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Bei Herzinfarkt abgestorbenes Myokard kann bis-
her durch kein Therapieverfahren wiederherge-
stellt werden. Neue Hoffnung versprechen jedoch
Ansédtze auf der Basis von Stammzelltherapie. Die
Transplantation von Stammzellen soll den ischa-
mischen Myokardschaden verringern, eine Rege-
neration des Herzmuskelgewebes unterstiitzen
und eine Verbesserung der Herzfunktion erzielen.

Ein grundsatzliches Problem der Stammzellthera-
pie des akuten Myokardinfarktes stellt die Ver-
fligbar geeigneter Stammzellen zum Zeitpunkt der
Akuttherapie dar. Ansdtze, die eine lIsolierung,
Purifizierung und Expansion spezifischer autolo-
ger adulter Stammzellpopulationen beinhalten,
scheiden aus. Allogene embryonale oder adulte
Stammzellen konnten zwar jederzeit bereitgestellt
werden, werden jedoch nach Transplantation vom
Empfanger-Immunsystem abgestof3en. Dieses Pro-
blem wurde in den letzten Jahren unterschatzt,
da Stammzellen aufgrund ihrer reduzierten Ex-
pression von Antigen-wirksamen MHC-Molekiilen
weitlaufig als immunpriviligiert angesehen wur-
den [1, 2]. Meine als auch andere Arbeitsgruppen
haben jedoch kiirzlich zeigen konnen, dass
Stammzellen abgestofen werden und dass eine
starke Immunsuppression des Empfangers not-
wendig ware, diese Abstoung zu verringern
[3-6]. Eine derartige Immunsuppression ist je-
doch aufgrund ihrer erheblichen Nebenwirkungen
fir die Therapie des akuten Myokardinfarktes
nicht gerechtfertigt.

Unser Labor beforscht transplantationsimmunolo-
gische Fragestellungen in der der adulten, fetalen
und embryonalen Stammzelltransplantation mit
aktuellsten Methoden der Molekular- und Zell-
biologie und Immunologie [7]. Das Ziel dieser
Studien ist die immunologische Barriere zu {iber-
winden und die Verfiigharkeit geeigneter Zellen zu
ermoglichen. Hierfiir ist die in-vivo-Darstellung
transplantierter Stammzellen im Wirtsorganismus
von grofRer Bedeutung, um das Stammzelltiber-
leben und ihre funktionelle Reorganisation sensi-

tiv, akkurat und nicht invasiv tiberwachen zu
konnen. Die Biolumineszenz-Bildgebung eignet
sich hervorragend fiir die Visualisierung von
Zellwanderungen und -iiberleben in lebenden
Organismen. Basierend auf dem Nachweis von
Reportergenen ist die Mehrfachuntersuchung ein
und desselben Tieres und damit der dynamische
Nachweis von Effektorzell-Migration moglich. Die
Potentiale dieser hochinnovativen Technik sind
fuir viele medizinische Anwendungsbereiche von
Bedeutung, so zum Beispiel fiir Onkologie,
Inflammation, Metabolismus und Toxikologie,
Neurologie, Gentherapie und viele andere [8-10].

STAND DER FORSCHUNG:
STAMMZELLTRANSPLANTATION
ZUR MYOKARDREGENERATION

In praklinischen Studien zur Myokardregeneration
mittels Stammzelltherapie wurden aufgereinigte
mesenchymale oder hdamatopoietische Knochen-
marksstammzellen, Skelettmyoblasten und en-
dotheliale Progenitorzellen erfolgreich eingesetzt,
um den ischdamischen Schaden zu begrenzen
und/oder die Herzfunktion zu verbessern [11—15].
Eine Ubertragung dieses Ansatzes in die Klinik
erschien vielversprechend.

