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1. Einleitung

1.1 Stammzelltherapie kardiovaskulirer Erkrankungen

Kardiovaskuldre Erkrankungen und deren Folgen stellen fiir moderne Gesundheitssysteme in der
Bundesrepublik Deutschland und den anderen westlichen Industrienationen noch vor malignen
Neoplasien die grofite Herausforderung dar. So betrugen in Deutschland die im Jahr 2002 direkt
durch Krankheiten des Kreislaufsystems verursachten Kosten 35,4 Milliarden Euro, 15,8% der
gesamten Krankheitskosten. Zuséatzlich dazu entstehen einer Volkswirtschaft indirekte, nicht
monetdr bezifferbare Kosten durch Arbeitsunfihigkeit, Invaliditdt und vorzeitigen Tod von
Erwerbstdtigen [1].

Die chronisch ischdmische Herzerkrankung ist seit 1998 ununterbrochen die haufigste
Todesursache in Deutschland (Stand 2014). Von den 868.356 im Jahr 2014 aufgetretenen
Sterbefdllen waren allein 69.890 durch diese Pathologie bedingt. Von den zehn hiufigsten
Todesursachen betreffen flinf das Herz-Kreislaufsystem [2].

Die in der westlichen Welt gehduft auftretende Kombination von Bewegungsmangel, Stress,
Nikotinabusus und atherogener Erndhrung lisst fiir die Zukunft eine zunehmende Inzidenz fiir
arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2 und Hyperlipiddmie erwarten, alles Risikofaktoren
fir die Entwicklung einer Arteriosklerose. Dies bezeichnet eine chronisch progrediente
Erkrankung des arteriellen Systems, welche sich durch fibrindse Einlagerungen in die
GefdBintima (Plaquebildung) auszeichnet. Es kommt zur Einengung des Lumens,
subendothelialen Cholesterinablagerung und Forderung der Bildung von reaktiven O»-Radikalen,
welche das Endothel direkt schidigen und zusétzlich das endothelial gebildete NO inaktivieren.
Dadurch entfdllt dessen antiphlogistische, antiproliferative und vasodilatative Wirkung. Durch
eine Ruptur der fibrosen Plaquekappen und durch das geschiddigte Endothel kommt es zur
Aktivierung der Gerinnung und Bildung von Thromben. Die Lumeneinengung wird somit
verstérkt [3, 4].

Kommt es zu einer Manifestation der Arteriosklerose an den Koronararterien wird dies als
koronare Herzerkrankung (KHK) bezeichnet. Aus der oben beschriebenen Pathogenese resultiert
eine Limitierung des Blutflusses, welche zu einer Insuffizienz der Koronarien fiihrt. Dies
bezeichnet eine verminderte Koronarreserve, das verminderte Oz-Angebot ist nicht mehr
ausreichend, um den unter Belastung erhdhten Oz-Bedarf zu decken. Klinische Konsequenz der
entstechenden Myokardischdmie ist die Angina pectoris. Zusétzlich kann durch Ruptur eines

arteriosklerotischen Atheroms oder durch Thrombusbildung ein vollstindiger oder partieller
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Verschluss einer Koronararterie entstehen und damit zu einem Myokardinfarkt fiithren [4].

Die stabile Angina pectoris, das akute Koronarsyndrom (ACS), die ischdmische
Herzmuskelschddigung, Herzrhythmusstorungen und der plotzliche Herztod werden unter dem
Oberbegriff der symptomatischen KHK zusammengefasst. Das ACS beinhaltet die unmittelbar
lebensbedrohlichen Phasen der KHK und umfasst dabei die instabile Angina pectoris, den ST-
Hebungsinfarkt (STEMI) und den Myokardinfarkt mit Anstieg von Troponin und fehlender ST-
Hebung (NSTEMI, Non-ST-Segment-Elevation-Myocardial-Infarction) [5].

Aktuellen Leitlinien folgend besteht die ambulante Akuttherapie eines ACS aus der titrierten
Gabe von Morphin i.v., Sauerstoff, Nitraten sowie einer Antikoagulation mit Heparin und einer
dualen Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS und einem ADP-Rezeptorblocker wie
Prasugrel oder Ticagrelor. Bei dngstlichen Patienten konnen zusitzlich Tranquilizer erwogen
werden. Im Anschluss erfolgt der Versuch einer Reperfusionstherapie. Therapie der Wahl ist
dabei die perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA), sollte eine Klinik mit PTCA-
Moglichkeit innerhalb von 90min Transferzeit erreichbar sein und der Symptombeginn weniger
als 3 Stunden zuriickliegen bzw. bei sofortiger Interventionsmoglichkeit innerhalb von 3 — 12
Stunden nach Symptombeginn. Als Alternativen stehen die, auch préstationdr durchfiihrbare,
medikamentdse Thrombolyse und eine Bypass-Operation zur Verfiigung [6].

Durch eine erfolgreiche Reperfusion wird jedoch nicht allen, durch einen myokardialen Infarkt
ausgelosten, pathologischen Vorgingen Einhalt geboten. So wird durch die Reperfusion zwar die
zum akuten Zelluntergang fithrende Ischdmie beseitigt, indes schlieBen sich dem akuten
Infarktgeschehen hdmodynamisch relevante Umbauvorginge an. Diese vor allem nach
ausgedehnten und transmuralen Infarkten auftretenden Alterationen betreffen sowohl das
Infarktareal als auch nicht direkt geschiddigte Bereiche. Dieser Prozess wird als ventrikuldres
Remodeling bezeichnet. Im Infarktareal folgt der akut aufgetretenen Nekrose eine Odembildung
und Entziindungsreaktion. An diese schlieit sich die bindegewebige Narbenbildung an, welche
etwa 6-8 Wochen nach Infarkt abgeschlossen ist. Die Narbe stellt jedoch kein inaktives, sondern
vielmehr ein dynamisches, vaskularisiertes, metabolisch aktives und kontraktiles Gewebe dar
[7]. Noch vor, aber auch nach Abschluss der Narbenbildung kann eine VergroBerung des von
Umbauvorgédngen betroffenen Gebietes beobachtet werden, bedingt durch eine akute Dilatation
und Verdiinnung des Infarktareals, welche nicht durch zusétzliche myokardiale Nekrose sondern
durch Rearrangement der Myozytenbiindel zustande kommt [8]. Die Einsprossung von narbigen
Bindegewebe flihrt zur Verkniipfung der auseinanderklaffenden Myozytenfasern und verhindern
so eine Progression der Ausdiinnung [9]. Aufgrund der stark begrenzten Fihigkeit zur Mitose

von adulten Kardiomyozyten kommt es anstelle von Zellproliferation zum Ersatz des
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untergegangenen Gewebes zu zelluldrer Hypertrophie in den nichtinfarzierten Bereichen [10].
Die durch diese Umbauvorginge entstehende akute Herzinsuffizienz kann sich potentiell
teilweise bereits innerhalb der ersten zwei Wochen zurilickbilden, héufig ist jedoch ein
Fortschreiten in ein chronisches Pumpversagen aufgrund einer voranschreitenden Entwicklung
der Strukturverdnderungen [11]. Die chronisch reduzierte Auswurfleistung des linken Ventrikels
fihrt darauthin zu einer sekundiren Volumeniiberladung. Die resultierende dilatative
Kardiomyopathie kann letztlich zu terminalem Herzversagen und vorzeitigem Tod des Patienten
fiihren. Bisher bestehen die einzigen etablierten Therapien des terminalen Herzversagens in der
Implantation eines Left Ventricular Assist Device (LVAD) oder einer Herztransplantation.

Die Entstehung der iiberdehnten Ventrikel wird durch drei Parameter beeinflusst: InfarktgroB3e,
Heilung des infarzierten Bereiches sowie ventrikuldire Wandbelastung. Eine Modifikation dieser
drei EinflussgroBen bietet die Mdglichkeit das ventrikulire Remodeling zu minimieren und
damit direkt die Morbiditit und Mortalitdt der vom myokardialen Infarkt betroffenen Patienten
zu senken [12].

Wihrend die ventrikuldre Wandbelastung vor allem medikamentds und die Heilung der durch
den Infarkt verursachten Schdden durch den Verzicht auf Glukokortikoide und
entziindungshemmender Medikation beeinflusst werden kann, bietet die Begrenzung der
Infarktgrofe den Ansatzpunkt fiir verschiedene Interventionsmoglichkeiten. So wird durch eine
schnellstmodgliche Durchfiihrung der oben beschriebenen Reperfusionstherapien innerhalb eines
Zeitfenster, in welchem die Reaktivierung der Myozyten mdglich ist, eine Reduktion der
InfarktgroBe erreicht [13—15].

Einen weiteren Therapieansatz mit Einfluss auf die InfarktgrofBe veroffentlichten Orlic et al. im
Jahr 2001. Zum ersten Mal gelang tierexperimentell unter Verwendung von adulten,
multipotenten  c-kit"-Knochenmarkstammzellen die in vivo-Ziichtung von Myozyten,
Endothelzellen und glatten Muskelzellen de novo, wobei sich aus letzteren beiden vaskuldre, das
neugebildete, funktionsfahige Myokard versorgende Strukturen bildeten [16].

Dabei bestand ein weiteres Novum dieser und anderer zeitgleich erscheinender Arbeiten im
Nachweis des Differenzierungsvermogens der verwendeten Stammzellen. Wéhrend vormals
ausschlieBlich eine Differenzierung der postnatal gereiften Stammzellen zu Zelltypen ihres
Herkunftsgewebes angenommen wurde, konnte hier eine deutlich groBere Variabilitdt der
entstehenden Zelllinien gezeigt werden [16, 17].

Die Fihigkeit von hdmatopoetischen Knochenmarkstammzellen zur Differenzierung in Myokard
wurde im Folgenden aufgrund mangelnder Reproduzierbarkeit jedoch von einigen

Arbeitsgruppen nicht bestdtigt. Obwohl generell eine verbesserte ventrikuldre Funktion durch die
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durchgefiihrte Stammzelltherapie beobachtet werden konnte, scheint diese laut aktueller
Theorien eher in einer verstirkten Angiogenese und einer verbesserten Resistenz der Myozyten
gegen proapoptotische Signale begriindet zu sein [18, 19].

2004 postulierten Vandervelde et al., dass die bestmdgliche stammzellbasierte Therapie des
myokardialen Infarktes aus einer Kombination der drei Therapieansétze Transplantation adulter
Stammzellen, Verstidrkung der Freisetzung von Knochenmarkstammzellen und Beeinflussung
von lokalen Zytokinen und Wachstumsfaktoren zur Verbesserung von Migration und Uberleben
der Stammzellen bestehe [10].

Der Entdeckung der Moglichkeit zur myokardialen Regeneration aus patienteneigenem
Stammzellmaterial folgten eine Vielzahl weiterer tierexperimenteller Modelle sowie klinischer
Phase-1- und -2-Tests zur Untersuchung verwendbarer Zelltypen, Dosis, Frequenz,
Applikationsform, der zugrundeliegenden Wirkmechanismen und der Langzeitvertriglichkeit.
Dabei stand nicht allein das akute Koronarsyndrom, sondern mit der chronisch ischdmischen
Herzmuskelschddigung eine weitere Pathologie, die ebenfalls von der Regeneration

funktionsfahigen Myokards profitieren wiirde, im Fokus der Experimente [20 - 22].

Eine tierexperimentelle Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der applizierten
Stammzelldosis und der ausgelosten Wirkung im akut infarzierten Myokard zeigte eine fehlende
Dosisabhidngigkeit, solange eine Dosierung innerhalb der therapeutischen Breite gewéhlt wurde.
So fiihrte eine vierfache Erhdhung der minimalen zu therapeutischen Effekten fiihrenden
Zellzahl zu keinen weiteren linksventrikuldren Strukturverbesserungen. Eine weitere Erhohung
der Zellzahl fiihrte, vermutlich aufgrund einer Zunahme von Mikroembolien, zu erhohter
Mortalitdt [23]. Diese Ergebnisse entfernten eine potentielle StorgroBe und erdffneten einen

gewissen Spielraum bei der Festlegung der Dosierung fiir nachfolgende Experimente.

Eine verbreitete Moglichkeit zur Applikation der Stammzellen stellt die intramyokardiale
Injektion dar. Diese ist sowohl intraoperativ, wie beispielsweise wiahrend aortokornarer Bypass-
Operationen im Rahmen der Rostocker PERFECT-Studie [19], als auch wihrend einer
Herzkatheteruntersuchung mdéglich. Die letztere Methode lésst sich noch in die transendotheliale
und die transkoronarvendse Injektion der Stammzellen unterteilen. Die transendotheliale
Injektion stellt nach den Versuchen an Schweinen durch Fuchs et al. [24] und diverser klinischer
Studien eine beziiglich verbesserter kardialer Funktion vielversprechenden Ansatz dar [25]. Die
transkoronarvendse Injektion wurde zunichst 2003 durch Thompson et al. unter Verwendung

eines Tiermodelles [26] und anschlieBend 2005 durch Siminiak et al. im Rahmen der klinischen
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Phase I-Studie POZNAN [27] untersucht. Die durchgefiihrten Versuche zeigten sowohl die
Durchfiihrbarkeit als auch die Sicherheit des Eingriffes. Aufgrund der geringen Testpopulation
der POZNAN-Studie (n=10) steht eine finale Bewertung dieser Applikationsform jedoch noch
aus. Die katheterbasierenden Verfahren bieten aufgrund ihrer geringeren Invasivitit den Vorteil
der Durchfiihrbarkeit an Patienten mit hohem OP-Risiko sowie die Moglichkeit einer
Wiederholung des Eingriffes. Alle Formen der intramyokardialen Injektion bieten den Vorteil
eines intraoperativen bzw. durch nuklearmedizinische Bildgebung oder Echokardiografie
prdinterventionellen Aufsuchens der durch Infarkt und folgend beginnender Narbenbildung
veranderter Bereiche des Myokards, welches eine prazise Anwendung der Stammzellen am Ort
der erwiinschten Wirkung ermdglicht [25].

