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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Pathophysiologie des akuten
Myokardinfarktes

GemidB den Zahlen des Statistischen Bundesamtes Deutschland bilden die
kardiovaskuldren Erkrankungen die héufigsten Todesursachen. Allen voran ist hier die
chronisch ischdmische Herzerkrankung zu nennen (9,3% aller Sterbefille). Es folgen der
akute Myokardinfarkt (AMI, 7% aller Sterbefille) sowie die Herzinsuffizienz (6% aller
Sterbefille) (fiir das Jahr 2007, Statistisches Bundesamt).

Die Entstehung und die Progression kardiovaskuldrer Erkrankungen haben eine Vielzahl
von aufeinander folgenden Ereignissen als Ursache. Das Bestehen von Risikofaktoren wie
z.B. Fettstoffwechselstorungen, Hypertonie, Nikotinabusus und Diabetes mellitus sind
initiale Faktoren, welche zur Entstehung von endothelialer Dysfunktion und
Atherosklerose beitragen. Die Progression zur klinisch bedeutsamen koronaren
Herzkrankheit hat eine Ischimie des Herzmuskels zur Folge und kann zu einem
Myokardinfarkt fithren. Durch die verbesserte Therapie ist die Sterblichkeit nach akutem
Myokardinfarkt gesunken, so dass in der Folge immer mehr Patienten nach den komplexen
Remodellingvorgingen an einer linksventrikuldren Dilatation und an Herzinsuffizienz

leiden.

1.2 Aktuelle Therapie und ihre Grenzen

Die aktuelle Therapie der koronaren Herzerkrankung hat zum Ziel, die Risikofaktoren fiir
ein kardiovaskuldres Ereignis zu reduzieren (Gewichtsabnahme, korperliches Training,
Nikotinabstinenz, gute Einstellungen von Diabetes mellitus) und unmittelbar das Risiko
eines Myokardinfarktes zu reduzieren. Zum Einsatz kommen hier Acetylsalicylsdure,
Betablocker, und Statine. Interventionell stehen perkutane Angioplastie (PTCA), Stenting
und aortokoronare Bypass-Operationen zur Verfiigung, um die Perfusionsbedingungen des
Herzens zu verbessern.

Beim akuten Myokardinfarkt steht die mechanische Revaskularisierung eindeutig im
Vordergrund, unterstiitzt durch Thrombozytenaggregationshemmer, (Acetylsalicylsdure,
Clopidogrel, GPIIb/Illa-Rezeptorantagonisten), ~ Antikoagulation und allgemeine

MaBnahmen (O2-Zufuhr, Sedierung). Durch eine rasche Wiederer6ffnung des Gefilles
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1 Einleitung

kann verhindert werden, dass das abhingige Myokardgewebe vollstindig nekrotisiert,
wodurch Teile der Myokardfunktion erhalten werden kénnen. Zum aktuellen Zeitpunkt
gibt es jedoch keine etablierte Therapieoption, durch die die Regeneration des
Herzmuskels nach  Myokardinfarkt verbessert und bereits untergegangenes
Herzmuskelgewebe revitalisiert wiirde, oder durch die eine Unterstiitzung bzw. Induktion
der GefiBregeneration und damit eine Verbesserung der Myokardperfusion erreicht
werden konnte.

Genau dieser Therapieansatz ist Gegenstand der aktuellen Forschungen der
Zellersatztherapie, bei der exogen zugefiihrte Zellen die Reparaturvorgénge unterstiitzen
sollen. Zusidtzlich  finden  vermehrt  Untersuchungen  zu  korpereigenen
Regenerationsvorgéngen statt, um die Effektivitit einer moglichen Zellersatztherapie zu
steigern oder durch Induktion endogener Vorginge die natiirlich ablaufenden

Regenerationsvorgénge nach Myokardinfarkt zu unterstiitzen.

1.3 Progenitorzellen - Eine neue Therapieoption?

1.3.1 Entdeckung, Charakterisierung und Phiinotyp der endothelialen
Progenitorzelle

Die Proliferation und Migration benachbarter Endothelzellen bei Zelluntergang innerhalb
eines Gefilles spielt bei der Regeneration des Endothels eine seit langem bekannte Rolle.
Da das Proliferations- und somit Regenerationspotential reifer Endothelzellen stark
limitiert zu sein scheint, wurde eine weitere Quelle der Regeneration postuliert [10].
Wihrend der Embryogenese findet eine, sowohl regional als auch funktionell, enge
Entwicklung von peripherem Blut und GefiBwandstrukturen statt, welche die Existenz
einer gemeinsamen Vorlduferzelle, dem sogenannten Hamangioblast, nahelegte. Im Jahr
1997 beschrieben Asahara und Kollegen erstmals zirkulierende Angioblasten im
peripheren Blut des Menschen [3]. Andere Gruppen bestdtigten die Existenz von
,circulating bone marrow-derived endothelial progenitor cells“ [67] und lieferten Beweise
fiir eine starke Interrelation zwischen Hamatopoese und Vaskulogenese bzw. Angiogenese
[50].

Die so genannten Endothelialen Progenitorzellen (EPC) exprimieren CD34, ein
Oberflichenantigen hdmatopoetischer Stammzellen sowie den Leukozytenmarker CD45,
und koénnen in vitro einen endothelialen Phinotyp ausbilden [3, 30]. Sie sind an
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Fibronektin adhidrent und zeigen die endotheltypische Aufnahme von acetyliertem LDL-
Cholesterin sowie die Bindung von Ulex-Lektin [37, 76]. Dariiber hinaus haben sie in
Kultur das Potential zur Migration, zur Proliferation (Formation solitirer Kolonien) und
zur Bildung von retikuliren und tubuldren Strukturen im Sinne einer primitiven
Angiogenese [2, 53].

In vivo konnte gezeigt werden, dass diese so genannten endothelialen Progenitorzellen
(EPC) zur Neoangiogenese nach Gewebeischdmie beitragen konnen [2], und dass diese
Zellen an der Endothelialisierung von GefaB3prothesen beteiligt sind [67].

Asahara et al. benutzten einen polyklonalen Antikorper gegen die intrazellulire Domine
des VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor-2) um zu zeigen, dass CD34+
und VEGFR-2+ zirkulierende EPC Kolonien formen und acetyliertes LDL aufnehmen. Bei
der Injektion von CD34+, VEGFR-2+, CD34-, oder VEGFR-2 negativen Zellen in
Kleintiere, bei welchen durch das Verursachen von Ischimie Neovaskularisation induziert
wurde, inkorporierten vorwiegend die CD34+ und VEGFR-2+ Zellen in die vaskuldren
Strukturen: ein weiterer Hinweis dafiir, dass diese Zellen Vorldufer von Endothelien sind.
Ein weiterer Stammzell-Marker, CD133 (=AC133), ein transmembranires Glykoprotein
mit 5 Dominen, dessen Funktion unbekannt ist, wird ebenfalls von bestimmten EPC
exprimiert, jedoch nicht auf reifen endothelialen Zellen [87]. Bei der Reifung und
Differenzierung von Endothelialen Progenitorzellen wird die CD133 Expression rasch
herunter reguliert [46, 87]. Gehling und Kollegen [18] zeigten, dass durch G-CSF
(granulocyte colony stimulating factor) in das periphere Blut mobilisierte CD133+ Zellen
bei der Kultivierung in Anwesenheit von VEGF (vascular endothelial growth factor) und
SCF (stem cell factor) in endotheliale Zellen differenzierten. Phianotypisch zeigen diese
Zellen endotheliale Eigenschaften, inklusive der Expression von VEGFR-2, Tie-2, und von
Willebrand factor (vWF).

