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1. Einleitung

Herz-/Kreislauferkrankungen sind weiterhin die hgste Todesursache in den

Industrienationen bei Erwachsenen. Hierbei spisl@nallem die koronare Herzerkrankung
und deren akute Komplikation, der akute Myokardikifaeine vorrangige Rolle. Dank

verbesserter Therapieverfahren und breiterer Vgusay sank die Sterblichkeit an koronarer
Herzerkrankung in Deutschland, den USA und den tereiwesteuropaischen Landern jedoch
seit Beginn der 1980er Jahre deutlich [95]. Inshdsce die immer hoéhere Effizienz der
Wiedereroffnung von BlutgefaRen mittels perkutakeronarintervention (PCI) sind daftr

malf3geblich verantwortlich. Die Optimierung der ahRekanalisierung konnte den Antell
des geretteten Myokards erhéhen und die Mortabgitken. Die dem Heilungsprozess
zugrunde liegenden Mechanismen sind bisher jedoch nicht vollstandig verstanden.

Es wird vermutet, dass zirkulierende Vorlauferzekene wichtige Rolle im Heilungsprozess
spielen kdénnen, da sie Angiogenese, VaskulogenedeReendothelialisierung stimulieren

[72]. Vorlauferzellen sind Abkémmlinge adulter Stamellen und werden im akuten

Myokardinfarkt aus dem Knochenmark mobilisiert [L3ZFierexperimentell wurden nach

einem Myokardinfarkt endotheliale Vorlauferzellem alen Grenzen des Infarktareals
nachgewiesen [7]. Uber deren Wirkungsweise sowiererde Beeinflussung des

Heilungsprozesses im Myokardinfarkt ist bisher wdrekannt.

Des weiteren ist die Entziindungsreaktion von grd®teutung fir den Heilungsprozess.
Versuche die Entziindungsreaktion mit Kortison naiclem Myokardinfarkt zu supprimieren

endeten mit katastrophalen Ergebnissen aufgrundlictewergroferter Infarktareale [119].

Im Rahmen der Entziindungsreaktion kommt es zurcdhigting zahlreicher Zytokine, deren
Zusammenspiel fur die Steuerung des zeitlichen Wbt der Entziindungsreaktion wichtig
ist.

Eine genauere Kenntnis der nach einem Myokardibfatidaufenden Prozesse kodnnte

letztendlich neue Therapieoptionen moéglich machen.

1.1. Koronare Herzkrankheit

Verschiedene Risikofaktoren fur die koronare Heamkheit (KHK) sind bereits bekannt:
zum einen konstitutionelle Faktoren wie genetisboisposition, Lebensalter und Geschlecht,

zum anderen beeinflussbare Faktoren wie Hyperclesie@mie, Rauchen, arterielle



Hypertonie und Diabetes mellitus. Die Erforschurgjterer Risikofaktoren ist die Grundlage
vieler aktueller Studien.

Bei der KHK bestehen atherosklerotische Verandesnrer Koronararterien. Atherosklerose
entsteht Gber den Zeitraum von vielen Jahren. Ratséhreiten der Atherosklerose ist ein
diskontinuierlicher Prozess. Anfanglich bilden sidpideinlagerungen in die Intima media,
die einen inflammatorischen Stimulus darstellen].[9Bie betroffenen Endothelzellen
reagieren indem sie Adhasionsmolekiille exprimierdie die Leukodiapedese in die
GefalBwand ermdglichen. Monozyten differenziererMakrophagen, aus denen sogenannte
Schaumzellen entstehen, die mit Lipiden Uberladam. sDabei spielen ,scavenger-
Rezeptoren eine wichtige Rolle, Gber welche Makagem oxidiertes LDL ungehemmt und
konzentrationsunabhangig aufnehmen und speichemekd Die so entstandene Lasion wird
auch fatty streak” genannt. Durch die Freisetzwmy proinflammatorischen Zytokinen
kommt es zu einer weiteren Steigerung der Entzigsheaktion sowie zu einer Proliferation
der glatten Muskelzellen in der Gefal3wand [149]tddianderen induzieren Interleukin-1 und
Tumor-Nekrose-Faktoo die lokale Produktion von Wachstumsfaktoren, dig wie
Entstehung der atherosklerotischen Plague und damitd zusammenh&ngenden
Komplikationen entscheidend ist. Demgegentber ieh#én andere Zytokine wie z.B.
Interferony die Proliferation von glatten Muskelzellen. Esgtoein Gewebeumbau bei dem
eine Plaque mit fibroser Deckplatte und Lipidkemtseeht. Die atherosklerotische Léasion
enthalt Zytokine, die insbesondere die Thl-Antwiérdern [53]. Die aktivierten T-Zellen
differenzieren daher vor allem zu Thl-Zellen, diederum das Makrophagen-aktivierende
Zytokin Interferony bilden. Dies |6st eine Kaskade von proinflammaitdren Reaktionen
aus, die das Fortschreiten der Atherogenese wa#giinstigen [141]. Das Einsprossen von
Gefallen aus den Vasa vasorum der Arterie kann nereme Komplikationen fihren. Zum
einen konnen Leukozyten und Zytokine vermehrt ia Bilaque gelangen und damit die
Entztndungsreaktion weiter verstarken. Zum andbesteht die Gefahr einer Einblutung in
die Plague sowie eines durch die GefalReinsprossthiihten Risikos fir eine Plagueruptur
[33]. Bei einer Plaqueruptur kommt es durch diethibogene Potenz des Plaqueinhalts zu
einer Thrombozytenaktivierung mit nachfolgenderorhbose und somit zu einem patrtiellen
oder kompletten Gefal3verschluss, der an den Kagefi#ien zu einem akuten
Koronarsyndroms fiihren kann.

Symptome treten gewohnlich erst dann auf, wenn dherosklerose zu einer
Perfusionsstérung fuhrt, die ein Missverhaltnis \®euerstoffbedarf und Sauerstoffangebot

verursacht. Physiologischerweise passen sich dieortapien durch Dilatation dem



vermehrten Sauerstoffbedarf des Myokards an. Bashgidigte Endothel bei Atherosklerose
fuhrt jedoch zu Regulationsstérungen der Vasoditata Daflr ist unter anderem die
unzureichende Produktion von NO (Stickoxid) ursgthl

Nicht nur das Ausmal3 des durch Atherosklerose redamn Lumens der Koronarien kann zu
einem Missverhéltnis fihren. Auch vermehrter Sao#ftedarf des Myokards wie bei

ausgepragter linksventrikularer Hypertrophie (zl&i Aortenstenose) oder vermindertes
Sauerstoffangebot des Blutes bei schwerer Anamiénnén ein Sauerstoffdefizit mit

entsprechender Symptomatik verursachen.

Die KHK kann zu folgenden klinischen Manifestatian&ihren: Stabile Angina pectoris,
Herzrhythmusstorungen, plétzlicher Herztod, iscls@ime Kardiomyopathie und dem akuten
Koronarsyndrom, das die instabile Angina pectoriswis den Myokardinfarkt

zusammenfasst.

1.2. Myokardinfarkt

Der Myokardinfarkt ist die Folge einer plotzlich@erfusionsminderung des Myokards nach
thrombotischem Verschluss einer Koronararterie.sDyeschieht weniger durch eine sich
langsam entwickelnde Atherosklerose einer Koromawiarsondern durch Fissur, Ruptur oder
Ulzeration einer atherosklerotischen Plaque. Di€sdaliverletzung verursacht tUber die
Aktivierung der Thrombozyten die Bildung eines Tintlmus und damit einen
Gefallverschluss. Verschiedene Faktoren kénnenrmr &laqueruptur fihren. Zum einen
kann die Lipidanreicherung der Plaque zu einer &mssierung der fibrosen Deckplatte
(,cap®) fuhren. Zum anderen produzieren die eingadesten Makrophagen und T-Zellen
proinflammatorische Zytokine und Proteasen, die dadlagen des fibrésen ,caps”
degradieren und die Bildung einer stabilen Placgraimdern kdnnen [2, 64, 65, 155].
Seltener konnen auch der embolische Verschluss eKmonararterie, ein Gefal3spasmus,

GefalRmissbildungen oder entziindliche GefalRerkraggeuau einem Myokardinfarkt fihren.

Das Ausmal3 des durch den Gefallverschluss entseandéyokardschadens hangt von der
Lokalisation des Verschlusses, dem Grad und dereDatdes Verschlusses, dem
Vorhandensein von Kollateralarterien und dem Saoibedarf des betroffenen Myokards
ab.



Wahrend das zentrale Areal des Infarktes irrevergieschadigt ist, kann das Schicksal des
umgebenen Gewebes, das sogenannte ,Myocardiurskat moch beeinflusst werden. Dabei
spielt insbesondere die zeithahe Reperfusion sotwe Reduktion des myokardialen
Sauerstoffbedarfs eine Rolle. Thrombolyse und parieli Koronarintervention (PCI) kénnen
die Wiederherstellung des Blutflusses im verscldosa Gefald gewahrleisten. Bei ca. einem
Drittel der Patienten mit Myokardinfarkt kommt emerhalb von 24 Stunden spontan zur
Wiederherstellung der normalen Perfusion. Bei di®&aientengruppe kann die Intervention
die Normalisierung der Perfusion beschleunigendardit die Grof3e des Infarktes limitieren.
Im Tiermodell konnte ein direkter Zusammenhang zivesn der Dauer des Gefal3verschlusses
und dem Ausmald der myokardialen Nekrose nachgemwmseden [118]. Der myokardiale
Zelltod beginnt 20 Minuten nach Gefal3verschluss ishchach ca. 6 Stunden vollstandig
abgeschlossen. Dieses Zeitfenster kann durch ghie$allmanagement sowie durch

unbeeinflussbare Faktoren wie vorbestehende Kadligggerung verlangert werden.

1.3. Entzindungsreaktion beim Myokardinfarkt

Innerhalb von Minuten nach einer myokardialen Isciea kommt es zu reversiblen
Schédigungen der Kardiomyozyten. Nach 20-40 Minetatstehen irreversible Schadigungen
der Zellen, die zur Zellnekrose fihren kénnen. Delduwird eine Entziindungsreaktion
initiiert, die durch Reperfusion des ischdmischereats noch beschleunigt und gesteigert
wird [52]. Die negativen Effekte der Entziindung&tem konnten in experimentellen Studien
beobachtet werden, die eine schadigende Wirkunginddrierenden Leukozyten und der
Entziindungsmediatoren auf die Kardiomyozyten zeigie einer tierexperimentellen Studie
wurde eine verminderte InfarktgroBe bei Hunden naéhbe von Kortikosteroiden
nachgewiesen [94]. Eine nachfolgende Studie, bei FEatienten mit Myokardinfarkt
Methylprednisolon verabreicht wurde, zeigte katgstale Ergebnisse mit einem deutlich
vergrol3erten Infarktareal [119]. Daraus wurde ggfdl dass die Entzindungsreaktion nicht
nur negative Effekte hat, sondern essentiell fér Regeneration des Gewebes ist. Zytokine
werden vom infarzierten Myokard ausgeschuttet uinthen so die Entziindungsantwort nach
einem Myokardinfarkt regulieren. Dabei scheint id@mplementaktivierung einen wichtigen
Faktor fur die Auslosung der Zytokinkaskade damdiest. Die Zytokine beeinflussen sich
gegenseitig sowie die Leukozytenmigration, was ar @&ntzindungsphase nach einem
Myokardinfarkt insbesondere von groRer Bedeutumgdié@ Beseitigung der toten Zellen ist

[44, 45, 47]. Diese akute lokale Entziindungsreaktard im weiteren Verlauf durch eine



Suppression der Zytokinsynthese beendet und getlieifPhase des fibrosen Umbaus Uber.
Fur den Ruckgang der Entindungsreaktion scheinen Zgtokine Interleukin-10 und
transforming growth Factor (TGH)-eine wichtige Rolle zu spielen [51, 85].

Das Zusammenspiel der stimulierenden und suppremdEn Faktoren ist fir die
Heilungsprozesse nach einem Myokardinfarkt esdentie

Die inflammatorischen Prozesse sind jedoch nichkallo begrenzt. Post-mortem-
Untersuchungen der Koronararterien von am akuteokstglinfarkt verstorbener Patienten
zeigten nicht nur eine diffuse T-Zell-Aktivierung den betroffenen Gefal3en sondern auch an
den GefalRen des nicht betroffenenen Myokards [I3ié]systemische Immunantwort ist eine
Folge der Zytokinfreisetzung. Das Zytokin Interleuk induziert in der Leber die Produktion
von C-reaktivem Proteins (CRP) [6]. Eine positiv@rtelation zwischen CRP und der
Infarktmortalitdt konnte bereits nachgewiesen weydelaher hat das Ausmald der

systemischen Entziindungsreaktion eine klinischevRelz [160].

1.4. Zirkulierende Vorlauferzellen

1.4.1. Ubersicht

Die Vermehrung und Differenzierung von embryongkammzellen sind die Voraussetzung
fur die Entstehung von Gewebe und Organen. WahdendEmbryonalentwicklung geht die
Pluripotenz der Stammzellen verloren. Adulte Staeltem kbnnen zu Vorlauferzellen
differenzieren, die nur noch eine eingeschranktehigk&it zur Replikation und
Differenzierung haben.

1997 wurden erstmals zirkulierende Vorlauferzelbmschrieben, die unter experimentellen
Bedingungen in der Lage waren neue Gefal3e zu bi8len

Es konnte gezeigt werden, dass sie VaskulogenedeAngiogenese beeinflussen und die
Erneuerung von Endothel verletzter Blutgefal3e dteren konnen [72]. Dadurch kdnnte die
Mobilisation von Vorlauferzellen einen physiolodien Reparaturmechanimus des Korpers

darstellen.