Wihrend vorangegangene Studien im Mausmodell ausschlieBlich die intramyokardiale
Applikation der gewihlten Stammzellpopulation praktizierten, etablierten Li, Guo et al. 2011 die
intrakoronare Anwendung, welche vorher bereits an Ratten [28] und Schweinen [29] erfolgreich
angewendet werden konnte. Sie konnten nach intrakoronarer Stammzellgabe eine Reduktion des
linksventrikuldren Remodeling und der einhergehenden Dysfunktion verzeichnen, welche der
intramyokardialen Injektion ebenbiirtig bis iiberlegen war. So beschrieben sie eine homogenere
Verteilung von Stammzellen im Infarktgebiet mit folgender vermehrter Bildung von vitalen
Myozyten [30].

Auch in diversen klinischen Studien wurde die intrakoronare Applikation angewandt [31]. Bei
dieser Methode werden wéhrend einer PTCA des infarktauslosenden Gefédf3es iiber das distale
Ende des verwendeten Ballonkatheters multiple Dosen Stammzellen injiziert. Der Ballonkatheter
verhindert dabei einen retrograden Fluss und stellt die Migration der Stammzellen in das

Infarktareal sicher [32-34].
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Grenzzone

Infarktgebist

Abb. 1: Ablauf einer intrakoronaren Zelltransplantation in humanes infarziertes Myokard [34]

a) Der Ballonkatheter wird in der infarktauslosenden Arterie oberhalb der Grenzzone des Infarktgebietes platziert und geblockt. Die
Zellsuspension wird mit hohem Druck mit der Stop-Flow-Methodik infundiert.

b) Auf diese Weise werden die Zellen tiber das GeféBnetz (rote Punkte) in das Infarktgebiet transplantiert. Die blauen und weiBlen Pfeile weisen
auf mogliche Migrationsrouten hin.

c¢) Nachweis eines Blutflusses in der Infarktzone, aufgrund dessen die Zellen sowohl die Grenzzone als auch das Infarktgebiet erreichen kénnen.

Bei der durchgefiihrten PTCA handelt es sich allerdings nicht um die primére, die Perfusion
wiederherstellende Intervention, sondern um einen zweiten, mehrere Tage nach dem Infarkt
stattfindenden Eingriff. Die durch die Intervention hervorgerufene Ischdmie fiihrt hierbei jedoch
zu einer erneuten Schidigung des Infarktareals. Durch die Okklusion einer Koronararterie durch
den Ballonkatheter kommt es zum funktionellen Verlust der nachgeschalteten Arteriolen und
Kapillaren durch Schéadigung des Endothels, Gewebsddem und intravasale Aktivierung von
Blutplittchen und Gerinnung. Zusétzlich fiihrt bereits die Beseitigung des ischdmieauslosenden
Verschlusses nur zu einer teilweisen Wiederherstellung der Blutversorgung der Myozyten.
Dieses als "No-Reflow" bezeichnete Phdnomen scheint durch gehduft durch
Reperfusionsintervention ausgeldste Mikroembolien sowie durch die Reperfusion selbst
ausgeloste  Kontraktion des  Gewebes, Leukozytenaktivierung, Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und die Verstirkung der ischdmischen Schéddigungsmechanismen noch
zusitzlich gefordert zu werden. Je langer die Ischdmiedauer, desto wahrscheinlicher scheint das

Auftreten eines No-Reflow-Phinomens [35].
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Abb. 2: Pathomechanismen des No-Reflow-Phinomens [35]

Nach Abschluss der bisherigen klinischen Phase-I und -II Studien konnte ein positives Reslimee
die Patientensicherheit bei kardialer Stammzelltherapie betreffend gezogen werden. So konnten
keinerlei negative kardiale Ereignisse im Zusammenhang mit der Stammzellgabe dokumentiert
werden. Weder funktionelle Probleme wie z.B. Herzrhythmusstdrungen noch unerwiinschte
Umbildung von kardialen Gewebe wie Tumorwachstum traten bei mit Stammzellen behandelten
Patienten im Vergleich zu nur mit Reperfusionstherapie versorgten Patienten hiufiger auf.

Die Wirksamkeit der Stammzelltherapie ldsst sich aufgrund der noch nicht abgeschlossenen
randomisierten klinischen Phase-III-Studien noch nicht abschlieBend beurteilen, eine positiver
Effekt auf die Myokardfunktion scheint aber sehr wahrscheinlich [11]. Die deutsche
multizentrische Studie PERFECT arbeitet derzeit unter Verwendung autologer CD133+-
Stammzellen und intramyokardialer Injektionstherapie wéahrend aortokornarer Bypass-

Operationen am Nachweis dieser Hypothese [19].
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1.2 Wechselwirkungen zwischen Gewebeischimie, Inflammation, Stammzellhoming
und Stammzelliiberleben

Der erste Schritt einer erfolgreichen transendothelialen Migration von Knochenmarkstammzellen
in das Zielgewebe besteht in der Interaktion der Stammzelle mit dem Endothel. Bei in vivo-

Untersuchungen dieser Interaktion konnte unter Verwendung von c-kit'-Stammzellen der Maus

sowie humanen CD133"-Knochenmarkstammzellen der Einfluss diverser Faktoren wie z.B.
HMGB-1[36], SDF-1a, TNF-a [37], und der eNOS [38] auf diese Migration nachgewiesen
werden. Die Freisetzung einiger dieser Faktoren, wie z.B. TNF-a, ist das Ergebnis einer
proinflammatorischen Zytokinkaskade, wie sie auch durch myokardiale Ischdmie ausgeldst wird
[10]. Neben dem chemoattraktiven Effekt weilt TNF-a jedoch mit steigenden Konzentrationen
eine verstirkte antiproliferative Wirkung gegeniiber Knochenmarkstammzellen auf [39]. Dariiber
hinaus nimmt TNF-a gemeinsam mit weiteren proinflammatorischen Zytokinen férdernden
Einfluss auf die in vivo beobachtete Downregulation des Stammzellfaktors (SCF) nach
myokardialem Infarkt [40]. SCF wiederum hat einen stammzellmobilisierenden Effekt im

Knochenmark und wirkt dem kardialen Remodeling entgegen [10].

Eine Reihe von Experimenten konnte zeigen, dass die Konzentration von Homing
stimulierenden Faktoren in Kleintieren nach myokardialen Infarkt akut ansteigt und bereits
innerhalb von 24 Stunden ein Maximum erreicht, jedoch nach wenigen Tagen wieder abfillt [41,
42]. Beim Menschen hingegen beginnt der Konzentrationsanstieg der Angiogenese und Homing

fordernden Faktoren nach 7 Tagen, welche nach 3 Wochen ein Maximum erreichen [43].

Neben dem Homing der Stammzellen ist auch deren Uberleben von dem im Zielgewebe
vorliegenden biochemischen Milieu abhingig. Innerhalb der ersten 7 Tage nach Infarkt kommt
es zu einer vermehrten Freisetzung proteolytischer Enzyme durch neutrophile Granulozyten,
einer vermehrten Bildung von Komplementfaktor C5a und des Membranangriffkomplexes sowie
der Freisetzung von wihrend der Ischdmie gebildeten Sauerstoffradikalen im Augenblick der
Reperfusion. Dies schafft zusammen mit der mangelhaften Durchblutungssituation eine
antagonistische Umgebung fiir die transplantierten Stammzellen. Nach einer Woche beginnt sich
die Inflammation zuriickzubilden und in dem durch Granulozyten von nekrotischen Material
befreiten Bereich entsteht stark vaskularisiertes Granulationsgewebe. In diesem Zeitraum sind
die Umgebungsbedingungen einem Uberleben der Stammzellen weitaus forderlicher. Jedoch
beschrinkt die bereits beschriebene Narbenbildung aufgrund der Strukturverdichtung die

Moglichkeit der Ablagerung von Stammzellnestern im Gewebe [44].
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Abb. 3: Relative natiirliche zeitliche Verliufe der fiir das Timing der Stammzelltherapie wichtigen Prozesse
und Konzentrationen der Einflussfaktoren nach MI [44]

a) Faktoren mit positiven Einfluss auf den Therapieerfolg

b) Faktoren mit negativen Einfluss auf den Therapieerfolg

Das gestrichelt markierte Areal beschreibt das ,,window of opportunity fiir eine erfolgreiche Stammzellaplikation

Der optimale Zeitpunkt fiir eine Applikation von Stammzellen scheint also innerhalb eines
Zeitfensters zu liegen, in dem die Interaktionen zwischen der Entziindungsantwort auf den
Infarkt, der Heilung des Gewebes und der Vernarbung ein moglichst migrations- und
differenzierungsforderndes und ein moglichst gering cytotoxisches Milieu schaffen [45].
Aufgrund der bisher spirlichen klinischen Beweislage wird in aktuellen klinischen Versuchen
dieses "window of opportunity" zur Stammzelltherapie zwischen 2 Wochen und einem Monat
nach dem Myokardinfarkt, nach Abklingen der akuten postischdmischen Vorginge und vor

einem zu starken Absinken der migrationsrelevanten, ischdmie-induzierten Mediatorenspiegel

gesehen [19].

Eine Einflussnahme der vorbeschriebenen Pathomechanismen auf das Homing von Stammzellen
und damit auf den Erfolg einer Stammzelltherapie nach myokardialen Infarkt scheint gesichert.

Die Rolle der Ischimiedauer und der durch diese bedingten akuten Schiiden und Anderungen in
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der Expression von Chemokinen und Wachstumsfaktoren fiir das Stammzellhoming steht im

Zentrum dieser Arbeit.

1.3 Mesenchymale c-kit"™-Stammzellen

C-kit bezeichnet ein Protoonkogen, welches fiir eine transmembrale Rezeptor-Tyrosinkinase
kodiert. Diese, literaturabhingig auch als CDI117 (Cluster of Differentiation) oder
Stammezellfaktor-Rezeptor bezeichnete Kinase stellt ein Homolog zu dem viralen Onkogen v-kit
dar und weiBt groBe strukturelle Ahnlichkeiten mit dem colony-stimulating-factor-1-receptor
(CSF-1R) und dem Platelet-Derived-Growth-Factor-Receptor (PDGFR) auf [46, 47].

Wihrend die Expression von c-kit zundchst nur auf akute-nicht-lymphatische-Leukédmie-Zellen
und Gewebsmastzellen gesichert werden konnte, gelang 1988 der Nachweis von c-kit auf einer
Population von etwa 3% normaler mononukledrer Knochenmarkszellen durch den
mausespezifischen Antikorper YBS5.B8 [48]. Selbige Arbeit beschrieb erstmals eine Beteiligung
von c-kit"-Zellen bei der Bildung hamatopoetischer Zellkolonien in vitro. Inzwischen sind neben
dem Knochenmark diverse Gewebe- und Zellarten mit c-kit-Expression bekannt, so z.B.
Mastzellen, Melanozyten, Testis, Brustdriisenepithel, renale Tubuli, SchweiBdriisen, Astrozyten,
GefiaBBendothelien und intestinale, die Darmmotilitit regulierende Cajal-Zellen [49].

Durch parallel stattfindende Forschung gelang es mehreren verschiedenen Arbeitsgruppen, den
Liganden fiir c-kit zu identifizieren, der aus diesem Grunde unter diversen Nomenklaturen
bekannt wurde. Heutzutage hat sich die Bezeichnung Stammzellfaktor (SCF) [50] gegen die
Synonyme Mast Cell Growth Factor (MGF) [51], Steel Factor (SLF) [52] und Kit Ligand (KL)
[53] durchgesetzt. SCF wird in Fibroblasten [54], Knochenmark-Stromazellen [55] und
Endothelzellen [56] gebildet und wird sowohl membrangebunden exprimiert als auch durch
proteolytische Spaltung in 16slicher Form ins Serum abgegeben [57].

Die durch SCF vermittelten Funktionen sind vielféltig. So fordert der Wachstumsfaktor die
Proliferation primitiver himatopoetischer Vorliuferzellen und deren Uberleben durch Hemmung
proapoptotischer Signalwege. Je nach gleichzeitig aktiven Cofaktoren wie IL-6 oder EPO ist er
an der Differenzierung der Stammzellen in verschiedene terminale Zelltypen, wie z.B.
Mastzellen oder erythroide Kolonien beteiligt [49]. Auch die Migration ins Zielgewebe und die
dortige Adhdsion von Knochenmarkstammzellen wird {iber die Interaktion zwischen SCF und c-
kit mitvermittelt [58]. Die Forderung der Adhdsion kommt dabei iiber zwei Mechanismen
zustande. Zum einen erfolgt eine direkte Verkniipfung zwischen membrangebundenem SCF und
c-kit™-Zellen. Zum anderen bewirkt eine Aktivierung von c-kit eine hohere Bindeaffinitdt der

B1-Integrine VLA-4 und VLA-5 der Progenitorzellen zu den extrazelluldren Matrixkomponenten
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Fibronectin und Vitronectin [59-61].