Peichev et al. [53] konnten zeigen, dass eine kleine Gruppe der CD34+ Zellen sowohl
ACI133, als auch VEGFR-2 exprimierten. Wurden diese Zellen mit VEGF, FGF-2
(fibroblast growth factor-2) und Kollagen inkubiert, resultierte dies in der Proliferation und
Differenzierung der Zellen in AC133-, VEGFR-2+ reife endotheliale Zellen.
Hémangioblasten exprimieren auflerdem das Protoonkogen CD117 [34, 52], welches fiir
eine Rezeptor-Tyrosinkinase kodiert und eine wichtige Rolle fiir die Gametogenese,
Melanogenese und Himatopoese spielt [7]. Endotheliale Progenitorzellen exprimieren

CD117 bis in die reifen Stadien hinein [58]. Die Forschungsgruppe um Li untersuchte
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Zellen, welche eben diesen Marker exprimierten, und konnte zeigen, dass CD117+ Zellen
in vitro innerhalb von 14 Tagen in Kultur in endotheliale Zellen differenzierten. /n vivo
zeigten die Zellen nach Implantation in ischdmische Hinterldufe von Miusen eine
Inkorporation in kleine Gefile, so dass auch hier eine Rolle in der Angiogenese
angenommen werden muss [41]. SchlieBlich scheinen auch monozytire, CD14+ Zellen
eine Quelle fiir Endotheliale Progenitorzellen zu sein [59, 79] und in vitro tubuldre
Strukturen ausbilden [64].

Diese vielfiltigen Beobachtungen zeigen, dass der genaue Phénotyp der Endothelialen
Progenitorzellen, ebenso wie ihr Ursprung und ihre komplexen funktionellen
Eigenschaften weiterhin nicht vollstindig geklart sind. Vielmehr scheinen die
unterschiedlichen exprimierten Oberflichenmarker einen Reifungsprozess widerzuspiegeln
[26]. Die Mobilisierung der unreifen, noch CD117+ Zellen aus dem Verband der
Knochenmarkszellen erfolgt durch die Aktivierung der Matrix-Metalloproteinase-9 und
mit Beteiligung des Wachstumsfaktors SCF (stem cell factor), dessen Rezeptor die
Tyrosinkinase CD117 bildet [23]. Zu diesem Zeitpunkt tragen die Zellen neben dem
endothelialen Marker KDR/VEGFR-2 das CD34 und das CD133 Oberflichenmolekiil.
Wiéhrend der Migration in die Blutbahn und im Verlauf der weiteren Zirkulation schreitet
der Differenzierungsprozess der EPC weiter voran, und mit ihm kommt es zum Verlust
von CD133 und der zunehmenden Expression von endothelialen Oberflichenmarkern, wie
beispielsweise vascular endothelial (VE)-cadherin, von Willebrand factor, endothelialer
Stickoxidsynthase, CD146, platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (CD31) und E-
Selektin [36, 57]. Letztendlich kommt es zur Integration der Zellen ins Geféf3endothel [26],
wobei einen mafigeblichen Einfluss auf die endgiiltige Differenzierungsrichtung der Zellen
offenbar die lokalen Umgebungsbedingungen haben. So kénnen Monozyten, aber auch
CD34 positive Zellen in vitro je nach Mediumkonditionen und vorhandenen
Wachstumsfaktoren zu endothelialen Zellen, zu Makrophagen und dendritischen Zellen

[79], aber auch zu glatten Muskelzellen [61] differenzieren.

1.3.2 Beeinflussung der Zahl und Funktion der EPC durch
kardiovaskulire Risikofaktoren und Erkrankungen

Trotz der sehr unterschiedlichen Methoden, mit denen der Einfluss von kardiovaskulidren

Risikofaktoren oder bereits manifester kardiovaskuldrer Erkrankungen auf EPC untersucht
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wurde, zeigen sich generell immer wieder zwei Muster: (1) Die EPC sind bei Patienten mit
chronischen vaskuldren Erkrankungen oder Risikofaktoren depletiert, und (2) ihre Anzahl
ist als Antwort auf eine akute Schidigung erhoht.

Bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung (KHK) ist die Anzahl der EPC erniedrigt, und
auch nach Korrektur fiir die klassischen kardiovaskulidren Risikofaktoren wie Alter,
Geschlecht, Hypertonie, Diabetes, Rauchen, familiire Disposition und LDL
Cholesterinlevel, reprisentiert diese reduzierte EPC-Anzahl ein erhohtes Risiko fiir
Arteriosklerose [81]. Es besteht eine starke Korrelation zwischen der Anzahl der
zirkulierenden EPC und dem kombinierten Framingham-Risiko-Score fiir Arteriosklerose
[25], ebenso wie es bei Ubergewicht zu einer — durch Gewichtsreduktion teils reversiblen —
Reduktion der Anzahl der zirkulierenden Vorlduferzellen kommt [47]. Sowohl im
Tiermodell als auch beim Menschen konnte auBlerdem eine reduzierte funktionelle
Aktivitdt von EPC bei Diabetes nachgewiesen werden [42, 74, 76]. Letztendlich miissen
niedrige EPC-Spiegel im peripheren Blut als unabhéngiger Préadiktor fiir ein schlechteres
Uberleben gesehen werden [65, 83].

Andererseits konnen Faktoren, welche das kardiovaskuldre Risiko senken, wie z.B.
Ostrogen [27-29], Statintherapie [80, 82] oder korperliche Betitigung [40] die EPC-Level
im peripheren Blut anheben oder die Seneszenz der Zellen reduzieren. Dem Knochenmark
entsprungene EPC konnten in verschiedenen Orten der Neovaskularisation wéhrend der
Wundheilung, beim Tumorwachstum, sowie in ischdmischem Skelettmuskel oder
ischamischem Herzmuskel gefunden werden [2, 32]. Ahnliche EPC-Inkorporation wurde
nach Ostrogeninduzierter Ovulation wihrend der Neovaskularisation des Endometriums
gezeigt [2]. Diese Beobachtungen legten die Hypothese nahe, dass EPC aus dem
Knochenmark als physiologische Antwort auf eine notwendige Neovaskularisation in das
periphere Blut entlassen werden, und sie dann zur BlutgefdB3formation beitragen. Dass bei
akuter vaskuldrer Schadigung im Gegensatz zu den chronischen Krankheitszustinden und
Schiadigungsmustern EPC aus dem Knochenmark mobilisiert werden konnen, wurde in
verschiedensten Untersuchungen gezeigt: Durch Verbrennung oder chirurgische
Manipulation induzierte GefdBverletzungen resultieren in der Freisetzung von VEGF und
SDF-1 (stromal cell-derived facor-1) und konsekutiv in einem Anstieg der
CD133/VEGFR-2 positiven EPC [4, 19]. Die lokalen Konzentrationen von VEGF und
SDF-1 sind an ischidmischen Foci erhoht und férdern die Rekrutierung von EPC aus der

Zirkulation an die Orte der Ischidmie [11, 17]. Ebenso konnen Zytokine wie G-CSF
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(Granulocyte-colony stimulating factor) und GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) zur Mobilisation von EPC und somit zur Unterstiitzung der
Organregeneration beitragen [4, 73]. Bei Patienten mit Myokardinfarkt steigt die Anzahl
der zirkulierenden EPC in der Akutphase parallel mit VEGF an [45, 68].

1.3.3 Priklinische und Kklinische Studien

Viele priklinische Studien konnten den therapeutischen Nutzen von EPC bei ischdmischen
Erkrankungen oder Gefiflschidigung am Tiermodell zeigen [2, 31, 35]. Die direkte
Kontribution der EPC zum Gefidf8 im Sinne einer Inkorporation in das Endothel betrug je
nach Modell oder Krankheit 1 bis 25 Prozent [51]. Zusitzlich zeigte sich in den
Untersuchungen jedoch auch die Gefi3dichte erhoht. Dies spricht fiir die Tatsache, dass
inkorporierte Progenitorzellen auch Wachstumsfaktoren freisetzen, welche auf parakrinem
Wege die lokale Angiogenese fordern, gewebestindige Vorlduferzellen mobilisieren
und/oder das Uberleben der Zellen des Empfiingers verbessern, also die Voraussetzungen
fiir eine schnelle Revaskularisation, Proliferation und verbessertes Zelliiberleben schaffen
[39].

Aufgrund der Hinweise, dass Knochenmarkszellen moglicherweise durch Stimulation der
Angiogenese und Verbesserung der Erholung ischdmischen Gewebes an endogenen
Reparaturmechanismen des Herzens beteiligt sind [32, 49, 68], und der zudem leichten
Gewinnung der Zellen durch Knochenmarkspunktion wurden sehr rasch auch klinische
Studien zur Therapie des Myokardinfarktes mit Knochenmarkszellen begonnen. Mehrere
Phase-1-Studien mit Transplantation von mononukledren Knochenmarkszellen zur
Behandlung von Myokardinfarkt, peripherer arterieller Verschlusskrankheit (= pAVK)
KHK oder Herzinsuffizienz, welche die Machbarkeit und Sicherheit der Transplantationen
zeigten, wurden durchgefiihrt [15, 21, 33, 54, 69, 71, 78].

