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1. Einleitung

1.1 Einfuhrung: Pathophysiologie und Therapieanséatze des akuten
Myokardinfarkts
Bei einem akuten Myokardinfarkt kommt es infolge eines kompletten Verschlusses
einer Koronararterie und mangelnder  Sauerstoffversorgung in  ihrem
Versorgungsbereich zu einer Gewebsnekrose, die im weiteren Verlauf durch
Umbauprozesse in eine Myokardnarbe umgewandelt wird. Dieser Teil des
Herzmuskels verliert dadurch seine physiologische Funktion und es kommt, je nach
GroRe der Lasion, zu Wandbewegungsstérungen mit konsekutiver Einschrankung
der ventrikularen Pumpfunktion. Des weiteren pradestinieren solche Narben in der
Herzmuskulatur bekanntermal3en zur Entstehung lebensbedrohlicher
Herzrhythmusstérungen, einer der Hauptkomplikationen nach einem stattgehabten
Infarkt.
Deswegen liegt das Hauptbestreben in der Therapie des akuten Myokardinfarkts
darin, die Vaskularisierung des betroffen Versorgungsareals wiederherzustellen und
somit das Ausmald untergehenden Gewebes mdglichst gering zu halten. Der
klassische kausale Therapieansatz besteht hierbei in einer frihzeitigen Reperfusion
des verschlossenen Koronargefal3es, sei es durch eine Lysetherapie oder besser
noch durch eine perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA).
Der Korper besitzt daruber hinaus noch weitere eigene Mechanismen, wie er
nekrotisches Gewebe neu organisieren und funktionalisieren kann, namlich durch
Einsprossen von Kapillaren aus dem Randbereich der Nekrose (Angiogenese),
sowie durch de-novo-Synthese von GefalRen mit Hilfe von im Blut zirkulierender
sogenannter endothelialer Vorlauferzellen (Vaskulogenese). Auf die Unterscheidung
dieser beiden Mdglichkeiten der GefaRneubildung in nekrotischem Gewebe soll im
folgenden Abschnitt etwas genauer eingegangen werden, da vor allem der
Mechanismus der Vaskulogenese neue, erganzende Therapiemdglichkeiten eréffnen
konnte, die derzeit Gegenstand intensiver experimenteller und klinischer Forschung

sind.



1.2 Mechanismen der Gefalineubildung

Die ersten Erkenntnisse uber die Entwicklung von BlutgefaRen stammen von
Beobachtungen am Embryo. Man fand heraus, dass sich im Embryo ab der dritten
Entwicklungswoche so genannte Blutinseln bilden, die in ihrem Zentrum aus
hamotopoetischen Stammzellen bestehen und in der Peripherie aus so genannten
Angioblasten (Flamme, Risau, 1992). Die Angioblasten entsprechen embryonalen
endothelialen Vorlauferzellen. Sie differenzieren aus zu reifen Endothelzellen und
bilden so Endothelschlauche, die das Grundgerust fur die weitere GefalRentstehung
darstellen. Diese de-novo-Synthese von GeféalRen aus endothelialen Vorlauferzellen
wird als Vaskulogenese bezeichnet.

Aus vorbestehenden BlutgefaRen kénnen jedoch auch durch Proliferation aktivierter,
differenzierter Endothelzellen auf verschiedene Art und Weise
GefalRaussprossungen oder Gefaldteilungen entstehen, die in der Folge zu
funktionellen GefalRen erweitert werden. Diese Art der Gefal3neubildung wird als
Angiogenese bezeichnet und wird von den ortsstandigen Endothel-, Bindegewebs-
und Muskelzellen unter dem Einfluss einer Vielzahl von Botenstoffen vollzogen
(Hanahan, Folkman 1996, Conway et al., Cardiovascular Res 2001).

Beiden Prozessen liegt dabei ein kompliziertes Zusammenspiel von
proangiogenetischen und antiangiogenetischen Faktoren zugrunde, die in
verschiedenen Situationen entweder zur Stimulation oder zur Inhibition der
Gefalbildung fuhren kdnnen (Conway et al, Cardiovasc. Res., 2001).

Der grundlegende Unterschied zwischen den beiden Mechanismen besteht darin,

dass

(a) die fur die Vaskulogenese verantwortlichen endothelialen Vorlauferzellen ein
vielfach hoheres Proliferationspotential  besitzen als ausdifferenzierte
Endothelzellen (Lin et al., J Clin Invest, 2000; Forraz et al, Brit J Haemat, 2002)
und somit ein schnelleres GefalRwachstum gewéhrleisten

(b) die Vaskulogenese im Gegensatz zur Angiogenese nicht unmittelbar an das
lokale Vorbestehen von Blutgefal3en gebunden ist, da es sich um eine de-novo-

Synthese handelt.



Es wurde lange Zeit angenommen, dass der Kérper nach der Embryonalentwicklung
die Moglichkeit zur Vaskulogenese verliert und nur noch durch Angiogenese
GefalRneubildung betreiben kann, da die Existenz von endothelialen Vorlauferzellen
auf die Embryonalentwicklung beschréankt zu sein schien. Das wiirde bedeuten, dass
infolge eines nekrotischen Geschehens lediglich das unmittelbar umgebende
Gewebe zur Revaskularisierung beitragen kénnte. Da die ortsstandigen reifen Zellen
jedoch ein geringeres mitotisches Potential besitzen als Stamm- oder
Vorlauferzellen, kann sich dieser Prozess nur vergleichsweise langsam abspielen.
Ein neuerer Ansatz zur Erklarung der GefafRneubildung des adulten Organismus
wurde mdglich, als man die Existenz von adulten endothelialen Vorlauferzellen

postulierte.

1.2.1 Postnatale Vaskulogenese durch adulte endotheliale Vorlauferzellen

Da bereits bekannt war, dass embryonale hamatopoetische Stammzellen und
Angioblasten aus den embryonalen Blutinseln gemeinsame Oberflachenmolekile (z.
Bsp. CD34, vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR-2), Tie-2)
exprimieren, lag die Vermutung nahe, dass diese Zelltypen aus einer gemeinsamen
Vorlauferzelle, dem so genannten Hamangioblasten, entspringen (Weiss, Orkin,
1996).

1997 gelang es Asahara et al. mit Hilfe dieser Oberflachenmarker, einen Zelltyp aus
menschlichem Erwachsenenblut zu isolieren, der zunachst die morphologischen
Eigenschaften einer Stammzelle besal3, in der Zellkultur in vitro dann aber in der
Lage war, zu Zellen mit endothelialen Eigenschaften auszudifferenzieren (Asahara et
al. Science 1997). Diese Ergebnisse fuhrten zu der Theorie, dass auch im Blut des
erwachsenen Menschen (adulte) endotheliale Vorlauferzellen zirkulieren, die in der
Lage sind, zu Orten der GefaRneubildung zu migrieren und dort auszudifferenzieren,
was dem Paradigma der Vaskulogenese entsprache.

Diese Vermutung wurde zun&chst in diversen Tiermodellen untersucht, die zeigen
konnten, dass es durch kunstlich ausgeldste Extremitatenischamien am lebenden
Tier zur Mobilisation endothelialer Vorlauferzellen aus dem Knochenmark kommit,
und dass diese zirkulierenden Stammzellen zu Orten der Gefal3neubildung wandern
und sich dort ansiedeln und proliferieren (Takahashi et al., Nat Med, 1999, Asahara
et al, Circ Res., 1999).



Des weiteren konnte gezeigt werden, dass die intravendse Injektion von
menschlichen CD34- positiven Zellen bei Ratten mit einem kinstlich verursachten
Herzinfarkt durch GefaRneubildung zu einer geringeren Narbenbildung und
Verbesserung der linksventrikularen Funktion im Vergleich zu unbehandelten Ratten
fuhrt (Kocher et al., Nat Med, 2001).

Wichtig zu erwahnen ist auch, dass es sich bei den durch Vorlauferzellen
entstandenen Gefalen offenbar um funktionell intakte Gefaf3e handelte, die eine
effektive Sauerstoffversorgung sicherten und nicht etwa um ein chaotisches
GefalRwachstum wie es z. Bsp. in malignen Tumoren zu beobachten ist.

Da im Tiermodell die Gewebsischamie einen wirksamen Stimulus fur die Freisetzung
endothelialer Vorlauferzellen darstellte, war es natirlich von Interesse, die
Mobilisation endothelialer Vorlauferzellen nach ischamischen Ereignissen am
Menschen zu untersuchen. Eine erste Studie hierzu beschrieb, dass im Blut von
Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt ein Anstieg der Anzahl CD34- positiver
Zellen zu beobachten ist, mit einem Maximum am siebten Tag nach Infarkt (Shintani
et al., Circulation, 2001). Auch nach einem akuten Gefa3trauma wie bei
Verbrennungsopfern oder koronarer Bypassoperation kommt es zu einem Anstieg
der endothelialen Vorlauferzellen im zirkulierenden Blut (Gill et al., Circ Res 2001).
Es scheint also auch beim Menschen systemische Reaktionen auf Situationen der
Gewebsschadigung zu geben, die zu einer Mobilisierung von endothelialen
Vorlauferzellen in den zirkulierenden Blutpool fuhren wund die lokalen
Reparaturmechanismen zur Gefal3neubildung erganzen.

Im Kapitel 1.6 dieser Arbeit soll im Detail auf den aktuellen Kenntnisstand der Rolle
von endothelialen Vorlauferzellen im Rahmen der koronaren Herzkrankheit und des
akuten Myokardinfarktes eingegangen werden. Vorher erfolgt jedoch eine genauere
Beschreibung von wichtigen Markermolektlen, die essentiell fir die experimentelle

Arbeit mit Zellen der endothelialen Reihe sind.

1.3 Charakterisierung von zirkulierenden endothelialen Vorlauferzellen

Die Schwierigkeit bei der Untersuchung von zirkulierenden endothelialen
Vorlauferzellen bestent darin, dass es  bislang keinen spezifischen
Oberflachenmarker gibt, der ausschlief3lich auf dieser Zellart exprimiert wird. Es
verhalt sich vielmehr so, dass die Vorlauferzelle im Laufe ihrer Entwicklung bis zur

reifen Endothelzelle verschiedene Phasen zu durchlaufen scheint, wahrend derer



sich die Markerexpression kontinuierlich wandelt. Wahrend sie am Anfang
hauptsachlich stammzelltypische Marker exprimiert, produziert sie im Verlauf ihrer
Reifung mehr und mehr endothelzellspezifische Marker und verliert die
Stammzellcharakteristika (Hristov et al, Art., Thromb. and Vasc.Biol., 2003; Reyes et
al, J Clin Invest, 2002). Das fuhrt dazu, dass man bei der Auswahl der
Markerkombination, die man z. Bsp. fur eine Quantifizierung von endothelialen
Progenitorzellen im peripheren Vollblut verwendet, sorgfaltig unterscheiden muss,
welche Marker lediglich auf Stammzellen vorkommen, welche daneben auch auf
reifen Endothelzellen und welche ausschlief3lich auf reifen Endothelzellen.

Der prozentuale Anteil der zirkulierenden Vorlauferzellen an der Gruppe der
zirkulierenden mononukleéren Zellen ist aul3erdem so gering, dass eine genaue
Charakterisierung zur Quantifizierung unabdingbar ist. Bei gesunden Probanden
betragt der Anteil von CD34+/CD133+/VEGFR2+ Zellen z. Bsp. nur 0,002% der
Gesamtzahl zirkulierender mononukledrer Zellen (Peichev et al., Blood 2000),
wahrend der Anteil an CD 34-positiven Zellen bei 0,01% - 1,0% liegt.

Diese Daten lassen vermuten, dass man innerhalb der CD34-positiven Zellen
wiederum verschiedenste Untergruppen mit verschiedenen Zelleigenschaften

unterschieden werden muss.

1.3.1 Expression von CD 34

Nach der Entdeckung von Asahara et al. galt es zunachst, die Oberflachenstruktur
der vermuteten endothelialen Vorlauferzelle naher zu charakterisieren, um genauere
Aussagen Uber ihr Verhalten treffen zu kdnnen, denn CD34 als einer der klassischen
Stammzellmarker wird zwar auf Stammzellen exprimiert, aber auch auf
verschiedenen ausdifferenzierten Zellen, wie reifen Endothelzellen (Krause et al.,
Blood, 1996; Fina et al., Blood, 1990) oder embryonalen Fibroblasten (Brown et al.,
Int Immunol 1991).

