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1 Einleitung

1.1 Hintergriinde zum Krankheitsbild des Schlaganfalls

Beim Schlaganfall, auch Apoplexie oder Hirninfarkt genannt, handelt es sich um ein in erster
Linie klinisch definiertes Krankheitsbild. Gekennzeichnet ist der Schlaganfall durch ein

unvermittelt auftretendes fokal-neurologisches Defizit!3?,

Bei ca. 85% aller Schlaganfille handelt es sich um zerebrale Infarkte, also ischdamisch
bedingte Ereignisse. Die Ubrigen 15% der Schlaganfille sind auf intrazerebrale Blutungen
zuriickzufiihren, welche sich allerdings klinisch kaum von der ischamischen Form des

Schlaganfalls unterscheiden?'3’,

Der grofRte Anteil der Schlaganfille, die zerebralen Infarkte, kann durch Embolien oder
Stenosen bzw. Thrombosen der extra- oder intrakraniellen zufihrenden Hirnarterien
verursacht sein. Pradilektionsstellen und damit am haufigsten betroffen sind bei den

extrakraniellen Arterien die A. carotis interna und intrakraniell die A. cerebri media’®.

1.1.1 Epidemiologie

Jedes Jahr ereignen sich in Deutschland rund 220.000 Schlaganfalle®®. In der deutschen
Todesursachenstatistik stand der Schlaganfall im Jahr 2006 an Platz drei der
Todesursachenstatistik in industrialisierten Landern und war die Hauptursache fir
Behinderungen und Pflegebediirftigkeit im Erwachsenenalter®. In Deutschland starben 2008

ca. 63.000 Menschen an einem Schlaganfall (ICD-10: 160-169 Zerebrovaskulire Krankheiten)’®

184

Ab dem 60. Lebensjahr steigt das Risiko, einen Schlaganfall zu erleiden stark an®®. Die
Lebenszeitpravalenz in der Bevolkerung von 18 bis 79 Jahren liegt bei Mannern bei 1,55 %,
bei Frauen bei 1,73%?3. Insgesamt liegt die Inzidenz des Schlaganfalls in den
Industrielandern bei ca. 180/100.000/Jahr. Bei der Inzidenz ist das steigende Risiko im Alter
deutlich ersichtlich, wenn man die Inzidenzen einzelner Lebensabschnitte miteinander
vergleicht. So liegt die Inzidenz bei 55-64 Jahrigen bereits bei 300/100.000/Jahr, wohingegen
sie im Alter von 65-74 Jahren sogar bei 800/100.000/Jahr liegt”*.



1.1.2

Atiologie und Pathogenese

Die atiologische Einordnung der wichtigsten Gruppe der Schlaganfille, der ischamisch

bedingten Ereignisse, erfolgt meist nach den sogenannten TOAST-Kriterien®. Diese umfassen

die kardioembolische Genese, Makroangiopathien, Mikroangiopathien, andere Ursachen

(z.B. Gerinnungsstdrungen oder traumatische GefaRdissektionen) und die unklare Atiologie.

Studien auf Basis der Stroke Data Bank®? (Abb. 1-1) sowie auf Basis der deutschen

Schlaganfalldatenbank®® ergaben, dass sich die Haufigkeitsverteilung der Ursachen fir die

zerebralen Infarkte auf drei Hauptursachen verteilte:

Kardioembolische Genese: Ca. 19 % der zerebralen Infarkte aus der Stroke Data Bank
waren auf kardiale Embolien zurickzufiihren®2. Diese basieren meist auf
Vorhofflimmern?’. Mit Hilfe der deutschen Schlaganfalldatenbank konnte ein Anteil

von ca. 26 % der Schlaganfille mit kardioembolischer Genese ermittelt werden®.

Makroangiopathien: Aus Stenosen oder Verschlissen der hirnversorgenden GefalRe
infolge einer Atherosklerose und aus atherosklerotischen Plaques resultierende
arterio-arterielle Embolien verursachten in der Stroke Data Bank ca. 9 % der
zerebralen Infarkte®2. Sie gehen haufig von Stenosen bzw. Plaques der A. carotis
aus'®, Auf Basis der deutschen Schlaganfalldatenbank wurde ein Anteil der
makroangiopathisch bedingten ischdamisch bedingten Schlaganfille von ca. 21 %
ermittelt®’, wobei dieser Unterschied mdoglicherweise auf der Zeitspanne von 13
Jahren zwischen den Studien und den damit in der jlingeren Studie der deutschen
Schlaganfalldatenbank besseren bildgebenden Verfahren und somit préaziseren

Diagnostik von Stenosen und Plaques basiert.

Mikroangiopathien: Ca. 26 %°% bzw. 21 %°! der zerebralen Infarkte waren auf
Mikroangiopathien, also eine Lipohyalinose der kleinen Arteriolen der

Stammganglien und des Hirnstammes, zurlickzufihren.

Die Ursache der Ubrigen 45% der Schlaganfalle wurde in der Studie der Stroke Data
Bank als wunklar klassifiziert. In der Studie auf Basis der deutschen
Schlaganfalldatenbank verteilten sich die verbleibenden 33% auf andere Ursachen

wie traumatische GefdRdissektionen, Gerinnungsstérungen oder Vaskulitiden (ca.



3%), die Ursache blieb unklar (ca. 23 %) bzw. es konnte mehr als eine mogliche

Ursache gefunden werden (7 %).

Schlaganfalle
n=1805 (100%)

Blutung Infarkt ‘ Andere Ursachen
{

n=480(27%) n=1273 (71%) J n=52 (3%)

Makroangiopathisch/
e atherosklerotisch

N=113 (9%)

Intrazerebral
n=237 (49%)

Mikroangiopathisch/
- lakunar

n=337 (26%)

Subarachnoidal
n=243 (51%)

Kardioembolisch
n=246 (19%)

Unbekannt
n=577 (45%)

Abb. 1-1 Aufteilung der Schlaganfille nach Ursachen (nach "The Stroke Data Bank">?)

Im Hinblick auf die Pathogenese liegen dem zerebralen Infarkt also meist eine der drei
Hauptursachen- kardiale Embolien, Mikroangiopathien und Makroangiopathien- zugrunde.
Infarkte aufgrund von Mikroangiopathien fiihren im Vergleich zu makroangiopathisch und
kardioembolisch bedingten Infarkten meist zu weniger neurologischen Symptomen, die sich
in Storungen und Ausfallen ausdriicken, welche auch oft spontan regredient sind. Es
resultieren kleine, sogenannte lakunare Infarkte der kleinen Arterien des Gehirns, die ins
Mark perforieren. Das groRte Risiko fiir die Entstehung einer Mikroangiopathie bergen die

kardiovaskuldren Risikofaktoren Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie’?.

Schlaganfille mit makroangiopathischer und kardioembolischer Genese resultieren im

Vergleich zu den Schlaganfillen mit mikroangiopathischer Genese in groReren
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Infarktarealen! und zeigen eine deutlich schlechtere Prognose im Hinblick auf Mortalitit,

klinisches Outcome und Reinsultrate®Z 61,

Die klinische Symptomatik des Schlaganfalls hangt von der Lokalisation ab. Neben
vegetativen Begleitsymptomen sind die typischen Symptome vor allem Sprach-,

Bewusstseins- und sensorische Stérungen sowie Paresen bzw. Hemiparesen’?,

Die Prognose des Schlaganfalls ist durch die Schwere der Hirnschiadigung bedingt. Die
Letalitit bei einem ersten Infarkt betragt ca. 20%’:. Genauere Zahlen berichten von ca. 20%
in den ersten vier Wochen nach dem Ereignis, ca. 29% binnen drei Monaten und ca. 38%
innerhalb eines Jahres®. Jedoch sind rund 40% der Patienten, die einen ersten Infarkt
Uberlebt haben, in ihrem alltdglichen Leben eingeschrankt, so dass sie auf fremde Hilfe

angewiesen sind bzw. sogar zum Pflegefall werden!®,

1.1.3 Volkswirtschaftliche Bedeutung

Neben den schwerwiegenden Konsequenzen fiir Patienten und Angehoérige sind die Kosten
fir das Gesundheitssystem nicht zu unterschatzen. Die direkten Kosten setzen sich
zusammen aus der Akutbehandlung im Krankenhaus, den anschliefenden
RehabilitationsmalRnahmen und den Kosten der der eventuell entstehenden
Pflegebediirftigkeit. Jedoch miissen neben den direkten auch die indirekten Kosten
berlicksichtigt werden. Die Volkswirtschaft ist durch indirekte Kosten wie Arbeitsausfall und
Frihrente stark betroffen. Hochrechnungen ergaben, dass allein die direkten Kosten, die aus
der Akutbehandlung, Rehabilitation und anschlieBenden Pflegebedirftigkeit der Patienten
mit erstmals diagnostiziertem Schlaganfall resultieren, sich in der Zeit von 2006 bis 2025

deutschlandweit auf insgesamt tiber 100 Milliarden Euro belaufen werden.
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1.2 Pathophysiologische Reaktionen nach zerebralem Infarkt

Die Pathophysiologie des zerebralen Infarkts ist komplex und umfasst eine Kaskade von
Folgen der Minderdurchblutung- ein Energiedefizit, der Verlust der Zellhomdostase, Azidose,
ein erhohter intrazelluldrer Kalziumspiegel, Folgen der Toxizitdat entstandener freier Radikale
und freigesetzter Zytokine, die Stérung der Blut-Hirn-Schranke, Aktivierung von Gliazellen

und Leukozyteninfiltration48 214,

Entscheidend fir den Verlauf der pathophysiologischen Reaktion nach einem zerebralen
Infarkt in der Akutphase ist vor allem die Entziindungsreaktion?. Hierbei stellte Morioka
bereits 1993 fest, dass auf eine fokale Ischdmie zunachst reaktive Mikroglia, also die
Makrophagen des Gehirngewebes, mit immunhistochemischen Verdnderungen reagieren'?,
die eine Leukozytenmigration hervorrufen. Die Mikroglia sorgen auch fir den Abtransport
des Zelldetritus. Neben den Mikroglia tragen auch Astrozyten zur Entziindungsreaktion bei,
indem sie proinflammatorische Zytokine ebenso wie neuroprotektive Faktoren sezernieren,

wie Transforming growth factor-B (TGF-B), Erythropoietin oder Metallothionein-21°% 199,

Infolge des Energiedefizits aufgrund der Minderdurchblutung des Infarktgebiets tritt eine
Storung der zellularen Homoostase auf. So akkumulieren in den Zellen der betroffenen
Gewebsregion lonen, insbesondere Calcium-lonen, was zur Zellschwellung und schlief3lich
zum Zelltod der Neuronen fuhrt??*>, Kommt es zu einer Reperfusion des betroffenen
Hirngewebes, durch Kollateralen oder durch therapeutische bzw. spontane Rekanalisation,
so bilden sich infolge der hohen Sauerstoffspiegel reaktive Sauerstoffspezies, die zur
Ausschiuttung inflammatorischer Chemokine und Zytokine fiihren'®, Das betroffene

GefaRendothel exprimiert verstarkt Adhasionsmolekiile wie ICAM-1, P-Selectin und E-

SE|ECtin80’ 114, 183, 187

All diese Vorgange haben ca. 4-6 Stunden nach dem ischamischen Ereignis die Einwanderung
von inflammatorischen  Zellen zur Folge?®®. Diese sezernieren  wiederum
Matrixmetalloproteinasen, Stickstoffmonoxid (NO) und weitere reaktive Sauerstoffspezies
ebenso wie proinflammatorische Botenstoffe, wie Interleukin-1 (IL-1), TNF-a, Interleukin-6
(IL-6), Interleukin-10 (IL-10) und TGF-B, die teilweise zytotoxische Wirkung zeigen und den

Infarkt ausweiten kénnen2%® 221 wobei IL-6 und IL-10 eher eine neuroprotektive Wirkung
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zugeschrieben wird’% 138 181 Ein Zusammenspiel aus IL-10 sowie TGF-B soll durch ihre
antiinflammatorischen Komponenten ein UberschieRen der Entziindung verhindern und

schlieBlich zur Beendigung der Entziindungsreaktion beitragen? 111,

Durch die reaktiven Sauerstoffspezies werden weitere Zellen sowie die extrazellulare Matrix
geschadigt und die Blut-Hirn-Schranke wird durchbrochen3® 208 was infolge des
entstehenden Odems sowie der himodynamischen Defizite das Hirngewebe auch auRerhalb
der Infarktregion sekundar schadigt®®®. Nicht nur die lokale, auch die systemische
Immunantwort ist eine Folge der Zytokinfreisetzung. IL-6 induziert die hepatische Synthese
von C-reaktivem Protein (CRP)>>. Den Mediatoren IL-6 und CRP wurde ein Zusammenhang
mit der Mortalitat bzw. dem Outcome sowie dem Risiko zerebraler Infarkte nachgewiesen,

was die klinische Bedeutung der Entziindungsreaktion hervorhebt8? 8, 168,218

Innerhalb weniger Minuten wird das Zentrum der minderdurchbluteten Region irreversibel
geschadigt und wird infolgedessen nekrotisch. Der nekrotische Kern des Infarktgebiets ist
umschlossen von einer noch stoffwechselaktiven Region, die funktionell voriibergehend
stillgelegt, aber noch regenerationsfahig ist. Diese Mantelzone wird als Penumbra

bezeichnet. Sie stellt das Ziel von rekanalisierenden Therapien in der Akutphase dar?? °8,

1.3 Zirkulierende Progenitorzellen

Embryonalen Stammzellen bilden die Grundlage der Entwicklung aller Zellarten im Korper.
Im Verlauf ihrer Differenzierung verlieren die Stammzellen immer weiter ihre Fahigkeit sich
in die verschiedenen Zellarten zu entwickeln, die sogenannte Pluripotenz. Die in dieser
Studie untersuchten Progenitorzellen sind ein Abkdmmling multipotenter adulter
Stammzellen, also der Stammzellen, die das ganze Leben noch im Organismus vorhanden
sind und die im Vergleich zu embryonalen Stammzellen bereits ein geringeres
Differenzierungspotenzial besitzen. Das Replikations- und Differenzierungspotenzial der

Progenitorzellen ist nur noch begrenzt vorhanden?.

Zusammen reprasentieren die Stamm- und die starker differenzierten Progenitorzellen ca.
0,1% der Zellen im Knochenmark?®. Die adulten Stammzellen kénnen in hamatopoietische
sowie nicht-hdamatopoietische bzw. mesenchymale Stammzellen eingeteilt werden. Die

Unterscheidung erfolgt lber bestimmte Oberflachenmarker. So weisen hamatopoietische
13



Zellen im Gegensatz zu mesenchymalen Stammzellen z.B. CD34 und CD45 auf!3®, Sie bilden
die Grundlage der Hamatopoese. Asahara konnte 1997 im Blut zirkulierende Zellen
nachweisen, die CD34 exprimierten. Diese Zellen differenzierten in vitro zu Endothelzellen,
wanderten im Tiermodell in Regionen der Angiogenese ein und wurden daher als

endotheliale Progenitorzellen bezeichnet’.

1.3.1 Herkunft und Klassifikation der endothelialen Progenitorzellen

Studien wiesen zundchst nach, dass Endothelzellen und Blutzellen einige gemeinsame
Oberflichenmerkmale aufweisen, wie Flk-1, Tie-2 oder CD34>* 129 210 \was auf einen
gemeinsamen Ursprung dieser beiden Zelllinien hindeutet. Genetische Untersuchungen
embryonaler Stammzellen wiesen spater auch regulatorische Molekiile wie SCL nach, deren
Regulation sowohl zur Entstehung hamatopoietischer als auch vaskulirer Zellen fiihrt® 163,
Folglich muss es einen Zusammenhang zwischen den hamatopoietischen und den
endothelialen Zellen geben. Die tatsachliche Herkunft der endothelialen Progenitorzellen
wird jedoch noch kontrovers diskutiert. Von einigen Autoren werden die zirkulierenden
Zellen als Abkdmmlinge hdmatopoietischer Stammzellen betrachtet?®, wahrend andere
Autoren die endothelialen Progenitorzellen als eigenstandige Population neben den
hamatopoietischen Progenitorzellen sehen. Fiir sie gilt der Hdmangioblast als gemeinsamer
Vorlaufer der zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen und hamatopoietischen
Stammzellen, wobei letztere sich wiederum in reife Blutzellen entwickeln?®. Als Argument
hierfiir gilt, dass sowohl hamatopoietische als auch endotheliale Zellen Antigene wie CD34
und CD133 exprimieren, welche auch Himangioblasten aufweisen®*, was fir den
Hamangioblast als gemeinsamen Vorliufer spriache. Einen Uberblick iiber diese Theorien
gibt Kassmeyer (Abb. 1-2). In einer weiteren Theorie werden auch Uberschneidungen mit

reifen endothelialen Zellen aus der GefaRwand diskutiert’.
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Abb. 1-2 Mégliche Urspriinge und Differenzierungswege der zirkulierenden Progenitorzellen
(Kassmeyer et al., 2009).

