffer 1990; Pfeffer 1993). Diese pathophysiologische Abfolge schien



lange Zeit nicht reversibel zu sein (Ho 1993). Es bildet sich eine Herzinsuffizienz aus,
bei der das Herz nicht mehr fdhig ist, dem Organismus geniligend Blut und somit

Sauerstoff zur Verfligung zu stellen.

1.2. Diagnostik

Die Klinik und Symptomatik der klassischen Angina pectoris ist wegweisend fiir die
Diagnose eines Herzinfarktes. Als weitere definierende Hilfsmittel dienen spezifische
Biomarker wie das Troponin I/T und die unspezifischeren Marker Kreatinkinase und
Myoglobin (Thygesen 2007). Daneben spielt die Elektrokardiographie bei der
Diagnostik eine entscheidende Rolle. Seit der ersten elektrokardiographischen
Ableitung 1887 durch Waller an seinem Hund und der von Einthoven 1903
entwickelten Elektrokardiographie ist das Elektrokardiogramm (EKG) als einfaches
nichtinvasives diagnostisches Verfahren unverzichtbar. Die aufgezeichneten
elektrischen Potentialdifferenzen und Vektoren geben Aufschluss iiber die Herzachse,
Herzfrequenz, Rhythmus, die Erregungsausbreitung in den verschiedenen
Herzregionen und zeigen akute sowie chronische Infarktzeichen an.

Seitdem erkannt wurde, dass Ischdmie und Infarkte des Myokards Verdanderungen der
abgeleiteten  elektrischen = myokardialen  Signale  verursachen, ist das
Elektrokardiogramm unter Ruhe und Belastungsbedingungen diagnostisch hilfreich.
Das elektromechanische endokardiale Mapping (EEM) ist, gleichsam als logische
Fortfithrung des Elektrokardiogramms, 1996 erstmals von Ben-Haim et al. vorgestellt
worden und wurde zunidchst bei der elektrophysiologischen Behandlung von
kardialen Arrhythmien eingesetzt (Ben-Haim 1996). Dieses System ist ein
nichtfluoroskopisches, endokardiales, kathetergestiiztes Mappingsystem, welches
einem elektrophysiologischen Katheter die Navigation im Herzen ermdglicht und
nicht nur elektrische, sondern auch anatomische und mechanische Informationen der
endokardial abgetasteten Herzinnenfldche in Echtzeit liefert (Gepstein 1997).

Das besondere des EEM ist, dass es eine intramyokardiale Injektionstherapie steuern
kann (siehe Abb. 1: Injektionskatheter). Hierbei enthélt der fiir das Mapping
verwendete elektrophysiologische Katheter eine ausfahrbare Injektionsnadel bzw.
einen Laserkanal, wodurch die Moglichkeit zur intramyokardialen Injektion oder der

direkten myokardialen Revaskularisation mittels Laser gegeben wird. Mehrere



Arbeiten weisen auf die Effektivitit und das Potential des elektromechanischen
Mappingsystems in Kombination mit der kathetergestiitzten Injektion hin, da hiermit
Substanzen in therapeutischer Zielsetzung direkt in das Gewebe appliziert werden
konnen (Smits PC 2002; Kawamoto 2003). Die Technik der kathetergestiitzten
transendokardialen Injektion mit Plasmiden oder Zellen ist in mehreren
tierexperimentellen wie auch klinischen Studien validiert worden und gilt als
zuverléssig und komplikationsarm (Fuchs 2001; Kastrup J 2001; Fuchs 2003; Kastrup
2005).

Abb. 1: Injektionskatheter

Der Myo-Star Injektionskatheter des NOGA-
Systems (Biosense Webster, Cordis, Johnson
& Johnson) wird retrograd iiber die
Aortenklappe in den linken Ventrikel gebracht
und ist wie ein elektrophysiologischer
Katheter steuerbar. An seinem beweglichen
Ende befindet sich eine ausfahrbare Nadel mit
welcher transendokardiale Injektionen
durchgefiihrt werden koénnen (aus (Perin

2003)).

Die Linksherzkatheteruntersuchung ist der Goldstandard bei der Diagnostik sowie der
Therapie der koronaren Herzkrankheit und des Herzinfarktes. Bei dieser invasiven
Methode werden eine Ventrikulographie, eine Koronarangiographie sowie
Bestimmungen der aortalen und linksventrikuldren Drucke durchgefiihrt.
Koronarstenosen konnen interventionell behandelt werden.
Kontrastmittelunvertriglichkeit, Myokardinfarkt, Kammerflimmern,
GefdBdissektionen, Thrombosen, Embolien sowie Hidmatome, Aneurysmata und

arteriovenose Fisteln an der Punktionsstelle sind mogliche seltene Komplikationen.



1.3. Therapie

Der Myokardinfarkt bedarf einer schnellen und gezielten Behandlung, um das
Uberleben und die Lebensqualitit der Patienten zu sichern (Hristov 2006). Die
therapeutischen Optionen richten sich darauf aus, die Ausbildung einer myokardialen
Nekrose zu verhindern bzw. aufzuhalten. Die medikamentdse Therapie in der
Akutsituation zielt auf eine moglichst optimale Sauerstoffversorgung des Herzens,
die Schmerzbekdmpfung und eine Prophylaxe beziehungsweise Vermeidung weiterer
Koronarthrombosen ab. Verabreicht werden Sauerstoff und Nitroglyzerin, welches
eine Senkung der Vor- und Nachlast des Herzens und somit eine bessere
Durchblutung der Herzinnenschicht bewirkt sowie Morphinpraparate, Betablocker,
ACE-Hemmer, die Thrombozytenaggregationshemmer Acetylsalicylsdure und
Clopidogrel sowie Heparin.

Das vordringlichste Ziel bei der Behandlung des Myokardinfarktes ist die
Reperfusion, das heiflt die moglichst rasche Rekanalisation des betroffenen und - in
dieser Situation - meist okkludierten Herzkranzgefdes (Hamm 2004). Es gilt, den
Infarkt durch eine Herzkatheterbehandlung oder alternativ, wenn erst genanntes nicht
verfiigbar ist, durch eine Lysetherapie zu verhindern bzw. in seiner Ausdehnung
aufzuhalten. Andreas Griintzig hat 1977 die erste Ballondilatation eines
Koronargefifes am Menschen durchgefiihrt und somit eine neue Ara der
kardiologischen Therapie -eingeleitet (Gruntzig 1977). Diese primidre PTCA
(perkutane transluminale Coronarangioplastie) ist die mechanische Aufdehnung eines
verengten oder verschlossenen Gefdfles mit einem Ballonkatheter, wobei dies in
Kombination mit einer Stentimplantation durchgefiihrt werden kann und die Methode
der Wahl darstellt (Zeymer 2003; Elezi 2006).

Obwohl diese interventionellen Strategien meist eine Reperfusion der Koronarien
sicherstellen konnen, gilt es bisher als nicht moglich, einmal verlorenes Myokard zu
regenerieren (Dawn 2005). Auch von chirurgischer Seite her sind verschiedene
therapeutische Konzepte entwickelt worden, die linksventrikuldre Funktion und
Perfusion des Gewebes zu verbessern. Zu nennen sind die Kardiomyoplastie,
mechanische Geridte zur Herz-Kreislauf-Unterstiitzung sowie die Transplantation

(Singh 2005).



1.4. Stammzelltherapie

Neue therapeutische Ansétze sind entstanden, seitdem das regenerative Potential der
Stammzellen entdeckt wurde (Losordo 2004, 2004). Die Stammzellforschung begann
1961 mit der Entdeckung der Blutstammzellen durch Till, McCulloch und
Siminovitch. Sie wiesen nach, dass bestimmte Zellen die Fihigkeit haben sich selbst
zu reproduzieren, sowie sich zu differenziertem Gewebe zu entwickeln (Siminovitch
1963; Siminovitch 1964).

Im Jahr 1998 isolierte James Thomson aus einem sieben Tage alten Embryo
Stammzellen und ziichtete daraus verschiedene Zellreihen an (Thomson 1998). Diese
embryonale Stammzellforschung ist jedoch mit ethischen Fragen verbunden und
somit in vielen Landern nicht erlaubt, birgt das Risiko von Teratokarzinomen, einer
moglichen proarrhythmogenen Wirkung im Herzen und wegen der nicht
vermeidbaren Immunogenitit die Nachteile einer erforderlichen Immunsuppression
(Zhang 2002; Strauer 2003). In jiingster Zeit wird jedoch angenommen, dass sich
nicht nur aus embryonalen omnipotenten Stammzellen Gewebe regenerieren lésst,
sondern auch mit Hilfe der adulten autologen pluripotenten Stammzellen. Diese sind
leichter verfiigbar, werfen keine ethischen Fragen auf und kénnen autolog, also am
selben Organismus verwendet werden, so dass keine Immunsuppression notig ist
(Brehm 2002). Die adulten und autologen, also korpereigenen Stammzellen sind

somit fiir mogliche klinische Einsdtze den embryonalen Stammzellen vorzuziehen.

1.4.1. Regenerative Wirkung

Adulte Stammzellen sind in verschiedenen Organen lokalisiert, beispielsweise im
Blut und im Knochenmark, aber auch in der Haut, Lunge, Leber und im Herzen
(Wagers 2002; Urbanek 2003). Von diesen bilden die Knochenmarkszellen (BMSC,
bone marrow stem cell) die am besten untersuchte Gruppe. Durch die diversen
Marker und Oberflichenmolekiile werden wunter anderem hadmatopoetische
Stammzellen (HSC), mesenchymale Stammzellen (MSC) und endotheliale
Vorlauferzellen (endothelial progenitor cells, EPC) klassifiziert, wobei auch
verschiedene physiologische Aufgaben von Bedeutung sind (Dawn 2005).

Die eigentliche physiologische Rolle und die Wirkungsweise der Stammzellen ist

bisher nicht vollig verstanden worden. Widhrend der embryonalen Entwicklung



wandern blutbildende Zellen mittels Blutzirkulation aus der Leber in die Peripherie
und sammeln sich im Knochenmark an. Dort bilden sich viele reife und unreife
Zellen aller Zelllinien aus, die ihrerseits wieder ins Blut gelangen, wobei ein kleiner
Teil der nicht differenzierten Stammzellen im Knochenmark verbleibt (Morrison
1995). Bis heute ist die physiologische Aufgabe und der Verbleib dieser peripheren
Stammzellen nicht ausreichend geklart, ein mdgliches Ziel kann jedoch sein,
geschidigtes Knochenmark oder andere Organe zu regenerieren (Lapidot 2002). Im
Falle einer Organschidigung migrieren Stammzellen zum Ort der Verletzung und
differenzieren sich dort aus, so dass eine strukturelle und funktionelle Regeneration
erfolgen kann (Li 2001; Orlic 2001).

Bei einer Gewebetraumatisierung, wie im Falle eines Herzinfarktes, ldsst sich das
regenerative Potential der Stammzellen durch verschiedene Wirkungsmechanismen
erkldren: Durch die direkte Differenzierung der Zellen in Kardiomyozyten (Beltrami
2003) oder durch zytokin-induziertes Wachstum und Vermehrung von noch vitalen
Myokardzellen, besonders im Bereich des Periinfarktgebietes (Orlic 2001). Des
weiteren durch Neo-Vaskulogenese (Ratajska 2006), durch die Stimulation von
intrinsischen myokardialen, also endogenen Stammzellen (Leri 2002) oder durch die
Induktion von Zellfusionen zwischen transplantierten Stammzellen und den im
Herzen ansissigen Myozyten (Alvarez-Dolado 2003).

Die regenerative Wirkung duflert sich dementsprechend in Form von Vaskulo-,
Angio- und Myogenese, also dem Erzeugen von neuen Blutgefilen und
Muskelzellen. Dies geschieht am ehesten im Infarktrandbereich sowie im
Infarktgebiet selber, da sich dort eine Erhohung der mitotischen Aktivitit zeigt
(Anversa 2002).

1.4.2. Transdifferenzierung

Die in-vitro Versuche von Makino und Mitarbeitern wiesen erstmals darauf hin, wie
Knochenmarkstammzellen mit fibroblastenartiger Morphologie nach einiger Zeit in
entsprechendem  Milieu  myotubuli-dhnliche ~ Strukturen  bildeten, atriales
natriuretisches Peptid sezernierten und schlieBlich auch dem Sinusknoten &hnliche
Aktionspotentiale erzeugten (Makino 1999). Orlic hat 2001 im Tierexperiment
gezeigt, dass aus markierten, lokal applizierten Knochenmarkstammzellen Myozyten,

Endothelzellen und glatte Muskelzellen entstehen, dass entsprechend de-novo



Myokard geschaffen werden kann, welches im Experiment das infarzierte Gewebe zu
68% ersetzte (Orlic 2001). Auch in anderen Infarktmodellen bei Schweinen konnte
gezeigt werden, wie chirurgisch intramyokardial injizierte mesenchymale
Stammzellen die kardiomyozyten-spezifischen Proteine wie Troponin T und
Tropomyosin bildeten und so die Eigenschaften von Herzmuskelgewebe annahmen
(Shake 2002).

Endotheliale Vorlduferzellen (EPC) transdifferenzieren sich in Kardiomyozyten,
wenn sie im entsprechenden Medium oder Gewebe den passenden Reizen ausgesetzt
werden (Condorelli 2001). In den Arbeiten von Ratajczak und Kollegen wurde
schlussfolgernd die Hypothese aufgestellt, dass das Knochenmark als Reservoir
undifferenzierter gewebespezifischer Stammzellen (tissue committed stem cell,
TCSC) dient, welche sich durch entsprechende Reize zu verschiedenen nicht-
himatopoetischen Gewebetypen ausdifferenzieren kénnen (Kucia 2004; Ratajczak

2004).