1.4.2. Klassifikation von Stamm- und Vorlauferzalle

Im Knochenmark sind 0,1% der Zellen Stamm- und &ddrzellen [150]. Die Stammzellen
werden Kklassifiziert in  hamatopoetische und nldhitaatopoetisch bzw. mesenchymale
Stammzellen.

Mesenchymale Stammzellen (MSC) kdnnen in Myozy@steoblasten, Chrondrozyten und
Adipozyten differenzieren. Sie lassen sich von hapaetischen Zellen insbesondere tber
das Fehlen der Oberflachenmarker CD45 und CD34raafteiden. Aufgrund des in vitro
nachgewiesenen Potentials zu proliferieren und sicmehrere verschiedene Zelltypen zu
differenzieren, werden mesenchymale Stammzellen aksil des korpereigenen
Reparaturmechanismus bei Gewebsschadigung verm[#Bf. Im Rahmen eines
Myokardinfartks konnte tierexperimentell bereitcingewiesen werden, dass mesenchymale
Stammzellen ins infarzierte Myokard rekrutiert wamd14]. Kleinere Studien an Patienten
zeigten, dass die Injektion von mesenchymalen Vtelaellen die linksventrikuldre Funktion
nach Myokardinfarkt verbessert [27].

Hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen (HSChnkd in alle ha&matopoetische
Zelllinien differenzieren. Deren Oberflachenmarkd»34 wird zur Identifizierung der HSCs
angewendet und dient zur Unterscheidung gegenulesemshymalen Stammzellen. In
mehreren Studien ergaben sich Hinweise, dass H8Ciaunicht-hAmatopoetische Zellen wie
Muskelzellen und Endothelzellen differenzieren k&mifi23, 166]. 1997 gelang es Asahara et
al. am Menschen zirkulierende Vorlauferzellen aliesen, die den HSC-Oberflachenmarker
CD34 exprimieren und in der Lage waren zu Endo#ilela zu differenzieren und in vitro
Gefalstrukturen zu bilden [8].

Vorlauferzellen, die sowohl HSC-Marker wie CD34 pd&D133 als auch Endothelmarker
wie VEGFR aufweisen, werden als endotheliale Vddéaellen angesehen. Die Definition
und spezifischen Charakteristika von endothelidlerlauferzellen werden jedoch weiterhin
kontrovers diskutiert. Zum einen koénnen auch Staeliemz ohne HSC-Marker wie
mesenchymale Stammzellen endotheliale Marker exgram und damit eine weitere
unabhangige Population endothelialer Vorlauferpeltiarstellen. Zum anderen bleibt es
unklar, inwieweit endotheliale Vorlauferzellen vdréamatopoetischen Vorlauferzellen zu
unterscheiden sind. Manche Autoren vermuten, da$¥CskE und HSCs getrennte
Zellpopulationen mit einem gemeinsamen VorlaufeemdHamangioblasten, sind [150].
Andere Autoren gehen davon aus, dass EPCs aus S8@wgehen und damit eine strenge
Trennung nicht moglich ist [151]. Zuséatzlich wirdnmutet, dass Vorlauferzellen im Verlauf

der Differenzierung unterschiedliche Oberflacherkeaaufweisen.



1.4.3. Marker von endothelialen und hdmatopoetische
Vorlauferzellen

Die von Asahara et al. beschriebenen Vorlaufemzetiée in der Lage waren neue Gefalde zu
bilden, waren durch den Oberflachenmarker CD34 atttarisiert [8]. CD34 ist ein
membranstandiges Protein mit einem Molekulargewront 116 kD. Es wird auf Stamm- und
Progenitorzellen exprimiert aber auch auf Endot#ildn [22, 42]. Die Expression von CD34
ist bei unreifen Zellen am hdchsten und nimmt j@evesich die Zellen differenzieren ab. Die
Expression von CD34 auf differenzierten Endothé&rektellt jedoch insofern ein Problem
dar, da unter pathologischen Umstanden wie im Msahkéarkt Endothelzellen vermehrt im
Blutkreislauf zirkulieren kénnen [105]. Die Messuwgn Vorlauferzellen mittels CD34 kann
damit durch CD34-positive Endothelzellen verfalschierden. Daher sind weitere
Oberflachenmarker notwendig um Vorlauferzellen eirtdy abzugrenzen.

CD133 ist ein transmembranales Glykoprotein, ddasStammzellen und Vorlauferzellen
exprimiert wird, jedoch nicht auf differenziertemdothelzellen und Monozyten vorkommt
[63]. In vitro konnte bereits gezeigt werden, d&$3133-positive Zellen in Endothelzellen
differenzieren kénnen [57]. Die Verwendung von CB1Bietet den Vorteil, dass die
gesuchten Vorlauferzellen von zirkulierenden reitamdothelzellen eindeutig unterschieden
werden konnen. Dies ist von Bedeutung, da wahremese Myokardinfarkts reife
Endothelzellen vermehrt in den Blutkreislauf gelmg und damit die
Untersuchungsergebnisse verfalschen konnten.

Einen weiteren Marker endothelialer Vorlauferzellstellt der auf reifen Endothelzellen
vorkommende VEGF(vascular endothelial growth fgeRezeptor2 dar [152].

Es wird vermutet, dass Vorlauferzellen im LaufeerhrReifung eine unterschiedliche
Auspragung ihrer exprimierten Antigene aufweiseiM1@3+/CD34+Zellen werden als die
weniger reifen Vorlauferzellen angesehen, im Vechleu den CD34+/VEGFR2+Zellen, die
bereits einen Endothelzellmarker besitzen [62]. D#nzahl der zirkulierenden
Vorlauferzellen, die sowohl CD34, CD133 als auchGHR2 exprimieren, wird in der
Literatur als sehr gering eingeschatzt. Peichewalerdneten 0,002% der zirkulierenden
mononukleéren Zellen als CD34+CD133+VEGFR2+Zelien EL5].

Eine weitere Studie untersuchte Vorlauferzellen Baiienten mit akutem Myokardinfarkt.
Dabei wurden sowohl CD34+Zellen, CD34+CD133+Zellend CD34+VEGFR2+Zellen
analysiert. Alle drei Zellpopulationen stiegen biag 4 nach Myokardinfarkt an, wobei der

Anstieg der CD34+CD133+Zellen am héchsten war [6R]es lasst vermuten, dass
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insbesondere die CD34+CD133+Zellen eine Rolle ben dReparaturmechanismen im
Myokardinfarkt spielen.

Es wird weiterhin kontrovers diskutiert, ob enddtde Vorlauferzellen und
CD34+Vorlauferzellen getrennte Populationen ddestel oder ob endotheliale
Vorlauferzellen eine Subpopulation der CD34+Vor&igéllen sind bzw. ob endotheliale

Vorlauferzellen aus CD34+hamatopoetischen Stamerzékkrvorgehen.

1.4.4. Mobilisation von Vorlauferzellen

Die Anzahl der zirkulierenden Vorlauferzellen wirdon unterschiedlichen Faktoren
beeinflusst. Bei Patienten mit kardiovaskularenik®isktoren korreliert die Anzahl der
Risikofaktoren negativ mit der Anzahl der zirkuéaden endothelialen Vorlauferzellen [70,
158]. Eine erniedrigte Anzahl von endothelialen l§loferzellen wiesen auch Patienten mit
praklinischen atherosklerotischen Gefal3veranderuragd [28, 70]. Urséachlich kann zum
einen eine verminderte Mobilisierung der Vorlauédlen aus dem Knochenmark sein, zum
anderen ein erhohter Verbrauch der Vorlauferzelldarch die Gefal3schadigung.
Demgegenuber werden endotheliale Vorlauferzellannb@kardialen Ischdmien wie beim
akuten Koronarsyndrom verstarkt mobilisiert [13B@jies wurde in einer weiteren Studie
sowohl fur Vorlauferzellen mit einem endotheliaMarker und einem HSC-Marker (VEGFR
und CD34) als auch fur CD34+CD133+Vorlauferzellastitigt [62]. Auch ein vaskuléres
Trauma kann einen raschen Anstieg der zirkulierenttwlauferzellen auslésen [61]. Es wird
vermutet, dass der Anstieg zum einen durch diearsah bzw. das Trauma selbst, zum
anderen durch die systemische Entzundungsreakaamsacht wird [131]. Dabei spielt die
Freisetzung von Mediatoren eine grof3e Rolle. Est@bereits nachgewiesen werden, dass
Zytokine wie G-CSF, GM-CSF, Interleukine wie IL-I,-3, IL-12, Chemokine wie IL-8,
VEGF und SDF-1 sowie das Glykoprotein-Hormon Emypuetin die Mobilisation von
Stamm- und Vorlauferzellen aus dem Knochenmark nfilessen koénnen [9, 86].
Insbesondere SDF-1 und VEGF werden bei der akusammaimie vermehrt in den
Blutkreislauf freigesetzt und kodnnen so im Knocharkn die Mobilisation von
Vorlauferzellen Uber einen MMP-9 (Matrix Metallopemase-9)-abhangigen Mechanismus
induzieren [68, 89, 116, 134]. Klinische Studiemkten bereits eine Erh6hung der Anzahl
der zirkulierenden endothelialer Vorlauferzellen rafu die Gabe von G-CSF und
EPO(Erythropoietin) nachweisen [12, 67, 170]. Aubhi der Gabe von HMG-CoA-
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Reduktase-Hemmern (Statinen) zeigte sich bei Ratiemit koronarer Herzerkrankung eine

vermehrte Freisetzung zirkulierender endotheliglaiauferzellen [157].

1.4.5. Rekrutierung von Vorlauferzellen

Aufgrund der geringen Anzahl zirkulierender Vorkaellen ist nicht nur deren Mobilisation
in den Blutkreislauf, sondern auch deren Rekrutigraum Zielorgan, das ,Homing", von
besonderer Relevanz. Zunachst werden die Vorléeiferzan den Ort der Ischamie gelenkt,
wobei SDF-1 eine wichtige Rolle zu spielen schdR¥]. In vitro konnte bereits eine
Vorlauferzellmigration durch SDF-1 nachgewiesen deer [101]. Der einzige bekannte
Rezeptor von SDF-1 ist CXCR4, der auf Vorlaufeeelexprimiert wird [163]. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass die Interaktion vonF-3Dund CXCR4 wéhrend der
Embryogenese eine wichtige Funktion fur die Hameése, die Kardiogenese und die
Entwicklung der Gefale hat [106, 142]. Daher witmutet, dass die SDF-1/CXCR4-
Interaktion flr das Homing der Vorlauferzellen efadle ausschlaggebend ist.

Bei endothelialen Vorlauferzellen kommt es letttlmu einer Adhasion an das Endothel, das
durch Zytokine bzw. durch die Ischamie aktiviett i;nd anschlie3end zu einer Migration der
Vorlauferzelle durch das Endothel [154]. Adhasiond uTransmigration werden durch
Integrine vermittelt, insbesondere das beta2-limegreigte sich im Tierversuch von

essentieller Bedeutung [26].

1.4.6. Physiologische Reparaturmechanismen durdkuliarende

Vorlauferzellen

Die Mobilisation von Vorlauferzellen kann als phoisigischer Reparaturmechanismus des
Korpers gesehen werden.

Bisher wurde angenommen, dass die Formation neluggeBilRe im ischamischen Gewebe
ausschlief3lich durch die Proliferation und Migratiortsstandiger Endothelzellen vermittelt

wird, im Sinne einer Angiogenese. Die Neubildung w@efal3strukturen, die Vaskulogenese,
wurde ausschlief3lich in der Embryonalphase vorkonumeermutet. 1997 konnten jedoch

Asahara et al. endotheliale Vorlauferzellen nackemi die unter experimentellen

Bedingungen neue Gefalie bilden konnten [8]. Dargdeen sich erste Hinweise, dass nicht
nur die ortsstandigen Zellen zur Revaskularisiernagh einer Ischamie beitragen, sondern

auch im Blutkreislauf zirkulierende Vorlauferzellexsine wichtige Rolle spielen kénnten
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indem sie die Angiogenese beeinflussen und audberkdar Embryonalzeit eine
Vaskulogenese ermoglichen.

Im Tierversuch wurde bei Mausen nach einem Myokdadkt Knochenmarksvorlauferzellen
infundiert. Es zeigte sich bei den behandelten Mawsne verbesserte Kontraktilitdt und eine
kleinere Infarktnarbe. Zusatzlich konnten mittels arklerung im Infarktgewebe
transdifferenzierte aus dem Knochenmark stammerelierZz nachgewiesen werden [113].
Daher wurde primér vermutet, dass die Verbesserdeg Myokardfunktion Uber die
Transdifferenzierung von Vorlauferzellen in Kardymayten funktioniert. Andere Studien
konnten jedoch keine Hinweise fir eine Transdiffiererung von Knochenmarkszellen in
Kardiomyozyten finden [104, 109]. Auch Zellfusiongrerden als Ursache diskutiert [37].
Eine weitere Madglichkeit, wie Vorlauferzellen ihr@/irkung entfalten kdnnen, ist die
Ausschittung von Zytokinen, welche die physiologest Reparaturmechanismen verstarken.
In vitro konnte nachgewiesen werden, dass endatkeWorlauferzellen IL-8 und VEGF
freisetzen, welche eine wichtige Rolle in der Neskwdarisation spielen [131, 168].
Tierexperimentell konnte eine durch Ischamie awsiel Mobilisation von endothelialen
Vorlauferzellen nachgewiesen werden, die im Sinneseendogenen Reparaturmechanismus
zur Neovaskularisierung und Reendothelialisierueg idchamischen Areals beitragen konnte
[7, 144].

