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1. Einleitung
Koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist die Manifestation der Atherosklerose in
den Herzkranzarterien. Sie stellt seit vielen Jahren die haufigste Todesursache
in den Industrienationen dar. Auch wenn die Zahlen in den letzten Jahren durch
verbesserte interventionelle und medikamentése Behandlungsmethoden und
Praventionsprogramme ricklaufig sind, sind die verschiedenen Manifestationen
der KHK, wie die chronisch ischdmische Herzerkrankung mit Entwicklung einer
Herzinsuffizienz, der akute Myokardinfarkt und ischédmisch getriggerte
Rhythmusstérungen die drei haufigsten Ursachen fur Sterbefélle in Deutschland

[1],(Gesundheitsberichterstattung des Bundes; www.gbe-bund.de).


http://www.gbe-bund.de
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Klinische Definition

Die klinische Einteilung der KHK erfolgt durch die gemeinsame Betrachtung von
Befunden invasiver und nicht-invasiver Untersuchungen, der Klinik des
Patienten, EKG-Diagnostik und der HOéhe der im Blut gemessenen
myokardialen Destruktionsmarker (u.a. Troponine, Kreatin-Kinase, Myoglobin).
Vom klinischen Aspekt her unterscheidet man zwischen stabiler KHK und dem
akuten Koronarsyndrom (ACS).

Das Leitsymptom der stabilen KHK ist die stabile Angina pectoris (AP; Angina
Pectoris= lat. ,Brustenge®). Dabei handelt es sich um typische, reproduzierbare
und belastungsabhangige Schmerzen, welche unter Ruhe oder Einnahme von
gefaBerweiternden Praparaten (z.B. Nitroglyzerin) sistieren. Die typische
Symptomatik ist der retrosternale Brustschmerz, welcher haufig in den linken
Arm, Nacken, Hals und den Unterkiefer ausstrahlt. Begleitet wird die
Schmerzsymptomatik h&ufig durch vegetative Symptome wie Luftnot,
SchweiBausbriiche und Ubelkeit.

Unter dem Begriff des akuten Koronarsyndroms werden alle unmittelbar
lebensbedrohlichen Formen der KHK zusammengefasst. Er umfasst hierbei drei
Entitdten: Den ST-Hebungs-Infarkt (STEMI), den nicht ST-Hebungs-Infarkt
(NSTEMI) und die instabile AP.

Der ST-Hebungs-Infarkt ist definiert durch eine ST-Strecken-Hebung von
=0,1mV in mindestens zwei zusammenhé&ngenden Extremitatenableitungen im
EKG ohne begleitende Q-Zacke oder eine ST-Strecken-Hebung von =0,2mV in
mindestens zwei zusammenh&ngenden Brustwandableitungen. Da die
Symptomatik, vor allem bei Frauen und Diabetikern, auch atypisch sein kann,
steht sie bei der Diagnose des STEMI nicht im Vordergrund [2]. Der mit der ST-
Hebung einhergehende myokardiale Schaden geht mit einer Freisetzung
myokardspezifischer Labormarker einher (u.a Troponine, Kreatinin-Kinase,
Myoglobin).

Bei einer Erhéhung des Troponins (I oder T) ohne ST-Hebungen im
Oberflachen-EKG spricht man von einem NSTEMI [3].
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Jede erstaufgetretene Angina ist definiert als instabile AP. Weitere Formen der
instabilen AP sind durch zunehmende Schwere, Dauer, Haufigkeit der
Schmerzanfalle, Ruheangina oder einen zunehmenden Bedarf an

antiangindsen Medikamenten charakterisiert.

Flr das therapeutische Vorgehen bei akutem Koronarsyndrom gibt es Leitlinien
der deutschen und internationalen Gesellschaften fur Kardiologie [4, 5]. Kurz
gefasst ist bei einer im EKG nachgewiesenen ST-Strecken-Hebung die
sofortige Reperfusion mittels PTCA (perkutane transluminale
Koronarangioplastie), im Ausnahmefall mittels systemischer pharmakologischer
Lysetherapie, anzustreben. Wenn keine ST-Strecken-Hebung sichtbar ist, aber
mindestens ein Risikofaktor wie erhdéhtes Troponin (NSTEMI), ST-Strecken-
Senkungen =0,1mV, h&modynamische Instabilitdt, Rhythmusinstabilitat,
refraktdre Angina oder Diabetes mellitus vorhanden ist, wird ebenfalls eine
invasive Herzkatheterdiagnostik mit eventueller Intervention empfohlen. Ist
keines dieser Risikomerkmale vorhanden, steht primar die konservative
Therapie und Uberwachung der Troponin-Werte sowie das kontinuierliche
Monitoring des Ruhe-EKGs im Vordergrund. Als medikamentése Therapie wird
fir alle akuten Koronarsyndrome eine Versorgung mit Acetylsalicylsdure und

P2Y12-Rezeptor-Antagonisten, in der Regel Heparin und unter Beachtung der

Kontraindikationen Betablocker, Nitroglycerin und bei starken Schmerzen
Morphin empfohlen.

Alle Postinfarktpatienten sollten als Prophylaxe fir nachfolgende Reinfarkte und
andere Komplikationen der Atherosklerose in anderen GefaBgebieten (z.B.
ischAmische Hirninfarkte, periphere arterielle Verschlusskrankheit) mit
Betablockern, ACE-Hemmern, Thrombozytenaggregationshemmern (ASS, bei
Kontraindikation oder nach Intervention auch zeitlich begrenzt P2Y {2-Rezeptor-
Antagonisten) und Cholesterinsenkern (bevorzugt HMG-CoA-Antagonisten,
sogenannte Statine) als Dauermedikation versorgt werden. Zudem sollte ein
Nikotinkonsum eingestellt und ein Diabetes mellitus diatetisch, ggf. auch

medikamentdés behandelt werden [2, 3]. Daruber hinaus sollten
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Lebensstilveranderungen vorgenommen werden (mediterrane Diat,

regelmalige Bewegung, Stressreduktion).
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Pathogenese der Atherosklerose

Es ist inzwischen weitlaufig akzeptiert, dass die atherosklerotischen
GefaBveranderungen Ausdruck eines chronischen Entziindungsgeschehens in
der GefaBwand sind [6]. Dabei spielt die durch kardiovaskulare Risikofaktoren
bedingte endotheliale Dysfunktion eine herausragende Rolle in der
Pathogenese. Dysfunktionales Endothel zeichnet sich durch eine regulatorische
Imbalance mit inflammatorischer Aktivierung und Expression von Adhésions-
und kostimulatorischen Molekiilen, sowie Sekretion von Chemokinen aus [7].
Es konnte des weiteren gezeigt werden, dass antiendotheliale Antikérper,
welche bei KHK [8] oder auch bei alleinigem Vorhandensein kardiovaskulérer
Risikofaktoren [9, 10] im Blut zirkulieren, zur Aktivierung der Endothelzellen
fiuhren. Jedes Stadium der KHK ist durch ein unterschiedliches Niveau der
systemischen Entzindungsaktivitdt gekennzeichnet. Letztlich bedingt das
AufreiBen der endothelialen Schicht, die so genannte Plaqueruptur mit
nachfolgender Thrombozytenaktivierung Uber den thrombotischen Verschluss

des betroffenen GeféaBes die Entstehung eines ST-Hebungsinfarktes.

,Response-To-Injury“-Theorie

Die Arbeitsgruppe um Russel Ross begann schon Anfang der 80er Jahre die
Atherosklerose als inflammatorische Erkrankung anzusehen und entwickelte die
Lresponse-to-injury“-Theorie, welche auch heute noch als pathophysiologische
Grundlage fur die Erklarung der Atherosklerose dient. Die Einteilung der

Atherosklerose nach Ross erfolgt in vier Stadien:

1) Endotheliale Dysfunktion
2
3

4) Instabile Plaque und Plaqueruptur

Bildung von ,fatty streaks®

)
)
) Stabile Plaque
)

10
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Am Anfang der Erkrankung steht die endotheliale Dysfunktion. Als mdégliche
Ursachen fiur die endotheliale Dysfunktion und die damit einhergehende erhdhte
Permeabilitit des Endothels werden Schadigungen des Endothels durch
erhbhtes und modifiziertes LDL, freie Sauerstoffradikale (induziert durch
Hypertonus, Nikotinabusus und Diabetes mellitus), genetische Einflisse,
erhbhte Homocysteinlevel, sowie Infektionen mit Mikroorganismen wie Herpes-

Viren oder Chlamydia pneumoniae genannt. [11]

Die erhohte GefaBwandpermeabilitat fuhrt zur Migration von Leukozyten und
Makrophagen in die GefaBwand mit dortiger Initiierung einer chronischen
Entzindungsreaktion. Bei der Rekrutierung dieser Zellen scheint VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule), als endotheliales Oberflachenmolekiil, eine
wichtige Rolle zu spielen [6]. Des Weiteren erfolgt eine Immigration von glatten
Muskelzellen, T-Zellen und Mastzellen. Die Ablagerungen in der GefaBwand
imponieren von da an als makroskopisch sichtbare, gelbliche Veranderungen,
welche in diesem Stadium noch keine Lumenobstruktion bewirken. Sie werden
Jatty streaks® genannt und reprasentieren klassischerweise das zweite Stadium
der ,response-to-injury“-Theorie nach Ross. ,Fatty streaks® kdbnnen sogar schon

im Kindesalter nachgewiesen werden [12].

Das néchste Stadium ist durch eine ,komplizierte®, aber stabile Plaque mit
zentraler Nekrose und fibréser Kappe gekennzeichnet. Das sogenannte
.ssemodeling® der Plaque erfolgt durch eine weitere Akkumulation und
Anreicherung glatter Muskelzellen und extrazellularer Matrix (Kollagen,
elastische Fasern, Proteoglykane). Diese Schicht bildet die fibr6se Kappe,
welche makroskopisch als weiBliche, lumeneinengende Struktur erscheint.
Unter dieser Schicht befindet sich der zellreiche Plaqueanteil, welcher
lipidbeladene Makrophagen (Schaumzellen), Leukozyten und glatte
Muskelzellen beinhaltet. Mit zunehmendem Wachstum der komplizierten Plaque
kann sich unter der zellreichen Schicht ein nekrotischer Kern mit abgestorbenen

Zellen, kristallinem Cholesterin und zentraler Kalzifizierung bilden.

11
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Early atheroma

‘Vunerable' plague

* Thin fibrous cap

¢ Large lipid pool

* Many inflammatory

cells

Endothalium
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artery

‘Stabilzed’ plague
o Small lipid pool

* Thick fibrous cap
* Preserved lumen

Thrombosis
of a ruptured
plaque
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muscle cells

Adventitia

Healed ruptured
plaque

* Narrow lumen
* Fibrous intima

Left
coronary
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Acute
Myocardial
infarction

Fibrous cap

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Evolution eines atherosklerotischen Plaques
[13]

Das letzte Stadium der ,response-to-injury“-Theorie ist die instabile Plaque. Die
instabile Plaque besitzt eine vulnerable, instabile, fibrése Kappe, was sowohl
auf die zunehmende Nekrotisierung des Kerns und Degeneration der
Extrazellularmatrix, als auch auf die Kalzifizierung und Neovaskularisierung
innerhalb der Plaque zurlickgefihrt werden kann. Diese und weitere Faktoren,
wie zunehmende Scherkrafte durch Obstruktion des Lumens, kénnen eine
Plaqueruptur provozieren bzw. induzieren. Die Plaqueruptur erfolgt
typischerweise an der schwéachsten Stelle der Plaque, der sogenannten
»ochulter’, wo Makrophagen eintreten und aktiviert werden. Die Ruptur der
wandstandigen Plaque hat die Bildung eines thrombozytenreichen Thrombus im
GefaBlumen zur Folge. Die Férderung der Thrombozytenadhésion erfolgt durch
die Freilegung diverser GefaBwandbestandteile wie zum Beispiel Kollagen, von

Willebrand-Faktor und Lipide [14-16].

12
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Die Plaqueruptur repréasentiert das klinische Symptom des akuten
Koronarsyndroms (ACS). Das klinische Bild nach Ruptur einer Plaque kann
sich, abhéngig von der GréBe, der Lokalisation und der Dauer des durch die
Thrombusformation hervorgerufenen Verschlusses, sehr vielfaltig darstellen.
Von unauffallig, Gber transiente, episodische Schmerzen wie bei der instabilen
AP bis hin zum akuten Myokardinfarkt durch abrupte Reduktion oder abrupten
Abbruch der koronaren Blutversorgung, sind alle Nuancen denkbar. Ein
manifester ST-Hebungsinfarkt entwickelt sich aus einer persistierenden

GefaBokklusion.

