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1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

1.1.1 Begriffsbestimmung

Nach den 2008 erneuerten Leitlinien der European Society of Cardiology (Task Force
on Heart Failure) definiert sich eine Herzinsuffizienz als Kombination aus in Ruhe
oder unter Belastung auftretenden Symptomen, wie Kurzatmigkeit, eingeschréankte
korperliche Belastbarkeit oder Odembildung sowie dem Vorhandensein einer objektiv
nachgewiesenen morphologischen oder funktionellen Einschréankung des Herzens
(Dickstein, et al., 2008). Wahrend in der Vergangenheit Herzinsuffizienz lange Zeit
lediglich als reines Pumpversagen und damit als Unvermogen des Herzens definiert
wurde, in ausreichendem Malf3e Blut bis in die peripheren Organe des Kérpers zu
fordern, ist es in den letzten Jahren in der Forschung zu einer neuen Bewertung des
Krankheitsbildes gekommen: Herzinsuffizienz ist danach eher durch einen
dynamischen Verlauf gekennzeichnet und weniger auf das chronische Endstadium
beschrankt. Verdnderungen im Therapieregime sowie die stetige Suche nach
weiteren therapeutischen Optionen sind daher in der heutigen Medizin Gegenstand
aktueller Studien.

Je nach Ursprung unterscheidet man zwischen Linksherzinsuffizienz, Rechtsherz-
insuffizienz oder biventrikularer (globaler) Herzinsuffizienz, je nach Mechanismus
zwischen diastolischer Ventrikelfullungsbehinderung und systolischer Ventrikel-
kontraktionsstorung. Nach Verlauf sollte zwischen akuter, zum Beispiel nach einem
Herzinfarkt, und chronischer Manifestation unterschieden werden, wobei akute in
chronische Formen Ubergehen kdnnen. Der klinische Schweregrad wird anhand von
Leitsymptomen international nach Stadien I-IV der New York Heart Association
(NYHA) eingeteilt, wobei das Stadium | keine Einschrankung der kdrperlichen
Leistung darstellt; Stadium IV bedeutet das Vorhandensein von Symptomen bereits
im Ruhezustand (Chacko, 1995).

1.1.2 Atiologie

Herzinsuffizienz kann prinzipiell Folge jeder Herzerkrankung sein (Francis and Tang,

2003). Haufige Ursachen sind ischamische Zustdnde, etwa bei einem Herzinfarkt

5



infolge einer koronaren Herzerkrankung, druckbelastende Situationen, wie sie bei
einem arteriellen Hypertonus oder einer Herzklappenstenose vorkommen oder aber
eine Volumenbelastung, wie bei Herzklappeninsuffizienzen. Selten kdnnen auch
eine vorangegangene Myokarditis, toxische Einwirkungen oder Arrhythmien eine
Herzinsuffizienz zur Folge haben. Eine isolierte Rechtsherzinsuffizienz kann zum
Beispiel als Folge einer pulmonalen Hypertonie auftreten. Dieser liegt im klinischen
Alltag haufig die unter Rauchern verbreitete chronisch obstruktive Lungenerkrankung
ursachlich zugrunde.

Diagnostische Methoden und Therapiestrategien sind unter anderem davon
abhangig, ob eine koronare Herzerkrankung (KHK) als mdgliche Ursache fir die
Herzinsuffizienz wahrscheinlich ist. Aktuelle Studien zeigen, dass die KHK mit
steigender Tendenz haufigster Verursacher einer Linksherzinsuffizienz ist (54-70%);
bei 35-52% wird diese von einer arteriellen Hypertonie begleitet (Cleland, et al.,
2003; McMurray and Stewart, 2000). In den 1950-60er Jahren wurde bei der
Framingham-Population noch die arterielle Hypertonie mit 70% als Hauptverursacher
der Herzinsuffizienz genannt. Die Evaluation der Diagnose KHK beginnt klinisch in
der Regel mit der Erstellung eines individuellen Risikoprofils anhand der bekannten
Faktoren Rauchen, Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie, arterielle Hypertonie
und genetische Disposition. Seit einigen Jahren gewinnt auch der Nachweis einer
Homocysteinamie als Risikofaktor an Bedeutung und wird wissenschaftlich weiter
rege diskutiert (Berger, 2003; Cattaneo, 2003).

1.1.3 Pathophysiologie

Korpereigene Kompensationsmechanismen, wie die neuroendokrine Aktivierung des
sympathischen Nervensystems, des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)
und des natriuretischen Peptidsystems kénnen eine Herzinsuffizienz tGber viele Jahre
symptomfrei halten (Shah, et al.,, 2001). Die genannten Regulationskreislaufe
verlieren jedoch im Verlauf der Erkrankung ihre Wirksamkeit; durch die dauerhafte
sympathische  Aktivierung des vegetativen Nervensystems wird eine
Katecholaminresistenz  hervorgerufen, die wiederum flir eine erhohte
Katecholaminausschuttung verantwortlich ist. Der anfangs positive Effekt des
erhohten peripheren Gefaldtonus resultiert in der permanenten Dominanz

vasokonstriktorischer Systeme und fuhrt l&ngerfristig durch die Erhéhung der Vor-
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und Nachlast zwangslaufig zur Schéadigung des Herzens (Heyen, et al., 2002).
Vielseitige Umbauprozesse, vor allem im Bereich der extrazellularen Matrix der
Myokardzellen, werden unter dem Begriff Remodeling zusammengefasst und bilden
die morphologische Grundlage der Herzinsuffizienz (Cohn, et al., 2000; Pauschinger,
et al., 2002). Die Bewertung dieser Vorgange auf Molekularebene ist zur Zeit noch in
der Diskussion. Die Wissenschaft geht jedoch davon aus, dass die Veréanderung in
Groflle, Form und Funktion des Herzens in nicht unerheblichem MalRe auf das
kardiale Remodeling zurtickzufiihren ist. Die Hypertrophie der Myokardzellen ist zum
einen durch Ausschittung von Wachstumsfaktoren auf zellularer Rezeptorebene
Bestandteil dieses Mechanismus, zum anderen natirliche Folge der persistierenden
mechanischen Uberbelastung. Einen weiteren Schutzmechanismus bildet die
temporéare Erh6hung des diastolischen Fullungsvolumens. Hierbei kommt es zu einer
Uberdehnung des Myokards in der diastolischen Phase, was zunachst eine Zunahme
der Faserspannung und folglich eine Erhohung des Schlagvolumens bewirkt, auch
bekannt als Frank-Starling-Mechanismus. Dieser wird jedoch durch die
kontinuierliche Abnahme der kardialen Pumpfunktion in seiner Wirkung deutlich
eingeschrankt. Das fuhrt dazu, dass die Dilatation des Ventrikels weiter zunimmt,
was nach dem LaPlace'schen Gesetz auch die Wandspannung noch weiter steigen
lasst. Alle genannten korpereigenen Kompensationsmechanismen erhohen den
myokardialen Sauerstoffverbrauch und summieren sich bei fehlender Behandlung

schlief3lich zum Verlust der kardialen Funktion.

1.1.4 Diagnostische Verfahren

Fur die Diagnose einer Herzinsuffizienz missen per definitionem  Symptome
bestehen und der objektive Nachweis einer kardialen Dysfunktion, etwa mittels einer
Echokardiographie oder einer Herzkatheter-Untersuchung, erfolgen. Veranderungen
im  Elektrokardiogramm  konnen ursdchlich zugrunde liegende Faktoren
(Myokardinfarkt, Hypertrophie) offenbaren. Eine Rontgen-Thorax-Aufnahme zeigt
eine eventuelle VergrbRerung des Herzens, Pleuraergisse oder pulmonale
Stauungszeichen. Neben den standardisierten Laborparametern hat in den letzten
Jahren die Bedeutung kardialer Biomarker, insbesondere die Verwendung von NT-
proBNP, fir die Erkennung der Herzinsuffizienz stetig zugenommen. Auch fur den

Ausschluss und als Verlaufsparameter der Erkrankung kann der Marker aufgrund



des hohen negativ-pradiktiven Wertes verwendet werden (de Lemos, et al., 2003;
Wu, et al., 2003). Die Durchfihrung einer Koronarangiographie zur Klarung der
ursachlichen Atiologie steht aufgrund der Invasivitit am Ende der elektiven
Diagnostik. Das Vorliegen von Angina pectoris oder eine kardiale Dekompensation,
zum Beispiel im Rahmen eines Myokardinfarktes, bedingt jedoch eine beschleunigte
invasive Diagnostik. Bestétigt sich der Verdacht, dass eine KHK urséachlich fur eine
Herzinsuffizienz ist, spricht man auch von einer ischamischen Kardiomyopathie.
Wahrend die Magnetresonanztherapie in der Diagnostik eine eher untergeordnete
Rolle einnimmt, gewinnt die Computertomographie mit den aktuellen technischen
Verbesserungen der Untersuchungsgerate an Bedeutung. Differenzierte
morphologische Beurteilungen bei Klappenerkrankungen, aber auch Diagnose,
Ausschluss und Beurteilung der koronaren Herzerkrankung, gehéren zum Spektrum
der modernen Radiologie (Raggi and Berman, 2005).

Wegweisend in Diagnostik und Differenzierung einer kardialen Dysfunktion ist heute
sicherlich die Echokardiographie. Auch hier hat die Technik in den letzten 30 Jahren
Fortschritte gemacht. Die Echokardiographie ist inzwischen eine der am haufigsten
angewandten Methoden in der Kardiologie. Nicht invasiv und ohne Verwendung
ionisierender Strahlen ist sie biologisch und ethisch unbedenklich und gerade im
Hinblick auf die bereits erwéhnte Dynamik beliebig oft zur Beurteilung des
Krankheitsverlaufes einsetzbar. In der transthorakalen Echokardiographie (TTE)
werden Parameter wie HerzhoéhlengroRe, Wanddicke und Wandbewegungs-
stérungen ermittelt. Die Bestimmung der globalen und regionalen rechts- und
linksventrikularen Funktion lasst objektive Aussagen zur kardialen Situation zu.
Morphologie und Funktion der Herzklappen kdnnen differenziert beurteilt werden
(Vitiendiagnostik). Neben den bewahrten zweidimensionalen und Motion-Mode-
Einstellungen (M-Mode) hat sich in jungerer Zeit unter anderem die Gewebe-
Doppler-Echokardiographie (Tissue Doppler Imaging; TDI) etabliert. Eine
Modifizierung der Filtereinstellungen ermdoglicht hierbei die genaue Bestimmung
systolischer und diastolischer Wandbewegungsgeschwindigkeiten; dies erlaubt eine
sensitive Beurteilung kardiomyopathischer Wandbewegungsstorungen und somit den
Nachweis auch kleiner ischamischer Myokardbereiche oder Infarktareale
(Trambaiolo, et al., 2001; Waggoner and Bierig, 2001). Basierend auf dieser Technik
wurde das Strain/Strain-Rate Imaging (SRI) entwickelt, das eine Aussage uber die

regionale Verformung des Herzmuskels in Abhangigkeit zur Wandbewegungs-



geschwindigkeit ermdglicht. Diese Methode erfordert allerdings eine zeitaufwendige
offline-Nachbearbeitung und ist stark schallwinkelabhangig (Gilman, et al., 2004;
Hoffmann, 2002). Gegenstand der aktuellen Wissenschaft ist die Analyse im 2D-
Strain-Verfahren, bei der durch die Verfolgung von akustischen Markern anhand der
Graupunkt-Analyse, dem so genannten speckle tracking, aus dem 2D-Bild die
Bestimmung der Parameter Geschwindigkeit, Strain und Strain Rate durchgeflhrt
werden kann. Damit ist eine sehr genaue Analyse der regionalen Kontraktilitat und
folglich die prazise Beurteilung der Funktion beider Ventrikel auch bei vergrél3erten
Herzen winkelunabhangig ohne aufwendige Bildnachbearbeitung mdglich
(Amundsen, et al., 2006).

1.1.5 Epidemiologie

In Westeuropa wird die Zahl herzinsuffizienter Patienten auf 1,3 Millionen geschatzt
(Cleland, et al., 2001). Die Pravalenz und Inzidenz sind altersabhéngig; zwischen 45
und 55 Jahren geht man von weniger als 1% der Bevolkerung aus, zwischen dem
65. und 75. Lebensjahr steigert sich die Haufigkeit auf 2-5%; bei den Uber 80-
Jahrigen leiden ca. 10% der Population an einer Herzinsuffizienz (McMurray and
Stewart, 2000). Manner sind in einem Verhaltnis von 1,5:1 deutlich haufiger betroffen
als Frauen. Diese Tatsache ist auf die bei Mannern vor allem in jingeren Jahren
haufiger auftretende KHK zurlckzufihren. Im Jahr 2006 wurden in der
Bundesrepublik Deutschland insgesamt 17 Millionen Patientinnen und Patienten im
Krankenhaus vollstationdr behandelt. Krankheitsbedingt war hiervon die
Herzinsuffizienz mit 317 000 Fallen der haufigste Grund flr einen stationdren
Krankenhausaufenthalt (Statistisches Bundesamt, 2006). Die Kosten belaufen sich
auf 1-2% der Gesamtausgaben fir das Gesundheitswesen. Nach einer
Hospitalisierung aufgrund von Herzinsuffizienz werden ca. 45% der Patienten
innerhalb eines Jahres erneut eingewiesen, 15% mindestens zwei weitere Male
(Swedberg, et al., 2005). Die steigende Alterserwartung sowie Verbesserungen in
Diagnostik und Therapie lassen die Inzidenz der chronischen Herzinsuffizienz vor
allen Dingen im hohen Alter weiter zunehmen. Aufgrund zusatzlicher
kostenintensiver Behandlungskonzepte steigen die Kosten mit dem Vorhandensein
von assoziierten Begleiterkrankungen, wie Diabetes mellitus oder Niereninsuffizienz.

Das bedeutet eine immense wirtschaftliche Belastung fir die Gesundheitssysteme



und akzentuiert den Bedarf an kostengtinstigen Therapiestrategien (Berry, et al.,
2001).

Die ischamische Kardiomyopathie als Hauptverursacher der chronischen
Herzinsuffizienz war im Jahr 2004 fur 10% der in Deutschland registrierten Todesfalle
verantwortlich (Gesundheitsberichterstattung des Bundes, 2004). Nach Erstdiagnose
einer Herzinsuffizienz, insbesondere nach dem Auftreten eines akuten kardialen
Ereignisses bzw. einer Dekompensation, ist die Mortalitdt in den ersten Wochen
besonders hoch (Cowie, et al., 2000).

Der Lebenswandel der Menschen in den westlichen Industrienationen wird fir das
gehaufte Auftreten oben genannter Erkrankungen verantwortlich gemacht. In
sudlichen Regionen mit einer anders strukturierten Lebensweise scheint die
Herzinsuffizienz weniger haufig vorzukommen. Als Grund dafir werden unter
anderem gravierende Unterschiede in der Ernahrung diskutiert (mediterrane
Ern&hrung). Die Dominanz von rotem Fleisch und tierischen Fetten gegeniiber Obst,
Gemiuse und Hochseefisch beginstigt das Vorkommen von Krankheitsbildern, wie
arteriellem Hypertonus, Diabetes mellitus oder Hypercholesterinamie, die an der

Entstehung einer Herzinsuffizienz beteiligt sein kdnnen (Kris-Etherton, et al., 2001).