Reife Endothelzellen kdnnen unter bestimmten pathologischen Umstanden wie
Sichelzellandmie (Sowemimo-Coker et al., Am J Hemat, 1989), nach perkutaner
transluminaler Angioplastie (George et al., Thromb Haemost, 1992), Infektionen
(Dignat-George et al, Eur J Haemat, 2000) oder im akuten Myokardinfarkt (Mutin et
al., Blood, 1999) von der Gefallwand abgelost werden und im Blut zirkulieren.
Wahrend die Zahl zirkulierender Endothelzellen bei gesunden Probanden

vernachlassigbar gering ist, kommt ihr in  Situationen  vermehrter



Endothelzellfreisetzung eine zu beriicksichtigende Bedeutung zu. Deswegen kann es
im akuten Myokardinfarkt zu Uberschneidungen zwischen zwei prinzipiell
unterschiedlichen Zelltypen kommen, wenn man nur das Vorhandensein von CD34

an der Oberflache als Charakteristikum fir zirkulierende Stammzellen voraussetzt.

1.3.2 Expression von CD 133

Es ist also eine differenziertere = Charakterisierung mittels  weiterer
Oberflachenmolekile nétig, um die Population der Vorlauferzellen genauer
eingrenzen zu koénnen.

Ein solches Oberflachenmolekil, das sogenannte CD 133 (anfangs ,AC133*
genannt), wurde 1997 entdeckt (Yin et al., Blood, 1997) und einige Jahre spéater
erfolgreich fur die Isolation von endothelialen Vorlauferzellen verwendet (Peichev et
al., Blood, 2000; Gehling et al., Blood, 2000). Hierbei handelt es sich um einen
frihen Marker von hamatopoetischen Stammzellen aus dem adulten Knochenmark,
der fetalen Leber und dem zirkulierenden Blut. Es ist ein transmembranéres Protein
mit einem Molekulargewicht von 120 kDa, dessen physiologische Funktion noch
unbekannt ist.

Das Vorhandensein von CD 133 auf endothelialen Vorlauferzellen scheint ein
Hinweis auf eine frihe zirkulierende Vorlauferzelle zu sein, die in der weiteren
Entwicklung die Fahigkeit zur CD 133- Produktion verliert. Reife Endothelzellen
exprimieren kein CD 133.

1.4 zirkulierende Endothelzellen

Wie weiter oben bereits erwahnt, weild man, dass nach einem akuten Myokardinfarkt
freigesetzte Endothelzellen im peripheren Blut zirkulieren, die bei ungenauer
Markerauswahl dazu fuhren konnen, dass eine Unterscheidung zwischen
endothelialer Vorlauferzelle und reifer Endothelzelle unmdéglich ist. Deshalb wurde in
dieser Arbeit neben der mRNA-Bestimmung von E-Selectin (wird von aktivierten
Endothelzellen produziert) auch durchflusszytometrisch die Anzahl zirkulierender
reifer Endothelzellen bestimmt. Dazu bendétigt man einen Oberflachenmarker, der nur
auf differenzierten Endothelzellen exprimiert wird und nicht auf Vorlauferzellen oder
sonstigen im Vollblut zirkulierenden Zellen.

Ein solches Molekiil ist P1H12. Mit monoklonalen Antikorpern gegen dieses Protein

kann man spezifisch Endothelzellen markieren, da P1H12 auf keiner anderen im Blut



zirkulierenden Zelle vorhanden ist. Aul3erdem produzieren P1H12- positive Zellen
auch vonWillebrand-Faktor (VWF), Thrombomodulin und einige weitere Marker, die
typischerweise auf reifen Endothelzellen vorkommen (Solovey et al., NEJM, 1997).
P1H12 wird nicht von endothelialen Vorlauferzellen produziert.

1.5 Mechanismen der Mobilisierung von endothelialen Vorlauferzellen und
Stammzellen aus dem Knochenmark
Die genauen Mechanismen, die zu einer Mobilisierung endothelialer Vorlauferzellen
aus dem Knochenmark ins zirkulierende Blutvolumen fuhren, sind noch nicht
vollstandig geklart. Man kennt jedoch bereits aus Tierversuchen und Beobachtungen
am Menschen mehrere Faktoren, die in verschiedenen pathologischen Situationen
vermehrt produziert werden und zu einer erhéhten Anzahl zirkulierender
Endothelvorlauferzellen fuhren.
Ein Schritt zur Mobilisierung ist die Aktivierung der Matrix-Metalloproteinase 9
(MMP-9), die zu einer Umwandlung eines membrangebundenen Kit- Liganden in
einen l6slichen Kit- Liganden fiuhrt, weshalb der cKit- positive Hamangioblast in die
gefalreiche Zone des Knochenmarks wandert (Heissig et al., Cell, 2002).
Als gemeinsamer Vorlaufer von Endothelvorlauferzelle und hamatopoetischer
Stammzelle muss dann eine Art Weichenstellung geschehen, zu welcher Zellart die
weitere Entwicklung verlauft.
Eine bedeutende Rolle scheint hierbei dem vascular endothelial growth factor
(VEGF) und seinen Rezeptoren, VEGFR-1 und -2, zuzukommen. Man weifl3, dass die
in-vivo-Applikation von VEGF bei Mausen zu einer Mobilisation von
Endothelvorlauferzellen aus dem  Knochenmark und zu  gesteigerter
Gefal3neubildung fihrt (Asahara et al., EMBO J, 1999). Auch beim Menschen fuhrt
der Transfer des VEGF- Gens zu einer vermehrten Anzahl zirkulierender
Endothelvorlauferzellen (Kalka et al., Circ Res, 2000). VEGF scheint aber nicht der
einzige entscheidende Faktor fir die weitere Entwicklung zur endothelialen Zelle zu
sein, da Mause, denen das VEGF- Gen fehlt in gewissem Mal3e noch in der Lage
sind, differenzierte Endothelzellen zu bilden, wenn auch die Gefa3bildung stark
beeintrachtigt ist (Carmeliet et al., Nature, 1996). Fehlt ihnen jedoch der VEGFR-2,
so konnen keine funktionellen Endothelzellen und Gefal3e gebildet werden und die

Mause sind nicht lebensfahig (Shalaby et al., Cell, 1997), was darauf hinweist, dass
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auch andere Molekuile auRer VEGF zur Endothelzellentwicklung beitragen, indem sie
an den VEGFR-2 binden.

Hinweise fiur einen Einfluss auf die Stammzellmobilisierung gibt es weiterhin fir
granulocyte monocyte colony stimulating factor (GM-CSF) (Takahashi et al., Nat
Med, 1999), granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) (Gehling et al., Blood,
2000), Angiopoetin-1 (Hattori et al., J Exp Med, 2001) und stromal derived factor
(SDF-1) (Peichev et al., Blood, 2000).

Bisher sind die genauen Mechanismen der Stammzellmobilisierung noch nicht genau
bekannt, da es sich um ein sehr komplexes Zusammenspiel von vielen Faktoren
handelt. Dabei Ubernehmen eine Reihe von verschiedensten biochemischen
Stoffgruppen (Proteasen, Integrine, Zytokine, Zytokinrezeptoren) spezielle Aufgaben,
die untereinender in Interaktion treten. So scheint eine Mobilisierung der an die
Knochenmarksmatrix gebundenen Stammzelle unter anderem durch Spaltung bzw.
Down-Regulation von Zell-Zellverbindungen und Zell-Matrixverbindungen erreicht
werden (Papayannopoulou, Blood, 2004). Von extern applizierter G-CSF fuhrt zur
Aktivierung neutrophiler Granulozyten und bringt diese zur Ausschiittung spezifischer
und unspezifischer Proteasen aus ihren Granula (Jilma et al, Br J Haematol., 2000),

was zur einer Proteolyse verschiedener Adhasionsmolekile im Knochenmark fihrt.

Serinproteasen akkumulieren im Knochenmark und kdénnen verschiedene Substrate
spalten (z.Bsp. vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), c-kit, CXC chemokine
receptor 4 (CXCR-4) und stromal derived factor 1 (SDF-1)), welche die Adh&sion der
Stammzellen im Knochenmark gewahrleisten, und somit die Stammzellmobilisierung
beglnstigen (Lévesque et al, Blood, 2001; Lévesque et al, J Clin Invest, 2003). Eine
besonders wichtige Funktion fur das Verbleiben von Stammzellen im Knochenmark
und das Zurickkehren (Homing) zirkulierender Stammzellen ins Knochenmark
scheinen hierbei die Interaktionen zwischen SDF-1 und seinem Rezeptor CXCR-4 zu
haben, in die mehrere Faktoren eingreifen konnen (Lapidot, Petit, Exp Hematol,
2002).

Es ist anzunehmen, dass durch Infiltration von Entziindungszellen in ein
ischamisches Gewebe die Ausschittung verschiedener, systemisch zirkulierender
Zytokine erfolgt, die die Freisetzung von hamotopoetischen und endothelialen

Vorlauferzellen aus dem Knochenmark fordern kénnen.
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Da man weil3, dass es wahrend eines akuten Myokardinfarktes zu einer
systemischen Entzindungsreaktion kommt, bei der verschiedene Zytokine wie
Interleukin-6 und Interleukin-8 freigesetzt werden (Neumann et al., Circulation, 1995;
Pannitteri et al., Am J Card, 1997) , ist es deswegen von Interesse zu untersuchen,
ob auch solche inflammatorischen Zytokine eine Mobilisierung von Stammzellen
bewirken konnen, was ja wiederum einen positiven Aspekt einer solchen
Entzindungsreaktion darstellen kdonnte. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
Serum- CRP- Konzentrationen positiv. mit der Anzahl zirkulierender
Endothelvorlauferzellen bei Patienten mit instabiler Angina pectoris korreliert sind

(George et al, European Heart J, 2004).

Auch haufen sich die Hinweise, dass IL-8 Uber eine Steigerung der MMP-9 Aktivitat
neutrophiler Granulozyten in die Mobilisierung von Stammzellen eingreifen kann
(Pelus et al, Crit Rev Oncol Hematol, 2002).

Grundzuge der Mobilisierung sollen vereinfacht in Abbildung 1 verdeutlicht werden.
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Abb.1: Mobilisierung endothelialer Vorlauferzellen aus dem Knochenmark (HAB =

Hamangioblast; EVZ= endotheliale Vorlauferzelle; HPVZ = hamatopoetische
Vorlauferzelle). Modifiziert nach Hristov et al, J Cell Mol Med, 2004.
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1.6 Zirkulierende Stammzellen, Endothelvorlauferzellen und Endothelzellen
bei koronarer Herzerkrankung

Nachfolgend sollen einige bisherige Untersuchungen von zirkulierenden

Stammzellen, endothelialen Vorlauferzellen und Endothelzellen bei Patienten mit

koronarer Herzerkrankung zusammengefasst werden und die Assoziation deren

Mobilisation mit der systemischen Entzindungsreaktion im akutem Myokardinfarkt

beschrieben werden.

1.6.1 Ischamie-induzierte Zellmobilisation

Eine akute Gewebsischamie war, wie weiter oben erwéahnt, in diversen Tiermodellen
ein wirksamer Stimulus fur die Mobilisation von Stamm- und Vorlauferzellen.

Erste Untersuchungen bei 16 Patienten mit akutem Myokardinfarkt zeigten einen
Konzentrationsanstieg zirkulierender CD34+ Zellen nach Infarkt mit einem
Anstiegsmaximum am siebten Tag nach Infarkt (Shintani et al., Circulation, 2001). In
der Zellkultur exprimierten diese Zellen endotheliale Marker (CD31, vascular
endothelial cadherin (VE-Cadherin), kinase insert domain receptor (KDR)) und
besal3en proliferatives Potential. Im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=8, Patienten mit
atypischen Brustschmerzen und koronarangiographischem Ischamieausschluss) war
die Konzentration der CD34+ Zellen am ersten Tag nicht erhoht (ca. 0,1% der
Leukozyten in beiden Gruppen). Eine weitere Differenzierung der CD34+ Zellen
wurde in dieser Arbeit nicht gemacht. Auf3erdem konnte ein signifikanter Anstieg der
Serumkonzentration von VEGF festgestellt werden, dessen Maximum am siebten
Tag nach Infarkt lag; andere Zytokinkonzentrationen wie von G-CSF, GM-CSF oder
IL-8 stiegen jedoch nicht an. Diese Beobachtungen zeigten, dass sich die
Mobilisation von CD34+ Zellen im akuten Myokardinfarkt mit einer zeitlichen Latenz
von einigen Tagen vollzieht.