1.4.3. Wirkung auf myokardiale Funktion und Perfusion:

Tierexperimentelle Daten

Durch die induzierte Angiogenese und Myogenese verhindern implantierte
Stammzellen sowie mesenchymale Vorlduferzellen im Herzinfarktmodell ferner eine
Dilatation des Myokards in der Infarktregion und verbessern die regionale und
globale Herzfunktion (Tomita 2002; Davani 2003; Nagaya 2004; Amado 2005).

Die Gruppe um Fuchs wies nach transendokardialer Applikation von
Knochenmarkstammzellen in infarziertes Schweinemyokard eine vermehrte
Kollateralenbildung und verbesserte linksventrikuldre Funktion nach. Hierbei sollen
zusitzliche Faktoren wie vascular endothelial growth factor (VEGF) und macrophage
chemoatractant protein (MCP-1) wirksam sein, welche die Neoangiogenese
verstirken (Fuchs 2001).

Hémangioblasten aus dem Knochenmark haben ebenfalls das Potential gezeigt,
Angiogenese und Vaskulogenese im infarzierten Herzen zu fordern (Kocher 2001).
Kawamoto et al. untersuchten bei Schweinen und Ratten die Injektion von
endothelialen Vorlduferzellen nach einem Myokardinfarkt und dokumentierten eine

erfolgreiche Neovaskularisierung und eine verbesserte linksventrikuldre Funktion



(Kawamoto 2001; Kawamoto 2003). Die beschriebenen tierexperimentellen Studien
weisen in ihrer Gesamtheit auf das Potential der Stammzellen hin. Dies wird jedoch,
aufgrund von ausbleibender Differenzierung nach Transplantation, auch kontrovers

diskutiert (Wagers 2002; Murry 2004).

1.4.4. Wirkung auf myokardiale Funktion und Perfusion:

Klinische Studien

Beim Menschen zeigte sich ebenfalls in vielen Studien bei akuter und chronischer
Ischdmie ein positiver Effekt einer Stammzell-Therapie. Die linksventrikuldre
Funktion und Perfusion verbesserten sich bei Patienten, denen periphere, im Blut
zirkulierende Stammzellen intrakoronar infundiert wurden (Kang 2004). Ein
signifikanter Benefit zeigt sich ebenso bei aus autologem Knochenmark gewonnenen
Stammzellen hinsichtlich der Kontraktilitdt, der Ejektionsfraktion und der
InfarktgroBe bei intrakoronarer Applikation, wie Strauer et al. in mehreren Studien
zeigen konnte (Strauer 2001; Strauer 2002; Strauer 2005). Fuchs et al. wihlten den
transendokardialen Weg, um bei Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit
autologe Stammzellen zu injizieren und berichteten, dass sich die Funktionsklasse
nach CCS (canadian cardiovascular society) signifikant verbesserte (Fuchs 2003).
Derselbe Applikationsweg, Knochenmarkstammzellen in Kombination mit dem
elektromechanischen Mappingsystem NOGA zu verabreichen, wurde auch in der
Studie von Perin et al. bei 21 Patienten mit ischdmischem Herzversagen mit Erfolg
eingesetzt. Hierbei verbesserten sich der myokardiale Blutfluss und die Funktion
deutlich (Perin 2003). Die Transplantation autologer BMSC ist zudem sicher und
wies bei der Behandlung von mittlerweile mehr als 200 Patienten nach
Myokardinfarkt keine signifikanten, unerwiinschten Reaktionen und Nebenwirkungen

auf (Bolli 2005; Wollert 2005).

1.5. Der Homingfaktor Stromal cell derived factor la

Die Stammzellen wandern nach einem Trauma in das geschiddigte Gewebe, was man

auch als ,,Homing® bezeichnet (Jackson 2001). Dieses Homing wird als das aktive



Uberschreiten der endothelialen Blut- oder Knochenmarkbarriere in spezifische
Regionen beschrieben (Lapidot 2005).

Die Idee der Stammzellmigration durch die Blutzirkulation wurde von der Gruppe
Anversa et al. vorgeschlagen, welche Herzen von weiblichen Spendern in ménnliche
Empféinger transplantierten. Nach einiger Zeit fanden sich hdmatopoetische Zellen
und differenzierte Kardiomyozyten mit ménnlichem Chromosomensatz (Quaini
2002). Die Regeneration des Myokards durch Stammzellen und das Homing
derselben in Richtung des geschiadigten Gewebes legten nahe, dass lokale
chemotaktische Faktoren existieren miissen. Es folgten Uberlegungen, wie man diese
Rekrutierung fordern konnte, ohne auf die sonst invasiven Methoden der
Stammzellgewinnung angewiesen zu sein (Hofmann 2005). Das Chemokin Stromal
cell-derived factor 1o (SDF) und sein spezifischer Rezeptor CXCR4 werden benétigt,
damit Stammzellen in das Knochenmark einwandern, wie Peled et al. demonstrierten
(Peled 1999). CD34 positive Zellen, welche als hdmatopoetische Stammzellen gelten,
exprimieren den CXCR4 Rezeptor und migrieren in vitro in Richtung eines SDF-
Gradienten (Mohle 1998). Das Chemokin scheint auch bei der Proliferation,
Adhésion und Transmigration von verschiedenen Stamm- als auch Vorlduferzellen
eine besondere Rolle zu spielen (Lataillade 2000; Zimmet 2005). Es ist auch bekannt
als CXCL12, wobei drei verschiedene mRNA Isoformen differenziert werden (a, 3
und vy). In nichtischdmischen Herzen wurde es in kardialen Myozyten und
endothelialen Zellen entdeckt und soll eine mogliche Rolle bei der Calciumhdmostase
haben. In infarzierten Herzen dagegen konnte man es bislang nur in Endothel- und
Entziindungszellen nachweisen (Segret 2007). SDF wird im adulten Herzen konstant
exprimiert und nach einem Myokardinfarkt hochreguliert, was auf eine denkbare
Beteiligung bei der Stammzellrekrutierung hinweist (Vandervelde 2005; Zimmet
2005). Es verstiarkt die Mobilisierung der aus dem Knochenmark kommenden
Stammzellen in ischdmisches Gewebe, bewirkt dies jedoch nicht in Abwesenheit
einer Ischimie (Abbott 2004). Ist der CXCR4 Rezeptor durch Antikorper blockiert
wird eine Migration der Stammzellen trotz eines SDF Gradienten unterbunden (Petit
2002). Das Anlocken der mobilisierten Vorlduferzellen in ischdmische Areale erfolgt
in einem mehrschrittigen Prozess. Durch die induzierte Ischdmie entsteht ein
hypoxischer Gradient, der die Synthese des Proteins Hypoxia Inducible Factor (HIF-
1) auslost. HIF-1 reguliert wiederum die Expression von SDF und VEGF (Ceradini
2004).



Die Tierexperimente von Askari et al. an infarzierten Mauseherzen zeigten, dass die
Transplantation von SDF-exprimierenden kardialen Fibroblasten im Periinfarktgebiet
in Kombination mit G-CSF-Stimulation (granulocyte-colony stimulating factor) das
Stammzellhoming in ischdmisches Myokard fordert (Askari 2003). Askari stellte
auBBerdem eine verbesserte linksventrikulire Funktion und durch ein riicklaufiges
Remodelling eine verringerte Dilatation des infarzierten Herzens fest. Die Gruppe um
Yamaguchi injizierte in einer tierexperimentellen Studie SDF in ischdmisches
Muskelgewebe bei Miusen und berichtete, dass dadurch Angiogenese induziert
wurde, die damit angelockten EPCs die Neovaskularisation fordern und dass sich die
Perfusion in diesem Gebiet im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich verbesserte
(Yamaguchi 2003). Diese Arbeiten demonstrieren das Potential des Homingfaktors
Stromal Derived Factor-loo hinsichtlich der verstirkten Rekrutierung und
Mobilisation von CXCR4 positiven Stamm- und endothelialen Vorlauferzellen und
der damit verbundenen Angiogenese sowie Myogenese zwecks myokardial

regenerativer Therapie.

1.6. Zielsetzung der Arbeit

In einem tierexperimentellen Herzinfarktmodell durch Mikroembolisation des
peripheren Ramus interventricularis anterior der linken Koronararterie bei Schweinen
sollte untersucht werden, ob die verstirkte Stammzellrekrutierung durch
kathetergestiitzte transendokardiale Injektion des Homingfaktors SDF in die Infarkt-
und Periinfarktregion zwei Wochen nach Infarkt die Angio- und Myogenese sowie

die linksventrikuldare Funktion und Perfusion verbessern kann.
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2. Material und Methodik

2.1. Versuchsablauf

In dieser tierexperimentellen Studie wurden 20 weibliche, 2 Monate alte, etwa 30

Kilogramm schwere deutsche Hausschweine als Versuchtiere verwendet.

Tabelle 1: Versuchsablauf

Tag 0 Infarktinduktion durch Mikroembolisation der peripheren LAD
2 Wochen NOGA-Mapping (Funktion und Vitalitit)
(baseline) Gated SPECT (Perfusion und Funktion)

SDF Injektion mittels NOGA-Katheter oder Sham-Intervention
7 Wochen NOGA-Mapping (Funktion und Vitalitét)
(follow-up) Gated SPECT (Perfusion und Funktion)

Infarktgrofe (TTC), Histologie

Der Versuchsablauf gliederte sich in drei Abschnitte (siche Tabelle 1:
Versuchsablauf). Am ersten Tag wurde katheterinterventionell ein Herzinfarkt mittels
Mikroembolisation der linken Koronararterie (LAD) induziert. Nach 2 Wochen
wurde der infarzierte Ventrikel elektromechanisch untersucht (baseline) und SDF
kathetergestiitzt transendokardial injiziert (n=12) beziechungsweise bei der
Kontrollgruppe eine Sham-Intervention durchgefithrt (n=8). Der Infarkt wurde
echokardiograpisch und angiographisch dokumentiert. 7 Wochen nach der
Infarktsetzung wurden die Tiere geopfert, nachdem erneut der linke Ventrikel
elektromechanisch abgetastet (follow-up) und nuklearmedizinische Untersuchungen
durchgefiihrt worden waren (die nuklearmedizinischen Untersuchungen sind Teil
einer anderen Dissertation). Den euthanasierten Tieren wurde das Herz via
Sternotomie entnommen, um immunhistochemische Untersuchungen sowie
planimetrische Berechnungen der Infarktgréf3e durchzufiihren.

Alle Versuche wurden nach Genehmigung durch die Bezirksregierung Koln im

Institut fiir Versuchstierkunde der RWTH-Aachen durchgefiihrt.
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2.2. Tierexperimentelle Instrumentation

Die Schweine wurden 2 Wochen vor dem Versuchsbeginn im Tierstall der
tierexperimentellen Abteilung der RWTH Aachen gehalten, um Infektionen
auszuschlieBen und eine Gewohnung an das Umfeld zu erreichen. Jeweils einen Tag
vor dem jeweiligen Versuchstag wurde Nahrungskarenz eingehalten, um eventuelle
Komplikationen wihrend der Intubation und Untersuchung zu vermeiden. Der
Pramedikation durch intramuskuldre Verabreichung von Azaperone (4 mg/kg) sowie
Atropin (0,044 mg/kg) folgte 15 min spiter eine Verabreichung von Ketamin (15
mg/kg) intramuskuldr. Die Narkose wurde nach Legen einer Venenverweilkaniile in
die Ohrvene durch Pentobarbital (20-40 mg/kg) verdiinnt in NaCl eingeleitet. Es
folgte die orotracheale Intubation und das Legen eines Blasenkatheters. Nach
Fixierung des Tieres in Riickenlage mit elastischen Binden am Versuchstisch, wurde
das Schwein im IPPV-Modus (intermittent positive pressure ventilation) mit einem
Beatmungsgerdt (Fabius, Draeger Medical) beatmet. Die Narkose wurde durch
Isofluran 0,8% - 1% in Lachgas/Sauerstoff (N,O/O;, (1:3 vol/vol)) aufrechterhalten
(siche Abb. 2: Versuchsaufbau). Ein EKG Monitoring wurde in den drei bipolaren
Standardableitungen nach Einthoven durchgefiihrt, um Herzfrequenz, Rhythmus und
ST-Strecken Verdnderungen zu dokumentieren. Eine Hydrierung der Schweine wurde
durch Infusion physiologischer Kochsalzlosung gewdhrleistet. Warmelampen und

Decken sicherten eine konstante Korpertemperatur (38° Celsius).

Abb. 2: Versuchsaufbau

Das Versuchstier ist in Riickenlage
am Versuchstisch fixiert und wird
mit dem Beatmungsgerét

durchgehend beatmet.
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Zugangsweg fiir die Herzkatheteruntersuchung der linken Kammer und der
Koronargefile war bei allen Schweinen die Arteria femoralis. Die Punktion des
GefdBes mit einer Hohlnadel in einem Winkel von etwa 45° sowie das Einbringen des
Fiihrungsdrahtes erfolgten nach dopplersonographischer Kontrolle. In Seldinger-
Technik wurde nach Riickzug der Hohlnadel eine 7 French Schleuse iiber den
liegenden Draht in das Gefdl3 eingefiihrt. Die Schleuse ermdoglichte das Einbringen
aller notigen Instrumentarien, wie Fiihrungskatheter, Ballonkatheter oder
Mappingkatheter. Durch den Seitenarm der Schleuse konnte kontinuierlich der
arterielle Blutdruck gemessen werden. 10.000 Einheiten Heparin wurden durch die
Schleuse gegeben um Thrombosierungen des Katheters und der Schleuse zu
vermeiden.