1.1.6 Therapieoptionen
1.1.6.1 Kausale Therapie

Die Pravention wund die primare, nicht-medikamentdse Therapie einer
Herzinsuffizienz beginnen stets mit der Suche und der konsequenten Behandlung
etwaiger kausaler Erkrankungen. Im Fokus steht hierbei, insbesondere im Hinblick
auf die Pravention, die KHK mit ihren bekannten Risikofaktoren arterielle Hypertonie,
Hyperlipidamie, Diabetes mellitus, Rauchen und genetische Disposition. Der
Stellenwert der positiven Beeinflussung dieser Risikofaktoren, wenn moglich auch
medikamentos, ist seit den 1990er Jahren unumstritten (Grundy, et al., 1998). Bei
Nachweis eines bereits vorhandenen pathologischen Zustandes sollte dieser, wenn
moglich, ursachlich behoben werden. Das bedeutet im Einzelfall die
katheterinterventionelle oder chirurgische Behebung von Koronarstenosen oder
Herzklappenvitien sowie die rasche Revaskularisation nach einem Myokardinfarkt.
Eventuell vorhandene Herzrhythmusstérungen wirken sich ungunstig auf die

Hamodynamik aus und beeinflussen dadurch den Verlauf einer Herzinsuffizienz
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negativ. Daher sollte auch hier mdglichst eine medikamentose oder elektrische
Kardioversion in einen stabilen Sinusrhythmus angestrebt werden. Ist diese nicht
erfolgreich, gibt es seit einiger Zeit die Methode der kardialen Resynchronisations-
therapie. Diese eroffnet die Madoglichkeit, eine Asynchronizitat mit Hilfe eines
Herzschrittmachers durch eine spezielle biventrikulare Stimulation zu vermindern
(Abraham, et al., 2002). Das Vorgehen kann bei entsprechender Indikation (stark
eingeschrankte  Pumpfunktion, Uberlebter Herz-Kreislaufstillstand) mit der
Implantation eines Defibrillators (ICD) kombiniert werden (Tebbenjohanns, et al.,
2002).

1.1.6.2 Pharmakologische Therapie

Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer (ACE-Hemmer) sind der Grundstein der
medikamentdsen Therapie. Sie verbessern die Belastungstoleranz und die Prognose
unabhangig von der Symptomatik (NYHA I-1V), mindern die Hospitalisierungsrate und
reduzieren die Mortalitat signifikant, was fir Captopril und Enalapril in grof3en
Multicenterstudien hinreichend belegt wurde (The CONSENSUS Trial Study Group,
1987; The SOLVD Investigators, 1991; Flather, et al., 2000). Insbesondere nach
Herzinfarkt ist die Gabe von ACE-Hemmern nach Erkenntnissen aus der SAVE
Studie indiziert (Hall, et al., 1997; St John Sutton, et al., 1997). Durch die Hemmung
des RAAS und die Verstarkung der Kinin-vermittelten Prostaglandin-Synthese wird
eine Verringerung der linksventrikularen Dilatation, der mykardialen Hypertophie und
des kardialen Remodeling erreicht (Gainer, et al., 1998).

Beta-Adrenozeptor-Blocker werden als erganzende Therapie ab NYHA-Stadium Il
empfohlen. Fir Carvedilol und Metoprolol ist eine Senkung der Gesamtmortalitat, der
Inzidenz des plotzlichen Herztodes und der Mortalitdt aufgrund des Fortschreitens
der Herzinsuffizienz unter anderem in der COPERNICUS-Studie nachgewiesen
(Hjalmarson, et al., 2000; Krum, et al., 2003; Packer, et al.,, 2001). Es zeigte sich
zudem, dass die Gabe von Beta-Blockern auch im fortgeschrittenen Stadium NYHA
IV glnstig ist. Die dauerhafte Aktivierung des sympathischen Nervensystems
beeinflusst die Progression der kardialen Dysfunktion entscheidend. Eine
Blockierung dieser Effekte tragt mafl3geblich zu den oben genannten Ergebnissen bei
und bewirkt bei einer zusatzlich vorhandenen KHK eine verminderte

Wahrscheinlichkeit akuter isch&mischer Ereignisse.
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Angiotensin-11-Rezeptor-1-Blocker (AT1-Blocker), verschiedene Diuretika und
Herzglykoside sind weitere Medikamente zur Behandlung der akuten oder
chronischen Herzinsuffizienz. Ihre Wirksamkeit wurde ebenfalls in zahlreichen grol3
angelegten Multicenter-Studien mehrfach belegt (The Digitalis Investigation Group,
1997; Cosin and Diez, 2002; McMurray, et al., 2003). Es existieren differenzierte
Therapieempfehlungen der European Society of Cardiology, die sich eng an die
Symptom-Stadieneinteilung der NYHA anlehnen. Die friher géangige Gabe von
Calcium-Antagonisten ist nach Studien in den 1990er Jahren unter Umstanden sogar
mit einer Erhéhung der Letalitdt assoziiert und daher kontraindiziert (The Danish
Verapamil Infarction Trial Il -- DAVIT 1l, 1990; Goldstein, et al., 1991).

1.1.6.3 Chirurgische Therapie

Die Chirurgie bietet multiple, partiell kurative und palliative Ansétze, steht jedoch
aufgrund des Risikos eines herzchirurgischen Eingriffs in der Regel erst nach dem
Ausschopfen der bereits beschriebenen konventionellen Therapiemethoden zur
Verfuigung.

Nach den experimentellen Vorarbeiten von Shumway 1960 und Hardy 1964 gelang
dem Sudafrikaner Barnard 1967 die erste erfolgreiche Herztransplantation. In den
1970er Jahren blieb das Verfahren aufgrund unzureichender Moglichkeiten der
Immunsupression auf nur wenige Transplantationen beschrankt. Erst seit der
Entdeckung des Ciclosporin A 1981 hat sich die Methode flachentbergreifend und
nachhaltig durchgesetzt (Reitz, et al., 1981). Bei unter maximaler konventioneller
Therapie symptomatischen Patienten (NYHA IlI-IV) ist fur die Herztransplantation
eine Verbesserung der Uberlebensrate, Belastbarkeit und Lebensqualitat
nachgewiesen. Nach dem aktuellen Report der International Society for Heart and
Lung Transplantation betragt die 5-Jahre-Uberlebensrate 75-80%; nach 15 Jahren
reduzieren sich die Uberlebenschancen auf 35-40% (Stehlik, et al., 2010). Heute
steht die Medizin aufgrund fehlender Spendebereitschaft und zunehmendem Bedarf
vor dem Problem der Organknappheit. Die Zahl gemeldeter Patienten nimmt
kontinuierlich zu, wéhrend die Zahl der Transplantationen seit den 1990er Jahren in
etwa stabil bleibt; die langere Wartezeit fuhrt zwangslaufig zu einer erhohten
Sterblichkeit (Deng, et al., 2000). Hinzu kommt, dass eine Reihe von Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz nicht fiir eine Transplantation geeignet ist. Hierbei ist vor

allem das durch den Fortschritt in der konservativen Therapie erreichte héhere
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Durchschnittsalter von Gewicht. Gravierende Begleiterkrankungen, aber auch die
fehlende psychische Motivation, Compliance und Stabilitat im famili&ren/sozialen
Umfeld, stehen weiterhin der Erwagung einer Transplantation entgegen.
Mechanische, ventrikulare Unterstiitzungssysteme (Assist Devices) konnen die
kardiale Funktion zeitweise vollstandig oder partiell ersetzen (Frazier and Macris,
1994). Diese Therapiemdoglichkeit wird klinisch im Hinblick auf die lange Wartezeit
vor einer Herztransplantation (bridge to transplant) vielfach erfolgreich genutzt.
Weiterhin kann die Implantation eines Assist Devices zum Beispiel im Rahmen
akuter kardialer Ereignisse dem geschadigten  Myokard die Madoglichkeit zur
Regeneration (bridge to recovery) bieten. Uberbriickungszeitraume von mehreren
Monaten bis zu einigen Jahren sind mdglich (Dohmen, et al., 1999; Piccione, 1997).
Fur langere Zeit komplett implantierbare Systeme, mdglicherweise als finale,
eigenstandige  Therapieoption (destiny-Therapie), sind daher zunehmend
Gegenstand auch experimenteller Forschung (Linneweber, et al., 2004). Assist
Systeme sind allerdings bis heute mit einer hohen Komplikationsrate behaftet; das
Auftreten von Infektionen, Blutungen und Thromboembolien nimmt haufig einen
letalen Verlauf (el-Banayosy, et al., 1997).

Eine erstmals 1994 von Batista durchgefuhrte und nach ihm benannte Operation
beinhaltet eine partielle linksseitige Ventrikelresektion und hat bei Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie eine Verbesserung der Pumpfunktion und der klinischen
Symptomatik zur Folge (Batista, et al., 1996; Konertz, et al., 1999). Durch die
ventrikulare Volumenreduktion wird eine Reduktion der Wandspannung in dem
verkleinerten Ventrikel erreicht. Aufgrund der hohen postoperativen Morbiditat und
Letalitat, insbesondere durch das Auftreten maligner ventrikularer Herzrhythmus-
stérungen, wich die anfangliche Euphorie in Bezug auf dieses Verfahren (Cury, et al.,
2000; Franco-Cereceda, et al., 2001).

Die aktive/dynamische Kardiomyoplastie wurde erstmalig 1985 von Carpentier
durchgefthrt. Hierbei gelang es, den linken Musculus latissimus dorsi unter Erhalt
des Nerven- und Gefal3pedikels um den Herzmuskel zu legen und mittels
Schrittmacherelektroden herzsynchron zu stimulieren (Carpentier and Chachques,
1985). Wegen des im Vergleich zu Kunstherzsystemen ausbleibenden Bedarfs der
externen Energiezufuhr und des fehlenden Kontaktes von Blut mit Fremdoberflachen
(Thromboembolierisiko) galt dieses Verfahren in den 1990er Jahren als

vielversprechend und wurde stetig weiter entwickelt (Carpentier, et al., 1993;
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Jondeau, et al., 1995). Die in Verlaufskontrollen festgestellte funktionelle
Verbesserung korrelierte mit der gesteigerten Leistungsfahigkeit, Gber die Patienten
berichteten. Dies stand jedoch im Gegensatz zu den ver6ffentlichten
hamodynamischen Parametern verschiedener Studien (el Oakley and Jarvis, 1994;
Furnary, et al., 1996). Einige Arbeitsgruppen berichteten auch tber eine Fibrosierung
des Musculus latissimus dorsi aufgrund dessen kontinuierlicher Stimulation (Moreira,
et al., 1995). Insgesamt stellten die Ergebnisse heraus, dass der positive Effekt des
Aufhaltens der fortschreitenden Ventrikeldilatation entscheidend in der passiven
Ummantelung des Herzmuskels griindet.

Aus den Erfahrungen der aktiven Kardiomyoplastie wurde die Idee einer passiven
Kardiomyoplastie entwickelt, wonach das insuffiziente, dilatierende Herz mit einem
synthetischen, biokompatiblen Netz umhllt wird. Das Operationsverfahren wird im
Vergleich zu den oben genannten Eingriffen deutlich vereinfacht; damit reduziert sich
das Operationsrisiko. In ersten Studien wurden nach der Implantation des Acorn®
Cardiac Support Devices (ACSD) myokardiale Prozesse beobachtet, welche durch
eine  Abnahme des linksventrikularen Durchmessers, eine Zunahme der
Ejektionsfraktion und eine Verbesserung der NYHA-Klasse im Sinne eines Reverse
Remodeling interpretiert werden kénnen (Konertz, et al., 2001; Sabbah, 2004). Zur
abschlieenden Beurteilung dieses Verfahrens missen die Ergebnisse von zur Zeit
in Europa und in den USA laufenden Langzeitstudien abgewartet werden.

Nach den strengen Kriterien evidenzbasierter Medizin erreichen die genannten
chirurgischen Therapieansétze insgesamt eher geringe Empfehlungsstufen und sind
mit Problemen wie Organknappheit bei der Herztransplantation und dem Risiko
perioperativer Komplikationen behaftet. Hinzu kommt die intensive Kostenbelastung
und damit der Faktor der Wirtschaftlichkeit.

1.2 Zelltransplantation

1.2.1 Myokardiale Regeneration

Noch bis vor wenigen Jahren galt es als erwiesen, dass Regeneration
untergegangenen korperlichen Gewebes nur in Organen mit so genanntem
mitotischen Gewebe moglich sei. Organe mit hohem Anteil dieses Gewebes und
einer damit verbundenen lebenslangen Fahigkeit zur Regeneration sind zum Beispiel

die Haut, der Darm oder das Knochenmark. Eine begrenzte Fahigkeit zur
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Geweberegeneration aufgrund eines geringeren Zellumsatzes (fakultativ mitotisch)
ist etwa fur Leber und Niere nachgewiesen. Organe wie das Herz oder das Gehirn
gelten als postmitotische Gewebe und seien somit nicht befahigt zur Regeneration.
Gegen Ende der 1990er Jahre erschienen dann vielversprechende Publikationen, die
die Mitosefahigkeit einzelner ausdifferenzierter Myozyten im Herzen belegen
(Anversa and Kajstura, 1998; Beltrami, et al., 2001; Kajstura, et al., 1998). Danach ist
davon auszugehen, dass Kardiomyoblasten beziehungsweise adulte Stammzellen in
speziellen Nischen des Herzmuskels lebenslang vorhanden sind. Im gesunden
Herzen befinden sich diese in einer Art Ruheposition; im Falle einer Schadigung des
Herzmuskels, wie etwa einer Kardiomyopathie oder Infarktnarbe, Gbernehmen die
Zellen ihre Funktion durch Steigerung des mitotischen Zellumsatzes (Beltrami, et al.,
2003; Nadal-Ginard and Anversa, 2002). Der neu beschriebene Effekt der
myokardialen Regeneration im Falle einer manifesten Kardiomyopathie ist
verschwindend gering und somit lediglich im Stande, den naturlichen Zelluntergang
eines gesunden Herzens zu kompensieren. Der Ansatz, untergegangenes
Myokardgewebe mittels Zelltherapie/-transplantation zu ersetzen, ist daher von

medizinischer Bedeutung.

1.2.2 Zelltypen
1.2.2.1 Zellen kontraktilen und embryonalen Ursprungs

Zur Regeneration myokardialen Gewebes schien zunachst die Verwendung von
foetalen Kardiomyozyten nahe liegend. So konnte in einigen Studien in den 1990er
Jahren die Wirksamkeit im Tiermodell sowohl morphologisch als auch funktionell
nachgewiesen werden (Li, et al., 1996; Scorsin, et al., 1997). Aufgrund ethischer
Bedenken wegen der foetalen Herkunft der Zellen, der eingeschrankten
Verfugbarkeit und nicht zuletzt der Notwendigkeit einer Immunsuppression zur
Vermeidung einer méglichen Abstol3ungsreaktion spielt dieser Zelltyp hinsichtlich der
eingeschréankten Aussicht auf klinische Verwendung heute keine wissenschaftliche
Rolle mehr.

Skeletale Myoblasten, auch Satellitenzellen genannt, sind Vorlauferzellen skeletaler
Muskelfasern und als residente Zellen zur Gentge in Skelettmuskelfasern
vorhanden. Dieser Vorteil der autologen Verfligbarkeit initierte weitere

tierexperimentelle Untersuchungen, in denen positive Effekte - heute unter dem
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Begriff reverse Remodeling zusammengefasst — nachgewiesen werden konnten
(Menasche, et al., 2001; Pouzet, et al., 2001). Nachdem sich Berichte Uber das
Auftreten von malignen Arrhythmien nach Transplantation skeletaler Myoblasten
hauften (Abraham, et al., 2005; Menasche, et al., 2003), wurde die Erforschung auch
dieser Zellen nicht weiter verfolgt.

Unter der Annahme, dass die Neo-Angiogenese fir eine erfolgreiche Regeneration
ebenso wichtig sei wie der Ersatz von Myozyten, wurden auch glatte Muskelzellen
als Grafts verwendet. Eine vermehrte Kapillareinsprossung konnte hier
nachgewiesen werden (Li, et al., 1999). Allen Zellen kontraktilen Ursprungs ist jedoch
gemein, dass lediglich die Differenzierung in ein &hnliches Gewebe mdglich ist
(Oligopotenz). Multi-, Pluri-, oder gar Omnipotenz weisen nach dem heutigen
Kenntnisstand nur Stammzellen auf.

Embryonale Stammzellen besitzen als einziger Zelltyp die Fahigkeit, sich in einen
vollstandigen, lebensfahigen Organismus zu entwickeln (Omnipotenz) und sind gut
expandierbar. Als Transplantat im Herzmuskel sind sie fahig, sich in Kardiomyozyten,
Endothelzellen oder weitere nitzliche Zellen auszudifferenzieren (Henningson, et al.,
2003). Allerdings ist im Falle der Transplantation embryonaler Stammzellen eine
AbstolRungsproblematik mit konsekutiver Immunsuppression gegeben. Vereinzelt ist
Uber das Auftreten von Arrhythmien und Teratomen berichtet worden (Strauer and
Kornowski, 2003; Zhang, et al., 2002). Ahnlich wie bei den foetalen Kardiomyozyten
ist auch die Herkunft dieser Zellen ethisch bedenklich, da zur Gewinnung ein
menschlicher Embryo zerstdrt werden muss, was in Deutschland, wie auch in einigen
anderen Landern, gesetzlich untersagt ist. Die klinische Anwendung in naher Zukunft

ist also eher fragwurdig.

