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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Akuter Myokardinfarkt — Therapieoption Zelltransplantation

1.1.1 Physiologische Moglichkeiten der Herzmuskelregeneration

Das menschliche Herz ist nicht in der Lage, nach einem Zelluntergang — z.B. im
Rahmen eines Myokardinfarktes — zu regenerieren, da den terminal
differenzierten Kardiomyozyten im Gegensatz zu z.B. den Skelettmuskelfasern
eine ausreichende Zahl an Satellitenzellen (SMBs) fehlt. Bei den
Satellitenzellen handelt es sich um residente Myoblasten mit der Fahigkeit, sich
im Falle eines Untergangs von Skelettmuskelzellen in Muskelfasern zu
differenzieren. Adulte Kardiomyozyten sind lediglich in der Lage, mittels
Zellhypertrophie auf myokardiale Substanzverluste bzw. auf vermehrte
Belastung zu reagieren. Mit zunehmender Hypertrophie verschlechtert sich
jedoch die Versorgung des Herzmuskels mit Sauerstoff und Substraten, weil
der wachstumsbedingte, progrediente Versorgungsbedarf der Kardiomyozyten

durch die umliegenden Kapillaren nicht mehr gedeckt werden kann.

Dem bis heute geltenden Dogma, dass das Herz ein ausschlieBlich
postmitotisches Organ ist, stehen jedoch Beobachtungen entgegen, die auf die
Existenz adulter kardialer Stammzellen hinweisen. Arbeiten von Kajstura et al.
(1998) und Beltrami et al. (2001) konnten eine geringe Rate kardiomyozytarer
Mitosen in humanen Herzen (n =9 bzw. n = 10 gesunde Herzen) nachweisen.
Die proliferative Aktivitat der Kardimyozyten war bei Kardiomyopathien (n = 27)
oder nach akutem Myokardinfarkt (AMI) (n=13) — im Besonderen in der
Infarktregion — deutlich gesteigert. Beltrami et al. (2003) beschrieben eine
Population kardialer Progenitorzellen (Lin “c-kit*), welche sich als
selbsterneuernd, klonal und multipotent erwiesen. So differenzierten sich diese
Zellen in Kultur in Myozyten, glatte Muskelzellen oder Endothelzellen und
fuhrten zu myokardialer Regeneration im AMI-Rattenmodell nach
Transplantation in die Infarktrandzone. Die Anzahl dieser Zellen im Herzen ist

vermutlich ausreichend, den im Laufe des Lebens natirlichen Verlust an
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Einleitung

Kardiomyozyten durch z.B. Apoptose auszugleichen (vgl. Anversa & Nadal-
Ginard, 2002). Die Kompensation vielzelliger Nekrosen, wie sie z.B. im Rahmen
eines AMI entstehen, ist jedoch nicht mdglich. Allerdings wird zur Zeit in
verschiedenen Labors daran gearbeitet, die Proliferation kardialer Stammzellen

zu stimulieren, um sie moglicherweise spater einmal therapeutisch zu nutzen.

Der Saugetier-Organismus verfugt also Uber keine ausreichenden
Mechanismen, eine groRere Schadigung seines zentralen Kreislauforgans

durch eine Restitutio ad integrum zu kompensieren.

1.1.2 Bedeutung der Erforschung der Regenerationsmoglichkeiten nach

akutem Myokardinfarkt

Dass die fehlende Regenerationsfahigkeit des humanen Myokards von grofer
medizinischer Bedeutung ist, macht das Beispiel der Koronaren
Makroangiopathie  deutlich. Arteriosklerosebedingte Stenosen in den
HerzkranzgefalRen erhéhen den Koronarwiderstand und vermindern somit die
Koronarreserve, d.h. die Differenz zwischen Ruhe- und maximaler
Koronardurchblutung. Unter vermehrter Belastung z.B. durch gesteigerte
Herzarbeit oder nach (sub)totalem GefalRverschluss tritt — bei zumeist fehlender
Kollateralisierung der als Endarterien zu betrachtenden Koronargefalle — distal
der Stenose eine Koronarinsuffizienz auf. Dies flihrt zur Imbalance zwischen
Sauerstoffbedarf und -angebot und damit zu einer lokalen Myokardischamie
und zur Schadigung der betroffenen Kardiomyozyten. Wird ein Koronargefal®
z.B. nach Ruptur eines arteriosklerotischen Plaques durch den entstehenden
Thrombus verschlossen, kommt es zu einem akuten Myokardinfarkt (AMI) mit
postlasionaler Myokardnekrose. Bei ausreichender Grolle des infarzierten
Areals entwickelt sich in der Folge eine Herzinsuffizienz, die die
Lebenserwartung signifikant verringert (vgl. Hellermann et al., 2005). Da
kardiovaskulare Erkrankungen — unter denen die koronare Makroangiopathie
mit Uber 50% dominiert — die haufigste Todesursache in der Bevdlkerung der

Industrienationen sind (vgl. AHA Statistics Committee, 2006), kommt der

-10 -



Einleitung

Erforschung der Regenerationsmoglichkeiten des Myokards eine grole

Bedeutung zu.

1.1.3 Therapieoptionen bei akutem Myokardinfarkt

Die derzeitigen Therapieoptionen des AMI sind nach wie vor inadaquat. Durch
minimal invasive  Verfahren wie die Perkutane  Transluminale
Koronarangioplastie (PTCA) oder eine Akut-Thrombolyse koénnen zwar die
unmittelbaren Ursachen des Infarktes beseitigt werden, nicht jedoch seine
Folgen in Form irreversibler Zellnekrosen. Gleiches gilt fur die koronare
Bypasschirurgie. Die partielle Ventrikulektomie nach Batista spielt heute geman
Kawaguchi et al. (2005) keine Rolle mehr, da sie im Verlust groler, teilweise
auch nichtinfarzierter Myokardvolumina resultiert und somit nur in Fallen
schwerer dilatativer Kardiomyopathie Uberhaupt indiziert ist. Ist die Funktion
eines insuffizienten Herzens pharmakologisch nicht mehr ausreichend
aufrechtzuerhalten, ist eine Herztransplantation die Therapie der Wahl. Fir
allogene Transplantationen steht jedoch nur eine unzureichende Anzahl
Spenderorgane zur Verfugung und die Kklinische Durchfiuhrung von
Xenotransplantationen ist nicht absehbar (vgl. Cooper, 2003). Auch beim
Einsatz mechanischer  Ersatzherzen bestent  noch umfassender
Entwicklungsbedarf (vgl. Gray & Selzman, 2006). Grolie Hoffnungen ruhen
daher auf der Transplantation von Zellen mit dem Potenzial zur Regeneration

humanen Myokards.

1.2 Zelltransplantation

1.2.1 Graftmaterial

Da das humane Myokard keine ausreichende Anzahl Myoblasten enthalt,

welche sich bei Bedarf in Kardiomyozyten differenzieren kénnen, ist in der
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Vergangenheit der Ansatz verfolgt worden, der Herzmuskulatur Zellen
zuzufuhren, die sich im Herzen in funktionstuchtige Kardiomyozyten umwandeln
oder Uber parakrine Mechanismen die myokardiale Regeneration triggern
konnen. Verschiedenste Zellpopulationen wurden bereits auf ihr Potenzial zur
Verbesserung einer alterierten Herzfunktion untersucht. Zu den am haufigsten
diskutierten Zellen gehoren Embryonale Stammzellen (ESCs) sowie Skelettale
Myoblasten (SMBs) und Knochenmark-Stammzellen (BMCs) als Vertreter der

adulten Stammzellen.

Einige Studien untersuchten das postischamische myokardiale
Regenerationspotenzial transplantierter SMBs. Wahrend z.B. Brasselet et al.
(2005) im Schafmodell positive Effekte auf die linksventrikulare Pumpfunktion
beobachteten, zeigten andere Arbeitsgruppen den arrhythmogenen Charakter
der SMBs (vgl. Menasche et al., 2003 und Abraham et al., 2005), so dass
dieses Verfahren wahrscheinlich als zuklinftige Therapieoption nicht in Frage

kommit.

ESCs besitzen unter den genannten Zellgruppen zwar das groldte
Differenzierungspotenzial, ihr Einsatz als Graftmaterial geht jedoch mit einer
Vielzahl an Schwierigkeiten einher. Neben der immunsystemvermittelten
AbstoRungsproblematik nach Transplantation ist zu bedenken, dass die
Gewinnung und Verwendung von ESCs kontroverse Diskussionen uber
ethische Grundfragen ausgelost hat. Weiterhin lasst im speziellen Fall der
Herzmuskelregeneration das von Zhang et al. (2002) beschriebene
arrhythmogene Potenzial von in Kardiomyozyten differenzierten ESCs deren

klinische Nutzbarkeit fragwurdig erscheinen.

Aus Knochenmark lassen sich zahlreiche Stammzelltypen gewinnen, unter
denen Hamatopoetische und Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sowie
Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) in der Literatur bislang besonders haufig

Verwendung als Graftmaterial gefunden haben.

Zu der Gruppe der Endothel- und endothelialen Vorlauferzellen zahlen die
Humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVECs). HUVECs sind

vergleichsweise einfach zu isolierende Zellen, die unter anspruchsarmen
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Kulturbedingungen uber zahlreiche Passagen hinweg ihre Zellintegritat nicht
verandern. Weitreichende ethische Bedenken im Hinblick auf ihre Verwendung

bestehen nicht.

1.2.2 Applikationswege

Bevor die zu transplantierenden Zellen ihre potenzielle Wirkung entfalten
konnen, mussen sie an ihren gewunschten Wirkort — das Myokard — gelangen.
Eine effektive Zellverabreichung liegt dann vor, wenn ein groRRer Teil des
Transplantates das Herz erreicht und nicht in anderen Organen akkumuliert.
Fur die Zellapplikation mit dem Ziel myokardialer Regeneration sind

verschiedene Wege beschrieben worden (Abbildung 1.1).

Zell-Transplantat

Abb. 1.1: Applikationswege fur Zelltransplantationen mit dem Ziel myokardialer

Graftdeposition.

-13-
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1.2.2.1 Intravenose Applikation

Der methodisch einfachste Weg ist die intravendse Graftdeposition. Allerdings
erreichen nur wenige Zellen das Zielorgan Herz. Lediglich 3 — 5% des
Herzzeitvolumens flieRen durch die Koronargefale; aullerdem unterliegen die
applizierten Zellen einem durch die Passage der Lungenkapillaren verursachten
First-Pass-Effekt, so dass ein Teil des Transplantates in der Lunge hangen
bleibt. So applizierten Aicher et al. (2003) mit ""'Indium-Oxin markierte EPCs
(10° Zellen) Uber die Schwanzvenen in Ratten. Wahrend in den ersten
96 Stunden ca. 72% der Radioaktivitat in Leber, Milz und Nieren zu finden
waren, konnte nur ca. 1% der Zellen im Herzen nachgewiesen werden. Um das
Ergebnis zu verbessern, erfolgte in einer weiteren Versuchsreihe die
Zellapplikation transdiaphragmal in den linken Ventrikel. Bei fehlendem Lungen-
First-Pass-Effekt konnte so der Anteil der Radioaktivitdt im Herzen immerhin
verdreifacht werden; dennoch hatten 97% der Zellen das Zielorgan nicht

erreicht.

Bei der intravendsen Applikation erhalt also nur ein geringer Anteil der
eingesetzten Zellen Uberhaupt Kontakt mit myokardialem Kapillarendothel und
somit die Gelegenheit zur Migration in das Zielgebiet. Der Uberwiegende Anteil
wird in andere Organe transportiert und kann hier schwer kontrollierbare
Nebenwirkungen verursachen. Aus diesen Grunden kommt die intravenodse
Zellapplikation als Therapieoption zur Regeneration des Herzens nach AMI

nicht in Betracht.

1.2.2.2 Intramyokardiale Applikation

Eine weitere Moglichkeit ist die direkte intramyokardiale Zellapplikation. Diese
hat den Vorteil, dass das komplette Graftmaterial in der Zielregion positioniert
werden kann. Um das Myokard zu erreichen, stehen zwei Zugangswege zur
Verfiigung: die transepikardiale Deposition im Rahmen einer chirurgischen

Intervention sowie die transendokardiale Transplantation mittels Angiokatheter.
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Beide Varianten sind in verschiedenen tierexperimentellen Studien untersucht
worden (vgl. Kornowski et al., 2000 und Fuchs et al., 2001).

Die transepikardiale Route setzt einen invasiven Eingriff mit Punktion des
schlagenden Herzens durch das Perikard hindurch voraus und geht daher mit
erheblichen Risiken wie Ventrikelperforation und Herzbeuteltamponade einher.
Allenfalls im Rahmen einer sowieso notwendigen koronaren Bypassoperation —
wie von Menasche et al. (2001) beschrieben — ware diese Methode einsetzbar.

Eine breite klinische Anwendung erscheint jedoch nicht praktikabel.

Die Technik der transendokardialen Zellverabreichung wurde von Fuchs et al.
(2006) an 27 Patienten mit schwerer koronarer Makroangiopathie getestet und
fur sicher erklart. Um die Zellen (BMCs) nicht in bereits nekrotisierte
Myokardareale zu applizieren, wurde zusatzlich ein elektromechanisches
Mappingverfahren eingesetzt, das eine dreidimensionale Rekonstruktion des
linken Ventrikels erlaubt. Dennoch konnen intraventrikulare Manipulation und
transendokardiale  Punktion  Herzrhythmusstérungen  wie  ventrikulare
Extrasystolen oder Kammertachykardien auslosen oder ein arrhythmogenes

ektopes Zentrum schaffen.

Bei beiden Formen der intramyokardialen Zellapplikation wird das Transplantat
als Zellsuspension in einen durch die Injektion formierten interzellularen Raum
appliziert. Dass die dadurch verursachte Gewebsverletzung einen
Inflammationsprozess verursacht, konnten Merx et al. (2005) durch
intramyokardiale Injektion von HUVEC-Suspensionen in Ratten einen Monat
nach Myokardinfarkt-Operation zeigen. Es ist zu vermuten, dass die attrahierten
Makrophagen viele der applizierten Zellen abrdumen, ehe diese Uberhaupt ihr
Regenerationspotenzial entfalten koénnen. Dem scheinbaren Vorteil der
intramyokardialen Zelldeposition wird somit durch technik-immanente
Inflammationsvorgange entgegengewirkt. Darlber hinaus haben in einem
suspensionsgefullten Raum nur wenige randstandige Zellen Kontakt zu dem
umliegenden Gewebe, wahrend der Uberwiegende Teil der applizierten Zellen
nicht mit den Empfanger-Kardiomyozyten in  Verbindung kommt.
Zellinteraktionen, die die myokardiale Regeneration unterstitzen konnten, sind

somit nur wenigen der transplantierten Zellen moglich.
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1.2.2.3 Intrakoronare Applikation

Die intrakoronare Applikation Uber einen endovaskularen Katheter bietet die
Moglichkeit, alle transplantierten Zellen unmittelbar mit dem koronaren Endothel
in Kontakt zu bringen, ohne das Myokard punktieren zu mussen. In der Literatur
finden sich kaum tierexperimentelle Studien, in denen katheterbasierte
intrakoronare Zellapplikation eingesetzt wurde. Ein Grund hierflr ist sicherlich

die fehlende Verfugbarkeit von Kathetersystemen flir Mause und Ratten.

Freyman et al. (2006) verglichen die Effektivitat des intravendsen, des
transendokardialen und des intrakoronaren Applikationsverfahrens mit MSCs
am AMI-Schweinemodell. Hierbei ergaben sich die besten Werte nach
intrakoronarer Route: 14 Tage nach Intervention konnten 6% der verabreichten
Zellen in der Infarktzone detektiert werden, wahrend der entsprechende Wert
nach transendokardialer Applikation bei 3% lag. Nach intravendser
Transplantation kam es zu keiner dauerhaften Platzierung von MSCs im
Infarktareal. Hou et al. (2005) quantifizierten im Schwein die Verteilung 10’
" Indium-Oxin-markierter humaner peripherer mononukleédrer Zellen nach
intrakoronarer Applikation und die Verteilung nach intramyokardialer
Transplantation. Fur die intrakoronare Route ergab sich 1 h nach Intervention
eine kardiale Depositionseffektivitat von < 3% der eingesetzten Zellen. Uber
den transepikardialen Zugangsweg erreichten durchschnittich 11% des
Graftmaterials das Herz, wobei eine starke interindividuelle Schwankungsbreite

imponierte.

Fasst man die Datenlage zu den genannten moglichen Applikationswegen
zusammen, ergibt sich, dass der intravendse Weg wegen mangelnder
Effektivitat und die intramyokardiale Injektion wegen hohen Risikopotenzials
bzw. ineffektiver lokaler Zellakkumulation unzureichend sind. Die intrakoronare
Zelltransplantation konnte in Groldtierversuchen sowie an Patienten bereits
ohne nennenswerte Nebenwirkungen erfolgreich eingesetzt werden. Um diese
vielversprechende Technik auch im Rattenmodell verwenden zu kénnen, wurde

in der vorliegenden Arbeit das von Ding et al. (2004) entwickelte Kathetermodell
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fur Nager genutzt, das eine effektive minimal invasive koronare Graftdeposition

ermoglicht.

1.2.3 Uberwachung der Herzfunktion

Um hamodynamische Veranderungen nach einer Zelltransplantation
uberwachen zu kdénnen, bietet sich die transthorakale Echokardiographie (TTE)
als schnell und einfach durchzufihrendes Verfahren an. Litwin et al. (1994)
konnten mittels TTE an AMI-operierten Ratten den linksventrikularen
Remodelling-Prozess strukturell und funktionell verfolgen. Scorsin et al. (1997)
und Agbulut et al. (2004) verglichen auf Basis echokardiographisch ermittelter
Daten die hamodynamischen Veranderungen in verschiedenen Gruppen
zelltransplantierter Ratten miteinander. Schwarz et al. (1998) bewerteten in
einer umfangreichen Rattenstudie die Einsatzmoglichkeiten unterschiedlicher
Echokardiographiemethoden. Mit der TTE konnten sowohl quantitative als auch
qualitative Aussagen Uber Struktur und Funktion des linken Ventrikels bei

Ratten gemacht werden.

