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1 Einleitung

1.1 Pathophysiologie des Myokardinfarkts

Die koronare Herzerkrankung (KHK) gehdrt in den industrialisierten Landern zu den
héufigsten Ursachen einer Hospitalisierung und trégt in groBem Ausmal zur Morbiditét
und Mortalitét bei [11]. 2011 starben in Deutschland etwa 60.000 Menschen an den
Folgen eines akuten Myokardinfarktes (MI). Damit steht diese Erkrankung in der

Statistik der Todesursachen in Deutschland an zweiter Stelle [6].

Die klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren, welche die Entwicklung einer
Arteriosklerose und damit eines Herzinfarkts begiinstigen, sind arterielle Hypertonie,
Hyperlipoproteindmie, Diabetes mellitus, familidre Disposition, Nikotinabusus und
Adipositas [31]. Der MI und die daraus resultierende Nekrosezone leiten eine
postinfarzielle Entziindungsreaktion ein. Diese pathologischen, strukturellen
Myokardumbauprozesse werden als Remodeling bezeichnet und von einem massiven
Verlust des elastischen und kontraktilen Myokardgewebes begleitet. Die konsekutive
Entwicklung einer Reparationsfibrose durch Aktivierung von Reparationsvorgingen
[37, 42] bildet das Endstadium der Erkrankung. Trotz der restlichen hypertrophen
Kardiomyozyten fiihrt nach einem Herzinfarkt der Verlust an Myokard durch Druck-
und Volumenbelastung anschlieBend zu einer zunehmenden Stérung der
biventrikuldren Pumpfunktion. Am Ende dieser Entwicklung steht die chronische

Herzinsuffizienz.

1.2 Therapie der Herzkrankheit und Herzinsuffizienz

Die medikamentdse Therapie zur Optimierung der Herzpumpfunktion umfasst Beta-
Blocker, = ACE-Hemmer, Diuretika, eine lebenslange  prophylaktische

Thrombozytenaggregationshemmung mittels ASS und eine Sekundérprophylaxe mit
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lipidsenkenden und antiinflammatorischen Statinmedikationen zur Stabilisierung der
atherosklerotischen Plaques. Grundsitzlich ist die medikamentdose Therapie eine
symptomatische Behandlung bzw. Minimierung der kardiovaskuldren Risikofaktoren
[38]. Zur Wiederherstellung der Myokardperfusion im Infarktbereich konnen entweder
interventionelle (Ballondilatation oder Stentimplantation durch eine perkutane
koronare Intervention) oder operative Myokardrevaskularisation (durch aortokoronare
Bypassoperation) angewandt werden. Im Endstadium einer koronaren Herzkrankheit
mit dilatativer Kardiomyopathie besteht das Risiko eines plotzlichen Herztods mit
ventrikuldrer Tachykardie. Gegebenenfalls ist die primdre prophylaktische
Implantation des implantierbaren Kardioverter-Defibrillators notwendig. Als ultima

ratio wird eine Herztransplantation vorgenommen.

1.3 Hintergrund und Technik

1.3.1 Pathophysiologische Hintergriinde

Bei einem Herzinfarkt entsteht ein hypoxisches Gewebeareal, in die zusétzlichen
Entziindungszellen rekrutiert werden. Diese aggressiven Zellen verdndern zum einen
das gesamte Milieu einschlieBlich des pH-Werts und damit die Funktion aller
Funktions- bzw. Strukturproteine. Zum anderen rdumen sie auch das geschédigte
Gewebe ab und induzieren die Bildung von Narbengewebe. Unbehandelt fiihrt dies zu
schweren  Folgeschdden, wie Herzrhythmusschiden, Kontraktilitits- und

Elastizitdtsverlusten und moglicherweise Dilatation und Herzversagen [30].

Wihrend der letzten Jahre wurden zahlreiche Studien zur Erforschung der Potenz von
Stammzellen durchgefiihrt. Dabei wurde in erster Linie hypoxisches Gewebe
untersucht und durch den Einsatz von Stammzellen versucht, ein Absterben der Zellen
zu verhindern bzw. die Regeneration des abgestorbenen Gewebes zu fordern. Eine
Moglichkeit ist die direkte intramyokardiale Injektion von Stammzellen, wobei diese

jedoch lediglich in den Infarktrandbereich appliziert werden konnen. Es ist moglich
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durch Verwendung von Cardiac Patches [14]den Infarktbereich durch eine kiinstliche
Matrix zu stabilisieren, wobei das Polymergeriist als Wiederbesiedelungssubstrat dient.
Fujimoto ef al. [13] konnten so eine Verbesserung der Herzfunktion und des kardialen

Remodelings in Ratten zeigen (Abbildung 1).

./ :
Abbildung 1: Polyesterurethanharnstoff (PEUU)-Cardiac-Patch-Therapie nach MI im Rattenmodell.
PEUU-Patch Dimensionen: 6 mm Durchmesser x 300 um Wandstérke (A), PEUU-Oberflachenstruktur
im Rasterelektronenmikroskop (B), Myokardinfarktnarbe ohne (C) und mit Patch-Implantat (D) 8
Wochen nach MI in der Ratte.

Der Begriff Polyurethane umfasst als Oberbegriff eine heterogene Klasse von
Polymeren. Je nach Zusammensetzung einzelner Komponenten und je nach
Herstellungsart reagieren die Polyurethane sehr unterschiedlich und passen sich
flexibel an ihre Umgebung an. So sind Polyurethane in der Lage fiir ein grof3es

Anwendungsspektrum geeignet zu sein [39]. Polyesterurethanharnstoff (PEUU) als



eine Form der Polyurethane eignet sich als Material fiir die LIFT Technologie

besonders gut aufgrund ihrer kristallinen Uberstruktur.

Trotzdem bleibt das Problem der fehlenden Blutgefa3versorgung bestehen. Zahlreiche
Studien beschiftigen sich mit der Implantation endothelialer Progenitorzellen, um die
Bildung eines sekundéren BlutgefaBBnetzwerkes zu forcieren. So fanden Reinisch et al.
[36] ein komplexes Netzwerk fiinf Wochen nach subkutaner Implantation einer
Mischpopulation humaner Endothelial Colony Forming Cells (ECFC) und
Mesenchymal Stem Cells (MSC) in Nud-Maiusen. Bei Implantation einer reinen ECFC-
Population hingegen war der Organisationsgrad der gebildeten Gefédl3e deutlich geringer.
Interessanterweise konnte diese Studie funktionierende Verbindungen zwischen dem
Kapillarsystem der Maus und dem sekundidren humanen Gefdflsystem nachweisen.
Entscheidend fiir das Uberleben neu angesiedelter Zellen im Ischimiegebiet ist also
nach wie vor die Bildungsgeschwindigkeit eines funktionierenden sekundéren

Kapillarnetzwerks.

1.3.2 Technologischer Hintergrund

Die grofiten Probleme in der Herstellung von komplexen Gewebestrukturen mittels
Tissue Engineering liegen in den nur beschrinkten Moglichkeiten, Zellen in einer
dreidimensionalen Matrix anzuordnen, den erwiinschten Zelltyp in einem hohen
Reinheitsgrad ohne Kontaminationen (besonders durch unerwiinschte Zelltypen)
anzusiedeln und der Mangel der Zellen an Energiesubstraten durch die unzureichenden
BlutgefaBversorgung nach der Implantation des Gewebekonstruktes. Letzteres ist

ebenfalls ein limitierender Faktor in der Stammzelltherapie[9].

Durch die Modifikation des sogenannten Laser Induced Forward Transfer (LIFT),
einer Technologie aus der industriellen Elektrofertigung, konnen biologische

Wirkstoffe jeglicher Art, einschlieBlich vitaler Zellen, mit hoher Reinheit selektiert und
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mit hoher Prézision dreidimensional in einer Empfangermatrix angeordnet werden [17,

26]. Diese Technologie ist in der Lage, die Anforderungen durch gewebsspezifische

Pulslaser

Energieabsorbierende

Donor Beschichiung

Kollektor Biologisches Material

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Prinzips des Tissue Engineering von Ersatzgeweben mittels
Laserinduziertem Vorwirtstransfer. Durch den Pulslaser wird zielgenau von der Donorschicht

unterschiedliches biologisches Material auf den Kollektor gebracht in der gewiinschten Anordnung.

Strukturen zu beriicksichtigen und erlaubt damit die Herstellung von hochkomplexen
Gewebekonstrukten (Abbildung 2). Zunidchst konnte in einer ersten Studie die
prinzipielle Methodik des laserinduzierten Vorwirtstransfers vitaler Zellen (u. a.
Progenitor- und Stammzellen) etabliert werden. Darliber hinaus soll das
Differenzierungsverhalten der transferierten Zellen im Zusammenspiel mit dem

Einfluss der Matrixeinbettung untersucht und charakterisiert werden.

1.3.3 Stand der Stammzellenforschung

Stammzellen sind Ursprungszellen des Korpers, welche noch nicht ausdifferenziert

sind und sich in verschiedene Arten von Zellen einschliefSlich neuer Stammzellen teilen



konnen. Im Bereich der kardiovaskuldren Forschung gelang es, vor allem durch die
Anwendung der Stammzelltherapie das pathologische Remodeling zu reduzieren
vermeiden und die Verbesserung der myokardialen Durchblutung und der
Herzkontraktilitdt zu erreichen [29]. Hierbei wurden nach einem Herzinfarkt
verschiedene Progenitorzellen u. a. Knochenmarkzellen und kardiale Stammzellen,
wihrend der Regenerationsvorginge des Myokards in das geschiddigte Herz
transplantiert. Andere klinische und tierexperimentelle Studien [23, 24] zeigten, dass
nach einer Stammzelltherapie die Neubildung der Kardiomyozyten im Rahmen der
Myogenese und Neoangiogenese, sowohl eine Verbesserung der Pumpfunktion, als

auch eine Reduzierung des Remodelings bewirken konnen.

MSC stellen eine Population von Stammzellen dar, die sich aus adulten Geweben
isolieren, expandieren und in eine Vielzahl nicht-hdmatopoetischer Linien
differenzieren lassen [22, 34]. Verschiedene in vitro Experimente belegen diese Potenz
der MSC durch Ausdifferenzierung in Osteozyten, Chondrozyten, Adipozyten,
Tendozyten, Astrozyten, Stromazellen bei der Himatopoese, Endothelzellen [22] und

sogar in Myozyten [5] und in Kardiomyozyten [28].