Es muss einschrédnkend darauf hingewiesen werden, dass es sich bei der hier
vorliegenden Theorie um eine studienhafte Beschreibung mit Modellcharakter
handelt. Nicht jede atherosklerotische Plaque durchléuft alle Stadien und fuhrt
somit konsekutiv zum akuten Myokardinfarkt. Vielmehr existieren mehrere
Plaques bei einer Person in verschiedenen Stadien gleichzeitig, wovon manche
das letzte Stadium erreichen mdgen, die meisten jedoch in einem anderen
Stadium sistieren oder sich gelegentlich sogar zurtckbilden. Auch die Annahme
jeder Myokardinfarkt sei auf eine Plaqueruptur zurlickzufuhren ist falsch, da es,
auch wenn die Plaqueruptur sicher die hdufigste Ursache darstellt, noch andere
Griande fur die Sauerstoffminderversorgung und damit das Entstehen eines
Myokardinfarktes gibt (z.B. Vasospasmen bei der sogenannten Prinzmetal-

Angina oder Koronarembolien bei Vorhofflimmern).

13
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Endothelzellen als Immunzellen

Die klassische Immunreaktion erfordert die Présentation eines Antigens durch
antigen-préasentierende-Zellen (APC = Antigen Presenting Cells) an Zellen der
Effektorantwort (z.B. CD4*-T-Zellen). Bei APC handelt es sich zum Beispiel um
Makrophagen, dendritische Zellen und aktivierte B-Lymphozyten. APC
présentieren bei Kontakt mit kérperfremden Molekilen das Antigen gemeinsam
mit HLA-Molekulen der Klasse II. Die gleichzeitige Expression von sogenannten
kostimulatorischen Molekilen (z.B. CD80, CD86) durch APC mit Bindung an
den spezifischen Rezeptor auf der Effektorzelle ist zwingende Voraussetzung
fir eine effektive Aktivierung von immunologischen Effektorzellen mit dann
zielgerichteter Zerstérung des Antigens. Der Kontakt zwischen APC und T-
Lymphozyt kann durch Expression von Adh&sionsmolekllen wie zum Beispiel
ICAM (= intracellular adhesion molecule)-1 noch zusatzlich gesteigert werden.

Auch Endothelzellen kénnen als sogenannte semi-professionelle APC eine
Immunantwort initiieren. Es konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen

Antigene uber MHC-I- und MHC-II-Moleklle préasentieren und im
Zusammenspiel mit Expression von kostimulatorischen Molekllen Effektor-T-
Lymphozyten aktivieren kénnen [17]. AuBerdem exprimieren Endothelzellen in
weiten Anteilen des GefalRbaumes unter Zytokin-Stimulation (z.B. TNFa, IFNY)
die proinflammatorischen Adhasionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 (=vascular

cell adhesion molecule), welche an der Zell-Zell-Adhasion beteiligt sind [18].
Somit sind Endothelzellen fahig, eine Immunantwort in der GefaBwand zu

initiieren und zu unterhalten [17].

Schon 1993 wurde von der Arbeitsgruppe um Li et al. anhand eines
Hasenmodells gezeigt, dass Endothelzellen unter fettreicher Diat vermehrt
VCAM-1 exprimieren. Die verstarkte Expression von VCAM-1 im Endothel trat
vor den ersten atherosklerotischen Lasionen auf, wohingegen bei Hasen, die
mit einer normokalorischen Diat gefuttert wurden, VCAM-1 nicht exprimiert

wurde. In vitro konnten sie des Weiteren zeigen, dass IL1a, TNFa, IL-4,

14
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Interferon-gamma und gramnegative bakterielle Polysaccharide die VCAM-1-
Expression auf dem Endothel zuséatzlich zu dem atherogenen Lipid-Milieu
induzieren konnten [19].

Im Rattenmodell unter cholesterinreicher Diat zeigte sich eine nicht nur auf das
Endothel begrenzte ICAM-1-Expression, sondern eine im betroffenen
GefaBsegment in allen Wandabschnitten (Intima, Media, Adventitia) ubiquitar
nachweisbare ICAM-1-Expression. Wenn die fettreiche Nahrung beendet und
wieder auf eine normale Diat umgestellt wurde, sank die ICAM-1-Expression
bereits nach vier Wochen wieder signifikant ab [20].

Auch bei arteriosklerotischen Plagues in humanen KoronargefaBBen konnte eine
erhdhte endotheliale Expression von ICAM-1 und VCAM-1 nachgewiesen
werden [21]. Khan et al. zeigten, dass VCAM-1 in humanen aortalen
Endothelzellen nach Inkubation mit oxidiertem LDL TNFa-abhéngig verstarkt
exprimiert wird [22].

Dies alles legt nahe, dass Endothelzellen Uber die Expression von
Adhéasionsmolekilen wie ICAM-1 und VCAM-1 an der Migration von im Blut
zirkulierenden T-Zellen und Makrophagen in die GefaBwand beteiligt sein

kdnnten.
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Endotheliale Progenitorzellen

Seit Asahara et al. im Jahr 1997 einen Artikel Gber endotheliale Progenitorzellen
(=EPC) und deren Potenzial in Endothelzellen zu differenzieren, publizierten,

stieg das Interesse an eben diesen Zellen sprunghaft an.
Definition und Bedeutung endothelialer Progenitorzellen

EPC sind im peripheren Blut zirkulierende Zellen aus dem Knochenmark, die in
vivo und in vitro sowohl endotheliales als auch vaskulogenetisches Potenzial
aufweisen. Es konnte gezeigt werden, dass Progenitorzellen einen wichtigen
Beitrag zur Vaskulogenese und der Reparatur geschadigten Endothels leisten
[23-27]. In Tierversuchen konnte zuerst gezeigt werden, dass ex-vivo kultivierte
EPC entscheidend an der Reperfusion bei Ischamie beteiligt sind [23, 24], mit
dem Resultat eines verminderten Ischamieareals und Aussprossung neuer
Kapillargeféale. Nachdem die Studien einen frappierend positiven Effekt von
EPC zeigten, wurden auch Studien an Patienten durchgefuhrt.

Einer randomisierten, doppelblinden Studie aus dem Jahr 2011 zufolge, in
welcher Patienten mit refraktérer Angina pectoris entweder autologe, aus dem
Knochenmark mobilisierte, CD34Zellen, oder ein Placebo in das ischdmische
Myokard injiziert wurde, erlitten Patienten, die mit dem Verum behandelt wurden
im darauffolgenden Jahr signifikant weniger AP-Anfélle, als Patienten, die ein
Placebo injiziert bekommen hatten [28]. Einschrénkend muss erwéhnt werden,
dass die injizierten CD34* EPC nicht in dem betreffenden Myokardareal
nachverfolgt werden konnten, so dass der pathophysiologische Hintergrund der
klinischen Beobachtung unklar blieb.

16
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Charakterisierung endothelialer Progenitorzellen

Mit der Charakterisierung der EPC haben sich viele Arbeitsgruppen beschéftigt
[29]. Ein endglltiges Modell, wie man EPC charakterisieren und somit
gegebenenfalls isolieren kann, ist bislang noch nicht entwickelt, es gibt jedoch

viele Vorschlage.

Asahara et al., die den ersten Artikel zu diesem Themenkomplex im Jahr 1997
verdffentlichten [30], definierten EPC zuerst als CD34*Zellen, da CD34 sowohl
auf humanen Stammzellen, als auch auf Endothelzellen zu finden ist und die im
Blut zirkulierenden CD34'Zellen somit am wahrscheinlichsten sowohl
vaskulogenetisches als auch endotheliales Potenzial aufweisen kdnnten [25].
Andere Arbeitsgruppen versuchten, EPC genauer zu charakterisieren indem
CD34+Zellen Uber zusétzliche Expression von anderen Oberflachenmarkern
definiert wurden. CD34* Zellen, die gleichzeitig CD133, als Marker
hamatopoetischer Stammzellen und KDR (VEGFR2, vascular endothelial
growth receptor 2) als Marker vaskuldrer Endothelzellen exprimieren, werden
von vielen Arbeitsgruppen als potenzielle EPC angesehen [31, 32].

Ein weiteres gangiges Modell EPC ex vivo zu isolieren, ist anhand von
Zellkulturen aus mononukleéren Zellen des peripheren Blutes, die Gruppe von
Zellen mit der passenden Differenzierung auszuwahlen:

Dabei werden zunéachst jene Zellen, welche sich in der Zellkultur adhérent
zeigten isoliert und einer genaueren Analyse zugeflihrt. Diejenige Zellgruppe,
welche acetyliertes LDL aufnimmt und Lektin bindet wird als ,late-outgrowth
colony-forming-units endothelial cells“ bezeichnet (diese sind in der Lage
koloniebildende Einheiten mit Differenzierungspotenzial hin zu Endothelzellen
zu bilden) [29, 30, 33, 34]. Dies unterscheidet sie gravierend von im Blut
zirkulierenden, von der subendothelialen GefdBmatrix
losgel6sten, ,physiologischen’ Endothelzellen.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass so isoliete EPC in verschiedenen
Graden auch andere Oberflachenmolekile exprimieren, was die Differenzierung

von anderen Zellen, zum Beispiel Makrophagen, methodisch erschwert [35-37].
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Ein anderer Ansatz EPC zu definieren ist, ihr Verhalten in vivo und in vitro zu
untersuchen. Fur Endothelzellen einmalig zu sein scheint, dass sie in einem
dreidimensionalen Kultursystem aus Kollagen Réhren ausbilden [38]. Weil
dieser Phanotyp endothel-spezifisch zu sein scheint, kann ein solcher
Versuchsaufbau auf funktionaler Art helfen, isolierte Zellen als EPC zu
identifizieren [39]. Die verschiedenen Charakterisierungs- und
Isolationsmoglichkeiten fihren daher inert zu unterschiedlichen Resultaten in

der Analyse von funktionellen Versuchsaufbauten.
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Klinische Relevanz

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass bei Patienten mit
kardiovaskularen Risikofaktoren (Diabetes mellitus [40], Hypertonus [41],
Hypercholesterindmie [42], Nikotinkonsum [43] und Adipositas [44]) signifikant
weniger CD34* EPC im Blut zirkulieren als bei Probanden ohne kardiovaskulare
Risikofaktoren. AuBerdem wurde gezeigt, dass die Verminderung der
Risikofaktoren, zum Beispiel durch Nikotinkarenz [43], Gewichtsabnahme [44],
Ausdauertraining [45], Einstellung des Blutzuckers mit Insulin [46] oder des
Hypertonus mit Inhibitoren des Renin-Angiotensin-Systems [47] und vor allem
die Einnahme von HMG-CoA-Reduktase-Hemmern (sogenannten Statinen) die
Zahl der im peripheren Blut zirkulierenden EPC erhéhen kann [34]. Dies ist
neben der Verringerung der Mortalitat [48], der reduzierten Thrombogenitéat [49],
der Unterdriickung von Entziindung im atherosklerotischen GefaBendothel [50]
und der Erhdéhung der NO-Produktion desselben [51] ein weiterer der
pleiotropen Effekte von Statinen. Der Arbeitsgruppe um Dimmeler gelang es,
den Signalweg der zur erhéhten Freisetzung von EPC unter Statintherapie
fihrt, zu identifizieren [34]. Ob die vermehrt ausgeschitteten EPC jedoch
funktionell gleichwertig zu EPC von Patienten ohne Statintherapie sind, oder ob
deren immunologische Eigenschaften verandert sind wurde bisher noch nicht
charakterisiert.

Neben Analyse der Quantitat zirkulierender EPC konnte mehrfach gezeigt
werden, dass die Reparaturfahigkeit von EPC gerade in solchen Stadien der
KHK vermindert ist, bei denen eine Schadigung des Endothels vorherrscht [41,
46, 47]. Die zu Grunde liegenden Mechanismen dieser verminderten
Reparaturfahigkeit sind nur unzureichend geklart.

Far eine diabetische Stoffwechsellage konnte so beispielsweise gezeigt
werden, dass die Aktivitat spezifischer Proteasen inhibiert ist, wodurch die
Fahigkeit der EPC in Endothel einzudringen verschlechtert wird [52]. Zudem

konnte gezeigt werden, dass die NO (=Stickstoffmonoxid)-vermittelte Migration

aus dem Knochenmark, wie auch die Funktionalitdt der aus dem peripheren
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Blut isolierten humanen EPC in Abh&ngigkeit von kardiovaskularen

Risikofaktoren negativ beeinflusst wird [52].

Mobilisation von EPC aus dem Knochenmark

Eine Ischamie fuhrt zur Mobilisation von EPC aus dem Knochenmark [23, 53,
54]. Shintani et al. konnten zeigen, dass es bei akutem Myokardinfarkt zu einer
vermehrten Mobilisation von EPC aus dem Knochenmark in die Peripherie
kommt [54]. Dabei induziert SDF1 (= stromal-derived factor 1) die Aktivierung
einer NO(=Stickstoffmonoxid)-abhangigen Kaskade, welche zur proteolytischen
Lésung der EPC von den Bindegewebszellen des Knochenmarks und somit zu
deren Freisetzung aus dem Knochenmarkstroma fihrt. Zytokine (z.B.
Interleukin 6), Wachstumsfaktoren (z.B. VEGF) und Molekile wie EPO oder NO
kénnen die Freisetzung von EPC erleichtern und somit eine erhdéhte Zahl von
EPC in der Peripherie bewirken [55].