1.3.2 Oberflichenmarker der Vorlduferzellen

Bei den endothelialen Progenitorzellen handelt es sich um Zellen im peripheren Blut, die
dem Knochenmark entstammen. Sie stellen eine Vorstufe der Endothelzellen dar und
besitzen Charakteristika von Stammzellen und von reifen Endothelzellen®!. Eine Méglichkeit
der ldentifizierung der Progenitorzellen ergibt sich daher, wie oben bereits skizziert, aus

ihren Oberflachenmarkern.

Asahara charakterisierte die Progenitorzellen ber ihren Oberflichenmarker CD34’. Das
CD34-Antigen, ehemals “hematopoietic progenitor cell antigen 1“ genannt, wird auf
hamatopoietischen Vorlauferzellen und primitiven pluripotenten Stammzellen exprimiert. Je
weiter die Zelle differenziert, desto weniger CD34 wird exprimiert®>. Somit bietet es sich als
Oberflaichenmarker fiir sehr frilhe hamatopoietische Stammzellstufen an. Auch auf

Endothelzellen findet sich CD34°% 113,

Bei CD34 handelt es sich um ein transmembrandses Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 115 kD, welches bewirkt, dass die jeweilige Zelle auf Faktoren wie den
sogenannten Stammzellfaktor oder den Inhibitionsfaktor fiir Leukozyten reagiert. Die daraus
resultierenden Effekte, die bisher nachgewiesen werden konnten, umfassen eine verstarkte

Proliferation der CD34-exprimierenden Stamm- und Progenitorzellen sowie eine
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Veranderung der adhédsiven und migratorischen Eigenschaften von CD34-exprimierenden

Leukozyten!?> 135176,

In bestimmten pathologischen Situationen, wie dem Myokardinfarkt, konnen sich erhdhte

Zahlen von reifen CD34+ Endothelzellen im peripheren Blut befinden?!3°

, was zur eindeutigen
Identifikation der Progenitorzellen einen weiteren Oberflichenmarker neben CD34

vonnoten macht.

Daflir bietet sich CD133 an. Das CD133 Antigen, auch AC133 oder Prominin genannt, ist
charakteristisch fur Stammzellen. Exprimiert wird das transmembranale Glykoprotein
sowohl auf Stamm- als auch auf Progenitorzellen mit und ohne die Fahigkeit, sich zu Blut
bildenden Zellen zu entwickeln?3 22>, Reife Blutzellen weisen jedoch kein CD133 mehr auf®.
Somit kann es als Marker verwendet werden, um unreife hamatopoietische Zellen im
peripheren Blut zu identifizieren und dient als Erganzung zu CD34, um zirkulierende

Progenitorzellen zu charakterisieren und von den CD34+ reifen Endothelzellen abzugrenzen.

Als weiterer Marker insbesondere fiir starker differenzierte Stufen der Progenitorzellen kann
der VEGF (vascular endothelial growth factor)-Rezeptor 2 verwendet werden®® 144 Bej
VEGFR2, einem Membranprotein aus der Familie der vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktoren, handelt es sich um eine Rezeptortyrosinkinase, die sich auf reifen
Endothelzellen findet. Der Rezeptor spielt eine entscheidende Rolle bei der vaskuldren
Entwicklung, indem er die Entwicklung von Endothelzellen reguliert. Eine weitere wichtige
Funktion von VEGFR2 ist die regulatorische Komponente, die er auf die vaskuldre
Permeabilitdt sowie die Modulation der Zellmigration ausiibt’!. Gill stellte 2001 fest, dass

vaskuldre Traumata zur Mobilisation VEGFR2+ Zellen fiihren>’.

VEGFR2+/CD34+ Zellen besitzen mit VEGFR2 einen Oberflichenmarker reifer Endothelzellen

und werden daher als stirker differenziert als CD133+/CD34+ Zellen betrachtet®3.

Laut Peichev finden sich nur auf 0,4% der CD34+ Zellen im peripheren Blut gleichzeitig CD133
und VEGFR24 Somit ist eine getrennte Betrachtung von CD133+/CD34+ sowie
VEGFR2+/CD34+ Zellen sinnvoll.

Der Chemokinrezeptor CXCR4 stellt den Rezeptor fur den Stromal derived factor 1 (SDF-1)

dar, der wesentlich fiir das Homing der zirkulierenden Progenitorzellen ist. CXCR4 wird daher
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ebenso wie VEGFR2 auf stirker differenzierten zirkulierenden Progenitorzellen exprimiert!32,
Im Zuge des ischamischen Ereignisses wird initial SDF-1 ausgeschiittet?’, was mutmaRlich zu
einer Mobilisation der Progenitorzellen fiihrt, die den entsprechenden Rezeptor, CXCR4,

exprimieren.

Trotz der diversen Studien zu Oberflaichenmarkern und Charakteristika der von Asahara
erstmals isolierten Zellen wird Uber eine eindeutige Definition der zirkulierenden
Progenitorzellen weiterhin diskutiert. Jedoch zeigen sich Tendenzen. So legten nach Hristov
u.a. auch Leone et al. CD34, CD133 und VEGFR2, sowie Leone zur weiteren Differenzierung

auch CD45 als Marker fur die zirkulierenden endothelialen Vorlduferzellen fest”? 109,

Als weiterer Marker wurde in der vorliegenden Arbeit ein Antikérper gegen CD45 eingesetzt.
CDA45, eine transmembrandse Proteintyrosin-Phosphatase, von der man ausgeht, dass sie als
Rezeptor an der Zelloberflache fungiert, stellt ein Antigen dar, das in hamatopoietischen
Zellen exprimiert wird, mit Ausnahme von Erythrozyten und Thrombozyten. In menschlichen
Leukozyten treten fiinf verschiedene Isotypen dieses Antigens auf>® 173, Plasmazellen und
neutrophile Granulozyten sind nicht mit CD45 Antikérpern anfarbbar, so dass sich der

Antikorper als Marker fiir Negativkontrollen eignet.

Bei der Prdparation der Zellen vor der Messung wurde in der vorliegenden Arbeit neben
Antikorpern gegen die oben genannten Oberflaichenmarker ein weiterer Antikorper
angewendet. Um zundachst vitale Zellen von Zelldebris bzw. Fragmenten zu unterscheiden
wurde die 7-AAD-Vitalitatsfarbung eingesetzt. Der 7-AAD Marker ist hilfreich, um
Rickschliisse Giber die Zellvitalitdt zu ziehen. Der Stoff interkaliert zwischen Basen der DNA,
im Einzelnen handelt es sich dabei um Cytosin und Guanin. Der physiologische Zustand der
Zellen kann aus ihrer Aufnahmefahigkeit fir den Stoff abgeleitet werden, da 7-AAD nur in

zerstorte Zellen eindringt!®’.

1.3.3 Funktion und Fahigkeiten der Progenitorzellen

Entgegen der bis in die 1990er Jahre verbreiteten Meinung, dass im adulten Organismus
keine Neovaskularisierung, also die Neuentstehung von GefdRen, mehr stattfindet
identifizierte Asahara 1997 als erster die endothelialen Progenitorzellen, die zur vaskularen

Homoostase und Reparatur von GefdBendothelien beitragen’. Er isolierte CD34+
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mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut von freiwilligen Probanden und stellte
anhand seiner Ergebnisse die Hypothese auf, dass die isolierten Zellen zur Neoangiogenese
bei Erwachsenen beitragen. Aufgrund der fiir Endothelzellen typischen Oberflachenmarker
wie VEGFR wurden die im peripheren Blut zirkulierenden identifizierten Zellen als
endotheliale Progenitorzellen bezeichnet. Auch Shi fand 1998 Hinweise auf aus dem
Knochenmark stammende, im Blut zirkulierende Zellen, die in der Lage sind, Endothel zu

bilden179,

Nachdem Asahara die hamatopoietischen CD34+ Vorlauferzellen aus dem peripheren Blut
isoliert hatte, die zur Neoangiogenese beitragen sollten, gelang es Korbling®® und Yeh?%,
nachzuweisen, dass sich die CD34+ Zellen auch in nicht-hamatopoietische Zellpopulationen
wie Kardiomyozyten, Hepatozyten oder Endothelzellen differenzieren kénnen, was bisher
nur in in-vitro Studien mit mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden konnte. Hier
entwickelten sich aus mesenchymalen Progenitorzellen Adipozyten, Osteoblasten, Myozyten
und Chondrozyten?®. Auf Asaharas Ergebnisse aufbauende Studien konnten nachweisen,
dass die Transplantation von kultivierten zirkulierenden Progenitorzellen oder aus dem
Knochenmark isolierten adulten Stammzellen eine verstarkte Angiogenese in ischdamischen
Geweben hervorruft®” 175 190 Ferner zeigte Sandri 2005, dass Organischamien eine
vermehrte Freisetzung dieser zirkulierenden Progenitorzellen aus dem Knochenmark
hervorrufen!®. Werner untersuchte 2003 die Rolle intravenés transfundierter endothelialer
Progenitorzellen im Mausmodell mit arterieller Verletzung. Hier erkannte er, dass sich die
transfundierten Zellen ausschlieRlich an der verletzten Stelle fanden und schloss daraus, dass
die Transfusion zu verstirkter Reendothelialisierung fiihrte?!l. Vor dem Hintergrund des
akuten Myokardinfarkts analysierte Grundmann CD34+ Zellen, CD133+/CD34+ Zellen und
VEGFR2+/CD34+ Zellen. Bei allen drei Populationen konnte ein Anstieg der Zellzahlen bis Tag
4 nach dem Infarktereignis verzeichnet werden; der starkste Anstieg fand sich in der
CD133+/CD34+ Population, was eine Assoziation insbesondere dieser Zellpopulation mit

ischamischen Ereignissen vermuten |3sst®.

Im Zusammenhang mit zerebrovaskuldren Erkrankungen demonstrierte Zhang bereits 2002,
dass nach einer fokalen zerebralen Ischdamie bei Méausen zirkulierende Progenitorzellen in

Regionen der Neovaskularisierung am Rande der Ischdmie nachweisbar waren?3*,
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Als zugrunde liegender Mechanismus der Wirkungsentfaltung der Progenitorzellen gilt die
Sekretion von Zytokinen wie IL-8 und VEGF, welche zu einer Verstarkung der endogenen

Reparaturmechanismen fihrt1?7, 162,

Die vorgenannten Studien dienten konzeptionell als Grundlage der Hypothese, dass hinter
der Mobilisation von Progenitorzellen aus dem Knochenmark ein physiologischer
Reparaturmechanismus steht. Als erste Studie am Menschen zu den Nutzen bringenden
Effekten der Progenitorzellen gilt die TOPCARE-AMI, in der Patienten mit Myokardinfarkt
Progenitorzellen infundiert wurden, um einen positiven Effekt auf das Remodeling nach
reperfundiertem Myokardinfarkt zu untersuchen, mit dem Ergebnis, dass den infundierten
Zellen auch beim Menschen potenzielle positive Effekte wie ein besseres klinisches Outcome

nach Myokardinfarkt sowie eine verbesserte Herzfunktion zuzuschreiben seien & 108,

1.3.4 Beeinflussende Faktoren und Mechanismus der Freisetzung der Progenitorzellen

Nachdem die Zellpopulationen identifiziert wurden, die zu Neoangiogenese und
Reendothelialisierung beitragen konnen stellte sich die Frage nach Faktoren, die die
Mobilisation dieser Zellen beeinflussen und dem Mechanismus, der ihrer Mobilisation
zugrunde liegt. Im Laufe der letzten Jahre wurden verschiedene Faktoren identifiziert, die

zur Mobilisation der zirkulierenden Progenitorzellen fiihren.

Das akute Koronarsyndrom gilt eine Art Trigger, der die Zellzahl der Progenitorzellen im

peripheren Blut erhdht!?0: 182,

Shintani zeigte bereits 2001, dass bei Patienten mit
Myokardinfarkt CD34+ mononukledre Zellen nach dem Ereignis mobilisiert werden und wies
bei Messungen an den Tagen 1, 3, 7, 14 und 28 einen Peak der Zellmobilisation an Tag 7
nach’4, Beim akuten Myokardinfarkt spielen insbesondere die InfarktgroBe sowie das
AusmaR der nekrotischen Areale eine Rolle?°?, Der Anstieg der Progenitorzellen wird auf die
Entziindungsreaktion infolge des Infarkts zuriickgefiihrt. Zudem sollen Prozesse des
entstandenen Traumas fiir den Anstieg verantwortlich sein® 162, Als Ursache fiir eine
vermehrte Mobilisation konnten auch vaskuldre Traumen nachgewiesen werden®’, ebenso
wie Scherbeanspruchung der GefaRe?®. In gesunden Probanden konnte intensive sportliche

Betdtigung die unter physiologischen Bedingungen geringere Freisetzung der

Progenitorzellen verstarken?%?,
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Auch andere vaskulare Erkrankungen wie die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)
beeinflussen die Anzahl der zirkulierenden Progenitorzellen; allerdings wird der Effekt hier
noch kontrovers diskutiert. Einige Studien konnten erhdhte Zahlen zirkulierender
Progenitorzellen in pAVK-Patienten verglichen mit Gesunden nachweisen*, wihrend andere

keinen Unterschied zu Gesunden feststellen konnten®.

Einen weiteren interessanten Faktor stellen HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (Statine) als
stimulierenden Faktor fur die Progenitorzellmobilisation dar'8 204 207 Sje erhohten die
Anzahl der Progenitorzellen im Mausmodell*'®, in vitro*? ebenso wie in Patienten mit stabiler

KoronargefaRerkrankung?4.

Kardiovaskulare Risikofaktoren wurden als Faktor identifiziert, der die Anzahl zirkulierender
Progenitorzellen negativ beeinflusst- in verschiedenen Studien korrelierte die Anzahl
kardiovaskularer Risikofaktoren negativ mit der Anzahl zirkulierender Progenitorzellen20% 205,
Darauf folgend wurden auch Studien zum prognostischen Wert niedriger Werte von
Progenitorzellen in Bezug auf das Risiko fiir kardiovaskulare Ereignisse durchgefiihrt, die zu
dem Ergebnis kamen, dass niedrige Progenitorzellzahlen als Pradiktor fiir kardiovaskulare
Ereignisse dienen kénnen’# 161, Bereits in sub- bzw. préklinischen Stadien atherosklerotischer
GefaRveranderungen wurden erniedrigte Zahlen zirkulierender Progenitorzellen gemessen3®
45, Als Hintergrund dieser Phdnomene werden eine verstirkte Apoptose, ein erhéhter
Verbrauch der Progenitorzellen durch geschadigte GefiaRareale sowie eine verminderte

Freisetzung der Zellen aus dem Knochenmark diskutiert#> 205,

Einen Uberblick iiber die verschiedenen Einflussfaktoren gibt Abb. 1-3.

Erniedrigung der Anzahl der

Vorlduferzellen im peripheren Blut

A\ Akutes Koronarsyndrom Kardiovaskuldre Risikofaktoren
Vaskuldre Traumen * Diabetes
Scherbeanspruchung der Gefalle * Rauchen
Sportliche Betatigung * Hypercholesterinamie
HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (Statine) Atherosklerotische GefdaRBverdanderungen

pAVK (fraglich)

Abb. 1-3 Einflussfaktoren der Mobilisation der Progenitorzellen
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Fiir die Mobilisation der Progenitorzellen aus dem Knochenmark werden verschiedene
Enzyme, Liganden, Wachstumsfaktoren und Oberflaichenrezeptoren verantwortlich
gemacht’® 201, Der zugrunde liegende Mechanismus involviert die Metalloproteinase-9, die
somit einen zentralen Faktor in der Mobilisation der Progenitorzellen darstellt®® 22°, Diese
Vermutung basiert auf Studien, die nachweisen konnten, dass ischdamische Ereignisse die
Spiegel von VEGF und SDF-1 in der Peripherie erhdhten?” 74 wobei sich die
Metalloproteinase-9 und VEGF bzw. SDF-1 gegenseitig positiv in ihrer Freisetzung
beeinflussen. SDF-1, VEGF und IL-8 konnten in ihrer Rolle als Chemokine als Progenitorzellen
mobilisierende Faktoren nachgewiesen werden8® 147, 162,196 |n mehreren Studien wurden
auch Zytokine wie G-CSF und GM-CSF untersucht#’, 149,167,209 "\e|che die Proliferation und
Mobilisation der Progenitorzellen stimulieren, wohingegen TNF-a die Anzahl vermindern
soll®2, Zudem wird Erythropoietin, ein Glykoprotein-Hormon, mit der Mobilisation in
Verbindung gebracht®” 8, indem es zu einer Erh6hung der Progenitorzellen fiihren soll12> 126,
Die Interleukine IL-1B und IL-6 wurden ebenfalls als die Mobilisation stimulierende Faktoren

identifiziert3 47 155,

1.3.5 Mechanismen des ,Homings“ der Progenitorzellen

Die Fragen, wie die Progenitorzellen zu ihrem Bestimmungsort finden und wie sie in ihr
Zielgewebe einwandern, also ihre Migration und ihr ,,Homing”, sind noch nicht umfassend

geklart.