In einer neueren Studie wurde hingegen beschrieben, dass der Anstieg von
zirkulierenden CD34+ Zellen schon in den ersten Stunden nach einem Herzinfarkt
am hoéchsten ist, um dann im Verlauf wieder langsam abzufallen (Massa et al., Blood,
2004). Die Proben am Aufnahmetag zeigten eine 5,8-fach hohere Konzentration der
CD34+ Zellen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (Patienten mit KHK und stabiler
Angina pectoris). Dabei betrug der durchflusszytometrisch gemessene Anteil der
CD34+ Zellen an den kernhaltigen Blutzellen ungefahr 1,9% in der Infarktgruppe. Bei
weiterer Differenzierung mittels Mehrfachfarbung (CD34, CD133, VEGFR2) betrug
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der Anteil der CD34+/CD133+/VEGFR2+ Zellen, die die mutmallichen endothelialen
Vorlauferzellen reprasentieren, nur durchschnittlich 6,7% der Gesamtzahl der CD34+
Zellen. In der Kontrollgruppe war er jedoch mit 0,9% noch niedriger. Also zeigte sich
einerseits zwar zum Aufnahmezeitpunkt eine signifikante Erhdhung der endothelialen
Vorlauferzellen in der Infarktgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Andererseits
scheinen aber immerhin ca. 93% der Zellen andere CD34+ Zellgruppen zu
beinhalten, die im akuten Myokardinfarkt ins periphere Blut mobilisiert werden. Daten
zur prozentualen Verteilung der CD34+ Zellen sieben Tage nach Infarkt sind dieser
Arbeit nicht zu entnehmen. Die Konzentrationen von SDF-1 waren in Infarktgruppe
und Kontrollgruppe vergleichbar, wahrend am Aufnahmetag eine signifikant erhdhte
VEGF-Konzentration in der Infarktgruppe im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
gemessen wurde, die im weiteren Verlauf dann wieder abfiel. Allerdings waren die
Konzentrationsunterschiede in einer Kontrollgruppe mit stabiler Angina pectoris am
Aufnahmetag nicht signifikant. Es ist also nicht klar, ob die VEGF-Erhdhung auf die
akute Ischamie oder auf eine Induktion durch arteriosklerotische Verdnderungen
zurlckzufiihren ist.

Auch eine andere Studie zeigte einen Anstiegsmaximum von CD34+ Zellen 24
Stunden nach akutem Myokardinfarkt und eine signifikant héhere Konzentration
dieser Zellen im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectoris und zu
Probanden ohne KHK (Wojakowski et al., Circulation, 2004). Auch CD117+ Zellen
waren zu diesem Zeitpunkt deutlich erhdéht und fielen sieben Tage nach Infarkt
wieder deutlich ab. CD117 ist ein Marker fur hamatopoetische Vorlauferzellen aus
dem Knochenmark, der von einem Teil der CD34+ Zellen exprimiert wird. Allerdings
wurden keine Angaben zu dem Anteil doppelt positiver Zellen (CD34+CD117+)
gemacht. Mit CD133 oder VEGFR2 wurde in dieser Studie nicht gearbeitet, da der
Fokus auf Vorlauferzellen von Herzmuskelzellen gelegt werden sollte.
Interessanterweise wurde in dieser Studie ein Konzentrationsanstieg von VEGF und
SDF-1 mit Anstiegsmaximum am siebten Tag nach Infarkt beobachtet. Hingegen
waren die Konzentrationen von G-CSF und IL-6 nach 24 Stunden in der
Infarktgruppe am héchsten und deutlich hoher als in den Kontrollgruppen (stabile
Angina pectoris und Patienten ohne KHK).

In einer &ahnlich angelegten Studie wurde eine signifikante Erh6hung der Zahl
zirkulierender CD34+ Zellen nach akutem Myokardinfarkt im Vergleich zu einer

Kontrollgruppe mit gesunden Probanden ohne kardiovaskulare Risikofaktoren
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gefunden (Paczkowska et al, Eur J Haematol). Diese Erh6hung war bereits nach 24
Stunden zu beobachten und blieb auch nach zwei und nach sechs Tagen
nachweisbar. Es wurde keine weitere durchflusszytometrische Differenzierung der
CD34+ Zellen gemacht, jedoch untersuchte man dariiber hinaus die Anzahl der
zirkulierenden colony forming units (CFU-GM) als Nachweis von myeloischen
Vorlauferzellen. Hier zeigte sich ein signifikanter Anstieg in der Infarktgruppe mit
einem Anstiegsmaximum am sechsten Tag nach Infarkt.

Es gibt also widerspriichliche Daten bezuglich der Freisetzung von Stamm- und
Vorlauferzellen nach akutem Myokardinfarkt, die sich vor allem in der Latenz und
dem Ausmald der Mobilisierung unterscheiden. Auch die Dynamik der gemessenen
Zytokinkonzentrationen zeigten entweder einen eher frihen (0-24 Stunden) oder
einen eher spaten Gipfel (sechs bis sieben Tage nach Infarkt).

Erschwert wird ein objektiver Vergleich der bisherigen Studien durch die
unterschiedlichen Studienprotokolle und die unterschiedliche Ergebnisdarstellung,
wobei vor allem verschiedene Zielantigene benutzt wurden, die Zahl der
gemessenen Zellen variierten, die Fallzahlen sehr unterschiedlich hoch ausfielen und
zwischen relativer Anzahl und absoluter Anzahl der gemessenen Zellen
unterschieden werden muss. Jedoch fallen auch bei vergleichbaren Variablen teils
grol3e Unterschiede zwischen einzelnen Studien auf, was in Tabelle 1 anhand der
Zahl zirkulierender CD34+ Zellen exemplarisch gezeigt werden soll.

So werden beispielsweise in vergleichbaren Studienpopulationen (Patienten mit
akutem Myokardinfarkt) vollig voneinander abweichende Dimensionen in den
Ausgangswerten der CD34+ Zellen zum ersten Untersuchungszeitpunkt
beschrieben: ca. 4 CD34+ Zellen /ul bei Paczkowska et al. gegentber 752 CD34+
Zellen /ul bei Wojakowski et al.

Deshalb sollten standardisierte Protokolle zur durchflusszytometrischen Messung
von Zellgruppen Anwendung finden, um Studienergebnisse besser miteinander
vergleichen zu kdnnen und die Zahl der systematischen Fehler auf ein Minimum zu
reduzieren. Fir die Messung von CD34+ Zellen gibt es bereits Leitlinien der
International Society of Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE), an die das
Messprotokoll dieser Arbeit bei der Bestimmung der CD34+ Zellen Anlehnung fand

(Keeney et al., Cytometry 1998).
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Shintani et al.,
Circulation,
2001

Wojakowski et
al., Circulation,
2004

Massa et al.,
Blood, 2005

Paczkowska
et al., EurJ
Haematol,
2005

Werner et al.,
NEJM, 2005

Patientenkollektiv

Farbungen

Durchflusszyto-
metrische
Ergebnisse:
CD34+ Zellen in
AMI-Gruppe

Anzahl gezahlter

Zellen pro Probe

- Patienten mit
AMI (n=16);

- Patienten mit
atypischen
Brustschmerz
ohne KHK (n=8)

CD34

Baseline:
<100/ 10”6

Leukozyten
Nach 7 Tagen:

>200/ 106

Leukozyten

Keine Angabe

- Patienten mit
AMI (n=56);

- Patienten mit
SAP (n=39);

- Patienten ohne
KHK (n=20)

CD34, CD117,
CXCR4

Baseline:
752/ pl

Nach 7 Tagen:
882/ pl

Keine Angabe

- Patienten mit
AMI (n=26);

- Patienten mit
SAP (n=10);

- Patienten
ohne KHK
(n=17)

CD34, CD3s8,
CD117,
CD133,
VEGFR-2,
CD45

Baseline:
ca. 200/l

Nach 7 Tagen:
ca. 50/ ul

Mindestens
200.000 CD45+
Zellen

- Patienten mit
AMI (n=48);

- Patienten mit
Schlaganfall
(n=28);

- gesunde
Probanden
(n=10)

CD34

Nach 24 Std.:
4,14/ ul
(Median)

nach 6 Tagen:

6,57/l
(Median)

Keine Angabe

- Patienten mit
KHK (n=519)

CD34, KDR,
CD133

Baseline:
12-1039
(CD34+/KDR+)
/10.000
gezahlte
Lymphozyten
(mean:
86,3+/-71,9)

10.000 Zellen
im
Lymphozyten-

gate

Tab.1: Vergleich einiger bisher veroffentlichten Studien zur Stammzellmobilisierung

nach akutem Myokardinfarkt (AMI). SAP: stabile Angina pectoris; KHK: Koronare

Herzkrankheit.
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1.6.2 Einflussfaktoren auf die Zahl zirkulierender Vorlauferzellen

Mittlerweile kennt man verschiedene Faktoren, die offensichtlich einen Einfluss auf
die Konzentration endothelialer Vorlauferzellen haben. Dazu gehéren Situationen,
die einen Stimulus fur die Freisetzung der Vorlauferzellen bieten, wie z. Bsp.
Gefal3traumen durch Operationen und Verbrennungen (Gill et al., Circ Res, 2001)
oder Tumorleiden, da bekanntermaf3en auch in Tumorgewebe Vaskulogenese und
Angiogenese stattfinden (Davidoff et al., Clin Canc Res, 2001; Lyden et al., Nat Med,
2001).

Andererseits scheint die Anzahl und die Migrationsfahigkeit endothelialer
Vorlauferzellen bei Menschen mit kardiovaskularen Risikofaktoren reduziert zu sein
(Vasa et al., Circ Res, 2001; Hill et al, NEJM, 2003). Insbesondere bei Patienten mit
Diabetes mellitus vom Typ Il scheint nicht nur die Anzahl vermindert zu sein, sondern
auch die Funktion der Vorlauferzellen gestort zu sein (Tepper et al., Circulation,
2002). Isolierte Endothelvorlauferzellen zeigten in vitro ein niedrigeres proliferatives
Potential und eine wenig ausgepragte Fahigkeit, Endothelschlauche zu bilden.

Man konnte auch zeigen, dass das biologische Alter eine Rolle spielt, da die VEGF-
induzierte Fahigkeit zur Stammzellmobilisation beim alten Menschen geringer ist als
bei jungeren Patienten (Kalka et al., Circulation, 1999).

Eine Arbeit konnte eine negative Korrelation zwischen Kklinischem Grad einer
Herzinsuffizienz und der Anzahl zirkulierender CD34+ Zellen und endothelialen
Vorlauferzellen (CD34+CD133+VEGFR2+) zeigen (Valgimigli et al., Circulation
2004). Bei Patienten mit einer Herzinsuffizienz vom Grad NYHA I-Il waren signifikant
erhohte Zahlen von Endothelvorlauferzellen im Vergleich zu gesunden
Kontrollpatienten aufgefallen. Interessanterweise war deren Zahl bei Patienten mit
Grad NYHA IV signifikant niedriger als bei den gesunden Patienten.

Diese Daten weisen darauf hin, dass endothelialen Vorlauferzellen eine
pathophysiologische Bedeutung im Rahmen der koronaren Herzerkrankung
zukommt. Unterstitzt werden diese Hinweise durch Ergebnisse einer Studie an 20
Patienten mit Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI), bei denen die Korrelation
zwischen der Anzahl zirkulierender Endothelvorlauferzellen und dem Vorhandensein
von koronaren Kollateralgefalen untersucht wurde (Lev et al, J Vasc Res 2005). In
der Gruppe der Patienten mit ausgepragten Kollateralen war die relative Anzahl der

Endothelvorlauferzellen unmittelbar nach PTCA signifikant hoher als in der
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Patientengruppe ohne Kollateralen. Allerdings muss einschrdnkend hinzugeflgt
werden, dass die PTCA bei der Gruppe mit den Kollateralen durchschnittlich einen
Tag spater (namlich nach ca. 2,7 Tagen) erfolgte als in der Gruppe ohne
ausgepragte Kollateralen. Wenn man bedenkt, dass eine ischamie-induzierte
Mobilisation von Endothelvorlauferzellen eventuell erst mit einer zeitlichen Latenz
von einigen Tagen einsetzt, so konnte alleine diese Tatsache schon die hdhere
Konzentration bei der einen Gruppe erklaren.

Allerdings konnte eine 2005 verdffentlichte prospektive Studie (Uber 12 Monate) an
519 Patienten mit KHK einen deutlichen Zusammenhang zwischen der Zahl
zirkulierender Endothelvorlauferzellen und kardiovaskularer Ereignisse bzw.
Mortalitat herstellen (Werner et al, NEJM 2005). Hier war eine niedrige Konzentration
von Endothelvorlauferzellen ein prognostisch ungtinstiger Faktor fir das Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse (Herzinfarkt, Hospitalisierung, neuerliche PTCA oder Tod
durch kardiovaskulare Komplikationen) innerhalb der ersten 12 Monate nach
Studienbeginn.