1.5. Zytokine
1.5.1. Ubersicht

Zytokine sind Proteine, die eine wichtige Rolleder Interaktion der Zellen untereinander
haben. Im wesentlichen werden fiinf Hauptgruppe®raohieden: Interferone, Interleukine,
koloniestimulierende Faktoren, Tumornekrosefaktaned Chemokine.

a) Interferone sind Zytokine die insbesondere @al®, antitumorése und
immunstimulierende Wirkungen haben. Sie werdenal@m von Leukozyten, Fibroblasten
und T-Lymphozyten gebildet. Zuséatzlich konnen siercd ihr antiproliferatives und
immunmodulatorisches Potential Metabolismus, Wachstind Differenzierung von Zellen

beeinflussen. Die drei wichtigsten Interferone difld-alpha, IFN-beta und IFN-gamma.
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b) Interleukine sind Peptidhormone, die der Komrkation zwischen Leukozyten und
anderen am Immunsystem beteiligten Zellen dienendigsen gehéren unter anderen die in
dieser Studie gemessenen Zytokine IL-6, IL-8, f_tihd IL-12.

c) Koloniestimulierende Faktoren sind Wachstumsfeki, die verantwortlich fir die
Proliferation und Differenzierung von hamatopodiet Zellen sind. Zu diesen gehéren zum
einen Erythropoetin, das die Bildung von Erythrenytanregt, zum anderen G-CSF
(Granulocyte-Colony Stimulating Factor), das ein@&fachstumsfaktor der Leukozyten
darstellt.

d) Tumor-Nekrose-Faktoren sind Zytokine des Immsteys, die bei lokalen und
systemischen Entztindungsreaktionen beteiligt siel konnen den Zelltod, Zellproliferation
und Ausschittung anderer Zytokine regeln. Zu ihgehort der in dieser Studie gemessene
Tumor-Nekrose-Faktoo- (TNFa) sowie Tumor-Nekrose-Fakt@{TNFB).

e) Chemokine sind Mediatoren die durch Chemotandeee Zellen veranlassen zu dem Ort
der Entstehung zu wandern. Dabei bewegen sich dalerZ anhand des
Konzentrationsgradienten zum Ort der hochsten Ckerkonzentration. In dieser Studie
wurden die Chemokine CCL2, CXCL9 und CXCL10 untergu

Zytokine vermitteln ihre Wirkung auf die Zielzelléer spezifische, membrangebundene
Rezeptoren. Sie kdnnen die Produktion anderer Zyeoktimulieren oder inhibieren und die
Wirkungen anderer Zytokine férdern oder antagoresie So bilden die Zytokine einen
komplexen Regelkreis.

Zytokine weisen zum Teil eine redundante Wirkund @as bedeutet, dass verschiedene
Zytokine auf einer Zelle die gleiche Wirkung habk®nnen. Dies kann vor allem dann
vorkommen, wenn die unterschiedlichen Zytokinreaept ahnliche Untereinheiten besitzen
und sich damit die SignalUbertragungswege gleiclHd®]. Auf der anderen Seite sind
Zytokine haufig pleiotrop, das bedeutet, dass giokin mehrere Effekte verursachen kann.

1.5.2. CCL2

Das proinflammatorische Chemokin CCL2 (,chemokir@Q motif) ligand 2“) bindet
sowohl an den Rezeptor CCR2 als auch an CCR4,ufafivaersen Zelltypen unter anderem
auf T-Zellen, Endothelzellen und Monozyten exprimiwird [31]. CCL2 wird auch als
.,monocyte chemotactic protein-1“ (MCP-1) bezeichn&s wirkt chemotaktisch auf
Monozyten und lasst sich vor allem in den Teildmeatsklerotischer Plaques nachweisen, in

denen sich Makrophagen zeigen [120, 167]. In deiéd@eand exprimieren neben glatten
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Muskelzellen und Makrophagen hauptséchlich Endpéiieih CCL2 [56]. Bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung oder kardiovaskularen kBfaktoren zeigte sich CCL2 im
Vergleich zu Patienten ohne kardiovaskulare Risiktfren erhoht [99]. Es wird vermutet,
dass CCL2 eine Rolle in der Entstehung der Athdeoske spielt. De Lemos et al. konnten
bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom nachweidass Patienten mit erhdhtem CCL2
ein erhdhtes Risiko fur Myokardinfarkt/Tod habed][3m akuten Myokardinfarkt konnte im
Tiermodell eine Hochregulierung von CCL2 im Myokarachgewiesen werden [77, 85, 111,
145]. CCL2-defiziente Mause hatten einen niedrigened spéatere Infiltration von
Makrophagen in das Infarktareal im Vergleich zum Idtyp. Auch der Ersatz der
geschadigten Myozyten durch Granulationgewebe wazrdgert. Das Remodeling des linken
Ventrikel war bei CCL2-defizienten Mausen abgesatiwiadas Ausmald des Infarktes war

jedoch vergleichbar mit dem des Wildtyps [36, 48].

1.5.3. Tumornekrosefaktar-

Tumornekrosefaktoe (TNFa) gehort zu den multifunktionalen proinflammatohiso
Zytokinen, die bei lokalen und systemischen Entuingén beteiligt sind. TNF wird von
Makrophagen, Monozyten, Lymphozyten und Mastzellgebildet und bindet an die
Rezeptoren TNFR1(tumor necrosis factor receptourdd TNFR2, die auf den meisten
somatischen Zellen exprimiert werden. Er ist an &athogenese mehrerer kardialer
Erkrankungen beteiligt, wie dem Myokardinfarkt, denronischen Herzinsuffizienz, der
Myokarditis, der sepsisassoziierten Myokarddysfiomktind der Koronarsklerose [73, 84, 92,
122, 135, 148]. Es konnte nachgewiesen werden, eiags Ischamie TN& im Myokard
induzieren kann [133]. Insbesondere in der Repenfigphase nach Myokardinfarkt zeigte

sich tierexperimentell ein Anstieg von Tkn Serum [138].

1.5.4. Interleukin &

Interleukin-B (IL-1) gehort zu der Interleukin-1-Familie, zu der dmeipflammatorischen
Zytokine IL-1a und IL-1B3, sowie der Rezeptorantagonist IL-1RA und die beiRezeptoren
IL-1R type | (IL-1RI) and IL-1R type Il (IL-1RII) ghoren [5, 38]. Es konnte nachgewiesen
werden, dass Endothelzellen und glatte Muskelzellen Gefal3en ILf§ produzieren.
Insbesondere Scherspannung kann die Ausschittungvif3 durch Endothelzellen erhéhen
[140]. Der Rezeptor IL-1R type | wird insbesondatg T-Zellen, IL-1R type Il auf B-Zellen,
Granulozyten und Makrophagen exprimiert. Die piamimatorischen Eigenschaften von IL-
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13 spielen eine Rolle bei der Entwicklung von athkl@®tischen Plaques, bei dem
Gewebsuntergang nach myokardialer Ischamie sowie Uder Restenose nach
Koronarangioplastie [39]. Bei Patienten mit inskabiAngina pectoris und Myokardinfarkt
zeigte sich die Plasmakonzentration von f_signifikant erhoht. Uber eine Stimulierung der
IL-12 Produktion induziert IL-f indirekt eine Thl-Aktivierung [139]. ILf4 kann im
Rahmen einer Entzindungsreaktion koloniestimuldeeRaktoren wie G-CSF induzieren,
die, wie bereits erwahnt, die Mobilisation von \&ulerzellen beeinflussen [69, 108]. Damit
kann ein indirekter Zusammenhang zwischen BL-and der Vorlauferzellmobilisation

vermutet werden.

1.5.5. Interleukin 6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein wichtiges proinflamnuatsches Zytokin der akuten-Phase-
Reaktion. Es wird von Endothelzellen, MakrophageMonozyten und Fibroblasten
produziert. IL-6 wird durch Antigene wie Lipopolyszaride, Interleukin-1, TNF und Viren
stimuliert. IL-6 konnte auch in atherosklerotiscHelaques nachgewiesen werden [121]. Im
Tierexperiment wurde IL-6 RNA im ischdmischen Myokanach der Reperfusion
hochreguliert [51, 83]. Der IL-6 Rezeptor, Uber das Zytokin seine Wirkung entfalten
kann, besteht aus einarKette (CD126) und eineB-Kette (gp130) und wird insbesondere
auf Hepatozyten und Leukozyten exprimiert [123,,1455]. Bei der Maus konnte zwar eine
Beeinflussung der kutanen Wundheilung durch IL-6chggwiesen werden, eine
Beeinflussung der Infarktgrof3e und linksventrikatéfunktion nach Myokardinfarkt zeigte
sich jedoch nicht [54, 55]. Dagegen wiesen in kithien Studien Patienten mit erhéhtem IL-
6-Spiegel nach Myokardinfarkt und bei instabilerghra pectoris eine schlechtere Prognose
auf [20, 81]. Die prognostische Aussagekraft van6 | bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit kann jedoch bisher nicht sicher eandeet werden. Im Rahmen der akuten-
Phase-Reaktion induziert die Freisetzung von Iln6der Leber die Produktion des C-
reaktiven Proteins (CRP), das fur die Prognose rMdgbkardinfarkt ebenfalls eine Rolle
spielt [6].

1.5.6. Interleukin 8

Interleukin-8 (IL-8) wird hauptsachlich von Makragden, Fibroblasten, Endothelzellen,
Keratinozyten, Melanozyten und Hepatozyten gehilddL-8 beeinflusst die
Entztindungsreaktion und vermittelt proangiogenbédeffekte [86]. Insbesondere der durch
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neutrophile Granulozyten vermittelte Teil der Emidiingsreaktion wird von IL-8 reguliert.
Der IL-8 Rezeptor wird auf neutrophilen Granulozytend T-Zellen exprimiert, wodurch die
chemotaktische und aktivierende Wirkung von IL-8 diese Zellen erklart werden kann [11,
29]. Im Tiermodell zeigte sich an den Grenzzones Mlyokardinfarktes vermehrt IL-8 [82].
Weitere Studien weisen darauf hin, dass IL-8 Uher Aktivierung von MMP-9 (matrix

metallopeptidase 9) und LFA-1 (lymphocyte functassociated antigen-1) die Mobilisation
von Vorlauferzellen stimulieren kann [41, 88]. B&tienten mit akutem Myokardinfarkt fand
sich eine Korrelation zwischen der Anzahl der Zidenden Vorlauferzellen und IL-8 [131].

So wird vermutet, dass IL-8 den positiven Anteil Batziindungsreaktion vermittelt.

1.5.7. Interleukin 12

Interleukin 12 (IL-12) ist ein T-Zell Wachstumsfakt der aus einem heterodimeren 70kDa-
Glykoprotein (IL12-p70) besteht [153]. Insbesondaué aktivierten T-Zellen kann der IL-12
Rezeptor nachgewiesen werden. IL-12 wird hauptséchion aktivierten Makrophagen
sezerniert und stellt einen Mediator der Immunantwom TH1-Typ dar, indem es uber die
Aktivierung von spezifischen Transkriptionsfaktomie Differenzierung von T-Helfer-Zellen
(TH-Zellen) zu TH1-Zellen férdert und den TH1-Phgmostabilisiert [58, 103, 153]. In
atherosklerotischen Plaques konnte bereits IL-Xhgewiesen werden. IL-12 mRNA zeigte
sich bei atherosklerotischen Lasionen im Verglezchnicht betroffenen Gefal3en erhoht.
Daher wird vermutet, dass IL-12 lber die Beeinflugsder T-Zellantwort zu der Entstehung
der koronaren Herzerkankung beitragen kann [158kbdsondere die durch IL-12
stimulierten TH1-Zellen fordern die lokale Entziindsreaktion in atherosklerotischen
Lasionen [17]. So war bei Patienten mit instab#ergina pectoris der IL-12 Spiegel im
Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectosgnifikant erhoht. Im akuten
Myokardinfarkt war der IL-12 Spiegel im Vergleiclu ZPatienten mit instabiler Angina
pectoris jedoch erniedrigt. Dies kann Uber die wabr des Myokardinfarktes erhdhten

Zytokine wie Interleukin 10 erklart werden, die 12-unterdriicken kénnen [139].

1.5.8. Interleukin 10

Interleukin 10 (IL-10) ist ein antiinflammatorisch&ytokin und wird hauptsachlich von
Makrophagen und Th2-Zellen sezerniert. Es hemmtBilgung von IL-12 und verhindert
damit die Thl-Aktivierung [32]. Zusatzlich supprieni IL-10 die Bildung der
proinflammatorischen Zytokine ILef, IL-113, TNF«, IL-6 und IL-8 [35]. Daher wurde IL-10

ursprunglich cytokine synthesis inhibitory fact@SJIF) genannt. Bei Patienten mit akutem

17



Myokardinfarkt wurde im Vergleich zu Patienten rmsiabiler Angina pectoris ein signifikant
hoherer IL-10-Spiegel festgestellt. Dieser Anstiegnn im Rahmen der systemischen
Entztindungsreaktion gesehen werden [139]. Zusanasserd tragt IL-10 im Rahmen des
negativen Riickkopplungsmechanismus dazu bei, egrddhieRen der proinflammatorischen

Zytokine in der Entziindungsreaktion zu verhindern.