Die Rekrutierung der Zellen durch das Zielorgan geschieht in erster Linie mit Hilfe von SDF-
17> 169 |m Mausmodell demonstrierte Yin, dass SDF-1 und dessen Rezeptor CXCR4, welcher
auch auf stirker differenzierten zirkulierenden Progenitorzellen exprimiert wird!3?, eine
essentielle Rolle fir die Reendothelialisierung von GefaBschaden durch Progenitorzellen
spielen??6, SDF-1 wurde von Aiuti bereits 1997 in Immunoassays als Faktor nachgewiesen,
der als Chemotaxis induzierender Botenstoff die Migration der Progenitorzellen stimuliert?.
Auch der Anstieg zirkulierender Progenitorzellen wird unter anderem SDF-1 zugeschrieben?'.
Fiir das Homing der Vorlauferzellen ist vermutlich die Interaktion zwischen SDF-1 und CXCR4
relevant3?, ebenso wie diese Faktoren wihrend der Embryogenese fiir die Himatopoese, die
Kardiogenese3? sowie die Angiogenese von Bedeutung sind. Im Prozess des Homings der

Progenitorzellen wird in hypoxischem Gewebe verstirkt SDF-1 exprimiert?’. Dieser Vorgang
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fihrt tGber die Interaktion zwischen CXCR4 und SDF-1 zu einer Adhdasion der Progenitorzellen
an das hypoxische, da geschadigte Gefallendothel und schlieRlich zu deren Migration durch
das Endothel. Shen stellte 2011 die Hypothese auf, dass der sogenannte SDF-1/CXCR4-Rac-
Pfad das Homing der Progenitorzellen durch zelluldre Polarisation reguliert, wobei Rac als
,Kompass“-Protein intrazellulare Signale beeinflusst, die flir Migration und Homing relevant

sind19°.

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass beim Homing transplantierter
hamatopoietischer Stammzellen im Knochenmark sogenannte Integrine ebenso eine Rolle
spielen wie bei der Rekrutierung von Entziindungszellen, wurden diese Adhadsionsmolekiile
auch im Zusammenhang mit dem Homing der zirkulierenden Progenitorzellen untersucht.
B2-Integrin erwies sich bei in-vitro Studien zur Adhdsion und endothelialen Transmigration

der Progenitorzellen als relevant??,

1.3.6 Bedeutung der Progenitorzellen beim zerebralen Infarkt

Auf Basis von Asaharas Ergebnissen resultierte die Hypothese, dass die zirkulierenden
Progenitorzellen einen endogenen Reparaturmechanismus darstellen kénnten, indem sie
Neoangiogenese und Reendothelialisierung in ischamisch geschadigten Geweben induzieren
kénnen. Die ersten Untersuchungen dazu konzentrierten sich in erster Linie auf das
Krankheitsbild des Myokardinfarkts'>> 2%, |n weiteren Studien wurde eine Korrelation von
niedrigeren absoluten Zahlen von CD133+/CD34+ endothelialen Progenitorzellen mit einer
héheren Prdvalenz von zerebralen Infarkten festgestellt'® und die Zellen als unabhingiger

Pradiktor fiir die zerebrovaskulire Funktion diskutiert??’.

Sobrino untersuchte 2007 daraufhin den prognostischen Wert von endothelialen
Progenitorzellen beim zerebralen Infarkt und stellte fest, dass die zahlenméaRige Zunahme
der Zellen mit dem klinischen Outcome der Patienten nach 7 und 90 Tagen korrelierte — je
starker der Anstieg binnen der ersten Woche nach dem Infarktereignis, desto besser das
Outcome!”®. Weitere Studien bestitigten den prognostischen Wert der zirkulierenden

Progenitorzellen, was deren klinische Bedeutung hervorhebt?® 227,

Die Anzahl der endothelialen Progenitorzellen liegt laut einer Studie von Balbarini bei
Gesunden auf einem héheren Level als bei Patienten mit kardiovaskuldren Risikofaktorent!.
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Paczkowska verglich 2008 die Anzahl endothelialer Progenitorzellen bei Patienten mit
zerebralem Infarkt mit denen einer gesunden altersgematchten Kontrollgruppe und stellte
nach 24h, 3 Tagen und 7 Tagen bei den Infarktpatienten hohere Zellzahlen im Vergleich zu
den gesunden Probanden fest'*2, Paczkowska zeigte damit, dass im Infarkt offenbar
vermehrt Progenitorzellen mobilisiert werden. Die Zellzahl bei Infarktpatienten liegt somit
hoher als bei Gesunden, die wiederum hohere Level haben als Patienten mit

kardiovaskuldren Risikofaktoren.

1.4 Einfliisse von Statinen

Statine sind 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl Coenzym A (HMG-CoA)—-Reduktase Inhibitoren und
wurden urspringlich als Medikation zur Senkung des Serumcholesterolspiegels entwickelt.
Jedoch wurden nach und nach weitere Effekte der Statine festgestellt, die unabhangig von
der Cholesterinsenkung funktionieren- so z.B. gefaRprotektive Effekte?. Bereits 1997 wurde
ein praventives Potenzial fur ischamische Hirninfarkte durch Statinbehandlung entdeckt?®.
Diese Hypothese wurde weiter verfolgt und konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen
werden1%: 191 203 7,dem zeigte sich, dass eine Statintherapie das Outcome nach zerebraler
Ischamie verbessern kann* 126 141 Dije positiven Effekte wurden unter anderem auf die

Hochregulation der NO-Synthase des GefdRendothels zuriickgefiihrt® 44,

Auf Basis der Erkenntnisse zu den positiven Effekten von Statinen in Bezug auf ischamische
Ereignisse wurde auch ihr Einfluss auf zirkulierende Progenitorzellen untersucht.
Verschiedene Studien wiesen eine Assoziation zwischen Statineinnahme und verstarkter
Neoangiogenese sowie der Proliferation und Mobilisation von Progenitorzellen nach. In vitro
steigerten Statine die Anzahl der Progenitorzellen ebenso wie in vivo*> 100 115 Dimmeler
untersuchte den ursachlichen molekularen Mechanismus, Uber den Statine stimulierend auf
die Mobilisation und Differenzierung der Progenitorzellen wirken und kam zu dem Schluss,
dass dem Mechanismus der sogenannte Pl 3-Kinase/Akt-Signalweg zugrunde liegt, dem

zuvor bereits eine zentrale Rolle bei der Angiogenese nachgewiesen werden konnte®?.
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1.5 Zytokine und deren Rolle im Zusammenhang mit den Vorlauferzellen

1.5.1 Ubersicht

Bei den Zytokinen handelt es sich um Peptide, die Wachstum und Differenzierung von Zellen
regulieren und als Botenstoffe fiir die interzellulare Kommunikation und Interaktion dienen.
Sie fungieren als Hormone des hamatopoietischen Systems und vermitteln ihre teils
unterschiedlichen Effekte Gber membranstiandige Rezeptoren auf den Zielzellen. Finf
Hauptgruppen von Zytokinen werden unterschieden: Interleukine (IL), Interferone (IFN),
koloniestimulierende Faktoren (CSF), Tumornekrosefaktoren (TNF) und Chemokine (CXC,

Ca).

Interleukine, bei denen es sich um Peptidhormone handelt, vermitteln die interzellulare
Kommunikation von Leukozyten!>. In der vorliegenden Studie wurden IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10

und IL-12 untersucht.

Interferone sind Gewebshormone, die mit Hilfe antiproliferativer, antiviraler und
immunmodulatorischer  Wirkungen einen Schutz gegen Virusvermehrung und
Tumorwachstum bieten. Sie werden entweder von Abwehrzellen, insbesondere T-
Lymphozyten und Leukozyten oder von virusinfizierten Zellen, hier vor allem von
Fibroblasten, gebildet*3. Man unterscheidet im Wesentlichen drei Typen von Interferonen:

IFN-a, IFN-B und IFN-y.

Die dritte Hauptgruppe stellen koloniestimulierende Faktoren (CSF) dar. Sie sind als
Wachstumsfaktoren essentiell fiir die Entwicklung und Vermehrung hamatopoietischer
Zellen™, Zu den CSF zdhlen der Granulozyten-CSF (G-CSF), der fiir die Bildung von
Leukozyten von Bedeutung ist, sowie das Erythropoietin, der Wachstumsfaktor fiir rote

Blutkdrperchen.

Tumor-Nekrose-Faktoren, zu denen der in der Studie gemessene TNF-a zahlt, sind an
Entziindungsreaktionen beteiligt. Sie spielen sowohl lokal als auch systemisch eine Rolle,
indem sie Zellproliferation und -differenzierung, Apoptose und die Sekretion anderer

Botenstoffe regulieren.
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Als flinfte Hauptgruppe sind die Chemokine zu nennen. Sie dienen als Lockstoffe, die die
Wanderung der Zielzellen an den Sekretionsort der Chemokine bewirken. Sie induzieren

Chemotaxis entlang eines Konzentrationsgradienten in umliegenden Zellen.

1.5.2 Interleukin 1lbeta

Bei Interleukin-1beta (IL-1B) handelt es sich um ein Mitglied der Interleukin-1-Familie, die
aus derzeit 11 Mitgliedern besteht, unter anderem dem Zytokin IL-1a und dem Interleukin-1-
Rezeptorantagonisten IL-1-Ra*3. IL-1B ist eine treibende Kraft bei der Angiogenese und
stimuliert die Produktion von VEGF?. Die Synthese von IL-1B wird durch sogenannte Toll-like
Rezeptor-Agonisten stimuliert. IL-1B wird neben Monozyten auch von Endothelzellen
sezerniert, wobei Scherspannung die Sekretion verstarken kann'. Bei IL-1B handelt es sich
um ein proinflammatorisches Zytokin, das infolge verschiedener inflammatorischer
Reaktionen, so auch beim ischamischen Hirninfarkt, vermehrt ausgeschittet wird. So
wurden erhohte Serumspiegel von IL-1B nach Schlaganfall und nach Gehirnkontusionen
nachgewiesen’” 121, In-vitro Versuche konnten nachweisen, dass IL-1B in der Lage ist, die
Angiogenese durch zirkulierende Vorlduferzellen zu verstirken'>, womit ein Zusammenhang

mit der Mobilisation der Progenitorzellen wahrscheinlich wird.

1.5.3 Interleukin 6

Bei Interleukin-6 (IL-6) handelt es sich um ein sowohl pro- als auch antiinflammatorisches
Zytokin der akute-Phase-Reaktion. Neben T-Zellen und Makrophagen sind auch Myozyten
und Osteoblasten in der Lage, IL-6 zu sezernieren, ebenso wie Endothelzellen und
Fibroblasten® 116 |m zentralen Nervensystem wird IL-6 von Gliazellen synthetisiert. In
Mikroglia wird die Ausschittung von IL-6 durch SDF-1/CXCR4-Interaktion stimuliert'’. Auch
Astrozyten sind in der Lage, IL-6 zu sezernieren® 72, Wichtige Stimulationsfaktoren sind
Antigene wie Lipopolysaccharide®®, Viren, Tumornekrosefaktor oder IL-128, aber auch hier
stellt Scherspannung einen Faktor dar, der die Sekretion aus Endothelzellen stimuliert*®, |L-
6 induziert die Synthese von C-reaktivem Protein (CRP) in Hepatozyten>>. Letzteres wird mit
der Mortalitat bzw. dem Outcome nach zerebraler Infarkt assoziiert und als Pradiktor fiir das

Risiko zerebraler Ischimien diskutiert8l 8 168 218 \v5s |L-6 in seiner Rolle als Induktor der
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CRP-Synthese wiederum als beeinflussenden Faktor des Outcomes nach zerebralem Infarkt

interessant macht.

1.5.4 Interleukin 8

Interleukin-8 (IL-8) aktiviert inflammatorische Prozesse und wirkt als Chemokin auf

neutrophile Granulozyten, die den IL-8-Rezeptor exprimieren3% 229,

Auch pro-
angiogenetisches Potenzial konnte IL-8 nachgewiesen werden!!0. Gebildet wird es, dhnlich
wie IL-6, von Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen, aber auch von Hepatozyten und
Melanozyten''? %5 Nach ischdmischen Hirninfarkten konnten erhéhte Serumspiegel an IL-8
nachgewiesen werden®. Es wird vermutet, dass IL-8 in der Lage ist, Stammzellen tber einen
Signalweg via Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9) und Lymphozyten Funktion assoziiertem
Antigen 1 (LFA-1) zu mobilisieren. Nach Myokardinfarkt konnte eine Assoziation zwischen IL-
8 und der Mobilisation zirkulierender Progenitorzellen nachgewiesen werden, was auch

einen moglichen Zusammenhang mit der Progenitorzell-Mobilisation nach zerebralem

Infarkt nahelegt>% 162,

1.5.5 Interleukin 10

Das Zytokin Interleukin 10 (IL-10) wirkt antiinflammatorisch auf das Ausmal} und die Dauer
von Entziindungsreaktionen. Es wird von verschiedenen Zellen wie Makrophagen, NK-Zellen
und TH2-Zellen sezerniert; die Zielzellen stellen in erster Linie neutrophile Granulozyten
dar'> ®  |L-10 antagonisiert durch negative Rickkopplungsmechanismen die
proinflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, und wohl auch IL-123%> 31, In einer
Studie mit Ratten war IL-10 in der Lage, die InfarktgroBe nach fokaler zerebraler Ischdamie zu
reduzieren'®, was mutmaBlich in Zusammenhang mit seiner Rolle bei der
Entzlindungsreaktion steht. Des Weiteren wurde ein Anstieg von IL-10 nach zerebraler

Ischdmie beobachtet und es wird als prognostischer Faktor beim Schlaganfall diskutiert?33.
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1.5.6 Interleukin 12

Bei Interleukin 12 (IL-12) handelt es sich um ein Zytokin, dessen Rezeptor auf aktivierten T-
Zellen nachgewiesen werden kann. Seine biologische Funktion besteht darin, NK-Zellen zu
stimulieren und die Reifung zytotoxischer Lymphozyten zu unterstiitzen'® 23°, IL-12 fiihrt zu
einer Hochregulierung der IFN-y Ausschittung nach Organischdmie bzw. Reperfusion3®. In
der Akutphase zerebraler Infarkte wurde eine Erhohung der Serumspiegel von IL-12
beobachtet®” 232, Auch ein therapeutischer Effekt bei zerebralem Infarkt wurde durch die
Blockade des IL-12/23 Signalwegs erzielt®®, was auf einer Hemmung der inflammatorischen
Reaktion beruhen kénnte. Somit ist auch IL-12 im Hinblick auf die Prozesse rund um die
Progenitorzellen interessant, wenn man den Zusammenhang der Mobilisation der
Progenitorzellen mit der einer Ischdamie folgenden inflammatorischen Reaktion untersucht.
Spielt IL-12 in der inflammatorischen Reaktion eine Rolle, gilt es also, auch einen moglichen

Einfluss auf die Mobilisation der Progenitorzellen zu untersuchen.

1.5.7 Tumornekrosefaktor-alpha

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) ist ein proinflammatorisches Zytokin. Die zugehdrigen
Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 findet man in |6slicher Form und ubiquitdar auf
Zelloberflachen. TNF-a kommt membrangebunden auf Makrophagen, NK-Zellen, aktivierten
T- und B-Lymphozyten, aber auch l6slich im Blut vor. Es ist in der Lage, die Expression
wichtiger Adhdsionsmolekiile der Entziindungsreaktion zu induzieren?33. Bei der zerebralen
Ischamie fand sich eine Erhohung seiner Serumspiegel sowie eine Korrelation der
Serumspiegel mit der klinischen Auspragung der Ischamie®3!. Ein Zusammenhang mit der

Suszeptibilitat fur Schlaganfalle wird diskutiert®®’.

1.6 Die Marker S-100 und NSE

Seit einigen Jahren wird die Bestimmung der S-100B-Protein-Konzentration als Marker fir
das Ausmal von Hirnschadigungen herangezogen. Auch die neuronenspezifische Enolase
(NSE) wird als Marker diskutiert. Hierbei liegt die Annahme zugrunde, dass bei einer
Gewebsschadigung des Gehirns das S-100B-Protein und NSE aus den geschadigten Gliazellen

freigesetzt werden und im Blut nachzuweisen sind. Normwerte von S-100 werden meist mit
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einem oberen Referenzwert von 0,15 pg/L angegeben'®, wihrend bei NSE ebenfalls ein
oberer Referenzwert von ca. 10-15 pg/l verwendet wird- dies differiert jedoch von Labor zu

Labor®4.

1.6.1 S-100 und seine Rolle beim zerebralen Infarkt

Verschiedene Studien konnten nachweisen, dass der Spiegel von S-100 mit dem

Infarktvolumen korreliert?4 146,

In der vorliegenden Studie wurde S-100 daher als
Surrogatmarker fir das Infarktvolumen verwendet, um einen mdglichen Zusammenhang
zwischen der InfarktgroRe und dem Ausmall der Mobilisation der Progenitorzellen zu

Uberprifen.