1.2.2.2 Knochenmarkstammzellen (KMS)

Das adulte Knochenmark beherbergt eine Vielzahl von Stammzellen
unterschiedlicher Gattung; die wichtigsten Populationen sind hAmatopoetische (HSZ)
und mesenchymale (MSZ) Stammzellen. Aus letzteren bildet sich die
Unterpopulation der endothelialen (EPZ) Progenitorzellen. Wahrend den HSZ, seit
vielen Jahren erfolgreich in der onkologischen Therapie der Bluttumore eingesetzt,
im Rahmen einer Pluripotenz Uberwiegend die Differenzierung in Zellen des Blutes
zugesprochen wird, bilden die ebenfalls pluripotenten MSZ die Vorlauferzellen fur

vorwiegend Knorpel-, Fett- und Knochengewebe.
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Die Erkenntnisse aus tierexperimentellen Studien weisen allerdings auf die Existenz
mulitpotenter, bisher nicht klar identifizierter Stammzellsubpopulationen, hin. In
regelmaRigen Abstadnden berichten Forschungsgruppen Uber neu entdeckte
Zelltypen im Knochenmark. Einmal werden sie als multipotente, adulte Progenitor-
zellen (MAPZ) bezeichnet (Herzog, et al., 2003), eine andere Arbeitsgruppe halt die
sogenannten Very Small Embryonic-Like Stem Cells (VSEL-SC) fur besonders
potent (Kucia, et al.,, 2007). Im adulten Knochenmark scheinen also Zellen zu
existieren, die die Fahigkeit besitzen, sich in jede Zellart eines Organismus zu
differenzieren, was als Transdifferenzierung oder Plastizitat bezeichnet wird. Diese
Beobachtung wurde hinsichtlich vieler Gewebetypen, unter anderem neuronal
(Mezey, et al., 2000) und hepatozellular (Lagasse, et al., 2000), nachgewiesen. Die
Transdifferenzierung in Kardiomyozyten im Sinne einer Zellersatztherapie sowie in
Endothelzellen zur NeoAngiogenese im myopathischen Herzen, vor allem in
Infarktgebieten, wurde ebenfalls belegt (Chiu, 2003; Orlic, et al., 2003; Ratajska and
Czarnowska, 2006).

Es ist prinzipiell zu erwagen, dass es aufgrund des Differenzierungspotentials von
KMS nach Transplantation im Zielgewebe auch zu Fehldifferenzierungen im Sinne
einer Metaplasie kommen kann. Eine Publikation beschreibt nach Gabe von
isolierten  mesenchymalen  Stammzellpopulationen  signifikant  vermehrte
Kalzifikationen und Ossifikationen (Breitbach, et al., 2007).

Ob allein ein spezieller Zelltyp beziehungsweise eine Subpopulation oder eine
Vielzahl unterschiedlicher Zellen und chemotaktischer Reize fur das Phdnomen des
gesteigerten Regenerationspotentials verantwortlich ist, vermag die Wissenschaft

derzeit nicht zu belegen.

1.2.3 Klinische Studien

Basierend auf den Ergebnissen aus den tierexperimentellen Studien starteten erste
klinische Anwendungen beim Menschen vor etwa einer Dekade. Die Zellen wurden
hierbei im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung auf verschiedenen Wegen
appliziert. Arbeitsgruppen um Strauer transplantierten autologe KMS bei akuten
Infarktpatienten intrakoronar und stellten in kleineren, nicht randomisierten Studien
funktionelle und morphologische Verbesserungen fest (Strauer, et al., 2001; Strauer,
et al.,, 2002; Strauer, et al., 2003). Es folgten Untersuchungen, die KMS auf

17



transendokardialem Weg ins Myokard applizierten und ebenfalls positive Effekte auf
LV-Funktion und Myokardperfusion detektierten (Fuchs, et al., 2003; Perin, et al.,
2003; Tse, et al., 2003). Die Existenz potenzieller Risiken oder Komplikationen ist
aufgrund der kleinen Fallzahlen der Studien bisher nicht sicher abzuschatzen. Im
Rahmen einer Bypass-Operation von epikardial transplantierte skeletale Myoblasten
fuhrten zu anhaltenden ventrikularen Tachykardien (Menasche, et al., 2003).

Als eine der ersten grol3en randomisierten klinischen Studien untersucht die
BOOST-Studie die intrakoronare KMS-Transplantation nach akutem Myokardinfarkt.
Im Jahre 2009 wurde das 5-Jahres-Follow-up verdoffentlicht. Nach initial signifikanter
Verbesserung der Pumpfunktion im 6-Monats-Follow-up (Wollert, et al., 2004) kann
nach funf Jahren kein signifikanter Unterschied der systolischen LV-Funktion mehr
festgestellt werden. Lediglich Patienten mit besonders groRRen Infarkten oder
diastolischen Funktionsstérungen scheinen zu profitieren (Ishii, et al., 2009; Meyer, et
al., 2009; Schaefer, et al., 2010). Die REPAIR-AMI-Studie widmete sich dem
gleichen Patientengut, kann 2009 aber erst die 2-Jahres-Ergebnisse prasentieren.
Die Autoren berichten Uber eine signifikante Reduktion erneuter kardiovaskularer
Ereignisse (Assmus, et al., 2010). Als einzige Studie widmet sich der Schweizer Ast
des TOPCARE-Patienten-Trials auch der Fragestellung eventueller Funktions-
verbesserungen nach Zelltherapie fir die chronische Herzinsuffizienz. Erstmals wird
der positive Effekt einer Stammzelltransplantation auch noch drei Monate nach
einem kardialen Ereignis im Sinne einer moderat, jedoch signifikant verbesserten
linksventrikularen Ejektionsfraktion nachgewiesen (Assmus, et al., 2006).
Relativierend ist bei allen groRen Studien zu erwahnen, dass die behandelten
Patienten in den jeweiligen Gruppen Placebo und Verum meist auch eine
Koronarintervention erhielten und jederzeit unter maximaler konservativer

kardiologischer Therapie standen.
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2  Entwicklung der Fragestellungen

Trotz der Entwicklung in der konservativen, medikamentdosen und chirurgischen
Therapie ist die chronische Herzinsuffizienz, insbesondere infolge koronarer
Herzerkrankung (ischamische Kardiomyopathie), noch immer mit hohen Mortalitats-
und Morbiditatsraten behaftet (Rosamond, et al., 2007).

Der relativ junge Untersuchungsansatz der KMS-Transplantation versucht, sich in der
Forschung mit neuen Therapiewegen zu platzieren. Als Applikationswege sind bisher
die drei Mdoglichkeiten intramyokardial, intrakoronar und intravends in Betracht
gezogen worden, wobei die letztere in der Forschung noch wenig Beachtung findet.
In der vorliegenden, randomisierten, tierexperimentellen Versuchsreihe soll die
transventse Applikationsform als mogliche zukunftige minimal invasive Methode

genauer untersucht werden. Folgende Fragestellungen werden hierzu bearbeitet:

1. Lassen sich mit aktuellen hochauflosenden Echokardiographie-Geraten unter
Verwendung neuerer Software mit Hilfe des TDI-Verfahrens und der 2D-Strain-
Analyse auch beginnende oder kleinere kardiomyopathische Veranderungen im

insuffizienten Rattenherz detektieren und lokalisieren?

2. Kommt es nach intravendser  KMS-Applikation im  chronischen
Herzinsuffizienzmodell der Ratte zur funktionellen Verbesserung der

Herzfunktion?

3. Treten eventuelle Funktionsverbesserungen durch KMS-Therapie nach Induktion

eines Herzinfarktes in bestimmten Arealen (z.B. Infarktnarbe) vermehrt auf?

4. Lasst sich die morphologische InfarktgréRe durch intravenése KMS-

Transplantation verkleinern?

5. Fuhrt die intravendése KMS-Transplantation zur vermehrten Kapillareinsprossung

im Infarktgebiet?

6. Gibt es Hinweise auf chondroide Metaplasien im Infarktgebiet nach intravendser
KMS-Gabe?
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Versuchstiere

Fur die Untersuchungen werden ca. 6 Wochen alte Ratten des Inzuchtstammes
Lewis aus der Kleintierzucht der Firma Harlaan-Winkelmann Deutschland bezogen.
Die Besonderheit der Tiere dieses Stammes liegt in ihrem nahezu identischen
Genmuster. Lewis-Inzuchtratten zeigen keinerlei Abstol3ungsreaktion und eignen
sich daher besonders gut fir wissenschaftliche Versuche, insbesondere
Transplantationsvorhaben. Die Richtlinien zur Versorgung und Pflege von
Versuchstieren wurden stets eingehalten. Die Ratten werden in den Stallungen der
tierexperimentellen Abteilung der Klinik fur Visceral-, Thorax-, und kardiovaskularen
Chirurgie der Charité untergebracht. Permanenter freier Zugang zu Standard-Labor-
Futter und Wasser ad libidum ist gewahrleistet.

Das Versuchsvorhaben ist nach 8§ 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes von der

Ethikkommission der Charité genehmigt worden.
3.1.2 Chirurgische Instrumente

e Anatomische Pinzette nach DeBakey, 200/2 mm
e Anatomische Pinzette Ultralight, 150/1,2 mm

e Chirurgische Schere, gerade spitz/stmpf, 115 mm
e Knochensplitterzange nach Liston, 190 mm

¢ Mikrofedernadelhalter nach Jacobson, 185 mm

e Mikrofederschere nach Potts-Smith, 190 mm

e Nadelhalter Durogrip nach Ryder, 135 mm

e Nadelhalter nach Castroviejo, 145 mm

e Préaparierschere nach Littler, 115 mm

e Praparierschere nach Toennis, 175 mm
Die verwendeten chirurgischen Instrumente werden von der Firma Aesculap

bezogen. Nach jeder Operation erfolgte die sachgemalie Reinigung und Sterilisation
im WEBECO Autoclaven.
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3.2 Methoden

3.2.1 Versuchsaufbau

Die Induktion der ischdmische Kardiomyopathie erfolgt als iatrogen verursachter

Myokardinfarkt durch Ligatur der linken Koronararterie (LCA). Nach Ablauf von vier

Wochen wird die Transplantation mittels Injektion der KMS nach medianer

Laparotomie in die Vena cava inferior vorgenommen. Nach weiteren vier Wochen

werden die Herzen zur pathologischen und histologischen Aufarbeitung explantiert.

(vgl. Abbildung 1)

Gruppe

Transplantation

I, Verum-Gruppe (n=10)

Injektion von KMS

II, Kontroll-Gruppe (n=10)

Injektion von NaCl 0,9%

Tabelle 1: Gruppeneinteilung

Induktion
Ischamische
Kardiomyopathie Transplantation

TTE: transthorakale Echokardiographie

Abbildung 1: Allgemeiner Versuchsaufbau

Herz-
explantation

Pathologie
Histologie
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Jeweils kurz vor den drei Operationszeitpunkten Induktion, Transplantation und
Explantation wird eine verblindete TTE-Untersuchung zur Bestimmung der
funktionellen Herzparameter durchgefihrt. Zur Vermeidung einer Verzerrung der
Ergebnisse werden die Versuchstiere randomisiert.

Verglichen werden 10 Tiere aus der Verum-Gruppe, die KMS-Zellen erhalten, mit 10
Tieren aus der Kontroll-Gruppe, denen in identischer Prozedur 0,9%iges NaCl
injiziert wird. (vgl. Tabelle 1, Seite 21)

Zur Gewinnung des Transplantates werden einer Ratte zwei Femurknochen
entnommen. Nach Explantation des gesamten bendétigten Knochenmaterials ist die
Ratte nicht tGberlebensfahig. Durch die syngenen Erbgutverhaltnisse (Inzuchtratten)
wird der reale autologe Transplantationsweg auch im allogenen Transplantations-
modell hinreichend simuliert, so dass die Gewinnung der KMS im gewahlten
Tierversuch aus den Femurknochen einer Spenderratte realisiert werden kann. (vgl.
Abbildung 2) Zellz&hlungen aus Vorversuchen haben ergeben, dass die
durchschnittliche gewonnene Menge pro Spenderratte 50 Millionen Zellen betragt.

Spenderratte Beide Femur-Knochen

¥,

Empfangerratte

KMS-Tranplantat

/

Abbildung 2: Ablauf der KMS-Transplantation
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3.2.2 Versuchsdurchfihrung
3.2.2.1 Anasthesie

Zur Narkose der Versuchstiere wird ein Gemisch aus Ursotamin (Ketanest®) und
Rompun im Verhéltnis 2:1 hergestellt. Die Applikation erfolgt intraperitoneal mit einer
Dosierung von 0,1ml/100g Kérpergewicht.

Uber einen Fihrungsdraht wird eine auf 3,5 Zentimeter gekiirzte 18g-Flexule in der
Trachea der Ratte platziert. (vgl. Abbildung 3) Die permanente Ventilation tbernimmt
wahrend der Operation ein Sauglingsrespirator mit einem Gemisch aus Sauerstoff
(02) und Raumluft im Verhéltnis 2:1 und einer Frequenz von 70 pro Minute. (vgl.
Abbildung 4)

Abbildung 3: Intubation

Abbildung 4: Beatmung
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3.2.2.2 Induktion des Myokardinfarktes

Die Induktion einer ischamischen Kardiomyopathie erfolgt in Anlehnung an etablierte
Verfahren durch Ligatur der LCA (Li, et al., 1997; Orlic, et al., 2001). Nach Rasur des
Operationsgebietes und dreimaliger Desinfektion mit Betaisodonna (Braunol®) wird
durch einen etwa drei Zentimeter langen Hautschnitt eine linkslaterale Thorakotomie
als Zugangsweg zum Herzen vorgenommen. Durch Anbringen zweier 3-0 Vicryl-
Haltendhte bietet sich eine gute Sicht auf das Operationsfeld. Nach Er6ffnung des
Perikards wird unter Verwendung einer 8-0 Prolene-Naht die Ligatur der proximalen
LCA vollzogen. (vgl. Abbildung 5) Unter kurzer Luxation des Herzens prasentiert sich
eine myokardiale Ischamie im Bereich der linken Ventrikelwand. Diese ist stets
visuell durch eine livide Verfarbung und das Vorliegen einer Akinesie
gekennzeichnet. Nach mehreren Blahmandvern der Lunge und Aspiration der
restichen Luft aus den Pleuren mit einer 18g Flexile erfolgt dann der
Thoraxverschluss unter Zuhilfenahme der Haltenahte mit 3-0 Vicrylfaden. Die Wunde
wird subkutan mit 5-0 Vicryl- und kutan mit 5-0 Monocrylfaden vernaht. Nach kurzer
Nachbeatmungszeit von ca. 10 Minuten stellt sich wieder eine Spontanatmung ein
und die Ratten gelangen zuriick in den Tierstall.

Abbildung 5: Induktion des Myokardinfarktes mittels Ligatur der LCA
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3.2.2.3 Gewinnung der KMS

Die Gewinnung der KMS und die im nachsten Abschnitt beschriebene
Transplantation werden zur Vermeidung eines mdglichen Vitalitdtsverlustes der
Zellen zeitgleich durchgefuhrt. Die Entnahme der Zellen aus beiden
Oberschenkelknochen einer Spenderratte erfolgt wieder in Orientierung an bereits
bewahrten Methoden (Wakitani, et al., 1995). Zur besseren Mobilisierung der Zellen
und zur Vermeidung von Thrombenbildung bei der Aufbereitung der Suspension
erfolgt mit der regularen An&sthesie der Tiere zunachst eine intravendse
Heparinisierung mit 40IE Heparin/100 mg Kdrpergewicht in die Penisvene. Nach 30
Minuten Einwirkzeit, Rasur und Desinfektion der Operationsfelder wird eine letale
Dosis des Ursotamin (Kentanest®)-Rompun-Gemisches verabreicht. Nach
Freipraparation und Darstellung werden beide Femur-Knochen mit der
Knochensplitterzange gelenknah entnommen und diaphysennah eréffnet. Zur
schonenden Loésung des Knochenmarks werden 100ul des Enzyms Hyaluronidase

(25mg in 1ml NaCl 0,9%) in den er6ffneten Knochen pipettiert.