Ansdtze zur Therapie der chronisch-ischamischen
Herzerkrankung sahen die Applikation von auto-
logen Stammzellpopulationen vor, die entweder
chirurgisch im Rahmen einer Bypassversorgung
intramyokardial injiziert [16—19] oder interven-
tionell transendokardial [20, 21] oder direkt intra-
koronar [22, 23] appliziert wurden. Zum Einsatz
kamen Skelettmyoblasten [16] oder unfraktio-
nierte [17, 18, 20—-23] oder CD133-selektionierte
[19] mononukledre Knochenmarkszellen. Die Er-
folge der Stammzelltherapie im Hinblick auf eine
Funktionsverbesserung des Myokards waren he-
terogen. Die besten Ergebnisse wurden erzielt
durch eine gleichzeitige Revaskularisierung des
Areals der Stammzelltransplantation mittels By-
passanlage [24]. Skelettmyoblasten zeigten ein
deutliches arrhythmogenes Potential, was eine
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prophylaktische Defibrillator-Implantation in die-
ser Patientengruppe notwendig machte und die
Sicherheit der Skelettmyoblasten-Transplantation
in Frage stellte [25-27].

Verschiedene Stammzelleffekte werden fiir ihre
kardioprotektive und kardioregenerative Wirkung
verantwortlich gemacht. Mesenchymale und ha-
matopoietische Stammzellen vermitteln parakrine
Effekte durch die Produktion von Zytokinen [28].
Sie unterstiitzen {iber angiogenetische Faktoren
die Revaskularisation ischdmischer Areale und
stabilisieren die Extrazelluldrmatrix und redu-
zieren das ventrikuldre Remodeling [29]. Anti-
apoptotische Mediatoren erhéhen die Ischamie-
toleranz des gefdhrdeten Myokards und kdnnen
die InfarktgroBe reduzieren. Des Weiteren kann
die Stammzelltransplantation (ber eine Aktivie-
rung von ortsansdssigen kardialen Stammzellen
die endogene Myokardregeneration unterstiitzen
[25].

Gerade ihre antiapoptotischen Effekte machen die
Stammzelltransplantation interessant fiir einen
Einsatz in der Akuttherapie, um ischdamische
Kardiomyozyten vor Apoptose zu bewahren und

die Infarktgrofle einzugrenzen. Unsere Arbeits-
gruppe hat in einem praklinischen Modell kiirzlich
gezeigt, dass vor allem der antiapoptotische
Effekt mesenchymaler Stammzellen zur Redu-
zierung der Infarktgréfie und Verbesserung der
Pumpfunktion flihrt [30]. In randomisiert-kontrol-
lierten Studien wurde die intrakoronare Appli-
kation von unselektionierten mononukledren
Knochenmarkszellen im Rahmen einer Akut-PTCA
im Herzkatheterlabor gegen Plazebo getestet [31,
32]. Obwohl die Ergebnisse erneut heterogen
waren, ist insgesamt eine moderate Verbesserung
der linksventrikuldren Pumpfunktion durch diese
Stammzelltherapie zu vermuten [33-37].

Durch Verwendung von autologen, patienteneige-
nen unselektionierten mononukledren Knochen-
markszellen wird eine Immunreaktion gegen die
Transplantatzellen verhindert. Dieser Ansatz hat
jedoch erhebliche Nachteile. Die biologischen
Eigenschaften der gewonnenen Zellen sind indivi-
duell sehrverschieden und hdangen unter anderem
vom Alter des Patienten, dessen Begleiterkran-
kungen und dem Gewinnungsverfahren ab. Diese
Heterogenitdt macht es schwierig, wenn nicht
unmoglich, eine reproduzierbare Zelltherapie zu

Abbildung 1

I Das TSI-Labor.

Die TSI-Lab-Mitglieder (von
links nach rechts: Christiane
Pahrmann (Lab Manager),
Danja Meyberg (Wiss MA),
Prof. Dr. med. Sonja Schrep-
fer (Leiterin), Mandy Kolk
(Wiss MA) und PD Dr. med.
Tobias Deuse (Oberarzt
thorakale Transplantation).
Die immunologische
Barriere verhindert bisher
den klinischen Einsatz der
allogenen Stammzelltrans-
plantation zur Regeneration
von geschddigtem, eige-
nem Gewebe. Ein besseres
Verstédndnis der zugrunde-
liegenden immunologi-
schen Mechanismen ist
unbedingt notwendig, um
die Transplantation von
allogenen Stammzellen in
die Klinik zu bringen. Das
TSI-Lab bearbeitet trans-
plantationsimmunologische
Fragestellungen in der
adulten und embryonalen
Stammzelltransplantation
mit aktuellsten Methoden.
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Abbildung 2

W Zellcharakterisierung

A. HLA-Typisierung von
humanen embryonalen
Stammzellen (H1 und Ho
Linie), durchgefiihrt im
HLA-Labor Stanford

(Dr. D. Tyan).