1.6.2 NSE vor dem Hintergrund des zerebralen Infarkts

Fiir die neuronenspezifische Enolase (NSE) gilt dhnliches wie fir S-100. Auch NSE wird als
Marker flr die Identifikation, das Ausmals und die Prognose von zerebralen ischamischen
Ereignissen diskutiert!*®. Es wird aus geschadigten Neuronen freigesetzt und kann so mit der
tatsachlichen InfarktgroRe korreliert werden. Ebenso wie S-100 diente NSE daher in der
vorliegenden Arbeit als Surrogatmarker fir das Infarktvolumen, um zu UGberpriifen, ob die

InfarktgroRe mit der Mobilisation der Progenitorzellen assoziiert ist.
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2 Material und Methodik

2.1.1 Patientenselektion - Einschlusskriterien fiir Patienten

Es wurden 50 Patienten in die Studie eingeschlossen, die auf die Stroke Unit des Neuro-Kopf-
Zentrums des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitat eingewiesen wurden. Die

Rekrutierung der Patienten erstreckte sich auf den Zeitraum von Januar bis November 2008.

Es wurden Patienten mit klinisch und radiologisch nachgewiesenem akutem zerebralen
Infarkt eingeschlossen. Der Symptombeginn durfte keinesfalls langer als 24 Stunden

zuriickliegen.

2.1.2 Ausschlusskriterien fiir Patienten und Anamnese

Ausschlusskriterien waren chronisch inflammatorische, infektiose, maligne sowie

schwerwiegende systemische Erkrankungen.

Ebenfalls als Ausschlusskriterium wurde ein durch Patienten- oder Angehdrigenaussagen
gesicherter oder vermutlicher Symptombeginn mehr als 24 Stunden vor einer moglichen

ersten Blutentnahme festgelegt.

Alle Patienten wurden eingehend Uber die Studie informiert und gaben ihr schriftliches
Einverstandnis. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Fakultat fir

Medizin der Technischen Universitat Minchen genehmigt.

Eine Anamnese der Vorerkrankungen, der aktuellen Medikation sowie der
Rauchgewohnheiten wurde erhoben. Kardiovaskuladre Risikofaktoren wurden ebenfalls bei

allen Patienten erfragt bzw. die Patienten daraufhin untersucht.

Die klinische Untersuchung der Patienten umfasste eine Erfassung des Allgemeinzustandes

des Patienten, den Blutdruck, Labortests sowie ein 12-Kanal-EKG.
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Als kardiovaskulare Risikofaktoren wurden die folgenden definiert:

- Diabetes mellitus bei einem Nichternblutglukosespiegel von >125 mg/dl oder einem
Blutglukosespiegel von >200mg/dl nach Mahlzeiten oder einem bereits zuvor arztlich

diagnostizierten Diabetes mellitus

- Arterielle Hypertonie bei einem systolischen Blutdruck von >140 mmHg oder

diastolisch >90 mmHg oder bei Einnahme blutdrucksenkender Medikamente

- Hyperlipidamie bei einem Gesamtcholesterinspiegel von >240mg/dl, LDL Cholesterin
von >190mg/dl, einem LDL/HDL-Quotienten von >4,0 oder einem zuvor &rztlich

diagnostizierten erhohten Cholesterinspiegel.

2.2 Methodik — Studienprotokoll

2.2.1 Vorgang der Blutentnahme

Innerhalb von 24 Stunden nach dem Beginn der Infarktsymptome wurde Blut aus einer
peripheren Vene oder, sofern vorhanden, aus einem arteriellen Katheter entnommen. Zwei

weitere Blutentnahmen fanden flinf und sieben Tage nach Symptombeginn statt.

Um die Analysen ohne Verzogerung beginnen zu kénnen wurden die Blutproben nach der
Entnahme unverziglich ins Labor transportiert und innerhalb von 2 Stunden

weiterverarbeitet.

Fiir die FICOLL-Fallung wurde das Blut mit Hilfe einer CPDA-Monovette entnommen, das

Vollblut wurde in einer heparinisierten Blutgasmonovette gesammelt.

2.2.2 Weiterverarbeitung der Proben

Fiir weitere Untersuchungen wurde Vollblut in einer EDTA-, einer Citrat- und einer Serum-

Monovette gesammelt, abzentrifugiert, und das jeweilige Serum bei -27°C tiefgefroren.
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Zudem wurde Vollblut mit Hilfe eines PAXgene™ Blood RNA Systems (Becton, Dickinson, NJ,

USA) asserviert.

Die weitere Probenverarbeitung und Auswertung folgte einem bereits in der

Forschungsgruppe etablierten Schema'6? 165,

Zur Anreicherung mononukledrer Zellen wurde eine Dichtegradientenzentrifugation mit
Ficollreagenz (Ficoll-Paque PLUS, Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) durchgefiihrt.
Dazu wurden 20ml CPDA-Vollblut auf 20ml Ficollreagenz geschichtet und 20min bei 1900
U/min ohne Bremse zentrifugiert. Dieser Vorgang fihrte aufgrund des Dichtegradienten im
Ficoll-Reagenz zu einer Trennung in einzelne Schichten bestehend aus mononukledren Zellen
(Monozyten und Lymphozyten) und Thrombozyten bzw. Erythrozyten und Granulozyten. Die

Schichten waren durch das Ficollreagenz zuverlassig voneinander abgetrennt (Abb. 2-1).

B

Mononukledre = Blutplasma
Zellen/ B
Thrombozyten
— Ficoll-Reagenz
Erythrozyten/

Granulozyten

Abb. 2-1 Schema der Schichtenbildung nach Ficoll-Fallung

Die Schicht aus mononukledren Zellen und Thrombozyten wurde abpipettiert, zweimal mit
Phosphatase Buffered Saline (PBS) (GIBCO, Paisley, UK) gewaschen und jeweils bei 1700
U/min zentrifugiert. Der letzte Uberstand wurde wiederum abpipettiert und verworfen. Das

Zentrifugat wurde mit 1000ul PBS aufgeschwemmt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefald
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gegeben. Im Anschluss wurde die Zellzahl im Zentrifugat-Gemisch mit dem Blutanalysegerat

Sysmex (Sysmex KX 21, Geratenummer A4325) bestimmt.

Fir das Anfarben der Zellen aus der Ficoll-Fallung wurden die Zellen mit verschiedenen
Antikorpern (AK) inkubiert. Zum Nachweis vitaler CD133+ Progenitorzellen wurden im ersten
Eppendorf-Reaktionsgefa 1,25ul eines Allophycocyanin (APC)-konjugierten anti-CD45-AK
(Klon 2D1, BD Biosciences, San Jose, CA, USA), 5ul eines Phycoerythrin (PE)-konjugierten
anti-CD133-AK (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA), 5ul eines Floureszein-lsothiozyanit (FITC)-
konjugierten anti-CD34-AK (Klon 8G12, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) hinzugegeben,
des weiteren 2,5ul eines 7-Amino-Actinomycin-D (7-AAD)-Antikdrpers (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) als Vitalitatsfarbung, um die vitalen Zellen von Zelldebris bzw. Fragmenten zu
unterscheiden. Das Eppendorf-Gefal mit dem Antikorper-Gemisch wurde mit Ficoll-
Zentrifugat aufgefillt. Die benoétigte Menge wurde mit Hilfe der gemessenen Zellzahl des
Ficoll-Zentrifugats berechnet. Die Mischung wurde fiir 30 Minuten in Dunkelheit auf Eis
inkubiert. Um die Erythrozyten, die zu einem geringen Anteil noch in den Proben enthalten
waren, zu entfernen, wurde der Probenansatz bei Zimmertemperatur 10 Minuten lang im
Dunkeln lysiert. Dieser Schritt geschah mit Hilfe von 200ul der FACS Lysing Solution (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), welche im Verhaltnis 1:10 mit Aqua destillata verdlinnt

wurde.

Um die Lyse zu stoppen wurde Dulbecco’s PBS-Buffer (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA)
hinzugefligt und die Proben wurden 5 Minuten bei 4°C bei 1700 U zentrifugiert, um

abschlieBend den Uberstand zu verwerfen.

Der zweite Probenansatz wurde zum Nachweis vitaler VEGFR2+/CD34+ Progenitorzellen mit
1,25ul eines APC-konjugierten anti-CD45-AK (Klon 2D1, BD Biosciences, San Jose, CA, USA),
Sul eines FITC-konjugierten anti-CD34-AK (Klon 8G12, BD Biosciences, San Jose, CA, USA), 5ul
eines PE-konjugierten anti-VEGFR2-AK (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) sowie 2,5ul
eines 7-AAD-Antikorpers (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) angesetzt und wie oben

beschrieben mit dem Ficoll-Zentrifugat aufgefillt und weiterverarbeitet.

Der dritte Probenansatz, das sogenannte ,iso“-Rohrchen, stellte die Kontrolle fir die CD133+

und die VEGFR2+/CD34+ Zellen dar. Dazu wurden im dritten Réhrchen lediglich 1,25ul des
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APC-konjugierten anti-CD45-AK wie oben beschrieben mit Ficoll-Zellen aufgefillt

weiterverarbeitet.

In einem vierten Eppendorf-ReaktionsgefaR wurde eine Antikorper-Farbung des
heparinisierten Vollblutes vorgenommen. Zur Untersuchung der Expression von CXCR4 an
der Zelloberflache der Progenitorzellen wurde auf eine Ficoll-Zentrifugation verzichtet. Sul
eines FITC-konjugierten anti-CXCR4-AK (R&D Systems, Minneapolis, USA), 5ul eines PE-
konjugierten anti-CD133-AK (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA), 1,25ul eines APC-
konjugierten anti-CD45-AK (Klon 2D1, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) und 2,5ul eines 7-
AAD-Antikorpers (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) wurden auf 50ul mit dem
heparinisierten Vollblut aufgefillt. Es erfolgte eine Inkubationszeit von 30 Minuten in
Dunkelheit auf Eis. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Probenansatz mit Hilfe von
500ul der FACS Lysing Solution (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), wiederum 1:10 mit Aqua
destillata verdiinnt, bei Zimmertemperatur 10 Minuten lang im Dunkeln lysiert. Der lysierte
Probenansatz wurde im Anschluss mit dem PBS-Puffer (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA)
gewaschen und 5 Minuten bei 1700 U/min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand

verworfen.

In einem weiteren Probenansatz wurde das heparinisierte Vollblut mit 1,25ul
Allophycocyanin (APC)-konjugiertem anti-CD45-AK (Klon 2D1, BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) versetzt, dariiber hinaus mit 5ul eines PE-konjugierten Anti-CD133 Antikorpers
(Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) und mit 5ul eines FITC-konjugierten Anti-CD34-
Antikorpers (Clone 8G12, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Die Antikorper-Mischung
wurde mit dem Vollblut auf 50ul aufgefillt und analog zu den Ficoll-Proben
weiterverarbeitet und abzentrifugiert. Der Probenansatz wurde anschlieBend in ein

TruCOUNT-R6hrchen (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) liberfiihrt.

Als Vollblut-lsotyp-Kontrolle diente ein Ansatz mit nur 1,25ul des oben genannten Anti-CD45
AP-konjugierten Antikorpers, der ebenfalls mit Vollblut ad 50ul aufgefiillt und wie oben

beschrieben weiterverarbeitet wurde.

Die vorbereiteten Proben wurden entweder sofort im Anschluss am Durchflusszytometer
analysiert oder die Probenansatze wurden mit 150ul Paraformaldehydl6sung (1%) asserviert.

Im letzteren Fall wurden die Proben spatestens am folgenden Tag analysiert.
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2.3 Messtechniken

2.3.1 Durchflusszytometrie

2.3.1.1 Allgemeine Informationen

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, um Zellen in einem Flusssystem zu zadhlen. Die
gangige Bezeichnung fiir den Durchflusszytometer ist FACS, das Akronym fir ,fluorescent

activated cell sorter”.

Bei der durchflusszytometrischen Messung trifft ein Laserstrahl auf eine Messkapillare, in
der sich die zu analysierende Zellsuspension im Fluss befindet. Jede Stoérung, in Form von
Streuung oder Anderung der Wellenlinge des linearen Laserlichts wird von
Photometerzellen registriert. Diese Storungen werden als ,Events” bezeichnet. Event
deshalb, weil das FACS nicht zwischen vitalen Zellen, Zelltrimmern und verunreinigenden

Partikeln unterscheiden kann. Erst die Auswertung erlaubt eine solche Differenzierung.

Im Wesentlichen stitzt sich der Mechanismus auf ein optisches System. Es werden Signale
gemessen, die einerseits entstehen, indem die Lasersignale beim Auftreffen auf die Zellen
gestreut werden, andererseits emittieren die Zellen je nach Probenansatz mithilfe von
Fluoreszenzfarbstoffen selbst unterschiedliche Wellenlangen. Die Kombination aus solchen

Signalen kann Aufschluss iber die Zelltypen, deren Beschaffenheit und dhnliches geben.

In der Regel wird die Lichtstreuung aus zwei verschiedenen Winkeln gemessen und

unterschiedliche Fluoreszenzen bzw. Wellenlangen werden kombiniert.

Das optische Signal wird in digitale Signale umgewandelt, welche auf einem Computer
aufgezeichnet werden. SchlieRlich kénnen die gewiinschten Parameter visualisiert und

interpretiert werden.

2.3.1.2 Bestandteile und Aufbau des Durchflusszytometers

Mit Hilfe eines Fllssigkeitsstroms werden die suspendierten Zellen transportiert und fir die
Passage des Lasers linear justiert. Voraussetzung fiir die Messung ist, dass die zu messenden
Zellen als Einzelzellsuspension vorliegen, was durch eine entsprechende Vorbereitung der

Proben erreicht wird.
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Das Messsystem verfligt liber einen Laser und einen Detektor sowie ein ,,Analogue-to-Digital

Conversion (ADC)“-System, welches die optischen Signale digitalisiert.

2.3.1.3 Funktionsweise

Die Zellen, die sich im Probenansatz in Suspension befinden, werden durch Uberdruck aus
dem Probengefal’ in die Messkapillare transferiert. Die daraus resultierende Beschleunigung
flhrt zur Auflosung von Zellaggregaten. Verklebte Zellen werden allerdings nicht getrennt.
Auf diese Weise passieren die Zellen das Detektionssystem eine nach der anderen in einer

Reihe (Abb. 2-2).

Probe
Tragerfliissigkeit (Suspendierte Zellen)

Laminarer Fluss

Abb. 2-2 Aufbau eines Durchflusszytometers - Teil 1

Innerhalb des Messsystems entstehen zwei Flissigkeitsstrome: die Probe selbst und ein
Mantel- oder Hillstrom, der durch Zugabe einer partikelfreien Tragerfllssigkeit zustande
kommt. Der Druck der zu messenden Probensuspension und des Mantelstroms
unterscheiden sich. Der Druck der Probe ist permanent hoher als der der Tragerflissigkeit.
Eine Erhohung der Druckdifferenz zwischen Probenstrom und Mantelstrom beeinflusst den

Durchmesser des Probenstroms und somit die Varianz der spater gemessenen Werte, da die
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Zellen bei der Laserpassage eine hohere Signalvarianz erzeugen, je breiter sie im
Mantelstrom verteilt sind. Indem sowohl die laminare Probe als auch der Hillstrom in ihrem
Durchmesser verringert werden, resultiert eine Beschleunigung- auf diese Weise entsteht im
FlUssigkeitsstrom eine sogenannte hydrodynamische Fokussierung, welche die Zellen in der

Mitte der Kapillare zentriert.

Basierend auf den Prinzipien der laminaren Stromung bleiben die Zellen in der
Probensuspension somit getrennt, zentriert- die beiden Flissigkeitsstréme vermischen sich

nicht- und in einer Reihe.

Der Abstand der aufeinanderfolgenden Zellen wird in diesem System allmahlich vergroRert,
womit die Messung der einzelnen Zellen gewahrleistet wird, da die Zellen den Laser einzeln

passieren kdnnen.

Mit Hilfe des Laser- und Detektionssystems kann nun sowohl die relative Grof3e als auch die
relative Granularitdit bestimmt werden. Diese Parameter korrelieren mit dem
Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) und dem Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC).
FSC, welches entlang der Achse des einfallenden Lichts gemessen wird, ist proportional zur
Zelloberflache, korreliert also mit dem Zellvolumen. SSC, welches durch Lichtbrechung und
Reflexion entsteht, ist mit der inneren Komplexitat der Partikel assoziiert. Im Gegensatz zum

FSC wird das SSC orthogonal zum einfallenden Licht gemessen, ebenso die Fluoreszenzen.

Im Messsystem existieren zwei verschiedene Laser. Der primadre Laser emittiert eine
Wellenldange von 488nm. Beim zweiten Laser handelt es sich um einen roten Diodenlaser,
der als sekundadrer Laser dient und dessen Wellenlange auf 635nm festgelegt ist. Das

gestreute Licht wird von zwei Detektoren erfasst.