Interessanterweise fordern auch HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren die Freisetzung
von Endothelvorlauferzellen (Vasa et al., Circulation, 2001). Einen beteiligten
Mechanismus konnte man in vitro nachvollziehen, wo eine Aktivierung des PI3-
Kinase/Akt-pathways in Endothelvorlauferzellen gezeigt werden konnte (Dimmeler et
al., J Clin Invest, 2001).
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Einflussfaktor

Physiologisch:

Geschlecht

Kdorperliches Training
Pathologisch:

KHK/ Anzahl von Risikofaktoren

Nikotin

Positive Familienanamnese
Arterielle Hypertonie
Kumulatives kardiovaskulares
Risikoprofil

Myokardinfarkt

Gefalverletzung
Herzinsuffizienz (NYHA I-11)

Herzinsuffizienz (NYHA IlI-1V)

In-Stent-Restenose

Medikamente und Zytokine :
HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren

G-CSF

Erythropoietin

Anderung in Zahl / Funktion
von EPC oder CD34+ Zellen

1CD34+/VEGFR2+ Zellen
TEPC-Anzahl

JEPC-Anzahl und Migration
|CD34+/KDR+ Zellen

|EPC oder CD34+/KDR+ Zellen
|EPC oder CD34+/KDR+ Zellen
LEPC Migration

LEPC CFUs

1CD34+ Zellen
1CD34+/AC133+/VEGFR2+
Zellen

1AC133+/VEGFR2+ Zellen
1CD34+ Zellen
1CD34+/AC133+/VEGFR2+
Zellen

1EPC CFUs

|CD34+ Zellen
|CD34+/AC133+/VEGFR2+
Zellen

|EPC CFUs

|EPC CFUs

JEPC Adhasion

T1EPC-Anzahl

1CD133+/VEGFR2+ Zellen
1CD34+/CD45+ Zellen

Untersucher

Strehlow et al., Circulation 2003

Adams et al. ATVB 2004

Vasa et al. Circ Res 2001

Hill et al. NEJM 2003

Shintani et al. Circulation 2001

Gill et al. Circ Res 2001
Valgimigli et al. Circulation 2004

George et al. ATVB 2003

Dimmeler et al. J Clin Invest
2001

Peichev et al. Blood 2000
Bahlmann et al. Blood 2004

Tabelle 2: physiologische, pathologische und medikamentdse Einflussfaktoren auf

Zahl und Funktion zirkulierender Endothelvorlauferzellen (aus: Hristov, Weber; J.
Cell. Mol. Med. 2004) EPC: Endothelprogenitorzelle; CFU: colony forming unit;
VEGFR2/KDR: vascular endothelial growth factor receptor 2.
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Fur eine effektive Bewertung von Untersuchungen auf dem Gebiet der
Stammzellmobilisation im akuten Myokardinfarkt ist es also wichtig,

(a) die zu untersuchende Zellart mit Hilfe mdglichst spezifischer Oberflachenmarker

gegen interferierende andere Zellarten abzugrenzen und

(b) bekannte pathophysiologische EinfluRgroRen auf deren Mobilisation bei der
Interpretation der Ergebnisse zu beriicksichtigen (Tab. 2).

2 Zielsetzung der Arbeit
Mit dieser Arbeit sollte die Assoziation von IL-8 mit der Stammzellmobilisation im

akuten Myokardinfarkt untersucht werden. Folgende Fragen waren hierfir relevant.

1. Mit welcher zeitlichen Latenz und in welchem AusmaR findet im akuten

Myokardinfarkt eine Mobilisierung von Stammzellen aus dem Knochenmark statt?

Wie weiter oben bereits erwahnt, gibt es widersprichliche Daten Uber die zeitliche
Dauer bis zum Maximum der Anzahl im Blut nachweisbarer Stammzellen nach einem
Myokardinfarkt. Bei der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe sequentieller
Blutabnahmen zu festgelegten Zeitpunkten bis zu sieben Tagen nach dem
Infarktereignis die absolute und die relative Anzahl zirkulierender Stammzellen und

somit deren Mobilisierungskinetik bestimmt werden.

2. Werden reife Endothelzellen im akuten Myokardinfarkt ins Blut freigesetzt?

In den angefuhrten Studien war meist CD34 einer der Hauptmarker fir die
Charakterisierung zirkulierender Stammzellen. Da CD34 jedoch auch auf reifen
Endothelzellen vorkommt und somit zu einer Art Schnittmengenbildung zwischen
differenzierten Zellen und weniger differenzierten Vorlauferzellen fihren kann, sollte
auch die Anzahl reifer zirkulierender Endothelzellen zu den festgelegten
Blutentnahmezeitpunkten bestimmt werden, um diese Zellart von den zirkulierenden

Stammzellen abgrenzen zu kénnen.
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3. Welche Zytokine sind an der systemischen Entziindungsreaktion nach akutem
Myokardinfarkt beteiligt?

Mit Hilfe von Immunoassays wurde die Konzentration der Zytokine vascular
endothelial growth factor (VEGF), granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF),
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), stromal cell derived
factor-1 (SDF-1) und Interleukin 8 (IL-8) im zeitlichen Verlauf untersucht, um eine

eventuell vorhandene Freisetzungskinetik beschreiben zu kénnen.

4. Gibt es eine Assoziation zwischen der Serumkonzentration der gemessenen

Zytokine (insbesondere IL-8) und der Anzahl zirkulierender Stammzellen?

3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Es wurden insgesamt 42 Patienten in die Studie eingeschlossen; davon bildeten 22
Patienten mit akutem Myokardinfarkt die Studiengruppe und 20 Patienten mit stabiler
Angina pectoris bei koronarer Herzerkrankung die Kontrollgruppe. Bei beiden
Patientenkollektiven wurden durch sequentielle Blutabnahmen Vollblutproben fiir die
weitere Verarbeitung gewonnen. Die Untersuchungen wurden fir beide Gruppen mit
den gleichen Arbeitsprotokollen durchgefiihrt, wobei aus logistischen Grinden die 4.
Blutabnahme bei der Kontrollgruppe entfallen musste, da die Patienten zu diesem
Zeitpunkt bereits wieder aus dem Krankenhaus entlassen waren. Die Blutabnahmen
erfolgten unmittelbar vor therapeutischer Intervention sowie 24 Stunden, 48 Stunden
und am 7. Tag (nur bei Infarktgruppe) nach Intervention. Alle Patienten wurden

aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis in die Untersuchung.

3.1.1 Infarktgruppe

Eingeschlossen in die Studie wurden Patienten

- mit prolongierten (t > 20 min.) Nitrat — resistenten Thoraxschmerzen mit Beginn

innerhalb der letzten 24 Stunden vor Aufnahme und
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- persistierenden signifikanten ST — Hebungen (> 0,1 mV in zwei oder mehr
Extremitatenableitungen oder > 0,2 mV in zwei oder mehr Brustwandableitungen)
und

- signifikant erhohter Serum- Creatinkinase.

Ausschlusskriterien waren chronisch — entztindliche Erkrankungen, hamatologische

Erkrankungen, Infektionen, Tumorleiden, Therapie mit Zytostatika und

vorausgegangene Operationen, da all diese Zustande einen Einfluss auf die Zahl

zirkulierender Stammzellen haben kdénnen.

Bei allen Patienten wurde sofort eine therapeutische perkutane transluminale

Koronarangioplastie (PTCA) mit Stentimplantation durchgefuhrt.
Medikation: Prainterventionell erhielten alle Patienten

- 500 mg Aspirin intravenos
- 5000 IE Heparin intravends
- 600 mg Clopidogrel oral

zusatzlich zu ihrer Gblichen Medikation.

3.1.2 Kontrollgruppe

In die Kontrollgruppe eingeschlossen wurden Patienten

- mit Episoden von belastungsabhangiger stabiler Angina pectoris und

- koronarangiografischen Nachweis einer koronaren Herzkrankheit, die

- eine therapeutische Intervention (Ballondilatation/ Stenteinlage) notwendig
machte.

Es galten die gleichen Ausschlusskriterien wie fir die Infarktgruppe.

3.1.3 Abnahmeprotokoll

Bei der Infarktgruppe fanden an vier verschiedenen Zeitpunkten und bei der
Kontrollgruppe an drei verschiedenen Zeitpunkten peripher — vendse Blutabnahmen
statt. Das Probenmaterial fir die FACS — Analyse wurde mit Natrium - Heparin
(Liguemin — Natrium) im Verhéltnis 1 : 9 antikoaguliert und, auf Eis gekuhlt, ins Labor
transportiert, wo sofort im Anschluss die Oberflachenfarbung der Zellen und die

durchflusszytometrische Messung erfolgten.
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Das Serummaterial fur die Bestimmung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen
mittels ELISA wurde abzentrifugiert, bei — 20° C tiefgefroren und im Intervall

untersucht.

Die Blutabnahmezeitpunkte waren festgelegt auf
T 1: bei Aufnahme vor Intervention

T 2: 24 Stunden nach Intervention

T 3: 48 Stunden nach Intervention

T 7. am siebten Tag nach Intervention

Bei der Kontrollgruppe entfiel Abnahmezeitpunkt T7 aus oben erwahnten Griinden.

Das Abnahmeprotokoll ist in Abbildung 2 noch einmal veranschaulicht dargestellt.

Studiengruppe Kontrollgruppe
(AMI) (SAP)
T 1: Blutabnahme vor Intervention s

FACS — Analyse:

(Heparin — Blut)

PTCA mit Ballondilatation/ Stenteinlage - CD133+ Zellen
- P1H12+ Zellen

- CD34+ Zellen

T 2: Blutabnahme nach 24 h s
Immunoassay:
(Serum)
- IL-8
- VEGF
T 3: Blutabnahme nach 48 h = | . GM-CSE
- G-CSF
@ - SDF-1
- SE-Selectin
T 7: Blutabnahme am 7. Tag s

Abb. 2: Abnahmeprotokoll der Studie
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3.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie nutzt die Verschiedenartigkeit physikalischer und
biochemischer Zellparameter zur Charakterisierung und Quantifizierung von Zellen.
Dabei spielen im Wesentlichen drei Faktoren eine entscheidende Rolle: die Grdsse
der Zelle, ihre Granularitat, und schlie3lich die Expression von Zielmolekulen, die mit
Hilfe monoklonaler Antikdrper markiert werden konnen. Grundlegendes Prinzip ist
dabei die Detektion von Licht, das einerseits durch die Grosse und die Granularitat
der Zelle gestreut wird und andererseits von fluoresziierenden Antikdrpern emittiert
wird. Die Zellen passieren in der Probenflissigkeit schwimmend einen Laserstrahl,
dessen Licht durch die Zelleigenschaften veréndert wird und dadurch in

verschiedene dahinter befindliche Messkanéle gelenkt und gemessen wird.

3.2.1 Aufbau eines Zytometers

Ein Durchflusszytometer besteht, vereinfacht dargestellt, aus drei Komponenten:
dem Flussigkeitssystem, der Optik und der Elektronik. Das Flussigkeitssystem dient
der Zufuhr und Fokussierung der Zellen im Messpunkt. Dieser befindet sich im
Inneren der Messkuvette, durch die sich die Zellen in einer laminaren Stémung
bewegen. Vor der Kuvette wird der Probenfluss so stark gebiindelt, dass jeder
Tropfen, der die Messkuvette passiert, nur eine geringe Zellzahl enthalt.

Das optische System wird unterteilt in eine dem Messpunkt vorgeschaltete Optik der
Anregung und eine hinter dem Messpunkt liegende Sammeloptik. Ein luftgekihlter
Laserstrahl mit einer Wellenlange von 488 nm wird mit Hilfe von optischen Linsen so
geformt und fokussiert, dass er genau durch den Messpunkt verlauft. Dahinter
befinden sich weitere Linsen sowie ein System von optischen Spiegeln und Filtern,
das die spezifischen Wellenlangen der emittierten Lichtsignale zu den
entsprechenden optischen Detektoren leitet.