In der TOPCARE-AMI (Transplantation of Progenitor Cells and Regeneration
Enhancement in Acute Myocardial Infarction Trial) [62], wurden ex vivo expandierte
mononukledre Knochenmarkszellen oder aus den mononukledren Zellen des peripheren
Blutes gewonnene und in Kultur angereicherte EPC bei einer randomisierten Gruppe von
20 Patienten mit akutem Myokardinfarkt intrakoronar appliziert. Die finalen 1-Jahres-
Nachbeobachtungsergebnisse bestdtigten die bereits nach 4 Monaten festgestellte
Verbesserung der linksventrikuldren Pumpfunktion ebenso wie die Reduktion des

endsystolischen Volumens und die Verkleinerung der dysfunktionellen Myokardareale bei
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den mit Zellen behandelten Patienten, wobei die Verbesserung mit der Migrationskapazitit
der Zellen zu korrelieren scheint [6].

Die randomisierte und kontrollierte BOOST-Studie (Bone Marrow Transfer to Enhance
ST-Elevation Infarct Regeneration Trial) [85] evaluierte die therapeutischen Effekte von
Knochenmarkszelltransfer bei 60 Patienten mit Myokardinfarkt, bei denen eine perkutane
Koronarintervention durchgefiihrt wurde. In den Untersuchungen nach 6 Monaten zeigte
sich zunéchst eine Verbesserung der Ejektionsfraktion und systolischen Wandbewegung in
der Infarktgrenzzone, jedoch war der Unterschied in der linksventrikuldren Kontraktilitat
nach 18 Monaten nicht mehr signifikant. Die ebenfalls randomisierte ASTAMI-Studie aus
Norwegen konnte nach sechs Monaten keine Unterschiede in der linksventrikuldren
Pumpfunktion zwischen den jeweils 50 Patienten der Zelltherapie-Gruppe und der
Kontrollgruppe nachweisen [43]. Eine groBe randomisierte Placebo-kontrollierte Studie
folgte mit REPAIR-AMI von Schéchinger und Mitarbeitern aus Frankfurt, die jeweils 100
Patienten nach Rekanalisation des Infarktgefiles zusitzlich zur Standard-Therapie
entweder mononukledre Knochenmarkszellen oder Mediumldsung intrakoronar injizierten.
Nach einem Jahr war es in der Zelltherapie-Gruppe zu signifikant weniger
kardiovaskuldren Ereignissen und Rehospitalisierungen gekommen als in der Placebo-
Gruppe, und die linksventrikuldre Pumpfunktion zeigte eine groflere Verbesserung [63]. In
einer anderen randomisierten Placebo-kontrollierten Studie von Janssens und Mitarbeitern
aus Belgien an 67 Patienten konnte kein Unterschied fiir die globale linksventrikuldre
Pumpfunktion gezeigt werden, jedoch waren die regionale Pumpfunktion und die Vitalitt
im Infarktgebiet in der Zelltherapie-Gruppe verbessert [33].

Obwohl diese ersten klinischen Studien beim Menschen, wenngleich kontrovers diskutiert,
vorsichtigen Optimismus fiir das therapeutische Potential der EPC unterstiitzen, wurden
durch die Studien auch einige wichtige neue Fragen evoziert: Eine Aussage iiber die
effektivste  Applikationsmethode der Zellen (z.B. intrakoronare Infusion oder
intramyokardiale Einbringung in das Infarktareal) ldsst sich aktuell noch nicht treffen,
ebenso ist der optimale Transplantationszeitpunkt nach Infarkt unbekannt. Unklar bleibt
auch, welche Zellpopulation genau transplantiert werden sollte, und ob Knochenmark oder

peripheres Blut die Quelle dieser Zellen darstellen sollte.
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2 Ziel der Untersuchung

Fiir die Zelltherapie oder die Unterstiitzung der endogenen Regenerationsvorgidnge nach
Myokardinfarkt ist ein genaues Wissen tiiber die physiologischen Vorginge der
Mobilisation bei myokardialer Ischdmie unabdingbar. Mehrere Studien haben die
Mobilisation von Progenitorzellen nach Myokardinfarkt bereits untersucht. Bisher wurde
jedoch entweder auf eine Analyse der Zellsubpopulationen verzichtet [68], oder einzelne
Untersuchungszeitpunkte nach Myokardinfarkt wurden herausgegriffen, ohne dass eine
deutliche Darstellung der Kinetik des Anstiegs erfolgte [45, 84]. Eine wichtige Limitation
bestand auflerdem in den bisher durchgefiihrten durchflusszytometrischen Analysen der
Untersuchungen. Da die CD34 positive Population nur ungefahr 0,03% der Leukozyten im
peripheren Blut gesunder junger Personen ausmacht, ist es schwierig, weitere
Zellsubpopulationen zu untersuchen, insbesondere wenn, wie bisher in den
veroffentlichten Arbeiten geschehen, nur 50 000 bis 100 000 Leukozyten gemessen
werden. Um dieses Problem zu umgehen, entwickelten wir eine neuartige FACS-Strategie
(fluorescence activated cell sorting), die es uns erlaubte, die doppelt-positive
Subpopulation aus ca. 1 Million Leukozyten zu bestimmen.

Das Ziel dieser Studie war, die pathophysiologische Mobilisierung der CD34 positiven
Zellen nach Myokardinfarkt zu untersuchen, sowie die Zellsubgruppen, die an diesen
endogenen Prozessen beteiligt sind, zu analysieren. Da eine allgemeingiiltige
Charakterisierung der endothelialen Progenitorzellen beziiglich ihrer Oberflichenmarker
weiterhin nicht existiert (siche hierzu auch die Ausfithrungen in der Einleitung), die
CD34/CD133 positiven Zellen, ebenso wie CD34/KDR positive Zellen jedoch allgemein
als verschiedene Reifestadien der Endothelialen Progenitorzellen angesehen sind, und da
ein mogliches Potential der Angiogenese und Neovaskularisation fiir EPC ebenso wie fiir
CD117 positive Zellen bekannt ist [41], entschieden wir uns zur Untersuchung der CD34
positiven Zellen, sowie der KDR/CD34, CDI133/CD34 und CD117/CD34 doppelt
positiven Subpopulationen und analysierten deren Anzahl im peripheren Blut von

Patienten nach Myokardinfarkt.

Das folgende Manuskript, welches 2007 im Journal ,,Clinical Research in Cardiology*

veroffentlicht wurde, =zeigt die wichtigsten Ergebnisse der Arbeit [20].
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Differential increase of (D34, KDR/CD34,
CD133/CD34 and CD117/CD34 positive cells
in peripheral blood of patients

with acute myocardial infarction

Abstract Objective Circulating
progenitor cells (CPC) may con-
tribute to cardiac regeneration
and neovascularization after acute
myocardial infarction (AMI). For
potential therapeutic use, under-
standing the endogenous mecha-
nisms after ischemia is inevitable.
We investigated the absolute
number, but also the subset com-
position of CD34+ CPC after
AMI. Methods CD34+, KDR+/
CD34+, CD133+/CD34+ and
CD117+/CD34+ CPC were ana-
lyzed by FACS in peripheral
blood of 10 patients with acute
MI (59+5 yrs, m/f=8/2) at day
of AMI (day 0) and days 1-5. For
comparison patients with stable
coronary artery disease (CAD,
n=12, 66+2 yrs, m/f=10/2) and
young healthy volunteers (n=7,
26+2 yrs, m/f=3/4) were studied.
Results CD34 and KDR/CD34,
CD133/CD34, CD117/CD34 were
increased day 3 and 4 after AMIL
KDR+ fraction within CD34+

population remained unchanged
(58.3+7.8% vs 55.3+10.6%),
whereas CD133+ (64.9+3.1% vs
43.5+5.9%, P=0.006) and
CD117+ fractions (71.7 £5.6% vs
50.1+5.5%, P=0.02) were ele-
vated. In CAD, all CPC and frac-
tions were similar as AMI day 0.
Healthy volunteers had more
CD34+ than CAD and AMI day 0.
Double positive CPC were also
higher, but fractions were un-
changed vs CAD with more
KDR/CD34 in trend (72.8 +10.6%
vs 50.5+5.6%, P=0.058). After
AMI both absolute numbers of
CD34+ and their subset com-
position change, suggesting selec-
tive mobilization of CPC. In-
creased CPC after AMI never
reach numbers of young healthy
volunteers.