Der Fiihrungskatheter (7F rechter Amplatz mit Seitenlochern) wurde unter
radiologischer Kontrolle bis zum Ostium der linken Koronararterie (LAD)
vorgeschoben und die linke Kranzarterie durch Injektion von von jodhaltigem und
rontgenpostivem Kontrastmittel (Optiray 320, tyco Healthcare/ Mallinckrodt)
angiographisch dargestellt. Dann wurde durch den Fiihrungskatheter hindurch ein
Fithrungsdraht (balance middle weight guide wire) unter radiologischer
Durchleuchtung distal des zweiten Diagonalastes des Ramus interventricularis
anterior (RIVA) platziert und die richtige Lage in einer erneuten angiographischen
Darstellung dokumentiert. Ein Ballonkatheter (10 mm Lénge, 2 mm Durchmesser,
over-the-wire balloon, Stormer, Medtronic) wurde liber den Fiihrungsdraht distal des
2. Diagonalastes vorgeschoben und dann der Fiihrungsdraht entfernt.

Vor Induktion des Infarktes wurden 2 mg/kg Pethidine, in 8 ml NaCl verdiinnt, zur
Schmerztherapie  intravends  verabreicht.  Zur  Infarktinduktion  mittels
Mikroembolisation wurde der Ballon mit 2 atm fiir 1 Minute aufgeblasen (Medflator,
Medtronic) und durch das Innenlumen des Katheters Agarosekugeln (Bio-Rad,
Durchmesser 75-150 um, 100 pl in 7ml NaCl Losung) iiber eine Minute langsam in
das Koronargefa3 injiziert. Dadurch wurde das Gefdll peripher embolisiert. Nach
einer Minute wurde der Ballon entblockt und die Okklusion der distalen LAD
angiographisch dokumentiert. Nach der erfolgreichen Infarktinduktion wurden die
Versuchstiere jeweils fiir 3-4 Stunden mit arterieller Druckmessung und EKG
iiberwacht, bis sich Rhythmus und Blutdruck normalisiert hatten. Eventuelle
Rhythmusstérungen in Form von Kammerflimmern wurden durch elektrische

Kardioversion behoben. Schmerztherapeutisch wurde Carprofen (4 mg/kg)
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intramuskuldr injiziert, die arterielle Schleuse nach dreifigminiitiger manueller
Kompression entfernt und die Schweine anschlieBend vom Beatmungsgerit
entwohnt. Nach Einsetzen der Spontanatmung wurden die Tiere in den Stall gebracht,

extubiert und der Blasenkathether entfernt.

2.3. Elektromechanisches Mapping

Das elektromechanische Mapping des linken Ventrikels wurde zwei (baseline) und
sicben Wochen (follow-up) nach der Infarzierung mit dem NOGA™ System
(Biosense-Webster, Diamond Bar, California) durchgefiihrt. Die Versuchstiere
befanden sich dazu wie beschrieben in Narkose und wurden beatmet. Die
Femoralarterie wurde in Seldingertechnik wie oben dargestellt punktiert. Nach
erfolgreicher Punktion und Einfilhren einer 8 French Schleuse erfolgte die
Einbringung der Mapping- und Injektionskatheter. Das dreieckige ,,location pad* mit
den an den Ecken angeordneten Spulen, welche ein schwaches elektromagnetisches
Feld erzeugen, wurde unterhalb des Herzens der Versuchstiere unter dem Tisch
befestigt. Ein fixer Referenzkatheter, welcher einen elektromagnetischen Sensor
enthilt, wurde am Riicken des Versuchstieres angebracht. Anschliefend wurde der
NOGA-Mappingkatheter Ref-Star (Cordis Webster, Belgium), der in der beweglichen
Spitze mit einem elektromagnetischen Sensor ausgestattet ist, durch die liegende
Schleuse retrograd iiber die Aortenklappe in das linksventrikuldre Cavum eingefiihrt.
Auf diese Weise konnte der linke Ventrikel mit dem Mappingkatheter abgetastet
werden.

In der NOGA Silicon Graphics Workstation wird durch die Komponenten des
NOGA-Systems ,,online” ein dreidimensionales Modell des linken Ventrikels
rekonstruiert. Durch die Bewegung der flexiblen Mappingkatheterspitze an
verschiedene linksventrikuldre endokardiale Orte werden durch die Workstation zwei
farbkodierte Karten errechnet. Zum einen die endokardiale ,,voltage map*, welche die
myokardiale elektrische Aktivitdit anzeigt und zum anderen die ,linear local
shortening map*, welche die regionale linksventrikuldre Funktion darstellt.

Wenn die loop stability unter 2,5 mm war (loop stability = Schleifenstabilitit,
mittlerer Abstand der biegsamen Katheterspitze liber zwei konsekutive Herzschldge

zu korrespondierenden Zeitpunkten im kardialen Zyklus) wurden die endokardial
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abgetasteten Orte aufgezeichnet. Bei einer loop stability iiber 2,5 mm wurde der
entsprechende Punkt verworfen und nicht in die Studie einbezogen. Mit der Silicon
Graphics Workstation (Silicon Graphics, Mt. View, CA) gelang durch die erfassten
Daten die computergestiitzte Erstellung einer elektroanatomischen Karte. Die
Abbildung des Herzens wird in Echtzeit dreidimensional dargestellt und spiegelt mit
hoher Prézision die elektrische und mechanische Aktivitit wieder (Ben-Haim 1996;
Gepstein 1997; Smeets 1998). Die Punkte wurden am Ende der Untersuchung mittels
eines Filteralgorithmus ausgewdhlt. Dabei wurden Punkte verworfen, die auerhalb
festgesetzter Bereiche fiir die loop stability, die location stability (= Ortsstabilitét,
Abstand der enddiastolischen Lokalisierung der Katheterspitze iiber zwei aufeinander
folgende Herzschlige) oder die Zyklusstabilitdt lagen. Ebenso wurde bei einer
Abweichung der Morphologie von zwei konsekutiven QRS-Komplexen im
Oberflachenkardiogramm verfahren.

Die Herzspitze wurde an der Silicon Graphics Workstation manuell ausgewihlt.
Entlang einer Achse vom Zentrum der Masse des rekonstruierten Ventrikels zum
Apex wurde der linke Ventrikel polar auf eine Ebene projiziert. Die ,,Bulls-eye*-
Graphik wurde in 12 Regionen unterteilt (Koch 2001). Die Regionen gliedern sich
von innen nach aulen in Apex, Ventrikelmitte und Basis sowie im Uhrzeigersinn in
septal, anterior, lateral und inferior (siche Abb. 3 Elektromechanisches endokardiales
Mapping).

Fiir jede Region wurden die Mittelwerte der ,,peak to peak” Amplituden der in dieser
Region abgeleiteten unipolaren Elektrogramme berechnet. Die mechanischen Karten
wurden ermittelt, indem die Funktion des linear local shortening (= LLS, lineare
lokale Verkiirzung) als MaB3 der Kontraktilitit benutzt wurde. LLS (p) ist die
durchschnittliche lokale Verkiirzung der Abstinde eines Punktes zu den
endokardialen Nachbarpunkten und ist umso grofler, je mehr die Abstinde der
benachbarten Punkten in der Systole abnehmen. LLS wird kleiner bzw. negativ, wenn
die Abstinde der umliegenden Punkte wdhrend der Systole gréfer werden. Die
unipolaren Elektrogrammamplituden und die lokalen Verkiirzungen wurden fiir die
jeweiligen Regionen gemittelt. Fiir die Auswertung des local shortening und der
unipolaren Elektrogramme erfolgte eine Zusammenfassung der septalen, anterioren,
lateralen und posterioren Regionen. Anhand der durch das Mapping gewonnenen
anatomischen Informationen ist zusétzlich das enddiastolische und endsystolische

Volumen, das Schlagvolumen und die Ejektionsfraktion berechnet worden.
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Abb. 3:

Elektromechanisches

Biosense NOGA Physician Name: Patient Name: Pig 20fu Map: final3 Date performed: 23 Mar 2004

Efe chatical A et ]D

endokardiales Mapping

Maximum Volra+e Map rUnipaJar.;r_l V‘?S. 00 Linear Local Sh(in‘ening Map(%) o= 12.00 Elektromechanische

tions

) f linksventrikuldre ~ Karten
A m‘) eines Versuchstieres
| 1 (follow-up).  Darstellung
der maximalen unipolaren
elektrischen Spannung
(mV, links oben) und der
linearen lokalen
Verkiirzung (%, rechts
oben). Unten Darstellung
der einzelnen Regionen in
Bulls-eye Projektion (S=
septal, A= anterior, L=

lateral und P= posterior).

2.4. Transendokardiale SDF Injektion

Zwei Wochen nach Infarktinduktion wurden die Versuchtiere wie beschrieben
pramediziert, sediert, intubiert, beatmet und am Tisch fixiert. Das endokardiale
elektromechanische Mapping ermdglichte das NOGA™ System (Biosense Webster,
Cordis, Johnson & Johnson) durch eine liegende 8F Schleuse (Koch 2001). Nachdem
eine komplette elektromechanische Karte durch endokardiales Abtasten des
Ventrikels mit dem NOGA-Katheter (Biosense Webster, Cordis, Johnson & Johnson)
aufgezeichnet worden war, wurde bei der Verumgruppe (n=12) menschliches SDF
(Peprotec, Rocky-Hill, NJ) durch den Mapping-/Injektionskatheter Myo-Star des
NOGA-Systems (Biosense Webster, Cordis, Johnson & Johnson) in das Myokard
appliziert (siche Abb. 4: NOGA-Injektionskatheter). Pro Schwein erfolgten 18
langsame Injektionen (Spug SDF in 100uml NaCl Lésung, etwa 20 Sekunden pro
Injektion) in die Infarkt- und Periinfarktregion (Smits 2002). Die Injektionen wurden

nur durchgefiihrt, wenn die Katheterspitze senkrecht zum linksventrikuldren
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Endokard (£30°) stand, eine loop stability von <2 mm erreicht wurde und das
Ausfahren der Nadel in das Myokard eine ventrikuldre Extrasystole ausldste. Die
erzeugte ventrikuldre Extrasystole, die konstante loop stability und die Lage der

Katheterspitze gelten als qualititssichernde Kriterien einer korrekten endokardialen

Injektion (Ripa 2006).

Abb. 4: NOGA-Injektionskatheter
Der elektrophysiologische =~ Myo-Star

Katheter mit der ausfahrbaren Nadel zur

transendokardialen SDF-Applikation (aus

$ Q
\ : (Perin 2003)).

Die Aufzeichnung der Injektionsstellen erfolgte mit dem NOGA-System (siche Abb.

5: Elektromechanisches Mapping: Injektionen). Bei den Versuchtieren der
Kontrollgruppe (n=8) erfolgte dieselbe Prozedur ohne Injektion. Echokardiographisch

wurde anschlieend ein Perikardergul3 und eine Ruptur ausgeschlossen.

Biosense NOGA Physician Mame: Patient Mame: Pig 18 Map: final Date performed: 15 Dee 2003

Abb. 5: Elektromechanisches
N i Y o Mapping: Injektionen

Unipolare Elektrogrammamplitude des
linken Ventrikels eines Tieres nach SDF
Injektion. Die Farbskala ist von 5 mV
(rot, niedrigste endokardiale Spannung)
bis zu 15 mV (violett, hdchste
endokardiale Spannung) gewdhlt. Die
schwarzen Punkte im Infarkt- und
Periinfarktbereich  kennzeichnen die

transendokardialen SDF-

Injektionsstellen.

Sagittal(Y):45.0; Coronal{X):0.0; Swivei(Y):47 Volume : 81.41 m1 | 100 €
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2.5. Pathologie

Am letzten Untersuchungstag, sieben Wochen nach Infarktsetzung, wurde bei den
Versuchstieren  erneut  der  linke  Ventrikel  elektromechanisch ~ und
echokardiographisch, wie oben beschrieben, untersucht. Zusétzlich wurden
nuklearmedizinische Untersuchungen durchgefiihrt.

Nach der Euthanasierung der Schweine durch einen Narcoren-Bolus von 30 ml wurde

das Herz via Sternotomie rasch aus dem Brustkorb entnommen und makroskopisch

begutachtet (siche Abb. 6: Infarkt).

Abb. 6: Infarkt

Makroskopisches Bild des Herzens eines
- Versuchstieres. Der Apex Cordis ist sichtbar
infarziert. Die periphere linke Koronararterie
und einige Diagonaldste sind durch die
Mikroembolisation mit Agarosegelkugeln blau

gefarbt.

Anschlieend wurde es von koaguliertem Blut befreit und in 6-7 mdglichst diinne
Scheiben (d= 4-15 mm) senkrecht zur Herzachse geschnitten. Angefangen mit der
Herzspitze wurde jede zweite Scheibe fiir die Triphenyltetrazoliumchlorid Farbung
verwendet (1,3,5-Triphenyltetrazolium formazan, TTC, Fa. Sigma-Aldrich). Die
iibrigen Scheiben wurden zur histologischen Aufarbeitung in 3,5% Formalin fixiert.
Fiir die TTC-Farbung wurden die Scheiben 20 Minuten unter staindigem Schwenken
bei 37° Celsius in TTC-Losung (1 g TTC in 100 ml PBS) inkubiert. Bei diesem
Vorgang farbt sich das vitale Gewebe rot an, avitale Zellen nehmen keinen Farbstoff
auf (siche Abb. 7: Tetrazolium). Die Farbung beruht auf der Eigenschaft von
Dehydrogenasen, mit den Tetrazoliumsalzen zu reagieren und ein Formazanpigment
zu bilden (Nachlas 1963; Klein HH 1981). Diese Methode ist etabliert, um vitales von

avitalem Gewebe zu unterscheiden (Fishbein 1981).
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Abb. 7: Tetrazolium

Herzscheibe eines Versuchtieres
nach Tetrazolium Féarbung. Das
vitale Gewebe wird durch die
Reaktion von Dehydrogenasen mit
den Tetrazoliumsalzen rot gefarbt,
das infarzierte, nekrotische

Narbengewebe stellt sich weil} dar.