Abbildung 6: Gewinnung der KMS Abbildung 7: Zellsuspension

Nach drei Minuten Einwirkzeit kann das Knochenmark in Form eines Pflockes mit
reichlich NaCl 0,9% herausgespult werden. (vgl. Abbildung 6) Dieser wird Uber
einem Zellsieb durch insgesamt zehn Spilungen mit einer Losung (5 IE Heparin in
50ml NaCl 0,9%) gewaschen und von der Hyaluronidase befreit. Nach Uberfiihrung
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in ein Eppendorf-Gefal3 erfolgt die Zentrifugation bei 500 G fir 10 Minuten sowie das
Verwerfen des Uberstandes. Aufgelost in 150ul NaCl 0,9% ergeben die gewonnenen
Zellen die zu transplantierende Suspension. (vgl. Abbildung 7, S.25)

3.2.2.4 Transplantation

Zum Zwecke der Transplantation werden die Versuchstiere erneut narkotisiert,
intubiert und beatmet. Nach Rasur und sterilem Abwaschen erfolgt eine mediane
Laparotomie Uber einen ca. 5 cm langen Hautschnitt. Der Darm wird unter
Zuhilfenahme feuchter, steriler Kompressen luxiert, um Sicht auf die grofRen
abdominellen Gefal3e zu bekommen. Nach Darstellung der Vena cava inferior wird
die Punktion dieser mit einer Insulinspritze vorgenommen. Mit Hilfe von Stieltupfern
lasst sich durch eine kurze mechanische Kompression eine ausreichende Blutstillung
erreichen. Die Wunde wird subkutan mit 5-0 Vicryl- und kutan mit 5-0 Monocrylfaden

verschlossen. Nach Extubation gelangen die Tiere wieder in die Stallungen.

3.2.2.5 Explantation

Nach Durchfihrung der TTE3 am Vortag wird den Tieren zur Explantation der
Herzen zunachst eine letale, intraperitoneale Dosis des Ursotamin (Ketanest®)-
Rompun-Gemisches verabreicht. Der gleiche Zugangsweg, wie unter 3.2.2.2
beschrieben, wird unter vorsichtigem Ldsen der Verwachsungen freiprapariert. Es
folgt die Explantation des Herzens unter Erhalt der GefaR3stumpfe. Die Herzen
werden zur weiteren histologischen und pathologischen Begutachtung umgehend in
Formalin fixiert. (vgl. Abbildung 8)

Abbildung 8: explantiertes Herz
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3.2.3 Echokardiographische Untersuchungen
3.2.3.1 Durchfuhrung und Apparatur

Echokardiographische ~ Untersuchungen  erfolgen  zuerst als  Baseline-
Bestandsaufnahme vor Infarktinduktion (TTE1) sowie im weiteren Verlauf vor KMS-
Transplantation (TTE2) und vor Explantation der Herzen (TTE3). (vgl. Abbildung 1, S.
21). Um eine erneute Intubation zu vermeiden, werden die Versuchstiere mit einer
geringen Dosis Ketanest®/Rompun (0,03ml/100g KG) sediert. Zum Einsatz kommt
ein Echokardiographie-Gerat Vivid 7 Dimension der Firma General Electric (GE
Medical Systems, Horton, Norwegen) mit einem 10S 5,5-12 MHz Schallkopf. Die
Daten werden digital im DICOM-Format gespeichert und offline an einer externen
Work-Station mit Hilfe des Programms EchoPacPC der oben genannten Firma
ausgewertet.

Grundlage der transthorakalen Echokardiographie bilden die Richtlinien der
American Society of Echocardiography (Lang, et al., 2005). Die Untersuchung erfolgt
von transthorakal in Linksseitenlage. Von jeder Einstellung werden mindestens drei
Herzzyklen aufgezeichnet. Alle Untersuchungen wurden von demselben Untersucher
durchgefiihrt. Dieser verfligte bereits vor unserer Studie Uber Erfahrung in der

Ratten-Echokardiographie.

Abbildung 9: Durchfiihrung der echokardiographischen Untersuchung
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3.2.3.2 Standardechokardiographie

Ubersicht und Auffinden der parasternalen kurzen und langen Achse werden
zunachst im zweidimensionalen Schnittbild (B-Mode) durchgefiihrt. Im M-Mode (eine
Aneinanderreihung eindimensionaler Strahlen durch das Herz im zeitlichen Verlauf)
werden dann die folgend aufgezéahlten Parameter zur Bestimmung der intrakardialen
Diameter (cm) sowie Dicke (cm) und Kontraktilitat der Herzwande (%) ermittelt. (vgl.
Abbildung 10)

IVSd (Dicke des Interventrikularseptums wahrend der Diastole in cm)

IVSs (Dicke des Interventrikularseptums wahrend der Systole in cm)

LVIDd (Linksventrikularer innerer Diameter wahrend der Diastole in cm)
LVIDs (Linksventrikularer innerer Diameter wahrend der Systole in cm)
LVPW(d (Dicke der linksventrikularen Hinterwand wahrend der Diastole in cm)
LVPWs (Dicke der linksventrikularen Hinterwand wahrend der Systole in cm)

EF (Ejektionsfraktion, Auswurfsfraktion in %)

© N o O k0w DdhdPRE

FS (Fractional shortening, Verkirzungsfraktion in %)

1 IVSd 0.15 em
IVSs 0.25 em
LVIDd 0.57 em
LVIDs
LVPWd
LVPWs
EDV (Teich)

ESV (Teich)

EF (Teich) I e e il i SN

SV (Teich) Ly
FS )

Abbildung 10: M-Mode (TTE1)
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3.2.3.3 Gewebe-Doppler Echokardiographie (TDI)

Zur Darstellung der Wandbewegungsgeschwindigkeit fuhren wir Untersuchungen im
Gewebe-Doppler-Verfahren durch. Basierend auf der Dopplertechnik werden hierbei
die unterschiedlichen Signalpegel von Blut und Gewebe in Korrelation gesetzt. Die
Bildrate betragt 205-230/Sekunde, der Sektorwinkel 30 Grad. In der vorliegenden
Arbeit sollen die systolischen Wandbewegungsgeschwindigkeiten (V; cm/s) der
vorderen (anterior) und hinteren (posterior) Wand des linken Ventrikels bestimmt
werden. (vgl. Abbildung 11) Die Messungen erfolgen in der parasternalen langen
Achse. Aufgrund der sensiblen Untersuchungsbedingungen werden zur Bestimmung
eines Wertes jeweils drei Messungen durchgefuhrt und zur weiteren statistischen

Berechnung gemittelt.

Abbildung 11: Gewebedoppler (TTE1)
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3.2.3.4 2D-Strain-Analyse

Durch eine Grauwert-Analyse der 2D-Bilder Uber den Verlauf eines Herzzyklus wird
die Bestimmung einer regionalen Verformung mdglich (Leitman, et al., 2004). Mit
dieser sensitiven neuen Methode erfolgt die Beurteilung der radialen systolischen
Kontraktion (%) in den nachfolgend aufgezahlten Segmenten des linken Ventrikels:

1. Septum
Antero-Septaler Ubergang
Anteriore Wand
Laterale Wand

Inferiore Wand

o 0k~ W

Posteriore Wand
(vgl. Abbildung 12)

400 600

Abbildung 12: 2D-Strain-Analyse (TTE1)
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3.2.4 Histologie und Pathologie
3.2.4.1 Aufbereitung der Herzen

Zur Vorbereitung der Zellfarbungen fir die Lichtmikroskopie werden die
entnommenen Herzen je nach GroRRe von kranial nach kaudal in 6-8 Scheiben mit
einer Dicke von 1,9 bis 2,8 mm geschnitten (vgl. Abbildung 13) und in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert. Danach erfolgt eine Fixierung der Praparate
in Paraffin. Von den entstandenen Paraffinblécken werden dann mit dem Mikrotom
2um dicke Schnitte hergestellt. Diese werden auf einem Objekttrager aufgebracht
und bei 70°C getrocknet.

™ ; vy J
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Abbildung 13: Blocke vor der Einbettung in Paraffin

Legende zur Abbildung 13:

e Bp: Basal posterior

e Mp: Medial posterior
e Ap: Apikal posterior

e Ba: Basal anterior

e Ma: Medial anterior

e Aa: Apikal anterior
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3.2.4.2 Farbung mit Hamatoxylin-Eosin (HE)

Zunachst wird ein Eosin-Ansatz aus 3%igem Eosin (gelost in 75 ml destilliertem
Wasser), 100%igem Ethanol (150 ml) und 1%igem Phloxin (1,5 ml) hergestellit.

Die Objekttrager mit den Schnitten werden gewassert und erhalten nach der
laborublichen Methode unter Verwendung von Hamalaun nach Meyer die HE-
Farbung. Aus jedem Block werden zwei Objekttrager hergestellt. Unter dem
Lichtmikroskop wird anhand der Praparate eine Z&hlung der Kapillaren pro Sichtfeld
in der 100-fachen Vergro3erung im Infarktgebiet vorgenommen.

3.2.4.3 Immunhistochemische Farbung mit dem monoklonalen S100-Antikorper

Die immunhistochemische Farbung wird mit dem Farbeautomat BenchMarc® der
Firma Roche Ventana im pathologischen Institut der Charité, Universitatsmedizin,
durchgefuhrt. Monoklonale Maus-S100-Antikorper des Klons 15E2E2 werden hierfur
von der Firma BioGenix Deutschland bezogen.

Unter der Bezeichnung S100 werden spezielle calciumbindende Proteine
zusammengefasst, die unterschiedliche zellulare Funktionen erfullen. Sie kommen
vor allem in Chondrozyten, Lipozyten, Melanozyten, Myozyten und Gliazellen vor
(Nakajima, et al., 1982). Monoklonale S-100-Antikrper werden in der
Histopathologie zur Abgrenzung bestimmter Tumore (Gliome, Melanome, chondroide
Tumore) eingesetzt (Kahn, et al., 1983). Trotz der Existenz von S-100-Proteinen
auch in Skelett- und Herzmuskelzellen, eignet sich die Methode besonders gut zur
Detektion von Chondrozyten/chondroider Metaplasie im Narbengewebe des
Infarktgebietes. Unter dem Lichtmikroskop werden die Objekttrager auf positive

Reaktionen von Chondrozyten im Infarktgebiet durchsucht.

3.2.4.4 InfarktgroRenbestimmung mit der Fiji-Software

Das Computer-Programm Fiji basiert auf der flr wissenschaftliche Zwecke
entwickelten Software ImageJ und ist als freeware im Internet erhdltlich. Im
medizinischen Bereich findet es unter anderem in der radiologischen Diagnostik (CT
und MRT), aber auch in Histo- und Pathologie vor allem im Bereich der (Elektronen-)
Mikroskopie Anwendung. Neben einer weiteren Vielzahl von Funktionen ermagglicht
Fidji sehr genaue Flachen- und Volumenberechnungen (Preibisch, et al., 2009;
Walter, et al., 2010).
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Zur Bestimmung des Infarktvolumens werden die histologischen Schnitte eines
Herzens (1 Objekttrager pro Parafinblock) mit einem Flachbrettscanner digitalisiert.
Lange und Breite eines Objekttragers liefern den Mal3stab im Zehntelmillimeter-
bereich. Mit Hilfe der Fiji-Software werden folgende Flachen bestimmt: (vgl.
Abbildung 14 und 15)

Herzgesamtumfang (mmg2)
Hohlraumflache des linken Ventrikels (mm2)

Hohlraumflache des rechten Ventrikels (mm2)

0D e

Infarktflache (mm?2)

Abbildung 14: Bestimmung Herzgesamtumfang Abbildung 15: Bestimmung Infarktflache
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Multipliziert mit der Schnittdicke ergeben sich nach Addition aller ermittelten Flachen

pro Herz die Volumina (mms3) der oben genannten Entitdten. Die Formel

Herzgesamtvolumen — Hohlraumvolumen links — Hohlraumvolumen rechts

ergibt das Herzmuskelvolumen (mm3). Setzt man das Infarktvolumen hierzu ins
Verhaltnis, ergibt sich der prozentuale Anteil des Infarktes an der gesamten
Herzmasse, welcher in der vorliegenden Arbeit als objektiver Parameter fur die

Infarktgré3e verwendet wird.

3.2.5 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wird mit Hilfe des
Softwareprogramms PRISM 5 (GraphPad Inc.,, La Jolla, USA) und des
Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation,
Redmond, USA) durchgefuhrt.

Es wird eine deskriptive Statistik durch Errechnung von Mittelwerten, Medianen,
Standardabweichung und Range erstellt. Zum besseren Verstdndnis werden die
Ergebnisse auch in Form von Box-Plot-Diagrammen nach Tukey visualisiert. Die
Lange einer Box entspricht hierbei dem Bereich, in dem die mittleren 50% der Daten
liegen (Interquartilsabstand). Hierdurch wird ein unmittelbarer Eindruck Uber die
Streuung der vorliegenden Daten sowie Uber den Bereich, in welchem die Daten
liegen und wie sie sich dort verteilen, vermittelt. Der Median wird als Strich durch die
Box dargestellt. Die Whisker zeigen nach der Definition von Tukey (Tukey, 1977) den
minimalen und maximalen Datenwert (Range) an, wenn dieser noch im Bereich des
1,5-fachen Interquartilsabstandes liegt. Ausrei3er, die Uber beziehungsweise unter
dieser Begrenzung liegen, werden auferhalb des Diagrammes als Punkte
gekennzeichnet. Dies ermdglicht eine bessere Darstellung von Extremwerten. Den
Ublichen statistischen Standards entsprechend wird ein p-Wert von weniger als 0,05
als Signifikanzniveau gewahlt.

Aufgrund der geringen Fallzahlen ist eine Prifung auf Normalverteilung zur
Durchfuhrung von parametrischen Tests nicht sinnvoll. Daher werden ausschlief3lich
nichtparametrische Tests angewendet. Anstelle von asymptotischen p-Werten

werden jedoch die genauen p-Werte angegeben.
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Die beiden Gruppen Verum und Kontrolle werden zunéchst unabhangig voneinander
betrachtet und hinsichtlich des zeitlichen Verlaufes der Ereignisse (Induktion
Myokardinfarkt, KMS-Transplantation) auf signifikante Veradnderungen gepruft.
Hierfar liegen lediglich metrische Daten vor. Daher erfolgt die Prufung der Varianzen
auf einen signifikanten Unterschied mit dem Wilcoxon-Test fir abhangige
Stichproben.

Im Weiteren werden die Veranderungstendenzen der Gruppen Verum und Kontrolle
miteinander verglichen. Hierzu werden im Falle der echokardiographisch erhobenen

Werte die Differenzen der metrischen Werte nach folgender Formel ermittelt:

Wert nach Transplantation — Wert vor Transplantation

Die Ergebnisse dienen als MalR fir eine mdgliche Verbesserung oder
Verschlechterung nach Transplantation der KMS und werden mit dem Mann-
Whitney-U-Test fur unabhéngige Stichproben ausgewertet.

Im einmaligen Falle der nominal skalierten Werte (Pathologie/chondroide Metaplasie

Ja/Nein) wird der Chi-Quadrat-Test fir unabhéngige Stichproben gewahlt.
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4  Ergebnisse

4.1 Tierbezogene Daten

Die Ratten sind zu jedem Zeitpunkt der Studie den gleichen Haltungsbedingungen
ausgesetzt. Zu den drei Zeitpunkten Infarktinduktion, KMS-Transplantation und
Explantation sowie fiur die Spendertiere wird jeweils eine Gewichtsbestimmung
durchgefuhrt. Die gemittelten Gewichte betragen zwischen 345 = 16 zum Zeitpunkt
der Myokardinfarktinduktion und 387 + 29 zum Zeitpunkt der Explantation. Wie in

Abbildung 16 ersichtlich, ergeben sich keine relevanten Gewichtsunterschiede oder
statistische Auffalligkeiten.