Das elektronische System sorgt daflr, dass die optischen Signale zunachst in
sogenannte relative Spannungspulse umgewandelt werden, die anfangs analog
vorliegen. Diese werden wiederum von einem Datenprozessor in digitale Signale

umgewandelt und auf dem Rechner grafisch dargestellt.
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3.2.2 Funktionsprinzip

Der auf eine Zelle treffende Laserstrahl wird durch die physikalischen Eigenschaften
der Zelle gestreut. Dabei entstehen zwei Arten von Streulicht, die von
unterschiedlichen Zellparametern abhangen. Aul3erdem sind die interessierenden
Zellen mit fluoresziierenden Antikérpern beladen, welche selbst Licht emittieren. Die
an die Antikorper gebundenen Fluorochrome absorbieren die Energie des

einfallenden Laserstrahls und geben diese auf zwei Arten wieder frei:

1. Durch Vibration und dabei frei werdende Warme

2. Durch Emission eines Photons einer hoheren Wellenlange

Die Wellenlange des emittierten Photons ist fiir das jeweilige Fluorochrom spezifisch,
so dass man dadurch in der Lage ist, auf einer Zelle mehrere verschiedene Antigene
zu markieren, deren Emissionslicht in unterschiedlichen Detektionskanélen registriert
wird. Somit lassen sich Subpopulationen mit einem bestimmten Expressionsmuster
genau charakterisieren und quantifizieren. Ausserdem ist die Fluoreszenzintensitat

proportional zur Anzahl der auf einer Zelle gebundenen Antikorper.

Messparameter Abhangig von:

Vorwartsstreulicht  Zellgrosse

Seitwartsstreulicht Granularitat des Zellinneren

o ) Markierung von membrangebundenen
Emittiertes Licht
Molekulen

Tab. 3: Durchflusszytometrische Messparameter

Die optische Darstellung der digitalen Messimpulse erfolgt durch zweiachsige
Punktdiagramme im Softwareprogramm (CellQuest Research software, Becton
Dickinson, San Jose, USA), in denen ein Punkt genau einer Zelle entspricht.
Hierdurch wird eine zweidimensionale optische Aufgliederung der untersuchten
Probe mdglich entsprechend den Licht brechenden und Licht emittierenden
Eigenschaften der Zellen. Durch Einlegen so genannter Analysefenster und die freie

Wahlbarkeit der Achsen kann die interessierende Zellpopulation fokussiert werden
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und in Bezug auf die Gesamtprobe oder in Bezug auf andere Populationen

rechnerisch analysiert werden.

3.2.3 Probenaufbereitung

Fur die Oberflachenfarbungen wurde heparinisiertes Vollblut verwendet, von dem
zunachst je 100 pl in drei auf Eis befindliche FACS- Messréhrchen pipettiert wurden.
Danach wurde zu jedem der drei Proben eine bestimmte Menge verschiedener

Antikérper zugegeben. In den Tabellen 3 — 5 sind die jeweiligen Farbungen

angefuhrt.
Antikorper Fluoreszenz Hersteller Menge
Anti- AC133/2 Phycoerythrin ( PE) Miltenyi Biotec, Bergisch- 10 pl
Gladbach, Germany
Anti- CD 34 Fluoreszeinisothiozyanid Becton Dickinson 10 pl
(FITC) Biosciences, San Jose, USA
Anti- CD 45 Allophycocyanin (APC) Becton Dickinson 5ul

Biosciences, San Jose, USA

Tab.4: Antikbrper zur Stammzellfarbung

AntikOorper Fluoreszenz Hersteller Menge

Anti- P1H12 PE Chemicon International, Temecula, 1 pl
USA

Anti- CD 34 FITC S.0. 10 pl

Anti- CD 45 APC S.0. 5ul

Tab.5: Antikérper zur Endothelzellfarbung
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Antikorper Fluoreszenz Hersteller Menge

Anti- 1IgG PE Becton Dickinson Biosciences, San Jose, 1,5 pl
USA

Anti- 1IgG FITC Becton Dickinson Biosciences, San Jose, 2
USA

Anti- CD 45 APC S.0. 5ul

Tab.6: Antikbrper zur Isotypmessung

Die mit den Antikérpern versehenen Proben wurden nun 20 Minuten lang auf Eis und
nach Zugabe von 1 ml einer Erythrozytenlyseldsung (FACS- Lysing solution, BD
Biosciences, San Jose, USA, im Verhéltnis 1:9 in bidestilliertem Wasser verdunnt) fur
weitere zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend folgte eine
Waschprozedur, bei der zu jeder Probe 2 ml einer phosphatgepufferten
Kochsalzlésung pipettiert wurde und das Gemisch fur 5 Minuten bei 4° C und 1700
U/min. zentrifugiert wurde. Daraufhin folgte die Resuspension der Zellen in 500 ul
phosphatgepufferter Kochsalzlosung und die Messung der Probe im

Durchflusszytometer (FACScan, Becton Dickinson Biosciences, San Jose, USA).

3.2.4 Probenauswertung

In einem ersten Auswerteschritt wurden samtliche Messereignisse einer Probe in
einem Punktdiagramm dargestellt, um die interessierende Fraktion der
mononukledren Blutbestandteile einzugrenzen. Dazu wahlt man ein Diagramm, das
auf der x-Achse die Zellen im Vorwartsstreulicht darstellt und auf der y-Achse die
CD45 APC - Fluoreszenz der Zellen anzeigt. Da CD45 ein spezifisches
Oberflachenantigen mononukle&rer Blutzellen ist (Sasaki et al., Int J Biochem Cell
Biol, 2001), konnte durch Einlegen eines die CD45+ Zellgruppe eingrenzenden

Analysefensters G1 eine erste Kategorisierung erzielt werden.
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Abb.3: Punktdiagramm einer durchflusszytometrischen Messung: x-Achse:
Vorwartsstreulicht; y-Achse: CD45-Fluoreszenz; Gate 1 (G1): CD45+ Zellen; linke
Seite: Probe zur Endothelzellmessung und CD34-Messung; rechte Seite:

Isotypmessung.

Im n&chsten Punktdiagramm wurden die CD45+ Zellen aus dem ersten
Analysefenster (G1) auf den Anteil von CD34+ Zellen hin untersucht, indem diese
Fluoreszenz auf der x-Achse aufgetragen war und nun mit Hilfe des Analysefensters
G2 guantifiziert werden konnte. Hier fielen die interessierenden Populationen als nur
schwach CD45 exprimierend auf, weshalb auf die so genannten CD45dim Zellen
gegatet wurde. Somit konnte die relative Anzahl von CD34+ Zellen unter den

CD45dim Zellen ermittelt werden.

Analog dazu erfolgte die Bestimmung der relativen Anzahl von CD133+ Zellen sowie
von P1H12+ Zellen.
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Abb. 4: Punktdiagramm zur Bestimmung von CD34+ Zellen. x-Achse: CD34-
Fluoreszenz; y-Achse: CD45+ Zellen aus Gatel (G1); Gate 2 (G2): CD34+CD45dim-
Zellen. linke Seite: spezifische Messung; rechte Seite: Isotypmessung.

3.3 Immunoassays

Mit der so genannten Sandwich- ELISA- Technik wurden die Serumkonzentrationen
von IL-8, l6slichem E-Selectin (sE-Selectin), G-CSF, GM-CSF, SDF-1 und VEGF zu
den verschiedenen Abnahmezeitpunkten mit Hilfe von Immunoassays (HS-G-CSF,
GM-CSF, VEGF und IL-8 Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA)
bestimmt. Die Detektionsgrenze lag fir sE-Selectin bei 0,1 ng/ml, fir G-CSF bei
0,4pg/ml, fur GM-CSF bei 3 pg/ml, fir SDF bei 1 pg/ml, fir VEGF bei 5 pg/ml und far
IL-8 bei 31,2 pg/ml. Hier sei kurz exemplarisch die Untersuchungsmethode des
Sandwich-ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) am Beispiel von IL-8

erlautert werden:

Eine mit spezifischen monoklonalen Antikorpern gegen IL-8 beschichtete
Mikrotiterplatte wird mit dem Patientenserum inkubiert. Auf diesen Schritt folgt die
Inkubation der Probe mit einem zweiten gegen IL-8 gerichteten polyklonalen
Antikbrper, an den eine Peroxidase gebunden ist. Diese enzymgebundenen
Antikoérper binden an ein anderes Epitop des IL-8- Molekils, so dass das IL-8 wie in
einem Sandwich von den Antikérpern umgeben wird. Nach mehreren
Waschschritten, die der Entfernung Uberschissiger Serumbestandteile sowie
Uberschussiger Antikoérper dienen, wird die Probe unter Lichtausschluss mit einer
Substratldsung inkubiert. Die antikbrpergebundenen Enzyme wandeln nun das

farblose Substrat in ein farbiges Produkt um, das mit Hilfe eines
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Mehrkanalspektrometers mit Glasfaseroptik gemessen wird. Somit ist der Umsatz
von Substrat zu Produkt unter standardisierten Bedingungen direkt proportional zur

Anzahl der gebundenen IL-8- Molekule.

Substrat—yp. Produkt

POD
Anti- IL8

IL-8

QO O D

<— Anti- IL8 —p

Mikrotiterplatte

Abb. 5: Funktionsprinzip des Sandwich- ELISA; POD = Peroxidase

3.4 RNA-Praparation und Reverse Transkriptase - Polymerase Kettenreaktion
Bei der Polymerase Kettenreaktion (PCR) werden bestimmte Genexpressionen auf
RNA-Ebene nachgewiesen. Hierzu wird die interessierende Patienten-RNA zunachst
von einer reversen Transkiptase zu DNA transkribiert.

Diese DNA wird anschlie3end in vitro durch eine DNA-Polymerase folgendermal3en
vermehrt: Nachdem man die DNA-Doppelstrange durch Erwarmen getrennt hat, gibt
man zwei synthetische Oligonukleotide zu, die zu den beiden Enden des gesuchten
Genomabschnitts komplementar sind und entsprechend damit hybridisieren kénnen.
Die jeweils davor (in Richtung 5-Ende) liegende DNA wird nun durch eine
zugegebene Polymerase kopiert, wobei die Oligonukleotide als Primer wirken. Die
neuen und alten Strange werden wieder getrennt und die Reaktion von vorne
begonnen. Durch mehrere solche Zyklen lasst sich eine vieltausendfache
Amplifikation eines RNA-Abschnitts erreichen. Die neu synthetisierten DNA-Stradnge

weisen von der zweiten Generation an eine einheitliche, definierte Lange auf und
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lassen sich daher durch Gelelektrophorese nachweisen (Kayser, Bienz, Eckert,
Zinkernagel. Medizinische Mikrobiologie, 9. Auflage).

Eine quantitative Aussage uber die Expression eines Gens wird erschwert durch die
Tatsache, dass nach einer Phase der exponentiellen DNA-Amplifikation eine
Schwelle erreicht wird, bei der die Produktionsgeschwindigkeit aufgrund des
schwindenden Substratangebotes der Probe abnimmt und eine Plateauphase
erreicht wird. Deswegen kann eine quantitative Aussage uber die zu untersuchende
Gensequenz nur durch Auswerten der exponentiellen Reaktionsphase getroffen
werden, welche in Vorversuchen festgelegt werden muss. Dazu wird im Bereich des
linearen Kurvenverlaufs ein Schwellenwert gesetzt und die Zyklusanzahl, bei der die
jeweilige Kurve diesen Schwellenwert kreuzt als CT-Wert bezeichnet (C fur Zyklus /
cycle; T fur Schwellenwert / threshold). Bei einer groRen Ausgangsmenge von DNA
wird die Schwelle nach einer geringeren Zykluszahl Uberschritten als bei einer
geringen Ausgangsmenge, weshalb der CT-Wert niedriger liegt. Um Unterschiede in
der Amplifikationseffizienz und der RNA-Praparation zu minimieren erfolgt eine
Relation zu einem laborinternen Standardkontrollgen, das in dieser Arbeit die
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase war.

Zur Untersuchung der E-Selectin Expression auf RNA-Ebene wurde die RNA der
kernhaltigen Blutzellen aus EDTA-Plasma mit Hilfe eines RNA-Extraktionsassays
gemall den Angaben des Herstellers isoliert (RNeasy Blood Mini Kit,
Quiagen,Crawley, U.K.).

Danach wurde eine reverse Transkiptase PCR (RT-PCR) uber 30 Zyklen
durchgefiihrt; durch Denaturierung bei 95°C, Abklhlen bei 60°C fir eine Minute und
Ausdehnen bei 72°C far eine Minute. Far Glycerinaldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase (GAPDH) wurden die Primersequenzen
5'GTTGTCATGGATGACCTTGGCC3 und 5'CCACCCATGGCAAATTCCATGG3
verwendet; fur E-Selectin die Primersequenzen 5’CTCTGACAGAAGAAGCCAAF3’
und 5’ACTTGAGTCCACTGAAGGCASZ..

Serielle Verdinnungen von cDNA wurden untersucht, um zu gewahrleisten, dass
keine Effekte auf die mRNA-Induktion durch den Plateau-Effekt verdeckt werden.