Key words myocardial infarc-
tion - circulating progenitor cells
- myocardial regeneration -
mononuclear cells - CD34

Introduction

In recent years the notion that acute myocardial in-
farction is followed by irreversible tissue damage
and scar replacement has been undermined to some
extent, due to various experimental data, suggesting
a possible - albeit fragmentary - regeneration [1, 7].
Several therapeutical approaches make use of the
idea that immature progenitor cells may stimulate

neovascularization and vascular and myocardial re-
pair, thus enhancing the recovery of the cardiac
function [11]. Although a number of experimental
and clinical studies already investigated the thera-
peutic effect of an infusion of various distinct cell
types isolated from bone marrow [10, 15] the endog-
enous mechanisms of regeneration, the knowledge of
which could be conducive to finding the optimal cell
population, have yet to be fully examined.
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Several studies have investigated the mobilization
of progenitor cells as a response to myocardial in-
farction. Shintani and coworkers quantified CD34+
mononuclear cells at day 1, 3, 7, 14 and 28 after MI,
finding an increase after MI with a peak at day sev-
en, but did not further investigate the different CD
34+ cell subtypes [12]. Other groups investigated
several cell types at various single time points after
MI with different strategies of fluorescent activated
cell sorting (FACS) [4, 14]. One important limitation
of the FACS analysis of progenitor cells is the low
frequency of these cells in peripheral blood. The
CD34 positive population averages at about 0.03% of
the leukocytes in young healthy persons making it
difficult to further distinguish the subpopulations of
CD34 cells. Accordingly, this has not convincingly
been done by previous studies, especially when only
50000 or 100000 leukocytes were studied (corre-
sponding to 10-20 CD34 positive cells).

To overcome this problem we analyzed only those
cells that were identified as CD 34 positive progeni-
tor cells (ISHAGE criteria: size, granularity, CD45
and CD34 expression). Approximately 200 of these
cells were counted, thereby the analysis allowed us
to estimate the number of double positive cells from
approximately 1 million leukocytes. In addition, the
day-to-day analysis of cell counts that was applied in
our study is advantageous over single time point de-
terminations, because the time of peak cell counts
may vary for specific subpopulations of cells and
among patients.

The aim of the present study was to evaluate the
pathophysiologic mobilization of CD34 positive cells
after MI as well as to analyze the cell subsets in-
volved in this endogenous process.

Cell lineages expressing CD34 surface antigen are
a heterogeneous population and include haemato-
poietic as well as endothelial progenitor cells and
more mature endothelial cells. Endothelial progenitor
cells are mostly defined by the expression of CD34
and VEGFR-2 (KDR), although the CD34+/KDR+
fraction also comprises HSC (haematopoietic stem
cells) [16]. A consistent characterization regarding
the surface markers of the different subpopulations
is still missing but it is widely accepted that CD34/
CD133 positive cells are a less mature cell popula-
tion than cells expressing CD34/KDR (VEGFR-2)
and lacking CD133 [8]. From a more clinical point
of view the possible potential of angiogenesis or
neovascularization which is known for EPCs as well
as for CD117+ cells [2] is the crucial aspect of inter-
est. Therefore we investigated CD34 positive, and
KDR/CD34, CD133/CD34 and CD117/CD34 double
positive cells in response to myocardial infarction.

Clinical Research in Cardiology, Volume 96, Number 9 (2007)

Methods

Patients

Ten consecutive patients who presented with acute
myocardial infarction (chest pain, ECG changes, ele-
vation of serum creatine kinase levels and significant
CK-MB ratio) were enrolled in the study. The onset
of symptoms was less than 12 hours before admis-
sion in all patients. Exclusion criteria were severe
non-cardiac disorders, acute or chronic inflamma-
tory processes, autoimmune or malignant disease or
recent traumas (age 59+5 yrs., m/f=8/2). For com-
parison patients with diagnosed CAD but without
an acute ischemic event served as controls (n=12,
age 662 yrs., m/f=10/2). In addition young healthy
volunteers (n=7, age 26%2 yrs.,, m/f=3/4) were
studied. A summary of patients’ characteristics and
lab values is given in table 1. Informed consent was
given by all patients. The study was approved by the
Local Ethics Committee at the University of Cologne
(Nr. 03-179) and complies with the principles out-
lined in the Declaration of Helsinki.

Blood samples and FACS analysis

Samples of peripheral venous blood were collected
within 12 hours after admission of patients (day 0)
and collected daily until day 5 after MI. In the con-
trol groups samples were collected at an arbitrary
time point. EDTA-peripheral blood samples were
processed within 4 h after collection.

Table 1 Patients data

M CAD Control
N 10 12 7
Age, y 5945 66+2 26+2

n.s. vs Ml P<0.01 vs
CAD and MI

Gender, m/f 8/2 10/2 3/4
Extent of disease (1/2/3 vessel) 3/3/4 4/2/6
CK max (U/l) 2051+442
LDH initial (U/1) 505+183
LDH max (U/1) 754186
STEMI/NSTEMI n (%) 8 (80)/2 (20)
Ischemia location anterior/ 6 (60)/4 (40)
posterior n (%)
Hypertension, n (%) 6 (60) 12 (100) 0 (0)
HLP, n (%) 7 (70) 12 (100) 0 (0)
Diabetes mellitus, n (%) 3 (30) 6 (50) 0 (0)
Smoking, n (%) 5 (50) 2 (17) 4 (57)
P-blocker therapy, n (%) 9 (90) 11 (92) 0(0)
ACE inhibitor, n (%) 6 (60) 5 (42) 0(0)
Statin therapy, n (%) 9 (90) 11 (92) 0(0)
Aspirin/Clopidogrel, n (%) 10 (100) 10 (83) 0 (0)
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100 pl of PB collected in EDTA containing tubes
were incubated for 20 min with flourescein isothio-
cyanate-conjugated anti-CD45 monoclonal antibody
and phycoerythrin-conjugated anti-CD34 antibody.
To exclude any bias by the choice of fluorescent dye,
another 100 ul sample was incubated with FITC-con-
jugated anti-CD34 antibody and PE-conjugated anti-
CD45 antibody (Becton Dickinson, Heidelberg, Ger-
many). To assess the subpopulations in each case
100 pl of PB were stained with either PE-conjugated
anti-VEGFR-2 (KDR) (eBiosience, San Diego, USA)
antibody or anti-CD133 antibody (Miltenyi Biotec,

Fig. 1 Representative example of the fluorescent

Bergisch-Gladbach, Germany) or anti-CD117 anti-
body (eBiosience, San Diego, USA) in addition to
the FITC-conjugated anti-CD34 antibody (Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany). Appropriate iso-
type controls were used for each staining procedure.
After lysis of red cells, the samples were centrifuged
and the pellets were resuspended in 300 pl of phos-
phate buffered saline. Cells were analyzed by flow
cytometry (FACSCalibur, Becton Dickinson, Heidel-
berg, Germany). The analysis of the CD34+ haema-
topoietic cells was performed adopting the gating
strategy defined by the International Society of Hae-

4
activated cell sorting (FACS) analysis of the CD34 10% 4 10 3
positive cell subsets. KDR/CD34 double-positive ]
cells (b) were defined according to their corre- 21
sponding isotype control (a). Accordingly, CD133/ 1034 " 10°5
(D34 double positive cells (d) and CD117+/CD34+ " a ]
subsets (e) were defined according to their appro- & é ]
priate control () 3 102] = 1074
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matotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) guide-
lines and expressed as number per million white
blood cells.

In order to gain reliable data for the subpopula-
tion analysis, the data of the progenitor population
was selectively acquired by only counting CD34 posi-
tive cells with a low granularity and the typical for-
ward scatter profile. Afterwards the subpopulations
were defined according to the corresponding isotype
control (Fig. 1a-d).