Die TTE kann also als kostengunstiges und zeitsparendes Instrument zur
validen Beurteilung von Struktur und Funktion des linken Rattenventrikels

eingesetzt werden.

1.3 Klinische Zelltransplantations-Studien

Welche Bedeutung die mogliche Regeneration ischamisch geschadigten
Myokards durch Zelltransplantation haben konnte, lasst sich u.a. daran
ermessen, dass zahlreiche klinische Studien auf der Basis kontroverser

tierexperimenteller Ergebnisse durchgefuhrt wurden und werden.

Die erste Arbeit stammt von Strauer et al. (2002) und untersucht die

intrakoronare BMC-Applikation bei 10 AMI-Patienten (nicht-randomisierte
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Kontrollgruppe: n=10). Morphologisch  und  funktionell  fassbare
Regenerationseffekte der Zelltherapie auf das Myokard wurden hierbei
beschrieben. Perin et al. (2003) und Tse et al. (2003) transplantierten Patienten
mit schweren ischamischen Myokardschaden autologe BMCs nach
elektromechanischem LV-Mapping transendokardial. Aus beiden
Versuchsreihen ergaben sich Erfolge in Bezug auf Myokardperfusion und LV-
Funktion. In der ebenfalls nicht randomisierten und dariber hinaus nicht
kontrollierten TOPCARE-AMI-Studie kamen Schachinger et al. (2004) zu einem
vergleichbaren Ergebnis fir BMCs (n = 29) und zirkulierende Progenitorzellen
(n=30) und zeigten darUber hinaus eine Normalisierung der koronaren
Flussreserve auf (vgl. Schachinger et al., 2006a). Drei Arbeitsgruppen
publizierten jungst ihre Erkenntnise aus randomisierten, kontrollierten
Patientenstudien: Wollert et al. (2004) beschrieben 6 Monate nach Intervention
durch BMC-Applikation (n = 30; Kontrollgruppe idem) nach erfolgreicher PTCA
bedingte LV-Funktionsverbesserungen, die in einer Untersuchung nach
18 Monaten jedoch nicht mehr signifikant waren. Chen et al. (2004) testeten die
Effekte von MSC-Transplantationen an insgesamt 69 AMI-Patienten (inkl.
Kontrollgruppe) und zeigten signifikant positive Einwirkungen auf die LV-
Pumpfunktion. Schachinger et al. (2006b) beobachteten an einem grof3en AMI-
Patientenkollektiv (n =204) in der BMC-transplantierten Gruppe signifikante
Vorteile beziglich LV-Funktion (Verbesserung der Ejektionsfraktion nach
4 Monaten: 55+ 7,3% vs. 3,0+6,5%; p=0,01) und klinischen Endpunkten
gegenuber der Kontrollgruppe. Eine vierte grof3e, doppelt geblindete,
randomisierte, placebokontrollierte Studie zum Regenerationspotenzial nach
PTCA intrakoronar applizierter BMCs wurde von Janssens et al. (2006)
veroffentlicht. Zwar konnte bei den 33 zelltransplantierten Patienten
(Placebogabe: n = 34) eine deutliche Reduktion der InfarktgroRe festgestellt

werden, die globale LV-Funktion allerdings war nicht signifikant verbessert.

Menasche et al. (2003) applizierten 10 Patienten mit schwerer ischamischer
Kardiomyopathie im Rahmen koronarer Bypassoperationen autologe SMBs.
Obwohl diese Methode als sicher beschrieben wurde, entwickelten
4 Transplantatempfanger anhaltende ventrikulare Tachykardien, so dass eine

Indikation fur die Implantation interner Kardio-Defibrillatoren gestellt werden
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musste. Sicherlich besteht innerhalb des beschriebenen Patientenkollektivs
eine Neigung zu Herzrhythmusstérungen und auch die Bypassoperation an sich
birgt dieses Risiko. Andere Studien bestatigten allerdings das arrhythmogene
Potenzial der SMBs. Abraham et al. (2005) z.B. beschrieben, dass SMBs in Co-

Kultur mit Ratten-Kardiomyozyten Reentry-Tachykardien auslosten.

1.4 Regenerative Transplantat-Einfliisse auf die Herzmuskulatur

In einigen der erwadhnten tierexperimentellen und klinischen Studien konnte
nach Zelltransplantation eine Verbesserung der kardialen Pumpfunktion
beobachtet werden. Wurden Zellen in infarzierte Herzen appliziert, fand sich in
manchen Fallen eine signifikante Reduktion der Infarktgrof3e. Als Ursache der
beschriebenen regenerativen  Veranderungen kommen  verschiedene
Mechanismen in Frage: Transdifferenzierung der Graftzellen in
Kardiomyozyten, Fusion des Transplantats mit Kardiomyozyten und parakrine

Effekte der transplantierten Zellen auf Kardiomyozyten.

1.4.1 Transdifferenzierung applizierter Zellen

Ein haufig untersuchter Mechanismus, mit dem die zelltherapeutische
Regeneration ischamisch geschadigter Herzmuskulatur erklart werden konnte,
besteht in der Transdifferenzierung applizierter Zellen in Kardiomyozyten und
Integration derselben in den myokardialen Gewebeverband. Den positiven
Transdifferenzierungs-Berichten Uber die verschiedenen Transplantatzellen
stehen jeweils Publikationen gegenlber, die eine Transdifferenzierung

ausschlief3en.

Orlic et al. (2001) applizierten EGFP-exprimierende BMCs mannlicher Mause
intramyokardial in die Infarktrandzone weiblicher Mauseherzen. Neun Tage

nach Transplantation wurden im AMI-Areal EGFP- und Y-Chromosom-positive
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Myozyten, Endothel- und glatte  Muskelzellen beobachtet. Eine
Transdifferenzierung der BMCs in die genannten Zelltypen wurde als Erklarung
postuliert. Tomita et al. (1999) berichteten Uber in vitro-Transdifferenzierung von
BMCs in Kardiomyozyten unter Einfluss des DNA-Methylierungs-Inhibitors 5-
Azacytidin. Eine autologe Transplantation dieser vorbehandelten BMCs in
Rattenherzen resultierte in signifikant verbesserter Herzfunktion und vermehrter
Angiogenese, welche auch nach Transplantation nicht mit Azacytidin
vorbehandelter Zellen nachgewiesen werden konnte. Murry et al. (2004) und
Balsam et al. (2004) untersuchten in fallstarken Studien am ischamisch
geschadigten Mauseherzen das Transdifferenzierungspotenzial derselben
BMC-Subpopulation (Lin = c-kit *), die in der vielzitierten Arbeit von Orlic et al.
(2001) verwendet worden war. In beiden Experimentalreihen konnten keine
Nachweise fur Transdifferenzierung von BMCs in Kardiomyozyten erbracht

werden.

In einer Arbeit von Badorff et al. (2003) wird nach Co-Kultivierung mit
neonatalen Ratten-Kardiomyozyten (neoKMs) die in vitro-Transdifferenzierung
humaner EPCs in Kardiomyozyten berichtet. Diese bildeten Gap Junctions zu
angrenzenden Herzmuskelzellen aus und zeigten fur funktionell aktive
Kardiomyozyten typische Oszillationen der Calciumkonzentration.
Demgegenuber stehen die Ergebnisse einer Studie von Gruh et al. (2006), in
der wahrend einer Co-Kultivierung von humanen EPCs mit neoKMs keine

Anzeichen fur Transdifferenzierung gefunden wurden.

Uber den Mechanismus der Transdifferenzierung erklarten auch Condorelli et
al. (2001) ihre Beobachtungen an Co-Kulturen EGFP-exprimierender HUVECs
mit neoKMs: Nach einigen Tagen fanden sich EGFP-positive Zellen, die sich in
nicht speziesspezifischen Antikorperfarbungen positiv fur sarkomerisches
Myosin und vonWillebrand-Faktor prasentierten. Eine Studie von Ishisaki et al.
(2003) fuhrte zu dem Ergebnis, dass sich HUVECs unter Entzug von FGF-1
(Fibroblast Growth Factor-1) in glatte Muskelzellen transdifferenzieren und
unter FGF-1-Reapplikation gegensinnig wieder in HUVECs transdifferenzieren
konnen. Im Gegensatz zu Condorellis These vermuteten Welikson et al. (2006)

vereinzelte Zellfusionen von HUVECs mit neoKMs.
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1.4.2 Fusion transplantierter Zellen mit Kardiomyozyten

Eine weitere Erklarungsoption flir myokardial regenerative Einflisse durch

transplantierte Zellen ist ihre Fusion mit Kardiomyozyten.

Matsuura et al. (2004) beobachteten in Co-Kultur-Experimenten die Fusion von
neoKMs mit HUVECs und EPCs sowie in Transplantationsversuchen die Fusion
von Kardiomyozyten mit HUVECs und skelettalen Myoblasten (SMBs). In einer
Studie von Oh et al. (2003) wurden Mausen in der Reperfusionsphase nach
AMI kardiale Progenitorzellen intravends appliziert. Nach 14 Tagen konnte
gezeigt werden, dass transplantierte Zellen in die Infarktrandzone eingewandert

waren und dort mit Kardiomyozyten fusionierten.

1.4.3 Parakrine Effekte und Angiogenese

Eine dritte Moglichkeit, die die myokardiale Regeneration nach
Zelltransplantation beeinflusst haben konnte, ist die Einwirkung parakriner
Effekte der Graftzellen auf die Kardiomyozyten. In der Literatur finden sich vor
allem zwei parakrin verursachte Effekte: Angiogeneseinduktion und
Apoptosehemmung. In den folgenden Abschnitten werden diese beiden

Optionen fur verschiedene Zellen vorgestellt.

Viele Befunde liegen flr die Transplantation von BMCs vor. Fuchs et al. (2001)
stellten nach transendokardialer ~BMC-Transplantation in infarzierte
Schweineherzen eine Verbesserung der linksventrikularen Kontraktilitat fest. Als
mogliche Erklarung zeigte sich vermehrte Kollateralperfusion, die durch die
in vitro nachgewiesene Sekretion der Angiogenesevermittler VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) und MCP-1 (Macrophage Chemoattractant Protein-
1) durch BMCs getriggert worden sein konnte. Die beobachtete Verbesserung
der LV-Funktion bei Ratten, denen in ischamisches Myokard BMCs
transplantiert wurden, begrindeten Nishida et al. (2003) Uber gesteigerte
Neovaskularisation, welche durch die signifikant erhéhten myokardialen Level
an Angiopoetin-1 und VEGF ausgeldst worden war. Ziegelhoeffer et al. (2004)

untersuchten BMCs am murinen Hinterlauf-lschamie-Modell auf
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neovaskularisationsférdernde Effekte. Die applizierten Zellen gruppierten sich
um neu gebildete Gefalle, ohne sich jedoch selbst in die Gefallwande zu
integrieren. Allerdings exprimierten sie die Wachstumsfaktoren FGF-2 und
VEGF sowie das Chemokin MCP-1. Da diese als Angiogenese-Promotoren
bekannt sind, liegt nahe, dass sich die BMCs auf parakrinem Wege an der
Neovaskularisation der ischamischen Muskulatur beteiligt hatten. Hiasa et al.
(2004) beobachteten, dass transplantierte, VEGF-sezernierende, mononukleare

BMCs eine Apoptosehemmung in postinfarziosen Kardiomyozyten induzierten.

Auch fur MSCs gibt es Berichte Uber parakrin vermittelte anti-apoptotische
Wirkung. Nach Untersuchungen von Mangi et al. (2003) fihrt die
Transplantation von mit dem Akt1-Gen transduzierten MSCs in ischamische
Rattenherzen durch parakrine Effekte des Anti-Apoptose-Proteins auf die
benachbarten Kardiomyozyten zu einer funktionellen wie strukturellen
Myokardregeneration und bremst das postischamische Remodelling. Silva et al.
(2003) erstellten ein Gen-expressionsprofil fur MSCs. Fur das darin enthaltene
Thymosin B4 konnten Bock-Marquette et al. (2004) am AMI-Modell der Maus
positive Effekte auf die Migration und den Apoptoseschutz von Kardiomyozyten
nachweisen. Malinda et al. (1997) zeigten, dass Thymosin 4
chemoattrahierend wirkt und durch Stimulation der Endothelzell-Migration

Angiogenese fordert.

Fir die Applikation von EPCs liegt eine Studie vor, die hamodynamisch
relevante Neovaskularisation beschreibt. Kawamoto et al. (2003) hatten die
Zellen im Anschluss an elektromechanisches Mapping transendokardial in
ischamische Schweineherzen transplantiert und nach 4 Wochen eine
signifikante Zunahme an myokardialer Kapillardichte, Koronar-

Kollateralentwicklung und LV-Funktion beobachtet.

Schliel3lich werden auch HUVECs parakrine Einflisse auf die myokardiale
Regeneration zugeschrieben. Im Rattenmodell transplantierten Merx et al.
(2005) HUVECs transepikardial in die Infarktrandzone und konnten zeigen,
dass die HUVECs durch Makrophagen phagozytiert worden waren. Als Ursache
der im Rahmen des offensichtlich angesto3enen Inflammationsprozesses

verbesserten linksventrikularen Funktion beschrieben sie Neoangiogenese.
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1.5 Apoptose und Gen-Transfer als mogliche Distraktoren

Bei einer Befundinterpretation sollten stets auch die durch die eingesetzte
Methode bedingten Distraktoren berucksichtigt werden. Besondere Vorsicht ist

bei der Deutung von Marker-Detektionen geboten.

Um die denkbaren Mechanismen der Myokardregeneration nach
Zelltransplantation — insbesondere die Transdifferenzierung in Kardiomyozyten
— zu untersuchen, wird von vielen Arbeitsgruppen der Zellmarker EGFP

eingesetzt.

1.5.1 Zelldetektion mittels EGFP

Um transplantierte oder in vitro (co-)kultivierte Zellen auch nach langeren
Zeitrdumen lokalisieren zu kénnen, wird haufig die zellulare Expression von
EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) als Markerprotein angewendet.
Seit seiner EinfUhrung als Monitor-Werkzeug fur Genexpression durch Chalfie
et al. (1994) wird das Protein, dessen — erstmals durch Prasher et al. (1992)
kloniertes und sequenziertes — Gen durch virale Transduktion in die DNA der zu
markierenden Zelle integriert wird, zur Zelldetektion eingesetzt. Insbesondere
die dauerhafte und stabile Expression von EGFP in der transduzierten Zelle galt
bislang als Kriterium fur die sichere Identifikation einer markierten Zelle Uber

lange Beobachtungszeitraume hinweg.

1.5.2 Apoptotische Korperchen und Gen-Transfer

Die sichere Verfolgung bzw. Lokalisation einer EGFP-markierten Zelle ist nur
unter der Voraussetzung mdglich, dass die in das Zellgenom integrierte EGFP-
DNA die Zelle nicht verlasst und nach deren Tod nicht mehr transkribiert wird.
Denkbar ist jedoch, dass in einer EGFP-transduzierten Zelle Apoptose
eingeleitet wird und DNA-Fragmente — die auch das EGFP-Gen einschliel3en

konnen — die sterbende Zelle verlassen. Wenn diese Nukleinsauren von
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anderen Zellen wie z.B. Kardiomyozyten aufgenommen und in deren Genom
eingebaut werden konnten, ware der Kardiomyozyt ab diesem Zeitpunkt in der
Lage, selbst EGFP zu exprimieren. Es hatte ein Gen-Transfer stattgefunden,
der — unkritisch betrachtet — als Transdifferenzierung einer transplantierten

Zelle in einen Kardiomyozyten fehlgedeutet werden kdnnte.

Um den geschilderten Gen-Transfer zu ermoglichen, miusste eine apoptotische
Zelle ihre DNA in einer Form abgeben, die umliegenden Zellen eine Aufnahme

ermdglicht. Hierzu gibt es bereits einige Berichte:

Henson et al. (2001) beschrieben, dass in Apoptose begriffene Zellen auf ihrer
Oberflache Phosphatidylserin prasentieren, welches durch entsprechende
Rezeptoren auf der Phagozytenmembran erkannt wird. Nach ihrer Bindung
werden die apoptotischen Zellen von zumeist Makrophagen vermutlich durch

Makropinozytose aufgenommen und verdaut.

Hristov et al. (2004) initieten durch Einsatz von serum- und
wachstumsfaktorenfreiem Medium Apoptose in HUVEC-Kulturen. Im Rahmen
ihres programmierten Unterganges bildeten die Zellen vesikulare Fragmente,
sogenannte Apoptotische Kérperchen (ABs). Wurden diese im Uberstand der
apoptotischen Zellkultur enthaltenen ABs mit EPCs in Kontakt gebracht, so

wurden EPCs zu Proliferation und Differenzierung angeregt.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten einen horizontalen Gen-Transfer via ABs
induzieren: Holmgren et al. (1999) co-kultivierten ABs von EBV-tragenden
Zelllinien mit Endothelzellen, Fibroblasten oder Monozyten und entdeckten
EBV-spezifische Marker in den verschiedenen Empfangerzellen. AB-
vermittelten Onkogen-Transfer von tumordsen in angrenzende Zellen
beschrieben Bergsmedh et al. (2001). Sie lieferten damit eine mogliche
Erklarung fir die Akkumulation genetischer Defekte in einer Zelle, welche
malignes Tumorwachstum initiieren kdnnen. Dini et al. (1995) beobachteten die

Phagozytose von ABs durch sinusoidale Leber-Endothelzellen.

Die genannten Publikationen belegen, dass apoptotische Zellen ABs bilden,
welche das genetische Material der Ursprungszelle in andere Zellen

transportieren konnen. Der Transfer von EGFP-DNA aus einer in Apoptose
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begriffenen transduzierten Zelle via ABs in eine benachbarte Zelle ist also
denkbar.

Transdifferenzierung Parakrine Effekte

Fusion Gentransfer via ABs

Abb. 1.2: Mdgliches Schicksal myokardial transplantierter HUVECs.