Durch den Laserstrahl werden die an die zu messenden Partikel angebundenen
Fluorochrome angeregt. Das Fluorochrom gibt die absorbierte Energie wieder frei, was als
Fluoreszenz von den Detektoren registriert wird. Die Fluoreszenzeigenschaften der

untersuchten Partikel werden von vier weiteren Detektoren gemessen.

Das Detektionssystem wird komplettiert durch eine Abfolge optischer Komponenten und

Filter, um die gemessenen Signale an die entsprechenden Detektoren weiterzuleiten.
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2.3.2 Analyse der Zellen

Vor der durchflusszytometrischen Messung der entnommenen Blutproben wurden diese wie
oben beschrieben mit Antikdrpern angefarbt. Diese Antikérper haben 2 Bindungsstellen,
eine fir die Oberflaichenantigene der anzufarbenden Zellen, die zweite ist mit einem

Fluorochrom verbunden.

Die Fluorochrome, die an die Antikdrper gebunden sind, sind unter anderem Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC), Phyco-Erythrin (PE), Peridin Chlorophyll (PerCP) oder Allophycocyanine
(APC).

Als  Zielstrukturen der  untersuchten Progenitorzellen wurden spezifische
Oberflachenantigene benutzt. Dabei handelte es sich um CD34, CD133, VEGFR2 und CXCR4.
Um die Progenitorzellen von anderen Blutzellen unterscheiden zu kénnen wurde CDA45 als

ISO Marker fur Negativkontrollen verwendet.

Mit Hilfe des optischen Systems und dem Detektionssystem kénnen wie bereits erwahnt die
einzelnen Emissionen der markierten Zellen gemessen und in digitale Signale Ubersetzt
werden. Auf diese Weise kdnnen unterschiedliche Eigenschaften der Zellen eruiert werden,
wie zum Beispiel der zellspezifische FSC und SSC oder aber der FSC und die Fluoreszenz, die

aufgrund der markierten Antigene emittiert wird (Abb. 2-3).

. Fluoreszenz

’ ausgestrahltvon Zellen

Vorwarts/seitlich
— - = O —

gestreutes Licht
Laser ‘ (von Detektor erfasst)

' I Flussrichtung

Abb. 2-3 Aufbau eines Durchflusszytometers - Teil 2
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Die Wellenlangen, die von den Fluorochromen ausgestrahlt werden, sind festgelegt.
Diejenige von FITC liegt bei 519nm, bei PE sind es 578nm, 675nm bei PerCP und 660nm bei
APC.

Die verschiedenen Fluorochrome kénnen innerhalb eines Probenansatzes auch kombiniert
werden; auf diese Art konnen die zu untersuchenden Zellen noch praziser charakterisiert
werden. Abhdngig von der Menge der angedockten Fluorochrom Molekile variiert die

relative Fluoreszenzintensitat, wobei die beiden Parameter proportional zueinander sind.

Um die Zellen genauer zu charakterisieren werden die ausgestrahlten Wellenldngen jedes

verwendeten Antikorpers sowie die Granularitat und die GroRe der Zellen ermittelt.

Der FACS Calibur Durchflusszytometer, der fiir die Studie verwendet wurde, ist in der Lage,
neben der Granularitdit und der GroBe der Zellen auch bis zu vier verschiedene

Fluoreszenzen zu messen.

Allerdings miissen bei jeder Messung einige Schwierigkeiten und Komplexitdten beachtet
werden. Es miissen daher bestimmte Einstellungen vorgenommen werden, bevor die Proben
untersucht werden konnen. Diese Modifikationen betreffen den Detektor, den Schwellwert

(Threshold) und die Kompensation.

Die Kalibrierung des Detektors erfolgt mit Hilfe einer Kontrollldsung. Dies hat zum Ziel, den

Detektor so einzustellen, dass er das elektronische Signal in idealer Weise verstarkt.

Der nachste Schritt es, den Threshold einzustellen, bei dem es sich um ein Triggersignal
handelt. Dieses Triggersignal filtert Storsignale, wie sie beispielsweise von Zelldebris

emittiert werden, um diese nicht in die Messung mit einzuschlielRen.

Wenn Probenansdtze mit verschiedenen Fluoreszenzen gemessen werden, tendieren die
Emissionen oft zur Uberlagerung. Dies riihrt daher, dass jeder Fluoreszenz-Farbstoff nicht
nur eine Farbe, sondern ein ganzes Farbspektrum emittiert. Daher muss vor der Messung
mit mehreren Farbstoffen die Kompensation angepasst werden, bei der es sich um ein
Instrument handelt, welches zur rechnerischen Korrektur der spektralen Uberlappung in

Abhangigkeit von Anzahl und Art der verwendeten Farbungen dient.
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2.4 Messung

Ein FACS Calibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) stand fir die zytometrischen
Messungen zur Verfligung. TruCOUNT Rohrchen (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) wurden
fir die quantitative Analyse verwendet. Die Analyse der Messung am Computer erfolgte mit
CellQuest Software (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA); eine Mindestanzahl von
100 000 Events wurde im Hinblick auf ihre Fluoreszenzintensitat, GroBe und Granularitat

gemessen.

2.5 Auswertung

Mit der CellQuest Software wurden zunachst die Parameter festgelegt, die gemessen
wurden und grafisch dargestellt werden sollen. Letzteres kann entweder in einem Dot Plot

oder einem Histogramm geschehen.

Innerhalb dieser Histogramme lassen sich Zellpopulationen abgrenzen. Dies geschieht mit
Hilfe des sogenannten ,Gatings”. Hierbei legt man Bereiche innerhalb der Grafiken fest, die
analysiert werden sollen. So kénnen die Zellen, die innerhalb der gesetzten Grenzen liegen,

im Hinblick auf weitere Auswertungen von den Ubrigen Zellen abgegrenzt werden.

Neben der Untersuchung der gewtlinschten Zelleigenschaften kénnen auch wiederum Gates
innerhalb der Gates gesetzt werden, um eine zunehmende Verfeinerung der Abgrenzung

von Zellpopulationen unter Betrachtung eines weiteren Parameters vorzunehmen.

Nachdem die gewiinschte Zellpopulation nun in einem Gate von den (brigen Zellen
abgegrenzt wurde, konnen statistische Auswertungen mit genau diesen Zellen

vorgenommen werden und deren genaue Anzahl bestimmt werden.

2.5.1 Bestimmung der CD133+/CD34+ Vorlauferzellen

Mit Hilfe der CellQuest Software wurden die Daten der Messungen auf die Zelleigenschaften
hin untersucht. Die Bestimmung der CD133+/CD34+ Vorlduferzellen im Probenblut erfolgte

auf Basis bereits etablierter Protokolle'®? 165 in Anlehnung an das ISHAGE-Protokoll®°.
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Dementsprechend folgte die Auswertung der Daten dem nachfolgend beschriebenen

Schema.

Das Schema nach ISHAGE zielt u.a. darauf ab, die gewiinschte Zellpopulation fiir die weitere
Analyse auszuwahlen und zugleich die durch Zelldebris und unerwiinschten Zellarten, an die
die Antikérper gebunden sein kdnnen, ausgesandten Storsignale zu minimieren. Fir die

einzelnen Gating-Schritte wurden jeweils Punktdiagramme verwendet.

Zur Qualitatssicherung wurde eine Negativkontrolle mit Proben durchgefiihrt, fiir die in der
Probenvorbereitung ausschlielich APC-konjugierter anti-CD45-Antikorper verwendet
wurde. Dies zielt auf unspezifische Bindungen des APC-konjugierten anti-CD45-Antikorpers

ab.

Mit Hilfe der folgenden Art und Weise des Gatings konnte die absolute Zahl der gemessenen

CD133+/CD34+ Zellen bestimmt werden.

Zunachst wurden mittels Gating der Zelldebris und die 7-AAD+, also avitalen Zellen aus der
weiteren Auswertung abgetrennt (Abb. 2-4; Gate R1). Dann wurde die Fluoreszenz des APC-
konjugierten CD45 gegen SSC Eigenschaften abgetragen. Mit diesen Gatings konnen also die
Leukozyten, die im Zentrum des Interesses stehen, von Erythrozyten, Thrombozyten und

Zelldebris unterschieden werden.
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Abb. 2-4

Gate R1 — mononukledre Zellen. Links (in allen folgenden Punktdiagrammen gleich): Negativkontrolle;
rechts (in allen folgenden Punktdiagrammen gleich): Mehrfachfarbung (CD45 APC, CD34 FITC, AC133
PE, 7-AAD)
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Das festgelegte Gate R1 abziiglich des Zelldebris-Gates wurde nun im zweiten Schritt weiter
untersucht. Die im ersten Gate ausgewahlten Zellen wurden nach lhrer Fluoreszenz des APC-
konjugierten anti-CD45-Antikorpers gegen die Fluoreszenz des PE-konjugierten anti-CD133-
Antikorpers dargestellt. Es wurden jene Zellen ausgewahlt, die eine geringe CD45-Positivitat
aufwiesen (Abb. 2-5; Gate R4). Um lediglich SSC-kleingranulierte Zellen herauszufiltern
wurde ein weiteres Gate angelegt (Abb. 2-5; Gate R16). Die Negativkontrolle bestand wieder

aus dem oben beschriebenen ,Iso”“-Rohrchen.

P T———
1 102 10° 4
FL2-H

SSC-Height

SSC-Height
0 200 400 600 800 1000

Abb. 2-5
Oben: Gate R4 — CD133-positive Zellen mit geringer CD45-Positivitat
Unten: Gate R16 — CD133-positive Zellen mit geringer SSC-Granularitat
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Im Anschluss wurden die CD133+ Zellen aus R4 und R16 in ein SSC/FSC-Feld (ibertragen und
ein weiteres Gate angelegt, das erneut mit Hilfe der Eigenschaft der Granularitdt die
kleingranulierten CD133+ Zellen enthalten sollte. AbschlieBend wurden die daraus

resultierenden Zellen zur Kontrolle gegen CD34 aufgetragen.

2.5.2 Bestimmung der VEGFR2+/CD34+ zirkulierenden Vorlduferzellen

Nachdem ebenso wie bei der Analyse der CD133+/CD34+ Zellen die avitalen (7-AAD+) Zellen
bzw. der Zelldebris durch Gates entfernt wurde, wurden die CD34+ Zellen in einem Gate R10
ausgewahlt. Dieses wurde wiederum nach Kleingranularitat gegatet. Die resultierenden
kleingranulierten Zellen wurden dann in ein Gate nach VEGFR2/CD34-Positivitat Gbertragen

und daraus die doppelt positiven Zellen ausgewahlt.

2.5.3 Quantitative Analyse

Far die quantitative Analyse, der Bestimmung der CD133+/CD34+ Zellen bzw. der
VEGFR2+/CD34+ Zellen pro pl Serum, wurde die Moglichkeit genutzt, (iber synthetische
fluoreszierende Mikrokiigelchen (Beads), deren Zahl pro Volumeneinheit bekannt ist und die
vom Zytometer parallel registriert werden, relevante immunmarkierte Zellen zu

guantifizieren.

Die auf Basis des zuvor erlduterten Protokolls verarbeiteten Proben wurden dazu in

TruCOUNT Roéhrchen (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) umpipettiert.

Die Beads losen sich in der jeweiligen Probe und kdnnen so vom Zytometer registriert

werden.

Die Beads wurden gemessen und, wie die zu messenden Zellen, in einem Punktdiagramm
dargestellt. Dabei wurden die Fluoreszenzen FL1 und FL2 gegeneinander aufgetragen.
Aufgrund der sehr dhnlichen Fluoreszenzeigenschaften der Beads konnten diese einfach in

einem Gate zusammengefasst werden und somit deren Anzahl bestimmt werden.

Zur Berechnung der Anzahl der CD133+/CD34+ Zellen pro pl Blut wurde die folgende Formel

verwendet. In diese flossen die Anzahl der gemessenen Beads, die Anzahl der zytometrisch
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im Vollblut bestimmten CD133+/CD34+ bzw. VEGFR2+/CD34+ Zellen sowie die Anzahl der

Beads pro TruCOUNT-ROhrchen, wie sie auf der Packung angegeben war, ein:

i. d. Probe gemessene Zellen x ,,Beads”/TruCOUNT-R6hrchen
Zellen/ul Blut =

gemessene ,,Beads” x 50

2.5.4 Bestimmung der CXCR4-Positivitdat der CD133+ Zellen

Zur Bestimmung der CXCR4-Expression an der Oberflache der CD133+ Zellen wurden wie bei
der Analyse der vorgenannten Zellen in einem ersten Schritt der Zelldebris bzw. avitale
7AAD+ Zellen ausgeschlossen. Im zweiten Schritt wurden die CD133+ Zellen ausgewahlt.
Diese wurden in einem Histogramm auf ihre Expression an CXCR4 untersucht, welche lber

die Fluoreszenzintensitat des entsprechenden Markers messbar war.

2.6 Immunoassays zur Bestimmung der Zytokine

Um die Konzentrationen von IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10 und IL-12 zu bestimmen wurden
im Labor des Neuro-Kopf-Zentrums des Klinikums Rechts der Isar Immunoassays
durchgefiihrt (CBA Human Inflammation Kit, BD Biosciences, San Diego, USA). Die

Serumspiegel der Zytokine wurden in Blutproben von Tag 1 und 5 gemessen.

Als Nachweisgrenzen wurden 7,2 pg/mL fur IL-1B, 3,7 pg/mL fiur TNF-a, 2,5 pg/mL fir IL-6,
3,6 pg/mL fir IL-8, 3,3 pg/mL fur IL-10 und 1,9 pg/mL fir IL-12 festgelegt. Die Intraassay-

Variabilitat der niedrigeren Spanne des Assays lag bei 10%.

2.7 Nachweis der Serummarker NSE und S-100

Die Messung der Serummarker NSE und S-100 erfolgte anhand der eingefrorenen
Serumproben der Studienpatienten im Zentrallabor der Klinischen Chemie des Klinikums
Rechts der Isar nach dem Wiederauftauen. Fir die Messung der Konzentrationen von S-100
und NSE wurden ebenfalls Immunoassays angewandt (Elecsys 2010, Roche, Mannheim). Die

Serumspiegel wurden in Proben von Tag 5 gemessen.
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2.8 Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit SPSS 19.0 fliir Windows (SPSS
Inc., Chicago, USA).

Differenzen zwischen zwei Abnahmen (Tag 1-5, Tag 1-7, Tag 5-7) wurde mittels Wilcoxon

Test bestimmt.

Der Vergleich von zwei unabhangigen Stichproben wurde bei kategorialen Werten mittels T-
Test durchgefiihrt, bei kontinuierlichen Werten mittels Mann-Whitney-U- (Wilcoxon) Test.
Korrelationen zwischen den Parametern wurden mittels uni- bzw. multivariater Regression
untersucht. Alle Tests wurden zweiseitig ausgefiihrt. Ein p-Wert <0,05 wurde als signifikant
erachtet. Soweit nicht anders gekennzeichnet wird der Median gemeinsam mit den 25. und

75. Perzentilen sowie dem Maximum angegeben.

Die Grafiken wurden ebenfalls mit SPSS erstellt. Die Box-and-Whisker-Plots zeigen den
jeweiligen Median sowie die 25.-75.-Perzentile (Box). Die Lange der Whisker ist auf maximal
das 1,5-Fache des Interquartilsabstands beschrankt. Dabei endet der Whisker bei dem Wert
aus den Daten, der noch innerhalb dieser Grenze liegt. Sogenannte Ausreiller und

Extremwerte wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit in den Grafiken ausgeblendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Daten

50 Patienten mit klinisch diagnostiziertem zerebralem Infarkt wurden in die Studie

eingeschlossen. 12 Patienten davon unterzogen sich einer Thrombolyse.

Das Alter der Patienten erstreckte sich von 31 bis 94 Jahren. Unter den 50 Patienten waren

34 mannlich.
Das kardiovaskulare Risikoprofil der Patienten prasentierte sich wie in Tabelle 3-1 ersichtlich.

Neben den genannten Laborwerten wurden auch das CRP und die Leukozytenzahl am
Aufnahmetag bestimmt, sowie, wie oben beschrieben, an eingefrorenen Serumproben von

Tag 5 auch NSE.
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Patientendaten: N=50
Alter in Jahren, Spanne (Median) 31-94 (70)
Geschlecht, mannlich, Anzahl. (%) 34 (68)
Risikofaktoren, Anzahl (%)

Hypertonie 36 (72)
Vorhofflimmern 13 (26)
Raucher oder Ex-Raucher 22 (44)
Hypercholesterinamie 18 (36)
Diabetes Typ I 12 (24)
Thrombolyse 12 (24)
Vorbestehende Medikation, Anzahl (%)

ASS 26 (52)
Statine 12 (24)

Laborwerte, Median [25.-75. Perzentile]

CRP (mg/dl; innerhalb der ersten 24h)

0,45[0,2-1,5]

Leukozyten (103/ul; innerhalb der ersten 24h)

8.1[6,4-10,5]

NSE (ug/l; an Tag 5)

13.2[9.3 - 20.5]

Tabelle 3-1 Klinische Daten
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3.2 Anzahl der CD133+/CD34+ Progenitorzellen im peripheren Blut

Die Auswirkungen des zerebralen Infarkts auf die zirkulierenden CD133+/CD34+ Zellen

wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert.
Der Verlauf der Zellzahlen ist in den folgenden Tabellen (Tab. 3-2, Tab. 3-3) dargestellt.