KMS-Transplantation
Induktion Myokardinfarkt
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£ —T— 5
g 3504 S 3501
8 &
O ——
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Explantation Spendertiere
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Abbildung 16: Gewichte
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4.2 Echokardiographische Daten
4.2.1 Ejektionsfraktion (EF) und Fractional Shortening (FS)

Zuerst werden beide Gruppen hinsichtlich einer erfolgreichen Infarktinduktion
untersucht. Das Ergebnis zeigt einen statistisch hochsignifikanten Abfall von EF (%)
und FS (%) bei allen Tieren. Im Weiteren werden beide Gruppen nach einer
funktionellen Verbesserung der Herzfunktion nach KMS-Transplantation auf
Veranderungen untersucht. (vgl. Tabelle 2) Signifikante Anderungen sind hier in
keiner Gruppe zu finden. Auffallig ist jedoch, dass der p-Wert in Gruppe | (Verum) far
die beiden oben genannten Entitaten mit 0,08 deutlich geringer ist als in Gruppe I
(Kontrolle) mit 0,22 und somit eine Signifikanz nur knapp verfehlt. (vgl. auch
Abbildung 17, S. 38) Vergleicht man allerdings die Verbesserungstendenz beider
Gruppen mittels Testung der Differenzen, wird dieser Effekt mit einem p-Wert von 0,8

fur EF und 0,7 fur FS wieder relativiert. Fragestellung zwei ist hiermit beantwortet.

Gruppe | (Verum) Gruppe Il (Kontrolle)
EF (%) FS (%) EF (%) FS (%)
Mittelwert: 70 35 71 36
Median: 70 35 70 36
Gesund Standabw: 6 4 6 5
(vor Infarkt) Min: 63 30 61 29
Max: 82 45 79 43
Range: 19 15 18 14
Mittelwert: 40 17 40 17
Median: 41 18 44 19
Infarkt Standabw: 8 4 9 4
(4 Wochen nach . . 26 10 25 10
Infarkt)
Max: 49 22 50 22
Range: 23 12 25 12
Mittelwert: 48 22 46 20
Median: 52 24 46 20
Transplantation  siangabw: 14 8 8 4
(4 Wochen nach . . 30 12 32 13
Transplantation)
Max: 65 32 57 26
Range: 35 20 25 13
lp Infarkt <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
|p Transplantation 0,08 0,08 0,22 0,22

Tabelle 2: EF (%) und FS (%) im gesunden, im infarzierten und im transplantierten Tier
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Gruppe | (Verum) Gruppe Il (Kontrolle)
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Abbildung 17: Darstellung der Veranderungen von EF (%) und FS (%) nach Induktion des

Myokardinfarktes sowie nach Transplantation von KMS bzw. NaCL

4.2.2 Intrakardiale Diameter und Herzwandmalle

Wie aus Tabelle 3 und 4 (S. 39 und 40) zu entnehmen ist, zeigt sich in beiden
Gruppen die Induktion des Myokardinfarktes durch die typische Dilatation des linken
Ventrikels (signifikante Zunahme von LVIDd und LVIDs). Eine signifikante Zunahme
der Wanddicke des Septums lasst sich zum Zeitpunkt der Explantation in beiden
Gruppen nachweisen. Die Kontrollgruppe weist im Bereich der posterioren
Ventrikelwand eine signifikante Hypertrophie nach Transplantation von NaCl auf.
Insbesondere im direkten Vergleich der Differenzen nach Anwendung der unter 3.2.5
erlauterten Formel offenbart sich fir die Kontroll-Gruppe eine signifikant (p=0,05)

vermehrte Zunahme der Wanddicke im Bereich der Hinterwand (LVPWSs), welche in
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der Verum-Gruppe ausbleibt. Fir den Parameter LVPWd wird eine Signifikanz mit

einem p-Wert von 0,06 nur knapp verfehlt. (vgl. Abbildung 18, S. 40)

Gruppe | (Verum)
IVSd IVSs LVIDd LVIDs LVPWd LVPWs
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Mittelwert: 0,14 0,24 0,69 0,43 0,21 0,25
Median: 0,10 0,20 0,70 0,40 0,20 0,25
Gesund Standabw: 0,05 0,05 0,09 0,07 0,03 0,05
(vor Infarkt) Min: 0,10 0,20 0,50 0,30 0,20 0,20
Max: 0,20 0,30 0,80 0,50 0,30 0,30
Range: 0,10 0,10 0,30 0,20 0,10 0,10
Mittelwert: 0,14 0,14 0,87 0,71 0,20 0,27
Infarkt Median: 0,10 0,10 0,90 0,70 0,20 0,30
Standabw: 0,05 0,05 0,07 0,10 0,00 0,05
(4 Wochen nach "
Infarkt) Min: 0,10 0,10 0,80 0,60 0,20 0,20
Max: 0,20 0,20 1,00 0,90 0,20 0,30
Range: 0,10 0,10 0,20 0,30 0,00 0,10
Mittelwert: 0,18 0,23 0,86 0,70 0,22 0,28
Transolantation Median: 0,20 0,20 0,90 0,70 0,20 0,30
@ Wthen nach Standabw: 0,04 0,05 0,11 0,12 0,04 0,04
Transplantation) Min: 0,10 0,20 0,70 0,50 0,20 0,20
P Max: 0,20 0,30 1,00 0,90 0,30 0,30
Range: 0,10 0,10 0,30 0,40 0,10 0,10
[p Infarkt 1,00 0,02 <001 <0,01 1,00 0,42 |
[p Transplantation 013 002 073 100 035 0,77 |

Tabelle 3: Intrakardiale Diameter (cm) und Herzwanddicke (cm) der Verum-Gruppe im gesunden, im

infarzierten und im zelltransplantierten Tier
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Gruppe Il (Kontrolle)
IVSd IVSs LVIDd LVIDs LVPWd LVPWs
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Mittelwert: 0,17 0,22 0,72 0,44 0,21 0,24
Median: 0,20 0,20 0,70 0,40 0,20 0,20
Gesund Standabw: 0,07 0,04 0,08 0,05 0,03 0,05
(vor Infarkt) Min: 0,10 0,20 0,60 0,40 0,20 0,20
Max: 0,30 0,30 0,80 0,50 0,30 0,30
Range: 0,20 0,10 0,20 0,10 0,10 0,10
Mittelwert: 0,13 0,18 0,88 0,73 0,20 0,26
Infarkt Median: 0,10 0,20 0,90 0,70 0,20 0,30
(4 Wochen nach Standabw: 0,05 0,06 0,10 0,07 0,05 0,05
Infarkt) Min: 0,10 0,10 0,70 0,60 0,10 0,20
Max: 0,20 0,30 1,00 0,80 0,30 0,30
Range: 0,10 0,20 0,30 0,20 0,20 0,10
Mittelwert: 0,21 0,22 0,94 0,76 0,28 0,34
Transplantation Median: 0,20 0,20 0,90 0,70 0,30 0,30
@ Wthen nach Standabw: 0,03 0,04 0,15 0,13 0,08 0,08
Transplantation) Min: 0,20 0,20 0,70 0,60 0,20 0,20
P Max: 0,30 0,30 1,20 1,00 0,40 0,50
Range: 0,10 0,10 0,50 0,40 0,20 0,30
[p Infarkt 0,13 0,07 0,01 <0,01 1,00 0,35 |
[p Transplantation 00l 020 03 049 003 0,04 |

Tabelle 4: Intrakardiale Diameter (cm) und Herzwanddicke (cm) der Kontroll-Gruppe im gesunden, im

infarzierten und im NaCl-injiziertenTier
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Abbildung 18: Darstellung der vermehrten Zunahme der Hinterwanddicke in der Kontroll-

Gruppe nach Transplantation (Tx) im direkten Vergleich mit der Verum-Gruppe
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4.2.3 Daten aus der Gewebe-Doppler Echokardiographie (TDI)

Im Gewebe-Doppler-Verfahren werden anteriore und posteriore systolische
Wandbewegunsgeschwindigkeiten (V sys) ermittelt. Die gewonnenen Werte fur
gesunde Tiere der Verum-Gruppe liegen im Mittel anterior bei 0,68 = 0,22 cm/s und
posterior bei 2,37 + 0,51 cm/s. Die gesunden Tiere der Kontroll-Gruppe weisen mit
0,86 = 0,18 cm/s anterior und 2,44 + 0,38 cm/s posterior Daten im &hnlichen Bereich
auf. (vgl. Tabelle 7, Seite 43)

Abbildung 19: Darstellung der systolischen Wandbewegungsgeschwindigkeiten im TDI nach

Infarktinduktion (TTEZ2). Gelbe Kurve =V anterior, Griine Kurve =V posterior

Anhand des chronologischen Verlaufes der Untersuchungen zu den drei bekannten
Zeitpunkten werden in beiden Gruppen wiederum zuerst die erfolgreiche
Infarktinduktion sowie eventuelle Veranderungen nach der Transplantation geprft. In

beiden Gruppen zeigt sich zunachst eine hochsignifikante Abnahme der anterioren
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Wandbewegungsgeschwindigkeit nach Infarktinduktion. (vgl. Abbildung 19, S.41 und
Abbildung 20) In der Kontrollgruppe zeigt sich mit einem p-Wert von 0,01 zudem eine
signifikante Abnahme der Wandbewegungsgeschwindigkeit nach Infarktinduktion
auch in der posterioren Ventrikelwand. Die Verum-Gruppe weist eine Abnahme der V
sys im Bereich der Hinterwand zum Zeitpunkt drei auf, also nach KMS-
Transplantation. Mit einem p-Wert von 0,05 wird eine Signifikanz allerdings hier
verfehlt. Die Darstellung mittels der Box-plot-Diagramme (vgl. Abbildung 20)
verdeutlicht diese Feststellungen. (vgl. auch Tabelle 7, S.43)
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Abbildung 20: Graphische Gegeniberstellung der Veranderungen von anteriorer und posteriorer
Wandbewegungsgeschwindigkeit nach Infarktinduktion sowie nach Transplantation
von KMS bzw. NaCl
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Gruppe | (Verum) Gruppe Il (Kontrolle)
V ant.sys. V.post.sys. | V ant.sys. V.post.sys.
(cm/s) (cm/s) (cml/s) (cm/s)
Mittelwert: 0,68 2,37 0,86 2,44
Median: 0,71 2,63 0,78 2,25
Gesund Standabw: 0,22 0,51 0,18 0,38
(vor Infarkt) Min: 0,42 1,53 0,65 2,10
Max: 1,17 2,90 1,27 3,20
Range: 0,75 1,37 0,61 1,10
Mittelwert: 0,22 1,91 0,16 1,69
Median: 0,11 1,91 0,12 1,62
Infarkt
(4 Wochen nach St'andabw: 0,25 0,45 0,10 0,30
Infarkt) Min: 0,04 1,33 0,05 1,40
Max: 0,74 2,50 0,37 2,43
Range: 0,71 1,17 0,31 1,03
Mittelwert: 0,21 1,41 0,37 1,68
Transplantation Median: 0,18 1,37 0,32 1,62
(4 Wochen nach St_andabw: 0,11 0,26 0,27 0,35
Transplantation) Min: 0,07 1,03 0,00 1,21
Max: 0,38 1,88 0,93 2,37
Range: 0,31 0,85 0,93 1,16
[p Infarkt <0,01 0,08 <0,01 0,01
|p Transplantation 0,57 0,05 0,07 0,77

Tabelle 7: Wandbewegungsgeschwindigkeiten beider Gruppen im gesunden, im infarzierten und im

transplantierten Tier

Der direkte Vergleich beider Gruppen ergibt hinsichtlich der Entitdten V sys anterior
(p=0,26) und V sys posterior (p=0,09) keine signifikanten Unterschiede im
Veranderungsverhalten nach Transplantation. Der deutlich geringere p-Wert fir die
Hinterwand unterstreicht allerdings die oben erlauterte verzégerte Verringerung der
Wandbewegungsgeschwindigkeit nach Transplantation der Verum-Gruppe in diesem
Bereich. Die V sys nimmt also in der Kontoll-Gruppe schneller und starker ab als in

der Verum-Gruppe.
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4.2.4 Daten aus der 2D-Strain-Analyse

Die 2D-Strain-Analyse erlaubt eine genauere Beurteilung der Ventrikelfunktion und
eventueller Einschrdnkungen. Neben Vorder- und Hinterwand werden die laterale
und die inferiore Wand sowie das Septum beurteilt. Damit wird eine Beantwortung
der dritten Fragestellung nach Veranderungen in bestimmten Arealen erméglicht.
Wie in Abbildung 21 gut ersichtlich, demaskiert sich die Funktionseinschrankung
nach Infarktinduktion besonders in den anterioren und septalen Bereichen. (vgl.
Abbildung 21, turkise, rote und gelbe Kurve) Die Funktionskurven der inferioren und
posterioren Wand (blaue und pinke Kurve) hingegen zeigen keinerlei
Einschrankungen in diesem Bereich. (vgl. hierzu auch den Normalbefund in
Abbildung 12, S. 30)

| AntSept || Ant Il Lat |

Abbildung 21: Darstellung der Funktionskurven fir einzelne Ventrikelbereiche aus der 2D-Strain-

Analyse nach Infarktinduktion (TTEZ2)

44



Stellt man die Ergebnisse aus der Analyse von anteriorer Wand der posterioren
gegenuber (vgl. Abbildung 22), wird nicht nur die hochsignifikante Infarktinduktion,
sondern auch die aul3erst genaue Lokalisation der Infarktnarbe deutlich.
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Abbildung 22: Gegenuberstellung der Ergebnisse aus der anterioren und posterioren 2D-Strain-

Analyse zu den Zeitpunkten Gesund, Infarkt und Transplantation

Auch hier kommt wieder die bereits in den vorhergehenden Untersuchungen
diagnostizierte  signifikante  Funktionsverschlechterung der linksventrikularen
Hinterwand nach Infarktinduktion in der Kontrollgruppe zum Ausdruck (p=0,03). Eine
signifikante Verbesserung nach KMS-Transplantation lasst sich jedoch weder im
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anterioren Infarktgebiet noch im Bereich der gegeniberliegenden Hinterwand
nachweisen. (vgl. Abbildung 22, Seite 45)

Der Vergleich der Ergebnisse aus dem anteroseptalen mit dem inferioren Bereich
offenbart ein ahnliches Bild. Der Infarkt dehnt sich Uber den anteroseptalen Bereich
aus, der inferiore Bereich des linken Ventrikels bleibt verschont. Es zeigt sich
allerdings eine signifikante Verschlechterung der inferioren Funktion (p < 0,01) nach
KMS-Transplantation in der Verum-Gruppe. (vgl. Abbildung 23), was im Sinne der

dritten Fragestellung nach lokalisierten Veranderungen zur Diskussion steht.
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Abbildung 23: Gegenuberstellung der Ergebnisse aus der anteroseptalen und inferioren 2D-Strain-

Analyse zu den Zeitpunkten Gesund, Infarkt und Transplantation
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Die graphische Darstellung in Abbildung 24 verdeutlicht schlie3lich die Ausbreitung
der Kontraktionsstorung Uber das gesamte Septum und die laterale Wand, was sich
auch in der Folge durch die Transplantation von KMS nicht signifikant &ndert.
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Abbildung 24: Darstellung der Ergebnisse aus der septalen und lateralen 2D-Strain-Analyse zu den

Zeitpunkten Gesund, Infarkt und Transplantation

Bei der Aufarbeitung der Daten aus dem posterioren und inferioren Bereich fallt auf,
dass es nach Transplantation von KMS (Verum-Gruppe) eher zu einer
Verschlechterung der Funktion kommt, wahrend die Kontroll-Gruppe
(Transplantation von NacCl) in den gleichen Arealen eine Verbesserungstendenz
aufweist. (vgl. Abbildung 22, Seite 45 und 23, Seite 46) Betrachtet man beide
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Gruppen getrennt voneinander, weist diese Beobachtung zunachst nur hinsichtlich
der inferioren 2D-Strain-Analyse in der Verum-Gruppe eine Signifikanz auf. Im
direkten Vergleich der Veradnderungstendenzen in beiden Gruppen mittels
Differenzbildung der Ergebnisse nach Transplantation und vor Transplantation ergibt
sich jedoch fur beide Segmente (inferior und posterior) eine Signifikanz. (vgl.
Abbildung 25) Die Testung der ubrigen 2D-Strain Parameter mit diesem Verfahren
zeigt keine weiteren Auffalligkeiten. Damit ist die Fragestellung drei beantwortet.
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Abbildung 25: Darstellung der signifikant unterschiedlichen Funktionsanderungen aus der inferioren

und posterioren 2D-Strain-Analyse im direkten Vergleich beider Gruppen

48



4.3 Histologische Daten
4.3.1 Infarktgrofe

Die GrolRe des Infarktes wird als prozentualer Anteil des histologisch als
Narbengewebe erkannten Herzvolumens am Herzgesamtvolumen ermittelt, wie unter
3.2.4.4 erlautert.