1.6 Ziel der vorliegenden Studie

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, das Differenzierungspotenzial von
HUVECs unter in vivo- und in vitro-Bedingungen zu untersuchen. Folgende

Fragestellungen sollten im Einzelnen bearbeitet werden:
l. Ist die intrakoronare HUVEC-Transplantation in Ratten mdglich ?
II.  Welchem Schicksal unterliegen intrakoronar applizierte HUVECs ?

Kénnen HUVECs in Kardiomyozyten transdifferenzieren ?
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Um die Frage nach dem Schicksal der intrakoronar transplantierten Zellen und
somit nach moglichen myokardregenerierenden Einflissen zu beantworten,
sollten im Besonderen folgende in der Literatur diskutierten Mechanismen
untersucht werden: Veroffentlichungen der letzten Jahre hatten HUVECs das
Potenzial zur in vitro-Transdifferenzierung in Kardiomyozyten (Condorelli et al.,
2001), zur invitro-Fusion mit neoKMs (Matsuura et al., 2004) und zur
Unterstutzung von Neoangiogenese am ischamisch geschadigten Rattenherzen
(Merx et al., 2005) zugeschrieben. Eigene Arbeiten lieRen es ebenfalls mdglich
erscheinen, dass sich HUVECs in Kardiomyozyten transdifferenzieren kdnnen.
Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, in experimentell klar definierten

Modellen zwischen diesen Moglichkeiten zu differenzieren.

Dartber hinaus wurde gepruft, ob horizontaler DNA-Transfer des EGFP-
Zellmarker-Gens als Distraktor bei der Interpretation histologischer

(Transdifferenzierungs-)Beobachtungen in Frage kommt.
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2 MATERIAL und METHODEN

21 MATERIAL

2.1.1 Chemikalien

Acetylcholin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Agarose Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Aqua Polymount® Polysciences Europe GmbH, Eppelheim,

Deutschland
Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit
Biovision, Mountain View, CA, USA
CellTracker™ Orange Molecular Probes / Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland
Ciclosporin A (Sandimmun® Optoral) Novartis, Niirnberg, Deutschland
DAPI Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
3,3-Diamino-benzidin-tetrahydrochlorid
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Dneasy® Tissue Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
EGFP-Forward-Primer (10 mM; 5’-acgtaaacggccacaagttc-3’)
EGFP-Reverse-Primer (10 mM; 5’-cacatgaagcagcacgactt-3’)
MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland

Epinephrin Hoechst GmbH, Frankfurt, Deutschland
Esmolol (Brevibloc®) Gensia, Irvine, CA, USA
Ethanol Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
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Ethidiumbromid

Fllssiger Stickstoff

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Linde, Pullach, Deutschland

Fuchsin-Substrat-Chromagen-System

Gelatine

H20,

" Indium-Oxin

Isofluran
Kollagenase-Pulver
Lidocain

Trypanblau
Na*-Acetat

Na*-Azid
Natrium-Bikarbonat

NH4CI

Normales Ziegenserum

Paraformaldehyd-Pulver

Pikrinsaure

Saccharose

Saponin

S-EDTA-Trypsin

DAKO, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Tyco Healthcare, Neustadt / Donau,
Deutschland

Abbott, Wiesbaden, Deutschland
Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Astra Zeneca GmbH, Wedel, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
B.Braun Medical AG, Sempach-Station,
Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Komplex
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DAKO, Hamburg, Deutschland
Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-Komplex
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

Taq PCR Core Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Triton® X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Vecta-Shield® Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

2.1.2 Antikorper

2.1.21 Primarantikorper

2.1.2.1.1 Monoklonal

Maus anti-a-Actinin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Maus anti-hM Chemicon, Temecula, CA, USA
Maus anti-MyHC Chemicon, Temecula, CA, USA
Maus anti-CD31 DAKO, Hamburg, Deutschland

Maus anti-Smooth-Muscle-Actin DAKO, Hamburg, Deutschland

2.1.2.1.2 Polyklonal

Huhn anti-Ratten-MCT-1 Chemicon, Temecula, CA, USA
Kaninchen anti-aktivierte-Caspase-3 Pharmingen, San Diego, CA, USA
Kaninchen anti-a-Actinin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Kaninchen anti-Caveolin-1 Transduction, Lexington, KY, USA
Kaninchen anti-hM Chemicon, Temecula, CA, USA

Kaninchen anti-phosphorylierte-Akt1 / PKBa
Upstate, Lake Placid, NY, USA
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2.1.2.2 Sekundarantikorper

biotinylierter Ziege anti-Huhn

biotinylierter Ziege anti-Kaninchen

biotinylierter Ziege anti-Maus
biotinylierter Schaf anti-Ratte
Ziege anti-Huhn-Cy3

Ziege anti-Kaninchen-Cy2
Ziege anti-Maus-Cy5

Ziege anti-Maus-FITC

Ziege anti-Maus-PhycoErythrin

2.1.3 Medien

Dulbecco’s MEM Eagle

Endothelial Cell Growth Medium

Fetales Kalberserum
L-Glutamin-Lésung (200 mM)

Medium 199 (M. 199)

Nabelmedium

Promega, Madison, WI, USA

DAKO, Hamburg, Deutschland

DAKO, Hamburg, Deutschland
Amersham, Buckinghamshire, England
Promega, Madison, WI, USA
Chemicon, Temecula, CA, USA
DAKO, Hamburg, Deutschland
Dianova, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

Gibco / Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

PromoCell GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Gibco / Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Gibco / Invitrogen GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

8,18 g NaCl
0,3 g KCI
2,69 g 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-

ethansulfonsaure (HEPES)
1,98 g D-Glukose
ad 11 Aqua dest (pH 7,4)

Alle Zellkultur-Medien enthielten 1% (v / v) Penicillin (100 U / ml) / Streptomycin
(100 pg / ml) (Gibco / Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) sowie 0,1% (v / V)

Amphotericin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland).
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21.4 Gebrauchslésungen

Hank’s Balanced Salt Solution

Phosphate Buffered Saline

S-Ethylendiamintetraacetat

Tris-Acetat-EDTA

Tris Buffered Saline

8,0 g NaCl

04 g KCI

0,048 g NayHPO4

0,06 g KH2P04

0,35 g NaHCO3

1,0 g D-Glukose

ad 11 Aqua dest (pH 7,4)

8,0 g NaCl

02 g KCI

1,15 g N82HPO4

0,2 g KH2PO4

ad 11 Aqua dest (pH 7,4)

02 g EDTA
8,0 g NaCl
0,2 g KCI

1,195 g NaHPO,
0,2 g KHyPO4
ad 11 Aqua dest (pH 7,4)

4,85 g Tris

3,88 g EDTA

1,2 g Eisessig

ad 11 Aqua dest (pH 8,3)

3,0 g Tris
8,0 g NaCl
02 g KCI

ad 11 Aqua dest (pH 7,4)

2.1.5 Gerate und Gebrauchswaren

6-Loch-Zellkultur-Platten

arterieller 2F-Ballon-Katheter
Chamber Slides™ (Lab-Tek™)

Chirurgische Faden

Chirurgische Instrumente

Digitalkamera (PowerShot A95)

Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz

Edwards Life Science, Irvine, CA, USA
Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland

Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland
Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Canon, Krefeld, Deutschland
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Dosimeter MED Nuklear-Medizintechnik, Dresden,
Deutschland

Fluoreszenzmikroskop BX 50 Olympus, Hamburg, Deutschland

Gelelektrophoresekammer Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf,

Deutschland

Injektionskanulen B.Braun Medical AG, Sempach-Station,
Schweiz
Kleintier-OP-Instrumente Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen,

Deutschland
Kleintier-Ventilator Harvard Apparatus, Kent, England
Konfokales Laserscanningmikroskop Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Kryo-Mikrotom Leica Microsystems, Bensheim,
Deutschland
Mastercycler® gradient Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Metall-Oliven mit Spritzenaufsatz Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Nylon-Netz (100 pym) Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Objekttrager Engelbrecht, Ederminde, Deutschland

PRISM™ 2000 XP (SPECT-Kamera) Philips / Picker, Hamburg, Deutschland

Rollerpumpe Cole-Parmer Instrument Co., Chicago, IL,
USA

Sonos 5500® Ultraschallgerat Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA

Spritzen B.Braun Medical AG, Sempach-Station,
Schweiz

sterile Glasplattchen DAKO, Hamburg, Deutschland

Venenverweilkatheter B.Braun Medical AG, Sempach-Station,
Schweiz

venoser 3F-Ballon-Katheter Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf,

Deutschland

Versuchstier-Rasierer Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Zellkultur-Flaschen Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz
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Zellkultur-Petrischalen Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz

Zentrifugen-Rohrchen (Falcon™) Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

2.1.6 Sterilisation von Losungen und Geraten

Zwecks Sterilisation wurden Materialien fir 30 min bei 121 °C autoklaviert.

2.1.7 Organismen

EGFP-exprimierendes Lentivirus freundlicherweise von Herrn Prof. Dr.
Helmut Hanenberg aus der Klinik far
Kinder-Onkologie, = -Hamatologie  und
-Immunologie der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf, Deutschland,
bereitgestellt

Wistar-Ratten Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-

Universitat Dusseldorf, Deutschland

2.2 METHODEN

2.2.1 in vitro durchgefiihrte Methoden

2.2.1.1 HUVEC-Isolierung und —Kultivierung

Humane Nabelschnire wurden bis zur Isolierung der Zellen in Nabelmedium
gelagert (0 -3 Tage; 5°C). Die Isolierung Humaner Nabelschnurvenen-
Endothelzellen (HUVECs) wurde in Anlehnung an Jaffe et al. (1973)
durchgefuhrt. Nabelschnurstucke (15—-20cm lang) wurden zunachst nach
EinfUhrung einer Metall-Olive mit Spritzen-Aufsatz in das eine Ende der

V.umbilicalis mit 2 x 20 ml Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) gespult.
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Anschlieltend wurde das andere Ende der Vene mit einer Klemme nach Kocher
verschlossen und zum Abldsen der Endothelzellen 10 — 15 ml 0,1%ige (w/ v)
Kollagenase-Losung (in HBSS) uber das noch offene Ende injiziert. Nach
30minutiger Inkubation bei 37 °C wurde die Zellen enthaltende Kollagenase-
Ldsung in ein 50ml-Zentrifugen-Roéhrchen getropft, in das 10 ml Medium 199
(M.199) + 20% (v / v) Fetales Kalberserum (FCS) vorgelegt worden waren. Nun
wurden die restlichen Zellen durch Spulen der Vene mit 20 ml M.199
ausgewaschen. Beide Zellsuspensionen wurden vereinigt und bei 120 xg
pelletiert (10 min). Der Uberstand wurde verworfen und das zellhaltige Pellet in
5ml M.199 + 20% (v/v) FCS resuspendiert. Die Zellsuspensionen zweier
Nabelschnurstiicke wurden in eine Gelatine-beschichtete (0,1% v /v; 10 min)
Zellkultur-Flasche Uberfuhrt und far 3 —5h im Brutschrank (37 °C, 5% v/v
COz-Begasung) inkubiert.

Die adharenten HUVECs wurden mit 10 ml Endothelial Cell Growth Medium
(ECM) Uberschichtet. Erreichten die Zellen 90% Konfluenz, wurden sie mit Hilfe
von 2 x 5 ml S-EDTA (Ethylendiamintetraacetat) und 5 ml S-EDTA-Trypsin von
dem Zellkultur-Gefald geldst und zur weiteren Kultivierung im Verhaltnis 1: 3

auf neue Gelatine-beschichtete Zellkultur-Petrischalen tberfihrt.

Fir alle im Folgenden beschriebenen Experimente wurden HUVECs der ersten

bis dritten Passage verwendet.

2.2.1.2 Isolierung neonataler Kardiomyozyten

Die Isolierung neonataler Kardiomyozyten (neoKMs) wurde in Anlehnung an
Simpson & Savion (1982) durchgefuhrt. Das Ventrikelmyokard neugeborener
Wistar-Ratten wurde in PBS (5°C) homogenisiert und anschlieBend 3 -
5x 15 min mit S-EDTA-Trypsin bei 37 °C inkubiert. Nach jeder Digestions-
Prozedur wurde der Uberstand durch ein steriles Nylon-Netz (100 um) gefiltert.
Die gewonnenen Zellsuspensionen wurden in Dulbecco’s Minimum Essential
Medium Eagle (MEM) + 20% (v /v) FCS auf Zellkultur-Petrischalen ausgesat.

Nach 2 h bei 37 °C wurden alle nicht adharenten neoKMs von den Platten
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gespult und in MEM + 10% (v/v) FCS + 5% (v/v) L-Glutamin (10 mM)

aufgenommen.

Fir alle im Folgenden beschriebenen Experimente wurden neoKMs der ersten

bis dritten Passage verwendet.

2.2.1.3 Generierung Apoptotischer Korperchen

Die Generierung Apoptotischer Kérperchen (AB) wurde in Anlehnung an Hristov
et al. (2004) durchgefuhrt. HUVEC-Kulturen (90% konfluent) wurden fur 24 h
mit ECM (ohne Serum und Wachstumsfaktoren) bei 37 °C und 5% (v /v) CO,-
Begasung inkubiert. Zur Farbung der Zellkerne wurden gegebenenfalls
wahrend der Inkubation 0,5 pg / ml 4‘,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid
(DAPI) + 0,5 pg / ml Ethidiumbromid (EtBr) zugesetzt.

AnschlieRend wurde der AB-haltige Zellkultur-Uberstand 10 min bei 800 x g
zentrifugiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation des Uberstands bei
16 000 xg fur 20 min. Das resultierende Pellet wurde schlieBlich im
entsprechenden Medium resuspendiert und — im Falle der DAPI- und EtBr-

Farbung — mit einem konfokalen Laserscanningmikroskop durchmustert.

2.2.1.4 Zellmarkierung mit CellTracker™ Orange

HUVEC-Kulturen (90% konfluent) wurden mit M.199 + 20% (v/v) FCS + 1%
(v/v) L-Glutamin (2 mM) + 10 uM CellTracker™ Orange flr 45 min bei 37 °C
und 5% (v/v) CO»-Begasung inkubiert. Anschlielend folgte eine weitere
30minutige Inkubation im gleichen Medium ohne CellTracker™ Orange, bevor

die Zellen trypsiniert (siehe Abschnitt 2.2.1.1) wurden.
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2.21.5 Zellmarkierung mit EGFP

HUVEC-Kulturen der 2. Passage (90% konfluent) wurden mit Lentiviren (Derivat
des HIV1-Vektors pGJ3-CSCGW) inkubiert, welche Enhanced Green
Fluorescent Protein (EGFP) unter Kontrolle des U3-Promoters des Spleen
Focus Forming Virus (SFFV) exprimierten. Die viralen Partikel wurden mit dem
Vesicular Stomatitis Virus Glycoprotein G (VSV-G) pseudotypisiert. Vor weiterer

Verwendung wurden die Zellen ausgiebig (10 x) gewaschen und passagiert.

2.2.1.6 Zellmarkierung mit ""'Indium-Oxin

HUVEC-Kulturen der 2. Passage (90% konfluent) wurden 10 min mit 7 MBq
"Indium-Oxin (37 MBq/ml) in ECM inkubiert. Ungebundene Radioaktivitit
wurde durch zwei Waschgange mit ECM entfernt. Die Markierungs-Effektivitat
wurde mit einem Dosimeter gemessen, die Zellvitalitat 90 min nach Markierung

mittels Trypanblau-Farbung.

2.21.7 Co-Kultivierung von neoKMs mit HUVECs

Die Co-Kultivierung erfolgte in Anlehnung an Condorelli et al. (2001). In die
Vertiefungen einer 6-Loch-Zellkultur-Platte wurden je 60 000 neoKMs auf ein
zuvor eingelegtes steriles Glasplattchen (d = 22 mm) ausgesat und fur 24 h mit
3 ml MEM + 10% (v/v) FCS + 5% (v/v) L-Glutamin (10 mM) im Brutschrank
inkubiert. Nach Austausch des Mediums wurden 60 000 EGFP-positive
HUVECs hinzugefugt.

Alle 2 Tage wurde das Medium gewechselt und an Tag 6 erfolgte die Fixierung
der Zellen mit 4% (w / v) Paraformaldehyd (PFA) in Phosphate Buffered Saline
(PBS) (20 min) auf den Glasplattchen sowie im Anschluss daran die Farbung

mittels Immunfluoreszenz (Abschnitt 2.2.1.9).

-36 -



Material und Methoden

2.2.1.8 Co-Inkubation von neoKMs mit ABs

In die Vertiefungen einer 6-Loch-Zellkultur-Platte wurden je 25 000 neoKMs auf
ein zuvor eingelegtes steriles Glasplatichen (d = 22 mm) ausgesat und fur 24 h
mit MEM + 10% (v/v) FCS + 5% (v/v) L-Glutamin (10 mM) im Brutschrank
inkubiert. Nach Austausch des Mediums wurden je Loch die aus zwei konfluent
auf Zellkultur-Petrischalen (100 x 20 mm) gewachsenen EGFP-positiven

HUVEC-Kulturen gewonnenen ABs hinzugegeben.

Mediumwechsel und Fixierung an Tag 4 erfolgten wie in Abschnitt 2.2.1.7

beschrieben.

2.2.1.9 Immunfluoreszenz-Farbungen zu den in vitro-Experimenten

Die fixierten Kulturen wurden fiir 10 min mit 2,5% (v / v) Triton® X-100 + 0,3%
(w/v) NH4CI in 0,06 M Tris Buffered Saline (TBS) inkubiert und danach
3x5min in TBS gewaschen. Es folgte die Blockierung nicht-spezifischer
Bindungsstellen mit 5% (v / v) Bovinem Serumalbumin (BSA) in TBS fur 1 h bei

Raumtemperatur (RT).

Die Zellen wurden 5 min mit 0,8% (v/v) BSA (in TBS) gewaschen. Die
Inkubation des primaren Antikorpers erfolgte in 0,8% (v /v) BSA (in TBS) fur 1 h
bei RT. Als Primarantikérper wurden verwendet. Huhn anti-Ratten-
Monocarboxylat-Transporter-1- (MCT-1) (1:200), Maus anti-Myosin Heavy
Chain- (MyHC) (1:400) und Maus anti-humane Mitochondrien-Antikorper (hM)
(1:400).