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Mobilisierung von EPC aus dem
Knochenmark [57]
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Durch Zelladh&sionsmolekulle, Chemokine, Wachstumsfaktoren und Hormone
erfolgt die Migration der Zellen in geschadigtes myokardiales Gewebe [55, 56],
wo sie an der endothelialen Regeneration und der Plaquestabilisierung beteiligt

sein koénnen [57]. Dabei spielt der PI3K/Akt/eNOS Signalweg eine
entscheidende Rolle fur Proliferation und Migration von EPC [58-60]. Das
Vorliegen kardiovaskularer Risikofaktoren scheint vor allem tber Beeinflussung
des Pi3K/Akt/eNOS-Signalweges die EPC-Anzahl und deren Funktionalitat zu

erniedrigen.

Ob die Migration von CD34* EPC in geschadigte Gebiete wirklich zu einer
Verbesserung der Revaskularisierung und Plaquestabilitét fihrt bleibt weiterhin
fraglich. Die erworbenen Erkenntnisse beziiglich CD34* EPC sind wichtig um
die Regenerationsféhigkeit des Kdérpers zu verstehen und fur therapeutische
Zwecke zu nutzen. So erhofft man sich von einer mdglichen Induktion
zirkulierender CD34* EPC zum Beispiel einen Ersatz von dysfunktionalem
Endothel, die Regression von atherosklerotischen Plaques, bzw. die
Regeneration mechanisch geschéadigter GefaBabschnitte nach Manipulationen
(u.a. durch PTCA, Stenting).
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2. Arbeitshypothese und Fragestellung

Im peripheren Blut zirkulierende CD34* EPC sind wie von mehreren
Arbeitsgruppen gezeigt, quantitativ im Zusammenhang mit kardiovaskularen
Risikofaktoren vermindert [40, 41, 47]. Auf der anderen Seite werden CD34*
EPC bei ischamischen Ereignissen wie z.B. bei akutem Koronarsyndrom aus

dem Knochenmark mobilisiert [54].

Unsere eigene Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass Zell-Matrix-Kontakt flr den
funktionellen und immunologischen Phanotyp CD31+-Endothelzellen aus

verschiedenen GefaBbetten von groBer Bedeutung ist [61]. Dieser Zell-Matrix-
Kontakt wird durch systemische Erkrankungen wie arteriellen Hypertonus,
Diabetes mellitus, Hyperlipidamie oder Autoimmunerkrankungen qualitativ
alteriert [62-64]. So wird die endotheliale Expression von Adhasionsmolekilen
und Kkostimulatorischen Molekulen sowie HLA-DR durch Modifikation der
zugrundeliegenden subendothelialen Basalmembran reguliert [61]. Dadurch
wird mdglicherweise die Migration von Immunzellen angeregt, welche wiederum

die Aktivierung und Schadigung des Endothels vorantreiben.

Patienten mit akutem Koronarsyndrom weisen im systemischen Blut eine
nachweisbare Aktivierung des Immunsystems auf [65, 66]. Wir postulieren
deshalb, dass im peripheren Blut zirkulierende CD34* endotheliale
Progenitorzellen - losgelost von der Matrix des Knochenmarkes - in diesem
inflammatorischen systemischen Milieu ebenfalls immunologisch aktiviert
werden: im peripheren Blut zirkulierende EPC weisen bei Patienten mit akutem

Koronarsyndrom eine gesteigerte Expression von Adhasionsmolekilen, MHC-

Molekulen und kostimulatorischen Molekilen auf.
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Im Detail soll als Ausdruck der Immunaktivierung die Auspragung der mRNA-
Expression der Adhésionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1, der
kostimulatorischen Molekile CD80 und CD 86, sowie von HLA-DR auf aus dem
peripheren Blut isolierten CD34* endothelialen Progenitorzellen charakterisiert
werden.

Zudem soll der in vitro Einfluss proinflammatorischer Molekile (TNFa und
IFNy), sowie der Einfluss einer bestehenden Statintherapie auf die
Genexpression von Oberflichenmarkern auf aus dem peripheren Blut isolierten
CD34* EPC charakterisiert werden.
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3. Material und Methoden

Studienpopulation

Es wurden vier Patientenpopulationen in die Studie eingeschlossen. Die
Einteilung erfolgte anhand der klinischen Prasentation. Ein positives Votum zur
Durchfihrung der Studie wurde von der Ethikkommission der LMU Minchen

erteilt.

Die erste Gruppe (n=18) bestand aus gesunden Probanden, bei welchen das
Vorliegen einer KHK mittels invasiver Untersuchung oder anhand eines
fehlenden Risikoprofils und unauffalliger nicht-invasiver Untersuchung

(Ergometrie, Intimadicke im Carotisduplex) ausgeschlossen wurde.

Die zweite Gruppe bestand aus Patienten mit stabiler KHK (n=18). Alle
Patienten wiesen eine klinisch stabile Anamnese auf. Die klinische Einteilung
erfolgte anhand der CCS-Klassifikation, eine von der kanadischen Gesellschaft
fur Kardiologie (CCS= canadian cardiolovascular society) entwickelte
Klassifikation der Angina pectoris. Mittels Koronarangiographie konnte bei allen
dieser Patienten eine koronare Makroangiopathie ohne Vorliegen

hdmodynamisch relevanter Stenosen diagnostiziert werden.

Bei der dritten Gruppe (n=15) handelte es sich um Patienten mit instabiler KHK.
Diese beinhaltete Patienten mit instabiler Angina pectoris (n=7) und nicht ST-
Hebungs-Infarkt (NSTEMI, Troponin positiver Myokardinfarkt ohne ST-Strecken-
Hebung im EKG) (n=8).

In die letzte Gruppe wurden ausschlieBlich Patienten mit STEMI

(Myokardinfarkt mit ST-Strecken-Hebung) aufgenommen (n=5).

Ausschlusskriterien waren ein in den letzten sechs Monaten stattgehabter

Myokardinfarkt oder ein anderes ischamisches Ereignis (z.B. pAVK, zerebrale
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Ischamie), Blutabnahme mehr als 6 Stunden nach Symptombeginn (Gruppe 3

und 4), systemische Entziindungszeichen (CRP>0,5mg/dl, Leukozyten>10000/

ul), Autoimmunerkrankungen, paraneoplastische Erkrankungen,

Lebererkrankungen, dialysepflichtige Niereninsuffizienz oder Herzklappenfehler.
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Blutentnahme und -aufbereitung

Von Patienten mit akutem Koronarsyndrom (instabile AP, NSTEMI, STEMI) oder
stabiler KHK wurde jeweils 100ml Vollblut im Rahmen der invasiven
Untersuchung direkt nach arterieller Punktion und Aspiration aus der arteriellen
Schleuse entnommen und sofort mit 4yl Natriumheparin in zwei 50ml Falcon

Roéhrchen (BD) Uberflihrt und vermischt.

Die Blutentnahme bei gesunden Probanden erfolgte entweder nach invasivem
Ausschluss einer KHK (n=4) ebenfalls durch die arterielle Schleuse oder bei
Probanden mit unauffalliger, nichtinvasiver Untersuchung und fehlendem
Risikoprofil durch Blutentnahme Uber die Cubitalvene (n=14). In hier nicht
dargestellten Vorversuchen hatten sich keine Unterscheide in Messergebnissen

zwischen arterieller und vendser Blutentnahme gezeigt.
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Materialien

Puffer, L6sungen

- PBS-L&sung, 500ml von Biochrom

- Biocoll Seperating Solution, 500ml von Biochrom

- Isolation Buffer, selbst hergestellt aus 0,1%BSA (Albumine Bovine von Sigma Solution), 2mM
EDTA, 500mI PBS

- Endothelial Cell Growth Medium (PromoCell)

Reagenzien, Antikorper, Primer

- Trizol Reagent, 100ml von Invitrogen

- Dynabeads FlowComp Flexi Kit von Invitrogen

- Mouse Anti-CD34 (Stem Cell) Antikérper von Invitrogen

- CD34 Antibody (FITC) von BD Bioscience

- iScript cDNA Synthesis Kit von BioRad

- Sso Advanced SYBR Green Supermix von BioRad

- GAPDH, CD80, CD86, ICAM-1, VCAM-1 Primer von Metabion
- TNFa von Roche

- Inferferon gamma von Roche

Tubes,Pipettenspitzen, Filter

- ThermoTube PCR Tubes 0,2ml von PeqlLab

- Leukosep-Rdéhrchen mit Trennscheibe, 50ml von Greiner Bio-One
- BD Falcon Réhrchen, konisch, 50ml und 15ml von Omnilab

- Safe Lock Tubes 1,5ml und 2ml von Eppendorf

UVette 220-1600nm von Eppendorf

ep Dualfilter TIPS, steril, PCR clean von Eppendorf

- Spritzenvorsatz-Filter 25mm von VWR

Gerate

- Rotina 46 R Zentrifuge von Hettich

- Mikro 22 R Zentrifuge von Hettich

- iCycler (PCR-Cycler mit dem Programm iQ5) von BioRad
- Gene Amp PCR System 9700 von PE Applied Biosystems
- BioPhotometer Plus von Eppendorf

Mikroskop Axiovert 25 von Zeiss

- Immunfluoreszenzmikroskop
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Isolation von CD34*Zellen

Zur Vorbereitung der Zellisolation, wurde je 20-25ml heparinisiertes Vollblut mit
10-15ml PBS (Biochrom) in Leukosep-Réhrchen mit Trennscheibe (Greiner Bio-
One) geflllt, welche mit 15ml Bicoll-Seperating Solution (Biochrom) befullt
waren. AnschlieBend wurden die gefllliten Réhrchen 20 Minuten bei 2250 rpm
und Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Aufgrund des
Dichtegradienten mit Ficoll bilden sich drei Schichten. Die oberste Schicht
besteht aus Blutplasma, die néachste enthalt mononukleare Zellen und
schlieBlich, durch die Trennscheibe getrennt, die dichteren Blutbestandteile wie
Granulozyten, Erythrozyten und Thrombozyten. Die Zellschicht, welche die
mononukledren Zellen enthélt, wurde abpipettiert, zwei Mal mit Isolation Buffer
gewaschen und gezé&hlt. Damit gewonnene Zellzahlmenge variierte von 1,65 bis
15,75x107 Zellen.

Die isolierten mononukleéren Zellen wurden anschlieBend mit einem anti-
CD34-Mouse-Antibody (Invitrogen) far zehn Minuten bei 4°C inkubiert, Flow-
Comp-Flexie Dynabeads (Invitrogen) 15 Minuten bei 4°C unter Bewegung an
die Antikérper beschichteten CD34*Zellen gebunden und schlieBlich die an die
Beads gebundenen CD34Zellen mithilfe eines Magneten isoliert. Nach einem
Waschschritt mit Isolation-Buffer wurde der Release-Buffer zugegeben, die
Zellen 10 Minuten bei Raumtemperatur unter Bewegung von den Beads geldst

und dann die freien Zellen wieder unter Einsatz des Magneten entfernt.

Die Halfte der Zellen wurde anschlieBend vier Stunden mit 10 ng/ml TNFa im
Endothelial Cell Growth Medium (PromoCell) bei Raumtemperatur inkubiert und
danach in Trizol gel6ést. Der andere Teil wurde sofort und ohne vorherige
Inkubation in Trizol geldst.

AuBerdem wurden Zellen einiger Probanden einer vierstiindigen Stimulation mit

1ug/ml IFNy im Zellmedium, ebenfalls bei Raumtemperatur, zugefihrt.
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Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen abzentrifugiert, die
TNFa- bzw. IFNy-Lésung abpipettiert, die Zellen in Trizol gelést und bei -80°C

eingefroren.

Immunfluoreszenzfarbung

Um die Reinheit der CD34" Isolation zu demonstrieren, wurde ein Teil der Zellen
einer Immunfluoreszenzfarbung mit CD34-Antikérpern (FITC, BD Bioscience)
zugefuhrt. Dabei wurde die Zellsuspension auf einen Objekttrager pipettiert und
nach Verdunsten des Mediums mit 4% Formalin in PBS 10 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert, gefolgt von einer Waschung in PBS. Bei
Raumtemperatur folgte nun die Permeabilisierung und der Proteinblock mit
0,05% Triton und 5% BSA in PBS fur 15 Minuten. AbschlieBend wurde eine
erneute Spilung mit PBS durchgefiihrt. SchlieBlich wurde der CD34-Antikérper
in der Verdunnung 1:100 aufgetragen, 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer
feuchten Box inkubiert und erneut mit PBS gewaschen. Die Kernfarbung wurde
mit DAPI, 1:500 verdunnt, durch Auftragung und anschlieBender funfminutiger
Inkubation durchgefihrt. Danach wurde ein letztes Mal mit PBS gespdlt.
AnschlieBend wurde der getrocknete Objekttréager sofort unter dem Mikroskop
betrachtet und fotografiert. Die Auszahlung erfolgte mittels Neubauer-

Zahlkammer.