B. Links: Undifferenzierte
humane embryonale
Stammzellkolonie (hESC) in
Zellkultur. Mitte: Erzeugung
von humanen Embryoid
Bodies (hEBs) aus undiffe-
renzierten hESC mittels der
AgreWell 400-Technik.
Rechts: Formierte hEBs in
uniformer Grofle.

C. Histogramme von FACS-
Analysen. Obere Reihe:
Undifferenzierte hESCs sind
positiv fiir pluripotente
Marker wie SSEA-4 und
TRA1-60 und negativ fiir
SSEA-1. Untere Reihe:
Histogramme von differen-
zierten hESCs nach 45
Tagen in Kultur.

etablieren. Des Weiteren gibt es logistische
Probleme, eine Zellgewinnung und Verarbeitung
fiir die Akutversorgung jederzeit zu gewdhrleis-
ten. Obwohl bislang nicht abschlieBend geklart
ist, welche Knochenmarks-Stammzellpopulation
die groBten Erfolge bei der Myokardregeneration
zeigt, so wdre eine Aufreinigung mit Elimination
von mononukledren Immunzellen wiinschens-
wert. Eine Anreicherung mit mononukledren
Immunzellen, die den inflammatorischen Prozess
bestdrken, ist im akuten Myokardinfarkt kontra-
produktiv. AuBerdem konnte experimentell ge-
zeigt werden, dass eine in vitro Genmanipulation
von Stammzellen vor der Transplantation deren
Zytokinprofil andern und deren Wirkung deutlich
verstdrken kann [38-40].

Idealerweise stiinden also unbegrenzte, gut de-
finierte, aufgereinigte, vitale und funktionale,
genmanipulierte, in vitro expandierte Stamm-
zellen fiir die Zelltransplantation wahrend der
Akutversorgung des Myokardinfarktes zur Ver-
fligung. Dieser Ansatz ist jedoch nur liber eine
allogene Zelltransplantation denkbar, die bislang
an der immunologischen Inkompatibilitdat mit
Abstoung der Transplantatzellen scheitert.

Humane embryonale Stammzellen (hESCs), die
ausschlieBlich allogen transplantiert werden kon-

nen, haben noch ein deutlich gréfReres regenera-
tives Potential als adulte Stammzellen und kom-
men ebenfalls fiir die Myokardregeneration in
Frage. lhr grofter Vorteil ist ihre Pluripotenz, die
ihnen eine Differenzierung in Herzmuskelzellen
ermoglicht und somit enormes regeneratives
Potential verleiht.

Das TSl-Labor arbeitet mit den genehmigten
embryonalen Stammzellen H1 und Hg. Die genau-
en HLA Epitope wurden mittels HLA Typisierung
auf DNA Basis bestimmt (Abb. 2A). Aus den un-
differenzierten, in Kolonien wachsenden Stamm-
zellen werden spezialisierte Zellen, wie z.B.
Kardiomyozyten, generiert (Abb. 2B). Hierflr wird
die AggreWell g4o0-Technik (Stemcell Techno-
logies) angewendet. Als Differenzierungsprotokoll
nutzen wir das etablierte Protokoll von Keller et al.
[45]. Fiir die ersten 12 Tage werden die Zellen bei
5% C0,/5% 0,/90% N, kultiviert und anschlie-
Rend bei a 5% CO, weiterkultiviert. Durch den
Differenzierungssprung zu hEBs verlieren die
Zellen ihre Marker fiir Pluripotenz (SSEA-4,
Oct3/4, TRA1-60) und zeigen eine positive SSEA-1
Expression (Abb. 2C).

Aufgrund ihres frithen Entwicklungsstands und
der postulierten fehlenden Expression von immu-
nologisch relevanten Oberflachenmarkern wurden
Stammzellen als immunpriviligierte Zellen be-
trachtet [41]. Jedoch weisen sowohl adulte als
auch embryonale Stammzellen eine zwar geringe-
re, aber dennoch hinreichend starke MHC-I-
Expression auf, um eine allogene Immunreaktion
auszuldsen [41—43] und abgestoBBen zu werden.