Die Zellen wurden 3 x 5 min mit TBS gewaschen und anschlielend 45 min mit
dem entsprechenden Sekundarantikdrper (in 0,8% v /v BSA in TBS) inkubiert
(bei RT): Ziege anti-Huhn-Cy3- (1:1000) und Ziege anti-Maus-Cy5-Antikorper
(1:500).
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Nach drei abschliefenden 5minttigen Wasch-Schritten mit TBS bei Dunkelheit
wurden die gefarbten Zellen mit Aqua Polymount® eingedeckt und unter dem

Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

2.2.1.10 Immunfluoreszenz-Farbungen zu den in vivo-Experimenten

Von gefrorenen Herzen wurden mit einem Kryo-Mikrotom 7 um-Schnitte
angefertigt, auf Objekttrager Ubertragen und an Luft getrocknet. Zum Blockieren
wurde 5% (v / v) BSA (in 0,05 M TBS; 1 h) verwendet.

Als Primarantikorper fanden Maus anti-CD31- (1:800), Kaninchen anti-Caveolin-
1- (1:500), Kaninchen anti-hM- (1:1000), Huhn anti-Ratten-MCT-1- (1:1000) und
Maus anti-a-Actinin-Antikorper (1:400) in TBS + 0,8% (v /v) BSA bei 4 °C Uber

Nacht Verwendung.

Als sekundare Antikdrper wurden biotinylierte Ziege anti-Kaninchen-, Ziege anti-
Maus-, Ziege anti-Huhn- und Schaf anti-Ratten-Antikoérper (je 1:400) in 0,8%
(v/v)BSA (in TBS) fur 1 h eingesetzt.

Zwecks Sichtbarmachung der Immunglobuline fand ein Extravidin-Alexa 586-

Komplex flr 1 h Verwendung.

SchlieRBlich wurden die gefarbten Schnitte mit einem konfokalen

Laserscanningmikroskop betrachtet.

2.2.1.11 Immunhistochemie-Farbungen zu den in vivo-Experimenten

Von gefrorenen Herzen wurden mit einem Kryo-Mikrotom 7 um-Schnitte
angefertigt, welche mit 3% HO, (v/v) und anschlieBend mit 0,25% (v/v)
Triton® X-100 + 0,5 M NH,CI (in 0,05 M TBS) 10 min inkubiert wurden.

Nach 1stundiger Blockierung mit 5% (v/v) BSA (in TBS) wurden folgende
Primarantikorper (in 0,8% v / v BSA) Uuber Nacht bei 4 °C eingesetzt: Kaninchen
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anti-aktivierte-Caspase-3- (1:500) bzw. Kaninchen anti-phosphorylierte-Akt1 /
PKBa-Antikorper (1:500).

Nach 3 x 5 min Waschen mit TBS folgte als Sekundarantikdrper biotinylierter
Ziege anti-Kaninchen-Antikorper (1:400) fur 1 h bei RT.

Zwecks Detektion der biotinylierten Antikdrper wurde 1h mit einem
Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-Komplex (1:150) inkubiert, bevor
abschlieBend 15 min mit dessen  Substrat  3,3-Diamino-benzidin-
tetrahydrochlorid (in 0,1 M PBS) gefarbt wurde.

Im Falle der Doppelfarbung gegen aktivierte-Caspase-3 und humane
mitochondriale Proteine wurde der Primarantikbrper Maus anti-hM-Antikorper
so eingesetzt, wie es in Abschnitt 2.2.1.10 fur Kaninchen anti-hM-Antikorper
beschrieben worden ist. Als sekundarer Antikorper fungierte biotinylierter Ziege
anti-Maus-Antikorper (1:400) fir 1 h bei RT. Es folgten eine 1stindige
Inkubation mit einem Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Komplex sowie
zwecks Visualisierung eine Inkubation mit einem Fuchsin-Substrat-Chromagen-

System fur 1 min bei RT.

2.2.1.12 Versuche mit Ciclosporin A

Chamber Slides™ (4,2 cm? pro Kammer) mit 40 000 HUVECs pro Kammer
wurden mit 6 ug / ml Ciclosporin A (CsA) (in ECM) inkubiert. Taglich fanden ein
Mediumwechsel sowie eine mikroskopische Kontrolle der Zellmorphologie statt.
Am 7. Tag der Zellkultur wurden die HUVECs 10 min mit 1 ml Zamboni (4%
w/v PFA + 15% w /v Pikrinsaure) inkubiert. Nach grindlichem Waschen der
Zellen mit PBS wurde 1 h mit 5% (v / v) Normalem Ziegenserum (NGS) + 0,2%
(w / v) Saponin + 0,1% (w / v) Na'-Azid (in PBS) bei RT blockiert.

Als Primarantikérper wurden Maus anti-CD31- (Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule (PECAM)) (1:40), Kaninchen anti-a-Actinin- (1:100) und
Maus anti-Smooth-Muscle-Actin-Antikdrper (1:50) in PBS + 2% (v/v) NGS +
0,1% (w / v) Saponin bei RT eingesetzt.
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Nach 90minutiger Inkubation und dreimaligem Waschen mit PBS + 0,1% (w / v)
Saponin wurden folgende Sekundarantikorper (in PBS + 2% v /v NGS + 0,1%
w /v Saponin) entsprechend zugegeben (bei RT): Ziege anti-Maus-
PhycoErythrin- (1:60), Ziege anti-Kaninchen-Cy2- (1:100) und Ziege anti-Maus-
FITC-Antikorper (1:30).

Nach 45minutiger Inkubation, zweimaligem Waschen mit PBS + 0,1% (w/v)
Saponin und abschlielfendem Spulen mit PBS wurden alle Slides mit Vecta-
Shield® betropft, mit einem Deckglas versehen und unter dem

Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

2.2.1.13 Nachweis von EGFP-DNA in HUVECs

Die EGFP-positiven HUVECs einer konfluent bewachsenen Zellkultur-
Petrischale (100 x 20 mm) wurden — wie in Abschnitt 2.2.1.1 beschrieben —

trypsiniert und anschlief3end in 180 pl PBS aufgenommen.

ABs wurden — wie in Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben — von einer zweiten
konfluenten Schale EGFP-positiver HUVECs gewonnen und ebenfalls in 180 pl
PBS suspendiert.

Zur DNA-Reinigung aus HUVECs sowie deren ABs wurde das Dneasy® Tissue

Kit entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet.

Um die DNA der ABs zu konzentrieren, wurde wie folgt vorgegangen: 200 pl
DNA-enthaltende Lésung wurden 20 yl 10 M Na*-Acetat (pH 4,6) sowie 500
Ethanol (100%) zugesetzt. Nach 20minutiger Zentrifugation bei 16 000 x g
wurde das Pellet in 500 pyl Ethanol (70% v/v) gewaschen und 10 min bei
16 000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde nach vorsichtiger Trocknung (50 °C)
in 15 pl Aqua dest geldst.

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) erfolgte in Anlehnung an Mullis & Faloona
(1987) in einem Mastercycler® gradient unter Verwendung eines Taq PCR Core

Kit. Der Reaktionsansatz enthielt 2 yl DNA-L6sung (aus EGFP-positiven sowie
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—negativen HUVECs und jeweils deren ABs) + 12,5 pmol EGFP-Forward-
Primer + 12,5 pmol EGFP-Reverse-Primer + 40 nmol dNTPs + 10U Tag-
Polymerase + 5yl Zehnfach-Puffer + 34,5 yl Aqua dest. An einen initialen
Denaturierungsschritt (2 min bei 94 °C) schlossen sich 35 Zyklen aus
Denaturierung der DNA (30s bei 94 °C), Anlagerung der Primer an die
Matrizen-DNA (45 s bei 57 °C) und Extension des zu synthetisierenden Strangs
(75 s bei 72 °C) an. Nach abschlieRender Extensionsphase (2 min bei 72 °C)

wurde der Reaktionsansatz auf 4 °C abgekuhilt.

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in Anlehnung an Maniatis et al.
(1975) in einer Gelelektrophoresekammer (1 h bei 80 V Gleichspannung). Es
wurden ein 1,5%iges (w/v) Agarose-Gel (in Tris-Acetat-EDTA (TAE)) unter
Zusatz von 0,3 pug/ml Ethidium-Bromid im Gel sowie 0,05% (v/v)
Bromphenolblau (in TAE + 0,1% v /v Glycerin) in der Probe verwendet.
AnschlieRend wurde das Gel unter UV-Licht (300 nm Wellenlange) mit einer

Digitalkamera fotografiert.

2.2.2 invivo durchgefiihrte Methoden

2.2.2.1 Intrakoronare Zellapplikation

Die Tierversuche wurden im Rahmen des von der Bezirksregierung
genehmigten Tierversuchs-Antrags und gemal® den Bestimmungen des
deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt. Fir alle Experimente wurden

mannliche Wistar-Ratten (350 — 450 g) eingesetzt.

Die fir die Zellapplikation notwendige Katheterisierung wurde in Anlehnung an
Ding et al. (2004) durchgefuhrt. Wildtyp-Ratten wurden mittels
Venenverweilkathetern intubiert und unter permanenter Ventilation (80
maschinelle Beatmungen / min) mit Isofluran (1,5% v /v in 100% Sauerstoff)
narkotisiert. Nach lokaler Rasur wurde die rechte V.jugularis interna

freiprapariert und in Langsrichtung inzidiert. Nun wurde ein 3F-Ballon-Katheter
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eingefihrt und bis in den rechten Vorhof geschoben. Nach Praparation und
Inzision der rechten A.carotis communis wurde uber diese ein 2F-Ballon-
Katheter mit zentralem Lumen in die Pars ascendens aortae platziert. Im
Anschluss an die vaskular okkludierende Inflation beider Katheter wurde mit
1 mM Esmolol + 1 uM Acetylcholin (in 1 ml PBS) ein transienter Herzstillstand
provoziert. Nun wurden Uber das Lumen des arteriellen Katheters entweder
250 000 HUVECs (in 500 yI MEM) oder 500 yl MEM (Sham-Operation)
appliziert. Abbildung 2.1 zeigt die Lage beider Katheter im Rattenherzen zum

Zeitpunkt der Zelltransplantation bzw. der Mediuminjektion.

Abb. 2.1: Zum Zeitpunkt der HUVEC- bzw. Medium-Applikation in das Rattenherz lag der
vendse Katheter mit luftgefllitem Ballon im Afrium dextrum. Der Ballon des arteriellen
Katheters wurde in der Pars ascendens aortae aufgeblasen, so dass Uber das zentrale
Lumen mit seiner distalen Offnung direkt auf Hohe der beiden Koronarostien appliziert
werden konnte. Dies fiihrte funktionell zu einer intrakoronaren Verabreichung der
HUVECSs bzw. des Mediums.

Nach 150 s Herzstillstand wurde die Luft aus den Katheter-Ballons abgelassen,
0,02 mg / kg Epinephrin und 0,5 mEq/ kg Natrium-Bikarbonat injiziert und die

kardiopulmonale Reanimation mit etwa 200 Kompressionen / min durchgefuhrt.
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Auf die hamodynamische Kreislaufstabilisierung folgten Lokalanasthesie mit
Lidocain und Wundverschluss. Schliel3lich wurden die Tiere unter Reduktion
der Isofluran-Konzentration extubiert. Mehr als 90% der Ratten Uberlebten die

Operation.

Am Tag vor der Operation erhielten alle Tiere 30 mg/ kg CsA intraperitoneal;
die tagliche Erhaltungsdosis betrug 15mg/kg. Kontrollen der
Wirkstoffkonzentration im Blut erfolgten 1 bzw. 3 Tage postoperativ.

Nach experimentell vorbestimmten Zeitraumen wurden die Ratten wiederum mit
Isofluran narkotisiert und eine mediane Sternotomie durchgefiihrt. Unter Einsatz
eines Kleintier-Thorax-Sperrers wurden der linke Ventrikel kandliert, die Aorta
ascendens mit einer Kleintier-Klemme verschlossen und der rechte Vorhof
inzidiert. Mit einer Rollerpumpe konnten nun 3 min x 15 ml/ min PBS sowie
10 min x 15 ml/ min 4% (w/v) PFA (in PBS) Uber die in der Aorta liegende
Kanule in die Koronarien gespult werden. Anschlielend wurde das Herz
entnommen und fur jeweils 24 h in 4% (w/v) PFA und anschlieRend in 18%
(w/v) Saccharose (in PBS) uberfuhrt, so dass Immunfluoreszenz-Farbungen
(sieche Abschnitt 2.2.1.10) durchgefihrt werden konnten. Fur die
Immunhistochemie-Farbungen (siehe Abschnitt 2.2.1.11) wurde das Herz direkt
nach Thoraxeroffnung entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren.
Unabhangig von der geplanten Farbung wurden die Herzen direkt im Anschluss

bei —80 °C eingefroren.

2.2.2.2 Echokardiographie

Die TTE erfolgte in Anlehnung an Litwin et al. (1994). Ratten wurden wie unter
2.2.21 beschrieben narkotisiert und thorakal rasiert. Mit einem 15 MHz
Linearschallkopf, angeschlossen an ein Hewlett Packard Sonos 5500°
Ultraschallgerat, wurden in der parasternalen Langsachse sowie der kurzen
Achse direkt unter der Ventilebene Bilder in B-Mode- und M-Mode-Darstellung

aufgenommen. Abschlieliend wurden die Tiere entweder extubiert oder getotet.
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2.2.2.3 SPECT nach intrakoronarer HUVEC-Applikation

Zwecks Durchfihrung der Single Photon Emission Computed Tomography
(SPECT) wurden Wildtyp-Ratten in einer SPECT-Kamera mit zwei
Detektorkopfen (PRISM™ 2000 XP) platziert. Narkose, Katheterisierung,
Herzstillstand, Zellinjektion, Reanimation und Wundverschluss wurden wie in
Abschnitt 2.2.2.1 dargelegt durchgefuhrt. Mit Beginn der Injektion von 250 000
"ndium-Oxin-markierten HUVECs wurde die Verteilung der Radioaktivitat im
tierischen Organismus planar fir 20 x 15s und anschlieBend fir 8 x 5 min
sowie nach 48 h (1 x 5 min) mit Hilfe der SPECT-Kamera mit parallelen Loch-
Kollimatoren bestimmt. Zur 3D-Darstellung der "'Indium-Verteilung wurde die
Ratte 90 min nach Zellgabe fir 30 min einer SPECT-Messung mit Multipinhole-
Kollimator unterzogen (6 °-Schritte; je 300 s / Schritt).

2.2.3 Statistik

Die Messdaten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)

aus n unabhangigen Experimenten angegeben.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Schicksal intrakoronar applizierter EGFP-HUVECSs

Auf Basis verschiedener Vorberichte Uber das in vitro-Potenzial von HUVECs
zur Transdifferenzierung in Kardiomyozyten bzw. zur Fusion mit letztgenannten
sollte das HUVEC-Schicksal nach intrakoronarer Transplantation in durch CsA

immunsupprimierte Ratten verfolgt werden.

3.1.1 Kontroll-Untersuchungen zu den in vivo-Experimenten

3.1.1.1 Einfluss der EGFP-Expression auf den Phanotyp von HUVECs

Um das Schicksal intrakoronar applizierter HUVECs uber mehrere Wochen
verfolgen zu kdnnen, wurden diese vor der Transplantation in das Rattenherz
mittels eines EGFP-codierende DNA tragenden Lentivirus (Derivat des HIV1-
Vektors pGJ3-CSCGW) transduziert (vgl. Leurs et al., 2003). Da von EGFP
berichtet wurde, es kdnne den Phanotyp der exprimierenden Zelle verandern,
erfolgte die lentivirale Transduktion so, dass maximal ein viraler Vektor pro
HUVEC aufgenommen wurde. Bezugnehmend auf die statistischen
Untersuchungen von Kustikova et al. (2003) fluhrte die Integration
durchschnittlich eines Vektors je Zelle bei 30% der HUVECs zu einem EGFP-
Gen-Transfer und somit zu 30% grunfluoreszierenden Zellen in der zu
markierenden Kultur. Der exakte Markierungsgrad der HUVECs wurde jeweils
vor der Transplantation der Zellen mittels FACS-Analyse bestimmt. Weiterhin
zeigten FACS-Analysen, dass die EGFP-transduzierten HUVECs auch nach
ihrer neunten Passage die endothelialen Marker-Proteine PECAM-1 und VE-
Cadherin in unveranderter Starke exprimierten. Unter der erreichten
Transduktionsrate fand offensichtlich keine Phanotypveranderung der HUVECs

im Hinblick auf die untersuchten Marker statt.
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3.1.1.2 Einfluss von CsA auf die Integritat der HUVECs

Um eine Reaktion des Ratten-Immunsystems auf die zu applizierenden
HUVECs zu verhindern, wurde den Tieren das Immunsuppressivum CsA
injiziert. Die Initialdosis am Tag vor den Transplantationen betrug 30 mg / kg
Kdrpergewicht und wurde ab dem Tag der Intervention auf eine Erhaltungsdosis

von 15 mg / kg Kérpergewicht reduziert.

Der CsA-Gehalt des Blutes CsA-vorbehandelter Ratten wurde zu
verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Abbildung 3.1 zeigt die CsA-
Konzentrationen im Blut dreier Wistar-Ratten am vierten Tag nach Beginn der
medikamentdsen Therapie. Bei relativ groRer Schwankungsbreite betrugen der
mittlere CsA-Wert 4 uyg/ml + 2 ug/ ml und der hdochste gemessene Wert
6 ug / ml in ,Ratte 01

CsA-Spiegel 4 Tage nach Beginn der CsA-Therapie
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Abb. 3.1: CsA-Spiegel im Blut CsA-therapierter Ratten (n=3; 4 Tage nach
Therapiebeginn; Initialdosis am ersten Tag: 30 mg/kg; Erhaltungsdosis ab dem
Folgetag: 15 mg / kg).