Zahlreiche Forschungen deuten darauf hin, dass MSC vorteilhaft fiir die Zelltherapie
zu sein scheinen. In vivo Experimenten wurden MSC in die unbeschidigte
Herzumgebung transplantiert und es wurde gezeigt, dass diese muskelspezifische
Proteine exprimieren (Desmin, Troponin T, Phospholamban) und sich zu
muskeldhnlichen Zellen differenzieren [41], [40], [7]. In Langzeitexperimenten konnte
sogar die Bildung der Glanzstreifen beobachtet werden. In Experimenten am Myokard
mit kiinstlich herbeigefiihrtem Vorderwandinfarkt wurde beobachtet, dass MSC die
Angiogenese durch Differenzierung zu Angioblasten und Expression von vascular
endothelial growth factor (VEGF) und basic fibroblast growth factor (bFGF) fordern.
Forschungsergebnisse zeigen, dass nach einem Herzinfarkt die Transplantation

verschiedener Zellarten, z. B. Knochenmarkzellen oder kardiale Stammzellen, in das
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geschiadigte Herz, die Regenerationsvorginge des Myokards und die Organfunktion

verbessern konnen [29].

Eine kiirzlich veréftentlichte Studie im Jahr 2015 von Fu und Srivastava [12] konnten
im Mausmodell erste Ergebnisse nachweisen, dass geschéddigte kardiale Fibroblasten
iiber eine Signalkaskade in MSCs reprogrammiert wurden. Kardiale Fibroblasten
induzieren im Mausmodell die Proliferation von MSCs und sind deshalb fiir die
Regeneration in der Remodellingphase nach dem Herzinfarkt zentral. Obwohl bisher
nur wenige Erkenntnisse gesichert sind, konnte ein Unterschied in der
Reprogrammierung von humanen zu Maus-Stammzellen, die gendefizienten
markierten Mdusen implantiert wurden, beobachtet werden. Die Reprogrammierung
von humanen Zellen dauerte linger im 4 bis 12 Wochen Vergleich als die der
Mauszellen und auch nach 16 Wochen wurden keine vollstindig reprogrammierten
humanen Zellen detektiert. Dennoch lasst die Analyse der orthologischen
Genexpression darauf schlieBen, dass die Reprogrammierung in vitro von humanen und

Maus-MSCs auf demselben Niveau stattfindet.

Ebenso scheint die Bildung von Endothel- und glatten Muskelzellen im Rahmen der
Angiogenese und die damit folglich erhohte Gefal3dichte des Myokards verantwortlich
zu sein fiir die Verbesserung der Herzfunktion (systolische Verbesserung mit Erh6hung
der Ejektionsfraktion und Wandstérke; diastolische Verbesserung mit verbesserter
Elastizitdt), fiir die Verhinderung der linksventrikuldren Dilatation und fiir das

Uberleben unterversorgter Kardiomyozyten nach dem Herzinfarkt [10].

1.4 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Vereinigung experimenteller Fortschritte im
Einsatz eines Cardiac-Patch-Implantats und der Stammzelltherapie. Auf der Basis des

derzeitigen Kenntnisstands aus Tiermodellen wurde eine Polyurethanharnstoff
11



(PEUU)- Matrix verwendet, die fiir eine Besiedelung durch adhdrente und nicht-
adhérente Zellen geeignet ist, und die sowohl eine hohe mechanische Stabilitdt aufweist
als auch resorbierbar ist. Folglich konnte die gezielte Besiedlung einer Patch-Matrix
mit Endothel- und Stammzellen in einer kapillarnetzdhnlichen Gitterstruktur mittels
LIFT die Bildungsgeschwindigkeit von sekundiren Gefalstrukturen erhdhen. In dieser
Arbeit soll untersucht werden, inwieweit dieser Effekt zu einer verbesserten

Infarktheilung fiihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellgewinnung

2.1.1 Humane Endothelzellen aus der Nabelschnur (Human umbilical vein
endothelial cells - HUVEC)
2.1.1.1 Isolierung von HUVEC

Die HUVEC wurden aus der Nabelschnur nach der modifizierten Methode von Jaffe et
al. (1973) [20] mittels Kollagenase isoliert. Unmittelbar nach der Entbindung wurden
die Nabelschniire mit 0,2-pm-gefiltertem Nabelschnurpuffer (140 mM NaCl, 4 mM
KCl, 2 mM MgCl2, 11 mM Glukose, 10 mM HEPES [pH 7,4]) gespiilt und danach mit
0,2-pm-gefiltertem Nabelschnurpuffer perfusioniert, welcher zusitzlich 1%
Rinderserumalbumin (Sigma-Aldrich, USA) enthielt. Unter sterilen Bedingungen
wurden die Umbilikalvenen entnommen und mit HEPES Puffers gespiilt. 0,05 %
Chlostridium Histolyticum Kollagenase (Sigma-Aldrich, USA) in HEPES Puffer
wurde dann fiir 13 min bei 37 °C in der priparierten Vene appliziert. Die Reaktion
wurde beendet, indem 30 ul HEPES Puffer in die Vene gegeben und die Endothelzellen
mit 20 % fetalem Kailberserum (FCS; inaktiviert 20-30 min bei 56 °C; PAN Biotech,

Deutschland) aufgefangen wurden.

2.1.1.2 Kultivierung von HUVEC

Die HUVEC wurden nach Zentrifugation bei 400 x g resuspendiert und 2,5 x 10°
Zellen/cm? bei 37 °C und 5 %-CO»-haltiger, befeuchteter Atmosphére in RPMI 1640-
Medium (Lonza, USA) kultiviert, das 20 % fotales Kélberserum (FCS; inaktivierte 20-
30 min bei 56 °C ; PAN Biotech, Deutschland), 5 % endotheliales Mitogen (Biomedical
Technologies, USA), 100 U/ml Penicillin, 14 mM HEPES (pH 7,4) und 2 mM L-

Glutamin erhélt. Bei Erreichen einer Zellkonfluenz von 90 % erfolgte die Passagierung
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der Zellen. Eine mikroskopische Kontrolle auf Infektion und Zelldichte erfolgte téglich.
Alle 2 bis 3 Tage wurden die Zellen durch Mediumwechsel gefiittert. Beim
Mediumwechsel wurden die adhérenten Zellen vorsichtig mit PBS gespiilt, und
anschlieBend 5 x 10° Zellen/cm? in Endothelzellen-Medium (EGM-2; Lonza, USA) fiir
die weitere Passage replattiert. Das Volumen des gegebenen EGM-2-Mediums betrug
1 ml / Loch fiir 24-Loch-Platten, 5 ml / T25-Flasche und 25 ml / T175-Flasche. Nach
dreimaliger Passagierung wurden die HUVEC fiir die anschlieenden in vitro und in

vivo Experimente verwendet.

2.1.2 Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC)

2.1.2.1 Isolierung mononukleérer Zellen (MNC) aus humanem Knochenmark

Im Rahmen elektiver Herzoperationen werden nach vorheriger schriftlicher Autklarung
und Einwilligung des Bypass-Patienten (mittleres Alter: 70 Jahre) Knochenmarkproben
entnommen und spitestens 24 h nach der Punktion verarbeitet. 10 ml des mit
Gerinnungshemmer Liquemin versetzte Knochenmark wurden mit PBS und RPMI (E
15-840) in Verhiltnis 1:2 sowie 175 pl Collagenase B und 175 ul DNAse in ein neues
50 ml Rohrchen gemischt, ausgewaschen und fiir 30-40 min inkubiert. Zur Separation
der MNC von den iibrigen Bestandteilen der Knochenmarksuspension wurde eine
Dichtegradientenzentrifugation LSM (PAA, Deutschland) durchgefiihrt. Dazu wurden
in 50 ml Proberéhrchen 15 ml Biocoll Separating Solution (Biochrom, Deutschland)
mit 30 ml Knochenmarksuspension iiberschichtet und bei 400 x g fiir 35 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Bei dieser Art der Dichtegradientenzentrifugation
sammeln sich die MNC in der Interphase an, wahrend Erythrozyten und Granulozyten
aufgrund ihrer hoheren Dichte am Boden des Rohrchens sedimentieren. Die MNC
wurden anschlieBend aus der Interphase abgesaugt und mit PBS gewaschen. Dazu
wurden die Zellen der Interphase 50 ml PBS verdiinnt und bei 400 x g fiir 10 min weiter
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend in 5 ml PBS resuspendiert. Zur

Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit Tiirks Losung
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(Merck, Deutschland) 1:10 verdiinnt und in einer Neubauerkammer ausgezéhlt.

2.1.2.2 Kultivierung humaner mesenchymaler Stammzellen (hMSC)

Die Isolation von hMSC beruhte auf der Selektion durch Plastikadhédrenz in einem fiir
MSC selektiven Expansionsmedium (MSCGM; Lonza, Walkersville, MD USA).
Dieses Medium ermdglicht eine Expansion der Zellen unter Bedingungen, die keine
Differenzierung der Zellen induzieren. MNC aus frischem Knochenmark wurden in
MSCGM suspendiert und bei 37 °C und 5 % CO2-haltige Atmosphdre in MSCGM
kultiviert. Bei Erreichen einer Zellkonfluenz von 70-80 % erfolgte die Passagierung der
Zellen. Eine mikroskopische Kontrolle auf Infektion und Zelldichte erfolgte téglich.
Alle 2 bis 3 Tage wurden die Zellen durch Mediumwechsel gefiittert. Beim
Mediumwechsel wurden die adhdrenten Zellen vorsichtig mit PBS gespiilt und
anschlieBend 3 x 10° Zellen/cm® in MSCGM fiir die weitere Passage replattiert. Das
Volumen des gegebenen Mediums betrug 5 ml/ T25-Flasche und 25 ml/ T175-Flasche.
Nach dreimaliger Passagierung wurden die hMSC fiir die anschlieBenden in vitro und

in vivo Experimente verwendet.

2.1.3 Immunphiinotypische Analyse mittels Durchflufzytometrie

Zuerst wurde mikroskopisch die Morphologie der (adhidrenten) hMSC und HUVEC in
Kulturflaschen téglich untersucht. Die Phéinotypisierung von HUVEC und hMSC
erfolgte mit Zellen der dritten Passage. Als Verfahren wurde die Durchflusszytometrie
fiir die immunphénotypische Charakterisierung von markierten Antigenen verwendet.
Hierbei sind die Antikérper mit einem Farbstoff konjungiert. Bei der
Durchflusszytometrie handelt es sich um ein bildgebendes Verfahren, welches
Verlaufsdaten aufzeichnet, zu deren Auswertung die entsprechende Software

notwendig ist.