Im Jahr 2003 wiesen Beltrami et al. die Existenz von c-kit'-Zellen im adulten Myokard von
Saugetieren nach. Diese 0,01% groBe Fraktion des Myokards stellte eine selbsterhaltende
Zellpopulation dar, die aufgrund ihres Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Kardiomyozyten
umfassenden in vitro-Differenzierungsvermogens als Kardiale Stammzellen (CSC) bezeichnet
wurden [62].

In der die kardiale Regeneration nach Myokardinfarkt betreffenden Forschung nutzten bereits
Orlic et al. fiir ihre bereits erwihnte Publikation von 2001 ¢-kit"-Knochenmarkstammzellen [16].
In den darauffolgenden Jahren gelang es einige auf einen Infarkt folgende physiologische
Vorginge mit Beteiligung dieses Zelltypus zu spezifizieren. So 10st die kardiale Ischimie die
Aktivierung des Wnt-Signalweges im Knochenmark aus. Diese Aktivierung fithrt zu einer
verstérkten Vermehrung und Entwicklung von CD34"- und CD133"-Stammzellen [63], wobei fiir
beide Oberflichenmarker eine Coexpression mit c-kit beschrieben wurde [64, 65]. Durch
vermehrte Freisetzung von Vascular-Endothelial-Growth-Factor (VEGF) und Umkehrung des
kardialen Angiopoetin-1-Angiopoetin-2-Verhéltnisses fordern die c-kit"-Zellen
Reparaturvorgiinge und Reperfusion des Infarktareals durch Gefafeinsprossung im Randbereich
der geschidigten Gebiete [66]. Die Beschreibung dieses Prozesses unterstiitzt die derzeitigen
Theorien, welche eine Differenzierung der c-kit’-Knochenmarkstammzellen zu Myozyten fiir
unwahrscheinlich halten.

Auch in bereits abgeschlossenen und derzeit laufenden klinischen Studien finden c-kit'-

Stammzellen Anwendung [19, 67, 11].

1.4 Fragestellungen
1. Etablieren Sie ein Modell zur in vivo-Analyse des Einflusses eines lokalen Ischidmie-
Reperfusion-Ereignisses auf das Homing von c-kit"-Knochenmarkstammzellen
2. Untersuchen Sie den Einfluss der Dauer der Ischdmie auf das durch Rolling und

Adhésion darstellbare in vivo Homing von c-kit"-Knochenmarkstammzellen
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Bei der vorliegenden tierexperimentellen Untersuchung handelt es sich um eine prospektive,
randomisierte und kontrollierte Studie. Die Genehmigung des Tierversuches erfolgte durch das
Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern
unter dem Aktenzeichnen 722.3-1.1-111/12.

Die verwendeten minnlichen Versuchstiere der Spezies C57BL6 entstammten der Zucht der
Firma Charles River (Deutschland). Sie hatten zum Durchfiihrungszeitpunkt der Experimente ein
Mindestalter von 8 Wochen und ein Korpergewicht von 23,4 — 31,1 g. Zur Gew6hnung an die
Umgebung wurden die Tiere mindestens 3 Tage vor Beginn der Versuche in die Laborrdume des
Institutes fiir experimentelle Chirurgie Rostock gebracht und dort in standardisierten Kéfigen
gehalten. Der freie Zugang zu Wasser und Standardfutter fiir Nagetiere war ebenso gegeben wie
ein geregelter 12-Stunden Tag-/Nacht-Rhythmus. Die Raumtemperatur betrug konstant 22,8°C
bei konstanter Luftfeuchtigkeit von 22,8%.

Zur Beantwortung der Fragestellung erfolgte die Einteilung der Versuchstiere in 3
Versuchsgruppen. In der ersten, als Kontrollgruppe dienenden Versuchsgruppe wurde der M.
cremaster von 8 Tieren vor der Intravitalmikroskopie keiner Ischdmie und infolgedessen auch
keiner Reperfusion ausgesetzt. In der zweiten, 8 Tiere umfassenden Versuchsgruppe betrugen
Ischdmie- und darauffolgende Reperfusionszeit je 15 Minuten. In der letzten Versuchsgruppe mit
6 Tieren wurde die Ischdmiezeit erneut um 15 Minuten auf insgesamt 30 Minuten verldngert, die

Reperfusionszeit wurde mit 15 Minuten beibehalten.

2.2 Stammzellisolation

Zur Gewinnung der murinen c-kit"-Knochenmarkstammzellen wird ein Spendertier mit Ethanol
anésthesiert und anschlieend durch zervikale Dislokation getotet. Aus den Hinterldufen werden
die beiden Tibiae und Femora freipripariert und in eisgekiihltes DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) gegeben. Der gesamte folgende Isolationsprozess findet eisgekiihlt unter einer
sterilen Abzugshaube statt. Die entnommenen Knochen werden mitsamt des DMEM in eine
Petrischale gegeben. Mit Hilfe einer Schere wird jeder Knochen am proximalen und distalen
Ende eroffnet um Zugang zum Knochenmarksraum zu erhalten. Das Knochenmark wird nun mit
jeweils Sml MACS-Puffer (Magnetic Cell Separation) aus dem Knochen in eine frische
Petrischale gespiilt. Um groBere Verbidnde von Knochenmarksgewebe zu trennen, werden diese

mit einer 1ml-Pipette vorsichtig mehrfach aspiriert und dispensiert. Dabei ist zu beachten, dass
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die Aufwendung zu groBBer Scherkrifte auch zu Zellschidden fithren kann. Anschlieend wird die
Zelllésung mit einer Pasteur-Pipette iiber einen mit Iml MACS angefeuchteten 40 pm-Zellfilter
in ein 50ml-Tube gegeben. Die Petrischale wird mit 5ml MACS gespiilt und diese
Spiilfliissigkeit ebenfalls in das Tube gefiltert. Die Zellldsung sollte nun homogen ohne
Verklumpungen erscheinen. Ist dies der Fall, wird die Losung in einer auf 4°C vorgekiihlten
Zentrifuge 10min bei 300xG zentrifugiert. Der entstehende Uberstand wird verworfen und die
Zellen in 15ml MACS gelost. Mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer wird die in Losung
befindliche Zellzahl ermittelt. Es folgt eine erneute Zentrifugation {iber 10min bei 300xG. Der
Uberstand wird erneut verworfen und das Zellsediment in einer Losung, deren Mischverhiltnis
iiber die ermittelte Zellzahl bestimmt wird, resuspendiert. Dabei wird je 107Zellen/ml 80ul
MACS-Puffer und 20pul mit CD117-Antikdrpern versehene, magnetische Microbeads (Miltenyi
Biotec, Order Number 130-091-224) verwendet. Die Losung wird 15min bei 4°C inkubiert. Im
Anschluss erfolgt eine Waschung der Zellen mit der zehn- bis zwanzigfachen Menge des
verwendeten Puffers mit folgender erneuter Zentrifugation iiber 10min bei 300xG. Unterdessen
werden zwei MACS-Trennsdulen (MS-Columns, Miltenyi Biotec, Order Number 130-042-201)
in einem starken Dauermagneten platziert. Uber der ersten Trennsdule wird noch ein 30pm Pre-
Separationsfilter hinzugefiigt. Unter den Trennsdulen erfolgt die Platzierung von 15ml-Tubes
zum Auffangen der Negativfraktionen. Nach Abschluss des Zentrifugationszyklus wird der
Uberstand verworfen und die Zellen in 1ml MACS-Puffer resuspendiert. Zunichst wird 0,5ml
MACS-Puffer auf den Pre-Separationsfilter appliziert. Nachdem dieser die Trennsdule
durchlaufen hat, wird die Zelllosung auf den Pre-Separationsfilter gegeben. Nachdem auch die
Zelllosung die Trennsdule passiert hat und keine Tropfenbildung am unteren Ende der Séule
sichtbar ist, folgt eine dreimalige Waschung der Sédule mit 0,5ml MACS-Puffer. Nach Durchlauf
der Waschlosung wird die Trennsdule aus dem Dauermagneten entfernt und die in der Sdule
zuriickgebliebenen Zellen mit Hilfe von 1ml MACS-Puffer auf die zweite Trennsdule gegeben.
AnschlieBend werden die drei Waschvorgidnge wiederholt. Dieser zweite Durchlauf dient der
Erh6éhung der Reinheit der Isolation. Nach Abschluss der Waschung wird auch die zweite
Trennsdule dem Magneten entnommen und die enthaltenen Zellen mit 1ml MACS-Puffer in ein
frisches 15ml-Tube gegeben. Es erfolgt eine erneute Zellzdhlung mit der Neubauer-Zahlkammer
und eine erneute Zentrifugation iiber 10min mit 300xG.

Die Fluoreszenzmarkierung der isolierten c-kit'-Knochenmarkstammzellen erfolgt mit CFDA
(Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester). CFDA ist ein membrangingiger Farbstoff,
der an die freien Amine zytoplasmatischer Proteine bindet und die Zellfunktion nicht

beeintrichtigt. Durch Abspaltung zweier Azetatgruppen durch intrazelluldre Esterasen wird es in
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das fluoreszente, weniger membrangingige CFSE (Carboxyfluoreszein-Succinimidyl Ester)
umgewandelt. Die folgenden Arbeitsschritte miissen in abgedunkelter Umgebung durchgefiihrt
werden. Zundchst werden die Zellen in sterilen, auf 37°C erwdrmten PBS (Phosphat-gepufferte
Saline) welches die CFDA-Molekularsonden enthélt, resuspendiert. Die Losung wird nun 15
Minuten inkubiert und anschlieBend 10 Minuten mit 300xG zentrifugiert, wobei die Zentrifuge
mindestens Raumtemperatur aufweisen muss. AnschlieBend wird der Uberstand verworfen und
die Zellen erneut in vorgewarmten PBS resuspendiert. Es folgt eine weitere Inkubationsphase bei
37°C iber 30 Minuten. Im Anschluss wird die Losung erneut fiir 10 Minuten mit 300xG
zentrifugiert. Abschlieend werden die Zellen in 200ul PBS resuspendiert und bis zur Injektion

in das Versuchstier im Inkubator gelagert.

2.3 Praparation der Versuchstiere

Bei der hier vorliegenden Priparationsanleitung, sowie der folgenden Anleitung zur
Intravitalmikroskopie handelt es sich um ein 2013 von Donndorf et al. im Referenz- und
Translationszentrum fiir kardiale Stammzelltherapie (RTC) Rostock etabliertes Modell [68].
Nach ausreichender Anédsthesie des Versuchstieres mit 75 mg/kg Ketamin und 2.5 mg/kg Xylazin
wird das Priparationsgebiet vorsichtig unter Verwendung eines Einwegrasierers von Fell befreit.
Im ventralen Anteil des rechten Skrotums, der linken Leiste und des linken Oberschenkels
miissen die Haare vollstindig entfernt werden. Vereinzelte lose Haare kdnnen mit einem
angefeuchteten Wattestidbchen entfernt werden.

AnschlieBend wird das Versuchstier in Riickenlage auf einer Operationsbiihne gelagert. Die
Pfoten werden durch Pflasterstreifen fixiert. Bei der Biithne handelt es sich um eine laborintern
angefertigte Konstruktion, bestehend aus einer Basisplatte und eines im kaudalen Teil der Basis
befestigten Quaders, welcher eine erhohte Lagerung der Hinterbeine und des Skrotums erlaubt.
Nach der Lagerung wird die Biihne auf eine auf 37°C vorgeheizte Heizplatte (Leica HI1220)

positioniert, um eine konstante Korpertemperatur garantieren zu konnen.

28



Abb. 4: Operationsbiihne

Um eine gute Sicht auf das Operationsgebiet gewihrleisten zu konnen, finden die folgenden
Schritte unter Verwendung eines Operationsmikroskopes (Leica M651) mit 10 — 16-facher
VergroBerung statt. Mit Hilfe einer Hautschere wird ventral der linken A. femoralis von Knie bis
Leiste die Haut eroffnet. Nach Auffinden der A. femoralis wird selbige mit zwei Mikropinzetten
vom umliegenden Fett- und Bindegewebe befreit. Es ldsst sich nun ein groBer, zum linken
Testikel ziehender Abgang aus der A. femoralis sehen, welcher mit einem Thermokauter vom
Hauptstamm getrennt wird. Es folgt die Anbringung einer oberfldchlichen Haltenaht mit Prolene
6-0 am linken Testikel. Vorsichtiger Zug und Pflasterfixierung dieser Naht ermdglichen die
Priparation und Mobilisation des proximalen Anteils der A. femoralis. Dabei stellt sich in der
Leiste ein weiterer, nach medial ziechender Abgang der Femoralarterie dar, welcher ebenfalls mit
dem Thermokauter durchtrennt wird. Weiterhin wird unter Verwendung einer Mikroschere der
im femoralen Gefd3-Nerven-Biindel verlaufende N. femoralis durchtrennt und mit einer
Mikropinzette entfernt.