Die mit TTC geférbten Scheiben wurden ebenfalls in 3,5% Formalin eingelegt, digital
fotografiert und computergestiitzt planimetrisch vermessen. Dazu wurde eine
Herzscheibe zwischen zwei Plexiglasscheiben gelegt und auf eine gleichméiBige
Dicke gepresst. Die Dicke wurde durch millimeterdicke Abstandhalter bestimmt,
welche die Plexiglasscheiben auseinander hielten. Die Infarktgrole wurde auf den
digital fotografierten Bildern mittels einer Bildauswertungs-Software (UTHSCSA
ImageTool) planimetrisch ausgemessen. Durch Multiplikation mit der jeweiligen
Dicke der Scheiben erhielt man das Infarktvolumen. Die auf diese Weise errechneten
Infarktvolumina bzw. Muskelvolumina der einzelnen Scheiben eines Herzens wurden
addiert. Dadurch ist das Muskelvolumen und das Infarktvolumen des Herzens absolut
und in Relation zueinander bestimmt worden. Die planimetrische Messung und
Auswertung der Daten erfolgte ohne Wissen iiber Zuordnung der beiden

Versuchsgruppen.

2.6. Histologie

Die histologischen Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um die Gefdfdichte und
gegebenenfalls eine Revaskularisierung darzustellen und zu analysieren. Die Gefdl3e
wurden durch Farbung des von-Willebrand-Faktor (vVWF oder Faktor VII), der in
endothelialen Zellen exprimiert wird und mit deren Anzahl korreliert,
immunhistochemisch dargestellt. Weiterhin wurden histologische Schnitte angefertigt
um den Kollagengehalt zu bestimmen sowie Entziindungszellen nachzuweisen (diese

Daten werden hier nicht beschrieben).
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Die Herzpréaparate wurden nach Formalinfixierung mittels eines Einbettautomaten 12
Stunden lang paraffiniert und nach entsprechender Abkiihlung, mit einem Mikrotom
in 5 um dicke Priparate geschnitten. Diese wurden auf Objekttriger gezogen und in
folgender absteigender Alkoholreihe entparaffiniert: zweimal 15 Minuten Xylol,
zweimal 5 Minuten 100% Alkohol, 5 Minuten 96% Alkohol, 5 Minuten 70%
Alkohol. Dann wurden die Priparate, nachdem sie 5 Minuten in Phosphat Buffer
Solution (PBS) eingestellt worden waren, mit einem hydrophoben Pap-Pen umrandet,
um die zu inkubierenden Losungen besser auf dem Objekttriger zu fixieren. Die
Immunbhistologiefairbung wurde in Anlehnung an das Protokoll von DAKO EnVision
System, Alkaline Phosphatase (K1396, DakoCytomation Ca, USA) durchgefiihrt. Auf
jedem Objekttrager fand sich Platz fiir ein mit primdrem Antikorper inkubiertes
Priparat sowie fiir eine Negativkontrolle, so dass jeweils die korrekte
immunhistologische Firbung kontrolliert wurde (sieche Abb. 8: Histologie). Der
Primédrantikorper anti-Faktor VIII (polyclonal Rabbit anti-Human factor VIl-related
Antigen, DakoCytomation CA, USA) beziehungsweise die Negativkontrolle
(DakoCytomation CA, USA) wurden so aufgetragen, dass das Pridparat ausreichend
bedeckt wurde. Es folgte die Inkubation fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur.
Nachdem die Objekttrager kurz mit PBS ausgewaschen worden waren, wurde der
Sekundérantikorper (Alkaline Phosphatase labelled Polymer aus Dako EnVision
System) appliziert und erneut fiir 20 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die
Praparate mit PBS abgewaschen und Fast Red aufgetragen (Substrate Chromogen
Solution aus DAKO EnVision System, Alkaline Phosphatase). Dieses farbt den an
den Primérantikdrper gebundenen Sekundirantikorper rotfluoreszierend an. Die
Losung wurde 10 Minuten auf dem Préparat belassen und, nachdem mit PBS gespiilt
worden war, Vecta-shield als mounting Medium appliziert.

Die angefirbten Gefdlle der mikroskopischen Préparate wurden manuell ausgezihlt
(pro Versuchtier 40 + 4 verschiedene Gesichtsfelder) und mit einem
Fluoreszensmikroskop (Leica DMLB) digital fotografiert (siche Abb. 8 Histologie).
Die Zihlung der GefdBe erfolgte ohne das Wissen der jeweiligen
Gruppenzugehorigkeit.
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Abb. 8: Histologie

Mikroskopisches Bild des Infarktrandbereiches eines Schweines: Représentatives histologisches Bild
einer VWF Firbung. Angeférbt wurden jeweils von-Willebrand-Faktor prédsentierende endotheliale
Zellen. Das intakte Herzmuskelgewebe durchsetzt von Bindegewebe ist deutlich zu erkennen.

a. Gesichtsfeld ohne Fluoreszenz. b. Gesichtsfeld unter dem Fluoreszensmikroskop.
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3. Statistik

Die Ergebnisse werden als arithmetischer Mittelwert + SEM (Standardfehler des
Mittelwertes) dargestellt. Unterschiede zwischen der SDF- und Kontrollgruppe
wurden nach Berechnung der Differenzen zwischen follow-up und baseline durch den
Student’s t-Test fiir unverbundene Stichproben iiberpriift. Unterschiede zwischen
baseline und follow-up derselben Gruppe wurden durch den Student’s t-Test fiir
verbundene Stichproben analysiert. Die Normalverteilung der Daten wurde durch den
Kolmogorov-Smirnov Test iiberpriift, um die parametrische Vorgehensweise zu
verifizieren. Fiir die segmentale Analyse wurde eine mehrfaktorielle multivariate
Varianzanalyse =~ ANOVA  (Analysis of variance) benutzt.  Pearsons
Korrelationskoeffizienten wurden bestimmt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner
als 5% galt als signifikant (p-Wert <0,05). Die statistischen Analysen wurden mit der
Software SPSS 12.0.1 (SPSS, Chicago, IL, USA) durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Tierexperimentelle Instrumentation

In die Studie gingen von 34 Versuchstieren 20 in die Auswertung ein. Bei 34
Schweinen wurde eine akute myokardiale Ischdmie durch Mikroembolisation der
distalen linken Koronararterie, wie oben beschrieben, ausgelost. Kurz nach der
Induktion des Infarktes verstarben 13 Tiere (38%) an therapierefraktirem
Kammerflimmern und kardiogenem Schock. Ein Tier der SDF Gruppe verstarb 7
Wochen nach Infarkt wihrend des follow-up Mappings.

Der Infarkt war bei allen Tieren nach Mikroembolisation des distalen Ramus
interventricularis anterior (RIVA) im anteroseptalen Bereich lokalisiert. Der
erfolgreiche Verschluss der peripheren linken Koronararterie wurde durch

koronarangiographische Bilder dokumentiert (siche Abb. 9: Koronarangiographie).

Abb. 9: Koronarangiographie

Koronarangiographie eines Versuchstieres in anteroposteriorer Projektion.
a: vor Infarkt (RIVA =Ramus interventricularis anterior, CX =Ramus circumflexus, K =Herzkatheter
im Ostium der linken Kranzarterie).

b: nach Infarktinduktion durch Mikroembolisation. Der Pfeil zeigt auf den Verschluss des RIVA.

Bei 20 Versuchstieren konnte die Studie erfolgreich abgeschlossen werden: 12
Versuchstiere erhielten 2 Wochen nach Infarkt eine transendokardiale SDF Injektion,
8 Tiere bekamen dieselbe Infarktprozedur, jedoch ohne kathetergestiitzte Injektion

und dienten somit als Kontrolltiere.
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Kein Tier zeigte wihrend des gesamten Versuchsablaufes klinische Anzeichen fiir
eine Infektion und bei keinem Versuchstier konnten vor oder nach Infarktinduktion
bzw. SDF-Applikation  Auffilligkeiten 1im  Sinne von  Apathie oder

Nahrungsverweigerung festgestellt werden.

4.2. Elektromechanisches Mapping

Das elektromechanische Mapping wurde zwei sowie sieben Wochen nach
Infarktinduktion durchgefiihrt. Bei der baseline Untersuchung (2 Wochen nach
Infarkt) wurden 130 £ 12 endokardiale Punkte und bei der Untersuchung nach 7
Wochen (follow-up) 125 + 18 endokardiale Punkte gespeichert und in die Wertung
einbezogen (kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen).

Enddiastolisches Volumen, endsystolisches Volumen, Schlagvolumen sowie die
Ejektionsfraktion wurde durch die Workstation des Systems zu den beiden
Zeitpunkten (baseline, follow-up) berechnet. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte

ohne Wissen liber die Zugehdrigkeit zu den beiden Versuchsgruppen.

4.2.1. Enddiastolische und endsystolische Volumina

Nach 2 Wochen betrug das enddiastolische Volumen (EDV) 79 + 5 ml fiir die
Kontrollgruppe und 76 + 4 ml fiir die SDF-Gruppe. In der follow-up Untersuchung
zeigte sich ein enddiastolisches Volumen von 92 + 9 ml (Kontrollgruppe) bzw. 79 + 4
ml (SDF-Gruppe). Das endsystolische Volumen (ESV) betrug nach 2 Wochen 48 + 4
ml in der Kontrollgruppe und 43 + 3 ml bei den mit SDF behandelten Tieren, nach 7
Wochen errechnete sich ein ESV von 56 + 6 ml fiir die Kontrolltiere und 50 + 5 ml
fiir die SDF-Gruppe. Ein signifikanter Unterschied beziiglich der enddiastolischen
und endsystolischen Volumina wurde nicht beobachtet (siche Tabelle 2:

Elektromechanisches Mapping: EDV und ESV).
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Tabelle 2: Elektromechanisches Mapping: EDV und ESV
Kontroll- und SDF-Gruppe nach 2 (baseline) und 7 Wochen (follow-up).Volumina in ml, jeweils
Mittelwert £ SEM. ns = nicht signifikant.

Kontrolle SDF-1 p p Differenz
Enddiastolisches Volumen (ml)
baseline 79+5 76 +4 ns
follow-up 92+9 79+4 ns
p ns ns
ns
Endsystolisches Volumen (ml)
baseline 48 +4 43+3 ns
follow-up 56+6 50+5 ns
p ns ns
ns

4.2.2. Schlagvolumen und Ejektionsfraktion

Das Schlagvolumen blieb bei den mit SDF behandelten Schweinen unveréndert (33 +
2 ml in der baseline und 30 + 4 ml in der follow-up Untersuchung) und zeigte einen
Trend zur Verbesserung in der Kontrollgruppe (31 + 4 ml nach 2 Wochen und 48 + 6
ml nach 7 Wochen). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war signifikant
(siche Tabelle 3: Elektromechanisches Mapping: Schlagvolumen und
Ejektionsfraktion und Abb. 10: Elektromechanisches Mapping: Schlagvolumen).

Tabelle 3: Elektromechanisches Mapping: Schlagvolumen und Ejektionsfraktion
Kontroll- und SDF-Gruppe nach 2 (baseline) und 7 (follow-up) Wochen, jeweils Mittelwert + SEM.

ns= nicht signifikant.

Kontrolle SDF-1 p p Differenz

Schlagvolumen (ml)
baseline 31+4 33+£2 ns
follow-up 48+ 6 304 <0,05
p ns ns

<0,05
Ejektionsfraktion (%)
baseline 39+4 43+2 ns
follow-up 46 +3 38+4 ns
p ns ns

0,05

25



Eonirolltiere SDF-Tiere

50,00+ -

40,00 - -
1 — = 1

8 20,00 -

&

20,00+ -

10,00 1 -
Baseline Followup Baseline Followup

Abb. 10: Elektromechanisches Mapping: Schlagvolumen
Das Schlagvolumen in der follow-up Untersuchung zeigt einen Trend zur Verbesserung in der
Kontrollgruppe. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war signifikant. SV= Schlagvolumen.

Balken stellen Mittelwerte dar, Fehlerbalken den SEM.

Die Ejektionsfraktion zeigte in der Kontrollgruppe einen Trend zur Verbesserung von
39 + 4% nach 2 Wochen auf 46 + 3% nach 7 Wochen, wihrend sie sich in der SDF
Gruppe tendenziell eher verringerte (EF von 43 + 2% baseline auf 38 + 4% follow-
up, p= ns). Der Unterschied zwischen den Gruppen zeigte einen starken Trend (p=
0,05) (siche Abb. 11: Elektromechanisches Mapping: Ejektionsfraktion und Tabelle

3: Elektromechanisches Mapping: Schlagvolumen und Ejektionsfraktion).

Eonirolltiere SDF-Tiere
0,50 - -

0,40 - - I

0,30+ -

EF %

0,20 - -

0,10+ -

Baseline Followp Baseline Follownp

Abb. 11: Elektromechanisches Mapping: Ejektionsfraktion
Die Ejektionsfraktion in der Kontrollgruppe zeigte einen Trend zur Verbesserung, wihrend in der SDF
Gruppe eine Tendenz zur Verschlechterung dokumentiert wurde. EF= Ejektionsfraktion. Balken stellen

Mittelwerte dar, Fehlerbalken den SEM.
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4.2.3. Herzminutenvolumen und Herzfrequenz

Die Auswertung des Herzzeitvolumens zeigte in der Kontrollgruppe einen Trend zum
Anstieg von 3,0 £+ 0,4 1/min auf 4,2 + 0,5 I/min und in der SDF-Gruppe eine Tendenz
zur Verringerung von 3,0 £ 0,2 1/min auf 2,8 £ 0,4 1/min. Der Unterschied zwischen
den beiden Versuchsgruppen war nicht signifikant.

Auch die Herzfrequenz war wihrend der baseline Untersuchung in beiden Gruppen
nicht signifikant unterschiedlich (94 + 4 /min in der Kontrollgruppe und 92 + 2 /min
in der SDF-Gruppe). In der Kontrollgruppe hingegen fand sich in der follow-up
Untersuchung eine signifikante Verringerung der Herzfrequenz. Der Unterschied
zwischen beiden Gruppen war signifikant (siche Tabelle 4: Elektromechanisches

Mapping: Herzzeitvolumen und Herzfrequenz).