RNA-Isolation aus isolierten CD34*'Zellen

Um die Expression der Oberflachenmolekile in der realtime-PCR messen zu
kdnnen, muss die cDNA der Zellen isoliert werden, was zunéchst die RNA-
Isolation mit Trizol/Chlorophorm voraussetzt. Dabei wurden die in Trizol
geldsten Zellen mit Chlorophorm gemischt und der wéssrige Uberstand mit der
gelésten RNA nach 15-mindtiger Zentrifugation bei 4°C abpipettiert. Die RNA
wurde durch zehnmindtige Inkubation mit Isopropanol und anschlieBender

zehnminutiger Zentrifugation ausgefallt. Nach der Waschung mit 75% Ethanol,
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wurde das vorhandene Pellet in destilliertem Wasser gelost und die Menge und

Qualitat der RNA im BioPhotometer Plus (Eppendorf) gemessen.

cDNA-Synthese

Die Umschreibung von cDNA aus 1uyg RNA wurde mit dem iScript cDNA
Synthesis Kit von BioRad, im Gene Amp PCR System 9700 von PE BioSystems
durchgefuhrt. Dabei wurde je 1ul reverse Transkriptase mit 4ul reaction mix
eingesetzt, die RNA zugefugt und bis auf 20ul mit RNAse und DNAse freiem
Wasser aufgeflillt. Das Reaktionsgemisch wurde zunéchst 5 Minuten bei 25°C,
dann 30 Minuten bei 42°C und schlieBlich 5 Minuten bei 85°C inkubiert. Die

cDNA wurde zur Lagerung bei -80°C eingefroren.

Real Time PCR

Die Real Time PCR erfolgte mithilfe des iCycler von BioRad. Die Primer wurden
mit dem online erhéaltlichen Programmen Primer 3 oder Primer 3+ erstellt.
Neben der optimalen Annealing-Temperatur, welche fur jeden Primer anhand
eines Temperaturgradienten bestimmt wurde, wurde auBerdem jeweils eine
Verdinnungskurve erstellt, um die gleiche Funktion der Primer bei

verschiedenen Ziel-Gen Expressionslevels zu zeigen.

Im Folgenden sind die DNA-Sequenzen der entsprechenden Primer und die

spezifischen Annealing-Temperaturen dargestellt:
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GAPDH
60°C
forward:

reverse.

CD80
60°C
forward:

reverse:

CD86
60°C
forward:

reverse.

ICAM-1
60°C
forward:

reverse:

VCAM-1
60°C
forward:

reverse.

HLA-DR
60°C
forward:

reverse:

5-CGC TGA GTACGT CGT GGA GTC-3
5-GCA GGA GGC ATT GCT GAT GA-3*

5-TAA GGT AAT GGC ACC ACA GCT TC-3
5“TTG TGA TAT GCT GCC TGA CC-3'

5-GCT GCAACG GAATTA GGAAG-3f
5-TTT CCT CTG GTT GCC TTG AG-3'

5“GGC TGGAGC TGT TTG AGAAC-3'
5-“TCACAC TGACTG AGG CCT TG-3'

5“TAAATT GCC TGG GAA GAT GG-3
5- GGT GCT GCAAGT CAATGA GA-3

5’-AGA CAAGTT CAC CCC ACC AG-3
5-AGC ATC AAACTC CCAGTG CT-3

Abbildung 3: DNA-Sequenzen und spezifische Annealing-Temperaturen der Primer
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Pro Reaktion wurden dabei jeweils 2ul cDNA, je 500nM forward- und reverse
Primer (entsprach je 1pul Primer) und 10yl Sso advanced SYBR-Green
Supermix (BioRad), welcher dNTPs in dquimolaren Mengen, DNA-Polymerase,
Magnesiumchlorid, einen optimalen Reaktionspuffer und einen Farbstoff enthalt,
eingesetzt und mit 6yl RNAse und DNAse freiem Wasser auf 20yl
Reaktionsvolumen aufgefullt. Fir jede DNA-Probe erfolgte eine
Doppelbestimmung. AuBerdem wurde fur jeden Primer eine Negativprobe
eingesetzt, um eventuelle Verschmutzungen zu detektieren. Fir die

Negativprobe wurde die cDNA durch 2ul Wasser ersetzt.

Im iCycler von Biorad wurde fir die Real Time PCR fir die einzelnen Zyklen

folgendes Programm festgelegt:

Die Aktivierung der DNA-Polymerase erfolgt durch die dreiminitige Erhitzung
auf 95°C.

Der anschlieBende PCR-Zyklus setzte sich zusammen aus einer zehn
Sekunden dauernden Denaturierungsphase bei 95°C, gefolgt von einer
Annealing-Phase, welche 25 Sekunden dauert und einer abschlieBenden
Extensionsphase fiur 15 Sekunden. Dieser Zyklus wurde 45 mal wiederholt.
Nach einem einminttigen Zwischenzyklus bei 95°C wurde die Schmelzkurve in
0,5°C Schritten, von 55°C bis 95°C, geschrieben. In der Schmelzkurve wird die
Temperatur kontinuierlich erhéht und die polymerisierte Doppelstrang-DNA
dissoziiert an ihrem, fur sie spezifischen Schmelzpunkt, in zwei Einzelstrange.
Somit wird die Freisetzung des zuvor eingeflgten Farbstoffs (SYBR-Green)
evoziert und die Fluoreszenz vom iCycler registriert. In jedem Zyklus findet also

die Verdopplung des Ursprungsmaterials statt.

Die Auswertung erfolgte durch Semiquantifizierung des Transkriptionslevels der
jeweiligen Gene mit Hilfe der AACt-Methode. Die Normalisierung erfolgte durch
Korrektur des Mittelwertes der jeweiligen Doppelbestimmung jedes PCR-

Produktes, mit dem konstitutiv exprimierten ,house keeping gene“ GAPDH.
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Ct ist hierbei der ,cycle threshold®, das heiBt der Schwellenwert-Zyklus, bei dem
erstmals die Fluoreszenz signifikant Uber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.
ACt zeigt den Unterschied zum Housekeeping-Gene GAPDH auf, welches auf
allen Zellen gleich stark exprimiert wird und somit Unterschiede in der Menge
der eingesetzten cDNA ausgeglichen werden. Je niedriger ACt, desto geringer
ist der Abstand zur Expression von GAPDH und desto héher ist die Expression
des betreffenden Templates (= die DNA-Sequenz welche untersucht wird).

Mit der AACt-Methode wird anschlieBend die Differenz zwischen den zwei ACt-
Werten verschiedener Gruppen berechnet und in die Gleichung ’'n-fache
Expression (z.B. Gruppe ,gesund“ zu Gruppe ,stabile KHK") = 2A-AACt

eingesetzt.

ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

Um die Konzentration von TNFa (in pg/ml) im Serum von Patienten ohne KHK
(Kontrolle), stabiler KHK, instabiler KHK und akutem Myokardinfarkt zu
ermitteln, wurde ein ELISA der Firma R&D Systems genutzt. Ein
enzymbeladener Antikbrper wird hierbei gegen TNFa gerichtet. Die Zugabe des
chromogenen Substrats ermdglicht daraufhin die Messung der Extinktion des
Reaktionsprodukts mit Hilfe eines Spektrophotometers.

Die Blutentnahme erfolgte zum gleichen Zeitpunkt wie die Entnahme fir die
CD34-Analyse. Der ELISA wurde nach den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt.
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Statistische Auswertung

Bei den Proben wurde mittels Kolmogorov-Smirnov-Test eine Normalverteilung
Uberpruft und in einem Histogramm dargestellt. Bei den normalverteilten,
unverbundenen oder verbundenen Stichproben fand der T-Test Anwendung, bei
den unverbundenen Stichproben ohne Normalverteilung wurde der Mann-
Whitney-U-Test verwendet. Bei den verbundenen Stichproben ohne
Normalverteilung wurde der Wilcoxon-Test eingesetzt. Wurden mehr als zwei
Stichproben verglichen kamen der Anova-Test fur normalverteilte und der
Median-Test fur nicht normalverteilte Stichproben zur Anwendung.

Bei p<0,05 wurde ein signifikanter Unterschied angenommen. Die Auswertung
far alle Proben wurde mit SPSS durchgefihrt. Es erfolgte eine Beratung durch
das Institut fur medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und

Epidemiologie der LMU Minchen.
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4. Ergebnisse

Charakterisierung des Patientenkollektivs

Gesunde Probanden:

Das Durchschnittsalter der 18 gesunden Probanden betrug 36+20 Jahre. Die
Hélfte davon war maénnlich. In der gesamten Gruppe fanden sich keine
Risikofaktoren fir koronare Herzkrankheit. Die Probanden standen unter keiner

regelméaBigen Medikamenteneinnahme.

Stabile KHK:

Die Gruppe der Patienten mit stabiler KHK beinhaltete 18 Patienten, wovon 15
(83,3%) mannlich waren. Das Durchschnittsalter betrug 75+6 Jahre. Jeder der
Patienten litt unter einem arteriellen Hypertonus, wobei nur zwolf (66,7%) mit
einem ACE-Hemmer oder Sartan behandelt wurden. 83,3% der Patienten mit
stabiler KHK litten an einer Hyperlipoproteindmie und wurden mit einem Statin
behandelt. Vier Patienten (22,2%) litten an einem Diabetes mellitus, wobei
keiner unter Insulintherapie stand. Drei Patienten bekamen orale Antidiabetika.
15 Patienten (83,3%) nahmen zum Zeitpunkt der Probeentnahme ASS ein. Vier
Patienten (22,2%) waren Raucher. Im Durchschnitt zeigte sich eine koronare

ZweigefaBerkrankung mit einem mittleren Stenosegrad von 41+17,7%.

Instabile KHK:

Das Durchschnittsalter in der finfzehn Probanden zahlenden Gruppe der
Patienten mit instabiler KHK betrug 72+9 Jahre. Zwélf Patienten (80%) waren
mannlich. Zwoélf der funfzehn Probanden (80%) litten an einem arteriellen
Hypertonus der bei neun Patienten mit einem ACE-Hemmer oder Sartan
behandelt wurde. Neun Patienten litten an einer Hyperlipoproteindmie, die bei
sieben mit einem Statin therapiert wurde. Zehn Patienten (66,7%) nahmen ASS
ein. Es befand sich ein Diabetiker in der Gruppe der Patienten mit instabiler
KHK, der jedoch keine oralen Antidiabetika nahm und nicht insulinpflichtig war.

Funf (33,3%) der Patienten waren Raucher. Im Durchschnitt zeigte sich eine

35



Endotheliale Progenitorzellen: Immunogenitat zirkulierender CD34*Zellen bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung

koronare ZweigefaBerkrankung mit einem mittleren Stenosegrad von
85,7+12,5%.

STEMI:

Die Gruppe der Patienten mit STEMI bestand aus funf Patienten im
durchschnittlichen Alter von 61+16 Jahren. Vier (80%) von ihnen waren
mannlich. Vier litten an einem arteriellen Hypertonus der mit einem ACE-
Hemmer oder Sartan behandelt wurde. Ein Patient litt an einer
Hyperlipoproteinamie. Zwei Patienten nahmen zum Zeitpunkt der
Probeentnahme ein Statin ein. Ein Patient war Diabetiker und mit einem oralen
Antidiabetikum behandelt. Drei Patienten nahmen des Weiteren ASS ein. Zwei
der funf Patienten mit STEMI waren Raucher. Im Durchschnitt zeigte sich eine

koronare ZweigefaBerkrankung mit einem mittleren Stenosegrad von 99+2,2%.
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Gesund stabile KHK instabile KHK STEMI

(n=18) (n=18) (n=15) (n=5)
Alter, Jahre 36+20 75:6+ 72:9* 61£16
Manner 9 (50) 115 (83,3) 112 (80) 4(80)
Hyperlipo- 0 (0) 115(83,3) + 19 (60) * 1 (20)
proteindmie i 3 3
Hypertonus 0(0) 118 (100) * 112(80) +8 4(80) #
Nikotin 0 (0) 4(22,2) 15(33,3) 2(40)*
Diabetes mellitus 0 (0) 4(222) 1(6,7) 1 (20)
Statin 0 (0) 15(83,3) + 7(46,6) 2 (40)
ACE-Hemmer/ 0 (0) 112(66,7) + 19 (60) # 1 4(80) *
Sartane 5
ASS 0(0) 15(833)+  10(66,7)*  3(60)
Insulin 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0)
Orale Antidiabetika | 0 (0) 13(16,7) 10(0) 1 (20)
Betablocker 0 (0) 14(77,8) + 6 (40) 13 (60)

Tabelle 1: klinische Charakteristiken der Studienpopulation
+ SD (Standardabweichung); Werte in Klammern= prozentualer Anteil,
Signifikanzberechnungen mittels Kruskal-Wallis-Test und Post-Hoc-Differenzierung

*p<0,05 vs. gesund; ¥p<0,01 vs. gesund; *p<0,001 vs. gesund; $p<0,001 vs. stabil

37



Endotheliale Progenitorzellen: Immunogenitat zirkulierender CD34*Zellen bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung

Immunfluoreszenzmikroskopie

Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte eine Reinheit der CD34* EPC-Isolation

bei allen erfolgten Isolationen sowohl aus dem arteriellen als auch aus dem

venosen Blut von 97%+2,5% gezeigt werden.