Es folgt eine Ligatur der A. femoralis im distalen Bereich der Leiste. Die Ligatur wird unter
leichtem Zug nach kaudolateral mit Pflasterstreifen fixiert, um die weitere Priparation zu
erleichtern. AnschlieBend wird so proximal wie moglich ebenfalls eine Ligatur der
Femoralarterie gesetzt, jedoch ohne den Knoten festzuziehen. Die Fadenenden werden in einer

Klemme fixiert. Durch Zug an dieser Klemme kommt es nun zu einer arteriellen Knickbildung,
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welche den arteriellen Blutfluss weitestgehend unterbindet. Nun folgt eine vorsichtige
Stichinzision der A. femoralis mit der Spitze einer Mikroschere und die Insertion eines
Mikrokatheters in das Gefdl. Es empfiehlt sich an dieser Stelle das Operationsmikroskop auf
eine 16-fache VergroBerung umzustellen. Der verwendete Mikrokatheter sollte einen
Innendurchmesser von 0,28 mm haben und muss vor Verwendung mit 0,9% NaCl-Losung
entliiftet werden. Das gefiaferne Ende des Katheters ist mit einer mit 0,9% NaCl gefiillten 1ml-
Spritze verbunden. Nach erfolgreicher Einflihrung des Mikrokatheters kann der durch die
Klemme aufrechterhaltene Zug an der proximalen Ligatur gemindert und dadurch die arterielle
Knickbildung aufgehoben werden. Darauthin sollte der arterielle Blutfluss sofort im
freiliegenden Teil des Katheters sichtbar werden. Der Katheter kann nun vorsichtig einige
Millimeter weiter in proximale Richtung geschoben werden, wobei die Katheterspitze proximal
der vorherigen Knickbildung zu liegen kommen sollte. Nun kann der vorbereitete Knoten der
proximalen Ligatur festgezogen und der Katheter somit im Gefdll fixiert werden. Durch
vorsichtige Spiilung und Aspiration kann die korrekte Lage des Katheters iiberpriift werden. Um
eine Gerinnung des Blutes innerhalb des Mikrokatheters zu verhindern, miissen Spiilung und
Aspiration in regelméfBigen Abstinden, mindestens jedoch alle 5 Minuten wiederholt werden.
Gleichzeitig sollte darauf geachtet werden, das Herz-Kreislauf-System des Versuchstieres nicht
durch {bermiBige Verwendung von Spiilfliissigkeit zu iiberlasten. Mit Hilfe weiterer
Pflasterstreifen konnen der Katheter und die daran befindliche Spritze an der Biihne befestigt
und so zusidtzlich gesichert werden. Diese Konstruktion ermoglicht die intravaskuldre
Applikation der c-kit"-Knochenmarkstammzellen, welche wie oben bereits beschrieben eine

homogene Verteilung in der ischdmischen Muskulatur ermoglicht.

Zur Priparation des rechten M. cremaster wird unter 10-facher VergroBerung die ventrale
Skrotalhaut und die darunterliegende Tunica dartos des rechten Skrotums mit der Hautschere
durchtrennt. Dieser Schnitt wird nun kranial bis in die Leiste und kaudal bis an das distale Ende
des Skrotums erweitert. Wichtig ist dabei die Schonung des unter der Tunica dartos liegenden
Gewebes. Kontakt durch die Préparationsinstrumente kann zu Traumata im M. cremaster und
den diesen durchziehenden Blutgefden fithren, welche es zu vermeiden gilt. Daher folgt nun die
vorsichtige Trennung des sackformigen M. cremaster vom umliegenden Binde- und
Weichgewebe sowie der Fascia spermatica externa mit Hilfe der beiden Mikropinzetten, erneut
ohne den M. cremaster mit dem Instrumentarium zu beriihren. AnschlieBend wird das distale
Ende des Cremasters aufgesucht und mit einer Haltenaht versehen. Durch diese ist eine leichte

Extension des Muskels moglich. Durch vorsichtige kaudale und anteriore Bewegung des
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Muskelsacks ist es nun moglich das unter diesem verbleibende Weichteilgewebe zu entfernen.
AnschlieBend wird die Haltenaht unter leichtem kaudalen Zug mit Pflasterstreifen an der
Priparationsbiihne fixiert. Unter Nutzung einer Klinge der Mikroschere wird nun der
Muskelsack im kranialen Abschnitt erdffnet und die Inzision zum kaudalen Ende hin erweitert.
Der freigelegte Testikel wird mit einer Pinzette gegriffen und vorsichtig nach anterior gezogen.
Die posterior sichtbar werdenden Gefdlle zwischen Testikel und M. cremaster werden mit dem
Thermokauter durchtrennt und das weitere Gewebe zwischen diesen beiden Strukturen mit
Schere und Mikropinzetten entfernt. Nun kann der mobilisierte Testikel auBerhalb des
Sichtfeldes positioniert werden. Durch vier weitere Nédhte mit Prolene 6-0, welche an den
Réndern des erdffneten M. cremaster an den 2-, 4-, 8- und 10-Uhr-Positionen angebracht werden,
wird der Muskel aufgespannt. Die Nihte werden erneut durch Pflasterstreifen fixiert. Der
offenliegende Muskel muss nun iiber die gesamte verbleibende Zeit des Experimentes feucht
gehalten werden. Dazu wird mit Hilfe einer weiteren 1-ml-Spritze regelmaBig 0,9%ige NaCl-

Losung auf den Muskel aufgetragen.

Im hier vorliegenden Experiment folgte der Priparation in der Kontrollgruppe eine Ruhezeit von
15 Minuten ohne dass der Blutfluss manipuliert wurde. Fiir die in Gruppe 1 und 2 gewiinschte
Ischdmiezeit wurden sowohl der arterielle Zu- als auch der vendse Abfluss mit Hilfe einer
neurochirurgischen Klemme (Aesculap FT 250T) am proximalen Ende des M. cremaster
unterbrochen. Nach Ablauf der angesetzten Ischdmiezeit wurde die neurochirurgische Klemme
entfernt und so die Mdglichkeit fiir eine spontane Reperfusion geschaffen. Nach Ablauf der
Ruhezeit bzw. der angesetzten Reperfusionszeit wurde direkt mit der Intravitalmikroskopie
begonnen. Uber die Ruhe-, Ischimie- und Reperfusionszeit hinweg wurde weiterhin in
regelmiBigen Abstinden die Aspiration und Spililung des Mikrokatheters und die Befeuchtung
des M. cremaster durchgefiihrt.

2.4 Intravitalmikroskopie

Die Biihne und das auf ihr fixierte Versuchstier werden nun unter ein mit Auflicht (Zeiss HBO
100) modifiziertes Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiotech), welches mit einer CCD (charge-
coupled device) -Videokamera (Pieper FK 6990A-IQ) verbunden ist, gelagert. Dieser Aufbau
dient der Erstellung einer Videodatei iiber den an die Kamera gekoppelten Recorder (Panasonic
DMR-EX99V), welche durch Abspielen in verlangsamter Geschwindigkeit die Auswertung der
folgenden Vorgdnge ermoglicht. Bei der Umlagerung der Biihne sollte dem arteriellen

Mikrokatheter besondere Aufmerksamkeit entgegengebracht werden. Eine Dislokation zu diesem
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Zeitpunkt hitte meist einen Abbruch des Experimentes zur Folge, da eine Reinsertion des
Katheters héufig nicht mdglich ist oder aber, falls erfolgreich durchgefiihrt mit groBerem
Blutverlust und einer Verfilschung der Reperfusionszeit verbunden wére. Die Betrachtung des
M. cremaster erfolgt mit Hilfe eines Wasserimmersionsobjektives mit einem 20fachen
VergroBBerungsfaktor (Olympus LUC Plan FLN) und einem ebenfalls an die Kamera gekoppelten
Bildschirm (Ikegami). Scharfe und Kontrast des entstehenden Bildes werden fiir eine suffiziente
Darstellung der Mikrozirkulation des M. cremaster angepasst. Nun werden zufillig flinf
postkapillare Venolen fiir die spéter folgenden Aufnahmen der Adhédrenz festgelegt. Vendse
Gefidlle sind dabei durch den zum Herzen gerichteten Blutfluss erkennbar. Der Unterscheidung
von arteriellen gegeniiber vendsen Blutgefdlen aufgrund einer arteriellen Pulsation ist eher
zuriickhaltend zu vertrauen, da durch die raumliche Néhe der Gefdfle und dem unter Spannung
gehaltenen muskulidren Gewebe der Puls auch auf das vendse System iibertragen werden kann.
Es folgen die Injektionen der Fluoreszenz-gekoppelten CD117-Stammzellen. Dazu werden die in
200ul PBS gelosten Stammzellen vorsichtig geschwenkt um eine gleichméaBige Verteilung der
Zellen in der Fliissigkeit gewahrleisten zu konnen. AnschlieBend wird die Stammzellldsung mit
einer 1ml-Spritze aufgezogen, welche dann an den arteriellen Mikrokatheter gekoppelt wird.
Nun werden fiinf Aufnahmen von den fiinf ausgewihlten postkapilliren Venolen angefertigt, um
das Rolling der Stammzellen am GefdBendothel zu erfassen. Dazu wird vor jeder Aufnahme der
zu untersuchende GefiBabschnitt eingestellt und eine Injektion von etwa 0,4 x 10® Stammzellen
vorgenommen. Die Aufnahme wird zeitgleich mit der Injektion gestartet. Es muss dabei auf die
Beibehaltung einer ausreichenden Bildschirfe geachtet werden, da die Manipulation am
arteriellen Katheter zu geringfligigen aber erkennbaren Verdnderungen in der Bildebene fithren
kann. Die Aufnahmedauer muss nun fiir eine suffiziente Auswertung mindestens 60 Sekunden
betragen. Da sich initiale Verdnderungen in der Bildschirfe nicht immer verhindern lieBen,
wurde im hier durchgefiihrten Experiment die Aufnahmedauer auf 90 Sekunden verlidngert, um
einen Pufter fiir das Auswertungszeitfenster zu

schaffen.
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Abb. 5: a-e¢) Vergleichende Darstellung einer CFDA-markierten, rollenden c-kit*-Stammzelle (griiner Pfeil)
mit einer nicht mit dem Endothel interagierenden Stammzelle (roter Pfeil) in fiinfsekiindigen
Aufnahmeabstinden (Aufnahmen unter Verwendung eines 20x/0,45 Olympus LUC Plan FLN-
Wasserimmersionsobjektives und einer Pieper FK 6990A-1Q-Videokamera)

Nach Durchfithrung der fiinf das Rolling betreffenden Aufnahmezyklen werden die primér
ausgewahlten postkapilliren Venolen aufgesucht und weitere finf Aufnahme iiber jeweils 60
Sekunden durchgefiihrt, um die Menge adhérenter Stammzellen erfassen zu konnen.

Wihrend sdmtlicher Aufnahmen ist ein besonderes Augenmerk auf die Narkose des
Versuchstieres zu legen. Eine nachlassende Narkosetiefe fiihrt zu Tachykardie sowie Hypertonie.
Abgesehen vom dem zu vermeidenden erhéhten Stresslevel fiir das Versuchstier fiihrt der
beschleunigte und hértere Pulsschlag durch die Erschiitterungen des M.cremaster zu massiv
verschlechterten Aufnahmebedingungen.

Nach Abschluss der Aufnahmen wurde der M.cremaster mit einer Schere vom Versuchstier
getrennt, in einem 1,5ml Mikrotube gelagert und mit fliissigem Stickstoff eingefroren. Die
Lagerung des Muskels bis zur immunhistochemischen Untersuchung erfolgte bei -80°C.

Nach Abschluss des Experimentes erfolgte die Totung des Versuchstieres durch zervikale

Dislokation.

2.5 Digitale Auswertung

Die digitale Auswertung der angefertigten Aufnahmen erfolgte mit einem Wiedergabegeréit

(Panasonic LQ-MD800), welches eine reduzierte Abspielgeschwindigkeit der Videodateien
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ermdglicht und der Software Caplmage 8.5. Die verlangsamte Wiedergabe ermoglichte das
Erkennen aller einen bestimmten GefdBabschnitt passierenden Stammzellen und erleichterte die
Unterscheidung zwischen Stammzellen und ebenfalls zirkulierenden Leukozyten. Die
verwendete Caplmage-Software bot die Mdglichkeit zur Erfassung diverser hamodynamischer
Parameter wie Blutflussgeschwindigkeit (in mm/s), Lange des betrachteten GefidBBabschnittes (in
um) und GefaBBdurchmesser des betrachteten GeféBBabschnittes (in pm).

Zur Vergleichbarkeit der Mengen der Stammzellen bei denen Rolling auftrat, wurde das
Verhéltnis zwischen den in 60 Sekunden Beobachtungszeit gezdhlten Stammzellen mit Rolling-
Phinomen zu allen in den selben 60 Sekunden den selben GefdBabschnitt passierenden
Stammzellen gebildet. Rolling wurde dabei als eine im Vergleich zur restlichen Zellpopulation
um mindestens 50% verminderte Bewegungsgeschwindigkeit und das Auftreten von typischen
Bewegungsmustern, welche wiederholtes kurzes Hingenbleiben an der Gefdlwand mit
folgender Loslosung beinhaltet, definiert. Sich kiirzeste Zeit an die GefdBwand anheftende
Stammzellen, welche sich anschlieBend wieder mit hoherer Geschwindigkeit fortbewegten,
wurden nicht als rollend gezéhlt. Die Angabe der rollenden Stammzellen erfolgte in Prozent der
Gesamtmenge der passierenden Stammzellen.

Die Angabe der adhdrenten Stammzellen erfolgte in Verhéltnis zur ausgemessenen Oberfléche
der untersuchten GefdBabschnitte. Als adhédrent galt eine Stammzelle, wenn 30 Sekunden
keinerlei Zellbewegung bei gleichzeitig vorhandenem Blutfluss erkennbar war. Der

Beobachtungszeitraum der Venolen betrug jeweils 60 Sekunden.