Wie in Tabelle 8 ersichtlich, wird bei der Fragestellung nach potentieller
Verkleinerung der morphologischen Infarktgro3e nach intravendser KMS-
Transplantation keine statistische Signifikanz erreicht. Mit einem p-Wert von 0,07
lasst sich jedoch sicherlich eine Tendenz zu eher kleineren Infarkten in der Verum-
Gruppe (11,15%=+1,08), verglichen mit der ermittelten durchschnittlichen Infarktgrof3e
in der Kontroll-Gruppe (12,80£1,84), aufzeigen. (vgl. auch Abbildung 26, S. 50) Damit

ist die vierte Fragestellung beantwortet.

Herz- Hohl- Hohl- Herz-
Infarkt- Infarkt-
gesamt- raum- raum- muskel- N
volumen groiRe
volumen volumen volumen mm3 volumen o
(mm3) RV(mm?3) LV(mm3) ( ) (mm3) )

Mittelwert: 995,49 56,82 109,55 92,70 829,12 11,15
Gruppe | Median: 1013,66 51,24 81,18 90,74 819,73 11,27
(Verum) Standabw: 113,16 24,89 54,78 16,96 112,93 1,08

Min: 816,35 33,05 51,17 61,36 643,04 9,20
Max: 1140,41 119,11 231,53 129,23 994,89 12,99

Mittelwert: 855,31 48,53 101,43 91,62 705,34 12,80

Gruppe Il Median: 815,09 51,22 88,93 80,63 699,29 12,97
(Kontrolle) Standabw: 169,35 16,38 56,75 27,35 132,89 1,84
Min: 629,50 21,11 43,96 54,08 486,66 10,00

Max: 1187,08 76,34 253,86 135,46 883,37 15,55

p=0,07

Tabelle 8: Bestimmung der Infarktgrof3e (%) als Anteil des Infarktvolumens am Herzmuskelvolumen
unter Zuhilfenahme der Formel: Herzgesamtvolumen — Hohlraumvolumen LV -

Hohlraumvolumen RV = Herzmuskelvolumen
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Abbildung 26: Darstellung der berechneten InfarktgréRe beider Gruppen im direkten Vergleich

4.3.2 Kapillareinsprossung

Die Daten aus der Zahlung der Kapillaren im HE-gefarbten Préaparat unter dem
Lichtmikroskop (vgl. Abbildung 27) verteilen sich Uber eine Range von 24
Kapillaren/Sichtfeld fir die Verum-Gruppe und 20 Kapillaren/Sichtfeld fir die
Kontrollgruppe.

Abbildung 27: Kapillareinsprossung im Infarktareal in der 100-fachen Vergrof3erung unter dem
Lichtmikroskop (HE-Farbung)
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Die durchschnittliche Kapillarenanzahl betragt in der Verum-Gruppe 18,8+9,3 und in
der Kontroll-Gruppe 15,8+6,9, was auch aufgrund der relativ hohen Streuung der
Werte nur einem p-Wert von 0,5 entspricht. (vgl. Abbildung 28) Damit ist eine
Signifikanz fur die flinfte Fragestellung nach vermehrter Kapillareinsprossung durch

intravendse KMS-Transplantation nicht gegeben.
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Abbildung 28: Darstellung der Kapillarenanzahl pro Sichtfeld in der 100-fachen VergréRerung
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4.3.3 Chondroide Metaplasie

Mittels immunhistochemischer Farbung mit dem monoklonalen S-100-Antikdrper wird
der Nachweis von Chondrozyten im Infarktgebiet vereinfacht. (vgl. Abbildung 29 und
30, S.52 und 53) Der Nachweis gelingt in drei Praparaten der Verum-Gruppe und in
funf Préparaten der Kontroll-Gruppe, was einem signifikanten Unterschied (p<0,01)
entspricht. Chondrozyten finden sich also in den Infarktgebieten nach Tranplantation

von KMS und nach Injektion von NacCl.

Abbildung 29: Immunhistochemische Farbung mit dem monklonalen S-100-Antikdrper zur Detektion

chondroider Metaplasie in der 40-fachen Vergrof3erung

Eine potentielle chondroide Metaplasie durch Fehldifferenzierung der KMS ist daher
nicht gegeben. Betrachtet man die Existenz der Knorpelzellen jedoch als Tell
stattfindender Umbauprozesse im Rahmen der Infarktnarbenbildung, ist hier

moglicherweise  von einer signifikant verringerten  Kalzifizierungs- und
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Ossifizierungstendenz nach der intravenésen Transplantation auszugehen, was im

Sinne der sechsten Fragestellung zur Diskussion steht. (vgl. Abbildung 31)

Abbildung 30: Immunhistochemische Farbung mit dem monklonalen S-100-Antikérper zur Detection

chondroider Metaplasie in der 100-fachen Vergré3erung
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Abbildung 31: Vorkommen von chondroider Metaplasie in % der Praparate (+ chondroider

Metaplasie/ - keine chondroide Metaplasie)
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5 Diskussion

5.1 Untersuchungsansatz

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde die Zelltherapie als ein mdgliches
Verfahren zur Behandlung der chronischen Herzinsuffizienz untersucht. Die Daten zu
dieser Fragestellung wurden vier Wochen nach intraventdser Transplantation von
autologen KMS bei myokardinfarzierten Ratten erhoben und sind Gegenstand der
vorliegenden Arbeit.

In den Fokus experimenteller und Klinischer Forschung ist in den letzten Jahren das
Remodeling gertickt, ein bedeutender pathophysiologischer Effekt der Erkrankung,
der eine Kaskade von Veranderungen der Ventrikelmorphologie, -geometrie und
-funktion in Gang setzt (Goldstein, et al., 1998; Greenberg, 2002; Udelson, 2004).
Die Transplantation von KMS erscheint hier als ein suffizienter, ursachlicher
Therapieansatz, der diesen Prozess aufhaltbar, moglicherweise sogar umkehrbar
(Reverse Remodeling) macht. Die Bewertung der Dimension dieses gesteigerten
Regenerationspotentials ist jedoch noch in der Diskussion und durch kontroverse
wissenschaftliche Publikationen gekennzeichnet. Der Kklinische Nutzen fir den
Menschen ist aktuell Gegenstand prospektiver Langzeitstudien, wobei die ersten
Follow-up-Ergebnisse eher ernichternde Ergebnisse erbringen. Insgesamt besteht
fur den therapeutischen Ansatz der KMS-Transplantation weiterhin intensiver
Forschungsbedarf. Ein Ziel der vorliegenden Studie ist daher, Erkenntnisse Uber
eventuelle funktionelle und morphologische Veranderungen nach intravenéser KMS-
Transplantation im ischamischen, kardiomyopathischen Herzen zu gewinnen.
Adulten Stammzellen des Knochenmarks wurde in friheren Jahren lediglich die
Fahigkeit zur Hamatopoese (hadmatopoetische Vorlauferzellen) zugestanden. Das
Prinzip der KMS-Transplantation wird daher auf dem Gebiet der Blutbildung seit
vielen Jahren in der onkologischen Therapie der Blutzelltumoren durchgefihrt.
Aktuellen Studien zufolge sind adulte KMS jedoch im Stande, auch andere Zellen
des Korpers zu ersetzen. Die Regeneration von Kardiomyozyten (Dawn and Bolli,
2005), aber auch Vaskulo- bzw. Angiogenese (Nagaya, et al., 2004), sind mdglich,
bedirfen in  den kommenden Jahren jedoch sicherlich noch weiterer
wissenschaftlicher Analyse, da fur dieses Phanomen der Transdifferenzierung

adulter Knochenmarkstammzellen (KMS) unterschiedliche Erklarungsmodelle
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existieren, die sich zum Teil Gberschneiden. Es ist moglich, dass HSZ, MSZ und EPZ
aus dem Knochenmark erst am Wirkungsort durch Umprogrammierung Multipotenz
erlangen, um sich in den bendétigten Zelltyp auszudifferenzieren. Eine Abwandlung
dieses Modells ist die Aktivierung der gewebespezifischen multipotenten
Stammzellen, welche sich dann vermehrt reproduzieren und nach
Transdifferenzierung Pluripotenz erlangen (Mailander, 2005). Eine andere Variante
geht einfach von der Existenz multipotenter Stammzellen als eigenstandiger
Zellgruppe oder als Unterpopulation einer anderen Zellgattung direkt im
Knochenmark aus (Jiang, et al., 2002).

Ein weiterer physiologischer Effekt besteht darin, dass nach einem Untergang von
Gewebe KMS nach aktivem Uberschreiten der Knochen/Blutbarriere in die
spezifischen erkrankten Gewebe gelenkt werden. Dieser Vorgang wird als Homing
bezeichnet und ist ebenfalls Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen
(Jackson, et al., 2001; Lapidot, et al., 2005). Es scheinen chemotaktische Faktoren
zu existieren, die nach einer Zellschadigung oder Ischdmie vermehrt produziert
werden. Diese senden systemische Reize aus, die die endogene Produktion sowie
die Freisetzung von pluripotenten Stammzellen im Knochenmark anregen und diese
in die betroffenen Gewebe lenken. Einer dieser Faktoren, der stem cell derived factor
1 (SDF-1) und der dazugehorige spezifische Rezeptor CXCR4, konnte bereits 1999
beschrieben werden (Peled, et al., 1999).

Der erlauterte offene Wissensstand im  Hinblick auf unterschiedliche
Erklarungsmodelle zur Transdifferenzierung und zum Homing der aus dem
Knochenmark gewonnenen Stammzellen fihrt zu folgender Uberlegung:
Verschiedene Zelltypen werden durch ein bisher noch nicht endgiiltig geklartes
Zusammenspiel von Reizen, Faktoren und Vorgangen im Knochenmark oder
moglicherweise erst am  Wirkungsort entsprechend programmiert oder
umprogrammiert. Daher werden die KMS in der vorliegenden Arbeit bewusst nicht
isoliert oder anderweitig behandelt, sondern mdglichst zeitnah, also ohne
Vitalitatsverlust, transplantiert.

Die Induktion eines Myokardinfarktes im Rattenmodell zur Evaluation des
Krankheitsbildes Herzinsuffizienz und mdglicher Therapieformen ist in der
tierexperimentellen medizinischen Forschung etabliert. Die Akquise von Daten zur
Quantifizierung myokardialer Schaden und funktioneller Einschrédnkungen oder

Verbesserungen ist durch die GroRRenverhaltnisse der Rattenherzen jedoch noch
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immer erschwert. Invasive Methoden, zum Beispiel manometrische Verfahren unter
Verwendung von Mikrokathetern, sind mit einer relevant erhohten Komplikations- und
Sterberate assoziiert.

Die TTE hat sich als nichtinvasives und kosteneffektives Verfahren im klinischen
Alltag manifestiert. 1994 gelang Litwin et al. die grobe Evaluation von Morphologie
und globaler Ventrikelfunktion im Rattenmodell (Litwin, et al., 1994). Die Bestimmung
genauerer Werte war aufgrund technischer Einschrankungen, wie der geringen
Auflésung, nicht moglich. Selbst die klinische Anwendung dieser Methode beim
Menschen wurde durch die geringe Sensivitat, geschuldet den Auflésungs-
problemen, lange Zeit limitiert. Moderne Ultraschall-Geréte erlauben die Anwendung
neuer Verfahren, wie Gewebe-Doppler und 2D-Strain-Analyse. Diese ermdglichen
heute differenzierte Aussagen Uber die regionale Kinetik und Morphologie. Im
Rattenmodell wurde die Uberlegenheit dieser Methode im Vergleich mit der
konventionellen Echokardiographie fir gesunde Herzen bereits nachgewiesen
(Hartmann, et al., 2007). Daten zur Aussagekraft in einem Herzinsuffizienzmodell
liegen bisher nicht vor. Weiteres Ziel der vorliegenden Untersuchung ist deshalb, den
Nutzen dieses neuen Verfahrens zur sensitiveren Einschatzung von Veranderungen
im kardiomyopathischen Herzen tierexperimentell zu belegen und diesen neuen
methodischen Zugriff fur zukinftige experimentelle, kardiovaskulare Forschung zu

etablieren.

5.2 Kardiale Stammzelltherapie — der intravendse Applikationsweg

Als mdgliche Applikationswege fur die kardiale Zelltherapie kommen prinzipiell der
intramyokardiale, der intrakoronare und der systemische in Betracht. Innerhalb dieser
drei Moglichkeiten werden zur Zeit verschiedene Applikationssysteme erprobt.
Intramyokardiale Verfahren von epikardial oder endokardial injizieren die Zellen direkt
ins Infarktgebiet oder in die Grenzgebiete zwischen Infarktnarbe und vitalem
Myokard. Diese Injektion schafft einen interzellularen Hohlraum, der eine Reihe von
Problemen mit sich bringt. Zum einen ist davon auszugehen, dass bei fehlendem
Kontakt mit Blut oder umliegenden Kardiomyozyten ein grof3er Teil der applizierten
Zellen im Suspensionsdepot nicht Uberlebt. Dieser Effekt wird durch die
programmierte Inflammationsreaktion nach der myokardialen Gewebsverletzung

noch potenziert: Die Uberlebenden transplantierten Zellen werden durch
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einstromende Makrophagen phagozytiert, bevor sie ihre regenerative Wirkung
ausitben konnen (Merx, et al., 2005). Zum anderen kann schon allein durch Punktion
des Myokards, erst recht aber durch Schaffung eines intramyokardialen
Flussigkeitsdepots, ein arrhythmogenes ektopes Zentrum geschaffen werden. Nicht
zuletzt birgt jede Ventrikelpunktion, insbesondere im infarzierten Herzen, das nicht
unerhebliche Risiko einer Ventrikelperforation. Die transepikardiale Route ist wegen
der notwendigen Thorakotomie wahrscheinlich nur im Falle einer erforderlichen
Operation zu realisieren (Menasche, et al., 2001). Die transendokardiale Route ist
unter Verwendung arterieller Herzkatheter mdglich und mittlerweile in der klinischen
Erprobung (Fuchs, et al., 2006). Neben den bereits erwéhnten Problemen einer
intramyokardialen Applikation kommt hierbei erschwerend die genaue Platzierung
der Injektionen hinzu. Aufwendige, dreidimensionale, elektromechanische
Mappingverfahren zur Uberwindung dieser Hirde sind Gegenstand aktueller
wissenschaftlicher Forschung.