Beim Vergleich der Anzahl der CD133+/CD34+ Progenitorzellen im peripheren Blut an Tag 1

mit denen an Tag 5 wurde ein signifikanter Anstieg der Zellzahlen deutlich (p=0,001).

Im Anschluss wurden die Zellzahlen an Tag 1 und Tag 5 mit den Zellzahlen an Tag 7
verglichen. Hier konnten lediglich 43 der Patienten untersucht werden, von den (ibrigen 7
Patienten war einer verstorben, 6 waren in andere Kliniken verlegt worden. Im Vergleich zu
Tag 5 war die Zellzahl an Tag 7 leicht zuriickgegangen. Allerdings war die Zahl an Tag 7 nach
wie vor erhoht im Vergleich zu Tag 1 (p=0,11). Auch bei N=43 zeigte sich der deutliche
Anstieg der Zellzahlen zwischen Tag 1 und Tag 5 mit p=0,001. Abbildung 3-1 zeigt den

entsprechenden zeitlichen Verlauf der Zellzahlen mit N=43.

CD 133+/CD34+ anTag 1,5

N=50

Median [25.-75. Perzentile] Max.
Tagl | 0,115 0,044 - 0,395 3,89
Tag5 | 0,329 0,177 -0,516 1,69

Tabelle 3-2 Zellzahlen der CD133+/CD34+ Zellen an Tag 1,5

CD 133+/CD34+ an Tag 1,5,7

N=43

Median [25.-75. Perzentile] Max.
Tagl | 0,114 0,026 — 0,464 3,89
Tag5 | 0,334 0,191-0,513 1,69
Tag7 | 0,287 0,100-0,512 1,56

Tabelle 3-3 Zellzahlen der CD133+/CD34+ Zellen an Tag 1,5,7
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Abbildung 3-1 Verlauf der CD133+/CD34+ Zellen an Tag 1,5,7
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3.3 CXCR4 exprimierende Progenitorzellen im zeitlichen Verlauf

Bei der Analyse der CXCR4-Expression zeigt sich eine sinkende Tendenz der CXCR4-
Expression der CD133+ Progenitorzellen an Tag 7 im Vergleich zu Tag 1 (p=0,089) (vgl. Tab. 3-
5). Die Grafik in Abb. 3-2 stellt den Verlauf dar.

CXCR4 Expression an Tag 1,5

N=50

Median [25.-75. Perzentile] Max.
Tagl | 29,9 7,7-81,4 1018
Tag5 | 26,4 10,9-59,0 478

Tabelle 3-4 CXCR4 Expression an Tag 1,5

CXCR4 Expression an Tag 1,5,7

N=43

Median [25.-75. Perzentile] Max.
Tagl | 29,7 7,9-80,6 1018
Tag5 | 26,1 9,5-56,4 478
Tag7 | 24,1 8,4—-44,0 343

Tabelle 3-5 CXCR4 Expression an Tag 1,5,7
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Abb. 3-2 Zeitlicher Verlauf der Expression von CXCR4 auf CD133+ Vorlauferzellen
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3.4 Zeitlicher Verlauf der VEGFR2+/CD34+ Zellen

Der Verlauf der VEGFR2+/CD34+ Vorlauferzellen (vgl. Abb. 3-3) zeigt eine steigende Tendenz
der VEGFR2-positiven Vorlauferzellen von Tag 1 bis Tag 5 (p=0,057).

VEGFR2+/CD34+ Zellen an Tag 1,5

N=48

Median [25.-75. Perzentile] Max.
Tagl | 0,03 0-0,09 7,55
Tag5 | 0,05 0,02-0,13 3,96

Tabelle 3-6 Verlauf der VEGFR2+/CD34+ an Tag 1,5

VEGFR2+/CD34+ Zellen an Tag 1,5,7

N=42

Median [25.-75. Perzentile] Max.
Tagl | 0,03 0-0,08 7,55
Tag5 | 0,05 0,02-0,12 3,96
Tag7 | 0,04 0-0,13 2,77

Tabelle 3-7 Verlauf der VEGFR2+/CD34+ an Tag 1,5,7
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Abb. 3-3 Verlauf der VEGFR2+/CD34+ Vorliuferzellen an Tag 1,5,7
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3.5 Zeitlicher Verlauf der Zytokine

Der zeitliche Verlauf der Spiegel der unterschiedlichen Zytokine zeigt einen sehr

heterogenen Verlauf. IL-12 sowie IL-1B zeigen einen statistisch signifikanten Anstieg von Tag

1 bis Tag 5 (p=0,018 bzw. p=0,024). Die Ulbrigen Verldufe der Zytokine weisen auRer

eventuellen Tendenzen keine statistisch signifikanten An- oder Abstiege auf (Tabelle 3-8).

Zytokine an Tag 1 und 5
N=47; Einheit pg/mL
Tag 1 Tag5 Signifikanz
Median | [25.-75. Max Median | [25.-75. Max p-Wert
Perzentile] Perzentile]
IL-1B 1,3 0-1,6 10,3 1,4 1,2-1,7 11,9 p=0,02
IL-6 7,9 3,7-19,3 621 7,4 3,7-13,2 129 p=0,06
IL-8 14,9 7,6 -22,3 145 13,0 9,0-19,3 91 p=0,31
IL-10 2,0 1,6-2,5 26,3 1,8 1,5-2,4 9,4 p=0,32
IL-12 1,7 0-2,2 53 1,9 1,3-2,3 5,3 p=0,02
TNF-a | 2,2 0-23,9 3,3 2,9 0-31,6 3,2 p=0,19

Tabelle 3-8 Im Serum gemessene Zytokine an Tag 1 und 5

3.6 Spiegel von NSE und S-100

Spiegel von neuronenspezifischer Enolase (NSE) und S-100 wurden an Tag 5 nach dem

Infarktereignis erhoben. Verglichen mit dem fiir Erwachsene verwendeten Referenzwert von

15 pg/l befand sich der Median von NSE im oberen Referenzbereich. Der S-100-Wert lag

deutlich Gber dem oberen Referenzwert von 0,15 pg/I (vgl. Tabelle 3-9).

NSE und S-100 an Tag 5, in pug/!

N Median [25.-75.Perzentile] Max
NSE 45 13,2 9,3-20,5 62,3
S-100 34 78,1 60,0 - 151 703

Tabelle 3-9 Serumspiegel von NSE und S-100 an Tag5
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3.7 Korrelationsanalysen

3.7.1 Korrelationen zwischen Zytokinen und dem Anstieg der CD133+ Progenitorzellen

Es wurden Korrelationsanalysen zwischen den Spiegeln der Zytokine IL-13, TNF-a, IL-6, IL-8,
IL-10 und IL-12 an Tag 1 und 5 mit dem relativen Anstieg der Progenitorzellen (von Tag 1 bis
Tag 5) durchgefiihrt.

Hierbei konnten keine Zusammenhadnge zwischen dem relativen Anstieg der CD133+
Progenitorzellen einerseits und den oben genannten Zytokinen andererseits festgestellt
werden. So ergaben sich bei den durchgefiihrten Korrelationsanalysen nach der Korrektur

fiir multiples Testen allenfalls schwache, nicht signifikante Korrelationen von Irl<0,35 (s. Tab.

3-10).
Korrelationen der Zytokine an Tag 1 und 5 mit dem relativen Anstieg der
CD133+/CD34+ Zellen
N=47; Korrelationskoeffizient r, Signifikanz p
r p-Wert
IL-12 Tag1l -0,155 0,31
Tag5 -0,015 0,93
TNF-a Tag 1l -0,086 0,57
Tag5 0,032 0,84
IL-10 Tag 1 0,273 0,07
Tag5 0,052 0,74
IL-6 Tag 1 0,336 0,02
Tag5 0,341 0,03
IL-18 Tag1l -0,023 0,88
Tag5 0,162 0,31
IL-8 Tag1l 0,319 0,03
Tag 5 0,123 0,44

Tabelle 3-10 Korrelationen der Zytokine mit dem relativen Anstieg der CD133+/CD34+ Zellen an Tag 1,5
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3.7.2 Korrelation zwischen S-100 bzw. NSE und den Vorlduferzellen

Bei der Korrelationsanalyse von S-100, welches am 5. Tag bestimmt wurde, mit den Verlauf
der Vorlauferzellen sowie den Zytokinen ergab sich keine relevante Korrelation. Eine
Korrelation von NSE an Tag 5 und dem Anstieg der Vorlauferzellen oder der Zytokine konnte

ebenfalls nicht nachgewiesen werden.

3.7.3 Korrelation von Statineinnahme und Anstieg der Progenitorzellen

Wie in Kapitel 1.4 erwahnt ergaben verschiedene Studien einen Zusammenhang zwischen
der Einnahme von Statinen und der Mobilisation von Progenitorzellen® 4% 115 Auf Basis
dieser Studien wurden in der vorliegenden Arbeit die Patienten hinsichtlich einer
vorbestehenden Statintherapie evaluiert. 12 Patienten standen bereits vor ihrem
Infarktereignis unter Statintherapie, die librigen 38 Patienten hatten zuvor keine Statine

erhalten.

Korreliert man die Statintherapie mit dem relativen Anstieg der CD133+/CD34+
Progenitorzellen, so zeigt sich, dass der Gebrauch von Statinen eine Korrelation mit dem
relativen Anstieg der Progenitorzellen von Tag 1 bis Tag 5 aufweist (p=0,003). Beziiglich der

Daten siehe Tabelle 3-11. In Abb. 3-4 ist dieser Zusammenhang veranschaulicht.

Korrelation vorbestehende Gruppe 1 (mit Statinen) Gruppe 2 (ohne Statine)
Statintherapie mit relativem Anstieg
der Progenitorzellen Tag 1 — Tag 5 N=12 N=38

Median [25. — 75. Perzentile] Max. | 1.81[1,57—7,65] 26,6 | 0,26 [-0,23 —2,81] 5,84

Tabelle 3-11 Korrelation der Statintherapie mit dem relativen Anstieg der CD133+/CD34+ Progenitorzellen
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Abb. 3-4 Korrelation der vorbestehenden Statineinnahme mit dem relativen Anstieg der CD133+/CD34+
Progenitorzellen von Tag 1 bis Tag 5

3.8 Multivariate Korrelation

Um zu analysieren, ob eine Statintherapie ein unabhangiger Pradiktor fiir den Anstieg der
CD133+/CD34+ Progenitorzellen ist, wurde eine multivariate Analyse durchgefiihrt. Diese
umfasste neben der Statintherapie die folgenden Parameter: die Spiegel von IL-6 sowie von
CRP an Tag 1 als Marker fiir die initiale Entzlindungsreaktion, den NSE-Spiegel an Tag 5 als

Surrogatmarker des Infarktvolumens und die Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren.

Auch die multivariate Analyse zeigte eine signifikante Korrelation zwischen Statineinnahme
und dem relativen Anstieg der CD133+/CD34+ Progenitorzellen (p [Mean Difference] +
Standardfehler = 0,008 [5,1] + 1,8)
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass CD133+/CD34+
Vorlauferzellen nach einem zerebralen Infarktereignis ins periphere Blut mobilisiert werden.
Bei Messungen an Tag 1, 5 und 7 nach dem Infarktereignis zeigte sich das Maximum an Tag
5, an Tag 7 zeigte sich bereits wieder ein leichter Abfall der Werte verglichen mit Tag 5.
Somit ist anzunehmen, dass die Mobilisation in der Zeit zwischen dem 1. und dem 6. Tag ein
Maximum  erreicht.  Korrelationen der Mobilisation mit den untersuchten
Gewebsmediatoren konnten nicht nachgewiesen werden. Jedoch besteht eine statistisch
signifikante Korrelation des Anstiegs der Progenitorzellen mit der Einnahme von Statinen vor
dem Infarktereignis. Im Folgenden werden die Methoden sowie die wichtigsten Ergebnisse

der vorliegenden Arbeit diskutiert.

4.1 Fragen der Methodik

4.1.1 Herkunft und Definition der Vorlduferzellen

Progenitorzellen, die Vorlauferzellen von somatischen Zellen, sind Abkémmlinge
multipotenter adulter Stammzellen. Die Ausreifung der Progenitorzellen erfolgt unter dem
Einfluss von Wachstumsfaktoren. Sie werden entsprechend ihres Differenzierungsgrades in
Richtung einer bestimmten ausgereiften Zellart oder ihrer Lokalisation in peripheren
Organen eingeteilt. So gibt es z.B. hamatopoietische Progenitorzellen und mesenchymale

Progenitorzellen wie die von glatten Myozyten, Kardiomyozyten oder Hepatozyten.

Asahara isolierte 1997 Zellen, die bei einem Infarktereignis- in seiner Studie bei einer
Extremitatenischdamie- in das geschadigte Gewebe einwandern und hier zu Neoangiogenese
und Reendothelialisierung beitragen’. Daraufhin wurde postuliert, dass diese Zellen zu
einem endogenen Reparaturmechanismus beitragen. Es lag daher nahe, weitere
Infarktereignisse auf das Auftreten dieser Zellen zu untersuchen. So folgten Studien im
Hinblick auf die Rolle der endothelialen Progenitorzellen beim Myokardinfarkt und
schlieRlich auch beim Schlaganfall> 7% 234 Die Unterscheidung der verschiedenen

Progenitorzelltypen erfolgt tiber bestimmte Oberflachenmarker.
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Asahara nannte CD34 als den relevanten Oberflichenmarker’. Die vorliegende Studie
verwendet neben CD34 jedoch auch weitere Oberflaichenmarker. Dies hat den Grund, dass
CD34 von verschiedenen Zelllinien exprimiert wird, was folglich zu Verwechslungen und
Uberschneidungen bei dem Versuch fiihren kann, die Progenitorzellen zu identifizieren2°®, So
tragen nicht nur die zirkulierenden Progenitorzellen, die aus dem Knochenmark mobilisiert
wurden, sondern auch ausdifferenzierte Endothelzellen, die von GefaRwénden abstammen,
das Oberflichenantigen CD34'34, Wiirde folglich die Identifikation Gber CD34 erfolgen,
kdnnten gerade bei Infarktereignissen im Korper, wo auch das Endothel der GefdaRe in der

betroffenen Region Schaden nimmt, Verwechslungen der beiden Zellarten auftreten.

Die vorliegende Studie verwendete CD133 als weiteren, und letztendlich ausschlaggebenden
Marker. Bei CD133 handelt es sich um ein Oberflachenantigen von friihen endothelialen
Progenitorzellen, welches mit zunehmender Differenzierung der Zellen zunehmend weniger
an deren Zelloberfliche exprimiert wird>*. Somit kénnen frilhe Formen der endothelialen
Progenitorzellen durch CD133 identifiziert werden'4*, die die die Fahigkeit haben, zu
Endothelzellen auszureifen, sich jedoch von ausgereiften Zellen, die dem GefalRendothel
abstammen, unterscheiden. Da bereits gute Ergebnisse mit CD133 erzielt wurden und die
Ergebnisse verschiedener Studien dafiir sprachen, dass damit eine suffiziente Identifizierung
der gesuchten Zellen erfolgen kann?> 1% 162 wurden fiir die vorliegende Studie diejenigen

Zellen untersucht, die sich als positiv fiir CD133 erwiesen.

4.1.2 Methodik der Detektion von Vorlduferzellen

Im Hinblick auf die verwendete Methodik der Identifizierung der gesuchten Zellen gibt es
ebenfalls unterschiedliche Auffassungen??®. In der vorliegenden Studie wurde die
Durchflusszytometrie verwendet. Dabei handelt es sich um eine Methode, in der Zellen in
einem Flusssystem gezdhlt werden, nachdem sie mit verschiedenen fluoreszierenden
Antikorpern angefarbt wurden und in eine Suspension Uberfiihrt wurden. Andere Studien
bevorzugen es, mononukledre Zellen aus dem Blut zu isolieren und daraufhin in vitro zu
kultivieren® 177 205 Dabei wurden in der Zellkultur diejenigen Zellen als Progenitorzellen
betrachtet, die sich als adharent erwiesen und die sowohl positiv auf die Bindung von Lectin
als auch auf die Aufnahme von 1,1'-dioctadecyl-3,3,3’,3’-Tetramethylindocarbocyanin

gelabeltes azetyliertes LDL (DiLDL) getestet wurden. Jedoch gibt es Hinweise darauf, dass es
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sich bei den in der Kultur angeziichteten Zellen eigentlich um Zellen der Monozyten bzw.
Makrophagenreihe handelt'>3. Aus diesem Grund wahlte die vorliegende Studie die haufig

verwendete Methode der Identifizierung der Progenitorzellen mittels Durchflusszytometrie.