15



Humane MSC wurden mittels CD29-APC, CD31, CD34, CD44-PerCP-Cy5.5, CD45-
V500, CD73-PE (Becton Dickinson, Deutschland) und CD105-Alexa-Fluor®488
(AbD  Serotec, UK) Antikérper immunphénotypisch charakterisiert. Zur
Charakterisierung der HUVEC dienten CD31, CD34 und CD45-V500 Antikorper.
Zellen, die mit Isotyp-Antikdrpern markiert wurden, dienten der Kontrolle 1 x 10°
Zellen wurden prépariert und bei 1000 % g fiir 5 min zentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstandes und Resuspension in Phosphat gepufferter Salzlosung (PBS) wurden 5 pl
des sekundédren Antikérpers beigemischt und danach fiir 10 min bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fiir 10 min bei 300 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen in PBS resuspendiert.
AnschlieBend wurden 1,5 pl des Antikorpers beigemischt fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren Waschvorgédngen wurde das Zellpellet in 300
ul PBS resuspendiert und mit 100 pl 4 % Paraformaldehyd (PFA) zur Aufbewahrung
versetzt. Zuletzt wurden die Proben in einem FACS-Rohrchen (Becton Dickinson,
Deutschland) bei 4 °C fiir die Durchflu8zytometrie vorbereitet. FACS-Réhrchen mit 5
x 10* unmarkierten Zellen dienten als Negativkontrollgruppe. Insgesamt 20 FACS-
Rohrchen mit Antikdrper markierten Zellen wurden mit Hilfe eines Flow cytometer

(LSRII) und CellQuest-Software (Becton Dickinson) erfasst und analysiert.

2.2 LIFT-Technologie

2.2.1 Prinzip des Laserinduzierten Vorwirtstransfers (LIFT)

Das Schema fiir LIFT wird in Abbildung 3 (Kap. 1.3.2) dargestellt. Zwei koplanare
Glasobjekttrager wurden verwendet. Der obere Glasobjekttrager, der sogenannte Donor,
wurde mit einer laserabsorbierenden Goldschicht und anschlieBend einer zu
iibertragenden zellhaltigen Schicht bedeckt. Im Brennpunkt des Lasers verdampft die
Goldschicht, wobei der entstehende Gasdruck das darunterliegende zellhaltige Material
in Richtung des unteren Glasobjekttrigers (Kollektor) schleudert. Alle Experimente der

Materialiibertragung in dieser Studie wurden unter normalem Raumklima durchgefiihrt.
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Der angewandte Laser ist ein Nd:YAG-Laser mit einer Wellenlinge von 1064 nm,
Impulsdauer von 10 ns und einer Frequenz von 20 Hz. Die Laserpulse wurden mit einer
60 um Achromat-Linse fokussiert, die einen Abtragungsdurchmesser von 40 um
erzeugt. Fiir die Zellsuspension mit einer Schichtdicke von ca. 65 um wurde die
Laserfluenz auf 2.0 J/cm? eingestellt und wihrend des Ubertragungsprozesses laufend
gemessen. Der Kollektor wurde auf einem beweglichen Objekttisch montiert, um die
Positionierung beziiglich des Spenders zu kontrollieren. Der Abstand zwischen Donor
und Kollektor wurde auf 500 +/- 5 um festgesetzt und mit einer Kamera kontinuierlich

gemessen [26].

Gezielte Ablation
der Goldschicht im

Donor

Laserfokus
Kollektor

PEUU Cardiac Patch )
Gasdruck schleudert Zellen in

eingebettet in Matrigel .
Richtung Kollektor

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Laserinduzierten Vorwiértstransfers (LIFT). Mit dem Laser
(roter Pfeil) wird die Gitterstruktur durch die Goldschicht auf den PEUU Cardiac Patch gebracht (14).

Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier)

2.2.2 Herstellung der Zellsuspensionsschicht auf der Donor-Slide

Zellpellets von 4 x 10 HUVEC und 2 x 10° hMSC wurden getrennt in 45 ul EGM-2

resuspendiert. Die gewonnenen Zellsuspensionen wurden auf den mit Gold
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beschichteten Donorobjekttrigern pipettiert. Diese quadratischen Glasplatten mit einer
GroBe von 26x26 mm? und einer Dicke von 1 mm wurden mit einer Goldschicht von
50 bis 60 nm mit Hilfe der plasmagestiitzten, chemischen Gasphasen-abscheidung
(PECVD) iiberzogen. Die Zellsuspensionen wurden mit einem Klingenstrich auf der
Goldschicht verteilt, um eine homogene Schicht von 65 um Schichtdicke zu erzeugen.
AnschlieBend wurde der mit Zellen beschichtete Donor in einem Metallrahmen fixiert

und umgekehrt auf dem Versuchsaufbau befestigt (Abbildung 3).

2.2.3 Cardiac-Patch-Besiedlung

Als Besiedlungssubstrat diente eine Polyurethanharnstoff (PEUU)-Matrix [18], welche
von Fujimoto und Kollegen (2007) [13] erfolgreich als Cardiac Patch verwendet wurde.
Der Patch besitzt 91 % Porositit und 91 um Porengréf3e. Mechanisch betrachtet ist der
Patch elastisch und hat eine Zugfestigkeit von 0,78 MPa sowie eine Elongation von
157 % [13]. Das PEUU-Material mit 300 um Dicke wurde in kreisformige Scheiben
mit 8 mm Durchmesser geschnitten. Um die Zellen in oben beschriebener Form

aufzudrucken, wurden HUVEC und hMSC in zwei Schritten iibertragen.

Die HUVEC wurden in zwei Lagen und in einem orthogonalen Raster mit 900 pm
Rasterabstand gedruckt. Anschliefend wurden die hMSC in zwei Lagen als Quadrate
mit 600 um Seitenlénge zwischen den HUVEC-Rasterlinien gedruckt. Entsprechend
wurden die hMSC ebenfalls in zwei Schichten als Quadrate von 600 um Seitenldnge
zwischen die HUVEC Linien gedruckt. Die HUVEC Gitterlinien wurden durch die

hMSC Linien eingefasst mit einem Abstand von je 150 um auf beiden Seiten.

Der Cardiac Patch und der Kollektor wurden in Ethanol sterilisiert und mit PBS
gereinigt. Danach wurde der Patch in einer Losung aus BD Matrigel TM Matrix (BD
Biosciences USA)/ EGM-2 (Verhéltnis 2:1) bei 4 °C eingetaucht und auf dem Kollektor
positioniert. Dieser wurde anschlieBend in einem Metallrahmen fixiert und umgekehrt
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auf dem Versuchsaufbau in unmittelbarer Néhe des Donors (500 um) befestigt. Nun
wurden zum einen 13.5 x 10* HUVEC und 4.5 x 10* hMSC pro cm? (Verhiltnis 3:1)
mittels LIFT in einer strukturierten Anordnung iibertragen (LIFT-Gruppe). Zum
anderen wurde in einer Vergleichsgruppe dieselbe Menge an Zellen in einer

ungeordneten cokultur ausgesit (MIX-Gruppe).

Abbildung 4: Cardiac-Patch-Besiedlung mittels LIFT: Anordnung der HUVEC in einer
kapillarnetzéhnlichen Gitterstruktur auf einer mit Matrigel beschichteten PEUU-Patch-Matrix.

A: Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen von HUVEC/ hMSC- cokultur auf PEUU-Patch bedeckt mit
Matrigel aus dem in vitro Experiment acht Tage nach Zellaussaat. B: Durch LIFT iiberfiihrte bzw.

angeordnete Zellen nach 24 h. Beginnende Gefdf3formierung in den simulierten Gitterstrukturmustern.

2.2.4 Zellbesiedlung nach acht Tagen in vitro

Fiir die Zellen auf dem Cardiac Patch erfolgte tiglich ein Mediumwechsel. Nach acht
Tagen wurden sie mit PFA fixiert und anschlieend mit polyklonalem goat-anti-Pecam-
1 primédren Antikorper inkubiert, gefolgt von anti-goat Alexa-Fluor®488 sekundéren

Antikorpern fiir 20 min bei Raumtemperatur. Die Zellkerne wurden mittels TO-PRO®-
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3-lodid gefiarbt und die Proben mit Hilfe eines LSM 780 konfokalen Mikroskops

analysiert (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: TO-PRO®-3-Iodid Firbeprotokoll

CD31 (sc-1506) - TO-PRO®-3

1 | Die Proben durch Abdecken mit 100 pl PBS fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur
waschen.

2 | Die Zellen werden mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert und mit dem Objekttriger abgedeckt.

3 | Die Proben werden mit 100 pl PBS fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur
nochmals gewaschen.

4 | Fiige einen Tropfen Peroxidase Blocking (DAKO) auf Objekttrager hinzu, bis
alle Zellen bedeckt sind. Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur.

5 | Die Proben durch Abdecken mit 100 pl PBS zweimal jeweils 5 Minuten bei
Raumtemperatur waschen.

6 | Fiige einen Tropfen Protein Blocking (DAKO) auf Objekttriger hinzu, bis alle
Zellen bedeckt sind. Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur.

7 | Vorbereitung der Goat-Anti-CD31-Verdiinnung: Goat-Anti-CD31 2 pl in
Antikorperverdiinnungsmittel (DAKO) 38 ul verdiinnt.

8 | Entfernen der Fliissigkeit aus den Proben und betraufeln mit Goat-Anti-CD31
Verdiinnung und Inkubieren fiir 4 Stunden bei Raumtemperatur.

9 | Die Proben durch spiilen mit 100 pl PBS fiinfmal jeweils 5 Minuten bei
Raumtemperatur waschen.

10 | Vorbereitung der Alexa Flour 568 Anti-Goat-Verdiinnung: Alexa Flour 568
Anti Goat 2 pl in PBS 700 pl verdiinnt.

11 | Die Proben durch Abdecken mit Alexa Flour 568 Anti-Goat-Verdiinnung fiir 2
Stunden bei 37 ° C behandeln.

12 | Die Proben durch spiilen mit 100 pul PBS fiinfmal jeweils 5 Minuten bei

Raumtemperatur waschen.
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13 | Vorbereitung der TO-PRO®-3-Verdiinnung: TO-PRO®-3 2 pl in PBS 400 ul

verdinnt.

14 | Die Proben durch Abdecken mit TO-PRO®-3-Verdiinnung fiir 30 Minuten bei

Raumtemperatur behandeln.

15 | Die Proben durch spiilen mit 100 pul PBS zweimal jeweils 5 Minuten bei

Raumtemperatur waschen.

16 | Die Proben durch Abdecken mit 10 ul FSR bei 4 © C dauerhaft trocknen lassen.