Diese immunologische Barriere und die zur Ab-
stoBung flihrenden Mechanismen werden von uns
genauer definiert, um Ansdtze zur Umgehung der
Abstofiung zu finden.

Da bisher Uneinigkeit besteht, ob humane em-
bryonale Stammzellen, fetale Nabelschnurstamm-
zellen oder adulte Knochenmarksstammzellen fiir
eine klinische Therapie zu bevorzugen sind, unter-
suchen wir alle Zelltypen.

METHODE DER BIOLUMINESZENZ-
BILDGEBUNG IN DER
STAMMZELLTRANSPLANTATION

Humane embryonale Stammzellen (hESCs), die
ausschlieilich allogen transplantiert werden kon-
nen, haben ein deutlich gréf3eres regeneratives



Potential als adulte Stammzellen. |hr grofiter
Vorteil ist ihre Pluripotenz, die ihnen z.B. eine
Differenzierung in Herzmuskelzellen ermdoglicht
und somit enormes regeneratives Potential ver-
leiht.

Aufgrund ihres friihen Entwicklungsstands und
der postulierten fehlenden Expression von immu-
nologisch relevanten Oberflichenmarkern wurden
Stammzellen als immunpriviligierte Zellen be-
trachtet [1, 2]. Mittlerweile ist nachgewiesen, dass
embryonale Stammzellen eine zwar geringe, aber
dennoch hinreichend starke MHC-I-Expression
aufweisen, um eine allogene Immunreaktion aus-
zulésen und abgestofen zu werden [3-6].

Diese immunologische Barriere und die zur Ab-
stoBung fiihrenden Mechanismen miissen ge-
nauer definiert werden, um Ansdtze zur Um-
gehung der Abstoflung zu finden. Hierbei wird die
in-vivo-Darstellung transplantierter Stammzellen
im Wirtsorganismus einen erheblichen Einfluss
auf die Akzeptanz zellbasierter Therapiestrategien
haben.

Das TSlI-Lab ist im Universitdren Herzzentrum
Hamburg (Herz- und GefaBchirurgie; Klinik-
direktor: Prof. Dr. med. H. Reichenspurner) an-
gesiedelt. Die Zielsetzung unserer Arbeitsgruppe
ist unter anderem die Charakterisierung der
Immunbiologie von embryonalen Stammzellen in
Abhéngigkeit von ihrem Differenzierungsgrad. In
vivo sollen Stammzellmigration, Zelliiberlebens-
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rate und funktionelle Reorganisation nicht-invasiv
iberwacht werden um die Grundlagen der Stamm-
zellimmunbiologie zu verstehen fiir eine spatere
klinische Translation.

Eine bisher vielverwendete Moglichkeit, Stamm-
zellen in vivo darzustellen, ist die magnetische
Markierung der Zellen fiir die Magnetresonanz-
tomographie (MRT) [44]. Mittels der MRT-Tech-
nologie wurden stabile Uberlebensraten von
transplantierten Stammzellen nachgewiesen. Mitt-
lerweile wurde jedoch gezeigt, dass die Stamm-
zellen und somit die Eisenpartikel von Makro-

Lentivirus: CMV

Abbildung 3
Biolumineszenz Imaging
(BLI).
A. Mittels des IVIS 200
(in schwarz) von Caliper
kénnen Stammzellen longi-
tudinal in vivo liberwacht
werden.
B. Mittels BLI kbnnen quan-
titative Aussagen iiber das
Zelliiberleben gemacht wer-
den: Das Lichtsignal korre-
liert mit Zellzahl, ist nicht
auf andere Zellen iibertrag-
bar und erlischt sobald die
Zelle stirbt.

Abbildung 4
Zellmarkierung mit firefly
luciferase.
Die Zellen werden mittels
eines Lentivirus stabil mit
luciferase unter einem CMV-
Promoter transduziert.
Anschlieffend kénnen die
Zellen mittels Puromycin
selektioniert und purifiziert
werden. Abgebildet ist eine
hESC-Kolonie in der
Kernfdrbung DAPI (links)
und der Kontrolltrans-
duktion mit GFP (rechts).
Erfolgreich transduzierte
Zellen leuchten in Griin.
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Abbildung 5

I In vivo Ergebnisse mit BLI.
A. Biolumineszenz-Bildge-
bung zum Nachweis der
Tumorgenitdt von Stamm-
zellen: In immuninkompe-
tente Mduse transplantierte
humane embryonale
Stammzellen (hESC) am
Transplantationstag (do)
und am dritten bzw. fiinften
postoperativen Tag (d3, ds).
Nach 8o Tagen hat sich am
Transplantationsort ein
makroskopischer Tumor
(Teratom) entwickelt, der
makroskopisch und mittels
BLI nachweisbar ist.