Tabelle 4: Elektromechanisches Mapping: Herzzeitvolumen und Herzfrequenz

Kontroll- und SDF-Gruppe nach 2 (baseline) und 7 (follow-up) Wochen. ns= nicht signifikant.

Kontrolle SDF-1 p p Differenz
Herzzeitvolumen (I/min)
baseline 3,004 3,0+0,2 ns
follow-up 42+0,5 2,8+04 ns
p ns ns
0,06
Herzfrequenz (1/min)
baseline 94 +4 92 +£2 ns
follow-up 864 93+2 ns
p <0,05 ns
<0,05

4.2.4. Elektrogrammamplitude

Die Werte der unipolaren Elektrogrammamplituden wurden fiir jede der 12 Regionen
pro Versuchstier zusammengefasst (Mittelwert). Die globalen Werte der unipolaren
Elektrogramme wurden durch die Mittelung der Elektrogrammamplituden aller 12
Regionen pro Tier errechnet und als Mittelwert £+ SEM angegeben (siehe Tabelle 5:
Elektromechanisches Mapping: Globale unipolare Elektrogrammamplitude). Fiir die
segmentale Analyse der unipolaren Elektrogramme wurden die Segmente als
Mittelwert £ SEM zusammengefasst (siche Tabelle 6: Elektromechanisches Mapping:

Segmentale Analyse der unipolaren Elektrogramme).
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Es ergab sich kein signifikanter Unterschied der globalen und der segmentalen

Elektrogrammamplituden zwischen den Versuchsgruppen.

Tabelle 5: Elektromechanisches Mapping: Globale unipolare Elektrogrammamplitude

Kontroll- und SDF-Gruppe nach 2 (baseline) und 7 Wochen (follow-up) in mVolt. ns= nicht

signifikant.
Kontrolle SDF-1 p p Differenz
Unipolar Voltage (mV)
baseline 10,4 £ 1,0 10,7 £ 0,6 ns
follow-up 9,7+0,6 9,6 +0,5 ns
p ns ns
ns

Tabelle 6: Elektromechanisches Mapping: Segmentale Analyse der unipolaren Elektrogramme.
Kontroll- und SDF-Gruppe nach 2 und 7 Wochen in mVolt, Mittelwert = SEM.

Septal Anterior Lateral Posterior
Kontrollgruppe
baseline 8,9+0,5 10,8+ 1,2 10,4+ 1,4 11,5+ 1,4
follow-up 8,7+0,5 11,0+ 1,2 9,2+0,5 10,2 +0,8
SDF-Gruppe
baseline 9,7+1,0 11,2+0,8 10,1 £0,7 11,4+0,8
follow-up 9,4+0,5 11,3+£0,7 8,6+0,7 9,0+0,7

4.2.5. Lineare lokale Verklrzung

Die Werte der linearen lokalen Verkiirzung als zusétzlicher Parameter der
linksventrikuldren Funktion wurden fiir jede der 12 Regionen pro Versuchstier
zusammengefasst (Mittelwert).

Die globalen Werte der linearen lokalen Verkiirzung sind durch die Mittelung der
Werte aller 12 Regionen pro Tier errechnet worden und als Mittelwert =+ SEM
angegeben. Fiir die segmentale Analyse der linearen lokalen Verkiirzung wurden die
jeweiligen Segmente als Mittelwert £ SEM zusammengefasst.

Die lineare lokale Verkiirzung veridnderte sich in der Kontrollgruppe nicht (11,4 +
1,3% nach 2 Wochen und 11,5 + 0,5% nach sieben Wochen, p= ns). In der SDF-
Gruppe zeigte sich jedoch eine signifikante Verringerung der linearen lokalen

Verkiirzung (12,1 £ 0,9% nach zwei Wochen und 8,4 + 0,9% nach sieben Wochen, p
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<0,05). Der Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen war signifikant (p <0,05,
siche Tabelle 7: Elektromechanisches Mapping: Lineare lokale Verkiirzung).

In der segmentalen Analyse zeigte sich in den lateralen und posterioren Segmenten
ein Riickgang der linksventrikuldren Funktion (lateral 13,9 = 1,8% auf 7,3 + 2,2%, p
<0,05; posterior 13,1 + 1,3% auf 8,6 + 0,9%, p <0,05, siche Tabelle 8&:

Elektromechanisches Mapping: Segmentale Analyse der lokalen Verkiirzung).

Tabelle 7: Elektromechanisches Mapping: Lineare lokale Verkiirzung
Kontroll- und SDF-Gruppe zur baseline und follow-up Untersuchung in Prozent, Mittelwert + SEM.

ns= nicht signifikant.

Kontrolle SDF-1 p p Differenz
Lineare lokale Verkirzung (%)
baseline 114+1,3 12,1 +0,9 ns
follow-up 11,5+0,5 8,4+0,9 <0,05
p ns <0,05
<0,05

Tabelle 8: Elektromechanisches Mapping: Segmentale Analyse der lokalen Verkirzung.

Kontroll- und SDF-Gruppe zur baseline und follow-up Untersuchung in Prozent, Mittelwert + SEM.

Septal Anterior Lateral Posterior
Kontrollgruppe
baseline 9,5+1,2 10,9 £2,1 14+14 11,1 +1,4
follow-up 82+ 1,4 11,3£1,1 13,5+1,3 13,2+0,7
SDF-Gruppe
baseline 9,1+ 14 12,1+ 1,1 13,9+ 1,8 13,1+ 1,3
follow-up 6,5+1,1 11,3+2,1 73+£22 8,6+0,9

Eine signifikante Korrelation ergab sich zwischen der Ejektionsfraktion bzw. dem
Schlagvolumen und der linearen Verkiirzung fiir die baseline und die follow-up
Untersuchung (EF und LLS baseline r = 0,71, follow-up r = 0,49, SV und LLS
baseline r = 0,59, follow-up, r = 0,46). Die Verdnderung in der lokalen Verkiirzung
korrelierte ebenfalls mit den Verdanderungen des Schlagvolumens (r = 0,46) und der
Ejektionsfraktion (r = 0,52). Keine Korrelation ergab sich zwischen der lokalen
Verkiirzung und dem enddiastolischen Volumen oder zwischen dem enddiastolischen
Volumen und der Ejektionsfraktion (EDV und LLS baseline r = -0,03, follow-up, r =
0,12, EF und EDV baseline r = -0,04, follow-up r = 0,05).
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Abb. 12:

Elektromechanisches
Mapping, unipolare
Elektrogrammamplituden.
Darstellung der
elektromechanischen Karte
des linken Ventrikels eines
SDF-

(right

der

RAO

Versuchstieres
Gruppe in

anterior oblique)-Projektion.
Der Farbbereich wurde von
5 mV (rot, niedrigste
endokardiale Spannung) bis

zu 15 mV (violett, hochste

endokardiale Spannung)
gewihlt. Das rote Areal
reprasentiert das  durch

Mikroembolisation erzeugte
Infarktgebiet.
Obere Abbildung: Linker
Ventrikel nach SDF-
Injektion bei der baseline
Untersuchung (2 Wochen
nach Infarktsetzung). Die
schwarzen Punkte im
Infarkt- und
Periinfarktbereich
kennzeichnen die
kathetergestiitzten
transendokardialen SDF-
Injektionsstellen.
Untere Abbildung: Gleiches
Versuchstier bei der follow-
up Untersuchung (7 Wochen

nach Infarktsetzung).



4.3. Pathologie

Der Myokardinfarkt war bei allen Versuchstieren anteroseptal lokalisiert. Die

Infarktgrofe in Prozent des Muskelvolumen des linken Ventrikels betrug 8,9 + 3,1%

in der Kontrollgruppe und 8,9 + 1,2% in der SDF-Gruppe (kein signifikanter

Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen, sieche Abb. 13: Infarktvolumen). Das

linksventrikuldre Muskelvolumen (82,9 + 14,4 ml Kontrollgruppe vs. 95,6 + 9,7 ml

SDF-Gruppe) sowie das Infarktvolumen (6,4 + 1,9 ml Kontrollgruppe vs. 8,3 + 1,2 ml

SDF-Gruppe) war in beiden Versuchsgruppen dhnlich (kein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen, siche Tabelle 9: Ergebnisse der Tetrazoliumfarbung).

10,00+

7,507

5,007

Infarktvolumen %o

2,507

0,00

Kontrolltiere

Tabelle 9: Ergebnisse der Tetrazoliumfarbung

SDF-Tiere

Abb. 13: Infarktvolumen

Das Infarktvolumen (%) des
Herzmuskels zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Gruppen. Balken stellen
Mittelwerte dar, Fehlerbalken den
SEM.

Muskel- und Infarktvolumen in ml sowie Infarktvolumen in Prozent der Muskelmasse der Kontroll-

und SDF-Gruppe, jeweils Mittelwert = SEM, ns= nicht signifikant .

Muskelvolumen (ml)

Infarktvolumen (ml)  Infarktvolumen (%)

Kontrollgruppe
SDF-Gruppe

p

829+ 14.4
95,6+9,7

ns
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4.4. Histologie

Die GefdBe im Infarkt- und Infarktrandgebiet wurden sieben Wochen nach Infarkt
durch Farbung des von-Willebrand-Faktors (vVWF) immunhistochemisch dargestellt.
Pro Versuchstier wurden 40 + 4 Gesichtsfelder manuell ausgezéhlt (sieche Abb. 15:
Immunhistochemie). In der SDF-Gruppe fanden sich 349 + 17 vWF positive Gefidlle
pro mm* wihrend in der Kontrollgruppe 276 + 21 GefiBe pro mm® nachweisbar

waren. Der Unterschied zwischen den Gruppen war signifikant (p <0,05; siche Abb.

14: vWF positive Gefalle).

S

oo Abb. 14: vWF positive GefaRe.
Von-Willebrand-Faktor (VWF) positive
2 GefiBe (pro mm?®). In der SDF-Gruppe
EE 200,004 zeigte sich eine signifikant hohere
% GefdBldichte  verglichen mit der
100,001 Kontrollgruppe (349 + 17 /mm? vs. 276
+ 21 /mm?% p <0,05). Balken stellen
Mittelwerte dar, Fehlerbalken den SEM.

w0 Kontrollgruppe SDF.-Gruppe

Abb. 15: Immunhistochemie

Immunhistochemische mikroskopische Bilder des Periinfarktbereiches von Versuchstieren der
Kontrollgruppe (A) und der SDF-Gruppe (B). Vermehrte GefaBdichte im Periinfarktbereich des mit
SDF-Injektionen behandelten Tieres. Der MaBstab reprasentiert 100 pm.
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4.5. Komplikationen

Von insgesamt 34 Versuchstieren verstarben dreizehn Schweine (38%) am ersten
Versuchstag wihrend der Infarktprozedur durch therapierefraktires Kammerflimmern
oder kardiogenen Schock. Griinde hierfiir waren meist ein proximaler Verschluss des
RIVA evtl. auch mitbedingt durch Koronarspasmen. Ein Tier der SDF Gruppe
verstarb 7 Wochen nach der Infarktinduktion aufgrund von therapierefraktiren
Herzrhythmusstérungen wihrend des follow-up Mappings. Kammerflimmern bzw. —
flattern trat nach erzeugtem Infarkt bei nahezu allen Versuchstieren auf und wurde
durch sofortige Defibrillation behandelt. Bei vier Tieren der SDF-Versuchsgruppe
wurde bei der Priparation des Herzens eine Perikarditis erkannt, zwei Tiere hatten
einen himodynamisch nicht signifikanten Perikardergul} (siche Abb. 16: Perikarditis).

Die Perikarditiden und Ergiisse wurden mikrobiologisch und histopathologisch nicht

naher untersucht.

Abb. 16: Perikarditis

Makroskopisches Bild eines Herzens mit
teilweise eroffnetem Perikardbeutel eines
Versuchstiers bei der Praparation aus dem
Brustkorb. Man erkennt eine fibrindse

Perikarditis.
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit konnte nachweisen, dass die kathetergestiitzte
transendokardiale Applikation von SDF im Herzinfarktmodell bei Schweinen die
Gefilldichte in der Periinfarktregion erhoht. Weiterhin konnte dargestellt werden,
dass die Infarktgroe nach SDF-Injektion unverdndert bleibt und dass die SDF-

Applikation negative Auswirkung auf die linksventrikuldre Funktion hat.

5.1. Tierexperimentelle Instrumentation

In diese Studie gingen 20 von 34 Tieren in die Auswertung ein. 13 Versuchtiere
verstarben wihrend der akuten Phase des Infarktes an therapierefraktirem
Kammerflimmern oder kardiogenem Schock. Schweine sind in Modellen
myokardialer Ischdmie gut vergleichbar mit den anatomischen und physiologischen
Konstellationen des Menschen (White 1986). Bei der hohen Verlustrate von 38% in
unserer Studie muss die Methode der Mikroembolisation zur Infarktinduktion kritisch
hinterfragt werden. Weitere tierexperimentelle Modelle akuter myokardialer Ischimie
verwenden die Methode der Ballonokklusion der Koronargefdle mit geringeren
Verlusten (Sasano 2008; Schuleri 2008). Eine Verlustrate von nur 20% wurde in der
tierexperimentellen Studie Horackovas dargestellt, wobei dort die chirurgische
Ligatur der linken Koronararterie benutzt wurde um einen Infarkt auszuldosen
(Horackova 2004). Jedoch ist zudem bei Mikroembolisationsmodellen im Vergleich
zu anderen Methoden der experimentellen Ischdmieauslésung von anderen
pathophysiologischen Zusammenhédngen auszugehen, wie der reaktiven Hyperdmie
nach Mikroembolisation, der lokalen inflammatorischen Reaktion und der reduzierten
ischamischen Toleranz (Grund 1999).