2.3 Tiermodell und in vivo Experimente

2.3.1 Experimentelle Grundlagen des Tiermodells

Gearbeitet wurde mit minnlichen RNU-Ratten (Crl: NIH-Foxnlrnu, Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Deutschland). Dieses Projekt wurde am 21.01.2010 beim
Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-
Vorpommern eingereicht und am 02.02.2010 vor der Tierschutzkommission unter den

Aktenzeichen: LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-043/09 genehmigt.

Die Tiere hatten ein Gewicht von 300 + 25 g bei einem durchschnittlichen Alter von
etwa 10 Wochen und wurden in Kifigen zu je 2-3 Ratten bei Raumtemperatur und
einem 12-Stunden Tag-/Nachtzyklus unter konstanten Luftfeuchtigkeits- und
Luftdruckverhéltnissen bis zur Operation unter Gabe von Futter und Wasser gehalten.
Die Ratten wurden in fiinf Gruppen unterteilt: Scheinoperation (Sham, n=5),
unbehandelter MI (MIC, n=5), MI mit Cardiac- Patch-Behandlung ohne
Zellbesiedelung (MIP, n=10), MI mit Cardiac-Patch-Behandlung und ungeordneter
Zellbesiedlung (MIX, n=10), sowie MI mit Cardiac-Patch-Behandlung und geordneter
Zellbesiedelung (LIFT, n=10). Acht Wochen nach der Erstoperation wurden an den
Ratten eine histologische Evaluation und eine Herzfunktionsmessung durch Druck-

Volumen-Kurven im linken Ventrikel durchgefiihrt.
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2.3.2 Vorbereitung und Durchfiithrung der Operation

Vor Beginn der Operation wurde den Ratten eine Ketamin- (60 mg/kg Korpergewicht)
und Xylazin- (10 mg/kg Korpergewicht) Natrium-Injektion intraperitoneal verabreicht.
Nach Einleitung der Narkose wurden die Tiere bei 37 C° auf dem Riicken liegend fixiert
und intubiert. Die Tiere wurden danach mittels eines speziellen
Kleintierbeatmungsgerites druckkontrolliert (bei 14 cm H>O) mit reinem Sauerstoff im
Verhiltnis von 1:2 (Inspiration/Exspiration) beatmet. Die Atemfrequenz betrug 90/min.
Die Operation begann mit der Rasur in der linken oberen Thoraxhaélfte. Nach der linken
anterolateralen Inzision in Hohe des 4./5. Interkostalraum erfolgte die Eroffnung der

Muskelfaszie und Isolierung sowie Durchtrennung der Mm. Pectoralis.

Abbildung 5: Cardiac Patch Therapie nach induziertem Myokardinfarkt in der RNU-Ratte. Ligatur(A)
des Koronargefédf3eses-Ramus interventricularis anterior. Platzierung des Cardiac-Patch-Implantats auf
dem infarzierten Areal des linken Ventrikels(B).

Der Thorax wurde er6ffnet durch den Einsatz eines Wundsperrers, das Perikard erdffnet
und das Herz durch leichten Druck aus dem Thorax herausluxiert. Der Ramus
interventricularis anterior (RIVA) wurde ca. 2 mm mit einem 6-0 Prolene Faden unter
Anwendung einer atraumatischen Nadel umschlungen und distal des Abgangs aus der
linken Koronararterie permanent ligiert. Durch lokale linksventrikuldre Hypokinesie

sowie Zyanose wurde die erfolgreiche Induktion des MI visuell diagnostiziert.
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Innerhalb der ersten 10 min nach der RIVA-Ligation erhielten die Tiere in den
entsprechenden Gruppen Cardiac Patches, die mittels einer 8-0 Prolene Naht auf dem

Epikard fixiert wurden (Abbildung 5).

Um Effekte allein durch den operativen Eingriff auszuschlieen, wurden die Ratten der
Sham-Gruppe mit der gleichen Prozedur bis auf die Ligatur des RIVA scheinoperiert.
Dabei wurde der Faden unter dem Gefd3 an gleicher Position hindurchgezogen und
danach sofort entfernt. AnschlieBend wurde die Pleurahohle durch Uberdruckbeatmung
der Lungenfliigel entliiftet und der Thorax mit einer 4-0 PDS Naht geschlossen. Die
Muskulatur und die Haut wurden mit 5-0 Safil unter konstantem Vorgehen vernéht.
Nach Beendigung der Operation wurden die Ratten vom Beatmungsgerit entwohnt und
bei einsetzender Spontanatmung extubiert und erhielten eine s.c Substitution der
Buprenorphin (0,05 mg/kg). Wiahrend der ersten sieben Tage erhielten die Tiere

zusitzlich 10 Tropfen Metamizol ins Trinkwasser (300 ml).

2.4 Himodynamische Funktionsmessung

2.4.1 Katheterisierung und Aufnahme von Druck-Volumen-Kurven

Unter Verwendung des Protokolls von CardioDynamics BV (CD Leycom, Zoetermeer,
Niederlande) wurde die Herzfunktionsmessung durchgefiihrt. Acht Wochen nach der
Erstoperation wurden die Ratten erneut fiir eine Operation vorbereitet. Nach Einleitung
der Narkose wurden die Tiere bei 37 C° am Arbeitsplatz auf dem Riicken liegend fixiert
und intubiert. Mithilfe eines Kleintierbeatmungsgerétes erfolgte sowohl die Kontrolle
(bei 14 cm H20) der Tiere als auch die Beatmung mit reinem Sauerstoff im Verhéltnis
von 1:2 (Inspiration/Exspiration). Die Atemfrequenz betrug 90/min. Nach einem
transversalen Hautschnitt auf Hohe der Schilddriise wurde zunéchst die Vena jugularis
externa isoliert und zur Prophylaxe der Thrombosierung wurde Heparin (500 IE/kg

Korpergewicht) intravends appliziert. Die Kalibrierung des Druck-Volumen-
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Ubersetzers erfolgte iiber die Angleichung von festgelegten minimalen und maximalen
Spannungswerten des Messsystems mit minimalen 0 mmHg und maximalen
100 mmHg Druckwerten unter Blutvolumen der Venenzirkulation. Danach wurde die
A. carotis communis unter dem M. sternocleidomastoideus freiprépariert. Die
folgenden Schritte erfolgten unter Zuhilfenahme eines Operationsmikroskopes mit
einer 16-100 fachen Vergroferung. Die Arterien wurden zur Vermeidung der Blutung
nach proximal mit einem 4-0 nicht resorbierbaren Supramid Faden permanent ligiert.
Nach distal wurde die Durchblutung temporér unterbrochen, die Arterie inzidiert, ein
Druck-Volumen-Katheter eingefiihrt und retrograd in den Linksventrikel vorgeschoben.
Das Volumensignal wurde danach durch Feststellung des Parallelvolumens nach
intravendser Gabe hypertoner Kochsalzlosung (5 % KCl) korrigiert. Die Aufnahme der
Druck-Volumen-Kurven erfolgte einerseits unter Normalbedingungen (Baseline) und
andererseits unter einer Stresssituation durch intravendse Gabe von Dobutamin
(10 pg/kg/min Korpergewicht, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) jeweils liber
einen Zeitraum von 5 min mit einer entsprechenden Herzfunktionsaufnahmesoftware
(IOX Version 1.8.3.20, emka Technologies). Danach wurde der Druck-Volumen-
Katheter entfernt. Die Tiere wurden dann durch eine intravendse Applikation
hypertoner Kaliumchlorid Losung (5 % KCI) getotet. Es folgte die komplette Offnung

des Thorax mittels einer chirurgischen Schere. Das Herz wurde zum Schluss entfernt.

2.4.2 Aufarbeitung der Rattenherzen nach Explantation

2.4.2.1 Zielbestimmung der funktionellen Perfusion mittels Tomato Lectin

Die Totung der Ratten erfolgte am Ende des achtwdchigen Beobachtungszeitraums
nach Myokardinduktion direkt nach Beendigung der Herzfunktionsmessung. Das Herz
wurde exzidiert und die Aorta kaniiliert, um eine anterograde Perfusion des Herzens zu
ermoglichen. Mit dieser Technik, die Oskar Langendorf 1895 entwickelte, wurde es
mdglich am isolierten Organ Funktionsparameter zu messen, da die Aorta nach Spiilung

mit Perfusionsfliissigkeit in entgegengesetzter natiirlicher Flussrichtung anféngt,
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wieder im eigenen Rhythmus zu schlagen [4]. Das Herz wurde an die Langendorff-
Apparatur angeschlossen und mit 20 ml Krebs-Henseleit Perfusionslosung (117 mmol/l
NacCl, 24 mmol/l NaHCO3, 11.5 mmol/l D-[+]-glucose, 3.3 mmol/l KCI, 1.25 mmol/l
CaCl2, 1.2 mmol/l MgSO4, 1.2 mmol/l KH2PO4) und Fluorescein Lycopersicon
esculentum (Tomato) Lectin (7.5 pg/ml, LINARIS; Wertheim- Bettingen, Deutschland)

perfundiert.

2.4.2.2 Aufarbeitung der Rattenherzen

Nach der Perfusion wurden die Herzen in O.C.T.TM Compound (Tissue-Tek®;
Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlieBend bei -80 °C gelagert. Aus den gefrorenen Herzen wurden aus fiinf
horizontalen Ebenen 5-pm-Gefrierschnitte am Kryostat CM 1900 (Leica Microsystems,

Wetzlar, Deutschland) angefertigt und auf einen Objekttrager iiberfiihrt.

2.4.3 Histologische Untersuchungen

2.4.3.1 Bestimmung der Infarktwanddicke

Die visuelle Darstellung des Infarktgewebes und fibrotischer Erscheinungen erfolgte
durch eine histologische Farbung der Gewebeschnitte mit Sirius Red (Division Chroma,
Miinster, Deutschland) und Fast Green FCF (Sigma-Aldrich). Die Farbungen wurden
nach den Angaben der Hersteller durchgefiihrt. Hierbei férbt Sirius Red die
Kollagenfasern und Fast Green FCF das intakte Myokard. Das Féarbeprotokoll wird in
Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Sirius Red und Fast Green FCF Firbeprotokoll

1 | Vorbereitung der 10% Formalinverdiinnung: Formalin 37% 50 ml in
Destilliertem Wasser 135 ml verdiinnt.

2 | Fixieren der Proben durch Eintauchen in 10% Formalinverdiinnung fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur.

3 | Die Proben werden mit destilliertem Wasser zweimal jeweils 5 Minuten bei
Raumtemperatur gewaschen.

4 | Vorbereitung der 1% Colour-Stock Verdiinnung: Colour Povder 1 g in Picric
Acid 100 ml gemixt

5 | Vorbereitung der 0,1% Colour-Stock Verdiinnung: 1% Colour-Stock
Verdiinnung 10 ml und 100 % Acetic Acid 50 pl in Picric Acid 90 ml verdiinnt.