2.6 Auswertung und Statistik

Die digitale Auswertung von Rolling und Adhésion erfolgte durch den Untersucher in Hinblick
auf die Zugehorigkeit der Versuchstiere zu den jeweiligen Versuchsgruppen unverblindet.

Alle Ergebnisse wurden unter Anwendung des Shapiro-Wilk-Testes auf Normalverteilung
getestet. Weiterhin wurden fiir die Zielvariablen Rolling und Adhédsion jeweils eine univariate
Varianzanalyse (ANOVA) mit der Kruskal-Wallis-Varianzanalyse gefolgt von der ,,All Pairwise
Multiple Comparison Procedure* nach der Methode von Dunn fiir nicht verbundene Stichproben,
durchgefiihrt.

Fiir alle Versuchsgruppen wurden die Ergebnisse mit Mittelwert, Standardabweichung, Median
und Interquartil-Abstdnden (25%-75%) angegeben.

Fiir die statistische Auswertung und Darstellung wurde das Programm SigmaPlot 11 verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung eines in vivo-Modells zur Analyse Ischimie-Reperfusions-Prozess-
bedingter Verianderungen am Musculus cremaster

Teilzielstellung dieser Arbeit war die Etablierung eines in-vivo-Modells zur Analyse Ischédmie-
Reperfusions-bedingter Verdnderungen des Migrationsverhaltens von c-kit"-Stammzellen. Zu
diesem Zweck gelang die Modifikation des von Donndorf et al. beschriebenen Leitfadens zur
intravitalmikroskopischen Beobachtungen der Mikrozirkulation des murinen M. cremaster zur
Analyse peripherer Stammzellmigration [68]. Die Verwendung der neurochirurgischen Aesculap
FT 250T-Klemme ermoglichte eine reproduzierbare und kontrollierbare Ischimie des M.
cremaster. Die Entfernung der Klemme erlaubt eine spontane Reperfusion des Muskelgewebes.
Die durch die einfache Mechanik bedingte Kontrollierbarkeit dieses Verfahrens ermoglichte ein
Versuchsdesign mit mehreren, sich in exakt determinierter Ischimie- und Reperfusionszeit

unterscheidenden Versuchsgruppen.

3.2 Gruppengrofie / Ausschlusskriterien

Kriterium fiir den Ausschluss einer Aufnahme war ein Erliegen des systemischen oder des im
Beobachtungsgebiet lokalisierten Blutflusses wihrend des Beobachtungszeitraumes. Ein
Versterben des Versuchstieres wéhrend eines Aufnahmezyklus fiihrte jedoch nicht zum
Ausschluss bereits am selben Tier abgeschlossener Aufnahmen. Ebenso wenig war eine lokale

Durchblutungsstérung ein Ausschlusskriterium, wenn sich im selben M. cremaster noch ein
Gebiet mit reguldrer Zirkulation auffinden lieB. Es ergaben sich folgende Gruppengréfien zur

Auswertung wobei n der Anzahl der auswertbaren Aufnahmen entspricht:
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Beobachtung des Rolling
1.) Kontrollgruppe

2.) Versuchsgruppe 1

3.) Versuchsgruppe 2

1.) Kontrollgruppe
2.) Versuchsgruppe 1
3.) Versuchsgruppe 2

Ischdmie/Reperfusion 00/00min
Ischdmie/Reperfusion 15/15min
Ischdmie/Reperfusion 30/15min

Beobachtung der Adhiision

Ischdmie/Reperfusion 00/00min
Ischdmie/Reperfusion 15/15min
Ischdmie/Reperfusion 30/15min

n=36
n=39
n=30

n=36
n=39
n=30

Tab. 1: Gruppengréfien nach Ausschluss nicht geeigneter Aufnahmen

3.3 Blutflussgeschwindigkeit

Gruppengrofle

Mittelwert (in mm/s)

Standardabweichung (in
mm/s)

Range (in mm/s)
Maximum (in mm/s)
Minimum (in mm/s)
Median (in mm/s)

Q 25% (in mm/s)

Q 75% (in mm/s)

Kontrollgruppe IR 15-15
36 39

0,630 0,576
0,522 0,483
2,155 2,597
2,251 2,734
0,096 0,137
0,422 0,435
0,243 0,274
1,047 0,715

IR 30-15

30
0,733

0,527

2,327
2,518
0,191
0,581

0,332
0,900

Tab. 2: Deskriptive Statistik der

Blutflussgeschwindigkeiten
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Abb. 6: Vergleich der, durch IVM beobachteten, Blutflussgeschwindigkeiten in den postkapilliren Venolen

Nach Ausschluss der Venolen in denen keine Zirkulation mehr vorhanden war, tiberpriiften wir
die Blutflussgeschwindigkeit in den verbleibenden Gefdllen der Gruppen unter Verwendung des
Shapiro-Wilk-Testes auf Normalverteilung, welche nicht vorlag (P<0,05). Aufgrund der
fehlenden Normalverteilung schloss sich eine univariate Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis an.
Diese ergab mit einem H-Wert von 3,121 bei zwei Freiheitsgeraden eine Bestitigung der
Nullhypothese nach der kein die Blutflussgeschwindigkeit betreffender, signifikanter
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen besteht (P=0,210).
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3.4 Rolling der c-kit"-Stammzellen

Kontrollgruppe IR 15-15 IR 30-15

Gruppengrofle 36 39 30

Mittelwert 17,298 32,175 34,125
Standardabweichung 3,952 10,843 11,355
Range 14,821 42,333 44,156
Maximum 23,81 58,333 63,636
Minimum 8,989 16,000 19,481
Median 17,270 29,268 33,150
Q 25% 14,528 23,683 24,138
Q 75% 20,256 39,380 40,000

Tab. 3: Deskriptive Statistik des beobachteten Rolling von c-kit*-Stammzellen

-
=

G0

T

30

20
T * *

Rolling c-kit+-Stammzellen (in % aller

die VMenuole passierenden c-kit+-Stammzellen)

o=

Eontrollgruppe IR 15-15 IR 30-13

Abb. 7: Vergleich des, durch IVM beobachteten, Anteils der Rolling zeigenden c-kit*-

Knochenmarkstammzellen in den postkapilliiren Venolen
(* bezeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe)
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In allen Versuchsgruppen lieB sich das Phinomen des Rolling der fluoreszenzmarkierten c-kit"'-
Stammzellen in jeder der willkiirlich gewahlten postkapilldren Venolen beobachten. In beiden
IR-Versuchsgruppen zeigt sich eine deutliche Zunahme des Mittelwertes der Rolling-c-kit'-
Stammzellfraktion (IR 15-15: 32,175+10,843; IR 30-15: 34,125+11,355) um mehr als 85% im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (17,298+3,952). Der zur Uberpriifung einer Normalverteilung
angewandte Shapiro-Wilk-Test ergab eine fehlende Normalverteilung der Ergebnisse (P<0,05).

Die anschlieBend durchgefiihrte univariate Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis erlaubte mit
einem H-Wert von 55,954 bei zwei Freiheitsgeraden ein Verwerfen der Nullhypothese und damit
die Aussage iiber einen durch die Einflussvariable Ischdmiedauer hervorgerufenen
hochsignifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Um zu spezifizieren zwischen
welchen Versuchsgruppen sich diese Unterschiede zeigten wandten wir die ,,All Pairwise
Multiple Comparison Procedure nach der Methode von Dunn fiir nicht verbundene Stichproben

an.

»All Pairwise Multiple Comparison Procedure® nach der Methode von Dunn
Vergleichspaarung | Rangdifferenz Q P<0,05
IR 30-15 vs. Control {49,317 6,551 Ja

IR 30-15 vs. IR 15-15 [4,688 0,634 Nein

IR 15-15 vs. Control 44,628 6,340 Ja

Tab. 4: Ergebnisse der ,,All Pairwise Multiple Comparison Procedure“ das Rolling von c-kit"*-Stammzellen
betreffend

Dunns Methode zeigte einen signifikanten Unterschied (P<0,05) der beiden Ischdmie-
Reperfusions-Versuchsgruppen zu der Kontrollgruppe. Zwischen den 15-miniitiger und den 30-

miniitiger Ischdmie ausgesetzten Versuchstieren ergab sich hingegen keine signifikante Varianz.
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3.5 Adhirenz der c-kit'-Stammzellen

Gruppengrofie

Mittelwert in (n/mm?)

Standardabweichung
(n/mm?)

Range in (n/mm?)
Maximum in (n/mm?)
Minimum in (n/mm?)
Median in (n/mm?)

Q 25% in (n/mm?)

Q 75% in (n/mm?)

in

Kontrollgruppe

39
14,53

12,53

39,55
39,55
0,00
12,74
0,73
23,94

IR 15-15

36
32,92

32,05

150,76
150,76
0,00
23,53
11,91
38,61

IR 30-15

30
14,63

11,84

48,74
48,74
0,00
14,26
443
22,46

Tab. 5: Deskriptive Statistik der beobachteten Adhision von c-kit*-Stammzellen
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Abb. 8: Vergleich der, durch IVM beobachteten, adhiirenten c-kit'-Knochenmarkstammzellen pro mm?

Gefiflwandoberfliche der postkapilliren Venolen

(* bezeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe)

Bei der Betrachtung der die Adhérenz der c-kit'-Stammzellen betreffenden Ergebnisse fallen
zundchst die postkapilliren Venolen auf, bei deren Beobachtung keine adhdrenten Zellen
aufgezeichnet wurden. In der Kontrollgruppe betrifft dies 25,64% aller beobachteten Venolen, in
der IR 15-15-Versuchsgruppe 8,33% und in der IR 30-15-Versuchsgruppe 16,67%. Der Vergleich
der Mittelwerte der adhdrenten Stammzellen pro Oberfliche der GefdBwand zeigt in der IR 15-
15-Versuchsgruppe (32,92+32,05) eine deutliche Zunahme der Adhédrenz um 126,57% gegeniiber
der Kontrollgruppe (14,53+£12,53). In der IR 30-15-Versuchgruppe (14,63+11,84) zeigt sich
hingegen wieder eine Abnahme der Adhdrenz. Der Mittelwert der adhdrenten Stammzellen liegt
hier 0,68% tiber dem der Kontrollgruppe. Die Betrachtung der Mediane zeigt eine dhnliche
Tendenz mit einer 84,69-prozentigen Zunahme in der IR 15-15-Versuchsgruppe (23,53) und
einer 11,93-prozentigen Zunahme in der IR 30-15- Versuchsgruppe (14,26) gegeniiber der
Kontrollgruppe (12,74).
Der Shapiro-Wilk-Test ergab auch fiir die Adhédrenz der c-kit'-Stammzellen eine fehlende
Normalverteilung (P<0,05). Es schloss sich erneut eine univariate Varianzanalyse nach Kruskal-
Wallis an, welche mit einem H-Wert von 11,111 bei zwei Freiheitsgeraden erneut erlaubte, die

Nullhypothese zu verwerfen. Es ergab sich ein auf die Ischdmiedauer zuriickfithrbarer sehr
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signifikanter Unterschied (P=0,004) zwischen den Versuchsgruppen. Zur Identifizierung der sich

unterscheidenden Gruppen wandten wir erneut die ,,All Pairwise Multiple Comparison

Procedure* nach der Methode von Dunn fiir nicht verbundene Stichproben an.

»All Pairwise Multiple Comparison Procedure* nach der Methode von Dunn

Vergleichspaarung | Rangdifferenz Q P<0,05
Control vs. IR 30-15 0,140 0,0189 Nein
IR 15-15 vs. IR 30-15 |20,897 2,776 Ja

IR 15-15 vs. Control 20,757 2,949 Ja

Tab. 6: Ergebnisse der ,,All Pairwise Multiple Comparison Procedure® die Adhision von c-kit*-Stammzellen

betreffend

Es zeigte sich fiir die IR 15-15-Versuchsgruppe ein signifikanter Unterschied (P<0,05) sowohl zu

der Kontrollgruppe als auch zu der IR 30-15-Versuchsgruppe. Ein Vergleich zwischen der

Kontrollgruppe und der IR 30-15-Versuchsgruppe ergab keinen signifikanten Unterschied.
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4. Diskussion

4.1 Versuchstiere

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Grundlagenforschung der Stammzelltherapie dient dem
Erkenntnisgewinn iiber verdndertes Verhalten von Stammzellen in einem, durch Ischédmie
verdnderten, vaskuldren System. Kardiovaskuldre Ischdmie stellt eine jener Pathologien dar, fiir
deren Behandlung ein Benefit durch Stammzelltherapie erhofft wird. Aufgrund der noch nicht
vollstindig erschlossenen, durch die Ischdmie ausgelosten Verdnderungen im nachgeschalteten
Gefdflsystem wie z.B. Schiddigung der Endothelzellen, verdnderte Rezeptorexpression oder
veranderte Himodynamik sind ausschlief8lich tierexperimentelle Untersuchungen geeignet, eine
unverfalschte Versuchsumgebung zu bieten, da es derzeit nicht moglich ist, die komplexen
Alterationen durch kiinstlich geschaffene Systeme wie Zellkulturen oder Computermodelle
vollstdndig zu simulieren.