Nahezu alle Versuchstiere unserer Untersuchungsreihe erlitten schwerwiegende
Herzrhythmusstérungen und prozedurbedingte Koronarspasmen. Ein Tier der SDF-
Gruppe verstarb aufgrund von Kammerflimmern wéhrend der Mappingprozedur 7
Wochen nach der Infarktinduktion, wobei eine erhohte ventrikuldre Vulnerabilitét

nach transendokardialer Applikation eine mdgliche Ursache darstellen konnte.
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5.2. Elektromechanisches Mapping

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

Die zahlreichen Studien, welche sich mit dem EEM beschiftigt haben, deuten auf die
therapeutischen Moglichkeiten hin, die das Mappingsystem insbesondere in
Kombination mit der kathetergestiitzten transendokardialen Injektion hat. Hierbei
konnen Substanzen direkt in das durch elektrische, anatomische und mechanische
Informationen charakterisierte Gewebe appliziert werden (Smits 2002; Kawamoto
2003). Die ersten Machbarkeits- und Sicherheitsstudien an Patienten {iber die NOGA-
gesteuerte perkutane Applikation von VEGF (vascular Endothelial growth factor)
kodierenden Genen publizierte die Gruppe um Isner et al. (Vale 2001). In der

randomisierten, kontrollierten und geblindeten Studie Euroinject One wurde die

35



Technik der intramyokardialen Injektion mit einer 6mm langen Nadel des NOGA-
Katheters am Menschen durchgefiihrt. Bei den Patienten, die wéhrend der Prozedur
jederzeit himodynamisch stabil waren, traten keine relevanten Arrhythmien oder
Perikardergiisse auf (Kastrup 2005). Die Gruppe um Fuchs injizierte ebenfalls
erfolgreich bei Tieren und Menschen durch den NOGA-Katheter transendokardial
autologe Knochenmarkstammzellen (0,2 ml pro Injektion) in nichtinfarzierte, jedoch
ischdmische Areale und zeigte, dass sich die Perfusion und Funktion dadurch besserte
(Fuchs 2001; Fuchs 2003). Zu erwéhnen ist, dass das endokardiale Mappingsystem
hohes manuelles Geschick erfordert. Das Trauma, das bei der Injektion entsteht, wird
im allgemeinen als nicht relevant und die Methode der transendokardialen
Applikation als sicher und unbedenklich beschrieben (Fuchs 2006). Denkbar ist, dass
die injizierte Fliissigkeit bei zu groem Injektionsvolumen durch osmotische Effekte
ein Odem ausldsen konnte. Ebenso kann eine zu groBe Injektionstiefe durch eine
lange Nadel zu perikardialen Injektionen fiithren mit der Folge eines Perikardergusses
oder einer Perikarditis. Die in unserer Studie bei der Sektion entdeckten
Perikarditiden und Perikardergiisse sind nicht ndher untersucht worden, konnten

jedoch durch die oben beschriebenen Mechanismen entstanden sein.

5.3. Zellbasierte myokardiale regenerative Therapie

5.3.1. Adulte Stammzellen

Nach fritherer Auffassung ist das Herz als postmitotisches Organ nicht in der Lage,
sich selbst zu regenerieren (Bolli 2005). Dieses Dogma ist in der letzten Zeit jedoch
aufgegeben worden. Ein viel versprechender Ansatz zur Regeneration von Myokard
ist, wegen ihres Differenzierungspotentials und Selbsterneuerungsvermdgens, die
Behandlung mit pluripotenten Stammzellen. Autologe Stammzellen weisen
pluripotente Merkmale auf und koénnen sich in vitro und in vivo in diverse
Gewebetypen differenzieren (Bolli 2005). Experimentelle Studien zeigen, dass der
Transfer von Stamm- und Vorlduferzellen in verletztes Herzmuskelgewebe einen
giinstigen Effekt hinsichtlich der Gewebeperfusion und der kontraktilen Leistung hat
(Wollert 2005).

Die Unterscheidung der adulten korpereigenen Stammzellen in verschiedene

Subklassen, wie die gewebespezifischen Stammzellen (tissue committed stem cells,
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TCSC), himatopoetischen Stammzellen (HSC), mesenchymalen Stammzellen
(MSC), im Blut zirkulierenden Stammzellen (peripheral blood stem cells, PBSC),
endothelialen Vorlduferzellen (endothelial progenitor cells, EPC), side population
cells (SP), CXCR4 Rezeptor positive oder aber CXCR4 Rezeptor negative
Stammzellen wirft die Frage auf, welche dieser endogenen Zellen die gewlinschte
myokardiale Regeneration am besten realisieren kann (Kamihata 2002; Dawn 2005).
Die myokardialen Vorlduferzellen konnten einerseits sowohl aus anséssigen kardialen
Stammzellen (resident cardiac stem cells, CSC) als auch aus zirkulierenden, von der
Peripherie in das Herz migrierten Stammzellen entstehen (Anversa 2002).
Undifferenzierte Zellen mit stammzellspezifischen Antigenen wurden im adulten
Herzen identifiziert. Jede spezifische Subpopulation hat ihr eigenes Profil an
Vorteilen, Limitationen und Praktikabilitit unter den verschiedenen klinischen
Gegebenheiten (Wollert 2005). Ein zukiinftiger Ansatz konnten die gezielte
Vermehrung und Aufbereitung der Zellen sein, so dass diese als Standardtherapeutika

ohne Zeitverlust zur regenerativen Therapie gegeben werden konnten (Zimmet 2005).

5.3.2. Mobilisierung mittels SDF

Bei der Rekrutierung von Stamm- und Vorlduferzellen zur Angio- und Myogenese
wird ein mehrdimensionaler Vorgang durchlaufen. Dabei spielt die Mobilisierung, die
Rekrutierung, Chemosensibilisierung, Adhésion, Transmigration, Gewebeinfiltration
und schlieBlich die Transdifferenzierung eine Rolle (Urbich 2004). Unter den bisher
bekannten Chemokinen spielt das Protein Stromal-derived factor-la (SDF oder
CXCL12), primédr gebildet durch Bindegewebszellen des Knochenmarks, eine
Schliisselrolle in der Regulierung CD34 positiver Zellen (Aiuti 1997; Mohle 1998;
Peled 1999). Es wurde gezeigt, dass SDF als wesentlicher Homingfaktor
chemotaktisch auf hdmatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen in vitro wirkt (Zou
1998). Dieses Homing der zirkulierenden hdmatopoetischen Zellen ist ein Prozess,
der nicht linger als 2 Tage dauert und das aktive Uberschreiten der endothelialen
Blut- und Knochenmarkbarriere in spezielle Nischen bedeutet (Lapidot 2005). Diese
Nischen beschreiben ein spezielles Millieu innerhalb verschiedener Gewebe,
charakterisiert durch diverse Zelladhdsionsmolekiile (CAMs), Zelloberflichenmarker
und Chemokine mit bestimmten dynamischen chemotaktischen Eigenschaften

(Quesenberry 2005; Colmone 2008).

37



SDF ist ferner ein essentieller Faktor in der Regulierung der Hématopoese. Im
Zusammenspiel mit seinem Rezeptor CXCR4 ist SDF prénatal unentbehrlich fiir die
B-Zell Lymphopoese, die Myelopoese im Knochenmark und sogar fiir die
Kardiogenese, wie Nagasawa zeigen konnte (Nagasawa 1996). In der postnatalen
Hamatopoese vermittelt SDF das Stammzellhoming, welches vom Knochenmark
ausgeht, sowie die Retention von hdmatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen bei
intravendser Infusion (Peled 2000). Zusétzlich kann SDF die Proliferation und, durch
antiapoptotische Mechanismen und Regulierung des Zellzyklus, das Uberleben
verschiedener Zelltypen beeinflussen (Lataillade 2002). SDF erhoht den prozentualen
Anteil der CD34 positiven Zellen, welche sich in der S-Phase befinden und kann die
Zeit der G1 Phase verkiirzen, so dass die Ansprechbarkeit der Zellen in der S-Phase
des Zellzyklus gesteigert wird (Roberts 1995).

Verschiedene Faktoren sind ferner fiir die Empfindlichkeit der Zellen auf SDF {iber
Wechselwirkungen mit dem Rezeptor CXCR4 verantwortlich. Lapidot und Kollegen
berichteten, dass die CXCR4 Expression ein dynamischer Vorgang ist, welcher
komplizierten Regulationsmechanismen unterliegt (Lapidot 2005). Die Stimulation
mit Cytokinen wie Stem cell factor, Interleukin 6 oder hepatocyte growth factor fiihrt
zu einer Hochregulation der CXCR4 Expression von CD34 positiven Zellen in 24-48
Stunden. Durch SDF wird dann eine verstirkte Migration und ein verbessertes
Homing in vivo bewirkt (Kollet 2003). In die Regulierung der CXCR4 Expression
sind weitere Faktoren involviert wie beispielsweise Zell-Oberflichenkontakte und
Zell-Zell Kontakte zwischen CD34 positiven Zellen und anderen mononukledren
Zellen, wobei auch Adhédsionsmolekiile (Selektine und Integrine) eine groBle Rolle
spielen (Lataillade 2000).

Ein weiterer vorgeschlagener Mechanismus der Stammzellmobilisierung mittels SDF
aus dem Knochenmark ist, dass SDF eine Hochregulierung der Aktivitdt der
Metalloproteinase-9 bewirkt, welche wiederum iiber eine Erhéhung des soluble Kit-
ligand (Stem cell Factor, SCF) vermehrt c-Kit positive Stammzellen in die
Zirkulation entldsst (Heissig 2002). MMP-9 Knockout Méduse haben jedoch keine
gestorte Stammzellmobilisierung gezeigt, so dass auch andere Faktoren und Wege in
Betracht gezogen werden miissen (Levesque 2004).

Ceradini untersuchte den Einfluss von Hypoxie auf Gewebe und konnte mittels RNA-
Analysen eine erhohte SDF Genexpression sowie eine gesteigerte Rezeptordichte des

Rezeptors CXCR4 nachweisen. Diese werden iiber die Transkription des Proteins
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hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), welches bei Sauerstoffmangel vermehrt gebildet
wird, reguliert (Ceradini 2004). Sandri et al. beschreiben eine symptomatische
Gewebsischdmie als eine der Grundvoraussetzungen zur Mobilisation von
zirkulierenden Vorlduferzellen. Dies fithren die Autoren auf erhohte Konzentrationen
des vascular endothelial growth factor (VEGF) zuriick (Sandri 2005). VEGF bewirkt
dies durch eine Modulation der Kinetik der Vorlduferzellen (Kalka 2000). Wie die
beschriebenen Mechanismen zusammenspielen und ob eine Gabe von Stem cell
factor und Interleukinen oder eine zusitzliche zur bestehenden Ischimie erzeugte
kurzzeitige ischdmische oder hypoxische Prikonditionierung wichtiger ist, ist noch
nicht geklart.

In unserer Studie hétte man eine zusétzliche Ischdmie z.B. durch wiederholte
Ballonokklusion des GefiaBBes und eine erhohte CXCR4 Genexpression liber vorherige
Interleukingaben oder die Inkubation von Stammzellen, wie von Peled vorgeschlagen
wurde (Peled 1999), erreichen kénnen. Es muss dariiber hinaus diskutiert werden, ob
die in unserem Experiment wihrend des Herzinfarktes erzeugte Ischidmie -
insbesondere in Anbetracht der Tatsache, dass die SDF Injektion zwei Wochen nach
Infarzierung stattgefunden hat- ein ausreichender Stimulus war, um eine effektive

Rezeptorendichte der rekrutierten Stammzellen zu erreichen.

5.3.3. Applikationsdauer

In den Arbeiten von Hattori et al. wird berichtet, dass eine Erhohung des SDF-
Plasmaspiegels die Stamm- und Vorlduferzellmobilisierung induziert sowie die
Vaskulogenese positiv beeinflusst. Sie injizierten einen adenoviralen, SDF-
kodierenden Vector intravends und sicherten somit eine langandauernde und
ausreichende Plasmakonzentration des Proteins (Hattori 2001). Hiasa und Kollegen
haben ebenfalls einen SDF Gentransfer untersucht. Dieser wurde im Tierexperiment
intramuskuldr  verabreicht und bewirkte sowohl eine ischdmieinduzierte
Vaskulogenese als auch eine Angiogenese (Hiasa 2004). Das Konzept der
prolongierten SDF Expression ist bereits von Abott vorgeschlagen worden (Abbott
2004). Eine nicht ausreichende Wirkung auf CXCR4 positive Zellen oder eine zu
geringe Menge der rekrutierten Zellen konnte die Folge einer nur einmaligen
Applikation von SDF-Protein in der vorliegenden Studie sein. Die SDF Injektion

erhohte in unserem Versuchsmodell jedoch die Gefdl3dichte, so dass vermutet werden

39



kann, dass nur eine angiogenesefordernde Wirkung durch endotheliale
Vorlduferzellen oder parakrine Mechanismen, nicht jedoch eine myogeneseférdernde
Wirkung hervorgerufen wurde. Versuche der transendokardialen kathetergestiitzten
Injektion mit SDF-kodierenden Vektoren miissten folgen, um einen mdglicherweise
positiveren Effekt einer Gentherapie zu unterstiitzen.

Eine reduzierte migratorische Antwort bei einer einmaligen SDF Gabe beschrieb
zudem Kucia in Mdusen, wobei das Alter der Versuchstiere eine Rolle zu spielen
schien (Kucia 2004). Auch Heeschen stellte trotz &hnlicher Zellzahlen eine
verringerte Mobilisierung der mononukledren Zellen in Richtung des SDF Gradienten
bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit verglichen mit gesunden Probanden dar
(Heeschen 2004). Das Phidnomen der ,,poor mobilizer”, also eine verringerte
Stammzellmobilisierung in Richtung der Homingfaktoren kann eine Hiirde in der
klinischen Praktikabilitit bedeuten (Ripa 2006). Das Alter der Patienten und die
migratorische Fahigkeit der Zellen im Zusammenhang mit moglichen Komorbiditdten

stellen somit wesentliche Variablen dar (Vandervelde 2005).