Data analysis and statistics

Data shown are mean+SEM. Significant differences
between groups were estimated with the help of
computerized calculations with InStat® (GraphPad
Software Inc., USA) applying the Student’s t-test for
paired and unpaired values.

Results

Circulating CD34+ cells and their subsets after Ml

The longitudinal study of patients with MI showed
that the mean value of the number of circulating
CD34+ cells in PB was increased by a factor of 2.8 at
day 4 after myocardial infarction vs. day 0 of MI. In
parallel, the total number of KDR/CD34, CD133/
CD34 and CDI117/CD34 double positive cells in-
creased after MI, with a peak at day 4 (Table 2,
Fig. 2a-d).

While the fraction of the KDR/CD34 double posi-
tive cells within the CD34+ population did not sig-
nificantly change during the 5 day observation peri-
od after MI, the percentage of the CD133 and CD117
positive fractions of the CD34 positive population
were elevated on day 3 and day 4, respectively
(P <0.01, Table 3, Fig. 3a-c).

Table 2 Cell numbers per million leukocytes

Clinical Research in Cardiology, Volume 96, Number 9 (2007)

Circulating progenitor cells in patients
with MI compared to patients with CAD
and young healthy volunteers

As compared to patients with CAD, the CD34 posi-
tive cell count per million leukocytes was not statis-
tically different in patients with MI at day O.
Furthermore, there were no differences in the
amounts of KDR/CD34, CD133/CD34 and CD117/
CD34 double positive cells in patients with MI at
day 0 compared to patients with CAD (Table 2,
Fig. 2b-d), nor in the composition of the CD34 posi-
tive cell population (fractions of KDR/CD34, CD133/
CD34, CD117/CD34, P>0.1, Table 3, Fig. 3a-c).

In addition, patients with MI (day 0) had a 3.4
fold lower count of CD34 positive cells than young
healthy volunteers (P=0.01, Table 2, Fig. 2a). At day
4 after MI this number was no longer different. Also
the numbers of KDR/CD34, CD133/CD34 and
CD117/CD34 double positive cells were lower in MI
(day 0) vs young healthy volunteers (all P<0.05, Ta-
ble 2, Fig. 2b-d). However, again this difference was
no longer present at day 4 after MI. Patients with
CAD had the same subsets within the CD34+ popu-
lation as young healthy volunteers, but there was a
non-significant trend for a lower KDR positive frac-
tion (P=0.058, Table 3, Fig. 3a).

Discussion

Recent data suggest that immature progenitor cells
may contribute to regeneration after myocardial in-
farction. Although the transplantation of precursor
cells may offer an attractive therapeutical approach
and several promising clinical studies have been
conducted, the knowledge about the endogenous
processes and the different cell types which are mo-
bilized after MI physiologically - albeit possibly im-
portant - is still scarce.

In this study we investigated the mobilization of
CD34 positive progenitor cells and their KDR,
CD133, and CDI117 positive subsets between day 0
and day 5 after MI. This is the first study that con-

MI day 0 MI day 1 MI day 2 MI day 3 MI day 4 MI day 5 CAD Healthy
(D34 92425 214164 176 +38 226+35* 255+46% 232+57 14340 310470
KDR/CD34 56+19 7633 78£15 98+27 144+32% 111+£36 63+19 263+85*
(D133/CD34 45£13 90+30 93+£22 151+£24% 160+37* 11648 78+29 214463
(D117/CD34 4712 17057 132+39 158+ 28** 205+43** 11252 10541 265+86*"

*P<0.05, ** P=0.01 vs MI day 0; ¥ P<0.05, ¥ P=0.09 vs CAD
all cells expressed by 1000000 leukocytes



Fig. 2 (a) (D34 positive cells of patients with MI
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Table 3 Percentage of subtypes within CD34+ population
% within 34+ MI day 0 MI day 1 MI day 2 MI day 3 MI day 4 MI day 5 CAD Healthy
population
KDR+/CD34+ 55.3+10.6 39.8+6.6 45.6+6.4 49.0+10.7 583+7.8 57.3+6.5 50.5+5.6 728+107"%
(D133+/CD34+ 435+59 49.4+82 53.3+6.0 64.9+3.1% 57.2+84 45.6+88 51.9+3.2 59.8+7.3
(D117+/CD34+ 50.1+5.5 62.1+£5.5 64.0+6.4 67.4+5.0 71.7+5.6% 47.9+86 633+53 725+79

*P<0.05 vs MI day 0; #p=0.058 vs CAD

tinuously describes the mobilization of these pro-
genitor cell subsets within the first week of myocar-
dial infarction in comparison to patients with CAD
and young healthy controls. Besides the absolute
number the composition of CD34+ cells after MI
was investigated. The major findings of the study
are, firstly, that myocardial infarction not only leads
to quantitative but also to qualitative changes of the
progenitor cells. Secondly, despite cell count in-
creases after MI, the number of cells does not reach
the value observed in young healthy volunteers, and

thirdly, our results indicate that the mobilization of
progenitor cells after MI is selective for specific cell
types.

Our hypothesis that the different subpopulations
of CD34+ cells might have different functions and
potentials is in accordance with the work of Vasa et
al. [13]. In that study it was found that the amount
of KDR+/CD34+ circulating progenitor cells is influ-
enced by cardiovascular risk factors, while on the
other hand these factors did not influence the num-
ber of CD133+/CD34+ circulating cells. One might
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Fig. 3 Fractions of KDR+/CD34+ (a), CD133+/CD34+ (b) and CD117+/
(D34+ (c) cell subsets, expressed as percentages of the CD34 positive cell
population. The fractions of patients with MI (day 0-day 5) are compared to
CAD and young healthy volunteers. * P<0.05 vs Ml day 0; # P= 0.058 vs
CAD

speculate that in our patients, KDR+/CD34+ cells
could not be mobilized to the extent of CD133+/
CD34+ and CD117+/CD34+ cells due to their depen-
dence on cardiovascular risk factors (with the conse-
quence that the fraction of KDR+/CD34+ was not
elevated after MI). The missing increase of this sub-
set after MI could be explained either by (a) exhaus-

Clinical Research in Cardiology, Volume 96, Number 9 (2007)

tion of the pool of stem/ progenitor cells in the bone
marrow, (b) reduced mobilization, or (c¢) reduced
survival of these cells.

Shintani et al., who first reported the increase of
CD34+ cells after MI, detected similar cell numbers
and an elevation within the same range as we did,
but did not further investigate the subpopulations.
Wojakowski et al. found an increase of the CD117+/
CD34+ subset after MI as we did, but did not pres-
ent exact numbers, whereas they could only detect
small numbers in healthy persons. This might be
due to the higher age of their control group or to
the different FACS approach, which also led to sur-
prisingly high numbers of CD34+ cells [5, 14]. Mas-
sa et al. found no difference in the number of
CD34+ cells between patients with stable angina and
healthy controls and even more CD34+ cells in acute
myocardial infarction on the day of admission than
in healthy controls [4]. The discrepancy of these
findings may be explained by the younger age of
our control subjects since younger age may be asso-
ciated with a higher number of CD34+ cells in pe-
ripheral blood, as suggested by our recent study [6].

Another discrepancy which cannot readily be ex-
plained is the peak of CD34+ cells at the day of ad-
mission that is described by Massa and colleagues.
So far all studies investigating the mobilization [6,
12, 14] have found increased values at later dates.
Physiologically, this delayed increase of CD34+ cells
appears to be more plausible, since also after exter-
nal stimulation of stem cell release by G-CSF it takes
several days before the increase in CD34+ cells can
be observed in peripheral blood [9].

Thus, our day-to-day analysis of haematopoietic
stem cells is the first to describe convincing and
conceivable kinetics, taking the different CD34+ cell
subsets into account.