Um mogliche Einflisse des Immunmodulators auf HUVECs auszuschliel3en,
wurden HUVEC-Kulturen (n = 3) fur 7 Tage mit der hochsten in vivo bestimmten
CsA-Konzentration (6 pg CsA pro 1 ml Medium) inkubiert. Die Wirkung von CsA
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auf die HUVECs wurde durch tagliche lichtmikroskopische Kontrollen Gberpriift,
welche eine deutliche Langsstreckung der Zellen unter CsA-Einfluss im
Vergleich zu Kontrollkulturen ergaben. In Abbildung 3.2 B ist exemplarisch eine
reprasentative lichtmikroskopische Darstellung der elongierten HUVECs am
5. Tag nach Therapiebeginn zu sehen. Abbildung 3.2 A zeigt eine HUVEC-
Kontrollkultur ohne CsA.

Abb. 3.2: Einfluss von CsA auf die HUVEC-Morphologie: Am 5. Tag der Inkubation
von HUVEC-Kulturen mit der maximalen in vivo gemessenen CsA-Konzentration von
6 ug/ ml prasentierten sich die Zellen morphologisch elongiert (B) gegeniber
Kontrollkulturen ohne CsA (A).

Zusatzlich wurden die Zellen nach 7 Tagen mittels Immunfluoreszenz gefarbt.
Dabei stellten sich die CsA-behandelten HUVECs positiv fur den endothelialen
Zelloberflachen-Marker CD31 sowie negativ fur die nicht-endothelialen

zytoskelettaren Markerproteine Smooth-Muscle-Actin und a-Actinin dar.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die hdchste in vivo gemessene
CsA-Konzentration in vitro zwar zu einer Elongation der HUVECs fuhrt. Das

endothel-spezifische Protein-Expressionsmuster bleibt jedoch erhalten.

3.1.1.3 Intraobserver-Abweichungen bei der Ratten-Echokardiographie

Die hamodynamischen Auswirkungen der Zelltransplantationen auf die Ratten
wurden mittels TTE bestimmt. Zwecks Feststellung der Reproduzierbarkeit von

Messdaten wurden zwei Wildtyp-Wistar-Ratten an drei bzw. vier verschiedenen
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Zeitpunkten im Abstand von 2 Tagen echokardiographiert. An jedem Messpunkt
wurden funf M-Mode-Sequenzen aufgenommen und jeweils der endsystolische
sowie der enddiastolische linksventrikulare Diameter (ESD bzw. EDD)
gemessen. Abbildung 3.3 zeigt eine reprasentative M-Mode-Sequenz, in der

hamodynamisch relevante Strecken des linken Ventrikels vermessen wurden.

TR

VSTK_SB KOMP 75 = —#{isa - 8,15 cm;

S8HZ 3CH " —— +LUIDD - 9,70 C

- 3 BLuPwd 8,18 ¢

EREADEE = = & [Uss = 8,27 cm
_*LUIDs

4 LUPUs

38 c

=9
= 8,33 c

Abb. 3.3: Echokardiographisch ermittelte M-Mode-Sequenz, in der u.a. ESD (im Bild:
LVIDs) und EDD (im Bild: LVIDd) vermessen wurden.

Aus ESD und EDD wurden die linksventrikulare Verkilrzungsfraktion
(FS = [EDD — ESD] / EDD) sowie die nach Teichholz et al. (1976) korrigierte
linksventrikulare Ejektionsfraktion (EF =[EDV -ESV]/EDV mit EDV =7/
[2,4 + EDD] x EDD® bzw. ESV =7/[2,4 + ESD] x ESD®) errechnet. Fiir jeden
Messpunkt wurden mittels der funf erhaltenen FS- bzw. EF-Werte die
Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet, welche in Abbildung 3.4 fur

beide hamodynamischen Parameter dargestellt sind.
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Abb. 3.4: Intraobserver-Reliabilitat TTE-gestiitzter Himodynamik-Messungen bei
Ratten: Auf der Basis echokardiographischer M-Mode-Bilder (n = 5 je Zeitpunkt) wurden
bei zwei Ratten FS- bzw. EF-Werte berechnet. Sowohl die Abweichungen zwischen den
funf  Berechnungen jedes einzelnen Messpunktes —  dargestellt  durch
Standardabweichungsbalken — als auch die Abweichungen der Mittelwerte verschiedener
Zeitpunkte voneinander — erkennbar am nahezu horizontalen zeitlichen Verlauf der
Kurven — waren sehr gering. Die Standardabweichungen betrugen fir die EFs 1 — 3% der
Mittelwerte, fir die FSs 2 — 6%.

Die prasentierten Ergebnisse zeigen, dass die Intraobserver-Abweichungen
zwischen zu verschiedenen Zeitpunkten echokardiographisch bestimmten FS-
bzw. EF-Werten gering sind. Die TTE bei Ratten kann somit als zuverlassiges
Verfahren fur die Beurteilung hamodynamischer Veranderungen eingesetzt

werden.

3.1.2 Verteilung intrakoronar applizierter HUVECs

Um die Verteilung transplantierter Zellen in der Ratte darzustellen und somit die
Effektivitat des intrakoronaren Applikationsweges zu untersuchen, wurden
HUVECs mit ""'Indium-Oxin markiert und nach intrakoronarer Applikation
mittels SPECT-Messungen nachgewiesen. Sowohl in den planaren als auch in
den 3D-Darstellungen zeigte sich eine spezifisch kardiale Radioaktivitats-
Anreicherung, die Uber alle Regionen des Rattenherzens gleichmaRig verteilt
war. Die restliche Radioaktivitat konnte ubiquitar im Tierkorper mit
Schwerpunkten in Lunge und Milz detektiet werden. Abbildung 3.5
veranschaulicht die beschriebene Verteilung in einer planaren Aufnahme

45 min nach Zellapplikation.
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Abb. 3.5: Verteilung intrakoronar applizierter HUVECs in der SPECT-Diagnostik:
Nach kathetergestutzter, intrakoronarer Applikation ""Indium-Oxin-markierter HUVECs
zeigte sich in der planaren SPECT-Messung 45 min nach Zellinjektion eine lokale
Konzentration (rot) der Radioaktivitat im Rattenherzen.

Um den Anteil der intrakoronar verbleibenden HUVECs zu quantifizieren, wurde
die in der Herzregion der Ratte befindliche Radioaktivitatsmenge zu
verschiedenen Zeitpunkten in Relation zur insgesamt verabreichten
Radioaktivitat gesetzt. Der zeitliche Verlauf des Anteils kardial lokalisierter
Indium-markierter HUVECs ist in Abbildung 3.6 dargestellt. Wahrend der ersten
Minute nach Applikation fanden sich 36% der Radioaktivitat unmittelbar in den
Herzen. Dieser Wert nahm uber die Zeit langsam ab und erreichte nach 45 min
konstante 18%.
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Abb. 3.6: Zeitabhidngige Veranderung des Radioaktivitatsanteils im Rattenherzen
bei kathetergestiitzter, intrakoronarer Applikation "Indium-Oxin-markierter
HUVECs: Nach initialem Anstieg sinkt der Anteil der in den Herzkranzgefal3en
deponierten Zellen langsam ab und erreicht schlieRlich einen konstanten Wert von 18%.
Dieser Zellanteil konnte also stabil intrakoronar transplantiert werden.

Eine Kontrollmessung nach 48 h ergab noch 3% der urspringlich verabreichten
Radioaktivitdt im Rattenherzen, wahrend in Leber und vor allem Niere eine
deutliche Indium-Anreicherung zu verzeichnen war. Um zu untersuchen, ob
diese Beobachtung durch Austritt des Marker-Isotops aus den HUVECs — vor
allem infolge induzierter Zellnekrose — erklart werden kann, wurden HUVECs in
Kultur (200 000 Zellen) mit "'Indium-Oxin (1,5 MBq) markiert. Wahrend nach
90 min noch 60% der Ausgangsmenge zu detektieren waren, fiel der zellulare
Anteil nach 6 h auf 18%, und nach 48 h auf 3%. Der offensichtlich zelltoxische
Einfluss von "'Indium-Oxin auf die inkorporierenden Zellen ist bekannt. Die
geringe kardiale Restaktivitat 48 h nach Zellapplikation in die Ratten-Koronarien
kdnnte also durch die Zelltoxizitat von ''Indium-Oxin verursacht worden sein.
Fir Langzeitbeobachtungen ist die Markierung mit '"'Indium-Oxin also

ungeeignet.
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Zwecks Verifizierung der gleichmaRigen Zellverteilung innerhalb der
Rattenherzen wurden 20 Tieren mit CellTracker™ Orange markierte HUVECs
transplantiert. Nach 0 — 4 h folgten Herzentnahme und Fluoreszenzmikroskopie
von parallel zur Ventilebene verlaufenden Schnitten durch alle Ventrikelareale.
Hierbei war zu allen Zeitpunkten eine homogen Uber beide Herzkammerwande
verteilte Deposition der HUVECs zu erkennen. Abbildung 3.7 zeigt drei
reprasentative Schnitte durch das linksventrikulare Myokard im Bereich der
Herzbasis (A), der Herzmitte (B) sowie der Herzspitze (C) — exemplarisch 1 h

nach Zellapplikation.

Abb. 3.7: Myokardiale Verteilung der HUVECs 1h nach intrakoronarer
Transplantation: Mit CellTracker™ Orange markierte HUVECs lagen homogen tber das
ventrikulare Myokard verteilt: Herzbasis (A), Herzmitte (B), Herzspitze (C).

Um nachzuweisen, dass eine gleichmallige Zellverteilung im Rattenherzen
nicht nur direkt (O — 4 h) nach Transplantation vorlag, sondern auch Uber einen

langeren Zeitraum erhalten blieb, wurden EGFP-exprimierende HUVECs
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intrakoronar transplantiert. Im transmuralen Schnitt in Abbildung 3.8 ist zu
erkennen, dass sich auch noch 7 Tage nach Zellgabe in allen Schichten der

linksventrikularen Kammerwand EGFP-positive HUVECs befanden.

Abb. 3.8: Myokardiale Verteilung der HUVECs 7 Tage nach intrakoronarer
Transplantation: EGFP-markierte HUVECs (weil3) waren homogen in allen Myokard-
Arealen positioniert. (Balken entspricht 500 pum)

Aufgrund dieser Befunde kann man davon ausgehen, dass es sich bei der
verwendeten, kathetergestltzten Zelltransplantationsmethode um ein Verfahren
handelt, bei dem HUVECs nach intrakoronarer Deposition effektiv und

homogen Uber das Gesamtmyokard verteilt vorliegen.

3.1.3 Schicksal intrakoronar applizierter HUVECs

Nach der Etablierung des Zellapplikationsverfahrens und der Quantifizierung
seiner Effektivitat konnte das Schicksal der kardial deponierten HUVECs sowie

ihre Interaktionen mit umliegenden Zellen untersucht werden.

EGFP-exprimierende HUVECs wurden nun unter Einsatz der bereits
beschriebenen kathetergestitzten Methode in die Koronararterien von mit CsA
immunsupprimierten Wistar-Ratten transplantiert. Nach 1 h sowie nach 1, 3,7

oder 21 Tagen wurden die Rattenherzen entnommen und in 4% (w/v) PFA
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fixiert. Um Aussagen Uber das Schicksal der applizierten HUVECs und deren
Interaktionen mit umliegenden Zellen treffen zu konnen und somit auf die
Phanomene der Transdifferenzierung von HUVECs in Kardiomyozyten bzw. der
Zellfusion von HUVECs mit Kardiomyozyten untersuchen zu kdnnen, folgten
Immunfluoreszenzfarbungen mit speziesspezifischen Antikdrpern. Die erzielten

Ergebnisse sollen im Folgenden beschrieben werden.

3.1.3.1 Intrakoronare EGFP-HUVEC-Lokalisation in den ersten 24 h

Die ersten Immunfluoreszenzfarbungen wurden an 1 h nach Zelltransplantation
entnommenen Rattenherzen durchgefuhrt. Die Abbildungen 3.9 A—-D zeigen
fur den genannten Zeitpunkt reprasentative 7 um-Schnitte durch das
linksventrikulare Myokard. In Abbildung 3.9 A ist eine morphologisch typische,
EGFP-positive HUVEC in intramyokardialer Lage zu sehen. Zwecks
Bestatigung der SPECT-gestutzt gemessenen 18% konstant intrakardialen
Zellen  wurden in  sechs  aufeinanderfolgenden  Schnitten  alle
grunfluoreszierenden  Zellen gezahlt. Unter  Berlcksichtigung des
Schnittvolumens, des gesamten Herzvolumens und des Prozentsatzes
markierter HUVECs von 30% wurde berechnet, dass sich 1h nach

Transplantation 17% der transplantierten Zellen intrakardial befunden hatten.

Um EGFP-positive Zellen und deren umgebende Strukturen zu verschiedenen
Zeitpunkten u.a. in Bezug auf Zellart, Lage und Herkunft charakterisieren zu
konnen, wurden speziesspezifische Antikdrper verwendet: Ein
rattenspezifischer Antikérper gegen den MCT-1 — ein ubiquitar im Organismus
vorkommendes zellmembranstandiges Transporter-Protein — sowie ein
Antikdrper gegen humane mitochondriale Proteine (anti-hM), welcher
entsprechend eigenen Vorversuchen humane Zellen deutlich farbte (siehe
Abbildung 3.10), wahrend weder Ratten-Endothel- noch Ratten-Myokard-Zellen
erkannt wurden. Abbildung 3.9 B zeigt, dass sich die EGFP-positiven HUVECs
1 h nach Intervention mittels anti-hM anfarben lieRen. Antikorper gegen Ratten-
MCT-1 stellten Kardiomyozyten der Nager dar, detektierten jedoch nicht die
benachbart liegenden HUVECs (Abb. 3.9 C). Durch Verwendung der
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Antikérperfarbung gegen in endothelialen Plasmamembranen lokalisiertes
Caveolin-1, welche die Ratten-Endothelzellen starker farbte als die HUVECs,

konnte gezeigt werden, dass die applizierten Zellen nach 60 min intrakardial
intrakapillar lagen (Abb. 3.9 D).

Abb. 3.9: Kryoschnitte (7 um) von Rattenherzen 1 h nach intrakoronarer HUVEC-
Applikation: Es zeigten sich EGFP-exprimierende Zellen (A; grin), positiv fir humane
mitochondriale Proteine (B; rot), negativ fir rattenspezifische MCT-1-Antikorper (C; rot)

sowie umschlossen von Caveolin-1-positiven Strukturen (D; rot). (Balken entspricht
10 ym)
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Abb. 3.10: Anti-hM-Kontrollfarbung humanen Herzmuskelgewebes: Der verwendete
Antikérper gegen humane mitochondriale Proteine farbt die humanen Kardiomyozyten
deutlich. (Balken entspricht 20 uym)

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass EGFP-positive HUVECs 1 h nach
ihrer kathetergesteuerten Transplantation im Rattenherzen ausschlieRlich
intrakapillar  vorliegen. Weiterhin sind die grunfluoreszierenden Zellen
phanotypisch unverandert, da sie nur humane, jedoch keine rattenspezifischen

Marker exprimieren.

Weitere Analysen wurden nach 24 h durchgefiuhrt. Zu diesem Zeitpunkt wurden
EGFP-positive Zellen nach wie vor durch anti-hM- sowie anti-CD31-Antikorper
erkannt, nicht jedoch durch anti-Ratten-MCT-1-Immunglobuline. Dies bedeutet,
dass die applizierten Zellen unverandert humane endotheliale Zellen sind.
Weder Transdifferenzierung in Kardiomyozyten noch Zellfusion mit diesen hat

bisher stattgefunden.

3.1.3.2 Langzeitbeobachtungen nach Zelltransplantation

Histologische Untersuchungen 3 und 7 Tage nach intrakoronarer
Transplantation erbrachten uUberraschenderweise, dass alle EGFP-positiven
Zellen im Rattenherzen einen langs gestreckten, kardiomyozytaren Phanotyp

aufwiesen (Abb. 3.11 A). Daruber hinaus zeigten Farbungen mit einem
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spezifisch gegen sarkomerisches o-Actinin gerichteten Antikérper eine
Querstreifung der EGFP-exprimierenden Zellen (Abb. 3.11 D). Diese beiden
Befunde sprechen daflir, dass es sich bei den grunfluoreszierenden Zellen um

Kardiomyozyten handelt.

Zu weiteren Studien sollte die Frage geklart werden, ob sich die transplantierten
HUVECs in der unmittelbaren Nachbarschaft zu Ratten-Kardiomyozyten in
humane Herzmuskelzellen transdifferenziert hatten, ob eine Fusion zwischen
HUVECs und Empfanger-Kardiomyozyten stattgefunden hatte oder ob ein
bislang unberucksichtigter Mechanismus fur die geschilderten Beobachtungen

verantwortlich war.

Um Transdifferenzierung als Ursache zu verifizieren bzw. zu falsifizieren,
wurden die in Abschnitt 3.1.3.1 eingefluhrten speziesspezifischen Antikorper
verwendet. Im Gegensatz zu den Ergebnissen 1 h nach Transplantation wurden
die grunfluoreszierenden Zellen an Tag 7 nach Intervention nicht mehr durch
anti-hM-Antikorper erkannt (Abb. 3.11 B). Sie wiesen jedoch eine deutliche
Farbung durch rattenspezifische anti-MCT-1-Immunglobuline auf (Abb. 3.11 C).
Dass die EGFP-exprimierenden Kardiomyozyten positiv fur Rattenmarker sowie
negativ  flir humane mitochondriale Proteine sind, macht eine

Transdifferenzierung der HUVECs in Kardiomyozyten unwahrscheinlich.
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Abb. 3.11: Kryoschnitte (7 pm) von Rattenherzen 7 Tage nach intrakoronarer
HUVEC-Applikation: = EGFP-exprimierende  Zellen  entsprachen  phanotypisch
Kardiomyozyten (A; grin), waren negativ fir anti-hM- (B; rot), positiv fir
rattenspezifischen anti-MCT-1-Antikérper (C; rot) und wiesen nach Farbung gegen
sarkomerisches o-Actinin quergestreifte Musterungen auf (D; rot). (Balken entspricht
20 ym)

Nachdem Transdifferenzierung als Mechanismus unwahrscheinlich war, wurde
untersucht, ob madglicherweise Zellfusion der EGFP-HUVECs mit Ratten-
Kardiomyozyten stattgefunden hatte. Die Abwesenheit von humanen
mitochondrialen Proteinen in den EGFP-exprimierenden Kardiomyozyten am
7. Tag nach HUVEC-Applikation spricht gegen eine Zellfusion. Um diesen
Mechanismus eindeutig ausschlieRen zu kdénnen, wurden Kern-Farbungen mit

der DNA-interkalierenden Substanz DAPI durchgefiihrt: In allen beobachteten
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Zellen stellte sich stets nur ein Kern pro EGFP-exprimierendem Ratten-

Kardiomyozyten dar (Abb. 3.12). Dies schliel3t eine Zellfusion aus.