1.5.9. CXCL10

CXCL10 wird auch ,Interferon-inducible protein-1{tP-10) genannt und gehért zu den
Chemokinen. Er bindet an den Rezeptor CXCR3, dayesondere auf aktivierten T-Zellen
nachgeweisen werden kann. CXCL10 wird von Endodtiela, Keratinozyten, Fibroblasten,
Astrozyten, Monozyten und Neutrophilen durch Stiatioin mit IFN@, IFN-B und IFNy

exprimiert [97, 156]. CXCL10 wirkt chemotaktisch faMonozyten und aktivierte T-

Lymphozyten. Zusétzlich induziert es die Adhasiar d-Zellen am Endothel [146]. Es
konnte nachgewiesen werden, dass CXCL10 die Angesgein vivo hemmt [3]. Im akuten
Myorkardinfarkt konnte im Tiermodell ein Anstieg woCXCL10 bis 3 Stunden nach
Reperfusion beobachtet werden. Nach 24 Stunden t&o@XCL10 bereits nicht mehr
nachgewiesen werden [50]. Der frihe Anstieg von CXTL kann durch TN& erklart

werden, das die Expression von CXCL10 stimulieremrk und in der Frihphase des
Myokardinfarktes bereits ausgeschittet wird [49 Rird vermutet, dass die frihe
Ausschittung des angiostatischen Zytokins CXCL10e ezu frihe Angiogenese im
Myokardinfarkt verhindern soll, bevor tote ZellenduDebris durch infiltrierende Phagozyten

entsorgt werden konnten.

1.5.10. CXCL9

CXCL9 gehort wie CXCL10 zu den Angiogenese hemmen@demokinen. Es wird
ebenfalls durch IFMt, IFN-B und IFNy stimuliert und bindet an den CXCR3-Rezeptor.
Insbesondere Makrophagen sezernieren CXCL9 im Ralteae Entziindungsreaktion. Dabei

scheint die Stimulation der Makrophagen durch {F&ne wichtige Rolle zu spielen [40].

1.5.11. Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Der Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial ghotactor) ist ein Polypeptid, das in
verschiedenen Isoformen  vorkommt [91, 147]. VEGF ndbet an zwei
Tyrosinkinaserezeptoren, an VEGF-Rezeptor 1 (VEQFR@d an VEGF-Rezeptor 2
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(VEGFR2/KDR). VEGFR1 wird insbesondere von Mononytend glatten Muskelzellen
exprimiert und spielt im ,Remodeling” von GefalRanesRolle [15, 30, 43]. VEGFR2 wird
hauptséachlich von Endothelzellen gebildet und Wkesst die Proliferation, Differenzierung
und Migration von Endothelzellen [100, 132]. VEG zum einen Uber die Migration von
Endothelzellen aus benachbarten Gefal3en zum anddwech die Mobilisation von
Vorlauferzellen an der Neubildung von Gefal3en bgtdil9, 71, 115]. Im Tiermodel konnte
nach Applikation von VEGF in ischamisches Gewebeeibe eine Verbesserung der
Gewebsperfusion nachgewiesen werden [16]. Soelkal.etzeigten in einer Studie, dass
Patienten mit akutem Myokardinfarkt einen hoheremdl von VEGF aufwiesen. VEGF stieg
bis zu Tag 7 nach Symptombeginn weiter an und waldeAntwort auf die durch den
Myokardinfarkt ausgeldste akute Entziindungsreaktitarpretiert [136].

1.5.12. Stromal cell-derived factor 1

SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) ist ein Chd&mo das eine wichtige Rolle in der

Rekrutierung von Vorlauferzellen spielt [1, 79].bé&sondere Endothelzellen, Osteoblasten
und Fibroblasten produzieren SDF-1 [76]. SDF-1 bindn den CXCR4-Rezeptor, der

zahlreich auf Vorlauferzellen exprimiert wird [101]Die Interaktion zwischen SDF-1 und

CXCR4 beeinflusst die Proliferation und Mobilisiagy von Vorlauferzellen aus dem

Knochenmark, sowie das ,Homing“ zum geschadigtewé&be [66, 87, 163]. Im Tierversuch

konnte bereits nachgewiesen werden, dass SDF-lulgsnese in vivo induzieren kann

[124]. Dabei ist vor allem die durch SDF-1 gestdigexpression des Wachstumsfaktors
VEGF von Bedeutung.

1.6. Myokardialer Salvage

Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt profgservon einer Reperfusionstherapie, da das
den Infarkt umgebende gefahrdete Gewebe, das ,Mgnoa at risk”, noch beeinflusst
werden kann [21]. Das gerettete Myokard, der sagseamyokardiale Salvage, bildet die
Differenz zwischen der finalen Infarktgrof3e und deitialen Perfusionsdefekt ab. Es konnte
nachgewiesen werden, dass sich die myokardialeiftenf durch Myokardszintigraphie mit
TC®™ Sestamibi zuverlassig darstellen lasst, da einge eorrelation zwischen der

regionalen myokardialen Perfusion und der *fCSestamibi-Aufnahme in das Myokard
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bestent [60]. Durch den Vergleich der Myokardsgiragphie nach Beginn des
Myokardinfarkts und im weiteren Verlauf, lasst siclas gerettete Myokard, also der
myokardiale Salvage bzw. der Salvage Index errechDer myokardiale Salvage Index ist
von klinischer Relevanz, da er einen starker PtadiKir die 6-Monats-Mortalitat darstellt
[107].
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2. Zielsetzung

Ziel dieser Studie ist es, die Assoziation von uideenden CD34+CD133+Vorlauferzellen
und zirkulierenden Zytokinen mit dem myokardialeaiv@ge Index bei Patienten mit akutem

Myokardinfarkt zu untersuchen.
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3. Material und Methoden

3.1. Patienteneinschlusskriterien

Es wurden 22 Patienten in die Studie eingeschlosbemit einem akuten Myokardinfarkt in
das Deutsche Herzzentrum der Technischen Univenditéinchen eingeliefert wurden und

folgende Einschlusskriterien erftillten:

» Pectangindse Beschwerden tUber mehr als 20 MinuaeeD
* Schmerzbeginn vor weniger als 12 Stunden
* Troponin T-Serumwert > 0.03mg/I

* erhodhter CK-Wert mit mindestens 2-fachen maxim&eferenzbereich

Bei allen Patienten wurde unmittelbar nach Aufnaheime perkutane Koronarintervention
(PCI) durchgefuhrt.

Alle Patienten wurden ausfihrlich Uber die Studiefgeklart. Eine schriftliche

Einverstandniserklarung liegt vor.

3.2. Ausschlusskriterien

Patienten mit interferierenden chronisch entziheéinc malignen, infektiosen oder schweren
systemischen Erkrankungen wurden aus der Studigescislossen. Des weiteren stellten
vorangegangene antiinflammatorische Medikamente Angnahme von Acetylsalicysaure

ein Ausschlusskriterium dar.

3.3. Studienprotokoll
3.3.1. Therapieschema

Bei allen Patienten wurde zur Therapie des akutmoikararterienverschlusses eine PCI tber
die Femoralarterie mit Stentimplantation durchgefiior der Intervention bekamen alle
Patienten einen intravendsen Bolus von 5000 IE Hep&00mg Aspirin i.v., 1-3 mg
Metoprolol und 600mg Clopidogrel, sowie 1-2 mal Skigrphin.

Wahrend der Herzkatheteruntersuchung erhieltenPdiienten 10.000 IE Heparin und zur

Darstellung der Koronargefa3e und der linken Hergkar nichtionisches Kontrastmittel
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(Imerorf, Wirkstoff lomeprol, Altana Pharma, Konstanz), ddser den Katheter appliziert
wurde.

Nach der Intervention wurde, sobald die aktivigptatielle Thromboplastinzeit unter 80
Sekunden gefallen war, die arterielle Schleusegmz und nach manueller Kompression an

der Einstichstelle der Leiste ein zirkularer Kongsiensverband angelegt.

3.3.2. Blutabnahmeschema

Den Patienten wurde vor der Intervention aus dethétarschleuse Blut in eine Blutgas-
Monovette und eine EDTA-Monovette abgenommen.

Die Rohrchen wurden jeweils nach unten beschrieb&wbema weiterverarbeitet.

3.4. Methoden
3.4.1. Durchflusszytometrie
3.4.1.1. Grundlagen

In einem Durchflusszytometer werden die susperetidginzelzellen einer Probe durch einen
Laser gefuhrt. Abhangig vom Zelltyp und der Prolmbereitung senden die Zellen
charakteristische Lichtsignale aus, die mit Detekio nachgewiesen werden. Durch
Umwandlung der optischen Signale in elektronisciygm@&e und Digitalisierung, kdnnen die
gesuchten Parameter der gemessenen Zellen am Hildsdargestellt und entsprechend
ausgewertet werden.

Die drei wichtigsten Komponenten des Durchflussmgters sind a) das Flussigkeitssystem,
das die Zellen zum Messpunkt transportiert und $slart, b) die Optik, bestehend aus Laser
und Detektionsoptik und c) die Elektronik, die dsgnale fur die Computerdarstellung

umwandelt.

a) das Flussigkeitssystem

Die Zellsuspension wird aus dem Probenrohrchen hdii¥berdruck in die Messkiivette

befordert. Die Zellen werden dabei durch die umgdbe Tragerfussigkeit so stark

beschleunigt, dass sich Zellaggregate auflésenctDdie Querschnittsverringerung in der
Messkivette wird sowohl der Strom der Probenfliksstg als auch der Strom der

Tragerflissigkeit beschleunigt und verjingt. Derstdnd der Zellen wird vergrol3ert, sodass
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jede Zelle einzeln durch den Laserstrahl detektietrden kann. Somit hat das

Flussigkeitssystem die Aufgabe der hydrodynamisé¢tekussierung (Abbildung 1).

Laserstrahl

Laminarfluss

Trager- Probe Trager-
flussigkeit flussigkeit

Abbildung 1: Flussigkeitssystem des Durchflusszytoaters

b) Die Optik
Die Optik der Anregung besteht aus einem luftgetdaiihArgonlaser der Wellenlange= 488
nm und einem Dioden-Laser der Wellenlange 635nm zur Fluoreszenzanregung sowie
Prismen um den Laserstrahl zu fokussieren.
Die Detektionsoptik besteht aus zwei Detektoren kl@ssung der Streulicht- und vier
Detektoren zur Messung der Fluoreszenzeigenschaffewie aus einem System von
optischen Spiegeln und Filtern, das die spezifisch&ellenlangen der emittierten
Lichtsignale zu den entsprechenden optischen Detakiveiterleitet.
Auf diese Weise kdnnen folgende Parameter einée gelmessen werden:

* Die relative GroR3e (Vorwartsstreulicht)

* Die relative Granularitat (Seitwartsstreulicht)
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» Die spezifische Fluoreszenz der durch einen flumes-gekoppelten Antikorper
markierten Zelle. Die Standardfluoreszenzfarben  dsin FITC
(Fluoreszeinisothiozyanat), PE (Phycoerythrin), Gfer(Peridin Chlorophyll) und
APC (Allophycocyanin).

c) Elektronik

Die Elektronik wandelt schlie3lich die an den Déve&n gemessenen optischen Signale in
elektronische Signale in Form von Spannungsimpulsen digitalisiert die Daten und
Ubermittelt diese an den Computer zur Analyse.

3.4.1.2.  Prinzip der Zellanalyse

Zur Charakterisierung von Zellen kdnnen diese mittirpern markiert werden, die
spezifisch an Oberflachentrukturen der Zellen bindad ihrerseits mit einem Flourochrom
markiert sind. Das emittierte Fluoreszenzlicht psbportional zur Zahl der gebundenen
Fluorochrommolekilen  (Abbildung 2). Die Emissionsim@a sind fur FITC
(Fluoreszeinisothiozyanat) 519nm, fur PE (Phycdenyy 578nm, fir PerCP (Peridin
Chlorophyll) 675nm und fur APC (Allophycocyanin) &6

APC

|
Odv
APC

| | |
10° 10* 10° 10° 10
Relative Fluoreszenzaktivitat

Abbildung 2: Relative Fluoresenzaktivitat mit dem Huorochrom APC (Allophycocyanin)
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Um die Zellen genauer einordnen zu koénnen, beddehtMoglichkeiten die Zellen mit
mehreren fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern zukrmaeen. Mit dem in dieser Studie
verwendeten Durchflusszytometer FACS Calibur kaamitipro Zelle die relative GréR3e und
Granularitat sowie bis zu vier verschiedene Flumgagzen gemessen werden.

Bevor eine Messung durchgefuhrt werden kann mifsdgande Einstellungen vorgenommen
werden. Der ,Detector’, der das elektronische digmarstarkt, muss anhand einer
Kontrollldsung optimiert werden. Anschlie3end mdss , Threshold” eingestellt werden, der
ungewollte Signale wie Zelltrimmer filtert. Ein Btem bei Messungen mit verschiedenen
Fluoreszenzen stellt die Uberlappung der Emissial@@nFluoreszenzfarbstoffe strahlen nicht
nur eine Farbe aus, sondern ein ganzes Spektrumissb der jeweilige Detektor nicht nur
das dafur vorgesehene Fluoreszenzsignal eines téfisbs sondern auch die
Fluoreszenzsignale der anderen Farbstoffe. Diesinto&ehtigt die Beurteilung der
Ergebnisse, da man so bei Mehrfarbanalysen nichir mveif3, welcher Farbstoff das Signal
des Detektors verursacht hat. Um dieses Phanomearmeiden muss vor der Messung eine
Kompensation durchgefiihrt werden, das bedeutet Streuung der Fluoreszenzsignale

abhangig von der Anzahl und der Art der verwend€&tastoffe rechnerisch zu korrigieren.

Die gemessenen Parameter der Zellen kénnen nach M#msung als Histogramm
(Haufigkeitsverteilung) oder Dot Plot (Punktwolketgrgestellt werden (Abbildung 3).