6 | Firben der Proben durch Eintauchen in 0,1% Siriusred(Colour)-Stock
Verdiinnung fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur.

7 | Waschen der Proben in destilliertem Wasser, bis das Wasser klar wird.

8 | Farben der Proben durch Eintauchen in 0,1% Fast Green (Colour)-Stock
Verdiinnung fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur.

9 | Waschen der Proben in destilliertem Wasser, bis das Wasser klar wird.

10 | Vorbereitung der 70 % Ethanol Verdiinnung: 95% Ethanol 70 ml in destilliertem
Wasser 26 ml verdiinnt.

11 | Eintauchen der Proben in 70 % Ethanol Verdiinnung fiir 1 Minute bei
Raumtemperatur.

12 | Vorbereitung der 80 % Ethanol Verdiinnung: 95% Ethanol 80 ml in destilliertem
Wasser 16 ml verdiinnt.

13 | Eintauchen der Proben in 80 % Ethanol Verdiinnung fiir 1 Minute bei
Raumtemperatur.

14 | Vorbereitung der 80 % Ethanol Verdiinnung: 95% Ethanol 90 ml in destilliertem

Wasser 6 ml verdinnt.

26



15 | Eintauchen der Proben in 90 % Ethanol Verdiinnung fiir 2 Minuten bei

Raumtemperatur.

16 | Eintauchen der Proben in 100 % Ethanol fiir 6 Minuten bei Raumtemperatur.

17 | Eintauchen der Proben in 1. Xylol fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur.

18 | Eintauchen der Proben in 2. Xylol fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur.

19 | Fixieren die Proben mit 10 pl Pertex auf Objekttridger mit Deckglas.

2.4.3.2 Fibrosebestimmung

Die Kryogewebeschnitte wurde zur Quantifizierung des Fibrosegrades verwendet. Zur
Auswertung der Fibrosierung erfolgte wie bereits beschrieben eine histologische
Farbung mittels Sirius Red und Fast Green. Am Lichtmikroskop lassen sich einheitliche
Bereiche quergeschnittener Muskelfasern als High Power Field (HPF) visuell erfassen
und speichern. Der Anteil rot gefarbter Kollagenmatrizen pro HPF als Ausdruck des
Fibrosierungsgrades ist dadurch quantitativ messbar und ldsst sich zwischen den
Gruppen vergleichen. Der Fibrosierungsgrad wurde unabhingig voneinander einerseits
im Infarktgrenzbereich und andererseits im Nichtinfarktbereich (Remote Area)
analysiert. Pro Schnitt wurden zehn HPF aufgenommen (ein Schnitt pro Ebene) und

unter 400-facher VergroBerung mit Hilfe digitaler Computer-Planimetrie ausgewertet.

2.4.3.3 Kapillardichtebestimmung

Lectine sind von Pflanzen oder Mikroorganismen produzierte Glykoproteine, die
endstindige Zucker von Kohlenhydratstrukturen der Zellmembran binden. Tomato
Lectin  bindet spezifisch an  N-Acetylglucosamin-Oligomere  auf  der
Endothelzellmembran. Durch extrakorporale Reperfusion nach der
Herzfunktionsmessung lagert sich Tomato Lectin in den funktionellen Gefdflen an die
Endothelzellmembran an. Fiir die Auszdhlung der durch Tomato Lectin markierten
Kapillaren wurden zwei benachbarte Ebenen festgelegt, deren relative InfarktgroBen
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die InfarktgroBe des Gesamtherzens am  besten reprisentieren. Am
Fluoreszenzmikroskop lassen sich einheitliche Bereiche quergeschnittener
Muskelfasern als High Power Field (HPF) visuell erfassen und speichern. Die
Kapillardichte wurde unabhidngig voneinander einerseits im Infarktgrenzbereich und
andererseits im Nichtinfarktbereich analysiert. Pro Schnitt wurden zehn HPF
aufgenommen (ein Schnitt pro Ebene) und unter 400-facher VergroBBerung mit Hilfe

digitaler Computer-Planimetrie ausgewertet.

2.4.3.4 Identifikation humaner Zellen im Rattengewebe

Die Gewebeschnitte wurden mit 100 pl 2 % PFA fiir 10 min bei Raumtemperatur fixiert,
anschlieBend mit PBS fiir 5 min gewaschen und luftgetrocknet. Mit einem Dako
Cytomationsstift wurden die Gitterlinien umrandet, um sie so zu praparieren, dass sie
wasserabweisend sind und sie wurden anschliefend 2 min getrocknet. Die Schnitte
wurden mit 50 ul 0,1 % Triton X-100 permeabilisiert und fiir 20 min bei 37 °C inkubiert.
Nach zwei Waschgéngen mit PBS wurde ein Tropfen Protein Blocking Losung (DAKO)
aufgetragen und fiir 10 min inkubiert. Die Proben wurden mit einer Losung aus 38 ul
Antibody Diluent (DAKO) und 2 pl anti-human-nuclei tiber Nacht bei 4 °C behandelt.
Die Proben wurden 2 Mal mit 100 pl PBS gewaschen und 3 Mal in die Losung fiir
5 min bei RT eingetaucht. Nach Waschen wurden die Proben mit 2 pl anti-mouse-
Alexa-Fluor®594 in 700 pl fiir 2 h bei 37 °C eingefarbt. Nach einem weiteren
Waschvorgang mit PBS wurden die Schnitte mit 2 ul TO-PRO®-3-Iodid in 400 pul PBS
fir 30 min bei Raumtemperatur behandelt. Die Proben wurden erneut mit PBS
gewaschen und auf einen Objekttrager zur anschlieBenden fluoreszenzmikroskopischen
Analyse bei 630-facher Vergroferung tiberfithrt. Hierfiir wurde auf die Proben 10 pl
FSR aufgetragen und mit einem Deckglas verschlossen. Die Proben wurden mit

Nagellack versiegelt, der bei 4 °C trocknete und die Proben so dauerhaft schiitzte.

28



2.5 Statistische Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm ,,SPSS 22.0G for Windows* (SPSS ist die
Abkiirzung fiir ,,Statistical Package for the Social Sciences®). Fiir deskriptive
Darstellungen der Phianotypische Charakterisierung mittels DurchfluBzytometrie und
Herzpumpfunktionsmessung,  Infarktwanddick, und  Kapillardichte = sowie
Fibrosierungsgrad 8 Wochen nach Myokardinfarkt wurden Héufigkeitsangaben
(Mittelwert, Standardabweichung und Range) errechnet. Unterschiede zwischen
Gruppen bei Herzpumpfunktionsmessung und Kapillardichte 8 Wochen nach
Myokardinfarkt wurden fiir kontinuierliche Variablen mit dem unverbundenen T-Test
(bei Normalverteilung) auf statistische Signifikanz getestet. Beim Vergleich von mehr
als zwei Gruppen wurde der Kruskal-Wallis Test verwendet. Der p-Wert fiir statistische

Signifikanz (a-Level) war 0,05.

29



3 Ergebnisse

3.1 Phianotypische Charakterisierung von HUVEC und hMSC

Isolierung, Expansion, Charakterisierung und Differenzierung der hMSC wurden nach
Wagner et al. (2005) [43] etabliert. Morphologisch zeigten sich die hMSC als bipolare,
spindelformige Zellen, die in der Kulturflasche adhédrente Populationen bildeten. Die
Zellen wurden mittels DurchfluBzytometrie analysiert, wobei Zellgroe, Granularitét

und Fluoreszenzintensitat erfasst und klassifiziert wurden.

Die FACS (DurchfluBzytometrie)-Analyse zeigte, dass die hMSC negativ fiir den
Oberflichenmarker CD45 und positiv fiir CD29, CD44, CD73 und CD105 sind, welche
bisher als Marker fiir h(MSC beschrieben und zur Phinotypisierung verwendet wurden.
HUVEC hingegen sind negativ fiir die Oberflichenmarker CD34 und CD45 und positiv
fiir den endothelialen Marker CD31 (Abbildung 6 und Tabelle 3).
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Abbildung 6: Phénotypische Charakterisierung mittels DurchfluBzytometrie (14). Histogramme
(Antikorper-Signal — schwarz; Isotyp-Kontrolle — blau) typischer Antigene fiir h(MSC (A) und HUVEC

(B). Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier)

Tabelle 3: Immunphéiinotypische Analyse

Antikorper hMSC Antikorper [ HUVEC
CD29 97.5+1.4 |CD31 81.3+1.3
CD44 97.2+1.4 |CD34 31.1+1.4
CD45 03+0.1 |CD45 0.3+0.0
CD73 98.1+0.8

CD105 97.8+0.5

n=4; Mittelwert [%] + SE
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To—Pro3

Abbildung 7: Reprisentative Immunfluoreszenz-Mikroskopie-Aufnahme (14) 24 Stunden nach LIFT.
HUVEC (griin) und hMSC (rot) sind in einer kapillardhnlichen Gitterstruktur angeordnet. Abbildungen
mit freundlicher Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier)

3.2 Zellbesiedlung in vitro

HUVEC und hMSC wurden mittels LIFT erfolgreich auf einen PEUU-Cardiac-patch
iberfiihrt. Die Abbildung 7 stellt eine reprdsentative Immunfluoreszenz-
Mikroskopieaufnahme dar, in der die Anordnung der HUVEC (griin CD31) und hMSC
[3] in einem kapillardhnlichen Muster erkennbar ist. Die Aufnahme zeigt, dass es
moglich ist, spezifische GefaBstrukturen aus verschiedenen Zellarten herzustellen und
diese Zellen durch das LIFT-Verfahren prizise anzuordnen. Ein groBer Teil der HUVEC
scheint nach achttigiger Kultivierung in dem vordefinierten Muster miteinander
verbunden zu sein. Im Gegensatz dazu ist keine Bildung eines Netzwerks auf den

Patches erkennbar, auf denen die Zellen zufillig ausgesdt wurden (Abbildung 8 B).
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Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen der HUVEC/hMSC-cokulturen 8 Tage nach
Zellaussaat mit VergroBerung von A nach C. Beginnende Gefdl3formierung in der simulierten
Gitterstruktur nach LIFT-Besiedlung. (A), Ohne LIFT proliferieren die Zellen, zeigen jedoch noch keine

Gefallformierung (B). Rot=Zellkerne, Griin=Muskelfaser (14). Abbildungen mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier)