4.2 Zirkulierende Vorlauferzellen beim zerebralen Infarkt- ihre Rolle und der
zeitliche Verlauf der Mobilisation

Verschiedene Studien konnten belegen, dass im Falle eines Verschlusses bzw. einer
Verlegung einer zerebralen Arterie infolge des Zelluntergangs von zerebralem Gewebe-
Neuronen und Gliazellen- physiologische Reparaturmechanismen in Gang gesetzt werden!%*
230 Einige dieser Studien beschreiben die Wanderung von Neuroblasten, also Zellen, die zur
Regeneration des geschadigten Hirngewebes beitragen konnen, in die geschadigten
Hirnareale’. Jedoch betonen diese Studien, dass auch die Vaskularisation der Areale eine

entscheidende Rolle bei der Regeneration spielt®> 194,

Die neu entstehenden Kapillaren erleichtern die Einwanderung von z.B. Makrophagen in das
geschadigte Gewebe, was zu einer schnelleren Elimination des Zelldebris in den nekrotischen
Arealen fiihrt und somit wiederum zur Regeneration des geschadigten, aber nicht
nekrotischen Gewebes, wie der Penumbra, beitrdgt?3°. Eine weitere Erkenntnis in Bezug auf
die Neovaskularisation ist, dass die oben erwdhnten Neuroblasten entlang der neu
entstandenen GefiRe in die geschidigten Areale wandern und sowohl in ihrem Uberleben
als auch in ihrer weiteren Differenzierung von den GefiRen abhingig sind® 194 222, Somit
kommt der Aussprossung neuer GefdaRe- der Neovaskularisation an sich- eine bedeutende
Rolle in der Regeneration von ischdamischem Hirngewebe zu. Das Faktum, dass in
ischamischen Hirnarealen eine verstarkte Neovaskularisation stattfindet, konnte bereits friih
nachgewiesen werden® 23>, Weitere Studien hatten u.a. das Ziel, die Mechanismen, die
diesen Vorgdngen zugrunde liegen, zu verstehen. Ebenso sollten die fordernden bzw.

hemmenden Faktoren dieser Vorgdnge identifiziert werden? 142 152,

In der vorliegenden Studie wurden die CD133+ endothelialen Progenitorzellen untersucht.
Diesen wird bei den oben beschriebenen Vorgangen eine zentrale Rolle zugeschrieben.
Asahara et al. hatten die Hypothese aufgestellt, dass eine Zelllinie existiert, die zu

Reendothelialisierung und Neovaskularisation fiihrt. Grund fir diese Annahme war, dass sie
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die besagten Zellen in den Bereichen ischdmischer Extremitdten bei Mausen gefunden
hatten’. In darauf folgenden Studien konnte der direkte Zusammenhang zwischen der
vaskuldaren Regeneration ischamischer Areale und der Einwanderung endothelialer
Progenitorzellen nachgewiesen werden'’4. Insbesondere im Zusammenhang mit zerebraler
Ischamie fand man die Zellen im Mausversuch in den Arealen verstdrkter
Neovaskularisation?34. Als Ursprung der endothelialen Progenitorzellen wird das
Knochenmark vermutet, wobei nach dem ischamischen Ereignis eine Mobilisation der

dortigen Pools ins periphere Blut postuliert wird*>!- 182,

4.2.1 Zeitlicher Verlauf der Mobilisation der CD133+ Vorlauferzellen

Nachdem Asahara 1997 die Mobilisation der Vorldauferzellen in Extremitdtenischamien an
Ratten nachweisen konnte’, woraufhin Untersuchungen bei Myokardinfarkt und bei
zerebralem Infarkt folgten’0 118 174 216  stellte sich die Frage nach dem genauen

Mechanismus und Ablauf der Mobilisation.

In der vorliegenden Studie konnte an Infarktpatienten die Mobilisation von Progenitorzellen
nach einem zerebralen Infarkt ins periphere Blut nachgewiesen werden. Dabei wurde
insbesondere der zeitliche Verlauf dieser Mobilisation untersucht. Dies ermdglicht, eine
detailliertere Verbindung mit Umgebungsfaktoren herzustellen und so ein besseres
Verstandnis der Abldaufe der Mobilisation zu erlangen. Neben dem erwarteten Anstieg der
Vorlauferzellen vom Zeitpunkt des ischamischen Ereignisses bis Tag 7, wie ihn andere
Studien zuvor nachweisen konnte’® 18 201 ‘yntersuchte die vorliegende Studie den Verlauf
auch zu weiteren Zeitpunkten. Die gesetzten Zeitpunkte lagen bei Tag 1, also am Tag des
Infarkts, sowie nach 5 und nach 7 Tagen. Diese Zeitpunkte wurden gewahlt, da aus anderen
Studien, u.a. mit Myokardinfarktpatienten die Hypothese abgeleitet werden konnte, dass
sich der zeitliche Verlauf gut mit Probenentnahmen binnen 24 Stunden, sowie nach finf und
nach sieben Tagen nach dem Infarktereignis verfolgen lieRe!4> 162 18 7udem konnte
nachgewiesen werden, dass G-CSF als ein die Mobilisation der Progenitorzellen
beeinflussender Faktor frihestens an Tag drei nach einem Infarktereignis eine vermehrte

Mobilisation induziert, mit einem Peak an Tag 5238.
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Von Tag 1 bis Tag 7 konnte ein Anstieg der Zellzahlen nachgewiesen werden, dieser erwies
sich jedoch als statistisch nicht signifikant (p=0,11). Die hochsten Zellzahlen fanden sich
bereits etwas friher, an Tag 5. Der Anstieg der Zellzahlen von Tag 1 bis Tag 5 erwies sich als
hochsignifikant (p=0,001). Dies lasst vermuten, dass die Prozesse, die zur Mobilisation der

Vorlauferzellen fiihren, binnen der ersten Tage nach dem Ereignis stattfinden.

Der hier zu erkennende zeitliche Verlauf entspricht den Ergebnissen, die sich auch bei

Myokardischamien fanden'’4 18,

Jedoch gibt es auch Gegenstimmen- so konnten
Hochsmann et al. in ihrer Studie mit Schlaganfallpatienten eine solche verstarkte
Mobilisation nicht nachweisen’®. Fiir die unterschiedlichen Ergebnisse sind méglicherweise
verschiedene Faktoren verantwortlich. In erster Linie sind sicherlich die Zeitpunkte der
Blutentnahme von entscheidender Bedeutung. Die von Hochsmann et al. gesetzten
Zeitpunkte liegen bei 0, 12, 24, 72 und 168 h. Neben der ersten Entnahme am Tag des
Ereignisses liegen also nur Daten zu den Zeitpunkten nach 3 Tagen sowie nach 7 Tagen vor.
In der vorliegenden Studie konnte ein signifikanter Anstieg von Tag 1 zu Tag 5 festgestellt
werden. Dieser Zeitraum wird von Hochsmann et al. nicht erfasst. Am 7 Tag konnte auch in
der vorliegenden Studie kein signifikanter Anstieg im Vergleich zum ersten Tag

nachgewiesen werden, wie bei Hochsmann. Der Zeitpunkt an Tag 3 ist moglicherweise zu

frih gewahlt, so dass Hochsmann hier noch keinen signifikanten Anstieg nachweisen konnte.

Ein weiterer Faktor fiur die unterschiedlichen Resultate konnte sein, dass Hochsmann
lediglich CD34+ Zellen untersuchte. In der vorliegenden Studie ist jedoch CD133 der
relevante Marker, was bedeutet, dass Hochsmann eventuell eine andere Zellpopulation
untersucht haben kénnte. Weitere Ursachen kdnnten nattrlich auch in einer andersartigen
Studienpopulation und einer insgesamt kleineren Population (28 Patienten bei Hochsmann

vs. 50 in der vorliegenden Studie) liegen.

Nichtsdestotrotz stiitzen die diversen Berichte Uber nachgewiesene Anstiege der
Progenitorzellspiegel nach ischdamischen Ereignissen die Hypothese eines zugrunde
liegenden Mechanismus des Organismus zur Regeneration und Reparatur. Die oft
Ubereinstimmenden Ergebnisse der Studien lassen zudem vermuten, dass all den humoralen
bzw. zellularen Reaktionen auf die untersuchten Ischamieformen ein dhnlicher Mechanismus

zugrunde |iegt7' 103, 142, 174, 216'
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4.2.2 Verldaufe von CXCR4 sowie VEGFR2 exprimierenden Vorlauferzellen

In der vorliegenden Studie konnten keine signifikanten Anstiege im Verlauf der VEGFR2
exprimierenden Progenitorzellen bzw. der Expression von CXCR4 nachgewiesen werden.
Stattdessen zeigte sich bei der CXCR4-Expression sogar eine sinkende Tendenz, was zunachst

unerwartet erscheint. Worauf kénnte das unerwartete Ergebnis basieren?

Gill stellte 2001 fest, dass vaskuldre Traumata zur Mobilisation VEGFR2+ Zellen fiihren®?, was
auch vermuten lasst, dass die durch die Ischamie verursachten Schadigungen der
Gefallwande zu einer solchen Mobilisation fiihren. Gill verwendete jedoch die Kombination
aus VEGFR2 und CD133 als Marker. VEGFR2 stellt einen Oberflaichenmarker reifer
Endothelzellen dar. Somit exprimieren mutmaBlich erst starker differenzierte Zellen
VEGFR2%% 236, Nun findet man in der vorliegenden Studie den Peak der Mobilisation von
weniger differenzierten CD133+ Zellen um den 5. Tag nach dem Infarktereignis. Eine
mogliche Erklarung fir den nicht vorhandenen Anstieg der VEGFR2 exprimierenden
Vorlauferzellen ist daher die, dass der zerebrale Infarkt zur Ausschiittung von unreiferen
Stufen von endothelialen Vorlauferzellen fiihrt und der Reifungsprozess in dem in der Studie
gewdhlten Beobachtungszeitraum von 7 Tagen die Stufe der VEGFR2-Expression nicht
erfasst. Verglichen mit der Studie von Gill fallt auch die anders gewdahlte Kombination der
Oberflaichenmarker auf- in der vorliegenden Studie VEGFR2+/CD34+, bei Gill et al.
CD133+/VEGFR2. SchlieRlich konnte in der vorliegenden Studie auch ein Anstieg von CD133+
Zellen nachgewiesen werden, was mutmalfien lasst, dass der ausschlaggebende Marker fir

den nachgewiesenen Anstieg bei Gill CD133 war.

Die Ergebnisse stimmen mit einer weiteren Studie liberein. So konnte auch Grundmann
keine statistisch signifikante Veranderung der VEGFR2+/CD34+ Zellfraktion in der CD34+

Zellpopulation nach einem myokardialen Infarktereignis nachweisen®3.

Betrachtet man zudem die Werte der VEGFR2-Zellen in der vorliegenden Studie, so lassen

die sehr geringen Werte auch an mogliche Messungenauigkeiten als Erklarung denken.

CXCR4 wird als wesentlich flir das Homing der zirkulierenden Progenitorzellen betrachtet
und wird auf stirker differenzierten zirkulierenden Progenitorzellen exprimiert!32. In seiner
Eigenschaft als Ligand fiir SDF-1 wird CXCR4 von den exprimierenden Zellen nach Bindung

des Liganden internalisiert'®’. Dies kdnnte bei erhdhter Expression von SDF-1 im Zuge eines
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ischdmischen Ereignisses?”> 4% 7> eine verminderte bzw. im Verlauf sogar regrediente
Oberflachenexpression trotz Hochregulation des Rezeptors, worauf eine erhohte CXCR4

mRNA Expression hinweist®’, erklaren.

Alternativ lieBe sich der in der vorliegenden Studie erkennbare tendenzielle Abfall der CXCR4
Expression von Tag 1 bis 7 durch einen erhohten Verbrauch der starker CXCR4
exprimierenden Progenitorzellen erkldaren. CXCR4 ist zusammen mit SDF-1 ein wichtiger
Faktor fir das Homing der Progenitorzellen, so dass die CXCR4 exprimierenden Zellen nach
dem ischdmischen Ereignis in das ischdmische Areal rekrutiert werden?2®. Méglicherweise
werden die starker CXCR4 exprimierenden Progenitorzellen also friih- im Falle der
vorliegenden Studie innerhalb der ersten 7 Tage nach dem Infarkt- in das ischamische

Gewebe rekrutiert und finden sich somit nicht mehr im peripheren Blut.

4.3 Der Zusammenhang zwischen Zytokinen, NSE und S-100 und der Mobilisation
der Vorlauferzellen

Um die Prozesse, die zur Mobilisation der Progenitorzellen fiihren, besser zu verstehen,
untersuchte die vorliegende Studie auch die Spiegel verschiedener humoraler Faktoren zu
den genannten Zeitpunkten am Tag der Infarktereignisses, bzw. nach 5 und/oder nach 7
Tagen. Die Annahme besteht, dass bestimmte humorale Faktoren wie IL-8 die Mobilisation
von Progenitorzellen stimulieren, was bedeuten wirde, dass erhéhte Zahlen von
Progenitorzellen positiv mit erhohten Spiegeln der humoralen Faktoren korreliert sind.
Umgekehrt wird den Vorlauferzellen ein parakriner Effekt zugeschrieben, indem sie
wiederum Zytokine wie IL-8 oder VEGF freisetzen®® 22°, die sich positiv auf die
postischamischen Vorgdange auswirken konnen. Folglich ergibt sich hier eine gegenseitige

Verstarkung.

Die physiologischerweise nach einem Infarktereignis stattfindende Entziindungsreaktion
scheint positive Effekte auf die Regeneration nach Infarktereignissen zu haben. Diese
Annahme resultiert aus einer klinischen Studie, die Roberts et al. 1976 an
Myokardinfarktpatienten durchfiihrten®*. Zur Hemmung der Entziindungsreaktion nach
Myokardinfarkt wurden die Patienten mit Methylprednisolon behandelt- mit katastrophalen

Konsequenzen in Form einer Steigerung der InfarktgroRe und gehauften Komplikationen.
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Daraufhin wurde das Phdanomen in weiteren Studien ndher untersucht und konnte bestatigt

werden*8 >3,

Interleukin 8 (IL-8) stellt einen zentralen Faktor in Entziindungsreaktionen dar. Bereits 2001
konnte gezeigt werden, dass IL-8 zur Mobilisation von Stammzellen beitragt!’4. Durch
Schomig et al. konnte 2006 bei Myokardinfarktpatienten eine Korrelation zwischen den
Serumspiegeln von IL-8 und der Plasmakonzentration der CD133+ Vorlauferzellen
nachgewiesen werden'®?, Dies koénnte also bedeuten, dass die Mobilisation der
Progenitorzellen im Rahmen einer inflammatorischen Reaktion auch nach einer zerebralen
Ischdamie durchaus positiv zur Genesung bzw. Regeneration der geschadigten Areale

beitragt.

Diesen Zusammenhangen wurde auch in der vorliegenden Studie nachgegangen, da
Interleukine bekanntermaRen auf die Regulation von inflammatorischen Prozessen wirken.
Es ist anzunehmen, dass eine spezifische Kombination von Mediatoren, zu denen auch IL-8
gehort, die Differenzierung und Mobilisation von Progenitorzellen ins periphere Blut
beeinflusst. Diese Annahme beruht auf den Ergebnissen vorheriger Studien. So konnte
nachgewiesen werden, dass IL-8 Uber einen Mechanismus, der auch MMP-9 einbezieht, zur
Mobilisation von Stammazellen beitragt!>°. Im Myokardinfarkt wurden auBerdem erhohte IL-
8 Spiegel festgestellt und eine positive Korrelation zwischen CD133+ Progenitorzellen und IL-
8 konnte festgestellt werden0® 162, Da auch in der vorliegenden Studie von Mechanismen
wie denen im Myokardinfarkt auszugehen ist und dieselbe Zellpopulation, namlich CD133+
Progenitorzellen, untersucht wurden, wurden auch hier Korrelationen erwartet. Es zeigte
sich jedoch keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Anzahl der
Progenitorzellen bzw. dem relativen oder absoluten Anstieg der Progenitorzellen und den
Serumspiegeln der Zytokine. Das vorliegende Ergebnis ist moglicherweise auf die Variabilitat

der Reaktionen bzw. Interaktionen zwischen Zytokinen und Progenitorzellen zurlickzufiihren.

Die Interaktionen zwischen den Progenitorzellen und deren beeinflussenden Faktoren sind
komplex, da sie verschiedene Mechanismen beinhalten, die noch nicht vollkommen
verstanden sind. Aufgrund der Ergebnisse vieler anderer Studien zu den Hintergriinden der
Progenitorzellmobilisation ist anzunehmen, dass im Zuge der Vorgange der Mobilisation und

Differenzierung der Progenitorzellen noch weitere Faktoren eine Rolle spielen, wie
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Erythropoietin, stromal derived cell factor-1 (SDF-1), stem cell factor (SCF) oder platelet

derived growth factor (PDGF), um nur einige Beispiele anzufiihren'’2,

Das Thema der Progenitorzellen ist nach wie vor Gegenstand intensiver Forschung.
Regelmalig werden neue Einflussfaktoren, Signalpfade, Rezeptoren und Interaktionen
aufgedeckt, die den zugrunde liegenden komplexen Prozess weiter beleuchten. Somit ist die
Frage der Beeinflussung der Mobilisation, des Homings und der endgliltigen Bestimmung der
Zellen noch nicht abschlieRend geklart. Es gilt, in weiteren Studien die Progenitorzellen und
deren Umfeld weiter zu untersuchen, um sich ein besseres Bild der vielschichtigen Vorgange

machen zu kénnen.