Histogramm Dot Plot
= 1 E_ '.i._
27 -] : %,
z ] i
g g7
==
L2 22
8_ ﬁg ]
ol Ev_:
] = ]
21 =5
i ! 2 3 / B Tk P
10 10 0 10 10 10 0 10 {0 10
(D45 PerCP

Abbildung 3: Darstellung eines Histogramms und eing Dot Plot
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Um Zellpopulationen analysieren zu kénnen, werdeagjonen“ (Gates) gesetzt, welche die
jeweiligen Zellen aus der Gesamtheit zur weitereiswertung abtrennen. So kdnnen weitere
Zelleigenschaften untersucht und gegebenenfalltelsifGating” weitere Zellpopulationen

abgetrennt werden. Die Zellen, die in einer Regiosammengefasst sind, kénnen statistisch
ausgewertet werden. Damit kann die genaue Anzahhemessenen Zellen der gesuchten

Population angegeben werden.

3.4.1.3. Probenverarbeitung fur die Durchflusszgtiia

Fir die Durchflusszytometrie wurden P heparinisiertes peripher-vengses Blut innerhalb
von zwei Stunden nach Abnahme mit 1@5eines Allophycocyanin (APC)-konjugierten
anti-CD45-AK (Klon 2D1, BD Biosciences, San José, @SA), sowie mit 5ul eines
Phycoerythrin (PE)-konjugierten anti-CD133-AK (Mittyi Biotec, Auburn, CA, USA) und
mit 5 Yl eines Floureszein-isothiozyanit (FITC)-konjug@Trtanti-CD34-AK (Klon 8G12, BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) fur 20 Minuten innkelheit auf Eis inkubiert.
Anschliel3end wurden die Erythrozyten des Probemaesanit FACS Lysing Solution (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), 1:10 verdinntAgita dest., bei Zimmertemperatur in
Dunkelheit 10 Minuten lang lysiert. Danach wurde &eobenansatz mit Dulbecco’s PBS-
Puffer (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) gewascthmd 5 Minuten bei 1700 Upm und
4°C zentrifugiert. Als Kontrolle wurden 50l heparinisiertes peripher-ventses Blut der
gleichen Probe ausschlieRlich mit 1,25ul des APGjtgierten anti-CD45-AK nach oben
beschriebener Methode inkubiert (Isotyp-Kontroll®&ach Abnahme des Uberstehenden
Puffers erfolgte entweder die unmittelbare durgd¥hytometrische Analyse, oder eine
Fixierung des Probenansatzes mit 150ul 1 %igerféranaldehyd-(PFA-)Losung, wobei die
Messung im Durchflusszytometer am nachsten TadgeefaZur quantitativen Analyse wurde
der Probenansatz in ein TruCOUNT-ROhrchen (BD Bessmes, San Jose, CA, USA)
Uberfuhrt. Die Messung erfolgte unter Verwendung Bacs-Gerates FACS Calibur (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA). Dabei wurde diEloureszenzintensitat von

mindestens 50 000 Ereignissen gemessen und mp@dt-Software ausgewertet.
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3.4.1.4. Bestimmung der CD34+CD133+Vorlauferzellen

Zur Bestimmung der CD34+CD133+Vorlauferzellen inuBiurden die gemessenen FACS-
Daten in Anlehnung an das Ishage-Protokoll nadajefadlem Schema mit CellQuest-Software
ausgewertet [78]:

Zuerst wurden die gemessenen Zellen in einem Piagktinm dargestellt, das die Zellen im
Vorwartsstreulicht sowie deren Fluoreszenz des AB@ugierten CD45-AK darstellte. In
diesem Diagramm wurde mittels Gating der Zelldekaiss der weiteren Auswertung
abgetrennt. Im nachsten Schritt wurden die im erEimgramm eingeschlossenen Zellen in
einem Diagramm dargestellt, bei dem die Fluoreszaéerz Zellen des APC-konjugierten
CD45-AK gegen die Fluoreszenz des PE-konjugiertean@D133-AK aufgetragen war. Um
die CD133-positiven Zellen, die nur schwach CD4SHpo waren, wurde ein Gate gesetzt
(R6). Analog wurden CD34-positive Zellen in eineneiteren Punktdiagramm dargestellt
(R3). Zur Qualitatssicherung diente die dazugeledisgtyp-Kontrolle, die ausschliel3lich mit
APC-konjugiertem anti-CD45-AK inkubiert wurde undnspezifische Bindungen des
Antikdrpers tberprifen sollte (Abbildung 4 und 5).

109
FL2H
102 107 109
1

1l

1 102
Ch A5 ARG Ch45 APC

107 10! 10° 10? 10

Abbildung 4: Bestimmung der CD133+Zellen in R6

Links Patientenprobe, rechts Isotyp-Kontrolle
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Abbildung 5: Bestimmung der CD34+Zellen in R3

Links Patientenprobe, rechts Isotyp-Kontrolle

Die Schnittmenge der in R6 und R3 gegateten Zedtsg der CD133-positiven und CD34-

positiven Zellen, wurden in R9 zusammengefasstataiistisch ausgewertet (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Bestimmung aller CD34+CD133+Zellen auf6 und R3

Links Patientenprobe, rechts Isotyp-Kontrolle

Auf diese Weise konnte die absolute Anzahl der gsemen CD34+CD133+Zellen bestimmt

werden.
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3.4.1.5. Quantitative Analyse

Zur Bestimmung der CD34+CD133+Zellen/ul Serum wurdas entsprechend oben
beschriebenem Protokoll verarbeitete Blut in ein®UNT-R6hrchen (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) uberfiihrt. In diesem Roéhrchen isedbekannte Anzahl fluoreszierender
Mikropartikel (sogenannte ,Beads”) enthalten, diehsin der Probe lésen und wie
immunphanotypisierte Zellen durchflusszytometrisggmessen werden koénnen. Die
gemessenen Beads koénnen in einem Dot Plot, bei diemFluoreszenz FL1 und FL2
gegeneinander dargestellt sind, gegatet und ausige#iden (Abbildung 7).

Durch folgende Formel kdnnen aus den gemessenendsBeden gemessenen
CD34+CD133Zellen und der vorgegebenen Anzahl voadBepro Trucountréhrchen die
Anzahl der CD34+CD133+Zellen pro pl Blut ausgerethwerden:

i. d. Probegemessene ZellerX ,Beads"/TruCOUNT-R&hrchen

Zellerdl Blut =

gemessene ,BeadsX 50

3.4.2. Myokardszintigraphie
3.4.2.1. Grundlagen zu P& Sestamibi

TC®™ Sestamibi (=Methoxy-isobutyl-isonitril) ist einpbphiler Kationenkomplex mit einer
Halbwertszeit von 6,02 Stunden unter Emission vam@strahlung mit der Energie von 140
keV [74, 80]. TC®™ Sestamibi wird vor allem renal und iber den Gastestinaltrakt
ausgeschieden. Es unterliegt im Korper keinem M#isdnus [159]. Entscheidend flr die
Myokardszintigraphie ist eine enge Korrelation zhisn der regionalen myokardialen
Perfusion und der T€™ Sestamibi-Aufnahme in das Myokard [102].

3.4.2.2. Aufbau der Gammakamera

Die emittierte Strahlung wird mit einer Gammakameyeamessen. Diese besteht aus
Kollimator, Natriumjodkristall, Lichtleiter, Seku@delektronenvervielfacher,
Lokalisationsmatrix und Analog-Digital-Wandler. Biollimator ist eine Bleischeibe, die die
Strahlung ahnlich einer Lochblende auf3erhalb daestimmten Raumwinkels ausblendet. Im
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Natriumjodkristall wird bei der Absorption der Garaquanten eine Lichtemission angeregt,
die letztendlich in elektrische Impulse umgewandeltd. Die Daten werden in den
Schnittebenen parallel zu den Herzachsen rekosstrudie Schnitte senkrecht zu dieser
Achse werden als Kurzachsenschnitte bezeichnetLaigachsenschnitte liegen dagegen
parallel zur Herzachse [102]. Letztendlich ergibiesé Untersuchung eines Organs
Schnittbilder, die sich mit den Ergebnissen and&ahnittbildverfahren vergleichen lassen
[129].

3.4.2.3.  Durchfihrung der Untersuchung

Die Patienten bekamen vor der Koronarinterventioe étravendse Injektion von 800MBq
TC®™ Sestamibi. 6-8 Stunden nach der Injektion wurdiensdintigraphischen Aufnahmen
mittels Single-Photon-EmissionscomputertomografBRECT) durchgefihrt. Nach 5 Tagen
wurde erneut eine Myokardszintigraphie nach gleitHerotokoll mit 300MBqg wiederholt.
Dieses Vorgehen wird routinemaf3ig bei Patienten akttem Myokardinfarkt in der
kardiologischen Abteilung des Deutschen Herzzendriiinchen angewendet.

In dieser Studie wurden die Aufnahmen mit eineritdign Doppelkopfkamera (Siemens
ECAM) und einem LEHR-Kollimator (low energy high smution) angefertigt. Dabei
rotierten die im 90°Winkel zueinander angeordnekamerakopfe Uber 180° um den
Patienten. Pro Kamerakopf wurden 16 Aufnahmen {detO0 Sekunden in einer 64x64
Matrix akquiriert.

3.4.2.4. Auswertung

Um die myokardiale Aktivitatsverteilung volumetrdsguantitativ zu analysieren wurde die
speziell fur kardiale tomographische Datensatzeveméne Software ,Munich Heart”
benutzt. Dabei werden sogenannte ,Polar Maps“ vedet die zweidimensional die
dreidimensionalen Aktivitatsverteilung des gesaniieksventrikularen Myokards darstellen
(Abbildung 8).

Die hochste Aktivitat, die innerhalb eines PolargMgemessen wurde, erhielt den Wert 100%.
Ein Aktivitatsdefekt wurde definiert als ein Arealessen Aktivitat <50% der maximalen
Aktivitat ist. Die so errechneten Perfusionsdedekiurden in Prozent des linken Ventrikels
angegeben. Mit dieser Methode konnen der initiadefuBionsdefekt (Perfusionsdefekt in
Prozent des linken Ventrikels bei der initialen &mstichung), der auch als ,Area at risk”
bezeichnet wird, und der verbleibende Perfusidie&tlgPerfusionsdefekt in Prozent des
linken Ventrikels bei der Untersuchung nach 5 Tageerechnet werden. Der Salvage
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errechnet sich durch die Substraktion der verbieilba Perfusionsdefektgrof3e von der
initialen Perfusionsdefektgrof3e und entspricht téetdlich dem geretteten Myokard. In

unserer Studie wurde hauptsachlich der Salvagexinotrachtet, der sich aus dem Salvage
geteilt durch die initiale Perfusionsdefektgro3giter

Initiale Perfusionsdefektgrof3e — verbleibende Reshisdefektgrolle
SalvageIndex = 0000000000 OOOOOOOOOOOOOOOOO0O

Initiale PerfusionsdefektgréRe

Yorderswand

Hirterwand

Abbildung 7: Prinzip der ,Polar Maps“-Darstellung.

Projektion der unterschie@ihen Tomoszintigramme in eine Ebene
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3.4.3. Bestimmung der Zytokine

Zur Bestimmung der Zytokine wurde unmittelbar n@&dinahme des EDTA-ROhrchens die
Probe bei 3000 Umdrehungen/Minute zentrifugiert ded Uberstand bis zur Messung bei

minus 20° eingefroren.

3.4.3.1. ELISA

Fur die Bestimmung des Zytokins VEGF wurde ein 8add Enzyme Immunoassay
verwendet (Quantikine Human VEGF Immunoassay, R&Bt&ns, Minneapolis, USA).

Fur die Untersuchung wurden 96-Well-Mikrotiterpéait verwendet an deren Boden der
Antikdrper gegen VEGF gebunden (,gecoated”) ist.e DiPatientenproben und die
Standartproben wurden in die Wells pipettiert. Ineden Proben vorhandenen Zytokine
wurden von den Antikdrpern gebunden. Nachdem unggdme Molekile mit Waschpuffer
herausgewaschen worden sind, wurden die Probe&maitm-gebundenen Antikérper gegen
VEGF inkubiert. Als Enzym wurde dabei Meerretticer&xidase benutzt. Nach erneutem
Waschen wurde Tetramethylbenzidin (TMB) hinzugegebelas mit dem Enzym
Meerrettich-Peroxidase mit einem Farbumschlag ezagDie Farbreaktion wurde nach 25
Minuten durch die Zugabe einer Stopplésung (Schiaéfee) beendet. AnschlielRend konnte
die Intensitat der Farbe bei 450nm in einem Photengemessen werden (Biotrak 1l Visible
Plate Reader, GE Healthcare, Freiburg). Anhand Standartreihen konnte daraus die

Konzentration der Zytokine im Plasma quantitatigtbemt werden.

3.4.3.2. Cytometric Bead Arrays (CBA)

Die quantitative Bestimmung der Zytokine IL-12, TFIL-10, IL-6. IL-1(3, IL-8, CXCL9,
CCL2 und CXCL10 aus dem Patientenplasma erfolgtelni Cytometric Bead Arrays
(CBA). Dafur wurde das ,Human Inflammation Kit* urtths ,Human Chemokine Kit* von
BD-Bioscience (San Diego, USA) verwendet.

Grundlage der Bestimmung mittels CBA sind Mikropaat sogenannte ,Beads", die jeweils
mit einem fur ein bestimmtes Zytokin spezifischemtiRorper gekoppelt sind. Jeder
Mikropartikel hat eine unterschiedliche Fluoresaetensitat, die im Durchflusszytometer
gemessen werden kann. Auf diese Weise ist die imgkierung der Zytokine in der selben
Messung maoglich. Zusatzlich werden die Zytokine eitem PE-konjugierten Antikorper
inkubiert, der fur die Bestimmung der Konzentratieon Bedeutung ist. Anschlie3end

werden die Proben im Durchflusszytometer (FACS I&ta)i Becton Dickinson, Mountain
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View, CA, USA) gemessen. Anhand der gemessenenrddmenz der Mikropartikel (Beads)
und der PE-Fluoreszenzintensitat kann anhand vand&ttkurven mit Hilfe der ,BD CBA

Analysis Software” die Konzentration der einzel@gtokine in pg/ml errechnet werden.