Zunichst wurden hMSC mit PKH26 (SIGMA-Aldrich, St. Louis, USA) vorgeférbt und
die Patches mit polyklonalem goat-anti-Pecam-1 (Santa Cruz Biotechnology)
24 Stunden nach LIFT angefarbt, um sie von den HUVEC unterscheiden zu konnen,

welche gitternetzdhnlich angeordnet sind.
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3.3 Herzfunktion acht Wochen nach Myokardinfarkt

Die Druckanstiegsgeschwindigkeit dPmax in der LIFT-Gruppe war mit 6144 mmHg/s
signifikant groBer als die der Vergleichsgruppe MIP, welche Werte von 4333 mmHg/s
erreichten. Dieser relative Unterschied blieb auch unter Stressbedingungen bei
allgemein erhohten absoluten Werten bestehen. In der vorliegenden Arbeit stieg auch
die Auswurffraktion der LIFT-Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen, die mit
einem Cardiac-Patch behandelt wurden, sowohl unter Normalbedingung als auch unter
Stressbedingung (hier allerdings bei allgemein erhohten absoluten Werten). Die
Relaxationszeit Tau war in der LIFT-Gruppe im Vergleich zu allen anderen
Vergleichsgruppen unter Normal- und unter Stressbedingungen verkiirzt. Im Vergleich
mit der MIC-Gruppe betrug diese Verkiirzung in beiden Fillen 11% bis 13 %. Die im
linken Ventrikel gemessene Kontraktilitit war in der LIFT-Gruppe zwar im Vergleich
zu der MIP Gruppe statistisch signifikant erhoht, aber nicht zu den anderen Gruppen
mit Cardiac-Patch. Diese Ergebnisse deuten auf eine signifikante Verbesserung der
Herzfunktion in der LIFT-Gruppe im Vergleich zu der MIP Gruppe, aber nicht fiir die
anderen Gruppen hin (Abbildung 8).
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Abbildung 9: Herzpumpfunktionsmessung 8 Wochen nach MI. Die im linken Ventrikel gemessene
Kontraktilitdt ist fiir verschiedene Funktionsparameter bei einer Cardiac-Patch-Behandlung mit LIFT-
Besiedlung teilweise signifikant verbessert im Vergleich zur Therapie mittels unbesiedelter Patch-Matrix
(MIP) (14). Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier)
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3.4 Wanddickenbestimmung nach permanenter RIVA-Ligation

Die Auswertung der horizontalen Sirius Red / Fast Green gefarbten Gewebeschnitte
wurde mittels digitaler Computer-Planimetrie durchgefiihrt. Im Sirius Red positiven
Bereich handelte es sich um das Infarktareal; im Fast Green positiven Bereich um das
iiberlebende Myokard. Dabei konnte eine Zunahme der Fliche des Narbengewebes
ermittelt werden. Die permanente RIVA-Ligatur fiihrte in allen Vergleichsgruppen zu
einem transmuralen MI. Die mittlere Infarktwanddicke zeigte zwischen der MIP-
Gruppe (Zunahme von 93 %) und den beiden Gruppen, die Cardiac Patches mit
Stammzellen (MIX und LIFT) erhielten (Zunahme von 115 % und 116 %), keine
signifikante Zunahme. Zwischen der MIX- und der LIFT-Gruppe konnte keine

signifikante Veranderung nachgewiesen werden (Abbildung 10).
Zwischen den Gruppen mit Patch-Therapie ist kein signifikanter Unterschied in der

Wanddicke des Infarktbereichs zu erkennen. In der LIFT/MIX-Gruppe hat die

Wanddicke im Vergleich zur MIP-Gruppe statistisch nicht signifikant zugenommen.
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Abbildung 10: Infarktwanddicke 8 Wochen nach MI. Vitale Myokardiozyten in Fast Green Farbung und
Sirius-Red-Farbung die Kollagenablagerung in Myokardinfarktgebiete bei Querschnitten am Rattenherz
zeigen (A). Die Auswertung der Zunahme der Wanddicke a Wochen nach MI zeigt keinen signifikanten
Unterschied zwischen den LIFT und MIP Therapiegruppen (B) (14). Abbildungen mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier)
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3.5 Fibrosebestimmung

Der akute MI des Linksventrikels fiihrt zu einem massiven plotzlichen Gewebeausfall
aufgrund von Zellverlust durch Nekrose und Apoptose und kann nur unzureichend
durch Granulationsgewebe und Narbenbildung kompensiert werden. Die
Reparationsphase fithrt zur Narbenbildung (Kollagennetzwerk) in dem durch die
Ischdmie betroffenen Areal, das unter Druck/Volumen-Belastung und infolge eines
massiven Myokardverlustes progressiv verdiinnt wird [37]. Das iiberlebende
kontrahierende Herzgewebe im Nichtinfarktbereich ist gezwungen, die Arbeit des
ausgefallenen, nicht kontrahierenden, absterbenden Gewebes mitzuleisten. In der
spiaten Remodelingsphase kommt es zu einer exzessiven Ablagerung von Kollagen im
kardialen Interstitium. Diese kompensatorischen Mechanismen bedingen die Dilatation
des Ventrikels, Myokardhypertrophie und kontinuierliche Ausbreitung des
Infarktareals und fiihren schlieBlich zur chronischen Herzinsuffizienz. Das kardiale
Remodeling ist ein Zusammenspiel von Myokardfibrose mit Entziindungsprozessen
und Hypertrophie, sowie Apoptose von Myokardzellen. Die Auswertungen der
horizontalen Sirius Red / Fast Green gefarbten Gewebeschnitten wurde wie schon bei
der Analyse der Wanddicke mittels digitaler Computer-Planimetrie im
Infarktgrenzbereich durchgefiihrt. Zwischen den MIP-, MIX- und LIFT-Gruppen
konnte keine signifikante Verdnderung der Kollagenablagerung im Infarktgrenzbereich

festgestellt werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Fibrosierungsgrad 8 Wochen nach MI. Vitale Myokardiozyten in der Fast green Farbung
und Kollagenablagerung als Sirius-Red-Farbungen im Infarktgrenzbereich (A). Die Auswertung der
Abnahme der Kollagenablagerung nach Patch-Implantation zeigt acht Wochen nach MI keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Therapiegruppen (B) (14). Abbildungen mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier)
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3.6 Kapillardichtebestimmung

Wihrend der extrakorporalen Perfusion des Herzens mit Krebs-Henseleit Puffer-
Losung konnten Kontraktionen des Gewebes beobachtet werden, die unter der
Perfusion mit Ca*+-freier Krebs-Henseleit Puffer-Losung sistierten. Da Tomato Lectin
spezifisch an N-acetylglucosamine-Oligomere auf der Oberfliche von Endothelzellen
bindet [8], konnen dadurch im verbundenen Gefdflsystem Endothelzellmembranen
markiert werden. Die Gewebeschnitte wurden fluoreszenzmikroskopisch bei 630-
facher VergroBerung analysiert. Tomato Lectin markierte Kapillaren im
Infarktgrenzbereich wurden ausgezdhlt und die Anzahl der Kapillaren pro
Hochleistungsfeld (HPF) dokumentiert. In der LIFT-Gruppe war die Kapillardichte im
Infarktgrenzbereich (21,23 + 1,52 Kapillare pro HPF) signifikant hoher, als in der MIP-
Gruppe (15,75 + 2,07 Kapillare pro HPF) (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Kapillardichte 8 Wochen nach MI. Représentative Fluorescein Tomato Lectin-Féarbungen
(griin) sowie To-Pro3 Farbungen (blau) im Mykardinfarktgrenzbereich (A). Signifikant hohere
Kapillardichte im Mykardinfarktgrenzbereich nach Implantation einer LIFT-besiedelten Patch-Matrix 8
Wochen nach MI im Vergleich zur Therapie mittels unbesiedeltem Patch (B) (14). Abbildungen mit
freundlicher Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier)
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3.7 Zellinfiltration im PEUU-Cardiac-Patch

Durch Fluoreszenzfarbung des humanen nukledren Antigens konnte eine Infiltration
von Zellen (h(MSC und HUVEC) im Myokardinfarktgrenzbereich der LIFT- und der
MIX-Gruppe zwischen der Patch-Innenseite und dem Epimyokard acht Wochen nach
MI gezeigt werden (Abbildung 12). In der LIFT-Gruppe gelang der Nachweis sogar in
den funktionellen Kapillargefdsystemen, was auf eine Besiedlung des Cardiac Patch

im Infarktbereich schlieen ldsst (Abbildung 13 und 14).
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Abbildung 13: Zell-Infiltration der Cardiac-Patch-Matrix. Reprisentative Farbungen der Infarktnarbe
zeigen infiltrierte Zellen mit To-Pro 3 Farbungen(blau) sowie Blutgefdale mit Fluorescein Tomato Lectin
Férbungen (griin) in der Patch-Matrix (weil}) acht Wochen nach MI (14). Abbildungen mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier)
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Fluorescein tomato Lectin

Abbildung 14: Humane Zellen unter immunhistochemischer Farbung fir CD 31 (lila) in Co-
Lokalisation mit funktionellen Blutgefdlen. Représentative Fluorescein Tomato Lectin Farbungen in
griin im Infarktbereich zeigen nach Implantation einer LIFT-besiedelten Patch-Matrix 8 Wochen nach
MI die Co-Lokalisation von humanen Zellen und infiltrierten Blutgefa3en der Ratte, was fiir eine direkte
Beteiligung humaner Zellen an der Neovaskularisation nach MI spricht (14). Abbildungen mit

freundlicher Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier)
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass unter Zuhilfenahme des LIFT-
Verfahrens sich HUVEC und hMSC in einer definierten Anordnung auf einem Cardiac
Patch ansiedelten. HUVEC und hMSC wurden aus peripherem Blut und Knochenmark
isoliert, kultiviert und danach in einem prézisen Gittermuster auf einem Cardiac Patch
aus PEUU transferiert. Als experimentelle Grundlage zur Anwendung dieser Methode
diente die operative Induktion eines MI am Tiermodell der RNU-Ratte. Hierbei konnte
der Cardiac Patch mit vitalen, implantierten Zellen die Remodelierung im
Linksventrikel und die Dysfunktion des Herzens nach MI deutlich beeinflussen und die
Regeneration verbessern. Die humanen Stammzellen und die Endothelzellen im prizise
angeordneten Schachbrettmuster konnten die Angiogenese an der Borderzone, die der
Infarktnarbe angrenzt, erhdhen und funktionelle neovaskulidre Verbindungen im Patch

ausbilden.