Abbildung 4: Beispielbild einer Inmunfuoreszenzmikroskopie (blau: CD34*, griin: DAPI

Zellkerne, runde Strukturen: Dynabeads)
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Ergebnisse der Real Time PCR
Expression von Oberflachenmolekiilen auf CD34'Zellen

ICAM-1

Unstimulierte Zellen

Es wurde die mRNA-Expression von ICAM-1 in aus dem peripheren Blut
isolierten, unstimulierten CD34*Zellen gemessen. Fir die gesunden Probanden
errechnete sich ein Mittelwert von 4,71+1,03, fir die Patienten mit stabiler KHK
5,65+1,42, fur die Patienten mit instabiler KHK 5,25+1,07 und fur die Patienten
mit STEMI errechnete sich ein Mittelwert von 4,55+1,69.

Dabei waren die Werte bei gesunden Probanden im T-Test signifikant
unterschiedlich zur Gruppe der Patienten mit stabiler KHK (p<0,05).

Der Vergleich der gesunden Probanden mit Patienten mit instabiler KHK
(p=0,160) und STEMI (p=0,804) war im T-Test nicht signifikant. Auch beim
Vergleich der Gruppe der Patienten mit stabiler KHK mit den Gruppen der
instabilen KHK (p=0,367) und STEMI (p=0,148), sowie zwischen instabiler KHK
und STEMI (p=0,289), zeigte sich im T-Test kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 5: Expression von ICAM-1 auf unstimulierten CD34*Zellen, * p<0,05
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Stimulierte Zellen

In aus dem peripheren Blut isolierten und ex-vivo mit TNFa-stimulierten
CD34*Zellen errechnete sich bei den gesunden Probanden ein Mittelwert der
MRNA-ICAM-1 Expression von 3,94+0,64. Der Mittelwert betrug bei Patienten
mit stabiler KHK 3,93+0,75, bei den Patienten mit instabiler KHK 3,96+0,71 und
bei der Patienten mit STEMI 4,09+0,26.

Die Expression von ICAM-1 auf den mit TNFa-stimulierten CD34*Zellen war im
Median-Test fur nicht normalverteilte, unverbundene Stichproben zwischen den
untersuchten Gruppen nicht signifikant unterschiedlich (p=0,449), auch wenn
ein Trend zu einer verminderten Expression bei Patienten mit STEMI gezeigt

werden konnte.
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Abbildung 6: Expression von ICAM-1 auf stimulierten CD34*Zellen
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AusmaB der Steigerung nach Stimulation

Es zeigte sich in den Gruppen der gesunden Probanden (p<0,05) und Patienten
mit stabiler KHK (p<0,01) im T-Test flr verbundene und normalverteilte
Stichproben, sowie bei den Patienten mit instabiler KHK (p<0,01) im Wilcoxon-
Test fur nicht normalverteilte Stichproben eine signifikante Steigerung der
Expression nach Stimulation der CD34*'Zellen mit TNFa, d.h. die Expression
von ICAM-1 war nach Stimulation der Zellen signifikant héher als vor
Stimulation mit TNFa.

Bei den Patienten mit STEMI zeigte sich im T-Test keine signifikante Steigerung

der Expression von ICAM-1 nach Stimulation (p=0,559).
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Abbildung 7: AusmaB der Steigerung der ICAM-1-Expression nach Stimulation der
CD34*Zellen mit TNFa; *p<0,05; #p<0,01

42



Endotheliale Progenitorzellen: Immunogenitat zirkulierender CD34*Zellen bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung

Nach Stimulation der aus dem peripheren Blut isolierten CD34Zellen mit TNFa
zeigte sich bezlglich der ICAM-1 Expression bei gesunden Probanden eine
2,81+2,21fache Steigerung. Bei Patienten mit stabiler KHK zeigte sich eine
5,05+6,94fache, bei Patienten mit instabiler KHK eine 2,65+1,03fache und bei
Patienten mit STEMI eine 2,19+2,33fache Steigerung.

Hierbei zeigte sich im Median-Test fur nicht normalverteilte, unverbundene
Stichproben kein signifikanter Unterschied der ICAM-1 Induktion durch

Stimulation im Vergleich miteinander (p=0,353).

Es wurde des Weiteren die Induzierbarkeit mittels IFNy Uberpruft. Einige Zellen
wurden statt einer vierstindigen Stimulation mit TNFa einer Stimulation mit
IFNy zugefuhrt und das Ergebnis der abschlieBenden realtime PCR mit dem
Ergebnis unstimulierter Zellen verglichen. Nach vierstindiger Inkubation zeigte

sich keine Expressionssteigerung von ICAM unter IFNy Exposition.
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VCAM-1

Unstimulierte Zellen

Der Mittelwert der mBRNA VCAM-1 Expression in aus dem peripheren Blut
isolierten CD34'Zellen betrug bei gesunden Probanden 12,62+1,79. Bei
Patienten mit stabiler KHK betrug er 13,28+1,58, bei Patienten mit instabiler
KHK 12,77+1,53 und bei Patienten mit STEMI konnte ein Mittelwert von
12,99+1,81 berechnet werden.

Die mRNA Expression von VCAM-1 in den unstimulierten CD34Zellen zeigte
keinen signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen. Der p-
Wert betrug im ANOVA Test fur normalverteilte, unverbundene Stichproben
0,683.

20,00

15,007 T T

O L =
g il -
10,00
5,00
,00 T T T T
gesund, stabil, unstimuliert instabil, STEMI, unstimuliert
unstimuliert unstimuliert

Abbildung 8: Expression von VCAM-1 auf unstimulierten CD34*Zellen
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Stimulierte Zellen

Es wurden die Mittelwerte der mRNA VCAM-1 Expression in aus dem
peripheren Blut isolierten und mit TNFa-stimulierten CD34*Zellen Uberprift. Bei
den gesunden Probanden berechnete sich ein Mittelwert von 10,95+1,33. Bei
den Patienten mit stabiler KHK betrug der Mittelwert 11,58+1,81, bei den
Patienten mit instabiler KHK 10,61+1,70 und bei den Patienten mit STEMI
10,80+1,61.

Die mRNA Expression von VCAM-1 in den mit TNFa-stimulierten CD34*Zellen
unterschied sich nicht signifikant zwischen den untersuchten Gruppen. Der p-
Wert im ANOVA-Test fur normalverteilte, unverbundene Stichproben betrug
0,350.
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Abbildung 9: Expression von VCAM-1 auf TNFa-stimulierten CD34*Zellen
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AusmaB der Steigerung nach Stimulation

Die mRNA Expression von VCAM-1 in den aus dem peripheren Blut isolierten
CD34Zellen nach Stimulation mit TNFa war in allen Gruppen im T-Test

signifikant héher als vor Stimulation.
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Abbildung 10: AusmaB der Steigerung der VCAM-1-Expression nach Stimulation der
CD34*Zellen mit TNFa; *p<0,05; #p<0,01

Bei den gesunden Probanden zeigte sich eine 3,74+2,56fache Steigerung
(p<0,01). Bei der Gruppe mit stabiler KHK konnte eine 4,33+3,40fache
(p<0,01), bei der Gruppe mit instabiler KHK eine 5,63+4,41fache (p<0,01). und
bei der Gruppe mit STEMI eine 5,91+4,58fache Steigerung gezeigt werden
(p<0,05).
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Der ANOVA Test fur unverbundene, normalverteilte Stichproben zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen bezlglich der Hbhe ihrer

Steigerung nach Stimulation mit TNFa (p=0,460).
Die Induzierbarkeit der VCAM-1-Expression nach Stimulation mit IFNy wurde

ebenfalls Uberpruft. Hierbei zeigte sich nach vier Stunden Stimulation mit IFNy

keine Steigerung der Expression von ICAM-1.
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CD80

Unstimulierte Zellen

Die errechneten Mittelwerte der mRNA Expression von CD80 in aus dem
peripheren Blut isolierten und unstimulierten CD34'Zellen ergaben bei
gesunden Probanden 11,57+1,65, bei Patienten mit stabiler KHK 11,55+1,30,
bei Patienten mit instabiler KHK 11,78+0,90 und bei Patienten mit STEMI
11,76+1,31.

Die Expression von CD80 auf unstimulierten CD34Zellen zeigte im Median-
Test bei unverbundenen, nicht normalverteilten Stichproben keinen signifikanten

Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen (p=0,926).
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Abbildung 11: Expression von CD80 auf unstimulierten CD34Zellen
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Stimulierte Zellen

Es erfolgte eine Stimulation der Zellen sowohl mit TNFa als auch mit IFNy. Es

zeigte sich keine Induzierbarkeit der CD80-Expression.
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CD86
Unstimulierte Zellen

Die errechneten Mittelwerte bei der mRNA Expression von CD86 in aus dem
peripheren Blut isolierten und unstimulierten CD34'Zellen ergaben bei
gesunden Probanden 5,38+0,62, bei Patienten mit stabiler KHK 4,91+0,75, bei
Patienten mit instabiler KHK 5,64+0,27 und bei Patienten mit STEMI 5,75+0,51.
Die mRNA Expression von CD86 bei Patienten mit instabiler KHK und STEMI
war im Mann-Whitney-U-Test bei unverbundenen und nicht normalverteilten
Stichproben, signifikant geringer als die Expression von CD86 bei Patienten mit
stabiler KHK (p<0,05). Zwischen den gesunden Probanden und der Gruppe mit
stabiler KHK gab es im gleichen Test keine signifikanten Unterschiede
(p=0,110). Beim Vergleich der Gruppe der gesunden Probanden mit den
Gruppen der Patienten mit instabiler KHK (p=0,151) und STEMI (p=0,236) gab
es im T-Test fur unverbundene und normalverteilte Stichproben keine

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 12: Expression von CD86 auf unstimulierten CD34*Zellen; *p<0,05

Stimulierte Zellen

Es erfolgte eine Stimulation der Zellen sowohl mit TNFa als auch mit IFNy. Es

zeigte sich keine Anderung der Expression von CD86 unter Zytokin-Exposition.
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HLA-DR

Die Expression von HLA-DR war in allen Gruppen vergleichbar groB. ACt
betrug hierbei -0,05+0,59. Die HLA-DR-Expression zeigte sich nicht signifikant
unterschiedlich zur H6he der GAPDH-Expression.

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede, weder auf Ho6he der

Grundexpression, noch nach Stimulation mit TNFa oder IFNy.
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Serumkonzentrationen von TNFa im Vergleich

Die TNFa Konzentration im Patientenserum betrug in der Kontrollgruppe
8,56+0,92 pg/ml, bei Patienten mit stabiler KHK 10,66+1,95 pg/ml und bei
Patienten mit instabiler KHK 17,66+2,54 pg/ml. Bei der Gruppe mit STEMI
betrug die TNFa-Serumkonzentration 12,96+2,35 pg/ml.

Der Unterschied zwischen instabiler KHK und der Kontrollgruppe bzw. der
Gruppe mit stabiler KHK war mit p<0,01 signifikant, ebenso wie der Unterschied
zwischen instabiler KHK und STEMI mit p<0,05 signifikant war.

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen der
Kontrolle, stabiler KHK und STEMI.
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Abbildung 13: Serumkonzentrationen von TNFa; *p<0,05; #p<0,01
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Vergleich des AusmafB der Hochregulation der Expression von ICAM- und
VCAM-RNA in unstimulierten CD34*Zellen im Vergleich zur
Serumkonzentration von TNFa

Wir verglichen die Serumkonzentration von TNFa mit dem AusmaB der
Steigerung von ICAM- und VCAM-RNA in den verschiedenen
Patientengruppen. Die héchste Serumkonzentration von TNFa zeigte sich bei
Patienten mit instabiler KHK, die geringste bei gesunden Probanden.

Das AusmaB der Hochregulation von ICAM-1-RNA nach Stimulation mit TNFa
zeigte keine signifikante Korrelation nach Berechnung des Spearman-
Korrelationskoeffizienten (p=0,452). Tendenziell zeigte sich jedoch eine héhere
TNFa-Konzentration bei Patienten mit stabiler KHK als bei gesunden
Probanden. Vergleicht man die Patienten mit akuten Koronarsyndromen zeigte
sich eine starkere Hochregulation von ICAM-1-RNA bei instabiler KHK als bei
Patienten mit STEMI.
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Abbildung 14: Steigerung der ICAM-1-Expression verglichen mit der TNFa-Konzentration
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Bezlglich der VCAM-1-RNA-Hochregulation konnten wir eine Steigerung der
Hochregulation von gesund Uber stabil bishin zu den Patienten mit instabiler
KHK zeigen. Bei Patienten mit STEMI féllt die TNFa-Serumkonzentration
jedoch wieder. In der Berechnung des Spearman-Korrelationskoeffizienten

beseht keine signifikante Korrelation (p=0,114).
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Abbildung 15: Steigerung der VCAM-1-Expression verglichen mit der TNFa-Konzentration
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Vergleich der mRNA Expression von Oberflachenmolekiilen inCD34*Zellen
bei Patienten mit und ohne Statineinnahme

Da die meisten der Patienten leitliniengerecht ein Statin einnehmen und da eine
Korrelation zwischen Statineinnahme und der EPC-Menge im peripheren Blut
der Patienten besteht [67-69], Uberpriften wir des Weiteren die Expression von
ICAM-1 und VCAM-1, sowie CD80 und CD86 bei Patienten mit und ohne
Statineinnahme und verglichen die Ergebnisse. Da unter den gesunden
Probanden keiner ein Statin einnahm, konnten diese nicht weiter berlcksichtigt

werden.