3.4.4. Bestimmung weiterer Parameter

Die weiteren Parameter wie CK, CK-MB, Troponin Teukozytenanzahl und CRP wurden
im Institut fur Klinische Chemie im Deutschen Hexmrum Miuinchen bestimmt. Die

Maximalwerte von Troponin T, CK und CK-MB beziehgich auf den gesamten stationaren
Aufenthalt.

Die Ejektionsfraktion wurde angiographisch wahretielr Herzkatheteruntersuchung bei

Aufnahme bestimmt.

3.5. Statistik

Zur statistischen Auswertung der erhobenen Daterdev&PSS 16.0 fur Windows (SPSS
Inc., Chicago, USA) benutzt. Der Vergleich von zweiabhangigen Stichproben wurde bei
kategorialen Werten mittels Chi-Quadrat-Test duettigrt, bei kontinuierlichen Werten
mittels Mann-Whitney-U-Test. Korrelationen zwische&en Parametern wurden mittels
Spearmans Rangkorrelations-koeffizienten untersuchlie Tests wurden zweiseitig
ausgefuhrt. Signifikanzen mit p<0,05 wurden alaidikant gewertet.

Soweit nicht anders gekennzeichnet wird der Mitegtwgemeinsam mit dem sem

(Standardfehler des Mittelwertes) angegeben (,Mveeettsem®).
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4. Ergebnisse

4.1. Klinische Daten des Patientengutes

In die Studie wurden 22 Patienten eingeschlossergwidschen 48 und 75 Jahre alt waren. Es
wurden ausschlie3lich ménnliche Patienten eingessbh. Der Mittelwert der Creatinkinase
(Maximalwert) lag bei 2582,86 U/l, des Troponin dbénfalls Maximalwert) bei 5,23 ugl/l.
An Risikofaktoren bestanden insbesondere eine igteer Hypertonie, eine
Hypercholesterindmie und ein Nikotinabusus bei Mehrzahl der Patienten. Bei 50% der
Patienten wurde eine 3-Gefal3erkrankung, bei ddhciren 50% eine 1- Gefal3- bzw. eine 2-
GefalRerkrankung festgestellt. Bei allen 22 Patremeirde eine Myokardszintigraphie bei
Aufnahme und nach 5 Tagen durchgefihrt (Tabellel).
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Patientendaten

n=22

Alter (Jahre), Mittelwert(rang:
Risikofaktoren
Rauchen

Hypertonie
Hypercholesterinamie
Diabetes

EF (%)

Max. CK (U/l)

Max. CKMB (U/l)
Max. TnT (ug/l)
Initiale Perfusionsdefektgrofie
Salvage Index
Ausmalf’ der KHK
1-GE

2-GE

3-GE

Medikamente

Statine
ACE-Hemmer
Betablocker
Thrombozyten-
aggregationshemmer
Diuretika

Sartane

61,59 (48-75)

12 (55%)
15(68%)
15(68%)
8(36%)

40,36 (40,50 2,19
2582,86(2505) 349,71
305,97(234,5) 55,29
5,23(3,64) 1,21
37,77(3534,41
0,28(0,24)+0,05

8(36%)
3 (14%)
11 (50%)

4 (18%)
3(14%)
6(27%)

6 (27%)

3 (14%)
4 (18%)

AMI = akuter Myokardinfarkt, EF = Ejektionsfraktion ; GE = Gefal3erkrankung

Angaben jeweils Mittelwert(Median) £ sem, Prozentagaben gerundet

Tabelle 1: Daten des Patientenkollektivs
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4.2. Zirkulierende Vorlauferzellen

Der Mittelwert der bei Aufnahme gemessenen Anzahl@D34+CD133+Vorlauferzellen im
Blut der Patienten war 4,17 Zellen /ul (sem= 0,Tb¢ Anzahl schwankte zwischen 0,46 und
16,66 Zellen/ul. Es gab keinen Hinweis auf eine r&lation zwischen der Anzahl der
Vorlauferzellen und den Laborparametern CK, CK-MByroponin T, CRP und
Leukozytenzahl. Auch Alter, Risikofaktoren, die At der betroffenen GefalRe und die
eingenommenen Medikamente ergaben keine signiBk&atrrelation mit den gemessenen
zirkulierenden Vorlauferzellen. Bei den Zytokineonkite ebenfalls keine Korrelation zu den
Vorlauferzellen nachgewiesen werden (Tabelle 2).

Zwischen der Anzahl zirkulierender Vorlauferzelland dem Salvage Index wurde eine
positive Korrelation mit einem Korrelationskoefriten von 0,6 nachgewiesen (p=0,003).

Mittelwert Korrelation mit Anzahl der

(Median}sem gemessenen
CD34+CD133+Vorlauferzellen

N p r

CCL2 (pg/ml) 22 135,59(116,5) 23,28 n.s. 0,16
TNFa (pg/ml) 22 19,15(0) + 17,60 n.s. -0,01
IL-1b (pg/ml) 21 339,98(0)+ 323,06 n.s. -0,09
IL-6 (pg/ml) 22 23,69(3,55)* 9,65 n.s. -0,03
IL-8 (pg/ml) 22 18,73(12,6)+ 2,67 n.s. -0,39
IL-12 (pg/ml) 21 43,45(0) 41,02 n.s. 0,09
IL-10 (pg/ml) 21 234(0) £1,14 n.s. 0,17
CXCL10 (pg/ml) 22 741,27(520,5) 161,89 n.s. 0,2

CXCL9 (pg/ml) 22 967,15(671,15) 193,17 n.s. 0,14
VEGF(pg/ml) 22 100,1(52)+ 28,18 n.s. -0,21
Leukozyten(Zellen/nl) 22 11,22(11,2)+0,72 n.s. 0,14
CRP(mg/dl) 22 19,81(7,153 9,97 n.s. -0,05

Tabelle 2: Korrelation von Zytokinen und Entziindungsparametern mit zirkulierenden
CD34+CD133+Vorlauferzellen
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4.3. Salvage Index

Der Salvage Index lag bei den Patienten zwischeh7-0nd +0,81. Der Median betrug 0,24
und der Mittelwert 0,28+0,06. Die Patienten wurderhand des Medians in zwei Gruppen
eingeteilt: eine Gruppe, die im weiteren ,salvagght genannt wird, mit einem Salvage

index >0,24 und eine Gruppe, die im weiteren ,sgdvlpw" genannt wird, mit einem salvage
index <0,24. In Hinblick auf Alter und Risikofakem wiesen die Patienten der ,salvage
high“-Gruppe im Vergleich zu den Patienten derlyage low"-Gruppe keinen signifikanten

Unterschied auf. Die initiale Perfusionsdefektgrifiagte ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen (Tabelle 3jldbbg 9).
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Abbildung 8: Initiale Perfusionsdefektgréf3e im Gruppenvergleich
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“salvage high” “salvage low”

mit Salvage Index >0,24  mit Salvage index <0,24 P
n=11 n=11

Alter (Jahre), Mittelwert(range) 61,82 (48-75) 61,36 (50-74) n.s.
Risikofaktoren
Rauchen 7 (64%) 5 (45%) n.s.
Hypertonie 7 (64%) 8(73%) n.s.
Hypercholesterindmie 7 (64%) 8(73%) n.s.
Diabetes 5(45%) 3(27%) n.s.
EF (%) 42 (47} 3,55 38,73 (37} 2,64 n.s.
Max. CK (U/l) 2569,36(232@Q) 506,08 2796,36(288Q) 623,79  N.S.
Max. CKMB (U/l) 293,58(280 81,96 318,36(186* 78,03 n.s.
Max. TnT (ng/l) 5,46(3,56) 2,24 5,02(3,93¢% 1,19 n.s.
Initiale PerfusionsdefektgrolRe 37,18(33}15,58 38,36(37¢7,11 n.s.
Salvage Index 0,49(0,46)+0,05 0,07(0,11)0,04 <0,001
Ausmal’ der KHK
1-GE 6 (55%) 2(18%) n.s.
2-GE 1(9%) 2(18%) n.s.
3-GE 4 (36%) 7 (64%) n.s.
Medikamente
Statine 0 4 (36%) (0,07)
ACE-Hemmer 2(18%) 1(9%) n.s.
Betablocker 2(18%) 4(36%) n.s.
Thrombozytenaggregationshemme 3 (27%) 3 (27%) n.s.
Diuretika 1(9%) 2 (18%) n.s.
Sartane 1(9%) 3 (27%) n.s.

AMI = akuter Myokardinfarkt, EF = Ejektionsfraktion ; GE = Gefal3erkrankung

Angaben jeweils Mittelwert(Median) £ sem, Prozentagaben gerundet

Tabelle 3: Patientenkollektiv ,salvage high* und ,salvage low"
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4.4. Gruppenvergleich ,salvage high* vs. ,salvage

4.4.1. Entzindungsparameter

Die Leukozytenzahl bei Aufnahme zeigte keinen diganten Unterschied zwischen den
.Salvage-high“-Patienten und den ,salvage low“-Batien. Der Mittelwert war in der
»salvage high“-Gruppe bei 10,70 Zellen/nl (Mediah25) und in der ,salvage low“-Gruppe
bei 11,70 Zellen/nl (Median 11,20) (Abbildung 10).
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Abbildung 9: Leukozytenzahl im Gruppenvergleich
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Das C-reaktive Protein war in der ,salvage low"-@va deutlich héher als in der ,salvage
high“-Gruppe (Mittelwert 27,85 vs.9,97mg/dl; Medifsi vs. 4,5mg/dl), eine Signifikanz

ergab sich jedoch nicht (p=0,5) (Abbildung 11).
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Abbildung 10: C-reaktives Protein im Gruppenverglech
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4.4.2. Herzenzyme

Troponin T bei Aufnahme zeigte einen signifikantddnterschied zwischen den
Patientengruppen (p=0,02). Bei ,salvage high“-RPdgie lag der Mittelwert bei 0,22ug/l, bei
.salvage low"-Patienten lag der Mittelwert bei 0,959/ (Median 0,05 vs.1,28ug/l)
(Abbildung 12). Dagegen ergaben die wahrend desostaen Aufenthaltes gemessenen
Maximalwerte von Troponin T, CK und CK-MB keinergsifikanten Unterschied zwischen
den Patientengruppen (p=0,47/0,65/0,89). Troponimel Aufnahme korrelierte mit der
Zeitdauer zwischen Schmerzbeginn und Aufnahme 718€), p<0,01). Zwischen den
Patienten der ,salvage low*- und ,salvage high“-(ya ergaben sich jedoch keine

Unterschiede hinsichtlich der Zeit zwischen Symgieginn und Aufnahme (p=0,519).
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Abbildung 11: Troponin T im Gruppenvergleich
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4.4.3. Zytokine

Die Zytokine IL-12, TNF, IL-10, IL-6, IL-13, CCL2, und IL-8 waren jeweils in der ,salvage
high“-Gruppe im Mittelwert hoher als die der ,sapealow”-Gruppe.

Die Zytokine CXCL10, CXCL9 und VEGF waren dagegender ,salvage high“-Gruppe

gegenuber der ,salvage low"-Gruppe erniedrigt. EBignifikanz ergab sich jedoch bei
keinem der untersuchten Zytokine. (Tabelle 4, Ahlmig 13 und 14).

“salvage high” “salvage low”

mit Salvage index >0,24 mit Salvage index <0,24

CCL2 (pg/ml)  153,87(148) +355(n=11) 117,3(70,8) + 30,82(n=11) N.S.
TNFa (pg/ml) 36,58(0) + 35,21(n=11) 1,73(0) £ 1,04(n=11)  N.S.
IL-1B (pg/ml)  694,28(0) + 678,49(n=10)  17,88(0) + 8,12(n=11)  N.S.
IL-6 (pg/ml) 33,75(0) + 18,59(n=11)  13,64(6,2) + 5,03(n=11)  N.S.
IL-8 (pg/ml) 19,95(12,2) £ 4,61(n=11)  17,51(12,8) +2,9(n=11)  N.S.
IL-12 (pa/ml)  89,66(2,25) + 86,02(n=10 1,440) £0,78(n=11)  N.S.
IL-10 (pg/ml) 3,69(0) + 2,28(n=10) 1,12(0) + 0,62(n=11) n.s.
CXCL10 (pg/ml; 717,03(471,8) + 225,5(n=1 765,52(569,2) + 243,12(n=11 N.S.
CXCL9 (pg/ml) 932,87(801,2) + 277,67(n=1 1001,42(544,1) + 281,75(n=1. N.S.
VEGF (pg/ml)  97,81(52,4) + 36,49(n=11 102,39(51,6) * 44,76(n=11) N.S.

jeweils Mittelwert(Median) + sem

Tabelle 4: Zytokine im Vergleich zwischen ,salvagéigh“-Gruppe und ,salvage low"“-Gruppe
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Abbildung 12: Zytokine im Gruppenvergleich(1)
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4.4.4. Zirkulierende CD34+CD133+Vorlauferzellen

Die zirkulierenden CD34+CD133+Vorlauferzellen warerder ,salvage high“-Gruppe héher
als in der ,salvage low“-Gruppe. Der Mittelwert lagt 5,82 Zellen/ul (£1,28sem) mehr als
doppelt so hoch in der ,salvage high“-Gruppe velwn mit der ,salvage low“-Guppe, deren
Mittelwert bei 2,52 Zellen/ul (x0,43sem) lag (Mediad,87 vs. 2,32 Zellen/ul). Der
Unterschied ist mit p=0,019 signifikant (Abbilduf§).
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Abbildung 14: Zirkulierende Vorlauferzellen im Grup penvergleich
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5. Diskussion

5.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dash Binem akuten Myokardinfarkt
Patienten mit einem héheren Salvage Index mehr  ulerende
CD34+CD133+Vorlauferzellen aufweisen als Patienteit einem niedrigeren Salvage
Index. Dagegen zeigten die Entzindungsparameter @RPdie Leukozytenzahl keinen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden GeapfAuch die Anzahl der gemessenen
Interleukine unterschied sich nicht signifikant. tein den Herzenzymen war das bei
Aufnahme gemessene Troponin T in der ,salvage I@mnippe hdéher als in der ,salvage
high“-Gruppe. Die Maximalwerte wahrend des stattendAufenthaltes von Troponin T und
CK/CK-MB unterschieden sich jedoch nicht.