4.1 Intraoperative und postoperative Mortalitit nach Myokardinfarkt

Es wurden insgesamt 49 RNU-Ratten operiert, wovon 14 Tiere vor Studienende
verstarben. 35 Tiere (71,4 %) wurden in die Statistik aufgenommen. Die wihrend der
Operation waren intraoperative, ventrikuldre Tachykardien und Blutungen aufgrund der
Koronarruptur, sowie Uberdosierung der Narkose. In der vorliegenden Arbeit betrug
die Mortalitdt der Tiere 28,6 %. Von den Ratten iiberlebten 79 % zwei Wochen und
71,5 % acht Wochen nach dem Infarkt. Andere Studien zeigten eine dhnliche Mortalitét
von 28 % bei Miuse zwei Wochen nach MI [3]. Akute Herzinsuffizienz oder
Koronarruptur als Ursache fiir den postoperativen Tod ist unwahrscheinlich. Die
vermutliche Todesursache diirften iatrogene Keime sein, die intraoperativ am Thorax
bzw. postoperativ durch die Wunden iibertragen wurden und bei den

immungeschwéchten Ratten eine septische Entziindungsreaktion ausgelost haben
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konnten. In allen Rattenherzen der Versuchsgruppen, die mit einem Patch behandelt
wurden, konnte zum Auswertungszeitpunkt ausgeheilte Infarktnarben im transmuralen
Linksventrikel gefunden werden. Makroskopisch konnte in den Herzen keine weiteren,
eindeutig pathologischen Verdnderungen gefunden werden. Die Biokompatibilitdt des

PEUU-Cardiac-Patch konnte, wie in der Literatur beschrieben, bestitigt werden [13]

4.2 Regionale Kontraktilitit und Herzfunktion

Das Herzpumpen ldsst sich in zwei Phasen unterteilen, die systolische und diastolische
Phase. Die Systole ist die Kontraktions- und Auswurfsphase, wéihrend die Diastole die
Relaxations- und Fiillungsphase darstellt. Die fiir diese Arbeit relevanten
hdmodynamischen Parameter des Herzes wurden in beiden Phasen gemessen. Die
Werte dPmax stellen die maximale Druckanstiegssgeschwindigkeit wéhrend der
Kontraktionsphase dar. In der vorliegenden Arbeit betrug die Geschwindigkeit des
Druckanstiegs in der LIFT-Gruppe etwa 6144 mmHg und war signifikant groBer als die
der Vergleichsgruppen MIP mit Cardiac Patch, aber nicht der Vergleichsgruppen MIX,
welche Werte im Bereich von 4333 bis 4922 mmHg erreichten. Auch unter
Stressbedingungen (durch Dobutamin induziert) blieb dieser relative Unterschied
bestehen, wobei in diesem Fall die absoluten Werten allgemein erhoht waren. Die Werte
der Ejection Fraction (EF) geben die Auswurffraktion in der Ejektionsphase an. In der
LIFT-Gruppe war dieser Wert im Vergleich zur MIX/MIP/MIC Gruppen unter Normal-
und Stressbedingung am hochsten. Gleichzeitig war unter beiden Bedingungen die

Relaxationszeit Tau am niedrigsten (siche Abbildung 9).

Mit  Ausnahme der  Relaxationszeit waren die  Werte fiir die
Druckanstiegsgeschwindigkeit, Kontraktilitdt und Auswurftraktion in der LIFT-Gruppe
im Verglich zu den anderen Gruppen teilweise signifikant verbessert. Die lokale
Anwendung eines Cardiac Patch, der mit Stammzellen unter Verwendung der LIFT-

Technologie pripariert wurde, verbesserte offenbar die systolische als auch diastolische
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Funktion des linken Ventrikels unter Normal- und Stressbedingung.

Die Infarktwanddicke wurde acht Wochen nach permanenter RIVA-Ligation mittels
digitaler Computer-Planimetrie von Sirius Red und Fast Green gefdrbten
Gewebeschnitten ausgewertet. Die Zunahme der mittlere Wanddicke des linken
Ventrikels war bei der MIX- und der LIFT-Gruppe &hnlich und betrug ca. 116 % (siehe
Abbildung 9); bei der MIP-Gruppe lag dieser Wert bei etwa 93 %. In einer analogen
Studie wurde am Mausmodell eine Verdnderung der Infarktwanddicke in der &hnlichen
GroBenordnung (etwa 2,5 bis 2,8 mm) sechs Wochen nach permanenter Ligation
beobachtet [25]. Nach Ablauf des gesamten achtwdchigen Versuchszeitraums konnten
keine Unterschiede in der Infarktwanddicke weder zwischen den beiden Gruppen mit
Stammzellen (MIX und LIFT) und ohne Stammzellen (MIP) festgestellt werden, noch
zwischen der MIX- und der LIFT-Gruppe selbst. Auch konnte im Vergleich zur
Placebo-Gruppe in keinem Fall eine signifikante Zunahme gezeigt werden [13]. Eine
Erkldrung ist, dass nicht nur die applizierten Stammzellen (z.B. HUVEC und hMSC),
sondern auch der Cardiac Patch selbst eine Rolle spielt. Dies kann durch eine Studie
in Ratten belegt werden, in denen ebenfalls ein solches Polymergeriist als
Wiederbesiedelungssubstrat eingesetzt wurde und eine Verbesserung der Herzfunktion

und des kardialen Remodelings nach MI gezeigt werden konnte [10].

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ein mit HUVEC und hMSC bedruckter
PEUU-Cardiac-Patch nicht nur eine Tragerstruktur bietet, die den Zellen erlaubt in das
geschiadigte Herzgewebe hineinzuwachsen, sondern auch die Angiogenese fordert,

welche die verbesserte myokardiale Durchblutung und Herzfunktion bedingt.

4.3 Kapillardichte und Ursprung

In dieser Arbeit wurde mit dem LIFT-Verfahren eine neue Methode zur gemeinsamen,

definierten Anordnung von Endothel- und Stammzellen zur Herstellung
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funktionsfahiger PEUU-Cardiac-Patches vorgestellt. Fujimotor et al. (2007) [13]
zeigten, dass dieser Patch in Versuchen an Ratten als kardiale Therapie nach MI
hilfreich sein kann. Eine wesentliche Herausforderung hierbei ist allerdings, ein stabiles
GefaB3system zu konstruieren bzw. zu etablieren. Eine Vielzahl von Studien beschéftigte
sich mit der Frage, wie und ob Neoangiogenese aus Progenitorzellen moglich ist.
Normalerweise ist das neu entstandene Gefallsystem unreif und instabil [21]. Es konnte
gezeigt werden, dass die Koimplantation von vaskuldren Endothelialzellen und
mesenchymalen Vorlduferzellen die Stabilitdt der Neovaskularisation verstarkt [43].
Um das Transplantat einwachsen lassen zu konnen und um eine funktionsfahige
Neovaskularisation sicherzustellen, wurde die Co-Printing-Strategie zur Forderung der
Vaskularisation verwendet. Hierbei wurden HUVEC und hMSC isoliert, kultiviert und
im Verhiltnis von 3:1 in einem definierten Schachbrettmuster auf einem PEUU-
Cardiac-Patch gedruckt. In vitro Vorversuche zeigten, dass die durch das LIFT-
Verfahren in Schachbrettmuster angeordneten Endothelzellen (Abbildung 4A) nach
wenigen Tagen kapillarnetzahnliche Strukturen ausbilden und damit die
Gefdllformierung beschleunigen (Abbildung 4B). Die mit HUVEC und hMSC
bedruckten Cardiac Patches wurden nach RIVA-Ligatur in das Myokardium des

Versuchstiers implantiert.

In dieser Arbeit wurde in der LIFT-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollgruppen ein
Kapillardichteanstieg in der Infarktgrenzzone und der Nichtinfarktzone gemessen. In
diesen funktionellen Kapillaren konnten humane Zellen iiber die Expression des
humanen Oberflachenmarkers CD31 identifiziert werden und weisen somit auf einen

moglichen humanen Ursprung dieser Gefél3e hin.

Wie in Abbildung 12 zu sehen, betrug die Anzahl an Kapillaren pro Flicheneinheit in
der Sham-Gruppe ca. 38. In den Gruppen mit behandeltem MI im Vergleich mit der
Placebo-Gruppe nahm die Kapillardichte in der Infarktgrenzzone und der

Nichtinfarktzone um etwa 35-45 % ab und war damit statistisch signifikant geringer.
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Das lésst sich dadurch erkldren, dass groBere MIs einen stdrkeren Riickgang der

Kapillardichte verursachen als kleinere Infarkte [1].

In der vorliegenden Arbeit betrug die Kapillardichte in der LIFT-Gruppe 21,23 + 1,52
in der Infarktgrenzzone und etwa 25 in der Nichtinfarktzone, wéihrend in den anderen
Gruppen die Werte bei 15,75 + 2,07 Kapillaren pro HPF lagen. Weiterhin fanden wir in
den Herzen der LIFT-Gruppe eine signifikant erhdhte Angiogenese bzw.
funktionsfdhige Neovaskularisation. Diese Beobachtung konnte darauf zuriickzufiihren
sein, dass HUVEC und hMSC durch den Einsatz des LIFT-Verfahrens so angeordnet
wurden, dass eine enge Zellinteraktion untereinander gewdhrleistet wird. Gegeniiber
anderen Zellapplikationen bietet LIFT zudem auch noch weitere Vorteile, wie eine

Verbesserung der Vitalitdt, Funktionalitit und Ausdifferenzierungskapazitit.

4.4 Kritik der Methode

4.4.1 Operative Induktion des Myokardinfarkts/Herzinsuffizienz

Das Herz der Ratte wird wie das des Menschen durch zwei Koronararterien versorgt,
die der ersten Verzweigung der Aorta ascendens entspringen. Die linke Koronararterie
der Ratte (die dem RIVA des Menschen entspricht) lduft auf der linken Seite des
Herzens bis Herzspitze entlang. Bei den meisten Ratten wird der linke Ventrikel durch
die linken Koronararterie versorgt, bei einem geringeren Anteil iibernimmt die rechte

Arterie diese Aufgabe.

Durch die Ligatur der linken Koronararterie in ca. 2-3 mm Entfernung zum linken
Vorhof wurde ein Infarkt im linken Ventrikel der Ratte induziert, wie er auch haufig
beim Menschen vorkommt. Eine Okklusion der Koronararterien fiihrte zu einem
grof3en, transmuralen Infarkt in den anterolateralen, posterioren und apikalen Bereichen

des linken Ventrikels [27], [19].
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4.4.2 Zellapplikationsmethode

Aus herzchirurgischer Sicht ist eine intramyokardiale oder perikardiale Applikation von
Zellen im Rahmen einer Bypassoperation die bevorzugte Methode. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde eine Applikationsmethode etabliert, in der weltweit zum ersten Mal mit
Hilfe des LIFT-Verfahrens vitale Zellen auf einen Cardiac-Patch {ibertragen und dieser
in der Ratte zur Behandlung eines MI verwendet wurde. Es wurde nicht nur die

Machbarkeit und Sicherheit, sondern auch die Zuverldssigkeit dieser Methode gezeigt.