5.3.4. Applikationsmenge

Die optimale Zellzahl, die transplantiert werden soll, ist bislang unbekannt (Brehm
2002). Ebenso steht auch die Menge an Homingfaktoren bislang nicht fest, welche
eine bestmogliche Stammzellrekrutierung bewirken und somit das geschédigte Herz
regenerieren sollen. Abott stellte fest, dass die SDF-Wirkung dosisabhéngig ist und
dass Stammzellen in Anwesenheit einer Verletzung in Richtung dieses Gradienten
migrieren (Abbott 2004). Weiterhin wurde beschrieben, dass die Wirkung des SDF
eine glockenformige Dosis-Wirkungs-Beziehung hat. Eine SDF Konzentration von
0,05 ng/mL bis 10 ng/mL hatte keinen signifikanten Effekt weder auf die Zahl, noch
auf die Koloniegrole CD34 positiver Knochenmarkstammzellen, eine maximale
Aktivitit zeigt sich bei Konzentrationen von 0,1 ng/mL bis 0,05 ng/mL. Diese
geringen Spiegel sollen die feine und genaue Regulierung der Hadmatopoese
widerspiegeln (Lataillade 2000). Gotoh beschrieb ebenfalls eine nichtproportionale
Beziehung der CXCR4 Expression und SDF Aktivitit (Gotoh 1999). Denkbar wire
eine Downregulierung oder Desensibilisierung der Vorlauferzellen in einer SDF-
reichen Umgebung, wie es typisch fiir G-Protein gekoppelte Prozesse ist, wozu auch

die CXCL12/ CXCR4 Achse gehort.
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Eine Verbesserung der ventrikuliren Funktion, Neoangiogenese sowie eine
Reduktion der Narbe im Infarktmodell wurde zuletzt von Saxena et. al beschrieben,
wobei 600 ng SDF pro Miuseherz verabreicht wurde (Saxena 2008).

Wir haben in dieser Versuchsreihe 18 Injektionen mit 5 pg SDF in 100 puml
Kochsalzlosung benutzt, um die Effizienz der kathetergestiitzten Applikation
sicherzustellen (Smits 2002). Moglicherweise hétte eine kleinere oder auch hohere
SDF-Dosis eine Verbesserung der Perfusion und der linksventrikuldren Funktion
gezeigt. Bisher stehen keine weiteren Daten zur Dosis-Wirkungs-Beziehung einer

transendokardialen kathetergestiizten SDF Injektion zur Verfiigung.

5.3.5. Applikationsart

Es gibt  verschiedene  Applikationsarten = der  Stammzelltransplantation:
Transepikardial via Thorakotomie, transendokardial durch Injektionskatheter (wie
den in unserem Versuch gebrauchten NOGA Myo-Star), intrakoronar, durch den
Koronarsinus und intravends (Zimmet 2005). Bei intravendser Injektion erreicht nur
ein geringer Anteil der infundierten Zellen das Infarktgebiet. Die Zellen miissen nach
dem first-pass durch die Lunge rezirkulieren, um die Infarktregion zu erreichen,
wobei sie in dieser Rezirkulationsphase auch in anderen Organen aufgrund von
verschiedenen Reizen und Homingfaktoren festgehalten werden konnen (Brehm
2002). Die intrakoronare Injektion, als einfach zu praktizierende Applikationsart,
wurde in vielen Studien aufgrund ihrer leichten Handhabung und der relativ sicheren
Einschwemmung der Stammzellen verwendet. Sie wurde mit
Knochenmarkstammzellen in der TOPCARE-AMI Studie am Menschen mit Erfolg
und ohne relevante unerwiinschte Wirkungen eingesetzt (Assmus 2002; Britten
2003). Dabei erreichen die Zellen das noch durchblutete Periinfarktgebiet wéahrend
der ersten Passage, jedoch wird das nicht mehr perfundierte Gewebe ausgespart
(Strauer 2003). Zudem muss bei der intraarteriellen Gabe die Adhésion und
Transmigration der Zellen durch das Endothel gewéhrleistet werden, um eine
moglichst grole Anzahl an Zellen im Infarktgebiet zu retinieren (Wollert 2005). Das
eigentliche Infarktareal wird nur durch die intramuskuldre, also entweder
transendokardiale oder transepikardiale Injektion (wéhrend Bypasschirurgie oder

durch Injektionskatheter (z.B. NOGA Myo-Star Katheter)) erreicht.
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Verschiedene tierexperimentelle und klinischen Studien zeigten, dass die perkutane
kathetergestiitzte transendokardiale Injektion von autologen Zellen realisierbar,
praktikabel und zuverldssig ist (Fuchs 2001; Perin 2003; Tse 2003). Dabei wird unter
Erstellung einer dreidimensionalen elektromechanischen Karte des linken Ventrikels
das infarzierte Areal des Herzens lokalisiert, so dass Injektionen direkt in das Infarkt-
und Periinfarktgebiet durchgefiihrt werden konnen. Der Injektionskatheter kann
ventrikuldre Extrasystolen, Tachykardien und, wie auch in unserer Studie,
Kammerflimmern verursachen bzw. den Ventrikel traumatisieren und sogar
perforieren. Losordo et al. beschrieben bei insgesamt 114 kathetergestiitzten
Injektionen keine Komplikationen im Sinne von Arrhythmien, systemischer
Embolisierung oder schwerwiegender myokardialer Traumatisierung (Losordo 2002).
Die Verletzung des Herzens durch das Ausfahren der Nadel des Injektionskatheters
wird im Allgemeinen als minimal beschrieben. Trotzdem kann jedoch eine zu tiefe
Injektion (bei langer Nadel) die Wand perforieren. In dieser Studie haben wir die
Nadellinge auf 6 mm begrenzt, um diese Komplikation zu vermeiden. Dieses
Vorgehen wurde jedoch nicht an offenen Herzpriparaten getestet.

Eine myokardiale Verletzung konnte jedoch giinstig hinsichtlich myokardialer
Regeneration wirken. Eine vermehrte Angiogenese entsteht als unspezifische
wundheilungsfordernde Reaktion auf einen Gewebeschaden, wie zum Beispiel bei
der transmyokardialen Laser-Revaskularisation (Malekan 1998). Die erhohte
Gefilidichte bei den mit SDF behandelten Tieren kdnnte so auf den Mechanismus der
unspezifischen Reaktion auf die traumatisierende Nadel zuriickgefiihrt werden.
Jedoch gibt es auch bei den transmyokardialen Laser-Revaskularisationsstudien
kontroverse Ergebnisse liber die Verbesserung der klinischen Symptomatik oder der
linksventrikuldren Funktion (Schofield 1999; Goldberg 2005). Bislang haben die
kathetergestiitzten Injektionen in anderen Studien unverdnderte oder sogar eine
verbesserte linksventrikuldre Funktion bewirken konnen (Fuchs 2007). Eine
Verschlechterung der linksventrikuldren Funktion mit verringerter Ejektionsfraktion
und reduzierter linearer lokaler Verkiirzung, wie in dieser Studie, war bisher nicht

beschrieben worden.
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5.3.6. Applikationsort

Bei Betrachtung der verschiedenen Methoden der Zelltransplantation ergibt sich die
Frage, in welchem Bereich des Herzens bzw. des Infarktes die Applikation am
giinstigsten wirkt, im perfundierten Periinfarktgebiet oder im geschiadigten und
infarzierten Gewebe. In Studien, in denen VEGF zur Neoangiogenese verabreicht
wurde, zeigte sich eine verbesserte Perfusion nur nach transendokardialer
Verabreichung, nicht jedoch bei intrakoronarer Infusion (Hendel 2000; Losordo
2002; Fuchs 2003). Andere Arbeiten zeigten auch bei intrakoronarer Applikation von
Stammzellen bei Patienten nach Myokardinfarkt eine verbesserte Perfusion und
linksventrikuldre Funktion, so dass die optimale Art und der Bereich der
Verabreichung noch unklar ist (Wollert 2005).

Anversas Arbeiten zufolge findet nach einer myokardialen Ischdmie mehr
Zellwachstum im Randbereich des infarzierten Areals als im nekrotischen und
vernarbten Muskelgewebe statt (Anversa 2002). In der Randregion ist die mitotische
Aktivitdt und die Zellteilungsrate drei bis viermal hoher, verglichen mit Gebieten des
nichtinfarzierten Herzens (Beltrami 2001). Im Infarktgebiet, in welchem sich
hibernierendes Myokard befinden konnte, findet eine unzureichende Blutversorgung
und Perfusion der verbleibenden Kardiomyozyten statt (Hirzel 1976). In der
Periinfarktregion wurde in unseren Versuchen bei den mit SDF-Injektionen
behandelten Tieren verglichen mit der Kontrollgruppe eine vermehrte Gefddichte
gefunden. Die meisten SDF-Injektionen haben auch in diesem Bereich stattgefunden,
so dass dort eine direkte Korrelation gesehen werden kann und dies fiir eine
verbesserte Regeneration spricht. Unsere Arbeit liefert jedoch keinen Beweis dafiir,

dass die Angiogenese durch die SDF-Injektion verursacht wurde.

5.3.7. GefaRRneubildung

Der signifikante Unterschied der GefdBdichte im Periinfarktareal zwischen beiden
Versuchsgruppen zeigte keine Auswirkungen hinsichtlich der linksventrikuldren
Funktion. De-novo entstehende Kapillaren sind oftmals noch nicht funktionsfahig, da
Vorginge der Vaskulo-, Angio- und Arteriogenese durchlaufen werden miissen

(Buschmann  2003). Periphere endotheliale Vorlduferzellen und lokale
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Wachstumsfaktoren wie vascular endothelial growth factor (VEGF) oder basic
fibroblast growth factor (bFGF) spielen dabei eine bedeutende Rolle (Asahara 1999;
Carmeliet 2000). Die Vaskulogenese erfordert endotheliale Vorlduferzellen und
erfolgt durch Bildung von Endothelzellen in nicht-vaskularisiertem Gewebe (Asahara
1999). Verschiedene Wachstumsfaktoren wie VEGF und Angiopoetin bewirken eine
Stabilisierung der GefdBwand, indem Endothelzellen feste interzellulére
Verbindungen eingehen und sich um diese herum Perizyten und Myozyten
differenzieren. Die Angiogenese basiert auf der Proliferation und Migration von
endothelialen Zellen aus vorbestehenden vaskuldren Strukturen auf bestimmte
angiogene Reize, wie Hypoxie. Die Arteriogenese begriindet sich auf einer
VergroBerung des Kalibers der Blutgefile mittels Zellvermehrung sowohl von
endothelialen Zellen wie auch von glatten Muskelzellen, reguliert durch den Blutfluss
und die entstehenden Druckverhiltnisse (Couffinhal 2001).

Der in dieser Studie verfolgte eindimensionale Ansatz, der darin besteht, lediglich die
Stammzellrekrutierung zu erh6hen, hatte offenbar nicht den gewiinschten Effekt einer
erfolgreichen Gefdlneubildung mit der Folge einer verbesserten Perfusion und
Funktion. Eine fehlende hdmodynamische Wirkung auf die neu gebildeten Gefille,
eine mangelnde sprossende Angiogenese durch fehlenden Einfluss von VEGF und
Angiopoetin konnten als eine der Ursachen angesehen werden. Weitere Versuche der
SDF-Injektion in Kombination mit den Wachstumsfaktoren VEGF und anderen

proliferationsfordernden Faktoren sind sinnvoll.

5.3.8. Kombinationstherapie

Eine Kombination von verschiedenen Substanzen und Faktoren wurde bereits von
Lataillade vorgeschlagen. Er beschrieb, wie der chemotaktische Faktor SDF die
KoloniegroBle von CD34 positiven Zellen beeinflusst, jedoch geschah dies nur in
Synergie mit SCF (Stem cell factor). Interleukin 3 und der Granulozyten-
Makrophagen koloniestimulierende Faktor (GM-CSF) sollen zu einer noch stiarkeren
Vermehrung der CD34 positiven Kolonie fithren (Lataillade 2000). Eine
Potenzierung der Effekte erreichte auch Kawamoto bei einer Kombination von VEGF
und vorherigen Mobilisierung von endothelialen Vorlduferzellen mit Cytokinen
zwecks Angiogenese bei experimenteller Myokardischdmie (Kawamoto 2004). Bei

den Versuchen von Askari et al. wurde eine vermehrte Kapillardichte und zudem
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auch eine verbesserte ventrikuldre Funktion nach intramyokardialer Transplantation
SDF-exprimierender Fibroblasten beschrieben, wenn zuvor eine systemische G-CSF
Gabe durchgefiihrt wurde (Askari 2003). In einer vor kurzem von Kastrup et al.
publizierten Studie wurde bei Patienten mit chronischer ischdmischer Herzkrankheit
nach der kathetergestlizten Injektion von VEGF, G-CSF zur Verstirkung der
Angiogenese systemisch appliziert. Obwohl eine signifikant hohere zirkulierende
CD34 positive Stammzellzahl erreicht wurde, konnte bei den Patienten keine
verbesserte myokardiale Perfusion oder klinische Symptomatik erzielt werden. Die
Autoren schlussfolgern, dass hohere Dosen oder auch eine Kombination der oben
genannten Substanzen mit SDF in Betracht gezogen werden miissen (Ripa 2006).
Insbesondere fordert die G-CSF Therapie die Mobilisierung der hdmatopoetischen
Stammzellen durch Senkung des SDF Spiegels im Knochenmark mit gleichzeitiger
Erhohung der peripheren CXCR4 Rezeptoren (Petit 2002).