Im Rahmen einer erforderlichen Herzkatheteruntersuchung scheint es daher
einfacher und komplikationsarmer, die Zellen intrakoronar zu applizieren. Nachteil
hierbei ist die begrenzte Invasion der transplantierten Zellen ins Infarktareal aufgrund
fehlender Perfusion (Strauer and Kornowski, 2003). Die ersten Ergebnisse der
groBen klinischen Studien BOOST und REPAIR-AMI attestieren geringe
Komplikationsraten, werfen jedoch auch die Frage nach der Dimension des
klinischen Nutzens wegen der abnehmenden/fehlenden Langzeitwirkung auf (Meyer,
et al., 2009). Moglich ware, dass die Applikation von Stammzellen in regelmafidigen
Abstanden wiederholt werden muss, um einen nachhaltigen Benefit zu erreichen. Die
Durchfihrung einer Herzkatheteruntersuchung im Rahmen eines Kkardialen
Ereignisses ist klinischer Standard. Eine gleichzeitige Applikation von KMS bringt nur
geringen Mehraufwand und ist im Begriff, sich klinisch zu etablieren. Sollten jedoch
mehrfache, regelméafiige Verabreichungen der Zellen fir ein gutes Langzeitresultat
von Noten sein, wirde die Applikation mittels transluminarer Herzkatheter einen
groR3en Klinischen Aufwand mit erheblichem Risikopotential bedeuten. Stationare
Krankenhausaufnahmen in kurzen, madglicherweise monatlichen Abstanden,
bedeuten einen immensen Kostenfaktor fir das Gesundheitssystem und sind auch
den Patienten im Hinblick auf eine moderne, risikoarme Medizin nicht zuzumuten.
Der intravendse Applikationsweg stellt hier ein gut zu realisierendes Verfahren dar

und ist daher Gegenstand dieser Studie. Bewusst werden hierfir die Zeitpunkte von
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Transplantation und Nachuntersuchungen im Abstand von jeweils vier Wochen
gewahlt, um den Nutzen der KMS-Transplantation auch im Verlauf einer chronischen
Herzinsuffizienz zu prufen. Die Invasion intravenos applizierter Stammzellen in ein
kurz zuvor geschaffenes myokardiales Infarktareal wurde bereits mittels radioaktiver
Markierung im Rattenmodell nachgewiesen. Gleichzeitig zeigte sich auch, dass durch
den First-Pass-Effekt nicht alle transplantierten Zellen ihren Wirkungsort im Herzen
erreichen (Aicher, et al., 2003). Allerdings ist die Bedeutung regionaler
chemotaktischer Faktoren im chronischen Verlauf einer Herzinsuffizienz zur
Unterstitzung mdglicherweise auch Induktion des Homing-Effektes noch nicht
hinreichend geklart. Studien belegen das Vorhandensein von Homingfaktoren fur
zirkulierende Stammzellen, so genannter stromal derived cells (SDF) mit
spezifischen Rezeptoren, in adulten Herzen (Peled, et al.,, 1999). Nach einem
Myokardinfarkt werden diese freigesetzt und vermehrt nachproduziert (Vandervelde,
et al., 2005). Die Homingfaktoren lenken also im Blut zirkulierende Stammzellen
direkt in das ischamische Gewebe, was den First-Pass-Effekt nach intraventser
Transplantation mdglicherweise deutlich abschwacht (Abbott, et al., 2004). So hat die
Arbeitsgruppe um Aicher zwar den First-Pass-Effekt fur intravends transplantierte
Zellen nachgewiesen, den komplizierten Faktor des Homing-Effektes dabei aber
aulRer Acht gelassen. Die Forschungsgruppe um Nagaya konnte im Rattenmodell
nachweisen, dass intravends applizierte Stammzellen nur drei Stunden nach
Induktion eines Herzinfarktes die InfarktgroBe signifikant verringert, die
Kapillareinsprossung anregt und die Herzfunktion verbessert (Nagaya, et al., 2004).
Es stellt sich daher die Frage, ob ein &hnlicher Effekt durch intravendse KMS-

Transplantation auch vier Wochen nach einem Infarkt festgestellt werden kann.

5.3 Moderne Echokardiographie im Herzinsuffizienz-Rattenmodell

Die Echokardiographie liefert im klinischen Alltag verlassliche, reproduzierbare und
prézise Daten zur kardialen Anatomie, Hamodynamik und Funktion. Das Prinzip
beruht auf der Echo-Lot-Methode. Ausgesendete Schallwellen werden von
unterschiedlichen Geweben, Flissigkeiten oder Luft verschieden reflektiert und im
Schallkopf wieder eingefangen. Nach Bearbeitung mit Hilfe eines Verstarkers werden
sie auf dem Bildschirm dargestellt. Dank technischer Neuerungen in den letzten

Jahren sind moderne Ultraschallgerdte heute im Stande, mit hochauflésenden
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Bildgebungsverfahren, wie Computertomographie und Magnetresonanztomographie,
zu konkurrieren. Das Risiko fur schwerwiegende Komplikationen ist bei der nicht-
invasiven Methode von transthorakal nicht vorhanden. Diese Uberlegenheit macht
die Echokardiographie als diagnostisches Verfahren auch fir Tierversuche
interessant. Nach ersten Anwendungen an Ratten in den 1990er Jahren (Litwin, et
al., 1994) konnten genauere Daten erst ein Jahrzehnt spater gewonnen werden. Eine
Arbeitsgruppe um Watson bestimmte reproduzierbare funktionelle Parameter der
Standardechokardiographie, wie EF und FS, und machte teilweise wenig genaue
Aussagen zu Herzklappen mittels Farbdoppler-Verfahren im Rattenmodell (Watson,
et al., 2004). Im selben Jahr ermdglichte eine neue Software erstmals die Methode
der 2D-Strain-Analyse zur sensitiven Beurteilung der Ventrikelfunktion (Leitman, et
al., 2004). Insbesondere das Auffinden und die genaue Lokalisation auch kleinerer
Veranderungen waren nun moglich und fanden zunachst erfolgreich Kklinische
Anwendung beim Menschen. Die Verwendung des Verfahrens zur Datenakquise in
Tiermodellen scheint naheliegend und machbar und ist bei gesunden Herzen im
Rahmen einer Studie zur Evaluation der Therapie von peritonealen Metastasen
bereits erfolgreich getestet worden (Hartmann, et al., 2007).

Die erste Fragestellung, ob diese Methode auch im Stande ist, in einem
Herzinsuffizienz-Rattenmodell differenzierte Aussagen zur lokalen Ventrikelfunktion
und Morphologie zu machen, kann durch die Ergebnisse der vorliegenden Studie
beantwortet werden: Die neuen echokardiographischen Methoden, insbesondere die
2D-Strain-Analyse, sind Uber die Daten der Standardechokardiographie hinaus in der
Lage, genaue Aussagen zur Quantifizierung der regionalen Ventrikelfunktion im
Herzinsuffizienz-Rattenmodell zu treffen.

Die signifikante Abnahme der Parameter LV-EF und FS (p<0,01) aus der
Standardechokardiographie nach Ligatur der linken Koronararterie deuten auf das
Vorliegen eines grol3en Herzinfarktes unter Einbeziehung des linken Ventrikels hin.
Weitere Daten aus dem M-Mode liefern grobe Aussagen zur Ventrikelgeometrie und
-morphologie. Eine Dilatation des linken Ventrikels sowie die Hypertrophie des
Septums sind nachweisbar. Zusammenfassend lassen die Methoden der
Standardechokardiographie  jedoch nur die Feststellung einer starken
Funktionseinschrankung (grof3er Herzinfarkt) des linken Ventrikels zu. Hinsichtlich
der weiteren geplanten Detektion von madglicherweise geringen, lokalisierten

Veranderungen von Ventrikelmorphologie, -geometrie und -funktion nach KMS-
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Transplantation reicht die Aussagekraft der standardechokardiographischen
Parameter nicht aus.

Mit der Gewebedopplermethode lassen sich pathologische Wandbewegungs-
geschwindigkeiten sensibel detektieren und lokalisieren. (vgl. hierzu auch
Abbildungen 11, Seite 29 und 19, Seite 41) Die Methode ermdéglicht auRerdem die
Unterscheidung zwischen vorderer und hinterer Wand des linken Ventrikels. Durch
die Bestimmung der Wandbewegungsgeschwindigkeiten kdnnen Aussagen zur
Funktion in groben lokalen Bereichen getroffen werden. Die Lokalisation einer
Infarktnarbe im anterioren Bereich gelingt. Die feinen Unterschiede im zeitlichen
Verlauf der Myokardregeneration nach Infarktinduktion und Transplantation in der
posterioren Ventrikelwand sind durch die Anwendung dieser Methode diagnostiziert
worden und waren in der konventionellen Standardechokardiographie sicherlich nicht
nachweisbar gewesen.

Das diagnostische Herzstick dieser Untersuchung ist die nicht doppler-basierte,
radiale 2D-Strain-Analyse. Im Rattenmodell gelingen nicht nur die Abbildung eines
gesunden Herzens sowie die Diagnose eines Herzinfarktes, sondern es ist auch ein
detaillierter Daten-Verlauf nach Therapieversuchen einer Herzinsuffizienz madglich.
Der linke Ventrikel wird in der kurzen Achse in die sechs Bereiche anterior, septal,
anteroseptal, lateral, inferior und posterior aufgeteilt. Dies erlaubt eine sehr genaue
Lokalisation kardiomyopathischer Vorgange. In der vorliegenden Studie eréffnet es
eine klare Einschatzung der Dimensionen der vorliegenden Infarkte. Verglichen mit
den bisherigen Methoden sind zusétzlich auch Aussagen fur die inferioren und
lateralen Wandbereiche moglich. Funktionseinschrankungen des vorderen und
hinteren Septums sowie der Vorder- und Hinterwand lassen sich mit dieser Methode
genauer einschatzen als mit den konventionellen Madoglichkeiten der
Standardechokardiographie. Damit ist es gelungen, eine der Kernaussagen der
Studie, bezogen auf die Fragestellung der Wirksamkeit einer intravenésen KMS-
Transplantation, mit dem neuen Zugriff der 2D-Strain-Analyse zu verifizieren.
Aufgrund der einfachen, reproduzierbaren Einstellung in der kurzen Achse wurde die
Datenerhebung im radialen Verfahren durchgefiihrt. Longitudinale und zirkumferelle
2D-Strain-Einstellungen in der langen Achse bringen keine vergleichbar stabilen
Bilder und verfalschen somit die Ergebnisse; sie sollten jedoch in jedem Fall

Gegenstand zukinftiger Untersuchungen sein.
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Es lasst sich also feststellen, dass die 2-D-Strain-Analyse als Teil einer TTE
Untersuchung im Herzinsuffizienz-Rattenmodell mdglich ist. Mit ihrer Hilfe konnte
insbesondere die genaue Beurteilung von Kardiomyopathien an thorakal
voroperierten  Ratten erzielt werden. Eine Dbeliebig oft durchfihrbare
Verlaufsuntersuchung zur differenzierten Beurteilung speziell der regionalen

Ventrikelfunktion im chronischen Herzinsuffizienzmodell ist somit etabliert.

5.4 Ventrikelfunktion und Morphologie

Fur die aussagekraftigen, funktionellen Parameter EF und FS konnen nach
Transplantation von KMS keine signifikanten Anderungen festgestellt werden. Es
zeigt sich jedoch mit einem p-Wert von 0,08 eine deutliche Tendenz zur
Funktionsverbesserung durch die Transplantation der Stammzellen im Vergleich mit
der NaCl-Gruppe (p-Wert 0,22).

Nach grober Lokalisation der Veranderungen durch Bestimmung der intrakardialen
Diameter und Wanddicken kdnnen im Bereich der Ventrikelgeometrie einige
Anderungen aufgezeigt werden: Das Septum ist in beiden Untersuchungsgruppen
durch eine signifikante Dickenzunahme nach Transplantation gekennzeichnet. Da
sich jedoch nach Infarkt eine Verringerung des Durchmessers in diesem Bereich
ergibt, ist hier eher von einer Wiederherstellung des Ursprungszustandes als von
einer Hypertrophie auszugehen. Dieser Effekt tritt allerdings in beiden
Untersuchungsgruppen gleichmé&Rig auf; daher ist hier keine weitere Aussage
mdoglich. Im Bereich der Hinterwand kommt es allerdings ohne Transplantation von
KMS langerfristig zu einer signifikanten Dickenzunahme (LVPWd und LVPWSs nach
Transplantation von NaCl mit p-Werten von 0,03 und 0,04; direkter Vergleich der
beiden Gruppen LVPWs p=0,05 und LVPWd p=0,06; vgl. auch S.38-40). Diese
Hypertrophie konnte eine kompensatorische Reaktion auf die Ausbildung einer
groR3en Infarktnarbe im Bereich der gegenuberliegenden vorderen Ventrikelwand
sein. Das Fehlen dieser Reaktion in der Verum-Gruppe weist mdglicherweise auf die
Konzentration der Kompensationsmechanismen im Narbengebiet hin.

Die Untersuchungen mit dem Gewebedoppler ermdglichen durch die
Geschwindigkeitsmessungen der Ventrikelwdnde tiefere Einblicke in die
Ventrikelfunktion. Die Messungen im Bereich der anterioren Wand, also im
Infarktgebiet, ergeben keine signifikanten Verbesserungen nach KMS-
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Transplantation. Hier wird mit einem p-Wert von 0,07 zwar ein besseres Ergebnis fur
die Kontrollgruppe erzielt; dies halt dem direkten Vergleich beider Gruppen
hinsichtlich der Verbesserungstendenz jedoch nicht Stand (p=0,3).

Interessanter ist die Betrachtung der posterioren Wandbewegungsgeschwindigkeit.
Diese nimmt in der Kontrollgruppe in der frihen Phase nach Infarkt, also vor der
Transplantation, signifikant ab; eine Signifikanz in der Verum-Gruppe wird hier
verfehlt (p=0,08). Nach KMS-Transplantation erhéartet sich diese Feststellung, da sich
die V sys posterior in der Verum-Gruppe zwar verringert, eine Signifikanz allerdings
erneut knapp verfehlt wird (p=0,05). (vgl. hierzu auch S. 42-43) Vielleicht kénnte
dieses Ph&nomen in der posterioren Ventrikelwand auf das Vorliegen unterschiedlich
grolRer Infarkte nach Induktion hindeuten. Dies ist allerdings durch das in der Studie
angewendete Randomisierungsprinzip aufRerst unwahrscheinlich. Des Weiteren fallt
bei genauer Betrachtung der erhobenen funktionellen Parameter EF und FS nach
Myokardinfarktinduktion auf, dass diese ohne relevante Streuung in einem &hnlichen
Bereich liegen. (vgl. hierzu auch S. 37-38) Schlie3lich kdme diesem Faktor auch
keine relevante Bedeutung zu, da im Rahmen der statistischen Auswertung durch
Bildung der Differenzen der Werte nach und vor Transplantation die
Verédnderungstendenzen fur jede Gruppe individuell erstellt und dann verglichen
werden, was fur die Entitaten V sys anterior und V sys posterior keine signifikanten
Unterschiede ergibt. Moégliche abweichende Infarktausdehnungen nach Induktion
wirden auch nicht ins Gewicht fallen.

Vielmehr kdnnte der festgestellte Unterschied auch als eingeschrénkte Mobilitat der
dem Infarkt gegenuberliegenden Ventrikelwand in der Kontrollgruppe interpretiert
werden. Dies wirde die bereits erlauterte These der kompensatorischen
Hypertrophie stiitzen, da hypertrophes Herzmuskelgewebe trager kontrahiert
(Hypomohbilitat) als gesundes.

Die besonders sensitiven Daten aus der 2D-Strain-Analyse zeichnen insgesamt ein
ahnliches Bild. Wieder lasst sich im Infarktbereich, also anterior, septal, anteroseptal
und lateral, keine signifikante Funktionsverbesserung detektieren. Interessanterweise
prasentieren sich die infarktfreien Gebiete, also posterior und inferior, in der Kontroll-
Gruppe eher hyperagil, wahrend die Transplantation von KMS hier einen
Funktionserhalt, teilweise sogar eine Funktionsverminderung, produziert. (vgl. hierzu
auch S. 45-58) Dies zeigt sich deutlich im direkten Vergleich beider Gruppen durch p-

Werte von 0,04 fir den posterioren und 0,03 fur den inferioren Bereich. Mit Letzterem
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rickt nun ein weiterer nicht-infarzierter Bereich in den Diskussionsfokus. Durch die in
diesem Verfahren typische Aufteilung des Ventrikels in sechs Regionen lasst sich
also postulieren, dass der erlauterte Kompensationsmechanismus nicht nur die dem
Infarkt gegenuberliegende posteriore Wand betrifft, sondern sich in allen
extrainfarziellen Gebieten vollzieht. Im Sinne der bereits aufgestellten These der
kompensatorischen Hypertrophie/Hypomobilitat kommt diese Beobachtung nicht
unbedingt einer verbesserten Ventrikelfunktion gleich. Dies hatte sich zudem in
signifikanten Verbesserungen der Paramter EF und FS zeigen missen. Es ist davon
auszugehen, dass es sich um eine ungerichtete Zunahme von Muskelkontraktionen
durch die Vermehrung von Masse handelt, und somit eigentlich Remodeling-
Vorgénge abgebildet werden.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse aus den echokardiographischen
Untersuchungen keinen Kklaren, hochsignifikanten Vorteil durch die KMS-
Transplantation erkennen. Es kann, insbesondere fur den wichtigen Bereich der
Infarktnarbe, keine deutliche Verbesserung von Funktion oder Morphologie
festgestellt werden. Die groben Parameter EF und FS weisen eine positive Tendenz
in Richtung KMS-Transplantation auf. Als typisches Phanomen im Rahmen der
naturlichen Reaktion auf untergegangene Gewebe nach einem Myokardinfarkt ist die
kardiale Hypertrophie klinisch bekannt. In dem vorliegenden Modell zeigen die Ratten
der Kontrollgruppe zusatzlich eine Hypomobilitat, besonders in den nicht
infarktbetroffenen  Regionen.  Die transplantierten KMS  scheinen die
kompensatorische Reaktion in diesen Gebieten im Sinne eines Reverse-Remodeling
abzuschwachen beziehungsweise aufzuheben.