Abb. 3.12: Kern-Farbung am 7.Tag nach Zelltransplantation: Alle EGFP-
exprimierenden Kardiomyozyten (grin) wiesen in einer DAPI-Farbung lediglich einen
einzigen Kern (weil3er Pfeil) auf. (Balken entspricht 50 ym)

Aulerdem wurde an Tag 7 — wie in Abschnitt 3.1.3.1 bereits flr 1 h beschrieben
— die Anzahl intrakardialer EGFP-positiver Zellen extrapoliert. Den
Berechnungen zufolge entspricht die Anzahl der EGFP-positiven Zellen 7 Tage
nach Transplantation 10% der Zellanzahl der urspringlich applizierten Zellen

bzw. 59% der Zellzahl, die 1 h nach Intervention errechnet worden war.

Ein auffalliger Befund in der anti-hM-Farbung war, dass ubiquitar im
Rattenherzen hM-positive Zellfragmente um myokardiale Kapillarendothelzellen
und die umliegenden Kardiomyozyten herum verteilt waren (Abb. 3.13). Die
Anlagerung humaner mitochondrialer Proteine im Extrazellularraum an
benachbarte Zellen Iasst vermuten, dass ein Teil der transplantierten HUVECs
apoptotisch geworden war und sich deren Zellbestandteile im Interstitium

verteilt hatten.
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Abb. 3.13: Interstitielle, hM-positive Zellfragmente 7 Tage nach intrakoronarer
HUVEC-Transplantation: In 7 um-Kryoschnitten durch Rattenherzen zeigten sich hM-
positive Zellfragmente (rote Punkte bzw. weilRe Pfeile), welche unmittelbar an die
Kapillarendothelzellen und die benachbarten Kardiomyozyten grenzten. In Kontrollratten,
die statt einer HUVEC-Transplantation nur Medium injiziert bekommen hatten, waren
keine hM-positiven Zellfragmente nachweisbar (kleiner weiller Kasten). (Balken
entspricht 20 ym)

SchlieRBlich  wurden auch 21 Tage nach EGFP-HUVEC-Applikation
Immunfluoreszenzfarbungen durchgefuhrt. Hierbei konnten in sechs
konsekutiven Schnitten weder grunfluoreszierende Zellen noch hM-positive
Strukturen detektiert werden. Dies deutet sowohl auf einen Zelluntergang der
HUVECs als auch auf eine lediglich transiente EGFP-Expression in den

Kardiomyozyten hin.

3.1.3.3 Apoptose intrakoronar transplantierter HUVECs

Nachdem Transdifferenzierung und Zellfusion als Erklarungen fir die
Beobachtung von grunfluoreszierenden Kardiomyozyten ausgeschieden waren,
blieb zu klaren, ob der Langzeitmarker EGFP Uber einen dritten, direkten Weg
von den HUVECs in die Ratten-Kardiomyozyten gelangt war. Aufgrund der
beschriebenen Hinweise flr einen Zelluntergang der HUVECs war es

wahrscheinlich, dass entweder der programmierte Zelltod (Apoptose) oder der
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unprogrammierte Zelltod (Nekrose) in unmittelbarem Zusammenhang mit dem
EGFP-Transfer standen. Daher wurden 1h,1,3,7und?21Tage nach
Zelltransplantation 7 um-Schnitte von den entnommenen Rattenherzen
angefertigt und immunhistochemisch auf den Phosphorylierungszustand bzw.
die Aktivitat des zentralen Apoptose-Enzyms Caspase-3 und der anti-
apoptotisch wirkenden Akt1 / PKBa untersucht. Wie in Abbildung 3.14 zu sehen
ist, war die Caspase-3 nach 1 h (D) und nach 24 h (E) im gesamten Herzen
aktiviert, wahrend nach 7 Tagen (F) wieder eine Basalexpression vorlag.
Passend dazu zeigte der Apoptose-Gegenspieler Akt1/PKBa nach 24 h (B)
ein Aktivitatsminimum und kehrte nach 7 Tagen (C) wieder zurtck in einen

Phosphorylierungszustand wie unter Kontrollbedingungen.

aktivierte
Akt1 /| PKBa

aktivierte
Caspase-3

Abb. 3.14: Einfluss intrakoronarer HUVEC-Applikation auf die Apoptoseaktvitit im
Rattenherzen: Immunhistochemisch in 7 pm-Schnitten durch Rattenherzen dargestellte
Aktivitatslevel des anti-apoptotischen Markers Akt1 / PKBa (A — C) sowie des Apoptose-
Markers Caspase-3 (D—F) 1h, 24 h und 7 d nach intrakoronarer HUVEC-Applikation.
(VergroRerung: 20 x)

Um festzustellen, ob die erhdhte Apoptoseaktivitat durch die transplantierten
Zellen selbst oder durch die kathetergestutzte Applikationstechnik verursacht
worden war, wurden Kontrollversuche mit HUVEC-transplantierten Ratten und
Tieren, die nur Medium injiziert bekamen, durchgefuhrt. Es zeigten sich in der
Gruppe mit Zellgabe die in Abbildung 3.15 B schwarz imponierenden fokalen

Caspase-3-Aktivitatserhdhungen, wahrend in der Kontrollgruppe (Abb. 3.15 A)
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keine vermehrten Apoptose-Prozesse nachgewiesen werden konnten. Eine
Doppelfarbung gegen aktivierte-Caspase-3 und gegen humane mitochondriale
Proteine fuhrte zu den in den Abbildungen 3.15 C und 3.15 D prasentierten Co-

Lokalisation beider Antikdrper am 2. Tag nach Transplantation.

X

-
» s

Cc D

Abb. 3.15: Erhohte Apoptoseaktivitit intrakoronar applizierter HUVECSs:
Immunhistochemische Antikérper-Farbungen gegen aktivierte-Caspase-3 erbrachten bei
zelltransplantierten Ratten 2 Tage nach Intervention fokale  Apoptose-
Aktivitatsvermehrungen (B; schwarze Pfeile), die in einer Doppelfarbung mit anti-hM-
Signalen (C und D; dunkelrot) co-lokalisiert waren. Die Zelle in (D) zeigt bereits ein
fortgeschrittenes Apoptose-Stadium. (Balken entspricht in A und B 100 ym ; in C und D
50 um)

Die erhohte Apoptose-Aktivitat befand sich dementsprechend in den
transplantierten HUVECs, welche auch morphologisch Hinweise auf ihren

programmierten Untergang boten.

In der Absicht, die Aktivitat der Caspase-3 zu quantifizieren, wurde diese bei
Ratten 1, 3 und 7 Tage nach Zelltransplantation sowie bei einer Kontrollgruppe

(jeweils n=7) kolorimetrisch bestimmt. Hierbei wurden keine signifikanten
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Aktivitats-Unterschiede zwischen den Herzen aus transplantierten Ratten und
den Kontrolltieren gemessen. Wahrscheinlich ging der geringe Anteil von
apoptotischen HUVECs im Vergleich zu der Zellmasse des Restmyokards

unter.

Zusammenfassend zeigen die in den Abschnitten 3.1.3.1 bis 3.1.3.3
geschilderten Ergebnisse, dass sich EGFP-positive HUVECs bis zu 24 h nach
ihrer intrakoronaren Applikation in den myokardialen Rattenkapillaren befinden.
Nach 3 bis 7 Tagen sind alle im Herzen grinfluoreszierenden Zellen Ratten-
Kardiomyozyten, wofir weder Transdifferenzierung noch  Zellfusion
verantwortlich sein konnen. Erhdhte Apoptose-Aktivitat wahrend der ersten 24 —
72 Stunden nach Transplantation — im Besonderen in den verabreichten
HUVECs - und das Verschwinden jeglicher humaner mitochondrialer Proteine
bis zum 21. Tag deuten auf einen programmierten Zelltod der HUVECs hin, im
Rahmen dessen ein EGFP-Transfer in Ratten-Kardiomyozyten stattfinden
konnte. In einem weiteren Teil der Arbeit sollte daher die Mdglichkeit eines

horizontalen Gen-Transfers naher untersucht werden (vgl. Abschnitt 3.2).

3.1.4 Hamodynamische Auswirkungen der Zelltransplantation

Um die hamodynamischen Auswirkungen der HUVEC-Applikation zu
untersuchen, wurden die Ratten sowohl unmittelbar vor und nach der
Transplantation (jeweils n =8 in Zell- und Kontrollgruppe) als auch direkt vor
ihrer Toétung an den Tagen 1,3,7 (jeweils n=2) oder21 (n=1)
echokardiographisch untersucht. Die dabei aufgenommenen M-Mode-
Darstellungen wurden — wie in Abschnitt 3.1.1.3 bereits beschrieben -
vermessen, so dass fur jeden Zeitpunkt EF und FS nach den ebenfalls dort
angefuhrten Formeln berechnet werden konnten. In Abbildung 3.16 ist fur beide
hamodynamischen Grofien der Verlauf ihrer Mittelwerte Uber den gesamten

Beobachtungszeitraum angegeben.
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Es ist erkennbar, dass weder die Ejektions- noch die Verkirzungsfraktion tber
den beobachteten  Zeitraum evtl.  eingriffsassoziierte, signifikante
Veranderungen ergab. Auch konnten keine Unterschiede zwischen den
zelltransplantierten Tieren und der Kontroligruppe festgestellt werden. Die
Transplantationen haben also offensichtlich keine hamodynamischen

Auswirkungen auf die Rattenherzen.

100 100
80 hiz!?!—!\. 80
60 60

40 — 5

40 b 4
20 20

EF [%]
FS [%]

prae post d1 d3 d7  d21 prae post d1 d3 d7  d21

—e—HUVECs —— Medium \ \—Q—HUVECs —=— Medium

Abb. 3.16: TTE-ermittelte Hamodynamik nach Zelltransplantation: Weder die
intrakoronare Applikation von HUVECs im Vergleich zu der von Medium noch der
Katheter-Eingriff selbst (vgl. ,prae“ interventionem mit ,post” interventionem) fiihrten zu
signifikanten Veranderungen der Herzfunktion, bestimmt durch linksventrikulare
Ejektions- (EF) und Verkirzungsfraktion (FS).

Auf Basis der M-Mode-Vermessungen wurden weitere kardiale Parameter
berechnet. Im Folgenden wird Bezug genommen auf die enddiastolische
linksventrikulare Hinterwanddicke (EDHW; in Abb. 3.3: LVPWd) und die
enddiastolische Dicke des interventrikularen Septums (EDS; in Abb. 3.3: IVSd),
mittels derer sich die Myokardmasse des linken Ventrikels nun aus folgender
Formel ergab: LV-Masse = 1,04 x [ (EDD + EDHW + EDS)® — EDD?].
Abbildung 3.17  zeigt, dass die LV-Masse sowohl in der
Zelltransplantationsgruppe als auch bei den Kontrolltieren Uber die gesamte
Beobachtungszeit gesehen abnahm. Auch das enddiastolische Volumen (EDV)
des linken Ventrikels, das sich nach der in Abschnitt 3.1.1.3 genannten Formel

errechnet, wurde in beiden Versuchstiergruppen geringer (vgl. Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Echokardiographische Bestimmungen der LV-Masse und des LV-EDV
resultierten in einer Abnahme beider Parameter sowohl bei zelltransplantierten Ratten als
auch in der Kontrollgruppe mit Medium-Applikation lber einen Beobachtungszeitraum
von 21 Tagen hinweg.

Beide Befunde lassen sich mit einer Abnahme des extrazellularen Volumens
vereinbaren, wie sie z.B. im Rahmen eines generalisierten Fllssigkeitsmangels
auftritt. Dartber hinaus wurden die Ratten zu verschiedenen Zeitpunkten
gewogen und das Herzgewicht direkt nach der Organentnahme bestimmt. Wie
in Abbildung 3.18 zu erkennen ist, erlitten alle Tiere einen deutlichen, 10 —
14 Tage lang progredienten Korpergewichtsverlust. Die Massenabnahme war
bei den HUVEC-transplantierten Ratten am gréfiten, gefolgt von den
Mediumgabe-Tieren und der CsA-Kontrollgruppe. Bildete man den Quotienten
aus Herz- und Korpergewicht, ergaben sich im  3-wdchigen

Beobachtungszeitraum konstante Werte fur alle Gruppen (vgl. Abb. 3.18).
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Tage nach Intervention ‘—.—HUVECS —l— Medium —&— CsA-Kontrolle

Abb. 3.18: Einfluss der Transplantationen auf Korper- und Herzgewicht: In den
ersten 10-14 Tagen nach Versuchsbeginn verloren alle Ratten zunehmend an
Koérpergewicht, angefiihrt von den HUVEC-transplantierten Tieren vor der Medium- und
der CsA-Kontrollgruppe. Das Verhaltnis von Herzgewicht zu Kdrpergewicht blieb jedoch
in allen Experimentalgruppen tendenziell unverandert.
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Korpergewichts-, LV-Massen- und LV-EDV-Verlust konnen Ausdruck eines
extrazellularen Flussigkeitsdefizits sein, fur das die beobachtete geringe

tagliche Trinkmenge der Ratten eine Erklarung sein kdnnte.

3.2 Mechanismus des Apoptose-induzierten EGFP-Transfers von

HUVECSs in Ratten-Kardiomyozyten

Die bisher geschilderten Versuche legen den Schluss nahe, dass intrakoronar
applizierte HUVECs im Rattenmyokard apoptotisch werden und dort ABs
bilden. Diese potenziellen DNA-Trager konnten einen EGFP-Gen-Transfer von

HUVECs in Ratten-Kardiomyozyten vermitteln.

3.2.1 Nukleinsauren-tragende ABs aus Apoptotischen HUVECs

Um zu untersuchen, ob von apoptotischen HUVECs produzierte ABs
genetisches Material enthalten, wurde in HUVEC-Kulturen, in denen zuvor
Nukleinsauren mit DAPI + EtBr markiert worden waren, mittels Entzug von
Serum und Wachstumsfaktoren Apoptose induziert. Mit EtBr kann sowohl DNA
als auch RNA visualisiert werden. DAPI fand Verwendung aufgrund hoher
Selektivitat fur DNA im Vergleich zu RNA. Nach 24 h und Anreicherung
zellularer Bestandteile durch Zentrifugation (10 min bei 800 x g) zeigten sich
unter Betrachtung mit einem konfokalen Laserscanningmikroskop im Uberstand
der Kulturen apoptotische Zellen (Abb. 3.19 C), die DAPI- (Abb. 3.19 A) und
EtBr-positive (Abb. 3.19 B) Nukleinsaure-Verdichtungen enthielten. Daruber
hinaus fanden sich — wie in Abbildung 3.20 gezeigt — bereits aus HUVECs
freigesetzte ABs (C), die ebenfalls fur beide Nukleinsauren-Marker (A bzw. B)

positiv waren.
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Abb. 3.19: DNA in apoptotischen
HUVECSs: 24 h nach Apoptose-Induktion
enthielt der Uberstand einer HUVEC-
Kultur apoptotische Zellen (C), in denen

Abb. 3.20: DNA in ABs: Aus
apoptotischen HUVECs in den Kultur-
Uberstand freigesetzte ABs (C) enthielten

DAPI- (A) bzw. EtBr-markierte (B)

sich DAPI- (A) und EtBr-positive (B) Nukleinsauren. (D = Fusion von A bis C)

Nukleinsdure-Verdichtungen gebildet
hatten. (D = Fusion von A bis C)

Diese Versuche zeigen, dass in Apoptose begriffene HUVECs ABs freisetzen,
die Nukleinsauren enthalten. Ob hierbei auch das EGFP-Gen transportiert wird,

wurde in den folgenden Versuchen analysiert.

3.2.2 Nachweis von EGFP-DNA in HUVECs und deren ABs mittels PCR

Zum Nachweis der EGFP-DNA in aus EGFP-exprimierenden HUVECs
gebildeten ABs wurden PCR-Analysen mit den EGFP-spezifischen Primern 5'-
durchgefuhrt.
Abbildung 3.21 zeigt, dass das Gen des grunfluoreszierenden Markers in
EGFP-positiven HUVECs und deren ABs detektiert werden konnte, wahrend es

acgtaaacggccacaagttc-3° bzw. 5’-cacatgaagcagcacgacitt-3’

in ABs aus nicht transduzierten HUVECs nicht nachgewiesen werden konnte.
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HUVECs ABs

Abb. 3.21: EGFP-Gen-Nachweis in ABs: 1,5%iges
(w/v) Agarosegel mit vier Proben nach PCR:
EGFP-positive HUVECs, native HUVECs, ABs von
EGFP-positiven HUVECs und ABs von nativen
HUVECs. Das EGFP-Gen fand sich nur in solchen
ABs, welche aus EGFP-exprimierenden HUVECs
gewonnen worden waren.

3.2.3 Co-Kultivierung von neoKMs mit EGFP-HUVECs

Nachdem das grundsétzliche Potenzial der HUVECs zur DNA-Weitergabe via
ABs gezeigt worden war, sollte nun unter kontrollierten in vitro-Bedingungen der
direkte EGFP-Transfer von HUVECs in Kardiomyozyten analysiert werden. Es
wurde die bereits von Condorelli et al. (2001) vorgenommene Co-Kultivierung
von neoKMs aus Wistar-Ratten mit EGFP-exprimierenden HUVECs
durchgefihrt, wobei in diesem Experiment nach 6 Tagen mit den in
Abschnitt 3.1.3.1 eingefuhrten speziesspezifischen Antikdrpern anti-Ratten-
MCT-1 und anti-hM sowie mit dem muskularen Marker anti-MyHC gefarbt
wurde. Wie in der Referenzarbeit beschrieben, prasentierten sich 6 Tage nach
Beginn der Co-Kultivierung EGFP-positive Zellen mit einem langs gestreckten
kardiomyozytaren Phanotyp und waren deutlich groRer als HUVECs (vgl.
Abb. 3.22). Morphologisch ergaben sich Uberwiegend Anzeichen flr Apoptose.
Weiterhin zeigten sich die grunfluoreszierenden Zellen positiv fur MyHC, womit
ihr myozytarer Charakter bestatigt werden konnte. In den spezies-

differenzierenden Antikdrperfarbungen wurden die EGFP-exprimierenden
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Kardiomyozyten stets durch rattenspezifischen anti-MCT-1 (Abb. 3.22), nie
jedoch durch Antikdrper gegen humane mitochondriale Proteine erkannt.