Das Teratom wurde durch
Nachweis von Zellen aller
drei Keimbldtter histolo-
gisch bestiitigt.

B. Biolumineszenz-Bildge-
bung zum Nachweis der
Abstofungskinetik: hESCs
wurden in Balb/C-Mduse
transplantiert und mittels
BLI am Transplantationstag
(do) und am dritten bzw.
fiinften postoperativen Tag
(d3, ds) iiberwacht. An Tag
5 waren die hESCs abge-
stof3en. Eine Woche spdter
wurden hESCs in die kon-
tralaterale Seite der glei-
chen Mduse transplantiert
und mittels BLI eine akzele-
rierte und somit adaptive
Immunantwort nachgewie-
sen, da die Zellen bereits
am dritten Tag abgestofien
waren.

C. Der Elispot fiir die IFN~-
Sekretion von TH1-Zellen
der gleichen Tiere deutet
auf eine zelluldr vermittelte
AbstofSung hin und besta-
tigt die mittels BLI nachge-
wiesene adaptive Immun-
antwort.
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phagen aufgenommen wurden und letztendlich
die Makrophagenmigration visualisiert wurde [44].

Die moderne Biolumineszenz-Bildgebung basiert
auf der hochempfindlichen Messung von in vivo
emittiertem Licht [45]. Generiert wird dies durch
transgene Expression lumineszierender Enzyme
(Luciferase) oder passiv durch dufiere Anregung
fluoreszenter Proteine. Mittels einer hochemp-
findlichen CCD-Kamera wird das fiir das mensch-

liche Auge nicht wahrnehmbare Licht detektiert,
gemessen und in Echtzeit auf ein Bild des Modells
projiziert.

Reporter Gene Imaging ermdglicht die Dokumen-
tation von Anzahl, Lokalisation, Proliferation und
Zelltod transplantierter Stammzellen in vivo, in-
dem der ATP-Gehalt der Zellen als Photonen pro
Sekunde mittels eines Luciferase Detektions-
systems gemessen wird (Xenogen, CA, USA). Da



die Entstehung des Lichtsignals ATP-abhédngig ist,
erlischt das Signal bei Zelltod und kann nicht auf
andere Zellen durch Fusion oder Makrophagen-
Aufnahme Ubertragen werden. Diese neue ele-
gante Methode erlaubt auBerdem wiederholte
Messungen im gleichen Tier und ist signifikant
sensitiver als herkdmmliche Methoden wie
Histologie, lacZ Fdrbungen etc. Mittels des
IVIS200 konnen bis zu fiinf Mduse simultan
gemessen werden. Hierfiir wird andsthesierten
Mausen 200 pl Luciferin i. p. appliziert, das entste-
hende Lichtsignal mittels IVIS200 quantifiziert
und anschlieBend als Photonen pro Sekunde
(total flux) und als Loglphotons/secl dokumentiert.
Das Lichtsignal korreliert mit zunehmender
Zellzahl und erlischt mit Zelltod (Abb. 3).

METHODE

Die stabile Transduktion der undifferenzierten
Stammzellen erfolgt retroviral mittels Lentivirus
unter einem CMV-Promoter. Die Zellen kdnnen
nach Transduktion durch ihre Puromycin-Resis-
tenz purifiziert und weiter expandiert werden. Wir
haben eine gute Transduktionseffizienz bei hoher
Zellviablilitdt beobachtet (Abb. 4).

NACHWEIS DER TUMOR-
GENITAT VON EMBRYONALEN
STAMMZELLEN

Als Kontrollgruppe unserer Transplantatstudien
dienten T-Zell-defiziente und somit immuninkom-
petente Balb/C nude-M&use (Abb. 5A). In diesem
Wirtorganismus fand aufgrund der fehlenden
T-Zellen keine zelluldare Abstoung der undiffe-
renzierten hESC statt. Aufgrund der fehlenden
Immunreaktion bilden transplantierte undifferen-
zierte hESC Teratome [9], die mittels BLI longitudi-
nal in vivo iberwacht werden kénnen. Nach eini-
gen Wochen wird der Tumor auch makroskopisch
sichtbar und kann mittels Histologie und Nach-
weis von Zellen aller drei Keimblatter dokumen-
tiert werden.