5.2. Zirkulierende Vorlauferzellen im akuten Myo#afarkt
5.2.1. Oberflachenmarker CD34 und CD133

Vorlauferzellen, die das Potential haben zu Endo#flen zu differenzieren und in vitro
Gefal3strukturen zu bilden, wurden erstmalig 1993cheeben. Charakterisiert wurden sie
durch den Oberflachenmarker CD34 [8]. CD34 wirdogd sowohl auf hAmatopoetischen
Stammzellen (HSC) als auch auf differenzierten Emelaellen exprimiert. Die Messung von
im  Blut zirkulierender Vorlauferzellen mittels CD34wirde daher durch
CD34+Endothelzellen verfalscht werden. Daher wunddieser Studie zusatzlich der Marker
CD133 verwendet, der ebenfalls auf Stamm- und Vigelaellen vorkommt, jedoch nicht auf
differenzierten  Endothelzellen. Um endotheliale [§oferzellen eindeutig von
hamatopoetischen Vorlauferzellen abgrenzen zu kiirmess zusatzlich ein Endothelmarker
wie VEGFR nachgewiesen werden. Es ist jedoch nigkklart, ob es sich bei
CD34+CD133+VEGFR2+ endothelialen Vorlauferzelle @D34+CD133+Vorlauferzellen
um zwei getrennte Populationen handelt, oder obotbetlale Vorlauferzellen eine
Subpopulation oder Abkémmlinge der CD34+CD133+Ma#zellen sind. Fir letzteres
spricht, dass CD34+CD133+Vorlauferzellen Eigendemafaufweisen, die endothelialen
Vorlauferzellen zugesprochen werden: In vitro ddfezieren CD133+Zellen ebenfalls in
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Endothelzellen [57]. Eine Mobilisation im akuten dkardinfarkt wurde sowohl bei
endothelialen Vorlauferzellen als auch bei CD34+B8BxVorlauferzellen beobachtet [62].

Die zusatzliche Messung eines Endothelmarkers VE&GRR2 ergibt folgende Problematik:
Die Expression der Oberflachenmarker andert sichrevitl des Differenzierungsprozesses
der Vorlauferzellen. Es wird vermutet, dass Endotlaeker erst spater im
Differenzierungsprozess ausgebildet werden. WermMfaulauferzellen gemessen werden,
die einen bestimmten Endothelmarker exprimierestdie die Gefahr, dass nur ein Teil der
gesuchten Zellen in die Messung einbezogen werden.

Des weiteren ergeben sich bei der Messung der COB433+VEGFR2+Vorlauferzellen
technische Probleme. Der Anteil von CD34+/CD133+#pHAR2+Vorlauferzellen wird in der
Literatur auf 0,002% der zirkulierenden mononukédeéZellen geschéatzt [115]. Das bedeutet
auf 50.000 durchflusszytometrisch gemessene Z&lbemmt eine CD34+CD133+VEGFR2+
Vorlauferzelle. Auch bei einer Steigerung der geseaen Zellen auf 100.000 ware die
Streuung der gesuchten Zellen so hoch, dass dabgigse nicht reliabel wéaren. Eine eigene
Vorstudie erbrachte dementsprechend keine auswentdargebnisse. Eine weitere haufig
verwendete Methode endotheliale Vorlauferzellenhmaweisen ist es mononukleare Zellen
zu kultivieren. Die adhérenten Zellen, welche eieewclothelialen Phéanotyp aufweisen, der
durch die Aufnahme von azetyliertem LDL (acLDL) uBthdung von Ulex-Lektin definiert
ist, werden als endotheliale Vorlauferzellen angese Rehman et al. wiesen jedoch nach,
dass diese gemessenen Zellen keine endothelialenauterzellen sind, sondern
Monozyten/Makrophagen-Marker exprimieren [117]. Bahwurde diese Methode zum
Nachweis endothelialer Vorlauferzellen von uns tigrwendet.

Grundmann et al. untersuchten in einer Studie dabiNsation von Vorlauferzellen nach
akutem Myokardinfarkt und unterschieden CD34+Vddéazellen,
CD34+/CD133+Vorlauferzellen und CD34+/VEGFR2+Vofkuaellen. Alle drei
Zellpopulationen waren 4 Tage nach Myokardinfarkgentuber dem Ausgangswert erhoht
[62]. Dies kann als Hinweis gewertet werden, dasscha Vorlauferzellen ohne
nachgewiesenen Endothelmarker zur RegenerationMgokardinfarkt beitragen kénnen.
Daher wurden in unserer Studie Vorlauferzellen den Oberflachenmarkern CD34 und
CD133 untersucht, die den endothelialen Vorlautemebezuglich der Differenzierung und
Mobilisation vergleichbar sind und reliabel mittdlsichflusszytometrie gemessen werden

koénnen.
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5.2.2. Bedeutung von zirkulierenden Vorlauferzellarakuten
Myokardinfarkt

Zirkulierende Vorlauferzellen kénnen zur Reparatan ischamisch geschadigten Organen
beitragen. Sie stimulieren Neovaskularisierung uReendothelialisierung verletzter
BlutgefalRe [7, 144]. Kleinere Studien ergaben, das#ghl endotheliale und hamatopoetische
als auch mesenchymale Vorlauferzellen zur Regdoaraies Myokards nach einem
Myokardinfarkt beitragen kénnen [27, 75].

Inwieweit Vorlauferzellen zur Restitution der Myal&unktion nach akutem Myokardinfarkt
notwendig sind und inwiefern dies klinisch zu nutzest, konnte bisher jedoch nicht
abschliel3end geklart werden.

Erste Hinweise erbrachten die tierexperimentelleri®n von Orlic et al., bei denen Mausen
nach Myokardinfarkt Knochenmarksvorlauferzellerumdiert wurden. Es zeigte sich bei den
behandelten Mausen eine verbesserte Kontraktsibétie eine kleinere Infarktnarbe [112,
113]. Unter den Klinischen Studien an Patienterd smsbesondere die TOPCARE-AMI
Studie zu erwahnen, in der sich nach erfolgreigeekutaner Reperfusion und intrakoronarer
Vorlauferzellinfusion eine verbesserte linksvenitdce Funktion sowie eine im MRT
nachgewiesene Abnahme der Infarktnarbe zeigte [1Z3s weiteren konnte eine
Normalisierung der koronaren Flussreserve im Ingg@#al innerhalb von 4 Monaten bei den
mit Vorlauferzellen behandelnden Patienten nachgsevi werden, was als Parameter fir die
Vaskularisierung des Myokards gewertet werden kfi@6, 128]. Dies entspricht der
Beobachtung, dass Vorlauferzellen die Neovaskigsusg stimulieren. Weitere Studien
kamen zu &hnlichen Ergebnissen, dagegen konntderiASTAMI-Studie mit 100 Patienten
keine Unterschiede zwischen den mit Knochenmarkszebehandelten Patienten im
Vergleich zur Placebo-Gruppe nachgewiesen werdénl®7, 162]. Zusammenfassend kann
bisher keine eindeutige Aussage Uber eine Verhasgeder klinischen Parameter durch
infundierte  Vorlauferzellen gemacht werden. Eine naigeere Analyse der
Vorlauferzellpopulationen wurde in diesen Studiehtivorgenommen.

Auch die Mobilisierung von Vorlauferzellen durcreddehandlung mit dem Wachstumsfaktor
G-CSF hatte beim Menschen keinen Einfluss aufrderktgrof3e [170].

Uber die Bedeutung der endogenen Mobilisierung Wworlauferzellen nach einem
Myokardinfarkt und deren mogliche positive Effekse ebenfalls wenig bekannt. Werner et
al. konnten bei 519 Patienten mit koronarer Henrzerkung nachweisen, dass eine erhdhte
Anzahl von endothelialen Vorlauferzellen mit eineerniedrigten Risiko fur ein

kardiovaskulares Ereignis assoziiert ist [161]. tLeuner weiteren Studie stellen endotheliale
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Vorlauferzellen einen Marker fiur die Prognose kawdskularer Ereignisse dar [130].
Inwieweit sich die endogene Mobilisierung der Vafkizellen auf den Verlauf des akuten
Myokardinfarkts positiv auswirkt, wurde bisher nigicher geklart.

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass CD3433BYorlauferzellen positiv assoziiert
sind mit dem geretteten Myokard im Verlauf einefardkts. Patienten mit einem hdheren
Anteil geretteten Myokards (Salvage Index) wieseshnCD34+CD133+Vorlauferzellen auf
als Patienten mit einem niedrigeren Anteil gerettefMyokards. Aus diesem Ergebnis lasst
sich ein positiver Effekt der CD34+CD133+Vorlaufeien auf das potentiell zu rettende
Gewebe (,Myocardium at risk”) und damit auf diedrktausdehnung vermuten. Sowohl der
Salvage Index als auch die Infarktausdehnung stelieen Pradiktor der Mortalitat dar und
sind daher von immenser klinischer Bedeutung [1D&mit ergibt sich ein Hinweis darauf,
dass Vorlauferzellen den klinischen Verlauf naateei Myokardinfarkt positiv beeinflussen
konnen.

Ein eindeutiger kausaler Zusammenhang zwischen €0B433+Vorlauferzellen und dem
myokardialen Salvage kann aus dem Ergebnis didgselieSjedoch nicht abgeleitet werden.
Moglich wére ebenfalls, dass andere Faktoren, dis Myokard positiv beeinflussen,

zusatzlich die Mobilisation von Vorlauferzellenmstilieren.

5.2.3.  Wirkmechanismen der zirkulierenden Vorlaoéden

In experimentellen Studien ergaben sich bereitswiise auf die Wirkmechanismen der
Vorlauferzellen. Einer der ersten Erklarungsansatze die Transdifferenzierung von
Vorlauferzellen in Kardiomyozyten. In-vitro-Versuetkonnten diese Hypothese bestatigen,
aber auch bei ersten tierexperimentellen Studiegabem sich Hinweise auf eine
Transdifferenzierung von endothelialen Vorlaufderel in Kardiomyozyten und deren
Ansiedelung im Infarktgebiet [10, 113]. Mittlerweilwird diese Hypothese jedoch in Frage
gestellt, da weitere Studien in vivo keinen AnHétteine Transdifferenzierung ergaben [13,
104]. Dennoch konnte auch in diesen Studien eineitipe Beeinflussung der
Myokardfunktion nachgewiesen werden, sodass andé&krkmechanismen der
Vorlauferzellen Gberdacht werden mussten. Die Mbdiit einer Zellfusion wurde ebenfalls
diskutiert [109]. Ein weiterer vielversprechendeirkihechanismus der Vorlauferzellen sind
parakrine Effekte durch die Freisetzung von ZytekinIn vitro zeigten endotheliale und
hamatopoetische Vorlauferzellen eine deutlich Anggang des Wachstumsfaktors VEGF,

der an der Neovaskularisierung beteiligt ist unohidaie endogenen Reparaturmechanismen
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unterstitzen kann [152]. Daher wird der Zytokinpkiibn von Vorlauferzellen die
entscheidende Rolle in deren Wirkmechanismen betgsem.

In der vorliegenden Studie konnte jedoch keine &lation zwischen der Anzahl von
CD34+CD133+Vorlauferzellen und VEGF nachgewieserrder. Auch die Analyse der
anderen gemessenen Zytokine ergab keine Assoziatmn der Anzahl der
CD34+CD133+Vorlauferzellen.

5.2.4. Rekrutierung von Vorlauferzellen

Fur Vorlauferzellen sind die Mobilisation und dadaoming* zum geschadigten Gewebe
entscheidend um funktionell wirksam zu werden. Dabei wichtigsten in dieser Studie
untersuchten Zytokine sind IL-8 und VEGF. Sie slisren die Mobilisation von

endothelialen und hamatopoetischen Vorlauferzelled steigen im Rahmen der akuten
Entztndungsreaktion nach einem Myokardinfarkt dh gb, 86, 131, 136]. Eine Assoziation
der Anzahl der CD34+CD133+Vorlauferzellen mit demgnnten Zytokinen konnte jedoch in
der vorliegenden Studie nicht gefunden werden. Duésnte darauf hinweisen, dass die
einzelnen Zytokine nicht die Anzahl der CD34+CD188tauferzellen beeinflussen. Die
Mobilisation der Vorlauferzellen kénnte jedoch duein multifaktorielles Geschehen bedingt
sein, bei dem auch Zytokine eine Rolle spieleneBieitere mogliche Erklarung ware der
frhe Zeitpunkt der Messung nach dem Myokardinfazi dem die Aktivierung der

Zytokinkaskaden erst initiiert wurde und die Zytokiihre Wirkung noch nicht entfalten

konnten.

5.3. Zytokine im akuten Myokardinfarkt

Nach einem Myokardinfarkt kommt es zu einer ausggien Entzindungsreaktion. Zum
einen kann diese potentiell den Kardiomyozyten dehazum anderen zeigte sich, dass die
Entziindungsphase unabdingbar fir den Heilungspazash einem Myokardinfarkt ist um
geschadigtes Gewebe und tote Zellen im Infarktamal beseitigen. Insbesondere das
Gleichgewicht zwischen entzindungsfordernden untziedungshemmenden Zytokinen
sowie der angiostatischen und proangiogenetisclytokifie ist essentiell fir den optimalen
zeitlichen Ablauf der Entziindungsreaktion [46].