Die Dichte des durch Elektrophorese gemessenen E-Selectin PCR-Produktes wurde
in Verhaltnis zur GAPDH-Intensitat derselben Probe gesetzt und dieses Verhéltnis

stellte dann die Messung des spezifischen E-Selectin-RNA-Gehaltes der Probe dar.
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4. Ergebnisse

4.1 Statistische Daten der Studienpopulation:

Die beiden Studienpopulationen unterschieden sich in den meisten relevanten
klinischen Parametern nicht signifikant voneinander. Von besonderem Interesse
waren hier unter anderem kardiovaskuldre Risikofaktoren, Anzahl betroffener
GefalRe, das Alter und die Art der medikamentosen Dauermedikation zum

Einschlusszeitpunkt (Tab.6).

Stabile Angina Akuter P
Mykardinfarkt

(n=20) (n=22)
Geschlecht (W/M) 4/16 6/16 0.8
Alter 69 (58-79) 63 (44-81) 0.7
Aktive Raucher (%) 6 (30) 4 (20) 0.4
Hypercholesterindmie (%) 15 (75) 14 (64) 0.4
Arterielle Hypertonie (%) 14 (70) 15 (68) 0.7
Diabetes mellitus (%) 2 (10) 5 (23) 0.3
1-Gefalierkrankung (%) 5 (25) 9 (41) 0.3
2-Gefallerkrankung (%) 8 (40) 7 (32) 0.6
3-GefalRerkrankung (%) 6 (30) 6 (27) 0.4
Medikamente:
ACE-Hemmer 13 (65) 4 (18) <0.01
3-Blocker 15 (75) 6 (27) <0.01
Aspirin 14 (70) 6 (27) <0.01
Clopidogrel 8 (40) 4 (20) <0.01
Statine 12 (60) 2 (9) <0.01
CK max, U/L <80 1517 (432-4480) <0.01

Tab. 7: statistische Daten der Studiengruppen
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Im letztgenannten Punkt fand sich allerdings ein Unterschied, der an dieser Stelle
erwahnt werden muss, da der Anteil von Patienten mit vorbestehender
kardiovaskularer Dauermedikation in der Kontrollgruppe signifikant héher war als in
der Studiengruppe.

Kein Patient erlitt einen Reinfarkt oder starb wahrend des Krankenhausaufenthaltes.
Bei allen Patienten wurde durch erfolgreiches Stenting ein Fluss Grad TIMI 3 und

eine Reduktion des Stenosendurchmessers auf <15%.

4.2 Zirkulierende CD133+ Zellen

Die relative Anzahl von CD133+ Zellen im zirkulierenden Blut der Infarktpatienten
war am siebten Tag nach therapeutischer Intervention im Schnitt sechs mal so hoch
wie der Ausgangswert am Tag eins. In der Kontrollgruppe lie3 sich hingegen im
Verlauf kein Anstieg der relativen Anzahl der CD133+ Zellen beobachten, wobei wie
oben bereits angesprochen der Beobachtungszeitraum der Kontrollgruppe lediglich
drei bis vier Tage betragen konnte und somit der Bestimmung am siebten Tag nicht
durchgefiihrt werden konnte. Die relative Anzahl zirkulierender CD133+ Zellen war
jedoch in der Kontrollgruppe von Beginn an hoher als in der Infarktgruppe. Dabei ist
zu beachten, dass die CD133+ Zellen Gberhaupt nur einen sehr geringen Anteil an
der Gesamtzahl zirkulierender mononukledrer Zellen ausmachen, namlich in der

Regel weniger als 0,1% der zirkulierenden mononukleéren Zellen ('s. Abb. 6).
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Abb. 6: linke Seite: prozentualer Anteil von CD133+ Zellen an den mononuklearen
Zellen bei Patienten mit AMI (schwarze Kreise) und Patienten mit SAP (weil3e
Kreise) zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten.

Rechte Seite: FACS-Analyse eines Patienten mit Myokardinfarkt zum Zeitpunkt T1
(obere Punktdiagramme) und zum Zeitpunkt T7 (untere Punktdiagramme). x-Achse:
CDA45-Fluoreszenz; y-Achse: CD133-Fluoreszenz. Auf der rechten Seite sind jeweils
die Isotypfarbungen aufgefiihrt.

* bedeutet p<0,01 im Vergleich zu Werten vor PTCA. + bedeutet p<0,01 im Vergleich

zur Kontrollgruppe.

4.3 Zirkulierende Endothelzellen

Die relative Anzahl von P1H12+ Zellen war in der Infarktgruppe am Aufnahmetag
signifikant erhdht und fiel am ersten postinterventionellen Tag schon wieder ab. Es
zeigte sich im weiteren Verlauf kein Wiederanstieg, die gemessenen Prozentsétze
waren gleich bleibend niedrig.

Bei den Patienten mit stabiler Angina pectoris konnte weder bei Aufnahme noch an
den postinterventionellen Tagen eine Erhéhung der relativen Anzahl von P1H12+
Zellen im zirkulierenden Blut gefunden werden.

Die relative Anzahl von P1H12+ Zellen war in der Infarktgruppe von Beginn an héher

als in der Kontrollgruppe.

35



P1H12+ Zellen (%)

037 -
P1H12 Isotyp
TE‘ e B A Bader -!3 T
0.2- Vor 3 Ej
Stenting H J i
y * i o 107 ' w.gf_m__ w? o
[]' I 1 ] S T = Theli B0 B e
;- 7Tage - 2
= nach .
Stenting ; g
0- - 1 é f’r,-"‘ﬁ?r 5 3 T
0 3
%u" ] w it %m“ o

Tage nach Stenting

Abb. 7: linke Seite: prozentualer Anteil von P1H12+ Zellen an den mononuklearen
Zellen bei Patienten mit AMI (schwarze Kreise) und Patienten mit SAP (weil3e
Kreise) zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten. * bedeutet p<0,01 im
Vergleich zu Werten vor PTCA. + bedeutet p<0,01 im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Rechte Seite: FACS-Analyse eines Patienten mit Myokardinfarkt zum Zeitpunkt T1
(obere Punktdiagramme) und zum Zeitpunkt T7 (untere Punktdiagramme).

x-Achse: CD45-Fluoreszenz; y-Achse: P1H12-Fluoreszenz. Auf der rechten Seite

sind jeweils die Isotypfarbungen aufgefihrt.

Da Hypoxie die Expression von E-Selectin auf aktivierten Endothelzellen stimulieren
kann (Armstrong et al, Circulation, 2006), wurde die E-Selectin-RNA-Expression der
zirkulierenden Blutzellen als Hinweis fur die zirkulierenden aktivierten Endothelzellen
bestimmt. Die Messergebnisse verhielten sich analog zu den P1H12+ Zellen. Die E-
Selectin-RNA-Expression war bei den Infarktpatienten am Aufnahmetag signifikant
hoher als zwei Tage nach Stentimplantation. In der Kontrollgruppe war die E-

Selectin-Expression deutlich niedriger als in der Infarktgruppe.
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Abb. 8: Linkes Diagramm: Verlauf der E-Selectin-RNA-Expression im Blut von
Patienten mit Infarkt (AMI) und stabiler AP (SAP) vor und nach Stentimplantation.
Rechtes Diagramm: Verlauf der Konzentrationen von loslichem E-Selectin (SE-
Selectin) in der Infarktgruppe (schwarze Kreise) und in der Kontrollgruppe (weil3e
Kreise).

* bedeutet p<0,01 im Vergleich zum Aufnahmezeitpunkt; + bedeutet p<0,01 im

Vergleich zu Patienten mit SAP.

4.4 Zirkulierende CD34-positive Zellen

Bei Farbung der mononuklearen Blutzellen mit fluoreszierenden Antikdrpern gegen
CD34 zeigte die statistische Auswertung der Punktdiagramme, dass es weder in der
Infarktgruppe noch in der Kontrollgruppe zZu signifikanten
Konzentrationsveranderungen kam. In der Infarktgruppe konnte lediglich ein
gewisser Trend gesehen werden, der von einer initial héheren relativen Zahl von
CD34-Zellen zunachst leicht abfiel und am siebten Tag wieder eine leichte Zunahme
beschrieb. Die Veranderungen waren jedoch nicht signifikant.

4.5 Serumkonzentrationen von Interleukin 8

Die Serumkonzentrationen von Interleukin 8 waren am ersten postinterventionellen
Tag in beiden Studiengruppen signifikant hoher als bei Aufnahme, jedoch war der
Anstieg in der Infarktgruppe steiler als in der Kontrollgruppe. Die durchschnittliche
Ausgangskonzentration von IL-8 war in der Infarktgruppe signifikant hoher als in der
Kontrollgruppe. In der Infarktgruppe korrelierte die Konzentration von IL-8 am 2. Tag

positiv. mit der relativen Anzahl zirkulierender CD133+ Zellen am siebten
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postinterventionellen Tag. Patienten mit einer starkeren akuten IL-8- Antwort zeigten

somit auch eine starkere Mobilisation von Stammzellen im weiteren Verlauf.
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Abb. 9: Linkes Diagramm: Verlauf der Serumkonzentrationen von IL-8 in der
Infarktgruppe (schwarze Punkte) und in der Kontrollgruppe (weil3e Punkte).

* pbedeutet p<0,01 im Vergleich zum Zeitpunkt T1 (bei Aufnahme). + bedeutet p<0,01
im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Rechtes Diagramm: Korrelation zwischen IL-8-Konzentration zum Zeitpunkt T2 (24
Stunden nach Aufnahme) und dem Anstieg der CD133+ Zellen zum Zeitpunkt T7

(am siebten Tag nach Aufnahme).

4.6 Serumkonzentrationen von VEGF, G-CSF, GM-CSF und SDF-1

Der Verlauf der Konzentrationen von VEGF, G-CSF, GM-CSF und SDF-1 verhielt
sich unabhéngig von den beobachteten zellularen Kinetiken. In der Infarktgruppe
wurde ein Anstieg der Konzentrationen von G-CSF und VEGF zu den Zeitpunkten T2
und T3 im Vergleich zum Ausgangswert beobachtet. Ein ahnlicher Anstieg war in der
Kontrollgruppe weniger stark ausgepragt. Allerdings konnte hier im Gegensatz zu
IL-8 keine Korrelation mit dem spateren Anstieg der CD133+ Zellen gefunden
werden.

Fur GM-CSF und VEGF wurden diese Verlaufe nicht beobachtet. Es kam zu keinen
signifikanten Konzentrationsunterschieden der beiden Zytokine im Verlauf des

akuten Myokardinfarktes. Auch im Gruppenvergleich ergaben sich Kkeine
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nennenswerten Konzentrationsunterschiede, die auf eine allgemeine Aktivierung

oder Mehrsynthese dieser Faktoren bei den Infarktpatienten hindeuten koénnte.

80 4
70
60
50 4 *
40 A
30 4 .

20 /\ﬂ

10 A

G-CSF [ng/ml]

0 1 2
Tage nach Stenting
0.8

0.6 -

0.4+

GM-CSF [ng/ml]

0.2

0 1 2

Tage nach Stenting

C

0 ; —f—

7

VEGF [pg/ml]

SDF [ng/ml]

70

50 o

50

40 -

30 -+

20 4

10 +

35 19

30 A

25 A

20 A

15 1
10

/=

o

1 2 7
Tage nach Stenting

' S S S /&

iz —9

1 2 7
Tage nach Stenting

Abb. 10: Verlauf der Plasmakonzentrationen verschiedener Zytokine (G-CSF; GM-

CSF; VEGF; SDF-1) in der
Kontrollgruppe (weil3e Punkte).

Infarktgruppe (schwarze Punkte) und in der

* pedeutet p<0,01 im Vergleich zum Zeitpunkt T1 (bei Aufnahme). + bedeutet p<0,01

im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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5 Diskussion

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit sollen zunachst kurz zusammengefasst
werden:

1. Zirkulierende Endothelvorlauferzellen und CD133+ Stammzellen werden 2-7 Tage
nach akutem Myokardinfarkt ins Blut mobilisiert.

2. P1H12+ Zellen und E-Selectin-RNA-Expression sind nur in der Akutphase des
Infarktes erhoht und fallen schon 24 Stunden nach Aufnahme wieder ab, was auf
eine Freisetzung von Endothelzellen aus dem infarzierten Myokard hindeutet.

3. Erhohte Plasmakonzentrationen von IL-8, VEGF und G-CSF wurden 24 und 48
Stunden nach Stenting gemessen. Da die IL-8-Spiegel signifikant mit dem Anstieg
von CD133+ Zellen korrelierten, kdnnte IL-8 zur Stammzellmobilisation nach
Myokardinfarkt beitragen.