In den letzten Jahren ist die Anwendung der Stammzelltherapie zur Regeneration nach
einem MI in den Fokus der Forschung geraten. Verschiedene tierexperimentelle Studien
mit unterschiedlichen Applikationsmethoden wurden weiterentwickelt, bis die
heutzutage klinisch angewandte Form der intramyokardialen Injektion und
intravendsen bzw. intrakoronaren Applikation erreicht wurde. Damit konnten Zellen in
geniigend groBer Anzahl in das vorgeschadigte Myokard zur Regeneration transferiert

werden [16], [44].

Bei Balsam et al, 2004 [2]konnten beispielsweise zehn Tage nach einer
intramyokardialer ~Stammzellinjektion lediglich vereinzelt injizierte Zellen
nachgewiesen werden. In einer dhnlichen Studie von Ciulla ef al., 2007 [8]konnten
sieben Tage nach intravendser Gabe nur acht Zellen in Gewebeschnitten des Myokard
aus dem Infarktbereich gefunden werden. Die Studien von Orlic ef al., 2001 [33] und
Murry et al., 2004 [32] konnte eine Erklarung hierfiir liefern. Zellinjektionen in das
vorgeschéddigte Myokard bei einem kleinen Tierherz mit diinner Wanddichte des
Linksventrikels am Infarktrand und einer Tierherzfrequenz von ca. 450 Schlidgen pro
Minute kdnnten eine gleichméfige Zellverteilung erlauben. In der Studie von Gao et
al.,2001 [15] konnten Zellen nach intravaskuldrer Applikation hoher Mengen in Lunge

und Niere trotz des Homing-Effekts nachgewiesen werden.
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4.5 Apoptose und Zellmigration

Endothelenzellen spielen in der hdmatopoetischen Nische eine wichtige Rolle und
haben die Eigenschaft, mit Stammzellen zu interagieren und dariiber hinaus in vivo
weiter auszudifferenzieren und zu proliferieren. Wie in vielen vorangegangenen
Studien beschrieben, konnten expandierte Endothelialzellen in den bisherigen

Zelltransplantationsverfahren nur ungeniigend angewendet werden [45], [35].

In dieser Arbeit wurden zuerst expandierte HUVEC und hMSC {iber die
Zellmorphologie und mittels Durchflusszytometrie identifiziert bzw. isoliert und
anschlieBend im Tierversuch verwendet. Es wurde in vivo untersucht, ob eine Kokultur
von HUVEC und hMSC als Grundlage zur Verbesserung der Uberlebensrate und der
Neoangiogenese verwendet werden kann. Es wurde durch die vorliegende
Untersuchung gezeigt, dass Endothelzellen, wenn sie mit Stammzellen kokultiviert
werden, die zellulire Uberlebensrate verbessern konnen. AuBerdem kdénnten hMSC
groBe Menge an Mediatoren in die extrazellulire Matrix abgeben, in welcher der
Cardiac Patch integriert ist, wodurch das Uberleben der schachbrettartig angeordneten,

strukturgebenden HUVEC und damit des naszierenden Herzgewebes verbessert wiirde.
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Abbildung 15: Tunel Farbung (Immunhistochemisch) apoptotischer Zellkerne in griin dargestellt mit
Kennzeichnung durch weie Pfeile. In Rot dargestellt sind vitale Zellkerne. Die Apoptosisrate ist in der

Untersuchungs und Kontrollgruppe identisch
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5 Zusammenfassung

Die Laser Induced Forward Transfer Technologie (LIFT) hat sich sowohl fiir Human
Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) als auch fiir humane mesenchymale
Stammzellen (hMSC) Zellen in einer ersten Phase bewihrt. Die Uberlebensrate der
transferierten Zellen lag bei ca. 90 % und die Proliferationsrate hatte eine gute Prisenz.
Das in dieser Studie verwendete biologisch abbaubare Trigermaterial
Polyurethanharnstoff (PEUU) erzielt im Tierversuch gute Ergebnisse, dennoch stehen
derzeit verschiedene Trigermaterialien auf dem Priifstand. Hierzu gehdren Polyester
carbonate urethane Urea und Polycarbonate urethane Urea, welches sich sehr langsam
im Organismus abbaut. Ebenfalls sind erste Entwicklungsschritte zu einem Cardiac
Patch auf der Basis einer Kollagen Typ I Matrix als azelluldres Implantat gemacht
worden, andere Verfahren sind Collagen Cell Carrier der Firma oder Collagen Sponge.
Bisher konnte kein Material/Verfahren als Goldstandart etabliert werden. Die Vor- und
Nachteile ergeben sich fiir die Kriterien enddiastolisches Volumen, Kapillardichte,
himodynamische Funktionsbestimmung, Infarktwanddichte, Fibrosebestimmung. Ein
weiteres Kriterium fiir die erfolgreiche Migration ist der Grad der Elastizitit des
Materials. Die PEUU Cardiac Patches haben die groBte Steifigkeit, was die
Migrationszeit der Stammzellen und den Umbau- bzw. Regenerationsprozess
moglicherweise verlangsamt. In der vorliegenden Studie wurde die in der Literatur
beschriebene biologische Absorbierung der PEUU-Matrix nicht bestitigt. Die
Einbringung des Cardiac Patches kann auf unterschiedliche Weise geschehen, wobei
eine Fixierung mittels Naht mogliche zusétzliche ungiinstige Entziindungen induziert
kann, wohingegen die Fixierung mittels Fibringels giinstigere Prognosen aufweisen.
AuBlerdem ist das Problem der Herstellung von 3-D Konstruktionen trotz einiger
erfolgsversprechender Anfiange noch nicht gelost. Hierzu kann die LIFT Technologie
einen Beitrag leisten. Die in der vorliegenden Studie gewéhlte Kombination von
Endothelzellen und Stammzellen fiihrte zu einer positive Neoangiogenese. Parakrine

Mechanismen und Membran-Interaktionen beglinstigen bei beiden Zellarten die
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Proliferation, wenn sie zusammen kultiviert werden und verbessern so die zellulére
Uberlebensrate auf dem Patch bis zu 90 %. Weitere Zellkombinationen wie z.B. Human
embryonic und induzierte pluripotent Stammzellen stehen hinsichtlich ihrer
gemeinsamen Differenzierungskapazitit auf dem Priifstand. Weitere Studien sind
notwendig, das Zell-Verhédltnis auf dem Cardiac Patch und die Auswirkungen der
Applikationsmethode sowohl auf die Himodynamik als auch auf den Homing Effekt in
der physiologischen Umgebung nach dem MI mit Ischdmie und Hypoxie zu evaluieren.
Ein Hindernis fiir den Remodelingprozess besteht in der natiirlichen
Kontraktionsbewegung des Herzmuskels, welche die Patchanbindung verzogert. Eine
Limitation besteht in der Art des Tiermodells, da die Herzfrequenz der Ratte ca. 260 bis
450 Schldge pro Minute hat und der menschliche Organismus im Vergleich hierzu nur
ca. 60/Minute. Abgesehen von diesen Herausforderungen, bietet diese Technologie eine
groBe Bandbreite von Anwendungsmoglichkeiten fiir den klinischen Alltag, die vor
allem auch dadurch begiinstigt werden, dass die Gewinnung von HUVEC Zellen aus
der Nabelschnur von Neugeborenen einfach und kostengiinstig zu realisieren ist. Die
andere Herausforderung besteht bei dem sich erweiternden Feld des Tissue Engineering
darin, reine, also nicht kontaminierte Zellen zu extrahieren, um diese weiterverarbeiten
zu konnen. Hierbei gilt es vor allem Nebenwirkungen zu vermeiden, die z.B. durch
Kontamination zur Endokarditis/Perikarditis oder Thrombus Embolisation fiihren
konnen. Die jetzige Forschung des Tissue Engineerings steckt noch in seinen
Kinderschuhen und so ist es bisher unklar wie lange Cardiac Patches unabhingig vom
Tragermaterial im Korper verbleiben konnen, da bis noch keine Langzeitstudien
vorliegen. Unklar ist in welchen Zeitabstinden eine Nachuntersuchung notwendig ist
und im klinischen Alltag miisste ein sensibles Monitoring Verfahren entwickelt werden.
Jenseits des Laboratoriums wird wahrscheinlich die weitere Forschung die
Autbewahrung von HUVECs in den Fokus nehmen. Ebenso wird die Rolle der
autologen Endothelzellen als Therapeutikum als wichtiger Faktor untersucht werden.
Diese Therapie konnte vor allem bei Neugeborenen mit einem angeborenen Herzfehler

eine entscheidende Rolle spielen.
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Abbildung 6: Phinotypische Charakterisierung mittels Durchflulzytometrie (14).
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Stunden nach LIFT. HUVEC (griin) und hMSC (rot) sind in einer
kapillardhnlichen Gitterstruktur angeordnet. Abbildungen mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier).........cccccvevuvennee. 32
Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen der HUVEC/hMSC-
cokulturen 8 Tage nach Zellaussaat mit VergroBerung von A nach C.
Beginnende Gefaformierung in der simulierten Gitterstruktur nach LIFT-
Besiedlung. (A), Ohne LIFT proliferieren die Zellen, zeigen jedoch noch
keine GefdaBBformierung (B). Rot=Zellkerne, Griin=Muskelfaser (14).
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Abbildung 9: Herzpumpfunktionsmessung 8 Wochen nach MI. Die im linken
Ventrikel gemessene Kontraktilitdt ist fiir verschiedene Funktionsparameter
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Patch (B) (14). Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von Elsevier
(Copyright © 2011 EISEVIET).....eceeiieeciieeiieeeiieeeie et e 41
Abbildung 13: Zell-Infiltration der Cardiac-Patch-Matrix. Représentative
Farbungen der Infarktnarbe zeigen infiltrierte Zellen mit To-Pro 3
Farbungen(blau) sowie Blutgefia3e mit Fluorescein Tomato Lectin Farbungen
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mit freundlicher Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011
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Farbung fiir CD 31 (lila) in Co-Lokalisation mit funktionellen Blutgeféfen.
Représentative Fluorescein Tomato Lectin Farbungen in griin im
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8 Wochen nach MI die Co-Lokalisation von humanen Zellen und infiltrierten
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Genehmigung von Elsevier (Copyright © 2011 Elsevier).......cccocveevuveenneee. 43
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