ICAM-1
Unstimulierte Zellen

Der Mittelwert der Expression von ICAM-1 auf unstimulierten, aus dem
peripheren Blut isolierten CD34*'Zellen betrug 5,32+1,34 in der Gruppe der
stabilen KHK ohne Statineinnahme. In der Gruppe der stabilen KHK mit
Statineinnahme betrug er 5,71+1,46. Der Unterschied war im T-Test nicht
signifikant (p=0,338).

In der Gruppe der instabilen KHK ohne Statineinnahme betrug der Mittelwert
5,10+0,69 und in der gleichen Gruppe mit Statineinnahme 5,42+1,44. Der
Unterschied war im T-Test nicht signifikant (p=0,305).

Bei den Patienten mit STEMI betrug der Mittelwert der ICAM-1 Expression auf
unstimulierten CD34*Zellen 3,82+1,66 ohne Statineinnahme, wahrend er bei der
gleichen Gruppe mit Statineinnahme 5,66+1,38 betrug. Der Unterschied war im
T-Test nicht signifikant (p=0,141).
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Abbildung 16: Unterschied der ICAM-1 Expression auf unstimulierten CD34*Zellen bei
Patienten mit und ohne Statineinnahme

Stimulierte Zellen

Der Mittelwert der mit TNFa-stimulierten, aus dem peripheren Blut isolierten

CD34'Zellen bei Patienten mit stabiler KHK ohne Statineinnahme betrug

4,44+1,15, wahrend er bei Patienten der gleichen Gruppe mit Statineinnahme

3,84+0,67 betrug (p<0,05).

Bei Patienten mit instabiler KHK ohne Statineinnahme betrug der Mittelwert

3,87+0,34 und bei Patienten der gleichen Gruppe mit Statineinnahme betrug
selbiger 4,06+1,01. Der Unterschied war im T-Test nicht signifikant (p=0,327).
Bei der Gruppe mit STEMI berechnete sich ein Mittelwert von 4,08+0,35 bei

Patienten ohne Statineinnahme im Gegensatz zu einem Mittelwert von
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4,12+0,15 bei Patienten mit Statineinnahme. Im T-Test zeigte sich kein

signifikanter Unterschied (p=0,439).
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Abbildung 17: Unterschied der ICAM-1 Expression auf TNFa-stimulierten CD34*Zellen bei
Patienten mit und ohne Statineinnahme, *p<0,05
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AusmaB der Steigerung nach Stimulation

Bei Patienten mit stabiler KHK zeigte sich nach Stimulation der aus dem
peripheren Blut isolierten CD34*Zellen mit TNFa eine Steigerung der ICAM-1
Expression um das 1,88+0,51fache im Gegensatz zur Steigerung um das
3,89+2,24fache, wenn die Patienten ein Statin einnahmen. Der Unterschied war
im Mann-Whitney-U-Test nicht signifikant (p=0,146).

Bei Patienten mit instabiler KHK zeigte sich eine 2,53+1,02fache Steigerung
ohne Statineinnahme, im Gegensatz zu einer 2,77+1,11fachen Steigerung bei
Statineinnahme. Dieser Unterschied war im T-Test nicht signifikant (p=0,670).
Bei Patienten mit STEMI gab es nach Stimulation mit TNFa eine Steigerung auf
das 1,15+1,04fache. Bei Patienten mit Statineinnahme zeigte sich eine
3,76+3,37fache Steigerung. Der Unterschied war im Mann-Whitney-U-Test nicht
signifikant (p=0,248).
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Abbildung 18: AusmaB der Steigerung der ICAM-1-Expression nach Stimulation der
CD34*Zellen mit TNFa bei Patienten mit und ohne Statineinnahme
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VCAM-1
Unstimulierte Zellen

Es wurden die Mittelwerte der mRNA-VCAM-1 Expression in aus dem
peripheren Blut isolierten CD34* EPC berechnet und verglichen. Bei Patienten
mit stabiler KHK ohne Statineinnahme wurde ein Mittelwert von 12,99+0,19, bei
Patienten der gleichen Gruppe mit Statineinnahme ein Mittelwert von
13,33+1,71 berechnet. Der Unterschied war im T-Test nicht signifikant
(p=0,218).

Bei Patienten mit instabiler KHK berechnete sich ein Mittelwert von 12,02+0,99
bei Patienten ohne Statineinnahme, bei Patienten mit Statineinnahme betrug er
13,63+1,65. Die VCAM-1 Expression bei instabiler KHK ohne Statineinnahme
war im T-Test signifikant héher als bei Patienten mit Statineinnahme (p<0,05).
Bei Patienten mit STEMI und ohne Statineinnahme betrug der Mittelwert
12,08+1,37, bei Patienten mit Statineinnahme 14,36+1,76. Der Unterschied war
im T-Test nicht signifikant (p=0,136).
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Abbildung 19: Unterschied der VCAM-1-Expression auf unstimulierten CD34*Zellen bei
Patienten mit und ohne Statineinnahme; *p<0,05
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Stimulierte Zellen

Bei Patienten mit stabiler KHK ohne Statineinnahme berechnete sich ein
Mittelwert von 11,87+1,35, bei Patienten mit Statineinnahme betrug er
11,53+1,90. Der Unterschied war im T-Test nicht signifikant (p=0,364).

Bei Patienten mit instabiler KHK ohne Statineinnahme betrug der Mittelwert
9,88+1,20, bei Patienten mit Statineinnahme betrug er 11,45+1,87. Hier zeigte
sich im T-Test ein signifikanter Unterschied und damit eine hOhere Expression
von VCAM-1 ohne Statineinnahme (p<0,05).

Bei Patienten mit STEMI ohne Statineinnahme betrug der Mittelwert
10,61+2,10, bei Patienten mit Statineinnahme betrug er 11,09+1,12. Der T-Test
zeigte keinen signifikanten Unterschied (p=0,382).
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Abbildung 20: Unterschied der VCAM-1-Expression auf TNFa-stimulierten CD34*Zellen
bei Patienten mit und ohne Statineinnahme; *p<0,05
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AusmaB der Steigerung nach Stimulation

Bei Patienten mit stabiler KHK zeigte sich eine Steigerung der VCAM-1
Expression nach Stimulation mit TNFa um das 2,75+1,97fache, wenn die
Patienten kein Statin einnahmen. Bei Statineinnahme zeigte sich eine
Steigerung um das 4,61+3,56fache.

Bei Patienten mit instabiler KHK zeigte sich eine 5,58+5,19fache ohne
Statineinnahme im Gegensatz zu einer 5,69+3,72fachen Steigerung mit
Statineinnahme.

Bei Patienten mit STEMI war eine 3,10x1,73fache Steigerung ohne
Statineinnahme im Gegensatz zu einer 10,14+4,29fachen Steigerung mit
Statineinnahme erkennbar.

Im Median-Test zeigte sich zwischen den Gruppen keine Signifikanz (p=0,643).
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Abbildung 21: AusmaB der Steigerung der VCAM-1-Expression nach Stimulation der
CD34Zellen mit TNFa bei Patienten mit und ohne Statineinnahme
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CD80

Es wurden die Mittelwerte der mRNA-CD80 Expression in aus dem peripheren
Blut isolierten CD34*Zellen berechnet und verglichen. Bei Patienten mit stabiler
KHK ohne Statineinnahme betrug der Mittelwert 11,09+0,79, bei Patienten der
gleichen Gruppe mit Statineinnahme betrug er 11,63+1,38. Der Unterschied war
im Mann-Whitney-U-Test nicht signifikant (p=0,458).

Bei den Patienten mit instabiler KHK ergab sich ein Mittelwert der CD80
Expression von 12,21+1,04 ohne Statineinnahme, bzw. 11,35+0,50 mit
Statineinnahme. Der Unterschied war im Mann-Whitney-U-Test nicht signifikant
(p=0,096). Bei der Gruppe der Patienten mit STEMI wurde ein Mittelwert von
12,02+0,96 bei Patienten ohne Statineinnahme, bzw. 11,37+2,11 bei Patienten
mit Statineinnahme berechnet. Der Unterschied war im T-Test nicht signifikant
(p=0,655).
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Abbildung 22: Unterschied der CD80-Expression auf unstimulierten CD34*Zellen bei
Patienten mit und ohne Statineinnahme
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CD86

Der Mittelwert der mRNA CD86 Expression in Zellen von Patienten mit stabiler
KHK ohne Statineinnahme betrug 5,25+0,36, bei Patienten mit Statineinnahme
betrug er 4,85+0,79. Der Unterschied war im Mann-Whitney-U-Test nicht
signifikant (p=0,634).

Bei Patienten mit instabiler KHK ohne Statineinnahme betrug der Mittelwert
5,69+0,28, bei Patienten mit instabiler KHK mit Statineinnahme 5,59+0,26. Auch
hier war der Unterschied nicht signifikant (p=0,848).

Bei Patienten mit STEMI betrug der Mittelwert in der Gruppe ohne
Statineinnahme 5,92+0,62 und in der Gruppe mit Statineinnahme 5,50+0,21.
Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Mann-Whitney-U-Test
(p=0,248).
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Abbildung 23: Unterschied der CD86-Expression auf unstimulierten CD34'Zellen bei
Patienten mit und ohne Statineinnahme
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5. Diskussion

Zirkulierende endotheliale Progenitorzellen wurden zuerst 1997 als CD34*Zellen
charakterisiert. lThnen wurde die Mdoglichkeit der Differenzierung in
Endothelzellen zugeschrieben und postuliert, sie stellten eine gezielte
Moglichkeit des Kérpers dar, an Orten der GefédBschadigung aktiv eine
Reendothelialisierung zu férdern. Seit bekannt ist, dass die klassischen
Risikofaktoren der KHK, wie Hypertonus, Nikotinabusus, Diabetes mellitus und
Hypercholesterindmie die Menge der im Blut zirkulierenden endothelialen
Progenitorzellen herabsetzen [40, 41, 47], hat die experimentelle und klinische
Forschung Uber EPC weitere Bedeutung erlangt. Neben den Studien, die sich
mit reduzierter oder erhOhter Zellzahl bei pathologischen oder protektiven
Prozessen beschéaftigen [40-42, 44, 46, 47, 70], begannen sich einige
Arbeitsgruppen mit der tatsachlichen Funktion der Zellen auseinanderzusetzen.
Es konnte gezeigt werden, dass zirkulierende CD34* EPC eine
Ausdifferenzierung in mature Endothelzellen und somit eine wichtige
physiologische Grundlage fur die Reendothelialisierung nach Verletzung der
Gefallwand darstellen [71]. Im Ischamiemodell bei Tieren konnte der Einfluss
von CD34* EPC nach Injektion bzw. Transfusion auf das AusmalB des
Ischamieareals Uberpruft werden [23-25, 72]. Die akkumulierten Ergebnisse
legen nahe, dass sowohl bei Ischdmien von GliedmaBen, als auch bei
myokardialen Ischédmien die Transfusion von CD34* EPC zu verbesserter
Neovaskularisierung, gréBerer Kapillardichte und verringerter InfarktgréBe mit
verbesserter postinterventioneller Funktion im ischamischen Areal fuhrt. Auch in
klinischen Studien zur intrakoronaren Transfusion von CD34* EPC bei Patienten
nach myokardialen Ischamien konnte gezeigt werden, dass die Behandlung zu
verbesserter linksventrikularer Funktion im Sinne von verbesserter
Ejektionsfraktion, verringertem enddiastolischen Volumen und kleinerem
Narbenareal, fuhrt [57, 73]. Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass bei
Menschen mit kardiovaskuldren Risikofaktoren eine hohe Zahl von im

peripheren Blut zirkulierenden CD34* EPC vor kardiovaskuldrem Tod (p=0,001),
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erstmaligen Myokardinfarkten (p=0,002), Revaskularisationen (p=0,02) und
Hospitalisierung (p=0,01) schitzt [74].