5.1 Mobilisierung von CD133+ Zellen nach akutem Myokardinfarkt

Aufgrund zahlreicher Hinweise fiur eine mogliche Bedeutung endothelialer
Vorlauferzellen fir die Neovaskularisation ischamischen Gewebes in Tiermodellen
sowie im menschlichen Organismus (Rafii, J Clin Invest, 2000; Isner et al, J Clin
Invest, 1999; Griffioen et al, Parmac Rev, 2000) sollte eine quantitative
Untersuchung dieses Zelltyps in der Folge eines akuten Myokardinfarktes vollzogen
werden. Weil dabei vor allem auf den Stammzellcharakter dieser Zellen eingegangen
werden sollte, war das identifizierende Kennzeichen der Stamm- bzw. Progenitorzelle
das Vorhandensein des Oberflachenmolekiils CD133, das auf einer Population von
CD34+ Blutzellen exprimiert wird. In Modellen der Knochenmarkstransplantation am
Schaf zeigen verabreichte CD133+ Zellen erfolgreiches Homing und Besiedlung des
Knochenmarks der Versuchstiere. CD133 wird nicht von differenzierten Zellen
gebildet (Yin et al., Blood, 1997).

Die Ergebnisse in der Infarktgruppe zeigen, dass es unmittelbar nach dem
ischamischen Ereignis noch nicht zu einer Reaktion im Sinne einer sofortigen
Erhéhung der Anzahl zirkulierender Stammzellen zu kommen scheint. Nach einer
Latenzzeit von einigen Tagen zeigt sich jedoch ein signifikanter Anstieg der CD133+
Zellen im Vergleich zum Ausgangswert. Das durchschnittliche Maximum wird zum
Zeitpunkt der vierten Probenentnahme am Tag 7 nach Infarkt beobachtet. Ob dieser
Zeitpunkt den Beginn einer Mobilisierung darstellt oder bereits das eigentliche

Maximum, kann aufgrund des Studienprotokolls, in dem der siebte Tag der letzte
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Untersuchungszeitpunkt ist, nicht gesagt werden. Es ist festzuhalten, dass es nach
akutem Myokardinfarkt zu einer vermehrten Zirkulation von Stammzellen im
peripheren Blut kommt, die eine systemische Antwort auf das ischamische Ereignis
darstellt. Die zeitliche Latenz von mehreren Tagen lasst vermuten, dass im Rahmen
der Ischamie relativ langsame Signalkaskaden ablaufen missen, die diese zeitliche
Verzogerung erklaren. In der Kontrollgruppe erfolgte kein Anstieg der relativen
Anzahl von zirkulierenden CD133+ Zellen, wenn auch der Ausgangswert im
Vergleich zur Infarktgruppe signifikant hoher lag. Wegen der frihzeitigen
Krankenhausentlassung von Patienten mit stabiler Angina pectoris konnte leider in
der Kontrollgruppe kein vergleichbar spater Abnahmezeitpunkt untersucht werden. In
einer Nachuntersuchung von 10 Patienten mit identischen Ein- und
Ausschlusskriterien  wie die  Kontrollgruppe wurde jedoch ein  spater
Abnahmezeitpunkt ermdglicht, und es kam nicht zu einer signifikanten Erhéhung der

CD133+ Zellen im Vergleich zum Ausgangswert.

Die Ergebnisse der Mobilisation von Stamm- und Vorlauferzellen im akuten
Myokardinfarkt stimmen tberein mit der bereits erwahnten Untersuchung aus dem
Jahre 2001, bei der das Augenmerk auf die CD34+ Zellen gelegt wurde und
ebenfalls ein Anstiegsmaximum nach einer Woche zeigte (Shintani et al., Circulation
2001). In neueren Studien zur Mobilisation von Stammzellen im akuten
Myokardinfarkt zeigten sich jedoch gegensétzliche Ergebnisse, denn es wurde eine
zeitlich viel frihere Antwort gesehen, namlich bereits nach 24 Stunden (Massa et al.,
Blood 2004; Wojakowski et al., Circulation 2004). Auch bei diesen Studien galt CD34
als bedeutender Marker fur Zellen mit Vorlaufercharakter. Da CD34 auch auf reifen
Endothelzellen vorkommt, kénnte es hier zur Messung einer Mischpopulation von
CD34+ reifen Endothelzellen und Vorlauferzellen gekommen sein. Ein Hinweis auf
den geringen Anteil von Stammzellen 24 Stunden nach Infarkt zeigt die
Differenzierung der CD34+ Zellen in den Mehrfachfarbungen von Massa und
Kollegen. Die CD133+/CD34+/VEGFR2+ Zellen machten nur 6,7% der CD34+ Zellen
aus, so dass vermutet werden kann, dass die Dynamik im Verlauf von CD34+ Zellen
in der Frihphase nach akutem Myokardinfarkt nur zu einem sehr kleinen Teil von
Veranderungen in der Zahl zirkulierender Endothelvorlauferzellen herrihrt und mehr
von anderen CD34+ Subpopulationen bestimmt wird. Auch in der Arbeit von

Wojakowski und Kollegen standen die CD34+ Zellen im Mittelpunkt des Interesses,
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weshalb eine Aussage zur Mobilisation von Stamm- und Vorlauferzellen wegen der
maoglichen Interferenz durch eine mogliche ischamieinduzierte Freisetzung von reifen
Endothelzellen problematisch wird. Die Ergebnisse der Untersuchung von CD34+

Zellen in dieser Arbeit werden weiter unten (Abschnitt 5.2) diskutiert.

Zur Erklarung der hoéheren Ausgangskonzentration von CD133+ Zellen in der
Kontroligruppe kann die Anderung der Konzentration dieser Zellen durch
verschiedene beeinflussbare und nicht beeinflussbare intermittierende Parameter
herangezogen werden. So wiesen z. Bsp. signifikant mehr Kontrollpatienten eine
medikamentdse Dauertherapie auf, darunter auch die so genannten Statine, deren
Einnahme mit einer Erhoéhung zirkulierender Endothelvorlauferzellen einhergeht
(Dimmeler et al., J Clin Invest, 2001). Fir eine statistisch fundierte Aussage Uber
klinische Risikofaktoren und somit eine weitere Unterteilung der Studienpopulationen
nach weiteren klinischen Gesichtspunkten wie z. Bsp. Schweregrad einer
vorliegenden Herzinsuffizienz oder Vorhandensein eines Diabetes mellitus waren die
Studiengruppen jedoch zu klein, weshalb hier nicht weiter darauf eingegangen
werden kann. Letztlich kann hier jedoch empirisch aufgrund des Verteilungsmusters
der klinischen Daten ein gewisser Zusammenhang angenommen werden.

Ob die CD133+ Zellen tatsachlich zu den ischdmischen Myokardarealen wandern
und zur Neovaskularisierung beitragen und ob dies dann in-vivo zu einer kleineren
Narbe und mehr funktionell erhaltenem Myokardgewebe und infolgedessen zu einer
Mortalitatssenkung fuhren kann, bleibt offen und muss in weiteren Studien untersucht

werden.

5.2 Mobilisierung von CD34+ Zellen

Da CD34 als Oberflachenmerkmal von Stammzellen eine bedeutende Rolle im
wissenschaftlichen sowie im klinischen Kontext spielt und CD133 vornehmlich auf
CD34+ Zellen exprimiert wird, sollten die Blutproben der Studienpopulationen auch
auf die relative Anzahl dieser Zellen an der Gesamtzahl kernhaltiger Blutzellen
untersucht werden. Hier zeigte sich jedoch weder in der Kontrollgruppe noch in der
Infarktgruppe ein signifikanter Konzentrationsanstieg im Laufe der Untersuchungen.
Eine mdgliche Erklarung fur die Diskrepanz zwischen den Beobachtungen der
CD133+ Zellen und der CD34+ Zellen kdnnte sein, dass CD34 ein auf Stammzellen

vorkommendes Molekll ist, das allerdings auch auf reifen Endothelzellen,
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Fibroblasten und glatten Muskelzellen vorkommt (Miettinen et al., Mod. Pathol.,
1994). Bei den meisten Untersuchungen von CD34+ Stammzellen spielt die Gruppe
der zirkulierenden Endothelzellen eine untergeordnete Rolle, da sie einen geringen
Anteil der im Blut zirkulierenden Zellen ausmacht. Bedeutender scheint ihre Rolle
aber in Situationen der gesteigerten Endothelabschilferung zu sein wie das z.Bsp.
bei Sichelzellandmie, interventioneller Angiografie oder akutem Myokardinfarkt der
Fall ist (Sowemimo-Coker et al., Am J Hemat, 1989; George et al., Thromb Haemost,
1992; Mutin et al., Blood, 1999).

Ein fehlender Anstieg von CD34+ Zellen im Verlauf des Myokardinfarktes in der
vorliegenden Arbeit liel3e sich dadurch erklaren, dass zum Zeitpunkt T1 gel6ste, reife
Endothelzellen im peripheren Blut vorhanden waren, die, wirden sie als
Stammzellen interpretiert, zu einem falsch hohen Ausgangswert fuhren. Ein
signifikanter Anstieg kann deswegen bei den CD34+ Zellen im weiteren Verlauf nicht
beobachtet werden, weil einerseits die Zahl zirkulierender Endothelzellen nach 24
Stunden rasch abnimmt und zum anderen die Freisetzung der ebenfalls CD34+
Stammzellen erst nach einer langeren Latenzzeit von etwa 48 Stunden zu beginnen
scheint und ihr Maximum im untersuchten Zeitraum erst am siebten Tag erreicht.
Man kann also in Anbetracht dieser Beobachtungen nicht CD34 alleine als
maf3geblichen Marker fir den Stammzellcharakter von Zellen heranziehen, da es
durch das Vorhandensein dieses Molekils auf zwei unterschiedlichen
Zellpopulationen mit verschiedenen Freisetzungskinetiken zur Interferenz kommit.
Diese Tatsache kann unter anderem die gegensétzlichen Untersuchungsergebnisse
von Massa et al und von Wojakowski et al erklaren. Darlber hinaus muss auch noch
einmal angemerkt werden, dass ein direkter Vergleich der Studien zur
Stammzellmobilisierung im akuten Myokardinfarkt nur schwer méglich ist, da sich die
bisher durchgefiihrten Studien nicht nur in der Patientenanzahl sondern auch in
Farbemethoden (Einfachfarbung bis Dreifachfarbung) und offensichtlich auch in den
angewandten Messmodalitaten unterscheiden, was man exemplarisch an den sehr
unterschiedlichen absoluten Ausgangswerten fiir CD34+ Zellen zum ersten
Untersuchungszeitpunkt in der Infarktgruppe festmachen kann (siehe auch Tabelle 1

im Einleitungsteil).
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5.3 zirkulierende Endothelzellen

Zur Untersuchung der zirkulierenden aktivierten Endothelzellen wurde der
endothelspezifische Marker P1H12 herangezogen, der bislang auf keinem anderen
Zelltyp im zirkulierenden Blut gefunden wurde. Aul3erdem wurde die Produktion von
E-Selectin untersucht. Bei den durchflusszytometrischen Messungen der
zirkulierenden P1H12+ Zellen fiel eine signifikante Konzentrationserhhung bei den
Infarktpatienten am Aufnahmetag auf. Im weiteren Verlauf ging deren Konzentration
deutlich zurtick. Analog dazu verhielt sich der mRNA- Nachweis von E-Selectin als
Zeichen von erhdhter Endothelzellaktivitat im Blut der Infarktpatienten. Auch das
|6sliche E-Selectin, gemessen mittels Immunoassay, war in der Infarktgruppe zu
allen Untersuchungszeitpunkten signifikant hoher konzentriert als in der
Kontrollgruppe.

Insgesamt zeigte sich also eine signifikant erhohte relative Anzahl zirkulierender
Endothelzellen bei den Infarktpatienten zum Aufnahmezeitpunkt vor der
koronarangiographischen Intervention. Innerhalb der nachsten 24 Stunden - zum
zweiten Untersuchungszeitpunkt - fiel die Konzentration dieser Zellen wieder deutlich
ab. In der Kontrollgruppe liel3 sich weder ein Konzentrationsabfall noch ein Anstieg
nach Intervention beobachten, so dass am ehesten davon auszugehen ist, dass die
Phase der Gewebsischamie zu einer vermehrten Freisetzung reifer Endothelzellen
aus dem betroffenen Versorgungsgebiet gefuhrt hat und dass der Einfluss des
therapeutischen Vorgehens hier nicht ins Gewicht zu fallen scheint. Andernfalls ware
in der Kontrollgruppe zum zweiten Blutabnahmezeitpunkt ebenfalls ein Anstieg zu
erwarten gewesen. Wenn man nun berlcksichtigt, dass CD34 auch auf reifen
Endothelzellen vorkommen kann, so kann hiermit auch die fehlende Dynamik im
Verhalten der CD34+ Zellen erklart werden, da zum ersten Abnahmezeitpunkt in der
Infarktgruppe die reifen P1H12+/CD34+ Endothelzellen ein bedeutenden Anteil an
dieser Population zu haben scheinen, wahrend zum Zeitpunkt der letzten
Blutabnahme nach einer Woche fast keine Endothelzellen mehr zirkulieren, wohl
aber die mobilisierten CD133+/CD34+ Stammzellen.