Fir NSE und S-100 konnte in Studien eine Korrelation mit dem Infarktvolumen bei
zerebralem Infarkt nachgewiesen werden'?® 146 Da gezeigt werden konnte, dass beide
Marker gut mit dem Infarktvolumen korrelieren3® 124 wurden sie in der vorliegenden Studie
als Surrogatmarker fur das Infarktvolumen verwendet, wobei eine Korrelation mit der
Mobilisation der Vorlduferzellen denkbar wdre. Jedoch konnte kein statistischer
Zusammenhang zwischen NSE bzw. S-100 und der Anzahl oder dem Anstieg der
Progenitorzellen nachgewiesen werden. Dies mag wie bei den Zytokinen am
Abnahmezeitpunkt der Marker liegen. Sowohl NSE als auch S-100 wurden am 5. Tag nach
dem Infarktereignis bestimmt. Zu diesem Zeitpunkt war zu erwarten, dass der Infarkt seine
endgliltige GrolRe erreicht hatte. Da jedoch insbesondere S-100 eine relativ kurze
Halbwertszeit besitzt!®®, kdnnte dessen relevanter Anstieg zu einem Zeitpunkt stattgefunden

haben, der durch den gewéahlten Untersuchungszeitpunkt an Tag 5 nicht erfasst wurde.

Eine weitere Erklarung fiir den negativen Ausfall der vorliegenden Korrelationsanalysen stellt
moglicherweise auch die geringe Probengrofle dar, die in dieser Studie verwendet wurde. So

wirden sich Signifikanzen erst bei einer grofleren Zahl von Probanden zeigen.

4.4 Der Einfluss von Statinen auf die Mobilisation der Vorlduferzellen

In der vorliegenden Studie wurden die Daten erhoben, ob die Patienten vor Klinikeinweisung
aufgrund des Infarkts bereits unter Statintherapie standen, um ggf. positive Effekte der
Statineinnahme auf die Mobilisation von Progenitorzellen beim zerebralen Infarkt

nachzuweisen. Dem liegt zugrunde, dass in zahlreichen Studien seit den Neunzigerjahren
65



Zusammenhadnge zwischen der Einnahme von HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren, den so
genannten Statinen, und deren Einfluss auf Infarktereignisse untersucht wurden. Bei den
Statinen handelt es sich zwar um Cholesterinsenker, jedoch konnten verschiedene Studien
einen positiven Effekt auf das Auftreten und die Folgen von Infarktereignissen nachweisen.
Blauw kam 1997 in einer Meta-Analyse zu dem Ergebnis, dass eine Behandlung mit Statinen
das Risiko einer zerebralen Ischdmie um rund 30% verringert!8, und somit einen praventiven
Effekt hat. Dieser lasst sich u.a. mit der Plague-Stabilisierung erklaren, die ebenfalls eine

Folge der Statineinnahme darstellt, wie Bustos 1998 herausfand?3.

Im Zuge der Erforschung der Progenitorzellen im Rahmen von Infarktereignissen stellte sich
bald auch die Frage nach einer Verbindung zwischen Progenitorzellen und Statinen. Hier kam
Assmus zum dem Ergebnis, dass die Einnahme von Statinen sowohl die Alterung von CD34+
endothelialen Progenitorzellen hemmt als auch deren Proliferation positiv beeinflusst®.
Speziell im Zusammenhang von zerebralen Infarkten und Statineinnahme konnte
nachgewiesen werden, dass insbesondere eine dem Infarktereignis vorausgegangene

Einnahme von Statinen das Outcome bei Schlaganfallpatienten signifikant verbessert!?,

Hinsichtlich der Effekte der Statintherapie auf die Progenitorzellen machte Vasa 2001 den
VorstoR, bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit nachzuweisen, dass die Einnahme von
Statinen neben der bis dahin bekannten Mechanismen auch tber die Erh6hung der Level der
zirkulierenden Progenitorzellen (iber einen Mechanismus verfiigt, der fir Patienten mit
koronarer Herzkrankheit von Nutzen ist. In einer darauf folgenden Studie konnte auch der
molekulare Mechanismus untersucht werden, der auf einer statinbedingten Induktion der

Differenzierung der Progenitorzellen Gber den Pl 3-Kinase/Akt Signalweg beruht®2.

Tatsachlich konnte die vorliegende Studie einen signifikanten Zusammenhang zwischen der
Mobilisation der Progenitorzellen nach zerebralem Infarkt und einer Statintherapie vor dem
Infarktereignis nachweisen. Somit kann der Riickschluss gezogen werden, dass beim
zerebralen Infarkt, dhnlich wie beim Myokardinfarkt, Statine die Differenzierung bzw.
Mobilisation von Progenitorzellen ins periphere Blut fordern und somit einen Beitrag zu den

Reparaturmechanismen des Organismus nach dem Infarktereignis leisten.
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4.5 Bedeutung der Progenitorzellen fiir das Krankheitsbild des zerebralen Infarkts

Was aber bedeutet nun die Erforschung der Progenitorzellen im Hinblick auf das
Krankheitsbild des Schlaganfalls? Zirkulierende Progenitorzellen tragen zur Reparatur von
ischamisch  geschadigten  Organen bei, indem sie Neovaskularisierung und
Reendothelialisierung der durch die Ischamie verletzten Blutgefiale induzieren bzw.
unterstiitzen” 21, Ob die Mobilisation der Progenitorzellen beim zerebralen Infarkt jedoch
einen fir die Regeneration obligaten Mechanismus darstellt bleibt weiter fraglich. Somit ist
auch der potentielle klinische Nutzen nicht abschlieRend geklart. Beim Myokardinfarkt
wiesen Studien darauf hin, dass die Infusion von Progenitorzellen, die dem Knochenmark
abstammen, im Mausversuch zu einer besseren Regeneration nach dem Infarktereignis
fuhren kann, was jedoch widerlegt werden konnte!3® 140 145 Als erste Studie am Menschen
zu den Nutzen bringenden Effekten der Progenitorzellen bei ischamischen Ereignissen gilt
die TOPCARE-AMI, in der Patienten mit Myokardinfarkt Progenitorzellen infundiert wurden.
Sie ergab, dass den transplantierten Zellen potenzielle positive Effekte auf die Regeneration
des ischdmischen Myokards zuzuschreiben seien® und wies bei einem Follow Up nach funf
Jahren auch gute Langzeitergebnisse aufl®®, Neben der TOPCARE-Studie konnten positive
Effekte auf die Regeneration nach Myokardinfarkt auch in weiteren Studien nachgewiesen
werden!> 193, Vergleichbare Studien zum zerebralen Infarkt liegen bis heute nicht vor. Hier
gilt es, die zahlreichen vorliegenden Ergebnisse aus in-vitro Studien und Studien am
Mausmodell auf einen klinischen Hintergrund zu Ubertragen. Mit der vorliegenden Studie
konnte der oft beschriebene zeitliche Verlauf der Progenitorzellen an Menschen mit Zustand
nach zerebralem Infarkt nachgewiesen werden. Untersuchungen zu den direkten
nutzbringenden Effekten der exogenen Zugabe der Vorlauferzellen oder ihrer medikamentoés
unterstitzten Mobilisation im Schlaganfall, vergleichbar mit den Studien zum

Myokardinfarkt® 237, stehen aus.

Schlussendlich werfen die vorliegenden Ergebnisse und die bisherige Forschung zum Thema
Vorlduferzellen bei zerebralem Infarkt zahlreiche neue Fragen auf. Im Vergleich zum
vorhandenen Studienmaterial beim Myokardinfarkt gilt es beim zerebralen Infarkt noch

vieles zu untersuchen.
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4.6 Weiterfiihrende Fragen

4.6.1 Regenerationspotential nach zerebralem Infarkt im Zusammenhang mit der Mobilisation
der Vorlauferzellen

Eine der interessanten Fragestellungen beschaftigt sich mit der in Form der InfarktgroRe
auch in dieser Studie untersuchten Korrelation des Regenerationspotenzials des
geschadigten Gewebes mit den Vorlduferzellen. Wie zuvor bereits beschrieben konnte
gezeigt werden, dass die mit Hilfe der Vorldauferzellen neu entstehenden Kapillaren die
Einwanderung von z.B. Makrophagen in das geschadigte Gewebe erleichtern, was zu einer
schnelleren Elimination des Zelldebris in den nekrotischen Arealen fihrt. Dies tragt
wiederum zur Regeneration des geschadigten, aber nicht nekrotischen Gewebes, wie der
Penumbra, also dem Areal der Minderdurchblutung, welches das eigentliche, bereits
nekrotische und somit kaum regenerierbare Infarktareal umgibt, bei®®. Je schlechter die
Reparatur bzw. Regeneration der Penumbra vonstattengeht, desto eher wird auch diese
nekrotisch, womit das Infarktareal weiter wachst. Und je kleiner die initiale InfarktgréBe und
vor allem je geringer das weitere Wachstum des Infarktareals, desto héher die Spiegel der
Vorliuferzellen?. Dies unterstiitzt die Theorie, dass hohe Spiegel an Vorliduferzellen die
Penumbra ,vitalisieren” und somit das Wachstum der nekrotischen Infarktzone vermindern.
Jedoch arbeitete die hier angefiihrte Studie von Bogoslowsky lediglich mit einer sehr kleinen
Studienpopulation, weshalb hier flr sichere Aussagen groRere Studien mit besserer

Reprdsentativitat abzuwarten sind.

4.6.2 Vorlauferzellen als Risikopradiktor fiir Infarktereignisse

Auch das Risiko fir Infarktereignisse wurde mit der Anzahl der Vorlauferzellen korreliert.
Hier ergaben verschiedene Studie, dass die Anzahl der Vorlauferzellen eine negative
Korrelation mit dem Risiko fir ein Infarktereignis aufweist#® 161 205 212 Dje Studien bezogen
sich in erster Linie auf das Risiko flir Myokardinfarkte bzw. kardiovaskuldre Ereignisse

allgemein, im Hinblick auf zerebrale Infarktereignisse im Speziellen stehen noch Studien aus.
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4.6.3 Ausblick- das mégliche therapeutische Potenzial der Vorlauferzellen

Nachdem im Verlauf der letzten Jahre viele Studien das therapeutische Potenzial der
Vorlduferzellen im Hinblick auf verschiedene Krankheitsbilder untersuchten, kann
zusammenfassend gesagt werden, dass es viele Ergebnisse gab, die hoffen lassen, dass
Vorlauferzellen in Zukunft als mogliches Therapeutikum eingesetzt werden koénnen.
Mononukledre Zellen aus dem Knochenmark stellen eine Quelle fiir die Vorlauferzellen dar
und wurden im Hinblick auf ihr therapeutisches Potenzial untersucht. Und tatsachlich- vor
dem Hintergrund von Extremitatenischamie und Myokardischamie konnten Studien gute

Ergebnisse mit ihnen erzielen®* 108 192,

Bei Nervengewebe bestand lange Zeit das Dogma, dass es bei Sdugetieren in keiner Weise
zur Regeneration oder Reparatur fahig sei. Viele experimentelle Studien beschaftigten sich
jedoch auch mit dem therapeutischen Potenzial der Vorlauferzellen beim zerebralen Infarkt-
wie vermutet ergaben sich auch hier Hinweise, dass die Vorlauferzellen in Zukunft einen
moglichen Therapieansatz beim Schlaganfall darstellen kénnten'# 3% 122,189, 234 ' Eq hesteht
also die realistische Moglichkeit, dass Patienten mit ischdamischen Ereignissen von einer
Vorlauferzell-Transplantation profitieren; insbesondere da die Neoangiogenese einen
therapeutischen Ansatzpunkt darstellt, der durch die Vorlduferzellen unterstiitzt werden

kann.

4.7 Studienbeschrinkungen

AbschlieBend muss angemerkt werden, dass die Bestimmung der Zytokine mit den
Untersuchungen an Tag 1 und Tag 5 nicht engmaschig genug gewesen sein kénnten. Unter
dem Gesichtspunkt, dass die Anzahl der Vorldauferzellen von Tag 1 bis Tag 5 signifikant
angestiegen war, ist anzunehmen, dass die Zytokine in der Zeit vor dem ersten oder
zwischen den beiden Abnahmezeitpunkten den Héhepunkt ihrer Effektivitat zeigten. Somit
konnten sich die Spitzen und somit signifikante Anstiege der Zytokinspiegel eben in den nicht
abgebildeten Zeitpunkten vor der ersten oder zwischen der ersten und zweiten Abnahme
finden. Weiterhin konnen fehlende Signifikanzen auf die relativ geringe ProbengrofRe
zurlickzufiihren sein und Signifikanzen eventuelle erst bei einer hoheren Probandenzahl

auftreten.
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5 Zusammenfassung

Vorlauferzellen stammen von adulten Stammzellen ab und werden im Falle eines zerebralen
Infarkts aus dem Knochenmark mobilisiert und ins periphere Blut ausgeschwemmt.
Hochstwahrscheinlich stellen sie einen wichtigen kdrpereigenen Reparaturmechanismus dar
und tragen somit zur Regeneration der den nekrotischen Infarkt umgebenden, noch vitalen
Zone, der Penumbra, nach einem Schlaganfall bei. Die Mechanismen dahinter stellen
insbesondere die Neoangiogenese und Reendothelialisierung dar, die von Vorlauferzellen
induziert bzw. geférdert werden. In der vorliegenden Studie wurden der zeitliche Verlauf der
Mobilisation von zirkulierenden CD133+ Vorlauferzellen nach zerebralem Infarkt und ihre
Korrelation zur postinfarziellen Entziindungsreaktion sowie zu einer Statintherapie

untersucht.

Es wurden 50 Patienten mit akutem ischamischen Schlaganfall in die Studie eingeschlossen.
Mittels Durchflusszytometrie wurde anhand verschiedener Oberflichenmarker (CD34,
CD133, CD45) die Anzahl der zirkulierenden CD133+ Vorldauferzellen peripheren Blut
ermittelt. Ebenso wurden die Zytokine IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 sowie TNF-a bestimmt, hierzu
wurden Cytometric Bead Arrays (CBA) angewandt. NSE sowie S-100 wurden mit

Immunoassays quantitativ bestimmt.

Die Studie zeigt, dass CD133+ Vorldauferzellen nach einem zerebralen Infarktereignis ins
periphere Blut mobilisiert werden und diese Mobilisation bei Messungen an Tag 1, 5 und 7
ein Maximum am 5. Tag nach dem Infarktereignis findet. Korrelationen der Mobilisation mit
den untersuchten Zytokinen oder NSE bzw. S-100 konnten nicht nachgewiesen werden.
Jedoch besteht eine statistisch signifikante Korrelation des Anstiegs der Progenitorzellen mit

der Einnahme von Statinen vor dem Infarktereignis.

Sollte die durch CD133+ Vorldauferzellen unterstiitzte Reendothelialisierung und
Neoangiogenese einen positiven Effekt auf die Regeneration nach zerebralem Infarkt haben,
bergen CD133+ Vorlauferzellen moglicherweise ein groRes therapeutisches Potenzial, da die
Reparatur bzw. Regeneration der Penumbra eines der Therapieziele beim Schlaganfall

darstellt und das Outcome nach einem Schlaganfall wesentlich beeinflusst.
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7 Anhang

7.1 Anamnesebogen fiir Studienpatienten

Studien-ID

Name

Geburtsdatum

Geschlecht

Adresse

Tel-Nr.

Untersuchungsdatum + -uhrzeit

Zeitpunkt des Ereignisses

Lokalisation

Vitalwerte/MaRe:

Hiftumfang

Bauchumfang

Waist-Hip-Ratio

Gewicht

GroRe

BMI

RR (mmHg) zum Untersuchungszeitpunkt
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Puls zum Untersuchungszeitpunkt

Vorerkrankungen

Wenn ja, ggf. Datum der Erstdiagnose

KHK

Myokardinfarkt

Diabetes

VHF

pAVK

Hypertonus

Alkohol

Nikotin

Pack Years

Dyslipidamie

TVT

Herzklappenerkrankung

Migrane

Friherer Infarkt (auch TIA); Zeitpunkt?

Medikamente

Statine

B-Blocker

ACE-Hemmer
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Diuretika

Heparin

Thrombozytenaggregationshemmer

Sartane

Sonst.

Naheres zum Infarktereignis

Friherer Schlaganfall/ TIA

Datum letzter Schlaganfall/ TIA

Lokalisation aktueller Infarkt

TOAST

NIH bei Aufnahme

Symptome am Aufnahmetag

Zeit Symptombeginn bis Abnahme
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