Das komplexe Zusammenspiel von SDF, SCF, G-CSF und VEGF muss entsprechend
in weiteren Studien untersucht werden, um die faktorenspezifischen Eigenschaften

und Interaktionen auf das Zellhoming und die Angiogenese auszunutzen.

5.3.9. Applikationszeitpunkt

Nach einem Herzinfarkt kommt es sowohl zu einer akuten und chronischen
inflammatorischen Reaktion als auch zur myokardialen Fibrose (Fishbein 1978). Ein
therapeutisches Ziel nach einem Herzinfarkt ist es, das myokardiale Remodeling
aufzuhalten. Li und Kollegen beschiftigten sich in Tierexperimenten mit der Frage,
zu welchem Zeitpunkt nach einem myokardialen Trauma eine erfolgreiche
Kardiomyozytentransplantation das beste Resultat in Bezug auf die linksventrikuldre
Funktion zeigt. Sie induzierten bei Rattenherzen ein Kryotrauma und transplantierten
fetale Kardiomyozyten sofort nach der Verletzung, sowie 2 und 4 Wochen spter. Sie
stellten fest, dass die sofort transplantierten Zellen aufgrund des inflammatorischen
Milieus zu Grunde gehen und sich kein Benefit durch die Transplantation ergab.
Ebenso zeigte eine Applikation nach 4 Wochen einen geringeren Vorteil als eine
Transplantation nach 2 Wochen, da die Narbenbildung zu weit vorangeschritten sei
(Li 2001). Eine Stammzelltransplantation nach Abklingen der Inflammation hat
demnach mdglicherweise den grofStmdglichen Nutzen. Wahrend der postinfarziellen

Entziindungsreaktion werden zudem Chemokine freigesetzt, welche eine Proliferation
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von mononukledren Zellen bewirken (Frangogiannis 2002). Die in dieser Zeit
applizierten pluripotenten Zellen konnten aufgrund einer proinflamatorischen
Wirkungsweise den Entziindungsprozess sogar aufrechterhalten und so zu einem
verschlechterten Remodeling fiihren, statt es aufzuhalten (Strauer 2002).

Bei Hunden zeigte sich sieben Tage nach myokardialer Ischdmie mit anschlieBender
Reperfusion eine vermehrte Kapillardichte und endotheliale Briickenbildungen (Ren
2002). Nach 28 Tagen erschien eine muskuldre Kapillarwand, welche eine erschwerte
Transmigration der Stammzellen bewirken kann. So zeigt eine Transplantation
intravendser mesenchymaler Stammzellen nach einem Herzinfarkt eine Anreicherung
im Herzen, wenn diese nach einigen Tagen, nicht aber nach Wochen oder Monaten
gegeben werden (Rosenthal 2003; Zimmet 2005).

In den Experimenten von Ma et al. verbesserte sich die myokardiale Funktion bei
intravendser mesenchymalen Stammezelltransplantation vier Tage nach einem
Herzinfarkt (Ma 2005). Dies wurde auf den Homingfaktor SDF sowie auf die
Rezeptoren zuriickgefiihrt, welche vom traumatisierten Geweben exprimiert werden
und die (Trans-) Migration, Adhésion und schlieBlich Infiltration von Stammzellen
erleichtern sollen (Orlic 2002). Cerradini berichtete, dass die ersten 6 Stunden nach
ischamischem Ereignis kritisch fiir den Prozess des Homings von Stammzellen sein
sollen, da in dieser Zeit erhohte SDF-mRNA Mengen gefunden wurden (Ceradini
2004). Die Gruppe um Abbott beschrieb, dass die SDF Expression kurz nach einem
Herzinfarkt vor allem im Periinfarktgebiet gesteigert wird, dem Ort, in welchem die
hauptsidchliche Rekrutierung der knochenmarkansdssigen Stammzellen stattfindet
(Jackson 2001; Abbott 2004). Die SDF Serumspiegel fielen jedoch 48-72 Stunden
nach myokardialer Ischdmie ab. Eine kardioprotektive Wirkung durch reduzierten
Zelltod, stattgehabte Neoangiogenese und Verbesserung der kardialen Funktion
erreichte ferner Saxena et. al durch eine transepikardiale SDF Injektion, welche sogar
zeitgleich mit dem ischdmischen Ereignis stattgefunden hat (Saxena 2008). Daher
konnte auch eine frithere SDF Applikation von groerem Nutzen sein als eine
Injektion nach 2 Wochen, wie sie in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde.
Diese experimentellen Studien weisen auf die Bedeutung des Zeitpunktes einer SDF-
Wirkung nach einem Herzinfarkt hin. Die physiologische Rolle der SDF/CXCR4
Achse auf die verschiedenen Zellsysteme in ihrer zeitlichen Abhingigkeit ist noch
nicht endgiiltig gekldrt. Weiterhin gibt es bislang keine Daten, welche bei
therapeutischer SDF Applikation die Frage des Zeitpunktes untersuchten. Dies ist
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jedoch in zukiinftigen experimentellen Modellen zu kldren, um einerseits
proinflammatorische Wirkungen zu umgehen und andererseits innerhalb des

physiologischen Zeitfensters die Wirkung von SDF auszunutzen.

5.3.10. Unerwinschte Wirkungen

In unseren Versuchen verstarb ein Tier nach Auftreten von Kammerflimmern
wiéhrend der follow-up Untersuchung, ein zweites konnte erfolgreich elektrisch
kardiovertiert werden. Eine vermehrte arrhythmogene Neigung nach der
Transplantation von skeletalen Myoblasten wurde in mehreren klinischen Studien
beschrieben, wobei sich die Art der Applikation unterschied (Ben-Dor 2000).
Menasche berichtete von einer erfolgreichen transepikardialen Applikation skeletaler
Myoblasten, wobei 11 bis 22 Tage nach der Prozedur 40% der Patienten anhaltende
ventrikuldre Tachykardien erlitten (Menasche 2003). Andererseits sind in zahlreichen
Studien, in denen Knochenmarkszellen transplantiert wurden, keine schweren
Arrhythmien aufgetreten (Galinanes 2004; Fuchs 2006). Es gibt sogar Hinweise aus
einer tierexperimentellen Studie von Mills et al, dass die Infusion von
mesenchymalen Stammzellen die ventrikulire Vulnerabilitit giinstig beeinflusst
(Mills 2007). Das arrhythmogene Potential von Kardiomyozyten, welche aus
pluripotenten embryonalen Stammzellen und embryonalen Karzinomzellen
entstanden sind, wurde zuletzt von Zhang und Kollegen untersucht. Die elektrischen
Potentialaufzeichnungen zeigten, dass beide Zelltypen Spontanaktivitéten,
verldangerte Aktionspotentiale und leicht auslosbare Arrhythmien aufwiesen (Zhang
2002). Diese Studienlage lasst Vorsicht bei der therapeutischen zellgestiitzten Angio-
und Myogenese hinsichtlich proarrhythmogener Wirkungen angeraten erscheinen.

Weitere mogliche unerwiinschten Wirkungen einer SDF-Applikation und der damit
zusammenhdngenden Mobilisierung von Vorlduferzellen wie z.B. ein karzinogener
Effekt, wie etwa beim multiplen Myelom, sollten kritisch tiberpriift werden (Zhang
2005). AuBerdem miissen ungiinstige Effekte auf Koronargefile ausgeschlossen
werden, welche Kang in klinischen Studien beschrieben hat. Bei 7 von 10 Patienten,
welche mit G-CSF Infusionen zwecks Mobilisierung von Stammzellen behandelt
wurden, verbesserte sich die linksventrikuldre Funktion, jedoch zeigte sich auch eine
signifikant erhohte koronare In-Stent Restenoserate (Kang 2004). Dies kann auf die

verstdrkte Rekrutierung von CXCR4 positiven Zellen zuriickzufiihren sein, zu denen
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auch ausgereifte Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen gehoren, da G-CSF
ebenso wie SDF eine Hochregulation der CXCR4 Rezeptoren bewirkt (Mohle 1998;
Petit 2002).

Das Homing von Entziindungszellen stellt einen weiteren unerwiinschten Effekt der
SDF Wirkung dar, insbesondere in unserem Infarktmodell der Mikroembolisation.
Die lokale Entziindungsreaktion spielt eine wesentliche Rolle in der myokardialen
kontraktilen Dysfunktion nach Mikroembolisation einer Koronararterie (Skyschally
2004). SDF ist ein Homingfaktor nicht nur fiir Stamm- und Vorlduferzellen, sondern
auch fiir Lymphozyten und Monozyten, vermittelt durch den CXCR4 Rezeptor (Bleul
1996). Fiir eine proinflammatorische Wirkung spricht, dass das Protein in
atherosklerotischen Plaques gebildet wird, nicht jedoch in gesunden Blutgefdl3en
(Abi-Younes 2000). Damas et al. berichteten dagegen von einer antiinflamatorischen
Wirkung bei hohen SDF Konzentrationen durch eine reduzierte Freisetzung von
Monocyte chemoattractant Protein-1 (MCP-1), Interleukin-8 und Matrix
Metalloproteinasen (Damas 2002). Die Leukozytenzahlen in der Periinfarktregion,
siecben Wochen nach Auslosung der myokardialen Ischdmie, haben in den hier
dargestellten Versuchen keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen

ergeben (Daten nicht dargestellt).

5.3.11. Andere Indikationen

Die bereits durchgefiihrte intramuskulidre Transplantation von humanen adulten
Knochenmarkstammzellen bei peripherer arterieller Verschlusskrankheit hat gezeigt,
dass es zu einer Verbesserung der Perfusion kommen kann (Tateishi-Yuyama 2002).
Auch bei mikroangiopathischen Gefalprozessen, wie einem diabetischem
FuBsyndrom, soll die Transplantation autologer Stammzellen einen signifikanten
Benefit erbringen (Bartsch 2005). Moglichweise kann auch bei diesen
mikroangiopathischen und ischdmischen Krankheitsbildern die therapeutische

Applikation von SDF Anwendung finden.
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5.4. Schlussfolgerung

Die vorgelegten Daten zeigen, dass die kathetergestiitzte transendokardiale
Applikation von Stromal cell derived Factor 1 a im Herzinfarktmodell eine
Vermehrung vaskulédrer Strukturen im Periinfarktgebiet induziert. Die Daten lassen
keinen Riickschluss darauf zu, ob die Angiogenese durch mobilisierte Stammzellen
erfolgte, auf herzspezifische Stammzellen zuriickzufithren war, durch eine mogliche
anderweitige lokale, parakrine Wirkung von SDF induziert wurde oder als eine
unspezifische Reaktion durch das Trauma der intramyokardialen Injektion zu werten
ist. Die GroBe des Infarktareals verdnderte sich nicht, zudem konnte eine
Verschlechterung der linksventrikuldren Funktion nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse demonstrieren die Risiken, die eine kathetergestiitzte transendokardiale
Applikation des Homingfaktors SDF nach myokardialer Ischdamie in sich birgt.

Weitere Daten werden bendtigt, um die Wirkung von SDF auf Vorlduferzellen zu
untersuchen. Auflerdem stellen sich Fragen hinsichtlich der Funktionsweise, des
Applikationsweges, des Zeitpunktes der Applikation, der Dosis sowie des Ortes einer
Injektion. Antworten zu diesen Themen sind notwendig, wenn das therapeutische
Potential der Homingfaktoren und der korpereigenen Zellen ausgeschopft und ihre
klinische Rolle bei der Behandlung von Myokardinfarkten oder anderen ischdmischen

Erkrankungen festgestellt werden soll.
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6. Zusammenfassung

Diese tierexperimentelle Studie hatte das Ziel, den Effekt einer kathetergestiitzten
transendokardialen Applikation von Stromal cell-derived factor la. (SDF) im
Infarktmodell bei Schweinen zu untersuchen.

Bei Hausschweinen konnte katheterinterventionell durch Mikroembolisation der
distale Anteil des Ramus interventricularis anterior der linken Koronararterie
infarziert werden. In das Infarkt- und Periinfarktgebiet wurde nach zwei Wochen
kathetergestiitzt SDF transendokardial appliziert (n=12). In einer Kontrollgruppe
wurde keine Intervention durchgefiihrt (n=8). Zwei und sieben Wochen nach
erzeugtem Infarkt erfolgte die Untersuchung des linken Ventrikels mittels
elektromechanischem endokardialem Mapping hinsichtlich Verdnderungen der
linksventrikuldren ~ Funktion  (Ejektionsfraktion,  Schlagvolumen, unipolare
Elektrogrammamplituden und lineare lokale Verkiirzung). Weiterhin wurde die
InfarktgroBe durch Tetrazoliumfiarbung planimetrisch ausgewertet und die
Gefafldichte sowie das myokardiale Remodeling mit Hilfe immunhistochemischer
Féarbungen dargestellt.

Bei den Versuchstieren der SDF-Gruppe zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine Erhohung der Gefilldichte in der Periinfarktregion. Die Infarktgrésse war in
beiden Gruppen gleich. Die Ejektionsfraktion sowie das Schlagvolumen, ermittelt
durch das elektromechanische Mapping, verringerten sich bei den mit SDF
behandelten Tieren. Die lineare lokale Verkiirzung, als weiterer Parameter der
linksventrikuldren Funktion, verdnderte sich bei den Kontrolltieren nicht, bei den
Versuchtieren der SDF-Gruppe zeigte sich eine signifikante Abnahme.

Die kathetergestiitzte transendokardiale = SDF  Applikation steigerte im
Herzinfarktmodell bei Schweinen die Gefdldichte, die InfarktgroBe blieb jedoch
unbeeinflusst und es kam zu einer Verschlechterung der linksventrikuldren Funktion.
Obwohl der Homingfaktor SDF die Stammzellrekrutierung fordert und einen viel
versprechenden therapeutischen Ansatz darstellt, sind weitere Untersuchungen zum

Einsatz von SDF zur regenerativen myokardialen Therapie notwendig.
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