Zu den in dieser Studie untersuchten proinflamnetben Zytokinen gehoren IL-6, IL-8,

TNFa, CCL2 und IL-B, von denen zumindest in Tierversuchen eine Indakturch einen
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Myokardinfarkt gezeigt werden konnte. Der Mitteltvder Zytokinkonzentrationen war zwar
fur alle proinflammatorischen Zytokine in der ,safje high“-Gruppe erhoht im Vergleich zur
.salvage low“-Gruppe, einen signifikanten Untergchigab es jedoch nicht. Es konnte also
weder eine positive noch eine negative Assoziatien proinflammatorischen Zytokine zu
dem ,myocardium at risk" belegt werden. Demgegenizeggten Bennermo et al. 2004, dass
Patienten nach Myokardinfarkt mit einem ho6heren6ILSpiegel bei Aufnahme eine
schlechtere Prognose haben [18]. Andere StudiersewieKorrelationen von IL-6 zur
Prognose erst zu einem spateren Zeitpunkt und rbehtAufnahme nach, sodass eine
fehlende Assoziation der proinflammatorischen Zyiek zum Salvage Index in der
vorliegenden Studie auch durch den frihen Zeitpuiekt Bestimmung erklart werden kann
[169].

Als Gegenspieler wurde das antiinflammatorisch sarke Interleukin 10 (IL-10) gemessen,
das ein UberschieRen der Entziindungsreaktion gatinsoll und proinflammatorische
Zytokine supprimiert. Die Bedeutung von IL-10 im dkardinfarkt wird jedoch kontrovers
diskutiert. Yang et al. zeigten, dass IL-10 defiteeM&use eine erhfhte Mortalitdt und eine
gesteigerte Entzindungsreaktion nach Myokardinfastten [164]. Weitere Studien konnten
zwar eine leichtgradig gesteigerte Entzindungsi@akbei IL-10 defizienten Mausen
bestétigen, eine Assoziation zur Mortalitat fandém jedoch nicht. Zusatzlich zeigten sie,
dass der zeitliche Ablauf der Entziindungsreaktiod wor allem deren Ruckbildung bei IL-
10 defizienten Mausen nicht gestért ist [171]. Auclder vorliegenden Studie konnte keine
signifikante Assoziation zwischen IL-10 und demegiten Myokard nachgewiesen werden.
Daher kann vermutet werden, dass IL-10 fir den Béicy der Entziindungsreaktion und die
Auswirkungen auf die Uberlebenden Kardiomyozyten @ime untergeordnete Rolle spielt
und andere Faktoren von groRerer Bedeutung inmi€asammenhang sind.

Eine wichtige Funktion haben die angiostatischetokipe wie CXCL9 und CXCL10 als
Gegenspieler der pro-angiogenetischen Zytokinenl#® um eine verfriihte Angiogenese
zu verhindern. Uber den Verlauf von CXCL9 ist bishihts bekannt. CXCL10 zeigt nach
einem Myokardinfarkt einen frihen, nur fir kurzeitZbestehenden Anstieg. Es wird
hypothesiert, dass CXCL10 die Angiogenese verhinder tote Zellen und Debris durch
infiltrierende Phagozyten entsorgt werden konniemit konnte CXCL10 fur die Steuerung
des zeitlichen Ablauf des Heilungsprozesses estlenstiin. Eine UberschieRende Reaktion
konnte jedoch auch eine Supprimierung der Angiogengarstellen. Fir diese mogliche
negative Auswirkung ergaben sich in unserer Stutlieveise, da eine etwas erniedrigte

Konzentration von CXCL9 und CXCL10 in der ,salvaggh“-Gruppe im Vergleich zur
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.salvage low*-Gruppe nachzuweisen war. Also prefién die Patienten mit weniger
CXCL9/CXCL10 in Bezug auf das gerettete Myokardr @guppenunterschied war jedoch
nur geringfugig und nicht signifikant.

An der Neoangiogenese ist auch der WachstumsfaE@GF beteiligt, der die Proliferation
und Migration von Endothelzellen beeinflusst [1Q, 115]. In vitro konnte durch die Gabe
von VEGF bereits eine Verbesserung der Gewebspenfeszielt werden [16]. Daher wird
auch im akuten Myokardinfarkt ein Benefit durch VIE@ermutet. In unserer Studie zeigte
sich jedoch in der ,salvage high“-Gruppe eine inrgleich erniedrigte Konzentration von
VEGF. Da dieser Unterschied nicht signifikant undr dAbstand der Mittelwerte nur
geringfigig war, lasst sich dieses Ergebnis nigideutig werten.

Zusammenfassend lieBen sich in der vorliegendemlieStkeine weiteren Assoziationen
zwischen Zytokinen und dem geretteten Myokard niBfokardinfarkt nachweisen. Als
maogliche Ursache lasst sich der frihe Bestimmungsaekt diskutieren, da die
Blutentnahmen unmittelbar nach Aufnahme erfolgta, eéinem Zeitpunkt an dem die
Zytokinkaskaden erst initiilert wurden. Des weitesgfolgte die Rekanalisationstherapie und

deren Beeinflussung der Zytokinausschittung exst dar Abnahme.

5.4. Troponin T

Troponin ist ein Proteinkomplex, der aus den Umnméreiten C, | und T besteht. Die
Untereinheiten | und T kommen nur im Herzmuskel. vBei Zellschadigung wird Troponin
in den Blutkreislauf freigesetzt und kann dort besit werden. Troponin T und Troponin |
sind hochspezifische und sensitive Marker eines Kdgadschadens [110]. Nach einem
Myokardinfarkt steigen Troponin T und | innerhalbrv4-6 Stunden im Blutkreislauf an. In
dieser Studie zeigte sich das Troponin T bei Aufmalbei Patienten der ,salvage low"-
Gruppe héher im Vergleich zu Patienten der ,salvaige“-Gruppe. Die Maximalwerte von
Troponin T im Verlauf des stationaren Aufenthaltesterschieden sich zwischen den
Gruppen jedoch nicht. Mit diesem Ergebnis Ubergamsend konnte bereits nachgewiesen
werden, dass Troponin T bei Aufnahme mit einem esttieren klinischen Verlauf bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt assoziiert{t8]. Eine weitere Studie, die Troponin I
bei Aufnahme untersuchte, zeigte allerdings keissoZiation zwischen Troponin | und dem
myokardialen Salvage [90].

Ein moglicher Erklarungsansatz fur die in dieserd& nachgewiesene negative Assoziation
von Troponin T bei Aufnahme und dem myokardialetv&sge stellt die positive Korrelation

zwischen Troponin T und der Zeit zwischen Symptogimoe und Aufnahme dar. Allerdings
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ergeben sich zwischen den Patienten der ,salvagig-hund ,salvage low"-Gruppe keine
Unterschiede hinsichtlich der Zeit zwischen Auftretder Symptome und Aufnahme im
Krankenhaus. Es kann diskutiert werden, ob Tropohibei Aufnahme einen genaueren
Marker fur die Dauer der Ischamie darstellt, als slibjektiven Angaben der Schmerzdauer

des Patienten.

5.5. Studienbeschrankungen

Aufgrund der relativ niedrigen Patientenzahl dieSerdie kénnen die Unterschiede zwischen
den Gruppen in Bezug auf die Zytokine bei fehlen8enifikanzen nicht eindeutig gewertet
werden. Signifikante Unterschiede konnen sich paknbei hoherer Patientenzahl noch
ergeben.

Des weiteren muss der frihe Abnahmezeitpunkt irlideen Verlauf des Myokardinfarkts
bertcksichtigt werden. Von vielen Zytokinen und Zzmdungsparametern ist bekannt, dass
sie erst im zeitlichen Verlauf durch einen Infableeinflusst werden. So kann der Zeitpunkt
der Bestimmung von Bedeutung fur die Assoziationamderen Parametern sein. In dieser
Studie wurden die zirkulierenden Vorlauferzeller whe Zytokine jedoch ausschlief3lich zum

Zeitpunkt der Aufnahme noch vor der Rekanalisatierdapie bestimmt.

5.6. Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass dastejerdlyokard (der Salvage Index) nach
einem Myokardinfarkt mit zirkulierenden CD34+CD138&xlauferzellen positiv assoziiert
ist. Dies ist von groRRer Bedeutung, da die Rettdeg Myokards eines der wichtigsten
therapeutischen Ziele nach einem Myokardinfarkswdlt und fur die Mortalitdt sowie den
weiteren Verlauf entscheidend ist.

Eine  Assoziation zwischen Anzahl der CD34+CD133+&aferzellen und
Zytokinkonzentration wurde in dieser Studie nichacimgewiesen. Damit bleibt der
Wirkmechanismus der Vorlauferzellen weiterhin unk@ie Hypothese, dass Vorlauferzellen
Uber die Freisetzung von Zytokinen ihre Wirkungfaién, kann in dieser Studie nicht
bestétigt werden.

Eine Beeinflussung des geretteten Myokards dundtuletrende Zytokine zeigte sich in der

vorliegenden Studie nicht.
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Zusammenfassend weisen die Ergebnisse dieser Studégauf hin, dass
CD34+CD133+Vorlauferzellen eine wichtige Rolle imeildngsprozess nach einem
Myokardinfarkt spielen kbnnen. Fur eine moéglicheréipeutische Anwendung mussen jedoch
Wirk- und Mobilisationsmechanismen noch weiter usiieht werden.
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6. Zusammenfassung

Vorlauferzellen sind Abkdmmlinge adulter Stammazelleund werden im akuten
Myokardinfarkt aus dem Knochenmark mobilisiert. ®W8d vermutet, dass zirkulierende
Vorlauferzellen von gro3er Bedeutung flr den Hejkprozess nach einem Myokardinfarkt
sein kbnnen, da sie Angiogenese, Vaskulogenesd&rarddothelialisierung stimulieren. Des
weiteren spielt im Heilungsprozess die Entzindwegdron mit der Ausschittung von
Zytokinen eine wichtige Rolle. In dieser Studie deirdie Assoziation von zirkulierenden
CD34+CD133+Vorlauferzellen und zirkulierenden Zytwa mit dem geretteten Myokard
(Salvage Index) bei Patienten im akutem Myokardkifantersucht.

In die Studie wurden 22 Patienten mit einem akWBmkardinfarkt eingeschlossen. Die
Anzahl zirkulierender CD34+CD133+Vorlauferzellen rde aus dem Serum mittels
Durchflusszytometrie anhand der Oberflachenmarked%; CD34 und CD133 quantitativ
bestimmt. Die quantitative Bestimmung der Zytok@d€L2, CXCL9, CXCL10, IL-B, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12 und TNFe erfolgte mittels Cytometric Bead Arrays (CBA). VEGvurde
mittels eines Sandwich Enzyme Immunoassay geme&xnSalvage Index wurde durch
eine Myokardszintigraphie mit T&" Sestamibi bestimmt.

In dieser Studie zeigte sich, dass bei Patientereimém hoheren Salvage Index eine hdhere
Anzahl von CD34+CD133+Vorlauferzellen nachgewiesarden konnte als bei Patienten
mit einem niedrigeren Salvage Index. Die Konzemratder untersuchten zirkulierenden
Zytokine zeigte jedoch weder eine Assoziation zugokardialen Salvage Index noch zur
Anzahl der CD34+CD133+Vorlauferzellen.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass CD34+Cba@&uferzellen eine wichtige Rolle
im Heilungsprozess nach einem Myokardinfarkt spiel@nnen. Die Assoziation von
CD34+CD133+Vorlauferzellen und dem geretteten Mydk&alvage Index) ist von grolRer
klinischer Bedeutung, da die Rettung des Myokarashneinem Myokardinfarkt eines der
wichtigsten therapeutischen Ziele darstellt unddén weiteren klinischen Verlauf und die

Mortalitat entscheidend ist.
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7. Anhang

7.1. Abkirzungen

ACS
AK
AMI
APC
CCL2
CBA
CK
CKMB
CRP
EF
EPC
EPO
FACS
FITC
G-CSF
GE
GM-CSF
HSC
IFN
IL-18
IL-3
IL-6
IL-7
IL-8
IL-10
IL-12
KHK
LFA-1
MMP-9
NO

PE
PerCP
PTCA
SDF-1
sem
TNFa
TNFR1
TNFR2
nT
VEGF

Akutes Koronarsyndrom
Antikorper
Akuter Myokardinfarkt

Allophycocyanin

Chemokine (C-C motif) ligand 2

Cytometric Bead Arrays

Creatinkinase

Muscle-Brain Fraktion der Creatinkinase
C-reaktives Protein

Ejektionsfraktion

Endotheliale Vorlauferzellen (endothelialgamnitor cells)
Erythropoetin

Fluorescence activated cell sorting
Fluoreszeinisothiozyanat

Granulocyte colony stimulating factor
GefalRerkrankung

Granulocyte-macrophage colony stimulataggor
Hamatopoetische Stammzellen (hematopoietin sklls)
Interferon

Interleukin 3

Interleukin 3

Interleukin 6

Interleukin 7

Interleukin 8

Interleukin 10

Interleukin 12
Koronare Herzkrankheit

Lymphocyte function-associated antigen 1
Matrix Metalloproteinase-9

Stickoxid

Phycoerythrin

Peridin Chlorophyll

Perkutane transluminale Koronarangioplastie
Stromal cell-derived factor 1

Standardfehler des Mittelwertes (standant efrthe mean)
Tumor Nekrose Faktar

Tumor necrosis factor receptor 1

Tumor necrosis factor receptor 2

Troponin T

Vascular endothelial growth factor
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