Abb. 3.22: Nach 6-tagiger Co-
Kultivierung von neoKMs mit EGFP-
positiven HUVECs wurden alle EGFP-
exprimierenden Zellen (grin) durch
rattenspezifische MCT-1-Antikorper
(rot) erkannt.

—

20 um

Zusammenfassend konnte also in diesen Versuchen gezeigt werden, dass nach
otagiger Co-Kultivierung von neoKMs mit EGFP-positiven HUVECs
grunfluoreszierende Ratten-Kardiomyozyten enstanden sind, wahrend keine
Zellen humanen Ursprungs mehr nachgewiesen werden kdnnen. Eine wie von
Condorelli et al. (2001) postulierte Transdifferenzierung kann dementsprechend

ausgeschlossen werden.

3.2.4 DNA-Transfer von ABs in neoKMs nach Co-Inkubation

In der Absicht, den durch die vorangegangenen Resultate dieser Arbeit
implizierten EGFP-DNA-Transfer von HUVECs in neoKMs mittels ABs
unmittelbar zu beweisen, wurden aus EGFP-exprimierenden HUVECs
generierte ABs direkt mit neoKM-Kulturen inkubiert.
Immunfluoreszenzfarbungen nach 4 Tagen zeigten EGFP-positive
Kardiomyozyten, die durch rattenspezifische MCT-1-Antikérper erkannt wurden
(Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: EGFP-Gen-Transfer von ABs in neoKMs: Nach 4 Tagen Co-Inkubation von
neoKMs mit EGFP-DNA-tragenden ABs exprimierten einige der Ratten-MCT-1-positiven
(rot) neoKMs EGFP (griin). Rechts = Fusion der beiden nebenstehenden Bilder. (Balken
entspricht 10 ym)

Die Zellen waren positiv fur MyHC und enthielten keine hM-Antigene. Die
Transduktionsfrequenz lag bei ca. 10 EGFP-positiven neoKMs pro
Versuchsansatz (Wachstumsflache: 380 mm? 25000 neoKMs). Allerdings
zeigten transduzierte Zellen morphologisch ein apoptotisches Erscheinungsbild,
so dass in dieser in vitro-Situation von einem Zelluntergang und damit einer

initial wohl héheren Transduktionsrate ausgegangen werden muss.

3.2.5 Apoptose EGFP-transduzierter Kardiomyozyten

Sollte die Hypothese zutreffend sein, dass die in vitro EGFP-transduzierten
Kardiomyozyten apoptotisch wurden, so konnte dies entweder durch die
Transduktion selbst oder durch die Co-Kulturbedingungen verursacht worden
sein. Vor diesem Hintergrund wurden weitere Experimente mit veranderten

Kulturbedingungen durchgefihrt.

In einer Co-Kultur aus EGFP-HUVECs mit neoKMs zur Untersuchung der
Zelluberlebensdauer waren nach 3 Tagen noch alle EGFP-exprimierenden
Zellen anti-hM-positiv. Ab dem 5. Tag fanden sich die ersten transduzierten
Kardiomyozyten mit bereits schlechter Morphologie und nach 10 Tagen konnten

keine EGFP-positiven Zellen mehr detektiert werden. Eine Veranderung des
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Verhaltnisses neoKMs : HUVECs von 1 :4 Uber 1:3 auf 1: 1 erbrachte keine

Verbesserung des Zelluberlebens.

Weiterhin wurden neoKMs-Kulturen vor Beginn der Co-Kultivierung mittels
eines MACS®-Systems (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) von
eventuell kontaminierenden Fibroblasten gereinigt. Aus demselben Grund
wurden andere neoKMs mit Mitomycin C (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland) inkubiert. SchlieRlich wurden Plastikplattchen
anstelle der Glasplattchen als Zellanheftungsflachen in die 6-Loch-Zellkultur-

Platten eingelegt.

In Zusammenfassung aller genannten Variationsversuche ergab sich keine
experimentelle Bedingung, in der die EGFP-transduzierten neoKMs langfristig
uberlebten, so dass die Transduktion selbst als Apoptose-Induktor

angenommen werden kann.

3.3 Direkter DNA-Transfer von ABs in Kardiomyozyten in vivo

Nachdem ein DNA-Transfer von HUVECs in neoKMs in vitro nachgewiesen
werden konnte, sollte dieser Mechanismus auch in vivo untersucht werden. Von
einer intrakoronaren Applikation allerdings wurde wegen der geringen Grolde
der ABs im Vergleich zum GefalRlumen und wegen der nicht zu erwartenden
transendothelialen Migration der ABs abgesehen. Um dennoch die Situation
nach Migration und Apoptose von EGFP-HUVECs zu simulieren, wurden aus
drei konfluent mit EGFP-exprimierenden HUVECs bewachsenen Zellkultur-
Petrischalen (100 x 20 mm) ABs hergestellt und direkt in das linksventrikulare
Myokard injiziert. Mikroskopische Untersuchungen des Ratten-Myokards nach
1,3 und 7 Tagen erbrachten jedoch keinen Nachweis grinfluoreszierender

Zellen.

Dies bedeutet nicht, dass kein EGFP-DNA-Transfer von ABs in Ratten-

Kardiomyozyten stattgefunden hat. Da nur ein Teil der ABs in den
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Injektionslakunen in unmittelbaren — wahrscheinlich infolge der Bewegung der
Injektionsflissigkeit nicht dauerhaften — Kontakt mit ihren myokardialen
Zielzellen kommen konnte, ist von einer allenfalls sehr geringen
Transduktionsrate auszugehen. Die durchgefuhrte Intervention stellt darUber
hinaus sicherlich einen bedeutenden Inflammationsreiz dar. Eine Abraumung
der frisch transduzierten Kardiomyozyten oder der ABs selbst durch attrahierte

Makrophagen ist dementsprechend denkbar.
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4 DISKUSSION

4.1 Intrakoronare HUVEC-Transplantation in der Ratte
4.1.1 Alternative Transplantationsverfahren

Um Zellen in das Myokard von Nagern zu transplantieren, sind in der Literatur
Verfahren der systemischen, der intramyokardialen sowie der intrakoronaren

Applikation beschrieben worden. Diese werden im Folgenden diskutiert.

Der systemischen Applikationsmethode mangelt es vor allem an Effektivitat,
d.h. einen hohen Prozentsatz der applizierten Zellen dauerhaft im Myokard zu
deponieren. Aicher et al. (2003) quantifizierten sowohl die intravendse als auch
die intraventrikulare EPC-Applikation in der Ratte und erzielten — gemessen an
der Gesamtzahl eingesetzter Zellen — nur 1% bzw. 3% intrakardiale
Graftdeposition. Eine Rattenversuchsreihe von Brenner et al. (2004) zur
intraventrikuldren  Applikation '"'Indium-Oxin-markierter Hamatopoetischer
Progenitorzellen ergab fur Tiere mit zuvor induziertem Myokardinfarkt nur 1%
der verabreichten Zellen im Herzen, wahrend der Wert fur die nicht-infarzierte

Kontrollgruppe noch geringer war.

Die intramyokardiale Applikation ist ein auferst invasives Verfahren, das
zumeist einer Thorakotomie bedarf. Daruber hinaus werden die Zellen im
Myokard in einen suspensionsgeflllten Injektions-Hohlraum platziert. In diesem
Depot herrscht ein grof3er Diffusionsgradient von Sauerstoff und Substraten und
die meisten der Transplantatzellen haben keinen Kontakt zu umliegenden
Kardiomyozyten. Der uberwiegende Teil der Zellen im Depot stirbt daher

wahrscheinlich ab.

In Bezug auf Zelltransplantationstechniken mittels eines transluminalen
Katheters liegen fur Nager nur wenige Arbeiten vor. Suzuki et al. (2000)
konnten die verwendeten Skelettmuskelzellen erst nach Entnahme von
Rattenherzen intrakoronar in diese transplantieren. Das Studienprotokoll sah

weiterhin die heterotope Implantation der Herzen in Empfangerratten vor. Ein
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derart invasives Verfahren ist sicherlich nicht geeignet, um den Stellenwert in
orthotope Herzen applizierter Zellen fur die Regeneration geschadigten
Myokards zu beurteilen. Fur die Verabreichung von Myoblasten in Rattenherzen
beschrieben  Suzuki et al. (2004) ein retrograd intrakoronares
Applikationsverfahren, durch das 10 min nach Intervention 31% der

eingesetzten Zellen im Herzen platziert waren.

4.1.2 Etablierung eines intrakoronaren Applikationsverfahrens

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Studie eine katheter-basierte
antegrad intrakoronare Applikationstechnik etabliert, die wesentliche Vorteile

aufweist:

l. Die Verwendung zweier perkutaner transluminaler Ballonkatheter ist ein

minimal invasives Verfahren mit einer Letalitatsrate deutlich unter 10%.

II.  Sowohl SPECT-Untersuchungen als auch die Mikroskopie serieller
Myokard-Schnitte ergaben, dass 18% der eingesetzten Zellen stabil in

das Myokard transplantiert werden konnten.

lll. Die intrakoronare Applikation resultiert in einer homogenen Verteilung

der Zellen Uber das ganze Herz.

Fir den im Vergleich zu anderen Studien hohen Prozentsatz kardial deponierter
Zellen gibt es neben der Verwendung der speziellen intrakoronaren
Applikationstechnik noch zwei andere Erklarungsansatze. Es ist durchaus
wahrscheinlich, dass die HUVECs, deren Durchmesser im trypsinierten Zustand
ca. 20 um betragt, die mit 4 um (vgl. Hauck et al., 2004) deutlich kleineren
myokardialen Kapillaren embolisiert oder zumindest nur sehr langsam passiert
haben. AuRerdem konnte die Trypsinierung der Zellen zwecks Ablésung aus
den Zellkulturschalen gemals Mackie et al. (2002) Protease-aktivierte
Rezeptoren (bevorzugt PAR-2) dazu angeregt haben, ihren N-Terminus zu

verandern, wodurch zahlreiche intrazellulare Signalkaskaden in Gang gesetzt
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worden sein konnten. Beide Effekte konnen die transendotheliale HUVEC-

Migration erleichtert haben.

In Anbetracht der hohen Zahl der Uber das Koronarsystem transplantierten
Zellen stellt sich die Frage, ob es mdglicherweise zu Mikroinfarkten gekommen
ist. In der Tat berichteten Freyman et al. (2006) nach intrakoronarer MSC-
Transplantation in Schweineherzen uUber einen deutlich reduzierten koronaren
Blutfluss. Eine mdogliche Erklarung ist die von Vulliet et al. (2004) nach
intrakoronarer MSC-Verabreichung in Hunde beschriebene Mikroinfarzierung
des Myokards durch das Graftmaterial. Bhakta et al. (2006) hingegen, die die
intrakoronare  BMC-Transplantation in Schweine als sicher und effektiv
bezeichnen, konnten keine erhdhten Troponin I-Spiegel und keine
makroskopischen oder histopathologischen Korrelate flir myokardiale
Infarzierung feststellen. Auch grof3e klinische Studien von Assmus et al. (2002)
und Wollert et al. (2004) ergaben keine Anzeichen fur Mikroinfarkte, signifikante
Inflammationsprozesse  oder maligne  Arrhythmien bei intrakoronar
zelltransplantierten Patienten. Hierzu muss bedacht werden, dass die klinisch

verwendeten Zellen deutlich kleiner sind als in vitro-kultivierte MSCs.

Um der Antwort auf die Frage nach eventuellen Mikroinfarkten naher zu
kommen, ist ein Vergleich mit Microsphere-Experimenten hilfreich. Stanek et al.
(1983) berichteten nach Infusion von etwa 5 Millionen Microspheres
(Durchmesser ca. 15 um) pro kg Ratten-Koérpergewicht keine signifikanten
hamodynamischen Alterationen. Bei vergleichbarem Graftdurchmesser und
deutlich geringerer Applikationsmenge in der vorliegenden Studie Iasst sich der
Anteil der durch HUVEC-Embolisation verschlossenen Kapillaren auf hochstens
1,3% aller Kapillaren abschatzen. Dies korreliet gut mit der
echokardiographisch nach Transplantation unveranderten LV-Funktion sowie
der Abwesenheit nekrotisierter Kardiomyozyten im mikroskopischen Bild. Eine
relevante transplantationsassoziierte Myokardischamie kann also

ausgeschlossen werden.
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Die in den Transplantationsversuchen durch die Verabreichung immunogener
Zellen notwendige immunsupprimierende Therapie mit CsA hatte keine
nennenswerten Auswirkungen auf Zellidentitat und -integritat, fUhrte aber zu
einem Kodrpergewichtsverlust der Versuchstiere, der sich in erster Linie durch

generalisierten Flussigkeitsmangel erklaren lasst.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die intrakoronare HUVEC-Applikation
mittels zweier Ballonkatheter im Rattenmodell ein minimal invasives Verfahren
darstellt, mit dem Zellen sicher und effektiv in das Herz transplantierrt werden

konnen.

4.2 HUVECSs transdifferenzieren sich nicht in Kardiomyozyten

4.2.1 Transdifferenzierungsberichte in der Literatur

In Bezug auf myokard-regenerierendes Potenzial transplantierter Zellen wurde
in der Literatur Transdifferenzierung als zugrunde liegender Mechanismus
diskutiert. Eine Studie von Orlic et al. (2001) postulierte, dass sich
intramyokardial applizierte BMCs in Kardiomyozyten transdifferenzieren und an

der Regeneration infarzierten Myokards mitwirken.

Auch fur Endothelzellen liegen einige Transdifferenzierungsberichte vor. Unter
diesen befinden sich die Arbeiten von Badorff et al. (2003) bzw. Pesce et al.
(2003), die die Transdifferenzierung von EPCs in vitro in Kardiomyozyten bzw.
in vivo in Skelettmuskelzellen beschreiben. Arciniegas et al. (1992) und Frid et
al. (2002) beobachteten, wie sich sogar reife aortale Endothelzellen in vitro
TGF B1-abhangig (Transforming Growth Factor) in glatte Muskelzellen
transdifferenzierten. Von Ishisaki et al. (2003) wurde die in vitro durch Entzug

von FGF-1 induzierte Umwandlung von kultivierten HUVECs in glatte
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Muskelzellen  beschrieben. Es ist festzustellen, dass die fir

Transdifferenzierung sprechenden Befunde stets seltene Ereignisse waren.

In einer Arbeit von Condorelli et al. (2001) wurden EGFP-exprimierende
HUVECs mit neoKMs co-kultiviert. Aus der Beobachtung EGFP-positiver Zellen,
die gleichzeitig kardiomyozytare Marker aufwiesen, schlossen die
Experimentatoren auf eine Transdifferenzierung der HUVECs in

Kardiomyozyten.

4.2.2 Transdifferenzierungs- und Fusionspotenzial der HUVECs

Eigene Versuche legten zunachst ebenfalls den Schluss nahe, dass sich
HUVECs in Kardiomyozyten transdifferenzieren kénnen. Sowohl in Co-Kulturen
von EGFP-positiven HUVECs mit neoKMs als auch nach intrakoronarer EGFP-
HUVEC-Transplantation konnten EGFP-positive Zellen gefunden werden, deren
Morphologie und Expressionsmuster Kardiomyozyten entsprachen. Die
immunhistochemische Auswertung der Transplantationsexperimente mit
speziesspezifischen Antikorpern zeigte jedoch, dass 3 Tage nach
Transplantation alle EGFP-positiven Zellen postiv fur Rattenmarker waren,
wahrend in diesen Zellen keine humanen Proteine nachgewiesen werden
konnten. Daruber hinaus sind Kardiomyozyten erheblich gréler als HUVECS,
so dass im Falle einer Transdifferenzierung ein enormes Zellwachstum in nur
3 Tagen stattgefunden haben musste. Weiterhin ist es angesichts des kurzen
Zeitintervalls kaum vorstellbar, dass sich die Zellen so gut in das Myokard
integriert haben. Bei der unter den Bedingungen der Experimente von
Condorelli et al. (2001) durchgefuhrten Co-Kultvierung von HUVECs mit
neoKMs bestatigte sich nach 6tagiger Versuchslaufzeit, dass alle EGFP-
exprimierenden Zellen zwar phanotypisch Kardiomyozyten waren, jedoch nur
Ratten- und keine humanen Marker exprimierten. Im Licht der dargelegten
Resultate ist eine Transdifferenzierung von HUVECs in Kardiomyozyten
ausgeschlossen. Diese These steht im Einklang mit neueren Ergebnissen von
Murry et al. (2004), Balsam et al. (2004) und Gruh et al. (2006), die fir BMCs

bzw. EPCs keine Transdifferenzierung in Kardiomyozyten nachweisen konnten.
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Eine naheliegende Mdoglichkeit, um das Auftreten EGFP-positiver
Kardiomyozyten zu erklaren, ware die Fusion mit HUVECs. Diese Interpretation
setzt voraus, dass nach der Fusion zunachst Zellen mit zwei Kernen existierten.
Da jedoch in keiner Versuchsreihe zwei Nuclei in ein und derselben grin
fluoreszierenden Zelle detektiert werden konnten und humane Proteine zwar in
unmittelbarer Nahe zu den EGFP-positiven Zellen interstitiell, nie aber
intrazellular zu beobachten waren, ist eine Fusion zwischen HUVECs und
Kardiomyozyten ebenfalls auszuschlielen. Zusatzlich gestitzt wird diese
Tatsache durch die Feststellung, dass die EGFP-Expression in den
Kardiomyozyten nach Transplantation bzw. Co-Kultur intensiver war als in den
wesentlich kleineren HUVECs zuvor. Eine bloRe Zellfusion mit Vermischung
zytoplasmatischer Proteine hatte zu allenfalls schwach EGFP-positiven Zellen

fiuhren mussen.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass sich EGFP-exprimierende
HUVECs weder in vivo noch in vitro in Kardiomyozyten transdifferenzieren und

auch nicht mit diesen fusionieren.