5.4 VEGF, G-CSF, GM-CSF und SDF-1
Nach den Hinweisen aus diversen Tiermodellen scheint die Mobilisierung solcher
endothelialer Vorlauferzellen einen Nutzen hinsichtlich der Verkleinerung des

vernarbenden Gewebeareals zu haben. Ob dies auch auf den menschlichen



Organismus Ubertragen werden kann, muss noch geklart werden. Es scheint jedoch
SO zu sein, dass im Tierversuch durch artifizielle Steigerung der Zahl zirkulierender
Vorlauferzellen, sei es durch intraventse Applikation von Stammzellen oder durch
Applikation  von  Wachstumsfaktoren, eine weitere  Verbesserung der
Neovaskularisierung erreicht werden kann. Wenn dies auf den menschlichen
Organismus ebenfalls zutreffen wirde, koénnten sich daraus zukinftig weitere
erganzende therapeutische Optionen zur Behandlung des akuten Myokardinfarkts
ergeben. Hierzu missen jedoch tiefere Einblicke in die physiologischen
Mobilisierungswege erlangt werden. Man weil3, dass Wachstumsfaktoren mit Einfluss
auf das Knochenmark wie VEGF, GM-CSF oder auch G-CSF eine wichtige Rolle in
der Mobilisation von Endothelvorlauferzellen spielen (Kalka et al., Proc Natl Acad Sci
USA 2000; Takahashi et al., Nat Med 1999; Gehling et al., Blood 2000).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich sowohl ein Anstieg von VEGF als auch von G-
CSF in den ersten 24 Stunden nach Infarkt. Es kam jedoch zu keinem
nennenswerten Anstieg von GM-CSF oder SDF-1. In der Kontrollgruppe konnten
ebenfalls leichte Plasmakonzentrationsanstiege dieser beiden Faktoren beobachtet
werden, was auf einen moglichen Zusammenhang mit der therapeutischen
Intervention hindeuten konnte. Der fehlende Anstieg von GM-CSF zeigt, dass es
wohl verschiedene Signalwege gibt, die zu einer Stammzellfreisetzung fiihren
konnen, dass aber im Rahmen der myokardialen IschAmie dem GM-CSF nur eine
untergeordnete Rolle zuzukommen scheint. Ob der Anstieg von VEGF und G-CSF in
beiden Gruppen nun durch die direkte mechanische Irritation am
Koronararterienendothel zustande kommt, durch die damit verbundene kurzzeitige
Ischamie oder auch durch periinterventionelle Medikamentengabe, bleibt offen.
Jedenfalls kann vermutet werden, dass ein gewisses Profil und Zusammenspiel von
verschiedenen Faktoren stattfindet, die die Stammzellmobilisierung beeinflussen.
Von IL-8 und VEGF ist dariber hinaus bekannt, dass sie nicht nur die Zahl sondern
auch die adhasiven Kapazitaten und die so genannte Homing-Kapazitat der
Vorlauferzellen beeinflussen, was eine Effektivitatssteigerung des regenerativen
Potentials bewirkt (Urbich et al, Circ Res, 2004)

5.5 Interleukin-8 und Stammzellmobilisierung
In der Infarktgruppe zeigte sich ein Anstieg der IL-8 Plasmakonzentrationen nach 24-

48 Stunden nach Stenting, der deutlicher war als der leichte Anstieg in der
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Kontrollgruppe. Dieser Freisetzung fand zwar friher statt als die
Stammzellmobilisation, jedoch korrelierten die IL-8-Spiegel nach 24 Stunden positiv
und signifikant mit den Konzentrationen der CD133+ Zellen nach 7 Tagen.

Dies konnte eine Hinweis darauf sein, dass IL-8 im akuten Myokardinfarkt von Zellen
des ischamischen Gewebes ausgeschittet wird und Uber noch zu untersuchende
Signalwege zu einer Mobilisation von regenerativen Stammzellen aus dem
Knochenmark fihrt.

Es ist bekannt, dass IL-8 im Rahmen einer systemischen Entziindungsreaktion im
akuten Myokardinfarkt vermehrt im zirkulierenden Blut nachzuweisen ist (Ren et al,
Curr Drug Targets Inflamm Allergy, 2003). IL-8 ist ein wichtiges Regulatormolekul im
Rahmen der transendothelialen Migration und Adh&sion von neutrophilen
Granulozyten (Huber et al., Science 1991, Kuijpers et al., J Cell Biol 1992). IL-8 kann
von verschiedenen Zelltypen produziert werden und entweder zellgebunden oder im
Plasma gelost auftreten. Hierbei weist IL-8 jedoch verschiedene Kinetiken und
Wirkorte auf. Von Endothelzellen produziertes zellgebundenes IL-8 flhrt zur
transendothelialen Migration von neutrophilen Granulozyten und fordert somit die
lokale Entzundungsreaktion nach myokardialer Ischdmie. Wird hingegen l6sliches
IL-8 zum apikalen Kompartiment hinzugegeben, erfolgt keine Granulozytenmigration
(Huber et al., Science 1991). Jedoch scheint niedrig dosiert intravends verabreichtes
IL-8 die Leukozytenrekrutierung auch hemmen zu kénnen, so dass IL-8 sowohl pro-
als auch antiinflammatorische Wirkungen haben kann (Hechtman et al., J Immunol
1991). Histopathologische Untersuchungen an ischamisch geschéadigten
Kaninchenherzen zeigten ein vermehrtes Vorkommen von IL-8 in Grenzzonen
zwischen ischamischem und lebendem Gewebe sowie ein vermehrtes Auftreten in
den entzundlichen Herzmuskelinfiltraten (Kukielka et al., J Clin Invest 1995). IL-8
scheint also einerseits zur entzindlichen Herzmuskelschadigung nach akuter
Ischamie unmittelbar beizutragen.

Andererseits scheint IL-8, ebenso wie VEGF, die Freisetzung von Progenitorzellen
aus dem Knochenmark zu férdern und dariber hinaus deren Adhasivitat zu steigern.
Die Freisetzung der Progenitorzellen verliefe demnach wie weiter oben beschrieben
Uber eine Aktivierung der Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9) und des beta-2
Integrins LFA-1 (Pruijt et al., Curr Opin Hematol. 1999).

Die erhobenen Daten, insbesondere die Korrelation von IL-8 mit der Anzahl

mobilisierter Stammzellen, zeigen, dass systemisch zirkulierendes IL-8 zu einer
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Stammzellmobilisierung nach  Myokardinfarkt  beitragen konnte, die eine

Neovaskularisation des geschéadigten Gewebes bewirken kann.

Am Ende des Einleitungsteils wurden zur Zielsetzung der Arbeit drei Fragen gestellt,
die an dieser Stelle zur Zusammenfassung der Ergebnisse beantwortet werden

sollen.

1. Mit welcher zeitlichen Latenz und in welchem Ausmaf findet im akuten
Myokardinfarkt eine Mobilisierung von Stammzellen aus dem Knochenmark
statt?

Bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt findet sich im Schnitt sieben Tage nach
dem Akutgeschehen ein signifikanter Anstieg von Stammzellen im zirkulierenden
Blutvolumen. Diese Beobachtung kann bei Patienten mit stabiler Angina pectoris
nach erfolgter koronarangiographischer Intervention nicht beobachtet werden, was
auf einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen Ischamie und reaktiver
Stammzellmobilisation hinweist. Die akute Myokardischamie ist somit offenbar auch
im menschlichen Organismus ein wirksamer Stimulus fur postnatale Vaskulogenese
zur Durchblutungsverbesserung und maoglicherweise einem verringerten Verlust der

myokardialen Pumpfunktion verknupft.

2. Werden reife Endothelzellen im akuten Myokardinfarkt ins Blut freigesetzt?

In den ersten 24 Stunden nach akutem Myokardinfarkt kommt es zu einer
gesteigerten Zirkulation von reifen aktivierten Endothelzellen, die eine mdgliche
interferierende Variable bei Untersuchungen von CD34-positiven Zellen darstellt, da
reife Endothelzellen ebenfalls CD34 an der Zelloberflache tragen kénnen. Auch hier
kommt ursachlich die akute Ischamie als Ausléser in Betracht, da im weiteren Verlauf
die Anzahl zirkulierender Endothelzellen wieder deutlich abféallt und in der

Kontrollgruppe kein entsprechender Anstieg bei Aufnahme festzustellen war.
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3. Welche Zytokine sind an der systemischen Entziindungsreaktion nach akutem
Myokardinfarkt beteiligt?

In der Infarktgruppe waren IL-8, VEGF und G-CSF in unterschiedlichen zeitlichen
Latenzen signifikant im Vergleich zum Ausgangswert angestiegen. Zum Teil muss
diese Reaktion als Antwort auf die Ischdmie gesehen werden. Allerdings fand sich in
der Kontrollgruppe ebenfalls ein leichter Anstieg von VEGF und G-CSF, weshalb die
therapeutische Intervention selbst ebenfalls ein Stimulus fiir die Entzindungsreaktion
zu sein scheint. Loésliches GM-CSF und SDF-1 waren in dieser Studie offensichtlich
von untergeordneter Bedeutung in dem untersuchten Zeitrahmen, was eine
Beteiligung an der Entziindungsreaktion und Stammzellmobilisation aber keinesfalls

ausschliefit.

4. Gibt es eine Assoziation zwischen der Serumkonzentration verschiedener

Zytokine (insbesondere IL-8) und der Anzahl zirkulierender Stammzellen?

Bei den untersuchten Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt erfolgte ein
signifikanter Anstieg des zirkulierenden IL-8 sowie von VEGF und G-CSF. Die IL-8-
Konzentrationen (nicht jedoch von VEGF und G-CSF) korrelierten positiv mit der
relativen Anzahl zirkulierender Stammzellen am siebten Tag nach Infarkt. Somit
scheint ein Wechselspiel verschiedener Faktoren eine ischamie-induzierte
Stammzellfreisetzung aus dem Knochenmark zu bewirken. Dabei kann ein kausaler
Zusammenhang zwischen zirkulierendem IL-8 und dem Ausmall der

Stammzellantwort angenommen werden.



6 Zusammenfassung

Seit einigen Jahren ist die Existenz regeneratorischer adulter Stammzellen bekannt,
die nach Gewebeschéden im Blut zirkulieren und zur Gewebsreparatur in der Lage
sind. Eine Gruppe davon beinhaltet sogenannte Endothelvorlauferzellen, die
offensichtlich eine bedeutende Rolle bei der Neovaskularisierung von ischamischem
Gewebe spielen, indem sie die Grundlage fiir eine de-novo-Synthese von
Blutgefal3en bilden und somit zu einer verbesserten Gewebsdurchblutung nach
einem ischamischen Ereignis fuhren.

Mit dieser Arbeit sollte die spontane Freisetzung zirkulierender Stammzellen nach
einem akuten Myokardinfarkt am Menschen untersucht werden. Hierzu wurden bei
Infarktpatienten und bei Patienten mit stabiler Angina pectoris sequentielle
Blutabnahmen bei Aufnahme sowie nach 1, 2 und 7 Tagen durchgefihrt, und es
erfolgte die durchflusszytometrische Analyse mit Hilfe monoklonaler Antikorper
gegen charakteristische Oberflachenantigene  mononukledrer  zirkulierender
Blutzellen. Gleichzeitig wurde durch Immunoassays die Serumkonzentration
verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren gemessen, die im Zusammenhang
mit einer Stammzellmobilisierung stehen konnten.

Es zeigte sich in der Infarktgruppe nach Stentimplantation ein signifikanter Anstieg
von CD133+ Stammzellen im peripheren Blut, der am siebten Tag nach Infarzierung
seinen Hohepunkt erreicht hatte und in der Kontrollgruppe ausblieb. Desweiteren
korrelierte die Konzentration dieser Zellen am siebten Tag positiv mit der Serum-IL-8-
Konzentration nach den ersten 24 Stunden. Auf eine hohe Konzentration von IL-8
folgte also eine starke Stammzellmobilisierung. Dies lasst vermuten, dass IL-8 im
Rahmen der systemischen Entziindungsreaktion nach akutem Myokardinfarkt zur

Mobilisation von regenerativen Stammzellen aus dem Knochenmark beitragt.
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