The importance of studying the specific progeni-
tor subpopulations is further supported by findings
of Madeddu et al. [3] who compared the therapeutic
potential of KDR+/CD34+ with that of KDR-/CD34+
cells. KDR+/CD34+ cells did not only show greater
resistance to apoptosis and ability to release VEGF-
A, but - when injected into the hindlimb muscles in
immunodeficient SCIDbg mice subjected to unilat-
eral ischemia - also improved limb salvage and hae-
modynamic recovery to a greater extend than a 10x
larger dosage of KDR-/CD34+ population. Li and co-
workers separated CD117 positive cells from mature
bone marrow cells (which are CD117 negative) and
performed in vitro and in vivo investigations [2].
They detected significantly higher levels of VEGF se-
creted from the CD117 positive cells and observed a
longer survival of CD117+ cells in culture which dif-
ferentiated into endothelial cells. When implanted
into ischemic hindlimbs of mice, the CD117 positive
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cells showed incorporation in microvessels, in con-
trast to the CD117 negative population. The micro-
vessel density and perfusion of the ischemic hind-
limbs were significantly higher in the CD117+ than
in the CD117- cell-implanted mice and also in a
group that received total bone marrow cell implanta-
tion. The previous studies and our current report
support the necessity for further investigations of
the different cell subsets, which may help to develop

approaches.
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4 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Diskussion der Ergebnisse

Jingste Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass unreife Progenitorzellen zur
Regeneration nach Myokardinfarkt beitragen. Obwohl die Transplantation von
Vorlduferzellen eine attraktive therapeutische Option darstellt, und bereits zahlreiche
vielversprechende klinische Studien durchgefiihrt wurden, ist das Wissen iiber die
endogenen Prozesse und insbesondere die verschiedenen Zelltypen, welche nach
Myokardinfarkt in das periphere Blut mobilisiert werden, weiterhin unzureichend. Mit den
Untersuchungen dieser Arbeit zur ischdmieinduzierten Mobilisation von Vorlduferzellen
soll ein Beitrag zum besseren Verstidndnis der kérpereigenen Prozesse geleistet werden.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Myokardinfarkt nicht nur zu quantitativen, sondern
auch zu qualitativen Verdnderungen der Progenitorzellen des peripheren Blutes fiihrt.
Zusitzlich fiel auf, dass selbst bei Mobilisation von Zellen nach dem Infarkt nicht die
peripheren Zellzahlen der jungen, gesunden Probanden erreicht werden. Auflerdem lieferte
die Untersuchung Hinweise darauf, dass die Mobilisation von Progenitorzellen nach
Myokardinfarkt selektiv fiir bestimmte Zelltypen ist.

Einer der grofften Kritikpunkte an allen Studien, die sich mit Endothelialen
Progenitorzellen beschiftigen, bleibt das Fehlen einer einheitlichen Definition der EPC.
Zunehmend wird sich um eine Vereinheitlichung bemiiht [77]. Da jedoch bei
verschiedenen Zelltypen davon ausgegangen werden muss, dass sie in vivo einen positiven
Einfluss auf die endotheliale Funktion und die Regenerationsféhigkeit haben, birgt eine
festgelegte Charakterisierung auch die Gefahr, die Komplexitit der beteiligten
Mechanismen und ggf. Zelltypen zu verkennen und wichtige Zellsubpopulationen nicht in
die Untersuchungen mit einzubeziehen, obwohl die Unterschiede und die genaue Funktion
der Zellen weiterhin ungeklart sind. In dieser Studie wurden die géngigen
Charakterisierungen durch CD34 und KDR, sowie CD133 gewdhlt. Auflerdem wurden
zusitzlich CD117+ Zellen untersucht, da auch fir diese Zellen ein angiogenetisches
Potential bekannt ist [8, 13, 14, 41].

Ebenso uneinheitlich wie die Charakterisierung der Zellen bleiben auch weiterhin die

Methoden zur Quantifizierung und Isolierung von EPC. Oftmals wurden in den
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Untersuchungen nur 50 000 oder 100 000 Leukozyten auf Vorlduferzellen untersucht. Da
bereits bei einem jungen gesunden Kollektiv nur mit einer CD34 positiven Population von
ungefihr 0,03 % zu rechnen ist, erfasst die Messung nur ca. 10 bis 20 CD34 positive
Zellen, so dass eine Analyse der CD34 positiven Subpopulationen erschwert ist. Die in
unserer Studie eingesetzte Methode, bei der bereits wihrend der Messung die CD34+
Zellen gemif den ISHAGE Kiriterien (International Society of Hematotherapy and Graft
Engineering) [72] selektiv herausgefiltert werden, erméglicht es, die Anzahl der doppelt-
positiven Zellen in umgerechnet ca. einer Millionen Leukozyten zu erfassen und somit
bessere Ausgangswerte zur Darstellung der Subpopulationen zu erhalten.

Zusitzlich bietet die tdgliche Messung der Werte den Vorteil, dass — im Gegensatz zu
Messungen zu einzelnen Zeitpunkten — , jeweils die vorherigen und folgenden Werte der
Plausibilitdtspriifung dienen konnen, was gerade aufgrund der hohen inter- und
intraindividuellen Spannbreite, sowie fehlender Normalwerte, welche zur Orientierung
herangezogen werden konnen, wichtig erscheint. Trotzdem ist zu vermuten, dass auch die
bisher standardméBig eingesetzte Methode der FACS-Analyse nur begrenzt sensitiv bei der
Detektion von Vorlduferzellen ist, und dass in Zukunft ggf. alternative Methoden — wie
z.B. quantitative PCR — vermehrt eingesetzt werden missen [70].

Da alle Studien, inklusive der hier vorgestellten Untersuchung, relative Unterschiede
innerhalb des Patientenkollektivs bzw. der Kontrollgruppen betrachten, und da es keine
Angaben iiber Normwerte innerhalb bestimmter Kollektive gibt, ist der Vergleich
zwischen den Studien nur eingeschrinkt moglich. Er wird zusitzlich durch die Tatsache
erschwert, dass fiir die Darstellung der absoluten EPC-Anzahl unterschiedlichste
Bezugsgroflen — wie zum Beispiel Zellzahl pro 1 Mio. Lymphozyten, Zellzahl pro ul Blut,
oder auch Zellzahl pro 1 Mio Leukozyten — gewédhlt werden. Der Nachteil der Angabe in
Bezug auf die Leukozyten oder Lymphozyten, wie sie auch in dieser Arbeit gew&hlt
wurde, ist, dass Einfliisse eines verinderten Blutbilds, wie z.B. eciner stressinduzierten
Leukozytose oder einer Entziindungsreaktion, auf den Anteil der EPC an den Leukozyten
nicht ausgeschlossen werden konnen. In der hier diskutierten Studie wurde daher
zusdtzlich zu den Angaben pro Millionen Leukozyten die Datenauswertung der
Zellsubpopulationen als Fraktion an den gemessenen CD34 positiven Zellen gewahlt. So
wird, unabhingig von der absoluten Anzahl der Vorlauferzellen, durch die Darstellung der
Zelluntergruppen als Fraktion der Gesamtmenge, die qualitative Verdnderung der CD34+

Gesamtpopulation beriicksichtigt.
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Auch die Arbeitsgruppe um Wojakowski [84] beobachtete bestimmte Zelluntergruppen
und stellten ebenfalls einen Anstieg der CD117+/CD34+ Subpopulation nach
Myokardinfarkt fest. Jedoch gaben Wojakowski und Mitarbeiter keine genauen Zahlen an.
Ein weiterer Unterschied zwischen den hier vorgestellten Ergebnissen und den von
Wojakowski et al. veroffentlichten Daten besteht in der geringen Anzahl der
CD117+/CD34+ Population, den die Arbeitsgruppe bei gesunden Personen beschreibt.
Moglicherweise ist diese Differenz auf das hohere Alter der Kontrollgruppe
zuriickzufithren, oder auf einen rein methodischen Unterschied, welcher auch in einer
erstaunlich hohen Anzahl von CD34+ Zellen resultierte [48, 84].