NACHWEIS DER
ABSTOBUNGSKINETIK

Mittels BLI haben wir die AbstoBungskinetik von
hESC dokumentiert und die Rolle der angebore-
nen versus adaptiven Immunitdt in vivo unter-
sucht. Erstmals kann longitudinal in vivo nach-

i. v. Injektion

gewiesen werden, wie lange die Stammzellen
iberleben. Hierdurch ist es moglich, bei wieder-
holter Stammzelltransplantation zu dokumen-
tieren, ob ein toleranter Status erreicht wird
oder eine akzelerierte Abstofiung stattfindet
(Abb. 5B). Hierfiir wurden fluc-markierte hESCs
intramuskuldr in den rechten Oberschenkel von
Balb/C-Mdusen transplantiert. Die Zellen wurden
innerhalb von 7 Tagen abgestof3en. Bei Re-Trans-
plantation der gleichen Zellen wurde eine akzele-
rierte Abstofung innerhalb von 3 Tagen dokumen-
tiert, was fiir eine adaptive Immunantwort spricht
(Abb. 1B: Reinjektion). Die BLI Daten korrelierten
mit unseren unidirektionalen ELISPOT-Daten fiir
IFNy produzierende TH1-Zellen. Hierfiir wurden
1x107 Mitomycin-inhibierte hESCs mit 1x106 Milz-
zellen der transplantierten Maduse inkubiert und
die IFNvy-Sekretion (TH1-Antwort) anhand der
Spotanzahl mittels ELISPOT Reader gemessen
(Abb. 5C).

NACHWEIS
DER ZELLMIGRATION

Die beste Applikationsart von Stammzellen zur
Myokardregeneration nach Herzinfarkt ist bisher
nicht definiert. In Frage kommen intravendse,
intrakoronare und intramyokardiale Applikations-
formen. Mittels BLI haben wir dokumentiert, dass
die intravendse Applikation von Stammzellen zur
Myokardregeneration ungeeignet ist (Abb. 6).
Nach intravendser Injektion von 1x105 Stamm-
zellen wurden mittels BLI die Mehrzahl der Zellen
in der Lunge gefunden (Abb. 6A). Aufgrund der
GroBendiskrepanz von Stammzellen und Durch-
messer der Lungenkapillaren blieb die Mehrzahl

Histologie

Abbildung 6
Biolumineszenz-Bild-
gebung zum Nachweis der

Stammzellmigration.

A. Intravends applizierte
Stammzellen wurden
bereits 5 Minuten nach
Injektion mittels BLI in der
Lunge nachgewiesen. Auf-
grund ihrer Grof3e bleiben
sie in den Lungenkapillaren
hédngen.

B. Mittels Histopathologie
wurden die BLI-Ergebnisse
bestdtigt. Hierfiir wurden
hESCs vor Injektion mit
dem griinfluoreszierenden
Farbstoff CSFE gefdrbt
(oben: H+E; unten: CSFE).
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der Stammzellen im Gefa3bett der Lunge hangen.
Dieses Ergebnis wurde mittels Histolopathologie
bestatigt (Abb. 6B). Hierfiir wurden die Stamm-
zellen vor Injektion mittels CSFE gefarbt und
anhand ihrer Griinfluoreszenz im Fluoreszenz-
mikroskop nachgewiesen.

FAZIT

Embryonale Stammzellen stellen aufgrund ihrer
Pluripotenz eine vielversprechende Zellpopula-
tion zur Myokardregeneration dar. Aufgrund ihres
undifferenzierten Stadiums zeigen sie zwar eine
geringere Immunogenitdt als adulte, differenzier-
te Zellen, dennoch induzieren sie eine starke
Immunreaktion nach Transplantation. Diese im-
munologische Hiirde muss tiberwunden werden,
bevor embryonale Stammzellen fiir den klinischen
Einsatz zur Verfligung stehen.
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