Kleintiermodelle mit Miusen und Ratten sind ebenso wie die Verwendung von Grofitieren wie
Schweinen und Hunden im Rahmen der Stammzellforschung fest etabliert. Aufgrund der kosten-
und platzgiinstigen Haltung und des schnellen Vermehrungszyklus von Méusen wurde fiir diese
Arbeit ein Kleintiermodell bevorzugt. Im Gegensatz zu Ratten ist es bei Miusen moglich,
zahlreiche genetische Varianten zu ziichten. Auch wenn in dieser Arbeit ausschlieSlich WT-
C57BL/6J-Tiere verwendet wurden, so ist eine Fortfithrung der Versuche mit knockout-Maiusen
durchaus denkbar. Weiterhin sind bereits erprobte Antikdrper, wie die hier zur Isolation der c-
kit*-Stammzelllinie aus dem Spenderknochenmark verwendeten, kommerziell erhéltlich.

Miuse und Menschen weisen ein in Aufbau und Funktion sehr dhnliches kardiovaskuléres
System auf. Beide Spezies besitzen ein aus Vorhéfen und Kammern bestehendes vierkammeriges
Herz. Der mittlere arterielle Blutdruck liegt bei einer anésthetisierten Maus zwischen 70mmHg
und 90mmHg. Ein Unterschied zwischen den kardiovaskuldren Systemen beider Spezies findet
sich bei der Herzfrequenz in Ruhe, welche bei einer Maus mit 500-600 Schldgen pro Minute

deutlich die bei 60-70 Schlidgen pro Minute liegenden Frequenz eines Menschen tibertrifft [69].

4.1.1 Grofie, Alter, Gewicht

Das Mindestalter der verwendeten C57BL/6J-Tiere lag bei 8 Wochen. In diesem Alter haben die
Tiere das fiir die Prdparation notwendige Minimalgewicht von 20g erreicht. Bei leichteren
Jungtieren ist von einer geringeren Korpergrofle auszugehen, welche sich negativ auf die
Erfolgsaussichten der Priparation auswirkt. Insbesondere die Katheterisierung der A. femoralis

ist aufgrund des geringeren GefaBdurchmessers erschwert. Eine Penetration der GefdBwand mit
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der Katheterspitze fiihrt in fast allen Fillen aufgrund des Blutverlustes zum Versterben des
Versuchstieres. Das Idealgewicht fiir die Praparation liegt bei 20-25g. Schwerere Tiere weisen
vermehrtes Fettgewebe in der Inguinalregion auf. Dieses muss bei der Freilegung der A.
femoralis und des M. cremaster entfernt werden, um addquate Sicht auf diese Strukturen zu

gewihrleisten.

4.1.2 Versuchsgruppen

Die Verteilung der Versuchstiere auf die Versuchsgruppen erfolgte nach dem Zufallsprinzip. Die
Intention dahinter lag in der Annahme auf diese Weise den Einfluss von ZufallsgroBen wie Alter,
Begleiterkrankungen und Erndhrungszustand begrenzen zu koénnen. Dieser Einfluss wurde
weiterhin durch die Verwendung junger Tiere, welche ein vitales Verhalten zeigten, sowie deren
Erndhrung mit standardisiertem Futter minimiert.

Ein Einfluss des Geschlechtes auf die Ergebnisse kann aufgrund des auf den M. cremaster
angewiesenen und damit auf eine rein mannliche Versuchspopulation begrenzten Designs des

Experimentes ausgeschlossen werden.

4.1.3 Spendertiere

Auch bei den Spendertieren wurden ausschlie8lich vitale ménnliche Jungtiere verwendet. Die fiir
die Entnahme des tibialen und femoralen Knochenmarks genutzten C57BL/6J-Tiere waren
ebenfalls mindestens 8 Wochen alt. Anforderungen das Korpergewicht betreffend lagen an die
Spendertiere nicht vor. Thre Unterbringung und Erndhrung war mit denen der Versuchstiere
identisch. Die Kombination ménnlicher Spender mit ménnlichen Empféangertieren stellt, nach
einer die Behandlung der chronisch myeloischen Leukdmie mit allogenen Stammzellen
untersuchende Studie, beziiglich Migration und Uberleben der eingesetzten Stammzellen sowie
dem Auftreten von Graft-versus-Host-Reaktionen die bevorzugte Variante gegeniiber der
Verwendung Spender-Empfinger-Paarungen mit unterschiedlichem Geschlecht dar [70].
Aufgrund fehlender Darstellungen von Nachteilen dieser Kombination in der aktuellen Literatur
wurden trotz des sich deutlich unterscheidenden Anwendungsgebietes in der hier vorliegenden

Arbeit ebenfalls ménnliche Spendertiere gewéhlt.

4.2 Aufbau des Experimentes

4.2.1 Stammzellisolation

Mit der Magnetic Cell Separation steht ein bewihrtes Verfahren zur Extraktion von bestimmten

Zellfraktionen aus dem Knochenmark der Spendertiere zur Verfiigung. Die Bindung
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superparamagnetischer Mikropartikel an Antikérper ermoglicht die Markierung von Zellen
anhand von fiir die jeweilige Zelllinie spezifischer Oberflachenproteine innerhalb einer
heterogenen Zellsuspension. Diese Suspension kann anschlieBend durch ein ferromagnetisches
System mit hohen Magnetfeldgradienten geleitet werden. Ausschlielich die markierten Zellen
werden durch die Ferromagneten zuriickgehalten. Eine anschlieBende Auswaschung der Zellen
kann problemlos nach Entfernung des Ferromagneten erfolgen. Eine Interferenz zwischen
superparamagnetischer Markierung und Fluoreszenzfirbung konnte bisher nicht beobachtet
werden. Ebenso wenig liegt eine Beeinflussung der Lichtbrechung und fluoreszierender
Eigenschaften durch die Mikropartikel vor. Auch scheint die Zellvitalitit durch Markierungs-
und Trennverfahren nicht negativ beeinflusst zu werden [71].

Daher erscheint diese Isolationsmethode fiir die Anwendung im Rahmen eines
intravitalmikroskopischen Experimentes, welches auf funktionierende Zellinteraktionen und eine

gute Detektierbarkeit durch Fluoreszenzmarkierung angewiesen ist, gut geeignet zu sein.

4.2.2 Anisthesie

Die initiale Anésthesie der Versuchstiere erfolgte mit in physiologischer Kochsalzlosung
gelostem 75mg/kg Ketamin und 2,5mg/kg Xylazin 1.p. Die Kombination dieser beiden
Anisthetika ist bei der Andsthesie von Labormiusen weit verbreitet. Ein Einfluss auf die
Migration von Stammzellen wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben, was diese Art der
Andsthesie fiir das hier durchgefiihrte Experiment besonders geeignet erscheinen lésst.

Bei Bedarf wurde die fiir die Priparation erforderliche Tiefe der Narkose mit einer weiteren 1.p.
Injektion von 10% der initialen Ketamindosis aufrechterhalten. Als Symptom einer
nachlassenden Narkosetiefe galten dabei eine Erhohung der Puls- und Atemfrequenz sowie eine
Riickkehr des Riickziehreflexes der rechten Hinterpfote auf einen taktilen Reiz. Die linke
Hinterpfote war fiir diesen Test aufgrund der wiahrend der Praparation gesetzten Nervenldsionen
ungeeignet. Die Dosis der Nachinjektion lag damit deutlich unter der von Jaber et al.
empfohlenen Menge. In der 2014 publizierten Studie postulierten sie zur Minimierung der
perioperativen Mortalitdt sowie der bestmoglichen Verlingerung des Operationszeitraumes die
Nachinjektion von 50% der initialen Ketamindosis oder 25% der initialen Ketamin/Xylazin-
Dosis direkt bei Wiederauftreten des Riickziehreflexes [72]. Jedoch wurde bei den im Reference
and Translation Centre for Cardiac Stem Cell Therapy Rostock durchgefiihrten Versuchen die
auch in dieser Arbeit verwendete Dosierung als ausreichend fiir eine 30- bis 60-miniitige
Verldngerung der Anésthesiedauer befunden [68], wihrend eine dariiber hinaus gehende Menge

zu einem Versterben der Tiere aufgrund einer zu starken vegetativen Dampfung fiihrte.
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4.2.3 Priparation

Die Préparation des M. cremaster mit Er6ffnung und Aufspannen des Muskelsackes wurde zuerst
1973 von Baez et al. an Ratten durchgefiihrt. Die geringe Dicke des Gewebes erlaubte eine in
toto Durchleuchtung und damit die Darstellung des vollstindigen arteriellen und vendsen
Gefdlsystems des M. cremaster bis zu den terminalen Aufzweigungen [73]. Bereits frither
wurden Préparationen eines geschlossenen M. cremaster fiir die Intravitalmikroskopie
durchgefiihrt [74], welche jedoch durch den gebogenen Verlauf des Muskels und den Verlauf der
Gefdlle in unterschiedlichen Ebenen des Gewebes zu Schwierigkeiten mit der Einstellung einer
scharfen Bildebene fiihrten [75]. Baez et al. postulierten weiterhin, dass durch eine Zugkraft von
<1,77N zum Aufspannen des Muskelsackes keinerlei Verdnderungen in Durchmesser oder
Reaktivitit der prakapilldren Gefdl3e oder im kapilldren Blutfluss im Vergleich zum ungedffneten
M. cremaster hervorrufe [73].

Die fiir Ratten entwickelte Priparationsmethode konnte erfolgreich auf Hamster und Maiuse
iibertragen werden [76]. Wihrend der M. cremaster von Ratten und Hamstern sich zum Studium
der Physiologie der Mikrozirkulation eignet, ist er besonders bei Méusen zur Beobachtung
zelluldrer, die mikrovaskuldre Funktion regulierender Signalwege und der Erstellung von
Echtzeitaufnahmen interzellulirer Kommunikation geeignet [77]. Nachdem der Fokus der
meisten vorangegangenen, diese Préparation des M. cremaster nutzenden Publikationen auf der
Interaktion von Leukozyten mit der GefdBwand lag, veroffentlichte unsere Arbeitsgruppe eine
Reihe von Arbeiten, welche dieses Model zur Beobachtung der Wechselwirkungen zwischen
Stammzellen und Gefdllendothel etablierten, wobei diverse Stammzellsubpopulationen wie
humane CD-133"-Knochenmarkstammzellen [67], murine mesenchymale Stammzellen [78]
oder, wie in der hier vorliegenden Arbeit, murine c-kit"-Knochenmarkstammzellen [36, 38]
verwendet wurden.

Die Besonderheit der hier genutzten Priparationsmethodik besteht in der arteriellen Applikation
der Stammzellen in die A. femoralis via Mikrokatheter. Diese bietet im Gegensatz zur vendsen
Injektion den Vorteil einer direkteren Route der applizierten Stammzellen in das Zielgewebe
ohne einen Zellverlust in vorgeschalteten Organkreisldufen. Gleichzeitig besteht in der Insertion
des Mikrokatheters jedoch auch ein kritisch zu betrachtender Teil der Prédparation. Die
Thrombogenitit arterieller Katheter steht seit den 1970er Jahren im Fokus der Forschung [79].
Im Laufe der Jahre wurden verschiedene Verfahren, wie systemische Heparinisierung, eine
Heparinbeschichtung der Katheter und die Herstellung neuer Kathetermaterialien entwickelt, um
diese Thrombogenitit zu reduzieren. Um jedoch die Ergebnisse unserer Untersuchung nicht zu
verfilschen, wurde fiir diese Arbeit auf diese Methoden verzichtet. Stattdessen erfolgte eine
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regelméfige Aspiration und Spiilung des Mikrokatheters mit physiologischer NaCl-Losung um
die Stase des Blutflusses zu unterbrechen und damit der Thrombusbildung entgegenzuwirken.
Trotz dieses Verfahrens kam es wiederholt zu einer Obstruktion des Katheters. Ein Austausch des
Katheters ist mit groBeren Blutverlusten verbunden und reduziert iiber die Dauer des
Experimentes die Uberlebenswahrscheinlichkeit des Versuchstieres. Aufgrund der bisherigen
Erfahrungen der hiesigen Arbeitsgruppe lisst sich generell eine Ausfallquote von 20-30% der
Versuchstiere, entweder aufgrund intraoperativen Versterbens oder Stagnation der
Mikrozirkulation des M. cremaster, erwarten. Da sich in den Experimenten unserer
Arbeitsgruppe keine Obduktion der Versuchstiere anschloss, lassen sich keine exakten Ursachen
dieser Ereignisse benennen. Jedoch stellt eine auf versprengtes thrombotisches Material
zuriickzufiihrende Genese eine denkbare Erkliarung dar. Um die Anzahl solcher Ereignisse in
zukiinftigen Experimenten, beispielsweise fiir eine weitere Spezifizierung der durch Ischidmie
und Reperfusion hervorgerufene Modulation der Stammzellmigration, welche vermutlich eine
verldngerte Ischdmie- und Reperfusionszeiten erfordern wiirde, zu reduzieren, wéire die
Anwendung einer der vorhandenen antithrombogenen Methoden moglich. Der Grundgedanke
hinter der hier vorliegenden Grundlagenforschung liegt in einer verbesserten Durchfiihrung der
kardialen Stammzelltherapie. Daher bietet eine Betrachtung der Standardmedikation der
Patienten wihrend dieser Therapie eine Mdglichkeit zur Modifikation des Experimentes. So
gehort bei CABG aufgrund des Einsatzes einer Herz-Lungen-Maschine die Heparinisierung der
Patienten zum Standardvorgehen. Es ldsst sich argumentieren, dass mit dem Einsatz einer
systemischen Heparinisierung der Versuchstiere eine Beeinflussung der Ergebnisse zwar nicht
ausgeschlossen werden kann, jedoch im letztlichen Anwendungsgebiet eine hochgradig dhnliche
Beeinflussung besteht.