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen haben Massa und Kollegen keinen Unterschied in
der Anzahl der CD34+ Zellen zwischen Patienten mit stabiler Angina und gesunden
Kontrollprobanden gefunden [45]. Allerdings beobachteten sie mehr zirkulierende CD34+
Zellen bei Infarktpatienten am Tag der Aufnahme als bei den gesunden Probanden. Diese
Diskrepanz zu den Ergebnissen der hier durchgefiihrten Untersuchungen koénnte durch das
hohere Alter der Kontrollgruppe in der Studie von Massa und Kollegen erklért werden, da
niedrigeres Alter mit einer erhohten Anzahl von CD34+ Zellen im peripheren Blut
vergesellschaftet zu sein scheint [49]. Nicht ohne weiteres zu erklédren ist jedoch die von
Massa et al. beschriebene Spitze der CD34+ Zellen am Tag der Aufnahme der
Infarktpatienten. Alle bisher publizierten Studien, welche die Mobilisation nach
Myokardinfarkt untersuchten, fanden den Zellanstieg zu spéteren Zeitpunkten [49, 68, 84].
Physiologischerweise erscheint der spatere Zuwachs an CD34+ Zellen im peripheren Blut
plausibler, da es auch nach externer Stimulation von Stammzellen zum Beispiel durch G-
CSF erst nach mehreren Tagen zu einem vermehrten Auftreten der Zellen in der Peripherie
kommt [55]. Dementsprechend liegt mit der hier gezeigten tdglichen Analyse des
Vorkommens der Zellen in der peripheren Blutbahn die erste Untersuchung vor, die neben
den CD34+ Subpopulationen auch die Kinetik des Zellanstiegs tiberzeugend darstellt.
Betrachtet man die in der Untersuchung gewonnenen Ergebnisse im Zusammenhang mit
anderen ver6ffentlichten Studien, liegt ein auch Vergleich mit einer weiteren Untersuchung
unserer Arbeitsgruppe nahe [47], da die verwendete Methode, die betrachteten
Zellpopulationen sowie die Bezugsgrofien mit der vorliegenden Studie iibereinstimmen. In
der Studie von Miiller-Ehmsen et al. wurde erstmals an einem gemischten Kollektiv von
149 freiwilligen Probanden eine negative Korrelation zwischen dem Body-Mass-Index

(BMI) bzw. dem Hiiftumfang und der Zahl der CD34 positiven Zellen im peripheren Blut
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beobachtet. Auch bei allen betrachteten Subgruppen von CD34 nahm die Zellzahl im
peripheren Blut (KDR/CD34, CD133/CD34, CD117/CD34) mit steigendem BMI ab. Die
beobachteten Verdnderungen waren durch eine Gewichtsreduktion teilweise reversibel:
Nach einer sechsmonatigen Diidt zeigten die CD34 und CD117/CD34 positiven Zellen
einen vom Ausmalf der Gewichtsreduktion abhingigen Anstieg.

Eine Reduktion der Anzahl von endothelialen Progenitorzellen bei Vorliegen von
kardiovaskuldren Risikofaktoren konnte bereits in vorangegangen Untersuchungen
demonstriert werden [81]. Geht man von einem EPC-Verbrauch bei chronischer Belastung
durch Risikofaktoren oder manifeste Erkrankungen aus, ist zu erwarten, dass bei dem
Bestehen des Risikofaktors Ubergewicht noch ohne Manifestation einer KHK die Anzahl
der EPC zwar reduziert ist, jedoch ein geringerer Verbrauch stattfindet als bei Patienten,
die bereits an einer manifesten Arteriosklerose der Koronargefiflie leiden. In
Ubereinstimmung hiermit lagen die bei {ibergewichtigen Personen ermittelten Werte fiir
CD34, CD133/CD34 und CD117/CD34 positive Zellen unterhalb des Niveaus der jungen,
gesunden Kontrollprobanden unserer Studie, jedoch knapp oberhalb oder im Bereich der
Ergebnisse der Patienten mit koronarer Herzerkrankung. Auffdllig ist in der Diétstudie
unserer Arbeitsgruppe eine Reduktion der KDR/CD34 positiven Zellen und deren Anteil
bei Ubergewichtigen. Sowohl die Gesamtanzahl der Zellen als auch deren Anteil an den
CD34+ Zellen liegt deutlich unterhalb des Niveaus der Patienten mit KHK. Man koénnte
also spekulieren, dass der negative Effekt des Ubergewichts auf diese Zellgruppe
besonders stark wirkt.

Die Hypothese, dass die verschiedenen CD34+ Subpopulationen verschiedenes
Funktionspotential besitzen, deckt sich mit den Beobachtungen in zahlreichen anderen
Arbeiten. So beschrieb die Arbeitsgruppe um Vasa [81], dass die Anzahl der
KDR+/CD34+ zirkulierenden Progenitorzellen von kardiovaskuldren Risikofaktoren
beeinflusst wird, wihrend diese Faktoren keine Auswirkungen auf die Menge der peripher
zirkulierenden CD133+/CD34+ Zellen hatten. Auch in der hier vorgestellten Studie zeigten
sich Unterschiede zwischen den Subgruppen. Es lie sich ein Trend zu weniger
CD34/KDR doppelt positiven Zellen bei Patienten mit KHK beobachten, und die Fraktion
der KDR/CD34 doppelt-positiven Zellen war auch nach Myokardinfarkt nicht erhéht. Es
wire also denkbar, dass bei den von uns untersuchten Infarktpatienten eine Mobilisation
von KDR+/CD34+ Zellen aufgrund ihrer Abhingigkeit von kardiovaskuldren

Risikofaktoren nicht im gleichen MaBe moglich war wie die Mobilisation von
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CD1334/CD34+ und CDI117+/CD34+, mit der Konsequenz, dass der Anteil der KDR
positiven Zellen an den CD34+ Vorlduferzellen nach Infarkt nicht erhéht war.

Die moglicherweise besondere Rolle der KDR positiven Subpopulation wird auch durch
die Arbeiten von Madeddu und Kollegen [44] deutlich. Die Arbeitsgruppe verglich das
therapeutische Potential von KDR+/CD34+Zellen mit dem von KDR-/CD34+ Zellen. Die
KDR+/CD34+ Zellpopulation zeigte nicht nur eine héhere Resistenz gegeniiber Apoptose
und stdrkere Fahigkeit zur Sekretion von VEGF-A, sondern verbesserte bei Injektion der
Zellen in die ischdmische Hinterldufe von immundefizienten Maiusen auch die
hdmodynamische Regeneration. Die stirkere therapeutische Wirkung zeigte sich auch noch
im Vergleich zu einer zehnfach hoheren Zelldosis der KDR-/CD34+ Population. Zu
entsprechenden Ergebnissen kam auch die Gruppe um Botta [5] in ihren Untersuchungen
an immundefizienten NOD-SCID (SCID = severe combined immunodeficiency) Mausen.
Hier erfolgte nach Induktion eines Myokardinfarktes und Zelltransplantation die
Beobachtung des Effektes von CD34 positiven Zellen, sowie von CD34+/KDR+ Zellen,
verglichen mit der CD34+/KDR- Population. Ein Benefit beziiglich kardialer
Hamodynamik konnte nur fiir die Gesamtpopulation der CD34 positiven Zellen und fiir die
CD34/KDR doppelt-positive Untergruppe gesehen werden, nicht jedoch bei der
Transplantation von CD34+/KDR-.

Eine weitere Studie beschreibt die CD34+/KDR+ Zellpopulation gar als Determinante
einer subklinischen Atherosklerose, da von den gemessenen Zellpopulationen (CD34+,
CD133+,CD34+/CD133+, CD34+/KDR+, CDI133+/KDR+ und CD34+CD133+KDR+)
nur eine reduzierte CD34+/KDR+ Subgruppe bei den Probanden mit einer Intima-Media-
Verdickung der Carotis einherging, und der Grad der Verdickung mit dem Mal} der
Zellreduktion eng korrelierte [12]. Letztendlich ist davon auszugehen, dass die CD34/KDR
doppelt-positive Zellpopulation durch Risikofaktoren besonders stark beeinflusst wird und
evtl. sogar den subklinischen Beginn einer Atherosklerose widerzuspiegeln vermag.
Zusitzlich kann aufgrund der Anzahl dieser doppelpositiven Zellen ein Voraussagewert fiir
das Auftreten kardiovaskuldrer Erkrankungen bei Patienten mit KHK [83] und bei
Gesunden [65] getroffen werden.

Unklar bleibt aktuell, ob dies auch fiir andere Subpopulationen gilt, so dass man
spekulieren konnte, dass die CD34+/KDR+ Zellen besonders von dem bereits erwéhnten
moglichen Verbrauch von EPC bei Patienten mit chronischen vaskuldren Erkrankungen

oder Risikofaktoren betroffen sind und daher durch Erschopfung des Stammzell-
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/Progenitorzell-Pools im Knochenmark oder durch reduziertes Uberleben dieser Zellen
eine Mobilisation nicht moglich ist. Andere Subpopulationen werden von chronischen
Faktoren moglicherweise weniger beeintrichtigt und stellen eher eine akute Antwort auf
Gewebeischimie dar.