In weiteren Analysen konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung des
Immunsystems einen Einfluss auf die beobachteten Studienergebnisse hatte.
TNFa, eines der wichtigsten Zytokine des Immunsystems [75], ist entscheidend
an der Rekrutierung immunologischer Zellen beteiligt [76], weswegen Uberpruft
wurde, ob die Einnahme von TNFa-Antagonisten eine Anderung der Menge der
CD34* EPC bewirkt. Es zeigte sich eine signifikante Steigerung der Anzahl der
im Blut zirkulierenden CD34" EPC bei Therapie mit TNFa-Antagonisten [77].
Von Calza et al. konnte gezeigt werden, dass Statintherapie zu einer geringeren
TNFa-Menge im Blut fahrt [78, 79]. Statine (HMG-CoA-Reduktase-Hemmer)
haben pleiotrope Wirkungen. Neben ihrer LDL-senkenden Wirkung, senken
Statine das Gesamtcholesterin und die Apolipoproteine B, C-II, C-IIl, und E und
erhéhen die Konzentration des protektiv wirkenden HDL-Cholesterins [80]. Sie
reduzieren die Inflammation der atherosklerotischen Intima [50] und, die fur
unsere Studie wohl relevanteste Tatsache, erhdhen die Anzahl zirkulierender
CD34* EPC im peripheren Blut von Patienten mit stabiler KHK. Dies wurde
unter anderem von Vasa et al. anhand einer prospektiven Patientenstudie
gezeigt [68, 81]. Finfzehn Patienten mit stabiler KHK erhielten hierbei vier
Wochen lang 40mg Atorvastatin pro Tag. Nach vier Wochen konnte ein fast
dreifacher Anstieg zirkulierender CD34* EPC im Blut nachgewiesen werden.
Erhohte Zellzahlen und erhdhte funktionelle Aktivitat von CD34* EPC (vermittelt
Uber Hochregulation des PI3/Akt-Signalweges) unter Statintherapie konnten

zuvor bereits in vitro und im Mausmodell nachgewiesen werden [34, 67].
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Neben all den Studien, die vermuten lassen, dass CD34* EPC an der
Regeneration geschadigten Endothels nach ischamischen Ereignissen beteiligt
sind, gibt es auch jene, die einen negativen Effekt von EPC auf die Progression
atherosklerotischer Prozesse zeigen. Zum Beispiel konnte im Tiermodell
gezeigt werden, dass die Injektion von aus dem Knochenmark entnommenen
und ex vivo kultivierten EPC zu gréBeren und instabileren Plaques flhrt [82]
und dass die Injektion mononukledrer Zellen aus dem Knochenmark oder
hamatopoetischer Stammzellen unter anderem durch Ausdifferenzierung in
glatte Muskelzellen eine verstarkte Atherosklerose in Sinne gréBerer und
instabilerer Plaques bewirken kann [83-85]. Aufgrund dieser diskrepanten
Befundlage stellt sich die Frage, warum EPC im Falle einer Ischamie protektiv
wirken kdnnen, wahrend im nicht-ischamischen Modell gegenteilige Prozesse
gezeigt werden konnten. Da das immunologische Milieu zwischen den beiden
Modellen divergiert, ist moglicherweise hier die Ursache fur diese Erkenntnisse

zu suchen.

Unsere Arbeitsgruppe konnte in vorhergehenden in vitro und in vivo Studien
zeigen, dass fur das immunologische Verhalten von Endothelzellen der Zell-
Matrix-Kontakt von entscheidender Bedeutung ist: So weisen CD31*
Endothelzellen als frei zirkulierende Zellen im Gegensatz zu matrix-adharenten
CD31* Endothelzellen eine sehr viel starkere immunologische Aktivitat auf [61,
86]. Die Freisetzung von Endothelzellen aus der Bindung an die
subendotheliale Baselmembran geht mit einer erhOhten Expression von
Adhésionsproteinen und HLA, sowie einer veranderten Zytokinproduktion und
einer Veradnderung ihrer Thrombogenitat einher [7]. Daneben fihren auch
Veréanderungen in der Zusammensetzung der subendothelialen Baselmembran
allein zu Veranderungen der endothelialen Immunogenitat. Diese Phanomene
konnten analog auch flr epitheliale Zellen, sowie fir Endothelzellen im Bereich
des Knochenmarks gezeigt werden [87, 88].

Es interessierte uns daher, ob im peripheren Blut zirkulierende endotheliale

Progenitorzellen in Analogie zu ausgereiften, von der Matrix geldsten
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Endothelzellen eine immunologische Aktivitdt aufweisen. Da andere
Arbeitsgruppen einen Effekt von Statinen auf die Zahl und reparative
Eigenschaft von endothelialen Progenitorzellen zeigen konnten [34, 67, 69] und
uns u.a. durch eigene Vorarbeiten hinlanglich bekannt ist, dass Statine Uber ihre
pleiotropen Eigenschaften in die Immunantwort modulierend einwirken kénnen
[89], untersuchten wir bei Patienten mit verschiedenen Stadien der koronaren
Herzerkrankung die mRNA-Expression von immunologisch bedeutsamen
Oberflachenmolekulen wie HLA-DR, CD80, CD86, ICAM-1 und VCAM-1 in aus
dem peripheren Blut isolierten CD34* EPC und verglichen die Ergebnisse bei
Patienten mit und ohne Statineinnahme. Des Weiteren fihrten wir eine
Messung der TNFa-Konzentration im peripheren Blut bei verschiedenen
Stadien der KHK durch und stimulierten die aus dem peripheren Blut isolierten
CD34* EPC mit TNFa um eine Anderung der Zellfunktion bei immunologischer
Aktivitat zu untersuchen. Zudem wurde der Effekt von IFNy auf endotheliale
Progenitorzellen untersucht, da auch fir dieses pro-inflammatorische Zytokin
ein Einfluss auf den endothelialen Immunphé&notyp gezeigt werden konnte [17,
61]. Die bisherigen Versuche zu diesem Thema wurden mit Hilfe ex-vivo
kultivierter EPC oder EPC, die durch induktive Zytokine aus dem Knochenmark
ausgeschwemmt wurden, durchgefihrt [90]. Ob diese Zellen jedoch den in vivo
vorkommenden im peripheren Blut zirkulierenden CD34* EPC entsprechen,
wurde bisher nicht untersucht. Daher haben wir bewusst die isolierten Zellen
nicht kultiviert, sondern sofort nach Isolation aus dem peripheren Blut die RNA
der CD34* Zellen isoliert, um die in vivo vorkommenden Bedingungen am

exaktesten darzustellen.

69



Endotheliale Progenitorzellen: Immunogenitat zirkulierender CD34*Zellen bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung

Um die verschiedenen Stadien der KHK bezuglich ihrer immunologischen
Aktivitat zu unterscheiden, Uberpriften wir die Héhe der TNFa-Konzentration im
Serum von Patienten der verschiedenen Gruppen. Hierbei konnte die signifikant
héchste TNFa-Konzentration im Serum von Patienten mit instabiler KHK
gezeigt werden, was ein verstarkt entziindliches Milieu im Rahmen von
ischamischen Ereignissen im Sinne von akuten Koronarsyndromen und STEMI
nahelegt, wahrend bei stabiler KHK als nicht ischdmischer Prozess eine
niedrigere Immunogenitat vorliegt. Dies deckt sich mit Ergebnissen anderer und
unserer eigenen Arbeitsgruppen, die zeigen konnten, dass sich die héchste T-
Zell- [91], sowie Monozyten- [92] Aktivitat bei Patienten mit instabiler KHK
findet. Im Folgenden Uberpruften wir weiterhin ob die Genexpression der

untersuchten Oberflachenmoleklile sich durch Stimulation mit TNFa weiter

steigern lasst, oder ob die Genexpression unabhéngig davon ist.

Wir konnten durch unsere Versuche zeigen, dass CD34* EPC CD80 und CD86
exprimieren. Der CD28/CD80/CD86-Signalweg stellt einen sehr wichtigen
kostimulatorischen Signalweg flur die T-Zell-Aktivierung durch verschiedene
Zellen dar [61, 93]. Dieser Signalweg konnte neben professionellen antigen-

prasentierenden Zellen (z.B. dendritischen Zellen) und sogenannten semi-

professionellen antigen-prasentierenden Zellen auch fir CD31* Endothelzellen

gezeigt werden [17].

CD86 wurde bei Patienten mit stabiler KHK hierbei signifikant hbher exprimiert
als bei gesunden Probanden und héher als bei Patienten mit instabiler KHK und
STEMI. Die CD80-Expression zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen
den verschiedenen Gruppen. In unserer Kohorte zeigte sich anhand der ACt-
Werte Uber alle Gruppen hinweg die Expression von CD86 durch CD34* EPC

insgesamt sehr viel héher als diejenige von CD80.
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Die Expression beider Molekille konnte dabei weder durch Stimulation mit
TNFa noch durch Stimulation mit IFN signifikant moduliert werden, was im
Gegensatz zur Steigerung der Expression kostimulatorischer Molekile durch
Zytokine auf CD31* maturen Endothelzellen steht [17, 86]. Deshalb stellen wir
die Vermutung auf, dass die Expression von CD80 und CD86 auf CD34* EPC
TNFa- und IFNy- unabhangig reguliert wird oder die Expression von CD80 und
CD86 auf aus dem peripheren Blut isolierten CD34* EPC bei dem von uns
untersuchten Patientenkollektiv bereits in vivo maximal stimuliert ist, was
allerdings vor allem fur die Gruppe der gesunden Probanden, insbesondere im
Hinblick auf die geringe TNFa-Konzentration im Serum, sehr unwahrscheinlich
erscheint.

ICAM-1 ist entscheidend an der Migration von CD34* EPC in ischamisches
Gewebe beteiligt. Wu et al. konnten im Jahr 2006 durch CD18-Blockade im
Mausmodell zeigen, dass von Endothelzellen exprimiertes ICAM-1
entscheidend an der Rekrutierung von CD34* EPC beteiligt ist [94]. In den
Méausen mit CD18-Blockade konnten CD34* EPC nach Infarkt signifikant
weniger in das geschédigte Myokard einwandern. In dieser Verdffentlichung ist
ICAM-1 nur als endotheliales Oberflachenmolekil beschrieben, welches CD34*
EPC durch deren ICAM-1 bindendes Oberflachenmolekil CD18, adhariert.
Dieses Ergebnis wird auch von Yoon et al. im Tiermodell gezeigt werden:
ICAM-1-Blockade fihrte zu einer verminderten Migration von CD34* EPC in
ischamisches Gewebe [95]. Bogolovsky et al. beschrieben in einer
Verdffentlichung von 2011, dass die erniedrigte Anzahl CD34* EPC bei
Patienten mit akutem ischdmischen Hirninfarkt mit erhéhten gelésten ICAM-1-
Werten im Serum der Patienten einher geht [96]. Da aktivierte humane
Endothelzellen ICAM-1 produzieren [97], folgerten die Verfasser der Studie,
dass geléstes ICAM-1 hauptsachlich mit der Funktion der Endothelzellen
korreliert. Dies kann pathophysiologisch unter anderem die Migration von EPC
anregen. Wir konnten nun zuséatzlich zeigen, dass CD34* EPC selbst eine hohe
Genexpression von ICAM-1 zeigen. Diese Expression kann unter Stimulation

mit TNFa, also z.B. im akut entzindlichen Geschehen, zusatzlich gesteigert
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werden. Die erhdhte Genexpression von ICAM-1 mRNA in aus dem peripheren
Blut isolierten CD34* EPC geht mdglicherweise mit einer konsekutiv erhéhten
Expression von ICAM-1 als Oberflichenmolekil einher. Da ICAM-1 als
proinflammatorisches Adhdsionsmolekil an der Zell-Zell-Adhésion beteiligt ist
[18], ist denkbar, dass CD34* endotheliale Progenitorzellen ebenso wie
Endothelzellen in der Lage sind nach Inkorporation eine Immunantwort in der
GefaBwand zu initileren und zu unterhalten. Die geringste ICAM-1-
Grundexpression zeigte die Gruppe der Patienten mit stabiler KHK, die hdchste
zeigte die Gruppe der Patienten mit STEMI. Ein signifikanter Unterschied
bestand jedoch nur zwischen der Gruppe der stabilen KHK und der Gruppe der
gesunden Probanden. Die Stimulation mit TNFa fahrte nur bei den Patienten
mit STEMI nicht zu einer signifikanten Steigerung der ICAM-1-Expression. Bei
gesunden Probanden und den Gruppen mit stabiler und instabiler KHK fuhrte
die Stimulation mit TNFa zu einer signifikanten Steigerung der Genexpression.
Nach Stimulation bestand kein signifikanter Unterschied mehr in der Expression
von ICAM-1 zwischen den verschiedenen Untergruppen. Wir verglichen das
AusmaB der Hochregulation von ICAM-1-RNA nach Stimulation mit TNFa, mit
der in vivo Serumkonzentration von TNFa in den unterschiedlichen
Patientengruppen. Es zeigte sich keine direkte Korrelation der TNFa-
Konzentration in vivo mit dem AusmaB der Hochregulation nach ex vivo
Stimulation. Eine signifikant erhdhte TNFa-Konzentration bei Patienten mit
instabiler KHK geht unserer Daten nach mit einer verringerten Mdéglichkeit der
Hochregulation der ICAM-1-Expression einher. Es ist denkbar, dass eine bereits
in vivo erhéhte Konzentration mit einer verringerten Steigerungsfahigkeit durch
eine erneute Stimulation korreliert, da die CD34* EPC bereits in vivo starker
aktiviert sind, als CD34* EPC der Patienten mit stabiler KHK oder gesunden
Probanden.