Als weiteren zu einer moglichen Verfilschung der Versuchsresultate filhrenden Punkt muss das
durch die Préparation selbst hervorgerufene Trauma des M. cremaster genannt werden. Die
Eroffnung des Muskelsackes sowie die Manipulation des umliegenden Weichteilgewebes fiihrt
zu Veranderungen des Blutflusses [80] und einer gesteigerten Leukozytenaktivierung. Ein
Einfluss auf die Migration der Knochenmarkstammzellen ist ebenfalls nicht auszuschlieen.
Durch eine regelméflige Befeuchtung des Gewebes sowie eine postoperative Ruheperiode
konnen diese Effekte reduziert werden [81]. Weiterhin sind eine ausreichende Anzahl an
Ubungspriparationen zum Erlernen der sicheren Durchfiihrung der Priparation vor Beginn des
tatsdchlichen Versuches und ein moglichst atraumatisches intraoperatives Vorgehen zur
Schonung des Gewebes und damit zur Minimierung dieser Alterationen zwingend erforderlich.

Trotz Beachtung dieser Punkte wurde eine, wahrscheinlich durch unterschiedlich starke
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Aktivierung des Gewebes hervorgerufene, leichte Abweichung zwischen Ergebnissen
verschiedener Operateure beobachtet [68]. Daher sollten, wie auch im Rahmen dieser Arbeit
erfolgt, sidmtliche Prdparationen eines Experimentes durch einen einzigen Operateur

durchgefiihrt werden.

4.2.4 Ischamie und Reperfusion

Zur kontrollierten, zeitlich begrenzten Schaffung eines ischdmischen Milieus im M. cremaster
wurde der Blutfluss in den Rr. scrotales der A. pudenda interna und der V. scrotalis posterior mit
einer neurochirurgischen Aesculap FT 250T-Klemme unterbrochen. Die urspriinglich fiir das
Clipping von Aneurysmen entwickelte Klemme schliet mit einer Kraft von 0,88N. Die Lénge
der "Blades" von 9mm erlaubt ein Abklemmen der gesamten korpernahen Basis des M.
cremaster und verhindert damit sicher die Sauerstoffversorgung iiber die Hauptversorgungsbahn
und eventuell vorhandene Kollateralkreislaufe. Obwohl bei der Aneurysmaversorgung mit
neurochirurgische Klemmen ein Auftreten von segmentalen GefdBwandnekrosen beschrieben
wurde [82], erscheint die Anwendung aufgrund der stark begrenzten Anwendungszeit und der
einfachen Entfernung der Klemme nach Ablauf dieser geplanten Ischimiezeit empfehlenswert.

Als problematisch ist das vollstindige Erliegen des Blutflusses im Muskelgewebe zu betrachten.
Als Teil der Virchow-Trias handelt es sich um einen prothrombotischen Vorgang. Da sich jedoch
keine kontrollierte Ischimie ohne Unterbrechung des Blutflusses induzieren lédsst, ist dieser

Faktor derzeit nicht zu vermeiden.

4.2.5 Intravitalmikroskopie

Bei der Betrachtung der Mikrozirkulation in vivo via Intravitalmikroskopie handelt es sich um
ein etabliertes Konzept. Die erste gesicherte Anwendung der Intravitalmikroskopie durch Julius
Cohnheim fand bereits im 19. Jahrhundert statt. Diese diente der Beobachtung von
Leukozytenmigration in traumatisiertem Gewebe. Cohnheim verwendete dabei ein
Lichtmikroskop und die Zunge und das Mesenterium von Froschen [83].

Seit dieser Zeit konnte die Technik der Intravitalmikroskopie fiir diverse Spezies und Gewebe,
wie z.B. die Ohren von Kaninchen [84], Wangentaschen von Hamstern [85], die Fliigel der
Fledermaus [86] oder Leber [87], Mesenterium [88] und Cremastermuskulatur [74] von Mausen
und Ratten, iibertragen und weiterentwickelt werden. Die Optimierung der Gewebepréiparation
erlaubt dabei den visuellen Zugang zu vorher nicht einsehbaren Geweben bei gleichzeitiger
Minimierung der perioperativ zugefiigten Traumata.

Weiterhin stehen mit der Entwicklung von molekularen, mikroskopisch detektierbaren Sonden
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wie z.B. antikorpergekoppelten fluoreszierenden Farbstoffen, sowie der Moglichkeit zur
digitalen Aufzeichnung der mikroskopisch beobachteten Vorgdnge und Software zur
computergestiitzten Analyse dieser Aufzeichnungen [68] die Mittel fiir eine standardisierte und
an die fiir die jeweilige Studie relevante Zielstruktur anpassbare Durchfiihrung der
Intravitalmikroskopie zur Verfiigung.

Die Intravitalmikroskopie stellt damit eine praktikable Methode zur Beobachtung von

pathologischen und physiologischen Vorgéngen auf mikrovaskulédrer Ebene in vivo dar.

4.2.6 Digitale Auswertung

Bei dem hier vorliegenden Experiment handelt es sich um eine prospektive, randomisierte,
kontrollierte, "nicht-verblindete" Studie. Dabei stellt die "nicht-verblindete" Auswertung der
erhobenen Daten einen potentiellen systematischen Fehler dar. Fiir zukiinftige Experimente
empfiehlt es sich daher das Studiendesign entsprechend zu modifizieren. Da eine Verblindung
zum Zeitpunkt der Préparation und der Aufnahmen fiir den Operateur nicht mdglich ist, verbleibt

die Ubernahme der Auswertung bei einem weiteren Mitglied der jeweiligen Arbeitsgruppe.

Mit der Caplmage-Software steht ein Werkzeug zur Verfiigung, welches eine differenzierte
Auswertung der erstellten Aufnahmen erlaubt. Sowohl die Erfassung hdmodynamischer
Parameter wie Blutflussgeschwindigkeit und Scherspannung an den Gefdwinden als auch
statischer Groflen wie GefaBdurchmesser oder -oberfliche zur Beurteilung der Mikrozirkulation
sind moglich. Die Verringerung der Abspielgeschwindigkeiten auf einen Bruchteil des
urspriinglichen Aufnahmetempos ermdglicht die Beurteilung intravasaler Vorginge, wie
beispielsweise die Zdhlung aller fluoreszenzmakierter Zellen, die ein Gefd3 passieren, mit dem
menschlichen Auge. Ein weiterer Vorteil liegt in der Adaptierbarkeit von Bildschirfe und

Kontrast, womit sich die Qualitéit der angefertigten Auftnahmen verbessern lésst.

4.2.7 Etablierung eines in vivo-Modells zur Analyse Ischimie-Reperfusions-Prozess-
bedingter Verinderungen am Musculus cremaster

Durch die Verwendung der bereits ausgiebig beziiglich Reproduzierbarkeit getesteten Anleitung
zur Priparation eines murinen M. cremaster und der anschliefenden intravitalmikroskopischen
Analyse von Stammzellmigration in dessen Mikrozirkulation bedurfte es, um den Anforderungen
der hier vorliegenden Studie zu entsprechen, einzig einer Modifikation zum kontrollierten
Auslosen einer Ischdmie im M. cremaster. Dies liel sich durch die externe mechanische

Obstruktion des Blutflusses durch eine Aesculap FT 250T-Klemme realisieren. Die Reversibilitét
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der Obstruktion ermdglicht die zeitlich abgestimmte Reperfusion. Gleichzeitig erfordert diese
Methodik keine zusitzlichen invasiven Eingriffe in das Gefdflsystem des Versuchstieres wie sie
beispielsweise die Insertion eines Ballonkatheters bendtigen wiirde. Dies minimiert die
Wahrscheinlichkeit zusétzlicher priparationsbedingter, im M. cremaster lokalisierter oder
systemischer Effekte, welche als systematischer Fehler im Versuchsaufbau zu betrachten wéren.
Da somit die einzige Verdnderung des hier durchgefiihrten Experimentes im Vergleich zum
etablierten Modell von Donndorf et al. in der gewlinschten Ergdnzung einer steuerbaren
ischamischen Phase im M. cremaster besteht, ist das Versuchsdesign zur in vivo-Analyse des
Einflusses eines lokalen, durch einen Ischdmie-Reperfusion-Prozess hervorgerufenen Schadens

auf das Homing von c-kit"-Knochenmarkstammzellen als geeignet zu betrachten.

4.3 Resultate

Das Homing von Knochenmarkstammzellen in traumatisierten Geweben ist fester Bestandteil
der derzeitigen Theorie der stammzellbasierten Gewebe- und Organregeneration. Dieses Homing
lasst sich in mehrere Schritte unterteilen. Die liber das Blut durch das Kapillarsystem des
geschidigten Gewebes zirkulierenden Stammzellen interagieren mit den Endothelien der
GefdBwiande. Diese Interaktion wird mikroskopisch als Rolling und feste Adhésion der Zellen an
der GefdaBwand sichtbar. AnschlieBend kommt es zur transendothelialen Migration und letztlich
zur Ansiedlung im Zielgewebe durch Fixierung in speziellen extravaskulidren Nischen [89]. Die
Beobachtung eines quantitativ verdnderten Auftretens von Rolling und fester Adhédsion der c-
kit"-Knochenmarkstammzellen unter Applikation verschiedener Einflussfaktoren erlaubt eine

Beurteilung der migrationsmodulierenden Wirkung dieser Faktoren.

4.3.1 Blutflussgeschwindigkeit

Ein Vergleich der Blutflussgeschwindigkeit der Versuchsgruppen erlaubt Riickschliisse iiber die
Mikrozirkulation innerhalb des M. cremaster. Eine stabile Mikrozirkulation ist zwingend
erforderlich um den transplantierten Stammzellen einen Kontakt zu den GefdBendothelien zu
ermoglichen.

In den hier durchgefiihrten Experimenten lie8 sich beziiglich der Blutflussgeschwindigkeiten
kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den beiden Versuchsgruppen
erkennen. Dies fundiert die Vergleichbarkeit der Gruppen beziiglich des Rolling und der
Adhésion der c-kit-Knochenmarkstammzellen, da eine Verinderung des Blutstroms als
zusitzliche Einflussgrofle ausgeschlossen werden kann. Jedoch stellten wir in der I/R-30/15

Versuchsgruppe haufiger einen vollstindigen Zusammenbruch der Mikrozirkulation fest, welcher

50



zu einem Ausschluss der Aufnahmen aus der Auswertung der Ergebnisse flihrte. Eine mogliche
Erklirung dieses Zusammenbruchs durch mikrothrombotische Prozesse wurde bereits
dargestellt. Eine genaue Abklarung scheint vor einer Durchfiihrung von Experimenten mit

langerer Beobachtungsdauer empfehlenswert.

4.3.2 Rolling der c-kit"-Knochenmarksstammzelle

Die Beobachtung des bei der Migration in den extravasalen Raum initialen Schrittes
darstellenden Rollens der Stammzellen am GefdBBendothel zeigte einen deutlichen Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und den Interventionsgruppen. Bei den Tieren beider
Interventionsgruppen lie} sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine deutliche Zunahme des
Anteils rollender Stammzellen verzeichnen. Diese zeigte sich sowohl an den errechneten
Mittelwerten als auch an den in Versuchsgruppen beobachteten Extremwerten. Zwischen beiden
Interventionsgruppen war hingegen kein signifikanter Unterschied feststellbar. Diese Ergebnisse
unterstiitzen die These der ischdmieinduzierten Expression migrationsfordernder Faktoren. Zur
genaueren Spezifizierung dieser Faktoren ist die Durchfiihrung einer RNA-Sequenzierung an
den tiefgefrorenen Mm. cremaster geplant. Dieser Vorgang ist jedoch nicht Teil der hier
vorliegenden Arbeit. Als weiterer Einflussfaktor ist die Verldngerung der Zeit zwischen der
Praparation und den intravitalmikroskopischen Aufnahmen zu erwidhnen. In den beiden
Interventionsgruppen nimmt diese jeweils um die Dauer der angesetzten Ischimie zu. Trotz
moglichst schonender Behandlung und regelméfiger Befeuchtung des M. cremaster kann ein
umgebungsinduziertes zusdtzliches Trauma des préparierten Muskels, welches wiederum
Einfluss auf die Stammzellmigration haben konnte, nicht ausgeschlossen werden. Um den
Einfluss der Ischdmiezeit noch genauer beurteilen zu konnen, empfiehlt sich eine Fortfiihrung

der Experimente mit weiteren Versuchsgruppen und einer Verldngerung der Ischdmie.

4.3.3 Adhision der c-kit"-Knochenmarksstammzelle

Dem Rolling schlief3t sich das feste Anheften der Stammzellen an dem GefdBBendothel an. Dieses
stellt den finalen Schritt dar, bevor die Stammzellen den intravasalen Raum verlassen. Bei der
Auswertung der hier vorliegenden experimentellen Arbeit zeigte sich eine deutliche Zunahme
der Anzahl der an der GefiBBwand adhirenten Stammzellen in der Interventionsgruppe mit 15
Minuten Ischdmiezeit, welche sich zur Kontrollgruppe mehr als verdoppelte. Hierbei wird ein
ausgeprigter migrationsfordernder Einfluss der Ischidmie sichtbar, wobei als Storgrofe erneut die
verldngerte Exposition des Muskelgewebes gegeniiber Umwelteinfliissen bedacht werden muss.