4.3 Horizontaler EGFP-Transfer von HUVECSs in Kardiomyozyten

Ein weiterer Mechanismus, der nach Transplantation bzw. Co-Kultur zu EGFP-
positiven Kardiomyozyten gefihrt haben koénnte, ist der direkte EGFP-Transfer
von HUVECs in Ratten-Kardiomyozyten. Prinzipiell ist es vorstellbar, dass
entweder eine nur kurzwirksame Protein- oder mRNA-Weitergabe oder ein
DNA-Transfer stattfindet, durch den das EGFP-codierende Gen in das Genom

der Empfangerzelle integriert wird.
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4.3.1 Protein-Transfer

Eine Mdglichkeit, die das Vorliegen von EGFP in Kardiomyozyten nach Kontakt
mit EGFP-positiven HUVECs erklaren konnte, ist der Transfer von EGFP-
Proteinen aus den HUVECs in die Kardiomyozyten. Hierfir musste eine
Zellinteraktion stattgefunden haben, die einen Protein-Transfer ermdglicht hatte.
Onfelt et al. (2004) konnten zeigen, dass aus der Zelloberflache stammende
Nanotubes verschiedene Zelltypen miteinander verbinden und GPI-verankerte
(Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol) Proteine sowie MHC-Klasse I|-Proteine (Major
Histocompatibility Complex) transportieren konnen. Rustom et al. (2004)
beschrieben diesen Weg u.a. auch fur Actin-EGFP, konnten ihn fur freies EGFP
allerdings nicht verifizieren. Eine Studie durch Koyanagi et al. (2005) zeigte
einen statistisch seltenen GFP-Transfer von adenoviral transduzierten neoKMs

in EPCs via Nanotubes, nicht jedoch in die umgekehrte Richtung.

Eigene mikroskopische Begutachtungen erbrachten in vivo wie in vitro keinen
Hinweis auf Nanotubes zwischen HUVECs und Ratten-Kardiomyozyten. Der
Transfer von EGFP lediglich auf Proteinebene wurde auch nicht erklaren,
weshalb die deutlich groReren Kardiomyozyten eine so intensive
Grinfluoreszenz zeigten. Dieser Befund spricht daflr, dass in den

Empfangerzellen EGFP-Amplifikation stattgefunden haben muss.

4.3.2 Nukleinsauren-Transfer via ABs

Eine EGFP-Amplifikation in den Empfangerzellen setzt den Transfer von EGFP-
codierenden Nukleinsauren in die Kardiomyozyten voraus. Es stellt sich nun die
Frage, auf welchem Weg die EGFP-Gene zwischen den Zellen ausgetauscht

wurden.

Ein Hinweis findet sich in der Tatsache, dass die HUVEC-Transplantation
Apoptosevorgange in den deponierten Zellen ausloste: 24 h nach
Zelltransplantation fanden sich in den HUVECs erhohte Aktivitatslevel des
Apoptose-Schlusselenzyms Caspase-3, wahrend ein Aktivitatsminimum des

Apoptose-Gegenspielers Akt1 / PKBa nachweisbar war. AuRerdem spricht das
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nach 3 Tagen dokumentierte Fehlen von Zellen, die positiv fir humane Proteine

sind, fur einen Untergang der applizierten HUVECs.

Im Zusammenhang mit Apoptose gibt es nun einen beschriebenen
Mechanismus, der den DNA-Transfer verursacht haben kann. Holmgren et al.
(1999) berichteten, dass apoptotische Zellen Apoptotische Koérperchen (ABs)
abschnuren konnen, die von anderen Zellen aufgenommen werden. Da in den
Empfangerzellen DNA bzw. mRNA aus der apoptotischen Zelle entdeckt
wurden, mussten diese durch die ABs transportiert worden sein. Bergsmedh et
al. (2001) beobachteten sogar den Transport ganzer Chromosomen bzw. derer
Fragmente durch ABs. In einer Arbeit von Hristov et al. (2004) wurde Apoptose
in HUVECs ausgelost. Die daraufhin gebildeten ABs regten EPCs zu

Proliferation und Differenzierung an.

Da also ABs in der vorliegenden Studie grundsatzlich als DNA-Transportvehikel
in Frage kamen, musste nun nur noch gezeigt werden, dass speziell aus EGFP-
HUVECs generierte ABs in der Lage sind, das EGFP-Gen in Kardiomyozyten
zu transferieren. Zuerst wurde daher durch Nukleinsaurefarbungen und PCR
gezeigt, dass die im Uberstand einer Kultur apoptotischer, EGFP-
exprimierender HUVECs enthaltenen ABs das EGFP-Gen enthielten. Wurden
neoKMs mit diesen inkubiert, prasentierten sich einige der Zellen intensiv
positiv fur EGFP.

FUr den direkten horizontalen Gen-Transfer von HUVECs in Kardiomyozyten

kann somit folgende Sequenz postuliert werden:
l. Apoptose der EGFP-HUVECs mit
[I.  Bildung von EGFP-DNA-tragenden ABs
lll.  Aufnahme der ABs durch umliegende Kardiomyozyten

IV. Proteinbiosynthese des EGFP-Proteins in den Kardiomyozyten

Dass die ABs neben EGFP-DNA auch EGFP-mRNA in die Kardiomyozyten

transferiert haben kénnten, konnte nicht falsifiziert werden. Da jedoch dieser
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Mechanismus alleine kaum die in den Kardiomyozyten im Vergleich zu den
kleineren EGFP-HUVECs deutlich intensivere Fluoreszenz erklaren konnte,

spielt er allenfalls eine untergeordnete Rolle.

Blomer et al. (2005) verodffentlichten, dass in Co-Kulturen mit lentiviral
transduzierten Zellen kontaminierende Lentiviren ein Marker-Gen auch in die
zweite beteiligte Zelllinie direkt transduzieren konnen. Dies kann zu falscher
Ergebnisinterpretation fuhren. Fir die Versuche der vorliegenden Studie
wurden die HUVECs, die mit EGFP-Gen-tragenden Lentiviren transduziert
worden waren, nicht unmittelbar verwendet, sondern erstens extensiv
gewaschen und zweitens einmalig passagiert, bevor sie Experimenten
zugefuhrt wurden. Aullerdem bemerkten Blomer et al. (2005) eine Abnahme
der lentiviralen Infektiositat nach mehrstindiger Inkubation bei 37°C. Dass die
transduzierten HUVECs im Rahmen dieser Dissertationsarbeit zwecks
Passagierung sogar mehrere Tage in einem Brutschrank bei 37°C inkubiert
wurden, macht es zusatzlich unwahrscheinlich, dass unbeabsichtigt virale

Transduktion die Ergebnisse verfalscht haben kdnnte.

Die dargelegten in vitro-Daten liefern erstmals den starken Hinweis fur
horizontalen Gen-Transfer von HUVECs in Kardiomyozyten via ABs. Derselbe
Mechanismus findet offensichtlich nach intrakoronarer Transplantation EGFP-
exprimierender HUVECs in den Rattenorganismus statt und resultiert in

grunfluoreszierenden Kardiomyozyten.

4.3.3 Mogliche Apoptose-Ausloser

Intrakoronar transplantierte HUVECs wurden im Anschluss an ihre
intramyokardiale Migration apoptotisch. Als Ursache kommt die Immunogenitat
der applizierten humanen Zellen in der Ratte in Frage, welche trotz CsA-

Therapie eine Immunreaktion gegen das Transplantat entwickelt haben konnte.
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Dartber hinaus waren die HUVECs im myokardialen Gewebeverband fir diese
Zellen unphysiologischen Scherkraften ausgesetzt, was ebenfalls zu Apoptose

fuhren kann.

Auffallig ist, dass Kardiomyozyten, die mit EGFP-DNA transduziert wurden,
auch apoptotisch wurden: Der in vitro beobachtete Zelluntergang von neoKMs,
die nach AB-Inkorporation EGFP exprimierten, deckt sich in diesem
Zusammenhang mit dem in vivo-Ergebnis, dass 21 Tage nach Transplantation

keine EGFP-positiven Zellen mehr nachgewiesen wurden.

Eine mogliche Erklarung fir den programmierten Zelltod der Kardiomyozyten
beruht auf der Uberlegung, dass sie via ABs neben dem EGFP-Gen sicherlich
auch eine Vielzahl anderer speziesfremder HUVEC-Gene erhalten haben.
Angesichts dieser Annahme lasst sich flr die in vivo-Experimente nicht
ausschlie®en, dass die Ratten-Kardiomyozyten aufgrund des inkorporierten
allogenen Genmaterials Oberflachenmolekule exprimierten, welche das
Immunsystem der Ratte dazu veranlassten, diese Zellen zu vernichten. Fur die
in vitro-Versuche kann vermutet werden, dass die in die Ratten-neoKMs
aufgenommene humane HUVEC-DNA in den neoKMs — u.U. durch nicht-
transduzierte neoKMs aus dem angrenzenden Zellverband getriggert — ein

Apoptoseprogramm induzierte.

Zelltoxische Einflisse von EGFP auf die exprimierenden neoKMs sind als
Ursache denkbar aber unwahrscheinlich, da maximal ein EGFP-Gen pro
transduzierter HUVEC vorlag und in dieser keine vermehrte Zelltoxizitat im

Sinne von Zelltod-Induktion beobachtet werden konnte.

Angesichts der Beobachtung, dass in vivo 3 Tage nach HUVEC-Transplantation
bereits nur noch Ratten-Kardiomyozyten EGFP exprimierten, diese nach
7 Tagen immer noch existierten und erst nach 21 Tagen nicht mehr
nachgewiesen werden konnten, stellt sich die Frage, warum die Apoptose erst

so spat eingesetzt hat. An dieser Stelle kdnnen Ergebnisse von Bergsmedh et
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al. (2002) in Betracht gezogen werden. Die Arbeitsgruppe berichtete, dass via
ABs transferierte DNA in den Empfangerzellen nur nach vorangegangener
Ausschaltung des Zellzyklus-Arrest-induzierenden p21-Gens dauerhaft
abgelesen wurde. In nicht-defizienten — also p21-kompetenten — Zellen
aktivierte p53 das p21-Gen und das transferierte Gen wurde nur temporar
transkribiert. Denkbar ist demnach, dass die Ratten-Kardiomyozyten das
integrierte EGFP-Gen als DNA-Schadigung interpretierten und durch p21-
Aktivierung Zeit fir die DNA-Reparatur gewannen. Erst nach langeren,
ergebnislosen Reparaturversuchen ware dann die Apoptose der Zellen

eingeleitet worden.

Schwer verstandlich ist, weshalb Kardiomyozyten Uberhaupt ABs aufnehmen
und damit eine Form phagozytotischer Aktivitat zeigen. Schlieldlich birgt dieser
Mechanismus die Madglichkeit, dass z.B. Onkogene (vgl. Bergsmedh et al.,
2001) oder virale Nukleinsauren (vgl. Spetz et al., 1999) aus einer befallenen

apoptotischen Zelle in noch gesunde Zellen Ubertragen werden.

4.4 Ausblick

4.41 EGFP als potenzieller Distraktor

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass durch Einsatz des Zellmarkers
EGFP Transdifferenzierung von HUVECs in Kardiomyozyten vorgetauscht
werden kann. In weiteren Zelltransplantationsstudien und Co-Kultivierungen
sollte daher bedacht werden, dass die Detektion von EGFP alleine keine
Aussage UuUber das Schicksal der ursprunglich mit dem EGFP-Gen
transduzierten Zelle zulasst. Vielmehr muss gerade bei Untersuchungen zum
Transdifferenzierungs- und Fusionierungsverhalten von Zellen die Mdglichkeit
des horizontalen Gen-Transfers via ABs in Erwagung gezogen werden. Da dies

selbstverstandlich nicht nur fur EGFP gilt, sondern fur wahrscheinlich alle im
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Genom einer apoptotischen Zelle existenten DNA-Sequenzen, koénnen alle
Veranderungen des zellularen Proteinexpressionsmusters infolge von

Zelltransplantationen oder Co-Kultivierungen indirekter Natur sein.

4.4.2 Transdifferenzierung und Myokardregeneration

Transdifferenzierung transplantierter Zellen als moglicher Mechanismus zur
Myokardregeneration war in den vergangenen Jahren Gegenstand zahlreicher
Analysen. Vielversprechenden Transdifferenzierungsbeobachtungen, wie der
von Orlic et al. (2001), folgten z.B. Arbeiten von Balsam et al. (2004) sowie von
Murry et al. (2004), die diese Ergebnisse unter gleichen Bedingungen nicht
reproduzieren konnten. Die Resultate der vorliegenden Arbeit weisen ebenfalls
darauf hin, dass Zelltransdifferenzierung in Transplantationsstudien zukunftig

aulerst kritisch zu betrachten ist.

Selbst wenn Transdifferenzierung applizierter Zellen berichtet wurde, handelte
es sich zumeist — gemessen an der Zellzahl des Gesamtmyokards — um seltene
Ereignisse. Dass diese vereinzelten Transdifferenzierungen signifikante
Einflusse auf die kardiale Pumpfunktion haben konnten, erscheint eher

unwahrscheinlich.

Als Ursache gerade fir die in einigen klinischen Studien beobachteten
Verbesserungen der Hamodynamik (vgl. u.a. Strauer et al., 2002; Schachinger
et al., 2004; Wollert et al., 2004) sind vermutlich eher parakrine Effekte zu
nennen. Diese konnten in tierexperimentellen Arbeiten von u.a. Merx et al.
(2005), Nishida et al. (2003) und Fuchs et al. (2001) nachgewiesen werden.

Um die Mechanismen moglicher Myokardregeneration nach Zelltransplantation
genauer zu analysieren, bedarf es weiterer tierexperimenteller Studien. Als
Versuchstiere bieten sich Nager u.a. wegen ihrer kurzen Generationszeit und
der einfachen, platzsparenden Haltung an. Das in dieser Arbeit genutzte
minimal invasive, intrakoronare Katheter-Applikationsverfahren eignet sich
aufgrund homogener, effektiver und stabiler Graftdeposition im Herzen fur

derartige Studien.
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Damit eine sichere Anwendung der gefundenen Zelltherapieoptionen am
Menschen ermoglicht werden kann, bedarf es eines profunden Verstandnisses
daruber, wie die Entwicklung regenerativer Effekte durch die transplantierten
Zellen gesteuert werden kann, bzw. wie schadliche Wirkungen zu verhindern
sind. In diesem Zusammenhang muss auch auf die Differenzierung applizierter
Zellen in nicht gewunschte Zelllinien mit u.U. malignem Potenzial sowie auf die
Induktion maligner Arrhythmien geachtet werden. In der Absicht Arrhythmien zu
verhindern, ist es neben der Wahl des richtigen Graftmaterials essentiell, das
Applikationsverfahren und eine eventuelle in vitro-Vorbehandlung der Zellen so
zu wabhlen, dass ihre Integration in den myokardialen Gewebeverband zu

physiologisch funktionierendem Herzmuskelgewebe fluhrt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen jedoch den Schluss nahe, dass
durch  Fehldifferenzierung oder Zellgenomveranderungen verursachte
Nebenwirkungen einer Zelltransplantation durch korpereigene
Reparatursysteme verhindert werden. Dies zeigte sich z.B. darin, dass die
Ratte auf die Veranderung des Kardiomyozyten-Genoms durch Integration des
EGFP-Gens aus apoptotischen EGFP-exprimierenden HUVECs selbst mit der

Apoptose der betroffenen Kardiomyozyten reagierte.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Publikationen der vergangenen Jahre haben nahegelegt, dass sich
Endothelzellen in Kardiomyozyten transdifferenzieren koénnen. In der
vorliegenden Studie wurde daher am Rattenmodell das Potenzial intrakoronar
applizierter humaner Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVECS) zur in vivo-

Transdifferenzierung in Kardiomyozyten untersucht.

Zuerst wurde ein minimal-invasives, katheter-basiertes Verfahren zur effektiven
intrakoronaren Zellapplikation in Rattenherzen validiert. Durch
immunhistochemische Farbungen mit speziesspezifischen Antikdrpern konnte
nach intrakoronarer Transplantation EGFP-exprimierender HUVECs gezeigt
werden, dass HUVECs die myokardiale Endothelbarriere passieren, sich jedoch
intramyokardial nicht in Kardiomyozyten transdifferenzieren oder mit diesen
fusionieren, sondern programmiertem Zelltod unterliegen. Dass HUVECs auch
in vitro keine myozytare Transdifferenzierung eingehen, konnte in Co-Kultur mit

neonatalen Kardiomyozyten (neoKMs) verifiziert werden.

WeiterfUhrende Experimente bewiesen erstmals die Fahigkeit apoptotischer,
EGFP-positiver HUVECs, Nukleinsdure-tragende Apoptotische Koérperchen
(ABs) zu bilden, welche sowohl in Co-Kultur von HUVECs mit neoKMs als auch
bei Co-Inkubation AB-haltiger Suspension mit neoKMs von Kardiomyozyten
inkorporiert wurden. Die in beiden Ansatzen nach 6 bzw. 4 Tagen beobachtete
EGFP-Expression durch neoKMs lasst sich nur durch AB-vermittelten

horizontalen Gen-Transfer von HUVECs in neoKMs plausibel erklaren.

Da EGFP-markierte Zellen haufig eingesetzt werden, muss dieser
Mechanismus in Versuchen zum Transdifferenzierungs- bzw. Fusionspotenzial
von Zellen stets bedacht werden. Daruber hinaus ist die EGFP-Detektion im
mikroskopischen Praparat — ohne weitere absichernde Befunde - nicht

ausreichend, um das Schicksal von Zellen zu interpretieren.
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