Neben ICAM-1 wurde auch VCAM-1 als Oberflachenmolekill, welches zur
TNFa-induzierten Migration und Adhérenz von T-Zellen und Monozyten an
Endothelzellen fahrt [98], Uberprift. Im Tiermodell und in humanen

Gewebeproben konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen in
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atherosklerotisch veranderten GefaRabschnitten verstarkt VCAM-1 exprimieren
[19, 21, 22, 99]. Wir Uberpriften nun die Genexpression von VCAM-1 in aus
dem peripheren Blut isolierten CD34* EPC. Es konnte gezeigt werden, dass
kein signifikanter Unterschied in der VCAM-1 Expression zwischen den
verschiedenen Gruppen besteht. Stimulation der CD34* EPC mit TNFa bewirkte
eine signifikante Steigerung der VCAM-1-Expression in allen Gruppen. Auch
hier verglichen wir die Hochregulation der VCAM-1-Expression nach ex vivo
TNFa-Stimulation mit der Serumkonzentration von TNFa. Es konnte keine
direkte Korrelation gezeigt werden, jedoch besteht eine Tendenz zur héheren
Hochregulation bei erhohten TNFa-Konzentrationen und somit potenziell bereits
in vivo starker aktivierten Zellen. In unserer Kohorte zeigte sich analog zu
CD80/86 anhand der ACt-Werte Uber alle Gruppen hinweg die Expression von
ICAM-1 durch CD34* EPC insgesamt sehr viel héher als diejenige von VCAM-1.
Wie Endothelzellen [7] haben auch CD34* EPC sehr viel mehr Aktivatoren als
TNFa [56], was ein moglicher Grund dafur ist, weshalb wir keine direkte
Korrelation von erhdhten TNFa-Werten bei instabiler KHK mit der Expression
der Oberflachenmolekiile oder deren Hochregulation darstellen konnten. Dies
gilt sowohl fur die Expression von ICAM-1 als auch fur die Expression von
VCAM-1.

Zusammenfassend zeigen aus dem peripheren Blut isolierte CD34* endotheliale
Progenitorzellen eine Genexpression von Markern, welche bei Endothelzellen
an der T-Zell- und Monozyten-Migration beteiligt sind [98]. Ob sich unsere auf
genetischer Ebene erhobenen Daten in funktionelle Unterschiede der EPC
Ubersetzen lassen, miussen weitere Untersuchungen erweisen: So stellt sich
zum Beispiel die Frage, ob eine unterschiedliche Genexpression von CD80/
CD86 bzw. ICAM-1 und VCAM-1 zu einer unterschiedlichen
Oberflachenexpression dieser Molekile auf CD34* EPC fiihrt und anschlieBend,
ob sich durch die unterschiedliche Oberfldchenexpression eine

pathophysiologische Konsequenz auf die Aktivierung von Immunzellen ergibt.
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Ein weiteres Ergebnis unserer Experimente ist, dass aus dem peripheren Blut
isolierte CD34* EPC eine hohe Genexpression von HLA-DR aufweisen. Als
Oberflachenmarker antigenpréasentierender Zellen ist HLA-DR seit Langem
bekannt. Uber HLA erfolgt die Préasentation von Antigenen an T-Zellen. Eine
Aktivierung von Zellen der immunologischen Effektorantwort bedarf einer
zusatzlichen Bindung von kostimulatorischen Molekulen an entsprechende
Liganden auf der entsprechenden Effektorozelle. Auch far mature
Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass sie HLA-DR exprimieren [100].
Dabei ist die HLA-DR Expression abhangig von der GréBe der Arterien und ist
moglicherweise in groBen GefaBen reduziert [101]. Bei ex vivo kultivierten
Endothelzellen verschwand die M®dglichkeit dieser Zellen, HLA-DR zu
exprimieren, konnte aber durch Stimulation der Zellen mit humanem IFNy
wieder angeregt werden [102, 103]. Wir konnten nun eine hohe Genexpression
von HLA-DR in aus dem peripheren Blut isolierten CD34* EPC nachweisen. In
unseren Versuchen zeigte sich kein Unterscheid zwischen nicht stimulierten
und stimulierten Zellen, insbesondere fand sich auch nach Stimulation mit IFNy
kein Unterschied. Die Expression war in allen Untergruppen ahnlich hoch. Auch
wenn wir die Oberflachenexpression nicht untersucht haben, kann unser
Ergebnis einer hohen HLA-DR-Expression auf CD34* EPC einen weiteren
Hinweis liefern, dass es sich bei CD34* EPC um immunologisch aktive,
gegebenenfalls auch antigenprasentierende Zellen handeln kdénnte, die
moglicherweise selbst an der Initierung und Aufrechterhaltung entzindlicher
Reaktionen, wie zum Beispiel im Rahmen einer koronaren Herzerkrankung,

beteiligt sein kénnen.

Da Statine wie bereits zuvor erlautert einen Einfluss auf die Konzentration und
Funktion von CD34* EPC im peripheren Blut haben [34, 81, 104] und einige der
Patienten unserer Kohorte zum Zeitpunkt der Probengewinnung ein Statin
einnahmen, verglichen wir zusatzlich die mRNA-Expression der
Oberflachenmolekile in aus dem peripheren Blut isolierten CD34* EPC von

Patienten mit und ohne Statineinnahme. Bei TNFa stimulierten Zellen war die
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ICAM-1-Expression bei Patienten mit stabiler KHK ohne Statineinnahme
signifikant geringer als bei Patienten mit stabiler KHK mit Statineinnahme. Die
Ergebnisse der anderen Gruppen zeigten jedoch eher eine -nicht signifikante-
Tendenz in die andere Richtung, das heiB3t, dass Patienten mit Statineinnahme
eine geringere ICAM-1-Expression in aus dem peripheren Blut isolierten CD34*
EPC aufweisen als Patienten ohne Statinvorbehandlung.

Bezlglich der Steigerung der TNFa-induzierten Expression von ICAM-1 bei den
verschiedenen Gruppen mit und ohne Statineinnahme zeigte sich kein
signifikanter Unterschied. Die Verédnderungen zeigten aber eine -nicht
signifikante- Tendenz in die gleiche Richtung; Die Expression von ICAM-1 bei
Patienten mit Statineinnahme scheint durch Stimulation mit TNFa stérker
anzusteigen, als bei statin-naiven Patienten.

Die Expression von VCAM-1 war bei Patienten mit Statineinnahme in der
Gruppe der instabilen KHK signifikant geringer. Die anderen Gruppen zeigten
eine Tendenz in die gleiche Richtung. Die Steigerung der Expression von
VCAM-1 durch Stimulation mit TNFa war héher, wenn die Patienten ein Statin
einnahmen. Diese Ergebnisse waren jedoch nicht signifikant.

Die Statinvorbehandlung der Patienten fuhrt also zur erhéhten Expression von
ICAM-1 und VCAM-1 bei Stimulation mit TNFa, aber zu tendenziell geringeren
Grundlevels der Expression von ICAM-1 und VCAM-1.

Hinsichtlich der CD80-Expression zeigte sich ebenso wie bei der CD86-
Expression kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit und ohne
Statinvorbehandlung.

Vorangegangen Studien konnten zeigen, dass die Zahl der im peripheren Blut
zirkulierenden CD34* EPC unter Statintherapie ansteigt [34, 81]. Wir konnten
nun erganzend darstellen, dass die Genexpression der Oberflachenmolekule
ICAM-1 und VCAM-1 durch Statintherapie tendenziell verringert wird, also der
plaquestabilisierende [105, 106] und protektive Statin-Einfluss auf das
Fortschreiten der KHK mit weniger stark immunaktivierten CD34* EPC
einhergehen konnte. Eine weitere Moglichkeit wie die geringere Expression von
ICAM-1 und VCAM-1 auf CD34* EPC zustande kommt ist, dass die TNFa-
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Konzentration im Serum durch Statineinnahme verringert wird [78, 79] und es
dadurch zu weniger stark in vivo stimulierten Zellen mit einer geringeren
Genexpression der Uberpriften Marker kommt. Dass die Steigerung der
Genexpression der untersuchten Oberflichenmolekile durch Stimulation mit
TNFa bei Patienten mit Statineinnahme verstérkt ist, mag ein weiteres Resultat
der verringerten TNFa-Konzentration im Serum der Patienten sein. Eine
verringerte Zellaktivitdt durch Statineinnahme fuhrt also mdéglicherweise zur

gréBeren Steigerbarkeit der Expression bei Stimulation mit TNFa.

Die Ergebnisse der hier vorgestellten Studie zeigen, dass zirkulierende CD34*
EPC im inflammatorischen Milieu einer KHK ebenfalls Marker der
Immunaktivierung auf mRNA-Ebene exprimieren und durch Stimulation mit
TNFa, einem der wichtigsten Zytokine des Immunsystems [75], eine
Expressionssteigerung von ICAM-1 und VCAM-1 erfahren. Entzindliche
Veranderungen, unter anderem verbunden mit erhéhten TNFa-Werten, fihren
also nicht nur zur geringeren Anzahl im peripheren Blut zirkulierender EPC,
sondern auch zur Steigerung der immunologischen Aktivitdt und

moglicherweise zur Anderung der Immunfunktion dieser Zellen.
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Limitation der Studie

Einschrankend muss beachtet werden, dass die jeweiligen Probanden-Gruppen
relativ klein sind. Besonders bei der Aufteilung der Gruppe mit ACS in instabile
KHK und STEMI oder bei der Aufteilung in Patienten mit und ohne
Statineinnahme sind auf Grund sehr kleiner GruppengréBen Uberschatzungen
durch starke Verzerrung nicht zu vernachlédssigen. Des Weiteren ist als
limitierend der Unterschied zwischen den gesunden Probanden und den
anderen Gruppen zu beachten. Bezlglich des Alters, der Risikofaktoren und der
Medikamentenanamnese zeigten sich hier signifikant unterschiedliche
Patientenkollektive.

Eines der groBten Probleme der Forschung mit wissenschaftlichen
Untersuchungen mit endothelialen Progenitorzellen ist das Nichtvorhandensein
einer eindeutigen Definition eben jener Zellen. Die anerkannten und am
haufigsten durchgefiihrten Formen der Isolation von EPC sind die Identifikation
der Zellen mittels fluoreszierender Antikérper oder die Isolation mittels Zellkultur
[39, 107].

Da wir bei der Isolation unserer Zellen nur CD34 als Oberflachenmolekil und
die Tatsache, dass die Zellen im peripheren Blutkreislauf zirkulieren, als
definierende Elemente festgelegt hatten, besteht die Méglichkeit, dass es sich
bei den beobachteten Zellen nicht nur um EPC, sondern mehr um eine
Mischung aus verschiedenen Zellen handelt und somit die erworbenen
Informationen mit gewissen Einschrdnkungen betrachtet werden mussen.
Andererseits wurden in unseren Versuchen nicht isolierte Zellen in Kultur
gebracht und dann deren Verhalten im Verlauf in-vitro analysiert, sondern
bewusst aus einer kleinen Anzahl von Zellen durch Isolation aus dem
peripheren Blut eine ex-vivo Charakterisierung vorgenommen um dadurch am
ehesten die in vivo herrschenden Bedingungen abzubilden. Zudem wurde die
Studie bewusst mit menschlichen Blutproben durchgefihrt, um eine
groBtmégliche Ubertragbarkeit unserer Ergebnisse auf kiinftige

Therapiemoglichkeiten ableiten zu kénnen.
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6. Zusammenfassung

Die koronare Herzkrankheit mit ihren akuten Manifestationen und den daraus
resultierenden Folgen ist immer noch die hé&ufigste Todesursache in den
Industrienationen. Umso wichtiger ist es, die Forschung nach
Pathomechanismen dieser Krankheit zu vertiefen. Zuletzt standen endotheliale
Progenitorzellen sowie deren funktionelles Verhalten insbesondere in
Korrelation zu verschiedenen Risikofaktoren der KHK im Fokus der
Wissenschaft. Wir haben uns nun in einer ersten Anndherung mit dem
immunologischen Genotyp von aus dem peripheren Blut isolierten CD34* EPC
beschaftigt.

Mit der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, dass endotheliale
Progenitorzellen selbst immunologisch aktive Zellen sind, welche abh&ngig vom
Stadium der koronaren Herzkrankheit eines Individuums verschieden stark auf
MRNA-Ebene Molekile des Immunsystems exprimieren und somit
moglicherweise aktiv an der Immunkaskade der koronaren Herzerkrankung
beteiligt sein kénnten. Zudem konnte ein Einfluss einer vorbestehenden
Statintherapie auf die mRNA-Expression immunmodulatorischer Molekile in
Ruhe und bei Stimulation gezeigt werden.

In Zukunft missen noch weitere Studien zur Frage der immunologischen
Funktion der endothelialen Progenitorzellen in vivo durchgefuhrt werden, da die
bisherigen Ergebnisse meist auf in vitro kultivierten oder durch Zytokin-
Stimulation aus dem Knochenmark ausgeschwemmten Zellen basieren. Dazu
wird die Frage nach einer eindeutigen Definition endothelialer Progenitorzellen
und einer einheitlichen Isolation bzw. Charakterisierung der Zellen im
Vordergrund stehen um eine Vergleichbarkeit der verschiedenen Studien zu
ermdglichen und somit die Moéglichkeit einer Verwendung der Kenntnisse im

klinischen Alltag voranzutreiben.
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