Im Unterschied zum Rolling, bei welchem sich zwischen 15- und 30-miniitiger Ischimiezeit

51



keine signifikanten Unterschiede zeigten, geht die beobachtete Adhdrenz in der
Interventionsgruppe mit 30-miniitiger Ischdmie nahezu auf die in der Kontrollgruppe erhobenen
Ausgangswerte zuriick. Diese Entwicklung l4sst sowohl Riickschliisse auf eine Zunahme durch
die Ischdmie freigesetzter migrationshemmender Faktoren als auch auf eine Reduktion der fiir

die bestindige Adhdsion notwendigen Rezeptoren zu.

4.3.4 Migrationsrelevante Zytokine, Rezeptoren und Liganden

Die derzeit zur Verfligung stehende Literatur verzichtet bei der Diskussion iliber die an der
Migration beteiligten Faktoren weitestgehend auf eine genaue Unterscheidung der Beeinflussung
von Stammzellrolling und fester Adhésion. Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse legen
jedoch eine Divergenz zwischen den fiir beide Teilprozesse bendtigten Zytokinen, Rezeptoren
und Liganden bzw. deren Konzentration nahe. Daher scheint eine genauere Betrachtung der
Interaktionsreihenfolge der involvierten Faktoren angebracht. Hierbei stiitzt sich diese Arbeit auf

eine grafische Darstellung in einem 2010 von Yagi et al. verdffentlichtem Review [90].

Eine zentrale Rolle fiir die Stammzellmigration in ischdmiegeschiddigtes Gewebe stellt die
Aktivierung einer proinflammatorischen Zytokinkaskade dar, welche zu erhohten TNF-a- und
IL-1 Konzentrationen fiihrt.

Sowohl TNF-a als auch IL-1 stimulieren die endotheliale Expression des Vascular Cell Adhesion
Molecule 1 (VCAM-1) [91] sowie eine erhohte Dichte der komplementiren Rezeptoren Integrin
04p1, B1 und a4P7 auf den Knochenmarkstammzellen [90]. Wihrend das Review von Yagi et al.
der Aktivierung von Integrin 04p1 und B1 eine eher auf Homing im Sinne einer Zellanndherung
zwischen Endothel und Stammzelle beschrinke Rolle zuweist [90], berichteten andere Studien
auch tiber eine Rolling und feste Adhdsion vermittelnde Funktion des auch als Very Late
Antigen-4 (VLA-4) bezeichneten Integrin a4f1 [92] bzw. eine Beteiligung von Integrin f1 an
der Ausbildung interzelluldrer Adhédsion und der Migration von Leukozyten [93] und
mesenchymaler Stammzellen [94]. Die Bindeaffinitit von VLA-4 zu den extrazelluldren
Matrixkomponenten Fibronectin und Vitronectin wird durch eine Interaktion zwischen
membrangebundenen SCF und dem c-kit-Rezeptor der Stammzellen moduliert [61]. Woldbaek et
al. konnten eine Suppression der SCF-Level in postinfartiellen Myokard nachweisen [40]. Diese
lasst sich durch eine durch Myokardinfarkt verursachte Erhohung proinflamatorischer Zytokine
wie beispielsweise TNF-a [95], welche in in vitro-Studien ebenfalls zu einer Downregulation der
SCF-Expression fiihrten [40], erkldren. Unter Annahme, dass diese dargestellten

Interaktionsschritte sich stirker auf die feste Adhdsion als auf das Rolling der c-kit"-Stammzellen
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auswirken, ergibt sich eine Erkldrung des beobachteten Phinomens der abnehmenden Menge der

festen Adhision aufweisenden Stammzellen mit verldngerter Ischdmiezeit.

Weiterhin fiihrt die erhdhte Konzentration von TNF-a und IL-1 zu einer gesteigerten Expression
von endothelialem SDF-1, wie sie durch Askari et al. nach Myokardinfarkt gezeigt werden
konnte [41]. Der Rezeptor dieses Chemokins ist CXCR4, ein normalerweise nur gering auf der
Zelloberfliche von mesenchymalen Stammzellen exprimiertes Protein [96]. Jedoch ist die
Translokation intrazellular vorliegender Speicher von CXCR4 abhingig von diversen Zytokinen
[97]. Sordi et al. konnten die Interaktion von CXCR4 mit SDF-1 in peripherem Gewebe
nachweisen [98], welche zu einer Ausbildung interzellulirer Kontakte und Rolling der
Stammzellen am GefdBBendothel fiihrt [90]. Kaminski et al. spezifizierten die Abhidngigkeit der
durch SDF-1 initiierten Adhédsion der c-kit'-Stammzellen von der endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) [38]. Die Aktivitit der eNOS und folgend die Verfiigbarkeit
von NO unterliegend weitreichenden Einfluss durch Ischidmie- und Reperfusionsprozesse. In den
ersten Minuten einer Ischdmie nimmt die NO-Konzentration zu. Mit zunehmender Dauer der
Ischdmie nimmt sowohl die Expression, als auch die Aktivitit der eNOS ab. Dies ist bedingt
durch den Einfluss diverser, in ihrer Konzentration wihrend myokardialer Ischdmie
zunehmender neurohumoraler Faktoren. Wahrend Angiotensin II die Expression der eNOS
fordert, tiberwiegt die Inhibition durch die zunehmende Gewebeazidose sowie das ansteigende
Niveau freier Radikale und von TNF-a, welches einen eNOS-mRNA destabilisierenden Effekt
hat. Ein Teil der NO-Produktion wird wéhrend der Ischimie jedoch von nicht-enzymatischen
Prozessen tlibernommen. Wéhrend der Reperfusion lassen sich dhnliche Verdnderungen
beobachten. In den ersten Sekunden der Reperfusion ldsst sich eine erneute Zunahme der eNOS-
Aktivitdt verzeichnen. Im Laufe der Reperfusion féllt die NO-Konzentration jedoch unter die fiir
Normoperfusion zu erwartenden Ausgangswerte [99]. Die zunidchst mit zunehmender
Ischdmiedauer zunehmende, dann wieder zuriick auf das Ausgangsniveau fallende Menge
adhérenter c-kit"-Stammzellen lieBe sich durch die abnehmende Verfiigbarkeit von NO mit
folgendem Wegfall der adhidsionsfordernden Wirkung von SDF-1 mit zunehmender
Ischdmiedauer erkliren.

Weiterhin konnte in bereits erwédhnter Studie von Kaminski et al. die Notwendigkeit einer
Synergie von SDF-1 und TNF-a fiir die Ausbildung einer festen Adhdsion der Stammzellen am
GefidBlendothel nachgewiesen werden [38]. Dies =zeigt eine weitere Maoglichkeit der
Wechselwirkung von  Stammzellmigration mit einer durch Ischimie verdnderten

Zytokinkomposition. Dariiber hinaus wurden eine Forderung der Zelladhédsion an Endothelzellen
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durch TNF-a iiber vermehrte Expression von ICAM-1, E-Selectin und CD44 beschrieben [100].
Ohne Interaktion mit TNF-a fithrt SDF-1 alleine hingegen ausschlieBlich zu einem vermehrten
Rolling der c-kit'-Stammzellen, nicht zu vermehrter fester Adhision [38]. Da jedoch mit
verldngerter Ischdmiedauer nicht mit einer Abnahme der TNF-a-Level zu rechnen ist, scheinen

diese Signalwege nicht grundlegend fiir die Ergebnisse dieser Arbeit zu sein.

Der festen Adhédsion der Stammzellen schlieBt sich die transendotheliale Migration in die
extrazellulire Matrix an. Diese unterliegt Einfliissen durch das bFGF-Niveau, durch TLR-
abhénige Signalwege sowie durch mesenchymale Stammzellen gebildete
Matrixmetalloproteasen-2. Insbesondere der Basic Fibroblast Growth Factor konnte dabei eine
Erklarungsmoglichkeit fiir die hier vorliegenden Unterschiede beziiglich der Menge an
adhidrenten Stammzellen pro Geféloberfliche nach 15- und 30-miniitiger Ischdmie bieten. bFGF
fordert die transendotheliale Migration iiber Aktivierung des Akt/Proteinkinase B-Signalweges.
Dabei fithren niedrige Konzentrationen des Proteins zu einer verstidrkten Anziehung von
mesenchymalen Stammzellen, hohe Konzentrationen hingegen zu einer AbstoBung [101]. Die
Sekretion von bFGF durch Fibroblasten und Makrophagen [102] wird durch Ischdmie gefordert.
Aufgrund dieser Mechanismen lédsst sich die Hypothese formulieren, dass eine verldngerte
Ischiamie des M. cremaster zu erhohten bFGF-Konzentrationen fiihrt, welche wiederum zur
AbstoBung und damit zur beobachteten Verringerung der adhérenten c-kit"-Stammzellen fiihren
wiirde.

Eine vergleichbare Begriindung der Ergebnisse durch TLR-abhéngige Signalwege scheint eher
unwahrscheinlich. Zwar fiihrt eine Sauerstoffminderversorgung von Gewebe zu einer vermehrten
Freisetzung von HMGB-1 [103]. Jedoch beschrieben Furlani et. al eine gleichgerichtete
Beeinflussung von Rolling und fester Adhision von c-kit"Stammzellen durch die Interaktion

von HMGB-1 mit endothelialen TLR-2 und TLR-4 [36].

54



5. Schlussfolgerung

Bei der in dieser Arbeit vorgestellten Methodik zur Intravitalmikroskopie handelt es sich um ein
etabliertes, standardisiertes und reproduzierbares Modell, welches zur Beobachtung des Homing
von Knochenmarkstammzellen auf der Ebene der Mikrozirkulation geeignet ist. Zur Beurteilung
der Migration sind Rolling und feste Adhdsion der fluoreszenzmarkierten Stammzellen am
Gefdllendothel bewihrte Parameter [104]. Die zur Unterbrechung der Blutversorgung des M.
cremaster genutzte Abklemmung der versorgenden Gefafle erlaubt eine gute Steuerbarkeit von
Ischdmie und Reperfusion.

In der vorliegenden Studie konnte ein modulierender Einfluss der Ischidmiezeit auf das
Stammzellhoming nachgewiesen werden. Besonders die Fraktion der an der GefaBwand

rollenden Stammzellen zeigte in den Interventionsgruppen eine deutliche Zunahme.

Die vorliegenden Ergebnisse bieten eine Grundlage fiir weitere experimentelle Ansétze, deren
Verfolgung vor einer potentiellen therapeutischen Anwendung unerlédsslich ist. FEine
Verldngerung der Ischidmiezeit und eine Modulation der Reperfusionszeit kann dabei
Riickschliisse auf die Dauer der durch die Ischdmie hervorgerufenen Verdnderungen geben. Die
Verwendung verschiedener genetischer knockout-Varianten als Versuchstiere wiirde eine
Identifizierung der durch die Ischimie freigesetzten migrationsfordernden Transmitter und
Rezeptoren bzw. ihre differenzierte Rolle bei Rolling und Adhédsion der Stammzellen erlauben.
Ebenso  empfiehlt sich die erwidhnte molekularbiologische  Aufarbeitung  der
Cremastermuskulatur der Versuchstiere zur Identifizierung der an der Migration beteiligten
Rezeptoren und Transmitter, des zeitlichen Verlaufs ihrer jeweiligen Expressionslevel und die
damit verbundene Beteiligung an Rolling und Adhidsion. Aufgrund der dargestellten
Zusammenhdnge ist mit zunehmender Ischdmiedauer eine steigende Konzentration von bFGF,
ein erhohtes TNF-a-Level mit resultierender SCF-Downregulation sowie eine verminderte
Verfligbarkeit von NO zu erwarten. Erst ein noch genaueres Verstindnis der Grundlagen der
dargestellten ~ Vorgdnge  ermoglicht einen  Riickschluss auf einen  optimierten

Durchfiihrungszeitpunkt fiir eine kardiale Stammzelltherapie.
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9. Thesen zur Dissertation

1. Tierexperimentelle Studien sind fiir die die Migration von Stammzellen und die

Stammzell-Endothelzell-Interaktion betreffende Grundlagenforschung unverzichtbar.

2. Die Stammzelltherapie bietet vielversprechende Ansdtze fiir die Behandlung des

akuten Koronarsyndroms und der chronisch ischdmischen Herzerkrankung.

3. Das Modell der Cremasterpréparation zur Intravitalmikroskopie stellt eine etablierte
und  zuverldssige = Methode zur in  vivo-Beobachtung  transplantierter

fluoreszenzmarkierter Stammzellen und deren Interaktion mit den GefalBwéanden dar.

4. Der Vorgang des Stammzellhoming lédsst sich durch die Phanomene des Rolling und

der Adhésion der markierten Stammzellen quantifizieren.

5. Ischdmie- und Reperfusionszeiten haben einen migrationsmodulierenden Einfluss auf

das Homing von murinen c-kit"-Knochenmarkstammzellen in vivo.

6. Der Anteil der frihe endotheliale Interaktion (Rolling) zeigenden c-kit'-

Knochenmarkstammzellen nimmt mit zunehmender Ischdmiedauer zu.

7. Fiir die feste endotheliale Adhésion der c-kit'-Knochenmarkszellen zeigt sich mit
zunchmender Ischdmiedauer zunéchst eine Zunahme, anschlieBend eine Abnahme zuriick

auf das Ausgangsniveau.
8. Die Erforschung dieser Modulation erlaubt Riickschliisse beziiglich eines optimierten

Behandlungsregimes fiir Patienten mit ACS oder chronisch ischdmischer

Herzerkrankung.
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