Eine mdgliche Erklarung hierfur liegt in dem bereits erlauterten Homing-Prozess, der
die im Blut zirkulierenden KMS in das ischamische Randgebiet des Infarktes
transportiert (Jackson, et al., 2001). Der Fokus des Regenerationsprozesses wird
somit moglicherweise verstarkt auf das Infarktgebiet gelenkt; die Aktivitat der
Umbauprozesse im uUbrigen Herzen wird herabgesetzt. Leider lassen sich zu den
gewéhlten Untersuchungszeitpunkten keine funktionellen Verbesserungen im
Infarktgebiet feststellen. Eventuell ist dieser Prozess erst im weiteren zeitlichen

Verlauf des Regenerationsprozesses signifikant nachzuweisen.
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5.5 Histopathologische Phanomene

Neben der InfarktgroRe ist im Rahmen der histopathologischen Aufarbeitung
besonders der Aspekt der Neo-Vaskulo/Angiogenese von Interesse. Im Rahmen der
Transdifferenzierung ist die Ausdifferenzierung von KMS in Endothelzellen zur
Bildung von BlutgefaRen mehrfach beschrieben worden (Bailey, et al., 2004; Hur, et
al., 2004; Ratajska and Czarnowska, 2006).

Die Daten aus der histologischen Infarktgro3enbestimmung erhéarten die These aus
den bereits diskutierten echokardiographischen Ergebnissen: Die Transplantation
von KMS scheint, verglichen mit einer Kontrollgruppe, diskrete Vorteile zu
verschaffen. Eine klare Tendenz zu kleineren Infarktnarben ist in der Verum-Gruppe
zu erkennen. Die statistische Signifikanz wird knapp verfehlt (p = 0,07). Insgesamt
sind die Ergebnisse aus der InfarktgroRenbestimmung mit einer gewissen Vorsicht zu
beurteilen. Die GroRRe des Infarktes lasst sich mit den zur Verflgung stehenden
Methoden sicherlich nur abschatzen.

Die Zahlung der Kapillaren als Mal3 fur die Kapillareinsprossung ergibt keine
signifikanten Unterschiede, wobei hier auch zu bemerken ist, dass nach KMS-
Transplantation durchschnittlich mehr Kapillaren im Infarktgebiet gezahlt werden als
in der Kontrollgruppe.

In den letzten Jahren mehren sich kritische Publikationen, die Hinweise auf eine
erhohte Kalzifizierungstendenz sowie mogliche Metaplasien chondroider oder
ossarer Genese nach KMS-Transplantation auf3ern. So gelang einer Arbeitsgruppe
aus Boston 2004 der Nachweis von signifikant vermehrten Kalzifikationen, allerdings
nach intramyokardialer KMS-Transplantation (Yoon, et al., 2004). Des Weiteren sind
auch ossare Metaplasien und nicht weiter differenzierbare Abkapselungen
beschrieben worden (Breitbach, et al., 2007). Im Rahmen der vorliegenden Studie
kommt ein immunhistochemisches Verfahren zum Nachweis von Chondrozyten zum
Einsatz. Diese sind mdoglicherweise nur ein Zwischenstadium im Rahmen des
geweblichen Umbauprozesses zu Kalzifikationen und Ossifikationen; in jedem Fall ist
das Knorpelgewebe einer myokardialen Regeneration nicht férderlich.

Chondroide Metaplasien werden sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Verum-
Gruppe nachgewiesen. Interessanterweise ist das Vorkommen in der Kontrollgruppe
signifikant hoéher als in der Verum-Gruppe (p<0,01). Die These, eine derartige
Metaplasie trete als Folge einer mdglichen Fehldifferenzierung der transplantierten

Zellen besonders nach KMS-Transplantation vermehrt auf, ist durch das blol3e
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Vorhandensein von Chondrozyten in den Préparaten der Kontrollgruppe widerlegt.
Wabhrscheinlich ist vielmehr, dass es, wie bereits 1995 beschrieben, im Rahmen der
lokalen myokardialen Umbauvorgange nach einem Infarkt zu Kazifikationen, sowie
ossaren und chondroiden Metaplasien kommt (Asanuma, et al., 1995). Die
vorliegende Untersuchung lasst also die These zu, dass die intravendse
Transplantation von KMS nach Myokardinfarkt die Kalzifizierungstendenz im
Infarktgebiet vermindert.

5.6 Limitierungen der Studie

Eine empirische Studie ist immer mit Limitierungen und Einschrankungen verbunden;
sie kann nur begrenzte Aussagen machen und stets nur ausschnitthaft eine
bestimmte wissenschaftliche Dimension vermitteln. Die Auswahl der methodischen
Zugriffe ist beschrankt, dies gilt insbesondere fir Tierversuche.

Das Rattenmodell ist zwar etabliert; es bestehen jedoch im Hinblick auf die
Anwendung beim Menschen entscheidende Unterschiede. Insoweit handelt es sich
um ein simulatives Modell. Ergebnisse aus Tierversuchen sind daher immer nur
wegweisend; wie ein Mensch schlie3lich auf eine Behandlung reagiert, ist nicht
sicher voraussagbar.

Die Verwendung von Ratten des Stammes Lewis simuliert in der vorliegenden Studie
den autologen Transplantationsweg. Lewis-Ratten sind beinahe genetisch identisch.
Geringe Unterschiede zwischen den Tieren koénnen trotzdem nicht sicher
ausgeschlossen werden. Die Tiere kdonnen unterschiedlich auf die Induktion des
Infarktes und die Transplantation von KMS reagieren. Mehrere exemplarisch
durchgefiihrte Zellzahlbestimmungen der gewonnenen KMS erbrachten nur minimal
unterschiedliche Ergebnisse. Trotzdem ist die genaue jeweils transplantierte
Zellmenge aus Grunden der Zellschonung nicht bekannt.

Die Echokardiographie ist in groflem Male abhéngig von der Schallqualitét.
Insbesondere nach Thorakotomie koénnen die Schallbedingungen erschwert und
damit die Bildqualitat eingeschrankt sein. Die Untersuchungen mit dem Gewebe-
Doppler sind, wie alle doppler-basierten Untersuchungen, schallwinkelabhangig, was
zur  Verfalschung der Werte Dbeitragen kann. Zur Vermeidung von

untersucherassoziierten Einflissen wurden die Echokardiographien immer von
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demselben Untersucher durchgefuihrt. Dennoch ist natirlich jede einzelne
Untersuchung individuell.

Die fur die histopathologischen Untersuchungen angefertigten Schnitte und
Praparate unterliegen Qualitéatsunterschieden. Die Herstellung der Praparate kann
mit Materialverlust einhergehen. Bei der Bestimmung der Infarktgréf3e werden die

Grenzen der methodischen Moglichkeiten erreicht.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde in einer randomisierten tierexperimentellen
Versuchsreihe die intravendse Applikationsform von Knochenmarkstammzellen
(KMS) als eine neue, noch junge Mdglichkeit zur Therapie der chronischen
Herzinsuffizienz ~ untersucht.  Zur  Datenakquise  konnten  die  neuen
echokardiographischen Verfahren Gewebe-Doppler (TDI) und 2D-Strain unter der
Verwendung moderner Gerate erfolgreich eingesetzt werden. Im Rahmen der Studie
solite der Nutzen wund die Machbarkeit dieser Untersuchungen im
kardiomyopathischen Rattenmodell belegt werden.

Der Versuchsaufbau beinhaltete zwei Gruppen von jeweils 10 Lewis-Ratten, die im
Verlauf der Untersuchung miteinander verglichen wurden. Der Zustand der gesunden
Herzen wurde bei allen 20 Tieren mit einer ausfuhrlichen Echokardiographie-
Untersuchung dokumentiert (TTE1l). Es folgte die Induktion eines groR3en
linksventrikularen Myokardinfarktes durch Ligatur der linken Koronararterie. In einer
nach vier Wochen folgenden zweiten Echokardiographie-Untersuchung (TTEZ2)
konnten eindeutige, infarkttypische Funktions- und Morphologieveranderungen mit
den konventionellen Parametern nachgewiesen werden. Es gelang dariber hinaus,
mit den oben genannten neuen, sensitiven Untersuchungsverfahren und Analysen
diese Ph&nomene genau zu lokalisieren und zu quantifizieren. Damit war eine
Zielsetzung der Studie, die TDI und 2D-Strain-Methode im chronischen
Herzinsuffizienz-Modell der Ratte zu etablieren, erreicht. Vier Wochen nach der
Induktion des Herzinfarktes wurden die Ratten randomisiert und in eine Kontroll-
Gruppe und eine Verum-Gruppe eingeteilt. Zur Gewinnung der KMS wurden pro
Transplantation einer genetisch synergenen Spenderratte beide Femurknochen
entnommen. Auf diesem simulierten autologen Transplantationsweg erfolgte die
Injektion der Zellen nach Laparotomie in die Vena Cava inferior. Die Kontrollgruppe
erhielt im identischen Operationsverfahren 0,9%iges NaCl. Nach weiteren vier
Wochen wurden in einer dritten Verlaufs-Echokardiographie eventuelle
Veranderungen der Ventrikelfunktion, -geometrie und -morphologie dokumentiert.
Danach folgte die Explantation der Herzen zur histopathologischen und
immunhistochemischen Auswertung.

Mit Hilfe der bereits erwdhnten echokardiographischen Methoden war es mdglich,

auch minimale Verdnderungen nachzuweisen: Der Nutzen der modernen
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Echokardiographie-Gerate und -verfahren (TDI, 2D-Strain) fur kommende
kleintierexperimentelle Studien am kranken Herzen ist hiermit belegt.

Die gewonnenen Ergebnisse hinsichtlich des intraventsen Transplantationsweges
ermdglichen folgende Aussagen: Nach Auswertung der funktionellen Parameter aus
der Echokardiographie konnten im eigentlichen Infarktgebiet nach KMS-
Transplantation keine signifikanten Veranderungen feststellten. Die Daten lassen
jedoch diskrete Tendenzen erkennen, die zu folgenden Thesen ermutigen:

1. Die intravendse Transplantation von KMS auch Wochen nach einem
Herzinfarkt scheint die Erholung der globalen Ventrikelfunktion positiv zu
beeinflussen.

2. Ventrikulare Remodeling-Vorgange der nicht infarzierten Areale scheinen
durch die KMS-Transplantation gebremst oder aufgehalten zu werden.

Um weitere zukunftsweisende, aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen, sollten
kommende Studien den Langzeitverlauf nach KMS-Transplantation im
Herzinsuffizienzmodell untersuchen. Weiterhin sind Studien zur Erforschung einer
wiederholten Gabe von KMS im Krankheitsverlauf einer Herzinsuffizienz sinnvoll und
von wissenschaftlichem Interesse.

Im Rahmen der histopathologischen Auswertung interessierte die Frage nach einer
potentiellen Verringerung der morphologischen Infarktgré3e sowie nach vermehrtem
Auftreten von chondrozytdren Metaplasien als mdglichen Vorlaufergeweben fir
Kalzifikationen und Ossifikationen im Myokard. Die Ergebnisse aus der vorliegenden
Studie lassen folgende Feststellungen zu:

1. Die intravendse Transplantation von KMS fuhrt nicht zu Fehldifferenzierungen
im Sinne einer chondroiden Metaplasie.

2. Kalzifizierungs- und Ossifizierungstendenzen im Rahmen der normalen,
postinfarziellen myokardialen Umbauvorgange werden durch intravendse
Transplantation von KMS vermindert.

3. Nach intravenoser Transplantation von KMS lasst sich die Tendenz zu einer

morphologischen Verkleinerung des Infarktareals erkennen.
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7.2 Abkilrzungen

ACE
ACSD
AT1
EF
EPZ
EF

FS

HE
HSZ
ICD

IE
KHK
KMS
LCA
LV
MAPZ
MSZ
NaCl
NT-proBNP
NYHA
02
SDF
SRI
RAAS
STEMI
TDI
TTE
VSEL-SC

Angiontensin — Converting -- Enzyme
Acorn® Cardiac Support Device
Angiotensin-1I-Rezeptor-Subtyp-1
Ejektionsfraktion

Endotheliale Progenitorzelle
Ejektionsfraktion

Fractional Shortening
Hamatoxylin-Eosin

Hamatopoetische Stammzelle
Implantierbarer Kardioverter/Defibrillator
Internationale Einheit

Koronare Herzerkrankung
Knochenmarksstammzelle

Linke Koronararterie

Linker Ventrikel

Multipotente Adulte Progenitorzelle
Mesenchymale Stammzelle
Natrium-Chlorid

N-Terminales Pro Brain Natriuretic Peptide

New York Heart Association

Sauerstoff

Stromal Derived Cells

Strain-Rating Imaging
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
ST-Strecken-Elevations-Myokardinfarkt
Tissue Doppler Imaging
Transthorakale Echokardiographie

Very Small Embryonic-Like Stem Cells
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7.3 Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
Braunol® Braun

Eosin Chromat
Ethanol Dr. Hollborn & S6hne
Formaldehydlésung Herbeta
Hamalaun Sigma
Heparin Roche
Hyaluronidase Roche
Natriumchlorid Fresenius
Parafin Merck
Rompun Bayer

S100 Antikdrper Klon 15E2E2 BioGenix

Ursotamin (Ketanest®)

Serumwerk Bernburg

Xylol

Merck

7.3 Gerate und Materialien

Geréat/Material

Bezugsquelle

10S Echokardiographie-Schallkopf 5,5-
12-MHz

General Electric

Amsterdam Infant Ventilator MK2 Elphymed
Autoclav automatischer Sterilisator WEBECO
Automatische Pipetierhilfe Pippetus Hirschmann

BenchMarK Immunhistochemischer
Farbeautmat

Ventana Roche

Betaisodona

3M

EchoPAC PC

General Electric
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Entwasserungsautomat

Sanyo

Eppendorfgefalie 1ml

Sarstaedt

Ethicon Monocryl 5-0

Johnson & Johnson

Ethicon Vicrlyl 3-0

Johnson & Johnson

Ethicon Vicryl 5/0 Johnson&Johnson
Flextle 189 Neoflon
Fumalen Prolene 8-0 Fumedica

Insulinspritze

Becton Dickinson

Koagulator Typ 6 K4 Aesculap
Konisches Roéhrchen Blue Max. 50 ml Falcon
Laborkuhlschrank Liebherr

Latex OP-Handschuhe Ausell
Microtomklingen A35 Feather
Mullkompressen RK Lohmann/Rauscher

Objekttrager selianisiert

Langenbrinck

Omnikon 40 Sterican
Rasierer Wilkinson
Rotationsmikrotom RM2125 RT Leica
Schittler MTS4 IKA
Sterile Tucher 3M
Tragbare Waage PT 1200 Satorius

VIVID 7 Dimension Echokardiographie-
System

General Electric

Zellsieb 100 pm

Falcon

Zentrifuge Biofuge

Haraeus Sepatech
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