Zu dieser These passt auch der in der hier vorgestellten Arbeit beobachtete Anstieg der
CD117+ bzw. der CD133+ Population nach Myokardinfarkt. Die Gruppe um Fazel
beschreibt wie auch andere Gruppen [16] am Tiermodell eindrucksvoll die nach
Myokardinfarkt stattfindende Erhéhung der CD117+ (=c-kit) Zellzahl im Herzen [13, 14].
In der Arbeit wurde gezeigt, dass diese Zellen dem Knochenmark entspringen und durch
VEGF-Erh6éhung sowie Anheben des Angiopoietin-2 Spiegels ein die Angiogenese
unterstiitzendes Milieu in der Infarktgrenzzone schaffen, welches wiederum in einem
myofibroblastenreichen Reparaturvorgang resultiert. Bei Mutation im CD117 Rezeptor
blieb eine Mobilisation der Zellen aus. Die Angiogenese sowie darauffolgende
Reparaturmechanismen konnten nicht beobachtet werden, und letztendlich kam es zum
zunehmenden Herzversagen. Knochenmarkstransplantation mit Wildtyp-Zellen fiihrte
wiederum zu einem Riickgang des kardiomyopathischen Phanotyps.

Auch fir CDI133+ Zellen werden Reaktionen auf akute ischdmische Ereignisse
beschrieben. So konnte fiir Zellen mit diesem Oberflachenmarker eine durch SDF-1a
(stromal cell-derived factor-1) vermittelte Rekrutierung in ischdmische Areale nach
Myokardinfarkt gezeigt werden. Grundlagen der von Tang und Kollegen durchgefiihrten
Untersuchungen [75] bildete die Tatsache, dass nach Induktion eines Myokardinfarktes im
Méusemodell vermehrte Expression von SDF-lo im Grenzgebiet des Infarktes und im
Infarktareal selbst nachgewiesen werden konnte [1]. Tang und Kollegen schlussfolgerten,
dass es bei durch Adenovirus induzierter Geneinbringung und konsekutiv forcierter SDF-
la-Expression zu verbesserter Regenerationsleistung kommen miisste, da die intrinsische
SDF-1a-Erhohung selbst nur kurzweilig und somit insuffizient ist [9, 22]. Letztendlich
zeigten sie in ihrem Mausmodell eine Erhohung der CD133 mRNA (=messenger RNA)
Expression in den SDF-lo iiberexprimierenden Infarktarealen im Vergleich zu den
Kontrollen. Simultan dazu stieg in diesen Gebieten auch die Anzahl der Zellen, die den
Oberflichenmarker CD133 trugen und in den Arealen zur Neovaskularisation und
Angiogenese beitrugen [9, 24, 86].

In einer anderen Untersuchung von Schomig [66] konnte nach Myokardinfarkt eine

Korrelation zwischen dem Auftreten von CD133 positiven Zellen und Interleukin 8
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festgestellt werden, einem Chemokin, welches im Rahmen der Entziindungsaktivierung
auftritt, moglicherweise proangiogenetische Effekte aufweist und somit gegebenenfalls
eine Rolle bei der Wundheilung spielt [38, 60]. Zusitzlich ist von Interleukin 8 eine
Induktion der Stammzellmobilisierung durch Aktivierung der Matrix-Metalloproteinase-9
bekannt[56]. Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass auch im Rahmen der
Entziindungsreaktion nach Myokardinfarkt die Freisetzung der verschiedenen Botenstoffe
die  Mobilisation und die Rekrutierung bestimmter, aber nicht aller
Vorlauferzellsubgruppen unterstiitzt.

Der in unserer Studie gezeigte Anstieg der CD117/CD34 positiven und CD133/CD34
positiven Subpopulation im peripheren Blut beim Menschen legt in Zusammenschau mit
den am Tiermodell beobachteten und eng mit CD117 und CD133 exprimierenden Zellen
verkniipften Regenerationsvorgiangen bei akuter myokardialer Ischdmie die Annahme von

ghnlichen endogenen Mechanismen auch beim Menschen nahe.

4.2 Schlussfolgerung

Nach Myokardinfarkt kommt es nicht nur zu quantitativen, sondern auch zu qualitativen
Verdnderungen der Progenitorzellen im peripheren Blut. Diese Beobachtung legt die
Vermutung nahe, dass die unterschiedlichen Zellpopulationen verschiedene spezifische
Aufgaben bei endogenen Reparaturmechanismen haben konnten. Aussagen iiber die
funktionelle Relevanz und das mogliche therapeutische Potential der einzelnen
Zellsubgruppen fehlen bisher, so dass weitere Untersuchungen der unterschiedlichen
Zelltypen notwendig sind, um moglicherweise spezifischere und potentere therapeutische

Moglichkeiten nach Myokardinfarkt zu entwickeln.

S Zusammenfassung

Frithere Untersuchungen haben gezeigt, dass Progenitorzellen zur kardialen Regeneration
und Neovaskularisation nach Myokardinfarkt beitragen. Diese Erkenntnis fiihrte zu einer
Vielzahl von Studien am Tier und beim Menschen, welche die Mobilisation oder
Transplantation von Vorlduferzellen als Therapieoption untersuchen. Die endogenen
Reparaturvorgénge, die bei der Regeneration eine Rolle spieclen und somit einen
potentiellen therapeutischen Nutzen bieten, bleiben jedoch weitgehend unklar, obwohl das
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Wissen iiber diese Vorginge fiir die Entwicklung von spezifischen und effektiven
Therapien unerldsslich erscheint.

Um den Kenntnisstand auf diesem Gebiet zu erweitern wurde in dieser Arbeit daher die
Mobilisation endogener Vorlduferzellen im peripheren Blut von Patienten nach
Myokardinfarkt untersucht.

Per Durchflusszytometrie wurde die Anzahl der CD34+ Zellen sowie die KDR, CD133
und CD117 positiven Subgruppen dieser Population im peripheren Blut von 10 Patienten
mit akutem Myokardinfarkt (5945 Jahre, m/w=8/2) am Tag des Infarktes sowie an den
Tagen 1-5 untersucht. Als Kontrollgruppen dienten Patienten mit stabiler koronarer
Herzerkrankung (CAD, n=12, 66+2 Jahre, m/w=10/2) und junge gesunde Probanden
(n=7,26+2 Jahre, m/w=3/4). CD34 und KDR/CD34, CD133/CD34 und CD117/CD34
positive Zellen waren an den Tagen 3 und 4 nach Myokardinfarkt erh6ht.

Die KDR positive Fraktion innerhalb der CD34+ Zellen blieb unverdndert (58.3£7.8% vs.
55.3+10.6%), wihrend die CD133+ Fraktion (64.9+£3.1% vs. 43.5£5.9%, P=0.006) und
CD117+ Fraktion (71.7£5.6% vs. 50.1£5.5%, P=0.02) erhoht waren. Bei Patienten mit
stabiler KHK ergab sich eine dhnliche Anzahl an Zellen und Zusammensetzung der
Populationen wie bei Patienten mit Myokardinfarkt am Tag 0. Gesunde Kontrollprobanden
hatten mehr CD34+ und mehr KDR/CD34, CD133/CD34 und CD117/CD34 positive
Zellen als Patienten mit KHK und Patienten mit Infarkt am Tag 0. Die Fraktionen der
Zellen unterschieden sich bei den Gesunden im Vergleich zu Patienten mit koronarer
Herzerkrankung nicht, allerdings zeigte sich ein leichter Trend zu mehr KDR/CD34+
Zellen (72.8£10.6% vs. 50.5+5.6%, P=0.058).

Nach Myokardinfarkt ist also nicht nur die absolute Anzahl der CD34 positiven Zellen im
peripheren Blut gesteigert, sondern es verdndern sich auch die Anteile der verschiedenen
Subpopulationen im peripheren Blut. Diese Tatsache weist auf eine selektive
Mobilisierung  nach  Myokardinfarkt hin, deren Bedeutung fiir endogene

Regenerationsvorgédnge in zukiinftigen Arbeiten weiter untersucht werden muss.
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